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Abkilirzungsverzeichnis

AF: Amnionflissigkeit

BSA: Bovines Serum-Albumin

BSF-2: B-Zellen stimulierender Faktor
CNTF: Ciliary-neutrophic-factor

CRP: C-reaktives Protein

DAB: Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
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HSF: Hepatozyten-stimulierender Faktor
IFN-R32: Interferon-R2

[FN-y: Interferon-y

IL-1oc Interleukin-1a

IL-103: Interleukin-113

IL-6: Interleukin-6

KDR: kinase insert domain receptor

LIF: leukaemia-inhibitory-factor

NF: nuclear factor

OSM: Onkostatin M

PBMC: periphere mononukleare Zellen
PBS: Phosphatgepufferte Kochsalzldsung
rzb: relative Zentrifugalbeschleunigung
TMB: Tetramethylbenzidin-Peroxid

tPA: tissue-plasminogen-activator

uPA: urokinase-plasminogen-activator
UTR: untranslated region

VEGF: Vascular-Endothelial-Growth-Faktor

VEGFR: VEGF-Rezeptoren
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I. EINLEITUNG

Das menschliche Endometrium ist ein hochspezialisiertes Gewebe, dass sehr genauen
Regulationsmechanismen unterliegen muss, um die Implantation und das Wachstum eines
Embryos zu ermdglichen. Diese Regulation findet zum einen Uber die beiden
Steroidhormone 17R-Ostradiol und Progesteron statt, zum anderen durch eine Vielzahl von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, deren Regulation und genaue Kommunikation

untereinander noch zum groten Teil unverstanden ist.

Viele vorhergehende Studien haben die Relevanz der Expression des Zytokins Interleukin-6
(IL-6) im endometrialen Zellverband fur das Entstehen und den Erhalt einer fruhen
Schwangerschaft in den Mittelpunkt gerickt. So wurde gezeigt, dass IL-6 in Zyklen von
Patientinnen mit gehauft auftretenden frihen Aborten in der mittleren Sekretionsphase
supprimiert ist (von Wolff et al. 2000). Die Interleukin-6 Konzentration zeigt einen typischen
zyklischen Verlauf mit hohen IL-6- Spiegeln in der Sekretionsphase zur Zeit des
Implantationsfensters (Tabibzadeh et al. 1995), was eine Rolle von IL-6 bei der Implantation
der Blastozyste und der Etablierung einer Schwangerschaft nahe legt. Dies hat uns dazu
bewogen die Regulation von IL-6 anhand von gut charakterisierten Zellkulturen genauer zu
untersuchen. Die immunhistochemische Analyse von IL-6 wurde von unserer Arbeitsgruppe

bereits in vorhergehenden Studien vorgenommen.

Wie schon erwahnt scheint auch den Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle bei der
Implantation zuzukommen. Die erfolgreiche Etablierung einer Schwangerschaft erfordert die
physiologische und anatomische Adaptation des Endometriums durch endokrine
Regulation, optimale Abstimmung des Immunsystems, sowie der Gefallversorgung. Bei
letzterem scheint VEGF einer der wesentlichen verantwortlichen Faktoren zu sein. Dies
machten Versuche mit VEGF- genmanipulierten Tieren deutlich, bei denen keine intakte
Schwangerschaft zustande kam. Wie im Fall von IL-6 zeigt sich auch bei VEGF ein
typisches Verteilungsmuster im Verlauf des Zyklus mit verstarktem Auftreten in der
Sekretionsphase im Vergleich zur Proliferationsphase (Weston & Rogers 2000).

Die genauen Regulationsmechanismen sind auch im Fall von VEGF noch weitgehend

ungeklart. Dies veranlasste uns zum einen dazu die Verteilung von VEGF




immunhistochemisch in verschiedenen Zyklusphasen zu untersuchen, zum anderen parallel
hierzu die Konzentration von VEGF als sekretorischem Protein im Cavum Uteri zu messen.
Um die Regulation von VEGF genauer zu verstehen wurden sowohl Epithel- als auch
Stromazellen unter 17R- Ostradiol und Progesteron, Stimulation durch IL-1B, LIF und IL-6

sowie unter Hypoxie kultiviert.



Il. Material und Methoden

2.1 Patientenauswahl und Datierung der Gewebeproben

Folgende Kriterien waren Voraussetzung fur die Teilnahme an der vorliegenden Studie: Die
Patientinnen mussten sich in der pramenopausalen Phase mit regelmaligem Zyklus
befinden und durften sich bis 3 Monate vor der Operation keiner hormonellen bzw.
antihormonellen Therapie unterzogen haben. Auch durfte kein maligner Prozess bekannt
sein. Das maximale Alter betrug 50 Jahre. Weitere Ausschlusskriterien waren
Intrauterinpessare, Hyperplasien, Polypen, sowie zystische Veranderungen des Uterus. Die
Probenentnahme erfolgte im Rahmen von Hysterektomien im Operationssaal der Kliniken

Munchen-Grof3hadern, Munchen-Harlaching, sowie Minchen- Klinikum Dritter Orden .

Die Datierung der Proben fand anhand folgender Kriterien statt:

¢ Anamnese (Zyklusdauer und letzte Blutung)

e 17B-Ostradiol- und Progesteronwert-Bestimmung im Institut fiir klinische Chemie,
Klinikum Grof3hadern

e Gewebeschnitte des Endometriums

Im Kryostatmikrotom wurden Gewebsschnitte mit einer Dicke von 7-10 uym Starke

angefertigt, und einer HE-Farbung unterzogen. Daraufhin folgte die Datierung anhand

zyklusabhangiger Merkmale. Unter Berucksichtigung dieser drei Informationen konnte eine

Einteilung der Proben in folgende Zyklusstadien stattfinden:

o 1.-14. Tag: Proliferationsphase

o 15.-19.Tag: frihe Sekretionsphase

o 20.-23.Tag: mittlere Sekretionsphase
o 24 .-28. Tag: spate Sekretionsphase

2.2 Zytokinkonzentration in Uterussekreten

Die Sekretentnahme erfolgte im Rahmen der Hysterektomien mit Hilfe eines Prevical-
Katheters (Nourypharma, Oberschleil3heim, Deutschland). Das Cavum Uteri wurde sondiert

und Sekret durch axiale Drehung des Katheters aus dem Cavum entnommen. Die Probe
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wurde nun in 0,5 ml PBS enthaltende Eppendorf-Cups gegeben und bis zur weiteren
Verarbeitung bei —80°C aufbewahrt.

2.2.1 Sekretaufarbeitung

Vor der Weiterverarbeitung wurden die Sekretproben 10 min bei 16,1 rzb (relative
Zentrifugalbeschleunigung) zentrifugiert. Der Uberstand wurde zum Entzug von im Sekret
enthaltenen Zellen abpipettiert und zur Proteinbestimmung nach Lowry verwendet. Die

Proben fur den Einsatz im ELISA unterlagen dem gleichen Vorgang.

2.2.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Um die spater per ELISA gemessene Menge an VEGF auf die Gesamtmenge an Protein
beziehen zu kénnen, wurde diese anhand der Proteinmessung nach Lowry bestimmt.

Dabei handelt es sich um eine Modifikation der Biuret-Methode, die sich auch fur den
Einsatz bei sehr niedrigen Proteinmengen eignet. Das Prinzip der Biuret-Methode beruht
darauf, dass Cu®*-lonen mit Stickstoff-Atomen von Peptidbindungen im alkalischen Milieu
rotviolette Komplexe bilden, die bei 546 nm photometrisch messbar sind. Zugesetztes
Tartrat hat die Aufgabe, Cu?* zu komplexieren, da dieses sonst als Cu(OH), ausfallen
wlrde. Bei der Proteinbestimmung nach Lowry reduzieren die Kupfer-Peptidkomplexe
nachgeschaltet Folin-Reagenz (Phosphormolybdat/ Phosphorwolframat) zu Molybdanblau.
Die sich ergebende Farbintensitat ist proportional der Anzahl der Peptidbindungen und von
der sonstigen chemischen Zusammensetzung des Proteins unabhangig.

Stark hamolytisch gefarbte Proben wurden aussortiert, da durch enthaltenes Hamoglobin

die Proteinmenge stark erhoht erscheinen wurde.

Der Versuchsansatz wurde folgendermal3en durchgefuhrt:

20 pl der Patientenprobe wurden mit 100 pl Reaktionsreagenz gemischt, das aus folgenden
Substanzen bestand:

1 ml 1% Kupfersulfatlésung;

1 ml 2% Kalium-Natrium-Tartratlosung, aufgeflllt auf 100 ml mit 2% Natriumkarbonat/

Natronlauge.
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AbschlieBend wurden 100 ul Folin-Ciocalteus Phenol-Reagenz hinzugefigt. Die nun
folgende Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei Raumtemperatur, danach wurde die
Extinktion bei 546 nm abgelesen. Aus der entsprechenden, im Versuchsansatz mitgefihrten
Standardreihe ergab sich nun die in Doppelwerten bestimmte Gesamtproteinmenge der

jeweiligen Probe.

2.2.3 ELISA

Um die Menge an im Sekret enthaltenem VEGF zu messen, unterlagen die Proben der
gleichen Vorbereitung wie bei obiger Bestimmung der Gesamtprotein-Menge nach Lowry.
Der VEGF-Gehalt wurde mit dem kommerziell erhaltlichen Quantikine, Anti-Human VEGF-
ELISA der Firma R&D Systems (Wiesbaden, Deutschland) bestimmt. Dieser enthielt alle
bendtigten Reagenzien. Die Messung und Auswertung fand an einem Mikroplatten-
Photometer (MS 2,Titertek Plus ICN) mit einem verbundenen IBM-kompatiblen PC mit
entsprechender Software (EIA, Version 3.10 ICN Biomedicals GmbH, Stefan Ufer) statt.

Die Details zur Durchfihrung des Versuchs sind der beigefligten Beschreibung des
Herstellers zu entnehmen. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird unter Punkt 2.4.3.1 naher auf

das Prinzip des ELISA eingegangen.

Die Sekretproben wurden unverdinnt eingesetzt und in Doppelwert-Bestimmung
gemessen. Unter Berlcksichtigung der Leer- und Standardwerte mit genau definierter
Antigen-Menge konnten somit die korrespondierenden VEGF-Konzentrationen der

Patienten-Proben bestimmt werden.

2.2.4 Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von Microsoft Excel 98 und des
Statistikprogramms SPSS, Version 10.0 fur Windows 95/ 98/ NT des Leibniz-
Rechenzentrums der Bayerischen Akademie der Wissenschaften, Minchen durchgefihrt.
Fir die Analyse der Sekretdaten wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet (Signifikanz-

niveau: p<0,05).



2.3 Zytokinexpression im Gewebeschnitt

2.3.1 Anfertigung der Schnitte

Die im Operationssaal enthommenen Endometriumsproben wurden in Eppendorf-Cups

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) sofort in flissigem Stickstoff heruntergekuhlt. Die
weitere Lagerung fand bei —80°C statt. Um den Gewebeblock schnittfest zu machen, wurde
Tissue Tek (Sakura, Niederlande) im Wasserbad auf circa -10°C gebracht. Nun wurden die
Blocke im Cryotom mit Tissue Tek benetzt und bei —25°C zum Erstarren gebracht. Die jetzt

angefertigten Schnitte wiesen eine Dicke von 7-10 ym auf.

2.3.2 Immunhistochemie

Die im Kryotom (Shandon, Cheshire, England) angefertigten Schnitte wurden auf
Objekttrager (Super Frost Plus, Menzel-Glaser, Deutschland) aufgebracht und zunachst 2-3
Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Die Fixierung der Praparate erfolgte 10 Minuten in
5°C kaltem Aceton, woran sich nach erneutem Trocknen die Blockade der endogenen
Peroxidase in 3% Wasserstoffperoxid in Methanol anschloss. Daraufhin wurden die Schnitte
10 Minuten in PBS (PBS-Puffer, pH 7,4, Biochrom KG, Berlin, Deutschland) gewassert, um
Reste des Wasserstoffperoxid- Gemisches zu entfernen.

Nun schloss sich ein erneuter Blockierungsschritt in feuchter Kammer mit 10% Serum in
PBS der Spezies an, von der auch der Sekundarantikdrper stammt (Inkubationszeit 30
Minuten, Raumtemperatur). Ziel ist es, die unspezifische Bindung des Primarantikdrpers an
freie geladene Kollagen- und Bindegewebsstellen zu verhindern.

Daraufhin wurden durch kraftiges Abklopfen Reste der Losung entfernt.

Nun wurde die eigentliche immunhistochemische Farbung mit Hilfe der Streptavidin-Biotin-
Methode vorgenommen. Daflr werden die drei folgenden Reagenzien bendtigt: Der
Primarantikorper, der spezifisch gegen das zu detektierende Antigen gerichtet ist; ein Biotin-
konjugierter Sekundarantikorper, der an den Primarantikorper bindet, und schlieRlich als
drittes Reagenz ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin-Komplex. Die vier freien
Bindungsstellen des Avidinmoleklls ermdglichen die Bindung an das Biotin des
Sekundarantikérpers. Das Enzym Peroxidase - und damit das gesuchte Antigen - wird mit

dem Chromogen 3,3‘-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) sichtbar gemacht.
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Der Primarantikérper (monoclonal mouse anti-human VEGF-antibody, Antikérper-Typ: Ig
Gas (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland), Konzentration: 20ug/ml)

wurde in 1,5% bovinem Serum-Albumin (BSA, Sigma, Steinheim, Deutschland) in PBS
aufgetragen.

Auller dem Primarantikdrper stammten die Substanzen aus dem ,Histostain Kit for mouse

primary antibody“ (Zymed Laboratories, San Francisco, U.S.A.).

Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Wassern in
PBS wurde nun der Sekundarantikorper aufgetragen (Inkubationszeit 30 Min.,
Raumtemperatur) und danach erneut in PBS gewassert. Die nun folgende Streptavidin-
HRP(horse-radish-peroxidase)-Losung wurde fur 10 Minuten auf den Schnitten belassen,
daraufhin wiederum in PBS gewassert und schliel3lich das Chromogen DAB aufgetragen.
Unter Sichtkontrolle wurde nun eine sinnvolle Farbung abgewartet, d.h. bis eine Farbung
der gewlnschten Strukturen sichtbar wurde, der Hintergrund aber noch keine zu deutliche
unspezifische Farbung aufwies. Die Inkubationszeit wurde dementsprechend auf 10
Minuten festgelegt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von destillietem Wasser

gestoppt.

Bei jeder Farbung wurden Negativkontrollen mitgefihrt, bei denen der spezifische
Primarantikorper durch unspezifische Antikorper der gleichen Klasse in gleicher

Konzentration ersetzt wurde. Somit trat an die Stelle des Primarantikorpers Ig Gog (Dako).

2.3.3 Auswertung

Die Bewertung der Praparate fand anhand der Intensitat der immunhistochemischen
Farbung statt, wonach vier Gruppen unterschieden wurden:

0= keine Anfarbbarkeit ,

1= sehr schwache Anfarbbarkeit ,

2= mittlere Anfarbbarkeit ,

3= starke Anfarbbarkeit .
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2.4 Regulation der Zytokine in vitro

2.4.1 Zellkultur von Epithel- und Stromazellen

Die entnommenen Endometriumszellen wurden zum Transport in Rohrchen mit 4 ml
10%igem FCS-Medium gegeben.

Zusammensetzung des Mediums:

Phenolrotfreies DMEM / HAM's F12 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

+ 10 % FCS (Gibco, Eggenstein, Deutschland)

+ 0,2% Zienam 500 (MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar, Deutschland)

+ 0,4%Nystatin  (200.000 |.E./Liter), (Lederle Arzneimittel GmbH, Wolfratshausen,
Deutschland).

Eine Auftrennung des endometrialen Zellverbandes erfolgte mittels enzymatischer
Digestion:

Im Labor wurde das Gewebe in einer Petrischale mit dem Skalpell in circa 1 mm? grof3e
Stucke zerteilt. Nun wurden 500 pl Kollagenase Typ 1A zugegeben und bei 37°C 1 Stunde

im Wasserbad inkubiert.

Darauf folgten zwei Filtrationsschritte:

1) Nylonfilter mit 180 pm Porengrélle (Millipore, Bedford, U.S.A.), wodurch
Verunreinigungen wie groRere Gewebefragmente, Sekretreste, usw. eliminiert wurden.

2) 40 um PorengrofRe (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, U.S.A.), wodurch eine Trennung
von Stromazellen und Erythrozyten von Epithelzellschlauchen, die vom Sieb zurlickgehalten
wurden, erfolgte.

Die Epithelzellschlauche wurden zur weiteren Kultivierung ausgestreut.

Passagieren der Stromazellen

Die Stromazellen wurden einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen.

Der erste Mediumswechsel erfolgte 24 Stunden nach dem Ausstreuen. Dadurch wurden ein
Groliteil der Erythrozyten und die restlichen Epithelzellen entfernt. Nach weiteren 24 oder
48 Stunden erfolgte, je nach Morphologie des Zellteppichs, ein erneuter Mediumwechsel,

woraufhin mit PBS gespult wurde, um dann 10 %- iges Trypsin hinzufugen zu kdnnen. Die




11

Stromazellen 16sten sich vom Boden der Zellkulturflasche, wurden erneut zentrifugiert, und
die Uberstdnde abpipettiert. Sie wurden nun auf einer 24-well Platte (Becton- Dickinson,
U.S.A.) mit einer Zellzahl von 100 000 / well ausgestreut.

Der Tag der Passagierung entspricht Tag 0 der Kultivierung.

2.4.2 Versuche an Zellkulturen

2.4.2.1 Stimulation mit 17R-Ostradiol und Progesteron

Es wurde zunachst 10 %-iges FCS Medium ohne Hormonzusatz verwendet und alle 2 Tage
gewechselt. 24 Stunden vor Versuchsbeginn fanden eine Abnahme der Uberstande und die
Reduktion auf 1%-iges FCS-Medium statt.

Die Zellen wurden am nachsten Tag mit folgenden Konzentrationen an Progesteron und
17R-Ostradiol stimuliert:

-10° molar 17-R-Ostradiol

-10”" molar Progesteron

-10"° molar 17-R-Ostradiol und 10"molar Progesteron (beide von Sigma, Deisenhofen,
Deutschland)

Es wurden je zwei wells pro Versuchsansatz und Zellfraktion (Stroma- und Epithelzellen)

angelegt, um Uberstdnde nach 24 Stunden abnehmen zu kénnen. Auch wurden je 2

Kontrollen mitgefuhrt, die keiner Stimulation unterlagen.

2.4.2.2 Entzug von 17R-Ostradiol und Progesteron

10 % FCS-haltiges Medium mit Hormonzusatz wurde ebenso wie im vorherigen Versuch
alle 24 Stunden gewechselt. Die Konzentration an 17R-Ostradiol betrug 10°, die an
Progesteron 107,

Nachdem ein konfluierender Zellteppich entstanden war, wurde 24 Stunden vor
Versuchsbeginn auf 1%-iges FCS Medium (hormonhaltig) umgestellt. Nun wurden die

Uberstande abgenommen und auf hormonfreies 1% FCS-haltiges Medium umgestellt.
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Auch hier wurden wieder Doppelwerte nach 6 und nach 24 Stunden erstellt, sowie

Kontrollen ohne Hormonentzug mitgefthrt.

2.4.2.3 Zytokinstimulation

Die Zytokinstimulation fand mit den folgenden 3 Substanzen statt:

1) Interleukin-1R

2) Interleukin-6

3) LIF (leukaemia-inhibitory-factor) (alle von R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

Die Konzentration der einzelnen Zytokine betrug je 10 ng/ ml.

Es wurde bis 24 Stunden vor Versuchsbeginn mit hormonhaltigem (10° molar 17R-
Ostradiol, 107 molar Pogesteron) 10 % FCS enthaltendem Medium gefiittert, dann wurde
auf 1%-iges FCS- Medium reduziert. Die Uberstande wurden vor Versuchsbeginn
abgenommen, dann fand eine Doppelwertbestimmung nach 24 Stunden statt. Auch wurden

2 entsprechende Kontrollen ohne Zytokinstimulation angelegt.

2.4.2.4 Hypoxie

Die Zellen wurden auch hier bis 24 Stunden vor Versuchsbeginn mit hormonhaltigem (10
molar 17R-Ostradiol, 10”7 molar Pogesteron) 10 % FCS-haltigem Medium gefittert; auch
hier wurde 24 Stunden vor Versuchsbeginn auf 1%-iges FCS- Medium umgestellt. Wieder
wurden 2 Werte 24 Stunden nach Versuchsbeginn erstellt sowie 2 Kontrollen mitgefuhrt. Die

Zellen wurden bei 37° C und Sauerstoffkonzentrationen von 2 % +/- 0,2 % kultiviert.
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2.4.3 ELISA

2.4.3.1 Etablierung und Durchfiihrung der ELISA

1) VEGF:

Bei dem verwendeten ELISA handelt es sich um ein kommerziell erhaltliches Kit der Firma
R&D Systems (siehe Kap.2.2.3).

2)IL-6:

Hier kamen DUO SET ELISAs, von R&D Systems zum Einsatz. Alle Substanzen, die zur
Entwicklung eines ELISA bendétigt werden, sind darin enthalten:

e Primarantikdrper

e Dbiotinylierter Sekundarantikorper

e HRP konjugiertes Streptavidin

e Tetramethylbenzidin-Peroxid (TMB) als Substrat

Duo Set ELISAs beruhen auf dem Sandwich-Prinzip, d.h. auf der Bindung von einem
bestimmten Antigen durch einen fiur dieses Antigen spezifischen Antikérper. Der
Primarantikorper wird an eine Mikrotiterplatte (Maxi Sorp, Nunc, Land) gebunden. Proben,
Standard und Kontrollen werden zugegeben. Diese zu messenden Substanzen binden nun
an den Primarantikorper. Der entstandene Komplex wird nun mit einem biotinylierten
Sekundarantikérper inkubiert, worauf die Zugabe von HRP-konjugiertem Streptavidin folgt.
Avidin bindet mit seinen vier freien Bindungsstellen das Biotin des Sekundarantikorpers.
Das Enzym Peroxidase wird nun durch das Chromogen (Substrat) Tetramethylbenzidin-
Peroxid sichtbar gemacht. Die Reaktion wird durch Schwefelsdure gestoppt und die
Extinktion mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Photometers bei 450 nm abgelesen. Anhand der

Standardkurve lassen sich die entsprechenden Konzentrationen bestimmen.

Entscheidend bei der Optimierung der ELISAs ist die Titration von Primar- und
Sekundarantikérper, um ein optimales Verhaltnis von spezifischem Signal zu
Hintergrundfarbung zu erzielen.

Hierbei gilt es nun, den optimalen niedrigen Hintergrundwert und gleichzeitig den
hdchstmdglichen Extinktionswert des Standards im messbaren Bereich ausfindig zu
machen.

Vorteile eines DUO-Sets im Vergleich zum kommerziell erhaltlichen Fertig-KIT :
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-Flexibilitat
-niedrige Kosten
-Moglichkeit den Elisa an eigene Bedurfnisse anzupassen, z.B. die Standardkurve

entsprechend der erwarteten Konzentrationen zu bestimmen.

Nachteile:
-groRere Intra- und Inter-Assey-Varianz bei Duo-SETs
-Notwendigkeit zeitaufwendiger Testversuche, bis optimale Konzentrationen der Antikorper

und des Standards erreicht sind.

2.4.3.2 Auswertung

Fur die statistische Auswertung der ELISA-Daten wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Das
Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgesetzt. Zur graphischen Darstellung diente
Microsoft Excel 98.



15

lll. ERGEBNISSE

3.1 Nachweis von VEGF im Gewebeschnitt

Um die Verteilung von VEGF sowohl in Bezug auf Verteilungsmuster innerhalb eines
Schnittes, als auch dessen Konzentration im Verlauf des Zyklus beurteilen zu kdnnen,
wurden 42 Endometriumsschnitte aus vier  verschiedenen Zyklusphasen
immunhistochemisch auf VEGF getestet. Die Ergebnisse wurden jeweils durch

Doppelanfertigung und -bewertung der Endometriumspraparate bestatigt.

In der Proliferationsphase (n=10) war in 90% der Falle keine Farbung der Drisenstrukturen

feststellbar, nur 10% der Schnitte zeigten eine schwache Farbreaktion.
In der Sekretionsphase stellten wir eine Zunahme der stark gefarbten Drusenstrukturen mit

Gipfel in der mittleren Sekretionsphase fest.
In der frihen Sekretionsphase (n=11) waren 82% der Schnitte schwach gefarbt, in der

mittleren Sekretionsphase (n=11) zeigten 18% eine mittlere und 45% eine starke Farbung,
in der spaten Sekretionsphase (n=10) waren 20% der Schnitte mit mittlerer und 20% mit

starker Farbung zu finden.

i 100% 0%
5N
£ 80% A Il starke Farbung
()
E 60% - 82% HE mittlere Farbung
O
n % hwache Fa
o 40% - 90% Oschwache Farbung
2 OKeine Farbung
) 20% -
<% 18%
0%
» {\99‘(‘6 o (\c_-,Q\(\ Zyklusphase
@ < se®
?(0\ © (66 .,-a\e
A\ Qe R
Abbildung 1:
Nachweis von VEGFdurch Immunhistochemie im Verlauf des Zyklus
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ZYKLUSPHASE [ZYKLUSTAG |KEINE SCHWACHE [MITTLERE |[STARKE
FARBUNG |FARBUNG |FARBUNG |FARBUNG

Proliferationsphase |1.-14. 90% 10% 0% 0%

frihe 15.-19. 18% 82% 0% 0%
Sekretionsphase

mittlere 20.-23. 0% 36% 18% 45%
Sekretionsphase

spate 24.-28. 10% 50% 20% 20%
Sekretionsphase

Abbildung 2: Einzelwertdarstellung der Immunhistochemie

Es konnten in der Anfarbbarkeit weder Unterschiede zwischen Stratum basale und Stratum
functionale des Endometriums, noch des Zytosols der epithelialen Drisenzellen in den
unterschiedlichen Zyklusphasen festgestellt werden. Im Fall der positiven Praparate zeigten

sich gefarbte wie auch ungefarbte Drusenstrukturen in unmittelbarer Nachbarschaft

zueinander.
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BILD 1:

Immunhistochemische Farbung des
Endometriums durch VEGF- Antikorper,
Kontrollschnitt, VergroRerung 200 fach

BILD 3:

Imunhistochemische Farbung des
Endometriums durch VEGF- Antikorper,

Sekretionsphase, Vergrofierung 200 fach

BILD 2:

Immunhistochemische Farbung des
Endometriums durch VEGF- Antikorper,
Proliferationsphase, Vergroflierung 200
fach

Immunhistochemische Farbung des
Endometriums durch VEGF- Antikorper,
Sekretionsphase, Vergrollerung 650 fach
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Somit lasst sich ein zyklisches Verhalten von VEGF feststellen. Maximale VEGF-
Konzentrationen finden sich nach unseren Ergebnissen in der mittleren Sekretionsphase.
Hierbei ist jedoch kein typisches Verteilungsmuster innerhalb des Endometriums zu

erkennen.

3.2 Nachweis von VEGF im Uterussekret

Nachdem im Gewebeschnitt in verschiedenen Zyklusphasen unterschiedliche
Konzentrationen von VEGF vorgefunden werden konnten, interessierte uns nun die im
Uterussekret vorhandene Menge an VEGF. Ziel war es auch hier, noch einmal die
Veranderung der VEGF-Konzentration innerhalb des Zyklus zu beobachten. Von Bedeutung
erschien auch, inwieweit die Konzentration im Schnitt und im Sekret korrelieren.

Der VEGF-Gehalt im Uterussekret im Verlauf des Zyklus wurde anhand von 39
Patientinnenproben ermittelt. Die mittels ELISA erhaltene Menge an VEGF wurde auf den
Gesamtgehalt an Protein im Sekret bezogen.

Sowohl in der Proliferationsphase (n=17) als auch in der frihen (n=7) und mittleren
Sekretionsphase (n=9) lagen die VEGF-Werte unter 6 % des Gesamtproteins.

Die hochsten VEGF-Konzentrationen wurden in der spaten Sekretionsphase (n=6) mit
einem durchschnittlichen VEGF-Wert von 14,4 ng/mg Protein gefunden; in der mittleren
Sekretionsphase lag der Wert mit 3,5 ng/mg Protein deutlich niedriger. Dieses Ergebnis
lasst sich mit der Immunhistochemie gut vereinbaren, bei der die Anfarbbarkeit in der
mittleren Sekretionsphase am hochsten lag. Somit ist VEGF als sekretorisches Protein im

Uterussekret am starksten in der spaten Sekretionsphase vorhanden.
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Abbildung 3:
VEGF-Konzentration im Uterussekret

Im Gegensatz zu dem vordergrindigen Eindruck, dass ein deutlicher Anstieg des VEGF-
Gehaltes in der spaten Sekretionsphase stattgefunden hat, ergibt der Kruskal-Wallis-Test
kein signifikantes Ergebnis. Somit ist zwar insgesamt ein positiver Trend zu verzeichnen,

jedoch ohne statistische Signifikanz.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass lediglich ein Trend hin zu hoéheren VEGF-
Konzentrationen gegen Ende des Zyklus auszumachen ist, sich bei der statistischen
Auswertung jedoch kein signifikanter Unterschied der verschiedenen Zyklusphasen
nachweisen lasst. Somit erscheint es schwierig, eine Aussage uber die Korrelation der

VEGF-Konzentration im Endometriumsschnitt und im Uterussekret zu treffen.
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3.3 Untersuchungen im Zellkulturmodell zur Regulation von IL-6 und VEGF

3.3.1 Regulation von IL-6 und VEGF durch 17B-Ostradiol- und Progesteronstimulation

sowie durch Ostradiol- und Progesteronentzug

Die Zellkulturen (n=8), die einer Stimulation durch 17R-Ostradiol und Progesteron
unterlagen, zeigten weder nach 6 noch nach 24 Stunden eine signifikante Anderung der
VEGF- beziehungsweise der |IL-6-Konzentration. Dies gilt sowohl fur die Stroma- als auch
fur die Epithelzellkulturen.

Auch bei den Versuchsansatzen zum Verhalten der Stroma- und Epithelzellen unter

Hormonentzug konnte kein signifikantes Ergebnis ermittelt werden.

3.3.2 Regulation von IL-6 und VEGF durch IL-1R, LIF und IL-6 Stimulation

Die Betrachtung der Zellkulturen unter Stimulation von IL-13, LIF und IL-6 erbrachten
folgendes Resultat:

Ein signifikanter Anstieg der IL-6-Konzentration ist in der Stromazellkultur unter Stimulation

von IL-13 zu verzeichnen. Es war eine durchschnittliche Erhéhung auf das 77- fache nach 6
Stunden und nach 24 Stunden (n=5) auf das 286-fache des Ausgangswertes festzustellen.
Bei Stimulation der Stromazellen durch LIF und IL-6 war keine Veranderung zu erkennen.

Kein signifikantes Ergebnis konnte bei Betrachtung des IL-6- und VEGF-Wertes der

Epithelzellkulturen verzeichnet werden. Auch der VEGF-Gehalt der Stromazellen liel} keine

Veranderung erkennen.
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Abbildung 4:

Anstieg der IL-6-Konzentration im Stromazelliberstand unter
IL-1-Stimulation in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer,
Darstellung der Mittelwerte
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Abbildung 5 :

Anstieg der IL-6-Konzentration im Stromazelliberstand unter
IL-1-Stimulation in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer,
Darstellung der Einzelwerte
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3.3.3 Regulation von IL-6 und VEGF durch Hypoxie

Der Entzug von Sauerstoff ist in verschiedenen Zelltypen als stimulatorischer Faktor von IL-
6 und VEGF bekannt. Daher sollte ein weiterer Regulationsmechanismus der beiden
Faktoren genauer analysiert werden. Interessant hierbei erschien der unterschiedliche
Auspragungsgrad der Veranderung zwischen Epithel- und Stromazellen.

Der Entzug von Sauerstoff zeigte Auswirkung auf alle von uns angelegten Zellkulturen. Das
Ausmal} der Veranderung unterschied sich wie im Folgenden dargestellt:

Die Stromazellen zeigten nach 6 Stunden eine Erhdhung der IL-6-Konzentration um
durchschnittlich das 3,9-fache, nach 24 Stunden um das 9,6-fache; der Gehalt an VEGF

stieg nach 6 Stunden um das 0,4-fache, nach 24 Stunden um das 4,7-fache.
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Abbildung 6 :
Anstieg der IL-6-Konzentration im Stromazelliiberstand unter Hypoxie in

Abhangigkeit von der Stimulationsdauer, Darstellung der Mittelwerte
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Abbildung 7 :

Anstieg der IL-6-Konzentration im Stromazelliberstand unter Hypoxie in
Abhangigkeit von der Stimulationsdauer , Darstellung der Einzelwerte
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Abbildung 8 :

Anstieg der VEGF-Konzentration im Stromazelliberstand unter
Hypoxie in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer
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Abbildung 9 :
Anstieg der VEGF-Konzentration im Stromazelliberstand unter Hypoxie
in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer, Darstellung der Einzelwerte
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In den Epithelzellkulturen lie3en sich folgende Veranderungen feststellen:

Der IL-6 Gehalt erhéhte sich um den Faktor 0,2 nach 6 Stunden, beziehungsweise um 0,5
nach 24 Stunden. VEGF zeigte nach 6 Stunden noch keine signifikante Anderung im

Vergleich zum Ausgangswert, nach 24 Stunden war jedoch eine Zunahme um das 1,6-fache

auszumachen.
0,6

3 p<0,05

§ 0,4 -
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= 0,0 -

6h Dauer der Hypoxie 24h

Abbildung 10 :

Anstieg der IL-6-Konzentration im Epithelzelliberstand unter Hypoxie in
Abhangigkeit von der Stimulationsdauer, Darstellung der Mittelwerte
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Abbildung 11:
Anstieg der IL-6-Konzentration im Epithelzelluberstand unter Hypoxie in
Abhangigkeit von der Stimulationsdauer, Darstellung der Einzelwerte
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Abbildung 12 :

Anstieg der VEGF-Konzentration im Epithelzelliberstand unter
Hypoxie in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer, Darstellung der
Mittelwerte
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Abbildung 13 :
Anstieg der VEGF-Konzentration im Epithelzelliberstand unter Hypoxie
in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer, Darstellung der Einzelwerte
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Somit zeigte sich, dass ein deutlicher Anstieg der VEGF- und der IL-6-Konzentration erst
nach 24 Stunden Versuchsdauer zu erwarten ist. Auch zeigten die Stromazellen insgesamt
eine deutlichere Erhdhung der Faktoren IL-6 und VEGF. In den Epithelzellkulturen war

hingegen eine deutlich geringere Reaktion zu beobachten.
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IV. DISKUSSION

4.1 Endometriale Expression und Funktion von IL-6

Zytokine haben eine vielfaltige Bedeutung, z.B. als Reaktion auf Infektionen und
Entzindungsprozesse, sowie als Induktoren anderer Zytokine. Sie gelten als Modulatoren
der Zellproliferation und sind in der Lage, T-Zellen zu aktivieren und ihre Differenzierung zu
beeinflussen (Giudice 1994). Im Falle eines Entzindungsprozesses wirken sie als
Stimulatoren der Prostaglandine und weiterer Arachidonsaure-Abkémmlinge. lhre Funktion

beschrankt sich jedoch bei weitem nicht nur auf diesen Bereich.

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) war friUher unter verschiedenen Namen bekannt, wie B-
Zellen- stimulierender Faktor (BSF-2), Interferon-R2 (IFN-BR2) oder auch Hepatozyten-
stimulierender Faktor (HSF). Der gemeinsame Name Interleukin-6 wurde eingefuhrt, als
man durch Analyse der cDNA-Sequenzen bemerkte, dass all diese Molekule in ihrer
Struktur identisch sind. Bei IL-6 handelt sich um ein Phospho-Glykoprotein mit der atomaren
Masse von 23-30 Kilo Dalton, das durch verschiedene Zelltypen exprimiert wird. Hierzu
gehodren sowohl Immunzellen, wie Monozyten und Lymphozyten, als auch Zellen, die nicht
dem Immunsystem zugerechnet werden, wie Keratozyten, Fibroblasten und Endothelzellen
(Wolvekamp & Marquet 1990). Interleukin-6 ist Teil einer Gruppe von strukturell ahnlichen
Zytokinen, die den gleichen Signaltransduktions-Mechanismus Uber das transmembrane
Protein gp 130 und Uber Tyrosinkinasen nutzen (Piquet-Pellorce et al. 1994). Weitere

Vertreter dieser Gruppe von Zytokinen sind Onkostatin-M, Interleukin-11 und LIF.

Bisher bekannte Funktionen von Interleukin-6 umfassen die Regulation der Hamatopoese,
sowie von Immun- und Akute-Phase-Reaktionen (Wolvekamp & Marquet 1990). Erhdhte IL-
6-Spiegel konnten bei bestimmten Krankheitsbildern nachgewiesen werden, wie zum
Beispiel bei der rheumatoiden Arthritis, multiplem Myelom sowie bei systemischem Lupus
erythematodes (Wolvekamp & Marquet 1990).

Eine bedeutende Funktion von IL-6 ist dessen wachstumshemmende Wirkung auf
endometriale Stromazellen (Zarmakoupis et al. 1995). So zeigt sich in Stromazellen von
Endometrioseherden, dass diese Zellen gegen die wachstumshemmende Wirkung resistent

sind und auch der IL-6-Rezeptor vermindert erscheint. Im Peritonealsekret von Frauen mit
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Endometriose ist der |6sliche IL-6-Rezeptor verringert. Diese abweichende IL-6-Antwort
konnte zum einen zu der vorhandenen Wachstums-Dysregulation beitragen, zum anderen
konnten die veranderten IL-6-Spiegel eine Rolle spielen im Sinne einer erschwerten
Implantation der Blastozyste (Rier et al. 1995). Die These, dass IL-6 bei der Implantation
eine entscheidende Rolle zukommt, wird unterstitzt durch die Tatsache, dass IL-6 in
normalen Zyklen von Frauen mit gehauft auftretenden frihen Aborten in der mittleren

Sekretionsphase supprimiert ist (von Wolff et al. 2000).

Auch far den Verlauf einer Schwangerschaft scheint IL-6 eine wesentliche Rolle zu spielen,
denn man findet erhdhte Werte in der Amnionflissigkeit (AF) von Frauen mit vorzeitiger
Wehentatigkeit und bei Fruhgeburtlichkeit (Montes et al. 1995).

Eine Erhdhung der IL-6-Konzentration in der Ammnionflussigkeit gilt als aussagekraftigerer
Vorhersageparameter fur das Risiko einer Frihgeburt als der Nachweis einer bakteriellen
Infektion. 33-70% der Frauen mit erhohten IL-6-Konzentrationen in der AF, bei denen ein
bakterieller Nachweis in der AF weder durch Kultur noch durch PCR gelingt, entbinden vor
dem berechneten Geburtstermin.

Die infektionsinduzierte Stimulation von Immunzellen zur Zytokinproduktion fuhrt zur
Produktion und Ausschittung von Prostaglandin E; und Prostaglandin F,,, von welchen
bekannt ist, dass sie Kontraktionen des Uterus bewirken.

Klinische Studien haben gezeigt, dass bei Schwangeren mit vorzeitiger Wehentatigkeit, die
erhohte Serum-CRP (C-reaktives Protein)-Spiegel aufweisen, das Ansprechen auf die
Tokolyse im Vergleich zu Frauen mit normalen CRP-Werten verringert ist. Da IL-6 eine
Rolle bei der Induktion von CRP spielt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass IL-6,
angesehen als entscheidender Mediator bei der Antwort des Organismus auf Infektionen
und Gewebeschadigungen, bei der Antwort auf intrauterine Infektionen ebenso
entscheidend ist. Leider war es in bisherigen Studien nicht mdglich, im menschlichen
Organismus den zeitlichen Zusammenhang zwischen Infektion des Amnions, Erhéhung der
IL-6-Spiegel und Beginn der Wehentatigkeit herzustellen. Bei Rhesus-Affen konnte gezeigt
werden, dass im Anschluss an eine Amnioninfektion die IL-6-Spiegel und die Konzentration
anderer Zytokine in der AF anstiegen, gefolgt von einer Erhdhung von Prostaglandin E; und
Prostaglandin F,,. Diese Veranderungen fanden alle statt, bevor die Kontraktilitat des
Uterus anstieg oder klinisch Infekt-Zeichen zu beobachten waren (EL-Bastawissi et al.
2000).
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Exkurs: Die Rolle von IL-6 fir die Immunmodulation wéhrend der Schwangerschaft

Verschiedene biologische Mechanismen und Systeme, die ihren Ursprung im Embryo sowie
im mautterlichen Organismus haben, scheinen bei der Entwicklung des Embryos, der
Implantation im rezeptiven Endometrium, dem Erhalt der Schwangerschaft und dem Schutz
des Embryos vor externen Einflissen eine Rolle zu spielen.

Zytokine modulieren zellulare und extrazellulare Prozesse und ermoglichen den Austausch
von Informationen zwischen mutterlichem und sich entwickelndem kindlichen Organismus.
Sie scheinen das Immun- und Hormonsystem zu kontrollieren, die Funktion des
Trophoblasten zu unterstiitzen und sorgen flr die korrekte Implantation, fir Wachstum und

Differenzierung der Plazenta.

Die Invasion des Trophoblasten unterliegt einer strengen Kontrolle, die sowohl von
endometrialen Zytokinen als auch Wachstumsfaktoren ausgetibt wird.

CD4-positive T-Zellen kdnnen anhand der von ihnen produzierten Zytokine in zwei Typen
unterteilt werden, Th1- und Th2-Zellen. Th1-Zellen sind charakterisiert durch die Produktion
von IL-2, Interferony, Tumor-Nekrose-Faktor 3, TH2-Zellen durch die Produktion von IL-4,
IL-5 und IL-6. In der Dezidua von Schwangeren dominieren die Zytokine, die durch Th2-
Lymphozyten produziert werden gegenuber solchen aus Th1-Zellen (S.Saito 1999).

Des Weiteren sind auch IL-1, Leptin sowie Tumor-Nekrose-Faktor o, die alle endometrialen
Ursprungs sind, an der Regulation der Implantation beteiligt. Die eben genannten Zytokine
sind alle Stimulatoren von endometrialen Metalloproteinasen. Unter Metalloproteinasen
fasst man eine Familie von Enzymen zusammen, die bei der Invasion des Trophoblasten
ebenso wie bei anderen Prozessen, wie der Tumorinvasion, eine Rolle spielen. Durch die
Sekretion von Metalloproteinasen, die die endometriale extrazellulare Matrix verdauen,
wandern trophoblastische Zellen bei der Einnistung ins Endometrium ein (P.Bischof et al.
2000).

Die nach korrekt stattgefundener Implantation ausgeloste Ausschittung von RHCG durch
den Trophoblasten wird durch die Zytokine der Th2-Zellen induziert, was wiederum die
Progesteronproduktion des Corpus Luteum in der Schwangerschaft stimuliert. Hierdurch
werden erneut Th2-Zellen induziert. Der Erhalt der Schwangerschaft wird erreicht, indem
RHCG die Apoptose des Corpus luteum verhindert (S.Saito, 1999).

Den Zytokinen der IL-6-Familie wird eine Funktion bei der Implantation auch deshalb
zugeschrieben, da durch die Blastozyste  ausgeschittete  Zytokine  die

Empfangnisbereitschaft des Endometriums zu beeinflussen scheinen. Zytokine werden
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ebenso vom Endometrium selbst produziert und unterstitzen somit auch von dieser Seite
den Implantationsprozess (P.Seiler et al. 2001).

Von den Zytokinen des IL-6-Systems ist bekannt, dass sie Einfluss nehmen auf die
Differenzierung, das Wachstum und die Funktion von unterschiedlichsten Zelltypen. So
haben sie unter anderem auch Einfluss auf die Organogenese des Embryos. Hierbei kommt
ihnen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des embryonalen Herzens zu. Liegt ein
Defekt des entsprechenden Signaltransduktionsproteins gp130 vor, so tritt bei Mausen eine
schwere ventrikulare Hypoplasie auf und sie sterben noch vor dem Geburtstermin intrauterin
ab (P.Seiler et al. 2001).

IL-6 wird von kultivierten Mause-Blastozysten, von menschlichen Oozyten sowie von 1-8
zelligen menschlichen Embryos produziert. IL-6-Protein und -mRNA sind im
Synzytiotrophoblasten und in zytotrophoblastischen Zellen im ersten Trimenon der
Schwangerschaft nachweisbar jedoch sind Studien zur Expression von IL-6 in der spaten
Embryogenese leider sehr rar. Der IL-6-Rezeptor und gp130 (das entsprechende
Signaltransduktionsprotein) werden in endometrialen Epithelzellen gefunden, gp130-mRNA
im ersten und zweiten Trimenon in der Dezidua, im Trophoblasten und in der Blastozyste
(P.Bischof et al. 2000). Gp 130-Transkripte konnten mit Nothern-Blot-Analyse ab dem 6.Tag
der Schwangerschaft nachgewiesen werden, mit einem Peak am 8.Tag und einer
allmahlichen Abnahme in der restlichen Zeit der Embryogenese. IL-6-Rezeptor-Transkripte
wurden am 8.Tag erstmals nachgewiesen, mit einem Maximum am 10.Tag und einem
kontinuierlichen Abfall bis zum 14.Tag. Dies konnte bedeuten, dass in der Zeit, in der
gp130-mRNA zu finden, der IL-6-Rezeptor hingegen jedoch noch nicht nachweisbar ist, eine
Stimulation von gp130 durch andere Zytokine der IL-6-Familie stattfindet (P.Seiler et al.
2001). Somit sind IL-6 und sein Rezeptor wahrend der Implantation und der Entwicklung der
Plazenta zugleich in matterlichem und kindlichem Gewebe vorhanden.

Aus den genannten Erkenntnissen kann abgeleitet werden, dass Interleukin-6 eine
wesentliche Rolle und Verantwortung bei dem Prozess der Implantation, der Entwicklung
der Plazenta, dem Erhalt der eingetretenen Schwangerschaft sowie der Entwicklung des

Embryos zukommt.
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Ein weiterer Hinweis fir die Rolle von IL-6 bei der Implantation ist dessen typisches
Verteilungsmuster im Verlauf des Zyklus:

IL-6 wird im Endometrium sowohl von Stroma- als auch von Epithelzellen produziert, wobei
die quantitativ bedeutendere Rolle letzteren zukommt (Tabibzadeh et al. 1989, Laird et al.
1993, Laird et al. 1994). Immunhistochemische Analysen haben ergeben, dass sowohl der
IL-6 Rezeptor als auch das Protein gp 130 wahrend des gesamten Zyklus vor allem in den
Drusenzellen vorhanden ist, weniger ausgepragt jedoch im Stroma. Bei IL-6 findet man eine
Zunahme der Konzentration im Verlauf des Zyklus mit niedrigen Spiegeln in der
Proliferationsphase und mit starker Anfarbung in der Immunhistochemie in der Zeit des
Implantationsfensters um den 19.-20. Zyklustag. Zu diesem Zeitpunkt stellen sich besonders
die Drusenstrukturen und die oberflachlichen Epithelzellen deutlich dar. Weiterhin ist eine
stetige Zunahme von IL-6 im Epithel der Sekretionsphase zu beobachten. In der spaten
Sekretionsphase weisen nur die Stromazellen des oberen Stratum funktionale eine
Anfarbbarkeit auf (Tabibzadeh et al. 1995). Diese Ergebnisse stehen zum Teil im
Widerspruch zu Ergebnissen, nach denen die IL-6-Produktion von Epithelzellen in der
Proliferationsphase deutlich hoher ist als in der Sekretionsphase (Laird et al. 1993).

Diese Tatsachen legen eine Rolle von IL-6 bei der Implantation der Blastozyste und der
Etablierung einer Schwangerschaft nahe. Auch die Regulation durch Steroidhormone
erscheint in Anbetracht des zyklischen Verhaltens als wahrscheinlich. Dies hat uns dazu
bewogen, die Regulation von IL-6 anhand von gut charakterisierten Zellkulturen genauer zu

untersuchen.

Zusammenfassung:

Interleukin-6, ein 23- 30 kDa Phospho-Glykoprotein, wird im humanen Endometrium sowohl
von Epithel- als auch von Stromazellen produziert. Es wird von Fibroblasten, Monozyten,
Lymphozyten und nicht-lymphozytaren Zellen exprimiert. Die Funktionen von IL-6 umfassen
die Regulation von Immunreaktionen, Akute-Phase-Reaktionen, sowie die Hamatopoese;
auch konnten veranderte [L-6-Konzentrationen bei verschiedenen Krankheitsbildern
gefunden werden. Im Endometrium scheint IL-6 eine regulatorische Funktion zuzukommen.
Interleukin-6 zeigt ein zyklisches Verhalten mit niedrigen Spiegeln in der Proliferationsphase
und einen Anstieg in der Sekretionsphase. Dies legt eine direkte oder indirekte Regulation

durch Steroidhormone nahe.
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4.2 Endometriale Expression und Funktion von VEGF

Die Neubildung von Gefallen ist in adulten Geweben - abgesehen von einigen
Krankheitsbildern wie Arthritis, chronischer Entziindung und Tumorwachstum (Cheung et al.
1998) - ein relativ selten stattfindender Prozess (Torry et al. 1996). Eine Ausnahme bilden
hier die zyklischen Veranderungen des Endometriums, bei denen die Revaskularisierung
eine entscheidende Rolle spielt.

Die Entwicklung neuer GefalRe kann durch zwei Mechanismen stattfinden: durch
Angiogenese und durch Vaskulogenese.

Unter Angiogenese versteht man die Bildung neuer Kapillaren ausgehend von bestehenden
Gefallen. Diese muss im Endometrium erfolgreich verlaufen um die Implantation der
Blastozyste zu ermdglichen; hierzu gehort die Proliferation von Endothelzellen, die
Remodellierung der existierenden Basalmembran und der extrazellularen Matrix. Sowohl

Ubermalige als auch inhibierte Angiogenese fuhren zu frihen Aborten. Die Vaskulogenese

bezeichnet die de novo- Formation von Gefalden, die nur bei der Embryogenese stattfindet
(Gordon et al. 1995).

Das Wachstum von Gefallen ist nétig, um die Proliferation und die Regeneration des
Endometriums wahrend des Menstruationzyklus zu ermdglichen und ein rezeptives

Endometrium zu erhalten. Hierbei kommt VEGF eine entscheidende Rolle zu.

VEGEF, ein 30-46 kDa Glykoprotein (Smith 1998), entsteht durch alternatives Spleil3en von 8
Exons der entsprechenden mRNA (Ferrara et al. 1991, Smith 1998). Aus diesem Vorgang
resultieren die funf Isoformen VEGF145, VEGFq21, VEGF165,VEGF1g9 und VEGF3p. Die
kirzeren Isoformen VEGF121 und VEGF1s5 werden in Ioslicher Form sezerniert. VEGF g9
und VEGFygs sind vor allem zellassoziiert (Sharkey et al. 2000). Alle finf Isoformen werden
sezerniert, jedoch sind nur VEGF2; und VEGF4g5 l6slich. VEGF,0s und eventuell auch
VEGF sind an heparin-haltige Proteoglykane auf der Zelloberflache, an die
Basalmembran oder in der extrazellularen Matrix gebunden (Cooper et al. 1995). Die
zellassoziierten langeren Isoformen VEGF 159 und VEGF,0s wirken erst bei Verletzung oder
Untergang der entsprechenden Zelle und konnten daher eine Rolle wahrend der
Menstruation spielen, bei der es zu Gewebsdefekten und Autolyse kommt (Huang et al.
1998). Wahrend VEGF in den meisten Geweben zu finden ist, beschrankt sich VEGF145 auf

den weiblichen Reproduktionstrakt. VEGF20s konnte nur in der fetalen Leber nachgewiesen
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werden. Im Endometrium sind laut Torry et al., 1996 VEGF21 und VEGF4ss die beiden

vorherrschenden Formen.

Die drei existierenden VEGF-Rezeptoren gehdren zur Familie der Tyrosin-Kinase-

Rezeptoren. Es sind transmembrane Rezeptoren, die aus sieben Immunglobulin-ahnlichen
Schleifen und einer intrazellularen Tyrosin-Kinase Domane bestehen. VEGFR | und Il sind
die entscheidenden Ubermittler der Vaskulo- und Angiogenese.

VEGEFR | ist verantwortlich fur die Zellmigration und wird auf3er in Endothelzellen auch vom
Trophoblasten sowie von Monozyten exprimiert. VEGFR |l Ubermittelt Proliferation und
Migration von Endothelzellen und ist der Hauptregulator der Angiogenese. Er wird
aullerdem von Megakaryozyten und hamatopoetischen Stammzellen exprimiert. Sowohl
VEGFR Typ I als auch Typ Il wurden in Spermatozoen vorgefunden (Obermair et al. 1999,
Weston & Rogers 2000). Die Anwesenheit von VEGF- Rezeptoren auf dem Trophoblasten
|asst eine Rolle von VEGF im embryo- maternalen Dialog in der Schwangerschaft vermuten
(Torry & Torry 1997). Ein weiterer Effekt von VEGF st die Erhdhung der
Kapillarpermeabilitat. Hier erweist sich VEGF als potenter als Histamin (Torry & Torry 1997).

Hier die Darstellung weiterer Funktionen von VEGF im Uberblick (Smith 1998):

e VEGEF fordert die Proliferation und Migration von Endothelzellen. Dies beinhaltet den
Abbau der umgebenden Matrix mit Hilfe einer Erhéhung der Kollagenase, die durch
VEGEF in Endothelzellen induziert wird.

e VEGF erhoht die Synthese von tPA (tissue-plasminogen-activator) und uPA (urokinase-
plasminogen-activator). Daraus folgt vermehrte Plasmin-Ausschittung durch
proteolytische Spaltung von Plasmin.

e Die Koagulation wird durch Erhéhung der GefalRpermeabilitat erleichtert, was wiederum
die Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems fordert.

e VEGEF hat Einfluss auf die Exprimierung von Adhasionsmolektlen der Endothelzellen; so
induziert es die Gefalzell-Adhasionsmolekile VCAM-1 und ICAM-1, die die Anheftung
von Naturlichen Killerzellen uber CD 18 und VLA-4-Rezeptoren ermoglichen.
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e VEGF unterstutzt die Akkumulation von Makrophagen Uber den flt-1 (Fms-like tyrosine
kinase) und KDR (kinase insert domain receptor)- Rezeptor, der durch Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird.

e VEGF fordert die Vasodilatation durch die Ausschattung von Stickstoffoxid und

Prostazyklin aus Endothelzellen.

Auch VEGF zeigt im Endometrium ein typisches Verteilungsmuster im Menstruationszyklus.
VEGF konnte sowohl im Stroma, als auch im Epithel wahrend des gesamten Zyklus sowohl
auf mRNA als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (Gordon et al. 1995, Hornung
et al. 1998). Man findet im Vergleich zur Proliferationsphase 3-6 fach erhéhte Mengen der
MRNA in der spaten Sekretionsphase (Torry et al. 1996). Von dieser Erhdhung sind alle drei
Isoformen in gleichem Ausmal} betroffen. Die immunhistochemische Farbung zeigt, dass
vor allem die Drusenepithelzellen der Sekretionsphase eine starke Anfarbbarkeit der
apikalen Oberflache aufweisen (Zhang et al. 1998), nicht jedoch die Stromazellen. Diese
kennzeichnet vielmehr eine diffuse Anfarbbarkeit. Die Verteilung von VEGF im Epithel legt
nahe, dass VEGF ins Lumen der Drisenschlauche sekretiert wird, um dort auf die
Blastozyste zu wirken (Hornung et al. 1998). Auch in den Schnitten der Proliferationsphase
konnte VEGF durchgangig nachgewiesen werden, jedoch wesentlich weniger deutlich als in
der Sekretionsphase (Torry et al. 1996). Die Ergebnisse konnten von uns durch die
Immunhistochemie bestatigt werden. So konnten wir in der mittleren Sekretionsphase mit
45% den grofdten Anteil an stark gefarbten Schnitten mit Rickgang auf 20% in der spaten
Sekretionsphase feststellen.

Obwohl sich die endometrialen Stromazellen in der Immunhistochemie nicht anfarben
lieRen, konnte mittels Ribonuklease-Protection-Assay nachgewiesen werden, dass sie
VEGF produzieren (Torry et al. 1996). Die Tatsache, dass von den Epithelzellen vorwiegend
die léslichen VEGF-Isoformen VEGF 421 und VEGF 465 produziert werden, lasst vermuten,
dass diesen eine Rolle im embryo-maternalen Dialog zukommt. Aus diesem Grund
untersuchten wir Proben des Uterussekrets auf deren Gehalt an VEGF. Es konnten hohe
Werte von VEGF vorwiegend in der Sekretionsphase gefunden werden. Unser Ergebnis
zeigte jedoch in der statistischen Auswertung keine signifikante Erhdhung gegentber der
Proliferationsphase. Dies kénnte natlrlich auf eine starke interindividuelle Varianz der
VEGF- Proteinkonzentration zurtckzufuhren sein. Um diese Vermutung zu bestatigen,
mussten Proben der gleichen Patientinnen im Zyklusverlauf auf deren VEGF-Gehalt hin

getestet werden.
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Da der Regulationsmechanismus, Uber den die VEGF-Erhdéhung in der Sekretionsphase
stattfindet, noch weitgehend ungeklart ist, untersuchten wir den Einfluss der Steroide 173-
Ostradiol und Progesteron, der Zytokine IL-1R, IL-6 und LIF, sowie von der Hypoxie auf die

VEGF-Expression an endometrialen Stroma- und Epithelzellkulturen.

Zusammenfassung:

Bei den zyklischen Veranderungen des Endometriums nimmt die Revaskularisierung des
Gewebes und hiermit auch die VEGF-Expression eine entscheidende Rolle ein. VEGF, ein
40-45 kDa Glykoprotein, existiert in den funf Isoformen VEGF 145.121.165.189,206, die durch
alternatives Spleilen der mRNA entstehen. VEGF lasst sich sowohl in Stroma-, als auch in
Epithelzellen nachweisen. Sowohl das Protein als auch die mRNA sind wahrend des
gesamten Zyklus nachweisbar; es zeigt sich jedoch ein deutlicher Anstieg in der
Sekretionsphase im Vergleich zur Proliferationsphase. Dieses Ergebnis konnte von uns mit

Hilfe der Immunhistochemie bestatigt werden.
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4.3 IL-6, VEGF und deren Regulation durch 17B-Ostradiol und Progesteron

Das Endometrium erlaubt nur wahrend eines sehr kurzen Zeitraums des
Menstruationszyklus die Implantation der Blastozyste. Um das Endometrium darauf
vorzubereiten, muissen komplexe Regulierungsmechanismen vorliegen. Die beiden
Steroidhormone 17R-Ostradiol und Progesteron spielen hierbei eine wesentliche Rolle.

In der Proliferationsphase nehmen die Drisenzellen wie auch die Fibroblasten des Stromas
und GefaRendothelzellen unter dem Einfluss des follikularen Ostrogens zu. Auch die
Epithel- und Stromazellen proliferieren. Nach der Ovulation steigt Progesteron an, und das
Stratum funktionale unterliegt einer sekretorischen Umwandlung: intrazellulare
Glykoproteine akkumulieren, Epithelzellen synthetisieren sekretorische Proteine und
Prostaglandine (Smith 1991, Tabibzadeh 1996); die Zahl der Stromazellen nimmt
gegenuber der Zahl an Epithelzellen zu; zudem findet man ein Stromaddem. Der nun
folgende Progesteronabfall flihrt zu Apoptose, Konstriktion distaler Spiralarterienanteile, und
am 1.-4. Zyklustag kommt es zu diffuser Gewebsnekrose, Entzindung und Thrombosierung
der Gefale.

Leider ist jedoch der Zusammenhang zwischen diesen beiden Steroidhormonen und
anderen im Endometrium relevanten Faktoren, wie zum Beispiel des Zytokins Interleukin-6,

oder auch VEGF, noch weitgehend ungeklart.

4.3.1 IL-6 und dessen Regulation durch 17B-Ostradiol und Progesteron

Um die Regulationsmechanismen von Interleukin-6 genauer zu verstehen, war es unser
Ziel, die Auswirkungen der Steroidhormone 17R-Ostradiol und Progesteron in Bezug auf IL-
6 genauer zu untersuchen. Dieser Regelkreis war bereits des Ofteren Thema von
Veroffentlichungen. Die Ergebnisse stellten sich jedoch zum Teil als widersprtchlich dar. So
fanden Jacobs et al., 1992 und Ray et al., 1997 sowie auch Tabibzadeh et al., 1989 eine
Suppression von Interleukin-6 durch Steroide in Stroma-, sowie in Epithelzellen. Ein
Unterschied bestand im AusmaR der suppressiven Wirkung von 17R-Ostradiol und
Progesteron, und der Kombination aus beiden. So beschreiben Jacobs et al., 1992 im Falle

endometrialer Stromazellen einen deutlicheren Effekt von Progesteron als von 1703-
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Ostradiol; die Steroidhormone gemeinsam entfalten einen synergistischen Effekt. In Bezug
auf endometriale Epithelzellen konnte dieser Synergismus nicht festgestellt werden. Auch
Ray et al, 1997, beschreibt die suppressive Wirkung von 17R-Ostradiol. Hierzu
widerspruchlich auRern sich jedoch Laird et al., 1993. So stellen sie im Epithel der
Proliferations- und der frilhen Sekretionsphase eine Erhéhung von IL-6 unter Ostradiol- und
Progesteron-Stimulation fest, wahrend der spaten Sekretionsphase schliellich eine
Verringerung. Auch die reine Ostradiol-Stimulation ergibt hier andere Ergebnisse als bei den
oben erwahnten Autoren. So steigert Ostradiol in der frihen Sekretionsphase die IL-6-
Produktion, senkt sie aber in der spaten Sekretionsphase.

In Bezug auf das Verhalten endometrialer Stromazellen unter Hormonstimulation besteht
gréRere Einigkeit. Unter Ostradiol- sowie unter Ostradiol- und Progesteroneinfluss wird
Ubereinstimmend eine Abnahme der IL-6-Konzentration beschrieben.

Der wahrscheinliche Mechanismus flr die Suppression von Interleukin-6 durch 170-
Ostradiol verlauft Uber die direkte Interaktion des Ostrogen-Rezeptors mit den
Transkriptionsfaktoren NF(nuclear factor)-IL-6 und NF-kB. So ist es dem Ostrogen-Rezeptor
moglich, die Bindung der DNA an die Transkriptionsfaktoren zu verhindern und somit ein
Absinken der IL-6-Konzentration im Gewebe herbeizufuhren (Ray et al. 1997).

Es stellt sich schlie3lich die Frage, worauf die widerspruchlichen Ergebnisse in Bezug auf
die Stimulation der Endometriumszellen durch Steroidhormone zurlckzufihren sind. Die
augenscheinlichsten Griinde sind zum einen die Heterogenitat der Gewebeproben, zum
anderen die unterschiedlichen Zellkultur-Bedingungen.

Die Zellkulturansatze unterscheiden sich in folgenden Punkten:

e Verwendung von FCS- (fetal-calf-serum) freiem oder FCS-haltigem Medium

e Haufigkeit der Zellpassage

e Wachstumsuntergrund

Da es keine standardisierten Protokolle zu Entnahme-, Isolierungs- und
Kultivierungsbedingungen gibt, ist es schwierig und fragwurdig, die daraus gewonnenen
Erkenntnisse zu vergleichen. So wurden Versuche mit Stromazellen gemacht, bei denen 4
mal passagiert wurde und Medium ohne FCS Verwendung fand (Tabibzadeh et al. 1989).
Andere Arbeitsgruppen kultivierten Epithelzellen auf Polystyrol; Stromazellen wurden ohne
weitere Passagierung in Serum—freiem Medium angesetzt (Laird et al. 1993). Wieder
andere arbeiteten mit Zellaggregaten ohne weitere Auftrennung in Epithel- und
Stromazellen (Vandermolen & Gu 1996). Tseng et al., 1996 kultivierten unpassagierte
Stromazellen auf Medium mit Zusatz von 2,5% FCS. Diese hier dargestellten

unterschiedlichen Kulturbedingungen kénnen die Ergebnisse naturlich stark beeinflussen.
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So kann die Kultivierung von Zellen auf Polystyrol ihre Funktion verandern (Mulholland et al.
1988, Schatz et al. 1990, White et al. 1990). Aus diesen Grinden Kkultivierten wir
Epithelzellen auf Matrigel, wodurch sie ihre Polaritat beibehalten (Mulholland et al. 1988,
Schatz et al. 1990, White et al. 1990) und sowohl Ostradiol- als auch Progesteron-
Rezeptoren exprimieren (Classen-Linke et al. 1997).

Weiterhin fand in unseren Versuchsansatzen eine Aufreinigung der Stromazellen durch
magnetische Beads der Klasse CD 14 (Monozyten/Makrophagen), CD 45 (Pan-
Leukozytenmarker), CD 31 (Endothelzellen) und CD 56 (naturliche Killerzellen) statt,
wodurch Leukozyten, Endothel- und restliche Epithelzellen als Quelle einer Verfalschung
der Ergebnisse eliminiert wurden. Somit kann die Beeinflussung der Interleukin-6-
Produktion vor allem durch Leukozyten ausgeschlossen werden.

Uns war es jedoch weder moglich, eine Stimulation der IL-6-Produktion durch
Steroidhormone nachzuweisen, noch konnten wir einen inhibitorischen Effekt durch diese
zeigen. Die IL-6-Konzentrations-Veranderungen befanden sich aullerhalb des
Signifikanzniveaus von p < 0,05.

Trotzdem zeigt IL-6 ein deutlich zyklisches Verhalten, welches einen Zusammenhang mit
den Steroidhormonen Ostradiol- und Progesteron vermuten Iasst. Aus diesem Grund kdnnte
uberlegt werden, ob IL-6 nicht indirekt durch andere, bisher unbekannte Faktoren, wie etwa

durch Zytokine, reguliert wird.

Zusammenfassung:

Das Verhalten von Interleukin-6 in Bezug auf die Stimulation durch die Steroidhormone 1713-
Ostradiol und Progesteron wird durch verschiedene Autoren unterschiedlich dargestellt. So
wird zum einen die Erhohung der IL-6-Konzentration in endometrialen Stroma- und
Epithelzellen beschrieben, zum anderen deren Abfall. In den von uns angelegten Versuchen
konnte keine statistisch signifikante Anderung von IL-6 durch Ostradiol oder Progesteron

festgestellt werden.

4.3.2 VEGF und dessen Regulation durch 178- Ostradiol und Progesteron

Wie bei Interleukin-6 war es auch im Fall von VEGF unser Ziel, dessen

Regulationsmechanismen im Endometrium genauer zu untersuchen. Viele andere Studien
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hatten den Regelkreis von VEGF und den Steroidhormonen Ostrogen und Progesteron zum
Thema. So untersuchten Perrot-Applanat et al., 1988 das Vorkommen von Ostrogen- und
Progesteron-Rezeptoren im Uterus. Dabei stellte sich heraus, dass diese zwar in glatten
Muskelzellen und in perivaskularen Zellen der Uterusgefalie zu finden sind, nicht jedoch in
Endothelzellen. Dies wirde nahe legen, dass hier eine indirekte Regulation der
Steroidhormon-Effekte durch auto-/parakrine Faktoren vorliegt. Iruela-Arispe et al., 1999
widerlegten dies, denn sie fanden sowohl Ostrogen- als auch Progesteron-Rezeptoren auf
endometrialen Endothelzellen. Nun stellt sich die Frage, Uber welchen Mechanismus
Ostrogen und Progesteron ihre Effekte auf VEGF im endometrialen Gewebe entfalten. Es
wurde nachgewiesen, dass Ostrogen den mitogenen Effekt auf endometriale Endothelzellen
von parallel applizieten Wachstumsfaktoren verstarkt, Progesteron diesen hingegen
inhibiert. Auch die Proliferation von endometrialen Endothelzellen wurde durch Progesteron
reduziert (Weston & Rogers 2000). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Gen-Exprimierung
von VEGF durch Ostrogen und Progesteron im Rattenuterus (Cullinan-Bove & Koos 1993)
und in endometrialen Karzinom-Zelllinien (Charnock-Jones et al. 1993, Smith 1996)
ansteigt. Aber obwohl Uteruszellen in vivo sensibel sind fiir Ostrogen, konnte keine Antwort
auf physiologische Konzentrationen in vitro gefunden werden. Auch scheinen
Endothelzellen per se nicht direkt auf Ostrogen und Progesteron zu reagieren (Gordon et al.
1995). So ist es wahrscheinlich, dass Wachstumsfaktoren als lokale Mediatoren der
Steroidhormone agieren.

Uns interessierte nun vor allem die Reaktion von endometrialen Stroma- und Epithelzellen
in Bezug auf die Stimulation und den Entzug von Ostrogen und Progesteron. So konnte
mehrfach in endometrialen Stromazellkulturen gezeigt werden, dass ein VEGF-Anstieg
durch physiologische Konzentrationen von 17R-Ostradiol erreicht wird (Weston & Rogers
2000). Dieser Anstieg unterschied sich jedoch deutlich im AusmaR der Anderung (Shifren et
al. 1996, Huang et al. 1998). Auch stimulierten Huang et al., 1998 die Zellkulturen mit einer
10 fach erhdhten Ostradiol-Dosis, als unter physiologischen Bedingungen normalerweise
vorzufinden ist. Ostradiol stiegerte hier zudem nur die I6slichen Isoformen 121 und 165,
nicht aber 189 (Huang et al. 1998). Auch fur endometriale Epithelzellen konnte dieser
stimulatorische Effekt in der Zellkultur nachgewiesen werden (Zhang et al. 1995, Weston &
Rogers 2000).

Bei den von uns angelegten Stroma- und Epithelzellkulturen konnten wir keinen Effekt durch
Stimulation oder Entzug von 17R- Ostradiol oder Progesteron auf die Konzentration von
VEGF- Protein bemerken. Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten jedoch auch hier auf

die verschiedenen Wachstumsbedingungen, die unterschiedlichen Ostrogenkonzentrationen
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und vor allem auf den Reinheitsgrad der Kulturen zurickzuflihren sein. So findet man im
Endometrium je nach Zeitpunkt der Entnahme bis zu 40% Leukozyten (Salamonsen &
Woolley 1999), die zu stark verfalschten Ergebnissen flihren konnen. Durch die
Aufreinigung unserer Zellkulturen durch magnetische Beads ist diese Verunreinigung hier

weitgehend auszuschliel3en.

Zusammenfassung:

Einige vorhergehende Studien legten die Regulation von VEGF durch die Streroidhormone
17R-Ostradiol und Progesteron nahe. Es scheint keinen direkten Weg der Regulation durch
Ostrogen oder Progesteron zu geben, vielmehr findet diese Uber andere auto-
beziehungsweise parakrine Faktoren statt. Ostrogen verstarkte den mitogenen Effekt von
parallel applizierten Wachstumsfaktoren, Progesteron inhibierte diesen. In endometrialen
Stroma- und Epithelzellkulturen konnte die Stimulation von VEGF durch Ostrogen

nachgewiesen werden. Diese Stimulation konnte von uns nicht bestatigt werden.

4.4 IL-6, VEGF und deren Regulation durch Zytokine

Sowohl Zytokinen als auch Wachstumsfaktoren kommt eine entscheidende Funktion bei der
Vorbereitung des Endometriums auf eine bevorstehende Implantation, bei der Menstruation
und der Regeneration des Gewebes zu. Um die steroidunabhangige Regulation von IL-6
und VEGF zu untersuchen, analysierten wir die Wirkung der Zytokine IL-13, LIF und IL-6 auf
endometriale Stroma- und Epithelzellkulturen. Diese haben sich schon in vorhergehenden

Studien als relevant fur das endometriale Gleichgewicht und die Implantation gezeigt.

4.4.1 IL-1 und dessen Regulation von IL-6 und VEGF

Das Peptid Interleukin-1 ist ein Produkt der im Endometrium vorhandenen Monozyten,

Makrophagen und einiger anderer Zelltypen, wie zum Beispiel dezidualisierten
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Stromazellen. Das IL-1 System besteht aus IL-1a., IL-13, den Rezeptoren IL-1 | und Il sowie
dem Inhibitor IL-1ra (Laird et al. 1994, Simon et al. 1998).

IL-1o und IL-13 haben ahnliche biologische Funktion und nutzen den gleichen Rezeptor.
Interleukin-1 zeigt ebenso wie IL-6 niedrige Spiegel in der Proliferationsphase und einen
Anstieg in der Sekretionsphase zur Zeit der Implantation (Laird et al. 1994). Parallel hierzu
ist auch ein Anstieg der Serumkonzentration (Giudice 1994) sowie des Rezeptors
nachweisbar (Vandermolen & Gu 1996). Die Bedeutung von IL-1 im Endometrium wurde bei
Versuchen deutlich, bei denen Mausen der Inhibitor IL-1ra in die Uterushohle infundiert
wurde. Das Ergebnis war eine Unfahigkeit der Blastozyste zur Implantation (Simon et al.
1998). Auch wurde eine veranderte Expression von IL-13 bei Frauen mit haufig

auftretenden fruhen Aborten gefunden (von Wolff et al. 2000).

IL-1 und IL-6

IL-1 ist bekannt als Stimulator der IL-6-Produktion in endometrialen Stroma- (Tabibzadeh
1991) und Epithelzellen (Laird et al. 1994). Dies ist sowohl auf der Ebene der mRNA als
auch auf Proteinebene in allen Zyklusphasen nachweisbar (Semer et al. 1991, Tabibzadeh
1991, Vandermolen & Gu 1996).

Diese angegebene Stimulation von IL-6 in Stromazellen durch IL-1 konnte in unserer Studie
bestatigt werden. Im Gegensatz zu Laird et al., 1994, fanden wir jedoch keine IL-6
Stimulation in Epithelzellen. Da Laird et. al., 1993 hdhere IL-6-Konzentrationen in IL-1-
stimulierten Epithelzellen der Sekretionsphase fand als in Zellen aus der Poliferationsphase,
konnte dieser Effekt eventuell durch die Verunreinigung durch Immunzellen zustande
gekommen sein, da diese in hohen Konzentrationen in der Sekretionsphase zu finden sind
(Kodama et al. 1998). Eine Manipulation unserer Ergebnisse durch Verunreinigungen kann
praktisch ausgeschlossen werden, da die Stimulation der Sekretion nur in Stromazellen
gefunden wurde, nicht jedoch in Epithelzellen. Unsere Stimulationsversuche zeigen die
Regulation der IL-6-Expression in Stromazellen durch IL-13, wohingegen keine Stimulation
in Epithelzellen gefunden wurde. Dieser Unterschied wirft die Frage auf, ob die Regulation
in Epithelzellen Uber andere Mechanismen verlauft als in Stromazellen. Zudem ist zu

Uberlegen, ob IL-6 in den beiden Zelltypen eventuell unterschiedliche Funktionen erfullt.

IL-1 und VEGF
IL-1 wurde schon des oOfteren als stimulatorischer Faktor von VEGF beschrieben. So
erhoht IL-1R3 die Expression der VEGF-mRNA sowie des VEGF-Proteins in glatten

Muskelzellen der Rattenaorta (Li et al. 1995). Zudem wird IL-13 von der Blastozyste
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exprimiert und induziert hier VEGF, welches wiederum die Angiogenese und Integrin-
Exprimierung in endometrialen Zellen unterstitzt (Sunder & Lenton 2000). Unsere
Zellkulturen untersuchten nun das Verhalten von endometrialen Stroma- und Epithelzellen
im Bezug auf Stimulation durch IL-1R. In keinem der beiden Zelltypen konnte eine
Veranderung der VEGF-Protein-Konzentration festgestellt werden. Dies koénnte darauf
zuruckzufihren sein, dass IL-1B3 seine stimulatorische Wirkung von VEGF Uber die
Uterusgefalde und deren Endothelzellen ausulbt, nicht jedoch uUber endometriale Stroma-

oder Epithelzellen.

Zusammenfassung:

IL-13 zeigt ein zyklisches Verhalten im Endometrium mit hohen Spiegeln in der
Sekretionsphase zur Zeit der Implantation. Gleichzeitig steigt auch die Serumkonzentration
von IL-1 an. IL-1B stimuliert IL-6 in endometrialen Stromazellkulturen, nicht jedoch in
Epithelzellen. Eine Stimulation von VEGF durch IL-1R8 konnte von uns nicht festgestellt

werden.

4.4.2 LIF und dessen Regulation von IL-6 und VEGF

Das Zytokin Leukaemia-Inhibitory-Faktor (LIF) gehort zu einer Gruppe strukturell ahnlicher
Faktoren wie Interleukin-6, Onkostatin M (OSM), Ciliary- neutrophic- factor (CNTF) und teilt
einige Funktionen sowie den Rezeptor mit diesen. So stimulieren LIF, IL-6 und OSM die
Haptoglobin- und Fibrinogenproduktion durch Hep G2 Hepatomzellen (Piquet-Pellorce et al.
1994, Vogiagis & Salamonsen 1999). LIF besitzt eine Vielzahl unterschiedlicher Zielzellen.
Zu diesen gehoren pluripotente Stromazellen, Hepatozyten, periphere Nervenzellen,
Gliazellen sowie Myoblasten. Auferdem unterstitzt LIF das Wachstum embryonaler
Stammzellen und halt diese im undifferenzierten Zustand.

Diese Tatsachen legen eine breite biologische Funktion von LIF nahe. Auch im
Endometrium scheint LIF eine entscheidende Rolle zuzukommen. Dies zeigen Experimente
an Mausen mit defektem LIF-Gen, bei denen nachgewiesen werden konnte, dass zwar eine
normale, funktionsfahige Blastozyste entstand, jedoch keine Implantation stattfand (Stewart
& Cullinan 1997).
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LIF zeigt im Endometrium eine typische Verteilung im Verlauf des Zyklus. Untersuchungen
mit dem Nachweis von mRNA und auch dem Protein erbrachten folgendes Ergebnis: Das
Auftreten von mRNA konnte erst nach dem 20. Zyklustag in der mittleren und spaten
Sekretionsphase nachgewiesen werden. Die Immunhistologie zeigte eine Anfarbbarkeit der
Praparate in allen Zyklusphasen: Im Stroma konnten starke interindividuelle Unterschiede
ausgemacht werden, nicht jedoch ein zyklisches Verhalten. Im Epithel hingegen tritt eine
leichte Farbung in der Proliferationsphase auf, die dann in der mittleren und spaten
Sekretionsphase einen Gipfel mit starker Anfarbbarkeit erreicht, wahrend das Endometrium
unter dem Einfluss von hohen Progesteronspiegeln steht (Vogiagis et al. 1996). Dieses

Verhalten legt eine autokrine/parakrine Rolle von LIF nahe.

Da unsere Kulturansatze keine direkte Regulation von IL-6 durch Steroide in vitro zeigten,
wirft dies die Frage auf, ob IL-6 nicht durch andere Faktoren, wie zum Beispiel Zytokine,
indirekt reguliert wird. Aus diesem Grund stimulierten wir endometriale Stroma- und
Epithelzellen mit LIF und untersuchten schliel3lich das Verhalten von Interleukin-6.

Wir konnten weder in den Zellkulturen der Epithel-, noch der Stromazellen eine Auswirkung
der Stimulation durch LIF auf die IL-6-Konzentration feststellen. Auch der VEGF-Gehalt

zeigte keinerlei Veranderung.

Zusammenfassung:

LIF erfullt breite biologische Funktionen, was die Vielzahl an Zielzellen wie Hepatozyten,
Glioblasten, pluripotente Stromazellen verdeutlicht. Auch im Endometrium spielt LIF eine
entscheidende Rolle, vor allem bei der Implantation der Blastozyste. Die von uns
untersuchte Regulation von VEGF und IL-6 durch LIF erbrachte kein positives Ergebnis. So
konnte weder in Stroma- noch in Epithelzellen eine Stimulation durch LIF nachgewiesen

werden.

4.4.3 IL-6 und dessen Regulation von VEGF

Die Angiogenese kann durch verschiedene Zytokine induziert werden. So ist VEGF als
spezifisches Mitogen flr Endothelzellen daran beteiligt. Auch IL-6 liegt in Geweben mit

aktiver Angiogenese in erhohter Konzentration vor, induziert aber nicht die Proliferation von
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Endothelzellen. Die Stimulation von verschiedenen Zelllinien mit IL-6 hat gezeigt, dass eine
signifikante Induktion der VEGF-mRNA hierdurch stattfindet. Dies wird nicht nur durch DNA-
Elemente in der Promoterregion vermittelt, sondern auch durch Elemente der Region
5-UTR (untranslated region) der VEGF mRNA (Cohen et al. 1996). Dies ist auch bei der
Induktion von VEGF durch Hypoxie der Fall. In den von uns angelegten endometrialen
Stroma- und Epithelzellkulturen konnte jedoch keine Stimulation von VEGF durch IL-6
festgestellt werden.

IL-6 konnte somit indirekt zur Regulation von VEGF beitragen. Interessanterweise wird o.-
Makroglobulin, ein Akute-Phase-Protein, durch IL-6 induziert, zudem wurde berichtet, dass
VEGF durch Bindung an ax-Makroglobulin inaktiviert wird (Soker et al. 1993). Somit ware es
moglich, dass IL-6 Uber diesen Weg Einfluss auf die Konzentration von zirkulierendem
VEGF ausubt.



46

4.5 IL-6, VEGF und deren Regulation durch Hypoxie

Zellen sind in der Lage, Veranderungen der Sauerstoffversorgung zu registrieren und darauf
Zu reagieren, so dass es dem gesamten Gewebe moglich ist, unter diesen Bedingungen zu
Uberleben. Hierfir werden verschiedenste Gene hochreguliert, wie zum Beispiel
Erythropoetin, das die Erythropoese kontrolliert und zu einer Erhohung der
Bindungskapazitat fur Sauerstoff fuhrt. Weiterhin werden glykolytische Enzyme induziert, die
alternative Stoffwechselwege mit reduziertem Sauerstoffbedarf aktivieren. Die Ischamie von
Geweben zeigt Ahnlichkeit zu Entziindungsprozessen, wie zum Beispiel die Induktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen. Auch VEGF und IL-6 sind Faktoren, deren Konzentration
unter dem Einfluss von Hypoxie Veranderungen unterliegt und die fur die Anpassung des

Gewebes unter diesen Bedingungen entscheidend sind.

4.5.1 IL-6 und dessen Regulation durch Hypoxie

Das Verhalten von IL-6 unter Sauerstoffentzug (O;) ist von groflem Interesse, denn die
Unterversorgung von Geweben mit O, ist im Korper kein seltenes Ereignis. So ist dies
regelmanig der Fall bei Entzindungen, im nekrotischen Bereich von Tumoren sowie bei der
Wundheilung. Die Menstruation zeigt einige Parallelen zu Entziindungen, wie Odem, lokale
Ischamie, Einwanderung von Immunzellen. Auch scheint IL-6 im Wundheilungsprozess eine
Rolle zu spielen, denn es wird von Fibroblasten und Endothelzellen produziert. Auch die
Proliferation und Differenzierung von immunkompetenten Zellen wird durch IL-6 und eine
Reihe weiterer Zytokine angeregt, wie IL-2, IL-4, IFN-y.

Die Hypoxie ist als stimulatorischer Faktor fur Interleukin-6 gut bekannt. So steigt die IL-6-
Produktion in peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) und in Endothelzellen (Yan et al.
1995) unter Sauerstoffentzug deutlich an (Naldini et al. 1997). Naldini et al.,1997
beschreiben eine Erhéhung von IL-6 in PBMCs um 36% sowie die Aktivierung der
Transkription an der NF-IL-6-DNA-bindenden Stelle in der Promoterregion des Kerns und
die Aktivierung von NF-kappa B (Koong et al. 1994, Yan et al. 1997). Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors—NF-«B ist in einigen Genen, die durch Hypoxie induziert werden, der
gemeinsame Mechanismus, Uber den deren Exprimierung in Gang gesetzt wird (Koong et
al. 1994).
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Nun stellte sich die Frage, ob diese fur andere Zelltypen beschriebene Steigerung von IL-6
durch Hypoxie auch in endometrialen Stroma- und Epithelzellen vorliegt. Dies konnte durch
unsere Zellkulturen unter einem Sauerstoffgehalt von 2% bestatigt werden. Es fand eine
deutliche Erhdhung des Proteins IL-6 sowohl in Epithel- als auch in Stromazellen statt.
Wesentlich deutlicher ausgepragt war hier die Reaktion der Stromazellen auf die Hypoxie.
Hier machte sich ein durchschnittlicher Anstieg von IL-6 um den Faktor 9,6 nach 24 Stunden
bemerkbar, wohingegen bei den Epithelzellen nur eine Steigerung um den Faktor 0,5 nach
24 Stunden stattfand. Somit scheint unter Hypoxie vor allem den Stromazellen eine
regulatorische Funktion im Bezug auf IL-6 zuzukommen. Die Induktion von IL-6, einem
Zytokin mit anti-inflammatorischen Eigenschaften, konnte Prozesse in Gang setzen, die

Entzindungen unter Hypoxie begrenzen.

Zusammenfassung:

Die Hypoxie ist ein relevanter Faktor flr eine gesteigerte Produktion von Interleukin-6 in
verschiedenen Zelltypen. Es wurde gezeigt, dass sowohl endometriale Stroma- als auch
Epithelzellen auf ein verringertes Sauerstoffangebot im Sinne einer IL-6 Erhdéhung

reagieren.

4.5.2 VEGF und dessen Regulation durch Hypoxie

Die Hypoxie zeigt sich als relevanter Faktor fur die Regulation von VEGF im Endometrium.
Das endometriale Wachstum und die Reparatur nach der Menstruation sind verbunden mit
profunder Angiogenese. Abnormalitaten in diesem Prozess fihren zu Veranderungen der
Blutung, wie zum Beispiel zu Hypermenorrhd. Hier kommt VEGF eine entscheidende Rolle
zu. Da die Menstruatuion, wie oben erwahnt, einige Parallelen zu Entzindungsprozessen,
wie Hypoxie des Gewebes aufweist, stellt sich die Frage, ob VEGF unter Hypoxie induziert
wird.

Bereits durchgefuhrte Studien an Kulturen von Stroma- und Epithelzellen unter Hypoxie
haben gezeigt, dass die VEGF-Sekretion durch diese anstieg. Der mRNA-Spiegel stieg
durchschnittlich um den Faktor 1.8 in den Kulturen der Stromazellen und um 3.4 in
Drisenepithelzellen. Die mRNA stieg fur jede VEGF-Isoform in gleichem Ausmal an. Deren

Induktion durch Hypoxie verlauft Uber den Transkriptionsfaktor hypoxia-inducible-factor
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(HIF)-o (Smith 1998). Proteinmessungen durch ELISA ergaben ahnliche Ergebnisse
(Sharkey et al. 2000). Diese Ergebnisse konnten durch wunsere Stroma- und
Epithelzellkulturen bestatigt werden. Die Stromazellen zeigten auch hier eine deutlichere
Steigerung von VEGF im Vergleich zu den Epithelzellen. So konnte die Hypoxie als
relevanter Faktor fur eine Erhohung von VEGF in vitro bestatigt werden. Fraglich ist, ob die
Regulation von VEGF in vivo im Gewebeverband unter Hypoxie in gleicher Art und Weise
stattfindet. So fanden Sandner et al., 1996 heraus, dass der Entzug von Sauerstoff in vivo
nur einen geringen Effekt hat. Hierfir wurden Ratten unter 8% O, gehalten, danach wurde
der Gehalt an mRNA in verschiedenen Organen gemessen. Weder in der Lunge und im
Herz noch in der Niere konnte eine Veranderung des VEGF Gehaltes festgestellt werden.
Lediglich in der Leber konnte man einen Anstieg um 50% beobachten (Sandner et al. 1996).
Ein moglicher Grund fir diese unterschiedlichen Auswirkungen von Hypoxie in vitro und in

vivo konnte die Existenz von Inhibitoren der VEGF-Produktion in vivo sein.

Zusammenfassung:

Eine Reduktion des Sauerstoffangebots induziert VEGF in endometrialen Stroma- und
Epithelzellkulturen. Hierbei zeigt sich eine deutlichere Steigerung von VEGF in Stroma- als

in Epithelzellen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Das Endometrium stellt ein komplexes Gewebe dar, das sehr genauen
Kontrollmechanismen unterliegt. Die zyklischen Veranderungen und damit auch die
Vorbereitung auf die Implantation einer Blastozyste werden durch verschiedene Faktoren
reguliert. Hierzu gehoéren endokrine Mechanismen, vermittelt durch die Steroidhormone
Ostradiol und Progesteron, die Abstimmung des Immunsystems und die Anpassung der
Gefallversorgung. So spielen sowohl eine Vielzahl an Zytokinen als auch
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel VEGF, eine entscheidende Rolle. Das Ziel unserer
Untersuchung war eine genauere Betrachtung der Regulationsmechanismen im
endometrialen Zellverband anhand von Zellkulturen, durch Immunhistochemie sowie durch
Analyse des Uterussekretes.

IL-6, ein gut bekanntes Phospho-Glykoprotein, wird im endometrialen Gewebe sowohl von
Epithel- als auch von Stromzellen produziert. IL-6 erfillt im menschlichen Organismus
vielfaltige Funktionen. Eine entscheidende Rolle scheint ihm bei Entstehung und Erhalt
einer fruhen Schwangerschaft zuzukommen. IL-6 zeigt ein typisches Verteilungsmuster im
Menstruationszyklus mit niedrigen Spiegeln in der Proliferationsphase und einem deutlichen
Anstieg in der Sekretionsphase.

Bei den zyklischen Veranderungen des Endometriums ist die Revaskularisierung des
Gewebes und deren Regulation durch VEGF ein entscheidender Prozess. VEGF existiert in
funf Isoformen, die durch alternatives Spleilden der mRNA entstehen. Es kann sowohl in
Stroma- wie auch in Epithelzellen nachgewiesen werden. Im Vergleich zur
Proliferationsphase tritt VEGF ebenso wie IL-6 verstarkt in der Sekretionsphase auf. Dieses
Verhalten konnte von uns mit Hilfe der Immunhistochemie bestatigt werden. Im Uterussekret
steigt die VEGF-Konzentration im Verlauf des Zyklus an. Diese Tatsachen legen eine
Regulation von IL-6 und VEGF durch die Steroidhormone 17R-Ostradiol und Progesteron

nahe.

Das Verhalten von Interleukin-6 in Bezug auf die Stimulation durch die Steroidhormone

17R-Ostradiol und Progesteron wird in der Literatur widerspriichlich dargestellt. So wird zum

einen die Erhdéhung der IL-6-Konzentration in endometrialen Stroma- und Epithelzellen
beschrieben, zum anderen deren Abfall. In den von uns angelegten Versuchen konnte keine
statistisch signifikante Anderung von IL-6 durch Ostradiol oder Progesteron festgestellt

werden.
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Einige vorhergehende Studien legten die Regulation von VEGF durch Ostradiol und
Progesteron nahe. Jedoch scheint es keinen direkten Weg der Regulation durch diese
Faktoren zu geben. Ostrogen verstarkte den mitogenen Effekt von parallel applizierten
Wachstumsfaktoren, Progesteron inhibierte diesen. In endometrialen Stroma- und
Epithelzellkulturen wurde die Stimulation von VEGF durch Ostrogen von anderen Autoren
nachgewiesen. Diese Stimulation konnte von uns nicht bestatigt werden. Es stellt sich die
Frage, ob eine indirekte Beeinflussung von VEGF durch andere auto- beziehungsweise
parakrine Mechanismen vorliegt.

Unser Ziel war es nun, die Regulation von IL-6 und VEGF durch andere Faktoren, wie
beispielsweise Zytokine, zu untersuchen. [L-1 erweist sich in diesem Zusammenhang als
relevant. Es zeigt ein zyklisches Verhalten im Endometrium mit hohen Spiegeln in der
Sekretionsphase zur Zeit der Implantation. Gleichzeitig steigt auch seine
Serumkonzentration an. IL-1R stimuliert IL-6 in endometrialen Stromazellkulturen, nicht
jedoch in Epithelzellen. Eine Stimulation von VEGF durch IL-13 konnte von uns nicht
festgestellt werden. Ein weiterer bedeutender Faktor, der von uns genauer untersucht
werden sollte, war LIF.

LIF erflllt breite biologische Funktionen, was die Vielzahl an Zielzellen im menschlichen
Organismus verdeutlicht. Auch im Endometrium spielt LIF vor allem bei der Implantation
eine entscheidende Rolle. Die von uns untersuchte Regulation von VEGF und IL-6 durch
LIF erbrachte kein signifikant positives Ergebnis. So konnte eine Stimulation durch LIF
weder in Stroma- noch in Epithelzellkulturen nachgewiesen werden.

Des weiteren analysierten wir die Regulation von VEGF durch [L-6. Auch hier zeigte sich
weder in den Stroma- noch in den Epithelzellkulturen eine statistisch erfassbare

Veranderung.

Unter verringerter Sauerstoffversorgung finden im Zellverband bestimmte Veranderungen
statt, die eine optimale Anpassung an die veranderten Umweltbedingungen ermaglichen.
Die Hypoxie erweist sich als relevanter Faktor fur eine gesteigerte Produktion von
Interleukin-6 in verschiedenen Zelltypen. Es wurde gezeigt, dass sowohl endometriale
Stroma- als auch Epithelzellen auf ein verringertes Sauerstoffangebot im Sinne einer IL-6
Erhohung reagieren.

Auch VEGF wird in endometrialen Stroma- und Epithelzellkulturen durch eine Reduktion des
Sauerstoffangebots induziert. Hierbei kann man eine deutlichere Steigerung von VEGF in

Stroma- als in Epithelzellkulturen beobachten.



51

Unsere Versuchsansatze an Zellkulturen, am Uterussekret und an Endometriumsschnitten
haben einen Beitrag zum genaueren Verstandnis der Regulationsmechanismen im
endometrialen Zellverband geleistet. Die Komplexitat der Ablaufe jedoch erfordert weiterhin
intensive Forschungsarbeit in vivo sowie in vitro, um einen vollstandiges Bild des
Endometriums zu vermitteln. In diesen Erkenntnissen liegt die Chance, Therapieansatze fir

einige Erkrankungen, wie zum Beispiel Endometriose oder auch Infertilitat zu entwickeln.
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