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1. Einleitung

Das sterile Paar ist heute in wesentlich hoherem MaBe im gynidkologischen Praxisalltag
anzutreffen als frither. Nach Angaben der Kolner Bundeszentrale fiir gesundheitliche
Aufklirung bleibt jede siebte Partnerschaft in Deutschland ungewollt kinderlos'. Fiir die
Héufigkeit und Verteilung der Ursachen lassen sich nur Richtwerte angeben, da die
Statistiken voneinander abweichen. 30-40 % der sterilen Paare sind auf eine gestorte oder
fehlende Zeugungsfihigkeit des Mannes zuriickzufithren. Bei ebenfalls 30-40% der ungewollt
kinderlosen Paare handelt es sich um eine Stérung der Konzeptionsfahigkeit der Frau. In ca.
15-30% aller Félle liegen Sterilitdtsursachen bei beiden Partnern vor. Die verbleibenden
10-15% gehen zu Lasten nicht abkldarbarer Ursachenfaktoren, sind also idiopathischer Art
(Knorr et al., 1989; Berlin-Institut fiir Bevolkerung und Entwicklung, 2007). In Deutschland
wird die Sterilitdt nach dem Urteil des Bundesgerichtshofes von 1986 als Krankheit im
versicherungsrechtlichen Sinne bewertet’.

Neben den medizinischen und biologischen Ursachen bei Mannern und Frauen ldsst sich die
Zunahme der ungewollten Kinderlosigkeit im Verlauf der letzten Jahrhunderte auch mit
einem fortgeschrittenen Durchschnittsalter von Erstgebdrenden, sowie zunehmender
seelischer Belastungen durch Stress oder sozialen Druck in Verbindung bringen. Eine herab-
gesetzte Fruchtbarkeit durch Umwelteinfliisse und hormonéhnlich wirkende Riickstinde in
Chemikalien wird ebenfalls diskutiert (Berlin-Institut fiir Bevolkerung und Entwicklung,
2007).

Da die Konzeptionserwartung in Abhingigkeit vom Lebensalter der Frau abnimmt
(Felberbaum et al., 2002), ist es anzunehmen, dass physiologische Verdnderungen der
Fortpflanzungszyklen bei Mann und Frau eine Rolle spielen. Die weibliche Unfruchtbarkeit
ist sehr vielfiltig. Sie reicht von ovariell bedingter Sterilitit {iber tubare, uterine, zervikale,
vaginale bzw. immunologische Sterilitidt bis hin zu psychogener Sterilitdt oder auch durch
extragenitale endokrine Erkrankungen verursachte Kinderlosigkeit.

Der Uterus selbst stellt selten die alleinige Sterilitdtsursache dar. Neben Organverinderungen
kommt eine Reihe von Funktionsstérungen des Endometriums in Betracht. Eine addquate und
zeitgerechte Vorbereitung der Gebdrmutterschleimhaut auf eine mogliche Implantation der
befruchteten Eizelle bedarf des exakten Zusammenspiels verschiedener Organsysteme wie das
des Immunsystems, Gerinnungssystems, Geféf3systems, des endokrinen und neuroendokrinen

Systems sowie einer psycho-humoralen Steuerung.

" Quelle: Arzte Zeitung Nr. 154 vom 1.9.2005, Seite 10
2 Quelle: BGH, Urteil vom 17.12.1986 — IV a ZR 78/85, Neue Juristische Wochenschrift, 1987, 12: 703-704




In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass an der Regulation des weiblichen
Endometriums die Steroidhormone 17B-Ostradiol und Progesteron sowie unterschiedliche
Zytokine und Wachstumsfaktoren beteiligt sind (Lessey et al., 1988; Jacobs et al., 1992).
Besonders zwischen Endokrinum und Immunsystem besteht eine sehr enge Interaktion. Zum
zelluldren Immunsystem zéhlen neben Lymphozyten und mononukledren Blutzellen des pha-

gozytdren Systems auch Immunglobuline, Wachstumsfaktoren und Zytokine.

Zytokine sind hormonihnliche, proteinartige Molekiile, die von vielen verschiedenen Zellen
sezerniert werden (z.B. Endothelzellen, Fibroblasten, B- und T-Lymphozyten, Monozyten/
Makrophagen). Sie spielen eine wichtige regulatorische Rolle bei der Kontrolle von
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Hadmatopoese, Entziindungsreaktionen, Immun-
antworten und Tumorwachstum (Yarden und Ullrich, 1988; Thomson, 1991).

Das humane Endometrium, das neben Epithel- und Stromazellen auch GefiB3zellen und
immunkompetente Zellen umfasst, ist ein aktiver Ort der Zytokinproduktion und ihrer
Wirkung (Tabibzadeh 1991a).

Zytokine konnen als eine Art "second messenger" verstanden werden, deren Produktion von
den weiblichen Sexualhormonen sowohl in Epithel- und Stromazellen als auch in der
Blastozyste stimuliert werden. Die Zytokinexpression im Endometrium ist zeitlich und
quantitativ wéhrend des menstruellen Zykluses nicht konstant. Proliferations- und
Sekretionsphase sowie der Zeitraum um die Implantation sind unterschiedlich mit Zytokinen
ausgestattet (Kauma et al., 1990; Tabibzadeh et al., 1992).

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) beispielsweise, das in zahlreichen Studien immer wieder im
Mittelpunkt steht, wird im Endometrium wéhrend der Proliferationsphase nur sehr schwach
exprimiert. Um den Zeitpunkt der Implantation herum (Implantationsfenster) steigt die
Immunoreaktivitit fiir [L-6 im Endometrium drastisch an und wird schrittweise wihrend der
gesamten Sekretionsphase erhoht (Tabibzadeh at al. 1995a). Von Wollff et al. bestétigten diese
Ergebnisse und zeigten auBlerdem, dass es bei Frauen mit habituellen Aborten zu einer
abnormalen Expression von IL-6 und Interleukin-1£ (IL-1/) im Endometrium wahrend der
mittleren Sekretionsphase kommt (von Wolff et al., 2000).

AuBer den Zytokinen sind auch verschiedene Integrine, eine bestimmte Klasse von Glyko-
proteinen an der Zelloberflache, am Implantationsgeschehen durch Zell-zu-Zell- und Zell-zu-
Substrat-Interaktionen beteiligt. Integrine bestehen aus den zwei Untereinheiten o und 3
(Albelda et al, 1990; Hynes, 1992). Alle Séaugetier-Eizellen exprimieren Integrine an ihrer

Oberfldche, um als Rezeptor fiir Spermien zu fungieren. Die Expression einiger Integrine ist




um den Implantationszeitpunkt herum erh6ht und bleibt wihrend der frithen Schwangerschaft
in der Dezidua auf diesem erhohten Niveau. Eine Storung der Integrin-Expression im
Endometrium ist mit bestimmten Typen von weiblicher Infertilitdt assoziiert (Kou et al.,
1997). Manche Integrine sind wéhrend des gesamten Zykluses prisent, andere wiederum nur
in der Lutealphase. Die Integrine asf3; und o33 werden z.B. nur wihrend des Implantations-
fensters exprimiert und spielen damit sehr wahrscheinlich eine Rolle in der Vorbereitung des
weiblichen Endometriums fiir eine Schwangerschaft (Lessey et al., 1994a).

Ein weiterer Faktor, von dem angenommen wird, dass er in der Schwangerschaft eine Rolle
spielt, ist das Osteopontin. Osteopontin ist ein Glykoprotein, das eine Glycine-Arginine-
Glycin-Aspartat-Serin (GRGDS) zellbindene Domine besitzt (Oldberg et al., 1986, Craig et
al., 1989). Osteopontin-mRNA wird in vielen Geweben des Korpers exprimiert, wie z.B. in
den Nieren, Ovarien und auch im Uterus (Yoon et al., 1987; Craig and Denhardt, 1991). Ein
Rezeptor fiir Osteopontin ist das o,Bs-Integrin an der Oberfliche unterschiedlicher Organe
(Miyauchi et al., 1991). Ab dem siebten Tag nach der Befruchtung konnte Osteopontin im
Uterus, in der Dezidua und der Plazenta gefunden werden (Waterhouse et al., 1992). Es wird
spekuliert, dass die Bindung von Osteopontin an seinen oyf3-Integrin-Rezeptor fiir die
Integritdt des Chorions sowie fiir die Kommunikation zwischen Embryo und miitterlichem
Gewebe wihrend der Plazentation eine Rolle spielt (Daiter et al., 1996).

Fiir eine erfolgreiche Einnistung der Blastozyste sind auBerdem mononukledire Blutzellen von
Bedeutung. Diese mononukledren Blutzellen (Monozyten/Makrophagen) sind bei Miusen,
Ratten und auch beim Menschen zu der Zeit der Implantation in grofer Zahl in der
Gebédrmutter vorhanden (Hunt and Pollard, 1992). Sie produzieren eine Vielzahl von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, unter anderem auch IL-6, IL-1B und Tumor Necrosis
Factor-a (TNF-«), wobei Embryo- und Trophoblastzellen ihrerseits Rezeptoren fiir einige
dieser Zytokine und Wachstumsfaktoren exprimieren (Haimovici and Anderson,1993).

Die Makrophagen infiltrieren das Endometrium und induzieren eine Entziindungsreaktion, die
wahrscheinlich von Substanzen des Ejakulats stimuliert wird. Nach einer eingetretenen
Schwangerschaft bei Méusen verschwinden diese Zytokin produzierenden mononukledren
Blutzellen wieder (McMaster et al., 1992).

In fritheren Studien wurde gezeigt, dass mononukledre Blutzellen oft nur in Anwesenheit von
anderen Korperzellen ihre spezielle Aufgabe erfiillen konnen und fiir sich alleine in Kultur
gehalten nur minimale Sekretionsleistung zeigen (Antonelli-Orlidge et al., 1989; Navab et al.,

1991). Aus diesem Grund stellt das Cokulturmodell von endometrialen Zellen mit




mononukledren Blutzellen, welches fiir einen Teil der vorliegenden Experimente verwendet
wurde, eine vergleichbare Nachahmung der In-vivo-Verhéltnisse dar.

Ist das sensible Gleichgewicht zwischen den endometrialen Faktoren gestort, kann sich das
auf die Befruchtung und Einnistung der Eizelle sowie auf den erfolgreichen Abschluss einer

Schwangerschaft auswirken.




2. Zielsetzung

Wie vorangehend beschrieben, sind bei der Implantation der Blastozyste bzw. dem
Zustandekommen und Erhalt einer Schwangerschaft verschiedene Faktoren, Zellen und
Umstidnde beteiligt. Die Anwesenheit von Zytokinen, Integrinen, Wachstumsfaktoren und
mononukledren Blutzellen bewirken bei exaktem Zusammenspiel den komplexen Vorgang

einer erfolgreichen Implantation.

Diese Arbeit wurde mit dem Ziel geschrieben, die Regulation von IL-6, Bs;-Integrin und
Osteopontin an endometrialen Zellen in einem In-vitro-Modell zu untersuchen.

Um einem In-vivo-Modell nahezukommen, wurden die endometrialen Zellen mit
Steroidhormonen einerseits und mit Steroidhormonen und mononukledren Blutzellen
andererseits cokultiviert. Zur Kontrolle, welche Zytokine, die von Monozyten sezerniert
werden, regulative Aktivitdit auf die Zytokinexpression und -sekretion von
Endometriumszellen zeigen, wurden Vergleichsreihen unter Zusatz von IL-1B, IL-6 und

TNF-a als Standardzytokine der Monozyten aufgesetzt.

Folgende Fragen sollten dabei geklért werden:

a) Bewirken die Hormone Progesteron und Ostradiol eine Verinderung in der Sekretion
bzw. Expression von IL-6, B3-Integrin und Osteopontin in endometrialen Zellen?

b) Lassen sich endometriale Zellen und mononukledre Blutzellen in einem Modell der
Cokultur zusammen kultivieren?

c) Eignet sich die Cokultur endometrialer Zellen mit humanen mononukledren Blutzellen zur
Untersuchung der zytokingesteuerten Expression verschiedener endometrialer Faktoren?

d) Welche Zytokine sind fiir eine verdnderte Expression endometrialer Faktoren in Epithel-

und Stromazellen nach Cokultivierung mit mononukledren Blutzellen verantwortlich?
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3. Material und Methoden
3.1 Endometriale Zellen

3.1.1 Materialgewinnung

Die endometrialen Zellen, die fiir die Zellkulturen im Rahmen dieser Arbeit benétigt wurden,
konnten aus drei verschiedenen Miinchner Krankenhdusern bezogen werden: aus der eigenen
operativen Abteilung der Frauenklinik im Klinikum GroBhadern, dem Krankenhaus
Harlaching sowie dem Krankenhaus Dritter Orden.

Das Endometrium stammte aus abdominal oder vaginal operierten Hysterektomiepréparaten
von Frauen im primenopausalen Alter zwischen 35 und 51 Jahren, die ihr Einverstdndnis zur
Gewebeentnahme gaben. Die EinschluBkriterien fiir die vorliegende Studie lauteten: keine
Hormonsubstitution in den letzten drei Monaten, kein liegendes Intrauterinpessar, Patientin in
der Sekretionsphase eines regelmdfligen Zykluses sowie kein Hinweis auf neoplastische
Prozesse. Entsprechend diesen Kriterien ergab sich der symptomatische Uterus myomatosus
als hiufigste Operationsindikation (vgl. 7.1 Patientendaten). Die Zyklusphase der Gewebe
wurde anhand der anamnestisch erhobenen Angaben iiber Zyklusdauer und letzte Periode
sowie anhand des Serumspiegels von Ostradiol (E;), Progesteron und Luteinisierendem
Hormon (LH) bestimmt. Die Asservierung des Gewebes erfolgte in Absprache mit dem
verantwortlichen Pathologen im Anschluss an die Hysterektomie im Operationssaal unter
sterilen Bedingungen. Entlang eines Prevical Katheters (Nourypharma, OberschleiBheim,
Deutschland), der als Fithrungsstab diente, wurde der Uterus mittels eines sterilen Skalpels in
longitudinaler Richtung eréffnet. Durch Kiirettage des Cavum uteri mit dem sterilen Skalpell
wurde das fiir die Zellkultur benétigte Endometrium gewonnen. Der Transport des Gewebes
ins Forschungslabor erfolgte anschlieBend in einem sterilen Zentrifugenréhrchen (Greiner,
Frickenhausen, Deutschland) mit 6 ml DMEM/F-12HAM Medium ohne Phenolrot (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) bei Raumtemperatur. Das Transportmedium enthielt 0,2% Zienam
(Imipenem und Cilastatin, MSD Sharp & Dome, Haar, Deutschland), 0,4% Nystatin
(200.000 ILE./L, Lederle, Wolfratshausen, Deutschland) und 10% inaktiviertes Fetales
Kiélberserum (FCS, Gibco, Eggenstein, Deutschland). Von der narkotisierten Patientin wurde
auBBerdem 10 ml venoses Blut entnommen. Nach Zentrifugation und Dekantierung des Serums
wurde dieses in zwei ReaktionsgefiBlen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zu je 0,5 ml
schockgefroren und bis zur Bestimmung des Hormonstatus durch das Labor der Klinischen

Chemie, Klinikum GroBhadern bei -70° C gelagert.
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3.1.2 Zellkultur endometrialer Zellen

Die Aufbereitung der endometrialen Epithel- und Stromazellen erfolgte nach der Methode,
wie sie von Classen-Linke et al. (1997) beschrieben wurde.

Die Zeit zwischen Gewebeentnahme und Weiterverarbeitung im Labor lag durchschnittlich
bei einer Stunde - maximal bei 1,5 Stunden. Die Inaktivierung des FCS im Geweberdhrchen
wurde gleich nach dem Transport ins Forschungslabor durch Lagerung im Wasserbad bei
56 °C fiir die Dauer von 30 Minuten durchgefiihrt. Das Probenmaterial wurde anschlieBend an
der sterilen Werkbank mit laminarer Stromung mit Hilfe von zwei Skalpellen in einer sterilen
Petrischale aus Glas in ca. 1 mm’ groBe Stiicke geschnitten. Es folgte eine einstiindige
enzymatische Digestion mittels zugefiigter 0.153% Kollagenase Typ I A (400 units/mg solid;
Sigma) bei 37 °C im Schiittelwasserbad mit einer Schiittelfrequenz von 20/Minute. Dabei
lagerte das Gewebe in 6 ml DMEM/F-12HAM Medium ohne Phenolrot (Sigma) in einer
Gewebekulturflasche (Cellstar 50 ml, Greiner). Nach ca. 30 Minuten wurde die Digestion
unterbrochen, um mit einer 1000 ul Pipette den Flascheninhalt homogen zu resuspendieren
und durch den Sog eine weitere mechanische Zerkleinerung zu erreichen. Dieser

Arbeitsschritt wurde nach weiteren 30 Minuten wiederholt.

3.1.2.1 Isolierung von Epithel- und Stromazellen

Die Trennung der Epithelzellen von den Stromazellen geschah mit Hilfe von zwei
Filtrationsvorgidngen. Zunédchst wurde die Zellsuspension durch eine Nylon-Membran mit der
Porengr6e 180 um (Millipore, Eschborn, Deutschland) filtriert und somit epitheliale
Driisenschlduche und stromale Zellen von sonstigen Probenbestandteilen wie Myometrium,
Bindegewebe oder Schleimresten gesdubert. Im zweiten Filtrationsvorgang durch eine
Nylon-Membran der Porengrofle 40 pm (Becton Dickinson, New Jersey, USA) wurden die
Epithelzellen von den Stromazellen getrennt. Die Epitheldriisenschléduche, die den Riickstand
im Sieb bildeten, wurden mit 10 ml Medium in eine Petrischale gespiilt. Anschliefend
wurden beide Zellarten in je 15 ml Medium 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 70 g (mit
g=981 m/s?) zentrifugiert. Nach Resuspension des Sediments mit 10 ml frischem Medium

wurde die Zentrifugation wiederholt und der Uberstand dekantiert.
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3.1.2.2 Epithelzellkulturen

AnschlieBend wurden die epithelialen Driisenschlduche erneut in Medium suspendiert und auf
Millicel-CM Membraneinsédtzen (Millipore) mit einem Durchmesser von 12 mm und einer

Porengréf8e von 0,4 um ausgesit.

Die Membraneinsdtze wurden vor der Gewebeaussaat mit verdiinntem Matrigel ohne
Phenolrot (Becton Dickinson) beschichtet. Die Verdiinnung des Matrigels betrug 1:4 mit
DMEM/F*12HAM Medium ohne FCS'. Die mit je 100 pl verdiinntem Matrigel beschichteten
Membraneinsdtze  wurden anschlieBend in die Vertiefungen einer Multiwell-
Gewebekulturplatte aus Polystyrol (Falcon 3047, Becton Dickinson) platziert. Fiir das
Gelieren des Matrigels folgte eine 90-miniitige Inkubation im Brutschrank bei 37 °C.

Nach dem Ausstreuen der Epitheldriisenschlduche in einer Dichte von 6000
Driisenschliuchen/cm” wurden die Zellen in einem Brutschrank fiir Zellkulturen bei 37 °C

und 5% CO,-Gehalt fiir 5 bis 6 Tage bis Versuchsbeginn kultiviert.

Um ein zweikammriges Kultursystem zu erhalten, wurden unterhalb des Membraneinsatzes,
in dem sich die Driisenschlduche in 250 ul Medium befanden, weitere 500 ul Medium
zugegeben. Zu den weiteren Bestandteilen des DMEM/F*12HAM-Mediums fiir die
Kultivierung der Epithelzellen zéhlten neben Zienam, Nystatin und FCS auBlerdem 50 ng/ml
Progesteron  (4-Pregnene-3,20-dione, Sigma) und 0,5 ng/ml E, (17p-Ostradiol,
1,3,5(10) Estratrione, Sigma)2 . Das Ndhrmedium wurde alle 48 Stunden erneuert.

Die Bewachsung der Membraneinsédtze mit Epithelzellen nach 5-6 Kulturtagen, d.h. also zu

Beginn der verschiedenen Experimente betrug 30% bis 90%.

" Das optimale Verdiinnungsverhiltnis fiir Matrigel wurde von meiner Kollegin Frau C. Zepf in einem
Vorversuch im Rahmen ihrer Dissertation bestimmt (Kap. 2.3.3. "Wahl der optimalen Matrigelverdiinnung" in
"Integrine und pro-inflammatorische Zytokine im humanen Endometrium - immunhistochemische
Untersuchungen zur Expression und In-vitro-Studien zur Regulation anhand eines optimierten
Zellkulturmodells", Claudia Zepf, 2003, LMU Miinchen)

% Die Zellen, die im weiteren Verlauf dieser Arbeit als hormonbehandelte Zellen beschrieben sind, haben bei der
urspriinglichen Kultivierung keine Hormonzugabe im N&dhrmedium erhalten.
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3.1.2.3 Stromazellkulturen

Die Stromazellen wurden nach dem zweiten Waschvorgang in zwei Gewebekulturflaschen
(Cellstar 250 ml, Greiner) in je 10 ml Medium ausgestreut und im Brutschrank inkubiert.
Nach 24 Stunden erfolgte der erste Mediumwechsel, wobei ein Grofiteil der Verunreinigung
mit Erythrozyten und Epithelzellen entfernt werden konnte. Nach weiteren 24 bis 48 Stunden
- abhingig vom konfluenten Zellrasen in der Kulturflasche - wurden die Stromazellen zur
weiteren Elimination von Fremdzellen einmalig passagiert. In Vorversuchen konnte
festgestellt werden, dass mehrmaliges Passagieren den Verunreinigungsgrad mit Fremdzellen
reduziert. Die Zellfunktion nimmt jedoch schon nach drei Passagen deutlich ab (vgl. 4.1.1.3
Passage von Stromazellen). Aus diesem Grund wurden die Stromazellen der Haupt-
experimente nur einmalig passagiert. Dazu wurden die adhédrenten Zellen aus einer
Zellkulturflasche zweimal mit je 15 ml 37 °C warmer PBS-Losung (Phosphate buffered
saline, Gibco) gespiilt und anschliefend 10 Minuten mit 1,5 ml Trypsin-EDTA-L6sung 10%
(Gibco) im Brutschrank inkubiert. Dadurch kam es zur Ablosung der Stromazellen vom
Boden der Kulturflasche, was mikroskopisch anhand der verdnderten Zellmorphologie, d.h.
anhand der kugeligen statt der urspriinglich spindelformigen Gestalt der Zellen, zu
beobachten war. Die Enzymaktivitit des Trypsins wurde anschliefend durch Zugabe von
8,5 ml Medium bzw. durch das darin enthaltene FCS unterbrochen und die Zellsuspension bei
21°C und 70 g 10 Minuten zentrifugiert.

Die Stromazellen aus dem Sediment wurden in frischem Medium suspendiert und in einer
Neubauer Zihlkammer ausgezéhlt. Gleichzeitig wurde die Vitalitdt der Zellen mit dem sauren
Farbstoff Trypanblau (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) in der Konzentration von 0,5%
kontrolliert. Da Trypanblau als Anion sehr leicht an Proteine binden kann, férben sich nicht
vitale Zellen dunkelblau. Lebende Zellen hingegen nehmen den Farbstoff nicht auf und
erscheinen im Lichtmikroskop hell. Nach der Mischung der Zellsuspension mit der
Trypanblaulésung zu gleichen Teilen folgte die Auswertung mit Hilfe eines Lichtmikroskops.
Im Anschluss wurden je 80.000 Stromazellen in je 750 pul Medium pro Well auf eine
24 Multiwell-Gewebekulurplatte (Becton Dickinson) ausgestreut, was einer Zelldichte von
100.000 Zellen/cm® entspricht. Die Stromazellen wurden nach der Passage erstmalig mit
Hormonen in der gleichen Konzentration wie die Epithelzellen, also mit 50 ng/ml Progesteron
und 0,5 ng/ml E, stimuliert. Nach weiteren 2,5 bis 3 Tagen im Brutschrank waren die
Stromazellen bereit fiir die anschlieBende Cokultivierung mit mononukleédren Blutzellen bzw.

fiir die Stimulation mit Zytokinen.
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Zusammenfassung Kapitel 3.1:

Endometrium wird aus frischen Uteri von pridmenopausalen Patientinnen ohne vorherige
Hormonstimulation und mit gutartiger Gebarmuttererkrankung gewonnen.

Nach Isolierung und Reinigung folgt die Kultivierung der endometrialen Epithelzellen auf
verdiinntem Matrigel in Membraneinsdtzen sowie die Kultivierung der endometrialen

Stromazellen auf Polystyrol fiir 5-6 Tage. Dabei werden die Stromazellen einmalig passagiert.
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3.2 Mononukleére Blutzellen

3.2.1 Isolierung von mononukledren Blutzellen

Die mononukledren Zellen wurden aus Leukozytenkonzentrat (Buffy-Coat) von Blutspendern
des Roten Kreuzes Miinchen gewonnen. Der Buffy-Coat stand ca. zwei Stunden nach der
Blutabnahme zur Abholung bereit und wurde anschliefend unverziiglich bei Raumtemperatur

ins Labor transportiert und verarbeitet.

Die Isolierung der mononukledren Butzellen erfolgte mittels einer Ficoll-Dichtegradienten-
Zentrifugation (Vacutainer CPT Cell Preparation Tube, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA) in Anlehnung an die Arbeit von Andreesen et al. (1982). Im Anschluss daran wurden
die mononukledren Blutzellen in ein steriles Zentrifugenrohrchen (50 ml) tiberfiithrt. Nach
Suspension der Zellen in 40 ml 4 °C kaltem, sterilem PBS folgte eine 10-miniitige
Zentrifugation bei Raumtemperatur und 370 g. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig
dekantiert und die Zellen in 40 ml frischem PBS (4 °C) resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation und Dekantierung des Uberstandes wurde das Pellet mit den darin enthaltenen
mononukledren Blutzellen in RPMI-1640 Medium ohne Phenolrot (Sigma) resuspendiert.
RPMI-1640 Medium wurde fiir die Kultivierung mit 10% inaktiviertem FCS (Gibco),
0,2% Zienam (Imipenem und Cilastatin) und 0,4% Nystatin (200.000 I.E./L) versetzt.

Eine Probe von 50 pl der Suspension wurde zum Zihlen der Zellen in der Neubauerkammer
entnommen, die restliche Zellsuspension wurde bei 300 g 10 Minuten zentrifugiert. Die
Isolierung von 50 ml Leukozytenkonzentrat ergab 300 bis 600 Millionen mononukledre
Blutzellen. Um die Ergebnisse untereinander vergleichen zu konnen, wurde fiir alle
Cokulturen der Hauptexperimente nur ein einziges Leukozytenkonzentrat, d. h. Blut von
einem einzigen Blutspender verwendet. Zu diesem Zweck wurden die mononukledren Zellen

nach der Isolierung kryokonserviert und in fliissigem Stickstoff gelagert (vgl. 3.2.2).
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3.2.2 Konservierung und Bereitstellung der mononuklearen Blutzellen

Fiir die Konservierung wurden die Zellen in sterilen Kryor6hrchen zu je 10 Millionen Zellen
in 450 pl  RPMI-1640 Medium, 400 pl inaktiviertem FCS wund 150l DMSO
(Dimethylsulfoxid, Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland) gelost. Mit Hilfe eines
Kryokonservierungsgerites fiir Gewebe (Kryo 10 Series, Model 10-3.3, Messer Griesheim,
Krefeld, Deutschland) wurden die Zellsuspensionen anschliefend innerhalb von zwei Stunden
auf —120°C gekiihlt und danach in einem Stickstofflagerbehilter (Chronos, Messer
Griesheim) bei —180°C aufbewabhrt.

Fiir die spéterer Bereitstellung der Zellen wurde ein Kryoréhrchen aus dem Stickstoftbehalter
im Wasserbad bei 37 °C ca. 5 Minuten geschwenkt, bis die Zellsuspension gerade aufgetaut
war. Eine Erwdrmung der Zellsuspension mufite unter allen Umstidnden vermieden werden, da
das im Medium enthaltene DMSO in diesem Falle die Zellen geschidigt hétte. Im Anschluss
an den Auftauvorgang wurde das Rohrchen in vergélltem Alkohol desinfiziert, die aufgetaute
Zellsuspension in 20 ml 4 °C kaltes RPMI-1640 Medium iiberfiihrt und bei 600 g 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Dekantierung des Uberstandes wurden die Zellen erneut in ca. 3 ml
RPMI-1640 Medium suspendiert und 50 pl der Suspension zur Zghlung in der
Neubauerkammer entnommen. Gleichzeitig wurde dabei die Vitalitit der Zellen mit

Trypanblau (vgl. 3.1.2.3) gepriift. Sie betrug jeweils 60% bis 80%.
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3.2.3 Zellkultur mononukleéarer Blutzellen

Nach dem Auftauen und der Resuspension der Zellen in Ndhrmedium wurden die
mononukledren Blutzellen in Falcon-Membraneinsidtze (P.E.T track-etched membrane,
Becton Dickinson) der Porengroe 1 pm und direkt auf Poystyrol einer Multiwell-
Gewebekulturplatte (Becton Dickinson) ausgesét. Fiir das Cokulturmodell wurden pro Ansatz
50.000 oder 500.000 vitale mononukledre Blutzellen verwendet. In allen Kulturansitzen
waren die Zellen in je 750 ul RPMI-Medium gelost. Die Adhdsion der mononukledren
Blutzellen auf dem Polystyrol der Gewebekulturplatten bzw. auf den Falcon-
Membraneinsédtzen erfolgte durch die Inkubation im Brutschrank fiir zwei Stunden.
AnschlieBend folgte die Spiilung der mononukleédren Blutzellen mit 37°C warmem Medium,
um die nicht adhdrenten bzw. die toten Zellen aus der Zellkultur zu entfernen.

Das Medium wurde anschliefend dekantiert, durch neues Nidhrmedium ersetzt und jedem
Ansatz 100 ng/ml Lipopolysaccharide (LPS von E. coli 026:B6, zellkulturgetestet, Sigma)
zugefiigt. Die Zugabe von LPS diente der schnelleren Differenzierung der Monozyten in
Makrophagen und der Anregung der Monozyten, Zytokine zu produzieren.

Nach zwei Tagen Inkubation bei 37°C wurde das LPS-haltige Medium erneuert und die

Zellkultur fiir weitere drei Tage bis zum Beginn der Cokultur im Brutschrank inkubiert.

Zusammenfassung Kapitel 3.2:

Mononukleédre Blutzellen werden aus Leukozytenkonzentrat (Buffy Coat) von Blutspendern
gewonnen. Fiir alle Cokultur-Experimente werden Zellen desselben Spenders verwendet.
Nach Isolierung und Reinigung der mononukledren Blutzellen folgt bis zum Versuchsbeginn
die Kryokonservierung in Stickstoff. Vor Beginn der Cokultur werden jeweils 50.000 oder
500.000 mononukledre Zellen auf Falcon-Membraneinsdtzen und auf Polystyrol fiir 5 Tage

kultiviert und mit Lipopolysacchariden (LPS) zur schnelleren Differenzierung stimuliert.
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3.3 Vitalitatsprifung

Die Vitalitdt endometrialer und mononukleédrer Zellen zu Beginn und nach Abschluss der
Versuchsreihen wurde mit dem vorkonfigurierten LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit
(L-3224, Mo Bi Tec, Gottingen, Deutschland) tiberpriift.

Der Test basiert auf der Markierung von vitalen und abgestorbenen Zellen mittels
fluoreszierender Farbstoffe. Dabei werden zwei Parameter der Zellvitalitdt, und zwar die
intrazelluldre Esterase-Aktivitdt sowie die Durchléssigkeit der Zellmembran bei geschéddigten
Zellen gemessen. Die durch die Esterase katalysierte Umwandlung von zunichst nicht
fluoreszierendem Calcein AM in das griin fluoreszierende polyanionische Calcein markiert
die vitalen ungeschédigten Zellen. Bei nicht vitalen Zellen mit geschéddigter Zellmembran
kann der zweite Farbstoff — Ethidium Homodimer 1 — ins Innere des Zellkerns eindringen und
erzeugt durch Bindung an die Nukleinsiduren eine rote Fluoreszenz. Beide Fluoreszenzen
konnen in einem Fluoreszenzmikroskop mit Blaufilter im Bereich von 530 nm dargestellt
werden.

Vor der Durchfiihrung dieses Versuches wurden die Zellen mit Hanks-Losung (HBSS
Hanks'Balt Salt, Gibco) gewaschen. AnschlieBend folgte die Mischung der beiden
Indikatorsubstanzen des LIVE/DEAD-Kits entsprechend den Angabe des Herstellers im
Verhiltnis 1:4 in 2 ml Hanks-Losung, d.h. 1ul Calcein AM (4 mM) und 4 pl Ethidium
Homodimer 1 (2 mM). Die zu testenden Zellen wurden danach mit 150 pl dieser Farblosung
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach der Inkubation folgte ein
Waschvorgang mit Hanks-Losung und die sofortige qualitative und quantitative Beurteilung

im Fluoreszenzmikroskop (Diaplan, Leitz, Wetzlar, Deutschland).

Zusammenfassung Kapitel 3.3:

Mit dem LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit wird die Vitalitit endometrialer und
mononukledrer Zellen vor und nach der Durchfithrung der Experimente gepriift. Dabei
werden nicht vitale Zellen durch eine rote Fluoreszenz aufgrund der Durchldssigkeit der
geschiadigten Zellmembran sowie des damit moglichen Eindringens von Ethidium
Homodimer 1 und seine Bindung an die Nukleinsduren sichtbar. Vitale Zellen zeigen eine
durch intrazelluldre Esterase katalysierte Umwandlung von nicht fluoreszierendem Calcein

AM in das griin fluoreszierende polyanionische Calcein im Fluoreszenzmikroskop.
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3.4 Hormonbehandlung von endometrialen Zellen

In einer eigenen Dissertation wurden 10 epitheliale und stromale Zellkulturen (Ursprung:
Hysterektomiepréparate aus den gleichen drei Kliniken wie diejenigen der vorliegenden
Arbeit) von meiner Kollegin Frau Claudia Zepf ebenfalls im Forschungslabor der
Frauenklinik GroBhadern, Miinchen kultiviert. Diese 10 Zellkulturen wurden nach dem
gleichen Modell wie in Kapitel 3.1 beschrieben behandelt. Allerdings erhielten diese Zellen
zu Beginn der Kultivierung keine Hormonzugabe (vgl. 3.1.2.2 und 3.1.2.3). Erst nach 5-6
Tagen Inkubation im Brutschrank wurden die endometrialen Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen von Steroidhormonen stimuliert. Die Stimulation mit den Steroidhormonen
Progesteron und Ostradiol in unterschiedlichen Konzentrationen erfolgte iiber einen Zeitraum
von 72 Stunden (s. Tab. 3.1). Im Anschluss an die Inkubation mit Progesteron und Ostradiol
wurden von Frau C. Zepf verschiedene Untersuchungen zur Charakterisierung der Zellkultur
mittels Immunhistochemie und radioaktiver Markierung durchgefiihrt (Zepf, 2003).

Von diesen oben genannten 10 hormonell stimulierten Zellkulturen konnten fiir die hier
vorliegende Arbeit Zellen fir ELISA- (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) und PCR-
Untersuchungen (Polymerase-Kettenreaktion) zur Verfiigung gestellt werden. Dabei

beschriinkte man sich auf die Uberpriifung der Sekretion bzw. Expression von IL-6, B3 und

Osteopontin.

Stimulation mit: Hormonkonzentration | Hormonkonzentration |Anzahl der
in ng/ml in mol Zellansiitze

Ostradiol (E,) 0,27 ng/ml 107 mol 1

Ostradiol (E,) 2,7 ng/ml 10" mol 1

Progesteron 31 ng/ml 107" mol 1

Progesteron 310 ng/ml 10 mol 1

E, + Progesteron 0,27 ng/ml + 31 ng/ml | 10” mol + 107 mol 1

E, + Progesteron 2,7 ng/ml + 310 ng/ml | 10™ mol + 10" mol 1

Kontrolle ohne Hormone |- - 2

Tab. 3.1: Hormonstimulation endometrialer Epithel- und Stromazellen
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Zusammenfassung Kapitel 3.4:

In einer eigenen Versuchsreihe (Dissertation von Frau C. Zepf) werden Epithel- und
Stromazellen mit Ostradiol und/oder Progesteron in zwei verschiedenen Konzentrationen fiir
72 Stunden stimuliert. AnschlieBend werden in der vorliegenden Arbeit die Sekretion und
Expression von IL-6, B3 und Osteopontin mittels ELISA und semiquantitativer PCR

tiberpriift.
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3.5 Cokultur endometrialer Zellen mit mononukleiren Blutzellen

3.5.1 Allgemeines

In einer Cokultur wurden endometriale und mononukledre Zellen in einer Multiwell-
Gewebekulturplatte — getrennt durch die permeable Membran des Kultureinsatzes —
gemeinsam fiir 24 Stunden inkubiert. Die von mononukleédren Blutzellen produzierten Stoffe
konnten dadurch direkt Einflufl auf die Zellen des Endometriums nehmen.

Im Alter von 5-6 Tagen, folgte bei allen mononukledren Blutzellen die Entfernung des
Nahrmediums. In Vorversuchen konnte festgestellt werden, dass endometriale Zellen in
RPMI-1640 Medium weniger gut gedeihen, die mononukleédren Blutzellen aber durchaus das
von endometrialen Zellen bevorzugte DMEM/F*12HAM Medium tolerieren. Aus diesem
Grund wurde fiir die Cokultur zwischen endometrialen und mononukledren Zellen das
DMEM/F*12HAM Medium als Néhrmedium gewdhlt. Fir die vorliegende Arbeit sind 5
verschiedene endometriale Zellkulturen mit mononukledren Blutzellen eines einzigen

Spenders cokultiviert worden.

3.5.2 Cokultur von Epithelzellen mit mononuklearen Blutzellen

Um Mess- und Pipettierfehler zu minimieren, wurden in jeder Cokultur Doppelansitze
angelegt. In je 2 Ansdtzen wurden die Epithelzellen aus dem Millipor-Membraneinsatz mit
50.000 bzw. 500.000 mononukledren Blutzellen auf dem Polystyrol der Multiwellplate
cokultiviert (s. Abb. 3.1). Das DMEM/F*12HAM Medium (750 ul je Ansatz) enthielt
zusitzlich 10% FCS, 0,2% Zienam und 0,4% Nystatin. Daneben wurden die Zellansitze mit
50 ng/ml Progesteron, 0,5 ng/ml E, und 100 ng/ml LPS stimuliert. Die Zugabe der
Steroidhormone erfolgte bei den Epithelzellen innerhalb des Membraneinsatzes und die des
LPS unterhalb des Membraneinsatzes zu den mononukledren Blutzellen. Die restlichen 4
Ansitze dienten als Kontrollen fiir die Cokultur. Es handelte sich dabei um 2 Ansétze mit
Epithelzellen ohne Cokultur und mit LPS-Stimulation (100 ng/ml) sowie um 2 Ansétze ohne
Cokultur und ohne LPS-Stimulation (s. Abb. 3.1), um auszuschlieBen, dass die
Lipopolysaccharide eine Verdnderung induzieren. Alle 4 Kontrollansitze erhielten ebenfalls

je 750 ul DMEM/F*12HAM Medium mit den oben genannten Zusétzen.
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Anschliefend folgte die Inkubation im Brutschrank fiir 24 Stunden. Da die Epithel-
driisenschlduche im Laufe der Zellkultur unterschiedlich gut und dicht wuchsen, wurde die
Bewachsungsdichte im Membraneinsatz (in % der Bodenfldche) vor Beginn und am Ende der
Cokultur im Lichtmikroskop bestimmt und protokolliert. Nach der Inkubation wurde das
Medium innerhalb sowie unterhalb des Membraneinsatzes alliquotiert und in Einzelportionen
in Kunstoff-Reaktionsgefia3en (1,5 ml, Eppendorf) fiir folgende ELISA-Messungen bei —20°C
gelagert. In Vorversuchen konnte anhand von ELISA-Messungen festgestellt werden, dass die
Zytokinkonzentrationen sowohl innerhalb des Membraneinsatzes als auch darunter gleich
hoch waren. Die Membran war also vollstindig durchlédssig fiir den Zytokinaustausch
zwischen endometrialen und mononukledren Zellen. Somit konnte fiir die ELISA-Messungen
das gesamte Nihrmedium eines Cokulturansatzes — innerhalb und unterhalb des
Membraneinsatzes — verwendet werden. Nach Dekantieren des Mediums folgte eine Spiilung
der Zellen mit je 800 ul DEPC-PBS (0,08%, Diethylpyrocarbonat-PBS, Sigma), um Reste des
Nahrmediums zu entfernen. Im Anschlufl wurden die Epithelzellen und die mononukledren
Blutzellen nach Zugabe von 500 pl frischem DEPC-PBS von der Polystyrol-Kulturplatte bzw.
von dem Millipore-Membraneinsatz mit einer sterilen Pipettenspitze (Eppendorf) abgeschabt
und in sterile Reaktionsgefile (Eppendorf) tiberfithrt. Nach Zentrifugation bei 300 g fiir
5 Minuten und Dekantierung des Uberstandes folgte zum Abschluss die Suspension der
Zellen mit 100 ul DEPC-PBS und 200 pl Lysispuffer aus dem vorkonfigurierten
RNA-Isolierungs-Kit (High Pure RNA Isolation Kit, Bohringer, Mannheim, Deutschland).
Der Lysispuffer enthdlt Guanidiniumchlorid und dient der Lyse von Zellen unter
gleichzeitiger Inaktivierung von RNAsen. Nach kurzem Durchmischen der Zellsuspension
mittels eines Vortex Genie 2-Gerdt (Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz) wurden die

endometrialen Zellen bis zur Durchfiihrung der PCR bei —20 °C gelagert.

Legende:

®: Epithelzellen im Membraneinsatz

(] { (] (] Hellgrauer Untergrund: 50.000 mono-
50.000 [ 50.000 [ 500.000 | 500.000 nukledre Zellen auf Polystyrol

{ L ] ] Dunkelgrauer Untergrund: 500.000
K- | KA [K# [KH® mononukledre Zellen auf Polystyrol

K (-): Kontrolle ohne Cokultur, ohne LPS
K (+): Kontrolle ohne Cokultur, mit LPS

Abb. 3.1: Modell der Cokultur von Epithelzellen mit mononukledren Blutzellen
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3.5.3 Cokultur von Stromazellen mit mononuklearen Blutzellen

Fiir die Cokultur zwischen Stromazellen und mononukledren Blutzellen wurden ebenfalls
8 Ansétze nach dem oben genannten Modell kultiviert (vgl. 3.5.2). In Vorversuchen wurde
festgestellt, dass Stromazellen nur auf Polystyrol am Boden der Kulturplatte und nicht in
Membraneinsdtzen wuchsen. Mononukledre Blutzellen jedoch gediehen auch in Falcon-
Membraneinsdtzen ganz gut. Aus diesem Grund wurde das Cokulturmodell fiir die
Stromazellen dahingehend veréndert, dass in diesem Fall die Stromazellen auf dem Boden der
Kulturplatte und die mononukledren Blutzellen in Falkon-Membraneinsidtzen dariiber
kultiviert wurden (s. Abb. 3.2). Die Inkubation fiir die Cokultur von Stromazellen und
mononukledren Blutzellen erfolgte gleichermaflen im Brutschrank fiir 24 Stunden. Die
Uberstéinde fiir die anschlieBenden ELISA-Messungen wurden bei —20°C tiefgefroren. Nach
Abschaben der Stromazellen von dem Boden der Kulturplatte folgte die Eluierung der Zellen
in je 100pul DEPC-PBS wund 200pul Lysispuffer aus dem vorkonfigurierten
RNA-Isolierungs-Kit und die Lagerung in Stickstoff bis zur Aufbereitung der RNA.

Legende:

O: 50.000 mononukleire Zellen
O O ® ® ®: 500.000 mononukleire Zellen

Grauer Untergrund:

K- K+~ |[K# |K® 80.000 Stromazellen auf Polystyrol

K. (-): Kontrolle ohne Cokultur, ohne LPS
K. (+): Kontrolle ohne Cokultur, mit LPS

Abb. 3.2: Modell der Cokultur von Stromazellen mit mononukleiren Blutzellen

24



Zusammenfassung Kapitel 3.5:

Im Alter von 5-6 Tagen werden endometriale Zellen von 5 verschiedenen Kulturen mit
mononukledren Blutzellen desselben Spenders cokultiviert. Je 2 Ansdtze mit 50.000 und 2
Ansidtze mit 500.000 mononukledren Blutzellen (jeweils fiir Epithel- und Stromazellen)
werden angelegt. Die mononukleédren Blutzellen werden zur schnelleren Differenzierung mit
LPS, die endometrialen Zellen mit E, und Progesteron stimuliert. Sowohl fiir Epithel- als
auch fiir Stromazellen gibt es je 4 Kontrollen (je 2 mit Zugabe von LPS und je 2 ohne LPS).
Nach 24 Stunden folgt die Isolierung und Lagerung der endometrialen Zell-RNA und der
Zell-Uberstinde bei —20°C fiir anschlieBende PCR- bzw. ELISA-Messungen.
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3.6 Zytokinstimulation von endometrialen Zellen

Weitere 5 endometriale Kulturen — sowohl Epithel- als auch Stromazellen — wurden zur
genaueren Analyse der Ergebnisse der Cokulturexperimente mit der rekombinanten und
humanen Form der Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-1B (R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland) stimuliert. Die Kultivierung der Zellen vor Beginn der Zytokinstimulation
erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie das der endometrialen Kulturen fiir die Experimente
der Cokultur. Alle Ansitze wurden ebenfalls mit E, und Progesteron stimuliert (vgl. 3.1).

In gleicher Weise schloB sich an die Inkubation fiir 5-6 Tage im Brutschrank bei 37°C der
experimentelle Teil fiir 24 Stunden an. In diesem Fall handelte es sich um eine Stimulation
mit den obengenannten Zytokinen in den Konzentrationen 0,1 ng/ml und 10 ng/ml (s. Tab.
3.2). Sowohl die Epithel- als auch die Stromazellen wurden in Doppelansétzen angelegt, um
Mess- und Pipettierfehler zu minimieren. Die Bewachsung der Membraneinsidtze mit
Epithelzellen wurde zu Beginn und am Ende der Zytokinstimulation im Lichtmikroskop
geschitzt und protokolliert. Nach der Inkubation mit TNF-a, IL-6 und IL-1p fiir 24 Stunden
folgte die Asservierung der Uberstinde fiir die anschlieBenden ELISA-Messungen. Nach
Abschabung der Stromazellen von der Kulturplatte bzw. der Epithelzellen von den
Membraneinsitzen wurden die Uberstinde und die endometrialen Zellen bis zur weiteren

Analyse mittels ELISA bzw. PCR in Kryoréhrchen bei —20°C gelagert.

Stimulation Zytokinkonzentration Zytokinkonzentration |Keine Zytokine
0,1 ng/ml 10 ng/ml

IL-6 2 Ansitze 2 Ansitze -

TNF-a 2 Ansitze 2 Ansitze -

IL-1B 2 Ansitze 2 Ansitze -

Kontrolle - - 2 Ansitze

Tab. 3.2: Zytokinstimulation der endometrialen Zellen
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Zusammenfassung Kapitel 3.6:

Bei 5 weiteren Kulturen werden im Alter von 5-6 Tagen je 2 Ansidtze Epithel- und
Stromazellen mit den Zytokinen IL-6, TNF-a und IL-1f in zwei Konzentrationen (0,1 ng/ml
bzw. 10 ng/ml) stimuliert. Je 2 Ansitze dienen als Kontrollen ohne Zytokinstimulation. Alle
Ansdtze werden mit E; und Progesteron stimuliert. Nach 24 Stunden Stimulation mit den
obengenannten Zytokinen folgt die Isolierung und Lagerung der endometrialen Zell-RNA und

der Uberstinde bei —20°C fiir anschlieBende PCR- und ELISA-Messungen.
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3.7 ELISA

Nach Abschluss der Zellkulturen und der anschlieBenden Stimulation mit Hormonen, der
Cokultur mit mononukledren Blutzellen bzw. der Stimulation mit Zytokinen folgten weitere
Untersuchungen mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) zur Bestimmung der
Zytokinkonzentration im Ndhrmedium. Dabei wurden vorkonfigurierte Kits verwendet und
entsprechend den Angaben des Herstellers bearbeitet. In der vorliegenden Studie beschrinkte
man sich auf die ELISA-Messungen von IL-6, TNF-a, IL-1a, IL-1p (Laboserv Diagnostica,
GieBBen, Deutschland) und LIF (Leukemia inhibitory factor, R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland).

Das Prinzip des Enzyme Linked Immunosorbent Assay nach der Sandwich-Technik beruht
auf der Wirkung der Antigen-Antikorper-Beziehung. Am Boden der 96 Wells einer
Mikrotiterplatte (Maxi Sorp, Nunc, Wiesbaden, Deutschland) befindet sich ein spezieller
Antikorper gegen das zu testende Zytokin, das als Antigen fungiert. Der Standard, die
Kontrollen und die zu untersuchenden Proben werden in der angegebenen Menge in die Wells
eingebracht. Ein zweiter Antikdrper wird jedem Ansatz zugeben. Das Zytokin der Probe
bindet in der nun folgenden Inkubationszeit an den ersten Antikdrper am Plattenboden und
der zweite Antikorper bindet an das Zytokin. Anschlielend werden die Proben gewaschen
und das Enzym Peroxidase zugegeben. Nach erneuter Inkubation und einem weiteren
Waschvorgang, um das ungebundene Enzym zu entfernen, wird eine Substratlosung
(Tetramethylbenzidin-Peroxid) hinzugefiigt. Dieses Substrat bindet an das Enzym und
induziert ein farbliches Reaktionsprodukt. Nach Abstoppen der Enzymreaktion mittels
Schwefelsdure kann die Enzymaktivitét anschlieBend photometrisch gemessen werden. Die
Intensitdt der Farbentwicklung ist abhédngig von der Zytokinmenge in der Probe (Hoffmann-

La Roche, 1991).

Nach einigen Vorversuchen, in denen die geeignete Verdiinnung der Zellkulturiiberstinde
ermittelt wurde, konnte die oben beschriebene ELISA-Untersuchung durchgefiihrt werden.

Die photometrischen Messungen der Enzymaktivitdit der Proben erfolgte mit einem
ELISA Reader (Titertek plus MS2 Reader, ICN Biomedicals, Meckenheim, Deutschland) bei
der angegebenen Wellenldnge von 450 nm. AnschlieBend wurden die Extinktionswerte mit
einem in das Mefgerdt eingebauten Auswertungsprogramm (EIA Version 3.10, Copyright bei
Stefan Ufer und ICN Biomedicals GmbH) anhand der Standardkurve des betreffenden
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ELISA-Tests in die entsprechenden Konzentrationen umgerechnet. Die Darstellung der

Ergebnisse in Kapitel 4 stellen Mittelwerte aus den Messwerten der Doppelanséitze dar.

Zusammenfassung Kapitel 3.7:

Die Bestimmung der Zytokinkonzentration in den Uberstinden der einzelnen Zellansitze
erfolgt mittels ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Dieser Test beruht auf dem
Prinzip der Antigen-Antikorper-Reaktion und der Enzym-Substrat-Wechselwirkung.

Mittels photometrischer Messungen der Enzymaktivitit und dem entsprechenden
Auswertungsprogramm kann die Zytokinkonzentration der Probe anhand einer Standardkurve
berechnet werden. Die vorliegende Studie beschriankt sich auf die Messung der Zytokine

IL-6, TNF-a, IL-1a, IL-1p und LIF.
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3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Nach Abschluss der Cokultur-Experimente sowie nach der Stimulation der Gewebekulturen
mit Zytokinen bzw. mit Hormonen wurde die RNA der endometrialen Zellen mittels der

Polymerase-Kettenreaktion (kurz PCR fiir Polymerase Chain Reaction) untersucht.

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode der enzymatischen Vervielfiltigung von
Nukleinsduren, um in vitro spezifische DNA-Sequenzen mit hoher Ausbeute zu amplifizieren.
Das Originalprotokoll wurde von der Firma Cetus entwickelt und 1985 von Saiki et al.
veroffentlicht. Das Reaktionsprinzip der PCR entspricht der Replikation von DNA in der
Zelle. Eine DNA-Polymerase synthetisiert neue DNA an einer vorhandenen Nukleinsdure-
Matrize. Dazu braucht das Enzym einen (RNA)-"Primer", ein Nukleinsduresmolekiil das mit
dem Matrizenstrang hybridisiert und von der Polymerase als Starter genutzt wird. In vitro
verwendet man dafiir kiinstlich synthetisierte Oligonucleotidprimer. Fiir die gesamte Reaktion
sind somit eine DNA-Matrize, eine DNA-Polymerase, Desoxynucleotide, zwei Oligo-

nucleotide als Primer und ein geeignetes Puffersystem notig (Gassen, Sachse, Schulte, 1994).

Um aus den endometrialen Gewebezellen bestimmte DNA-Sequenzen zu amplifizieren
mufBten drei Teilschritte durchgefiihrt werden:

1. Isolierung von mRNA (messenger RNA) aus den endometrialen Zellen

2. Synthese von cDNA (copy DNA) aus der isolierten mRNA

3. Replikation der synthetisierten cDNA-Fragmente

Fiir jeden dieser drei Schritte ist ein entsprechender Kit im Laborbedarf erhéltlich. Damit wird
die Durchfithrung der PCR erheblich vereinfacht. Bei den Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit konnte auf folgende vorkonfigurierte Kits zuriickgegriffen werden:

1. High Pure RNA Isolierungs Kit (Bohringer)

2. First strand cDNA Synthese Kit fiir Reverse Transkriptase-PCR (Bohringer)

3. PCR Core Kit (Bohringer))
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3.8.1 Isolierung von mRNA

Die Isolierung der mRNA fand im Anschluss an die Stimulation der endometrialen Zellen mit
Hormonen bzw. mit Zytokinen sowie nach Abschluss der Cokultur zwischen endometrialen
Zellen und mononukledren Blutzellen statt. Dafiir wurden die Zellen mit DEPC-PBS
gewaschen und zur Freisetzung der mRNA aus dem Zellkern in einer Losung aus DEPC-PBS
und Lysispuffer mit Guanidiniumchlorid des High Pure RNA Isolierungs Kits der Firma
Bohringer, Mannheim, Deutschland bei —20°C tiefgefroren. Durch die hemmende Wirkung
des Guanidiniumchlorids auf RNAsen konnte der Schutz der Zell-RNA bis zur
Weiterverarbeitung gewihrleistet werden. Nach Abschluss aller Zellkultivierungen wurden
die tiefgefrorenen Proben aufgetaut und die RNA-Isolierung gemédfl den Empfehlungen des

Herstellers weitergefiihrt.

Die Isolierung der RNA anhand des High Pure RNA Isolierungs Kits funktioniert nach
folgendem Prinzip: Nach der Zell-Lyse durch den Lysispuffer werden die Zellen in die im Kit
beigefiigten High Pure Filtrationsgefile pipettiert. Hier binden die Nukleinsduren in
Gegenwart eines chaotropen Salzes spezifisch an die Glasfaseroberfliche des
Filtrationsgefifles, wobei die Bindebedingungen auf RNA hin optimiert sind. Die
Bindungsreaktion findet innerhalb weniger Sekunden statt und wird durch die Zerstorung der
geordneten Struktur der Wassermolekiille und ihrer Wechselwirkung mit den gelosten
Nukleinsduren verursacht. Dadurch wird die Absorption an das Glasfaservlies gefordert.

Durch die darauffolgende DNAse-Verdauungsreaktion direkt auf dem Glasvlies erhdlt man
eine DNA-freie RNA-Probe. Nach drei Waschschritten mit den beigefiigten Waschpuffern
erfolgt die Zentrifugation in einer Standardtischzentrifuge, wodurch Salze, Proteine oder
andere zellulire Verunreinigungen entfernt werden. Die gereinigte RNA einer Probe kann

anschlieBend in je 50 ul nukleasefreiem, sterilem Wasser (Eluationspuffer) eluiert werden.

GemaiB diesem Protokoll wurde die RNA aller endometrialen Zellen isoliert und im Anschluss

bis zur Durchfithrung der cDNA-Synthese bei —20°C konserviert.
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3.8.2 Synthese der cDNA

Unter Verwendung des First Strand ¢cDNA Synthese Kits fiir Reverse Transcriptase-PCR
(RT-PCR) der Firma Bohringer erfolgte die Synthese der cDNA.

Anhand dieser Methode wird RNA mittels der AMV Reversen Transcriptase in Einzelstang-
cDNA umgeschrieben. Abhédngig von der Art des Primers, der dabei verwendet wird, syn-
thetisiert die AMV Reverse Transcriptase einen neuen cDNA-Strang an unterschiedlichen
Stellen entlang der RNA-Vorlage. Im vorliegenden Fall synthetisiert die AMV Reverse
Transcriptase mit Hilfe des Oligo-p(dT);s Primer den neuen cDNA-Strang am 3'-Ende der
mRNA. Die dabei entstehende cDNA dient als Vorlage fiir die anschliefende Amplifikation.

Gemdl der Anleitung des Herstellers wurde fiir diesen Syntheseschritt folgendermaf3en
vorgegangen: Die in Eluationspuffer konservierte mRNA-Probe wurde auf Eis aufgetaut. Zu
je 8,2 ul mRNA-Probe in Eluationspuffer wurden fiir die Synthesereaktion jeweils 2 pl
Reaktionspuffer, 4 ul 25 mM MgCl, (5 mM), 2 ul Deoxynucleotide Mix (1 mM), 2 ul
Oligo-p(dT);s Primer (1,6 ug), 1 ul RNAse Inhibitor (50 Units) und 0,8 ul AMV
Reverse Transcriptase (=20 Units) benétigt. Die Herstellung eines Master Mixes (d.h. ein
definiertes Vielfaches der obengenannten Reagenzien ohne mRNA-Probe) gewéhrleistete eine
Reduzierung der Ungenauigkeit, die beim Pipettieren von sehr geringen Mengen auftritt. Der
Master Mix wurde anschlieBend kurz zentrifugiert und in die entsprechende Anzahl von
ReagenzgefiBBen alliquotiert. Nach Zugabe der mRNA-Probe erfolgte in den ersten 10
Minuten in einem TRIO-Thermoblock (Bionetra, Gottingen, Deutschland) bei 25°C die
Bindung des Primers. Wihrend der anschlieBenden zweiten Inkubation bei 42°C fiir 60
Minuten folgte die schrittweise Synthese des cDNA-Strangs mit Hilfe der AMV Reversen
Transkriptase. Die dritte Inkubation der Probe bei 99°C fiir 5 Minuten gewéhrleistete die
Denaturierung der AMV Reversen Transkriptase. AbschlieBend wurde cDNA bis zur
Durchfiihrung der Amplifikation bei —20°C konserviert.
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3.8.3 Amplifikation der cDNA-Fragmente

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die In-vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten
durch die zyklische Folge von drei Inkubationsschritten bei verschiedenen Temperaturen. Im
ersten Schritt wird zunédchst die Doppelstrang-DNA durch Hitze denaturiert. Im zweiten
Schritt hybridisieren die zwei Oligonucleotidprimer, die zu den 3'-Enden des Zielfragments
komplementdr sind, mit den beiden DNA-Matrizenstrangen und dienen damit im dritten
Schritt der DNA-Polymerase als Startmolekiile zum Kopieren der beiden Einzelstringe. Die
Verldngerung der Primer wird durch die Taq-Polymerase katalysiert, eine hitzestabile DNA-
Polymerase, isoliert aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus.

Diese drei aufeinanderfolgenden Schritte werden als Zyklus bezeichnet. In jedem Zyklus
verdoppelt sich die Menge des von den Startmolekiilen eingerahmten Matrizenfragmentes und
wird im folgenden Zyklus zum Ausgangsmaterial. Das fiihrt zu einer exponentiellen
Vermehrung des betreffenden DNA-Fragmentes. Die exponentielle Amplifikation eines
spezifischen Fragmentes lduft allerdings nicht beliebig weiter. Nach 20-25 Zyklen ist
aufgrund einer sinkenden Effizienz nur noch eine lineare Zunahme und anschlieend eine
Plateaubildung zu beobachten. Mit steigender Produktmenge nimmt die Primerkonzentration
in den spiteren Zyklen so weit ab, dass eine Renaturierung der amplifizierenden Matrizen
moglich wird und diese nicht mehr als Polymerase-Substrat zur Verfiigung stehen. Aulerdem
sinkt die Aktivitit der Taq-Polymerase mit zunehmender Zykluszahl. Thre Konzentration
reicht in den hohen Zykluszahlen nicht mehr zur Amplifikation aller Matrizen aus (Gassen,

Sachse, Schulte, 1994).

Der PCR Core Kit der Firma Bohringer Mannheim, Deutschland, diente in der vorliegenden
Arbeit als Werkzeug zur Amplifikation von spezifischen DNA-Fragmenten.

Die Wahl der Zykluszahl fiir die Amplifikation der spezifischen cDNA-Fragmente aus dem
lincaren Bereich der Amplifikationskurven vermied unnétig komplexe mathematische
Algorhythmen bei der Umrechnung der Untersuchungsergebnisse. Aus diesem Grund wurde
die Zykluszahl fiir die einzelnen cDNA-Matrizen aus diesem linearen Bereich gewihlt.

Da die optimalen Bedingungen der PCR (Inkubationszeiten und -temperaturen sowie die
Konzentrationen der Tag-Polymerase, cDNA und Primer) vom jeweiligen System abhingen,

muBten diese nach Anleitung des Herstellers im Vorfeld individuell bestimmt werden.
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Folgende Konzentrationen wurden dabei festgelegt: Je 2 ul cDNA, 83,5 ul nukleinsdurefreies
Wasser, 10 ul PCR-Puffer (10 mmol Tris/HCI, 1,5 mmol MgCl,, 50 mmol KCI), 2 ul
dNTP-Mischung (200 mmol), je 1 pl der beiden Oligonucleotid-Primer (50 pmol) und 0,5 pl
Taq-Polymerase (2,5 U). Fiir die Bearbeitung mehrer Ansédtze wurde auf Empfehlung des
Herstellers ein Master Mix aus Puffer, Nukleotiden, Primern und der Tag-Polymersase fiir die
jeweils benotigte Anzahl der Ansidtze gemischt. Die ensprechende Menge Master Mix konnte
anschlieBend mit der spezifischen cDNA unter folgenden Zykluparametern weiterverarbeitet
werden: Denaturierung der Doppelstrang DNA fiir 1 Minute bei 92°C; Hybridisierung der
Primer mit den entstandenen Einzelstrdngen fiir 1 Minute bei 51°C (CO-I), 54°C (B3), 60°C
(Osteopontin) bzw. 54°C (IL-6) und abschlieBend Polymerisation fiir 2 Minuten bei 72°C,
dem Tempreaturoptimum der Aktivitdt der Tag-Polymerase.

Die Amplifikation erfolgte in einem TRIO-Thermoblock (Biometra, Goéttingen, Deutschland)
nach Uberschichten jeder Probe mit 100 ul Mineralél als Verdunstungsschutz.

Bei den hormonell stimulierten Zellkulturen beschriankten sich die PCR-Untersuchungen auf
die Faktoren 3 und Osteopontin (IL-6 Bestimmungen erfolgten mittels ELISA). In den Zellen
der Cokulturen und der Zytokinstimulation wurde neben 3 und Osteopontin auch IL-6 mittels
PCR bestimmt. Zum Ausschluss einer Fehlamplifikation wurden einzelne Amplifikate
stichpunktartig mittels einer Sequenzanalyse (Perkin Elmar ABIPRISM 377) von der Firma
MediGenomix (Miinchen, Deutschland) tberpriift. Die Bestimmung der Basenfolge der
verwendeten Primer — jeweils in zwei Richtungen — wurde im Vorfeld einem externen Labor

(MediGenomix) in Auftrag gegeben. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.3.

Primer Basenfolge Basenpaaranzahl

des PCR-Produktes

CO-Tup 5’-CGT CAC AGC CCA TGC ATT TG-3’

CO-I down 5’-GGT TAG GTC TAC GGA GGC TC-3’ 268
B3 up 5’-GTG CTG ACG CTA ACT GAC C-3°

B3 down 5’-CAT GGT AGT GGA GGC AGA GT-3’ 284

Osteopontin up 5’-ACC ATG AGA ATT GCA GTG ATT TGC-3’

Osteopontin down | 5’-ATC AGT GAC CAG TTC ATC AGA TTC-3 [408

IL-6 up 5’-CCT TCT CCA CAA GCG CCT TC-3’

IL-6 down 5’-GGC AAG TCT CCT CAT TGA ATC-3’ 327

Tab. 3.3: Basenfolge der Primer
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3.8.4 Analyse und Dokumentation der DNA-Amplifikate

Die Analyse der DNA-Amplifikate nach der Polymerisation erfolgte durch elektrophoretische
Auftrennung in einem Agarosegel (1,0% Agarose Typ V, Sigma) mit 0.075 pg/ml
Ethidiumbromid (Fluca, Neu-Ulm, Deutschland). Dazu fand eine Elektrophoresekammer der
Firma Bio Rad (Bio Rad Laboratories, Herkules, USA) und je 1,751 einfach konzentrierter
TAE-Puffer Verwendung. Zur Herstellung einer 50-fach konzentrierten Stammlosung des
TAE-Puffers wurden 200 ml DEPC-H,0 (0,08% Diethylpyrocarbonat, Sigma, gelost in Aqua
destillata), 48,44 g Trispuffer (Sigma) und 20 ml EDTA-Stammloésung (0,5 M, pH 8, Sigma)
benoétigt. Einfach konzentrierten TAE-Puffer fiir den einzelnen Analysevorgang erhielt man
durch Verdiinnung mit sterilem Wasser. Ein sogenannter DNA-Loading-Puffer (1 pl
Loading-Puffer auf je 10 ul Probe) erleichterte das Absinken des PCR-Amplifikates in die
Taschen des Agarosegels. Der DNA-Loading-Puffer setzte sich folgendermaflen zusammen:
DEPC-H,0, Bromphenolblau (0,2 mg/ml, Fluca) Ficoll 400 (0,15 g/ml, Amershan-
Pharmacia, Freiburg, Deutschland) und 50-fach konzentrierte TAE-Losung (12%).

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Proben im Agarosegel dauerte ca. 75 Minuten.
Die anschlieBende Dokumentation der optischen Dichte der PCR-Produkte aus dem
Agarose-Gel erfolgte mit einem Video Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc 1000, Bio Rad
Laboratories) in digitaler Form. Fiir die Auswertung des DNA-Gehalts der PCR-Produkte
kam das Computerprogramm Multi-Analyst/PC Version 1.1 der Firma Bio Rad Laboratories
zur Anwendung. Dabei diente ein komerziell erwerblicher DNA-Standard (Precision

Molecular Mass Standard, 100 base pair ladder, Bio Rad Laboratories) als BezugsgroB3e.

Fiir die Analyse der cDNA-Amplifikate hat man sich in der vorliegenden Studie auf die
semiquantitative Bestimmungsmethode festgelegt. Das bedeutet, dass zusétzlich zu der cDNA
des betreffenden endometrialen Faktors (Ps;, Osteopontin bzw. IL-6) ein sogenanntes
Housekeeping-Gen, und zwar die Cytochrom C Oxidase-Untereinheit I (CO-I), ebenfalls
amplifiziert wird. Die cDNA-Menge des spezifischen Integrins wird anschlieBend ins
Verhiltnis zu der cDNA-Menge des Housekeeping-Gens derselben Probe dargestellt. Damit
erhilt man als Ausdruck der Semiquantifizierung relative Einheiten der optischen Dichte.

Diese Methode wurde gewihlt, um die Ergebnisse der einzelnen Zellansédtze (mit
unterschiedlichen Ausgangszellzahlen vor allem bei den Epithelzellen) untereinander

vergleichen zu konnen.
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Um die Korrelation zwischen RNA-Gehalt der urspriinglichen Probe und der berechneten
relativen Dichte nach der Semiquantifizierung zu bestimmen, wurden im Vorfeld
RNA-Korrelationstests ~ (cDNA-Synthese und  anschlieBende  Amplifikation)  mit
unterschiedlichen RNA-Mengen (0.25ug, 0.5ug, 1ug, 2ug, 4ug, 8ug) durchgefiihrt.

Zusammenfassung Kapitel 3.8:

Mit Hilfe der semiquantitativen PCR (Polymerase-Kettenreaktion) werden die endometrialen
Faktoren (3, Osteopontin und IL-6 untersucht. Die PCR dient der enzymatischen
Vervielfiltigung von Genmaterial. Nach Isolierung von Zell-RNA und anschlieBender
Synthese von cDNA folgt die Amplifizierung dieser cDNA-Fragmente. Im Anschluss an die
elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte im Agarose-Gel wird der cDNA-Gehalt
der Probe mit einem dafiir entwickelten Computerprogramm berechnet. Den
semiquantitativen Charakter der PCR erhélt man indem die berechnete cDNA-Menge eines
PCR-Produktes ins Verhéltnis zu dem entsprechenden Wert eines Houskeeping-Gens — in
diesem Fall Cytochrom C Oxidase-Untereinheit I (CO-I) — gesetzt wird. Damit ergeben sich
relative Einheiten der optischen Dichte, die miteinander verglichen werden konnen.

Die Korrelation zwischen dem urspriinglichen RNA-Gehalt einer Probe und diesem relativen

Messwert wird durch eigene Testreihen bestimmit.
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3.9 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten in der vorliegenden Arbeit erfolgte mit dem
statistischen Programmpaket SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) fiir Windows
in der Version 8.0. Fiir die deskriptive Statistik wurden fiir die Beschreibung der Befunde
Graphiken mit der Software Excel 97 fiir Windows (Scatter Plots oder Polygonzug) erstellt.

Zur Beurteilung der Befunde aus den ELISA- und PCR-Untersuchungen wurde nicht eine
gesonderte Forschungshypothese bewiesen, sondern eine relativ grofle Anzahl von

Fragestellungen mit Hypothesentests untersucht.

Da es aufgrund der vielen kleinen Stichproben des Versuchsaufbaus schwierig war, eine
Normalverteilung der Werte zu belegen, wurde fiir die Inferenzstatistik als nicht-
parametrischer Test der Friedman-Test zum Vergleich mehrerer abhédngiger Stichproben
gewdhlt. Der Friedman-Test, auch Rangvarianzanalyse genannt, ist die Verallgemeinerung
des Wilcoxon-Vorzeichentests fiir mehr als zwei Stichproben. Er basiert auf einer zweifachen
Varianzanalyse mit Rangzahlen, die fallweise fiir die Werte der beteiligten Variablen ermittelt
wird. Untersucht werden » Individuen oder Stichprobengruppen unter & Bedingungen. Die
Nullhypothese wird verworfen, wenn sich wenigstens zwei Stichproben in den Medianen

unterscheiden (L. Sachs, 1984).

Ublicherweise geht man in medizinischen Studien von einem Signifikanzniveau von 5%
(a=0,05) aus. Allerdings gibt es bei Signifikanztests der klassischen Testtheorie das Problem
des tatsdchlichen Signifikanzniveaus. Wenn mehrere Hypothesen gleichzeitig getestet werden
sollen, gibt es bei diesem Signifikanzniveau eine Wahrscheinlichkeit p =1 - (1 - 0,05)", dass
mindestens ein Test zufillig signifikant ist. Plant man im Vorhinein n Tests, und mochte man
das gemeinsame Signifikanzniveau kontrollieren, dann muss man die Signifikanzniveaus der
Einzeltests verkleinern. GemdB der Bonferroni-Abschédtzung erhédlt man die korrigierte
Ablehnwahrscheinlichkeit o' nach Division des globalen Signifikanzniveaus a durch die
Anzahl n der geplanten bzw. durchgefiihrten Tests: o' = o / n (Polasek, 1997).

Aufgrund der 22 durchgefiihrten Einzeltests gilt das nach Bonferroni korrigierte

Signifikanzniveau o' fiir die vorliegende Arbeit: o' = 0,05 /22 = 0,002

37



4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Zellkultur

Im Vorfeld der Experimente wurde eine Reihe vonVersuchen durchgefiihrt, um die optimale
Behandlung der einzelnen Zelltypen zu bestimmen und die Methoden adédquat anzuwenden.
Es galt dabei sicherzustellen, dass die Zellen vor und wéhrend eines Experiments vital waren

und ihre Funktion auch in vitro erfiillen konnten.

4.1.1 Charakterisierung von Epithel- und Stromakulturen

Neben der Priifung der Vitalitdt von endometrialen Zellen wurde sowohl die Zusammenset-
zung als auch die Proliferation von Epithel- und Stromazellen untersucht. Damit konnten die

Zellen des Endometriums beziiglich ihrer Funktion néher charakterisiert werden.

4.1.1.1 Vitalitatsprifung endometrialer Zellen

Fiir die Priifung der Vitalitdt endometrialer Zellen wurden einige zusétzliche Ansdtze von
Epithelzellen unter gleichen Bedingungen wie die Zellen der drei Experimentreihen geziichtet
und nach 6 Tagen gemid dem Protokoll von Live&Dead (vgl. Kap. 3.3) im
Fluoreszenzmikroskop beurteilt. In allen Féllen konnten 80% bis 90% der epithelialen Zellen
durch die griine Fluoreszenz im Fluoreszenzmikroskop als vital dargestellt werden. Nach
Abschluss der jeweiligen Stimulation (Hormonstimulation, Cokultur mit mononukledren
Blutzellen oder Zytokinstimulation fiir 24 Stunden) und weiteren 5 Kulturtagen, d.h. also
nach 12 Kulturtagen wurde die Vitalitdtspriifung wiederholt. Die Vitalitdt von Epithelzellen
nach 12 Kulturtagen lag bei 91% bis 97% (s. Abb. 4.1).

Die Stromazellen wurden gleichermallen der Vitalititspriifung unterzogen. Das Ergebnis
bestitigte, dass 95% bis 98% der Zellen sowohl vor einer Stimulation als auch 5 Tage danach
vital waren (s. Abb. 4.2). Zusdtzlich wurden alle Stromazellen vor jeder einzelnen
Behandlung (Hormonstimulation, Cokultur mit mononukledren Blutzellen oder
Zytokinstimulation fiir 24 Stunden) mit Trypanblaulosung beurteilt (vgl. Kap. 3.1.2). Die
Vitalitéit der Stromazellen betrug dabei 98% bis 100%.

Somit konnte gezeigt werden, dass die endometrialen Zellen zum Zeitpunkt der

durchgefiihrten Experimente (Tag 5-6) iiber eine addquate Vitalitdt verfligten.
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Abb. 4.1: Vitalitit von Epithelzellen im Fluoreszenzmikroskop nach 24 Stunden
Cokultur mit mononukledren Zellen (400-fache VergréBerung; griin = vital,

rot/orange = avital)

Abb. 4.2: Vitalitit von Stromazellen im Fluoreszenzmikroskop nach 24 Stunden
Cokultur mit mononukledren Zellen (100-fache VergroBerung; griin = vital,

rot/orange = avital)
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4.1.1.2 Zusammensetzung der endometrialen Zellen

Die weitere Charakterisierung der endometrialen Zellkultur beziiglich der genauen Zusam-
mensetzung der Zellen wurde im Forschungslabor der Frauenklinik GroBhadern in einem
Vorversuch vorgenommen. Die Untersuchung von 4 stromalen und epithelialen Zellkulturen
mittels Immunzytochemie nach 5-6 Kulturtagen ergab folgendes Ergebnis:

Die Zellkulturen waren im Durchschnitt mit bis zu 5% Immunzellen (CD45, CD14, CD56)

bzw. mit bis zu 2% Endothelzellen verunreinigt.

4.1.1.3 Passage von Stromazellen

Mehrmaliges Passagieren der Stromazellen reduziert deren Verunreinigungsgrad mit Fremd-
zellen. Allerdings musste die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass sich mehrmaliges
Passagieren negativ auf die Zellfunktion auswirkt. Um diesen Sachverhalt ndher zu
bestimmen, wurde in einem Vorversuch an drei Kulturen die Fahigkeit der Stromazellen zur
Dezidualisation nach 1, 3, 6 und 9 Passagen untersucht.

Die Dezidualisation der Stromazellen konnte durch eine 20-tigige Hormonstimulation
(Ostradiol: 0,5ng/ml und Progesteron: 50ng/ml) erreicht werden. Die intakte Zellfunktion
wurde anhand von Prolaktin und IGFBP-1 (Insulin like growth factor binding protein 1) am
Ende des Versuchs tiberpriift. Dabei wurde festgestellt, dass die Zellfunktion nach 3 Passagen
deutlich reduziert war (Prolaktin: 54ng/ml, IGFBP-1: 11ng/ml). Eine ebenfalls deutlich
eingeschriankte Zellfunktion zeigte sich nach 6 und nach 9 Passagen. Im Gegensatz dazu
bildeten die Stromazellen nach nur einer einzigen Passage als Zeichen guter Dezidualisation
in hohem Mafe Prolaktin (114ng/ml) und IGFBP-1 (980ng/ml).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in den weiteren Experimenten die Stromazellen nur

einmalig passagiert.
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4.1.1.4 Proliferation endometrialer Zellen

Die Proliferationsaktivitit von endometrialen Zellen wéhrend eines Kultivierungszyklusses
konnte in einem weiteren Vorversuch von meiner Kollegin, Frau C. Zepf im Rahmen ihrer
Dissertation (Zepf, 2003) analysiert werden. Nach 3, 6 und 12 Kulturtagen wurden Epithel-
und Stromazellen von 5 Kulturen radioaktiv mit 0.1uCi [Methyl-’H]-Thymidin markiert und
fiir 12 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Reinigung, Ablosung und Lyse der Zellen wurde
thre Radioaktivitdt in einem Beta-Strahlen-Zdhler gemessen. Von dem Male der
Thymidininkorporation, die sich in der Radioaktivitit der Zellen widerspiegelt, kann die
Proliferationsaktivitit abgeleitet werden.

Die Thymidininkorporation bei Epithelzellen nahm zwischen dem 3. und 6. Tag um das
1,8-fache zu und stagnierte danach bis zum 12. Kulturtag - als Zeichen eines gleich
bleibenden Zellwachstums - auf diesem Niveau. Die Proliferationsaktivitdt der Stromazellen
nahm zwischen dem 3. und 6. Kulturtag im Mittel um das 1,7-fache zu und fiel zwischen dem
6. und 12. Kulturtag wieder auf 40% des Ausgangswertes ab (Zepf, 2003).

Somit lie sich eine kontinuierliche Proliferationsaktivitit der Epithel- und Stromazellen im

Zeitraum der Zellkultur gewéhrleisten.

Zusammenfassung Kapitel 4.1.1:

Charakteristika der endometrialen Zellen wihrend der gesamten Kulturdauer:

- Vitalitdt von Epithelzellen bei 80-90%; Vitalitit von Stromazellen bei 95-98%;

- Verunreinigung der endometrialen Zellen mit bis zu 5% Immunzellen und bis zu 2%
Endothelzellen;

- gute Dezidualisation von Stromazellen nach einmaliger Passage;

- kontinuierliche Proliferationsaktivitdt von Epithel- und Stromazellen wéhrend der Zell-

kultur.
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4.1.2 Charakterisierung der Cokultur

Die mononukledren Blutzellen wurden vor der Cokultivierung mit endometrialen Zellen zur
weiteren Charakterisierung nach verschiedenen Gesichtspunkten untersucht.
Neben der Uberpriifung der Vitalitit vor und nach der Cokultur erfolgte die Feststellung ihrer

Zusammensetzung und ihrer Sekretion von verschiedenen Zytokinen.

4.1.2.1 Vitalitatspriifung mononukleéarer Zellen

In eigens zu diesem Zweck kultivierten Ansidtzen konnte die Vitalitdt von mononukledren
Blutzellen mittels des Live&Dead Verfahrens festgestellt werden. Die mononukleédren Zellen
wurden nach 5-6 Tagen Inkubation sowohl vor als auch nach einer anschlieBenden Cokultur
mit endometrialen Zellen beziiglich ihrer Vitalitét getestet.

Die auf Polystyrol kultivierten mononukledren Blutzellen zeigten in beiden Fillen eine
Vitalitit von ca. 85% bis 90%. Die Vitalitit mononukledrer Blutzellen in den
Falcon-Membraneinsétzen vor und nach Cokultivierung mit endometrialen Zellen betrug 90%
bis 95% (siche Abb. 4.3). Die Vitalitdt von mononukledren Blutzellen zeigte also in den
Membraneinsitzen ein geringfiigig besseres Wachstum als auf dem Polystyrol am Boden der
Gewebekulturplatte.

Dieses Ergebnis fiihrte zu der Uberlegung, das Model der Cokultur zwischen mononukleiren
Blutzellen und Epithelzellen so zu dndern, dass die mononukledren Blutzellen in
Membraneinsitzen und die Epithelzellen darunter auf Polystyrol wachsen sollten. Da jedoch
aus Vorversuchen bekannt war, dass Epithelzellen nur in Membraneinsidtzen und nicht auf
Polystyrol gedeihen konnen, wurde das Cokultur-Modell von Epithelzellen und

mononukledren Blutzellen beibehalten.
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Abb. 4.3: Vitalitdt von mononukleédren Zellen im Fluoreszenzmikroskop

nach Cokultur mit endometrialen Zellen fiir 24 Stunden (250-fache Vergréferung;

griin = vital, rot/orange = avital)

4.1.2.2 Zusammensetzung der mononuklearen Zellen

Wie in Kapitel 3.2.3. beschrieben, wurden die mononukledren Zellen 5 Tage lang mit LPS im
Brutschrank stimuliert, bevor sie fiir das Cokultur-Experiment verwendet werden konnten.
Die Zusammensetzung der Zellen in diesem Stadium wurde in einem eigenstdndigen
Vorversuch bestimmt. Die mononukledren Zellen dieser Versuchsreihe erhielten die gleiche
Behandlung wie die mononukledren Zellen fiir die Cokultur (s. Kap. 3.2.3.)

Es ergab sich folgende Zusammensetzung fiir die mononukledren Zellen nach 5 Kulturtagen
und Stimulation mit LPS: ca. 20% Monocyten/Makrophagen, 10% CD4-positive T-Lympho-
zyten, 25% CD8-positive T-Lymphozyten, 5% CD-19-positive B-Lymphozyten und 5%
CD16- und CD56-positive natiirliche Killerzellen. Ungefahr 35% der Zellen konnten wegen

unzureichender Farbung nicht identifiziert werden.
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4.1.2.3 Zytokinsekretion von mononukleédren Zellen ohne Cokultur

Vor Beginn einer Cokultur endometrialer Zellen mit mononukledren Blutzellen wurde
getestet, ob die kryokonservierten mononukledren Blutzellen auch ohne Cokultur Zytokine
produzieren.

Die Uberstinde von jeweils 500.000 mononuklesren Blutzellen, die nach dem Auftauen auf
Polystyrol oder im Falcon-Membraneinsatz gewachsen waren, wurden mit ELISA auf IL-1a.,
IL-1B, IL-6, TNF-o und Lif gepriift. Dabei zeigte sich folgendes Ergebnis:

IL-1o wurde in Konzentrationen zwischen 80 pg/ml und 400 pg/ml gemessen.

Die Bestimmung von IL-1f ergab Werte zwischen 271 pg/ml und 321 pg/ml.

IL-6 wurde in Konzentrationen zwischen 48 pg/ml und 57 pg/ml produziert.

Die TNF-a-Sekretion erreichte Werte zwischen 211 pg/ml und 261 pg/ml.

Die Sekretion von Lif beschrinkte sich auf Werte an der Nachweisgrenze (8 pg/ml).

Zusammenfassung Kapitel 4.1.2:

Charakteristika mononukleédrer Blutzellen:

- Geringfiigig hohere Vitalitit mononukledrer Zellen in Falcon-Membraneinsétzen als auf
Polystyrol der Gewebekulturplatte;

- Zusammensetzung mononukledrer Blutzellen: ca. 20% Monocyten/Makrophagen, 10%
CD4 positive T-Lymphozyten, 25% CD8 positive T-Lymphozyten, 5% B-Lymphozyten,
5% natiirliche Killerzellen und 35% nicht identifizierbare Zellen;

— Sekretion von IL-1a, IL-13, IL-6 und TNF-o. bei mononukledren Zellen ohne Cokultur
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4.1.3 Charakterisierung der PCR

4.1.3.1 Evaluierung der optimalen Zykluszahl

Vor Beginn der PCR-Untersuchungen fiir jede Behandlungsart (Hormonstimulation, Cokultur
mit mononukledren Blutzellen und Zytokinstimulation) wurde sowohl fiir Epithel- als auch
fiir Stromazellen die optimale Zykluszahl fiir die Amplifikation der cDNA-Fragmente
bestimmt. Dafiir musste fiir jedes Integrin eine eigene Versuchsreihe aufgebaut werden und
die cDNA-Fragmente in aufsteigender Zykluszahl vervielfdltigt werden. Nach
elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel (s. Abb. 4.4) und Messung der optischen
Dichte, konnten die Ergebnisse graphisch dargestellt werden (s. Abb. 4.5). Abb. 4.4
veranschaulicht exemplarisch die optische Dichte der PCR-Produkte bei Stromazellen in
Cokultur mit mononukledren Blutzellen nach Amplifikation mit unterschiedlicher Zykluszahl.
Aus dem linearen Bereich der Kurven in Abb. 4.5 wurde die optimale Zykluszahl fiir die
Amplifizierung der cDNA-Fragmente gemidB der Tabelle 4.1 festgelegt. Die gewihlte
Zykluszahl fiir die verschiedenen Integrine lag fiir jede Behandlungsart und sowohl fiir
Epithel- als auch fiir Stromazellen im linearen Bereich. Aus diesem Grund wurde diese
Zykluszahl fiir die Amplifikation der cDNA von Epithel- und Stromazellen bei allen drei
Experimentreihen der Zellkulturen (Hormonstimulation, Cokultur mit mononukleédren

Blutzellen und Zytokinstimulation) beibehalten.

Osteopontin

15 20 2530 35 40 45 2025 30 35 40 45 50 2025 30 35 40 45 50 20 25 30 35 40 45 50

Abb. 4.4: mRNA-Expression in Stromazellen nach Cokultur mit mononukleédren Blutzellen

nach Amplifikation der cDNA mit unterschiedlicher Zykluszahl
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Abb. 4.5: Evaluierung der optimalen Zykluszahl aus dem linearen Bereich der

Amplifikationskurven fiir spezifische cDNA-Fragmente

Endometrialer Faktor

ZyKkluszahl fiir Epithelzellen

ZyKkluszahl fiir Stromazellen

CO-1

25

28

B3 37 37
Osteopontin 32 40
IL-6 35 35

Tabelle 4.1: Optimale Zykluszahl fiir die Amplifikation von cDNA
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4.1.3.2 Semiquantifizierung der PCR-Amplifikate

Fiir die Semiquantifizierung der PCR-Amplifikate wurde die optische Dichte der einzelnen
Banden im Agarosegel im Verhiltnis zu der optischen Dichte des Houskeeping-Genes CO-I
(Cytochrom C Oxidase - Untereinheit I) berechnet. Die Werte der optischen Dichten in der
folgenden Ergebnisdarstellung sind demnach relative Messwerte.

In mehreren Verdiinnungsserien konnte die Korrelation zwischen dem mRNA-Gehalt einer
urspriinglichen Probe und der relativen optischen Dichte der Semiquantifizierung bestimmt
werden. Dafiir wurde die cDNA-Synthese mit unterschiedlicher Ausgangsmenge von mRNA
(0.25pg, 0.5pg, lpg, 2ug, 4pg, 8ug) durchgefithrt. Nach der Amplifizierung folgte die
Auftrennung im Agarosegel (siche Abb. 4.6) und die Bestimmung der optischen Dichte.
Dieser Wert wurde anschlieBend ins Verhéltnis zu der optischen Dichte von 8ul mRNA des
Houskeeping Genes CO-I gesetzt. Aus diesem Vorversuch ging hervor, dass eine Ver-
dopplung der relativen optischen Dichte einer spezifischen Bande im Durchschnitt einem

1,8-fachen Anstieg der urspriinglichen mRNA-Menge entspricht.

Osteopontin

Abb. 4.6: Korrelation der PCR-Amplifikate mit der urspriinglichen mRNA-Menge

Zusammenfassung Kapitel 4.1.3:

Fiir die PCR wird bei Epithel- und Stromazellen die jeweils optimale Zykluszahl aus dem
linearen Bereich der Amplifikationskurven der spezifischen cDNA-Fragmente festgelegt.
Aufgrund der semiquantitativen PCR sind die einzelnen Ergebnisse relative Messwerte.

Eine Verdopplung der relativen optischen Dichte einer Bande entspricht der 1,8-fachen

mRNA-Menge der Ausgangsprobe.
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4.2 Regulation von IL-6

4.2.1 Regulation von IL-6 bei hormonstimulierten Zellen

Gemidll den Ergebnissen meiner Kollegin, Frau C. Zepf beeinfluit jede Form von
Hormonstimulation von Epithel- und Stromazellen (s. Abb. 4.7): Eine Zugabe von E,
unabhingig von dessen Konzentration (10” mol und 10 mol) fiihrte bei Epithelzellen zu
einer Zunahme der IL-6 Menge im Uberstand um das 1,5-fache. Durch Progesteron in
niedriger (107 mol) und hoher (10 mol) Dosierung konnten annshernd gleich hohe IL-6-
Konzentrationen wie bei der Stimulation mit Ostradiol erzielt werden. Bei der kombinierten
Gabe beider Steroide kam es zu einer 1,7-fachen Steigerung der IL-6-Sekretion nach
physiologischer Stimulation (10 mol) und einer 1,9-fachen Steigerung nach hochdosierter
Stimulation (10™® mol). In den Uberstinden der Stromazellen ergaben sich Maximalwerte von
der 1,75-fachen Zytokinmenge nach getrennter Stimulation mit Ostradiol und Progesteron in
physiologischer Konzentration. Nach hochdosierter Stimulation sowohl mit Ostradiol als auch
mit Progesteron lie sich kein signifikanter Unterschied zu den nicht stimulierten Kontrollen
feststellen. Die kombinierte Steroidgabe fiihrte in beiden Konzentrationen zu einer Abnahme
der IL-6-Menge (IL-6-Konzentration zwischen 40% und 85% des Kontrollwertes) verglichen
mit den Kontrollen ohne Hormonstimulation. Statistische Grundlage bei der Auswertung

dieser Untersuchung war der Wilcoxon signed-rank test mit p<<0,05 (Zepf, 2003).

IL-6-Sekretion nach Hormonstimulation (n=10)

EEpithel M Stroma \

800
700 +
600 +
500
400 +
300
200 +
100 +

IL-6 (pg/ml)

Kontrolle +E2 0,27ng/ml +E9 2,7ng/ml +P 31ng/ml +P 310ng/ml  +Ep 0,27ng/mkEo 2,7ng/ml
+P 31ng/ml +P 310ng/ml

Abb. 4.7: Sekretion von IL-6 bei endometrialen Zellen nach Stimulation mit Ostradiol (E,)

und/oder Progesteron (P) in physiol. bzw. hohe Konzentration fiir 24 Stunden.
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4.2.2 Regulation von IL-6 in endometrialen Zellen nach Cokultur

4.2.2.1 Regulation von IL-6 in Epithelzellen nach Cokultur

Epithel- und Stromazellen nach Cokultur mit 50.000 bzw. 500.000 mononukledren Blutzellen
wurden mittels ELISA und semiquantiver PCR tiberpriift.

Im Uberstand der Epithelzellen mit und ohne Cokultur wurden #dhnliche Werte fiir die Sekre-
tion von IL-6 gemessen. Auch die Untersuchung der mRNA von Epithelzellen, die mit mono-
nukleédren Zellen fiir 24 Stunden cokultiviert wurden, ergab keinen signifikanten Unterschied

zu der IL-6-mRNA der Kontrollen (siche Abb. 4.8 und 4.9).

Konstante IL-6-mRNA in Epithelzellen nach Cokultur (n=5)

1,4
]
0wl T T
a
2 I I I
g 0,8 1
S 0,6 4
204
®
o 0,2
14
0 ‘ ‘ ‘
Kontrolle ohne LPS  Kontrolle mit LPS  Cokultur mit 50.000 Cokultur mit
mononukle&ren 500.000
Blutzellen mononukledren
Blutzellen

Abb. 4.8: Konstante IL-6-mRNA in Epithelzellen nach Cokultur mit mononukledren Blut-
zellen fiir 24 Stunden

CO IL-6

Abb. 4.9: Konstante CO-I und IL-6-mRNA in Epithelzellen nach Cokultur mit

mononukledren Blutzellen (Exemplarische Darstellung der Amplifikate einer Kultur)

49



4.2.2.2 Regulation von IL-6 in Stromazellen nach Cokultur

Im Gegensatz zu den Epithelzellen zeigte sich bei der Cokultur der Stromazellen mit mono-
nukledren Blutzellen ein signifikanter Anstieg der IL-6-Sekretion und der IL-6-mRNA im
Vergleich zu den Kontrollen ohne Cokultur. Die Zunahme der IL-6-mRNA in Stromazellen
dnderte sich dabei proportional zu der Zahl der cokultivierten mononukledren Blutzellen
(s. Abb.4.10 und 4.11). Mittels ELISA konnte im Uberstand der Cokulturen mit 50.000
mononukledren Blutzellen die 1,4-fache Menge und im Uberstand der Cokulturen mit
500.000 mononukledren Blutzellen das 7,4-fache an IL-6-Protein beziiglich der mit LPS
stimulierten Kontrollen gemessen werden (s. Abb.4.10).

In Vorversuchen wurde festgestellt, dass mononukleédre Blutzellen auch ohne Cokultur I1L-6
produzieren (vgl. Kap. 4.1.2.3). Aus diesem Grund wurde mittels semiquantitativer PCR
iiberpriift, wie viel des IL-6-Proteins in den Uberstinden der Cokulturen von den
Stromazellen selbst stammte. Es zeigte sich folgendes Ergebnis: Die relative optische Dichte
der IL-6-mRNA in Stromazellen nahm in den Cokulturen mit 50.000 mononukledren
Blutzellen ebenfalls um den Faktor 1,4 zu und in den Cokulturen mit 500.000 mononukleédren
Blutzellen um den Faktor 2,5 - jeweils bezogen auf den Referenzwert der Kontrollen ohne
LPS (s. Abb. 4.11 und 4.12). Die exakte Signifikanz berechnet anhand des Friedman-Tests
betrug in diesem Fall 0,001 - was einen signifikanten Anstieg auf einem Signifikanzniveau
von o = 5% als auch auf einem nach Bonferroni korrigierten Signifikanzniveau o’ = 2% (vgl.

3.9 Statistik) bedeutet.

Steigerung der IL-6-Sekretion in Stromazellen nach Cokultur (n=5)
3000

2500 - '|'
2000 - J_

1500 -

1000 -

N I - I

Kontrolle ohne LPS Kontrolle mit LPS Cokultur mit 50.000 Cokultur mit

IL-6 (pg/ml)

mononuklearen 500.000
Blutzellen mononukledren
Blutzellen

Abb. 4.10: Erhohte IL-6-Sekretion in Stromazellen nach Cokultur mit 50.000 und 500.000

mononukledren Blutzellen fiir 24 Stunden
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Steigerung der IL-6-mRNA-Expression in Stromazellen nach Cokultur
(n=5)
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Abb. 4.11: IL-6-mRNA in Stromazellen nach Cokultur mit 50.000 und 500.000

mononukledren Blutzellen fiir 24 Stunden (Mittelwerte der Kulturen)

Gesteigerte IL-6-mRNA in Stromazellen nach Cokultur (n=5)
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Abb. 4.12: IL-6-mRNA in Stromazellen der einzelnen Kulturen nach Cokultur mit

mononukledren Blutzellen fiir 24 Stunden

CO

Abb. 4.13: Exemplarische Darstellung der optischen Banden von gesteigerter IL-6-mRNA in
Stromazellen einer Kultur nach Cokultur mit mononukledren Blutzellen (mRNA-Expression

des Housekeeping-Gens CO-I konstant)
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4.2.3 Regulation von IL-6 in zytokinstimulierten Zellen

4.2.3.1 Regulation von IL-6 in Epithelzellen

Wie in Kap. 4.1.2.3 dargestellt, produzieren mononukledre Blutzellen ohne Cokultur unter
anderem die Zytokine IL-1p, TNF-a und IL-6. Um festzustellen, welche dieser sezernierten
Zytokine fiir die unterschiedliche IL-6-Expression in Stromazellen verantwortlich sind,
wurden endometriale Zellen mit IL-13, TNF-a und IL-6 stimuliert. AnschlieBend gaben die
Untersuchungen mittels ELISA und semiquantitativer PCR Auskunft iiber die Sekretion von
IL-6 bzw. tiber die Expression von IL-6-mRNA.

Das Experiment der Epithelzellen zeigte entsprechend den Ergebnissen aus dem Cokultur-
Versuch keine signifikante Anderung der IL-6-Sekretion nach Stimulation mit IL-1p oder

TNF-a (s. Abb. 4.14 und 4.15).

Konstante IL-6-Sekretion von Epithelzellen nach Stimulation mit TNF -¢,

(n=4)
‘—0—6893 =98 101 e102
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Kontrolle TNF-a 0,1 ng/ml TNF-o 10 ng/ml

Abb. 4.14: Sekretion von IL-6 von Epithelzellen nach Stimulation mit TNF-a fiir 24 Stunden
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Konstante IL-6-Sekretion von Epithelzellen nach Stimulation mit IL-18
(n=4)
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Abb. 4.15: Sekretion von IL-6 von Epithelzellen nach Stimulation mit IL-1f fiir 24 Stunden
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4.2.3.2 Regulation von IL-6 in Stromazellen

Wie aufgrund der Ergebnisse des Cokultur Experimentes zu erwarten war, zeigte sich bei den
Stromazellen ein signifikanter Anstieg der IL-6-Sekretion nach Stimulation mit TNF-o und
IL-1B (s. Abb. 4.16 und 4.17).

Die Sekretion von IL-6 nach Stimulation mit TNF-o war dosisabhéngig und betrug bei der
Stimulation mit 0,1 ng/ml TNF-a im Mittel das 4,2-fache des Kontrollwertes ohne Zytokin-
stimulation und bei einer Stimulation mit 10 ng/ml TNF-o im Mittel das 7,9-fache des
Kontrollwertes. Die exakte Signifikanz berechnet nach dem Friedman-Test betrug dabei
0,008. Das bedeutet einen signifikanten Unterschied der Werte sowohl auf einem
Signifikanzniveau o = 5% als auch auf einem nach Bonferroni korrigierten Signifikanz-

niveau o’ = 2% (vgl. 3.9 Statistik).

Steigerung der IL-6-Sekretion von Stromazellen nach
Stimulation mit TNF-0 (n=4)
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Abb. 4.16: Sekretion von IL-6 von Stromazellen nach Stimulation mit TNF-a fiir 24 Stunden

Nach Stimulation der Stromazellen mit 0,1 ng/ml IL-1f stieg die IL-6-Sekretion im Mittel um
den Faktor 15,5 und nach Stimulation mit 10 ng/ml um den Faktor 16,8 verglichen mit den
Kontrollen ohne Zytokin-Stimulation. Bei den Stromazellen nach IL-1f Stimulation wurde
der Anstieg der IL-6-mRNA mittels semiquantitativer PCR verifiziert (s. Abb. 4.18). Dabei
zeigte sich eine Zunahme der IL-6-mRNA bei niedriger IL-13 Konzentration (0,1 ng/ml) im
Mittel um das 10,9-fache und bei hoher IL-18 Konzentration (10 ng/ml) um den Faktor 11,8.
Die exakte Signifikanz berechnet nach dem Friedman-Test betrug dabei 0,024. Das bedeutet
einen signifikanten Unterschied der Werte auf einem Signifikanzniveau o = 5%, jedoch nicht

auf einem nach Bonferroni korrigierten Signifikanzniveau o’ = 2% (vgl. 3.9 Statistik).
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Steigerung der IL-6- Sekretion bei Stromazellen nach Stimulation
mit IL-103 (n=4)
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Abb. 4.17: Sekretion von IL-6 von Stromazellen nach Stimulation mit IL-1p fiir 24 Stunden

Steigerung der IL-6-mRNA in Stromazellen nach
Stimulation mit IL-13 (n=4)
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Abb. 4.18: IL-6-mRNA in Stromazellen nach Stimulation mit IL-1f fiir 24 Stunden
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Es wurde auBlerdem gepriift, ob eine Stimulation mit IL-6, das ebenfalls von mononukledren
Zellen ohne Cokultur produziert wird, eventuell eine weitere Steigerung der IL-6-mRNA zur

Folge hat. Wie Abb. 4.19 zu entnehmen ist, war dies nicht der Fall.

Konstante IL-6-mRNA in Stromazellen nach Stimulation mit IL-6

(n=4)
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Abb. 4.19: Konstante IL-6-mRNA in Stromazellen nach Stimulation mit IL-6 fiir 24 Stunden

Zusammenfassung Kap. 4.2:

Bei Epithelzellen 148t sich eine maximale IL-6-Sekretion durch kombinierte Stimulation mit
Ostradiol und Progesteron in hoher Dosierung erzielen. Die kombinierte Steroidgabe beider
Konzentrationen wirkt bei Stromazellen eher inhibierend auf die IL-6-Sekretion. Hochstwerte
der Zytokinsekretion bei Stromazellen werden durch getrennte Stimulation mit physiologi-
schen Konzentrationen der Steroidhormone erreicht.

Die Cokultur mit mononukledren Blutzellen und die Stimulation mit Zytokinen haben keinen
Einfluss auf die IL-6-Sekretion von Epithelzellen.

In Stromazellen zeigt sich eine signifikante dosisabhéngige Steigerung der IL-6-Sekretion und
der IL-6- mRNA nach Cokultur mit mononukledren Zellen sowie nach Stimulation mit

TNF-o und IL-1pB, jedoch nicht nach Stimulation mit IL-6.
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4.3 Regulation von 33

4.3.1 Regulation von (33 in hormonstimulierten Zellen

Nach Stimulation mit den weiblichen Hormonen Ostradiol und Progesteron wurde in Epithel-
und Stromazellen die Expression von 3;-mRNA mittels semiquantitativer PCR analysiert. E,
war dabei in den Konzentrationen 0,27 ng/ml und 2,7 ng/ml verabreicht worden und Pro-
gesteron in den Konzentrationen 31 ng/ml und 310 ng/ml. Es zeigte sich bei diesem Experi-
ment keine signifikante Anderung der Expression von B3-mRNA sowohl in Epithel- als auch

in Stromazellen nach Stimulation mit E; und/oder Progesteron (s. Abb. 4.20).

Konstante 3 ;-mRNA nach Hormonstimulation (n=10)

‘ B Epithel B stroma

2,0
1,5 1
1,0

0,5 -

Relative optische Dichte

0,0 -
Kontrolle +E, 0,27ng/ml +E; 2,7ng/ml +P 31ng/ml +P310ng/ml  +E, 0,27ng/ml  +E, 2,7ng/ml +
+P31ng/ml P 310ng/ml

Abb. 4.20: Expression von B;-mRNA in Epithel- und Stromazellen nach Stimulation mit
Ostradiol (E,) und/oder Progesteron (P) fiir 24 Stunden
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4.3.2 Regulation von 33 in Zellen der Cokultur

Nach Cokultivierung von endometrialen Zellen mit mononukledren Blutzellen wurde das
Integrin B3 in Epithel- und Stromazellen ebenfalls durch semiquantitative PCR untersucht.
Sowohl eine Cokultur endometrialer Zellen mit 50.000 als auch mit 500.000 mononukledren

Zellen zeigte dabei keine signifikante Auswirkung auf die Expression des B;-Integrins in

Epithel- und Stromazellen (s. Abb. 4.21).

Konstante B 3 -mRNA in endometrialen Zellen nach Cokultur (n=5)

O Epithel B Stroma

Relative optische Dichte

Kontrolle ohne LPS Kontrolle mit LPS Cokultur mit 50.000  Cokultur mit 500.000
mononukledren mononukledren
Blutzellen Blutzellen

Abb. 4.21: Expression von $3-mRNA in Epithel- und Stromazellen nach Cokultur mit mono-
nukledren Blutzellen fiir 24 Stunden
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4.3.3 Regulation von [33 in zytokinstimulierten Zellen

Um die Ergebnisse der Experimente der Cokultur endometrialer mit mononukleédren Zellen zu
verifizieren, wurden endometriale Zellen einer Stimulation mit den Zytokinen TNF-a, IL-1f3
und IL-6 unterzogen. Dabei legte man sich auf die Konzentrationen 0,1 ng/ml und 10 ng/ml
bei jedem der drei Zytokine fest. Mittels semiquantitativer PCR erfolgte die Bestétigung der
Ergebnisse der Cokultur-Experimente: Die Expression des Ps-Integrins in Epithel- und
Stromazellen wurde durch Stimulation mit den oben genannten Zytokinen in beiden

Konzentrationen nicht signifikant beeinflusst (s. Abb. 4.22).

Konstante {3 3- mRNA in endometrialen Zellen nach Zytokinstimulation (n=5)

O Epithel @ Stroma

1,5 7

il

keine Zytokine  TNFo. 0,1 TNFo 10 ng/ml IL-18 0,1 ng/ml IL-1B 10 ng/ml IL-6 0,1 ng/ml  IL-6 10 ng/ml
ng/ml
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Abb. 4.22: Expression von [;-mRNA in Epithel- und Stromazellen nach Stimulation mit
TNF-a, IL-1B, IL-6 in verschiedenen Konzentrationen fiir 24 Stunden

Zusammenfassung Kap. 4.3:

Sowohl in Epithel- als auch in Stromazellen bewirkt die Stimulation mit den Hormonen E,
und/oder Progesteron, die Cokultur mit mononukledren Blutzellen und die Stimulation mit

den Zytokinen TNF-a,, IL-1p und IL-6 keine signifikante Anderung der B3-mRNA.
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4.4 Regulation von Osteopontin

4.4.1 Regulation von Osteopontin in hormonstimulierten Zellen

Die Stimulation endometrialer Zellen mit den Hormonen E, in den Konzentrationen 0,27
ng/ml und 2,7 ng/ml und/oder mit Progesteron in den Konzentrationen 31 ng/ml und 310
ng/ml zeigte in der Expression von Osteopontin-mRNA mittels semiquantitativer PCR keinen
signifikanten Unterschied zu den Kontrollen ohne Hormonstimulation bzw. zwischen den

einzelnen Stimulationen untereinander. Dieses Ergebnis galt sowohl fiir Epithel- als auch fiir

Stromazellen (s. Abb. 4.23).

Konstante Osteopontin- mRNA in Epithelzellen nach Hormonstimulation (n=10)
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+P31ng/ml P 310ng/ml

Relative optische Dichte

Abb. 4.23: Osteopontin-mRNA in Epithel- und Stromazellen nach Stimulation mit Ostradiol
(E2) und/oder Progesteron (P) in physiologischer und hoher Konzentration fiir 24 Stunden
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4.4.2 Regulation von Osteopontin in Zellen der Cokultur

Die Untersuchungen mittels semiquantitativer PCR zur Regulation der Osteopontin-Expres-
sion in endometrialen Zellen nach Cokultur mit 50.000 bzw. mit 500.000 mononukledren
Zellen ergaben ebenfalls keine signifikante Anderung im Vergleich zu den Kontrollen ohne

Cokultur. Dies Ergebnis galt sowohl fiir Epithel- als auch fiir Stromazellen (s. Abb. 4.24)

Konstante Osteopontin- mRNA in endometrialen Zellen nach
Cokultur (n=5)
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% 0,1
g 0
Kontrolle ohne LPS  Kontrolle mit LPS  Cokultur mit 50.000 Cokultur mit
mononukledren 500.000
Blutzellen mononukledren
Blutzellen

Abb. 4.24: Osteopontin-mRNA in Epithel- und Stromazellen nach Cokultur mit mono-

nukleidren Blutzellen fiir 24 Stunden
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4.4.3 Regulation von Osteopontin in zytokinstimulierten Zellen

Zur weiteren Charakterisierung der Osteopontin-Regulation in endometrialen Zellen wurden
diese mit den Zytokinen TNF-a, IL-1p und IL-6 in den Konzentrationen 0,1 ng/ml und 10
ng/ml stimuliert. Anschliefend folgte die Analyse mittels semiquantitativer PCR. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die Stimulation mit den drei genannten Zytokinen keinen

signifikanten Einfluss auf die Osteopontin-Expression sowohl in Epithel- als auch in

Stromazellen hatte (s. Abb. 4.25).

Konstante Osteopontin- mRNA in endometrialen Zellen nach
Zytokinstimulation (n=5)
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Relative optische Dichte

Abb. 4.25: Osteopontin-mRNA in Epithel- und Stromazellen nach Stimulation mit TNF-a.,

IL-1B, IL-6 in zwei verschiedenen Konzentrationen fiir 24 Stunden

Zusammenfassung Kapitel 4.4:

Die Stimulation mit den Steroidhormonen Ostradiol und/oder Progesteron, die Cokultur mit
mononukledren Zellen sowie die Stimulation mit den Zytokinen TNF-o, IL-1f und IL-6
bewirkt keine signifikante Anderung der Expression von Osteopontin in Epithel- und

Stromazellen des Endometriums.
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5. Diskussion

5.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Regulation von IL-6, B3 und Osteopontin im
fertilen Uterus um daraus Riickschliisse auf die Bedeutung dieser Faktoren bei der infertilen
bzw. sterilen Frau zu ziehen. Allerdings ist es ethisch undenkbar, dass sich gesunde, fertile
Frauen im reproduktiven Alter zu Forschungszwecken einem operativen Eingriff wie dem
einer Hysterektomie unterziehen, um dieses Ziel zu unterstiitzen.

Durch die Auswahl von Patientinnen, die sich geméfl dem Hormonstatus (E,, Progesteron und
LH) noch nicht in der Postmenopause befanden, wurde versucht, eine gemeinsame Grundlage
fiir das Patientenkollektiv zu erreichen. Dennoch war die jlingste Patientin 35 Jahre alt und
die dlteste 51 Jahre. Da bei Frauen im Alter von iiber 35 Jahren die Konzeptionserwartung pro
Zyklus unter 5% liegt und bei Frauen unter 25 Jahren bei 15% (Felberbaum et al., 2002)
ergibt sich schon allein aus dem Altersspektrum des Patientenkollektivs eine Diskrepanz zu
dem angestrebten Ziel. Anamnestisch gab jede der Patientinnen an, sich zum Zeitpunkt des
operativen Eingriffes in der Sekretionsphase eines regulidren menstruellen Zykluses zu
befinden. Die histologische Untersuchung der Prédparate ergab allerdings, dass nur ca. 80%
der Uteri tatsdchlich ein sekretorisch transformiertes Endometrium aufwiesen. Dies ergibt
einen Unsicherheitsfaktor in der Auswertung der Ergebnisse, wobei die direkte Auswirkung
dieses Fehlers nicht genau definiert werden kann.

AuBerdem ist bekannt, dass die Diagnose eines Uterus myomatosus zu einer uterin bedingten
Sterilitdt fithren kann (Knorr, 1989). Da bei 70% unserer Patientinnen histologisch ein Uterus
myomatosus diagnostiziert wurde, entsprachen die Endometrien in diesem Punkt nicht der
erwiinschten Voraussetzung einer gesunden Gebarmutter. Aus den oben genannten ethischen
Griinden musste jedoch diese Einschrinkung beziiglich Alter und Gesundheitszustand der

Materialproben in Kauf genommen werden.

Bei acht der zehn Patientinnen ergab die histologische Gewebeuntersuchung nach der
Hysterektomie die Diagnose einer Endometriose (sechs Mal Adenomyosis uteri interna, zwei
Mal Endometriose des Ovars). In verschiedenen Studien anderer Autoren konnte festgestellt
werden, dass Endometriose sehr wahrscheinlich einen hemmenden Einfluss auf die Fertilitét
von Patientinnen ausiibt (Bancroft et al., 1989; Lessey et al., 1994b). Die Privalenz von
Endometriose in der normalen fertilen Bevolkerung betrigt ca. 2-5% wobei sie bei infertilen

Frauen zwischen 20-40% liegt (Strathy et al., 1982; Verkauf, 1987). Dabei spielt vor allem
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eine von der Norm abweichende Integrinexpression im Uterus von Frauen mit Endometriose
eine wichtige Rolle. Also kann bei dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit, bei dem
histologisch in 80% der Fille eine Endometriose diagnostiziert wurde, auch auf eine von der
Norm abweichende Integrinexpression ausgegangen werden. Dieser Feststellung steht
allerdings die Tatsache gegeniiber, dass ebenfalls 80% der mit Endometriose diagnostizierten
Patientinnen dieser Studie in der Vergangenheit schwanger gewesen sind bzw. Kinder
geboren haben. Eine verdnderte Intergrinexpression in diesen speziellen Féllen war

demzufolge weniger ausschlaggebend als bei sterilen Patientinnen.

5.2 Zellkultur

Bis zum Beginn der Hauptversuche der vorliegenden Arbeit wurden endometriale Zellen von
insgesamt 20 verschiedenen Patientinnen kultiviert. Davon konnten jedoch nur 10
Endometrien Eingang in die Studie finden und zwar fiinf fiir die Untersuchungen fiir
Cokulturen mit mononukledren Blutzellen und fiinf fiir die Untersuchungen mit zyto-
kinstimulierten Zellen. Der Grund fiir diese Einschrinkung war, dass die Stroma- oder
Epithelzellen einen nicht ausreichenden Zellrasen in der Kulturschale gebildet haben bzw. mit
anderen Zellen verunreinigt waren. Die Bewachsungsdichte der Epithelzellen zeigte dabei
eine besonders grofle Variationsbreite, wihrend die Stromazellen deutlich widerstandsfiahiger
und weniger anfillig fiir Verunreinigung oder Schwankungen des umgebenden Milieus
waren. Um die Epithelzellen des Endometriums addquat kultivieren zu konnen und auch
sicher zu sein, dass sie in vitro dhnliche Eigenschaften wie in vivo besitzen, wurde das
Kulturmodell von Classen-Linke (1997) angewandt. In élteren Studien zu dem Thema der
Epithelzellenkultivierung konnte gezeigt werden, dass Epithelzellen des Endometriums mit
der klassischen Zellkultur auf Kunststoff- oder Glasoberflichen ihre strukturellen Charakte-
ristika und ihre spezielle Funktionen verlieren (Li et al. 1987; Streuli et al. 1991). Sie wachsen
hier als Monolayer ohne dreidimensionale Struktur. Diese verdnderte Zellfunktion zeigt sich
im Verlust ihrer zelluldren Polaritét, ihrer kubischen Form sowie ihrer tight junctions und
Desmosomen. Auflerdem verlieren die Epithelzellen die Fahigkeit, auf organtypische
Hormone zu reagieren, indem die Expression der flir diesen Zweck spezifischen Proteine
unterbleibt (Mulholland et al., 1988; Streuli et al., 1991). In verschiedenen Studien wurden
polarisierte Epithelzellen des Uterus anhand von In-vitro-Tier-Modellen untersucht - wie z.B.

beim Hasen (Mani et al., 1991; Winterhager et al., 1994), der Maus (Jacobs et al., 1990;

64



1992), der Ratte (Glasser et al., 1988; Julian et al., 1992) und dem Guinea-Schwein
(Mahfoudi et al., 1991; 1992; 1994). Diese Studien wurden an isolierten Epithelzellen von
nicht ausgewachsenen Tieren durchgefiihrt, wobei ein Zwei-Kammer-System und die extra-
zelluldre Matrix Matrigel verwendet wurden. In allen Féllen konnte dabei eine morpho-
logische und funktionelle Polaritit sowie eine Hormonantwort der Epitehlzellen nachge-
wiesen werden.

Die ersten Studien, in denen humane endometriale Epithelzellen auf Matrigel als extra-
zelluldre Matrix kultiviert worden sind (Negami et al., 1989) und zusétzlich ein Zwei-Kam-
mer-System benutzt wurde, zeigten eine gute Differenzierung der Epithelzellen. Im
Elektronenmikroskop erschienen diese Epithelzellen in dreidimensionaler polarisierter
kubischer Form auf der Matrigel-Oberfliche. Apical gelegen exprimierten die Zellen
Microvilli, basal gelegen Zellkerne und vielzéhlige zytoplasmatische Strukturen, die mit
einem gut differenzierten Zytoplasma vereinbar waren. Die apicale Verbindung zwischen den
Epithelzellen wurde durch tight junctions und Desmosomen hergestellt (Schatz et al., 1990;
White et al., 1990). Im Gegensatz dazu waren Epithelzellen, die auf Kunststoffoberfldchen
geziichtet wurden, von flacher Form, zeigten weniger Microvilli und zytoplasmatische
Strukturen und keine Verbindungskomplexe zwischen den Zellen (Schatz et al., 1990).
Obwohl in vivo zwischen Epithel- und Stromazellen des Endometriums eine enge Beziehung
besteht, ist es flir ein In-vitro-Experiment einfacher, diese beiden Zelltypen getrennt zu
betrachten. Wenn dies nicht der Fall wére, und beide Zelltypen wiirden in einem
Cokulturmodell untersucht werden, wére es unmoglich, endokrine Effekte dem jeweiligen
Zelltyp zuzuschreiben. Um die Zellpolaritit in vitro sowie die Morphologie der Zellen zu
erhalten, ist eine Interaktion mit Komponenten der extrazelluliren Matrix von grof3er
Bedeutung - jedoch nicht notwendigerweise die Cokultur zwischen Epithel- und Stromazellen
(Hopfer et al., 1994). Insofern wurden auch in dieser Arbeit die beiden Zelltypen getrennt
voneinander untersucht, wobei die Epithelzellen auf der extrazelluldren Matrix Matrigel in
polarisierter Form und mit dreidimensionaler Struktur kultiviert wurden.

Die extrazelluldre Matrix Matrigel ist ein Extrakt des basalmembranreichen Engelbreth-
Holm-Swarm-Sarkoms der Maus, welcher die natiirliche Basalmembran fiir funktionsfihige
Epithelzellen in einer Kultur nachahmt (Kleinman et al., 1986). Matrigel enthélt Entactin-
Laminin, Kollagen Typ IV, Heparan-Sulfat-Proteoglycan und einige Wachstumsfaktoren wie
z.B. TGF-B, EGF, Insulin-like growth factor 1, bFGF und PDGF, welche natiirlicherweise im
Engelbreth-Holm-Swarm-Tumor vorkommen. Obwohl die Wirkung von Matrigel haupt-

sdchlich in Zusammenhang mit der Bindungskapazitit von Wachstumsfaktoren diskutiert
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wird (Vukicevic et al., 1992), ist der Bestandteil Laminin die Hauptursache fiir das drei-
dimensionale und polarisierte Wachstum von Epithelzellen (Streuli et al., 1995). Insgesamt
kann gesagt werden, dass die Proteinbausteine der extrazelluldren Matrix Matrigel sehr &hn-
lich dem menschlichen Endometrium in der Sekretionsphase sind (Glasser et al., 1991). In
fritheren Studien wurden humane endometriale Epithelzellen auch auf einer von Ratten
abstammender Kollagen Typ I-Matrix kultiviert (Casslen and Harper, 1991; Ghosh and
Sengupta, 1995). Diese Zellen zeigten ebenfalls eine Polarisation, eine basalmembran-
dhnliche Struktur am basalen Ende sowie teilweise driisendhnliche Strukturen in der Matrix.
Dennoch ist die Wirkung von Hormonen in dieser Art von Matrix noch nicht ausreichend
erforscht. Aus diesem Grund fiel die Entscheidung in der vorliegenden Arbeit fiir die
Kultivierung der Epithelzellen auf Matrigel.

Stromazellen hingegen sind in dieser Hinsicht eher tolerant was den Untergrund der Kultur
betrifft und zeigen ein zufriedenstellendes Wachstum mit sehr guter Vitalitit auf der
Kunststoffoberflache Polystyrol. Wie schon in der Arbeit von Kevin et al. (1989) festgestellt
werden konnte, heften sich die Stromazellen sehr schnell an die Kunststoffoberfliche an und
bilden schon nach 3 Tagen einen konfluenten Zellrasen. Die Vitalitdt der Zellen bleibt bis zu
12 Tagen Kulturdauer einwandfrei erhalten, ohne dass sich die Zellen vom Boden der
Kulturschale ablosen (Osteen et al., 1989). Angesichts dieser Argumente wurde die
Entscheidung fiir Polystyrol als Wachstumsoberfldche fiir Stromazellen getroffen.
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5.3 Hormonstimulation

Milgrom und Baulieu (1970) haben zum ersten Mal das klassisch beschriebene Priming der
Progesteron-Wirkung durch Ostradiol im Uterus publiziert. Des Weiteren zeigten Jensen et al
(1972), dass Ostradiol die Synthese seines eigenen Rezeptors erhht und Milgrom et al.
(1973), dass Progesteron die Synthese seines eigenen Rezeptors hemmt. AuBerdem
antagonisiert Progesteron die Wirkung von Ostradiol, indem es die Synthese des Ostrogen-
Rezeptors hemmt (Tseng et Gurpide, 1975; Tseng, 1979). Mehrere Studien (Press et al., 1984;
Bergeron et al., 1988; Lessey et al., 1988; Ravn et al., 1994) kamen zu dem Ergebnis, dass
sowohl der Ostrogen- als auch der Progesteron-Rezeptor in vivo charakteristische
Verdanderungen wihrend des Menstruationszyklusses durchlaufen. Sie ergaben auflerdem,
dass die Mehrzahl der Stroma- und Epithelzellen positive Ostrogenrezeptoren in der mittleren
und spéten Sekretionsphase aufwiesen. Im weiteren Verlauf der Sekretionsphase nahm die
Menge der Ostrogenrezeptoren sowohl in Epithel- als auch in Stromazellen wieder ab. Die
maximale Anzahl von Progesteronrezeptoren wurde in der Proliferationsphase und in den
ersten Tagen nach der Ovulation festgestellt. Danach kam es zu einem steilen Abfall der
Progesteronrezeptormenge, die auch wihrend der gesamten Sekretionsphase gering blieb. Die
Arbeitsgruppe um Bergqvist bestétigte diese Ergebnisse teilweise: Eine statistisch signifikante
Korrelation zu der Zyklusphase lie3 sich nur beim Progesteronrezeptor in den Epithelzellen
nachweisen, nicht aber beim Ostrogenrezeptor oder bei beiden Rezeptortypen in Stromazellen
(Bergqvist et al., 1993).

Mit Hilfe von Immunhistochemie konnten Classen-Linke et al. (1997) belegen, dass auch
nach mehreren Tagen der Kultur humane endometriale Epithelzellen mit einem intakten
Rezeptorsystem von Steroidhormonen operieren. Sillem und seine Kollegen stellten fest, dass
die Expression einer Vielzahl von Integrinen in vitro nicht von einer Hormonstimulation mit
Ostrogen, Progestin (Promegeston) oder der Kombination davon abhingig ist. Sowohl ein
Vielfaches der physiologischen Konzentration als auch ein Bruchteil davon zeigte keine
Wirkung auf die Integrine. Die Integrine, die in der eben erwidhnten Studie getestet wurden,
waren: of3;, o Bi, o4 Pi1, as Bi, oy B3 und die Untereinheit B3 (Sillem et al., 1997). Eine
dhnliche Schlussforderung lassen auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie zu: Die
Stimulation endomtrialer Zellen mit Ostradiol, Progesteron oder der Kombination aus beiden
zeigten keine Wirkung auf die Expression von 3 oder Osteopontin (siche Kap. 4.3.1 und
4.4.1). Lediglich bei IL-6 ergab sich ein Einflul durch Stimulation mit Steroidhormonen, wie
meine Kollegin, Frau C. Zepf feststellen konnte (vergl. Kap. 4.2.1 bzw. Zepf, 2003). Diesen
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Ergebnissen widerspricht die Studie von von Wolff et al., derzufolge sowohl die Stimulation
mit 17B-Ostradiol und/oder Progesteron als auch der Entzug beider Hormone einzeln oder in
Kombination keinen signifikanten EinfluB auf die IL-6-Konzentration in Epithel- und
Stromazellen zeigte (von Wolff et al., 2002b). Ein Grund fiir das Fehlen eines deutlicheren
Effekts von Sexualhormonen auf die Integrinexpression im Endometrium konnten die
fehlenden Faktoren sein, die im In-vitro-Modell nie vollstindig mit der Situation in vivo
iibereinstimmen werden. Vor allem Zytokine konnten dieser fehlende Faktor sein, der die

Aktivitit der Steroidhormone modelliert.

5.4 Mononukleare Zellen / Cokultur

Da mononukledre Blutzellen im menschlichen Korper in groer Zahl anwesend sind, ist es
sehr wahrscheinlich, dass diese Zellen ebenso in der Schleimhaut der Gebarmutter zu finden
sind und dort auch eine gewisse Rolle bei den Einnistungs- und Entwicklungsvorgéngen der
Blastozyste spielen. Um diesen Sachverhalt etwas ndher zu betrachten und zu belegen,
wurden innerhalb dieser Arbeit mononukledre Blutzellen in Cokultur mit endometrialen
Zellen untersucht. Mononukledre Blutzellen, zu denen die Monozyten und die Lymphozyten
gehoren, sind die wesentlichen Stiitzen des korpereigenen Immunsystems. Nach der
Auswanderung von Monozyten in Gewebe kommt es zur Umwandlung (Differenzierung) in
Makrophagen. Diese Zellen haben hauptsédchlich die Aufgabe der Phagozytose in der spéten
Phase der Abwehrreaktion und produzieren dariiber hinaus Zytokine, Interferone sowie
andere zytotoxische Substanzen (Hoffmann-La Roche AG, 1991).

Die Zellen des mononukledren Phagozytose-Systems erfiillen ein groBBes Spektrum von bio-
logischen Schutzfunktionen gegen Mikroorganismen (Mackaness, 1962) und gegen Tumore
(Evans, 1976; Hibbs et al., 1978). Zu ihren Aufgaben z&hlen auBerdem die Regulation der
Granulopoese (Golde und Cline, 1974) und Wechselwirkungen mit Lymphozyten der Immun-
antwort (Shortman und Palmer, 1971).

Bis vor einigen Jahren wurden die Forschungen mit humanen mononukledren Blutzellen
durch den Umstand limitiert, dass es schwierig war, eine ausreichende Zahl von reinen
Makrophagen zu erhalten. Die meisten Experimente wurden mit Makrophagen-Kulturen aus
verldngerter Inkubation von Blut-Monozyten durchgefiihrt (Sutton und Weiss, 1966). Hier
besteht allerdings das Problem, dass die Makrophagen sehr fest an der Oberfldche der Kultur-

schalen heften und es dadurch schwierig ist, die Zellen ohne deutlichen Schaden abzuldsen.
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Andreesen at al. (1982) konnten aus dem Leukozytenkonzentrat einer Blutspende (Buffy
Coat) durch eine Ficoll-Dichtergradienten-Zentrifugation eine ausreichende Zahl von
mononukledren Zellen isolieren (300-600 Millionen Zellen), so dass Experimente damit
moglich waren. Eine vergleichbare Menge von mononukledren Blutzellen konnte in den
Versuchen zum Cokultur-Modell der vorliegenden Arbeit gewonnen werden.

Uber eine Cokultur von mononukledren Blutzellen und endometrialen Zellen des Uterus
wurde bisher in der Literatur nicht berichtet. Auch {iiber sonstige Cokulturen von
mononukledren Blutzellen und anderen Gewebezellen gibt es nur wenige Arbeiten. So z.B.
konnte gezeigt werden, dass Monozyten, die zu einer Cokultur von Endothelzellen der
humanen Aorta mit glatten Muskelzellen dazugegeben wurden, einen signifikanten Anstieg in
der Fibronektin- und Kollagenproduktion induzierten. Des Weiteren erwies sich der Anstieg
von mRNA des gap-junction-Proteins Connexin43 als Resultat der Interaktion zwischen
Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Navab et al., 1991). In der eben genannten Arbeit
wurde festgestellt, dass die Cokultur von Endothelzellen und glatten Muskelzellen einen deut-
lichen Anstieg in der Produktion von Fibronektin, Kollagen und Connexin43 mRNA
bewirken, verglichen mit der Produktion dieser Matrixkomponenten bei getrennter Kulti-
vierung dieser Zellen. Eine In-vitro-Cokultur zwischen Zellen, die in vivo in enger
nachbarschaftlicher Beziehung stehen, stellt also an sich schon eine gute Annidherung an die
natiirlichen Verhéltnisse dar. Werden nun zu dieser Cokultur von Endothelzellen der Aorta
und glatten Muskelzellen humane Monozyten dazugegeben, steigt die Fibronectin Produktion
22-fach und die Collagen Produktion 1,9-fach im Vergleich zur Cokultur allein. Der Anstieg
fir Connexind3 mRNA betrug das 2,8-fache bei Zugabe von Monozyten zu der Cokultur.
Diese Ergebnisse deuten auf die Moglichkeit hin, dass Monozyten die direkte zelluldre
Kommunikation verbessern und damit den Anstieg verschiedener Matrixkomponenten
bewirken.

In der Studie von Antonelli-Orlidge et al. (1989) ergaben sich Hinweise, dass die Cokultur
zwischen kapillaren Endothelzellen mit Perizyten ebenso wie die Cokultur zwischen Endo-
thelzellen und glatten Muskelzellen der GefidBwand das Wachstum der kapillaren
Endothelzellen hemmen. Der Mediator dieser Hemmung ist der aktivierte Transformations-
Wachstumsfaktor-f§ (TGF-), der im Medium der Cokultur dieser beiden Zellarten zu finden
ist. Werden die oben genannten Zellarten getrennt voneinander kultiviert, wird im Uberstand
eine inaktive Form des TGF-f3 beobachtet, die nicht zu einer Hemmung des Endothelzellen-
wachstums fiihrt. Fiigt man nun Antikorper gegen TGF- dem Medium der Cokultur hinzu,

wird diese Hemmung wieder aufgehoben. Somit zeigen die Ergebnisse, dass TGF-P in seiner
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aktiven Form, wie es in der Cokultur dieser Zellen vorkommt, sehr wahrscheinlich von einem
Mechanismus aktiviert wird, der Kontakt zwischen den beiden Zelltypen erfordert.

Nakayama et al. (2002) entdeckten, dass humane mononukleédre Zellen des peripheren Blutes
die Ausbreitung und Invasion des Mausembryos in vitro hemmen. Daraus wurde die
Vermutung abgeleitet, dass Immunzellen auch auf die Embryoimplantation in irgendeiner
Form eine Auswirkung haben.

In der Studie von Kosaka et al. (2003) stellte sich heraus, dass humane
Chorionkarzinomzellen, die Blastozysten imitieren (BeWo-Zellen), in signifikant hoherem
MaBle an endometriale Epithelzellen binden, wenn diese von Endometrien der mittleren
Sekretionsphase stammen - verglichen mit Zellen aus anderen Zyklusabschnitten. Diese
Feststellung deckt sich mit der Vorstellung des so genannten Implantationsfensters',
entsprechend dem 20.-24. Zyklustag (Lessey, 2000), in dem die Rezeptivitit des
Endometriums fiir den Embryo besonders hoch ist. Nach der Cokultur von endometrialen
Epithelzellen mit mononukledren Zellen des peripheren Blutes konnte die Anzahl der
angehefteten BeWo-Zellen an Epithelzellen der spdten Proliferationsphase und frithen
Sekretionsphase  signifikant erhoht werden. Diese funktionelle Verdnderung der
endometrialen Epithelzellen, die durch mononukledre Blutzellen induziert wurde, legt die
Vermutung nahe, dass die endomteriale Rezeptivitit auch durch Immunzellen mitreguliert
wird. Die Ergebnisse der Arbeit von Kosaka et al. weisen aullerdem darauf hin, dass
endometriale Zellen, die das Implantationsfenster noch nicht erreicht haben, durch
mononukledre Zellen des peripheren Blutes so beeinflusst werden konnen, dass sie die fiir die
Implantation notige Rezeptivitdt schneller erreichen bzw. den Rezeptivititszeitraum
verlangern. Es wére also denkbar, dass die intra-luminale Zugabe von mononukledren
Blutzellen in der frithen Sekretionsphase eine neue Behandlungsmethode fiir Infertilitéit
darstellen konnte. Wobei fiir diese Therapie die Moglichkeit einer schiddigenden Wirkung der
mononukledren Blutzellen fiir den Embryo zunédchst ausgeschlossen werden muss (Kosaka et
al., 2003). In die gleiche Richtung gehen die Ergebnisse der Studien von Takabatake et al.
(1997) und Fujita et al. (1998), die nachwiesen, dass T-Lymphozyten die endometriale
Differenzierung fordern und die Embryoimplantation bei Mé&usen induzieren. Auch hier
wurde der Vorschlag unterbreitet, die lokale Administration von autologen mononukledren
Blutzellen als moglichen Therapieansatz  fiir Patienten mit rezidivierendem

Implantationsversagen in Betracht zu ziehen.

' Laut Psychus (1993) wird das Implantationsfenster vom 19. bis zum 20. Tag des menstruellen Zyklusses
definiert.
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5.5 Zytokinstimulation

Die Stimulation endometrialer Zellen mit verschiedenen Zytokinen in der vorliegenden Arbeit
ist der Versuch, die In-vivo-Verhiltnisse nachzuahmen. Nicht auler Acht zu lassen ist der
Umstand, dass innerhalb des vitalen Endometriums eine Vielzahl dieser Botenstoffen
anwesend sind und sich gegenseitig beeinflussen bzw. in gegenseitiger Abhéngigkeit das
funktionelle Geschehen im Uterus bewirken. Laut Tovey et al. (1988) wurde die mRNA der
Zytokine TNF-a, IL-1B und IL-6 in hohen Konzentrationen in Milz, Leber, Nieren und
Leukozyten des peripheren Blutes von gesunden Individuen gefunden. Das weist darauf hin,
dass diese Zytokine wahrscheinlich in sehr engem Zusammenspiel als Regulatoren von
Zellwachstum und Zellfunktion von normalem Gewebe gemeinsam beteiligt sind. Folglich
konnte dies auch fiir das Endometrium der Gebarmutter der Fall sein. Um diese Vermutung
zu bestdtigen, wurden in der vorliegenden Studie die Auswahl fiir die Stimulation mit

Zytokinen zugunsten von TNF-a, IL-13 und IL-6 getroffen.

5.5.1 TNF-a

Die Familie der Tumor Nekrose Faktoren (TNF) ist eine Gruppe von Molekiilen, die alle zu
den Typ-II-Transmembranproteinen gehdren. TNF-a, der Prototyp dieser Ligandenfamilie, ist
ein vielseitiger Faktor, der eine Reihe von Merkmalen aufweist. Dazu gehoren pro-
inflammatorische, zytotoxische und immunmodulatorische Eigenschaften sowie die Fahig-
keit, Apoptose an einer grofBen Zahl von verschiedenen Zellen zu induzieren (Tabibzadeh,
1991b, 1994a). TNF-a wird als Membran gebundenes Prohormon synthetisiert, um dann
proteolytisch gespalten zu werden, wobei ein Teil der Polypeptide des reifen Proteins mit der
Membran verbunden bleibt (Jue et al., 1990). Die Genome fiir die beiden Rezeptoren von
TNF-a, TNFR1 und TNFR2, sind auf den humanen Chromosomen 12 und 1 gefunden
worden (Milatovich et al., 1991). Die biologische Wirkung induziert TNF-a durch Interaktion
mit beiden Rezeptoren. Welcher der beiden Rezeptoren jedoch fiir die jeweilige Wirkung von
TNF-a verantwortlich ist, wird noch debattiert (Heller et al., 1992; Tartaglia et al., 1993a,
1993b). Manche Wissenschaftler sind der Meinung, dass die Wechselwirkung von TNF-o mit
beiden seiner Rezeptoren Apoptose induzieren kann (Mangan und Wahl, 1991; Grell et al.,

1994). Ininns et al. (1992) wiesen nach, dass der antiproliferative Effekt von TNF-o auf
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neoplastische endometriale Epithelzellen von seiner Dosis abhédngig ist. Diese Wirkung wurde
durch den Rezeptor TNFR1 und nicht durch TNFR2 ausgel6st.

Das Endometrium ist umgeben von Leukozyten, die zur Produktion von verschiedenen Zyto-
kinen fahig sind - unter anderem auch TNF-a (Morris et al., 1985; Marshal and Jones, 1988).
Die mRNA und das Protein von TNF-a wurden im Endometrium gefunden und beide werden
wihrend der Sekretionsphase des Mensturationszykluses verstdrkt exprimiert bzw. sezerniert
(Hunt et al., 1992; Tabibzadeh et al., 1994b, 1995b). Sowohl mit Westernblot als auch durch
immunhistochemische Methoden konnte eine Zunahme der beiden Rezeptoren TNFR1 und
TNFR2 im humanen Endometrium in Abhédngigkeit vom menstruellen Zyklus nachgewiesen
werden (Tabibzadeh et al., 1995b). Diese Studien weisen demzufolge darauf hin, dass eher
die Menge an TNF-a fiir die zyklischen Anderungen im Menstruationszyklus verantwortlich
ist als die Expression einer der beiden TNF-a-Rezeptoren. Gemédll Tabibzadeh et al. (1994b)
hemmt TNF-a auBerdem die Proliferation in endometrialen Epithelzellen und induziert
Apoptosis. Dieser von TNF-a induzierte Zelltod, weist die charakteristischen
morphologischen Anderungen von Apoptosis und Fragmentation der DNA in
oligonucleosome Fregmentabschnitte auf. Tabibzadeh et al. (1993) bestitigten ferner, dass
tatsdachlich TNF-o und nicht andere Zytokine wie z.B. IL-1 o, Interferon gamma oder IL-6
die epitheliale Dyscohesion, also das Aufbrechen der Zell-zu-Zell-Bindungen induzieren.

In der Studie von Goldblum et al. (1993) ergaben sich Hinweise, dass TNF-a die Form der
Zelle sowie das Zytoskelett verdndert und eine Konversion der F-Aktin-Filamente in G-
Aktin-Filamente induziert. Da laut Luna et al. (1992) Aktin an der Zell-zu-Zell-Bindung
beteiligt ist, konnte diese Umwandlung von F- in G-Aktin teilweise fiir den Verlust der Zell-
Bindungen verantwortlich sein, sowie auch fiir die erh6hte Endothelpermeabilitit.

Andere Studien weisen darauf hin, dass TNF-o die vaskuldre Integritdt beeintréchtigt.
Urspriinglich wurde TNF-a als Coley's Toxin oder Cachectin beschrieben und war fiir seine
Féhigkeit, hamorrhagische Nekrose in Tumorzellen zu induzieren, bekannt (Old, 1985). Der
zerstorende Effekt von TNF-a auf das Endothel scheint aber nicht auf Tumoren beschriankt zu
sein, sondern wird auch im Endothel von verschiedenen gesunden Gewebezellen
einschlieBlich des Endometriums beobachtet. Nach Tracey et al. (1986) kommt es nach
Injektion von recombinantem TNF-a zu Schock und Beschidigung des Gewebes.

Remick et al. (1994) stellten im Lungengewebe von mit TNF-a behandelten Tieren Odeme
sowie ein Leck von Thrombozyten und roten Blutkdrperchen fest. Genauere Untersuchungen

dieser Gewebe zeigten eine ausgedehnte Blasenbildung der lumninalen Oberflache des
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Endothels sowie die Bildung von Vakuolen im Zytoplasma. Diese Verdnderungen waren
gleichzeitig mit einem signifikanten Verlust von Gewebefliissigkeit aus dem vaskuldren
Raum verbunden. Die Ergebnisse der Studie von Claudio et al. (1994) wiesen die Be-
eintrdchtigung der Blut-Retina-Schranke durch TNF-o und damit die Induktion von retinaler
Héamorrhagie nach.

Das Endothel von Méuseuteri war ebenfalls sensibel fiir schidigende Effekte durch TNF-a.
Nach Injektion von TNF-a, traten Hdamorrhagie und Apoptose im Uterus von Miusen auf.
AulBlerdem wurde beobachtet, dass Interferon (IFN)-y synergistisch zu TNF-a wirkt. Es kam
zu einer verstirkten Schddigung des Endothels in Uterus, Knochenmark, Leber, Lunge und
Gastrointestinaltrakt, wenn TNF-o zusammen mit IFN-y appliziert wurde (Shalaby et al.,
1989). Dieser Synergismus mit TNF-a konnte auch bei anderen Zytokinen wie z.B. IL-1
(Waage et al., 1988) und IL-2 (Dubinett et al., 1994) nachgewiesen werden.

Das Antiphospholipidsyndrom (APS) ist charakterisiert durch rezidivierende Fehlgeburten,
intrauterine Wachstumsretardierung und vasculidre Thromose. In der Studie von Berman et al.
zeigte sich, dass humane APS-Antikorper nach Ubertragung in schwangere Miuse spezifisch
das Dezidua-Gewebe ansteuern und zu einer raschen Zunahme des dezidualen und
systemischen TNF-a-Spiegels fiihren. Des Weiteren konnte in der Studie gezeigt werden,
dass eine Blockade von TNF-a in mit APS-Antikérpern behandelten schwangeren Mause die
Abortrate um 50% senkte, was auf eine wichtige Rolle von TNF-o im Ablauf einer
Fehlgeburt hinweist (Berman et al., 2005).

Ein weiterer Aspekt in der Betrachtung des Zytokins TNF-a ist die Feststellung, dass die
schrittweise Steigerung der Sekretion von TNF-o in der zweiten Hélfte des menstruellen
Zykluses von Steroidhormonen reguliert wird. In mononukledren Zellen des humanen
peripheren Blutes wurde sowohl die Expression von TNF-a-mRNA (Loy et al., 1992) als
auch die Sekretion von TNF-o (Ralston et al, 1990) durch Ostradiol gehemmt. Die
Arbeitsgruppe um Roby (1994) untersuchte die Regulation der TNF-a Genexpression durch
Steroide im Endometrium von M4iusen. Eine Ovarektomie der Méduse fiihrte nach sieben
Tagen zu einem Verlust der TNF-a-mRNA und der Proteinexpression im Endometrium. Die
Zugabe von 17-B-Ostradiol, Progesteron oder Ostradiol plus Progesteron bewirkte eine
erneute Expression von TNF-a-mRNA und -Proteinsekretion in Epithel- und Stromazellen
des Miuseendometriums. Die Expression der TNF-a-mRNA im Maiuseendometrium nach
Zugabe von Ostradiol war triphasisch. Eine Stunde sowie 6 Stunden nach Hormonzugabe

wurde die mRNA in den Epithelzellen festgestellt, nach 24 Stunden verschwand die mRNA
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wieder und war 72 Stunden spiter erneut in Epithel- und Stromazellen nachweisbar. Im
Gegensatz dazu bewirkte die Zugabe von Progesteron bzw. die gleichzeitige Zugabe beider
Steroidhormone eine zeitliche Verliangerung der TNF-o-mRNA (Roby et al., 1994). Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Expression von TNF-o-mRNA bzw. die Sekretion von
TNF-o mit den Steroidhormonen des Endometriums in Verbindung stehen. Allerdings sind
diese Regulationsmechanismen noch nicht eindeutig bestimmt. Vor allem wenn man bedenkt,
dass das Maximum der TNF-a-Sekretion in der zweiten Zyklushélfte beobachtet wird, also zu
einem Zeitpunkt, zu dem die systemische Menge an Steroidhormonen besonders niedrig ist.
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die TNF-a-mRNA sowie die Protein-
sekretion nicht nur durch die Anwesenheit von Steroidhormonen beeinflusst werden sondern
auch durch Hormonentzug. GemiB der Studie von Tabibzadeh et al. (1999) erfolgt die
maximale Expression von TNF-o-mRNA am Ende des menstruellen Zykluses, wenn die
Serumkonzentration von Ostradiol abnimmt. Damit ergibt sich eine positive Regulation der
TNF-a-mRNA durch Ostrogen-Entzug.

Aus Zellkultur-Experimenten von Laird et al. (1996) ging hervor, dass Progesteron und
Ostradiol eine Zunahme in der TNF-a, Produktion im proliferativen Endometrium bewirken,
wobei beide Hormone zu einer Produnktionsabnahme von TNF-o im sekretorischen
Endometrium fithren. In Untersuchungen an endometrialen Gewebeproben und Uterussekret
von postmenopausalen Frauen wurde bei vier von sieben Proben sehr hohe TNF-a
Konzentrationen mittels Immunhistochemie und ELISA beobachtet (von Wolff et al., 1999).
Diese Ergebnisse wiren nicht moglich, wenn die Regulation von TNF-a auschliefSlich von
Steroidhormonen abhéngig wére. Andererseits gibt es auch Studien bei Méusen, die
iiberhaupt keine Reaktion der TNF-a Gene auf Steroidhormone ergaben (Mc Master et al.,
1992; Kover et al., 1995).

Von Wolff et al. (1999) konnten die zyklische Anderung von TNF-a. innerhalb des
menstruellen Zykluses ebenfalls bestitigen. Mittels drei verschiedener Techniken
(Immunhistochemie, semiquantitative RT-PCR und ELISA) wurde dabei festgestellt, dass
TNF-a-mRNA- und -Proteinexpression zu Beginn und am Ende des menstruellen Zykluses
relativ gering ist und in der mittleren und spéten Proliferationsphase sowie in der frithen bis
mittleren Sekretionsphase die hochste Konzentration aufweisen. Ahnliche Ergebnisse
beziiglich der zyklischen TNF-a-Expression ergaben auch die Studien von Laird et al. (1996).
Es wire denkbar, dass TNF-a in der Sekretionsphase nicht nur im Endometrium sondern auch

bei der Praimplantation des Embryos mitwirkt und damit zu einer erfolgreichen Implantation
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filhrt. Die Stimulation der Prostaglandin-Freisetzung in Endometriumzellen durch TNF-a
wurde von Chen et al. (1995) beschrieben. Die gesteigerte vaskuldre Permeabilitdt durch
Prostaglandine konnte einen Effekt auf die Implantation haben (Peek et al., 1992). Die
Wirkung von endometrialem TNF-o auf die Prdimplantation ist nur moglich, wenn die
Blastozyste TNF-a-Rezeptoren exprimiert. Diese Rezeptorexpression in humanen Embryos
wurde in der Studie von Sharekey et al. (1995) belegt. Die Funktion von TNF-a bei der
Praimplantation ist jedoch noch nicht ganz klar. Beziiglich des morphologischen Wachstums
konnte kein signifikanter Effekt von TNF-a auf die Blastozystenformation (Wincek et al.,
1991) bzw. auf die nachfolgende Implantation (Haimovici et al., 1991) nachgewiesen werden.
Pampfer et al. (1994) haben den selektiven Effekt von TNF-a in Maus-Blastozysten studiert
und stellten eine Reduktion der inneren Zellmasse fest, was fiir einem hemmenden Effekt des
TNF-a auf den Praimplantationsembryo spricht.

Insgesamt gesehen weisen alle diese Studien darauf hin, dass TNF-a eine wichtige Rolle
innerhalb des Endometriums bzw. fiir das Implantationsgeschehen einnimmt. Trotz der

zahlreichen Studien zu diesem Thema, sind nach wie vor einige Fragen zu TNF-a offen.

5.5.2 IL-1p

Interleukin-1 (IL-1) ist eine Familie von Polypeptiden bestehend aus zwei Agonisten, IL-1a
und IL-1 sowie einem Inhibitor, dem IL-1 Rezeptor-Antagonist IL-1ra (Dinarello et al.,
1988). IL-1 wird von Makrophagen und anderen Zelltypen gebildet und hat eine Vielzahl von
biologischen Aufgaben. Bisher wurden zwei Rezeptoren des IL-1 Systems identifiziert und
als Typ I (IL-1R tI) und Typ II (IL-1R tII) bezeichnet (Sims et al., 1988; Horuk et al., 1989).
Sowohl IL-1 Agonisten als auch der Antagonist binden an den IL-1R tI und triggern
Signalantworten in den Zielzellen (Dower et al., 1986; Mizel et al., 1989). Der Typ Il
Rezeptor kommt in vielen Zellen vor, aber hauptséchlich in Neutrophilen, Monozyten und B-
Lymphozyten (Horuk et al., 1989). Nach Simon et al. (1994) und Kariya et al. (1991) existiert
das IL-1 System auch im humanen Endometrium. Auflerdem wurde es in der humanen
Oozyte und dem Embryo aller Entwicklungsstadien nachgewiesen (De los Santos et al., 1996;
1998). Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass das IL-1 System eine wichtige Rolle

bei der Embryo-Implantation und Dezidualisation der Stromazellen spielt.
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IL-1 gilt als wichtiger Stimulator der IL-6-Produktion in Immunzellen und einer Reihe von
anderen Zelltypen (Yamaguchi et al., 1990; Perlstein et al., 1991). Auch die Stimulation der
IL-6-Sekretion und der IL-6-mRNA in endometrialen Stromazellen durch IL-1 wurde belegt
(Semer et al., 1991; Tabibzadeh et al., 1991D).

Die Mitwirkung von IL-1 an endometrialen Funktionen ist das Thema verschiedener
wissenschaftlicher Arbeiten. Kauma et al. (1990) entdeckten z.B., dass die Menge an IL-1-
mRNA im Endometrium wéhrend der Sekretionsphase des menstruellen Zykluses ansteigt
und Cannon et al. (1985), dass dies auch fiir den Spiegel von IL-1 im Serum gilt. Es wird
angenommen, dass die Quelle fiir IL-1 die Monozyten und Makrophagen des Endometriums
sind. IL-1 konnte jedoch auch von den Stromazellen der Dezidua produziert werden. Die
Beteiligung von IL-1-Rezeptoren in Epithel- sowie in Stromazellen des Endometriums wiesen
Tabibzadeh et al. (1991b) nach. Kariya et al. (1991) und Van Le et al. (1992) stellten fest,
dass IL-1 das Wachstum von Stromazellen und die Dezidualisation hemmt. Gemif3 der Studie
von Haimovici et al. (1991) hemmt IL- 1 auBerdem die Einnistung der Blastozyste in vitro.
Simon et al. (1994) kamen zu dem Ergebnis, dass wiederholte Injektionen des IL-1-Rezeptor-
Antagonisten in schwangere Maiuse - beginnend zwei Tage vor der angenommenen
Implantation - die Einnistung der Blastozyste verhindert. Der Mechanismus, wodurch diese
Hemmung geschieht, ist noch unklar. Es wird jedoch angenommen, dass IL-1ra die Embryo-
Implantation mittels eines direkten Effekts durch Mikrovilli im Maéuse-Endometrium
verhindert (Simon et al., 1998).

Nach Stimulation von humanen Stromazellen mit IL-1 fiir 24 und 48 Stunden wurden in der
Studie von Huang et al. (2001) die intrazellularen Protein-Level von IL-1 und IL-1ra
gemessen. Dabei ergaben sich Hinweise, dass die mRNA von IL-1f und IL-1ra hochreguliert
wird und die mRNA von IL-IR tI gehemmt wird, und zwar in einer von IL-1(3
dosisabhingigen Weise. Das quantitative Verhiltnis zwischen IL-1 und IL-1ra blieb dabei
konstant (Huang et al., 2001). Auch diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass IL-1(3
durch Regulation der Expression von IL-1f und IL-1ra in Stromazellen an der embryo-
maternalen Interaktion beteiligt ist.

Eine Stérung dieser embryo-maternalen Interaktion tritt im Falle einer Praeklampsie ein. Die
Studie von Lockwood et al. (2006) stellte einen deutlichen Anstieg von MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) in humanen Deziduazellen von praeklamptischen Plazentas nach
Stimulation mit IL-1 und TNF-a fest. Schon eine geringe Stimulationsmenge von 0,01
ng/ml IL-1B oder TNF-a hatte eine 15-fache Steigerung von MCP-1 zur Folge. Die
Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p oder TNF-a fiihrte zu einem 103-fachen bzw. 83-fachen
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MCP-1-Anstieg. In den priaeklamptischen Deziduazellen wurde ein signifikanter Anstieg von
Makrophagen (CD68+) festgestellt, wobei MCP-1 als wichtiger Faktor fiir die
Mononzyten/Makrophagen Rekrutierung angesehen wird. Da Makrophagen selbst eine Quelle
fiir IL-1B und TNF-a sind, wird vermutet, dass IL-1 und TNF-a bei der Entstehung der
Praeklampsie eine Rolle spielen (Lockwood et al., 2006). In dhnliche Richtung weisen die
Ergebnisse der Studie von Huang und Kollegen, derzufolge eine Stimulation von humanen
Deziduazellen im ersten Schwangerschaftsdrittel mit IL-18 die Monozyten-Migration
begiinstigt und die Sekretion von Monozyten/Makrophagen-aktivierenden chemotaktischen
Zytokinen induziert (Huang et al., 2006). Auch im Bereich der Invitrofertilitit scheint IL-13
von Bedeutung zu sein. Im Vergleich zu fruchtbaren Frauen wurden in Uterusspiilungen von
Patientinnen mit rezidivierendem Implantationsversagen signifikant hohere IL-1[-
Konzentrationen gemessen (Inagaki et al., 2003).

Laut Tabibzadeh et al. (1990) bewirkt IL-13 die Freisetzung von Prostaglandinen in humanen
Epithelzellen des Endometriums. Pierro et al. (2003) stellten fest, dass die Zugabe von IL-13
zu endometrialen Epithelzellen eine geringe Steigerung der PBs-Integrin-Expression bewirkt.
Aufgrund dieser oben genannten Ergebnisse aus verschiedenen Studien kann also an-
genommen werden, dass IL-1B sehr wahrscheinlich eine wichtige Rolle im Endometrium und

wéhrend des Implantationsgeschehens spielt.
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5.5.3 IL-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionales Zytokin mit unterschiedlichen biologischen
Aufgaben wie z.B. der Regulierung von Hématopoese, Teilnahme an der Akute-Phase-
Immunreaktion sowie der Mitwirkung an Proliferation und Funktion von B- und T-
Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen (Van Snick, 1990). AuBlerdem synthetisieren
auch Fibroblasten und Keratinozyten IL-6 (Van Snick, 1990). Die Synthese von IL-6 durch
Epithelzellen wurde im menschlichen Thymus (Le et al., 1990) und im Gastrointestinaltrakt
(Shirota et al., 1990) entdeckt. Immunreaktionen, vor allem der Akuten Phase, mittels IL-6
konnten in der Leber, dem neuronalen System und in den Osteoklasten festgestellt werden
(Sehgal et al., 1995; Manolagas et al., 1995).

IL-6-Protein und IL-6-mRNA lassen sich auch im humanen Endometrium finden. Humane
Trophoblastzellen synthetisieren IL-6 und IL-6-Rezeptoren (Nishino et al., 1990). Die Studie
von Tabibzadeh et al. (1989) hat nachgewiesen, dass die Expression der IL-6-mRNA im
humanen Endometrium durch Ostrogen gehemmt wird. Eine transiente Expression von IL-6-
mRNA in Endothelzellen der Decidua basalis tritt wéhrend der Schwangerschaft bei Mausen
auf (Motro et al., 1990).

Laut Robertson et al. (1992) scheinen die Epithelzellen die wichtigste Quelle fiir IL-6 im
Endometrium zu sein. Dennoch sind Epithelzellen nicht die einzige Quelle, da Robertson und
Kollegen des weiteren herausfanden, dass auch Leukozyten und Fibroblasten aus
Stromazellen zur IL-6-Bildung beitragen, vor allem nach der Paarung und wéhrend einer
Schwangerschaft bei Mausen. Damit stimmen diese Ergebnisse mit denen von Tabibzadeh et
al. (1989) tiberein, in deren Studie die Synthese von IL-6 in humanen endometrialen
Stromazellen nachgewiesen wurde.

Der Rezeptor fiir IL-6 ist wéhrend des gesamten menstruellen Zykluses in den Driisenzellen
des endometrialen Epithels nachweisbar (Tabibzadeh et al., 1995a). Dabei dndert sich seine
Expression wihrend des gesamten Zykluses nicht. Das Protein gp 130, das als Signalgeber fiir
das Zytokin IL-6 am Rezeptor fungiert, wurde ebenfalls in den Driisenzellen des Epithels
festgestellt. Seine Immunoreaktivitdt nimmt wihrend der Menstruation ab und bleibt in der
tibrigen Zeit des weiblichen Zykluses konstant. Die Stromazellen exprimieren ebenfalls beide
Proteine — IL-6-Rezeptor und gp 130 — jedoch in geringerer Menge als die Epithelzellen. Die
eben genannte Studie von Tabibzadeh et al. belegte auBerdem, dass IL-6 selbst eine Anderung
wihrend der Zyklusphasen erfahrt: Wahrend der Proliferationsphase wird IL-6 nur sehr

schwach exprimiert und steigt wihrend des Implantationsfensters deutlich an. Die Menge an
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immunoreaktivem IL-6 im Epithel steigt wihrend der mittleren und spiten Sekretionsphase
kontinuierlich weiter. Wéahrend der mittleren Sekretionsphase zeigten auch die Stromazellen
der oberen Funktionalis eine Immunoreaktivitit fiir IL-6. In der spéten Sekretionsphase war
keine Immunoreaktivitit fiir IL-6 in den Stromazellen messbar (Tabibzaeh et al., 1995a).

Zu &hnlichen Ergebnissen kam die Studie von von Wolff und Kollegen. Darin wurde
ebenfalls die geringe Expression von IL-6-mRNA in Epithel- und Stromazellen wihrend der
Proliferationsphase und die kontinuierliche Steigerung in der mittleren und spéten
Sekretionsphase festgestellt. Die mRNA-Expression des IL-6-Rezeptors und des Proteins
gp130 blieb hingegen wihrend des gesamten menstruellen Zykluses konstant (von Wolff et
al., 2002a).

Diese zyklusabhingige Expression von IL-6 im humanen Endometrium, beinhaltet die
Moglichkeit, dass dieses Zytokin eine wichtige Rolle bei den Veridnderungen des Endo-
metriums spielt, die das Gewebe fiir Menstruation, Implantation und den weiteren
Schwangerschaftsverlauf vorbereiten. Darauf weisen auch zwei Studien beziiglich eines
gestorten Schwangerschaftsverlaufs hin: Jasper und Kollegen entdeckten, dass im
Endometrium von Patientinnen mit habituellen Aborten die IL-6-mRNA reduziert exprimiert
wurde (Jasper et al., 2007) und in Patientinnen mit Praeklampsie zeigte sich eine signifikant
hohere immunhistochemische Farbung fiir IL-6 in Deziduazellen als in gesunden Plazentas

gleichen Schwangerschaftsalters (Lockwood et al., 2008).
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5.6 Regulation von IL-6

Epithel- und Stromazellen des Uterus bei Méusen sind in der Lage, das Zytokin IL-6 zu
produzieren. Seine Sekretion wird einerseits von Steroidhormonen und andererseits durch
zelluldre Interaktion reguliert. Da die Induktion von Chondroitin-Sulfat-Proteoglykanen durch
IL-6 eine Hemmung der Blastozysten-Implantation bewirkt, scheint IL-6 mittels autokriner
oder parakriner Kommunikation an der Embryo-Implantation beteiligt zu sein (Jacobs et al.,
1992).

Laut Gutsche und Kollegen fiihrt die Stimulation mit Seminalplasma zu einer Steigerung der
IL-6-Expression in Epithelzellen. Dieser Effekt ldsst sich zumindest teilweise auf IL-8 und
TGF-B1 (transforming growth factor 1) zuriickfiihren, die beide reichlich im Seminalplasma
zu finden sind (Gutsche et al., 2003).

Die Hemmung von IL-6 durch Ostrogene legt den Schluss nahe, dass die hormonelle
Kontrolle dieses Prozesses zumindest zum Teil durch Modulation der lokalen
Zytokinproduktion beeinfluft wird. Die niedrigen Konzentrationen von IL-6 in der
Proliferationsphase des Endometriums, wie sie bei Tabibzadeh et al. (1995a) beschrieben
wurden, konnten demzufolge mit der erhohten Konzentration von Ostradiol in diesem
Abschnitt des weiblichen Zykluses zusammenhédngen. Auf der anderen Seite konnten die
progressive Zunahme von IL-6 im Epithel der Sekretionsphase und seine Erscheinung in
Stromazellen (Tabibzadeh et al., 1995a) in Zusammenhang mit der schrittweisen Abnahme
der Ostradiolkonzentration im Endometrium stehen.

Die Studie von Makkar und Kollegen stellte einen negativen EinfluB von hohen Ostradiol-
Spiegeln auf die IL-6-Expression im Endometrium fest. Die Ergebnisse beziehen sich auf
sogenannte ,,.excessive responders® bei IVF-Patientinnen mit mehr als 20.000 pmol/l
Ostradiol-Ausschiittung nach HCG-Stimulation. In Endometriumsbiopsien zeigte sich dabei
eine signifikant geringere immunhistochemische Farbung fiir IL-6 in Epithelzellen von
»excessive responders im Vergleich zu den zwei Kontrollgruppen unstimulierter
Patientinnen bzw. zu ,,moderate responders®, also Patientinnen mit weniger als 20.000 pmol/l
Ostradiol-Ausschiittung nach HCG-Stimulation (Makkar et al., 2006).

Das negative Feedback des Ostrogens auf die Produktion von endogenem IL-6 ist ein sehr
wichtiger Regulator der physiologischen Homdostase. Die Storung dieser Regulation durch
Ostrogenmangel wie z.B. bei postmenopausalen Frauen, wird als einer der wichtigsten
Griinde fir die ungehemmte IL-6-Produktion in der Postmenopause und damit als einer der

wichtigsten Griinde fiir die beschleunigte Osteoporose angesehen (Jilka et al., 1992). In der
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Tat hemmt Ostrogen die Produktion von IL-6 in den Osteoblasten und den Stromazellen des
Knochenmarks (Jilka et al., 1992). Obwohl das Anti-Ostrogen Tamoxifen dhnliche Aktivitit
wie Ostrogen im Endometrium zeigt, stellte es sich als ineffektiv in der Hemmung von IL-6
heraus. Daraus ldsst sich folgern, dass die adjuvante Tamoxifen-Therapie bei
Ostrogenrezeptor-positivem Mammakarzinom in postmenopausalen Frauen den systemisch
erhohten IL-6-Spiegel nicht vermindert, was als Osteoporoseanreiz bei diesen Patientinnen
gilt (Manolagas et al., 1995). Gemal} der Studie von Laird et al. (1994) bewirkt IL-1 einen
dosisabhingigen Anstieg der IL-6-Produktion in Epithelzellen von proliferativem und
sekretorischem Endometrium. Allerdings reagierten die Zellen des sekretorischen
Endometriums wesentlich sensibler auf die IL-1-Stimulation als die Zellen des proliferativen
Endometriums. In sekretorischen Endometriumszellen kam es schon bei einer Stimulation mit
0,025 ng/ml IL-1 zu einem signifikanten IL-6-Anstieg, und zwar um den Faktor 10. Im
Vergleich dazu sprachen Zellen des proliferativen Endometriums erst auf eine Stimulation mit
hoheren IL-1-Konzentrationen an (2,5 ng/ml) und erreichten nur doppelte IL-6-Werte im
Vergleich zu der basalen IL-6-Produktion der proliferativen Zellen. Dennoch erwies sich die
tatsdchliche Menge an IL-6 in proliferativen Endometriumszellen 1,5- bis 2-mal hoher als die
Menge an IL-6, die von IL-1 stimulierten Endometriumszellen in der Sekretionsphase
produziert wurde (Laird et al., 1994). Diese Stimulation der Epithelzellen durch IL-1f
beziiglich der IL-6-Sekretion konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen werden, dafiir aber
eine dosisabhingige Stimulation von IL-6 in Stromazellen durch IL-1f3, die zu einer
Steigerung von IL-6 um den Faktor 2 bis 10 fiihrte. Einschrinkend muf3 jedoch erwihnt
werden, dass in der Publikation von von Wolff et al. (2002b) eine Reduktion der IL-6-
Produktion bei Stromazellen durch Verwendung von ,,magnetic beads'* berichtet wird. Eine
solche Reinigung der endometrialen Zellen von kontaminierenden Immunzellen wurde bei
den Experimenten fiir die vorliegende Arbeit nicht durchgefiihrt und ist auch in den Studien
von Laird et al. (1994) nicht beschrieben.

Simon et al. (1993) stellten fest, dass die Expression des IL-1-Rezeptors in der frithen
Sekretionsphase des menstruellen Zykluses erhoht ist. Dies konnte eine Erkldrung fiir die
erhohte Sensibilitdt der Zellen des sekretorischen Endometriums auf die Stimulation mit IL-1
in der Arbeit von Laird et al. (1994) sein.

Laut der Studie von Zarmakoupis et al. (1995) ist IL-6 ein Mediator zur Regulation der

Wachstumsrate von endometrialen Stromazellen in vitro. Im Vergleich zu den Kontrollzellen

! Unter ,,magnetic beads“ versteht man kleine magnetische Kugeln, die nach dem Antigen-Antikérper-Prinzip
verschiedene Zellen, Mikroorganismen, Proteine etc. mit Hilfe eines Magneten aus einer Zellansammlung
herausfiltern kénnen.
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des Stromas, die eine gewisse Basismenge an IL-6 produzieren, werden die Stromazellen bei
zusdtzlicher Stimulation mit IL-6 in ihrem Wachstum gehemmt. Diese Hemmung ist sowohl
von der IL-6-Dosis abhéngig als auch von der Zelldichte der Stromazellen. Ferner wurde in
der oben genannten Studie festgestellt, dass Stromazellen ebenso an der Zellmembran wie
auch im Zytoplasma Rezeptoren fiir IL-6 exprimieren.

Jacobs et al. (1992) fanden heraus, dass die IL-6-Produktion in Stromazellen bei Méusen
durch IL-1a oder andere Sekretionsprodukte der Epithelzellen moduliert wird.

Laird et al. (1993) haben nachgewiesen, dass Epithelzellen deutlich mehr IL-6 produzieren als
Stromazellen - obwohl beide Zelltypen zur IL-6-Produktion fihig sind. AuBerdem ist die
Produktion in der proliferativen Phase des menstruellen Zykluses gréfer als zu einem
spateren Zeitpunkt. Gegenteilig zeigen die Studien von Tabibzadeh und Kollegen (1995a) und
von von Wolff et al. (2002a), dass die hochste IL-6-Menge in der mittlerern Sekretionsphase
exprimiert wird. Des Weiteren stimulieren laut der Studie von Laird und Kollegen (1993) die
Steroidhormone Ostradiol und Progesteron die IL-6-Sekretion in Epithelzellen der
Proliferationsphase und hemmen sie in Epithelzellen der spédten Sekretionsphase. Dies steht
im Gegensatz zu den Ergebnissen meiner Kollegin Frau C. Zepf, deren Untersuchungen
ergaben, dass sowohl Ostradiol als auch Progesteron in physiologischer und hoher
Konzentration und auch die Kombination beider Hormone die IL-6-Sekretion von
Epithelzellen der Sekretionsphase stimuliert (Zepf, 2003). Dagegen wurde laut der oben
genannten Studie von Laird et al. (1993) die IL-6-Produktion in Stromazellen durch Zugabe
von Steroidhormonen in jeder Phase des weiblichen Zykluses gehemmt. Dariiber hinaus
wurde in der Dissertation von Frau C. Zepf fetstgestellt, dass die Zugabe von Ostradiol oder
Progesteron in physiologischer Menge eine 1,75-fache Steigerung der IL-6-Sekretion von
Stromazellen bewirkt (Zepf, 2003). Die Studie von von Wolff et al. bestdtigt diese Ergebnisse
jedoch nicht. Nach Reduktion der Kontamination mit Immunzellen durch ,,magnetic beads*
zeigte sowohl die Stimulation mit Ostradiol, Progesteron oder der Kombination beider
Hormone als auch der Entzug dieser Steroidhormone nach getrennter oder kombinierter
Verabreichung keinen signifikanten Effekt auf die IL-6-Produktion endometrialer Zellen (von
Wolff et al., 2002b).

Ahnlich den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, die die Stimulation von IL-6 in
Stromazellen durch TNF-a und IL-1p ergaben, hat Tabibzadeh et al. (1989) die Stimulation
der IL-6-Sekretion in Stromazellen neben IL-6 und IL-1B zusitzlich auch durch IL-1o und
Interferon-gamma (IFN-y) festgestellt. Hinzukommend bestitigten Kohase et al. (1986; 1987),
dass TNF-a und IL-1p wirksame Induktoren fiir die In-vitro-Sekretion von IL-6 sind. Auch
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hier mufl darauf hingewiesen werden, dass alle eben genannten Studien, einschlieBlich dieser
vorliegenden Arbeit keine Reduktion der Kontamination mit Immunzellen, z.B. durch
»magnetic beads, wie sie in der Publikation bei von Wolff et al. (2002b) beschrieben wird,
durchgefiihrt haben. Die hohere IL-6-Sekretion in Stromazellen im Vergleich zu Epithelzellen
nach Stimulation mit TNF-a, IL-1p oder nach Cokultur mit mononukledren Blutzellen in der
vorliegenden Arbeit, aber auch nach Stimulation der Stromazellen mit IL-6, IL-103, IL-1a
oder IFN-y in der Publikation von Tabibzadeh et al. (1989) konnte daher durch eine starkere
Kontamination der Stromazellen mit IL-6-produzierenden Immunzellen hervorgerufen
worden sein. Um diesen Sachverhalt jedoch zufriedenstellend zu klidren, wéren vergleichende
Experimente mit Epithel- und Stromazellen vor und nach einer Reinigung mit ,,magnetic
beads” notig. Da allerdings eine solche Reinigung keine 100%ige Entfernung der
Kontamination mit IL-6-produzierenden Immunzellen gewéhrleistet, miisste zusétzlich eine
quantitative Analyse der verbleibenden Immunzellen im DurchfluBzytometer durchgefiihrt
werden. Dabei wire es schwierig, Immunzellen, die sich z.B. fest im Zellverband befinden, zu
beriicksichtigen.

Nichtsdestominder weisen alle oben genannten Studien darauf hin, dass die Sekretion bzw.
die Expression von IL-6 von einer Reihe anderer Zytokine beeinflusst wird und auch
Steroidhormone in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind. Es ist sehr wahrscheinlich,
dass IL-6 eine zentrale Rolle in der Interaktion von Epithel- und Stromazellen spielt und

damit entscheidend an der Regulation der intakten Endometriumsfunktion beteiligt ist.
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5.7 Regulation von f3

Integrine sind eine Familie von Adhésionsmolekiilen an der Zelloberfliche, chemisch gesehen
Glykoproteine, die an verschiedenen physiologischen Prozessen des Korpers beteiligt sind.
Dazu gehoren die Embryogenese, Wundheilung, Immunreaktionen und Prozesse einiger
malignen Geschehnisse (Albelda et al., 1990; Ruoslahti, 1991; Albelda et al., 1993). Die
beiden Untereinheiten o und f3, aus denen Integrine bestehen, werden in wissenschaftlichen
Studien im Allgemeinen getrennt untersucht. Die a.-Integrin-Untereinheit ist dafiir bekannt,
an verschiedene B-Untereinheiten assoziieren zu konnen und somit Integrine zu bilden, die
z.B. Fibronektin, Fibrinogen, Vitronectin, Thrombospondin, von Willebrands Faktor und
Osteopontin binden (Lawler et al., 1988; Cheresh et al., 1989; Bodary et al., 1990, Senger et
al., 1996). Integrine konnten sowohl im Embryo (Sutherland et al., 1993) als auch im Endo-
metrium (Lessey et al., 1992; Aplin et al.,, 1996) von Maus und Mensch zur Zeit der
Implantation festgestellt werden.

B3 ist eine Untereinheit des Vitronectin-Rezeptors o, f33. Dieser Rezeptor enthilt die Arg-Gly-
Asp (RGD) Tripeptid-Einheit als Erkennungssequenz fiir seine Liganden (Lawler et al., 1988;
Suehiro et al., 1996). Ein potentieller Ligand fiir B3 ist z.B. Osteopontin. Lessey und Kollegen
haben unter anderem festgestellt, dass die Expression von 33 in humanen Epithelzellen des
Endometriums ein zyklusabhéngiges Phdnomen ist und erst in der zweiten Zyklushilfte
immunhistochemisch im Epithel nachgewiesen werden kann. Epithelzellen bis zur mittleren
Lutealphase enthalten wenig bis tiberhaupt kein 3. Nach dem 19. Zyklustag kommt es zum
plotzlichen Erscheinen dieses Integrins und zur weiteren Expression bis zum Ende des
Zykluses. AuBlerdem belegte die oben genannte Studie, dass Endometriumsbiopsien von
infertilen Frauen eine verspétete Expression von (3 aufweisen. Des Weiteren hiangt laut der
Arbeitsgruppe von Lessey et al. eine verspitete Empfiangnisbereitschaft des Endometriums
mit dem Verlust der s;-Untereinheit zusammen und ist damit moglicherweise ein geeignetes
Mittel zur Diagnostik fiir einen Defekt der lutealen Phase (Lessey et al., 1992).

Es wurde vorgeschlagen, den Rezeptor o,f; als Unterscheidungsmerkmal zwischen
empfingnisbereitem und nicht empfingnisbereitem Endometrium im klinikschen Alltag
einzusetzen (Lessey, 2000). Allerdings stellte die Arbeitsgruppe um Ordi fest, dass o33 als
Marker fur die Rezeptivitit des Endometriums wegen hoher Variabilitdt und schlechter
Reproduzierbarkeit zwischen drei aufeinanderfolgenden Zyklen bei infertilen Patientinnen

nicht zuverlédssig geeignet ist (Ordi et al., 2003). Auch die Studie von Casals und Kollegen
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zeigte dhnliche Ergebnisse: Im Vergleich von fruchtbaren und unfruchtbaren Patientinnen lie3
sich kein signifikanter Unterschied beziiglich der Expression von o,fs-Integrin und
Osteopontin sowie ihrer Coexpression feststellen. Diese Tatsache spricht gegen die kliniksche
Signifikanz des Osteopontin-a,B3-Integrinkomplexes als Marker fiir endometriale Rezepivitit
(Casals et al., 2008).

In einer weiteren Studie fanden Lessey et al. (1994) heraus, dass eine Korrelation zwischen
der aberrierenden Expression von (3 und milder Endometriose besteht. Dies wére
gegebenenfalls eine Erkldarung fiir die beeintrachtigte Fertilitdt bei Frauen mit Endometriose.
AuBerdem stellten Lessey et al. (1995) fest, dass Endometriumsbiopsien von Frauen mit
primédrer Infertilitdt eine signifikant reduzierte Expression von 33 aufweisen. Im Gegensatz
dazu zeigte die Kontrollgruppe der fruchtbaren Frauen eine konstante Ps;-Expression. Laut
Navot et al. (1991) ist die Erfolgsrate von in vitro Fertilisation (IVF) vom Zeitpunkt des
Embryotransfers abhiangig, wobei die hochste Erfolgsrate um den 19. Zyklustag herum liegt.
Von Wolff et al. bestitigten die Ergebnisse von Lessey et al. und zeigten ebenfalls, dass die
Bs-Untereinheit in endometrialen Epithelzellen im Laufe der mittleren und spéten
Sekretionsphase stark anstieg, wihrend sie in der Proliferationsphase und der frithen
Sekretionsphase in Epithelzellen nicht nachzuweisen war. Die Stromazellen wiesen eine
moderate immunhistochemische Farbung fiir B3 sowohl wéhrend der Proliferationsphase als
auch in der Sekretionsphase auf (von Wolff et al., 2001).

Laut Sutherland und Kollegen wird 3 nach der Befruchtung in allen Entwicklungsstadien bis
hin zum Postimplantationsstadium des Mausembryos (Zwei-Zell-Stadium, Acht-Zell-
Stadium, frithe Blastozyste, spite Blastozyste) kontinuierlich exprimiert. Zusétzlich findet
man B3 auch in den Trophoblastzellen (Sutherland et al., 1993). Ahnliche Ergebnisse belegen,
dass auch beim Menschen die Integrin-Untereinheit 3 in der Oocyte und dem
Praimplantations-Embryo - d.h. also wihrend der gesamten Pridimplantationsperiode -
konstant exprimiert wird (Campbell et al., 1995). Des Weiteren zeigten Campbell et al.
(1995), dass B3 im humanen Synzytiotrophoblasten nicht aber im Zytotrophoblasten
exprimiert wird. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen von Korhonen et al. (1991),
nach dessen Studie 3 weder im Zyto- noch im Synzytiotrophoblasten vorkommt.

Die genauen Prozesse, durch die die Expression von 33 im humanen Endometrium reguliert
wird, sind bisher noch nicht vollstdndig geklért. Garcia et al. (1988) fanden heraus, dass eine
maximale Abnahme der Progesteron-Rezeptoren im Endometrium um den 20. Zyklustag

herum stattfindet. Die Epithelzellen der mittleren Lutealphase unterliegen also dynamischen
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Verdnderungen beziiglich ihrer Hormonantwort und stehen moéglicherweise auch mit der zu
diesem Zeitpunkt einsetzenden Expression von 3 in Zusammenhang.

Nach Illera et al. fiihrt eine funktionale Blockade des o,fs;—Integrins zum Zeitpunkt der
erwarteten Implantation durch intrauterine Injektion von neutralisierenden Antikérpern gegen
die a,- oder Bs;-Untereinheit zu einer reduzierten Implantationsrate bei der Maus. Diese
Antikorper sind Peptide, die die Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp (RGD-Peptide) oder auch
das Anti-Integrin Echistatin enthalten (Illera et al., 2000).

Das HOXA10-Gen wird im humanen Endometrium in Epithel- und Stromazellen wihrend
des menstruellen Zykluses exprimiert. HOXA10 ist ein Transkriptionsfaktor, der in geringer
Menge in der Proliferationsphase exprimiert wird und dessen Expression wéhrend der
mittleren Sekretionsphase und vor allem zum Zeitpunkt der Implantation stark ansteigt
(Taylor et al., 1998). Die Arbeitsgruppe um Daftary hat festgestellt, dass [; ein Zielmolekiil
der HOXA10-Regulation ist und sowohl HOXA10 als auch B3 zum Zeitpunkt der
Embryoimplantation im gesunden Endometrium in groBer Menge exprimiert werden. Bisher
konnte keine direkte Regulation der PBs-Integrin-Expression durch Ostrogen oder Progesteron
nachgewiesen werden (Lessey et al., 1992). Laut Daftary und Kollegen wurde in HOXA10-
defizienten Endometriumszellen eine statistisch signifikante 10-fache Abnahme der
exprimierten [33-Untereinheit nachgewiesen. AuBerdem konnte eine Steigerung der [3s-
mRNA durch eine {berschiissige Expression von HOXA10 gezeigt werden und eine
Abnahme von 3 nach Zugabe von Antikorpern gegen HOXA10 (Daftary et al., 2002). Das
HOXA10-Gen seinerseits wird von Ostrogen und Progesteron dosisabhiingig reguliert, wobei
die hochste HOXA10-Expression mit dem Zeitpunkt der hochsten Progesteron-Produktion in
der mittleren Sekretionsphase assoziiert ist (Taylor et al., 1998). Das bedeutet, dass laut der
oben genannten Studien f; indirekt durch Geschlechtshormone mittels des Transkriptions-
faktors HOXA10 reguliert wird.

In der Studie von Pierro et al. (2003) ergaben sich Hinweise, dass Prostaglandin E, (PGE;)
und IL-1p weitere Regulationsmechanismen fiir 33 sind. Die Zugabe von PGE; zu in vitro
kultivierten Epithelzellen des Endometriums fithrte zu einer deutlichen Zunahme der
Expression von 3. Die Zugabe von IL-1f hatte keinen deutlichen Effekt und zeigte nur eine
geringe Steigerung der Expression von ;. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den
Ergebnissen der Studie von Tabibzadeh et al. (1990), laut denen eine deutliche Steigerung der
B3-Expression durch IL-1p nachgewiesen wurde, da IL-1 die PGE;-Freisetzung in humanen

Epithelzellen des Endometriums bewirken soll.
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Die Regulation von B3 durch die humane Blastozyste selbst konnte von Simon et al. (1997)
nachgewiesen werden. Laut dieser Studie kommt es in endometrialen Epithelzellen, die mit
humanen Blastozysten cokultiviert wurden, zu einer Steigerung der Ps-Expression verglichen
mit Epithelzellen, die mit Endometriumszellen ohne Blastozysten oder mit abgestorbenen
Blastozysten cokultiviert wurden. Des Weiteren ergab diese Studie, dass zumindest teilweise
die Steigerung der Bs;-Expression durch das embryonische IL-1-System vermittelt wird. Eine
Blockade von IL-1a und IL-1 fiihrte zu einer Hemmung der [B;-Expression in mit Blasto-
zysten cokultivierten Epithelzellen (Simon et al., 1997).

Eine Beeinflussung bzw. Regulation von (3 durch IL-1B konnte in unserer vorliegenden
Studie nicht nachgewiesen werden. Allerdings wurden die Epithelzellen dieser Studie nicht
mit IL-1B-produzierenden Blastozysten cokultiviert, sondern wurden mit exogenem IL-1[3
stimuliert. Ebenso zeigte sich in dieser vorliegenden Arbeit keine Anderung der Ps-
Expression nach Stimulation mit TNF-a, IL-6, Ostradiol und/oder Progesteron sowie nach
Cokultur mit mononukledren Blutzellen.

Nach Moschos et al. (2002) scheint Leptin, ein Polypeptid, das in erster Linie fiir seine
Effekte bei der Nahrungsaufnahme bekannt wurde, ebenfalls eine Rolle in der Reproduktion
zu spielen. Leptin fordert die Entwicklung des Praimplantationsembryos (Wu et al., 2002).
Leptin-defiziente Méuse sind steril, wobei ihre Fertilitdt durch exogenes Leptin wieder
hergestellt werden kann (Chehab et al., 1996). Laut Gonzalez und Leavis wird die Expression
der Bs-Untereinheit in endometrialen Epithelzellen nicht nur durch IL-1p sondern auch durch
Leptin gesteigert. Dabei erzielt Leptin einen signifikant groeren Effekt auf die B3-Expression
als IL-1B bei gleicher Konzentration. Aulerdem stimuliert IL-13 die Sekretion von Leptin
und die Expression des Leptin-Rezeptors in den Epithelzellen des Endometriums (Gonzalez
and Leavis, 2001). In einer weiteren Studie zeigten Gonzalez und Kollegen, dass durch die
Zugabe von Antikorpern gegen den Leptin-Rezeptor die Steigerung von f3 durch Leptin und
IL-1B reduziert wird (Gonzalez et al., 2003).
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5.8 Regulation von Osteopontin

Osteopontin ist ein extrazelluldres glykosyliertes Phosphoprotein, das urspriinglich aus
Knochenzellen isoliert worden ist (Butler et al., 1989). Als Synonym fiir Osteopontin wurde
bzw. wird auch der Begriff Eta-1 (fir "early T-lymphocyte-activation-1") verwendet. In
humanen Zellen ist das Osteopontin-Gen auf dem langen Arm des Chromosoms 4 in der Nihe
des Zentromers lokalisiert (Young et al., 1990). Aul3er in Knochen wurde Osteopontin auch in
vielen anderen Gewebearten wie z.B. in Endometrium, Plazenta, laktierendem Brustgewebe,
Hoden, Nieren, Gastrointestinaltrakt, Pankreas, Gallenblase, Appendix, Leber, Speichel-
driisen, Schweilldriisen, Leukozyten, glatten Muskelzellen des vaskuldren Systems und
einigen Tumorzellen gefunden (Butler et al., 1989; Brown et al., 1992; Denhardt et al., 1993;
Liaw et al., 1994; Sueoka et al., 1997). Osteopontin wird in uterinen Deziduazellen und Endo-
metriumszellen der sekretorischen Phase exprimiert, nicht aber in den Zellen der
proliferativen Phase (Young et al., 1990). Von Wolff und Kollegen haben festgestellt, dass
die hochste Konzentration von Osteopontin und seinem Rezeptor, der PBs;-Untereinheit des
o P3-Integrins, in humanen Epithelzellen des Endometriums in der mittleren und spéten
Sekretionsphase exprimiert wird. Des Weiteren zeigte sich in der eben genannte Studie, dass
Osteopontin in Epithelzellen der Proliferationsphase und der frithen Sekretionsphase
immunhistologisch nicht nachweisbar war (von Wolff et al., 2001). Auch in Stromazellen des
sekretorischen Endometriums und in Deziduazellen wurde Osteopontin in zunehmender
Konzentration exprimiert (von Wolff et al., 2004). Die Arbeitsgruppe um Mirkin stellte fest,
dass Osteopontin-mRNA des humanen Endometriums in der mittleren Lutealphase in 10-fach
hoherer Konzentration als wihrend der frithen Lutealphase exprimiert wird (Mirkin et al.,
2005). In die gleiche Richtung weisen die Ergebnisse der Studie von Franchi et al. hin,
wonach die mRNA-Expression fiir Osteopontin wéhrend des Implantationsfensters signifikant
anstieg, und Osteopontin sowie sein Rezeptor a,f; immunhistochemisch deutlich dem
epithelialen Driisengewebe zuzuordnen waren (Franchi et al., 2008). Die Studie von Qu und
Kollegen  zeigte die Expression von Osteopontin in humanen dezidualisierenden
Stromazellen und in dNK (natiirlichen Killerzellen der Dezidua), wobei eine hohere
Expression im spiteren Gestationsalter festgestellt wurde. Die Osteopontin-Expression stieg
mit zunehmender Schwangerschaftsdauer an und korrelierte mit einer groBeren Zahl an dNK.
AuBlerdem stellten Qu und Kollegen fest, dass die Osteopontin-Expression und die
Akkumulation von dNK bei Patientinnen mit habituellen Aborten im Vergleich zu

normalen Schwangerschaften signifikant reduziert waren (Qu et al., 2008). Diese Ergebnisse
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deuten auf eine wichtige Funktion von Osteopontin bei der Implantation hin. Auch in
verschiedenen anderen Korpersekreten wie Milch (Senger et al., 1989), Galle (Brown et al.,
1992) und Urin (Shiraga et al., 1992) ist Osteopontin zu finden. Ebenso konnte Osteopontin
im Uterussekret in steigender Konzentration wéhrend des menstruellen Zykluses nach-
gewiesen werden, d.h. in geringer Konzentration wihrend der Proliferationsphase und in ca.
3- bis 4-mal hoherer Konzentration wéhrend der Sekretionsphase (von Wolff et al., 2001).
Osteopontin enthélt die Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp (RDG), die als Integrin-Bindungs-
sequenz an der Zelladhdsion beteiligt ist. Dieses Protein ist also reich an Aspartamséure und
kann demzufolge besonders gut glykosyliert werden. Zu den Aufgaben von Osteopontin
zdhlen Adhidsion, Migration und Biomineralisation in verschiedenen Geweben.

In der Studie von Liaw et al. (1995) wurde berichtet, dass Osteopontin und sein Rezeptor o33
im unverletzten Endothel von Arterien nicht nachweisbar ist. Nach einer Verletzung des
Endothels jedoch korrelieren die mRNA-Menge von Osteopontin zeitlich und 6rtlich mit der
aktiven Endothelproliferation und -migration, wobei die hochste Konzentration zwischen acht
Stunden und zwei Wochen nach der Verletzung festzustellen ist. Nach sechs Wochen, wenn
die Heilung abgeschlossen ist, liegen die mRNA-Werte fiir Osteopontin wieder unterhalb der
Nachweisgrenze. Genauso verhalten sich auch die Osteopontin-Proteinmengen sowie mRNA
und Proteinmenge des 3-Rezeptors (Liaw et al., 1995).

Das Integrin a3 ist ein bekannter Rezeptor fiir Osteopontin. Aber auch andere Integrine mit
der a,-Untereinheit, z.B. a,f; und a5, konnen ein Rezeptor fiir Osteopontin sein (Hu et al.,
1995a). Im Knochen wird a3 von Osteoklasten exprimiert und initiiert die Knochen-
resorption durch seine Mediatorrolle bei der Adhdsion von Osteoklasten zu Osteopontin
(Miyauchi et al., 1991; Ross et al., 1993). Laut Hu et al. (1995b) férdern Mg2+ und Mn*" die
Bindung zwischen Osteopontin und o, B3, wihrend Ca>" diese Interaktion hemmen kann.
Gemdll Weber und Kollegen spielt Osteopontin im Immunsystem ebenfalls eine wichtige
Rolle. Makrophagen schiitten dieses Protein nach Lymphokin-Stimulation aus. Ferner gehort
Osteopontin zu den von aktivierten T-Lymphozyten am meisten sezernierten Molekiilen.
Seine Immunfunktionen reichen von Beeinflussung der Makrophagen-Chemotaxis iiber
B-Zell-Aktivierung und damit IgM- und IgG-Antikorper-Bildung bis zu T-Zell-Suppression
und spezifische Antigenbindung (Weber et al., 1996). Bei einer bakteriellen Infektion erhoht
Osteopontin die Widerstandskraft gegeniiber den Bakterien indem die Fahigkeit der
Makrophagen, an die Infektionsstelle zu wandern, positiv beeinflusst wird (Patarca et al.,
1990). Es wurde auBerdem festgestellt, dass intradermale Injektion von Osteopontin zu einem

zellulédren Infiltrat fithrt, das hauptséchlich aus Makrophagen besteht (Singh et al., 1990).
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In Zellkulturen differenzieren isolierte humane Monozyten innerhalb von 1-2 Wochen zu
Makrophagen. Zu diesem Zeitpunkt exprimieren sie verstirkt Osteopontin-mRNA,
unabhéngig davon, ob das Medium Lipoproteine enthélt oder nicht (Newman et al., 1995).
Laut Miyazaki et al. verdreifacht die Stimulation der Makrophagen mit TNF-o. die mRNA-
Menge von Osteopontin innerhalb von zwei Stunden. Es ist moglich, dass diese von TNF-a
induzierte Sekretion von Osteopontin durch Makrophagen an der Pathogenese der
Lungenfibrose beteiligt ist (Miyazaki et al., 1995). In den endometrialen Zellen unserer Studie
lieB sich keine Osteopontin-Induktion durch die Stimulation mit dem Zytokin TNF-a
nachweisen. Auch nach Cokultur der endometrialen Zellen mit mononukledren Blutzellen
konnte in der vorliegenden Studie keine signifikante Anderung der Expression von
Osteopontin nachgewiesen werden.

Sowohl Osteopontin als auch sein Rezeptor o33 wurden in der humanen Plazenta gefunden
(Smith et al., 1988; Young et al., 1990), was auf seine Beteiligung im Zusammenhang mit
einer Schwangerschaft hindeutet. Wéhrend der ersten 14 Wochen der Schwangerschaft nimmt
die Osteopontin-Expression in der Plazenta verstirkt zu. Dagegen ist die Expression der
Osteopontin-mRNA am Ende der Schwangerschaft deutlich geringer (Daiter et al., 1996).
Sowohl die Osteopontin-mRNA als auch das Protein selbst werden von den humanen
Trophoblastzellen - abhingig vom Gestationsalter und der Zelldifferentiation - exprimiert.
Osteopontin ist also in den Zytotrophoblastzellen zu finden, nicht aber in dem weiter
differenzierten Stadium der Synzytiotrophoblastzellen. Des Weiteren haben Daiter und
Kollegen (1996) festgestellt, dass cAMP der endogene Regulator fiir die Hemmung der
Osteopontin-Expression wihrend der Zelldifferenzierung des Trophoblasten ist. Im Verlauf
dieser Zelldifferenzierung wird auflerdem aufgrund verdnderter Enzymaktivitdt die
Biosynthese fiir Progesteron in den Synzytiotrophoblastzellen angekurbelt, wobei von den
Zytotrophoblastzellen kein Progesteron gebildet wird (Ringler et al., 1989). Omigbodun und
Kollegen fanden heraus, dass exogenes Progesteron die Expression von Osteopontin-mRNA
aus In-vitro-Zytotrophoblastzellen wihrend der ersten 48 Stunden erhoht. Nach 72 Stunden,
in denen der groBte Teil von Trophoblastzellen zu progesteronbildenden Synzytiotrophoblast-
zellen differenziert ist, konnte eine Zunahme der Osteopontin-mRNA in den nicht mit
exogenem Progesteron stimulierten Zellen nachgewiesen werden. Bei gleichzeitiger Gabe von
Progesteron und seines Antagonisten RU486, wurde die Zunahme der Osteopontin-
Expression in den Trophoblastzellen gehemmt. Somit wurde demonstriert, dass die
Osteopontin-Zunahme tatsdchlich ein direkter Effekt der Progesteronstimulation ist

(Omigbodun et al., 1997). GemiB der eben genannten Studie kommen die geringen
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Osteopontin-Mengen im Zytotrophoblasten aufgrund der geringen Menge an Progesteron im
Medium von noch unvollstindig differenzierten Synzytiotrophoblastzellen zustande. Laut
Daiter et al. (1996) ldsst sich die reduzierte Osteopontin-Menge im Zytotrophoblasten jedoch
auch auf den hemmenden Effekt des hohen intrazellularen cAMP-Spiegels zuriickfiihren.
Ferner ergaben sich in der Studie von Omigbodun et al. (1997) Hinweise, dass mit
fortschreitender Differenzierung der Trophoblastzellen zu Synzytiotrophoblastzellen die
endogene Progesteron-Menge steigt und damit eine Steigerung der Osteopontin-mRNA und
der Protein-Produktion in den verbleibenden mononukledren Zytotrophoblastzellen induziert
wird. Diese Hypothese wird von der Tatsache unterstiitzt, dass der Osteopontin-Rezeptor a.,f33
in den Synzytiotrophoblastzellen (Vanderpuye et al., 1991) und der Progesteronrezeptor in
den Zytotrophoblastzellen (Shi et al., 1993) exprimiert wird.

Nach Waterhouse und Kollegen ist Osteopontin-mRNA in Uterus, Dezidua und Plazenta von
Maiusen in Abhidngigkeit vom Gestationsalter zu finden. Bis zum siebten Tag der Gestation
konnte Osteopontin-mRNA in allen drei Geweben nicht festgestellt werden, stieg dann jedoch
kontinuierlich an, wobei ihre Menge zwischen dem 9.-12. Gestationstag ein Maximum
erreichte und anschlieBend wieder abnahm. Da Osteopontin eine gro3e Zahl von Calcium-
ionen binden kann (Chen et al., 1990), wire es moglich, dass Osteopontin am
Calciumtransport zwischen miitterlichem und embryonalem Gewebe beteiligt ist (Waterhouse
et al., 1992). Die Induktion von Osteopontin am achten Tag in Uterus, Dezidua und Plazenta
trifft mit der Abnahme der Progesteronkonzentration im miitterlichen Plasma zwischen dem
7. und 11. Tag der Gestation zusammen (McCormack et al., 1974). Der spétere Abfall der
Osteopontin-Expression konnte auch mit der steigenden Konzentration von Glukokortikoiden
in der spéteren Schwangerschaft zusammenhingen (Dupouy et al., 1975).

Eine erhohte Expression von Osteopontin-mRNA wurde in der Haut und im
Brustdriisengewebe von schwangeren und laktierenden Méusen festgestellt. AuBerdem konnte
durch Zugabe von Ostrogen und Progesteron die Expression von Osteopontin-mRNA in der
Haut von nicht schwangeren Miusen induziert werden (Craig et al., 1991). Ubereinstimmend
mit dieser hormonellen Induktion hat die Arbeitsgruppe um Brown festgestellt, dass in
hypersekretorischen endometrialen Driisen in Zusammenhang mit einer Schwangerschaft
Osteopontin-mRNA stiarker exprimiert wird als im sekretorischen Endometrium eines nicht
schwangeren Uterus (Brown et al, 1992). Im nichtgraviden Endometrium unserer
vorliegenden Studie konnte durch Stimulation mit exogenem Progesteron allein ebenso wie
mit Progesteron und Ostrogen zusammen keine Anderung der Expression von Osteopontin-

mRNA nachgewiesen werden.
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Zytokine, die im Epithel des Uterus exprimiert werden, wie z.B. Wachstumsfaktor B (Noda et
al., 1988), LIF (Noda et al., 1990) und Interleukin-1 (Jin et al., 1990) konnten ebenfalls als
Regulatoren der Osteopontin-Expression in Osteosarkomzellen bzw. Osteoblasten identifiziert
werden. In der vorliegenden Studie lieB3 sich eine Erhohung der Osteopontin-Expression durch
IL-1B oder auch IL-6 in Epithel- und Stromazellen des Endometriums nicht bestétigen.
Dennoch wire es denkbar, dass aufgrund des Studienprofils (mathematische Unsicherheiten
durch eine kleine Stichprobe) eine solche Abhdngigkeit nicht signifikant nachgewiesen
werden konnte und Osteopontin im Endometrium doch auch mittels Interleukine reguliert

wird.

92



6. Zusammenfassung

Die Implantation und das weitere Wachstum der Blastozyste bedarf einer spezifischen und
exakten Vorbereitung des miitterlichen Endometriums und der Blastozyste selbst. Obwohl in
den letzten Jahren auf diesem Gebiet sehr viele neue Forschungsergebnisse veroffentlicht
wurden, sind die komplexen Regulationsmechanismen, die fiir optimale Schwangerschafts-
bedingungen sorgen, bis heute nicht vollstindig erforscht und aufgedeckt. Dennoch konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass an der Regulation des weiblichen Endometriums
die Steroidhormone 17B-Ostradiol und Progesteron sowie unterschiedliche Zytokine,
Integrine, Wachstumsfaktoren und mononukledre Blutzellen beteiligt sind. Diese Substanzen
sind durch Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Substrat-Interaktionen fiir das Endometrium von
Bedeutung.

Um die komplexen Vorgéinge im Inneren des Uterus weiter analysieren zu konnen, hat sich
die vorliegende Studie die Aufgabe gestellt, einige dieser Substanzen bzw. ihre
Regulationsmechanismen im gesunden Endometrium genauer zu untersuchen.

Dafiir wurden aus Endometrien der zweiten Zyklushilfte Epithel- und Stromazellen von
Frauen im reproduktiven Alter verwendet. Ein besonderes Augenmerk dieser Arbeit lag auf
der Cokultivierung von endometrialen Zellen mit humanen mononukledren Blutzellen, die
bisher in der Literatur in dieser Form nicht beschrieben ist. Damit wurde versucht, das In-
vivo-Modell des Endometriums genauer nachzuahmen und auf ein In-vitro-Modell zu
tibertragen. Einerseits sollte dabei geklédrt werden, ob eine solche Cokultur tiberhaupt moglich
ist und andererseits ob diese Cokultur zur Untersuchung der zytokingesteuerten Expression
verschiedener endometrialer Faktoren geeignet ist. Weitere Ziele waren: Herauszufinden,
welche Zytokine Verdnderungen im Endometrium bewirken und in welchem Malle die
Stimulation mit 17B-Ostradiol und Progesteron Auswirkungen auf das Endometrium zeigen.
Da es jedoch eine groBe Palette von Faktoren im Endometrium gibt, die am Implantations-
geschehen beteiligt sind, musste eine Auswahl der Zytokine und Integrine getroffen werden,
die in dieser Studie ndher betrachtet werden sollten. Neben der schon genannten Etablierung
des Cokulturmodells zwischen mononukledren Blutzellen und endometrialen Zellen wurden
daher die Faktoren IL-6, 33 und Osteopontin in Epithel- und Stromazellen des Endometriums
analysiert. Die Regulation dieser Proteine wurde jeweils unter folgenden drei

Gesichtspunkten untersucht:
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Erstens, wie sich die Stimulation mit den Steroidhormonen 17B-Ostradiol und Progesteron in
physiologischer bzw. in hoher Konzentration sowie bei kombinierter Gabe auf die Regulation
dieser Proteine auswirkt;

Zweitens, welche Anderung in der Sekretion bzw. Expression dieser Proteine nach Cokultur
mit mononukledren Blutzellen in zwei verschiedenen Konzentrationen auftreten;

Drittens, welche Auswirkungen die Stimulation mit den Zytokinen TNF-a, IL-1f und IL-6
(jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen) auf die Proteine IL-6, B3 und Osteopontin
zeigt.

Fiir die oben genannten Ziele wurde neben der Etablierung optimaler Kulturbedingungen fiir
die Zellkultur endometrialer Zellen sowie fiir das Cokulturmodell zwischen mononukledren
Blutzellen und endometrialen Zellen die Methodik von ELISA und semiquantitativer PCR
verwendet.

Als Ergebnis dieser Studie lie3 sich feststellen, dass mononukledre Blutzellen durchaus mit
endometrialen Epithel- und Stromazellen cokultiviert werden konnen. AuBerdem ist es
moglich, die zytokingesteuerte Expression verschiedener endometrialer Faktoren anhand des
Cokulturmodells zu charakterisieren. In Vorversuchen zum Cokulturmodell zeigte sich, dass
mononukleédre Blutzellen ohne Cokultur IL-1a, IL-1p, IL-6 und TNF-a produzieren. Fiir den
Faktor LIF konnten nur Werte unterhalb der Nachweisgrenze festgestellt werden.

Des Weiteren konnte bestitigt werden, dass vor allem bei der Regulation von IL-6 im Endo-
metrium Steroidhormone, mononukleédre Blutzellen und die Zytokine TNF-a, IL-13 und IL-6
beteiligt sind.

Im Einzelnen haben sich dabei folgende Ergebnisse ergeben:

Die kombinierte Stimulation mit E; und Progesteron in hoher Konzentration (E,: 10°® mol;
Progesteron: 10° mol) fithrt zu einer maximalen IL-6-Sekretion (1,9-fache des Refe-
renzwertes) bei Epithelzellen. Die kombinierte Stimulation mit Steroidhormonen wirkt sich
bei Stromazellen sowohl in physiologischer als auch in hoher Konzentration eher inhibierend
auf die Sekretion von IL-6 aus. Hochstwerte der IL-6-Sekretion (1,75-fache des Refe-
renzwertes) bei Stomazellen werden durch getrennte Stimulation mit Steroidhormonen in
physiologischer Konzentration erreicht.

Im Cokulturmodell konnte nur bei Stromazellen nach Cokultivierung mit 500.000 mono-
nukledren Blutzellen eine signifikante ca. 3-fache Steigerung der IL-6-mRNA bzw. ca.
7-fache Steigerung der IL-6-Sekretion im Zelliiberstand gemessen werden.

Bei Epithelzellen nach Cokultur mit mononuklesren Blutzellen zeigte sich keine Anderung

der IL-6-Sekretion bzw. der IL-6-mRNA-Expression.
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Die Zytokinstimulation mit TNF-a, IL-1f und IL-6 bewirkte bei Epithelzellen ebenfalls keine
signifikante Anderung der IL-6-Sekretion bzw. der mRNA-Expression. Bei den Stromazellen
konnte jedoch eine dosisabhingige Steigerung der IL-6-Sekretion nach Stimulation mit
TNF-o und IL-1p festgestellt werden. Die erhohte Sekretion betrug das 2- bis 10-fache des
Referenzwertes der Kontrollen ohne Zytokinstimulation. Die mRNA-Menge von IL-6 in
Stromazellen blieb nach weiterer Stimulation mit IL-6 unbeeinflusst.

Bei den Experimenten zur Regulation von 33 und Osteopontin in endometrialen Epithel- und
Stromazellen konnte weder durch die Stimulation mit den Steroidhormonen E, und Pro-
gesteron in zwei verschiedenen Konzentrationen und in Kombination miteinander, noch nach
Cokultur mit mononukledren Blutzellen in zwei Konzentrationen sowie auch nicht nach
Stimulation mit den Zytokinen TNF-o, IL-1B und IL-6 in zwei verschiedenen
Konzentrationen eine signifikante Anderung von Sekretion oder mRNA-Expression dieser
zwel Proteine nachgewiesen werden.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde angestrebt, einen Beitrag zur Kldrung von Regulations-
mechanismen im Endometrium zu leisten und vor allem neben schon bekannten Faktoren wie
Zytokinen und Integrinen auch die mononukledren Blutzellen als Einflussgrof3e im Uterus zu
betrachten. Das eigentliche Ziel solcher Bemiihungen ist selbstverstdndlich nicht nur, die
Regulation und Wirkungsmechanismen im weiblichen fertilen Endometrium besser zu
verstehen, sondern auch konkrete Diagnostik- und Therapiemoglichkeiten fiir sterile Frauen
bzw. Paare zu finden. Um das zu erreichen, sind auch in Zukunft weitere Studien in diesem

Bereich erforderlich.
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7. Anhang

7.1 Patientendaten:

Endometrium | Alter in|Diagnose Zyklustag | Progesteron |Ostradiol |[LH in
Jahren bei OP in ng/ml inpg/ml | mIU/ml

(E 44, 46, 50,

54-57, 61, 63,

67)"

E 82 (Co)2 39 Uterus myomatosus 24 3,47 1649 3,43

E 83 (Co) 40 Uterus myomatosus 18 0,02 135,9 9,14

E 85 (Co) 37 V. a. Endometriose 19 14,68 194,6 3,45

E 86 (Co) 51 Z. n. Cis der Cervix 19 22,06 112,3 3,38

E 88 (Co) 38 Uterus myomatosus 13 4,35 49,68 1,73

E 89 (Co;Zyt) |41 Uterus myomatosus 18 16,98 91,37 4,25

E 92 (Zyt) |46 Submukéoses Myom 13 0,00 34,36 4,19

E 98 (Zyt) 43 Uterus myomatosus 21 13,73 184,1 2,78

E 101 (Zyt) |35 Chron. Uterusschmerzen | 14 0,47 2943 23,50

E 102 (Zyt) |47 Uterus myomatosus 18 7,56 81,00 8,95

I Fir die Endometrien,

die meine Kollegin Frau Claudia Zepf mittels Hormonstimulation

bearbeitet hat und die in dieser Arbeit durch semiquantitative PCR untersucht wurden, galten

folgende Operationsindikationen: Uterus myomatosus, Hypermenorrhoe oder Descensus

genitalis.

2

verwendet wurde.

: Endometrium, das zur Experimentreihe der Cokultur mit mononukledren Blutzellen

3: Endometrium, das zur Experimentreihe der zytokinstimulierten Epithel- und Stromazellen

verwendet wurde.
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