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1 Einleitung 
 

Das menschliche Endometrium unterliegt einer Reihe sorgfältig kontrollierter 

Veränderungen, die zu Proliferation, Sekretion und schließlich zum Abstoßen der 

Schleimhaut während der Menstruationsblutung führen. Im Rahmen dieses 

physiologischen Prozesses wird das Endometrium durch das Zusammenspiel einer 

Reihe verschiedener Mechanismen auf die Implantation vorbereitet (Tabibzadeh und 

Babaknia 1995). Die Implantation stellt einen für den Erhalt der Schwangerschaft 

essentiellen, jedoch äußerst komplexen Vorgang dar, zu dessen Beginn eine 

Interaktion des sich in Entwicklung befindenden Embryos und der Plazenta mit dem 

Endometrium unabdingbar ist. Die Notwendigkeit eines rezeptiven Endometriums für 

die erfolgreiche Implantation des Embryos wurde bereits anhand tierexperimenteller 

Studien und empirischer klinischer Erkenntnisse postuliert (Psychoyos 1986 und 

1993), welche gezeigt hatten, dass das Endometrium verschiedene 

Entwicklungsstadien durchläuft. Im Einzelnen sind dies eine rezeptive, eine nicht 

rezeptive, eine refraktäre, sowie eine neutrale Phase. 

 

Einige Autoren gehen dabei davon aus, dass, wie im Tiermodell bereits 

nachgewiesen werden konnte, auch beim Menschen ein sogenanntes 

Implantationsfenster existiert, während dessen das Endometrium empfänglich für die 

Einnistung der Blastozyste wird (Navot et al.1984, 1986, 1991; Paulson et al. 1990, 

Psychoyos 1993, Tabibzadeh und Babaknia 1995). Darauf folgt eine sogenannte 

nicht rezeptive Phase, während der das Endometrium refraktär für den 

Implantationsprozess wird (Psychoyos 1993). Findet keine Implantation statt oder 

schlägt diese fehl kommt es zum Auftreten der Menstruation und damit zum 

Abstoßen des Endometriums. 

 

Die Implantation beruht  auf exakt gesteuerten Mechanismen. Durch eine große 

Anzahl fundierter Studien konnte die essentielle Bedeutung der endokrinen 

Regulation im Sinne eines steroidhormongesteuerten Primings des Endometriums 

für die Implantation gezeigt werden (Psychoyos 1973). Jedoch haben jüngste 

Erkenntnisse gezeigt, dass die Implantation des Embryos auch einen 

bemerkenswerten parakrinen Prozess darstellt, welcher auf reziproken embryo-



 7 

uterinen Interaktionen beruht (Simon et al. 2000). Darüber hinaus fungieren 

parakrine Effektoren, wie z.B. Zytokine, als Mediatoren der Steroidhormone. Diese 

Regulatoren steuern über komplizierte interzelluläre Regelkreise die Kommunikation 

zwischen Embryo und endometrialen Epithel- und Stromazellen (Simon et al. 2000). 

 

Eine wichtige Funktion kommt hierbei dem Wachstumsfaktor Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) zu, welcher eine wichtige Funktion bei der Regulation von 

Wachstum und Entwicklung der endometrialen Gefäße einnimmt und somit eine 

Schlüsselrolle in der Ausbildung eines rezeptiven Endometriums als 

Grundvoraussetzung für eine erfolgreiche Implantation spielt (Torry et al. 1996). 

VEGF vermittelt seine Wirkung Rezeptor-gesteuert, diese VEGF-spezifischen 

Rezeptoren konnten außer auf endometrialen Endothelzellen auch auf Monozyten, 

Trophoblasten und Spermatozoen nachgewiesen werden (Weston und Rogers 2000, 

Obermaier et al. 1999). Der zell- und zyklusspezifische Verlauf der VEGF-Expression 

im humanen Endometrium und in der Plazenta stellt einen weiteren wichtigen 

Hinweis für die Bedeutsamkeit des Wachstumsfaktors bezüglich Ausbildung eines 

rezeptiven Endometriums, sowie der materno-fetalen Interaktion in der 

Präimplantationsphase dar (Shifren et al. 1996). Wenn auch die genauen 

Regulationsmechanismen noch weitgehend ungeklärt sind, so existieren dennoch 

einige Studien, welche auf eine steroidhormonvermittelte Regulation (Weston und 

Rogers 2000, Shifren et al. 1996), auf eine gesteigerte Expression unter hypoxischen 

Bedingungen (Sharkey et al. 1999), sowie auf eine Interaktion mit verschiedenen 

Zytokinen  hinweisen. 

 

Das Zytokin Interleukin-1 (IL-1) mit seinen beiden Untereinheiten IL-1α und IL-1ß, ist 

ebenfalls in wichtige reproduktive Vorgänge involviert. Auch hier ließ sich ein 

zyklusspezifischer Verlauf der Expression von IL-1ß mit einem Anstieg der mRNA-

Sekretion zum Zeitpunkt der Implantation nachweisen (von Wolff et al. 2000), was 

die Vermutung nahe legt, dass IL-1ß eine wichtige Rolle bei der Implantation der 

Blastozyste innehat. Bestätigt wird dies durch die Korrelation von 

Implantationsstörungen mit einer supprimierten Expression des Zytokins (Simon et 

al. 1998). 
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Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF), ein Wachstumsfaktor, welcher 

aufgrund seiner hämatopoetischen Funktion v.a. in  der Onkologie therapeutisch 

eingesetzt wird, scheint ebenfalls eine wichtige Funktion im Bereich der utero-

plazentaren Regulationsvorgänge zu spielen, wobei einige Arbeiten eine enge 

Verknüpfung von G-CSF mit IL-1ß andeuten. 

 

Um eine Aussage über den Einfluss wichtiger endometrialer 

Regulationsmechanismen auf die Sekretion der drei beschriebenen Zytokine treffen 

zu können, untersuchten wir am Kulturmodell die Auswirkungen von 

Steroidhormonstimulation und -entzug, Stimulation mittels der Zytokine IL-1ß und IL-

6, sowie hypoxischer Bedingungen auf die Expression der verschiedenen mRNAs. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Patienten und Probenmaterial 
 

Die Entnahme von Probenmaterial erfolgte im Rahmen von Hysterektomien bei 20 

Patientinnen im Alter zwischen 35 und 52 Jahren.  

Die ausschließlich prämenopausalen Patientinnen wurden am Vortag der Operation, 

entsprechend des Votums der Ethikkommission über das Projekt aufgeklärt und 

gaben ihr Einverständnis zur Probenentnahme, deren Voraussetzung ein 

regelmäßiger Menstruationszyklus war. Patientinnen, bei denen der Verdacht auf 

Malignität bzw. neoplastische Prozesse gegeben war, wurden von der Studie 

ausgeschlossen. Weitere Ausschlusskriterien waren eine 

Hormonsubstitutionstherapie in den vergangenen drei Monaten sowie ein 

Intrauterinpessar. 

 

2.2 Entnahme der Proben 
 
Die Proben wurden in Absprache mit dem zuständigen Pathologen unmittelbar im 

Operationssaal unter sterilen Bedingungen entnommen. Dabei wurde zunächst mit 

einem Previcalkatheter (Nourypharma, Oberschleißheim, Deutschland) das Cavum 

uteri sondiert. Dieser diente im Folgenden als Leitschiene für die Eröffnung des 

Uterus. Es erfolgte die Entnahme von Gewebe für die Zellkultur. Das Endometrium 

wurde mittels eines Skalpells kürettiert und in ein steriles Zentrifugenröhrchen 

gegeben, das bereits 4 ml Kulturmedium enthielt. Das Kulturmedium bestand für alle 

in dieser Arbeit beschriebenen Zellkulturen aus DMEM/F12 HAM Nährmedium 

(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) mit 10% fetalem Kälberserum (Gibco, 

Eggenstein, Deutschland), 0,2% Imipenem und Cilastatin  (Zienam 500, MSD Sharp 

& Dome, Haar, Deutschland) und 4% Nystatin (100.000IE/l) (Lederle Arzneimittel, 

Wolfratshausen, Deutschland). 

Der Transport ins Labor zur weiteren Verarbeitung erfolgte bei 20°C und dauerte ca. 

eine Stunde. 
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Des Weiteren wurde der Patientin durch Punktion einer Vene 10 ml Blut 

abgenommen, aus welchem im Institut für Klinische Chemie die Bestimmung der 

Serumspiegel von Östrogen und Progesteron erfolgte. 

2.3 Datierung der Proben 
 

Die Datierung der Gewebeproben erfolgte mit Hilfe der vorliegenden Daten aus der 

Zyklusanamnese der betreffenden Patientinnen, sowie mittels histologischer Kriterien 

und mittels der Hormonspiegel im Serum der Patientin zum Zeitpunkt der 

Probenentnahme. 

Die bei der Probenentnahme gewonnenen Gewebeblöckchen wurden in Tissue-Tek 

(Sakura, Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet. Hieraus wurden mit dem Kryotom 

Schnitte mit einer Dicke von 10 µl angefertigt, welche nachfolgend mit Toluidinblau 

(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) angefärbt wurden. Eine histologische Datierung 

der Proben erfolgte nach Noyes et al. (1950). 

 

Weiterhin erfolgte im Institut für Klinische Chemie anhand der ebenfalls bei der 

Materialentnahme gewonnenen Serumproben der Patientinnen eine 

Hormonspiegelbestimmung von Östradiol, Progesteron und luteinisierendem 

Hormon. 

 

2.4 Kultur endometrialer Zellen 
 

2.4.1 Aufbereitung der Zellen für die Kultur 
 
Zuerst wurde der gesamte Inhalt des Transportgefäßes in eine sterile Petrischale aus 

Glas überführt. Dann erfolgte die mechanische Zerkleinerung des endometrialen 

Gewebes mittels Skalpell in ca. 1mm3 große Stücke. Anschließend wurde 

Kollagenase Typ IA (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) mit einer Aktivität von 400 

U/mg zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 0,153 % erreicht wurde. Nach 

gründlicher Durchmischung und einer Überführung der Zellsuspension in eine 

Zellkulturflasche erfolgte die einstündige enzymatische Andauung im Wasserbad bei 

20°C. 
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Im Anschluss an die mechanische Auftrennung erfolgte die Filtration der Zellen. Im 

ersten Filtrationsschritt wurde zunächst unverdautes Gewebe, sowie Überreste von 

Schleim und Myometrium entfernt.  Hierbei wurde die Zellsuspension auf ein 

Nylonsieb der Porengröße 180 µm (Millipore, Bedford, MA, USA) gegeben, 

anschließend wurde mit 5 ml Kulturmedium nachgespült, wodurch die Ausbeute an 

Epithel- und Stromazellen im Filtrat erheblich gesteigert werden konnte. Der zweite 

Filtrationsschritt diente der Auftrennung von Epithel und Stromazellen. Hierfür wurde 

ein Filter der Porengröße 40 µm (Beckton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

verwendet. Die epithelialen Drüsenschläuche blieben im Filter zurück, während 

Stromazellen, Erythrozyten, sowie verschiedene Immunzellen diesen passieren 

konnten. 

Die  abgetrennten Epithelzellen wurden durch mehrfache Waschschritte mit 

Kulturmedium von Kollagenaseresten befreit und schließlich in Kulturmedium 

resuspendiert.  

Die Stromazellen, die sich im Filtrat befanden, wurden ebenfalls mehrfach mit 

Kulturmedium gewaschen und anschließend resuspendiert.  

 

2.4.2 Anlage der Stromazellkulturen 
 

Unmittelbar im Anschluss an die Filtration wurden die Stromazellen mit Hilfe eines 

immunmagnetischen Verfahrens von verschiedenen Immunzelllen gereinigt. Hierfür 

wurden Dynabeads (Dynal, Hamburg, Deutschland) verwendet. Dabei handelt es 

sich um magnetische Polystyrrolteilchen, die mit verschiedenen monoklonalen 

Antikörpern beschichtet sind. 

Die Reinigung erfolgte durch die Isolierung von Leukozyten, Endothelzellen, 

Epithelzellen, Makrophagen und Monozyten. Hierfür wurden spezifische 

antikörperbeschichtete Beads eingesetzt, wie aus unten stehender Tabelle (Tab. 1) 

hervorgeht. 

 

Dynabeads CD 14 CD 31 CD 45 MAB Ber-EP 4 

Isolierte Zellart 
Monozyten/ 

Makrophagen 
Endothelzellen Leukozyten Epithelzellen 

  

Tabelle 1: verwendete Antikörper zur Beschichtung der Beads 
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Vor jedem Isolierungsschritt wurden die Beads in sterilem PBS-Puffer (Gibco, 

Eggenstein, Deutschland) gewaschen, anschließend am Magneten getrocknet und  

in ihrer ursprünglichen Konzentration in PBS resuspendiert. Anschließend wurden 

jeweils 12,5 µl der Beadssuspension in zwei sterile Reaktionsgefäße gegeben und 

erneut am Magneten getrocknet.  

Um eine Bindung der Antikörper an die Antigene der zu isolierenden Zellen zu 

erreichen, wurden jeweils 25 µl der Beadssuspension mit einer Konzentration von 

108 Beads/ml zu der vorgekühlten Zellsuspension in ein steriles Reaktionsgefäß 

gegeben und 10 Minuten rotierend bei 4°C inkubiert.  

 

Anschließend erfolgte die Abtrennung der verschiedenen Zellen. Hierzu wurde die 

Zellsuspension zunächst durch Zugabe von 1 ml PBS-Puffer verdünnt und 

anschließend in das magnetische Feld gebracht. Dabei lagerten sich die an 

magnetische Beads gebundenen Zellen zusammen mit diesen magnetischen 

Teilchen an der Wand des Reaktionsgefäßes ab. Die gereinigten Stromazellen 

verblieben im Überstand. Dieser wurde in ein weiteres steriles Gefäß überführt. 

Durch erneute Positionierung der Zellsuspension am Magneten konnte der 

Reinheitsgrad der Stromazellen noch erhöht werden. Die gereinigten Stromazellen 

wurden in 10 ml Medium resuspendiert und in einer Zellkulturflasche ausgestreut. 

Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 5%. 

Durch einen ersten Mediumwechsel 24 Stunden nach Einstreuen der Zellen in die 

Kulturflasche konnte bereits ein Großteil der im Kulturmedium befindlichen 

Erythrozyten und Epithelzellen eliminiert werden. 

Zur weiteren Reinigung der Kultur von Fremdzellen wurde 48 Stunden nach 

Kulturanlage eine Passagierung der Stromazellen durchgeführt.  

Begonnen wurde mit dem Abpipettieren des Mediums, worauf zwei Spülschritte mit 

sterilem PBS-Puffer folgten. Die Ablösung des konfluenten Zellrasens vom Boden 

der Kulturflasche erfolgte schließlich durch Benetzen des Bodens mit 1,5 ml Trypsin 

(10%) (Gibco, Eggenstein, Deutschland) und einer nachfolgenden Inkubation über 10 

Minuten bei 37°C. Zum Zeitpunkt der vollständigen Ablösung des Zellrasens wurde 

die Enzymaktivität durch Zugabe von 8,5 ml FCS-haltigem Kulturmedium gestoppt. 

Während der anschließenden Zentrifugation wurde die Zellzahl in der Neubauer-

Kammer ermittelt. Nach Verwerfung des trypsinhaltigen Überstandes und einem 

weiteren Waschschritt wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert und in einer 
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Zelldichte von 100.000 Zellen pro Vertiefung in eine 24-Well-Platte (Beckton-

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) eingestreut. 

Der Kultivierungsbeginn der Stromazellen (Tag 0) ist für alle weiteren 

Untersuchungen mit dem Zeitpunkt der Passagierung gleichzusetzen. 

 

2.4.3 Anlage der Epithelzellkulturen 
 

Zur Vermeidung einer vorzeitigen Gelierung des phenolrotfreien Matrigels (Beckton-

Dickinson, Bedford, NJ, USA) wurde stets mit bei 4°C gekühlten Instumenten und 

Medien gearbeitet. Zunächst wurden mit einer sterilen Pinzette Kultureinsätze des 

Typs Millicell CM (Millipore, Bedford, NJ, USA), in welche Filter der Porengröße 0,4 

µm eingelassen waren, in eine 24-Well-Kulturplatte (Beckton-Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, USA) gelegt. Das 4°C kalte und somit visköse Matrigel wurde mit FCS-

freiem Medium im Verhältnis 1:4 verdünnt. Anschließend beschichteten wir die 

Einsätze mit jeweils 100 µl Matrigel. Die Gelierung des Matrigels erfolgte im 

Brutschrank bei 37°C über eine Zeit von 90 Minuten. Die gereinigten und filtrierten 

epithelialen Drüsenschläuche wurden in 3,2 ml Kulturmedium resuspendiert. 

Anschließend wurde auf jeden der Kultureinsätze 200 µl Zellsuspension aufgetragen. 

Eine gleichmäßige Verteilung der Zellen auf die 14 verschiedenen Kultureinsätze 

wurde erreicht, indem die Zellsusupension vor jeder Entnahme mit der Pipette 

aufgewirbelt wurde. Um ein zweikammriges Kultursystem für die Kultivierung der 

epithelialen Drüsenschläuche zu erhalten, wurden anschließend je 500 µl Medium in 

jede Vertiefung der Kulturplatte pipettiert. 

 

2.5 Ablösung der Zellen aus den Kulturschalen 
 

2.5.1 Ablösung der Epithelzellen 
 

Um eine möglichst vollständige Ablösung der Drüsenschläuche aus den 

Kulturschalen zu erreichen, erfolgte diese mit Hilfe von Trypsin. Die Inaktivierung 

durch im Medium vorhandene Proteasen wurde vermieden, indem zunächst 

überschüssiges Medium aus den Kultureinsätzen entfernt wurde. Anschließend 

erfolgte die zweimalige Spülung der Einsätze mit je 250 µl PBS-Puffer. Sowohl 
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Medium als auch PBS-Puffer wurden nicht verworfen, sondern in einem 

Reaktionsgefäß aufgefangen, so dass gewährleistet war, dass hierbei keine Zellen 

verloren gehen konnten. Durch 10-minütige Inkubation mit jeweils 100 µl Trypsin bei 

37°C konnte eine vollständige Ablösung der Epithelzellen erreicht werden. Zum 

Zeitpunkt der vollständigen Ablösung bewirkte die Zugabe von 400 µl Medium die 

Beendigung der Enzymaktivität. Die erhaltene Zellsuspension wurde danach 

zentrifugiert (RZB g=74). Noch anhaftende Enzymreste konnten durch zweimaliges 

Waschen mit PBS-Puffer entfernt werden. Anschließend wurde mit der Präparation 

der RNA begonnen. 

 

2.5.2 Ablösung der Stromazellen 
 

Zunächst wurde das sich in der Kulturschale befindliche Medium abpipettiert. Darauf 

folgten zwei Spülschritte mit je 500 µl sterilem PBS-Puffer. Nun wurde der Boden der 

Kulturschalen mit 150 µl Trypsin benetzt. Nach einer 10-minütigen Inkubationszeit 

bei 37°C wurde durch Zugabe von 850 µl Kulturmedium eine Inaktivierung des 

Enzyms erreicht. Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation separiert und 

durch zweimaliges Waschen mit PBS-Puffer gereinigt. Daran schloss sich die 

Isolierung der RNA an. 

 

2.6 Stimulation endometrialer Zellen 
 

Sämtliche Stimulationsversuche wurden durchgeführt, sobald die kultivierten Zellen 

ein konfluierendes Wachstum zeigten. Dies war meist am Tag 3 nach Anlegen der 

Kultur gegeben. Um einen stimulierenden Effekt von im FCS enthaltenen Hormonen 

auf die Zellen auszuschließen, wurden diese vor Beginn der Stimulationsversuche 

zunächst 24 Stunden lang mit Medium kultiviert, das FCS lediglich in einer 

Konzentration von 1% enthielt. 
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2.6.1 Stimulation mittels Hypoxie 
 
 
Von sechs Gewebeproben wurden jeweils sechs Epithel- und sechs 

Stromazellkulturansätze angelegt, die mittels Hypoxie stimuliert wurden. Hierfür 

erfolgte die Kultivierung der Zellen in speziellen Kulturschalen (petriPerm 50 

hydrophil, InVitro Systems & Services, Osterode, Deutschland), deren Boden aus 

gasdurchlässiger Folie bestand. 

 

Die Zellen wurden jeweils in Doppelbestimmung über 6 Stunden bzw. 24 Stunden 

unter hypoxischen Bedingungen kultiviert (37°C, 2% O2, 5% CO2), gleichzeitig 

wurden zwei Kontrollen bei Normbedingungen (37°C, 21% O2, 5%CO2) mitgeführt 

(Tab. 2). 

 

 

Hypoxie: H6:   2% O2 über 6 Stunden 

  H24: 2% O2 über 24 Stunden 

 

 

  

Epithel Stroma 

H6 H6 

H24 H24 

Kontrolle Kontrolle 

 

Tabelle 2: Versuchsschema Hypoxie 
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2.6.2 Stimulation mittels Interleukin-1ß und Interleukin-6 
 

Bei insgesamt sieben Gewebeproben erfolgte in jeweils zehn epithelialen und 

stromalen Kulturansätzen die Stimulation mit IL-1ß und IL-6. Die rekombinanten 

Zytokine (beide R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) wurden hierbei in genau 

definierter Konzentration dem Medium sowohl einzeln als auch in Kombination 

zugesetzt  (Tab. 3) 

 

Interleukin-1ß: 10 ng/ml 

Interleukin-6:  10 ng/ml  

 

   

Epithel 
6 Stunden 

Epithel 
24 Stunden 

Stroma 
6 Stunden 

Stroma 
24 Stunden 

IL-1ß IL-1ß IL-1ß IL-1ß 

IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 

 Kontrolle  Kontrolle 

 

  Tabelle 3: Versuchsschema Zytokinstimulation 

 

2.6.3 Stimulation mittels 17-ß-Östradiol und Progesteron 
 
Von zehn Gewebeproben wurden Epithel- und Stromakulturen zu je 14 Ansätzen 

angelegt, die anschließend mit 17-ß-Östradiol und Progesteron (beide Sigma, 

Deisenhofen, Deutschland) hormonell stimuliert wurden. 

Zu Beginn der Stimulationsversuche wurden die Hormone dem Kulturmedium mit 1% 

FCS sowohl einzeln als auch in Kombination zugesetzt, so dass folgende 

Konzentrationen erreicht wurden: 

 

17-ß-Östradiol: Ö 272 pg/ml = 10-9M 

Progesteron:  P   31 ng/ml = 10-7M 

 

Die Stimulation der Kultureinsätze erfolgte nun über sechs bzw. 24 Stunden, wobei 

jeder Versuch in Doppelbestimmung durchgeführt wurde (Tab. 4). 
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Epithel 
6 Stunden 

Epithel 
24 Stunden 

Stroma 
6 Stunden 

Stroma 
24 Stunden 

Ö Ö Ö Ö 

P P P P 

Ö+P Ö+P Ö+P Ö+P 

 Kontrolle  Kontrolle 

 

  Tabelle 4: Versuchsschema Hormonstimulation 

 

Nach Ablauf der Stimulationsversuche wurden die Überreste abpipettiert und bis zur 

weiteren Verarbeitung bei –70°C gelagert. Die Zellen wurden aus den Kulturschalen 

abgelöst, wie in Kapitel 2.5 beschrieben. 

 

2.6.4 Stimulation mittels ß-Östradiol- und Progesteronentzug 
 
Von sechs weiteren Gewebeproben wurden Epithel- und Stromazellkulturen zu je 14 

Ansätzen angelegt. Hierbei wurde zur initialen Kultivierung der Zellen bereits ein 

Kulturmedium verwendet, welches 17-ß-Östradiol (10-9M) (Ö) und Progesteron (10-
7M) (P) enthielt. Zu Beginn des Entzugversuchs wurden die Kultureinsätze mehrmals 

mit Medium ohne hormonelle Zusätze gespült, um die Zellen von 

Hormonrückständen zu befreien. Der hormonelle Entzug fand daran anschließend 

über sechs bzw. 24 Stunden statt (Tab. 5). 

 

Epithel 

6 Stunden 

Epithel 

24 Stunden 

Stroma 

6 Stunden 

Stroma 

24 Stunden 

∅ Ö ∅ Ö ∅ Ö ∅ Ö 

∅ P ∅ P ∅ P ∅ P 

∅ ÖP ∅ ÖP ∅ ÖP ∅ ÖP 

 Kontrolle  Kontrolle 

 

  Tabelle 5: Versuchsschema Hormonentzug 
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2.7 Endometriale RNA-Analyse 
 

2.7.1 RNA-Isolierung 
 
Die Extraktion der RNA erfolgte gemäß eines Protokolls zur RNA-Isolierung unter 

Verwendung von Trizol. 

Dabei wurden pro Probe folgende Chemikalien verwendet: 

500 µl Trizol (Gibco, Eggenstein, Deutschland) 

320 µl Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (49:1), (beides Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland)  

1,6 µl Glykoblue (Ambion, Austin, Texas, USA) 

400 µl Isopropanol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

200 µl Ethanol 96%, reinst (Beckton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

60 µl RNAse freies Wasser (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

Zu Beginn der RNA-Isolierung wurden die aus den Kulturschalen abgelösten Zellen 

zunächst durch Zugabe von 800 µl Trizol lysiert. Anschließend wurde das Material 

durch zweimaliges Aufziehen mit einer Kanüle (25 G) homogenisiert. Nach Zugabe 

von 160 µl Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch wurden die Proben kräftig 

geschüttelt und anschließend zentrifugiert (RZB g=12000, 4°C, 10 Minuten). Dabei 

bildeten sich drei verschiedene Phasen aus: obere wässrige Phase, mittlere 

Interphase, untere Phenol und Chloroform enthaltende Phase. Die extrahierte RNA 

befand sich ausschließlich in der oberen wässrigen Phase, welche vorsichtig 

abpipettiert, in ein frisches RNAse-freies Reaktionsgefäß überführt und für 

mindestens 2-3 Stunden auf eine Temperatur von –20°C gebracht wurde. 

Anschließend erfolgte die Präzipitation der RNA durch Zugabe von 400 µl eiskaltem 

Propanol. Dabei wurden dem Gemisch zusätzlich 1,6 µl Glykoblue zugesetzt, 

wodurch die RNA nach erneuter Zentrifugation (RZB g=12000, 4°C, 15 Minuten) als 

blaues Pellet am Boden des Gefäßes sichtbar wurde. Nachdem der Überstand 

abpipettiert worden war, wurde das Pellet erneut in 60 µl 70%igem Ethanol 

gewaschen, erneut zentrifugiert und schließlich in 60 µl RNAse-freiem Wasser 

gelöst. Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch photometrische Messung der 

Extinktion bei 260 nm und bei 280 nm. Dabei war die Extinktion bei 260 nm der 

Menge der in der Probe enthaltenen RNA direkt proportional. Die Bildung des 
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Quotienten der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm diente zur Beurteilung der 

Reinheit der RNA. 

 

2.7.2 RNAse Protection Assay 
 

Die Durchführung des RNAse Protection Assays erfolgte mit Hilfe des kommerziell 

erhältlichen RiboQuant-Multi-Probe RNAse Protection Assay System (PharMingen, 

San Diego, CA, USA) (Abb. 1). 

 

 

Tag 1: 
   RNA-Isolierung  Sondenherstellung 

           
    

                     RNA-Hybridisierung 

 

  

 

 

 

Tag 2: 
 Behandlung der Proben mit RNAse     Gießen des Gels 

  

 

            Auftrennung der Proben im Gel 

 

 

Abbildung 1: Ablauf des RNAse Protection Assays 

 

 

 

 



 20 

2.7.2.1 Sondenherstellung 
 

Die folgenden Reagenzien werden in ein 1,5 ml Reagenzgefäß gegeben, mit der 

Pipette vermischt und kurz anzentrifugiert: 

1 µl RNAsin 

1 µl GACU pool 

2 µl DTT 

4 µl 5X Transkriptionspuffer 

1 µl RPA Template Set 

10 µl [α-32 P]UTP 

1 µl T7 RNA Polymerase 

 

Nach einer einstündigen Inkubation bei 37°C erfolgte die Zugabe von 2 µl DNAse. 

Die Probe wurde ebenfalls vermischt und anzentrifugiert, worauf ein neuer 

Inkubationsschritt von 30 Minuten bei 37°C folgte. 

Anschließend wurden folgende Reagenzien nacheinander zugegeben, zu einer 

Emulsion vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert: 

26 µl 20mM EDTA 

25 µl dreifach gesättigtes Phenol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

25 µl Chloroform-Isoamylalkohol (50 :1) (beides Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 

  2 µl Hefe- RNA 

 

Die obere wässrige Phase wurde abpipettiert und in ein frisches Reaktionsgefäß 

überführt. Nach Zugabe von 50 µl 4M Ammoniumacetat und von 250 µl eiskaltem 

100%igem Alkohol wurden die Gefäße kurz geschüttelt, für 30 Minuten bei –70°C 

inkubiert und erneut zentrifugiert (15 Minuten, 4°C). Danach wurde der Überstand 

vorsichtig abpipettiert und durch 100µl 90%igen Alkohol ersetzt. Nach erneuter 

Zentrifugation (5 Minuten, 4°C) und Entfernung des Überstands wurde das Pellet 5-

10 Minuten luftgetrocknet, anschließend in 50 µl Hybridisierungspuffer gelöst und 

kurz anzentrifugiert. Bis zum endgültigen Verbrauch wurde die Sonde bei –20°C 

aufbewahrt. 
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2.7.2.2 RNA Hybridisierung 
 

Zunächst wurde die RNA Probe in der Vakuumzentrifuge getrocknet, anschließend in 

8 µl Hybribisierungspuffer gelöst und kurz zentrifugiert. 

Die Sonde wurde mit Hybridisierungspuffer 1:6 verdünnt, wovon 2 µl zu jeder RNA 

Probe hinzugefügt wurden. Nach Zugabe eines Tropfens Mineralöl pro Probe erfolgte 

eine weitere kurze Zentrifugation, bevor die Proben  in einem vorgeheizten Heizblock 

bei 56°C über Nacht (12-16 Stunden) inkubiert wurden. 

 

2.7.2.3 Behandlung der Proben mit RNAse 
 

Durch das Hinzufügen von RNAse wurden nicht hybridisierte RNA sowie freie 

Sondenreste gespalten. Die zuvor hybridisierte RNA konnte hingegen nicht verdaut 

werden und blieb somit erhalten.  

Zur Herstellung des RNAse Gemischs wurden zunächst 2,5µl RNAse Puffer und 6µl 

RNAse A+T1 Mix vermischt und jeweils 100 µl des Gemischs zu den RNA Proben 

zugegeben. Anschließend wurden die Proben 30 Sekunden zentrifugiert und 45 

Minuten bei 30°C inkubiert. 

Durch Zugabe von Proteinase K wurde die RNAse Reaktion gestoppt. 

Dazu wurde ein Gemisch aus folgenden Reagenzien hergestellt: 

390 µl Proteinase K Puffer 

  30 µl Proteinase K 

  30 µl Hefe t-RNA 

Nach Zugabe von jeweils 18 µl Proteinase K-Gemisch pro RNA Probe wurden diese 

zunächst kurz anzentrifugiert und schließlich 15 Minuten bei 37°C inkubiert. 

 

Zur Isolierung der nicht gespaltenen, RNAse geschützten RNA, wurden 65 µl Phenol, 

sowie 65 µl Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch zugefügt. Die Proben wurden dann 

5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschließend wurde die obere wässrige 

Phase abpipettiert und in ein frisches Reaktionsgefäß gegeben. Nach Zugabe von 

120 µl 4M Ammoniumacetat und von 650 µl eiskaltem 100%igem Ethanol wurden die 

Proben erneut 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und anschließend 30 

Minuten bei -70°C inkubiert. Danach wurden die Proben 15 Minuten bei 4°C 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand entfernt, das Pellet in 100 µl 
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eiskaltem 10%igem Ethanol gewaschen und erneut 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde wiederum abpipettiert und das Pellet vollständig luftgetrocknet. 

Schließlich wurden die Proben in 5 µl Loading-Puffer gelöst, unmittelbar vor dem 

Auftragen auf das Gel 3 Minuten auf 90°C erhitzt und dann sofort auf Eis gestellt. 

 

2.7.2.4 Auftrennung im Gel 
 

Mit Hilfe eines Sequenziergel-Apparates (Sequi-Gen GT Sequenzing Cell, Biorad, 

San Diego, CA, USA) erfolgte die Auftrennung der Probe im Gel. 

Unter Verwendung von FBE-Puffer und Harnstoff wurde ein Sequenziergel mit einer 

Konzentration von 5% Acrylamid gegossen. Nach einem Gelvorlauf von einer Stunde 

in einfach konzentriertem TBE-Puffer bei 40 Watt wurde das Gel mit den Proben 

beladen und für weitere zwei Stunden laufen gelassen (Lauflänge ca. 30cm). 

Anschließend wurde das Gel auf Filterpapier gezogen und bei 80°C eine Stunde 

getrocknet. 

Anschließend wurde das Gel für jeweils einen, drei und sieben Tage auf einen 

Röntgenfilm (BioMax MS, Kodak, Rochester, NY, USA) gelegt, wobei zur 

Expositionsverstärkung eine Verstärkerfolie verwendet wurde. 

 

2.8 Messung und Statistik 
 

Zur Quantifizierung der RNAse geschützten Banden wurden diese densitometrisch 

erfasst (BioRad, San Diego, CA, USA) und mittels Flächenberechnung quantifiziert. 

Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu erreichen und unterschiedliche RNA-

Mengen auszugleichen, wurde eine Semiquantifizierung durch die Division der 

Bandengröße mit der im Assay mitgeführten Housekeeping Gene GAPDH und L32 

durchgeführt. Die relativen Werte wurden für die Auswertung herangezogen. 

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 

2000. Zur Überprüfung der statistischen Signifikanz diente der Wilcoxon-Test. 

Hierbei wurde das Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Charakterisierung der Zellkulturen 
 
Um die Qualität unserer Kultursysteme zu sichern wurde eine profunde 

immunhistochemische Charakterisierung der epithelialen und stromalen Zellkulturen 

vorgenommen (von Wolff et al. 2002).  

Diese ergab eine Kontamination der Kulturen mit 0-5% Immunzellen, sowie mit 0-2% 

Endothelzellen. Eine Reinigung der Zellen mittels eines immunmagnetischen 

Verfahrens führte zu einer Reduktion der Kontamination um ca. 50%. 

Um die Verunreinigung der Stromazellen weiter zu reduzieren, werden diese 

normalerweise mehrere Male passagiert. Da jedoch in mehreren Vorversuchen eine 

reduzierte Zellfunktion der Stromazellen infolge mehrmaliger Passagierungen 

nachgewiesen werden konnte, erfolgte nur eine einmalige Passage der Zellen. 

Am sechsten sowie am zwölften Kulturtag wurde die Zellvitalität der Epithel- und 

Stromazellen bestimmt. Diese betrug am sechsten Tag 94-98%, am zwölften Tag 91-

97%, hierdurch war für die Versuchstage (Tag 2-5) eine ausreichende Zellvitalität 

gewährleistet. 

 

3.2 Stimulation epithelialer und stromaler Zellen 
 
Die Auswirkungen der oben beschriebenen Stimulationsversuche  auf die Expression 

der Zytokine IL-1ß, G-CSF und VEGF wurde am Zellkulturmodell durch die 

Untersuchung der Konzentrationsänderung der entsprechenden m-RNA bestimmt. 

Der hierfür verwendete RNAse Protection Assay ist eine Methode, die als äußerst 

sensitiv und sehr gut reproduzierbar gilt. Da hierbei mehrere Sonden mitgeführt 

werden können, ist eine Darstellung mehrerer Faktoren in einem Assay gleichzeitig 

möglich. Unterschiedliche RNA-Beladungen der Proben wurden durch 

Semiquantifizierung mit Hilfe der im Assay mitgeführten Housekeeping-Gene 

GAPDH und LP32 ausgeglichen. 
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3.2.1 Stimulation mittels 17ß-Östradiol und Progesteron 
 
Nachdem die kultivierten Zellen ein konfluierendes Zellwachstum zeigten, was nach 

drei bis vier Tagen der Fall war, erfolgte die Stimulation mit 17-ß-Östradiol  

(10-9M) sowie mit Progesteron (10-7M). Die Stimulationsdauer betrug bei allen 

Versuchsansätzen sechs bzw. 24 Stunden. 

 

3.2.1.1 Expression von VEGF, IL-1ß und G-CSF 
 
Durch eine Stimulation mit 17-ß-Östradiol und Progesteron zeigten die kultivierten 

Zellen weder nach sechsstündiger, noch nach 24-stündiger Stimulation eine 

signifikante Änderung der Expression der untersuchten Zytokine (Abb. 2 bis Abb. 7). 

 
 

 
 

Abbildung 2:  Anstieg von VEGF in Epithelzellen bei 
                                           Hormonstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
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 Abbildung 3:  Anstieg von VEGF in Stromazellen bei 
                                           Hormonstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 

 

 

 

 

 

 

  

Abbildung 4:  Anstieg von IL-1ß in Epithelzellen bei 
                                           Hormonstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
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Abbildung 5:  Anstieg von IL-1ß in Stromazellen bei 

                                           Hormonstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 Abbildung 6:  Anstieg von G-CSF in Epithelzellen bei 
                                           Hormonstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
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 Abbildung 7:  Anstieg von G-CSF in Stromazellen bei 
                                           Hormonstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
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3.2.2 Stimulation mittels Entzug von ß-Östradiol / Progesteron 
 
Analog zu den Hormonstimulationsversuchen untersuchten wir zusätzlich die 

Auswirkungen eines ß-Östradiol und Progesteronentzugs auf die endometrialen 

Zellen der Kulturen. 

Nach einer Kultivierungsdauer von 3-5 Tagen mit ß-Estradiol- sowie Progesteron-

haltigem Medium (10-9M bzw. 10-7M) erfolgte bei konfluierendem Wachstum der 

Zellen der Entzug von ß-Östradiol (n=6), Progesteron (n=6), sowie beiden Hormonen 

(n=6). 

 

3.2.2.1 Expression von IL-1ß, G-GSF und VEGF 
 
Sowohl bei den  epithelialen Drüsenschläuchen, als auch bei den Stromazellkulturen 

konnte durch den sechs- bzw. 24-stündigen Hormonentzug kein signifikanter Anstieg 

der untersuchten Zytokine IL-1ß, G-CSF und VEGF im Vergleich zur Kontrolle 

festgestellt werden (Abb.8 bis 13). 

 
 

 
 
 Abbildung 8:  Anstieg von VEGF in Epithelzellen bei 
                                           Hormonentzug (Darstellung der Mittelwerte) 
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Abbildung 9:  Anstieg von VEGF in Stromazellen bei 
                                           Hormonentzug (Darstellung der Mittelwerte) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 Abbildung 10:  Anstieg von IL-1ß in Epithelzellen bei 
                                           Hormonentzug (Darstellung der Mittelwerte) 
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Abbildung 11:  Anstieg von IL-1ß in Stromazellen bei 
                                           Hormonentzug (Darstellung der Mittelwerte) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

Abbildung 12:  Anstieg von G-CSF in Epithelzellen bei 
                                           Hormonentzug (Darstellung der Mittelwerte) 



 31 

 
 
Abbildung 13:  Anstieg von G-CSF in Stromazellen bei 

                                           Hormonentzug (Darstellung der Mittelwerte) 
 

 
3.2.3 Stimulation mittels Zytokinen 
 
Der Einfluss von IL-1ß und IL-6 auf die Zytokinexpression endometrialer Zellen war 

in der letzten Zeit Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen. Ziel 

unserer Experimente am Zellkulturmodell war eine genauere Analyse der Zytokin 

bedingten Regulationsvorgänge. 

Die Stimulation der Zellen erfolgte durch Zugabe von rekombinantem IL-1ß (n=6) 

bzw. IL-6 (n=6), sobald die Kulturen konfluentes Wachstum zeigten, was bei Epithel- 

und Stromazellen nach jeweils zwei bis drei Tagen erreicht war. 

 

3.2.3.1  Expression von VEGF 
 
Durch die Stimulationsversuche mit IL-1ß, sowie IL-6 konnte weder bei den 

epithelialen noch bei den stromalen Zellkulturen eine signifikante Änderung der 

optischen Dichte in der VEGF-spezifischen Bande des RPA erzielt werden. IL-1ß 

bzw. IL-6 hatten also keinen Einfluss auf die VEGF-Expression (Abb.14 und 15).  

 
 
 



 32 

 
 
 Abbildung 14:  Anstieg von VEGF in Epithelzellen bei 
                                  Zytokinstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
 
 

 

 

 

 
 

   
Abbildung 15:  Anstieg von VEGF in Stromazellen 

 bei Zytokinstimulation  (Darstelllung der Mittelwerte) 
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3.2.3.2 Expression von IL-1ß 
 

In den Epithelzellkulturen konnte kein signifikanter Anstieg der IL-1ß spezifischen m-

RNA als Reaktion auf die Stimulation durch IL-1ß bzw. IL-6 festgestellt werden 

(Abb.16). 

Die Stimulation der endometrialen Zellen durch die oben genannten Zytokine führte 

bei den Stromazellkulturen im RPA zu einem signifikanten Anstieg (p<0,05) der 

optischen Dichte, was in vitro einem Anstieg der IL-1ß spezifischen m-RNA 

entspricht (Abb.17).  

Durch Zugabe von IL-1ß konnte nach sechsstündiger Stimulationsdauer ein Anstieg 

auf etwas mehr als das vierfache (4,3 ± 2,4), nach 24 Stunden auf etwas mehr als 

das achtfache (8,3 ±4,2)  des Kontrollwertes erreicht werden (Abb.18).  

Stimulation mit IL-6 führte bei den Stromazellen zu einem deutlich geringeren 

Anstieg der optischen Dichte auf das doppelte (2,14 ±0,7) bzw. das 3,5-fache (3,5 

±1,7) des Kontrollwertes (Abb.19). 

 

 

 

 

 
 
   

Abbildung 16: Anstieg von IL-1ß in Epithelzellen unter Zytokinstimulation               
                          (Darstellung der Mittelwerte) 
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Abbildung 17: Anstieg von IL-1ß in Stromazellen unter 

Zytokinstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
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Abbildung 18:  Anstieg von IL-1ß in Stromazellen unter Stimulation mit 

IL-1ß (Darstellung der Einzelwerte) 
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 Abbildung 19:  Anstieg von IL-1ß in Stromazellen unter Stimulation mit 
                                     IL-6 (Darstellung der Einzelwerte) 
 
 

 
  

3.2.3.3  Expression von G-CSF 
 

Bei den Epithelzellen konnte kein signifikanter Anstieg der G-CSF Expression im 

Rahmen der Stimulationsversuche mit IL-1ß und IL-6 festgestellt werden (Abb. 20). 

Bei Untersuchung der spezifischen Banden für G-CSF im RPA konnte bei den IL-1ß 

stimulierten Stromazellkulturen bei sechsstündiger Zytokinexposition ein signifikanter 

Anstieg (p <0,05) der optischen Dichte um den Faktor 20 (19,2 ± 7,4) festgestellt 

werden. Dies entspricht einem Anstieg der spezifischen m-RNA für G-CSF auf das 

20-fache des Kontrollwertes (Abb. 21).  

Nach 24-stündiger Stimulationsdauer kam es bei zwei von insgesamt fünf 

Stromazellkulturen wieder zu einem Abfall der m-RNA-Expression, wobei jedoch 

höhere Werte gemessen wurden als in den nicht stimulierten Kontrollkulturen (Abb. 

22).  

Durch  sechsstündige Inkubation mit IL-6 ließ sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg 

(p <0,05) der optischen Dichte im Bereich der spezifischen Bande für G-CSF im 

Vergleich zum Kontrollwert erzielen (10-fach), wobei der Anstieg hier jedoch nicht so 

ausgeprägt ausfiel wie bei der Stimulation mit IL-1ß (Abb. 21). Eine länger 



 36 

andauernde Expression über 24 Stunden führte wie bei der IL-1ß Stimulation wieder 

zu einem Abfall der Zytokinexpression (Abb. 23). 

 

 
        Abbildung 20:           Anstieg von G-CSF in Epithelzellen unter  

 Zytokinstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
 

 
 
 

 
  

Abbildung 21:  Anstieg von G-CSF in Stromazellen unter  
                                           Zytokinstimulation (Darstellung der Mittelwerte) 
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 Abbildung 22:  Anstieg von G-CSF in Stromazellen unter Stimulation 
                                           mit IL-1ß (Darstellung der Einzelwerte). 
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 Abbildung 23:  Anstieg von G-CSF in Stromazellen unter Stimulation 
 mit IL-6 (Darstellung der Einzelwerte) 
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3.2.4 Stimulation mittels Hypoxie 
 
Da bereits seit längerer Zeit ein stimulatorischer Effekt von Sauerstoffentzug auf die 

Expression des Zytokins VEGF in verschiedenen Zellarten bekannt ist, sollten nun 

die Auswirkungen hypoxischer Bedingungen während der Kultivierung endometrialer 

Zellen auf die Expression der Wachstumsfaktoren VEGF, IL-1ß und G-CSF genauer 

untersucht werden.  Insbesondere interessierten uns die Unterschiede der 

Zytokinexpression in Epithel- und Stromazellen. 

 

3.2.4.1  Expression von VEGF 
 
Als positive Kontrolle zum Nachweis eines funktionstüchtigen Kultivierungssystems 

unter hypoxischen Bedingungen diente hierbei VEGF. 

Nach sechsstündiger Kultivierung der Zellen unter hypoxischen Bedingungen konnte 

sowohl bei den endometrialen Epithelzellen als auch bei den Stromazellen ein 

deutlicher Anstieg der VEGF-spezifischen m-RNA beobachtet werden. Länger 

anhaltende Stimulation über 24 Stunden führte bei den Epithelzellen wieder zu einem 

Abfallen der spezifischen mRNA. 

Bei den endometrialen Epithelzellen kam es nach sechsstündiger Hypoxie zu einem 

signifikanten Anstieg (p>0,05) des VEGF um das 1,32- bis 3,46-fache (± 0,7) im 

Vergleich zur mitgeführten Kontrolle. Bei längerandauernden hypoxischen 

Bedingungen über 24 Stunden kam es  bei vier von sechs Kulturen wieder zu einem 

Abfallen des VEGF (Abb. 24 und 25). 

Bei den Stromakulturen stieg die VEGF-spezifische m-RNA nach sechs Stunden 

signifikant (p<0,05) um das 1,16- bis 2,68-fache des Kontrollwertes (± 0,6). Im 

Gegensatz zu den Epithelzellen kam es bei den Stromazellen bei einer 

Hypoxiedauer von 24 Stunden zu einem weiteren signifikanten Anstieg (p <0,05) und 

errreichte dann Werte, die dem 1,33 bis 4,31-fachen des Kontrollwertes (± 1,0) 

entsprachen (Abb. 26 und 27). 
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Abbildung 24:  Anstieg von VEGF in Epithelzellen in Abhängigkeit von 

                         der Hypoxiedauer (Darstellung der Mittelwerte) 
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 Abbildung 25:  Anstieg von VEGF in Epithelzellen unter hypoxischen 

                        Bedingungen (Darstellung der Einzelwerte 
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         Abbildung 26:  Anstieg von VEGF in Stromazellen unter hypoxischen  

                                        Bedingungen (Darstellung der Mittelwerte)    
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 Abbildung 27:  Anstieg von VEGF in Stromazellen unter hypoxischen 

                                           Bedingungen (Darstellung der Einzelwerte) 
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3.2.4.2  Expression von IL-1ß 
 

Untersucht man die spezifischen Banden für IL-1ß im RNase Protection Assay, so 

konnte bei allen sechs Epithelzellkulturen unter hypoxischen Bedingungen eine 

signifikante Abnahme der relativen optischen Dichte festgestellt werden, was einer 

Abnahme der spezifischen m-RNA entspricht. 

Eine Hypoxiedauer von sechs Stunden führte zu einer Abnahme der relativen, 

optischen Dichte um ein Drittel (0,66 ± 0,22), eine 24-stündige Kultivierung unter 

hypoxischen Bedingungen ergab eine Abnahme um die Hälfte (0,49 ± 0,19)  

(Abb. 28 bis 29).  

Eine Korrelation mit der Zyklusphase, in der die Kulturproben entnommen worden 

waren, war nicht möglich. 

Bei den Stromazellen führte die Hypoxie zu keinem signifikanten Veränderung des IL-

1ß bzw. dessen spezifischer m-RNA (Abb. 30). 
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 Abbildung 28:  Abnahme von IL-1ß in Epithelzellen bei hypoxischen  

                                           Bedingungen (Darstellung der Mittelwerte) 
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Abbildung 29:  Abnahme von IL-1ß in Epithelzellen unter hypoxischen   

                                           Bedingungen (Darstellung der Einzelwerte) 
                                            
 
 
 
 
 

  
Abbildung 30:  Abnahme von IL-1ß in Stromazellen unter hypoxischen  

                                           Bedingungen (Darstellung der Mittelwerte) 

0,0

1,0

2,0

Kontrolle 6h 24h

Dauer der Hypoxie

re
la

ti
v
e
 o

p
ti
s
c
h
e
 D

ic
h
te



 43 

 

3.2.4.3  Expression von G-CSF 
 

Auch die Expression des Zytokins G-CSF durch die Epithelzellen wurde durch 

Hypoxie beeinflusst. Die optische Dichte der spezifischen Bande für G-CSF nahm 

nach einer Hypoxiedauer von 6 Stunden signifikant (p <0,05) durchschnittlich um den 

Faktor 0,8 ab (± 0,08), was einer durchschnittlichen Reduktion der G-CSF-

spezifischen m-RNA um ca. 20% entspricht. Bei 24-stündiger Stimulationsdauer kam 

es zu einer signifikanten Abnahme (p <0,05) um den Faktor 0,6 (± 0,04) auf ca. zwei 

Drittel des Kontrollwertes (Abb. 31 und 32).  

In den Stromazellkulturen konnte keine signifikante Veränderung der G-CSF 

Expression nachgewiesen werden (Abb. 33). 
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 Abbildung 31:  Abnahme von G-CSF in Epithelzellen unter hypoxischen  
                                           Bedingungen (Darstellung der Mittelwerte) 
 
 
 
 
 
 
 



 44 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

Kontrolle 6h 24h

Dauer der Hypoxie

re
la

ti
v
e
 o

p
ti
s
c
h
e
 D

ic
h
te

Kultur 1

Kultur 2

Kultur 3

Kultur 4

Kultur 5

Kultur 6

 
Abbildung 32:  Abnahme von G-CSF in Epithelzellen unter hypoxischen  

                                           Bedingungen (Darstellung der Einzelwerte) 
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 Abbildung 33:  Abnahme von G-CSF in Stromazellen unter hypoxischen 
                                     Bedingungen (Darstellung der Mittelwerte) 
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4 Diskussion 
  

4.1 Endometriale Dysregulation als Ursache der Infertilität 
 
Ca. 14% aller Paare suchen aufgrund eines unerfüllten Kinderwunsches 

medizinische Hilfe auf (Ochsenkühn et al. 1998), so dass das Problem der 

ungewollten Kinderlosigkeit und des unerfüllten Kinderwunsches in unserer 

Gesellschaft nach wie vor eine wichtige Rolle spielt. Bezüglich der 

Ursachenforschung müssen neben der Verschiebung der Familienplanung in einen 

späteren Lebensabschnitt der Frau antikonzeptionell wirksame Umwelteinflüsse der 

modernen Lebensweise berücksichtigt werden (Krebs 1991). In der Hälfte der Fälle 

liegt die Ursache in der männlichen Infertilität (Huleihel et al. 1999), einer dänischen 

Studie zufolge nahm die durchschnittliche Spermiendichte im Ejakulat in den letzten 

50 Jahren um 50 % ab (Carlson et al. 1992). 

Bleibt die Konzeption auf natürlichem Wege aus, kann die Anwendung verschiedener 

assistierter Verfahren der Reproduktionsmedizin, wie die In-Vitro-Fertilisation (IVF) 

und die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) die Wahrscheinlichkeit eines 

Schwangerschafteintrittes erhöhen. 

Obwohl hierbei der Transport der befruchteten Eizelle durch den Eileiter umgangen 

wird und dadurch potentielle tubare Störfaktoren der Präimplantationsphase 

vermieden werden, beträgt die durchschnittliche Schwangerschaftsrate pro 

Embryotransfer lediglich 30% und liegt damit nur geringfügig über der 

Wahrscheinlichkeit einer natürlichen Schwangerschaft von 25 - 30% pro Zyklus. Die 

Ursache dieser nach wie vor äußerst unbefriedigenden Ergebnisse scheint in einem 

Implantationsversagen zu liegen, welches sich aus einer Dysregulation mit 

nachfolgender unzureichender Rezeptivität des Endometriums zu ergeben scheint 

(Salamonsen et al 2002). Infolgedessen sind Apposition, Adhäsion und Invasion der 

Blastozyste gestört, was letztendlich zum Untergang des Embryos führt. 

 

Der Begriff Implantationsfenster bezeichnet den zeitlich eng begrenzten Rahmen, 

während dessen die Rezeptivität des Endometriums gegeben ist. Dieser wird in der 

Literatur sowohl bezüglich seines Zeitpunktes im Verlauf des weiblichen Zyklus, als 

auch bezüglich seiner Dauer äußerst unterschiedlich definiert. Während die Dauer 

zwischen maximal 10 Tagen (Beier et al. 1998) und minimal 4 Tagen (Merviel et al. 

2001) definiert ist, wird der Zeitpunkt stets auf den Tag der maximalen Konzentration 
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des luteinisierenden Hormons (LH) im peripheren Blut LH + x bezogen und wird je 

nach Autor ab LH +1 oder LH +2 (Beier et al. 1998) bis LH +10 (Tabibzadeh et al. 

2002) angegeben. 

In diesem engen Zeitfenster kommt es durch das Zusammenspiel von Zytokinen und 

anderen Mediatoren der endometrialen Epithel-, Stroma- und Immunzellen, die 

sorgfältigen zellulären und molekularen Regulationsmechanismen unterliegen, zur 

Implantation. Dieser Prozess, welcher bisher nur ansatzweise verstanden werden 

konnte, stellt einen für die Einnistung des Embryos essentiellen Vorgang dar. Es 

kommt hierbei zu einer erhöhten endometrialen Expression inflammatorischer 

Zytokine wie z.B. Interleukin-1ß (IL-1ß), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-

α (TNF-α). Die endometriale Expression dieser Zytokine als Second Messenger 

unterliegt einer sorgfältigen Regulation. 

Da ein Prozent der Frauen trotz fehlender anatomischer, immunologischer und 

genetischer Abnormitäten unter rezidivierenden Aborten leiden, postulierten von 

Wolff et al. 2000 die These, dass rez. Frühaborte auf der Unfähigkeit des 

Endometriums einen Dialog mit der sich entwickelnden Blastozyste zu etablieren 

beruhen könnten, was seinerseits auf eine gestörte endometriale Zytokin-mRNA 

Expression zurückzuführen sein könnte. Ziel dieser Arbeit war deshalb die 

Untersuchung der mRNA-Expression dreier verschiedener endometrialer Zytokine 

unter dem Einfluss relevanter endometrialer Regulationsmechanismen wie 

Hormonstimulation und -entzug, Stimulation durch die Zytokine Il-1ß und Il-6, sowie 

unter hypoxischen Bedingungen, welche im Endometrium v.a. zum Zeitpunkt der 

Menstruation im Bereich des distalen Endometriums vorliegen. 

 

4.2 Grundlagen der Implantation 
 
Die Implantation der menschlichen Blastozyste stellt einen komplexen Prozess dar, 

an dem zahlreiche Zytokine, Integrine und Wachstumsfaktoren beteiligt sind. Obwohl 

diese Vorgänge in ihrer Komplexität bisher nur ansatzweise verstanden werden, 

bleiben beim Menschen die uterine Empfänglichkeit, das maternale Erkennen und 

Tolerieren der Schwangerschaft sowie die Invasivität des Keimes als die drei 

Hauptaspekte der Implantation unumstritten (Denker 1993).  

Eine wichtige Aufgabe kommt hierbei dem embryo-maternalen Dialog zwischen 

diesen beiden genetisch und immunologisch differenten Entitäten zu (Dominguez et 
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al. 2002). Hierbei lassen sich drei verschiedene Phasen der Implantation 

unterscheiden: Apposition, Adhäsion und Invasion. Während der Appositionsphase 

liegt kein direkter Kontakt zwischen Embryo und Endometrium vor, so dass die 

Interaktion durch den bidirektionalen Austausch von löslichen Proteinen, wie z.B. 

Zytokine, Chemokine u.a. erfolgen muss. Dabei scheint die Rezeptivität des 

endometrialen Endometriums fest mit morphologischen Änderungen der 

Plasmamembran und des Zytoskeletts der endometrialen Epithelzellen assoziiert zu 

sein (Murphy et al. 1995). Durch eine erste Welle endometrialer Zytokine erfolgt eine 

Leukozytenmigration zum Ort der Implantation (Wood et al. 1997). Außerdem wird 

hierdurch eine zweite Zytokinwelle induziert, wobei u.a. IL-1, 

Leukozyteninduzierender Faktor (LIF), Heparin-Binding EGF-Like Growth Factor 

(HB-EGF) freigesetzt werden (Cross et al. 1994), welche durch Bindung an ihre 

spezifischen Rezeptoren zu lokalen, molekularen Veränderungen in der Expression 

der Adhäsions- und Antiadhäsionsmoleküle führen (Dominguez et al. 2002). Dies ist 

entscheidend für den Übergang in die Adhäsionsphase, in welcher es am sechsten 

und siebten Tag nach der Ovulation zum direkten Kontakt zwischen der 

Plasmamembran der endometrialen Epithelzellen und des embryonalen 

Trophektoderms kommt (Enders 1976). Schließlich penetriert der Trophoblast 

während der Invasionsphase die  epitheliale Basalmembran und dringt bis zum 

Erreichen der uterinen Gefäße ins Stromagewebe vor. 

 

4.3 Endometriale Expression und Funktion von VEGF 
 
Das menschliche Endometrium unterliegt während der fertilen Phase einer 

zyklischen Entwicklung. Eine Schlüsselrolle nehmen hierbei Wachstum und 

Entwicklung der endometrialen Gefäße ein. Die Gefäßentwicklung kann durch zwei 

verschiedene Mechanismen erfolgen – Vaskulogenese und Angiogenese. 

Vaskulogenese bezeichnet die Entstehung von Blutgefäßen während der 

Embryonalentwicklung durch Differenzierung von Angioblasten zu einem primitiven 

Gefäßsystem. Unter Angiogenese versteht man dagegen die Aussprossung neuer 

Kapillaren aus bestehenden Gefäßen (Risau, 1997), welche in adulten Geweben 

abgesehen vom Auftreten im Rahmen der Wundheilung, sowie einiger 

Krankheitsbilder wie diabetische Retinopathie, rheumatoide Arthritis und 

Tumorwachstum relativ selten vorkommen (Hanahan et Folkman, 1996). Eine 
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Ausnahme stellt hierbei der weibliche Reproduktionstrakt dar, wo Angiogenese im 

Rahmen der zyklischer Veränderungen regelmäßig stattfindet, was für die 

Entwicklung eines reich vaskularisierten und rezeptiven Endometriums für die 

erfolgreiche Implantation und nachfolgende Ausbildung der Plazenta essentiell ist 

(Reynolds et al., 1992, Torry et al., 1992). Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass 

vom humanen Endometrium eine Reihe von Wachstumsfaktoren mit grundlegenden 

Auswirkungen auf die Angiogenese exprimiert  wird. 

In den letzten 20 Jahren konnte eine steigende Anzahl von angiogenen 

Wachstumsfaktoren identifiziert werden, welche grob in Peptide und Nicht-Peptide 

(Smith et al., 1998) eingeteilt werden können. Eine besonders herausragende Rolle 

spielt hierbei der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).  

VEGF ist ein Protein mit einer Molekülgröße von 46 kDa, welches aus zwei 

identischen Untereinheiten von je 23 kDa aufgebaut ist (Connolly et al., 1989). Durch 

alternatives Spleißen entstehen aus demselben Genprodukt mindestens fünf 

verschiedene Isoformen (Ferrara et al. 1991, Houck et al., 1991,  Charnock-Jones et 

al., 1993), welche sich durch unterschiedliche Sekretionsmuster, signifikante 

Strukturunterschiede, sowie differierende isoelektrische Punkte unterscheiden (Smith 

et al., 1998). Vier dieser Isoformen, VEGF121, VEGF145, VEGF163, VEGF189, kommen 

im Uterusgewebe Schwangerer und Nichtschwangerer vor, alle werden sezerniert, 

jedoch sind nur die Isoformen VEGF 121 und VEGF 165 löslich, während die 

anderen Isoformen an heparinhaltige Proteoglykane im Bereich der Zelloberfläche, 

der Basalmembran oder der extrazellulären Matrix gebunden vorliegen (Cooper et 

al., 1995).  Sie werden deshalb erst durch Gewebsverletzung bzw. Zelluntergang, 

wie z.B. während der Menstruation oder durch Freisetzung proteolytischer Enzyme 

bei der Invasion und Implantation des Trophoblasten, freigesetzt.   

Die Wirkung des VEGF wird über drei spezifische VEGF-Rezeptoren vermittelt, 

VEGFR-1 (fms-like thyrosine kinase, Flt-I), VEGFR-2 (KDR/Flk-I), VEGFR-3 (Flt-4) 

welche zur Familie der Thyrosinkinaserezeptoren gehören (Terman et al., 1992,). Sie 

sind transmembran lokalisiert und bestehen aus sieben extrazellulär lokalisierten 

immunglobulinähnlichen Schleifen, sowie aus einer intrazellulären Domäne für 

Thyrosinkinase.  VEGFR-1 und VEGFR-2 haben eine hohe Bindungsaffinität zum 

VEGF und stellen die entscheidenden Regulatoren von Angiogenese und 

Vasculogenese dar. VEGFR-1 wird außer von Endothelzellen auch von Monozyten 

und Trophoblasten exprimiert und vermittelt die Zellmigration. VEGFR-2, auch auf 
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retinalen Vorläuferzellen, Megakaryozyten und hämatopoetischen Stammzellen 

lokalisiert, vermittelt die Endothelproliferation und ist somit der Hauptregulator der 

Angiogenese (Weston et al., 2000). Beide Rezeptoren konnten außerdem auch auf 

Spermatozoen nachgewiesen werden (Obermair et al., 1999). 

 

Die wohl wichtigsten Funktionen des VEGF im humanen Endometrium betreffen das 

Gefäßendothel. Hier induzieren sie einerseits die Proliferation und Migration der 

endometrialen Endothelzellen und fördern damit unmittelbar die Angiogenese 

(Connolly et al. 1989; Keck et al. 1989). Synergistisch wirkt hierbei der Abbau der 

umgebenden Matrix durch Kollagenasen, deren Freisetzung aus Endothelzellen 

ebenfalls durch VEGF reguliert wird (Smith 1998).  Andererseits fördert VEGF die 

Vasodilatation durch Ausschüttung von Stickstoffoxid und Prostazyklinen aus 

Endothelzellen (Papapetropoulos et al. 1997) und erhöht gleichzeitig die 

Gefäßpermeabilität. Zusätzlich wirkt VEGF fördernd auf Gerinnung und Fibrinolyse 

ein, und bewirkt durch Induktion bestimmter Rezeptoren bzw. Adhäsionsmoleküle 

eine Migration spezifischer immunologischer Zellen, wie z.B. Monozyten, 

Makrophagen oder natürlicher Killerzellen (Smith et al. 1998). 

 

Eine Reihe experimenteller Untersuchungen befasste sich zudem mit der 

Lokalisation von VEGF und seiner Rezeptoren in der menschlichen Plazenta 

während der Schwangerschaft. Diese Untersuchungen legten nahe, dass VEGF an 

der Regulation sowohl  der fetalen und maternalen Angiogenese in der Plazenta, als 

auch der Migration und Implantation des Trophoblasten, sowie dessen Funktion im 

Schwangerschaftsverlauf beteiligt ist, womit ihm eine wichtige Rolle für Entstehung 

und Erhalt der Schwangerschaft zukommt. 

Weiterhin konnte eine Reihe neuerer Studien die Bedeutung von VEGF für die 

Entwicklung von Epithelzellen zeigen. So konnten Karihaloo et al. 2005 die 

Bedeutung von VEGF bei der Entwicklung der renalen Epithelzellen nachweisen. Im 

selben Zellsystem zeigte sich des Weiteren, dass mittels autokriner Stimulation 

VEGF sowohl zu einer Steigerung der Zellproliferation als auch zu einem Anstieg der 

Zellvitalität führt (Villegas et al. 2005). Somit scheinen VEGF, sowie die 

entsprechenden Rezeptoren und Liganden eine entscheidende Rolle bei der 

Entwicklung der Drüsenzellen zu spielen (Punyadeera et al. 2006). 
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Die Expression von VEGF im humanen Endometrium ist sowohl zell- als auch 

zyklusspezifisch. Im Zyklusverlauf kommt es zu einem charakteristischen Wandel 

des Expressionsmusters des VEGF, was sowohl auf molekularer Ebene mittels in-

situ Hybridisierung bzw. RNAse Protection Assay als auch auf 

immunhistochemischer Ebene gezeigt werden konnte (Gordon et al. 1995, Shifren et 

al. 1996, Hornung et al. 1998). Mittels RNAse Protection Assay konnten anhand 

intakter Endometriumbiopsien in der späten Sekretionsphase drei- bis sechsfach 

erhöhte Mengen der spezifischen messenger-RNA (mRNA) im Vergleich zur frühen 

Proliferationsrate nachgewiesen werden, wovon die einzelnen Isoformen des VEGF 

in gleichem Ausmaß betroffen waren (Torry et al. 1996). 

Für die Proliferationsphase konnte mittels in-situ Hybridisierung und 

Immunhistochemie gezeigt werden, dass VEGF sowohl von epithelialen 

Drüsenzellen als auch, allerdings in weniger starkem Ausmaß, von Stromazellen 

exprimiert wird, in der Luteinisierungsphase kam es jedoch zu einem drastischen 

Rückgang der mRNA Expression in den Stromazellen, sowie zu einem sprunghaften 

Anstieg derselben in den Epithelzellen (Charnock-Stones et al. 1993). Stromazellen 

waren in der immunhistochemischen Färbung zudem durch eine diffuse 

Anfärbbarkeit gekennzeichnet, während die glandulären Epithelzellen eine starke 

fokale Anfärbbarkeit im Bereich der apikalen Zelloberfläche zeigten, was die 

Vermutung nahe legt, dass eine Sekretion von VEGF ins Lumen der 

Drüsenschläuche stattfinden könnte, um dort über verschiedene Mechanismen auf 

die Implantation der Blastozyste zu wirken (Hornung et al. 1998). 

 

Obwohl bisher kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen VEGF-Expression und 

vaskulärem Proliferationsindex im Endometrium nachgewiesen werden konnte 

scheint VEGF eine wichtige parakrine Regulatorfunktion für Gefäßwachstum und 

Entwicklung im Endometrium darzustellen (Torry et Torry 1997).  Hierfür spricht 

insbesondere ein deutlicher zeitlicher Zusammenhang zwischen einer gesteigerten 

endothelialen Proliferation und zunehmender endometrialer VEGF-Expression von 

der späten Proliferations- zur mittleren Sekretionsphase (Li et al. 1994, Shifren et al. 

1996, Torry et al. 1996). 
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4.4 Endometriale Expression und Funktion von IL-1-ß  
 
Das Zytokin Interleukin-1 (IL-1) ist ein Polypeptid, welches von einem breitem 

Zellspektrum, insbesondere aber von Makrophagen produziert wird und als 

proinflammatorisches Zytokin eine wichtige Rolle bei der Entstehung und im Ablauf 

von Entzündungsprozessen spielt (Dinarello 1996). Ähnliche Abläufe finden sich 

auch bei den zyklusabhängigen endometrialen Veränderungen, weshalb es wenig 

verwunderlich scheint, dass IL-1 ebenso in wichtige reproduktive Vorgänge involviert 

ist und eine tragende Rolle bei den zahllosen Veränderungen des Endometriums 

während des weiblichen Zyklus spielt (Tabibzadeh 1991).  

Das IL-1-System des menschlichen Endometrium setzt sich aus den beiden 

Untergruppen Il-1α und IL-1ß, mit einem identischen Molekulargewicht von 17,5 kDA, 

dem Rezeptor-Antagonisten IL-1ra, sowie zwei Rezeptoren, dem IL-1 receptor type I 

(IL-1 Rt I) und dem IL-1 receptor type II (IL-1 Rt II) zusammen, von denen jedoch 

lediglich IL-1 Rt I funktionelle Aktivität im Endometrium besitzt. Neben T-Zellen, 

Makrophagen und Endothelzellen ist er im Oberflächenepithel des Endometriums 

lokalisiert und wird dort mittluteal am stärksten exprimiert (Bigonesse et al. 2001, 

Lindhard et al. 2002). Der IL-1 Rt II fungiert als Antagonist von IL-1 und wird am 

schwächsten am Tag LH +7 exprimiert (Bigonesse et al. 2001). Darüber hinaus zeigt 

er eine überwiegende epitheliale Expression, seine luminale Sekretion wird in der 

mittleren Sekretionsphase passager downreguliert (Boucher et al. 2001), was auf 

eine implantationsfördernde Funktion von IL-1 hinweist. Die Korrelation der 

Konzentration von Il-1ß mit dem Serumöstrogenspiegel spricht zudem für eine 

steroidhormonregulierte Expression. 

 

Viele Studien haben mittlerweile gezeigt, dass das IL-1 System besonders im Verlauf 

der Implantation und während der entzündunsähnlichen Abläufe am Ende des Zyklus 

bei ausgebliebener bzw. fehlgeschlagener Implantation eine wichtige Rolle spielt. 

Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass IL-1 von menschlichen Embryonen 

sezerniert wird und somit vermutlich Teil des komplexen embryo-maternalen 

Kommunikationssystems ist (De Los Santos et al. 1996).  

Von besonderer Bedeutung für das menschliche Endometrium scheint hierbei IL-1ß 

zu sein, welches im Endometrium sowohl von Epithel- und Stromazellen als auch 

von Makrophagen exprimiert wird (Bergquist et al. 2001). IL-1ß mRNA konnte im 

Endometrium während des gesamten Zyklus nachgewiesen werden, wobei die 
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Expression in der proliferativen Phase etwas stärker ist, als in der frühen 

sekretorischen Phase (von Wolff et al. 2000). Zum Zeitpunkt der Implantation kommt 

es zu einem Anstieg der mRNA. Dies entspricht dem Verlauf der IL-1ß Serumspiegel 

im peripheren Blut während des weiblichen Zyklus. Tabibzadeh et al. gelang 1989 

der Nachweis, dass IL-1ß die Expression von IL-6 durch endometriale Zellen 

reguliert. Außerdem scheint IL-1ß eine entscheidende Regulationsfunktion auf die 

endometriale IL-6 Expression auszuüben (Tabibzadeh et al. 1989, Laird et al. 1994), 

was durch Vandermolen et al. 1996 bestätigt wurde. Hier konnte erstmals gezeigt 

werden, dass IL-1ß in vitro sowohl zeit- als auch dosisabhängig zu einem Anstieg der 

endometrialen IL-6 Produktion führt.  

Für IL-1ß konnte eine Korrelation einer supprimierten Expression mit 

Implantationsstörungen nachgewiesen werden (Stewart et al. 1992; Simon et al. 

1998; von Wolff et al. 2000).  

Die mRNA-Expression für IL-1ß, IL-1ra und IL-1 Rt I durch humane Embryonen in 

der Präimplantationsphase scheint dabei eine erste Antwort der Blastozyste an das 

rezeptive Endometrium darzustellen und die Freisetzung einer zweiten Zytokinwelle 

zu bewirken (Cross et al. 1994), welche schließlich zur Einleitung der 

Adhäsionsphase führt. Im Tiermodell konnte zudem nachgewiesen werden, dass aus 

der intrauterinen Injektion von IL-1 Rezeptorantagonisten (IL-1ra), welche zur 

Blockade der luminalen IL-1-Rezeptoren führten, ein Implantationversagen resultiert 

(Simon et al. 1994). Dabei konnte in weiterführenden Untersuchungen eine direkte 

Wirkung des IL-1ra auf die Plasmamembran der endometrialen Epithelzellen 

festgestellt werden (Simon 1998), wobei die Transformation der Plasmamembran, 

welche der Implantation unmittelbar vorausgeht, inhibiert wird. Darüber hinaus haben 

immunhistochemische Untersuchungen gezeigt, dass Mäuse, welche mit IL-1ra 

behandelt wurden eine verminderte Expression der Integrinuntereinheiten α4, αV und 

ß3 zeigen, welche eine wichtige Rolle bei der Adhäsion der Blastozyste am 

endometrialen Epithel zu spielen scheinen (Lindhard et al. 2002). Embryonen dieser 

mit IL-1ra behandelten Mäuse zeigten jedoch eine normale Implantationsfähigkeit 

wenn sie auf normale, nicht behandelte Mäuse übertragen wurden. Somit hat IL1ßra 

bei Mäusen keinen embryotoxischen Effekt, es scheint jedoch die Rezeptivität des 

Endometrium in entscheidender Weise zu beeinflussen.  

IL-1 führt zwar in-vitro- zu einer Hemmung der Blastozystenadhäsion an Fibronectin, 

fördert jedoch das Auswachsen trophoblastärer Zellen der bereits adhärenten 
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Blastozyste (Haimovici et al. 1993), was ebenfalls für eine Funktion des IL-1ß beim 

Attachment der Blastozyste spricht.  

Fazleabas et al. sahen 2002 in IL-1ß einen möglichen entscheidenden Faktor bei der 

Differenzierung der Stromazellen in Deziduazellen in der Frühschwangerschaft.  

Die IL-1ß vermittelte Induktion der Cyclooxygenase-2 (COX-2) Expression in 

humanen endometrialen Stromazellen (Huang et al. 1998), veranlasste Simon et al. 

2000 zu dem Schluss dass periimplantatorisch ein IL-1ß vermittelter parakriner Effekt 

in der Kontrolle der Prostaglandinsynthese vorliegt. Diese wiederum bewirken einen 

Anstieg der vaskulären Permeabilität (Kennedy 1985) als Zeichen der beginnenden 

Implantationsphase (Psychoyos 1985). 

 

4.5 Endometriale Expression und Funktion von G-CSF 
 
Der Granulocyten colony-stimulating-factor (G-CSF) stellt eines der am häufigsten im 

Rahmen der Chemotherapie-induzierten Neutropenie eingesetzten Zytokine dar 

(Masishi 2001, Jansen et al. 2002). Seine Wirkung beruht auf einer Mobilisierung der 

myeloischen Stammzellen im Knochenmark, sowie auf einer gesteigerten  

Zelldifferenzierung der myeloischen Reihe. Physiologischerweise wird G-CSF von 

Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen gebildet und wirkt im Rahmen der 

physiologischen Zellerneuerung auf das Knochenmark ein.  Neuere Studien belegen 

jedoch auch eine nicht hämatopoetische Funktion von G-CSF, insbesondere scheint 

es bei der utero-plazentaren Kommunikation eine wichtige Rolle zu spielen.  

Die biologische Wirkung von G-CSF erfolgt Rezeptor-vermittelt (Fukanaga et al. 

1990 a, b). Dabei existieren mindestens vier verschiedene Rezeptoren (G-CSFR), 

welche zur Familie der Zytokinrezeptoren gehören, und von denen drei in 

membrangebundener und einer in löslicher Form vorliegen (Bazan 1990, Fukanaga 

et al. 1990, Larsen et al. 1990). Im Gegensatz zu den Granulozyten, welche 

ausschließlich den membrangebundene Klasse-I Rezeptor exprimieren (Larsen et al. 

1990), konnte aus  Plazentagewebe die DNA dreier verschiedener G-CSFR isoliert 

werden (Fukunaga 1990a,b; Larsen 1990). Zusätzlich kommt der Rezeptor auf 

Trophoblasten vor (Uzumaki et al. 1989), wodurch eine Einflussnahme auf 

Wachstum und Entwicklung der genannten Zellen möglich wäre. 

Im Endometrium wird G-CSFR von Epithel- und Stromazellen, sowie von Leukozyten 

exprimiert (Saito et al. 1994, Mc Cracken et al. 1999).  
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In Deziduagewebe wurde über eine Expression durch Makrophagen (Shorter et al. 

1992) und natürliche Killlerzellen (Saito et al. 1994) berichtet. G-CSF scheint dabei 

die 8-Br-cAMP-induzierte Dezidualisierung der Stromazellen zu Prolaktin-

sezernierenden Zellen zu fördern (Tanaka et al. 2000), und ist damit essentiell für 

eine ungestörte Implantation des Embryos. Epitheliale Stromazellen sezernieren 

ständig geringe Mengen G-CSF, diese Sekretion wird durch Makrophagen-Colony-

Stimulating-Factor (M-CSF) gesteigert (Tanaka et al. 2003).  M-CSF wird in großer 

Menge von dezidualisierten endometrialen Stromazellen, sowie Immunzellen im 

Deziduagewebe produziert  (Salamonsen et al. 2000). Tanaka et al. gelang 2003 der 

Nachweis, dass M-CSF die G-CSF Produktion durch endometriale Stromazellen 

dosisabhängig reguliert. Gleichzeitig zeigte sich, dass die Zellentwicklung der M-CSF 

sensiblen Zellen durch hohe Dosen supprimiert wird, so dass sowohl die 

Dezidualisierung und Entwicklungsfähigkeit der Stromazellen, als auch die G-CSF-

Sekretion nicht stimulierter Stromazellen durch M-CSF reguliert wird. 

Die Plazenta stellt eines der wenigen nicht-hämatopoetischen Gewebe dar, welche 

G-CSF exprimieren. Bei Mäusen konnte G-CSF in Spongiotrophoblasten der 

Plazenta und in Trophoblasten des Labyrinths gefunden werden (Saito et al. 1994), 

in humanen Plazentaexplantaten gelang der G-CSF-Nachweis sowohl im ersten, als 

auch im dritten Trimenon (Shorter et al. 1992, Li et al. 1996). McCracken et al. 

zeigten 1999, dass G-CSF von Stromazellen der Plazenta  und der mütterlichen 

Dezidua exprimiert wird. Außerdem konnten sie nachweisen, dass es im Rahmen der 

Plazentaentwicklung zu einer strikten zelltyp- und entwicklungsstadienspezifischen 

Expression des G-CSF Rezeptors (G-CSFR) kommt. Obwohl die genaue Funktion 

des Zytokins noch nicht näher bekannt ist, stützt das spezifische Expressionsmuster 

der plazentaren Rezeptorexpression die Hypothese, dass G-CSF eine wichtige 

Funktion bei Invasion und Erhalt des Trophoblasten während der 

Plazentaentwicklung hat.  

In jüngeren Studien konnte eine Reihe immunologischer Vorgänge identifiziert 

werden, welche durch G-CSF reguliert werden. Dazu gehört beispielsweise die 

Suppression natürlicher und Lymphokin-aktivierter Killerzellen und die Induktion einer 

Th2-Antwort (Kitabayashi et al. 1995, Sloand 2000, Taga 1993, Miller et al 1997). 

Die genaue Rolle von G-CSF im menschlichen Endometrium bleibt weiterhin unklar, 

jedoch existieren eine Reihe potentieller Funktionen. Beispielsweise könnte G-CSF 

im Rahmen der prämenstruellen Einwanderung von Granulozyten  in das 
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Endometrium (Noyes et al. 1950) durch Verstärkung deren bakterizider Wirkung 

protektiv gegen die Entstehung einer Endometritis wirken (Clark et al. 1987). Die 

gleichmäßige Sekretion während der frühen und späten Proliferationsphase ist mit 

einer Rolle bei der Gefäßentwicklung des proliferativen Endometriums vereinbar, da 

nachgewiesen werden konnte, dass G-CSF die Proliferation und  Migration der 

Endothelzellen stimuliert (Bussolino et al. 1989).  

 

4.6 Regulation  durch 17-ß-Östradiol und Progesteron 
 
Eine intakte zyklusabhängige endometriale Differenzierung bildet die Basis für eine 

normale uterine Empfänglichkeit nach der Konzeption. Hierbei koordinieren die 

Steroidhormone Östradiol und Progesteron unter Vermittlung verschiedener 

Wachstumsfaktoren die endometriale Expression von Proteinen, 

Adhäsionsmolekülen (Tabibzadeh, 1992, Denker, 1993, Lessoi et al., 1994) und 

Zytokinen (De et al. 1993, Paria et al., 1990), wobei Wachstumsfaktoren 

höchstwahrscheinlich als lokale Mediatoren dienen. 

Während der Proliferationsphase kommt es unter Vermittlung des von Follikelzellen 

sezernierten Östradiols im Endometrium zu einer Zunahme der epithelialen 

Drüsenzellen, der Fibroblasten im Stroma, sowie der Gefäßendothelzelllen. Die 

Drüsen wachsen und strecken sich in die Länge. Unter dem Einfluss des 

Progesteronanstiegs kommt es nach der Ovulation zu einer sekretorischen 

Umwandlung des Gewebes. Das Drüsengewebe nimmt im Verhältnis zum Stroma 

zu, Epithelzellen bilden sekretorische Proteine, außerdem kommt es zu einer 

intrazellulären Anhäufung von Glykoproteinen. Wie bereits von Noyes et al. 1950 im 

Rahmen der histologischen Datierung endometrialer Biopsien anhand histologischer 

Kriterien beschrieben wurde, kommt es in der mittleren bis späten 

Proliferationsphase zusätzlich zur Ausbildung eines Stromaödems als Zeichen einer 

prädezidualen Umwandlung. Unterbleibt die Implantation führt dies zu einem starken 

Abfall der Progesteronsekretion aus dem Corpus luteum und damit des 

Progesteronspiegels im Blut. Unter dem Einfluss des Hormonentzugs tritt eine 

Konstriktion der distalen Anteile der Spiralarterien auf (Markee et al., 1940),  an den 

Zyklustagen 1-4 kommt es des Weiteren zu einer diffusen Gewebsnekrose, zu 

Gefäßthrombosen sowie zu einer generalisierten Entzündungsreaktion, was 
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schließlich in der Abstoßung des Stratum functionale, und somit im Auftreten der 

Menstruation mündet (Kurman, 1987, Noyes et al. 1950). 

Obwohl Uteruszellen in vivo äußerst sensibel auf Östrogen reagieren, fehlt diese 

Reaktion in vitro vollständig, was nahe legt, dass die Effekte der Steroidhormone auf  

endometriale Zellen indirekt über auto- bzw. parakrine Stimulation durch Zytokine 

reguliert werden. Während sich viele Arbeiten mit der Identifizierung und Lokalisation 

der entsprechenden Hormonrezeptoren im Endometrium befassten (Perrot- Applanat 

et al. 1989) ist über das Zusammenspiel der Steroidhormone als systemische 

Regulatoren  und  der Zytokine als lokale Mediatoren noch sehr wenig bekannt. Ziel 

unserer Arbeit war es, genauere Erkenntnisse über die regulatorischen Effekte der 

Steroidhormone auf die quantitative mRNA-Expression verschiedener Zytokine der 

endometrialen Epithel- und Stromazellen zu gewinnen. 

 

4.6.1 Regulation von VEGF, IL-1-ß und G-CSF durch Hormonstimulation und 
Hormonentzug 

 
Die Entwicklung des menschlichen Endometriums während des Menstruationszyklus 

untersteht der Kontrolle von Östrogen und Progesteron. Teil dieser Veränderungen 

ist eine umfangreiche Angiogenese mit Einsprossung neuer Blutgefäße. Dies ist 

unabdingbar für eine Erneuerung des Endometriums nach Abstoßung des Stratum 

functionale während der Menstruationsblutung. Das Gefäßwachstum stellt eine 

entscheidende Komponente im Prozess der endometrialen Entwicklung und 

Differenzierung im Hinblick auf die Implantation dar (Giudice 1994). Während der 

Proliferationsphase und im Verlauf der Sekretionsphase kommt es zur Ausbildung 

eines komplexen subepithelialen Gefäßplexus, gleichzeitig kommt es durch eine 

Steigerung der vaskulären Permeabilität zu einer Wandlung des dünnen und dichten 

Endometriums zum dicken und hoch ödematösen sekretorischen Endometrium. 

Diese vaskulären Veränderungen werden durch Östrogen und Progesteron 

gesteuert, welche die Produktion angiogenetischer Faktoren induzieren (Charnock-

Stones et al. 1993, Zhang et al. 1995, Shifren et al. 1996). 

Eine Reihe von Studien beschäftigte sich bereits mit der Wirkung von Östrogenen 

und Progesteron auf die VEGF-Sekretion der Stromazellen. So konnten 

beispielsweise Bausero et al. 1998 zeigen, dass eine Stimulation mit Östradiol bzw. 

Östradiol und Progesteron zu einem signikanten Anstieg der endometialen mRNA-

Expression für VEGF bei in vitro kultivierten Stromazellen kam. Shifren et al. kamen 
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1996 unter Benutzung von Östradiol und Medroxyprogesteronacetat zum selben 

Ergebnis. Dies konnte durch unsere Studien nicht bestätigt werden. Ein signifikanter 

Anstieg der mRNA-Expression für VEGF durch Stimulation mit 17ß-Östradiol, 

Progesteron oder einer Kombination beider Steroide konnte weder bei endometrialen 

Stromazellen, noch bei den epithelialen Drüsenschläuchen beobachtet werden. Der 

Entzug der Steroidhormone erbrachte ebenfalls keinerlei Effekt auf die endometriale 

mRNA Expression von VEGF. Eine mögliche Ursache dieser differierenden 

Ergebnisse könnte in der unterschiedlichen Aufarbeitung des Zellmaterials und dem 

damit verbundenen unterschiedlichen Reinheitsgrad der Zellkulturen liegen. So 

scheint es naheliegend, dass ein hoher Leukozytenanteil im Endometrium, welcher je 

nach Entnahmezeitpunkt bis zu 40 % betragen kann (Salamonsen et Wooley 1999), 

zu einer starken Verfälschung der Ergebnisse beitragen kann. Durch die 

Aufreinigung unserer Zellkulturen mittels magnetischer Beads ist in unserem Fall 

jedoch eine Verunreinigung weitgehend auszuschließen.  

Zur genauen Klärung sollten diesbezüglich weitere Untersuchungen durchgeführt 

werden. 

 

Eine weitere wichtige Rolle bei der Implantation der Blastozyste scheint wie oben 

bereits ausführlich beschrieben IL-1ß zu spielen.  

Hierbei scheint die Korrelation der Konzentration von IL-1ß mit dem Serum-

Östrogenspiegel ebenso wie der Peak am vierten Gestationstag für eine 

steroidhormonregulierte Expression zu sprechen. Dies konnte jedoch in unseren 

Experimenten nicht bestätigt werden, weder Stimulation mit, noch Entzug von 

Hormonen führte zu einer signifikanten Änderung der IL-1ß mRNA-Expression in 

humanen endometrialen Epithel- bzw. Stromazellen, so dass eine direkte Regulation 

des Zytokins durch Steroidhormone unwahrscheinlich erscheint. Vielmehr scheint 

eine indirekte Steuerung der Expression von IL-1ß mittels verschiedener Zytokine 

und Wachstumsfaktoren denkbar. 

 

4.7 Regulation durch Zytokine 
 
Nachdem durch eine Stimulation der kultivierten endometrialen Zellen mit 

Steroidhormonen kein Anstieg der Zytokinexpression verzeichnet werden konnte, 

stellt sich die Frage, ob die Regulation der Zytokinexpression über einen anderen 
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Mechanismus, beispielsweise indirekt durch Stimulation mit anderen Zytokinen, 

erfolgt. 

 

4.7.1 Regulation von VEGF durch die Zytokine IL-1ß und IL-6 
 
Obwohl VEGF bereits seit langem Gegenstand zahlreicher Untersuchungen ist, die 

auf eine wichtige Funktion des Wachstumsfaktors bei der zyklischen Entwicklung des 

Endometriums, sowie bei Entstehung und Erhalt einer Schwangerschaft hindeuten, 

ist über die Regulationsvorgänge, die zu einer verstärkten oder verminderten 

Freisetzung von VEGF führen, noch sehr wenig bekannt. Neben einer Regulation der 

VEGF-Expression durch Hypoxie, wie sie in dieser Arbeit bereits ausführlich erörtert 

wurde, kommt eine Steuerung durch verschiedene, im Endometrium vorkommende 

Zytokine und deren Rezeptoren in Betracht. Aus den bisher zu diesem Thema 

durchgeführten Experimenten ergaben sich eine Reihe potentieller Mediatoren der 

VEGF-Regulation, zu denen insbesondere Epidermal Growth Factor (EGF), 

Transforming Growth Factor-α (TGF-α), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und 

Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) (Stavri et al. 1995), Insulin-like Growth Factor-1 

(IGF-1) (Warren et al. 1996), sowie IL-1ß (Li et al. 1995) und IL-6 (Cohen et al. 1996) 

zählen.  

Wie bereits an anderer Stelle beschrieben konnte IL-1ß in menschlichem 

Endometrium, Makrophagen, Endothelzellen, sowie in Blastocysten nachgewiesen 

werden (Polan et al. 1995). Li et al. gelang 1995 der Nachweis, dass es durch 

Stimulation glatter Muskelzellen aus der Aorta von Ratten zu ein zeit- und 

dosisabhängigen Steigerung der VEGF mRNA-Sekretion kam. Bereits die Zugabe 

von 0,1 ng/ml Il-1ß führte zu einer Verdopplung der mRNA, die Stimulation mit 10 

ng/ml bewirkte sogar einen 4-fachen Anstieg. Im endometrialen Stromazellkulturen 

führte  IL-1ß ebenfalls zu einer  Induktion von VEGF (Sunder & Lenton 2000), 

welches wiederum Angioneogenese in endometrialen Stromazellen, 

Integrinexpression in mikrovaskulären endothelialen Zellen, Endothelzellproliferation, 

sowie die Freisetzung von Stickstoffoxid und Prostazyklinen aus endothelialen 

Zellen, und damit Vasodilatation, zur Folge hat  (Smith 1998). In unseren 

Untersuchungen führte weder die Stimulation endometrialer Stromazellen noch die 

Stimulation endometrialer Epithelzellen zu einem Anstieg der mRNA-Expression für 

VEGF. Eine mögliche Ursache für die Diskrepanz der Ergebnisse könnte in der 
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geringeren Kontamination unserer Kulturen mit ebenfalls Zytokin produzierenden 

Immunzellen liegen. 

Neben VEGF als spezifischem Mitogen endothelialer Zellen liegt auch IL-6 in 

Geweben mit aktiver Angioneogenese in erhöhter Konzentration vor. Hierbei kommt 

es jedoch nicht zu einer Induktion der Endothelzellproliferation. Vielmehr konnten 

Stimulationsversuche verschiedener Zelllinien mit IL-6 eine signifikante Induktion der 

spezifischen mRNA für VEGF nachweisen.  Somit scheint IL-6 indirekt über eine 

Steigerung der Expression der spezifischen mRNA für VEGF Einfluss auf die 

Angiogenese zu nehmen. Molekularbiologisch bindet IL-6 nicht nur an spezielle 

Bereiche der Promoterregion des betreffenden Genes, sondern vermittelt seine 

Wirkung auch durch Interaktion mit der 5´UTR (untranslated region) der spezifischen 

mRNA für VEGF, so dass diese spezielle Region eine wichtige Rolle für die 

Modifikation der mRNA-Expression sowohl während der Transkription, als auch 

posttranskriptionell spielt (Cohen et al. 1996).  

In unseren Zellkulturen führte jedoch die Stimulation von Stromazellen und 

Epithelzellen mit IL-6 zu keiner gesteigerten VEGF mRNA Expression. 

 

4.7.2 Regulation von IL-1ß durch die Zytokine IL-1ß und IL-6 
 
Wie bereits an anderer Stelle ausführlich erörtert (vgl. Kap.4.4), ist das IL-1 System 

in eine Reihe reproduktiver Vorgänge involviert und spielt insbesondere bei der 

Regulation des komplizierten Implantationsprozesses eine wichtige Rolle. 

Insbesondere für die Invasion der Blastozyste scheint IL-1ß von entscheidender 

Bedeutung zu sein wie Simon et al. 1998 an Versuchen mit Mäusen nachweisen 

konnten. Durch die Interaktion von IL-1ß und seinem Rezeptor IL-1 Rt1 wird eine 

kaskadenartige Reaktion in Gang gesetzt, wobei es unter anderem zur Ausschüttung 

von Interleukinen und Interferonen kommt, wodurch die Apposition und Invasion des 

Embryos ermöglicht wird. 

 

Während bereits mehrere Autoren eine Stimulation der IL-6 Sekretion durch Il-1ß 

propagierten (Tabibzadeh 1991),  wurden bisher nur einige wenige Aussagen zu 

einer möglichen Stimulation der IL-1ß Sekretion durch IL-6 getroffen. Das et al. 

stellten 2002 fest, dass die Stimulation mit IL-6 zu einem signifikanten Anstieg der IL-

1ß Sekretion humaner trophoblastärer Zellen führte.  
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Unsere Untersuchungen erbrachten das Ergebnis einer Steigerung der IL-1ß mRNA 

Synthese in endometrialen Stromazellen, so das festgehalten werden kann, dass im 

humanen Endometrium eine gegenseitige Stimulation der Freisetzung von IL-1ß und 

Il-6 stattfindet. In Epithelzellen zeigte sich erneut kein signifikanter Anstieg der IL-1ß 

Sekretion. 

Interessanterweise konnte auch bei Stimulation mit rekombinantem IL-1ß ein 

Sekretionsanstieg der endometrialen IL-1ß mRNA erzielt werden, so dass sich die 

Frage stellt, ob die IL-1ß Sekretion in vivo ebenso wie in vitro durch IL-1ß gesteigert 

werden kann. Hierzu sind in Zukunft weitere Untersuchungen notwendig. 

 

4.7.3 Regulation von G-CSF durch die Zytokine IL-1ß und IL-6 

 
Viele Gewebe sezernieren G-CSF als Reaktion inflammatorische Proteine, wie z.B. 

IL-1 (Clark et al 1987), so dass G-CSF als Mediator der IL-1 Wirkung auftritt. Im 

Knochenmark kommt es z.B. IL-1 vermittelt zur Produktion von hämatopoetischen 

Wachstumsfaktoren, wie z.B. G-CSF, welche dann  Wachstum und Differenzierung 

der hämatopoetischen Zellen fördern. 

Bereits 1996 konnten Vandermolen et al. nachweisen, dass IL-1ß zu einer zeit- und 

dosisabhängigen Stimulation der G-CSF Produktion durch humane 

Endometriumzellen führt.  Allerdings erfolgte in diesen Experimenten keine getrennte 

Kultivierung von Epithel- und Stromazellen, so dass keine Aussage über die für die 

Sekretion von G-CSF verantwortliche Zellart möglich ist. Unsere Studien konnten 

eine Stimulation der G-CSF Expression durch Stromazellen bestätigten, in 

Epithelzellkulturen blieb die Zugabe von IL-1ß ohne signifikanten Effekt.   

Aus der Tatsachen, dass IL-1ß und sein Rezeptor IL-1Rt1 in implantationsfähigem 

Endometrium in höheren Konzentrationen vorliegen als im Endometrium von Frauen 

mit rezidivierendem Implantationsversagen (von Wolff et al. 2000), dass G-CSF von 

dezidualisiertem Endometrium produziert wird (Shorter et al. 1992) und dass G-CSF-

Rezeptoren an der Oberfläche von Trophoblasten gefunden werden konnten 

(Uzumaki et al. 1989),  ergibt sich die Frage einer G-CSF vermittelten IL-1ß Wirkung 

auf die Trophoblasten zum Zeitpunkt der Implantation. Bekräftigt wird dies durch die 

Ergebnisse von Simon et al. 1993 und 1998 (vgl. Kap. 4.4), welche die Notwendigkeit 

von IL-1ß für die Implantation bestätigen konnten. 
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4.8 Regulation durch Hypoxie 
 
Zellen sind in der Lage niedrige Sauerstoffkonzentrationen zu registrieren und sich 

diesen anzupassen, so dass die entsprechenden Gewebe unter hypoxischen 

Bedingungen überleben können (Sandner et al. 1997). Dazu werden auf zellulärer 

Ebene, gesteuert durch sog. Transkriptionsfaktoren, die Gene bestimmter 

Wachstumsfaktoren vermehrt transkribiert, so dass die entsprechende mRNA 

vermehrt exprimiert wird. Andererseits hemmt die hypoxische Situation die 

Denaturierung, woraus eine erhöhte Stabilität der mRNA resultiert. Ein Beispiel 

hierfür ist das Erythropoetin, welches für die Regulation der Erythropoese 

verantwortlich ist, woraus schließlich eine bessere Sauerstoffbindungskapazität des 

Blutes, und somit eine bessere Sauerstoffversorgung der hypoxischen Gewebe 

resultiert (Jelkmann W. 1992). Zusätzlich werden dem Organismus durch Induktion 

glykolytischer Enzyme alternative Stoffwechselwege eröffnet, die auch unter 

anaeroben Bedingungen beschritten werden können (Graven et al. 1994). 

Neben vielen anderen Zellen des menschlichen Organismus ist auch das humane 

Endometrium  im Zyklusverlauf hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, insbesondere 

herrschen diese zum Zeitpunkt der Menstruation im Bereich des distalen 

Endometriums vor. Aus diesem Grund untersuchten wir am Zellkulturmodell die 

Auswirkungen der Hypoxie auf die quantitative mRNA-Expression verschiedener 

Zytokine. 

 

4.8.1 Regulation von VEGF durch Hypoxie 
 
Die Tatsache, dass die Verabreichung eines spezifischen VEGF-Antagonisten bei 

weiblichen Ratten zu einer Unterbrechung der ovariellen und endometrialen 

Entwicklung führte, stützt die Hypothese, dass VEGF eine Schlüsselfunktion bei der  

zyklischen Angiogenese des weiblichen Reproduktionstraktes besitzt (Ferrara et al. 

1998). Bis dato konzentrierten sich jedoch die meisten Studien auf die Rolle der 

Steroidhormone als Regulatoren der VEGF-Expression im endometrialen Zyklus. In 

unserer Arbeit untersuchten wir deshalb den Einfluss von Hypoxie auf die Expression 

von VEGF bzw. dessen spezifischer mRNA. 

 

Hypoxie gilt als wichtiger Faktor für die Gefäßneubildung (Ferrara et al. 1997, Aiello 

et al. 1994), wodurch eine Verbesserung der Sauerstoffzufuhr zu hypoxischen 
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Geweben erreicht werden kann. In früheren Studien konnte bereits gezeigt werden, 

dass die 24-stündige Kultivierung frisch isolierter endometrialer Stroma- und 

Epithelzellen unter hypoxischen Bedingungen sowohl zu einer gesteigerten VEGF-

Sekretion in die Kulturüberstände, als auch zu einer gesteigerten Expression der 

entsprechenden mRNA führte (Sharkey et al. 2000). In den Drüsenepithelien ergab 

sich ein durchschnittlicher Anstieg um den Faktor 3,2 in den Kulturen der 

Stromazellen betrug dieser durchschnittlich 1,8, wobei sich das Verhältnis der 

einzelnen Isoformen zueinander nicht änderte. Proteinbestimmungen mittels ELISA 

in denselben  Kulturen erbrachte vergleichbare Ergebnisse. Diese Ergebnisse 

konnten durch die Untersuchungen an unseren Epithel- und Stromakulturen bestätigt 

werden. Hypoxie stellt also einen relevanten Faktor für die gesteigerte VEGF-

Expression in vitro dar. 

Neuere Studien konnten dabei zeigen, dass die postmenstruellen 

Reparaturmechanismen und das nachfolgende Epithelwachstum von zwei Phasen 

der erhöhten Freisetzung angiogenetischer Faktoren bestimmt wird. Dabei stehen 

während der frühen Proliferationsphase vor allem Gefäßwachstum, Reparatur und 

Remodelling im Vordergrund, während in der späten Proliferationsphase die 

Zellreifung im Mittelpunkt steht (Nayak et Brenner 2002, Nikolaus et al. 2003, 

Charnock-Stones et al. 2004, Punyadeera et al. 2006). 

Zum Zeitpunkt der Menstruation kommt es zu einer Vasokonstriktion der 

Spiralarteriolen und zum Einsetzen der Blutung. Die Sauerstoffsättigung im Gewebe 

sinkt rapide, was zu einem Anstieg der VEGF-codierenden mRNA führt. Die 

Induktion der mRNA verläuft Hypoxie-gesteuert über einen Transkriptionsfaktor, den 

sog. Hypoxia-Inducible-Factor-1α (HIF-1α) (Smith 1998). Fraglich ist allerdings ob 

die Regulation in vivo unter hypoxischen Bedingungen auf gleiche Art und Weise 

stattfindet. So zeigten z.B. Versuche, die Sandner et al. 1996 an Ratten 

durchführten, dass hypoxische Zustände in vivo nur geringen Effekt auf die VEGF-

Expression hatten. Hierfür wurden Ratten über einen bestimmten Zeitraum in einer 

hypoxischen Atmosphäre mit einer Sauerstoffsättigung von 8% gehalten, 

anschließend wurde der mRNA Gehalt verschiedener Organe gemessen, wobei 

ausschließlich in der Leber ein Anstieg um 50% beobachtet werden konnte. Lunge, 

Herz, sowie Nieren zeigten keinen Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe. Als 

Grund für diese Diskrepanz in vitro und in vivo käme möglicherweise die Existenz 

von Inhibitoren der VEGF Produktion in vivo in Betracht.  
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Zusätzlich konnten Sandner et al. 1997 zeigen, dass es in vitalem Lebergewebe von 

Ratten in hypoxischer Atmosphäre zu einem signifikanten Anstieg der 

Genexpression für den Tyrosinkinaserezeptor flt-1 kommt, während ein solcher 

Anstieg in isolierten Hepatocyten-Kulturen unter Inkubation mit 1% O2 ausbleibt. Die 

Genexpression des VEGF-Proteins verhielt sich genau umgekehrt. Hier zeigte sich 

bei Kultivierung unter 1% O2 bei den Hepatozyten ein Anstieg um das fünffache im 

Vergleich zur Kontrolle, während dieser in vivo nicht signifikant war. Ein Anstieg der 

Genexpression der anderen VEGF-Rezeptoren konnte in keinem der Ansätze 

nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der 

Stimulation der Protein- und Rezeptorexpression in vivo und in vitro unterschiedliche 

Mechanismen zugrunde liegen. 

Obwohl diese Versuche an Hepatozyten durchgeführt wurden, stützen sie dennoch 

die Hypothese, dass die Funktion von VEGF in hypoxischem Gewebe nicht nur durch 

die gesteigerte Bildung des Proteins, sondern auch durch vermehrte Expression des 

Rezeptors gesteuert wird. Zur genaueren Klärung dieser Frage sind in Zukunft 

sicherlich weitere Studien notwendig. 

 

 

4.8.2 Regulation von IL-1ß und G-CSF durch Hypoxie 
 
Der stimulatorische Effekt von Hypoxie auf die IL-6 Produktion verschiedener 

Zelltypen, wie z.B. mononukleärer Blutzellen (Naldini et al. 1997) und Endothelzellen 

(Yan et al. 1997) ist unumstritten. Außerdem konnten von Wolff et al. 2002 zeigen, 

dass hypoxische Kulturbedingungen zu einem Anstieg der IL-1-Expression in 

endometrialen Epithel- und Stromazellen führen. Dies ist ein deutlicher Hinweis 

dafür, dass Hypoxie eine wichtige Rolle bei der Regulation der genannten Zellen 

spielt.   

Aus diesem Grund untersuchten wir den Einfluss von Hypoxie auf die endometriale 

mRNA-Expression der Zytokine IL-1ß und G-CSF, welche beide eine wichtige Rolle 

im Rahmen der Implantation spielen. Für beide Zytokine konnte hierbei ein 

signifikanter Anstieg unter hypoxischen Kulturbedingungen festgestellt werden, 

wodurch die Bedeutung der Hypoxie für die endometrialen Regulationsvorgänge 

weiter bestärkt wird. Durch weiterführende Untersuchungen sollte die genaue 

Funktion hypoxischer Bedingungen im endometrialen Gewebe geklärt werden. 
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5 Zusammenfassung 
 
Die Regulation der endometrialen Zytokin- und Integrinexpression steht im Zentrum 

der aktuellen Forschungen zum Phänomen rezidivierender Frühaborte. 

Grundvoraussetzung für einen ungestörten Ablauf der Implantation scheint hierbei 

neben der Rezeptivität des Endometriums das maternale Erkennen und Tolerieren 

der Schwangerschaft, sowie die Invasivität der Blastozyste zu sein. Eine wichtige 

Rolle spielt hierbei der embryo-maternale Dialog, welcher durch den bidirektionalen 

Austausch von löslichen Proteinen, wie z.B. Zytokinen, Chemokinen u.a. zwischen 

diesen beiden genetisch und immunologisch differenten Entitäten erfolgen kann. Die 

gestörte endometriale Zytokinexpression stellt somit eine mögliche Ursache für 

Implantationsversagen und rezidivierende Aborte in der Frühschwangerschaft dar.  

Ziel dieser Arbeit war deshalb die Untersuchung der Auswirkungen der 

endometrialen Regulationsmechanismen Hormonstimulation und Hormonentzug, 

Zytokinstimulation und Stimulation mittels Hypoxie auf die mRNA-Expression 

verschiedener Zytokine am Kulturmodell endometrialer Zellen, wobei eine getrennte 

Kultivierung von Epithel- und Stromazellen erfolgte.  

 

Eine wichtige Rolle im Rahmen der zyklischen endometrialen Veränderungen spielt 

die Angiogenese, welche u.a. durch den Wachtumsfaktor VEGF reguliert wird,  

zusätzlich scheint VEGF auch auf die Implantation der Blastozyste zu wirken. Im 

humanen Endometrium konnte durch eine Reihe von Studien eine zell- und 

zyklusspezifische Expression, mit einem deutlichen Anstieg der VEGF-Sekretion von 

der frühen Proliferationsphase zur mittleren Sekretionsphase, nachgewiesen werden, 

wobei gezeigt werden konnte, dass VEGF v.a. von epithelialen Drüsenschläuchen 

und nur in geringem Umfang von Stromazellen exprimiert wird. 

 

Viele Studien belegen den wichtigen Effekt von IL-1ß auf die Implantation und die 

Rezeptivität des Endometriums, außerdem scheint es im Rahmen der embryonalen 

Sekretion essentiell für die embryo-maternale Kommunikation zu sein. Die 

Expression der mRNA erfolgt zyklusabhängig mit einem Anstieg zum Zeitpunkt der 

Implantation. 

 

Neben seiner wichtigen hämatopoetischen Funktion spielt G-CSF auch bei der utero-

plazentaren Kommunikation eine wichtige Rolle. So scheint die endometriale 
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Produktion von  G-CSF essentiell für eine Dezidualisierung der Stromazellen und 

damit für eine normale Implantation des Embryos zu sein. 

 

Die ungestörte endometriale Differenzierung ist als Basis einer normalen uterinen 

Rezeptivität ein Effekt weiblicher Sexualhormone, welche durch Einwirkung auf die 

Epithel- und Stromazellen eine kaskadenartige Freisetzung von Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren induzieren, welche wiederum eine wichtige Rolle bei der 

endometrialen Integrinexpression spielen. In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen 

der Steroidhormone 17-ß-Östradiol und Progesteron auf die endometriale mRNA- 

Expression der Zytokine VEGF, IL-1ß und G-CSF untersucht.  

Eine Reihe vorausgegangener Studien kam bereits zu dem Ergebnis, dass 

Stimulation der endometrialen Stromazellen mit 17-ß-Östradiol zu einem Anstieg der 

VEGF-mRNA führt, was in unserer Studie nicht bestätigt werden konnte. Ebenso- 

wenig führte die Stimulation der Epithelzellen mit den genannten Steroidhormonen 

bzw. der Entzug derselben zu einer signifikanten Änderung der entsprechenden 

mRNA-Expression.  

Die Übereinstimmung der Serumkonzentration von Il-1ß mit dem 

Serumöstrogenspiegel, sowie dessen Peak am vierten Gestationstag legten die 

Vermutung einer steroidhormongesteuerten Expression nahe. Allerdings ergaben 

sich in unseren Kulturversuchen keinerlei statistisch erfassbare Veränderungen der 

IL1ß mRNA-Expression, was eine direkte Regulation des Zytokins durch 

Steroidhormone unwahrscheinlich macht.  

Zur Auswirkung der Steroidhormone auf die Expression von G-CSF liegen zurzeit 

noch keine Daten vor, in unseren Kulturversuchen hatten weder Zugabe nach Entzug 

der genannten Steroide einen signifikanten Einfluss auf die Expression der 

endometrialen mRNA. 

 

Nachdem Hormonstimulation und Hormonentzug keinen Effekt auf die endometriale 

Expression der untersuchten Zytokine hatte, stellte sich die Frage einer 

unmittelbaren Beeinflussung durch andere autokrine oder parakrine Faktoren wie 

zum Beispiel durch  Zytokine. Ziel unserer Arbeit war deshalb den Einfluss von IL-6 

und IL-1ß auf die Expression der entsprechenden mRNA zu untersuchen. 

Neben einer Reihe anderer wichtiger Faktoren spielt in der Literatur IL-1ß und IL-6 

eine wichtige Rolle bei der Regulation von VEGF. Entsprechend konnte in unserer 
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Studie eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression bei Stromazellen sowohl 

durch IL-1ß als auch durch IL-6 erzielt werden. In den Epithelzellkulturen konnte kein 

Effekt beobachtet werden. 

Eine Stimulation der IL-6 Sekretion durch IL-1ß wurde bereits in vielen Studien 

beschrieben, unklar ist jedoch die Frage, ob umgekehrt auch eine Steigerung der IL-

1ß Expression durch IL-6 stattfindet. In unseren Untersuchungen konnte dies für 

endometriale Stromazellen nachgewiesen werden. Ebenso führte die Stimulation mit 

rekombinantem IL-1ß zu einem Anstieg der mRNA Expression in den Stromazellen.  

 

Einen weiteren wichtigen Regulationsfaktor für die endometriale Entwicklung stellt 

die Gewebshypoxie dar.  

Unsere Untersuchungen konnten hierbei die bereits vorliegenden Ergebnisse, worin 

Hypoxie als entscheidender Faktor für eine gesteigerte endometriale VEGF 

Expression gesehen wurde, bestätigen. Dies diente zudem als Beweis der 

Funktionsfähigkeit unserer Kulturmodelle bei hypoxischen Bedingungen.  

Darüber hinaus konnte auch für die Zytokine IL-1ß und G-CSF unter Hypoxie ein 

statistisch signifikanter Expressionsanstieg beobachtet werden, wodurch die 

Bedeutung der Hypoxie für die Regulationsvorgänge im humanen Endometrium 

weiter bestärkt wird.  

 

Durch unsere Untersuchungen am Zellkulturmodell konnten neue Erkenntnisse über 

die physiologischen Regulationsvorgänge im humanen Endometrium gewonnen 

werden. Aufgrund der  Komplexität der Abläufe, welche für die uterine Rezeptivität, 

das maternale Erkennen und Tolerieren der Schwangerschaft, sowie die Invasivität 

der Blastozyste verantwortlich sind, muss das erklärte Ziel weiterer intensiver 

Forschungsarbeit die vollständige Aufdeckung der komplexen 

Regulationsmechanismen sein, welche zur Klärung der Pathophysiologie 

rezidivierender Frühaborte und zur Entwicklung therapeutischer Konzepte dringend 

benötigt werden. 
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