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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Klinischer Bezug

In Deutschland bleiben ca. 10 bis 20 Prozent der Ehen ungewollt kinderlos.
Die Zahlen nehmen weiter zu. Etwa 800.000 Paare suchen deshalb jahrlich
arztlichen Rat auf. Die Ursachen fur die ungewollte Kinderlosigkeit sind dabei
vielfaltig. In etwa 30 Prozent liegt die Ursache bei der Frau und in etwa 30
Prozent beim Mann. In weiteren 30 Prozent sind ursachlich beide Partner
betroffen. In etwa 10 Prozent der Falle kann die Ursache der Kinderlosigkeit

nicht geklart werden.

Auf Seiten der Frau findet sich folgende Ursachenverteilung:
e 30-40 % hormonelle Ursachen

30-40 % Stérungen der Eileiter

10 % Stérungen der Gebarmutter

7-10 %  Stoérungen des Gebarmutterhalses

1% psychisch bedingt

10 % ohne fassbare Ursache

Da vor allem die hormonellen Ursachen einen Grofteil der Kausalitaten
ausmachen, ist es unerlasslich die einzelnen an der Fertilitat beteiligten
molekularen Zusammenhange naher zu erforschen. Die klinische Erforschung
des Endometriums mittels Ultraschall und anderen Techniken, wie z.B. Biopsien
und Analysen der uterinen Sekretion ist bereits intensiv erfolgt und
therapeutische Optionen um die endometriale Funktion zu verbessern sind

bereits getestet worden.
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KAPITEL 1 EINLEITUNG

Die Vertiefung unseres Grundlagenwissens uber die molekularen Ablaufe
wahrend der physiologischen Praimplantationsentwicklung und Implantation ist
neben der klinischen Forschung essentiell, um die Erfolgsraten der In-Vitro-
Fertilisation weiter und gezielter zu verbessern und um ein besseres klinisches
sowie therapeutisches Management im Hinblick auf Sterilitat, Infertilitat, jedoch

auch Kontrazeption entwickeln zu kdnnen.

1.2 Weiblicher menstrualer Zyklus

Der monatliche Zyklus der Frau stellt einen sehr komplexen Vorgang dar und ist
genauso wie die menschliche Reproduktion und die Implantation des Embryos
an einen exakten Zeitplan geknupft und schon eine geringe Abweichung macht
eine erfolgreiche Befruchtung der Eizelle mit anschlieRender Implantation und

physiologischer Schwangerschaft unmaglich.

Die Geschlechtsreife beginnt mit der ersten Periodenblutung (Menarche) die
meist zwischen dem 12. und 16. Lebensjahr eintritt. Die letzte Periodenblutung
im Alter von ca. 50 Jahren beendet die reproduktive Phase (Menopause).
Ausdruck einer normalen Fortpflanzungsfahigkeit ist der regelmaRige
menstruale Zyklus, welcher sich am Endometrium der Gebarmutter abspielt.
Diese Umbauprozesse am Endometrium sind ein wichtiger die Fertilitat
beeinflussender Faktor und therapeutische Optionen konnten auch hier ihren
Ansatzpunkt haben. (Strowitzki et al., 2006)

12



KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.3 Anatomie des Uterus

Die Hauptfunktion des Uterus ist die Aufnahme des Embryos und spater die
Beherbergung des Feten wahrend der Schwangerschaft. Der Uterus ist ein
birnenformiges, muskuléses Hohlorgan mit einer dreischichtigen Wand: Eine
auldere Tunica serosa, das Perimetrium, eine dicke Tunica muscularis, das
Myometrium, und eine innere Schleimhautauskleidung, das Endometrium. Das
Endometrium ist der Ort der Implantation. Es erfahrt morphologische und
funktionelle Veranderungen, die eng mit der Ausschattung von
Sexualhormonen assoziiert sind. Ohne zyklische hormonelle Beeinflussung,
das heildt vor der Pubertdt oder nach der Menopause, ist dieses Gewebe
keinen Veranderungen unterworfen. Mit der Menarche bereitet sich der Uterus
bei jedem Zyklus auf die Aufnahme einer befruchteten Eizelle vor. Dies
geschieht durch die Proliferation und die Differenzierung des Endometriums.
Bleibt eine Implantation aus, wird die funktionelle (oberflachlichste) Schicht des

Endometriums abgesondert und ausgeschieden.

1 Corpus uteri

2 Cavitas uteri

3 Cervix uteri

4 Canalis cervicis

5 Isthmus uteri

6 Interstitielles Segment

7 Tuba uterina, Eileiter (Salpinx)

A Schleimhaut des Uterus
B Schleimhaut des

Zervikalkanals

C Endometrium

D Myometrium

Abb. 1: Anatomie des Uterus

Quelle: www.embryology.ch

13



KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.4 Histologischer Aufbau des Endometriums

Als Endometrium wird die innere Auskleidung der Gebarmutterhdhle mit
Schleimhaut, welche auch als Cavum uteri bezeichnet wird, verstanden. Das
Endometrium kann in ein Stratum functionale (kurz: Funktionalis), an dem alle
zyklischen Veranderungen stattfinden und das bei der Menstruation
abgestolien wird, und ein Stratum basale (kurz: Basalis), das Uber den Zyklus

hinaus erhalten bleibt, weiter unterteilt werden. (Schiebler et al., Springer Verlag)

Die Abbildung stellt das
Endometrium in der sekretorischen

Phase dar.

1 Epithel
@ @ (2) 2 Lamina propria - verdicktes

@_%% g Endometrium (Basalis und
3 Funktionalis) mit endometrialen
M—""?" - Stromazellen und
®— uterinen NK-Zellen

3 gewundene Uterusdrisen

Abb. 2: Aufbau des Endometriums

Quelle: www.embryology.ch

Das Stratum functionale beginnt mit dem Oberflachenepithel. Dieses ist
einschichtig, hochprismatisch und beinhaltet ebenso Flimmerzellen wie auch
sezernierende Zellen mit Mikrovilli. Darunter findet man zellreiches, faserarmes
Bindegewebe mit progesteron empfindlichen interstitiellen Zellen. Diese werden
auch als Stroma uteri bezeichnet. Zudem befinden sich hier auch tubuldse
Drisen, die Glandulae uterinae. Da die Gefalle in der Funktionalis sehr
gewunden verlaufen werden sie Spiralarterien genannt, in der Oberflache
gehen sie in Arteriolen Uber und bilden dort ein dichtes Kapillarnetz. (Lillmann-
Rauch, Thieme Verlag 2003)

14



KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.5 Zyklische Veranderungen des Endometriums

Folgende Phasen konnen innerhalb eines Zyklus am Endometrium

unterschieden werden:

Desquamations- oder Menstruationsphase (1.-4. Tag des Zyklus)
Proliferationsphase (ca. 5.-14. Tag des Zyklus)

Sekretionsphase (etwa vom 15.-28. Tag des Zyklus)

Ischamische Phase (einige Stunden vor Beginn der Abstolung der

Funktionalis)

1.5.1 Desquamations- oder Menstruationsphase

Wenn eine Implantation ausbleibt, senkt die Ruckbildung des Gelbkdrpers die
Werte der zirkulierenden Hormone Ostradiol und Progesteron, was die
AbstoBung der funktionellen Zone des Endometriums zur Folge hat. Durch
Blutungen werden die nekrotischen Bezirke der Zona functionalis abgehoben
und Blut samt Gewebedetritus gelangen ins Uteruslumen, um von hier nach

aullen ausgeschwemmt zu werden.

A Funktionelle Schicht
B Basalschicht

C Myometrium

1 Cavum uteri mit Epithelzellen,
Blutkorperchen und
2 Reste der

abgestolienen Schleimhaut

intakte und teilweise abgestofRene

Uterusdrisen

Abb. 3: Endometrium in der Menstruationsphase

Quelle: www.embryology.ch
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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.5.2 Proliferations- oder Follikelphase

In dieser Phase wird unter dem Einfluss von Ostradiol das, durch die
vorangegangene Menstruation verloren gegangene, Stratum functionale wieder
aufgebaut. Da in dieser Zeit die wachsenden Follikel zunehmend Ostradiol
produzieren, spricht man auch von Follikelphase. Zunachst kommt es zur
Ausbildung eines neuen Oberflachenepithels, das aus dem Epithel der
Drusenreste im Stratum basale hervorgeht. Gleichzeitig beginnt die Proliferation
der Bindegewebszellen in dem sich neu bildenden Stratum functionale. Gefalie

sprossen ein, die Drusen wachsen und strecken sich in die Lange.

1 Drusenepithel

2 wenig entwickeltes
Endometrium

3 Uterusdrisen

4 Myometrium

Abb. 4: Endometrium in der frihen proliferativen Phase
(schwache VergroBerung)
Quelle: www.embryology.ch
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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.5.3 Sekretions- oder Lutealphase

Nach dem Eisprung wird die Uterusschleimhaut unter dem Einfluss von
Progesteron und Ostrogenen in ein zur Sekretion befdhigtes Gewebe
umgebaut. Wegen der Abhangigkeit vom Corpus luteum spricht man ebenso
von der Lutealphase. In der Sekretionsphase kommt es nach erfolgter Ovulation
als Fruheffekt des Progesterons zu Glykogeneinlagerung in die Epithelzellen
und Stromazellen. Aulderdem vermehren sich die Zellen im basalen Teil des
Stratum functionale. Ein Spateffekt des Progesterons ist ein starkes Wachstum
der Drusenschlauche. Ferner lagern einige Stromzellen nicht nur Glykogen,
sondern auch Proteine und Lipide ein. Sie werden als Pradeziduazellen
bezeichnet. Kommt es zu einer Implantation wandeln sie sich in Dezidualzellen
um. Zusatzlich zur Dezidualisierung von Stromazellen kommt es hierbei zu
einer sekretorischen Transformation der Epithelzellen und zu einem
Einwandern von Immunzellen, wobei Monozyten und uterine natirliche
Killerzellen (uNK) die wichtigste Rolle ubernehmen. (Dunn et al., 2003) Bei den
Epithelzellen tritt eine Strukturveranderung der Plasmamembran und des
Zytoskeletts ein, indem es zu einer Transformation der Mikrovilli kommt.
(Strowitzki et al., 2006).

1 Drusenepithel

2a Stratum compactum

2b Stratum spongiosum

2c Stratum basale

3 Gewundene Uterusdrusen

4 Myometrium

NB 2a + 2b = Stratum functionale

Abb. 5: Endometrium in der mittleren sekretorischen Phase

(schwache VergroRerung)

Quelle: www.embryology.ch
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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.5.4 Ischamische Phase

Geht die Eizelle zugrunde, 10st das Versiegen der Progesteron- und
Ostradiolsekretion ~ durch  Rickbildung des Corpus Iluteum eine
,Hormonentzugsblutung“ aus. Es kommt pramenstruell zu einer Schrumpfung
der Schleimhaut, die durch die Minderdurchblutung, Ischamie, der Funktionalis
hervorgerufen wird. Eingeleitet wird die Ischamiephase durch parakrine
Wirkung von Endothelin, einem hochaktiven Vasokonstriktor des
Uterusepithels, der u. a. Spasmen der Spiralarterien an der Grenze zwischen
Zona basalis und functionalis auslést. Das oberhalb der Drosselungsstelle der

Gefalle gelegene Gewebe geht zugrunde und wird abgestol3en.

1.6 Hormoneller Gesamtzusammenhang

Ein Zyklus wird wie oben bereits erwahnt in verschiedene Phasen unterteilt.
Diese beschreiben einerseits den hormonellen Zyklusablauf am Ovar (Follikel-
und Lutealphase), zum anderen beziehen sie sich auf die parallelen zyklischen
Veranderungen am Endometrium (Proliferations- und Sekretionsphase). Diese
hormonellen Veranderungen finden nicht nur regional statt, sondern sind von
einem Ubergeordneten System dem Hypothalamus und der Hypophyse im

Zwischenhirn gesteuert.

18



KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.6.1 Die Hypothalamus-Hypophysen-Ovar Achse und weitere an dem
menstrualen Zyklus beteiligte Hormone

externe Einfllisse
(Umwelteinfliisse, psychische Faktoren, physische Faktoren)

Ostrogene - i
(ultralanger Feedback- - R{?jl,i?asll—ll;g rlormone
Mechanismus) Prolaktin

o e T Inhibiting Faktor

Gestagene Feedback- (PIF)
Mechanismus) +

Ostrogene

Cestagene
(langer Feedback-
Mechanismus)

Inhibin Hypophyse
Ostrogene
FSH
Gestagene
++ Uterus LH

weibliche
Geschlechtsorgane
(Uterus, Vagina)

Abb. 6: Die Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse
Quelle: Manfred Stauber, Thomas Weyerstahl; Gynakologie und Geburtshilfe,
2. Auflage; Thieme Verlag
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KAPITEL 1 EINLEITUNG

Die Hypothalamus-Hypophysen-Ovar Achse stellt die Reihenfolge der
beteiligten Hormone am menstrualen Zyklus dar. Der Zyklus wird durch einen
spezialisierten Teil des Zwischenhirns, dem Hypothalamus zentral gesteuert.
Nach der Pubertat beginnt dieser pulsati GnRH (Gonadotropin Releasing
Hormon) freizusetzen. GnRH stimuliert die Hirnanhangdrise (Hypophyse), die
daraufthin die Hormone FSH (Follikel stimulierendes Hormon) und LH
(Luteinisierendes Hormon) bildet und ins Blut freisetzt.

Unter der Einwirkung von FSH reifen im Eierstock der Frau Eizellen heran,
gleichzeitig werden in den Follikeln vermehrt Ostrogene gebildet.

Die Steroidhormone Ostrogen und Progesteron regulieren die Sekretion von
GnRH, LH und FSH. Zudem fordern sie die Proliferation und Differenzierung
des Endometriums, was zur Vorbereitung auf eine mogliche Implantation dient.
(Licht et al., 1998)

Ostrogene werden zum gréRten Teil im Ovar selbst hergestellt. Aber auch die
Plazenta, Nebennierenrinde, Leber und Fettgewebe sind in die
Ostrogenproduktion eingeschlossen. Ostrogene haben die Aufgabe das
Wachstum von Uterus, Vagina und Mamma wahrend der Pubertat und
Schwangerschaft zu kontrollieren. Zudem nehmen sie Einfluss auf die Natrium-
und Wasserretention und die Proteinbiosynthese. An den Genitalien sind sie fur
den Aufbau der Gebarmutterschleimhaut verantwortlich und 6ffnen die Portio
der Cervix auf einige Millimeter, sodass Spermien eindringen konnen, ebenso
erhohen sie die Tubenmotilitat.

Progesteron hingegen ist das typische Hormon des Gelbkdrpers, welcher auch
als Corpus luteum bezeichnet wird. AuBerdem wird es wie Ostrogen auch von
der Plazenta und der Nebennierenrinde produziert. Progesteron wirkt auf die
Tubenmotilitét und ermoglicht den Spermien die Tube bis zur Ampulle zu
passieren. Hier findet in der Regel die Befruchtung statt. Zusatzlich hat
Progesteron noch einen thermogenetischen  Effekt, welcher die

Korpertemperatur in der zweiten Zyklushalfte um 0,5 °C erhoht.
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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.7 In welcher Konzentration wirken die Hormone in den

verschiedenen Phasen des menstrualen Zyklus?

Follikelphase

Dauer variabel

Lutealphase

in*G

_E‘ Dauer 12-16 Tage
=
el
500 @ @ C @
% Fnlhhelrslfung Ovulation Elbhﬁrl-ieneﬁu
=
" 2
g0
Qo
g8
¥ £ .
luteinisierendes
' Horman (LH)
E ; : Pra_gesternn
o :
E Estradiol b . |
(=] ' e follikelstimulierendes
e — ' k - Hormon (FSH)
L
=
©
=
E
2
=
O
@ i
m H
- ' {
2 < 2
-
Zyklusbeginn Eisprung Zyklusende

Abb. 7: Das Zusammenwirken der Hormone im weiblichen Zyklus

Quelle: www.wikipedia.de

21




KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.7.1 Erste Zyklushalfte (ca. 1.-14. Tag) Follikelreifung

Die Phase der Follikelreifung kann stark variieren und bei einigen Frauen auch
uber 14 Tage betragen. Dahingegen ist die Lutealphase mit 14 Tagen immer
konstant.

Wie oben beschrieben regelt die Hypothalamus-Hypophysen-Ovar Achse den
menstrualen Zyklus. Am Ovar angekommenes FSH stimuliert die Reifung der
Follikel. Die Schleimhaut wird durch die Wirkung von Ostradiol um 4 mm auf 5
mm verdickt. Hierbei kommt es zur Proliferation von Oberflachenepithel,
Drisenepithel, Stroma und Spiralarterien. Gegen Ende wird das Bindegewebe

O0dematos. (Junqueira et al., 1996; Histologie, Springer Verlag)

1.7.2 Zyklusmitte (ca. 14.-16. Tag)

Mit zunehmender Reife des dominierenden Follikels steigt die von ihm gebildete
Ostrogen- und Inhibinproduktion an, mit der er die weiteren gereiften Follikel
unterdrickt, was zu einer Hemmung der hypohysaren FSH-Ausschittung im
Sinne einer negativen Rickkopplung fuhrt. Das LH leitet Uber spezifische LH-
Rezeptoren die Luteinisierung des Follikels ein. Dies bewirkt einen
praovulatorischen Anstieg von Progesteron, der wiederum die positive
Feedback-Wirkung der Ostrogene unterstiitzt. Uber diesen positiven
Ruckkopplungsmechanismus kommt es zur plotzlichen Freisetzung grof3erer
Mengen von LH aus der Hypophyse (LH-Peak). Durch den LH-peak werden
abschlieRende Reifungsprozesse der Eizelle in Gang gesetzt und der
Einsprung in die Tube erfolgt. Diesen Vorgang bezeichnet man als Ovulation.

Der rupturierte Follikel wird zum Corpus luteum, welches nun vermehrt
Progesteron produziert. Die Tube der entsprechenden Seite fangt das reife,
befruchtungsfahige Ei auf und beférdert es in Richtung Gebarmutter. Die
Befruchtung (Fertilisierung) der Eizelle findet normalerweise innerhalb von 24
h im Eileiter statt. Ein Spermium dringt durch die Eihllle ein, die vaterlichen

Chromosomen werden in die Eizelle freigesetzt, die Zellteilung beginnt.
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Die Wanderung des Embryos durch den Eileiter in die Gebarmutter dauert ca.
4-5 Tage, wahrenddessen findet eine Reihe von Zellteilungen statt und der
Umwandlungsprozess von der Zygote bis zur Blastozyste beginnt. Die
Blastozyste nistet sich am 6. oder 7. Zyklustag in das vorbereitete Endometrium

ein (Implantation).

1.7.3 Zweite Zyklushalfte (ca. 17.-28. Tag)

Wenn das Ei nicht befruchtet wurde, erkennt das Ovar dies dadurch, dass aus
der Gebarmutter keine hCG-Hormonsignale kommen. Es bildet sich zwar ein
Corpus luteum, welches aber nach ca. 10 bis 14 Tagen zugrunde geht. Da das
Corpus luteum grolle Mengen an Progesteron synthetisiert, fallt nach
erfolgloser Befruchtung der Eizelle der Progesterongehalt im Blut, und es
kommt zur AbstolRung der Funktionalis des Endometriums. Kommt eine
Schwangerschaft zustande wird das Corpus luteum aufrechterhalten bis die

Plazenta selbst in der Lage ist ausreichend Progesteron zu bilden.
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1.8 Dezidualisierung des Endometriums

Die Dezidualisierung des Endometriums ist die entscheidende Voraussetzung
fur die erfolgreiche Implantation einer befruchteten Eizelle. Die Dezidualreaktion
zeichnet sich durch die Infiltration von zahlreichen Leukozyten aus, die aus dem
mutterlichen Organismus stammen, sowie der Veranderung der extra-zellularen

Matrix (EZM).

Pradeziduazellen, fibroblastenahnliche Vorlauferzellen, welche mit einem
Progesteronrezeptor ausgestatten sind, werden nach dem Einfluss von
Ostrogenen durch Progesteron zur Proliferation und Differenzierung angeregt.
Die darauf reagierenden Zellen werden nun zu grolen polygonalen Zellen,
welche Glykogen und Lipide speichern. Ab diesem Zeitpunkt bezeichnet man
sie als dezidualisierte Stromazellen (DSC). (Dunn et al., 2003) DSC nehmen an
Grolde und Zellorganellen, die zur Proteinbiosynthese bendtigt werden zu. (Irwin
et al., 1994) Die deziduale Umwandlung ist noch nicht im Detail bekannt, doch
scheint sie an der Bildung einer immunologisch gunstigen Umgebung fur den
Embryo beteiligt zu sein. AulRerdem dienen gewisse Dezidualzellen - sie
degenerieren und werden anschlieBend vom Synzytiotrophoblasten
phagozytiert - als erndhrende Substanz vor der Entstehung des feto-

plazentaren Kreislaufs.
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Abb. 8: Dezidualisierte Stromazellen
Quelle: www.embryology.ch
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Der Beginn der Dezidualisierung geht von den BlutgefalRen aus und schreitet
dann weiter auf das Stroma Uber. Der Prozess beginnt bereits in der spaten
Lutealphase und kann dann im Falle einer Schwangerschaft weiter

voranschreiten.

1.8.1 Stimulierende Faktoren der Dezidualisierung

In vitro wird die Dezidualisierung der endometrialen Stromazellen (ESC) durch
Progesteron hervorgerufen. Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
beschleunigt diesen Vorgang, da cAMP die ESC fiir Progesteron empfindlicher
macht. CcAMP wird deshalb als Dezidualisierungsstimulus verstanden. (Brar et
al., 1997; Brosens et al., 1999; Tangt et al., 1993)

Weitere an der Dezidualisierung beteiligten Stoffe scheinen Modulatoren von
cAMP zu sein. Allen voran Relaxin und Prostaglandin E, (PGEy).
Dezidualisierte Stromazellen ihrerseits produzieren eine Vielzahl weiterer
Molekule. Darunter Laminin, Fibronektin, Tissue factor (TF), Interleukin-1,
Interleukin-11, Interleukin-15 und den Vascular endothelial Growth Factor
(VEGF). Zu den charakteristischen Produktionsstoffen von DSC gehoéren
Prolaktin und Insulin growth factor binding protein (IGFBP-1), ein dem Insulin
ahnliches Protein welches als Wachstumsfaktor eine wichtige Rolle spielt.
(Murphy et al., 1987) Die Konzentration an Prolaktin und IGFBP-1 ist in
dezidualisierten Stromazellen besonders hoch. (Dunn et al., 2003) Deshalb

stellen sie sichere Dezidualisierungsmarker dar.
1.8.2 Aufgabe der Dezidualzellen
Es wird heute davon ausgegangen, dass wahrend der Schwangerschaft

Dezidualzellen parakrine, immunregulierende, erndhrende und auf den Embryo

bezogene regulierende Funktionen erfullen. (Irwin et al., 1994)
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1.8.3 In vitro Dezidualisierung

In  vitro werden endometriale  Stromazellen durch  Progesteron,
Medroxyprogesteronacetat (MPA) oder cAMP dezidualisiert. Dabei wirken die
Zugabe von Ostradiol und Epidermal Growth Factor (EGF) als
beschleunigende Faktoren. (Bell et al., 1991; Irwin et al., 1989; Irwin et al., 1999)
Die Dezidualisierung von Stromazellen geht, wie oben bereits erwahnt, mit
einer Produktion und Sekretion von einer Vielzahl von Proteinen einher, welche
als dezidualisierende Proteine bezeichnet werden. Darunter zahlt man vor allem
Prolaktin und IGFBP-1.

IGFBP-1 ist das am meisten exprimierte IGFBP und ist ein wichtiges Produkt
des sekretorischen Endometriums. (Giudice et al., 1999) Nach der Ovulation
stimuliert Progesteron die endometrialen Stromazellen zur Sekretion von
IGFBP-1. (Wang et al., 1999) IGFBP-1 mRNA findet sich in pradezidualisierten
endometrialen Stromazellen der spaten Sekretionsphase und in dezidualisierten
Endometriumzellen nach eingetretener Schwangerschaft. (Julkunen et al., 1990)
Es ist somit eines der besten Dezidualisierungsmarker. (Irwin et al., 1991) Der
Zeitpunkt der Expression von IGFBP-1 im humanen Endometrium spricht dafur,
dass dieses Bindeprotein direkt mit der Dezidualisierung der Stromazellen

assoziiert ist. (Wang et al., 1999)

1.9 Implantation

Die molekularen Mechanismen der Implantation sind heute nur teilweise
bekannt. Sie rufen komplexe kaskadenartige Interaktionen zwischen den
embryonalen Trophoblastzellen, den Epithelzellen, Dezidualzellen, den
immunkompetenten Zellen und der extrazellularen Matrix (EZM), des
mutterlichen Endometriums, hervor.

Schematisch gesehen finden die molekularen Interaktionen zwischen der

Blastozyste und dem mutterlichen Organismus auf drei Ebenen statt:
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o Signalaustausch wahrend der Vorimplantation (embryo-maternaler
Dialog)

e Interaktionen zwischen der Blastozyste und dem Uterusepithel
(Adplantation)

e Interaktionen zwischen der Blastozyste und dem Endometrium

(Adhasion und Invasion des Trophoblasten)

1.9.1 Signalaustausch wahrend der Vorimplantation

An dem komplexen Vorgang der Implantation ist sowohl der Embryo selbst,
aber auch das Endometrium beteiligt. Man geht heute davon aus, dass es zu
einer Interaktion zwischen diesen zwei Komponenten kommt. Dabei spielen
sowohl hormonelle Faktoren, wie auch Zytokin- und
Wachstumsfaktorensysteme eine essentielle Rolle. Sobald der Embryo die
Gebarmutter erreicht hat, nimmt er Uber Botenstoffe (z.B. Hormone oder
Cytokine) Kontakt mit der Mutter auf. Die Gebarmutter antwortet ebenfalls durch
die Sekretion von Botenstoffen. Auf diese Weise beeinflussen sich die
Entwicklung von Gebarmutterschleimhaut und Embryo gegenseitig. Man spricht
von einem regelrechten 'Embryo-maternalen Dialog' (Herrler et al., 2003), an
dem das Schwangerschaftshormon (hCG), als eines der frihesten embryonalen
Signale moglicherweise eine wichtige, einnistungsférdernde Rolle hat.

Tatsachlich sezerniert die Blastozyste seit ihrem Schlipfen Moleklle, die auf
die ovariale Aktivitat, die Beweglichkeit der Tube und des Endometriums (Early
Pregnancy Factor (EPF), hCG) wirken. (Sharkey et al., 1995; Kane et al., 997) Mit
der Kompaktion der Morula erscheinen Rezeptoren flir den
koloniestimulierenden Faktor (CSF), den epithelialen Wachstumsfaktor (EGF),
den Leukamie Inhibitions Faktor (LIF) und fur das E-Cadherin. Die Cadherine
sind kalziumabhangige Zelladhasionsmolekule, die bei der Verankerung der
Blastozyste im Endometrium eine Rolle spielen. Der Embryo produziert auch in
diesem Stadium Interleukin 1 (IL-1a und ), welches eine Schllsselrolle bei der
Ausrichtung des Embryos zur Uterusschleimhaut hin, einnimmt. (Simén et al,,
1998a) Auch der Aktivierungsfaktor der Thrombozyten (PAF) wird vom Embryo

produziert. Das Interleukin (IL-1), dessen Rezeptoren wahrend der Luteinphase
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auf den Epithelzellen des Endometriums lokalisiert sind, ist nétig, um den LIF im
Uterus zu produzieren. (Piccini et al., 2001a,b) Wahrend der
Vorimplantationsphase nimmt die Dicke der Oberflachenproteine (Glykocalyx)
sowie die elektrostatische AbstolRung zwischen der Blastozyste und dem

Endometrium ab, was die Implantation begunstigt.

1.9.2 Interaktionen zwischen der Blastozyste und dem Uterusepithel

Zona pellucida

Trophoblast (aul3ere Zellmasse)
Hypoblast (Teil der inneren
Zellmasse)

Blastozystenhohle

Epiblast (Teil der inneren

Zellmasse)

Abb. 9: Hatching

Quelle: www.embryology.ch

Am 5. bis 6. Tag nach der Befruchtung schlipft (,hatching®) der Embryo aus
der Zona pellucida und startet die Implantation mit der Apposition. Danach
kommt es zur direkten Kontaktaufnahme mit der Gebarmutterschleimhaut
(Adhasion) Uber so genannte Integrinmolekile. AnschlieBend dringen die
embryonalen Zellen in die Gebarmutterschleimhaut ein (Invasion) und bilden
die Plazenta, welche den Embryo fortan ernahrt. Der regelrechte Ablauf dieser
Implantationsvorgange ist nicht nur fur die Etablierung der Schwangerschaft,
sondern auch fur einen problemlosen Schwangerschaftsverlauf bis zur Geburt
von entscheidender Bedeutung. Verspatete Implantationen, die gelegentlich
beobachtet werden, fuhren zu einem massiven Anstieg an Fehlgeburten und

auch zu Komplikationen im Schwangerschaftsverlauf.
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Schon ab der 3. Furchungsteilung beginnt bereits die Transkription und
Translation von embryonalen Proteinen, so dass die Blastozyste noch vor der

Invasion ins Endometrium eigenstandig notwendige Faktoren produzieren kann.

1.9.3 Interaktionen zwischen der Blastozyste und dem Endometrium

Der Trophoblast benimmt sich wie ein "pseudo-tumorales Gewebe", welches
das Endometrium infiltriert. Die Trophoblastzellen sezernieren proteolytisch
aktive Enzyme, die auf die EZM wirken, indem diese flir die Invasion des
Embryos durchlassiger gemacht wird. Es handelt sich hier hauptsachlich um
matrizielle Metalloproteinasen (MMP) (Bischof et al., 1995; Kim et al.., 1999) und
um Plasminogen-Aktivatoren. (Schatz et al., 1995) Nach der Zerstérung der
Basalmambran wachst der Trophoblast in die Dezidua des Uterusgewebes ein
(extravilléser Trophoblast). Die Trophoblastzellen exprimieren bestimmte
Integrine (Zelladhasionsmolekile). Die Integrine, welche aus der a6 Kette
bestehen und durch die tiefer gelegenen Zellen exprimiert werden, interagieren
nicht mir der Uterusschleimhaut. Dagegen haben die Integrine o531 und a1p1,
die von den oberflachlich gelegenen Zellen exprimiert werden, einen Einfluss
auf die Schleimhaut. (Simon et al., 1998b) Es ist also offensichtlich, dass die
Modulation der Rezeptoren das Ausmal} des Einwachsens des Trophoblasten
determiniert. Das Einwachsen des Trophoblasten und der Abbau der EZM
werden durch endometriale Faktoren kontrolliert (sezerniert durch Epithelzellen,
Fibroblasten, Makrophagen und Leukozyten). Diese Faktoren wirken auf eine

autokrine und parakrine Art, um die Invasion des Trophoblasten zu erleichtern.

29



KAPITEL 1 EINLEITUNG

Abb. 10: Adhasion der Blastozyste

Quelle: www.embryology.ch

Die Apposition und die Adhasion der Blastozyste an das Uterusepithel benétigt
die Sekretion von Faktoren, die sich an spezifische Rezeptoren binden (eines
der Gewebe muss den Liganden sezernieren, das andere sollte den Rezeptor
exprimieren). Es sind zahlreiche "Implantationsfaktoren" bekannt: Das
Interleukin 1 (IL-1), der Inhibitionsfaktor fiir Leukozyten (LIF) (Cullinan et al.
1996; Kojjima et al. 1994; Laird et al., 1997; Stewart et al., 1994), der
koloniestimulierende Faktor (CSF) (Pampfer et al., 1991), sowie der epitheliale
Wachstumsfaktor (EGF) (Ejskjaer et al., 2005) und sein Rezeptor (EGF-R). Das
embryonale IL-1 bindet sich wahrend der Implantation an seinen Rezeptor auf
der Oberflache der Epithelzellen des Endometriums. Der LIF (ein Glykoprotein,
das in die Gruppe der Zytokine gehoért) wird ab dem 18. Tag des
Menstruationszyklus durch die Uterusepithelzellen synthetisiert, sein Rezeptor
wird durch die Blastozyste exprimiert. Er scheint eine Rolle in der
Differenzierung des inneren Zytotrophoblasten zum auleren
Synzytiotrophoblasten zu spielen und tragt zur hCG-Sekretion bei. (Simon et al.,
1997)
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1.9.4 Das Implantationsfenster

8 Amnioblasten

9 Fibrinpfropf

10 Trophoblastlakunen

11 sich vermehrender Hypoblast

Abb. 11: Implantation 9. Tag

Quelle: www.embryology.ch

Die Implantation des Embryos in die Schleimhaut des Uterus ist unter anderem
von Wilcox naher erforscht worden. (Wilcox et al., 1999) Es konnte gezeigt
werden, dass das geschatzte Risiko eines fruihen Schwangerschaftsverlustes
bei einer spaten Implantation des Embryos erhoht ist. In 84% der erfolgreichen
Schwangerschaften fand die Implantation zwischen dem achten und zehnten
Tag statt. (Wilcox et al., 1999) Aufgrund dieser Daten definierte man das so
genannte Implantationsfenster, in dem die hochste Wahrscheinlichkeit far
eine erfolgreiche Implantation und Schwangerschaft des Embryos besteht.
Weiter konnte man zeigen, dass das Endometrium in der spaten
Sekretionsphase weniger empfanglich fur die Implantation eines Embryos ist als
davor. (Rogers, 1995) Zudem spricht das Corpus luteum ca. 11 Tage nach der
Ovulation weniger auf hCG an als zuvor. (Woodward et al., 1992)

Aus diesen Gesichtspunkten heraus kann man heute davon ausgehen, dass
das Implantationsfenster ein zeitlich eng begrenztes Ereignis darstellt und
vermutlich dazu dient nicht physiologisch gereifte Embryonen, welche eventuell

spater oder zu wenig hCG produzieren, zu selektionieren. (Wilcox et al., 1999)
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110 Der embryo-maternale Dialog und daran beteiligte

Faktoren

Wie oben bereits erwahnt nimmt die Eizelle schon kurz nach ihrer Befruchtung

uber zahlreiche Botenstoffe Kontakt zur Mutter auf. Dabei spielen eine Reihe

von Adhasionsmolekilen wie Lektinen und Integrinen, sowie Zytokine und

Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle.

Faktor

Beispiel

Erwartete Funktionen

Adhasionsmolekiile

Lektine, Integrine, L-
Selektin, Matrixmetallo-

proteinasen (MMP)

Apposition und Adhasion,
Unterstutzung der
Trophoblasten-

differenzierung und Invasion

Hormone

17B-Ostradiol,

Progesteron

Regulation der Proliferation
der endometrialen Stroma-

und Epithelzellen

Zytokine und

Wachstumsfaktoren

Leukemia Inhibiting

Factor (LIF), Interleukin

Forderung des

embryomaternalen Dialogs

Angiogenetische

Wachstumsfaktoren

Vascular Endothelial
Growth Faktor (VEGF)

Beeinflussung der
Permeabilitat und Aufbau der
endometrialen Blutgefalle
und Einfluss auf
embryomaternalen Dialog

und Embryonalentwicklung

Tabelle 1: Auswahl an Faktoren, die mit der embryonalen Implantation

assoziiert werden.

Quelle: Molekulare Mechanismen der Embryoimplantation im Endometrium;
Der Gynakologe 2004
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Die initiale Kontaktaufnahme zwischen Trophoblast und Endometrium ist vor
allem von Lektinen gepragt. (Dietl, 2001) Bereits nach dem Schlipfen der
Blastozyste aus der Zona pellucida beginnen Trophoblastzellen mit der
Expression von L-Selektin. Dabei wird L-Selektin bendtigt um die Adhasion von
Leukozyten am Endothel der Blutgefalde zu ermdglichen. (Schanz et al., 2004) Es
konnte gezeigt werden, dass es dabei im Endometrium zu einer Hochregulation
von L-Selektin bindenden Liganden kommt. Aus diesem Grund nimmt man an,
dass Blastozysten L-Selektin zur Bindung an das Endometrium bendtigen.
Diese noch sehr instabile Verbindung der Blastozyste an das Endometrium wird

anschlielend durch Integrine verstarkt.

Als Integrine werden heterodimere membrane Glykoproteine bezeichnet, die
aus einer a- und B- Untereinheit zusammengesetzt sind. Integrine besitzen die
Fahigkeit an verschiedene Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM) zu
binden. Dabei spielen sie vor allem bei der Adhasion der Blastozyste eine
entscheidende Rolle, allen voran Fibronektin, Kollagen und Laminin. (Strowitzki
et al., 2006) Integrine werden sowohl vom Embryo wie auch von der maternalen
Seite, dem Endometrium, produziert. (Schanz et al., 2004) Dabei zeigt ein Teil
der Integrine eine zyklusabhangige Expression. Am Implantationsvorgang ist
dabei das avB3 Integrin der wichtigste Vertreter seiner Art. (Lessey, 2000) Es
wird sogar vermutet, dass Integrine bei Infertilitdt eine tragende Rolle spielen.
Diesen Schluss lasst die Beobachtung an Mausen mit signifikant reduzierter
Implantationsrate zu, bei welchen zuvor das avp3 Integrin inaktiviert wurde.
(Staun-Ram et al., 2005)

Die Invasion des Trophoblasten ist durch den Abbau der extrazellularen Matrix
durch verschiedene Proteinasen wie z.B. den Matrixmetalloproteinasen
(MMP) gekennzeichnet. Der Trophoblast selbst und das Endometrium sind fur
die Steuerung der MMP-Aktivitat verantwortlich, indem sie Inhibitoren, die
Tissure Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP), ausschutten. (Hurskainen et al.,
1996; Fluhr et al., 2008) Da MMPs Hauptbestandteile der Basalmembran sind,

sind sie essentiell an der Invasion des Trophoblasten beteiligt. Auch bei den
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zyklischen Veranderungen des Gewebes in Ovar und Uterus konnte die
Beteiligung von MMPs und ihren Inhibitoren als Regulatoren gezeigt werden.
(Curry et al., 2003)

Als wichtiges Cytokin im embryo-maternalen Dialog sei hier noch der
Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) erwahnt. LIF wird zum Zeitpunkt der
Implantation verstarkt exprimiert und es konnte gezeigt werden, dass er bei
Inaktivierung in weiblichen Mausen zu Infertilitat fuhrt. So geht man heute
davon aus, dass das Fehlen von LIF zu einem endometrialen Defekt fuhrt,

welcher die Implantation des Embryos verhindert. (Stewart et al., 1992)

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) spielt als angiogenetischer
Wachstumsfaktor beim AnschlieBen an die mautterlichen Blutgefalle eine
entscheidende Rolle. Dabei induziert er die Angiogenese und erhoht die
Permeabilitdt von BlutgefalRen. VEGF wird genauso wie sein dazugehoriger
Rezeptor im Endometrium und Trophoblasten exprimiert. Ein Beweis dafur,
dass der Embryo die Angiogenese durch binden an endometriale Rezeptoren

selbst steuern kann. (Krissel et al., 2003)
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111 HCG als eines der essentiellen Hormone des embryo-

maternalen Dialogs

HCG ist ein Proteohormon, das im Synzytiotrophoblasten gebildet wird und aus
einer a- und einer B-Untereinheiten besteht. Die B-Untereinheit ist spezifisch fur
das hCG. Die a-Untereinheit kommt dagegen auch in weiteren Hormonen vor:
follikelstimulierendes Hormon (FSH), luteinisierendes Hormon (LH) und
Thyreoidea stimulierendes Hormon (TSH). HCG und LH wirken Uber denselben
Rezeptor. Die hCG-Produktion des Trophoblasten verhindert die Lyse des
Corpus luteum. HCG geht auf die Mutter Uber und kann sowohl im Serum wie
auch im Harn nachgewiesen werden. Dies wird zum Nachweis einer
Schwangerschaft bei dem immunologischen Schwangerschaftstest genutzt. Die
hCG-Konzentration verdoppelt sich in der Regel in der normalen
Frihschwangerschaft alle 2 Tage und erreicht ihr Maximum zwischen der
neunten und elften Schwangerschaftswoche. Danach fallen die hCG-Werte
langsam auf basale Konzentrationen ab, die kurz vor der 20.

Schwangerschaftswoche erreicht werden.

HCG kann ab dem 2-Zell-Stadium als messenger Ribonukleinsaure (mRNA)
gemessen werden und erreicht als eines der ersten Signale des Embryos vor
der Implantation messbare Konzentrationen. (Bonduelle et al., 1988; Fishel et al.,
1984; Hearn et al., 1988; Woodward et al., 1993)

Im menschlichen Urin kann es allerdings erst ab dem 7-8 Tag nach der

Konzeption gemessen werden. (Baird et al., 1991)
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HCG beeinflusst die endometriale Aktivitat auf zwei verschiedene Weisen:

{)) die LH Aktivitat mithilfe der Steuerung der Progesteron Freisetzung
aus dem Corpus luteum und

(I)  eine direkte Einflussmdglichkeit auf das Endometrium (Licht et al.
2001; Lopata et al, 1997) in Bezug auf Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren wahrend der Schwangerschaft.

(zu I) Die LH Aktivitat unter dem Einfluss von hCG ist gut dokumentiert. (Ducan
2000) Progesteron Ubt eine direkte kontrollierende Funktion auf das
Endometrium aus und zwar Uber eine LIF-Sekretion, welche von Interleukin 4

mit Hilfe von T-Zellen moduliert wird.

(zu Il) Die direkte Modulation des Endometriums mit hCG erfolgt ebenfalls tber
LIF, sowie uber VEGF, IGFBP-1, M-CSF und MMP-9. Die Gabe von hCG (500
IlU/ml) ruft eine signifikante Inhibition von intrauterinem IGFBP-1 und M-CSF
hervor. LIF, VEGF und MMP-9 werden hingegen signifikant stimuliert.
Zusammenfassend koénnen verschiedene direkte Veranderungen durch hCG
am Endometrium beobachtet werden und unterstreichen somit die klassische

endokrinologische Rolle dieses Hormons. (Licht et al., 2007)

In Arbeiten von Licht et al. (Licht et al., 2001) wurde bereits gezeigt, dass hCG
einen Effekt auf ESC hat. Die in vivo Studien konnten zeigen, dass sich unter
dem Einfluss von hCG die Expression von IGFBP-1, VEGF, LIF, M-CSF und
MMP-9 in ESC verandert. Die hCG induzierte Expression von IGFBP-1 und
Prolaktin konnte erst kurzlich in einer Arbeit von Fluhr et al. (Fluhr et al., 2006) in
vitro bestatigt werden. AuRerdem wirkt hCG auf die Dezidualisierung von
humanen ESC (Kayisli et al., 2003; Tang et al., 1993) und hat multiple Effekte
wahrend der Schwangerschaft wie z.B. die Zunahme des uterinen Blutstroms,
eine Immunsuppression an der mdutterlich-fetalen Schnittstelle und die

Forderung der Trophoblasten-Invasion in den Uterus. (Rao et. al., 2001)
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1.11.1 HCG und In-Vitro-Fertilisation

Die Behandlung mit dem Schwangerschaftshormon hCG scheint die

Implantationsraten menschlicher Embryonen zu erhéhen.

Die Implantationsraten im Eizellspendeprogramm stiegen signifikant an, wenn
vor dem Embryotransfer hCG gegeben wurde. Hierbei muss es sich um einen
direkten Effekt auf die Gebarmutterschleimhaut handeln, da im
Eizellspendeprogramm mit klnstlichen Zyklen gearbeitet wird, also ein

korpereigener Gelbkorper Uberhaupt nicht vorhanden ist. (Tesarik et al., 2003)

Diese Erkenntnisse bestatigen Daten, die zeigen konnten, dass hCG einen
direkten, die Fruchtbarkeit fordernden Effekt auf die Gebarmutterschleimhaut zu
haben scheint. (Licht et al., 2001) So konnte gezeigt werden, dass hCG einen
direkten Einfluss auf die Einnistung des Embryos auf verschiedenen Wegen
unterstitzen kann. So werden durch hCG lokale Parameter verandert, die die
Durchblutung (VEGF), die Ausreifung der Gebarmutterschleimhaut (IGFBP-1),
die Einnistung selbst (LIF, M-CSF) und die Plastizitdt des Endometriums
(MMPs) beeinflussen.

Insgesamt legen diese neuen Daten nahe, hCG einen verstarkten Stellenwert
im Rahmen der weiteren Grundlagenforschung und speziell in der

Fertilitatsbehandlung zukommen zu lassen.
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1.12 Die Interleukine 11 und 15

Da endometriale Defekte mit als ein Grund fur Infertilitdt und erhohte
Fehlgeburtenrate gelten, ist es unerlasslich die Funktion des Endometriums
wahrend der Dezidualisierung naher zu erforschen. Hierbei spielen wie oben
bereits erwahnt unter anderem Zytokine in der Ubermittlung der Steuerung der
Implantation und der Anlage der Plazenta eine entscheidende Rolle. Es ist
allerdings nicht gerade einfach ein solch kompliziertes Netzwerk der Interaktion
zu entschlisseln. Auch biologische Uberlappungen in der Funktion und
Regulation fuhren bislang immer wieder zu widerspruchlichen Annahmen. So ist
der Mechanismus der endometrialen- embryonalen Interaktion, welche zur
Implantation und Plazentation im Menschen fuhrt, noch véllig unverstanden. In
dieser Arbeit soll dabei der Schwerpunkt auf die Interleukine 11 und 15 gesetzt
werden, die in der Literatur bereits als Hauptfaktoren im endometrialen

Geschehen beschrieben sind.

Interleukine (IL-x) sind zu den Zytokinen zahlende Peptidhormone, d.h. sie
sind korpereigene Botenstoffe der Zellen des Immunsystems. Das Wort
Interleukin kommt dabei aus dem Lateinischen: inter = zwischen und leukos =
weild. Sie vermitteln die Kommunikation zwischen Leukozyten, aber auch
anderen an der Immunreaktion beteiligten Zellen (z.B. Makrophagen). Nach der
Reihenfolge ihrer Entdeckung werden sie in mehrere Untergruppen unterteilt,

die durch Zahlen gekennzeichnet werden.
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1.13 Interleukin-11

IL-11 ist ein 23 Kilo Dalton nicht glykolisiertes Protein ohne Cysteinanteil und
wird von DSC im humanen Uterus produziert. (Dimitriadis et al., 2000)

Als erstes konnte IL-11 in mehreren Studien als ein Wachstumsfaktor der
Hamatopoese zusammen mit anderen Faktoren beschrieben werden. (Du et al.,
1994) Kurzlich konnte gezeigt werden, dass IL-11 auch eine wichtige anti-
inflammatorische Aktivitat hat. (Sands et al., 1999)

IL-11 gehort mit IL-6 zu einer Zytokinfamilie. Die Rezeptoruntereinheit
Glykoprotein gp130 ist dabei allen Moleklilen gemeinsam. Das Glykoprotein
"gp130" (zuerst beschrieben als "Interleukin-6-Transducer-Chain" oder
"Interleukin-6-Signal-Transducer") ist ein wichtiges Protein, welches die Signale
einiger Zytokine in die Zielzellen weitervermittelt (intrazellularer Signalweg) und
die Funktion eines Rezeptors hat. Zu diesen Zytokinen gehort neben
Interleukin-6 und Interleukin-11 auch Oncostatin-M, der zilidare neurotrophe
Faktor und der Leukamie-Inhibitor-Faktor. Diese Zytokine aktivieren mithilfe von
gp130 Zielgene, die in die Zelldifferenzierung, das Zelluberleben, die Apoptose
und die Proliferation involviert sind. Die Mitglieder dieser Zytokinfamilie haben
pro- und antientzindliche Eigenschaften und spielen fur die Hamatopoese, bei
der Akute-Phase-Reaktion und der Immunantwort des Organismus eine Rolle.
Versuche mit humanen ESC Kulturen konnten zeigen, dass IL-11 sowohl ein
Produkt von dezidualisierten Stromazellen ist, ebenso wie ein Schlusselfaktor
im Ubermitteln der dezidualen Umwandlung. (Dimitriadis et al., 2002) Es zeigte
sich auch, dass die Neutralisation von endogenem IL-11 mithilfe der Zugabe
von IL-11 Antikérpern die Prolaktin und IGFBP-1 Expression reduziert, beides
ebenfalls Marker der Dezidualisierung. Somit sei auch die enge Verbindung der
Prolaktin und IGFBP-1 Produktion mit IL-11 dargestellt. (Dimitriadis et al., 2002)
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1.13.1 IL-11 ubernimmt eine wichtige Rolle bei der menschlichen

Implantation

Die Evidenz nimmt zu, dass IL-11 eine wichtige Funktion auch in der
Implantation von menschlichen Embryonen hat. IL-11 wird im Menschen sowohl
in endometrialen Drusen wie auch von luminalem Epithel exprimiert, obwohl es
widerspruchliche Angaben gibt bezuglich der Zeit der maximalen epithelialen
Produktion, madglicherweise aufgrund von unterschiedlichen Protokollen der
Immunhistochemie. (Cork et al., 2001; Dimitriadis et al., 2000; von Rango et al.,
2004)

Der Rezeptor IL-11Ra und gp130 werden sowohl in luminalem wie auch in
glandularem Epithel exprimiert. (Cork et al., 2002; Cullinan et al., 1996; von Rango
et al., 2004) Allerdings ist keine periodische Veranderung der IL-11Ra
Expression ersichtlich. Dadurch ist flr die endometriale Funktion wahrscheinlich

ausschlielich der Ligand, also IL-11 verantwortlich.

1.13.2 Intrazellulare Signaltransduktion von IL-11
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Abb. 12: Intrazellulare Signaltransduktion von IL-11
Quelle: Dimitriadis et al. 2005
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Die Abbildung zeigt die komplexe Interaktion zwischen IL-11 Progesteron,
Prostaglandin (PR), Ostrogen (E,), Relaxin (RLX), Activin A und Makrophagen
hemmendes Protein-1 (MIC-1) =zur Stimulation der Dezidualisierung in
endometrialen Stromazellen.

Prolaktin ist der wichtigste Marker der Dezidualisierung. Progesteron hingegen
ist fur die Dezidualisierung unerlasslich und der Effekt von Progesteron kann
mit Hilfe von PG E; oder Elaxin deutlich gesteigert werden. IL-11 bindet
extrazelluldar an seinen Rezeptor und stimuliet so uber pSTAT3
(phosphorylation signalling transduced and activator of transcription 3) die
Synthese und Freisetzung von Prolaktin (PRL). Ostrogen (Ez) und oder Relaxin
(RLX) I6sen nach ihrer Bindung an ihre Rezeptoren intrazellular tber cAMP als
Signaltransduktor die IL-11 Synthese und Freisetzung aus. Progesteron
hingegen vermindert die IL-11 Expression. Sowohl Activin A wie auch MIC-1
stimulieren die Dezidualisierung Uber die Aktivierung von Smads. (Dimitriadis et
al., 2005)

1.13.3 Eine reduzierte IL-11 Produktion ist mit ein Grund fir ungeklarte
Infertilitat

Im Mausmodel wo der Rezeptor alpha fiur IL-11 (so genannte Knockout Mause)
ausgeschaltet wurde, konnte gezeigt werden, dass dies die Infertilitat der
Mause bedingte (Bilinski et al., 1998; Robb et al., 1998). Deshalb wird eine
entscheidende Rolle von IL-11 auch bei der Infertilitdt des Menschen vermutet.
Dies legt eine Studie nahe, in der die IL-11 Konzentrationen von Frauen mit
ungeklarter Infertilitat mit den IL-11 Konzentrationen von fertilen Frauen
verglichen wurden. Bei den infertilen Frauen waren die IL-11 Konzentrationen
signifikant geringer als in der fertilen Vergleichsgruppe. (Dimitriadis et al., 2007)

IL-11, sowie sein Rezeptor IL-11Ra und LIF(Leukaemia inhibitory factor) sind
bei infertilen Frauen mit Endometriose wahrend des Implantationsfensters
herunter reguliert. (Dimitriadis et al., 2005) Die verminderte IL-11 Produktion
konnte hierbei vor allem in Epithel-, nicht jedoch in Stromazellen nachgewiesen

werden.

41



KAPITEL 1 EINLEITUNG

Diese Ergebnisse legen eine essentielle Rolle von IL-11 in der Implantation des

Embryos ins humane Endometrium nahe.

1.13.4 IL-11 verlidngert das Uberleben der Zellen

IL-11 spielt in jedem Fall eine entscheidende Rolle in endometrialen
Stromazellen, indem es ihr Uberleben verlangert und sie vor Zellschaden
wahrend der embryonalen Implantation und Trophoblasteninvasion schuitzt.
(Tanka et al., 2001)

1.13.5 Lokale und hormonelle Faktoren beeinflussen IL-11

Mehrere Studien haben IL-11- und seine Rezeptor —-mRNA sowie das Protein
selbst, in DSC in der spaten sekretorischen und frihen schwangeren
endometrialen Phase identifiziert. (Chen et al., 2002; Cork et al., 2002; Dimitriadis et
al., 2002, 2003; Karpovich et al., 2003) Dabei wird es durch eine Kombination von
Ostrogen mit Progesteron in seiner Sekretion reduziert, wahrend hingegen die
alleinige Gabe von Ostrogen die IL-11 Sekretion stimuliert. (von Rango et al.,
2004)

Die IL-11 Sekretion wird zudem durch RLX (Relaxin) und PGE; (Prostaglandin
E>) wahrend der Dezidualisierung im Menschen reguliert. (Dimitriadis et al., 2005)
Somit weis man, dass sowohl lokale Faktoren wie auch Steroidhormone die IL-
11 mRNA Expression und Sekretion im menschlichen Endometrium regulieren.
Diese Erkenntnisse sind sehr wichtig um die Regulation der Implantation als
Teil der Fertilitat zu verstehen.

Ob hCG ebenfalls eine regulatorische Wirkung auf Interleukin-11 hat wurde

bislang noch nicht untersucht.
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1.13.6 IL-11, Prolaktin und IGF

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Produktion von IL-11 mit der
Produktion von molekularen Markern der Dezidualisierung Prolaktin und
IGFBP-1 korreliert. Wenn der IL-11 Rezeptor in ESC blockierte wird, sind auch
diese beiden Dezidualisierungsmarker reduziert. Dies lasst ebenfalls auf eine
wichtige Funktion von IL-11 wahrend der Dezidualisierung beim Menschen
schlie3en. (Karpovich et al., 2004)

1.13.7 Weitere Funktionen von IL-11

Die IL-11 Signale sind fur die Reifung von spezifischen decidualen NK Zellen
notwendig (Ain et al, 2004), ebenso wie fur die Regulation der
Trophoblasteninvasion im Menschen. (von Rango et al, 2004) Die
Trophoblastenmigration wird hierbei uUber eine Aktivierung des signal

transductor and activator of transcription 3 (STAT3) beeinflusst.
1.13.8 HCG und IL-11
Ob der Embryo in der Praimplantationsphase Uber die Produktion von hCG die

IL-11 Sekretion beeinflussen kann konnte bislang noch nicht eruiert werden und

soll deshalb in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.14 Interleukin-15

IL-15 ist ein 14-15 kDa grol3es Mitglied der vier a-Helix Cytokin Familie, welche
auch IL-2 mit einschlie®t. Der Effekt von IL-15 wird Uber einen trimeren
Membranrezeptor vermittelt, welcher auch IL-2 als Rezeptor dient. Diese IL-2
Rezeptoren verfugen Uber eine 3- und a- Kette, welche noch eine spezifische a
—Kette beinhaltet. (Dimitriadis et al., 2005)

Als mRNA existieren zwei Isoformen im Endometrium. Eine Isoform stellt ein
sekretorisches Protein dar, das andere verschlusselt die Proteinstruktur im

Zytoplasma. (Verma et al., 2000)

1.14.1 Aufgabe von IL-15

IL-15 fordert die Aktivierung von Neutrophilen, Makrophagen und T-Zellen. Es
kontrolliert somit die Funktion und die Versorgung von Lymphozyten. (Kang et
al., 2004)

Aulerdem ist IL-15 fir die Entwicklung von NK-Zellen im Knochenmark
verantwortlich und stimuliert hier die Proliferation und Produktion von Zytokinen.
(Burton et al., 1994; Carson et al., 1994; Carson et al., 1995; Seder et al., 1995)
Daruber hinaus wurde auch eine spezifische Rolle fur IL-15 in der Entwicklung
von NK Zellen bei IL-15 y-Rezeptor knockout Mausen, welche frei von NK

Zellen sind gezeigt (Miyazaki et al., 2002).

1.14.2 Parallelen zu IL-2

Das Cytokin IL-2 ist als effektiver Stimulator der Proliferation von uterinen CD56
Bright auf naturlichen Killerzellen bekannt. (Ferry et al., 1990; King et al., 1992)
Dabei reguliert es VEGF-C in uNK herunter. Da sich die beiden Cytokine IL-2
und IL-15, wie oben bereits erwahnt, denselben Rezeptor (B und y) teilen und
gezeigt werden konnte, dass sie die Proliferation von uNK Zellen in vitro
stimulieren, werden weitere Gemeinsamkeiten bezuglich der Wirkungsweise

vermutet. (Verma et al., 2000)
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IL-2 wurde allerdings nicht im menschlichen Endometrium gefunden,
wohingegen IL-15 im Stroma- und im Drisengewebe des Endometriums
vorkommt. (Kitaya et al., 2000) Somit ist IL-15 ein erstklassiges Cytokin fur die
Stimulation der Proliferation von uNK Zellen in vivo, welche bei der Nidation des

Embryos von entscheidender Bedeutung sind.

1.14.3 IL-15 Expression

IL-15 mRNA und IL-15 als Protein konnten in nicht schwangerem
menschlichem Endometrium in der Dezidua sowie der Plazenta gefunden
werden. (Kitaya et al., 2000; Okada et al., 2000b; Verma et al., 2000) IL-15 mRNA
wird dabei starker wahrend der sekretorischen Phase und im ersten Trimenon
der Schwangerschaft als in der proliferativen Phase expremiert. (Kitaya et al.,
2000)

Makrophagen sind ebenso eine wichtige Quelle von IL-15 im Uterus. (Verma et
al., 2000)

Obwohl es viele Unstimmigkeiten in der Literatur gibt aufgrund von
Unterschieden in der Kultivierung wird davon ausgegangen, dass die IL-15
MRNA Expression und Proteinsekretion sich wahrend der Dezidualisierung in
vitro in endometrialen Stromazellkulturen steigert. Dabei wird entweder cAMP
oder Progesteron benutzt um die IL-15 Expression zu fordern. (Dunn et al., 2002;
Kitaya et al., 2000; Okada et al., 2000a)

Interferon-y scheint hierbei ein Co-Faktor zu sein, welcher die Expression
zusatzlich erhoht. Als alleiniger Stimulator kann Interferon-y jedoch nicht
eingesetzt werden. Die wahrscheinlichste Quelle der Interferon-y Produktion im
Endometrium ist die uNK- Zelle. (Dunn et al., 2002)

Vom Ovar produzierte Steroidhormone, TNF-a und TGF- scheinen ebenfalls
als SchlUsselregulatoren bei der endometrialen IL-13 sowie IL-15 Produktion
eine essentielle Rolle zu spielen. Dabei beeinflussen sie die endometriale
entzandliche Immunantwort wahrend den normalen menstrualen Zyklen und
konnen so ihren Anteil aufgrund ihrer veranderten Expression zu Dysfunktionen

bei der menstrualen Blutung und zu Endometriose leisten. (Roberts et al., 2005)
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IL-1B scheint eine entgegengesetzte Rolle als negativer Regulator in der
Aktivierung von IL-15 zu haben (Okada et al., 2004) und verhindert somit abnorm
hohe IL-15 Werte in der frihen Phase der Dezidualisierung. Interessanterweise
wurde bei Frauen mit unerklarten, wiederholten Aborten neben Endometrium
mit erhohten Werten fur IL-15, auch Endometrium mit normalen Werten fur IL-
15 gefunden. (Chegini et al., 2002) Dieser Zusammenhang konnte allerdings

nicht in der Dezidua einer frihen Schwangerschaft gezeigt werden.

1.14.4 Aufgaben von IL-15

IL-15 und Dezidualisierung

In Zellkulturen von menschlichen ESC wurde die Produktion von IL-15 unter
dem Einfluss von dezidualisierenden Stimuli nachgewiesen. (Dunn et al., 2002)
Es wird deshalb angenommen, dass die IL-15 Sekretion von DSC im
menschlichen Uterus die uNK zur Proliferation stimuliert. (Verma et al., 2000) Im
Gegenzug dazu sekretieren die uNK Faktoren die wiederum auf die DSC
wirken. Es zeigt sich auch hier eine vielfaltige Interaktion, welche es naher zu

erforschen gilt.

IL-15 und CD 16 (-) NK Zellen

Endogen produziertes IL-15 spielt eine zentrale Rolle in der postovulatorischen
Phase des menstrualen Zyklus indem es die Rekrutierung von peripheren CD
16 (-) NK Zellen aus dem Blut ins menschliche Endometrium fordert. (Kitaya et
al., 2005)
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1.14.5 IL-15 und klinisch relevante Infertilitat

Endometriose

Studien zu diesem Thema haben gezeigt, dass sowohl IL-13 wie auch IL-15
MmRNA und Protein in ektopischem Endometriumgewebe in erhohter
Konzentration, verglichen mit normal platzietem Endometrium, vorkommt.
Diese Erhohung korreliert nicht mit einer bestimmten Phase im menstrualen
Zyklus. (Chegini et al., 2003) Ebenso konnte die Prasens von IL-13 und IL-15 in
peritonealer Flussigkeit bei Patientinnen mit Endometriose in erhohter
Konzentration gemessen werden. Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass diese
Cytokine eine SchlUsselrolle in der lokalen inflammatorischen Immunantwort

haben.

Kontrazeptiva

Eine veranderte Expression von IL-15 wird als Ursache von irregularen
Blutungen bei Frauen, welche gestagenhaltige Kontrazeptiva einnehmen,
angesehen.

(Rhoton-Vlasak et al., 2005)

Bedeutung von IL-15 bei Patientinnen mit wiederholt fehlgeschlagenen

IVF-Embryonen Transfer

Die inadaquate Steuerung von Interleukinen und die damit verbundene gestorte
uterine Rezeptivitat ist mit ein Grund dafur, weshalb der IVF-Embryonen
Transfer bei Frauen nicht zur gewlnschten Implantation des Embryos fuhrt.
Hierbei spielen vor allem IL-18 und IL-15 als lokale Faktoren der Aktivierung
von uNK Zellen eine wichtige Rolle. So ist es der Eizelle ohne die Aktivierung
von uNK Zellen nicht mdglich in das Endometrium zu invasieren und

schlussendlich zu implantieren. (Lédée-Bataille et al., 2005)
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1.15 Ziel dieser Arbeit:
Den Zusammenhang von hCG und Cytokinen zu

erforschen.

Uber humanes Chorion Gonadotropin (hCG), als eines vom Embryo
gebildeten fruhen Signalhormon, gibt es bereits gesichertes Wissen uber
dessen molekularen Aufbau und die Wirkung am Ovar bzw. Corpus luteum wie
bereits oben beschrieben. Allerdings ist die vermutete parakrine embryo-

endometriale Kommunikation noch wenig untersucht und erforscht worden.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in der sekretorischen wie auch in der
follikularen Phase des menstrualen Zyklus hCG/LH-Rezeptor mRNA exprimiert
wird. Im Gegensatz dazu konnte in Deziduazellen der Frihschwangerschaft nur

verkurzte Varianten der Rezeptor mRNA gemessen werden.

Die Gabe von hCG (500 IU/ml) bewirkte in vivo eine signifikante Inhibition von
intrauterinem IGFBP-1 und M-CSF, wahrend hingegen LIF, VEGF und MMP-9

signifikant herunter reguliert wurden. (Licht et al., 2007)

HCG reduziert zudem die Konzentration an IGF-I selektiv und ist deshalb
entscheidend an der Modulation der endometrialen Rezeptivitat und
Differenzierung wahrend der friihen Implantation des Embryos beteiligt. (Fluhr et
al., 2007)

Ein weiterer Beweis fur die regulatorische Funktion von hCG wahrend der
Implantation konnte in Bezug auf MMP/TIMP (matrix metalloproteinases-2 und -
9 ftissue inhibitor of metalloproteinases) System gefunden werden. Die
Sekretion von MMP von Seiten der Trophoblasten ist erhoht, wahrend hingegen
die endometriale TIMP Expression unter dem Einfluss von hCG reduziert wird.
(Fluhr et al., 2008)
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In Vivo wird die Dezidualisierung von Progesteron induziert und schliel3t das
Auftreten von natlrlichen uterinen spezifischen Killerzellen, welche durch die
Expression von CD56 charakterisiert sind mit ein. Erganzend dazu wird
ebenfalls Interleukin-15 sekretiert, (Dunn et al., 2002) wobei offen bleibt, ob diese

Sekretion ebenfalls durch die Wirkung von hCG hervorgerufen wird.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass hCG unterschiedlich direkte Effekte auf das
Endometrium hat, welche eingehender zu erforschen sind. Welche Beteiligung
hat hCG an der Dezidualisierung und an der endometrialen Aktivitat? Diese
Frage ist nach wie vor offen und ihr soll in dieser Arbeit nachgegangen werden.
Deshalb wurde die Wirkung von hCG auf endometriale Stromazellen in vitro
wahrend der Dezidualisierung auf die von den Stromazellen gebildete
Konzentration an Interleukin 11 und Interleukin 15 untersucht. Und zwar sowohl

auf DNA,- wie auch auf Proteinebene.

1.16 Konkrete Fragestellung und experimentelles Vorgehen:

Hat hCG einen Einfluss auf IL-11 sowie IL-15 in dezidualisierten humanen

endometrialen Stromazellen?

Dazu wurden endometriale Stromazellen in vitro dezidualisiert um anschlieRend
mit 0-100 U/ml fiir 24 und 48 h inkubiert zu werden.

Die mRNA-Expression wurde danach mittels real- time PCR flr IL-11 und IL-15

gemessen.

Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe von ELISA gemessen.
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2 Material und Methoden

2.1. Materialien

211 Gerateliste

Gerat

ABI Prism 7000 Sequence
Detection system

Real time PCR Gerat

Hersteller

Applied Biosystems

Firmensitz

Foster City; CA;
USA

Autoklav H & P Labortechnik Oberschleillheim
Eismaschine AF-20 Scotsman COTECH, England
ELISA Messgerat Sunrise Tecan Crailsheim
Kihlschrank Robert Bosch GmbH Stuttgart
Magnetriihrer/Thermomixer Janke & Kunkel IKA- Staufen
Labortechnik
Mikroskop Fluovert FU Leitz/Leica Wetzlar
Mikrozentrifuge UEC Qualitron, Korea
Multistepper Multipette Eppendorf AG, Hamburg
Multistepper Multipette plus | Eppendorf AG, Hamburg
pH-Meter MP225 Mettler Toledo Indien

Peltier Thermal Cycler DNA
Engine DYAD™ MJ Research

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf

Photometer Eppendorf AG Hamburg
Pipetten 10 pl, 100 pl, 1000 pl | Eppendorf AG Hamburg
Pipetten P10, P100, P200,
Glison Middleton, WI; USA

P1000
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Pipettierhilfe Pipetus®-akku | Hirschmann Laborgerate Eberstadt
Schiittler und Inkubator

Heidolph Instruments Schwabach
Titramax 1000
Thermomixer compact Eppendorf AG Hamburg
Vortexgerat MS1 Minishaker | IKA® Staufen

Vortexer-Genie™

Bender und Hobein AG

Zirich; Schweiz

Waage Sartorius AG Gottingen
Waschgerat fiir 96-well-

Tecan, Crailsheim
Platten
Wasserbad, beheizbar GFL® Burgwedel
Werkbank (steril) Hera safe Heraeus/Kendro Osterode
Zellkultur-Inkubator Binder Tuttlingen
Zentrifuge Mulifuge 3 S-R Heraeus/Kendro Osterode
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus/Kendro Osterode
Zentrifuge Biofuge primo R | Heraeus/Kendro Osterode

Tabelle 2: Gerateliste
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2.1.2 Laborzubehor/Verbrauchsmaterial

Name Hersteller Firmensitz

0,2 ml PCR Strips Biozym Hessisch Oldendorf

0,5ml; 1,5ml; 2,0 ml

. Eppendorf Hamburg
ReaktionsgefaR

15 ml; 50 ml Reaktionsgefal Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

20 ml Spitze B. Braun Melsungen AG | Melsungen
5; 10 und 25 ml sterile Falcon® Becton Dickinson | Franklin Lakes; NJ;
Kunststoffpipetten Labware USA

Falcon; GB ,

BD, Greiner Bio-One .
6-, 12-, 24-well-Platten Frickenhausen,
GmbH, Costar . .
Schiphol; Belgien

8-well-Streifen fur ELISA R&D Systems GmbH Wiesbaden

96-well-PCR-Platte Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Abdeckfolie fiir 96-well-Platte Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Handschuhe Latex Derma-clean Malaysia
Microtubes Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf
Millicell Zellkultureinsatze

Millipore Billerica; MA; USA
PICMO
Neubauer-Zahlkammer Multimed Wicker Kirchheim Teck
Objetktrager R. Langenbrinck Emmingen
Parafilm ,M“ American National Can™ | Chicago; USA
Pasteur-Pipette, 250 mm WU-Mainz Mainz
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, ) , Hessisch Oldendorf,
Pipettspitzen, in diversen Biozym, Greiner Bio-One

Frickenhausen,
GroRen GmbH, Costar

Schiphol; Belgien
Sterile Petrischale aus Glas Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Sterile Pinzette

Steriler Filter 180 pm: Millipore Billerica; MA; USA
Biosciences Discovery
Steriler Filter 40 ym Falcon Bedford; MA; USA
Labware
Steriles Skalpell Feather Safety Japan
Villingen-
Zahlhilfe IVO

Schwenningen

Zellkulturflaschen, 75 cm? Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen

Tabelle 3: Laborzubehor und Verbrauchsmaterial

2.1.3 Chemikalien

Name Hersteller Firmensitz
75% Ethanol (100% Ethanol
(absolut reinst)

Merck Darmstadt
mit dd H,O (Ampuwa)
verdunnt)
Aktivkohle gefiltert Roth Karlsruhe
Ampuwa= ddH,0 Fresenius Kabi Bad Homburg
Chloroform, reinst AppliChem GmbH Darmstadt
Dextran T 70 Roth Karlsruhe
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Dulbecco-PBS (mit Ca** und _ ,

ot Gibco Paisley; UK
Mg™)
Ethanol absolut zur Analyse Merck Darmstadt
FCS Biochrom KG Berlin

Walkersville; MD;
Gentamycin Sulfate Cambrex
USA

Isopropanol, p.a. Merck Darmstadt
Kollagenase 200 U/mg:
0,5 % Kollagenase in DMEM/F-
12 (ohne Zusatze) ansetzen Biochrom Berlin
und 5 ml-Aliquots bei -20 °C
aufbewahren.
Methanol zur Analyse Merck Darmstadt
PBS, steril, ohne Ca** und _ .

ot Gibco Paisley; UK
Mg
Reagent Diluent: 1% BSA in

Sigma-Aldrich Minchen
PBS
Stop-Losung: 2N
Schwefelsaure H,SO4
Substrat: 1:1 Mischung aus .
R&D Systems GmbH Wiesbaden

Color Reagent A und B
TriFast™ PeglLab Erlangen
TRIZOL® Invitrogen Karlsruhe
Trypanblau 0,4 % Gibco Paisley; UK
Trypsin-EDTA Gibco Paisley; UK
Waschpuffer: 0,05% Tween in
PBS
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Zellkulturmedium DMEM/F-12

ohne Phenol-Rot

Gibco

Paisley; UK

Tabelle 4: Chemiekalien
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21.4 Verwendete molekularbiologische Reagenzien

Name
17B-Ostradiol E 2758

Hersteller

Sigma

Firmensitz

Deissenhofen

Applied Biosystems High

Capacity cDNA Archive Kit Nr.

4322171

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

Applied Biosystems RNase
Inhibitor Nr. N8080119

Applied Biosystems

Foster City; CA; USA

Applied Biosystems SYBR
Green PCR Master Mix Kit Nr.
4309155

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

PCR-Primer

Invitrogen

Karlsruhe

Progesteron P 8783

Sigma

Deissenhofen

Programm: Primer Express®

Software v2.0

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

rekombinantes hCG (C6322)

Sigma

Diessenhofen

Inhalt der Kits:

High Capacity cDNA Archive
Kit

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

Primer forward und reverse;

Arbeitslosung 6 uM ( 3 pl

. Invitrogen Karlsruhe
Stocklosung (250 pM) + 122 ul
dd H,0)
RNase Inhibitor Applied Biosystems Foster City, CA; USA
IL-11

Capture Antibody

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

Detection Antibody

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

Standard

Applied Biosystems

Foster City, CA; USA

IL-15
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Capture Antibody Applied Biosystems Foster City, CA; USA
Detection Antibody Applied Biosystems Foster City, CA; USA
Standard Applied Biosystems Foster City, CA; USA
Streptavidin-HRP Applied Biosystems Foster City, CA; USA

Tabelle 5: Reagenzien

21.5 ELISAs

Name Hersteller Firmensitz
R&D Duo Set ELISA kit human | R&D Systems GmbH Wiesbaden
IL-11 (DY218)

R&D Duo Set ELISA kit human | R&D Systems GmbH Wiesbaden
IL-15 (DY247)

Tabelle 6: ELISAs
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2.1.6 Oligonukleotide

Die Primer wurden mittels PrimerExpress® Software v2.0 erstellt und von der
Firma Invitrogen, Karlsruhe bezogen. Bei der Primererstellung wurde eine
Intron-Uberlappende Lage der Primer gewahlt, um zu verhindern, dass es zu
einer Amplifikation von genomischer DNA kommt anstatt der gewlinschten
komplementaren DNA (cDNA). Die Primer und die zu erwartenden Amplicons

sind unten angegeben.

2.1.6.1 Humanes B-actin

forward: 5 -CCTGGCACCCAGCACAAT-3
reverse: 5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3
2.1.6.2 IL-11

forward: 5-TCTCTCCTGGCGGACACG-3’
reverse: 5-AATCCAGGTTGTGGTCCCC-3
2.1.6.3 IL-15

forward: 5'-AAGTGATGTTCACCCCAGTTGC-3'
reverse: 5'-GCATCTCCGGACTCAAGTGAAA-3'

2.1.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde die GraphPad PRISM Software Version 4
verwendet. Die Daten wurden mit einer ,one-way“ Analyse der Varianz und
anschlieRendem ,Dunnett’'s multiple comparison test oder ,Bonferroni’s

multiplecomparison test” ausgewertet.
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2.2 Methoden

221 Gewebeproben

Im Rahmen von Hysterektomien bei gesunden pramenopausalen Frauen an der
Universitatsfrauenklinik ~ Tubingen wurde endometriales Stroma- und
Drisengewebe gewonnen, um als physiologisches Endometrium als Modell fur
die Wirkung von hCG auf eben solches Gewebe dienen zu kdnnen.

Dabei wurden die Uteri der Patientinnen nach folgenden Kriterien ausgewahilt:
Die Patientinnen sollten sich in der Pramenopause befinden. Es wurde
auBerdem darauf geachtet, dass die Hysterektomie nicht aufgrund einer
malignen Erkrankung, Endometriose, zystischen Veranderungen, Polypen oder
Hyperplasien durchgefuhrt wurde. Die Patientinnen sollten in den letzten 3
Monaten vor der OP keine Hormonpraparate und auch kein Intrauterinpessar
zur Kontrazeption verwendet haben. Somit bestand das Patientinnenkollektiv
vor allem aus Frauen bis ca. zum 50. Lebensjahr hochstens 53 Lebensjahr, die
wegen Uterus myomatosus oder einer Senkungsproblematik hysterektomiert
wurden. Dabei wurde nicht zwischen vaginalem, abdominalem Vorgehen oder
laparoskopisch assistierter totaler Hysterektomie (LATH) bzw. laparoskopisch
suprazervikaler Hysterektomie (LASH) differenziert. Die Ethik-Kommission der
medizinischen Fakultat willigte in die Durchfihrung dieser Arbeit ein, mit der
Auflage, dass alle Patientinnen von der Weiterverwendung ihrer Uteri aufgeklart

werden und dazu schriftlich ihre Einwilligung geben.
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2.2.2 Aufbereitung und Praparation der Praparate in endometriale
Stromazellen (ESC)

Vorbereitungen:
DMEM/F-12 wurde mit 10 % FCS und 1% Gentamycin angesetzt und im

Wasserbad auf 37°C vorgewarmt.

Praparation:
Das Gewebe wurde nach Entnahme durch den Pathologen in ein geklhltes

(4°C) DMEM/F-12 Uberfluhrt und wenn moglich sofort weiterverarbeiten oder bei
4 °C max. 12 h gelagert. Die Weiterverarbeitung erfolgte in einer Petrischale.
Zuerst wurde das Transportmedium abgesaugt und gleichzeitig darauf
geachtet, dass mdglichst kein Gewebe verloren ging. AnschlieRend entfernte
man mit dem sterilen Skalpell Blutkoagel und Myometriumreste. Das Gewebe
wurde daraufhin mit 10 ml PBS gewaschen und in ca. 1 mm?® groRe Stlcke
zerteilt. Zum Verdau des Gewebes, d.h. um die Stromazellen zu vereinzeln und
diese vom Epithel abzutrennen, wurden die Gewebestlicke in 5 ml 0,5 %
Kollagenase inkubiert und zwar bei 37°C im Brutschrank. Alle 15 Minuten war
vorsichtiges und grundliches auf- und abpipettiert notwendig um das Gewebe
weiter zu zerkleinern. Die Inkubation wurde beendet wenn das Gewebe
homogen und verdaut erschien. Nach Zugabe von 5 ml DMEM/F-12 und
Filtration des Gewebeverdaus durch einen 180 pm Filter in ein 50 ml-Réhrchen,
wurde mit 10 ml PBS langsam und grundlich nachgespult. Das im Filter
verbliebene Material wurde verworfen. Im Durchfluss befanden sich jetzt nur
noch endometriale Stromazellen (ESC) und endometriale Epithelzellen (EEC).
Diese wurden nochmals filtriert, sodass sich im Durchfluss nur noch die ESC
und auf dem Filter die EEC befanden.
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Getrennte Aufbereitung von Stromazellen

Der Durchfluss mit den ESC wurde nun 10 Minuten bei Raumtemperatur mit
300 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt
und das Pellet in 2 ml DMEM/F-12 (mit 10% FCS und 1% Gentamycin) geldst.
Die 10 pl der Zellsuspension wurden mit 10 ul Trypanblau in einem 0,5 mi
Eppendorf Cup vermischt und in eine Neubauerzahlkammer gegeben. Nun
konnten die Zellen auf Vitalitat gepruft und gezahlt werden. Bei zu hoher
Zelldichte (>50 Zellen pro Zahlquadrat) wurde nochmals eine Probe aus der
Zellsuspension entnommen und nach der Verdlinnung mit PBS erneut gezahlt.
Nun erfolgte die Aussaat der Zellen in Zellkulturflaschen: Pro Flasche (75 cm?)
ca. 2x10° Zellen in 10 ml DMEM/F-12 (mit 10% FCS und 1% Gentamycin).
Nach circa einer Stunde erfolgte der erste Mediumwechsel um
Verunreinigungen durch Epithelzellen, Leukozyten und Erythrozyten zu
reduzieren. Dabei wurde gleichzeitig unter dem Mikroskop die Adharenz der
ESC gepruft.

Versorgung von endometrialen Stromazell-Kulturen

Vorbereitungen:

DMEM/F-12 wurde mit FCS und 1% Gentamycin angesetzt und eventuell

angegebene Zusatze hinzufigt, sowie im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt.

Mediumwechsel bei ESC

Das verbrauchte Medium wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Dazu gab

man nun frisches DMEM/F-12 mit angegebener Konzentration FCS und 1%
Gentamycin. Bei einer 75 cm? Flasche bendtigte man 10 ml, bei einer 6-well-
Platte 2 ml pro well. Entsprechend dann bei einer 12-well-Platte 1ml pro well

und bei einer 24-well-Platte 500 ul pro well.
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Subkultivierung

Vorbereitungen:

DMEM/F-12 wurde mit der angegebenen Konzentration FCS und 1 %
Gentamycin angesetzt und im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt. Ebenso

wurde PBS und Trypsin-EDTA im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt.

Subkultivierunag:

Zur Subkultivierung von ESC-Kulturen saugte man zuerst das verbrauchte
Medium ab. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS (10 ml flr eine 75 cm?-
Zellkulturflasche) gewaschen. Danach kam Trypsin/EDTA (2 ml fur eine 75 cm?-
Zellkulturflasche) dazu und die Kultur wurde fur 10 Minuten in den Brutschrank
gestellt. Unter dem Mikroskop prifte man, ob sich alle Zellen vom Boden
abgelost hatten. Wenn ja wurde die Kultur nochmals in den Brutschrank
gegeben und mit der Trypsin/EDTA-L6sung vom Boden abgespult. Nun konnte
DMEM/F-12 mit 10 % FCS und 1% Gentamycin zu 8 ml pro 75 cm?
Zellkulturflasche zugegeben werden. Nachdem der Boden grindlich abgespult
war und die suspendierten Zellen in ein 50 mI-Réhrchen Uberflhrt waren, wurde
die Kultur bei Raumtemperatur 10 Minuten mit 300 g zentrifugiert. Der
Uberstand konnte danach vorsichtig abgesaugt und das Pellet in  2-5ml, je
nach GrofRRe des Pellets, DMEM/F-12 geldst werden. 10 ml der Zellsuspension
wurden mit 10 pl Trypanblau in einem 0,5 ml Eppendorf Cup vermischt und in
eine Neubauerzahlkammer gegeben. Hier konnte man die Zellen auf Vitalitat
prufen und die Zellzahl bestimmen. Bei zu hoher Zelldichte, also mehr als 50
Zellen pro Zahlquadrat, wurde nochmals eine weitere Probe aus der
Zellsuspension entnommen und nach der Verdlinnung mit PBS erneut gezahlt.
Um eine Konzentration von 2x10° ESC pro ml einzustellen gab man weiteres
DMEM/F-12 hinzu. Die Aussaat der Zellen erfolgte in 6-well, 12-well oder 24-
well Platten je nach Menge der Zellkulturmedien. Dabei wurde zuerst die
Zellsuspension pro well 2 ml, 1 ml oder 0,5 ml vorgelegt. AnschlieRend gab
man die entsprechende Menge an Zellsuspension 4x10° ESC, 2x10° ESC oder
1x10° ESC dazu (siehe Tabelle 7).

62



KAPITEL 2 MATERIAL UND METHODEN

Kulturgefal® 75 cme- 6-well- 24-well- 48-well- 96-well-
Flasche Platte Platte Platte Platte
Mediummenge gl 1,5mlpro |[750 ylpro [210 ylpro | 150pl pro
well well well well
Zellzahl pro 2RI 150.000 |100.000  |50.000 50.000
well

Tabelle 7: Mediummengen und Zellzahl fur bestimmte Kulturflaschen und -
platten

Versuche an Zellkulturen

Die endometrialen Stromazellen waren fur alle folgenden Versuche in 24-well
Platten zur Konfluenz gebracht worden. Der erste Tag der Hormonzugabe
wurde als Tag 0 festgelegt. Die Zellen befanden sich mit Ausnahme der Dauer
des Mediumwechsels und der Probengewinnung ununterbrochen bei 37°C im

Brutschrank.

Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen

Als Dezidualisierung wird, wie oben bereits im Detail beschrieben, die
Differenzierung endometrialer Stromazellen in der Lutealphase bezeichnet, die
vor allem unter dem Einfluss von Progesteron steht. In dieser Phase bereitet
sich das Endometrium auf eine eventuelle Implantation des Embryos vor.

Im in vitro Modell wurde dieser Zustand durch Inkubation fir 9 Tage mit 30 nM
Ostradiol und 1 uM Progesteron (EP) erreicht. Die Dezidualisierung erfolgte in
Anlehnung an Irwin et al. (1989) und wurde in 24 well-Platten mit 1x105 ESC
durchgefuhrt.
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Stimulation mit Progesteron und 178-Ostradiol

Zunachst erfolgte zu allen Zellen die Zugabe von 500 pl pro well
Kontrollmedium (Medium ohne Hormonzugabe, d.h. DMEM/F-12 (mit 5 % FCS
und 1 % Gentamycin) plus 0,1 % Ethanol) flir 3 Tage. Das zur Dezidualisierung
verwendete Progesteron und 17B-Ostradiol war in Ethanol gelést. Um eine
Beeinflussung der Ergebnisse durch das Ethanol auszuschlieRen erfolgte
dessen Zugabe auch zum Kontrollmedium. Es wurden je 4 wells pro
Abnahmetag unter Dezidualisierung und je 4 wells als Kontrolle ohne
Hormonzugabe angelegt. Die Zellen zur Dezidualisierung wurden mit DMEM/F-
12 (mit 5 % FCS und 1 % Gentamycin), 1 yM Progesteron und 30 nM 178-
Ostradiol, behandelt. An den Tagen 0, 3, 6 und 9 erfolgte jeweils die Abnahme
von 2x250 ul Zellkulturiberstand pro well und die Gewinnung der mRNA wie
unter 2.2.3 beschrieben. Bei den verbliebenen wells wurde an den Tagen 0, 3
und 6 ein Mediumwechsel mit Hormon- bzw., ohne Hormonzugabe
vorgenommen. HierfUr wurde das verbrauchte Medium mit der Pasteurpipette

abgesaugt und es wurden 500 pl frisches Medium pro well zugegeben.

24h-Entzug von Progesteron und 17B-Ostradiol

Die Zellen wurden zunachst 3 Tage mit Kontrollmedium (DMEM/F-12 mit 5 %
FCS und 1 % Gentamycin) behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen 9 Tage
lang mit Zellkulturmedium (DMEM/F-12 mit 5 % FCS und 1 % Gentamycin)
unter Zugabe von 1 uM Progesteron und 30 nM 17B-Ostradiol dezidualisiert.
Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. Am Tag 9 bekamen 4 wells flr weitere
24 Stunden Zellkulturmedium mit 1 uM Progesteron und 30 nM 17B-Ostradiol
und 4 wells Kontrollmedium. 24 Stunden spater erfolgte die Abnahme der
Uberstande und die Gewinnung der Proben zur RNA-Isolation wie unter 2.2.3

beschrieben.
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Stimulation mit humanem Choriongonadotropin

Die rekombinante hCG-Stocklosung hatte eine Konzentration von 1.000 mU/pl
in DMEM/F-12. Es wurde zunachst eine Verdiunnungsreihe mit Losungen in den
Konzentrationen 100, 10, 1 und 0,1 mU/pl hergestellt. Um eine Konzentration
von 100 mU/ul zu erhalten wurden 35 ul Stocklésung in 315 yl DMEM/F-12
gelost. Fur die darauffolgenden Verdinnungen von 10, 1 und 0,1 mU/ul wurden
jeweils 35 pl der entstandenen Verdunnung wiederum in 315 yl DMEM/F-12
geldst. Die Inkubationsmedien in den Konzentrationen 0, 10, 100, 1.000, 10.000
und 100.000 mU/ml wurden anschlief3end durch die Zugabe von je 0,3 ml der
zuvor hergestellten Verdunnungen, DMEM/F-12 und Stocklosung zu 2,7 ml
Zellkulturmedium mit 1 uM Progesteron und 30 nM 17B-Ostradiol hergestellt.
Die Zellen wurden je nach Versuchsanordnung am Tag 6 oder Tag 9 der
Dezidualisierung mit rekombinantem hCG fir 24 h bzw. 48 h inkubiert.

Je 4 wells einer 24-well Platte wurden mit derselben Konzentration an r-hCG
behandelt. Die endometrialen Stromazellen wurden dann bei 37°C fur 24 h im
Brutschrank kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben wie

unter 2.2.3 beschrieben gewonnen.

2.2.3 Probengewinnung bei ESC

Zellkulturuberstande

ESC- Zellkulturiberstande wurden in 24-well Platten tGberfuhrt. Dabei wurde 0,5
ml Medium folgendermalfien auf die wells verteilt: Pro well wurden 2 Aliquots mit
je 250 ul Zellkulturtiberstand abgefullt und die Platten anschlielRend bei -80°C
aufbewabhrt.

Die EEC-Zellkulturiberstande hingegen wurden von den Zellkultureinsatzen in
24-well-Platten Uberfuhrt. Dazu wurde pro well 2 Aliquots mit je 200 ul
Kulturmedium auferhalb des Zellkultureinsatzes abgefullt und ebenfalls bei -
80°C aufbewahrt.
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Probengewinnung fiir die RNA-Isolation

Vorbereitungen:
DMEM/F-12 wurde mit FCS und 1% Gentamycin angesetzt und im Wasserbad
auf 37°C vorgewarmt. PBS und Trypsin-EDTA wurden ebenfalls im Wasserbad

auf 37°C vorgewarmt.

Methodik:

ESC in 24-well-Platten

Aus den ESC wells wurde zunachst das restliche Medium abgesaugt. Danach
wurden die Zellen mit 500 ml PBS pro well gewaschen. Pro well gab man 100 pl
Trypsin-EDTA hinzu und stellte die Kultur fur 10 Minuten in den Brutschrank.
Damit sich die Zellen vollstandig ablésten, gab man noch 500 yl DMEM/F-12
pro well hinzu. Anschlief3iend konnte der Boden grindlich abgesplilt werden und
die suspendierten Zellen in ein 2 ml Eppendorf Cups uberfuhrt werden, um sie
danach 10 Minuten bei 4°C mit 10.000 U/min zentrifugiert zu kdnnen. Der
Uberstand wurde vorsichtig entnommen und das Pellet in 500 pl TriFast oder
TRIZOL aufgenommen. Die Proben wurden nun wieder bei -80°C gelagert und

fruhestens nach 24 h mit der RNA-Isolation begonnen.

66



KAPITEL 2 MATERIAL UND METHODEN

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 RNA-Isolation

Vorbereitungen:

Alle verwendeten Reagenzien mussen auf 4°C gekulhlt sein. Ebenso sollte die
Tischzentrifuge auf 4°C gekuhlt sein und das Wasserbad auf 55-60°C

vorgeheizt.

Weitere Hinweise:

Wenn nicht anders angegeben erfolgten alle Schritte bei Raumtemperatur.

Reagenzien ‘

500 pl fur ein Zellpellet aus einem
TriFast/TRIZOL: konfluenten well einer 6-, 12- oder 24-
well-Platte
Chloroform: 100 pl pro 500 pl TriFast/TRIZOL
Isopropanol: 250 pl pro 500 pl TriFast/TRIZOL
75% Ethanol: 500 pl pro 500 pl TriFast/TRIZOL
Tabelle 8: Reagenzien fiir RNA-Isolation

Methodik:

Das in 500 pul TriFast/TRIZOL bei -80°C eingefrorene Zellmaterial wurde bei
Raumtemperatur aufgetaut. Hinzu kamen 100 pl Chloroform. Zunachst wurde
15s vorgetextet. Bei Raumtemperatur musste nun eine 5 Minuten lange
Inkubation abgewartet werden. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation bei
12.000 U/min 15 Minuten lang bei 4°C. Die obere wassrige Phase (ca. 300 pl)
wurde in ein 1,5 ml Eppendorf Cup Uberfuhrt. Dabei wurden Verunreinigungen
durch die Interphase vermieden. Die untere Phenol-Chloroform-Phase und die
Interphase wurden verworfen. Nach Zugabe von 250 pul Isopropanol wurde
grundlich geschuttelt und bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde nochmals fir 10 Minuten bei 12.000 U/min bei 4°C
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und der GefaRrand vorsichtig
trocken getupft. Nach Zugabe von 500 pl 75 % Ethanol wurde erneut fir 6
Minuten bei 4°C mit 8.000 U/min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und der Pellet bei Raumtemperatur trockenen gelassen
(ca. 10 Minuten, da es nicht vollstandig austrocknen soll). 4 pl ddH,O mit 4°C
wurden nun dazugegeben und der Pellet darin gelost. Als nachstes wurden 2 ul
zur Bestimmung der RNA-Konzentration entnommen und mit 48 pl ddH,O auf
die MefRverdinnung von 1:25 eingestellt. Die geloste RNA wurde auf 4 Aliquots
verteilt. Jetzt konnte die RNA bei -80°C gelagert werden. Allerdings sollte
wiederholtes Auftauen und Einfrieren der RNA vermieden werden, was durch

die Markierung von aufgetauten Aliquots berucksichtigt wurde.

RNA-Messung mit dem Photometer

Die Verdunnung wurde auf 2 pyl und 48 ml eingestellt. Die Maleinheit betragt
somit pg/pl. Vor Ablauf der Messung muss das Photometer mit ddH,O Leerwert
geeicht werden. Zwischen den Messungen wurde die Klvette immer grindlich
mit ddH,O abgespult. Az sollte >0,01 sein. Ansonsten war eine erneute
Messung mit geringerer Verdunnung indiziert. Jetzt konnte die RNA-

Konzentration und Ratio (Azeso; A2so) dokumentiert werden.
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2.2.4.2 Reverse Transkriptions-Reaktion / RT-Reaktion

Bei der Reaktion der reversen Transkription (RT) wird RNA in cDNA
(complementary DNA) durch das Enzym reverse Transkriptase umgewandelt.
Die reversen Transkriptasen sind RNA-abhangige 5’-3’-DNA-Polymerasen, die
aus Retroviren (z.B. avian myoblastosis virus) isoliert wurden. Mit Hilfe der 5’-3’-
DNA-Polymerase wird ausgehend von Oligonukleotid-Primern (Random
Hexamere) zellulare mRNA in komplementare cDNA umgewandelt, die dann z.

B. in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert werden kann.
Bei der reversen Transkription der RNA konnen je nach Wahl der
Oligonukleotidprimer fur die RT ausschliellich die gewlnschte RNA

umgeschrieben werden.

Vorbereitungen:

Die RNA Proben wurden langsam auf Eis aufgetaut, ebenso wie die anderen
Reagenzien (RT-Buffer, dNTPs, Random Hexamer, Multi Scribe RT, dd H,0).

Das Probenvolumen wurde nach folgender Gleichung berechnet:
Probenvolumen mit 500 ng RNA + dd H,O = 10 pl

Hinweis:

Wenn nicht anders angegeben erfolgten alle Schritte auf Eis. Der RNase-
Inhibitor und die Reverse Transcriptase wurden hingegen immer bei -20 °C

belassen und nur zum Pipettieren kurz auf Eis gehalten.

Herstellen des Reaktionsansatzes:

Aus den Reagenzien wurde ein Master-Mix hergestellt. Dieser bestand aus:

69



KAPITEL 2 MATERIAL UND METHODEN

Reagenzien pro Reaktion

10x RT Buffer 3 ul

25x dNTPs 1,2ul
10x Random Hexamers 3ul
RNase Inhibitor (20U/ul) 0,6 ul
MultiScribe RT (50 U/ul) 1,5 ul
dd H,0 10,7yl
RNA 500 ng X pl

dd H;0 (10-x) pl
Gesamtvolumen 30 pul
Tabelle 9: Reagenzien fiir RT-Reaktion

War der Master Mix zusammengestellt wurde er zu je 20 pl in die PCR-Tubes
vorgelegt. Dazu gab man die dd H,O in der jeweils berechneten Menge, sodass
das Probenvolumen insgesamt stets 10 yl betrug. Zuletzt kamen die RNA

Proben hinzu, sodass das Gesamtvolumen 30 pl betrug.

RT-Reaktion:

Die RT-Reaktion wurde mir Hilfe des Programms RT ABI bei 25°C 10 min und
bei 37°C 120 min durchgeflihrt. AnschlielRend wurden in alle Proben jeweils 60
gl dd H2O zugegeben und die cDNA Proben bei -20 °C gelagert.
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2.2.4.3 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion, auch kurz als PCR bezeichnet, ist es
moglich bestimmte DNA-Sequenzen millionenfach selektiv zu vervielfaltigen Die
Spezifitat dieser Reaktion flr eine ausgesuchte Sequenz in der Ziel- DNA wird
durch die Verwendung von spezifischen Oligonukleotidprimern erreicht, die die
ausgesuchte Sequenz sowohl auf dem (+), als auch auf dem (-)Strang der Ziel-

DNA begrenzen.

Die PCR kann in drei Schritte unterteilt werden:

1. Denaturierung
2. Annealing

3. Elongation

Das Aufschmelzen oder denaturieren der Ziel-DNA in zwei Einzelstrange
erfolgt aufgrund der Erhitzung des Reaktionsgefaldes. Bei erniedrigter
Temperatur lagern sich die Oligonukleotidprimer an ihre komplementaren
Sequenzen in der DNA an (annealing) und die zugesetzte DNA-Polymerase
synthetisiert ausgehend von beiden Primern neue DNA-Strange (elongation).
Die einzelnen Vervielfaltigungsschritte koénnen in einem Reaktionsansatz
mehrfach wiederholt werden, da durch die Thermoresistenz der verwendeten
DNA-Polymerase die neusynthetisierten DNA-Stlcke aufgeschmolzen werden
konnen ohne die Polymerase durch die Erhitzung zu zerstéren. Die in der
Lésung im Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer lagern sich erneut
entweder an die parentalen DNA-Strange oder an die neusynthetisierten
Strange an. Die Tag-Polymerase (von dem Bakterium Thermus aquaticus
stammende hitzestabile Polymerase) kann erneut den Ziel-DNA-Bereich
synthetisieren. Nach einer 40fachen Wiederholung dieses Zyklus liegen etwa 1
Milliarde Kopien der ausgesuchten DNA-Sequenz vor. Das Produkt der

Amplifikation kann gemessen werden.
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Abb. 13: Ablauf der Polymerasekettenreaktion
Quelle: Herbert Hof, Rudiger Dorries; Medizinische Mikrobiologie 3. Auflage

Thieme Verlag
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2.2.4.3.1 Real-time PCR

Die realtime Polymerase Ketten Reaktion (rt-PCR) dient ebenso wie die
herkdbmmliche PCR der Amplifikation von cDNA Abschnitten. Der Ablauf dieser
Amplifikation findet in einem Thermocycler statt. Der Vorteil der real-time PCR
gegenuber der konventionellen PCR ist, dass die Geschehnisse im PCR-
Roéhrchen real, d.h. zyklusweise, mit verfolgt werden kénnen. Das Prinzip
beruht darauf, dass ein Fluoreszenzfarbstoff (z.B. SYBR® Green) zu dem PCR-
Ansatz dazu gegeben wird, der in doppelstrangiger DNA interkaliert. Wahrend
der einzelnen Zyklen wird die Fluoreszenz des interkalierenden Farbstoffs
gemessen, wodurch die DNA-Menge der Probe quantifiziert werden kann.

In frihen PCR-Zyklen findet eine weitgehend exponentielle Vermehrung der
DNA-Fragmente statt, an die sich ein Plateau zum Ende hin anschlie3t. Mit
Hilfe des Computerprogramms kann der Verlauf der PCR graphisch als Kurve
(vgl. Abb. 14) mit x =Zyklenzahl und y = relative Fluoreszenzintensitat
dargestellt werden. Fir die Quantifizierung ermittelt das Computerprogramm

einen Schwellenwert.

Defta Bnvs Cycle

102400

1.0=+000

1 .0e-001

Cefta Rn

| Oe-00%

SN DG S

o

1.0e-003

1 .0e-004
1 & 3 4 5 8 F & B 140 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 &3 24 25 216 7 28 29 30 31 3 33 34 35 38 37 =@

Cycle Mumber

Abb. 14: Amplifikationskurve

Die RNA fur das ,housekeeping“-Protein B-Aktin wird nach ungefahr 17 Zyklen
amplifiziert und das zu untersuchende Protein Interleukin 11 erst spater ab
Zyklus 24.
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2.2.4.3.2 Ct-Wert (Threshold-Cycle)

Der Ct-Wert beschreibt den Zyklus der Amplifikation, bei der ein Anstieg des
Fluoreszenzsignals Uber das Grundrauschen bzw. die Nachweisgrenze hinweg
festgestellt wird. Die Amplifikation verlauft hier exponentiell.

Der Ct-Wert ergibt sich aus dem Schnittpunkt der Kurve mit dem
Schwellenwert. Wenn bekannt ware, wie stark die Vermehrungsrate ist, konnte
auf die urspringliche Templatemenge zuriuck geschlossen werden. Da dies
aber nicht der Fall ist, wird eine Kontrolle (housekeeping Protein) verwendet.
Housekeeping-Gene wie B-Actin sind nicht regulierte Gene und werden von
jeder Zelle exprimiert. Aufgrund der konstanten Expressionsrate von [(-Actin
wurde dieses als endogene Referenz eingesetzt, um die Expressionsraten von
IL-11 und IL-15 zu ermitteln. IL-11 und IL-15 wurden gleich effizient amplifiziert
wie B-Actin.

Der Ct-Wert kann nun wie folgt errechnet werden: Der Ct- Wert der Kontrolle
wird von den Ct-Werten der jeweiligen Probe abgezogen, wodurch ACt
entsteht. Die relative Menge an vorhandener cDNA wird als 2-AC t ausgedruckt.
Da hierbei die relativen Expressionsraten von IL-11 und IL-15 bezogen auf die
Expression von B-Actin mittels 222T-Methode verglichen wurde, spricht man
auch von der vergleichenden Cr-Methode zur relativen Quantifizierung (Livak et
al., 2001).

2.2.4.3.3 Durchfiihrung

Vorbereitungen:

Die cDNA-Proben wurden langsam auf Eis aufgetaut und dann auf Eis gestellt,

ebenso wurde mit den Primern verfahren.

Hinweise:

Alle der folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.
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Reaktionsansatz:
Der Master-Mix bestand aus SYBR Green PCR Master Mix von Applied
Biosystems, welcher im Kuhlschrank bei +5 aufbewahrt wurde, Primer forward

und reverse plus dd HO.
Der Master-Mix wurde fur jedes Primerpaar separat hergestellt und wurde wie

folgt berechnet:

Fir die Durchfihrung der PCR wurde ein Master Mix hergestellt, der sich aus

folgenden Komponenten zusammensetzte:

Reagenzien ‘

SYBR Green PCR Master Mix 5yl
vorwarts Primer (6 pM) 0,5 ul
riuckwarts Primer (6 uM) 0,5 ul
dd H;O 1 ul
Tabelle 10: Master Mix fur die PCR

Danach wurde der Master Mix zu jeweils 7 pl in die entsprechenden wells
vorgelegt. Dazu kamen dann jeweils 3 yl cDNA. Danach wurde die 96-well-

PCR-Platte mit Abdeckfolie verschlossen und zentrifugiert.

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler. Hierfir wurde nachfolgendes
Programm gewahlt: Zunachst fand eine Erwarmung bei 50°C fur 2 min statt.
Dann folgten 95°C fuir 10 min um eine Zerlegung der Doppelstrange in
Einzelstrange sicherzustellen. Jeder einzelne Zyklus bestand aus 95°C fur 15
Sekunden zur Denaturierung der DNA und 60°C fir 1 min zur Anlagerung der
Primer an die DNA (Annealing) sowie der Elongation, mittels DNA-Polymerase
und Nukleotiden. Es fanden insgesamt 40 Zyklen statt. Pro Zyklus nahm die
Menge des entstandenen spezifischen PCR-Fragments und damit proportional
die Menge des an die DNA gebundenen SYBR® Green | zu. Zum Abschluss
wurde eine Schmelzpunktanalyse anhand einer Dissoziationskurve (vgl. Abb.

15) zur Identifizierung des entstandenen Produkts und zum Ausschluss der

75



KAPITEL 2 MATERIAL UND METHODEN

Amplifikation von unspezifischen Produkten durchgeflihrt. Hierfir wurde die
Temperatur kontinuierlich von 60°C auf 90°C angehoben, wahrend dessen es
zur Denaturierung des amplifizierten Produkts kam. Anhand der so ermittelten
Schmelztemperaturen TM konnte die Spezifitat der abgelaufenen Amplifikation

festgestellt werden.

0,35
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Abb. 15: Schmelzkurve
Darstellung einer charakteristischen Schmelzkurve einer real-time PCR. Die
Schmelzkurve bei ungefahr 79°C ist von dem ,houskeeping“ Protein (B-Aktin,

die Schmelzkurve bei ungefahr 76°C ist von Interleukin 11.
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2.2.5 Biochemische Methoden

2.2.5.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (EIA) bzw. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren (Assay), das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert.
Der ELISA gehort zur Gruppe der Immunassay-Verfahren. Mit Hilfe des ELISA
kbnnen grundsatzlich Proteine, Viren aber auch niedermolekulare
Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe nachgewiesen
werden. Hierbei macht man sich die Eigenschaft spezifischer Antikrper zu
Nutze, die an den nachzuweisenden Stoff (Antigen) binden. Antikdrper oder
Antigen werden zuvor mit einem Enzym markiert. Die durch das Enzym
katalysierte Reaktion dient als Nachweis flr das Vorhandensein des Antigens.
Das sogenannte Substrat wird vom Enzym umgesetzt, das Reaktionsprodukt
kann Ublicherweise durch Farbumschlag, in der Regel durch Fluoreszenz
nachgewiesen werden. Die Signalstarke ist im Allgemeinen eine Funktion der
Antigenkonzentration, so dass ELISA auch fir quantitative Nachweise

verwendet werden kann.

Die von uns verwendete ELISA Technik wird auch als Sandwich-ELISA
bezeichnet, da zwei Antikorper (Ak) verwendet werden, welche beide spezifisch
an das nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide
Antikérper an unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden, da sie sich
sonst gegenseitig behindern wurden. Der erste Antikorper (coating-Antikorper)
wird an eine feste Phase (in unserem Fall an eine spezielle 96-Well-
Mikrotiterplatte) gebunden. Die Probe mit dem nachzuweisenden Antigen wird
dann in die wells gegeben und eine Zeit lang inkubiert. Wahrend dieser Zeit
bindet der an die Platte gebundene Antikdrper das in der Probe vorhandene
Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen. Die
ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt und zurlck
bleibt nur das am (coating-) Antikdrper gebundene Antigen. Im nachsten Schritt

wird ein Detektions-(detection)-Antikdrper zugegeben, an dessen Ende ein
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Enzym gebunden ist. Dieser zweite Antikérper bindet ebenfalls an das Antigen
und es entsteht der Antikorper-Antigen-Antikorper Komplex (deshalb der
Name Sandwich-ELISA - das Antigen ist zwischen die beiden Antikorper wie in
einem Sandwich gepackt). Durch erneutes Waschen der Platte wird der
Uberschussige zweite Antikorper ausgewaschen und dann ein zum Enzym
passendes Substrat (Chromogen) zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu
einem Reaktionsprodukt umgesetzt, dessen Nachweis durch Farbumschlag,
Fluoreszenz erfolgen kann. Fur quantitative Nachweise wird Ublicherweise eine
Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen durchgefihrt, um eine
Kalibrierungskurve fur das gemessene Signal (optische Extinktion, emittierte

Intensitat) zu erhalten. (Quelle: www.wikipedia.de)

Im Falle von alkalischer Phosphatase wird als Chromogen z.B. p-
Nitrophenylphosphat (pNPP) zugegeben. Die alkalische Phosphatase spaltet
den Phosphatrest vom farblosen Nitrophenylphosphat ab und es entsteht p-
Nitrophenol, welches schwach gelb ist. Diese Reaktion kann in einem
Photometer verfolgt werden. Die Intensitat der Farbe ist dabei proportional zu
der Konzentration des entstandenen Nitrophenols und damit auch der

Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe.
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2.2.5.2 R&D DuoSet ELISA kit human IL-11 (DY218)

Durchfiihrung am Taq 1

Die gewunschte Anzahl an 8-well-Streifen wurde beschriftet und in einem
Stander platziert. Der Capture Antibody working solution wurde vorbereitet (pro
well werden 100 pl bendtigt plus 10 % Pipettierreserve). In jedes well wurden
100 pl Capture Antibody working solution pipettiert. Anschliellend wurde die

Inkubation bei Raumtemperatur Gber mindestens 12 Stunden durchgeflhrt.

Durchfihrung am Tag 2

Alle wells wurden 3x mithilfe der automatischen ELISA-Waschmaschine mit
Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde in jedes well 300ul Reagent
Diluent pipettiert und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufthin war
eine erneute 3 malige Waschung nétig. Nachdem die Proben langsam auf Eis
aufgetaut waren wurden die Standards nach folgender Verdunnungsreihe

hergestellt

100 ul standard
+ 400 pl

0 T 0 07 0 7Y

sl=l=t=t=

800 266.7  88.89 29.63 9.88 3.29 0
pg/ml pz/ml pg/ml pz/ml pg/ml pgz/ml pg/ml

200ul 200 ul  200ul 200 pl 200 pl

Abb. 16: Verdiinnungsreihe
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Nun konnte in jedes well 100 ul Probe bzw. Standard pipettiert werden und flr 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert werden. Daraufhin war eine erneute 3
malige Waschung erforderlich. Die Detection Antibody solution wurde
vorbereitet und in jedes well 100 pl davon pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur 2
Stunden bei Raumtemperatur. Daraufhin wurde erneut eine 3 malige Waschung
durchgefuhrt. Die Streptavidin-HRP working solution wurde vorbereitet und in
jedes well 100 pl pipettiert. Die anschlieRende Inkubation wurde lichtgeschuitzt
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Daraufhin war eine erneute 3
malige Waschung ndétig. Das Substrat wurde auf einer 1:1 Mischung aus
Reagenz A und B hergestellt und zu je 100 ul pro well pipettiert. Daraufhin
erfolgte erneut eine Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur. Vor der

Messung wurde die Reaktion mit 50 ul Stopp-Losung pro well beendet.

Messung:
Zuerst ist eine Einstellung der Standardkurve unumganglich. Ebenso muss der

Verdunnungsfaktor bei den Proben eingestellt werden. Bei allen Standards und
Proben ist der Nullwert abzuziehen. Die Proben konnten nun im ELISA-reader
bei 450 nm Wellenlange gemessen werden. Als Referenzwellenlange wurde

620 nm verwendet.
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2.2.5.3 R&D DuoSet ELISA kit human IL-15 (DY247)

Durchfiihrung am Taq 1

Die gewunschte Anzahl an 8-well-Streifen wurde beschriftet und in einem
Stander platziert. Der Capture Antibody working solution wurde vorbereitet (pro
well werden 100 pl bendtigt plus 10 % Pipettierreserve). In jedes well wurden
100 pl Capture Antibody working solution pipettiert. Anschliellend wurde die

Inkubation bei Raumtemperatur Gber mindestens 12 Stunden durchgeflhrt.

Durchfihrung am Tag 2

Alle wells wurden 3x mithilfe der automatischen ELISA-Waschmaschine mit
Waschpuffer gewaschen. Anschlielfend wurde in jedes well 300 ul Reagent
Diluent pipettiert und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufthin war
eine erneute 3 malige Waschung nétig. Nachdem die Proben langsam auf Eis
aufgetaut waren wurden die Standards nach folgender Verdunnungsreihe

hergestellt

100 ul standard
+ 400 ul

T T 0 0N 7Y 7Y

200l 200 ul - 200l 200 ul 200 pl

300 266.7 88.89 29.63 9.88 3.29 0
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Abb. 17: Verdiinnungsreihe
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Nun konnte in jedes well 100 ul Probe bzw. Standard pipettiert werden und flr 2
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert werden. Daraufhin war eine erneute 3
malige Waschung erforderlich. Die Detection Antibody solution wurde
vorbereitet und in jedes well 100 pl davon pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur 2
Stunden bei Raumtemperatur. Daraufhin wurde erneut eine 3 malige Waschung
durchgefuhrt. Die Streptavidin-HRP working solution wurde vorbereitet und in
jedes well 100 pl pipettiert. Die anschlieRende Inkubation wurde lichtgeschuitzt
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Daraufhin war eine erneute 3
malige Waschung ndétig. Das Substrat wurde auf einer 1:1 Mischung aus
Reagenz A und B hergestellt und zu je 100 ul pro well pipettiert. Daraufhin
erfolgte erneut eine Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur. Vor der

Messung wurde die Reaktion mit 50 ul Stopp-Losung pro well beendet.

Messung:
Zuerst ist eine Einstellung der Standardkurve unumganglich. Ebenso muss der

Verdunnungsfaktor bei den Proben eingestellt werden. Bei allen Standards und
Proben in der Nullwert abzuziehen. Die Proben konnten nun im ELISA-reader
bei 450 nm Wellenlange gemessen werden. Als Referenzwellenlange wurden

620 nm verwendet.
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3. Ergebnistell

3.1 Allgemeine Anmerkungen

3.1.1 Statistische Berechnungen

Jeder Versuch wurde mit Quaduplikaten der  Zellkulturen in
Doppelwertbestimmung pro Tag durchgefuhrt. Die Zellkulturen hierfGr wurden
von drei bis funf Patientinnen gewonnen. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One-Way ANOVA) und
nachfolgendem Multiple Comparison Test nach Dunnett und Bonferroni.
Verwendet wurde hierfur GraphPad PRISM Version 4 Software.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes)

dargestellt und als signifikant gewertet bei p<0,05.
3.1.2 Vorbemerkungen

Fur die Kontrollproben wurde Uuber den Zeitraum des Versuchs weiter
Kulturmedium gegeben ohne Hormonzusatz, um ausschliefien zu kdnnen, dass
die Beobachtungen im zeitlichen Verlauf auch ohne Dezidualisierung der Zellen
stattfinden und somit mdglicherweise unabhangig davon auftreten. Es wurden
nur Zellkulturen fir die Versuche genommen, die eine signifikante Erhdhung der
Prolaktin mRNA und deren Proteinsekretion, als Zeichen einer erfolgreichen

Dezidualisierung zeigten.

Der Tag der ersten Hormonzugabe wurde als Tag 0 definiert. Die mRNA-
Expression und die Proteinsekretion wurden, um eine bessere Vergleichbarkeit
zu ermoglichen, ohne hCG-Inkubation auf 100 % gesetzt. Die Inkubationszeit
mit hCG wurde auf jeweils 24 oder 48 Stunden festgelegt. Die Kulturen wurden
einmal ohne vorangegangene Dezidualisierung 24 Stunden mit hCG inkubiert.
Die anderen Zellkulturen wurden bis zum Tag 6 oder bis zum Tag 9 der

Dezidualisierung beobachtet. AnschlieRend erfolgte die Messung der IL-11 und
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IL-15 mRNA-Expression mittels semiquantitativer realtime-PCR und die
dazugehdrigen Proteinkonzentrationen per ELISA bei IL-11. Da die
Proteinkonzentrationen bei IL-15 im ELISA nicht in den messbaren Bereich

kamen wurde hier nur die mMRNA-Expression gemessen.

Die Proben wurden wie folgt beschriftet:

Beispiel: S040929 A

Alle Stromazellen erhielten ein S, danach kam das Entnahmedatum 04 fur das
Jahr 2004, 09 fur den Monat September und 29 fur den 29. Tag. Falls an einem
Tag mehrere Proben entnommen wurden, erfolgte zusatzlich eine
alphabetische  Nummerierung. Als Zellkulturen erfolgte diese Bezeichnung

durchgehend weiter.

3.1.3 Uberpriifung der Dezidualisierung

Die erfolgte Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen unter
Progesteron und 17B-Ostradiol driickt sich in einer erhdhten Sekretion des
Dezidualisierungsmarkers Prolaktin aus. Dieser wurde auf mRNA und
Proteinebene untersucht. Hierbei zeigte sich sowohl bei der mMRNA-Expression
als auch der Proteinsekretion ein signifikanter Anstieg von Prolaktin an den
Tagen 6 und 9 im Vergleich zu Tag 0 unter Dezidualisierung mit p<0,01. Die
Kontrollgruppe zeigte im beobachteten Zeitraum keine signifikante Veranderung
der mRNA-Expression. (Fluhr et al., 2007)

84



KAPITEL 3 ERGEBNISTEIL

3.2 IL-11

Zur Untersuchung des Verhaltens von IL-11 wurden die humanen
endometrialen Stromazellen 6 bzw. 9 Tage mit 1 yM Progesteron und 30 nM
17B-Ostradiol behandelt. 1L-11 wurde anschlieRend auf mRNA- und
Proteinebene an den Tagen 0, 6 und 9 bestimmt. Der Tag 0 wurde gewahlt, um
einen Ausgangswert zum Vergleich zu besitzen und um ausschlieRen zu
konnen, dass die Beobachtungen im zeitlichen Verlauf auch ohne
Dezidualisierung der Zellen stattfinden. Tag 6 stellt die Offnung des
Implatationsfensters dar und hierbei ging es um die Frage inwieweit der Embryo
Uber seine hCG-Sekretion die Offnung des Implantationsfensters tber IL-11
selbst steuern kann. Am Tag 9 findet in der Regel die SchlieBung des
Implantationsfensters statt. Kann hier der Embryo Uber seine hCG-Sekretion
den Schluss des Implantationsfensters durch hohe Konzentrationen

hinauszogern oder durch zu niedrige Konzentrationen herbeifihren?

3.2.1 ESC ohne Dezidualisierung nach 24 Stunden / Kontrollgruppe

3.2.1.1 mRNA-Expression

Die  mRNA-Expression von Interleukin-11 ohne  vorangegangene
Dezidualisierung mit Progesteron und Ostradiol zeigt die steigende mRNA-
Expression in Abhangigkeit von der Konzentration an r-hCG. Dafur standen uns

3 Zellkulturreihen zur Verfugung.

Bei 1.000 mU/ml r-hCG erreicht die mRNA-Expression ihren maximalen
Hochststand, bis zu dem 5 ' -fachen bei Probe S051026, um dann bei
Konzentrationen Uber 1.000 wieder auf Werte um die 50 % bei 100.00 mU/ml r-

hCG abzufallen.
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Im Vergleich der Einzelergebnisse ist zu erkennen, dass sie stark voneinander
abweichen, jedoch in allen Proben die Tendenz zu erkennen ist, dass in
Abhangigkeit von der Konzentration die mRNA Expression zuerst ansteigt um

bei Konzentrationen von tber 1.000 wieder zu sinken.

IL-11 mRNA ESC ohne Dez. 24h r-hCG (n=3)
3501

3001 T |

2504
2004
150+ —|_ T
1004 =
504
0= T

J
Q Q Q Q Q Q
~ D \/QQ 090 090
RS
Konzentrationen r-hCG (mU/ml)

% mRNA-Expression

Grafik 1: IL-11 ESC ohne Dezidualisierung nach 24 Stunden /
Kontrollgruppe mRNA-Expression

Probe 0] 10 100 1.000 10.000 100.000

S051019 100 85,19 50,68 85,91 58,35 44,90

Standard- 37,55 35,94 26,40 65,35 9,26 28,48

abweichung

S051021 100 40,69 40,1 73,7 38,57 48,65
30,39 9,25 23,27 27,21 17,55 5,05

S051026 100 234,89 594,96 |54579 |458,62 |230,67
32,61 154,54 | 295,85 |163,06 |98,9 211,28

Tab. 11: Rohdatenwerte: IL-11 ESC ohne Dezidualisierung nach 24
Stunden / Kontrollgruppe mRNA-Expression
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3.2.1.2 Proteinsekretion

Als Gegenuber zur mRNA Expression beobachtet man bei der Protein-
Sekretion dieser Kulturreihen keine konzentrationsabhangige Steigerung bis zu
einem Maximum mit anschlielliendem Abfall. Die Protein-Sekretion steigt bei 10
mU/ml leicht Gber 100 % an, um anschliellend wieder auf niedrigere Protein-

Sekretionen um die 100 % oder leicht darunter abzufallen.

IL-11 Proteine Tag 0 ESC 24h r-hCG (n=3)
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Grafik 2: IL-11 ESC ohne Dezidualisierung nach 24 Stunden /

Kontrollgruppe Proteinsekretion

Probe 10.000 100.000

S051019 | 100 | 129,074633 | 109,491396 | 73,2707801 | 66,2663705 | 69,6972912

ELISA
S051021 | 100 | 113,941323 | 111,095881 | 101,544125 | 98,4083204 | 98,553222

ELISA
S051026 | 100 | 139,020067 | 120,099263 | 118,379034 | 133,78905 | 90,7324339

ELISA
Tab. 12: Rohdatenwerte: IL-11 ESC ohne Dezidualisierung nach 24 Stunden /

Kontrollgruppe Proteinsekretion
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3.2.2 IL-11 Tag 6 nach 24 Stunden

3.2.2.1 mRNA-Expression

Fir diesen Versuchsteil waren 4 Zellkulturen vorgesehen. Davon konnten
allerdings nur 2 ausgewertet werden, da die anderen zwei Messungen grolde

Pepettierungenauigkeiten aufwiesen.

Am Tag 6 der Inkubation mit hCG bleibt die m-RNA Transkription in
Abhangigkeit zur hCG Konzentration bis 10.000 mU/ml in etwa um die 100
Prozent konstant, um dann bei 100.000 mU/ml sprungartig auf 350 bis 500 %

anzusteigen.

IL-11 mRNA Tag 6 ESC 24h r-hCG (n=2)
600

500+
400+

3004

200+
— [

100 == — —

% mRNA-Expression

C ) )

)
Q 0 ) O ) )
> N \/90 QQQ QQQ
S
Konzentrationen r-hCG (mU/ml)

Grafik 3: IL-11 Tag 6 nach 24 Stunden mRNA-Expression
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Probe 0 10 ‘ 100 1.000 ‘ 10.000 100.000
S040519 | 100 136,58 195,19 | 257,61 805,35
17,2 39,1 52,54 48,37 283,33
S050621B | 100 84,41 69,16 63,59 30,86 2214
39,77 13,87 7,28 20,65 13,32 518

Tab. 13: Rohdatenwerte: IL-11 Tag 6 nach 24 Stunden mRNA-Expression

Die Rohdatenwerte zeigen ein gegensatzliches Verhalten der beiden Proben.
Wahrend Probe S040519 mit steigenden r-hCG Konzentrationen auch
steigende mRNA Expression aufzeigt, verhalt sich Probe S050621 gerade
umgekehrt.

3.2.2.2 Proteinsekretion

Hier steigt die Protein-Sekretion schon bei geringer Inkubation von r-hCG von
10 mU/ml auf Werte um die 225 % an und bleibt auch bei steigender hCG
Konzentration in diesem Bereich konstant. Allerdings weichen auch hier die
Einzelergebnisse stark voneinander ab. Die Tendenz des sprunghaften
Anstiegs bei 10 mU/ml r-hCG ist nur bei Probe S040526 ersichtlich. Bei Probe
S050621B hingegen sinkt die Proteinsekretion bei r-nCG Inkubation auf Werte
unter 100 % ab. Bleibt aber bei noch hdheren Konzentrationen nahezu
konstant. Probe S051019 zeigt eine im Verhaltnis zur Konzentration

kontinuierlich steigende Proteinsekretion.
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IL-11 Proteine Tag 6 ESC 24h r-hCG (n=3)
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Grafik 4: IL-11 Tag 6 nach 24 Stunden Proteinsekretion

Probe 0 10 100 1.000 10.000 ‘ 100.000
S040526 100 | 395,177941 | 349,917261 | 316,975468 | 316,668023 | 304,659595
ELISA

S050621B | 100 | 87,7463775 | 91,9785085 | 88,9343696 | 86,3344554 | 82,6955934
ELISA

S051019 100 | 104,20944 | 132,233317 | 130,088035 | 153,736717 | 163,476619
ELISA

Tab. 14: Rohdatenwerte: IL-11 Tag 6 nach 24 Stunden Proteinsekretion
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3.2.3 IL-11 Tag 9 24 Stunden

3.2.3.1 mRNA-Expression

Fir die Testreihe zur Messung der mRNA waren 5 Zellkulturen auswertbar.

In der Gesamtzusammenschau der Ergebnisse am Tag 9 der Dezidualisierung
fallt bei leichter Erh6hung der r-hCG Konzentration auch die mRNA-Expression
zunachst leicht um 25 Prozent ab. Bei hdherer r-hCG Konzentration steigt die

MRNA Transkription wieder auf Werte um die 125 Prozent an.

Die Einzelergebnisse zeigen ein sehr unterschiedliches Bild:

Bei Probe S040519 und S040526 beobachtet man einen kontinuierlichen
Anstieg der mRNA-Expression mit Konzentration bis zu 1.000 mU/ml. Bei
hoéheren Konzentrationen an r-hCG fallt die mRNA-Expression hier wieder ab.
Bei Probe S040922 und S040929 beobachtet man diese in Abhangigkeit zu
Konzentration kontinuierliche Zunahme der mRNA-Expression bis zu einer r-
hCG Konzentration von 10.000 mU/ml. Probe S041001 ist die einzige in dieser
Versuchsreihe, welche bei r-hCG Konzentrationen von 1.000 und 10.000 mU/ml

eine Abnahme in der mRNA-Expression zeigt.
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IL-11 mRNA Tag 9 ESC 24h r-hCG (n=5)
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Grafik 5: IL-11 Tag 9 24 Stunden mRNA-Expression

10.000 100.000

S040519 107,89
+/-7,08 | 27,23 33,22 27,15 27,46
S040526 | 100 140,64 159,65 277,56 210,26 156,20
+-11,4 | 13,33 35,72 79,02 42,06 21,46
S040922 | 100 177,86 172,52 136,82 207,77 105,58
+/- 8,35 | 59,57 54,83 86,69 61,12 12,26
S040929 | 100 21,79 25,23 25,12 78,19 54,95
+/- 16,49 | 11,93 5,96 19,65 16,23 12,72
S041001 | 100 63,74 67,32 49,83 51,79 78,77
+/- 6,946 | 9,66 24,36 15,55 19,72 37,48
Tab. 15: Rohdatenwerte: IL-11 Tag 9 24 Stunden mRNA-Expression
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3.2.3.2 Proteinsekretion

Die Messung der Proteinsekretion konnte bei 3 Zellkulturreihen erfolgen. Dabei
zeigte sich auch hier eine leichte Verringerung der Proteinsekretion bei
niedrigen Konzentrationen von r-hCG. Im hoéheren Bereich von 10.000 und
100.000 mU/ml blieb die Proteinsekretion bei Werten um die 100 % nahezu
konstant.

IL-11 Proteine Tag 9 ESC 24h r-hCG (n=3)
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Grafik 6: IL-11 Tag 9 24 Stunden Proteinsekretion

Probe O 10 100 ‘ 1.000 10.000 100.000
S04092 | 10 | 39,476721 | 32,907974 | 35,510575 | 91,170898 | 94,497553
9ELISA |0 |4 4 9 5 8

S04100 | 10 | 72,022125 | 78,813576 | 101,10295 | 76,897885 | 89,319923
1ELISA |0 6 2 3 3 1

S04092 | 10 | 95,865789 | 110,51346 | 103,36092 | 98,761260 | 115,28364
2ELISA |0 5 6 6 4 8

Tab. 16: Rohdatenwerte: IL-11 Tag 9 24 Stunden Proteinsekretion
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3.24. IL-11Tag 948 hr-hnCG

3.2.4.1 m-RNA Expression

Dabei waren 4 Zellkulturen zur mRNA-Expression auswertbar. Der signifikant
sprunghafte Anstieg auf bis zu 400 % mRNA-Expression bei 100.000 mU/ml mit
p<0,05 ist hierbei besonders auffallig. Dieser Hochststand konnte auch in einer

Zellkulturreihe auf Proteinebene bestatigt werden.

IL-11 mRNA Tag 9 ESC 48h r-hCG (n=4)
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Grafik 7: IL-11 Tag 9 48 h r-hCG m-RNA Expression
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Probe ‘ 0 10 100 1.000 10.000 100.000
S050113 | 100 148,22 354,90 341,99 511,69 539,84
59,71 99,34 143,46 125,87 115,86 165,03
S050308 | 100 54,94 89,69 140,50 161,54 513,77
23,58 34,44 33,62 179,35 191,43 504,39
S050426 | 100 473,91 52,02 56,15 49,74 71,70
12,47 314,66 12,88 24,06 8,55 7,50
S050628 | Nicht auswertbar, da zu hohe Ct-Werte

Tab. 17: Rohdatenwerte: IL-11 Tag 9 48 h r-hCG m-RNA Expression
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3.2.4.2 Proteinsekretion

Die Proteinsekretion am Tag 9 mit 48h r-hCG Inkubation konnte anhand von
einer Zellkulturreihe analysiert werden. Dies soll die IL-11 Proteinsekretion
exemplarisch darstellen. Bei dieser Probe blieb die Proteinsekretion bei
Konzentrationen zwischen 10 und 10.000 mU/ml r-hCG um die 100 % nahezu
konstant. Der sprunghafte Anstieg der Proteinsekretion bei einer Konzentration
von 100.000 mU/ml ist mit p<0,05 signifikant.

IL-11 Proteine Tag 9 ESC 48h r-hCG (n=1)
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Grafik 8: IL-11 Tag 9 48 h r-hCG Proteinsekretion

Probe O 10 1.000 10.000 100.000
S05042 | 10 | 115,10700 | 105,36960 | 83,670019 | 109,24188 | 137,52649
6 ELISA |0 1 8 6 2 7

Tab. 18: Rohdatenwerte: IL-11 Tag 9 48 h r-hCG Proteinsekretion
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3.3 Interleukin-15

3.3.1 IL-15 Tag 6 24h Inkubation mit r-hCG

Bei dieser Versuchsreihe konnten 4 Zellkulturen ausgewertet werden.

Die mRNA Expression nimmt ausgehend von 100 Prozent ohne r-hCG
Inkubation mit steigender Konzentration an r-hCG kontinuierlich bis auf 60
Prozent ab. Dabei sind die Ergebnisse ab einer Konzentration von 1.000 mit
p<0,01 signifikant.

IL-15 mRNA Tag 6 ESC 24h r-hCG (n=4)
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Grafik 9: IL-15 Tag 6 24h Inkubation mit r-hCG m-RNA Expression
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Probe ‘ 10.000  100.000
S040519 | 100 82,63 44,38 54,08 39,95
9,76 35,46 10,98 11,67 5,90
S040526 | 100 106,79 | 69,46 82,37 56,26 64,63
44,52 14,37 32,91 50,58 17,88 25,99
S040604A | 100 94,56 72,87 70,32 56,12 43,87
28,35 15,44 25,32 12,23 7,83 9,35
S050621B | 100 83,86 93,26 123,78 | 98,20 63,39
18,63 16,26 18,16 39,47 40,55 9,57

Tab. 19: Rohdatenwerte: IL-15 Tag 6 24h Inkubation mit r-hCG m-RNA

Expression
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3.3.2 IL-15Tag 924 h hCG

Am Tag 9 beobachten wir ebenfalls eine mit p<0,01 signifikante Abnahme der
MRNA Transkription auf Werte um die 60 Prozent. Diese Abnahme erfolgt
jedoch schon bei einer Konzentration von 10 mU/ml r-hCG und bleibt auch bei

noch hoheren Konzentrationen in diesem Bereich nahezu konstant.

IL-15 mRNA Tag 9 ESC 24h r-hCG (n=5)
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Grafik 10: IL-15 Tag 9 24 h hCG m-RNA Expression
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Probe ‘ 0 ‘ 10 10.000  100.000
S040519 | 100 119,83 111,36 116,44 87,61
23,42 14,36 26,00 22,82 14,14
S040526 | 100 49,61 36,96 29,95 23,43 29,04
23,01 10,62 10,34 7,19 13,23 9,46
S040922 | 100 77,64 52,62 72,14 53,98 38,87
19,45 23,32 13,55 7,54 10,90 2,62
S040929 | 100 61,14 52,10 55,71 50,08 40,86
20,47 12,52 21,41 10,36 10,72 9,42
S041001 | 100 50,90 46,46 49,23 44,86 39,65
27,77 17,42 4,98 8,38 15,27 6,95
Tab. 20: Rohdatenwerte: IL-15 Tag 9 24 h hCG m-RNA Expression
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3.3.3 IL-15Tag 948h hCG

Zu diesem Versuchsteil standen 4 Zellkulturreihen zur Verfugung.
Die Probe S050426 wurde herausgenommen, da die Werte sehr stark von den

restlichen Ergebnissen abweichen.

Die zur Auswertung am Tag 9 herangezogenen Werte nach 48-stundiger
Inkubation mit r-hCG zeigen eine konzentrationsabhangige Abnahme der
MmRNA-Expression auf unter 25 Prozent bei 100.000 mU/ml. Ab einer
Konzentration von 100 mU/ml r-hCG sind die Ergebnisse mit p<0,01 statistisch

signifikant.
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Grafik 11: IL-15 Tag 9 48h hCG m-RNA Expression
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Probe 1.000 10.000 100.000
S050113 | 100 268,94 16,52 64,80 22,83 78,89
36,16 186,58 3,50 48,24 0,32 51,13
S050308 | 100 13,23 12,96 12,40 7,60 4,00
63,50 2,18 8,25 9,99 3,37 1,54
S050628 | 100 46,45 61,75 70,64 47,91 21,39
15,87 31,79 53,02 27,23 21,33 8,54
Tab. 21: Rohdatenwerte: IL-15 Tag 9 48h hCG m-RNA Expression

3.3.4 IL-15und ELISA

Interleukin-15 war im ELISA nicht messbar. Dies liegt vermutlich daran, dass
der IL-15 ELISA nicht ausreichend sensitiv ist und bei wahrscheinlich relativ
niedrigen IL-15 Konzentrationen nicht in den messbaren bzw. vom ELISA
erfassbaren Bereich kommt. Aus diesem Grund liegen keine Proteindaten von
IL-15 vor.
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4. Diskussion

4.1 IL-11

4.1.1 ESC ohne Dezidualisierung 24h / Kontrollgruppe

4.1.1.1 mRNA Expression

Zuerst wurde die mRNA-Expression von Interleukin-11 ohne vorangegangene
Dezidualisierung mit Progesteron und Ostradiol gemessen. Diese Messungen
dienen als Kontrollgruppe.

Im Vergleich der Einzelergebnisse ist zu erkennen, dass sie stark voneinander
abweichen, jedoch in allen Proben die Tendenz zu erkennen ist, dass in
Abhangigkeit von der Konzentration die mRNA Expression zuerst ansteigt um
bei Konzentrationen von Uber 1.000 wieder zu sinken. Dies koénnte dafur
stehen, dass der Embryo tber sein hCG-Signal versucht das Endometrium trotz
keiner normal abgelaufenen Dezidualisierung fir die Implantation zu
stimulieren. Dies zeigt sich allerdings nur anhand der IL-11 mRNA Expression.
Es handelt sich somit nur um ein intrazellulares Signal. Die Proteinsekretion
zeigt keine konzentrationsabhangige Veranderung, was auf eine ausschlie3lich

autokrine Wirkung hinweisen kdnnte.

4.1.1.2 Proteinsekretion

Als Gegenuber zur mRNA Expression beobachtet man bei der Protein-
Sekretion dieser Kulturreihen keine konzentrationsabhéngige Steigerung bis zu
einem Maximum mit anschlieendem Abfall. Ohne vorangegangene
Dezidualisierung kann Interleukin-11 also keine durch hCG regulierte parakrine

Funktion haben.
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4.1.2. IL-11Tag 6 24 h r-hCG

4.1.2.1 mRNA-Expression

Tag 6 der Dezidualisierung wurde deshalb ausgewahlt, da er in vivo als der Tag
der Offnung des Implantationsfensters gilt.

Die mRNA-Transkription bleibt in Abhangigkeit zur hCG Konzentration bis
10.000 mU/ml in etwa um die 100 Prozent konstant, um dann bei 100.000
mU/ml sprungartig auf 350 bis 500 % anzusteigen. Es bedarf also einer
ausreichend hohen Konzentration an hCG um die mRNA-Expression zu
stimulieren. Der Embryo sollte demnach schon frihzeitig in der Lage sein hohe
hCG-Konzentration zu produzieren, um die Rezeptivitit des Endometriums
effektiv beeinflussen zu kdnnen. Eine Zunahme der mRNA-Expression von IL-
11 am Tag 6 konnte am Endometrium dafir verantwortlich sein die Rezeptivitat

zu erhohen und somit die Offnung des Implantationsfensters herbeizufiihren.

4.1.2.2 Proteinsekretion

Die durchschnittliche Protein-Sekretion steigt schon bei geringer Inkubation von
r-hCG von 10 mU/ml auf Werte um die 225 % an und bleibt auch bei steigender
hCG Konzentration in diesem Bereich konstant. Da die einzelnen Proben sehr
unterschiedliche Ergebnisse aufzeigten, soll an dieser Stelle jedes Ergebnis
separat diskutiert werden. Von den prdmenopausalen Frauen die Ihre Uteri zur
Verfugung stellten, wurden keine anamnestischen Daten erhoben. Es liegen
somit keine Informationen Uber die Anzahl der ausgetragenen
Schwangerschaften, eventueller Aborte, ungewollter Kinderlosigkeit oder
sonstige gynakologische oder internistische Erkrankungen vor. Aus diesem
Grund ist ein Ruckschluss der gemessenen Werte auf die Fertilitat rein

spekulativ.
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Probe S040526 zeigte einen sprunghaften Anstieg bei 10 mU/ml r-hCG auf
hohe Proteinsekretionen. Hier schient das Endometrium besonders sensitiv auf
schon geringe hCG-Konzentrationen zu reagieren. Vielleicht kbnnen Frauen mit
diesen Werten leichter schwanger werden, da das Endometrium sehr sensibel

reagiert und sich somit seine Rezeptivitat leicht erhéhen lasst.

Bei Probe S050621B hingegen sinkt die Proteinsekretion bei r-hCG Inkubation
auf Werte unter 100 % ab. Hier kdnnte es sich um Probenmaterial von einer
Frau handeln, welche Probleme hatte schwanger zu werden. Das Endometrium
reagierte auf hCG genau kontrovers und verminderte seine Rezeptivitat.
Eigentlich verstandlich, da der Embryo fir den Organismus pseudotumorales
Gewebe darstellt und somit abgestofRen werden sollte. Vielleicht sind solche
Frauen was die Tumoranfalligkeit angeht besser geschitzt, da sie

Fremdgewebe friher erkennen und abstoRen.

Probe S051019 zeigte eine im Verhaltnis zur Konzentration kontinuierlich
steigende Proteinsekretion. Vielleicht ist dies der Normalfall. Ein ausgewogenes

Verhéltnis von Inkubation und Sekretion.

Um diese Aussagen zu untermauern waren weitere Versuchsreihen mit den
anamnestischen Angaben Uber die Zahl der Schwangerschaften und evtl.

durchgemachter Aborte oder Kinderwunschbehandlungen nétig.
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4.1.3 IL-11 Tag 924 h r-hCG

4.1.3.1 mRNA-Expression

In der Gesamtzusammenschau der Ergebnisse am Tag 9 der Dezidualisierung
fallt bei leichter Erhdhung der r-hCG Konzentration die mRNA-Expression
zunachst leicht um 25 Prozent ab. Bei héherer r-hCG Konzentration steigt die
MRNA Transkription wieder auf Werte um die 125 Prozent an.

Die Einzelergebnisse zeigen ein sehr unterschiedliches Bild:

Bei Probe S040519 und S040526 beobachtet man einen kontinuierlichen
Anstieg der mRNA-Expression mit Konzentration bis zu 10.000 mU/ml. Bei
hoheren Konzentrationen an r-hCG fallt die mRNA-Expression hier wieder ab.
Vielleicht ist es dem Embryo mdglich bei hCG-Konzentrationen zwischen 100

und 10.000 mU/ml das Implantationsfenster weiter offen zu halten.

Bei Probe S040922 und S040929 beobachteten wir diesen in Abhangigkeit zu
Konzentration kontinuierliche Zunahme der mRNA-Expression bis zu einer r-
hCG Konzentration von 10.000 mU/ml.

Probe S041001 ist die einzige in dieser Versuchsreihe, welche bei r-hCG
Konzentrationen von 1.000 und 10.000 mU/ml eine Abnahme in der mRNA-
Expression zeigt. Wenn man davon ausgeht, dass eine hohe hCG-
Konzentration das Implantationsfenster weiter offen halt, konnte man hier

kontrovers die Schliel3ung trotz hohen hCG-Konzentrationen annehmen.
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4.1.3.2 Proteinsekretion

Die Messung der Proteinsekretion konnte nur bei 3 Zellkulturreihen erfolgen.
Dabei zeigte sich auch hier eine leichte Verringerung der Proteinsekretion bei
niedrigen Konzentrationen von r-hCG. Im hoéheren Bereich von 10.000 und
100.000 mU/ml blieb die Proteinsekretion bei Werten um die 100 % nahezu
konstant.

Hohe Werte scheinen also die Proteinsekretion aufrechtzuerhalten. Auch diese
Erkenntnis kdnnte unsere Vermutung untermauern, dass die SchlieRung des

Implantationsfensters durch hohe hCG-Konzentrationen verhindert wird.
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4.1.4. 1L-11Tag 948 hr-hCG

4.1.4.1 mRNA Expression

4 Zellkulturen standen zur mRNA-Expressionsauswertung zur Verfugung. Der
signifikant sprunghafte Anstieg auf bis zu 400 % mMRNA-Expression bei 100.000
mU/ml mit p<0,05 ist hierbei besonders aufféllig. Dieser Hochststand konnte
auch in einer Zellkulturreihe auf Proteinebene bestatigt werden. Eine langere,
48h Inkubation mit hCG andert das Verhalten des Endometriums in Bezug an
die mRNA-Expression, welche signifikant erhdht wird. Es kann somit davon
ausgegangen werde, dass eine kontinuierliche und langer anhaltende
Einwirkung von hCG auf das Endometrium dieses durch Stimulation der IL-11

MRNA Sekretion auf eine Implantation vorbereitet.

4.1.4.2 Proteinsekretion

Die Proteinsekretion am Tag 9 mit 48h r-hCG Inkubation konnte anhand von
einer Zellkulturreine analysiert werden. Bei dieser Probe blieb die
Proteinsekretion bei Konzentrationen zwischen 10 und 10.000 mU/ml r-hCG um
die 100 % nahezu konstant. Der sprunghafte Anstieg der Proteinsekretion bei

einer Konzentration von 100.000 mU/ml ist mit p<0,05 signifikant.

Eine sehr hohe Konzentration an hCG, welche nur von uberlebensfahigen,
normal entwickelten Embryonen erreicht werden kann, kann somit als moglicher
Grund die SchlieBung des Implantationsfensters zu verhindern angesehen

werden.
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415 Gesamtzusammenschau IL-11- Thesen

IL-11 ist ein konstanter Faktor, welcher Dezidualisierung ungestort

ablaufen lasst.

Es zeigte sich keine signifikante Veranderung von IL-11 am Tag 6 und Tag 9
unter 24h hCG-Gabe in dezidualisierten endometrialen Stromazellen. Dies
deutet darauf hin, dass hCG auf die Bildung von IL-11 in dezidualisierten
endometrialen Stromazellen gleichbleibend wirken koénnte. Bei den
vorliegenden Ergebnissen zeigte sich im Mittel auf Proteinebene eine
Konstanthaltung von IL-11 durch Gabe von ansteigenden Konzentrationen an
hCG. Unter der Annahme einer konstant haltenden Wirkung von hCG auf die
Produktion von IL-11 in endometrialen Stromazellen kdnnte man die Vermutung
anstellen, dass der implantierende Embryo auf diese Weise die Moglichkeit hat
IL-11 konstant zu halten und so die Dezidualisierung des Endometrium weiter

vorantreibt.

IL-11 muss wahrend der Dezidualisierung und Implantation konstant
bleiben.

IL-11 ist in der Literatur als entscheidender Faktor beschrieben, welcher das
Zelliberleben verlangert und auf diese Weise endometriale Stromazellen vor
Zellschaden wéhrend der embryonalen Implantation schitzt. (Tanka et al., 2001)
Es konnte aus diesem Grund vermutet werden, dass IL-11 in Anwesenheit
eines Embryos uber dessen hCG Produktion weder herauf noch herunter
reguliert werden muss. Stattdessen ist es essentiell die IL- 11Sekretion, in der
wichtigen Phase der Nidation des Embryos, konstant zu halten um
endometriale Stromazellen vor Zellschaden zu schitzen. Die in dieser Arbeit

gewonnen Ergebnisse wirden mit dieser These in Einklang stehen.
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Die Dezidualisierung ist eine hauptsachlich maternale Aufgabe.

Zusammenfassend lasst sich allerdings auch feststellen, dass die
Proteinsekretion von IL-11 durch hCG kaum reguliert wird. Somit kann vermutet
werden, dass IL-11 eher nicht durch hCG reguliert wird, sondern anderen
Regulatoren unterworfen sein muss. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
eine Kombination von Ostrogen mit Progesteron die Sekretion von IL-11
reduzieren. Die alleinige Gabe von Ostrogen stimuliert die IL-11 Sekretion. (von
Rango et al., 2004) Es kann also davon ausgegangen werden, dass das vom
Ovar produzierte Ostrogen und vom Corpus luteum produzierte Progesteron
den grof3ten Einfluss haben und die Dezidualisierung hauptséchlich eine

maternal regulierte Aufgabe ist.

Die Dezidualisierung ist nicht durch hCG reguliert.

IL- 11 gilt als Dezidualisierungsfaktor und wird wie bereits unter 1.8.1
beschrieben nachgewiesener MalRen von cAMP (Brar et al., 1997; Brosens et al.,
1999; Tanget et al., 1993) und Progesteron vorangetrieben. In der Literatur wird
zudem eine Regulation von IL-11 durch RLX (Relaxin) und PGE; (Prostaglandin
E,) diskutiert. (Dimitriadis et al., 2005) An der Sekretion von IL-11 mRNA und IL-
11 Protein sind somit sowohl lokale Faktoren als auch Steroidhormone beteiligt.
Eine Regulation von IL-11 durch hCG, als eines vom Embryo ausgehenden

Signals, konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt werden.
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Dezidualisierung lauft vom Embryo unabhangig ab.

Der Embryo kann die Dezidualisierung somit nicht allein tber eine hCG-
Ausschittung mit Wirkung auf das IL-11 vorantreiben. Somit bleibt zu vermuten,
dass die Regulierung von endometrialem IL-11 unabhangig von dem frihen

embryonalen Signal hCG verlauft.

Allerdings stoéren uns bei dieser Annahme die signifikanten Ergebnisse von IL-
11 bei 48h Inkubation mit hCG in hohen Konzentrationsbereichen. Es gibt also
sehr wabhrscheinlich einige Ausnahmen der vorher postulierten Thesen.
Wahrscheinlich sind es andere als die hier untersuchten Faktoren, welche dabei
eine tragende Rolle spielen.
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4.2 Interleukin-15

4.2.1 IL-15Tag 624 h r-hCG

Die mRNA Expression nimmt von 100 Prozent mit steigender Konzentration an
r-hCG kontinuierlich bis auf 60 Prozent ab. Dabei sind die Ergebnisse ab einer
Konzentration von 1.000 mit p<0,01 signifikant.

Hohe Konzentrationen von hCG vermindern somit die IL-15 Produktion, welche
fur die Rekrutierung von peripheren CD 16 (-) NK Zellen aus dem Blut ins
menschliche Endometrium zustandig sind. (Kitaya et al., 2005) IL- 15 muss
herunter reguliert werden um niedrige Zahlen von NK Zellen einzuschwemmen,
welche den Embryo evtl. verdauen konnten. Allerdings sind NK Zellen nétig um
dem Embryo die Invasion ins Endometrium zu ermoglichen und letztlich die
korrekte Implantation zu gewahrleisten. Allerdings ist die Invasion und
Implantation ein ausschlief3lich lokales Ereignis, sodass dieses wahrscheinlich
sehr interaktiv wahrend des Hatchings reguliert wird und in unserer Studie nicht

untersucht werden konnte.

4.2.2 IL-15Tag 924 hr-hCG

Am Tag 9 beobachten wir ebenfalls eine mit p<0,01 signifikante Abnahme der
MRNA Transkription auf Werte um die 60 Prozent. Diese Abnahme erfolgt
jedoch schon bei einer Konzentration von 10 mU/ml r-hCG und bleibt auch bei
noch hoéheren Konzentrationen in diesem Bereich nahezu konstant. Diese
Ergebnisse bestatigen unsere vorhergehende Ergebnisse und verfestigen die

These, dass IL-15 die Einschwemmung von NK Zellen verhindern kdnnte.
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4.2.3 1L-15Tag 948h r-hCG

Die Probe S050426 wurde herausgenommen, da die Werte sehr stark von den

restlichen Ergebnissen abweichen.

Die zur Auswertung am Tag 9 herangezogenen Werte nach 48-stiindiger
Inkubation mit r-hCG zeigen eine konzentrationsabhdngige Abnahme der
MRNA-Expression auf unter 25 Prozent bei 100.000 mU/ml. Ab einer
Konzentration von 100 mU/ml r-hCG sind die Ergebnisse mit p<0,01 statistisch
signifikant. Da auch dieses Ergebnis signifikant ist kann davon ausgegangen

werden, dass hCG IL-15 reguliert.

4.2.4 Gesamtzusammenschau IL-15 mRNA Expression

Alle mRNA Werte von IL-15 zeigen eine signifikante Abnahme bei hohen
Konzentrationen von hCG. In vorangegangenen Studien von Dunn et al. 2002,
Kitaya et al. 2000 und Okada et al. 2000a wurde davon ausgegangen, dass die
IL-15 mRNA Expression sich wahrend der Dezidualisierung in vitro in
endometrialen Stromazellkulturen steigert. Hierfur scheinen cAMP oder
Progesteron als Stimulator zu dienen. HCG hingegen konnte der gesuchte

Inhibitor der IL-15 mRNA Expression sein.

IL-15 kontrolliert die Funktion und Versorgung von Lymphozyten. (Kang et al.,
2004) IL-15 ist somit an der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und T-Zellen beteiligt. Im Falle einer Schwangerschaft sollte es
allerdings nicht zur einer AbstoRung der Uterusschleimhaut kommen. Aus
diesem Grund erscheint es schlussig, dass IL-15 herunter reguliert werden
muss, um eine regelrechte Implantation des Embryos zu gewahrleisten.
Makrophagen durfen in diesem Fall den ,Fremdkdrper Embryo“ nicht als
tumorales Gewebe ansehen und verdauen, sondern mussen in ihrer Funktion

als phagozytierende Zellen gebremst werden.
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IL-15 konnte in Abhangigkeit von hCG also zwei Funktionen in endometrialen
Stromazellen haben. Zum einen die Dezidualisierung des Endometriums
abzuschlielRen und zum anderen Makrophagen davon abzuhalten den Embryo

als ,pseudotumorales Gewebe* zu verdauen.

425 IL-15und ELISA

Zu Interleukin 15 konnte wie oben bereits erwdhnt nur die mRNA gemessen
werden, da Interleukin-15 im ELISA nicht messbar war. Dies liegt vermutlich
daran, dass der IL-15 ELISA nicht ausreichend sensitiv ist und bei
wahrscheinlich relativ niedrigen IL-15 Konzentrationen nicht in den messbaren
bzw. vom ELISA erfassbaren Bereich kommt. Aus diesem Grund liegen keine

Proteindaten von IL-15 vor.
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4.3 Grundsatzliche Grinde fur nicht signifikante Ergebnisse

bzw. Unterschiede zwischen den Kulturreihen

Grundsatzlich bleibt zu erwdhnen, dass die interindividuelle Unterschiede in
verschiedenen Mel3reihen oft zu sehr starken Abweichungen gefihrt haben und
aus diesen Grund eine allgemeingtltige Aussage zu den Ergebnisse sehr
schwer fallt bzw. unmdglich ist. Es ist in vitro sehr schwierig in vivo
Bedingungen nachzustellen und aus weniger als 5 Proben einen Ruckschluss
auf das Gesamtkollektiv der Frauen bzw. Menschen unterschiedlicher Entitaten
zu ziehen. Ein entsprechendes Vorwissen Uber die Probandinnen in Bezug auf
bereits geborene Kinder, Fehlgeburten oder ungewollter Kinderlosigkeit,
Verhutungsmethoden etc. ware sicher sinnvoll, jedoch in einer einzigen

derartigen Studie nicht moglich.

Aus den oben genannten Griinden waren Metastudien welche ein grol3eres

Patientenkollektiv erfassen erforderlich.

4.4  Verwendung von hCG als Stimulator der

Dezidualisierung

Eines der ersten bekannten hormonellen Signale des Embryos ist das hCG.
Seine Sekretion beginnt spatestens am Tag 7 der Befruchtung im
Blastozystenstadium. (Lopata et al., 1989) Als sogenanntes
Schwangerschaftshormon unterhalt es endokrin das Progesteron bildende
Corpus luteum, welches hiermit die Schwangerschaft erhalt. Zusatzlich reguliert
es die Produktion verschiedener an Differenzierung und Proliferation des
Endometriums sowie der Implantation des Embryos beteiligten Substanzen.
(Licht et al, 2001) Humanes Choriongonadotropin wird in der
Reproduktionsmedizin als Ovulationsausloser und neben Progesteron in der
Lutealphasenunterstiitzung eingesetzt. Es scheint sich abzuzeichnen, dass die
Behandlung mit hCG die Implantationsraten menschlicher Embryonen erhdht.

Neuere Studien zeigen, dass die Implantationsraten bei Eizellspende dann
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signifikant ansteigen, wenn vor dem Embryotransfer hCG gegeben wird. Die
Gabe von hCG scheint durch direkte Effekte am Endometrium die
Implantationsrate zu verbessern. (Tesarik et al., 2003) Daten der Arbeitsgruppe
Licht et al. bestatigen, dass hCG einen direkten, die Implantation fordernden
Effekt auf das Endometrium zu haben scheint. (Licht et al., 2001) So konnte
gezeigt werden, dass hCG lokale Parameter verandert, die die Angiogenese
(VEGF), die Ausreifung des Endometriums (IGFBP-1), die Implantation selbst
(LIF, M-CSF) und die Plastizitdt des Endometriums (MMPSs) beeinflussen. (Licht
et al.,, 1998) Andere Arbeitsgruppen zeigten ebenfalls regulierende Effekte von
hCG auf Zytokine, angiogenetische Wachstumsfaktoren,
Cyclooxygenaseexpression, sowie auf Faktoren die bei der Apoptose eine Rolle
spielen und auf Faktoren, die auf die Dezidualisierung des Endometriums
einwirken. (Fazleabaset al., 1999; Filicoriet al., 2005; Strakovaet al., 2005) In der hier
vorliegenden Studie wurde der Einfluss von hCG auf die Expression von IL-11
und -15 in endometrialen Stromazellen in vitro untersucht. Bisher existierten

keine Daten zu einem maoglichen Einfluss von hCG auf diese beiden Faktoren.

4.5 Beteiligung von IL-11 und 15 an der Fertilitat und
Regulation durch hCG

Die in dieser Arbeit untersuchten Faktoren IL-11 und -15 spielen fur die
Proliferation und Differenzierung des Endometriums eine entscheidende Rolle.
Da beide Interleukine Auswirkungen auf Epithel- und Stromazellen haben, gilt
es diesen molekulargenetischen Zusammenhang in Bezug auf die Fertilitat
naher zu untersuchen. Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten von IL-11 und -
15 wahrend der Dezidualisierung in humanen endometrialen Stromazellen in
vitro und einen maoglichen Einfluss von hCG auf diese Faktoren zu untersuchen.
Fir IL-11 konnte keine von hCG abhéangige Regulierung nachgewiesen werden.
IL-15 hingegen wird durch hohe hCG-Konzentrationen signifikant herunter

reguliert.
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4.6 Klinischer Ausblick

Da die Rezeptivitat des Endometriums von entscheidender Bedeutung flr eine
erfolgreiche Implantation und Schwangerschaft ist, gilt es hier nahere
molekulargenetische Zusammenhange besser zu verstehen. Dabei missen wir
zwei Komponenten auseinanderhalten. Die Implantation selbst ist ein Prozess
der das Zusammenspiel von Blastozyste und Endometrium erfordert. Die
Vorbereitung des Endometriums wahrend des Menstruationszyklus unter dem

Einfluss von Steroidhormonen hingegen stellt eine maternale Aufgabe dar.

Da die Vorgdnge im Endometrium weiterhin nicht vollstandig geklart sind
scheint es hier noch genltgend Arbeit fir die Grundlagenforschung zu geben.
Neben den klassischen Steroidhormonen Ostrogen und Progesteron scheinen
auch eine Vielzahl anderer Faktoren an der Rezeptivitdit des Endometriums
beteiligt zu sein. Fur das Zustandekommen einer Schwangerschaft ist die
erfolgreiche Implantation des Embryos essentielle Bedingung. Die weitere
Aufklarung dieses Vorganges ist sowohl von physiologischem Interesse als
auch im Hinblick auf mdgliche TherapiemalBnahmen beispielsweise in der
Reproduktionsmedizin interessant. So konnten mit einem besseren Verstandnis
der Vorgange in Zukunft Mdoglichkeiten gefunden werden die Implantation
gezielter als bisher zu beeinflussen. Dies kdnnte zu hdheren erfolgreich
ausgetragenen Schwangerschaften filhren. Insbesondere Frauen mit
wiederholtem Versagen der Implantation (repeated implantation failure, RIF)
unter Kinderwunsch-Behandlung koénnte damit eine optimierte Therapie
angeboten werden. Es wird angenommen, dass bei RIF-Frauen unter anderem
verschiedene krankhafte Verdnderungen des Uterus, wie ein gering
aufgebautes Endometrium oder veranderte Expression von Faktoren zu einer

verminderten Rezeptivitat des Endometriums fuhren. (Margalioth et al., 2006)
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Auch im Hinblick auf schwangerschaftsassoziierte Erkrankungen sind
weitergehende Kenntnisse Uber die molekularen Mechanismen wahrend der
Implantation von  weitreichender Bedeutung. Wahrscheinlich  haben
Erkrankungen wie Praeklampsie oder Frihgeburtlichkeit ihren Ursprung zu
Beginn der Schwangerschaft, zum Beispiel in anormaler Implantation oder
Plazentaentwicklung. Ein besseres Verstandnis der Vorgange bei anormaler
Implantation und Plazentation konnte die Behandlungsmoglichkeiten von
Erkrankungen verbessern, die mit Infertilitdt, wiederholten Fehlgeburten oder
Praeklampsie verknipft sind. (Norwitz, 2006)
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten von IL-11 und IL-15 wahrend der
Dezidualisierung in humanen endometrialen Stromazellen in vitro und einen
moglichen Einfluss von hCG auf diese Faktoren zu untersuchen. Hierfur wurden
Primarzellkulturen von endometrialen Stromazellen verwendet. Die Proben
stammten aus Hysterektomien, die pramenopausale Frauen aufgrund gutartiger
Erkrankungen durchfuhren lieRen. Die Zellkulturen wurden mit 1 pM
Progesteron und 30 nM 17B-Ostradiol, sowie rekombinatem hCG inkubiert. Die
Messungen von IL-11 und -15 mRNA und Proteinen wurden mittels
semiquantitativer RT-PCR und ELISA durchgeflhrt. Wahrend bei IL-11 keine
Regulation durch hCG festgestellt wurde, konnte bei IL-15 eine signifikante
Inhibition durch hohe hCG-Konzentrationen gezeigt werden. Dies unterstutzt
Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen, die IL-11 als SchlUsselfaktor in der
dezidualen Umwandlung sehen, welche zum Grol3teil vor der hCG-Produktion
eines Embryos stattfindet. Da die IL-15 Sekretion von DSC im menschlichen
Uterus die uNK zur Proliferation stimuliert, kann davon ausgegangen werden,
dass hCG diese Proliferation tUber IL-15 Inhibition verhindert, um den Embryo
nicht abzustoRen. Da die Proteindaten von IL-15 im ELISA nicht gemessen

werden konnten, sind dazu weiterfuhrende Untersuchungen notig.
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KAPITEL 8 L EBENSLAUF

8. Lebenslauf
Personliche Daten
Name

Geburtsdatum
Geburtsort

Familienstand

Ellen Sachs-Nill geb. Sachs
11.03.1980
Schwabisch Hall

verheiratet, ein Kind

Schul- und Berufsausbildung

1986 — 1990

1990 — 1996

1996 — 1999

1999 - 2002

Grundschule Kupferzell

Georg-Wagner-Realschule in Kiinzelsau
Erlangung der mittleren Reife

Ausbildung zur Kauffrau in der Grundsticks- und
Wohnungswirtschaft
Schwabisch Hall Immobilien GmbH

Wirtschaftsgymnasium Ohringen
Erlangung der Allgemeinen Hochschulreife

Studium an der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen

10/2002 — 03/2003
10/2003 — 03/2005
Fruhjahr 2005

ab 03/2005

02/2008 — 06/2008

06/2008 — 02/2009

02/2009 — 10/2009

10/2009 — 01/2010

26.11.2010

Biologie und Mathematik Studium

Vorklinischer Studienabschnitt der Humanmedizin
Arztliche Vorprufung

Klinischer Studienabschnitt

Praktisches Jahr :

1. Tertial: Innere Medizin am Klinikum Steinenberg in
Reutlingen

Unterbrechung des Praktischen Jahres aufgrund
Elternzeit

Praktisches Jahr

2. Tertial: Chirurgie am Klinikum Steinenberg in
Reutlingen

3. Tertial: Dermatologie an der Universitats-
Hautklinik in Tubingen

Arztliche Prifung (2. Staatsexamen)
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