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1. Einleitung

1.1. Wissenschaftlicher Hintergrund

Das Phanomen der ungewollten Kinderlosigkeit hat in der westlichen Welt eine zunehmende
Tendenz und betrifft in Deutschland 12-15% der Paare. Die derzeit verfligbaren
diagnostischen und therapeutischen Moglichkeiten machen die Reproduktionsmedizin zu
einem unentbehrlichen Bereich in der Gynakologie.

Bel schatzungsweise 50% aller spontanen Konzeptionen kommt es zu einem abortiven
Ereignis. Aufgrund des steigenden Wiederholungsrisikos spricht man nach drei Fehlgeburten
von einer habituellen Abortneigung. Die Pathologie rezidivierender Spontanaborte (RSA) mit
einer Haufigkeit von etwa 1% (Bulletti et d., 1996) ist erst ansatzweise geklart. Viele
reproduktionsmedizinische Verfahren umgehen den Tubentransport und somit zahlreiche
potentielle Storfaktoren der Pramplantationsphase. Dennoch kommt es in 18-34% der
Schwangerschaften zum Abort (Bulletti et al., 1996). In diesen Fdlen wird bei
ausgeschlossener embryonaler Ursache eine maternale Atiologie angenommen, die in einer
gestorten Friihschwangerschaft resultiert.

Unabhangig von der Anwesenheit eines Keimes tritt zwischen dem 23. und 24. Zyklustag die
Phase der uterinen Rezeptivitd ein (Psychoyos 1974 und 1993) — sie wird auch as
» Implantation window" bezeichnet. Schon in der Préimplantationsphase findet ein embryo-
maternaler Diadog statt. Dieser erfolgt teilweise Uber die von Endometrium und Blastozyste
sezernierten  Zytokine, deren para und juxtakrine  Wirkung  komplexen
Regul ationsmechanismen unterliegen (Noyes et a., 1963; Psychoyos, 1986).

LIF (Leukemia inhibitory factor) reguliert die trophoblastére Differenzierung (Bischof et d.,
1995; Dunglinson et a., 1996) und férdert die Expression endometrider Integrine (Stewart,
1994; Heymann et a., 1996). Maximae mRNA-Mengen fand man im Endometrium der
mittleren und spéaten Sekretionsphase - bel Frauen mit rezidivierendem | mplantationsversagen
in signifikant niedrigerem Ausmal} as beim Normakollektiv (Delage et a., 1995). Neben
Steroidhormonen (Bamberger et a., 1999) regen IL-1, TNF-a und Wachstumsfaktoren die
LIF-Expression in Stromazellkulturen an (Arici et d., 1995). Hohe Konzentrationen von IL-6
(Interleukin-6) im sekretorischen Epithel (Tabibzadeh et d., 1995g; Vandermolen et ., 1996)
und die Expression des I L-6-Rezeptors bei Blastozysten (Sharkey et d., 1995) deuten auf eine
Funktion bei der Implantation hin. Es bestehen kontroverse Aussagen zur steroidabhangigen
IL-6-Expression: eine Steigerung bewirkt beim Epithel die Gabe von Progesteron und/ oder
17--Estradiol (Laird et a., 1993). Die kombinierte Stimulation fihrt bei Epithel aus der



spaten Sekretionsphase jedoch zu einer Downregulation. Beim Stroma wurde a's Folge der
Gabe von 17-3-Estradiol sowohl die Downregulation (Tabibdazeh et a., 1989; Laird et d.,
1993) als auch die Hochregulation (Tseng et a., 1996) der | L-6-Expression beschrieben. IL-1
fordert dosisabhangig zu IL-6-Expression bei Epithel- (Laird et a., 1994) und Stromazellen
(Tabibzadeh et al., 1989). Ist das auf endometrialer und trophoblastérer Seite réumlich und
zeitlich dynamische Muster der Expression von Adhésionsmolekilen (Grosskinsky et .,
1996; Lessey et d., 1996) gestért, kommt es vermutlich zum Implantationsversagen. Das
Integrin a\bs zeigt sein epitheliales Expressionsmaximum am 20. Zyklustag, aso zum
Zeitpunkt des embryonalen Attachments (Tabibzadeh, 1992; Lessey et al., 1992 und 1994).
Osteopontin (hOPn), ein Glykoprotein, fungiert as molekulare Briicke zwischen den

trophoblastéren und endometriaen abs-Integrinen (Liaw et a., 1995).

1.2. Fragestellung

Die Kultivierung endometrialer Epithelzellen erfolgte auf Matrigel im 2-Kammersystem, weil
dadurch im Gegensatz zur Monolayerkultur die basoapikale Polaritét sowie die Expression
von Hormonrezeptoren (Bentin-Ley et a., 1994; Classen-Linke et d., 1997) persistiert.
Stromazellen wurden als Monolayer auf Polystyrol kultiviert. Die erste Frage lautete daher:
Weisen diese Zellen ausreichend hohe Proliferationsraten und eine uneingeschrénkte
Viabilitét zwischen dem 3. und 6. Kulturtag auf? Eignet sich dieses optimierte Kulturmodel
somit as Basis fur Untersuchungen zur endometriaen Integrin- und Zytokinregul ation?

Ein direkter Einfluss von Steroidhormonen oder deren Antagonisten auf das endometriae
I ntegrinmuster wurde bisher weder in vivo noch in vitro nachgewiesen (Van der Linden et al.,
1995; Grossinsky et d., 1996; Sillem et d., 1997). Die Annahme einer zytokinvermittelten
Steroidwirkung auf das Integrinmuster flhrte zur ersten Frage: Beeinflussen 17-(3-Estradiol
und Progesteron die endometriale LIF-, IL-6- und hOPN-Sekretion in vitro? Lassen sich
daraus unter Mitberticksichtigung der immunhistochemischen Ergebnisse mogliche
Regul ationsmechani smen insbesondere der endometrialen |L-6-Expression ableiten?
Schliefdlich stellte sich die Frage: Wie hoch ist die Kontamination der Kulturen mit
immunologisch aktiven und das Integrin- und Zytokinmuster beeinflussenden Zellen?
Ermoglicht die Anayse der Zykluss und Gestationsabhangigkeit endometrialer
L eukozytenpopul ationen die I nterpretation entsprechender Quantifizierungen?



2. Material und M ethoden

2.1. Patientengut und Probenmateria

2.1.1. Kriterien fur die Auswahl von Probenmateria

Die Gewinnung von Endometrium aus verschiedenen Zyklusphasen erfolgte im Rahmen von
Hysterektomien bei pramenopausalen Frauen, die am Vortag der Operation Uber dieses
Projekt aufgekl&rt wurden und ihr Einverstdndnis zur Gewebeentnahme gaben. V oraussetzung
waren regelméllige Menstruationszyklen der zwischen 38- und 50-jdhrigen Patientinnen.
Ausschlusskriterien waren neben Regeltempoanomaien eine weniger as drei Monate
zurlckliegende hormonelle oder antihormonelle Therapie, das Tragen von I ntrauterinpessaren
sowie Hinweise fur neoplastische Prozesse. Entsprechend dieser V oraussetzungen lauteten die
Operationsindikationen  folgendermal3en:  symptomatischer ~ Uterus  myomatosus,
Hypermenorrhoe und Descensus genitalis.

2.1.2. Asservierung von Gewebe und Serum

Die Probenentnahme erfol gte nach Absprache mit dem verantwortlichen Pathologen direkt im
Anschluss an die Hysterektomie im Operationssaal unter sterilen Bedingungen. Zunéchst
wurde ein , Prevical® Katheter (Nourypharma, Oberschleitheim, Deutschland) in den
Zervikdkana eingebracht und diente as Fuhrungsstab bei der Eréffnung des Organs mit
einem Skalpell. Vom Fundusbereich des Cavum uteri wurde Endometrium fir verschiedene
Untersuchungszwecke entnommen: Zunéchst wurde ein ca. 0,5 cm breiter, 1 cm langer und
0,5 cm tiefer Gewebeblock fir immunhistochemische Untersuchungen exzidiert. Dieser
wurde zur Schonung der epitheliden Drisenformationen mit der Pinzette derart in ein
Kryotube (Greiner, Ort) geschoben, dass an dessen Innenwand der myometriale Anteil des
Bldckchens anlag. Anschlief3end wurde das fur die Zellkulturen ben6tigte Endometrium durch
Krettage des Cavum mit einem Skalpell gewonnen und in ein 6 ml Medium enthaltendes,
steriles Zentrifugenrohrchen (Greiner) Uberfuhrt. Bei der Nahrldsung handelte es sich um
phenolrotfreies DMEM/HAM s F-12 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), welches 10% FCS
(Gibco, Eggenstein, Deutschland), 0,2% Zienam (Imipenem und Cilastatin) und 0,4%
Nystatin (200.00 | .E./L) enthielt. Der Transport erfolgte bei 20°C.



Bel der narkotisierten Peatientin wurden 10 ml vengses Blut entnommen und im
Forschungslabor zentrifugiert. Nach Abpipettierung des Serums wurde dieses in zwel
Eppendorf-Cups zu je 0,5 ml schockgefroren und bis zur Bestimmung von Ostrogen,
Progesteron und LH durch das Labor der Klinischen Chemie, Klinikum Grofshadern, bei 70°C
aufbewahrt.

2.1.3. Dokumentation

Jede Gewebeentnahme erhielt eine laufende Nummer und wurde mit Datum fol gendermalien
protokolliert: das operative Verfahren wie z.B. vaginale oder abdominale Hysterektomie bzw.
die Entnahme des Organs in toto oder dessen Morcellierung wurden festgehalten.
Desweiteren wurde die Dauer zwischen der Ligierung der Arteria uterina und der Entnahme
von Endometrium eruiert und notiert. Daneben fand eine Beschreibung des Endometriums
hinsichtlich seiner Beschaffenheit im Sinne einer Einteilung in die drei Kategorien
» Schwach® | , mittelgradig” oder , hoch aufgebaute Schleimhaut® statt. Auf3erdem wurden
sdmtliche Besonderheiten, die bei der Inspektion des erdffneten Uterus auffielen, wie z.B.
blutreiches Cavum uteri, festgehalten. Aus der Krankenakte wurden Name und Geburtsdatum

der Patientin, die gynakol ogische Diagnose sowie die Zyklusanamnese entnommen.

2.2. Anlegen einer Zellkultur

Die Aufbereitung des endometrialen Gewebes und die Kultivierung von Epithel- und
Stromazellen wurden in Anlehnung an die Beschreibung von Classen-Linke et a., 1997,

durchgefihrt.

2.2.1. Enzymatische V orbehandlung des Endometrium

Der Transport des Gewebes bis zur Verarbeitung zur Zellkultur an der sterilen Werkbank mit
laminarer Stromung dauerte durchschnittlich eine Stunde. Zu Beginn wurde der gesamte
Inhalts des Transportgefaiies (Gewebe + 6 ml Medium) vorsichtig in eine sterile Petrischae
aus Glas tiberfilhrt und das Endometrium mit dem Skalpell in etwa 1 mm® groRRe Stiicke



geschnitten. Nun wurde Collagenase des Typs | A mit einer Aktivitdt von 400 Unitsmg
(Sigma) zugefiigt, so dass diese in einer Konzentration von 0,153% vorlag. Dem Uberfiihren
der Suspension in eine Zellkulturflasche folgte die einstiindige enzymatische Andauung im
Wasserbad bei 37°C und einer Schiittelfrequenz von 20/min. Dieser V organg wurde nach 30
Minuten unterbrochen, um mit einer 1000-ul-Pipette den Flascheninhat ca. 50-ma zu
resuspendieren und durch den Sog eine weitere mechanische Zerkleinerung des
Endometriums zu erreichen. Nach weiteren 30 Minuten wurde dieser Arbeitsschritt
wiederholt.

2.2.2. Matrigel beschichtung der Kultureinsétze

Um eine vorzeitige Gelierung des phenolrotfreien Matrigels (Becton Dickinson, New Jersey,
USA) zu vermeiden, wurde stets mit 4°C kalten I nstrumenten und M edien gearbeitet.

In die Vertiefungen einer 24-Well-Platte (Falcon, Oxnard, USA) wurden mit einer sterilen
Pinzette Kultureinsétize des Typs , Millicell CM*“ (Milipore, Eschborn, Deutschland), in
welche ein Filter mit der Porengrof3e 0,4 um eingel assen war, gelegt. Das 4°C kalte und somit
viskose Matrigel wurde mit FCS-freiem DMEM im Verhdtnis 1:4 verdunnt. Nun folgte die
Beschichtung der im Durchmesser 12 mm messenden Einsdtze mit je 100 ul dieser
Verdinnung. Dabei mussten wéahrend des Pipettierens langsam von zentra nach aul3en
kreisende Bewegungen erfolgen, um eine ebene und |uftblasenfreie Bedeckung der Membran
zu erreichen. Esfolgte die 90-mindtige Gelierung im Brutschrank bei 37°C.

2.2.3. Isolierung von Epithel- und Stromazellen mittels Filtration

Das fur die folgenden Arbeitsschritte verwendete DMEM/ HAM's F-12 wurde zuvor im
Wasserbad auf 37°C erwérmt.

Nach der enzymatischen Andauung der Gewebsprobe wurde die Suspension unter
Verwendung eines Nylonsiebes aus mit einer Porengrdf3e von 180 um (Millipore) filtriert,
wodurch unverdautes Gewebe, Myometrium und Schleimreste entfernt wurden. Vor der
Verwerfung dieses Rickstandes wurde durch Nachspilen des Filters mit 5 ml Medium die
Ausbeute an Epithel- und Stromazellen im ersten Filtrat erhdht. Die darin enthaltenen
endometriaen Drusenschluche hielt dasim zweiten Filtrationsschritt verwendete 40-pum-



Sieb (Becton Dickinson) zurtick, wdhrend es von Stromazellen und Erythrozyten passiert
wurde. Mit 10 ml Medium wurden die den Rickstand darstellenden epitheliaden
Drusenschlauche in eine Petrischa e gesplilt.

2.24. Zellreinigung mittels Zentrifugation

Die Stroma und Epithelzellsuspensionen wurden in 50-ml-Zentrifugenréhrchen tberfuhrt
und 10 Minuten lang bei 600 U/min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
in je 10 ml gelost und ein zweites Ma zentrifigiert. Nach erneuter Verwerfung des
Uberstandes wurden die sedimentierten Stromazellen in 5 ml Medium gel6st und in einer
Zellkulturflasche mit einer Dichte von 300 000 Zellen/cm? ausgesit. Bei den Epithelzellen
wurden zu diesem Zweck 2,05ml verwendet, so dass auf ale 10 Kultureinsétze 200 pl der
Zellsuspension aufgetragen wurde, was einer Dichte von 6000 Driisenschl&uchen/cm?
entsprach. Die restlichen 50 pl dienten der spéteren Zahlung der stromaen Einzelzellen und
der epithelialen Drisenschlduche mit Hilfe der Neubauer Kammer.

Um ein zweikammriges Zellkultursystem fir endometriaes Epithel zu erhaten, wurden 500
pul Medium in jede Vertiefung der Kulturplatte pipettiert, so dass die bereits eingesetzten

Kultureinsétze darin schwammen.

2.2.5. Passage von Stromazellen

Durch den ersten Mediumwechsel nach 24 h wurde ein Grofdeil der im Kulturmedium
befindlichen Erythrozyten und Epithelzellen entfernt. Der weiteren Elimination von
Fremdzellen diente die Passagierung der Stromazellen. Diese wurde abhangig von der
lichtmikroskopischen Beobachtung eines konfluenten Zellteppichs nach weiteren 24 bis 48 h
durchgefihrt.

Begonnen wurde mit dem Abpipettieren des Mediums, worauf zwei bis drei Spilschritte mit
jeweils 10 ml 37°C warmem, sterilem PBS-Puffer folgten. Nun wurde der Boden der
Zellkulturflasche mit 1 ml 10%-igem Trypsin (Gibco) benetzt. Wahrend der anschlief3enden
10-minutigen Inkubation im Brutschrank wurden die Stromazellen von ihrer Unterfléche
abgel 6st. Mikroskopisch konnte dies anhand der sich verandernden Zellmorphologie, d.h. des
Ubergangs von der spindelférmigen in eine kugelige Gestalt beobachtet werden



Zum Zeitpunkt der vollsténdigen Abldsung bewirkte die Zugabe von 9,05 ml FCS-hatigem
DMEM/HAM's F-12 die Beendigung der Enzymaktivité. Wahrend der zehnminitigen
Zentrifugation bei 1000 U/min wurde die Zahl an Stromazellen in zuvor abgenommenen 50
pl der Zellsuspension mit Hilfe der Neubauer Kammer ermittelt. Nach Verwerfen des
trypsinhaltigen Uberstandes wurden die sedimentierten Stromazellen in einer entsprechenden
Menge an Medium gelOst, so dass sich eine Konzentration von 160.000 Zellen/ml ergab.
Durch Auftragen von 500 pl in jede Vertiefung einer 24-Well-Platte erzielte man eine
Zellzahl von 80.000/Well bzw. eine Zelldichte von 100.000/cm?. Der Beginn der Kultivierung
der Stromazellen (= Tag 0) ist in dlen weiteren Untersuchungen mit dem Zeitpunkt der
Passagierung gleichzusetzen.

2.2.6. Mediumwechsel

Die Zellkulturen inkubierten im Brutschrank bei 37 °C und einem CO,-Gehat von 5%.
Sowohl bei den Epithel- as auch bei den Stromazellkulturen wurden ale 48 Stunden die
Kulturlberstande abpipettiert, zur weiteren Verarbeitung bei -70°C gelagert und durch die
gleiche Menge an frischem, unter 2.1.2 beschriebenem Medium ersetzt. Ob gunstige

Wachstumsverhdtnisse vorlagen, zeigte sich 24-36 Stunden nach Ausstreuung der Zellen.

2.3. Optimierung der Zellkultivierung

2.3.1. Gewebetransport bei unterschiedlichen Temperaturen

Durch den Transport des Gewebes auf Eis (4°) findet innerhalb von wenigen Stunden
zweima ein Temperatursprung von 33°C statt, der einen nachteiligen Einfluss auf das
Zellwachstum haben konnte. Bei diesem an nur einer Gewebeprobe durchgefihrten Versuch
wurde die Ubliche Methode mit der Verwendung von 20°C warmem Medium verglichen. Es
sollte geprift werden, ob durch die Reduzierung der Temperaturdifferenz auf 17°C grobe
Unterschiede in der Proliferation bei epitheliden und stromalen Primérkulturen beobachtet
werden konnen.

Im Anschluss an die Gewebeentnahme wurde ein Teil des entnommenen Endometriums auf

Eis, der andere Teil bei 20°C bis zur weiteren V erarbeitung transportiert. Nach identischer
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Aufbereitung des Gewebes beider V ergleichsgruppen wurden die Suspensionen der Epithel-
und Stromazellen auf jeweils drei Kulturansétze verteilt. Die Zelldichte betrug beim Stroma
120000/cm?, die Anzahl der epithelialen Driisenschl&uche pro e lag bei etwa 1300.

Die lichtmikroskopische Beobachtungen der Zellproliferation wurden dokumentiert und
verglichen.

2.3.2. Mechanische Zerkleinerung wadhrend der enzymatischen Andauung

Unter der Vorstellung der besseren Herauslsung endometrialer Drisenschlauche aus dem
Gewebsverband, wurde die einsttindige enzymatische Aufbereitung mit Collagenase zweimal
unterbrochen um die Zellsuspension mittels einer 1000ul-Pipette ca. 50-ma anzusaugen und
auszustoRen. Durch das Abschneiden der ersten 3 mm der Pipettenspitze war deren Offnung
fur die Gewebsfragmente gerade noch passierbar, so dass ein kréftiger Sog auf diese wirkte.

2.3.3. Wahl der optimale Matrigel verdiinnung

Die Wahl der idealen extrazelluldren Matrix war eine entscheidende V oraussetzung fur die
Kultivierung von Epithelzellen. Im folgenden Parallelversuch wurde untersucht, ob bzw. wie
stark quantitative Unterschiede in der Verwendung des Matrigels das Zellwachstum
beeinflussen.

Die Nylonmembranen der Millicell Inserts wurden mit Matrigel in unterschiedlich starker
Konzentration beschichtet. Die Verdinnungen mit FCS-freiem Medium im Verhdtnis 1:4 und
1.8 wurden auf jeweils funf Kultureinsétize aufgetragen. Die aufbereitete
Epithelzellsuspension von zwei Gewebsproben wurde entsprechend der Vorgehensweise
weiter oben gleichméaRig verteilt. Uber einen Zeitraum von vier Tagen wurde die Proliferation
der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert und verglichen.

11



2.3.4. Hitzeinaktivierung von fetalem Kda berserum

Diesem Parallelversuch lag die Frage zugrunde, ob in diesem Kulturmodell das
Proliferationsverhaten endometrialer Zellen durch vorherige Hitzeinaktivierung des fetalen
K&8berserums (Gibcobril) signifikant beeinflusst wird. Vermutlich werden dadurch die
wachstumshemmende Wirkung bestimmter Komplementfaktoren sowie der enzymatische
Angriff proliferationsférdernder Steroidhormone durch Proteasen vermieden. Zu diesem
Zweck wurden von derselben Gewebsprobe sowohl bei Epithel- als auch bei Stromazellen
zwei Versuchsreihen A und B zu je drei Kulturansétzen erstellt.

Bis zum vierten Kulturtag (bei Stroma ab Passage) wurden ale Ansétze mit Medium versorgt,
das nicht inaktiviertes FCS im Verhdtnis 1:10 enthielt. Ab diesem Zeitpunkt (= Tag 4) erhielt
Reihe A DMEM, dem in derselben Relation hitzeinaktiviertes Serum (30 Minuten lang bei
56° im Wasserbad) beigemengt wurde, bei Reihe B erfolgten keine Anderungen beziiglich des
Nahrmediums.,

An Tag 9 und 12 wurde zur Beurteilung der Proliferation die Zahl der Stromazellen von zwei
Kulturansétzen ermittelt. Bei den Epithelzellkulturen wurde hierfir téglich das unter 2.4.3.1.2
beschriebene Verfahren angewendet. Ebenfals am 9. und 12. Kulturtag fand der

fluoreszenzzytochemische Nachweis vitaer und avitaer Epithel zellen statt.

2.4. Charakterisierung der Zellkulturen

2.4.1. Kontamination mit Fremdzellen

Die immunzytochemische Bestimmung der Kontamination mit Zellen nichtendometriaer
Herkunft wurde an vier Zellkulturen am sechsten Tag der Kultivierung vorgenommen. Die
Vorgehensweise war bei den Epithel- und einfach passagierten Stromazellen hinsichtlich der
verwendeten Losungen, der Inkubationsdauer und der Temperaturen identisch. Die
Kultivierung der Epithelzellen auf mit Matrigel beschichteten Membranen machte eine
zusétzliche Maldnahme erforderlich, die eine ausreichende Zirkulation von Spil- und
Inkubationsldsungen gewdhrleistete: mit der Spitze eines Skapells wurde die
Membranunterseite im schwécher besiedelten Randbereich ca. zehnfach perforiert. Dadurch
konnte die apikale und basale Umsptilung der Zellen mit den jeweiligen Medien intensiviert
werden. Mit Ausnahme der | nkubation mit Blocking Solution wurden nach jedem Schritt
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durch dreimaliges Spilen mit PBS fur 3- 5 Minuten Reste der I nkubationsldsungen entfernt.
Nach Abpipettieren des Mediums folgte die Fixierung mit 3,9%-igem Forma dehyd. Mit H20,
(3% in Methanol ) wurde die endogene Peroxidaseaktivitét der Zellen unterbunden. Nach 30-
mindtiger Inkubation mit einer ready-to-use Blocking Solution aus dem Histostain SP
Farbekit (Zymed) konnte der mit 1,5%-iger BSA-L6sung (Sigma) verdinnte Primaranti korper
eine Stunde lang bei 20 °C binden. Es wurden monoklonale Antikorper der Maus gegen
fol gende spezifische Oberfléchenanti gene bzw. Zellen verwendet:

Zytokeratin (Dako; 1:100) zur Abschédtzung des Anteils epithelider Zellen bzw. Fibroblasten
zur Detektion von Stromazellen (Dianova, Hamburg, Deutschland; 1:50); CD 45 (Dako;
1:100) zur Beurteilung der Kontamination mit Leukocyten generell; CD 14, das fir
Monozyten bzw. Makrophagen spezifisch ist (Dako; 1:20); CD 56 (Dako; 1:40) - ein den
Natura-Killer-Cells gemeinsames Oberflachenmerkmal und schliefdich gegen Endothel zellen
gerichteter Anti-CD 31-Antikérper (Dako; 1:50). Negativkontrollen erfolgten durch
Inkubation mit nicht spezifisch bindenden Immunglobulinen derselben Klasse wie die
Primérantikorper, d.h. 1gG 1 der Maus fur Cytokeratin, CD 31 und CD 56 ; 1gG2 fur CD 45
und CD 14.

Wiederholtes Spulen mit PBS entfernte unspezifisch gebundenene Antikorper. Anschlief3end
inkubierte der biotinilierte Sekundér-Antikorper 30 Minuten lang, um die spétere
Sichtbarmachung zu verstéarken. Die hohe Affinitét zwischen Biotin und Avidin wurde bei der
folgenden 10mindtigen Kopplungsreaktion durch Aufbringen von Streptavidin-konjugierter
Peroxidase ausgenutzt.

Diese katalisierte unter Lichtabschluss eine Farbreaktion mittels AEC-hatiger
Entwicklerldsung (Zymed), wodurch Antikorper bindende Zellen sich rot darstellten. Nach 7
bis 8 Minuten wurde die Detektion spezifischer Oberflachenantigene mit Aqua dest. gestoppt
und der Anteil an Fremdzellen im jeweiligen Kulturansatz unter mikroskopischer Sicht
quantifiziert.

2.4.2. Vitditdtsnachweis der Stroma- und Epithelzellen

Fir die Beurteilung des angewandten Zellkulturmodells sollte nicht nur die
Proliferationsaktivitét herangezogen werden. Erst die zusédtzliche Sicherstellung, dass der
Uberwiegende Teil der Zellen am 6. Kulturtag vital war, ermoglichte die korrekte
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Interpretation von Versuchen beziglich der Hormonabhangigkeit der Zytokinsekretion,
wel che zu diesem Zeitpunkt durchgefihrt wurden.

Der Vitditéatsnachweis anhand eines vorgefertigten Kits (Mo Bi Tec, Gottingen, Deutschland)
bei Epithel und Stroma an Tag 6 und 12 wies bei lebenden Zellen die zytoplasmatische
Esteraseaktivité nach, die eine Konversion des membrangangigen, urspringlich nicht
fluoreszierenden Cacein in fluoreszierendes bewirkte. Bei nicht mehr vitalen Zellen konnte
die Zytoplasmamembran von Ethidium-homodimer (EthD-1) passiert werden, welches sich
durch Bindung an Nukleinsduren im Zellkern anreicherte. Beide zuvor aiquotierten
I ndikatorsubstanzen wurden wie vom Hersteller empfohlen mit 1 ml Hank™s PBS (Gibco) auf
4 umol/l fur Calcein und 2 pmol/I fur Ethidium-Dimer verdinnt.

Sowohl vor as auch nach der dreifigmindtigen Inkubation unter Lichtabschluss wurden die
Zellkulturen grundlich mit PBS gespilt. Bei der sich direkt anschliel3enden
Fluoreszenzmikroskopie wurde ein Blaufilter im Bereich von 530 nm verwendet, so dass
einfalendes Licht die beiden in die Zellen diffundierten Substanzen zur Emission von Licht
unterschiedlicher Wellenlange angeregt wurde. So konnten die griin fluoreszierenden vitalen

Zellen von den rot leuchtenden, avitalen Zellen unterschieden und ausgezahlt werden.

2.4.3. Proliferationsdynamik der kultivierten Zellen
2.4.3.1. Untersuchungen mittels Zellz&hlung und Zel | di chtebestimmung

24.3.1.1. Stromazellkulturen

Bei diesem Versuch wurde mittels einer Zellzéhlung bei funf Stromazellkulturen die
Abhéangigkeit der Proliferationsaktivitét von der Kulturdauer geprift. Darliber hinaus sollte
ausgeschl ossen werden, dass eine abrupte Anderung des quantitativen Zellwachstums zeitlich
mit weiterfihrenden Untersuchungen zusammenfadlt und somit deren Aussageféhigkeit in
Frage stellt. Daher interessierte vor alem das Proliferationsverhaten zu einem sich inmitten
dieser Versuche befindlichen Zeitpunkt, also etwa dem sechsten Kulturtag.

Es wurden abhangig von der Gesamtzahl in 16 bis 24 Vertiefungen der Kulturplatte je 80.000
Stromazellen ausgestreut. Die vollstéandige Erneuerung des Mediums mit der wie unter 2.2.6
beschriebenen Zusammensetzung fand im Intervall von 48 h statt. Folgendermal3en wurde am

14



dritten, sechsten, neunten und zwdlften Tag nach Einfachpassagierung die Zellzahl von vier
bis sechs Wells bestimmit:

Nach Absaugen des Mediums und grindlicher Spulung mit PBS wurden die Zellen solange
mit 200 pl Trypsin bei 37°C inkubiert, bis mikroskopisch nicht nur die Abhebung der Zellen
von der Unterflache sondern auch deren Ldsung aus dem Verband in Form abgerundeter
Einzelzellen zu erkennen waren. Durch Zugabe von 800 pl FCS-hatigem Medium wurde die
Enzymwirkung nach 10 Minuten gestoppt. Nach Auszdhlung mit der Neubauer Z&hlkammer
wurden die Werte der einzelnen Kulturanséize gemittelt. Anhand der hierbei erhaltenen
Zellzahlen in Abhangigkeit von der Kulturdauer wurde ein Diagramm erstellt, welches die
Interpretation der Ergebnisse aus weiterfihrenden Untersuchungen an Stromazellkulturen

vereinfachte.

24.3.1.2. Epithelzellkulturen

Da die epithelidlen Driusenschlduche nicht enzymatisch in Einzelzellen separiert werden
konnten, wurde zur quantitativen Beurteilung der Zellproliferation wie folgt vorgegangen:

Das unten skizzierte, aus 70 Quadraten bestehende Raster wurde auf eine transparente Folie
kopiert. Diese wurde vor der mikroskopischen Betrachtung unter die Kulturplatte geschoben
und derart positioniert, dass das Zentrum des Rasters dem Mittelpunkt des jeweiligen
Kulturansatzes entsprach. Dessen runde Fl&che umfasste dadurch ca. 44 Einzelquadrate. Der
Anteil der vom Zellteppich bedeckten Flache jedes Einzelquadrates wurde abgeschétzt und
einer von vier Kategorien (25%, 50%, 75% oder 100%) zugeordnet. Die prozentuae
Bewachsung der Gesamtfléche eines Kulturansatzes erfolgte durch Berechnung des
Mittelwertes aus alen 44 Quadraten.
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Diese Art der semiquantitativen Ermittlung der Zellzahl eines Kulturansatz ging folgenden
weiterfihrenden  Untersuchungen am  etablierten  Zellkulturmodell — voraus:  der
Hormonstimulation, der Thymidininkorporation und der sukzessiven Kombination beider
Verfahren.

2.4.3.2. Untersuchung mittels [3H]-markiertem methyl-Thymidin

Um die Ergebnisse der Zellzéhlung bzw. Zelldichtebestimmung zu verifizieren bzw. zu
erganzen, wurde zusdtzlich die Semiquantifizierung der Proliferation mittels
Thymidininkorporation durchgefuhrt. Das Prinzip dieser anerkannten Methode beruht auf
dem Einbau radioaktiv markierter DNA-Bausteine in den Zellkern mit anschlief3ender
Messung der Radioaktivitét.

In funf Zellkulturen wurde nach drei, sechs, und zwdlf Tagen Kultivierung mit regel maliigem
M ediumwechsel eine Thymidininkorporation vorgenommen. Die durch Szintillationsmessung
erhatenen Werte wurden dem Zellwachstum, das wie unter 2.4.3.1 beschrieben bei den
einzelnen epitheliden und stromaen Kulturansdtizen quantifiziert wurde, in der
entsprechenden Relation zugeordnet.

24.3.2.1. Thymidininkorporation

Fur jeden Tag der Kultivierung, an dem ein Thymidineinbau erfolgte, wurden jeweils vier
Kulturansétze von Epithel- und Stromazellen angel egt.

Unter Beriicksichtigung der Strahlenschutzvorschriften wurde fol gendermalien vorgegangen:
Tritium- markiertes Methyl-Thymidine (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland), ein [3-Strahler, wurde in der Konzentration 1 pCi/ml den vier Kulturansdtzen
zugegeben. Wahrend bei drei Kulturansétzen eine zwdlfstiindige Inkubation bei 37°C folgte,
wurde der vierte, s Negativkontrolle dienende, fir denselben Zeitraum bei 4°C gelagert. Bei
dieser Temperatur war die Zellproliferation stark reduziert, so dass der Messwert auf eine
generelle Hintergrundaktivitét zurtickgefuhrt werden konnte und somit von den anderen

subtrahiert wurde.
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24.3.2.2. Aufbereitung der Zellen

Durch Absaugen des Mediums und eine griindliche Spilung der Zellen mit PBS wurde die
Hintergrundaktivitét durch unspezifische Thymidinbindungen reduziert.

Die Stromazellen wurden bei Raumtemperatur fir 5 min. mit 70-% igem Methanol fixiert.
Nach einem Spulschritt mit PBS folgte die 5-minitige Denaturierung der zellul&ren Proteine
mit auf 4°C gekihlte 10%-iger Trichloressigsaure (Sigma) bei einer Menge von 250 pl/Well.
Nun wurde zweima mit PBS gewaschen und schliefdlich in jeden Kulturansatz 250 pl 1n
NaOH gegeben, welches innerhalb von 20 min. zur Lyse der Zellen fihrte.

Beim Epithel wurde zunéchst nach der ersten Spilung mit PBS in jedes Inlet 250 pl 10%-iges
Trypsin (Gibco) gegeben. Nach 10-minutiger Enzymwirkung bei 37°C wurde der vom
Matrigel abgelGste Zellteppich in einen Eppendorf Cup Uberfuhrt. Dieser Verfahrensschritt
hatte den Zweck, die weitere Bearbeitung der Epithel zellen einschliefdich der Entfernung von
Thymidinresten an der Grenzflache zwischen Zellverband und Matrix zu erleichtern, ohne
dadurch nennenswerte Zellverluste in Kauf nehmen zu miissen.

Nun folgte wie bei jeder weiteren Inkubation bzw. Spilung die Zentrifugation bei 2000 U/min
tber 5 min. und das Abpipettieren des Uberstandes. Durch zweimaiges Waschen mit PBS
konnten Reste des Enzyms eliminiert werden.

Auf die Zelleinsdtze wurden nun je 200 pl Matrisperse (Becton Dickinson) aufgetragen,
wodurch die noch verbliebenen Matrigel beschichtungen aufgel st und darin enthaltene Zellen
frei wurden. Nach ebenfalls 10-minttiger I nkubation bei 37°C und Zufiigen der Lysate zu den
Zellpelletsin den Cups war eine weitere Spulung mit PBS notwendig. Die Denaturierung und
die Lyse der Zellen wurden entsprechend der Stromazellen durchgefiihrt.

2.4.3.2.3. Messung der inkorporierten Radioaktivitét

Die Lysate der Zellen wurden in Szintillationsrohrchen (Greiner) Uberfuhrt, in welchen sich
bereits 5 ml der Szintillationsfllssigkeit (Rotiszintecoplus, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
befanden. Nach 15 min. begann die Messung im 3-Counter (bF betaszint 5000, Berthold, Bad
Wildbad), wobei von jeder Probe die Radioaktivitét 10 min. lang gemessen und das Resultat

in Counts/min angegeben wurde.
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2.4.4. Dezidudisierung und Mehrfachpassagen bei Stromazellen

Bel der Kultivierung der Stromazellen interessierte vor alem die Frage, ob die Sekretion von
IL-6 auf die Stromazellen selbst oder die Kontamination mit Fremdzellen zurlickzufihren ist.
Letztere konnten durch Mehrfachpassagen im Rahmen von Langzeitkultivierung eliminiert
werden, was jedoch die Beeintréchtigung anderer Zellfunktionen mit sich bringen kénnte.
Diesen Einfluss und damit die eingeschrénkte Aussagekraft der Zellkulturversuche
auszuschliefRen war Ziel dieses Versuches. Es ist anzunehmen, dass die Dezidualisierung der
Stromazellen a's komplexer Prozess der Zelldifferenzierung einen sehr sensitiven Parameter
fur die intakte Zellfunktion darstellt.

Diese funktionelle Umwandlung der Zellen wurde durch die quantitative Bestimmung der
damit einhergehenden Sekretion von Prolaktin und | GFBP-1 nachgewiesen. Stromazellen von
vier Gewebeproben wurden 1-, 3-, 6- oder 9-fach passagiert und in einer Dichte von 100.000
Zellen/ Well ausgestreut. Es folgte die Hormonstimulation mit Progesteron (50 ng/ml) und
Estradiol (0,5 ng/ml) im Rahmen eines regelmadigen Mediumwechsels ale 48 h. An Tag 8
und Tag 20 wurden Kulturtibersténde asserviert und bis zur spéteren Anayse bei -70°C
aufbewahrt.

Waéhrend der Prolaktingehalt im Labor der Klinischen Chemie, Klinikum Grofzhadern, mittels
Elektrochemilumineszenz-lmmunoassay bestimmt wurden, erfolgte die Ermittlung des
IGFBP-1 bzw. des IL-6 Gehalts anhand eines vorgefertigten ELISA-Kits (IL-6: Laboserv
Diagnostica, Giessen; | GFBP-1: Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas, USA).

2.5. Steroidstimulaton der Zellkulturen

25.1. Stimulation mit 17-3-Estradiol und Progesteron

Von 10 Gewebeproben wurden Kulturen von Stroma- und Epithelzellen zu je 10 Ansétzen
angelegt und hormonell stimuliert. Nach dem Wachstum der Zellen bis zu deren Konfluenz
im Kulturansatz, was drei bis vier Tage nach Ausstreuung der Fal war, wurde mit der
Hormonstimulation Uber einen Zeitraum von vier Tagen begonnen. Zuvor wurde die Menge
an Estradiol und Progesteron im fetalen Kaberserum sowie im DME Medium/HAM s F-12
durch das Labor der Klinischen Chemie des Klinikum Grofthadern bestimmit:
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FCS Estradiol 32 pg/ml
M edium: Estradiol 24.9 pg/mi

Progesteron 0.13 ng/ml
Progesteron 0.15 ng/ml

Zu hohe Konzentrationen hétten mit der spateren hormonellen Stimulation der Zellkulturen
interferiert. Wie die ermittelten Mengen jedoch zeigten, lagen diese sowohl fir DMEM/
HAM s F-12 as auch fir FCS im Bereich der unteren Nachweisgrenze.

Dem bis dahin verwendeten DMEM wurden 17-3-Estradiol und Progesteron in zwei
verschiedenen Verdinnungen sowohl aleine as auch in Kombination beigemengt, so dass

fol gende Hormonkonzentrationen in den Kulturansétzen vorlagen:

17-[3-Estradiol : A 0,27 ng/mlund C 2,7 ng/ml
Progesteron: B 31ng/mlund D 310 ng/ml
Kontrolle: keine Hormone
EPITHEL | EPITHEL STROMA | STROMA
A C A C
B D B D
A+B C+D A+B C+D
Kontrolle | Kontrolle Kontrolle | Kontrolle

Im Rahmen eines t&glichen Mediumwechsels wurden nach Abpipettieren der Uberstande, die

bei -70° bis zur weiteren Verarbeitung (ELISA) gelagert wurden, die Hormone zugegeben.

25.2. Zytokinmessung in Kulturibersténden mittels ELISA

Fir die Bestimmung der LIF- und IL-6-Konzentrationen in den Uberstanden hormonell
stimulierter Zellkulturen wurden im Handel erhdtlicher ELISA-Kits verwendet (LIF: Rayd
D-Systems; |1L-6: Laboserv Diagnostica, Giessen). Die Proben wurden vor der Durchfiihrung
entsprechend der Gebrauchsanweisung der Hersteller zentrifugiert. Die Serum- und
Plasmaspiegel von IL-6 und LIF wurden gemessen, um die Kontamination des
Probenmaterials mit den beiden Zytokinen aus Blutbeimengungen abschdtzen zu konnen.
(Der 1L-6 bzw. LIF- Gehat der Proben bezieht sich auf die Proteinmenge im Uberstand,
wel che nach Lowry bestimmt wurde.)
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2.5.3. Thymidininkorporation bei hormonell stimulierten Zellkulturen

Bel diesem Versuch wurde gepriift, welche Auswirkungen die Gabe von Steroidhormonen auf
die Proliferation von Epithel- und Stromazellen unter den oben geschilderten
Kulturbedingungen hat. Zellkulturen von insgesamt drei verschiedenen Gewebsproben
wurden ab dem vierten Kulturtag Uber einen Dauer von 72 h hormonell stimuliert.

Dabei erhielten jeweils vier Kulturansétze Uber einen téglichen Mediumwechsel Progesteron
(50 ng/ml), Estradiol (0.5 ng/ml) oder keine Hormone. Da eine Proliferationsmessung fir alle
unter 2.5.1 verwendeten Steroidkonzentrationen weder praktibel noch sinnvoll erschien,
wurden fur diesen V ersuch Konzentrationen gewéahlt, die zwischen den anderen lagen.

Bei der Thymidininkorporation am 7. Kulturtag diente jeweils ein Kulturansatz pro
Stimulationsvariante a's Negativkontrolle und inkubierte bei 4°C. Bezuglich der Aufbereitung

der Zellen und des Messverfahrens wurde wie unter 2.4.3.2 erl&utert vorgegangen.

2.6. Immunhistochemie

2.6.1. Zyklusdatierung der Gewebsproben

Von Gewebeblocken aus 40 Hysterektomiepréparaten wurden nach deren Einbettung in
Tissue-Teck (Sharp & Dohme) 10 um dicke Schnitte mit dem Kryostatmikrotom angefertigt.
Diese wurden nach der Anféarbung mit Toluidinblau (Sigma) auf zyklusabhéngige
histol ogische Merkmale nach Noyes et al., 1950, untersucht. Weiterhin wurde eine Messung
der Progesteron-, Ostrogen und LH-Werte aus Serumproben der Patientinnen in der
klinischen Chemie veranlasst. Mit Hilfe der vorliegenden Daten aus der Zyklusanamnese, der
histologischen Kriterien und der Hormonwerte wurden die Gewebeproben datiert, d.h. dem
zum Zeitpunkt ihrer Entnahme vorliegenden Zyklustag zugeordnet. Zur Vereinfachung der
spéteren I nterpretation immunhistochemischer Rei henuntersuchungen erfol gte eine Einteilung
in folgende Zyklusstadien: friihe Proliferationsphase (Tag 1-5), mittlere Proliferationsphase
(Tag 6-9) und spéte Proliferationsphase (Tag 10-14) sowie frihe Sekretionsphase (Tag 15-
19), mittlere Sekretionsphase (Tag 20-23) und spéte Sekretionsphase (Tag 24-28).
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2.6.2. Vorbehandlung der endometrialen Kryostatschnitte

Die Aufnahme der Gewebsschnitte auf mit Aminopropyl-triethoxysilane (Sigma) beschichtete
Objekttrager, die durch diese V orbehandlung eine hydrophobe Oberflache aufwiesen, vermied
die grof¥flachige Verteilung aufgetragener Flissigkeiten und ermdglichte deren sparsame
Verwendung. Die mehrstindige Lufttrocknung der Gewebsschnitte ging den folgenden
Inkubationsschritten voraus. Auf diese folgte stets zweimaliges Waschen mit PBS zur
Entfernung von Resten der I nkubationsl dsungen. An die 10-mindtige Fixierung in 5°C katem
Aceton schloss sich die Blockade der endogenen Peroxidase durch 3% H,O, in Methanol tber
10 min. an. Bel denjenigen Schnitten, deren zytoplasmatische Antigene (Osteopontin)
detektiert werden sollten, wurden durch Behandlung mit 0,3%-igem Triton-X (Sigma) in PBS

die Zellmembran fir die Antikorper permeabilisiert.

2.6.3. Durchfuhrung der |mmunhistochemie

Die verwendeten Reagentien stammten aus dem Histostain-SP-Kit (Zymed Labratories, San
Francisco, USA). Um eine Austrocknung des Gewebes zu vermeiden, erfolgten ale weiteren
Schritte in einer feuchten Kammer. Die Blocking Solution, eine 10-fache Verdiinnung des
Serums derselben Spezies wie der Sekundarantikorper, inkubierte bei 20°C fir 30 Minuten.
Wurden Primérantikorper der Spezies Ziege verwendet, wurden diese durch entsprechende
Verdinnung von Kaninchenserum (JacksonlmmunoResearch) mit 1,5%-igem BSA (Bovine
Serum Albumin, Sigma) selbst hergestellt. Nach Abtupfen der Blocking Solution erfolgte die
einstindige Inkubation mit Primérantikbrpern bei Raumtemperatur. Diese mit 1.5%-igem

BSA verdinnten mmunglobuline waren gegen folgende Antigene gerichtet:

Monoklonaler Anti-f3-1ntegrin-Antikorper - Maus (Takara, Shiga, Japan; 1:1000)
Monoklonaler Anti-ay -1 ntegrin-Antikorper - Maus (Chemicon 1:1000)

Monoklonaler Anti-a,bs-1ntegrin-Antikorper - Maus (Chemicon; 1:100)

Polyklonaler ~ Anti-LIF-Antikorper -Kaninchen (S.L.Stewart, Cancer& Developmental
Laboratory, Frederick, USA; 1:200)

Monoklonaler Anti-1L-6 Antikorper - Maus (Genzyme Diagnostics, Cambridge, USA; 1:50)
Polyklonaler Anti-Osteopontin-Antikorper - Ziege (M.C. Farach-Carson, Hedth Science
Center, Houston, Texas, USA; 1.50)
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Bel den Negativkontrollen wurden die Primérantikorper gegen IL-6 sowie gegen die Integrine
ay und a\b3 durch 1gG1 der Maus (Dako, Hamburg, Deutschland) ausgetauscht. Statt Anti-bs
fand 1gG2a der Maus (Dako) Verwendung und statt dem Anti-Osteopontin-Antikorper 1gG
der Ziege (JacksonlmmunoResearch, West Grove, USA). Anstelle der Antikorper gegen LIF
wurde Serum des nicht-immunisierten Kaninchens (JacksonlmmunoResearch) eingesetzt.
Dessen Proteinkonzentration entsprach der V erdiinnung der Primé&rantikorper.

Die hiotinilierten Sekundérantikorper gegen Primérantikorper der Maus (Goat-Anti-M ouse-
Antibody) bzw. des Kaninchens (Goat-Anti-Rabbit-Antibody) stammten aus den ready-to-
use-Kits, wahrend biotiniliertes Immunglobulin gegen die Spezies Ziege (Dako) vor der

Anwendung im Verhdtnis 1:250 verdinnt wurde.

Verfahrensschritt Substanzen BesondereK ondition | Inkubationszeit

Vorwassern PBS 20°C 5min.

Fixierung Aceton 4°C 10 min.

Spilen PBS 20°C 5 min.

Peroxidase- 3% H,O; in Methanol | unter Lichtabschluss 10 min.

Blockierung

Blockierung Blocking Solution aus | in feuchter Kammer bei | 30 min.
10% Norma Serum 20°C

Primé&ranti korper S. Auflistung unten in feuchter Kammer bei | 60 min.

20°C
Spilen PBS 20°C 2x5 min.
Sekundérantikdrper S. unten in feuchter Kammer bei | 30 min.
20°C

Spilen PBS 20°C 2x5 min.

Kopplungsreaktion Streptavidin- in feuchter Kammer bei | 10 min.
Peroxidase-K omplex 20°C

Spilen PBS 20°C 2x5 min.

Farbung Diaminobenzidin unter Lichtabschluss 7-8 min.

Stoppen der Aqua dest. 20°C 5-10 min.

Farbentwicklung

Lufttrocknen 20°C mehrere Stunden

Einbetten der Schnitte | Histomount
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Nach 30-miniitiger Inkubation wurde Streptavidin- konjugierte Peroxidase aufgetragen Uber
einen Zeitraum von 10 Minuten konnte diese aufgrund der hohen Affinitdt von Biotin und
Streptavidin an den Sekundérantikorper binden. Sie kataisierte die Farbreaktion, bei welcher
nach Zugabe von DAB aus einem Férbekit (Zymed Laboratories) Primarantikorper bindende
Strukturen der Zellen lichtmikroskopisch in einem kré&ftigen braunen Farbton erschienen.
Nach 7-8 min. wurde dieser V organg durch Aquadest. gestoppt.

Nach mehrstindiger Lufttrocknung der Schnitte folgte deren Haltbarmachung, indem nach
Aufbringen eines Tropfens Histomount (Zymed Laboratories) auf den Objekttrager das
Deckglas moglichst |uftblasenfrei aufgelegt wurde.
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierung der Zellkultivierung

3.1.1. Wahl der ideden Temperatur des Transportmediums

Die tégliche lichtmikroskopische Beurteilung und Dokumentation der Wachstumsdynamik
der Zellkulturen fuhrte zu folgendem Resultat:

Nach einer Kulturdauer von 24 h zeigten die bei 20° transportierten Epithelzellkulturen ein
diffuses Auswachsen von etwa 5-15 Einzelzellen pro Driusenschlauch (Abb. 3.1 und 3.2) und
weitere 24 h spéter eine Zunahme des urspringlichen Zellvolumens um 75%. Am vierten Tag
nach Ausstreuung lag ein Zellteppich vor, der sich tber 50-60% der Kulturfl&che ausbreitete
(Abb. 3.3).

Bel den auf Eis transportierten Zellen waren diese Phanomene in einem deutlich geringeren
Ausmal3 vorhanden: etwa 5-10 epitheliale Zellen umgaben die glandul&ren Formationen nach
einem Tag. Die Zellmasse hatte sich innerhalb von zwei Tagen nur verdoppelt und bedeckte
am vierten Kulturtag 30-50% der Flache eines Kultureinsatzes (Abb. 3.4).

Das bei 4°C transportierte endometridle Stroma zeigte 48 h nach Passage disseminierte
Gruppierungen mit jeweils 10-20 spindelférmigen Zellen, welche nach insgesamt
sechstégiger Kultivierung einen konfluenten Teppich bildeten. Die bei Raumtemperatur
beforderten V ergleichskulturen wiesen zwei Tage nach Passagierung grofRere Ansammlungen
von 30-40 Zellen auf und waren bereits am vierten Kulturtag konfluent (Abb. 3.5 und 3.6).

Zusammenfassung: Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass das Proliferationsverhalten
in kultivierten endometriden Zellen durch den Gewebetransport auf Eis eher nachteilig

beeinflusst wird, so dass dieser fir weitere Untersuchungen bei Raumtemperatur erfolgte.

3.1.2. Mechanische Zerkleinerung wéhrend der Collagenaseandauung

Ob eine zweimalige grindliche Resuspension des zerkleinerten Gewebes in Medium nach
jeweils 30-mindtiger enzymatischer Andauung die Zahl ausstreubarer endometriaer
Einzelzellen und Drusenschléuche steigert, wurde durch Z&hlung mit der Neubauer Kammer
Uberprift. Die Zahl der epithelialen Drisenschlauche nach der Aufbereitung von funf
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Gewebeproben ohne Resuspension betrug im Durchschnitt 10.500/ml, wobei die Einzelwerte
zwischen 5.000/ml und 25.000/ml schwankten. Der Mittelwert der stromalen Einzelzellen lag
bei 2.3 Mio/ml. Nach Resuspension, die bei acht Gewebeproben durchgefihrt wurde, konnten
durchschnittlich 30.000 Drisenschlauche mit einer Abweichung der Einzelwerte bis zu
20.000 sowie 4.5 Mio Stromazellen/ml gezahlt werden.

Zusammenfassung: Die Untersuchungen zeigen, dass durch diese Mal3nahme die Ausbeute
an Epithel- und Stromazellen um das 2-3-fache gesteigert werden kann, weswegen auf diesen

Arbeitsschritt beim Anlegen aller weiteren Zellkulturen nicht mehr verzichtet wurde.

3.1.3. Wahl der optimalen Matrigel verdiinnung

Matrigel wurde mit FCS-frelem Medium im Verhdtnis 1:4 und 1:8 verdinnt - letztere
Konzentration wird von Classen-Linke et a. (1997) verwendet. Mit den beiden
Verdinnungen wurden die Nylonmembranen von jeweils zweima funf Kultureinsétzen
beschichtet. Die aufbereiteten Epithelzellsuspensionen von zwei  verschiedenen
Gewebeproben wurden zu gleichen Teilen auf die Kultureinsdize mit beiden
Matrigelverdinnungen verteilt und ihr Wachstum beobachtet. Die Konfluenz der
Epithel zellen war nach viertagiger Kultivierung ohne Ausnahme in allen Einsétzen aus beiden
Vergleichsgruppen erreicht.

Da sich die Ablosung des Zellteppichs, die fur verschiedene weitere Untersuchungen
erforderlich war, von der Matrix mit festerer Konsistenz as einfacher erwies, wurde die 1:4 -
Verdinnung gewahlt. Ein hoherer Matrigel anteil gewahrleistete ausserdem eine ausreichende
Versorgung der Zellen mit den extrazelluldren Komponenten bei den mit einer Iangeren

Kulturdauer (7 Tage) verbundenen Untersuchungen an diesem Zellkulturmodell.

3.14. Kultivierung der Zellen mit inaktiviertem und nicht inaktiviertem FCS
3.1.4.1. Proliferationsverhaten von Stromazellen

Zwischen dem Zeitpunkt der Passagierung und dem 8. Kulturtag nahm die Zahl der
Stromazellen, die hitzeinaktiviertes Serum erhielten, um durchschnittlich 120% zu und
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wahrend den folgenden drei Tagen um weitere 25%. Die Zellzahl am 11. Kulturtag betrug
also im Mittel ca. das 2.7-fache des Ausgangswertes.

Bel den Stromazellen, die mit nicht vorbehandeltem FCS kultiviert wurden, nahm die Zellzahl
wahrend der ersten Woche um 150% zu und stieg in den folgenden 72 h um 7% an, d.h. Uber
die gesamte Dauer von 11 Tagen fand auch in dieser Gruppe ein Zunahme auf das 2.7-fache
der anfanglichen Zellzahl statt.

Eine nach acht Tagen durchgefihrte Vitalitésprobe mit Trypanblau zeigte, dass der Anteil
avitaler Stromazellen bei Gabe von hitzeinaktiviertem FCS 3.8% betrug, bel Verwendung von
nicht vorbehandeltem K& berserum 5.1%.

Der Unterschied in der Proliferation zwischen den beiden Versuchsreihen liegt noch im
Rahmen der Ublichen Schwankungen, welche auch bei den weiter unten angeftihrten Studien
zum Wachstumsverhalten von Stromazellen beobachtet wurden. Eine mdgliche Erkl&rung fur
das stérkere Wachstum der mit hitzeinaktiviertem FCS kultivierten Stromazellen zwischen
dem 8. und 11. Kulturtag kénnte die geringere Zelldichte am 8. Tag sein, wodurch mehr
Raum fir die weitere Proliferation geboten wird. Die Anndherung der absoluten Zellzahlen in
beiden Versuchsreihen am 11. Tag mit einer Abweichung von nur noch 2.3% spricht auch fir
diese Vermutung. Diese Untersuchung liefert keine Hinweise dafir, dass durch die
Hitzeinaktivierung des FCS das stromal e Zellwachstum beeinflusst wird.

3.1.4.2. Proliferationsverhaten von Epithelzellen

Wachstum von Epithelzellkulturen
in Abhéangigkeit von der FCS-Inaktivierung

170

150

FCSi 1
—e—FCS 2
FCSi 4
—e—FCS 6
FCSi 8
—e—FCS 7

130

110

90

Proliferation (100%)

70

50

Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 9
Kulturdauer (Tage)
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Zu Beginn des Versuchs (4. Kulturtag) wurde die urspringliche Zellzahl in jedem
Kulturansatz mit einer Bewachsungsdichte von 100% gleichgesetzt. Nach 48 h zeigte sich in
den Kulturansétzen der Versuchsreihe, die nicht vorbehandeltes Serum erhielt, eine Zunahme
der Zelldichte um durchschnittlich 31%. In der Gruppe mit Verwendung von inaktiviertem
FCS wurde bei zwei Kulturansatzen ein geringeres Wachstum mit Werten zwischen 2% und
10% und im dritten Ansatz sogar ein Riickgang der Zelldichte um 18% beobachtet. Innerhalb
der néchsten 48 h stagnierte bereitsin jeweils einem Ansatz aus beiden V ergleichsgruppen die
Zellproliferation. In den anderen beiden Kulturansdtzen aus der Reihe mit hitzeinaktiviertem
FCS lag der durchschnittliche Zuwachs an Zellen bei 14% und betrug in der V ergleichsgruppe
0%. Im letzten Drittel des Beobachtungszeitraumes konnte in einer weiteren Zellkultur aus
jeder Gruppe ein Wachstumsstillstand festgestellt werden. In den letzten beiden Ansédtzen
fand jeweils ein Abfall der Bewachsungsdichte um etwa 40% statt.

Der fluoreszenzcytochemische Vitaitétsnachweis bei den Epithelzellen zeigte vier Tage nach
Versuchsbeginn bei beiden Gruppen einen Anteil vitaler Zellen zwischen 95% und 99%,
welcher drei Tage spéater bel 90-95% lag. Die Hitzeinaktivierung des FCS scheint sich
insofern auszuwirken, as ein Uber den 6. Kulturtag hinaus konstanteres Wachstum mit
geringeren absoluten Zellzahlen erreicht wird. Bei der Vergleichsgruppe ohne
Hitzeinaktivierung ist die Zunahme der Zelldichte zwischen dem 3. und 6. Kulturtag 4- bis 5-
mal hoher und stagniert anschlief3end.

Zusammenfassung: Ein deutliche proliferationssteigernde Wirkung des hitzeinaktivierten
fetalen Kdberserum auf endometriale Epithel- und Stromazellen konnte in diesem Versuch
nicht nachgewiesen werden. Allerdings scheint die Vorbehandlung des FCS bei beiden
Zelltypen nicht ohne Einfluss auf die Wachstumsdynamik zu sein: es wurde eine tendentiell
konstantere Proliferation bis zum 11. Kulturtag bei durchgehend niedrigeren absoluten
Zellzahlen beobachtet, wahrend die deutlich steilere Wachstumskurve der Vergleichsgruppe
bereitsam 7. bzw. 8. Kulturtag stagniert.

Aufgrund der geringen Daten kann lediglich eine eingeschrénkte Aussage gemacht werden:
bei fehlendem Hinweis fir einen Einfluss der Hitzeinaktivierung von fetalem Kdaberserum
auf das quantitative Zellwachstum in diesen Zellkulturmodellen alenfalls geringfligig und ist
im Hinblick auf deren Optimierung folglich kein entscheidendes Kriterium.
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3.2. Charakterisierung der Epithel- und Stromazel lkulturen

3.2.1. Immunzytochemie

Die Bestimmung des Anteils immunzytochemisch detektierter Fremdzellen erfolgte bei
lichtmikroskopischer Betrachtung durch deren Auszdhlung in einem représentativen
Gesichtsfeld. Da nur schwach positive Zellen ebenfalls berticksichtigt wurden, liegen die
ermittelten prozentua en Werte tendentiell im hochnormalen Bereich.

Die Kontamination der Stromazellkulturen mit zytokeratinpositiven Epithelzellen liegt bei
etwa 8%, wéhrend nur 3% der Zellen in Epithelkulturen durch den fur Stroma spezifischen
Fibroblasten-Antikorper markiert wurden. Der Anteil endothelider Zellen betrug beim
Stroma 0.5% und war beim Epithel mit 1% doppelt so hoch. In beiden Kultursystemen sind
etwa 3% der Zellen LCA (leucocyte common antigen) -positive Leukozyten (Abb. 3.7 und
3.8), wobei es sich bei jedem dritten um eine CD-56-exprimierende natiirliche Killerzelle
handelt (Abb. 3.9 und 3.10). Die durch Anti-CD-14-Antikorper charakterisierten
M akrophagen machten 10% der Leukozyten in Epithelzellkulturen (Abb. 3.11) und etwa die
Hélfte aler weissen Blutkorperchen in den stromalen Kulturansatzen (Abb. 3.12) aus.

Diese Resultate erlauben zundchst eine qualitative Beurteilung der verwendeten
Zellkultursysteme, insbesondere der Isolierung von Epithel- und Stromazellen. Auf3erdem
erleichtert die Kenntnis tber die Kontamination mit Fremdzellen die Interpretation der in den
Kulturtberstanden gemessenen Zytokinkonzentrati onen.

Die vollstandige Separation der beiden endometrialen Zelltypen ist bei der Aufbereitung des
Gewebes selbstverstandlich nicht moglich. Obwohl beim Epithel eine Primérkultur vorliegt,
ist hier der Anteil an Stromazellen kleiner as der von Epithelzellen in den passagierten und
somit gereinigten Stromazellkulturen. Die Erklérung hierfir kénnte im Rahmen des zweiten
Filtrationsschrittes zu finden sein: durch Nachsptlen des Rickstandes im 40-pum-Sieb werden
zwar viele Stromazellen vom epithelialen Rickstand entfernt, zugleich passieren jedoch viele
epitheliadlen Einzelzellen den Filter ebenfals und heften sich in der anschlief3enden 48-
stundigem Kultivierung der Stromazellen an der Polystyrolflache der Kulturflasche an, so
dass der Reinigungseffekt durch Passagierung abgeschwécht wird.

Die zweite Uberlegung zu dieser Beobachtung bezieht sich auf die Eigenschaften des
Matrigels, das speziell fur die Kultivierung der Epithelzellen entwickelt wurde. Eventuell
beinhdtet der férdernde Einfluss der extrazelluld&ren Komponenten auf die
Epithel zell proliferation zugleich eine Wachstumshemmung der Stromazellen.
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3.2.2. Vitalitétsassay

Der fluoreszenzzytochemische Nachweis vitaer Epithel- und Stromazellen in den Kulturen
erfolgte sechs und zwolf Tage nach Ausstreuung bzw. Passagierung. Um die in der folgenden
Tabelle wiedergegebenen Zahlenwerte zu erhaten, wurden avitae, rot fluoreszierende und
vitale, grunfluoreszierende Zellen in einem reprasentativen Ausschnitt des gesamten
Kulturansatzes ausgezéhit.

Kultur-Nr. avitae Zellennach 6 d avitale Zellen nach 12 d
Epithel Stroma Epithel Stroma

27 3-5% 1% 8% 1-2%

36 2% 1-2% 8-10% 4%

44 5-7% 1-2% 10-15% 2-3%

60 1-5% 0-1% 5-10% 4-5%

Durchschnitt 3.75% 1.125% 9.25% 3.125%

Nach sechstagiger Kultivierung sind 1.125% der Stromazellen avita (Abb. 3.13), nach 12
Tagen betragt dieser Anteil mit 3.125% etwa das Dreifache. Demgegentiber steht ein
Prozentsatz an avitalen Epithelzellen von 3.75% nach sechs Tagen (Abb. 3.14) bzw. von
9.25% nach 12 Tagen. Anhand der vorliegenden Werte kann gefolgert werden, dass der
Anteil avitaler Zellen in Epithelkulturen sowohl nach sechs ds auch nach zwdlf Tagen etwa
dreimal hoher ist alsin Stromazellkulturen.

Eine Erklérung hierfur liefert die Isolierung der Epithelien aus dem Zellverband. Diese fuhrt
zwangslaufig zum Verlust interzellularer Kontakte und zahlreicher M ediatoren, welche fur die
Aufrechterhaltung der Polaritdt und der intakten physiologischen Funktionen der
Epithelzellen essentiell sind. Zwar bietet deren Kultivierung auf Matrigel gerade den
entscheidenden Vorteil der basoapikaen Ausrichtung, dennoch scheint sich besonders
wahrend des anfanglichen Vorliegens einzelner Zellen und Drisenschldauche die
eingeschrénkte Maoglichkeit zur Zell-Zell-Interaktion bei Epithelien in Form hoherer
Zellverluste zu auf3ern. Stromazellen, die zu Beginn Uberwiegend as Einzelzellen vorliegen,
reagieren auf den unphysiologischen Mangel an interzelluldren Kontakten offensichtlich
weniger sensibel.

Ein weiterer Grund konnte der Einfluss der Formation der jeweiligen Zellverbande auf deren
Nahrstoffversorgung sein. Der Gberwiegende Teil der Epithelzellen proliferiert ausgehend von
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Drusenschlduchen in traubenartigen Zellverbdnden. Zwar findet in dem zweikammrigen
Kultursystem eine baso-apikale Zirkulation des Mediums stait, doch werden durch diese
ungleichméldigere Verteilung der Zellen im epitheliden Kulturansatiz Abbauprodukte des
Zellstoffwechsels vermutlich schlechter abtransportiert und andererseits erreichen die
Néhrstoffe des frischen Mediums die innersten Zellen eines grof3en Verbandes nicht in
ausreichender Konzentration.

Stromazellen hingegen bilden in den Wells der polystyrolhatigen Kulturplatiten einen
konfluenten ebenmddigen Teppich. Verbrauchtes Medium wird nicht von Nischen
zuriickgehalten und frisches Medium erreicht ale Einzelzellen in gleichem Ausmal3.

Die dritte Uberlegung beziiglich des unterschiedlich hohen Anteils an vitaen Zellen zielt auf
die Kultivierung der Epithelien auf Matrigel ab. Erst diese noch junge M ethodik ermdglicht es
den anspruchsvollen Zellen, in einer Weise zu proliferieren, die den in-vivo Verhadtnissen
nahe kommt. Die extrazelluldre Substanz enthdlt neben Komponenten wie Laminin oder
Collagenase auch Wachstumsfaktoren wie TGF-[3 und Fibroblastenwachstumsfaktor. Im
Laufe der Kultivierung werden diese Stoffe durch die Epithelzellen verbraucht, eine
Erneuerung der Matrigels findet nicht statt, wodurch dieses wahrscheinlich zum begrenzenden
Faktor beziglich der Vitaitdt und somit der maximalen Kulturdauer wird.

Im Gegensatz dazu kann die wichtigste Nahrstoffquelle der anspruchslosen Stromazellen, das
DMEM/HAM s F-12, durch regelmaigen Wechsel vollstéandig erneuert werden. Der Anteil
avitder Zellen steigt bei 1&ngerer Kultivierung schwécher an asin den Epithelzel kulturen.

Zusammenfassung: Entscheidendes Resultat dieses Versuches ist die Tatsache, dass nach
einer Kulturdauer von 12 Tagen mit ca. 91% fir Epithel und 97% fir Stroma ein ausreichend
hoher Anteil vitaer Zellen vorlag. Somit eignen sich beide Zellkulturmodelle fir weitere

Untersuchungen, die zwischen dem 3. und 7. Kulturtag stattfinden.
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3.2.3. Proliferationsdynamik endometriaer Zellkulturen
3.2.3.1. Quantitative und semiquantitative M ethodik

3.23.1.1. Zellzéhlungbei stromalen Kulturen

Die Bestimmung der durchschnittlichen Zellzahl pro Well am 3., 6., 9. und 12. Tag nach
Passage wurden bei Stromazellkulturen von vier verschiedenen Gewebeproben durchgefiihrt.
Die Ergebnisse werden im folgenden Diagramm veranschaulicht:

Das Wachstum bei Stromazellkulturen

nach einfacher Passagierung
300000

—&— Kultur 54
—&— Kultur 59

Kultur 60
—>¢— Kultur 67

250000

200000

150000

Zellzahl / ml

100000

50000

0
0 3 6 9 12

Kulturdauer nach Passage (in Tagen)

Zur Vereinfachung wird der Zeitraum von 12 Tagen in vier Phasen unterteilt. Ausgehend von
80.000 Zellen pro Well bei Ausstreuung an Tag O lag die durchschnittliche Zunahme der
Zellzahl nach drei Tagen bei 16% und nach 6 Tagen bei 52%. Die Quantifizierung am 9. Tag
nach Passage ergab einen mittleren Zuwachs um 58%. In der letzten Phase der Kultivierung
fand ein Wachsumsriickgang auf 14% statt. Der durchschnittliche Zellzuwachs Gber die
gesamte Kulturdauer von 12 Tagen betrug 35%.

Zusammenfassung: Die Proliferation von Stromazellkulturen bis zum 12. Tag nach Passage
unterliegt Schwankungen, wobei zwischen dem 3. und 9. Kulturtag die stérkste Zunahme der
Zellzahl stattfand. Das weitgehend konstante Wachstum in diesem Kulturmodell ohne
Hinweise fir eine Stagnation war eine grundlegende V oraussetzung fur die Untersuchungen

zur Hormonabhéngigkeit der stromalen Zytokinsekretion zwischen Tag 3 und Tag 6.
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3.2.3.1.2. Zelldichtebestimmung bei epithelialen Kulturen

Entwicklung der Zelldichte in epithelialen Kulturen
200

150 +

Zelldichte in %

100 +

50 t t
0 3 6 11
Kulturdauer (in Tagen)

Zwischen dem 3. und 6. Tag findet man bei 80% der Kulturen eine Zunahmen der Zelldichte
um durchschnittlich 19%. Nach diesem Zeitpunkt halt die Proliferation mit &hnlichen
Durchschnittswerten an, alerdings werden in der zweiten Ha fte des Beobachtungszeitraumes
stérkere Schwankungen beztglich der Zelldichte beobachtet, die sich sowohl in einer starken
Proliferationszunahme um circa 260%, as auch in einem Abfall der Zelldichte auf weniger
as die Hafte des Ausgangswertes aul3ern. Interessanterweise zeigt die Kultur mit dem
stérksten Zellwachstum in der ersten Phase a's einzige einen deutlichen Proliferationsabfall in
der zweiten. Umgekehrt zeigt digjenige Kultur, die as einzige eine Abnahme der Zelldichte in
der ersten Phase aufweist, eine Zunahme in der zweiten Phase um mehr as das 2.5-fache.

Zusammenfassung: In diesem Versuch konnte nachgewiesen werden, dass bei der
Kultivierung endometriaer Epithelzellen auf Matrigel Wachstumsbedingungen vorliegen, die
bei der Mehrzahl der Kulturen eine Proliferation bis zum 11. Kulturtag erméglichen. Bis zum
6. Kulturtag weichen die Werte fir die Zunahme der Zelldichte nur geringfigig und erst in
den folgenden finf Tagen deutlich starker voneinander ab.

Das Ergebnis zeigt, dass die Anforderung an das Proliferationsverhaten der Epithelzellen in
diesem Kulturmodell sogar noch tbertroffen wurde, da fur die Aussagekraft weiterfihrender
Versuche lediglich eininitider Proliferationsabfal (vor Tag 7) auszuschlief3en war.
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3.2.3.2.  Quantifizierung mittels radioaktiv markierten methyl-Thymidin

3.2.3.21. Thymidininkorporation bei Epithelzellkulturen

Aufgrund der ungleichméldigen Zelldichte in den Kulturansdtzen war eine Anpassung der
Rohdaten an eine theoretische Zelldichte von 100% erforderlich. Der Faktor, mit dem die
Messwerte multipliziert wurden, entsprach dem Quotienten aus ,, Bewachsung von 100% :
tatséchlicher Bewachsung im jeweiligen Kulturansatz“. Anhand dieser Werte wurde die
durchschnittliche Szintillation aler bei 37°C inkubierten Kulturansdtzen berechnet. Nach
Subtraktion des Betrages der Negativkontrolle lagen die definitiven Daten vor.

Thymidininkorporation bei Epithelzellkulturen
400%

350% +

——K 58
—#—K 59
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200% 1 | —*—K 68
150% | /‘\_.
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50% +

0%

300% +

0 3 6 1

Kulturdauer (in Tagen)
In diesem Diagramm ist die auf eine theoretische Zelldichte von 100% bezogene Szintillation
in Abhangigkeit von der Kulturdauer dargestellt. Zwischen dem 3. und 6. Kulturtag nimmt die
Thymidininkorporation um das 1.8-fache zu und stagniert bis zum 12. Tag auf diesem

Niveau, was as gleichbleibendes Zellwachstum und nicht etwa as stagnierende Zellzahl

interpretiert werden muss.

Zusammenfassung: Die Untersuchungen zur Steroidabhéngigkeit der Zytokinsekretion
finden in einer idealen Phase der Kultivierung statt, denn diesen Zeitraum kennzeichnet eine
zunehmende Zellteilungsrate, was fir eine ausreichende Vitditdt der Epithelzellen
einschliefdlich der Stoffwechselleistungen spricht. Das konstante Wachstum zwischen dem 6.
und 11. Kulturtag ohne Hinweise auf einen Einbruch in der Proliferationsaktivitdt wird nicht
nur unter dem theoretischen Aspekt der fortbestehenden Aussagefdhigkeit oben genannter
Studien sondern d's Qualitatskriterium fir dieses Zellkulturmodell beurteilt.
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3.2.3.22. Thymidininkorporation bei Stromazellen

Der Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin am 3., 6. und 12. Tag nach Passage wurde
bei Kulturen von funf verschiedenen Gewebeproben vorgenommen. Wie die Bestimmung der
Zellzahl Uber eine Kulturdauer von 12 Tagen zeigte, bestehen zwischen den einzelnen
stromalen Kulturansdtzen nur geringe Schwankungen in der absoluten Zellzahl, so dass zur
Berechnung der definitiven Daten die Rohdaten herangezogen werden konnten. Die
Messwerte der einzelnen Ansdtze wurden gemittelt und nach Abzug des Betrags der
Negativkontrolle, die bei 4° C inkubierte, in folgendem Diagramm dargestel|t:

Thymidininkorporation bei Stromazellen
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Zwischen dem 3. und 6. Kulturtag nahm gemald diesen Versuchsergebnissen die
Proliferationsaktivitét der Stromazellen im Durchschnitt um das 1.7-fache zu. Zwischen Tag 6
und Tag 11 der Kultivierung fiel die durchschnittliche Thymidininkorporation wieder auf
40% des Ausgangswertes ab.

Zusammenfassung: Die zusétzliche Quantifizierung des stromaen Zellwachstums durch die
Thymidininkorporation zeigt eine zunehmende Proliferationsaktivitét der Stromazellen
zwischen dem 3. und 6. Kulturtag. Mit dem Nachweis der Vitaitét bzw. der ginstigen
Kulturbedingungen ist eine grundlegende Voraussetzung fur die im selben Zeitraum

durchgefuihrten Untersuchungen zur Zytokinexpression unter Hormonstimul ation gegeben.
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3.2.4. Dezidudisierung der Stromazellen

Prolaktin- und IGFBP-1-Sezernierung

bei Stromazellen
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Anzahl der Passagen vor der Dezidualisierung

Ein sensitiver Parameter fUr die Fahigkeit der Stromazellen, unter gleichzeitiger Estradiol-
und Progesterongabe zu dezidudisieren, sind die sezernierten Mengen an Prolaktin und dem
Wachstumsfaktor 1GFBP-1, welche nach 8- bzw. 20-t&giger Hormonstimulation in den
Uberstanden gemessen wurden. Die Durchschnittswerte der Kulturen von drei verschiedenen
Gewebeproben wurden in obigem Diagramm dargestel|t.

Zusammenfassung: Stromazellen verlieren nach mehrfacher Passage die Fahigkeit, infolge
der simultanen Gabe von Estradiol und Progesteron zu deziduaisieren. Bereits nach
dreimaliger Passage sind nur noch minimae Mengen an Prolaktin und 1GFBP-1
nachzuweisen. Deren Produktion und Sezernierung ist offensichtlich nicht nur ein Effekt der
Hormonstimulation, sondern von der Anwesenheit weiterer Faktoren abhangig. Einerseits
konnte die mit der Herstellung einer Reinkultur einhergehende Elimination der Fremdzellen
dafur verantwortlich sein. Durch den Wegfal von Interleukinen, Zytokinen und Zell-Zell-
Interaktionen zwischen Stroma, Leukozyten und Epithelzellen fehlen mdglicherweise
entscheidende Stimuli zur Differenzierung. Auch die Vorgehensweise selbst, d.h. die
wiederholte enzymatische Behandlung mit Trypsin, konnte die Stromazellen beeintréchtigen
mit der Konsequenz, dass nur basale Funktionen aufrechterhaten werden, die eine
Umwandlung zur Deziduazelle nicht miteinschlief3en. Eine hdhere Anzahl (>3) an Passagen
mit dem Ziel einer stromalen Reinkultur ist nach den vorliegenden Ergebnissen abzulehnen,
weil dadurch eine spezifische Leistung dieses Zelltyps supprimiert wird.
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3.2.5. Proliferationsdynamik endometrialer Zellen nach Hormonstimulation

Fur die Ermittlung der Daten wurde wie unter 3.2.3.2 vorgegangen, so dass es sich bei jeder
Form der Hormonstimulation um Durchschnittswerte handelt. Die Ergebnisse der nicht
hormonell stimulierten Kulturansdtze dienten as Referenzwerte und wurden mit 100%

gleichgesetzt.

Thymidininkorporation bei Epithelzellen nach
Steroidstimulation
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Steroidstimulation
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Die grofte Abweichung vom Bezugswert betrug 20% und lag sowohl bei der Stimulation mit
Estradiol a's auch mit Progesteron vor. Unterschiede diesen Ausmal3es fanden sich auch beim
Vergleich von Kulturansétzen derselben Gewebeproben, bei denen ohne eine vorherige
Hormongabe die Thymidininkorporation durchgefiihrt wurde. Somit scheinen weder durch
Progesteron noch durch Estradiol Proliferationsanderungen induziert zu werden, die stérker
sind als die im Rahmen anderer V ersuche beobachteten Wachstumsunterschiede.

Zusammenfassung: Die Steroidstimulation des Endometrium scheint auf die weitere
Zellproliferation in unserem Kulturmodell keinen Einfluss zu haben, der durch den
Thymidineinbau messbar wére. Unterschiede in der endometrialen Zytokinsekretion nach
Steroidgabe sind somit Folge einer hormonell bedingten Differenzierung und nicht einer
Zunahme der Zellzahl im Kulturansatz.
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3.3. Einflisse der Steroidstimulation auf die endometriae Zytokinsekretion

3.3.1. LIF (Leukemiainhibitory factor)

T
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Die hochsten Konzentrationen dieses Zytokins wurden in den Kulturliberstanden der
ausschliefdich mit Estradiol stimulierten Epithelzellen gefunden. Die L1F-Sekretion betrug bei
Stimulation mit Estradiol in physiologischer (10°M) und 10-fach héherer (10°®) Dosierung
etwa das 1.5fache des bei den nicht stimulierten Kontrollkulturen ermittelten
Durchschnittswerts (Referenzwert). Bei adlen anderen Formen der Steroidstimulation, denen
die Behandlung mit Progesteron gemeinsam war, lagen die L1 F-Konzentration zwischen dem
0.8- und 0.9- fachen des Referenzwertes. In den Uberstanden von Stromazel Ikulturen war LIF
nicht nachwei sbar.

Zusammenfassung: Die Anayse der LIF-Konzentration im Medium von hormonell
stimulierten Epithelzellkulturen liefert Ergebnisse, wie sie nach Kenntnis der zum
Ostrogenprofil fast paralele verlaufenden uterinen LIF-Sekretion zu erwarten waren: es
besteht eine deutliche Abhéngigkeit von Estradiol, wdhrend Progesteron ohne Effekt bleibt
und dartber hinaus die Estradiol-induzierte LIF-Sekretion zu inhibieren scheint.
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3.3.2. IL-6 (Interleukin-6)
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Jede Form der Hormonstimul ation scheint die epitheliae I L-6-Sekretion zu stimulieren. Etwa
die 1.5-fache Zytokinmenge wurden nach der Gabe von E; unabhédngig von dessen
Konzentration gemessen. Durch Progesteron in niedriger (10°M) und hoher (10°M)
Dosierung konnten annghernd gleich hohe Zytokinkonzentrationen wie bei der Stimulation
mit Estradiol erzielt werden. Als besonders effektiv erwies sich die kombinierte Gabe beider
Steroide, die niedrigdosiert etwa die 1.7-fache und hochdosiert fast die doppelte (1.9-fache)
Zytokinsekretion der Kontrollkultur bewirkten. Maximawerte von ca. dem 1.75-fachen des
Referenzwertes wurden in den Uberstanden von Stromazellkulturen gemessen, die mit
Estradiol oder Progesteron in physiologischer Konzentration stimuliert wurden. Bei hoher
Dosierung liefd sich kein signifikanter Unterschied zu nicht stimulierten Zellkulturen
feststellen. Die kombinierte Steroidgabe fuhrte unabhangig von der Dosierung zu IL-6-
Konzentrationen zwischen 40% und 85%, aso deutlich unterhalb des Referenzwertes.
Statistische Grundlage bei der Auswerung dieser Untersuchung war der Wilcoxon signed-
rank test (p<0.05).

Zusammenfasssung: Die maximale |L-6-Sekretion beim Epithel zellkulturen wird durch die
gleichzeitige Stimulation mit beiden Steroidhormonen in hoher Dosierung ausgelost.
Demzufolge scheint der starke Anstieg von IL-6 in Uterussekreten aus der mittleren und
spaten Sekretionsphase entscheidend von den Epithelzellen getragen zu werden, da die
kombinierte Steroidgabe die stromae IL-6-Sezernierung vermutlich inhibiert und hochste

Zytokinmengen durch singul &re Hormonstimulation erzielt wurden.
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3.4. Immunhistochemische Charakterisierung der Zellkulturen

34.1. [-Integrin

Farbungsintensitat von Rs-Integrin
in endometrialen Epithelzellen
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Alle Kryostatschnitte aus der Proliferations- und der mittleren Sekretionsphase zeigten eine
schwache Farbungsintensitét. In der mittleren Sekretionsphase lag der Anteil der mittelstark
und stark gefarbten Proben bei 20%. Letzterer verdreifachte sich in der spéen

Sekretionsphase, wahrend die Proportion derer mit moderater Intensitét konstant blieb.

Farbungsintensitat von Rs-Integrin
in endometrialen Stromazellen
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Das endometriale Stroma zeigte ein gegenlaufiges Verhalten im Vergleich zum Epithel:
Kryostatschnitte aus der Proliferationsphase sind nur stark und mittelstark geféarbt (Verhdtnis
1:4). In der zweiten Zyklushélfte finden sich keine starken Férbungen mehr, hinzu kommen
jedoch schwache Féarbungen mit einem Anteil von 45-50%.
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3.4.2. ay-Integrin

Farbungsintensitat von alphay-Integrin
in endometrialen Epithelzellen
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Bel den Epithelzellen konnte aufgrund der immunhistochemischen Untersuchungen keine
Zyklusabhangigkeit der Expression des ay-Integrins festgestellt werden. Bis auf einen hohen
Anteil der stark geférbten Proben von 50% in der frihen Sekretionsphase zeigten die
Relationen der drei verschiedenen Farbungsintensitéten tber den gesamten Zyklus hinweg

keine nennenswerten Schwankungen.

Farbungsintensitat von alphay-Integrin
in endometrialen Stromazellen
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Zwar lagen bei den Stromazellen zwischen dem 19. und 28. Zyklustag zu ca 10% stark
geférbte Proben vor, doch fand sich in der mittleren Sekretionsphase gleichzeitig der hochsten
Prozentsatz schwach geférbter Kryostatschnitte. Dieser nahm in der sich anschlief3enden
letzten Phase mit 15% den kleinsten Wert an, so dass eine verstérkte Expression im |letzten
Drittel des Menstruationszyklus diskutiert werden muss.
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3.4.3. ay s-Integrin

Farbungsintensitat von alpha,5-Integrin
in endometrialen Epithelzellen
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Proliferierende und frihsekretorische Epithelzellen waren ausschliefdich schwach geféarbt. In
der mittleren Sekretionsphase fand man bei jeweils einem Viertel der Proben mittel starke und
starke Intensitdten. Deren Anteil stieg bei den Kryostatschnitte aus der spéten Sekretionsphase
auf 100% mit einem Verhdltnis von 2:1 zugunsten der mittel starken Intensitéten an.

Farbungsintensitat von alpha,5-Integrin
in endometrialen Stromazellen
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Bei den Stromazellen zeichnete sich eine umgekehrte Tendenz ab mit einem Abfall des
Anteils mittelstark geférbter Proben auf 35-45% in der mittleren und spédten Sekretionsphase.
Zugleich fanden sich in der mittleren Sekretionsphase die meisten schwachen Farbungen (55-
65%).
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34.4. LIF

Farbungsintensitat von LIF
in endometrialen Epithelzellen
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90% der Kryostatschnitte aus der Proliferationsphase waren schwach gefarbt. Dieser Anteil
sank auf 30% in der frihen Sekretionsphase, in welcher etwa die Halfte aler Proben eine
mittelstarke Intensitét zeigte. In derselben Haufigkeit fand sich diese bei Schnitten aus der
mittleren Sekretionsphase, dort erreichten auf3erdem die stark geférbten Proben mit einem
Anteil von ca. 40% ihr Maximum. Uber 60% der Gefrierschnitte aus dem letzten Viertel des
Zyklus zeigten eine schwache Farbung, die verbliebenen 40% eine maliige I ntensitét.

Farbungsintensitat von LIF
in endometrialen Stromazellen
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Auch bei den Stromazellen zeichnete sich, alerdings weniger ausgeprégt as bei den
Epithelzellen, ein Expressionsmaximum in der mittleren Sekretionsphase ab. In dieser lag der
Anteil an mal3ig gefarbten Proben bei nahezu 80%. Es fanden sich in keinem Kryostatschnitt
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345. 1L-6

Farbungsintensitat von IL-6
in endometrialen Epithelzellen
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Das proliferierende Epithel wies ausschliefdich schwache Farbungsintensitéten auf.
Frihsekretorisch lag der Anteil an mittelstarken Intensitéten bei 25%, jener der stark
geférbten Gewebeproben bei 15%. Mittsekretorisch waren 45% der Kryostatschnitte méliig
und etwa 25% stark geférbt. Letztere hatten in der spaten Sekretionsphase einen Anteil von
fast 70%, bei den restlichen 33% war die Intensitét mittelstark.

3.4.6. Osteopontin

Farbungsintensitat von Osteopontin
in endometrialen Epithelzellen
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Das proliferierende Epithel zeigte ausschliefdich schwache Férbungen, in der frihen
Sekretionsphase waren etwa 17% der Proben maliig geférbt. Dieser Anteil vervierfachte sich
mittsekretorisch, bei 10% der Gefrierschnitte fand sich eine starke Intensitét. Letztere lief3
sich in der spdten Sekretionsphase bei 25% der Proben nachweisen, wéhrend méfige

Farbungen bel etwa einem Drittel zu finden waren.
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4. Diskussion

4.1. Aspekte der ungewollten Kinderl osigkeit

Bei dem Problem des unerflllten Kinderwunsches spielt sicher die Verschiebung der
Familienplanung in einen spéteren Lebensabschnitt der Frau eine grof3e Rolle. Bei der
Ursachenfindung  hinsichtlich  demographischer ~ Entwicklungen  missen  auch
antikonzeptionell wirksame Umwelteinflisse der modernen Lebensweise berticksichtigt
werden (Krebs, 1991). Interessant ist das Ergebnis einer danischen Studie, der zufolge in den
vergangenen 50 Jahren die durchschnittliche Spermiendichte im Ejakulat um 50% abnahm
(Carlson et d., 1992). Man spricht von Sterilitét, wenn die Konzeption ausbleibt. Bei jeweils
einem Drittel der ungewollt kinderlosen Paare wird die Ursache bei einem oder beiden
Partnern gleichzeitig gefunden (Lilford und Daton, 1987). In den verbleibenden 10% der
Féle kann sie nicht erkléart werden.

In Abhéngigkeit von der zugrundeliegenden Ursache erhdhen verschiedene Methoden der
Reproduktionsmedizin die Wahrscheinlichkeit eines Schwangerschaftseintrittes. Die
Indikation fir das jeweilige Verfahren ist sehr sorgféltig zu stellen, da diese nicht nur kosten-
und zeitaufwendig sind, sondern auch eine psychische Belastung des Paares mit sich bringen.
Fuhrt die Konzeption nicht zur Geburt eines lebensféhigen Kindes, findet der Begriff
Infertilitdt seine Anwendung. Frihaborte ereignen sich definitionsgemé&l3 vor der 16. SSW und
haben héaufig eine genetische oder immunol ogische Ursache: 50% aller Spontanaborte weisen
chromosomale Aberrationen des Embryos auf (Lomax et &a., 2000). Storungen im
mutterlichen Reproduktionstrakt, die zur zunehmenden Unterversorgung des Embryos fuhren,
sind beispielsweise Uterusmalformationen, Zervixinsuffizienz oder Myome. Da die klinische
Manifestation der Spontanaborte vom Schwangerschaftsalter abhangt, werden bezogen auf
die Zahl der Geburten nur 15-20% der Aborte bemerkt.

4.2. Rezidivierende Frihaborte und I mplantati onsversagen

Bei der Anwendung extrakorporaer Befruchtungstechniken wird der Transport durch den
Eileiter ~umgangen. Obwohl  dadurch  potentielle  tubare  Storfaktoren  der
Préimplantationsphase vermieden werden, liegt die durchschnittliche Schwangerschaftsrate
pro Embryonentransfer bei 30% und entspricht der Wahrscheinlichkeit von 25-30% pro
Zyklus, auf nattrlichem Weg schwanger zu werden. Es wird daher angenommen, dass
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erfolglose Sterilitdtsbehandlungen tberwiegend auf pathologische Vorgange im Cavum uteri
wahrend der Préimplantationsphase zurtickzufihren sind. Vermutlich ist eine Dysregulation
der endometriden Integrin- und Zytokinexpression die Ursache fir ein rezidivierendes
I mplantationsversagen.

Eine erfolgreiche Implantation ist mit dem empfanglichen Zustand des Endometriums aleine
noch nicht gewdhrleistet. Wenn von beiden Individuen ausgehende und sich gegenseitig
bedingende V organge ausbleiben, werden spétestens zum Zeitpunkt der Nidation die Folgen
fur den Embryo manifest und es kommt zum Abort. Einiges deutet darauf hin, dass in diesem
Zusammenhang endokrinologische und immunologische Faktoren eine bedeutende Rolle
spielen. Antiphospholipid- und andere Autoantikdrper aus dem Serum von Frauen mit RSA
(rezidivierenden Spontanaborten) hemmen in vitro die Adhdsion von Trophoblasten an
Endothelzellen (Bulla et d., 1999). Das in immunologische Prozesse as Adhésionsmol ekl
involvierte SICAM-1 wird von endometriden Stromazellen hormonabhangig exprimiert.
Dessen l6dliche Form zeigt bei RSA-Patientinnen in der Luteaphase gegenlber dem
Normalkollektiv eine reduzierte Expression (Gafurri et a., 2000).

Die Aufkl&rung des postulierten |mplantationsversagens bei wiederholten Frihaborten wurde
zu einem Schwerpunkt der aktuellen Forschungsbemihungen - eventuell liegt in diesem

Bereich auch Potentia fur eine nebenwirkungsarme M ethode der Antikonzeption.

4.3. DasModell fur die Implantation der menschlichen Blastozyste

Anhand von Anaogien zum Tiermodell konnten zahlreiche Rickschlisse auf die
I mplantation der humanen Blastozyste gezogen werden. Es wurde die Beteiligung zahlreicher
Zytokine, Integrine und Wachstumsfaktoren, die bereits aus der Immunabwehr und der
Tumorbiologie bekannt sind, nachgewiesen. In Gegensatz zu diesen sich
verselbststdndigenden Prozessen unterliegt die Expression bei der Implantation sorgféltig
abgestimmten zellul&ren und molekularen Regulationsmechanismen. Auch wenn in ihrer
Komplexitét noch nicht vollsténdig verstanden, bleiben folgende Aspekte der |mplantation bei
Saugetier und Mensch unumstritten: die uterine Empfanglichkeit, das maternale Erkennen und
Tolerieren der Schwangerschaft sowie die Invasivité des Keimes (Denker, 1993).

Wahrend des Transportes durch die Tube und der Interaktion mit deren Mukosa findet die
Entwicklung der Zygote zur Morula statt. Unmittelbar nach deren Eintritt in die Uterushohle,
also 72-96 h nach der Konzeption, beginnt der embryo-maternale Dia og.
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Ein Kennzeichen dieser ersten Phase ist der Verlust der Zona pellucida am 5. Gestationstag
und die Fusion der &uReren trophoblastaren Zellschicht zu  mehrkernigen
Synzytotrophoblasten. Im weiteren Verlauf formiert sich die Blastozystenhohle.

Bei der Apposition ndhert sich der embryonale Pol der Blastozyste (Lindenberg et a., 1986)
so nahe an das endometria e Oberfl&chenepithel an, dass zwischen Plasmamembranen beider
Individuen ein Spat von etwa 20 nm verbleibt. Durch diese N&he erreichen embryonae
Signde das endometriade Epithel und induzieren dort die Expression von |dslichen und
membranstdndigen Faktoren, welche die Adhdsion der Blastozyste fordern. Bel diesem
Attachment findet Uber Oberfl&chenproteine von Trophoblasten und apikalem endometrialen
Epithel erstmas eine direkte Zell-Zell-Interaktion zwischen beiden Individuen statt. Ein
submembrantses Netzwerk aus intermedi&ren Filamenten im uterinen Epithel stabilisiert
diese Verbindung (Denker, 1993). Apposition und Adhasion as Teilprozesse der zweiten
Phase der Implantation finden beim Menschen wahrscheinlich am 5.-6. postovul atorischen
Tag statt (Enders, 1991; Psychoyos, 1993).

Man kennt speziesabhangig unterschiedliche Formen der Penetration, die innerhalb der
néchsten 24h erfolgt und beim Menschen das invasiv bezeichnet wird (Enders, 1991). Die
Interposition trophoblastérer Fortséize zwischen die Epithelzellen fihrt dazu, dass
Verbindungen zwischen benachbarten Epithelzellen durch sogenannte ,, junctions* zwischen
Epithel- und Trophoblastenmembranen ersetzt werden. Dadurch wird die Penetration der
Basamembranen unter das Oberfl&chenepithel und das Eindringen in das endometriae
Stroma moglich (Denker, 1977 und 1993). Invasive Zytotrophoblasten interagieren mit
Makromolekllen der extrazelluldren Matrix wie Lamentin oder Fibronektin. AufRerdem
sezernieren sie Enzyme, die Matrixbestandteile auflosen und dadurch am zyklusabhangigen
Gewebuntergang und Remodelling teilnehmen wie Proteasen (Graham et a., 1993) und
M etalloproteinasen (Bischof et ., 2001).

Die Bildung der Plazenta beginnt 7-13 Tage nach der Owvulation mit der Arrosion
endometriaer Gefél3e durch synzytotrophoblastére Anteile des Keimes, dessen Lakunen von
maternalem Blut umspilt werden. Aus Primérzotten entstehen zwischen dem 13. und 15.
Gestationstag verzweigte Sekundérzotten und mit der Formation vaskularisierter Tertiarzotten
ist die letzte Phase der | mplantation abgeschl ossen (Tabibzadeh und Babaknia, 1995a).
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4.4. Ursachenforschung auf zellul&rer und molekul arbiol ogischer Ebene

44.1. Die zyklusabhangige endometridle Differenzierung as Basis fir die uterine
Empfanglichkeit

Die Steroidhormone Estradiol und Progesteron koordinieren unter Vermittlung von
Wachstumsfaktoren (Strowitzki et a., 1991; Cullingford und Pollard, 1994) die endometride
Expression von Proteinen, Adhasionsmolekilen (Tabibzadeh, 1992; Denker, 1993; Lessey et
al., 1992 und 1994;) und Zytokinen (Pariaund Dey, 1990; Bhatt et d., 1991; De et d., 1993).
Daraus resultiert die Umwandlung in ein adhésives und somit rezeptives Oberfl&chenepithel
(Psychoyos, 1976; Beier, 1982) am 5. bzw. 6. postovulatorischen Tag. Dies bezeichnet
Denker as zellbiologisches Paradoxon, da apikale Plasmamembranen von Epithelzellen
normalerweise nicht adhésiv sind (Simons und Fuller, 1985; Glasser et d., 1991). Bei Ratten
wird das durch Progesteron geprimte neutrale Endometrium durch Ostrogengabe zunéchst
empfanglich und innerhalb der folgenden 36h refraktér (Psychoyos, 1973b und 1993). Erst
nach mindestens zweitégigem Progesteronentzug wird der empfangliche Zustand erneut
erreicht. Auch beim Menschen wird eine sich an das” Implantation window” zwischen dem 5.
und 7. postovulatorischen Tag anschlief3ende, refraktére Phase vermutet (Psychoyos, 1993).
Das "transfer window” im Rahmen extrakorporaer Befruchtungsverfahren variiert in
Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium der Embryonen und der Hormontherapie (Garcia et
a., 1984; Martel et d., 1987).

Verschiedene strukturelle und biochemische Differenzierungsmerkmae des Epithels der
mittleren Sekretionsphase sind von der Anwesenheit eines Keimes unabhéngig und stellen die
primére Voraussetzung fur dessen erfolgreiche Einnistung dar: Im Rahmen der 1950 von
Noyesetablierten Datierung endometria er Biopsien anhand histologischer Kriterien wird eine
typische zyklus- und steroidhormonabhangige Morphologie beschrieben, zu der auch die
Odemattse Verdnderung des Stromas um den 21. Zyklustag als Zeichen einer prédezidualen
Umwandlung gehort. Mit dem Verlust der Mikrovilli geht die Ausbildung apikaler
Protrusionen des luminalen Epithels um den 20. Zyklustag (Martel et a., 1991; Psychoyos,
1993) einher. Die Formation dieser ds Pinopodien bezeichneten Strukturen korreliert mit dem
Anstieg des Serumprogesteron sowie der verminderten epitheliden Expression von
Progesteron-Rezeptoren (Stavreus-Evers et a., 2001). Pinopodien stellen geeignete Marker
fur die uterine Rezeptivitéat dar (Nikas und Psychoyos, 1974).

Verschiedenen intermediaren Filamentproteinen wird eine Bedeutung bei der Implantation
zugeschrieben: Uber subepitheliale Anhaufungen von Vimentin (Hochfeld et al., 1990)
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kommt es zum Remodelling der Basallamina (Marx et. a, 1990). CK 13, ein Typ |
Zytokeratin, l&sst sich im luminalen Epithel der Sekretionsphase nachweisen (Olson et d.,
2002). Daneben wurden die Aufhebung der Zellpolarisation sowie Verénderungen im
junktionalen Komplex beobachtet (Winterhager und Kiihnel, 1982). Bei Kaninchen kommt es
wéahrend des ” window of implantation” zum Verlust an negativ geladenen Molekilen der
apikalen Zellmembran (Lampelo et d., 1985; Winterhager et a., 1994). Damit einher geht die
Abnahme der Glykokalix (Anderson und Hoffmann, 1984; Anderson et a., 1986), ein von
zellwandstandigen Glykoproteinen gebildeter Bestandteil der apikalen Plasmamembran.
Muzine sind hochmolekulare Glykoproteine, die mit sekretorischen Epithelzellen in
zahlreichen Geweben assoziiert sind und die Zelloberfl&che gegen externe Noxen schitzen.
MUC-1 ist ein sekretorisches Produkt in den Drisenlumina des uterinen Epithels und spielt
eine wichtige Rolle in der Phase des Attachments (Aplin et a., 2001). Seine Expression ist 6-
7 Tage nach dem LH-Peak maximal (Hey et al., 1994). Zwar fuhrt die stark glykosilierte
Form zu einer groRen Ausdehnung und in der Folge zur sterischen Verhinderung
rezeptorvermittelter Zell-Zell-Adh&sionen. Wahrscheinlich weist das Molekil jedoch
spezifische Erkennungsstrukturen fir das initiale Attachment der Blastozyste auf oder bildet
dabei eine Brucke (Aplin et d., 1994) - im Gegensatz zu direkter Bindung tber Integrine.
Auch die endozervikde Muzin-Expression ist zyklusabhdngig: sie falt mit steigendem
Serumprogesteronspiegel rapide ab. Die mRNA des quantitativ dominierenden Muzin 5B
zeigt einen préovulatorischen Peak, hochste Mengen des Proteins fand man mittzyklisch
(Gipson, 2001). Endometriales Epithel exprimiert auch Uteroglobin hormonabhangig und
sezerniert das Protein infolge der Progesteronwirkung apikalwérts (Beier und Mootz, 1979;
Beier, 2000). Das Glukose-Transporter-Protein Glut-1 ist ebenfals ein potentieller Marker der
endometrialen Differenzierung, da die Expression der mRNA in der spéten Sekretionsphase
ansteigt und maximale Mengen in Deziduazellen nachgewiesen wurden (Strowitzki et a.,
2001). Die hormonabhangige Proteinsynthese andert auch die epitheliale Enzymexpression
(Classen-Linke et da., 1987). Fruh- und mittsekretorisch werden Metalloproteinasen
steroidhormonvermittelt downreguliert, um die endometriae Integritét wahrend der Invasion
und den Aufbau einer hdmochoria en Plazenta zu gewéhrleisten (Osteen et a., 2002).

Die steroidhormonabhéangige Expression der HOXA-10 mRNA nimmt mitt- und
spatsekretorisch zu und ist bel Frauen mit unerklarter Infertilitét vermindert, so dass eine
wichtige Funktion des Genproduktes bei der Implantation und der endometriaen
Deziduadisierung angenommen wird (Maet d., 1998; Li et al., 2002).

Schliefdich werden im Endometrium zyklusabhangig |eukozytéare Subpopulationen rekrutiert
(Blumer et d., 1991), die eine ddemattse Veranderung des Endometriums wahrend des
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» window of implantation* hervorrufen: Mediatoren wie NO und vermutlich von Mastzellen
sezerniertes IL-8 bewirken die Migration von neutrophilen Granulozyten und deren
Freisetzung von Elastase im Stroma. Durch den Kollagenabbau entstehen Spalten, in welchen
Hya uronséure Wasser intermolekular bindet (Okadaet a., 2001).

4.4.2. Gestationsspezifische Veranderungen des Endometriums

Bereits kurz nach der Konzeption exprimiert die Zygote Polypeptide, die der Erkennung der
Schwangerschaft durch den mutterlichen Organismus dienen. Dieser reagiert auf die
trophoblastéare Signalgebung mit endokrinologischen und immunol ogischen Verénderungen
(Psychoyos 1973b, 1993), so dass bereits in der Préamplantationsphase eine Kommunikation
zwischen beiden Individuen stattfindet. Deziduae und trophoblastére Genprodukte sind
wahrscheinlich durch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren auto- und parakrine
Regulatoren der trophoblastéren Invasion (Bischof et al., 2001). Den Inhibinen und Aktivinen
wird eine bedeutende Rolle bei der parakrinen Regulation der endometriden Rezeptivitét,
Dezidudisation und Implantation zugeschrieben (Jones et a., 2002). Daflr spricht die bei
Méausen nachgewiesene Induktion des epidermaen Wachstumsfaktor HB-EGF im luminaen
Epithel vor der Adhdsion (Das et a., 1994). Die Etablierung eines komplizierten
Kommunikationsnetzwerkes aus  Steroidhormonen,  Integrinen,  Zytokinen  und
Wachstumsfaktoren, einschliefdich deren Rezeptoren resultiert in der Aufhebung der
Barrierefunktion des luminden Epithels gegeniber dem invasiven Trophoblasten. Die
phanotypischen V erénderungen des Endometrium erinnern an die Transformation von Epithel
zu M esenchym wahrend der Embryonal phase.

Der Verlust der Membranpolaritét ist ein Effekt extrazelluldrer Signale, welche Bindungen
Uber Zelladhasionsmolekile und Junktionsformationen initiieren und so zur Reorganisation
mit dem Ziel der Stabilisierung des Zytoskelettes fihren. Zugleich kommt es zur
Repositionierung von Zellorganellen und zum Aufbau neuer Austauschmuster der
Plasmamembrandoménen. Dies geht nur dann mit einer verstdrkten Adhasivitét des
Trophoblasten einher, wenn epithelspezifische Adhasionsmolekile nicht mehr polar
angeordnet, sondern entlang der Plasmamembran gleichmaliig verteilt sind (Thie et a., 1995).
Der embryo-maternale Dialog Uberdauert Attachment und Invasion in der mittleren
Sekretionsphase und der Fokus der Differenzierung wandert vom sekretorischen Epithel zu
den Stromazellen und deren Dezidudisierung. Unter dem Einfluss des trophoblastéren

Hormons HCG wird die Funktion des Corpus luteum und somit die ovarielle
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Hormonproduktion aufrechterhalten, was die Absto3ung der Schleimhaut in Form einer
M enstruati onsbl utung verhindert.

Bei Wiederkduern wurde nachgewiesen, dass das trophoblastére Interferon-t die
Prostaglandin Fo5-Expression negativ reguliert. PGF-2a 16st beim Ausbleiben einer
Konzeption eine Regression des Corpus luteum aus und soll auf3erdem auch die Expression
nicht Schwangerschaft-assoziierter Gene inhibieren (Godkin et a., 1996). Auch menschliche
Trophoblasten produzieren Interferone (Whaley et a., 1994) und eine Beteiligung a's second
messengers bei der Aufrechterhaltung des Corpus luteum neben der direkten Wirkung des 13-
HCG ist ebenso denkbar wie Modulationen im maternalen Arachnoidonséuremetabolismus
wahrend der Pra mplantationsphase (Hunt und Roby, 1994).

Leptin ist ein Peptidmolekil, das die Trophoblasteninvasion reguliert und auch an der
plazentaren Entwicklung und dem fetalen Wachstum beteiligt zu sein scheint (Gonzalez et dl.,
2000), indem es durch die Modulation der Expression von Metalloproteinasen auto- und
parakrine Effekte erzielt (Castellucci et d., 2000). Im uterinen Sekret gravider Mause sind die
Leptinlevel deutlich erhdht gegentiber dem nichtgraviden Zustand. In vitro Leptin stimuliert
dosi sabhangig die trophobl astére HCG-Sekretion (Chardonnes et al., 1999) und unterstiitzt die
Zellteilung und die Entwicklung von Blastozysten (Kawamuraet a., 2002).

Nach der erfolgreichen Invasion steht die lokale Nahrstoffversorgung im Vordergrund und
das Endometrium sdmtlicher Spezies reagiert - ebenfalls durch unterschiedliche Mediatoren -
auf die Anwesenheit der Blastozyste mit einer erhohten Permeabilitdt der subepitheliaen
Gefél3e in der Umgebung (Psychoyos, 1973b und 1993). Bei Ratten triggern trophoblastére
Signale die Expression eines Fibroblasten-stimulierenden Wachstumsfaktors in dezidualen
Zellen, die in protektiver Funktion die implantierte Frucht umgeben (Carlone und Rider,
1993). Diese stromale Proliferation as Teil des uterinen Remodellings kann durch
Antagonisierung des Progesteron-Rezeptors aufgehoben werden (Rider und Psychoyos,
1994).
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4.4.3. Die Bedeutung der Integrin-Expression .....

Die ds Integrine bezeichneten Adhadsionsmolekile beteiligen sich an Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Interaktionen, wodurch sie zur Migration und dem Aufbau des Zytoskeletts
(Huttenlocher et al., 1996) sowie der bidirektionalen Signal Ubertragung beitragen. Neben der
Involvierung in neoplastische oder Wundheilungprozesse spielen sie eine wichtige Rolle bei
der Fortpflanzung: bereits die Fertilisation erfolgt Uber das agbi-Integrin der Eizelle
(Klentzeris et a., 1995; Sueoka et al., 1997). Integrine sind transmembranare Glykoproteine
und bestehen aus jeweils zwei Untereinheiten der Gruppe a (120-180kDa) und b (90-
110kDa), deren Doméne mit dem N-terminaden Ende as Rezeptor fir Komponenten der
extrazellularen Matrix, Signaproteine oder andere Adhésionsmolekile dient (Hynes, 1987,
Ruoshlahti und Pierschbacher, 1987; Ruoshlahti 1991). Die b-Untereinheiten dieser
Heterodimere enthaten Zysteine, die extensive intrazellulére Disulfidsbriicken bilden und fir
die Stabilitét der Ligandenbindung sorgen. Durch die Interaktion zytoplasmatischer
Proteinanteile mit Aktinfilamenten des Zytoskelettes (Van Kuppevelt et a., 1989; Hemler,
1990) initiieren sie den Wechsel zwischen Migration und stationdrem Zustand. Stérker as die
b-Untereinheiten spielen die a-Untereinheiten bei der Signaltransduktion eine Rolle (Chan et
a., 1992). Ihr zytoplasmatischer Anteil weist typischerweise drei bis vier Wiederholungen
einer divaenten Kationen-bindenden Sequenz auf, Uber welche die Bevorzugung der
Liganden und die Dauer der Konformationsanderung reguliert werden. Durch die
eingeschrénkte Kombinationsmdglichkeit der Untereinheiten ist die Expression spezifischer,
intakter Integrine und somit die Zellmorphologie sorgféltig kontrolliert, wobei verschiedene
Stressoren diese baancierte Komposition schnell &ndern konnen. Die Bevorzugung
bestimmter Liganden hangt vom Zelltyp (Elices und Hemler, 1989; Elices et d., 1991) und
der Zusammensetzung der Zellmembran ab (Conforti et a., 1994). Erst die Interaktion mit
dem Integrin andert die Tertidr- oder Quartarstruktur des Liganden und fuhrt zur Exposition
der vorher verborgenen Priméar- oder Erkennungssequenz. Uber jeweils drei Kontaktpunkte in
den bindenden Domé&nen von Ligand und Integrin wird die Aktivierung des letzteren erreicht
(Haas und Plow, 1994). Dies geht mit einer zytoskelettalen Reorganisation im Sinne einer
Fokussierung von Integrinen an den Stellen mit maximalem Kontakt zur extrazelluléren
Matrix einher. Die Bindungsaffinitét beruht weniger auf der Anzahl der Rezeptoren sondern
auf einer von zellspezifischen Determinanten und deren Konzentration abhangigen
Konformationsanderung der ligandenbindenden Doméne (Stuiver und O Toole, 1995). Eine
Modulation der Affinitét ist durch proteolytische Anteile beider Bindungspartner, divaente

Kationen und Lipide sowie die dynamische Signaltransduktion méglich. Regulatorische
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Kofaktoren mit Repressor- oder Aktivator- Funktion interagieren mit spezifischen
zytoplasmatischen I ntegrin-Sequenzen, deren Varianten aus aternativem Splicing resultieren
(Van Kuppevelt et d., 1989).

Zum Grofldeil werden endometride Integrine konstitutiv exprimiert, teilweise jedoch
zyklusabhangig, wodurch sie sich als Marker fir die uterine Rezeptivitét eignen (Grosskinsky
et a., 1996, Lessey et d., 1996). Wahrend des ” Implantation window” ist die Verteilung der
Integrine auf der apolaren Plasmamembran gleichmaliiger, was eine Folge der veranderten
Komplexbildung zwischen zytoplasmatischen und zytoskelettalen Proteinen ist. Ein weiterer
wichtiger Aspekt der embryo-maternalen Kommunikation ist die Interaktion zwischen Epithel
und Stroma tber Integrine (Tabibzadeh, 1992; Lessey et d., 1996). Das endometriale Epithel
exprimiert Gberwiegend jene Integrine, die Bestandteile der Basalmembran wie Laminin oder
Kollagen binden. Glanduldre, vor alem aber luminae Zellen weisen wahrend des
I mplantationsfensters eine spezifische Up- bzw. Downregulation der Integrinexpression auf
(Lessey et d., 1996). Diese verdndert sich mit dem Steroidhormonspiegel Uber noch
unbekannte Mediatoren. Durch die kombinierte Gabe von Ostrogen und Progesteron
dezidudisiert Stroma und exprimiert die Integrine asbi, agbi, aws und asbi;. Die
Zusammensetzung der extrazellul&ren Matrix des deziduaisierten Stromas nimmt in der
Fruhschwangerschaft ein epitheliaes Muster an. Bei einer intakten Intrauteringraviditét weist
das endometridle Stroma insgesamt hohere Integrin-Level auf as bei einer ektopen
Schwangerschaft. Dies spricht fur die Induktion der dezidualen Integrinexpression durch
direkte, trophoblastére Signae. Proliferierendes Stroma exprimiert die Untereinheiten ai, as,
as und ag sowie bz und by, letzteres ausschliefdich in den Zellkernen.

Ein Beispiel fur eine von der Zyklusphase abhangige Lokalisation endometriaer Integrine ist
asbi, ein Fibronektin-bindendes Integrin. Es erscheint zu Beginn der frihen Sekretionsphase
bis zum Ende des 3-4-t&gigen Implantationsfensters im glanduléren Epithel (Tabibzadeh,
1992). Aulerhab dieser kurzen Zeitspanne ist die Verteilung der as-Untereinheit limitiert und
man findet diese hauptséchlich auf vaskul&rem mesenchymalem Gewebe (Bridges et d.,
1994). Ein Zusammenhang zwischen Infertilitét und einem Mangel an diesem Integrin liegt
nahe (Klentzeris et a., 1993). In der mittleren Sekretionsphase wird auf3erdem der Kollagen-
/Laminin-Rezeptors a;b; exprimiert, alerdings nur auf glanduldren Epithelzellen. Wéhrend
der frihen Gestation ist die stromae Expression stérker as im nichtgraviden Zustand.
Moglicherweise tragt dessen Interaktion mit dem Kollagen perizellulérer Basalmembranen
des dezidudisierten Stromas zur strukturellen Unterstiitzung bel der Adhésion bei. Eine
defekte aibi-Synthese findet sich bel der Préeklampsie (Lessey et d., 1992). Die

Koexpression von asbi-Integrin ist spezifisch fir invasive trophoblastére Zellen.
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Integrine der bj-Klasse dienen Uberwiegend as Rezeptoren fir Bestandteile der
extrazelluaren Matrix wie Laminin (a1-3b1, asb1), Kollagen (ai-3sb1) und Fibronektin (as-sb1)
(Klentzeris et a., 1993). Von diesen zeigt aufgrund fehlender Expression in der mittleren
Sekretionsphase nur asb; eine Zyklusabhangigkeit (Van der Linden et d., 1995). Bei
alerdings fehlender Korrelation mit dem Serumhormonspiegel spielt die Regulation durch
Steroidhormone offensichtlich eine untergeordnete Rolle. Die zyklusunabhéangige,
gleichbleibende Expression von asbi-Integrin Gberwiegt lumind, jene von agbs-Integrin zeigt
keinen Unterschied zum glanduldrem Epithel. Bei der Integrin-Expression endometriaer
Stromazellen dominieren Fibronektin-Rezeptoren, wie beispielsweise das konstitutiv
vorhandene asb1-Integrin.

Das Expressionsmaximum von abz im endometriden Epithel besteht am 20. Zyklustag,
alerdings mit einer leichten luminaen Verzogerung (Tabibzadeh, 1992; Lessey et a., 1992
und 1994). Elektronenmikroskopisch gelang der Nachweis in den sekretorischen Granula mit
einer apikalwérts, aso zu den Mikrovilli hin gerichteten Motilitét. Damit gehort es zu den
wenigen Integrinen, deren zeitliche und réaumliche Expression so reguliert wird, dass eine
Teilnahme an Zell-Zell-Adhasionen zwischen Endometrium und Trophoblasten moglich ist.
Das Integrin dient auch der Substratbindung bei stationéren Zelltypen: es findet sich in vitro
an Kontaktpunkten der Stromazellen, welche die extrazellulare Matrix mit dem Zytoplasma
sowie der Kernmatrix verbinden. Anders as das asb;-Integrin persistiert aybs bis zum
Zyklusende. Ein Mangel an a\bs in der Sekretionsphase ist selbst bei erfillten histologischen
Kriterien mit Luteal phaseninsuffizienz, Endometriose und Infertilitét assoziiert (Lessey at a
1992, 1994b, 1995a, 1996, Bridges et a., 1994). Bel a,bs-Knock-out-Mausen sind Fertilitét
und Embryogenese interessanterwei se uneingeschrankt (Zheng et d., 1995). V orangegangene
immunhi stochemische Analysen ergaben eine deutliche Zunahme der glandul&ren Expression
von a\b3 wahrend des ,, window of implantation®, wobei die Farbungsintensitdten stark mit
jener von Glykokodelin korrelierten (Damario et ., 2001). Wir fanden beim proliferierenden
und frihsekretorischen Epithel ausnahmslos schwache Férbeintensitéten (Kap. 3.4.1), jenes
aus der mittleren Sekretionsphase zeigte zusétzlich, jenes aus der spdten Sekretionsphase
ausschliefdich méaiige bis starke Férbeintensitéten fur aybs. Die Resultate unserer Arbeit
sprechen somit fur eine beginnende endometriae Expression zum Zeitpunkt des embryonalen
Attachments. Das endometriale Stroma wies ein gegenteiliges Farbeverhaten auf: der Anteil
an maldig und stark geférbten Proben war am hdchsten bel Kryostatschnitten aus der
Poliferations- und frihen Sekretionsphase. In bisherigen Untersuchungen liefd sich die a-

Untereinheit im proliferierenden Epithel nicht nachweisen, sondern erst postovulatorisch
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(Lessey et d., 1992). Die Stimulation mit humanem Gonadotropin fuhrt zu einer verminderten
glandul&ren Expression der aus der a,-Untereinheit bestehenden Integrine a,f3; und af3,
beim Vitronektin-Rezeptor a3 aulRerdem im luminaen Epithel (Thomas et a., 2002). Nach
den Ergebnissen dieser Arbeit ist die endometriale a,~-Expression (Kap. 3.4.2) wahrend des
gesamten Zyklus heterogen, es fand sich allerdings beim Epithel aus der frihen
Sekretionsphase ein Maximum des Anteils an starken Féarbungsintensitéten, welche bei
endometrialem Stromaerst ab dem 22. Zyklustag beobachtet wurden.

Vorangegangene immunhistochemische Anaysen ergaben eine abrupte Zunahme der
Expression der (s-Untereinheit bei endometrialem Epithel der mittleren Sekretionsphase
(Lessey et d., 1992 und 1994). Die [-Untereinheit wurde nicht nur bei menschlichen
Embryonen (Campbell et a., 1995) und Trophoblasten (Daiter et a., 1996) sondern auch bei
Embryonen der Maus wahrend des Periimplantationsphase (Sutherland et al., 1993)
nachgewiesen. Bei Frauen mit ungeklarter Infertilitét fand man eine erniedrigte (:-Expression
im endometridlen Epithel (Lessey et d., 1995). Wir stellten fest, dass die epitheliade
Expression der -Untereinheit wahrend des Menstruationszyklus (Kap. 3.4.1) weitgehend
jener von ab3 entspricht, denn alle Proben aus der Proliferations- und friihen Sekretionsphase
farbten sich schwach, jene aus der mittleren bis spéten Sekretionsphase zusétzlich méliig bis
stark an. Endometriales Stroma zeigte ein Expressionsmaximum von (% in der
Proliferationsphase und eine kontinuierliche Abnahme bis zum Zyklusende hin (Abb. 3.7.1.2).
Die Expression des abs-Integrins stimuliert der Wachstumsfaktor EGF oder HB (heparin-
binding-) EGF - vermutlich Uber parakrine Mechanismen (Lessey, 2002). Die oben bereits
erwadhnte Abhéngigkeit der Integrinfunktion von verschiedenen Co-Faktoren &ul3ert sich im
Fdlevon a\bs in der Présenz von Liganden, die eine Sequenz aus den Aminosduren Arginin-
Glycin-Aspartat (RGD) besitzen. Osteopontin, ein saures Glykoprotein der extrazelluléren
Matrix, interagiert Uber RGD (Oldberg et al., 1986) mit Integrinen der a,-Gruppe und bindet
an die luminde Epitheloberflache. abs-exprimierende Zellen zeigen eine verstarkte
Migration zum Osteopontin-Gradienten (Liaw et a., 1995; Senger et al., 1996). Als adhasives
und chemotaktisches Molekul vermittelt Osteopontin die Zellmigration, Adh&sion und
Biomineraisation in verschiedenen anderen Geweben wie Knochen (Butler et a., 1989,
Flores et a.,1992; Zimolo et a., 1994), Nieren, Trophoblasten und Plazenta (Young et d.,
1989; Brown et a., 1992; Daiter et al., 1996; Omigbodun et a., 1997). Die Expression wird
durch Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone reguliert (Craig et a., 1991) und ist im
Endometrium differenzierungs- und gestationsabhangig (Waterhouse et al., 1992). Im
Ostrogen-geprimten endometriaden Epithel wird sie durch Progesteron direkt hochreguliert.
Beginnend in der frihen Sekretionsphase dauert die Expression vom 20. bis zum 25.
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Zyklustag fort. Die mRNA von Osteopontin findet sich in menschlichen Trophoblasten
bereits ab dem ersten Trimenon. Das Protein wird alerdings ausschliefdich von
Zytotrophoblasten exprimiert, wadhrend die Synzytotrophoblasten nur das aybs-Integrin
aufweisen (Daiter et al., 1996). Die Bindung trophoblastérer Integrine an RGD-enthatende
Liganden wird durch RGD-enthaltende Peptide blockiert (Amant et a., 1996). Osteopontin
scheint a's molekulare Briicke zwischen den endometrialen Untereinheiten b, b3z und b, und
dem Trophoblasten zu fungieren, was einerseits der embryonalen Adhésion dient (Brown et
al., 1992; Liaw et a., 1995). Andererseits unterstiitzt diese Bindung die trophoblastére
Migration und Invasion sowie die Formation der Chorionzotten und die strukturelle Integritét
der Plazenta. Die T-Zell-Aktivierung und das Anlocken von M akrophagen durch Osteopontin
sowie dessen Regulation durch Zytokine wie TGF-3, LIF und Interleukine (Guilbert et d.,
1993) weisen aufferdem auf entscheidende funktionelle Aufgaben von Osteopontin bei der
plazentaren Immunantwort und dem embryo-maternalen Dialog hin. Wir konnten erst im
mittsekretorischen Epithel eine schwache Férbeintensitét feststellen, welche ihr Maximum mit
Beginn der spaten Sekretionsphase erreichte. Es lag generell ein sehr inhomogenes
Farbeverhaten vor: im Epithel desselben Kryostatschnitten fanden sich gleichzeitig nicht und
stark geférbte Drisen, innerhalb der Drisen nicht und stark geférbte Zellen. Nebenbei fiel
eine intensivere Farbung einzelner Leukozyten im sekretorischen Epithel auf. Stroma zeigte
unabhangig von der Zyklusphase keine Reaktivitét gegentiber Osteopontin (Kap. 3.4.6).

Die Resultate unserer immunhistochemischen Reihenuntersuchungen verdeutlichten noch
einmal die bereits beschriebene zyklusabhangige Expression von abs, 3 und Osteopontin.
Aufgrund des simultanen Expressionsmaximum zum Zeitpunkt der Implantation und der
Tatsache, dass die embryo-endometriale Interaktion durch Adhasion und Migration
gekennzeichnet ist, wird eine wichtige Funktion von Osteopontin und dem (%-Integrin bei der
Implantation angenommen. Wegen ihrer stabilitétsférdernden Wirkung scheint die [%-
Untereinheit eine besonders wichtige Rolle wéhrend des Attachments zu spielen. Die
Ubereinstimmung unserer Ergebnisse mit bereits vorgehenden bestétigte aulRerdem, dass das
fur  Zellkulturen verwendete Endometrium eine zykluss und hormonabhédngige

Differenzierung aufwies.

64



4.4.4. ...und der Zytokin- Expression bei der Blastozystenimplantation

Die endometriale Expression der Zytokine as eine Art ” second messenger” wird ebenfals
sorgfétig reguliert. Entscheidend fur die Zytokinwirkung sind sowohl die Konzentration as
auch die Affinitdt zum Rezeptor. Dieser liegt in membrangebundener oder |6slicher Form vor
(Ara K-i et d., 1990) - letztere findet man vor dlem bel den in inflammatorische Prozesse
involvierten Zytokinen. Eine gesteigerte Rezeptoraffinitét kann as natirlicher Schutz vor
einer exzessiven Expression dieser Polypeptide mit konsekutiver Apoptose und Zytolyse
dienen. Die Wirkung in bereits picomolarer Dosierung verdeutlicht die Relevanz dieser
Baance. Stimulierte T-Zellen und Makrophagen, sind die wichtigsten Produzenten von
Zytokinen, welche auf die Leukozyten wiederum stimulatorisch und chemotaktisch wirken
und deren Lokalisation im Gewebe beeinflussen (Haimovici et al., 1991). Die , naturd-like
killer cells* bilden eine Population grof3er granulérer Lymphocyten, die potente Zytokine wie
TNF, IFN-gund TGF-R3 produzieren (Johnson, 1994). Im uterinen Epithel der Maus fand man
hohe Spiegel an CSF (Pollard, 1990; Robertson et a., 1992), 1L-6 (Robertson et a., 1992)
und TNF-a (Hunt, 1993). Die Expression dieser inflammatorischen Zytokine wird unter
anderem hormonabhangig reguliert. Progesteron alleine hat generell einen inhibitorischen
Effekt. Die GM-CSF-Synthese erfolgt bei Estradiol-stimulierten Epithelzellen (Robertson et
a., 1992), wahrend CSF-1 und TNF durch die Kombination von Ostradiol und Progesteron
induziert werden. Fur TNF gilt dies auch im humanen Endometrium. Dies erkl&rt, warum die
durch GM-CSF, CSF-1 und TNF chemotaktisch angelockten Makrophagen as grofite
L eukozytenpopulation im Endometrium der Maus (Hunt und Pollard, 1992) ihr Maximum 24
h nach dem Estradiol-Peak im Serum erreichen. Zytokine beeinflussen auf unterschiedliche
Weise die endometria e I ntegrinexpression. Gestationsspezifische M ediatoren wie EGF, TGF-
a und TGF-b fuhren zu einer verstérkten stromaen Expression von a;-Untereinheiten und
somit der Kollagen/Laminin-Rezeptoren (Grossinsky et a., 1996), wahrend IL-1a, IL-1b und
TNF-a die Dezidudisierung und die as-Expression supprimieren. Diese Untereinheit
stimuliert die Kollagenolyse durch extrazelluldre Glykoproteine und kennzeichnet den
invasiven Zelltyp (Bischof et al., 1995). Aufgrund dieser Erkenntnisse liegt nahe, dass
Zytokine as Mediatoren des Steroideffektes auf das endometriale I ntegrinmuster fungieren.

Die mittlere und spéte Sekretionsphase sind durch eine Zunahme an Entzindungszellen wie
Monozyten und Makrophagen charakterisiert (Kodama et da., 1998). Sie sind die
Hauptquellen von Entziindungszytokinen, welche ihre Expression gegenseitig stimulieren.

Die hohen pramenstruellen Konzentration an TNF-a, IL-1b und IL-6 h&ngen mit der
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Beteiligung dieser Zytokine an der Menstruationsblutung zusammen. Sie wurden beim
Menschen in der tubaren FlUssigkeit und im Amnion nachgewiesen (Srivastavaet a., 1996).
Bei Méausen fuhren sowohl die intrauterine Instillation als auch die durch Kopulation erhdhte
Freisetzung von GM-CSF aus Estrogen-geprimtem Uterusepithel zum Einstrom von
Makrophagen, Granulozyten und Eosinophilen in das Stroma (Robertson et a., 1992). Die
dadurch gesteigerte uterine Expression von IL-1, IL-6 und TNF-a (De et d., 1993) erreicht
ihren Peak am ersten Gestationstag und falt mit dem Rickzug der Leukozyten an die Grenze
zwischen Endometrium und Myometrium wieder ab (McMaster et a., 1992). Eine durch
Bestandteile der Seminalflissigkeit direkt initiierte postkoitale Inflammation ist auch beim
Menschen denkbar, GM-CSF wird jedoch auch von menschlichen Deziduazellen produziert
(Wegmann et al., 1998). Wahrscheinlich hat diese lokale ” post-mating” Entzindungsreaktion
einen permissiven Effekt auf die Blastozystenimplantation, solange die Expression
schwangerschaftsassoziierter Zytokine und deren Rezeptoren beim Embryo und im
Endometrium wahrend der gesamten Implantation sorgfétig reguliert bleibt. Kommt es
jedoch beispielsweise im Rahmen einer Infektion durch chemotaktisch angelockte
Makrophagen zur exzessiven Zytokinfreisetzung, ist eine unangemessene Signalwirkung die
Folge. So fuhrt CSF-1 bei M&usen bereits in kleinsten Mengen zu abortiven Ereignissen in der
Fruhschwangerschaft (Tartakovsky et a., 1991). Eine Dysbaance der Mediatoren ist ein
moglicher Grund fir eine gestorte Periimplantation (Tabibzadeh et a., 1995).

Im Rahmen von I'VF-Behandlungen wurden in dem fur Embryonen verwendeten Medium IL-
1, IL-6, TGF-3 und l6sliche TNF-Rezeptoren nachgewiesen (Austgulen et d., 1995). TGF-b
tragt Gber die Synthese und Sekretion verschiedener Komponenten der extrazellul&ren Matrix
wie Fibronektin, Osteopontin und Proteoglykane zur Gewebshomoostase bei. Die verstérkte
Expression von TGF-b in der mittleren Sekretionsphase weist auf die zusétzliche
Involvierung in die endometriale I ntegrinexpression und den I mplantati onsprozess hin.

Das von dezidudisierten Epithelzellen sezernierte CSF-1 fordert das plazentare Wachstum
(Pollard et d., 1987). In vitro fuhrt es zur Differenzierung humaner Trophoblasten und zur
Produktion von plazentarem Laktogen (Garcia-Lloret et a., 1998). Rezeptoren fur dieses
Zytokin fand man bei Embryonen vor und nach der Implantation, auf3erdem in Uterus und
Plazenta (Daiter et d., 1991). Die Fertilitdt CSF-1-defizienter Musen ist reduziert (Pollard et
a., 1991). Der Mangel kann jedoch durch andere Faktoren kompensiert werden, einer davon
ist wahrscheinlich TNF (Hunt et d., 1993). M&use ohne TGF-[31, IFN-g und deren Rezeptoren
sind fertil, vermutlich sind TGF-B und Typ-l Interferone zwar nicht essentiell fur die
Fruhschwangerschaft, schiitzen diese aber durch derartige Kompensationen.
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Bel endometriden Adenokarzinomzellen induziert IFN-g die Expresson von GBP-1
(Guanylat-bindendes Protein-1). Die mRNA-Expression beider Mediatoren nimmt in
endometriadlen Drusen der mittleren Sekretionsphase zu. Auch wenn die Ursache dieser
Genaktivierung im ,, window of implantation® noch nicht geklart ist, scheinen IFN-g und
GBP-1 geeignete Marker fir die uterine Rezeptivitéat zu sein (Kumar et a., 2001).

TNF-a ist ds Apoptose-induzierender Faktor (Tabibzadeh et d., 1994) beim Gewebeaufbau -
und Untergang beteiligt. Durch Zerstérung von Endothel zellen fihrt das Zytokin in der spéaten
Sekretionsphase zur 6demattsen Veranderung und Destruktion des endometrialen Gewebes
mit konsekutiver Menstruationsblutung (Tabibzadeh et a., 1996, von Wolff et a., 1999).
Embryonen der M aus besitzen in der Periimpl antationsphase Rezeptoren fir TNF (Pampfer et
al., 1993), dasin der Tube und in endometriaen Epithel- und Stromazellen synthetisiert wird.
Dies spricht fur ein Gber die perimenstruelle Gewebedestruktion hinausgehende Funktion.
TNF induziert die trophoblastére (Mitchell et a., 1993; Hunt, 1989) und maternal e Produktion
weiterer Zytokine wéahrend der frihen und spéten Gestation (Chen et al., 1991). Durch Anti-
TNF-Antikorper wird die Entwicklung von M&useembryonen gehemmt. Vermutlich limitiert
dieses Zytokin aulRerdem die Trophoblasteninvasion auf ein angemessenes Kompartiment
durch die Zytolyse dissemiierender Zellen (Chen et d., 1993). Im menschlichen Endometrium
bewirkt der fallende Ostrogenspiegel wahrend der spaten Sekretionsphase die Hochregulation
der TNF-a-Expression (Tabibzadeh et a, 1999). Anders as der Einfluss dieses Zytokins bei
der Menstruationsblutung ist jener bei der Implantation alerdings noch spekulativ.

Endometriales IL-1 wird von stimulierten Makrophagen (Numerof et a., 1988) und bei der
Maus auch vom Trophoblasten sezerniert. IL-1a ist in der Proliferationsphase im gesamten
epitheliadlen Zytoplasma nachweisbar, in der Sekretionsphase verstarkt lumina (Tabibzadeh
und Sun, 1992). Auch die Rezeptoren fur IL-1 wurden im luminalen Epithel nachgewiesen
(Dang und Polan, 1994). Die Korrelation der Konzentrationen von IL-b mit dem Serum-
Ostrogenspiegel und der Peak am vierten Gestationstag spricht fir eine Steroidhormon-
regulierte Expression. Da die intrauterine Injektion eines |L-1-Rezeptor-Antagonisten bei
schwangeren Méausen zum Implantationsversagen fuhrt, ist eine wichtige Funktion bei der
Implantation (Simon et a., 1998) anzunehmen. Zwar hemmt IL-1 in vitro das Attachment der
Blastozyste an Fibronektin, es fordert aber das Auswachsen trophoblastérer Zellen der bereits
adhérierenden Blastozyste (Haimovici et a., 1993). Es scheint sich hauptsachlich um die
Funktion beim Attachment, weniger bel der embryonalen Entwicklung zu handeln. Auch
beim Menschen ist eine reduzierte IL-1b-Expression im sekretorischen Endometrium mit
habituellen Frihaborten assoziiert (von Wolff et a., 2000). TGF-3, TNF und IL-1a sind
wichtige Regulatoren der trophoblastéaren Sekretion von Metalloproteinasen (Meisser et d.,
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1999). Jungste Untersuchungsergebnisse sprechen fir eine bedeutende Rolle von IL-1a, das
in-vitro gemeinsam mit Leptin zu einer Hochregulation von zytotrophoblastéren
M etall oproteinasen und der aes-Integrinuntereinheit fuhrt und somit tber parakrine Effekte die
Invasion fordert (Gonzaez et a., 2001).

LIF (Leukemia inhibitory factor) liefl3 sich beim Menschen immunhistochemisch im
glanduléren Epithel, weniger im Stroma von Gewebe aus derselben Zyklusphase nachweisen
(Charnock-Jones et a., 1994). Auf auto- bzw. parakrine Interaktionen endometrider Zellen
deutet der Nachweis von LI F-Rezeptoren im luminaen Epithel hin (Cullinan et d., 1996). Die
MRNA des Zytokins wurde bei der Maus unabhangig von der Anwesenheit eines vitaen
Embryos in hoher Konzentration im glanduléren Epithel am vierten Gestationstag gefunden.
Wahrscheinlich initiiert dieses Zytokin die Implantation (Bhatt et al., 1991). Bel Knock-out
Méausen mit fehlender uteriner LIF-Expression kommt es zum Implantationsversagen mit
Ausbleiben einer dezidualen Reaktion des Endometrium (Stewart et a., 1992; Salamonsen et
al., 2001). Stewart vermutet aufgrund der Uberwiegend glandul@ren und weniger luminalen
LIF-Expression im Epithel der Maus einen Tag vor Implantation keine direkte Rolle des
Zytokines bel dem Attachment. Die Funktion von LIF bei der Implantation scheint eher im
Sinne einer Limitierung des invasiven Prozesses zu sein. Durch die Interaktion mit seinem
Rezeptor auf humanen Zytotrophoblasten inhibiert LIF die Differenzierung zum invasiven
Synzytium (Bischof et a., 1995) und deren hCG-Produktion. LIF beeinflusst im Rahmen der
Gestation auch die embryonal e Entwicklung, indem es die Bildung des Entoderms hemmt und
die Differenzierung des Ektoderms fordert (Shen and Leder, 1992). Man kennt eine
Genmutation von LIF, welche die Fertilitét bei heterozygoten Frauen reduzieren soll (Giess et
a., 1999). Im Rahmen von Sterilitésbehandlungen wie IVF und Insemination wurde
beobachtet, dass niedrige LIF-Konzentrationen im Uterussekret am 26. Zyklustag mit einer
erhohten Implantationsrate assoziiert sind (Ledee-Bataille et a., 2002). Vorangegangene
Untersuchungen zur Zyklusabhangigkeit der LIF-Konzentration im Uterussekret mittels
ELISA ergaben relativ starke Schwankungen der Messwerte von Proben aus der
Proliferationsphase bei einem leichten préovulatorischen Anstieg. Nach der Ovulation
zeichnete sich ein nahezu linearer Anstieg der sezernierten LIF-Menge bis in die spéte
Sekretionsphase ab. Wir stellten eine Zunahme der LIF-Konzentration in den Uberstanden
von Epithelzellkulturen nach Stimulation mit Estradiol in physiologischer oder 10-fach
hoherer Dosierung fest (Kap. 3.3.1), was fur eine wesentliche regulatorische Funktion des
Steroidhormones spricht. Die Resultate aus unseren immunhistochemischen Untersuchungen
(Kap. 3.4.6) mit einem Expressionsmaximum von LIF in Epithel und Stroma der mittleren
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Sekretionsphase weisen auf eine wichtige Rolle des Zytokines zum Zeitpunkt der
I mplantation hin.

Mit dem strukturverwandten Zytokin IL-6 (Piquet-Pellorce et a., 1994) teilt LIF den ds gp
130 bezeichneten Signatransduktor. IL-6 ist ein pleiotropes und multifunktionelles Zytokin,
das sich an physiologischen (Tovey et al., 1988) und pathologischen (Sehga et a., 1989)
Prozessen beteiligt. Es wird Uberwiegend von Leukozyten (Wolvekamp et al., 1990)
freigesetzt und ist daher hauptséachlich in inflammatorische Vorgénge involviert. Aber auch
Nicht-lmmunzellen produzieren IL-6, das unter anderem wachstumshemmend auf
Stromazellen (Zarmakoupis et a., 1995) und epitheliden Neoplasien der Brust (Chen et dl.,
1988) wirkt. In vitro stimuliert das Zytokin dosisabhéangig die Leptinsekretion bei
Zytotrophaoblasten und erhoht die Aktivitét von Metaloproteinasen (Meisser et d., 1999).

Die endometride IL-6-Regulation unterliegt komplexen, erst teilweise gekléarten
Regul ationsmechanismen. Bekannt ist die Modulation der Expression proinflammatorischer
Zytokine untereinander. IL-1 und IL-6 stimulieren gegenseitig ihre Freisetzung durch
immunologisch aktive und endometriale Zellen (Laird et a., 1994, Vandermolen und Gu,
1996). Die Expression von IL-6 ist schwach im proliferierenden Epithel und kontinuierlich
stérker in endometriden Driisen wahrend der Sekretionsphase (Tabibzadeh et a., 1995z
Vandermolen et a., 1996). Auch die uterine Sekretion von IL-6 ist zyklusabhangig (von
Wolff et a., 2000). Sie bleibt bis zur mittleren Sekretionsphase auf einem tiefen Niveau, um
dann ab dem 25. Zyklustag, aso in der spdten Sekretionsphase, sprunghaft anzusteigen.

IL-13 und TNF-a, deren Level wahrend der spdten Sekretionsphase hoch sind (von Wolff et
al., 2000), induzieren im endometriden Stroma die IL-6-Expression. Wegen deren
Zusammenhang mit der Expression des Apoptose-induzierenden Faktors TNF-a ist
anzunehmen, dass hohe IL6-Level direkt oder Uber weitere Zytokine zur
Menstruationsblutung beitragen. Nicht nur Stroma (Tabibzadeh et a., 1989), auch
Deziduazellen produzieren IL-6 infolge der Stimulation durch IL-13 und TNF-a (Dudley et
a., 1992). Oben erwahnte Zytokine modulieren vermutlich auch lokale Effekte (Vandermolen
und Gu, 1996) wie beispiel sweise die hCG-Sekretion bei humanen Trophoblasten (Nishino et
a., 1990). Die Gestationsabhangigkeit der Expression von IL-6 und seinem Rezeptor
(Jauniaux et a., 1996) sowie deren Nachweis auf menschlichen Blastozysten (Sharkey et d.,
1995) sind fur eine Rolle beim embryo-maternalen Dialog suggestiv. IL-1RI1, ein spezifischer
Inhibitor von IL-1, zeigt eine Uberwiegend epithelidle Expression, seine luminae Sekretion
wird in der mittleren Sekretionsphase passager downreguliert (Boucher et a., 2001). Dies
weist sowohl auf eine implantationsfordernde Funktion a's auch auf die proinflammatorische
Aktivité von IL-1 hin. Immunhistochemisch zeigte sich bel dieser Arbeit eine beginnende
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epithelidle Expression von IL-6 in der frihen Sekretionsphase, die bis zum Zyklusende hin
weiter zunahm (Kap 3.4.5). Das endometriale Stroma war ausnahmslos schwach geférbt.
Wegen der Zyklusabhangigkeit mit einem gleichzeitigen Maximum endometrialer |L-6-Level
und des Steroidhormonpeaks im Serum in der mittleren Sekretionsphase, ist ein direkter oder
indirekter Einfluss durch Estradiol und Progesteron wahrscheinlich (Jacobs et a., 1992).
Dafur spricht auf3erdem die signifikante Suppression des endometrialen IL-6 und IL-13in der
mittleren Sekretionsphase bel Frauen mit rezidivierenden Frihaborten (Lim et a., 2000; von
Wolff et al., 2000). Allerdings liegen bei denselben Patientinnen normae Ostrogen- und
Progesteronspiegel im Serum vor. Analogien zum Tiermodell bestehen nicht: |L-6-defiziente
Méuse sind fertil (Tabibzadeh und Babaknia., 1995b). Frauen mit ungeklarter Infertilitét
(Tseng et a., 1996), Endometriose (Rier et a., 1995; Tseng et d., 1996) und IUD-
Tragerinnen (Ammaa et a., 1995) zeigen insgesamt deutlich erhohte |L-6-Konzentrationen
im weiblichen Reproduktionstrakt. Obwohl ein Zusammenhang zwischen einer gestorten IL-
6-Expression im weiblichen Reproduktionstrakt und Infertilitét offensichtlich ist, besteht
keine Klarheit darlber, wie weibliche Sexuadhormone die endometride [L-6-Expression
regulieren und welchen Stellenwert Co-Faktoren haben.

Bisherige Aussagen zur steroidabhangigen IL-6-Expression in vitro sind kontrovers. Bei
endometrialem Epithel stimuliert die Gabe von Progesteron mit oder ohne 17-3-Estradiol die
IL-6 Sekretion (Laird et a., 1993). Zellen aus der spaten Sekretionsphase reagieren sowohl
bei Mensch und Maus auf die kombinierte Stimulation allerdings mit einer Downregulation
von IL-6. Bei Stromazellen fuhrt 17--Estradiol in zwei Félen zur IL-6-Downregulation:
wenn eine Induktion durch IL-1a vorausging (Tabibzadeh et a., 1998) oder bei Zellen aus der
spaten Sekretionsphase (Laird et a., 1993). Andererseits wurde eine Hochregulation von IL-6
nach Gabe von 17-R3-Estradiol bei Stromazellen beschrieben (Tseng et d., 1996). Aber auch
bei Stromazellen aus anderen Geweben wie murinem Knochen (Girasole et a., 1992)
inhibiert 17-3-Estradiol die IL-6-Expression. Bei Stroma aus der Sekretionsphase fuihren hohe
| L-6 Konzentrationen zur Proliferationshemmung (Y okiashaet al., 1999).

Die Sekretionsphase ist gekennzeichnet durch die Invasion immunologisch aktiver Zellen ins
Stroma (Smarason et a., 1986). Dies spiegelt sich in einer starkeren Kontamination mit
Immunzellen bei unseren Zellkulturen wieder, die aus sekretorischem Gewebe gewonnen
wurden im Vergleich zum Endometrium aus der Proliferationsphase. Viele dieser Leukozyten
sind potente Produzenten von IL-6 (Wolvekamp et a., 1990) und einen hohen Anteil stellen
die Makrophagen as Hauptquellen fur 1L-6 und IL-1 dar (Numerof et a., 1988). Ein
wichtiger Aspekt ist daher die Reinheit der Kulturen, denn die Kontamination mit
Fremdzellen kann durch deren Interaktion mit endometriden Zellen und/oder durch
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leukozytére Zytokinproduktion zu falschen Ergebnissen fuhren. Zur Kl&rung der Frage, wie
stark in-vitro Untersuchungen zur Steroidabhangigkeit der endometriden |L-6-Sekretion
durch die von Immunzellen sezernierten Zytokinen beeinflusst werden, fuhrten wir zundchst
immunzytochemische Untersuchungen durch. Diese ergaben, dass der Anteil an Leukozyten
sowohl bei Epithel- as auch bei Stromazellkulturen etwa 3% betrégt. Zundchst gilt es zu
kldren, welche Auswirkung die weiblichen Sexuahormone auf die Zytokinsekretion bei
isolierten Immunzellen haben. M 6glicherweise ist die steroidhormoninduzierte | L-6-Sekretion
den im Endometrium quantitativ unterreprésentierten, jedoch as Zytokinhauptquellen
bekannten Leukozyten zuzuschreiben. Da wir unser Kultursystem zugunsten der
endometriadlen Epithel- und Stromazellen optimierten, ist ausserdem fraglich, inwiefern
kontaminierende Leukozyten zum Zeitpunkt unserer Hormonstimulation tatséchlich
immunol ogisch aktiv waren.

Bel vorhergehenden Untersuchungen fihrte die Stimulation von Epithelzellen aus der
Proliferationsphase mit Progesteron zu einem Anstieg von IL-6 um 15%, mit zusétzlicher
Gabe von Estradiol um 80%, wahrend Estradiol aleine ohne Effekt bleibt (Laird et ., 1993).
Im Gegensatz dazu erzielten wir unabhangig von der Zyklusphase durch aleinige Stimulation
mit Estradiol einen IL-6-Anstieg. Allerdings waren unsere Konzentrationen maxima 10-fach
stérker al's der physiologische Blutlevel, die von Laird hingegen 1000-fach hoher (10°Mol).
Denkbar ist ein adverser Effekt durch zu hohe Steroidhormonkonzentrationen, denn, wie
bereits durch Watson beschrieben, sinkt die Expression von EGFR in endometriaen
Zellkulturen, die mit Estradiol in 107 molarer Konzentration stimuliert wurden. Die bereits
bekannte starke interindividuelle Variabilitét der IL6-Sekretion (Montes et d., 1995) lie3 sich
in unseren Anaysen der IL-6 Level bei Kulturlberstanden von Epithelzellen bestétigen und
war unabhangig von der Zyklusphase.

Bei Stromazellen steigerten wir die IL-6-Level mit Estradiol in maxima physiologischer
Konzentration. Laird stellte eine zyklusabhangige Stimulierbarkeit der 1L-6-Sekretion fest:
einen stimulatorischen Effekt hatte die Gabe von Estradiol nur in der Proliferationsphase
(Laird et al., 1993). Diese diskrepanten Ergebnisse kénnen auf die unterschiedliche Anzahl
der Experimente (bel uns. n=9, Laird: n=12) oder die ausgeprégte Heterogenité der
gesammel ten Gewebeproben zurtickgeftihrt werden.

Auch die stark voneinander abweichenden Kulturbedingungen kénnten die Ergebnisse enorm
beeinflussen. Tabibzadeh et d., 1989, fuhrte die Stimulationsversuche an bis zu vier mal
passagierten Stromazellen durch, wahrend Laird et a 1993 und Tseng et a., 1996
Primérkulturen ohne vorhergehende Passagierung verwendeten. Diese hat den Zweck, einen
Grossteil der Fremdzellen zu eliminieren. Bereits nach 2-3-facher Passagierung stellten wir
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eine verminderte Fahigkeit zur Dezidualisierung fest, was sich in Form erniedrigter Level an
Prolactin  und IGFBP-1 in den Kulturibersténden darstellte (Abb. 3.2.4). Da
M ehrfachpassagierungen nachweislich zu gravierenden Anderungen in der Zellphysiologie
fuhren, beschrankten wir uns auf die ein- bis zweimalige Passagierung 48h nach Aussaat.
Vandermolen und Gu, 1996, benutzten Zellaggregate anstelle separierter Epithel- und
Stromazellen. Laird et a., 1993, kultivierte die Epithelzellen in Plastikwells, was die
Zellfunktion erheblich beeintréchtigen kann (Mullholland et al., 1988; Schatz et d., 1990;
White et a., 1990). Wir wahlten fur endometriales Epithel ein zweikammriges Kultursystem
mit Matrigel als Grundlage, wodurch die Zellpolaritét und die Expression von
Steroidhormonrezeptoren erhalten bleiben (Classen-Linke et da., 1997). Aufgrund der
gandularen Formationen der Epithelzellen auf Matrigel war jedoch lediglich eine
semiquantitative  Zellzahlbestimmung mdglich. Um eine exakte Aussage zur
steroidhormoninduzierten 1L-6-Sekretion machen zu koénnen, mussten zellzahlunabhdngige
M ethoden wie bei spiel swei se RNase protection assays angewendet werden.

Tseng et a., 1996, kultivierte Stromazellen in Medium mit 2.5% FCS. Laird et d., 1993,
verwendete FCS-freies Serum. Letztere Methode reduziert zwar die Stimulation durch
Serumfaktoren, induziert aber die Apoptose bel Epithelzellen. Wir konnten keinen
signifikanten Unterschied in der Proliferationsaktivité endometrialer Zellkulturen bei der
Verwendung von FCS-freiem und FCS-enthaltendem Medium feststellen und benutzten fiir
weitere Untersuchungen Medium mit einem FCS-Anteil von 10%.

Da bislang auf keinen Standard fur die Kultivierung endometrialer Zellen zuriickgegriffen
werden konnte, untersuchten wir bei unseren Modellen verschiedene Parameter, die fir eine
hohe Kulturqualitét sprechen. Unsere Experimente fanden zwischen Kulturtag 3 und 6 statt.
Viabilitdtsassays und Thymidininkorporationen an Tag 6 und 12 ergaben, dass Uber den
Zeitpunkt der Hormonstimulation hinaus Viabilitdt und Proliferationsrate hoch waren,
wodurch eine sinkende Kulturqualitét ausgeschlossen werden konnte.

Wahrscheinlich ist die Regulation und der Effekt von endometrialem IL-6 zelltypabhangig.
Man fand im Rahmen der Stimulationsversuche mit Steroidhormonen tendentiell eine
Induktion der IL-6-Expression bei Epithelzellen und eine Inhibition bei Stromazellen. Die
Tatsache, dass IL-6 die Proliferation von Stromazellen aus der Sekretionsphase hemmt
(Zarmakoupis et a., 1995; Y oshioka et d., 1999), weist darauf hin, dass dieses Zytokin eine
zyklusabhangige Funktion hat und in der Proliferationsphase nur eine untergeordnete Rolle
spielt. Da hohe Level von IL-6 einen adversen Effekt auf endometriale Funktionen haben
konnten, ist eine Limitierung der stromalen IL-6-Sekretion durch Estradiol und Progesteron

vielleicht sinnvall.
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In Anlehnung an das Modell zur kaskadenartigen Freisetzung von Zytokinen bei
immunologischen Vorgangen, sollte ergdnzend zu unseren Untersuchungen die
Zytokinabhangigkeit der endometridlen IL-6-Sekretion analysiert werden. Bei dieser
Fragestellung stehen die im menschlichen Endometrium stark  exprimierten
proinflammatorischen Zytokine wie TNF-a und IL-1b im Vordergrund. Um zwischen deren
auto- und parakrinen Wirkung unterscheiden zu konnen, sollten isolierte endometriale
Epithel-, Stroma und Immunzellen verwendet werden. Zur Komplettierung der noch
ausstehenden Untersuchungen muss auch die Moglichkeit einer steroidhormoninduzierten
Anderung der Zytokinsekretion bei endometriaen Leukozyten beriicksi chtigt werden.

Neben inflammatorischen Prozessen steigert Hypoxie Uber die Aktivierung des Tie2-
Rezeptors die endotheliae Expression des angiogenetischen Faktors Angiopoietin-2 in vitro,
Uber welchen wiederum endometriale Wachstums- und Reparaturvorgange reguliert werden
(Krikun et al., 2000). Verschiedene Zelltypen wie Plazenta, Immun- und Endothelzellen
reagieren auf Hypoxie mit einer gesteigerten |L-6-Expression (Naldini et a., 1997; Benyo et
a., 1997; Ali et a., 1999). Bei isolierten endometrialen Epithel- und Stromazellen fihrt
Hypoxie zur vermehrten Sekretion von Angiogenin, welches essentiell fur das vaskuléare
Remodelling wahrend des Menstruationszyklus und der Schwangerschaft ist. Die Expression
der Angiogenin-mRNA findet in Epithel und Stroma gleichermalien statt und ist verstérkt in
der Sekretionsphase sowie in deziduaem Gewebe (Koga et a., 2001). Dies spricht fur eine
Bedeutung bei der Implantation und der Aufrechterhaltung der frihen Gestation. Auch
Steroidhormone beeinflussen die endometria e Blutversorgung entscheidend, denn die uterine
Angiogenese wird in vivo durch Progesteron gefordert und durch Estrogen inhibiert (Ma et
al., 2001). Letzteres verstérkt jedoch die vaskulé&re Permeabilitét.
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4.5. Schlussfolgerung

Das regulatorische Zusammenspiel zwischen angiogenetischen Faktoren, immunologisch
aktiven Zellen und Zytokinen im menschlichen Endometrium scheint ebenso komplex wie
bedeutungsvoll zu sein. Im Hinblick auf das endgiltige Verstandnis der Abl&ufe bei der
I mplantation muss einerseits die regulatorische Bedeutung der in jungster Zeit identifizierten
Faktoren wie Leptin und Hoxa10 mit einer Systematik wie bei den Zytokinanalysen
angegangen werden. Bei weiterfiihrenden Untersuchungen, insbesondere bei der V erwendung
von Zellkulturen, sind physikalisch-physiologische Aspekte wie Oxygenierung und
Sauerstoffdruck zu berlicksichtigen. Schliefdlich sollte das zyklusabhéngige Verhaten
geeigneter Parameter unter moglichst geringem invasivem Aufwand in die Sterilitéts- und
Infertilitétstherapie- und Diagnostik integriert werden.
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5. Zusammenfassung

Im Zentrum der aktuellen Forschungen zum Phanomen rezidivierender Frihaborte steht die
Regulation der endometrialen Zytokin- und Integrinexpression. Die ungestorte | mplantation
der Blastozyste setzt eine zeitliche und rédumliche Anpassung des embryonaen und
maternalen Integrinmusters voraus. Die morphologischen und funktionellen Veradnderungen
von Epithel und Stroma wahrend des Menstruationszyklus sind ein Effekt weiblicher
Sexuahormone. Deren Angriffspunkt auf molekularbiologischer Ebene bewirkt eine
kaskadenartige Abfolge von Signatransduktionen, die im Detail noch nicht geklart sind.
Vieles deutet jedoch auf eine wichtige Funktion verschiedener Zytokine bei der Regulation
der endometria en I ntegrinexpression.

Basis dieser Arbeit war die Optimierung des Kulturmodelles fir endometridle Zellen. Sie
resultierte in der Kultivierung von Epithel auf extrazellul&rer Matrix in einem zweikammrigen
System. Stromal es Gewebe wurde zunéchst durch Filtration und anschlief3ende Sedimentation
gereinigt. Die auf Polystyrol als Monolayer wachsenden Stromazellen wurden zur
Eliminierung nichtendometridler Zellen maximal zweima passagiert. Dadurch blieb die
spezifische Fahigkeit des endometrialen Stromas zur Deziduaisierung erhaten, gleichzeitig
fand eine ausreichende Reduktion des Anteils an Fremdzellen statt.

Die Charakterisierung der Zellkulturen fihrte unter anderem zu dem Ergebnis, dass
Untersuchungen zur  Steroidabhangigkeit der endometriden  Zytokinproduktion
optimalerweise zwischen dem 3. und 6. Kulturtag durchgeftihrt werden sollten, weil in dieser
Phase die Vitditd und die Proliferationsaktivitdt der Zellen maxima sind. Bei der
immunzytochemischen Anaysierung der Zellkulturen stand die Kontamination der
Zellkulturen mit Leukozyten a's potente Zytokinproduzenten im Vordergrund. Der Anteil der
Leukozyten war mit ca. 3% sehr niedrig.

Unsere immunhistochemischen Reihenuntersuchungen an endometeriden Kryostatschnitten
bestétigten die Zyklusabhangigkeit der endometriden Osteopontin-, Zytokin- und
I ntegrinexpression. Der fur eine ungestorte | mplantation essentielle Vitronectin-Rezeptor af3;
wird vom 20. Zyklustag an bis zum Zyklusende in Epithelzellen exprimiert, ebenso die
Untereinheit (3. Letztere wird bel Stromazellen nur wahrend der Proliferationsphase und der
frihen Sekretionsphase stark exprimiert. Das Integrin ay zeigte bei Epithelzellen aus dlen
Zyklusphasen eine mittelstarke Expression und nur bei Stromazellen aus dem letzen
Zyklusdrittel eine starke Anférbung. Das zwischen den Untereinheiten der R-Gruppe
fungierende Briickenmolekil Osteopontin liess sich frihestens im Epithel der mittleren und
mit maximaler Expression der spédten Sekretionsphase nachweisen. Anders as bei den
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endometrialen Integrinen imponierte bei Osteopontin das inhomogene Farbeverhaten der
Drisen und sogar der Einzelzellen. Stromazellen zeigten im gesamten Zyklus eine schwache
Reaktivitét.

Die hohen Konzentrationen an IL-6 in endometridlen Epithelzellen und Uterussekreten
wahrend der mittleren und spéten Sekretionsphase weisen auf eine Rolle bei der Implantation
und der Menstruationsblutung hin. Bisherige Untersuchungen zur Hormonabhangigkeit der
endometrialen IL-6-Sekretion lieferten jedoch uneinheitliche Ergebnisse. Unsere quantitativen
Zytokinbestimmungen mittels ELISA zeigten bei beiden endometridlen Zelltypen hohe
Basallevel der IL-6-Sekretion. Die starke interindividuelle Variabilitédt war unabhangig von
der Zyklusphase. Die Stimulation mit Estradiol oder Progesteron in physiologischer oder 10-
fach hoherer Dosierung fuhrte bei Epithelzellen aus alen Zyklusphasen zu einer Steigerung
der IL-6-Sekretion um 50%, die kombinierte Gabe um 100 %. Bei Stromazellen bewirkte nur
die physiologische Dosierung der einzelnen Steroidhormone einen Anstieg um 50 %. Durch
die kombinierte Stimulation in beiden Dosierungen kam es zu einem Abfal der IL-6
Sekretion um 25-60%. Dezidudisierte Stromazellen zeigten eine um 50% reduzierte 1L-6-
Sekretion im Vergleich zu den nicht deziduaisierten.

Da bei dem Steroideffekt auf Epithel- und Stroma auch eine serielle Involvierung mehrerer
Mediatoren denkbar ist, sollte in ergénzenden Untersuchungen die Zytokinabhangigkeit der
IL-6-Sekretion bei endometriadlen Zellen untersucht werden. Relevant ist auch der Effekt der
weiblichen Steroidhormone auf die IL-6-Sekretion bei aus Endometrium isolierten
Immunzellen. Auch das lokale O,-Angebot beeinflusst die Zytokinregulation, daher sollte die
endometriale | L-6-Sekretion zusétzlich unter hypoxischen Bedingungen untersucht werden.
Neben der Beteiligung an den apoptotischen und inflammatorischen Vorgangen bei der
Menstruationsblutung ist eine Involvierung in die Blastozystenimplantation offensichtlich.
Die zyklus- und gestationsabhangige |L-6-Expression durch unterschiedliche endometriae
Zelltypen spricht fur die Multifunktionalitét mit einer von der Konzentration, dem Zelltyp und
der Zyklusphase abhéngigen Funktion. Der Nachweis einer |L-6-abhdngigen Regulation der
Expression eines oder mehrerer fUr die ungestorte Frihgraviditét essentiellen Integrines
wurde nicht nur entscheidend zur Kl&rung der Pathophysiologie rezidivierender Friihaborte
beitragen, sondern konnte gleichzeitig therapeutische Aspekte liefern und eventuell
Grundlage einer neuen antikonzeptionellen M églichkeit darstellen.
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