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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der menschliche Uterus

Der menschliche Uterus ist ein etwa 8 cm langes, 5 cm breites, 2,5 cm tiefes birnenférmiges
Organ (Thomas 2007). Die oberen zwei Drittel werden dem Kérper (Corpus uteri), das untere
Drittel dem verengten Gebarmutterhals (Cervix uteri), zugerechnet. Der oberste Teil des
Corpus uteri bildet eine imaginare Linie zwischen den beiden Tubenmindungen und wird als
Fundus uteri bezeichnet. Der Corpus umschlie3t den dreieckigen Spalt der
Gebarmutterhoéhle (Cavum uteri) (Katz 2007). Das geschmalerte Areal zwischen Cervix und
Korpus wird Isthmus genannt und entspricht der Ebene des inneren Muttermundes, der

Offnung zwischen dem Zervikalkanal und Cavum uteri (Feige et al. 2006) (Abbildung 1.1).

Aus histologischer Sicht wird der Uterus aus dem Endometrium (Tunica mucosa),
Myometrium (Tunica muscularis) und Perimetrium (Tunica serosa) aufgebaut. Die Serosa
stellt das viszerale Peritoneum dar. Mit Ausnahme eines kleinen Bereichs des inneren

Muttermundes, haftet das Peritoneum am gesamten Uterus (Katz 2007).
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Abb. 1.1: Frontalschnitt durch Uterus, Tube und Ovar (Feige 2006).
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Die Schleimhaut des Uterus wird als Endometrium bezeichnet und von einer Schicht aus
Zylinderepithel bedeckt. Die Dicke des Endometriums betrdgt 1 bis 6 mm in Abhangigkeit

von hormoneller Stimulation bzw. vom Zyklusstadium (Katz 2007).
Man unterscheidet

- das Stratum basale, bestehend aus faserreichem Bindegewebe, GefalRen und den basalen
Anteilen der Driisen, das wahrend des Zyklus fast keinen Veranderungen unterliegt und bei
der Menstruation nicht abgestoRen wird. Diese Schicht gewahrleistet die Regeneration des

Endometriums (Baggish 2007),

- und das Stratum functionale, das faserarmes Bindegewebe, GefalRe und den kranialen
Anteil der Drisen enthalt und das wahrend der Menstruation abgestoRen und wieder neu
aufgebaut wird (Baggish 2007, Stauber and Weyerstahl 2007).

Eine Lamina propria existiert nicht. Daflr besteht ein enger Kontakt mit dem Myometrium.
Eine regelrechte Verzahnung zwischen Endometrium und Myometrium gewahrleistet, dass

auch bei einer Ausschabung stets Reste von Endometrium zuriickbleiben (Feige et al. 2006).

Wahrend eines Zyklus in einem Zeitraum von 28+/- 3 Tagen, verandert sich der Aufbau des
Endometriums hormonabhangig, was die Aufnahme und Erndhrung einer befruchteten

Eizelle sicherstellen soll (Stauber and Weyerstahl 2007).

Das Myometrium besteht aus einem dreidimensionalen Netzwerk von glatten Muskelfasern.
Die auRere longitudinale Schicht grenzt an die muskulare Schicht der Tube und Vagina. Die
mittlere Schicht besteht aus einer Vernetzung von schragen, spiralférmig gerichteten
Blndeln der glatten Muskulatur und groRem venésen Plexus. Die innere muskulare Schicht
ist wiederum longitudinal (Katz 2007). Diese Struktur gewahrleistet die suffiziente Blutstillung
nach einer Geburt, indem durch die Kontraktion des Uterus die in diesem Netzwerk
verlaufenden Gefélle unterbunden werden. Im Bereich des Isthmus verlaufen die Fasern
vorwiegend in flach ansteigenden zirkularen Ziigen, so dass sie bei einem Kaiserschnitt nach
Inzision in diesem Bereich leicht nach oben und unten auseinander gedrangt werden kénnen
(Feige et al. 2006).

1.2 Menstruationszyklus

Ausdruck einer normalen Fortpflanzungsfahigkeit der Frau ist der regelmaRige menstruelle
Zyklus. Ein Zyklus beginnt mit dem 1. Tag der Menstruationsblutung und endet mit dem Tag

vor Einsetzen der ndchsten Regelblutung (Stauber and Weyerstahl 2007).

Histologische zyklische Veranderungen des Endometriums konnen sich sowohl in den
endometrialen Drisen als auch im Stroma widerspiegeln. Die oberflachlichen zwei Drittel des

Endometriums unterliegen einer Proliferation und werden ultimativ mit jedem Zyklus
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abgestoRen, wenn es nicht zum Eintreten der Schwangerschaft kommt. Die zyklische Portion
des Endometriums wird als Functionalis bezeichnet und besteht aus der tiefer liegenden
intermediaren Zone (Stratum spongiosum) und der oberflachlich gelegenen kompakten Zone
(Stratum compactum). Die Basalis gehort zur tiefen Region des Endometriums und unterliegt
nicht der signifikanten monatlichen Proliferation, ist aber ein Ausgangspunkt der

endometrialen Regeneration nach jeder menstruellen Blutung (Berek 2007).

Als Geschlechtsreife bezeichnet man bei der Frau die Phase von der ersten (Menarche,
meist zwischen dem 12. und 16. Lebensjahr) bis zur letzten Periodenblutung (Menopause,
etwa 45. bis 55. Lebensjahr). Gleichzeitig ist dies die fruchtbare oder reproduktive Phase im

Leben einer Frau (Stauber and Weyerstahl 2007).

Im Idealfall dauert der menstruelle Zyklus 28 Tage, wobei Schwankungen von +/- 3 Tagen
als normal anzusehen sind. Diese Schwankungen sind auf eine unterschiedlich dauernde
erste Zyklusphase zuriickzufihren, d. h. die Reifung der Follikel variiert individuell. Die Dauer
der sich anschlieBenden Gelbkdrperphase betragt relativ konstant 14 Tage. Der Eisprung
erfolgt somit ungefdhr am 14.-15. Tag vor Einsetzen der Menstruationsblutung (Stauber and
Weyerstahl 2007).

1.21 Hormonelle Regelkreise

Die zyklische Funktion des Ovars ist in den Regelkreis der Organsysteme von

Hypothalamus, Hypophyse und Ovar eingeschlossen.

Der Hypothalamus fungiert als Initiator der follikularen Phase. Gonadotropin-freisetzendes
Hormon (GnRH) wird von dem Hypothalamus in einer pulsatilen Frequenz Uber das
hypophysare Pfortadersystem in den Vorderlappen der Hypophyse weitergeleitet. GnRH
stimuliert die Synthese und Freisetzung von follikelstimulierendem (FSH) und
luteinisierendem (LH) Hormon. FSH interagiert mit den Granulosazellen, die die Oozyten
umschlieBen. FSH férdert die Entwicklung der 15 bis 20 Follikel jeden Monat und interagiert
mit den Granulosazellen indem es die Aromatisierung der Androgene in Ostrogen und
Ostradiol erhéht. Die follikulare Ostrogen-Synthese ist einerseits essentiell fir die
Vorbereitung des Endometriums zur Implantation, andererseits fiihrt sie als Teil des positiven
Feedbacks zu dem praovulatorischen LH-Peak. Der Haupteffekt des LH-Anstiegs ist die
Ovulations-Auslésung und Stimulation der Androgensynthese in den Thekazellen und
Progesteronsynthese durch das Corpus Iluteum im Ovar (Katz 2007). Hohe
Progesteronspiegel rufen ein negatives Feedback hervor, was wiederum die FSH und LH-
Ausschuttung vermindert (Berek 2007).

Die zyklisch auftretenden hormonellen Veranderungen bei der Frau spiegeln sich in den

gleichfalls zyklischen Veranderungen am Endometrium wider (Abbildung 1.2).
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Abb. 1.2: Menstrueller Zyklus. Das obere Panel zeigt die zyklischen Veranderungen von FSH, LH,
Ostradiol (E;) und Progesteron (P) in Relation zum Zeitpunkt der Ovulation. Das mittlere und das
untere Panel reprasentiert die Korrelation des ovariellen Zyklus in der follikuldren und lutealen Phase
zum endometrialen Zyklus in der proliferativen und sekretorischen Phase (Berek 2007).

1.211 Proliferative Phase (Follikelphase)

Der erste Tag der menstruellen Blutung wird als erster Tag des menstruellen Zyklus
bezeichnet. Nach der Menstruation besteht die Zona basalis aus primordialen Drisen und
dichtem Stroma nah an das Myometrium angrenzend. Die proliferative Phase ist durch
progressives mitotisches Wachstum der Zona functionalis charakterisiert. Diese
Veranderungen geschehen als Antwort auf den steigenden Ostrogenspiegel. Am Anfang der
Proliferationsphase ist das Endometrium mit 1-2 mm relativ dinn. Die vorwiegenden

Veranderungen, die in dieser Phase zu sehen sind, zeigen sich in dem Wachstum der initial
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geraden, schmalen und kurzen endometrialen Drisen in lange gewundene Strukturen.
Histologisch gesehen, enthalten die proliferativen Drisen multiple mitotische Zellen. Die
Organisation dieser Zellen wechselt von dem niedrigen Kolumnenmuster in der frihen
proliferativen Periode zum pseudogeschichteten Bild vor der Ovulation. Wahrend dieser
ganzen Periode reprasentiert das Stroma eine dichte, kompakte Schicht und die vaskularen
Strukturen sind nur selten zu sehen (Berek 2007). Die massive LH-Freisetzung in der Mitte
des Zyklus ist fir den Anstieg der Konzentration von lokalen Prostaglandinen und
proteolytischen Enzymen in der follikullaren Wand verantwortlich. Dies fuhrt zur Perforation
der Follikelwand und langsamen Extrusion der Eizelle durch die Wandéffnung (Ovulation)
(Feige et al. 2006).

1.21.2 Sekretorische Phase (Lutealphase)

In dem idealen menstruellen Zyklus, der 28 Tagen andauert, erfolgt die Ovulation 14-15
Tage vor dem Einsetzen der Menstruationsblutung. Innerhalb der nachsten 48 bis 72
Stunden nach der Ovulation induziert der Anfang der Progesteronsekretion eine
Verschiebung im histologischen Erscheinungsbild des Endometriums. Die sekretorische
Phase wird gréRtenteils wegen der Anwesenheit der eosinophilen proteinreichen
Sekretionsprodukte im glanduldren Lumen als solche benannt. Im Gegensatz zur
Proliferationsphase, ist die Lutealphase des menstruellen Zyklus durch zellulare Effekte des
Progesterons neben denen des Ostrogens charakterisiert. Alilgemein ist der Einfluss des
Progesterons dem Ostrogeneffekt antagonistisch und zeigt sich in der progressiven
Abnahme der Konzentration der Ostrogenrezeptoren in den endometrialen Zellen. Als
Resultat kommt es in der spaten Phase des Zyklus zur Antagonisierung der
Ostrogeninduzierten DNA-Synthese und zellularen Mitose. Die endometrialen Driisen
formieren charakteristische periodische glykogenhaltige Vakuolen, die sich mit
fuchsinschwefeliger Saure (Schiff-Reagenz) anfarben lassen. Diese Vakuolen erscheinen
zuerst subnuklear und wandern im Laufe der Phase in das glanduldre Lumen. Am 6.-7. Tag
nach der Ovulation ist die sekretorische Aktivitat der Drisen am stérksten ausgepragt und

das Endometrium ist optimal fur die Implantation der Blastozyste vorbereitet.

Die 6dematdsen Veranderungen im Stroma zeigen sich erst ab dem 7. postovulatorischen
Tag. Zusammentreffend mit dem maximalen Odem des Stromas in der spéten
sekretorischen Phase, werden die Spiralarterien deutlich sichtbar, ldnger und gewendelter.
Etwa 2 Tage vor der Menstruation kommt es zum dramatischen Anstieg der Lymphozyten,
die aus dem vaskularen System in das Stroma migrieren. Die leukozytare Infiltration kiindet
den Kollaps des endometrialen Stroma und den Anfang der menstruellen Blutung an (Berek
2007). Bei einem Ausbleiben der Schwangerschaft sistiert die glanduldre Sekretion. Der

Abfall von Ostrogen und Progesteron fiihren zum Umbau des Corpus luteum zum Corpus
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albicans. Hormonentzug fihrt zur Regression des Endometriums durch Spasmus der
Spiralarterien. Die resultierende Ischamie fuhrt zur Auflésung der Lysosomen und
Freisetzung der proteolytischen Enzyme, die ihrerseits die Gewebedestruktion oberhalb der
Basalis beglnstigen. Es kommt zur AbstoRung der Funktionalis (Desquamationsphase 1.-4.

Zyklustag).

Die Produktion der Prostaglandine ist zum Zeitpunkt der Menstruation am starksten.
Prostaglandin F,, (PGF5,) ist ein potenter Vasokonstriktor, der den arteriellen Vasospasmus
und endometriale Ischamie einleitet. PGF,, beférdert auch die myometrale Kontraktion, was
den lokalen Blutfluss in der Uteruswand vermindert und dem Abstoflen des endometrialen
Gewebes dienen konnte (Berek 2007).

1.2.2 Dezidualisierung und das Implantationsfenster

Dezidualisierung ist ein Prozess der Differenzierung des Endometriums, der beim Menschen
in der 2. Zyklushalfte unabhangig von dem Vorhandensein eines Konzeptus stattfindet.
Dieser Prozess wird von Progesteron und dem sekundaren Botenstoff cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) kontrolliert. Die Veranderungen sind zunachst rund um die
Spiralarterien lokalisiert und fiihren zur Remodelierung (Gellersen and Brosens 2003,
Dimitriadis et al. 2005, Gellersen et al. 2007b, Brosens et al. 2009). Bei der Dezidualisierung
kommt es zur Transformation der fibroblastférmigen endometrialen Stromazellen in
sekretorische epithelioidférmige rundliche bzw. polygonale deziduale Zellen in der
Vorbereitung zur Implantation der Blastozyste. Zu den Markern der Dezidualisierung gehdren
das deziduale Prolaktin (dPRL) und Insulin-like growth factor-binding protein 1 (IGFBP-1)
(Giudice and Irwin 1999). Auch die Produktion von solchen Faktoren, wie Plasminogen-
Activator-Inhibitor 1 (PAI1) (Lockwood et al. 1999), Komponenten der Basalmembran, wie
Laminin, Kollagen Typ IV und Fibronektin (FN), wird erhéht (Tseng and Mazella 2002,
Salamonsen et al. 2003). Deziduale Zellen exprimieren auch Tetraspanin CD82 (KAI-1), ein
Zellenoberflachenprotein, das als Suppressor der Metastasierung in Tumorzellen fungiert
(Jackson et al. 2005, Gellersen et al. 2007a). Die Umwandlung der Stromazellen geht mit
einem massiven Influx immunkompetenter Zellen einher. In der spaten sekretorischen Phase
des Zyklus betragt der Anteil der Leukozyten 30-40% aller Zellen im stromalen Kompartiment
(Dosiou and Giudice 2005, King 2000). Die groRte Leukozyten-Population im Endometrium
stellen die uNK-Zellen (uterine natirliche Killerzellen) dar, die in der Nahe der Spiralarterien
ruhen (Trundley and Moffett 2004). Die uNK sezernieren Wachstumsfaktoren, die eine
wichtige Rolle in der vaskularen Remodelierung spielen (Anne Croy et al. 2006, Hanna et al.
2006, Gellersen et al. 2007b).

Beim Ausbleiben der Schwangerschaft fallt der Progesteronspiegel im Blut und die

dezidualisierten Stromazellen erlangen ihren Ausgangsphanotyp wieder. Es kommt zur
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Induktion der Aktivitat der inflammatorischen Zytokine und Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
und der Auslésung der menstruellen Schadigung, was das Wiedereinsetzen (Reinitiierung)
des menstruellen Zyklus erlaubt. Kommt es aber zur Befruchtung, steigt der
Progesteronspiegel im Blut, was die Aufrechterhaltung der Dezidualisierung fur die

erfolgreiche interstitielle und vaskulare Invasion des Trophoblasten begunstigt.

Die Dezidua formiert eine dichte extrazellulare Matrix (EZM), die, wie es vermutet wird, ein
bestimmtes zytokinhaltiges Milieu darstellt, das einerseits die Anhaftung des Trophoblasten
erleichtert und andererseits wie eine physiologische Barriere agiert, die die Invasion des
Trophoblasten limitiert (Kliman 2000, Fazleabas et al. 2004). Einer der wesentlichen
Bestandteilen des dezidualisierten EZM ist Kollagen Typ IV (lwahashi et al. 1996), welcher
als Substrat der Matrix Metalloproteinasen (MMP)-2 und -9 fungiert (Sternlicht and Werb
2001). Diese Proteasen werden von den Trophoblastzellen exprimiert (Cohen et al. 2006,
Ferretti et al. 2007), wohingegen produzieren die Deziduazellen Tissue Inhibitoren der MMPs
(TIMPs), die die Wirkung der proteolytischen Aktivitdt des EVT neutralisieren und damit unter
anderem seine Invasion einschranken (Lockwood et al. 1998, Irwin et al. 2001, Dimitriadis et
al. 2005).

Durch die Formierung der Pinopodien (grofle ektoplasmatische Ausstilpungen) (Murphy
2000) auf der apikalen Seite des Iluminalen Epithels wird die Erdffnung des
Implantationsfensters gekennzeichnet. Die Komposition des Uterussekrets zum Zeitpunkt
der Implantation hat zum Begriff ,Implantationsfenster” gefuhrt, dem Zeitraum, in dem die
Uteruswand rezeptiv ist. Der Zeitpunkt des Implantationsfensters beginnt am 6. Tag der
Progesteronproduktion und endet 3 - 4 Tage spater (Nikas et al. 2000). Beim Menschen ist

das rezeptive Fenster somit auf den 20. - 24. Zyklustag begrenzt.

Die Dezidualisierung stellt also ein komplexes Zusammenspiel der endokrinen, parakrinen

und autokrinen Signale dar.

1.3 Konzeption und Teilung der Blastozyste

Nach der Ovulation wird die Eizelle vom Fimbrientrichter der Tuba uterina aufgenommen und
in den ampulldren Abschnitt beférdert, dem Ort der Befruchtung (Diedrich et al. 2007). Die
Konzeption findet 24 - 48 Stunden nach der Ovulation statt. Die initialen Stadien der
Entwicklung, von der befruchteten Eizelle (Zygote) bis zur soliden Masse an Zellen (Morula),
geschehen wahrend der Passage durch die Fallop’sche Tube in einem nicht adhasiven
protektiven ,Mantel, der Zona pellucida (Red-Horse et al. 2004). Die Morulazellen sind bis
zum 8-Zell-Stadium totipotent, d. h. dass sie sowohl zu Vorlaufern des sich entwickelnden
Embryos als auch des extraembryonalen Gewebes differenzieren kénnen. Die Morula

erreicht die Gebarmutterhéhle etwa um den 3. Tag nach der Konzeption.
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Das Erscheinen einer flussigkeitsgefullten Héhle markiert die Umwandlung der Morula in die
Blastozyste und ist begleitet von zelluldrer Differenzierung. Die aullere Zellschicht (der
Zellmantel), die die Blastozystenhéhle umrahmt, wird als Trophoblast bezeichnet. Daraus

werden die extraembryonalen Strukturen inklusive Plazenta entwickelt (Abbildung 1.3).

Abb. 1.3: Frihe Stadien der menschlichen Entwicklung von der
Befruchtung bis zu Formierung einer Blastozyste (Red-Horse et al. 2004).

Aus der Zusammenlagerung der inneren Zellmassen entsteht der Embryo. Innerhalb der 72
Stunden nach dem Erreichen der Gebarmutterhdhle schliipft (,Hatching“) der Embryo aus
der Zona. Das Trophektoderm wird frei und ist fir die Anhaftung bereit (Red-Horse et al.
2004). Die Wahrscheinlichkeit zur Entstehung einer Schwangerschaft wahrend eines
menstruellen Zyklus betragt nur etwa 30 Prozent. Nur 50 bis 60 Prozent aller Konzepten
erreichen die 20. Gestationswoche. Von den Fruhaborten bilden 75 Prozent eine fehlerhafte
Implantation ab und werden dementsprechend klinisch nicht als Schwangerschaft
identifiziert. Ein  besseres Verstdndnis der molekularen Mechanismen des
Implantationsvorganges und der Plazentation kénnte die Therapieoptionen auf dem Gebiet
der Infertilitdt und des friihzeitigen Schwangerschaftsabbruches verbessern (Norwitz et al.
2001).

1.4 Implantation

Beim Menschen findet die Implantation zwischen dem 20. und dem 24. Zyklustag
(Implantationsfenster) statt. Die Fortschritte in den Assistierten Reproduktiven Technologien

(ART) mit dem Transfer des Embryos in das Uteruslumen flhrten zu der Erkenntnis, dass



9 Einleitung

der Zeitpunkt zwischen dem 20. und 24. Tag des regularen 28 Tage dauernden menstruellen
Zyklus fiur die Implantation optimal ist (Bergh and Navot 1992). Wahrend des
Implantationsfensters erreicht der Embryo eine ,Anhaftungskompetenz* (Watson et al. 2004),
und das Endometrium wird rezeptiv (Achache and Revel 2006). Charakteristiken der uterinen
Empféanglichkeit umfassen folgende histologische Veranderungen: das Endometrium wird
ausgiebiger durchblutet, 6dematds, die endometrialen Drisen entfalten erhohte
sekretorische Aktivitat. Auf der luminalen Seite des uterinen Epithels kommt es zur
Entwicklung von Pinopodien. Diese Veranderungen sind wertvolle Pradiktoren eines
Schwangerschaftserfolges (Norwitz et al. 2001). Der darauf folgende molekulare Dialog
zwischen der implantierenden Blastozyste und dem rezeptiven Endometrium ist ein
Schlissel zu einer erfolgreicher Implantation (Paria et al. 2002). Stérungen in der
Synchronisierung der Interaktion zwischen den Komponenten dieses Prozesses resultieren

in Implantationsfehlern.

Der Prozess der Implantation kann in drei Phasen unterteilt werden: Apposition, Adhasion
und Invasion (Hannan and Salamonsen 2007), und beginnt mit dem ,hatching® (Schlipfen

des Embryos aus der umgebenden Zona pellucida) (Red-Horse et al. 2004).

Wahrend der Apposition befindet sich die Blastozyste in der unmittelbaren Nahe des
rezeptiven Endometriums. Mikrovilli der apikalen Oberflache des Trophektoderm
interdigitieren mit den Mikroprotusionen auf der Oberfliche des uterinen Epithels
(Pinopodien) (Hertig et al. 1959) (Abbildung 1.4).

Es erfolgt ein Signalaustausch via sekretorische Molekule, wie Zytokine, Chemokine,
Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekiile der Integrin-Familie, Rezeptoren, die auf beiden
Oberflachen lokalisiert sind (Lessey 2002). Unter vielen ist das L-Selektin System in die
Appositionsphase involviert (Genbacev et al. 2003). Karbohydrat-Liganden, die das L-
Selektin binden, sind auf dem luminalen Epithel zum Zeitpunkt der Implantation lokalisiert.
Das Trophektoderm dahingegen exprimiert L-Selektin sehr stark nach dem ,Hatching” und
bindet an die epithelialen Oligosaccharid-Liganden (Genbacev et al. 2003). Die
Kommunikation durch die Prasentation von Adhasionsmolekilen auf der Oberflache der
fetalen und maternalen Zellen ermdglicht die Anhaftung der oberen Schichten der
Blastozyste (Trophektoderm) an die Gebarmutterschleimhaut (Adhasionsphase) (Hannan

and Salamonsen 2007).
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syncytiotrophoblast
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Abb. 1.4: Apposition und Adhésion der Blastozyste. Die Abbildung
demonstriert das Praimplantationsstadium der Blastozyste (ca. Tag 6 - 7
post conceptionem) und héchstwahrscheinlich wichtige Prozesse fur die
optimale Rezeptivitdt des Uterus, Apposition und Adhasion der
Blastozyste (Norwitz et al. 2001).

Abb. 1.5: Implantation der Blastozyste. Das Diagramm zeigt
eine invadierende Blastozyste (ca. 9 - 10 Tag post
conceptionem) und Prozesse, die fir die Invasion des
Trophoblasten erforderlich sind (Norwitz et al. 2001).
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Kurz darauf penetriert die Blastozyste das Epithel und die unterliegende Basalmembran der
Uterusschleimhaut und invadiert die Dezidua (Bischof et al. 2002). Die Migration des
Trophoblasten wird durch Wachstumsfaktoren wie Insulin-like Growth Factor-1I (IGF-II)
geférdert, und die EZM dabei durch die Matrix-Metalloproteinasen, wie MMP-2, MMP-9
degradiert (Irving and Lala 1995) (Abbildung 1.5). Es folgen die Proliferation, Differenzierung,
Invasion des Trophoblasten durch die Dezidua, was die Ausbildung der Verbindung zu den
maternalen Gefalken und die Formierung einer intakten Plazenta erméglicht (Grewal et al.
2008).

Der Vorgang der Implantation wird mit einer aseptischen, entziindlichen, immunologischen
Antwort verglichen (Fazleabas et al. 2004). Molekulare Mechanismen vermitteln die
Emigration der Leukozyten aus dem zirkulierenden Blut zu dem ,Ort der Entzindung“ oder
Invasion (Red-Horse et al. 2004).

Abb. 1.6: Erhaltung der frihen Schwangerschaft. Das
Diagramm zeigt den implantierten Embryo (ca. 14 Tag post
conceptionem) und Prozesse, die fir die Aufrechterhaltung
der frihen Schwangerschaft von Bedeutung sind (Norwitz et
al. 2001).

Zahlreiche funktionelle Studien an einem Tiermodell, hauptsachlich Mausen, haben zur
Erkenntnis geflhrt, dass verschiedene Wachstumsfaktoren und Rezeptoren, unter anderem

Epidermal Growth Factor (EGF) Rezeptor (Carver et al. 2003), Leukaemia Inhibitory Factor
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(LIF) (Schofield and Kimber 2005), Heparin-Binding-Epidermal Growth Factor like Growth
Factor (HB-EGF) (Xie et al. 2007) eine Funktion bei der embryonalen Implantation austben.
AulBerdem zeigen in vitro Studien, dass HB-EGF die Anhaftung der Blastozyste unterstutzt
(Mardon et al. 2007). Verminderte Expression von EGF und EGF-ahnlichen
Wachstumsfaktoren, wie HB-EGF, kénnte in der Einschréankung der adaquaten Invasion des
Zytotrophoblasten resultieren (Leach et al. 2002). Interleukin-1§ (IL-1B) wurde als parakriner
Faktor in der Vermittiung der Kommunikation zwischen maternalem Endometrium und
Embryo identifiziert (Fazleabas et al. 2004).

Der Spiegel von LIF im luminalen und glanduldren uterinen Epithel steigt in der mittleren
sekretorischen Phase des menstruellen Zyklus an (Cullinan et al. 1996). Die verminderte
Sekretion des Zytokins ist mit Infertilitdt assoziiert (Chaouat et al. 1995). LIF wird auch in

dem die implantierte Blastozyste umgebenden Stroma produziert (Song et al. 2000).

Unter vielen Aspekten der Synchronisierung des Prozesses der Implantation ist die Rolle der
Steroidhormone am besten untersucht und verstanden. Die Implantation bendtigt den
praovulatorischen Anstieg der Sekretion des 17B-Ostradiols, der die Proliferation und die
Differenzierung der uterinen Epithelzellen stimuliert. Die kontinuierliche Produktion des
Progesterons vom Corpus luteum stimuliert die Differenzierung der uterinen Stromazellen zu
Deziduazellen. Effektoren der Steroidhormonaktivitat beinhalten  Peptidhormone,

Wachstumsfaktore und Zytokine (Norwitz et al. 2001).

Um den zehnten Tag nach der Konzeption ist die Blastozyste vollstdndig in das stromale
Gewebe des Uterus eingebettet. Das uterine Epithel ist wieder Uber die ,Implantationsstelle®
gewachsen und bedeckt sie. Es erfolgt die Differenzierung des Trophoblasten entlang den

unterschiedlichen Wegen (Abbildung 1.6).

1.5 Differenzierung des Trophoblasten

Sobald der Embryo mit der Uteruswand verankert wird (6. - 7. Tag nach der Ovulation), ist
der nachste Schritt die Ausbildung der fetomaternalen Einheit. Die Differenzierung des
Trophoblasten in den invasiven Phanotyp beginnt sehr frih wahrend der ersten
Implantationsschritte der Blastozyste. Die Trophoblastzellen befinden sich auf der Frontlinie
der Blastozyste und entwickeln invasive Eigenschaften wahrend der Differenzierung (Loke et
al. 1995). Die epithelialen trophektodermalen Zellen haften sich mit ihrer apikalen Seite an
das uterinen Epithel an und invadieren anschlieRend das dezidualisierte endometriale
Stroma und transformieren sich in nicht polarisierte Zellen (Carson et al. 2000). Ungefahr um
die 8. Schwangerschaftswoche ist die Gebarmutterschleimhaut vollstdndig von dem
interstitiellen EVT kolonisiert und die Zellen erreichen die dezidua-myometriale Grenze. Bei

der Migration in die tieferen Schichten der Dezidua verwandelt sich der interstitielle EVT in
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multinukledre rundliche gigantische Plazenta-Bett-Zellen. Das ist besonders im zweiten
Trimester der Schwangerschaft bei der Invasion in das innere Myometrium zu beobachten.
(Ferretti et al. 2007).

Trophoblast besteht aus verschiedenen Zellpopulationen, mit unterschiedlicher
Zellmorphologie. In den frihen Stadien befinden sich die Zytotrophoblast-Stammzellen auf
der trophoblastaren Basalmembran und proliferieren aktiv. Diese Zellen folgen zwei
unterschiedlichen Differenzierungswegen, einer villdsen und extravillésen Population. In dem
villdsen Weg verbleibt der villdse Zytotrophoblast (vZTB) beim fetalen Kompartiment mit der
Fusion der Zellen zu einem multinukledren, schwach proliferierenden Synzytiotrophoblasten
(ST), der die flottierenden Zotten ummantelt. Diese Villi, die in einem direkten Kontakt zu
maternalem Blut im intervilldsen Raum stehen, gewahrleisten den Nahrstoff- und

Gasaustausch fur den Embryo (Genbacev et al. 1996).

Die Zellpopulation des proliferativen Trophoblasten, die einen anderen Entwicklungsweg
geht, differenziert in extravilldsen (intermediaren) Zytotrophoblast (EVT). Diese Zellen
verlassen die trophoblastare Basalmembran und bilden Kolumnen, bestehend aus nicht
polarisierten Zellen, die Haftzotte, die an die Uteruswand haftet und spéater einige Schichten
derselben penetriert. An der Basis der Haftzotte werden Anhaufungen aus dem proliferativen
ZTB formiert (Lacroix et al. 2005) (Abbildung 1.7). Nach dem Ausdifferenzieren verliert der
EVT der Zellkolumne die Eigenschaft der Zellteilung. Diese Zellen werden mobiler und hoch
invasiv (invadierender EVT). Darlber hinaus breitet sich der EVT der Zellsdule auch lateral
aus und fusioniert mit den benachbarten Kolumnen. Somit wird die AuRenhaut des
embryonalen Sackes formiert. Der interstitielle EVT invadiert das dezidualisierte
Endometrium und das proximale Drittel des Myometriums (interstitielle Invasion). Eine
Subpopulation, der endovaskulare EVT, invadiert die uterinen Spiralarterien (endovaskulare
Invasion). Durch die tiefe Invasion der maternalen Dezidua im ersten Trimester der
Schwangerschaft kommen die Zellen des EVT in engen Kontakt mit den zahlreichen
maternalen Leukozyten, die sich in der Mukosa befinden (Trundley and Moffett 2004). Die
trophoblastaren Zellen werden aber weder von den uNK, noch von den mdutterlichen T-
Lymphozyten attackiert. Um der mitterlichen Immunabwehr zu entgehen, besitzt der EVT
verschiedene Molekule, die diese Toleranz ermdglichen (Feige et al. 2006, Helige et al.
2008, Apps et al. 2009). Eine grofRe Rolle wird dem HLA-G und HLA-E zugeschrieben, die zu
den nicht klassischen Histokompatibilitatskomplexen gehéren und damit von den
mutterlichen Leukozyten nicht erkannt werden (Apps et al. 2009) (Abbildung 1.7). HLA-G
interagiert direkt oder indirekt durch HLA-E mit den spezifischen Killer Inhibitory Receptors
(KIR), die sich auf der Leukozytenoberflache befinden und damit die Funktion der uNK Zellen
herunterregulieren kdnnten. So bt HLA-G einen protektiven Effekt auf die fetale Zellen vor
den Attacken des miutterlichen Immunsystems aus (Helige et al. 2008). Zu den anderen

protektiven Systemen gehort das Apoptose induzierende Fas/Fas Liganden System.
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Invasion des Trophoblasten aus einer
Haftzotte. In dem dezidualisierten Stroma kommt es zu direkten Zell-Zell-Kontakten
(embryonal-maternal). Im Vordergrund stehen zelluldre Immunvorgange (Feige et al.
2006).

Maternale Immunzellen, die das Fas exprimieren untergehen einer Apoptose an der
Plazenta/Dezidua-Grenzflache (Ferretti et al. 2007). Die Sauerstoffsattigung spielt eine
wichtige Rolle in dem Differenzierungsprozess und der trophoblastéaren Invasion (Kaufmann
et al. 2003). Die frihen Stadien der Plazentaentwicklung verlaufen in einer relativen Hypoxie.
Dieser Zustand begiinstigt die Proliferation und Differenzierung des Trophoblasten entlang
des invasiven Weges. Im Laufe der Entwicklung invadiert der EVT die maternale
Spiralarterien und fuhrt zu deren Okklusion, ein Prozess, der eine vorubergehende Hypoxie
gewahrleistet. Um die 10. - 12. SSW (Schwangerschaftswoche) beginnt der Blutflull im
intervilldsen Raum. Die EVT migrieren weiterhin entlang des Lumens der Spiralarterien und
ersetzen die maternalen Endothelzellen. Sekundare Selektine, wie E- und P-Selektin, die
sich in den vaskuldren Endothelzellen der menschlichen Dezidua befinden, spielen eine
wichtige Rolle bei der Adhasion des endovaskuldren EVT und dezidualen Endothelzellen
(Milstone et al. 2000). Die Remodellierung findet bis zum inneren Drittel des myometralen
Teils der Spiralarterien statt. Es kommt zu Erweiterung des Gefallidurchmessers und zur
Senkung des GefaRwiderstandes. Die Anpassungsprozesse gewahrleisten den normalen
Blutflufd in der fetomaternalen Einheit (Red-Horse et al. 2004).

Die prazise Migration des Trophoblasten wird durch den Dialog zwischen den

unterschiedlichen Zellen, wie Zellen des glandularen und luminalen Epithels, dezidualen
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Zellen, angesiedelten Leukozyten, Makrophagen und uNK (uterine natlrliche Killerzellen)

gewahrleistet (Hannan and Salamonsen 2007).

Die Plazenta gehdrt zu den normalen menschlichen Geweben, dennoch sind die
Eigenschaften der plazentaren Zellen mit denen maligner Zellen vergleichbar. Die hohe
Proliferationsrate, Mangel an Inhibition des Zell-Zell-Kontaktes, das Migrations- und
Invasivitdtsvermdgen, als auch die Madoglichkeit der Entgehung der Effektoren des
Immunsystems, besonders im ersten Trimester der Schwangerschaft, lassen den
Trophoblast als ,pseudomalignes® Gewebe oder ,physiologische Metastase“ betrachten
(Genbacev et al. 1997, Redman 1997, Mullen 1998).

Beide, der EVT und die Tumorzellen (nicht metastasierte Tumorzellen) sind hoch proliferativ
und weisen einen Mangel an Zellkontakt-Inhibierung auf, zwei Hauptcharakteristiken aller
Typen von malignen Zellen. Allerdings, im Gegensatz zu den Tumorzellen, wird die
Proliferation bei dem EVT strikt reguliert und diese Zellen beenden das Zellwachstum
wahrend der invasiven Differenzierung (Pollheimer and Knofler 2005). Sowohl bei dem
migrierenden und invadierenden EVT, als auch bei den malignen metastasierenden Zellen,
ist Invasion ein aktiver Prozess der Anhaftung an die Basalmembran, gefolgt von der
Ablésung und Proteolyse der Basalmembran nach dem sie durchdrungen wird (Bischof and
Campana 2000). Dennoch werden die Migration und die Invasion bei dem EVT zeitlich und
raumlich begrenzt. Die ahnliche Verhaltensweise des normalen Trophoblasten und
Tumorzellen entstammen deren individuellen genetischen Programmen. Unter gemeinsam
exprimierten Genen, Proteinen und anderen Substanzen befinden sich zahlreiche
Protoonkogene, Wachstumsfaktoren, Zell-Oberflichen-Rezeptoren, Enzyme, Enzym-

Inhibitoren, ebenso wie Hormone und Peptide (Ferretti et al. 2007).

Dennoch sind die Grundlagen der Invasion des Trophoblasten noch nicht komplett
verstanden worden. Das kann nicht zuletzt an dem Mangel der vorhandenen in vitro Modelle

und an der Schwierigkeit der Kultivierung menschlicher Trophoblastzellen liegen.
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1.6 Experimentelle Modelle zur Untersuchung der Implantation

Der Grolteil der Erkenntnisse zum Verstandnis der embryonalen Implantation wurde anhand
von Tiermodellen, besonders Mause und Primaten, gewonnen. Allerdings ist die
Bestimmung der molekularen und zelluldren Ereignisse, die die fruheren Stadien der
menschlichen Implantation untermauern wirden, immer noch nicht gelést worden, zum Teil
wegen der Unzuganglichkeit der frihen Implantationsstadien. Mangels der in vivo
Implantationsmodelle, sind mehrere in vitro Untersuchungssysteme, die die unterschiedliche
Stadien der menschlichen embryonalen Implantation nachahmen, entwickelt worden. Aus
ethischen Grinden sind die Untersuchungen an menschlichen Embryonen in Deutschland
untersagt. Es gibt nur wenige Modelle, die Daten zu diesem Thema liefern.
Dementsprechend ist auch der Progress bei Therapieoptionen im Falle einer

fehlgeschlagenen Implantation sehr langsam.

Folgende Implantationsmodelle werden in diesem Abschnitt dargestellt: Solid-Phase Assays
der Anhaftung der Blastozyste und Invasion des Trophoblasten; zwei- oder drei-
dimensionale Ko-Kulturen von Blastozyste und endometrialen Zellen, dreidimensionale Ko-

Kulturen von Trophoblast-Spharoiden und endometrialen Zellen.

Eine wichtige Charakteristik dieser Modelle ist die Moglichkeit einer funktionellen
Untersuchung ohne Einschrankung in der Sammlung von deskriptiven Daten. Diese Modelle
haben ein groRes Potential in dem Beitragen zur Entwicklung von neuen therapeutischen
und diagnostischen Strategien auf dem Gebiet der Medikamententoxizitat und Fehlern in der

Implantationsperiode.

In den folgenden Modellen werden die Untersuchungen der frihen Stadien der Implantation
beschrieben. Es wird hier als ein Zeitraum definiert, der die ersten 2 Wochen der
Schwangerschaft umspannt, namlich die Vorbereitung von Embryo und Endometrium,
Anhaftung und Interaktion mit dem Epithel, Invasion der epithelialen Basalmembran und
stromalen endometrialen Zellen und Matrix (Mardon et al. 2007, Teklenburg and Macklon
2009).
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1.6.1 Modelle zur Untersuchung der Anhaftung der Blastozyste

1.6.1.1 Solid-Phase Assays

Solid-Phase Assays koénnen zur Erforschung der Eigenschaften der spezifischen Proteine,
die zur Unterstutzung der Adhasion und des Auswuchses des Trophoblasten dienen,
herangezogen werden. Es erfolgt eine Beschichtung der Kultursysteme oder Beimischung
der Proteine zu einer Festphase, auf die die Zellen platziert werden. Anhand dieser
Testsysteme ist es mdglich, die Funktion der einzelnen spezifischen rekombinanten oder
gereinigten Proteine, die besonders fur die Stadien der Anhaftung der Blastozyste und
Interaktion des Trophoblasten mit der extrazellularen Matrix relevant sind, zu untersuchen.
So wurde z.B. die Wichtigkeit des HB-EGF fiir die Anhaftung des menschlichen Embryos in
vitro demonstriert. Die Expression von HB-EGF auf der luminalen Oberflache des
Endometriums, das sich im rezeptiven Stadium befindet, und seines Rezeptors ErbB4 auf
dem polaren Trophektoderm der humanen Periimplantationsblastozyste lassen HB-EGF eine
wichtige Rolle in der Anhaftung der Blastozyste zuzuschreiben. Chobotova et al. vermuten
den Einfluss von HB-EGF in den frihen Implantationsstadien (Chobotova et al. 2002). Eine
andere Arbeitsgruppe zeigte, dass heterologe Zellen, die eine Uberexpression von HB-EGF

aufweisen, an die Blastozyste anhaften (Raab et al. 1996).

Allerdings verhindert die Abwesenheit der endometrialen Zellen in den Solid-Phase Assays
die Untersuchung komplexerer Prozesse der Interaktion zwischen maternalen endometrialen

Zellen und Blastozyste.

1.6.1.2 Ko-Kulturen von Embryonen mit endometrialen epithelialen Zellen

Das Endometrium ist ein komplexes Gewebe, das aus unterschiedlichen zellularen
Kompartimenten besteht. Das Iluminale Epithel bietet eine defensive Barriere, die
ausschlaggebend fir die Anhaftung der Blastozyste ist. Das glandulare Epithel sekretiert
zahlreiche fir die Implantation wichtige parakrine und autokrine Faktoren (Cavagna and
Mantese 2003).

Ko-Kulturen von menschlichen Embryonen und menschlichen endometrialen epithelialen
Zellen (EEZ) sind entwickelt worden um die wichtigen embryonalgesteuerten Signale zur
Regulation der von EEZ exprimierten Proteine zu zeigen (Simon et al. 1999). Die
Anwendung der Ko-Kulturen aus humanen Embryonen und EEZ stellen ein wertvolles
experimentelles System dar, in dem man die Prozesse wahrend der Apposition und
Adhasion darstellen kann (Mardon et al. 2007).

Als eine Alternative zu diesen Modellen, ohne Einsatz der humanen Blastozyste, werden Ko-

Kulturen aus Sphéaroiden (dreidimensionale Konglomerate aus transformierten humanen
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Trophoblastzellen) mit einem Monolayer aus humaner EEZ-Linie verwendet (Heneweer et al.
2002, Tinel et al. 2000). Diese Modelle sind von Vorteil bezlglich der Einfachheit in der

Etablierung und Manipulation und der Verfiigbarkeit des Zellmaterials.

1.6.2 Modelle zur Untersuchung der Invasion des Trophoblasten

1.6.2.1 Assays mit Extrazelluldrer Matrix

Bei den Transwell-Invasionsassays invadieren die Trophoblastzellen aus der oberen
Vertiefung durch eine por6ése Membran, die mit Matrigel beschichtet ist, in die untere
Vertiefung. Dafur kénnen sowohl primare Trophoblastzellen aus dem ersten Trimenon als
auch humane trophoblastare Zelllinien verwendet werden. Diese Assays ermoglichen sowohl
die Untersuchung der Anhaftung des Trophoblasten und seine Invasion durch die epitheliale
Basalmembran und die extrazelluldre Matrix, als auch die invasive Antwort auf endometriale
Stimuli (Mardon et al. 2007). So wurde z.B. Osteopontin in diesen Versuchen eingesetzt, das

die Invasion des Trophoblasten zu verstarken schien (Briese et al. 2005a).

1.6.2.2 Invasions-Assay mit Stromazellen

Interaktionen des Embryos mit endometrialen Stromazellen (ESZ) wurde schon mehrfach
anhand des Invasionsassays untersucht (Carver et al. 2003). In diesen experimentellen
Modellen wird die humane Blastozyste (Tag 6) auf eine Monoschicht aus primaren humanen
ESZ aufplattiert und weiterhin fir 48 Stunden ko-kultiviert (Carver et al. 2003). Die
Blastozyste haftet sich innerhalb von 24 Stunden an die ESZ an. Der Trophoblast invadiert
anschliefend den Monolayer aus den ESZ, interagiert mit der darunter liegenden stromalen
extrazelluldren Matrix und formiert Auswachsungen wahrend der nachsten 24 Stunden. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass die in die ESZ implantierende Blastozyste ein viel hdheres
Niveau an hCG sezerniert, als wenn sie nur auf Plastik oder Matrigel platziert wurde (Carver
et al. 2003, Martin et al. 1998). Dies deutet darauf hin, dass die ESZ eine Anzahl an
Faktoren sekretieren, die die Funktion des Trophoblasten férdern (Mardon et al. 2007). Die
Effizienz und das Ausmald der Anhaftung und der Invasion kénnen mittels Zeitraster-Video-
Mikroskopie beobachtet werden (Carver et al. 2003). Die Lokalisation einzelner Proteine

kann mittels Immunhistochemie ermittelt werden (Mardon et al. 2007).

Dieses robuste und hoch reproduzierbare Modell gestattet unterschiedliche
Interventionsmaoglichkeiten an den beiden Beteiligten in dem Prozess der Implantation,
sowohl an den ESZ als auch an der Blastozyste, sogar noch vor der Anhaftung. So kénnen
unter anderem unterschiedliche Induktoren, Inhibitoren des Zellwachstums oder

Zelldifferenzierung separat zu den ESZ, zu der Blastozyste oder auch zu der Ko-Kultur zu
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jedem Zeitpunkt hinzugefiigt werden (Mardon et al. 2007). Darliber hinaus kann die Funktion
der einzelnen endometrialen Gene mittels der RNA-Interferenz Technik, durch selektive
Hoch- oder Runterregulierung, untersucht werden (Jones et al. 2006). Anstelle von
menschlichen kénnen auch Maus-Blastozysten (Cervero et al. 2007) verwendet werden.
Weiterhin kénnen primare EVT aus der Plazenta nach der Geburt oder Trophoblastzelllinien

eingesetzt werden (Korff et al. 2004).

1.6.3 Dreidimensionale Ko-Kulturen: Endometriale Zellen und Blastozyste

Dreidimensionale Zellkultur-Modelle sind hilfreich in der Untersuchung der Interaktion
zwischen ESZ und EEZ. Es wurde bemerkt, dass die Signale zwischen unterschiedlichen
Zelltypen im Endometrium essenziell fur seine angemessene Funktion sind (Bigsby 2002).
Proliferation und Differenzierung der epithelialen Zellen im Uterus sind parakrine Ereignisse,
die durch ESZ angeregt werden und umgekehrt, was wiederum die Implantation beeinflusst
(Mardon et al. 2007). Das ultimative Implantationsmodell sollte dementsprechend alle
Zelltypen des Endometriums beinhalten, so dass die komplexe Interaktion zwischen dem
maternalen Gewebe und der Blastozyste charakterisiert werden konnte (Mardon et al. 2007).
Rekonstruktion der physiologischen Struktur des Endometriums in vitro ist eine grof3e
Herausforderung. Es sind verschiedene Modelle entwickelt worden, die Schichten aus
epithelialen, stromalen Zellen und darauf platzierter Trophoblastzellen/Blastozyste
beinhalten. Zum Beispiel, im Modell von Kim et al. wurden die ESZ in ein Gel mit Kollagen
Typ | ausgesat. Dariiber wurde eine dinne Schicht aus Matrigel aufgetragen und darauf
wurden die EEZ platziert (Kim et al. 2005). In einem anderen Modell wurden die ESZ in einer
Vertiefung unter dem Insert platziert. Die EEZ wurden entweder mit dem Matrigel (Insert)
oder auf das Matrigel aufplattiert (Blauer et al. 2005). Ein drittes Modell besteht aus einem
Mix aus Kollagen Typ | und Matrigel. Die ESZ wurden in diese Mischung eingefuhrt. EEZ-
Inseln wurden auf die Oberflache gesetzt (Park et al. 2003).

Helige et al. konstruierten ein dreidimensionales Modell aus runden Fragmenten der
menschlichen Dezidua parietalis aus dem ersten Trimenon und multizellularen Sphéaroiden
(Haufen von Trophoblastzellen, die sich unter bestimmten Bedingungen auf nicht adharenten
Platten zur sphérischen Strukturen formieren). Es wurden AC-1M59 Zellen verwendet, die
Chorionkarzinom/Trophoblastzellen-Hybridome darstellen (Funayama et al. 1997). Anhand
dieses Modells wurden HLA-G-Expression und Apoptose an der fetomaternalen Grenzflache
untersucht (Helige et al. 2008). Bei diesem System wurde ein rundes Fragment aus dem
dezidualen Gewebe von 800 um Durchmesser und ein multizellularer Spharoid von 300 pm
Durchmesser in einen Tunnel im Silikon-Pad Uberfuhrt. Nach 24 Stunden Inkubation und
Ausbildung eines festen Kontaktes zwischen den Beteiligten wurde die Ko-Kultur in eine

Spinner-Flasche Uberfihrt und bei 130 rpm mit einem Ruhr-System Uber 5 Tage kultiviert.
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AnschlieBendem wurde das Gewebe mittels Immunhistochemie an Kryoschnitten untersucht
(Helige et al. 2008).

Ein entscheidender Punkt in diesen Modellen ist der Nachweis der Reinheit der primaren
Zellen als auch die Detektion der Lokalisation der verschiedenen Zelltypen in der Ko-Kultur,

was anhand der Immunhistochemie erreicht werden kann.

Ein kritischer Faktor in diesen Ko-Kultur Studien ist das Problem der Verfiigbarkeit des
endometrialen Gewebes in dem ,korrekten® Stadium des menstruellen Zyklus und zur selben
Zeit das Vorhandensein einer adaquaten Blastozyste oder primarer Trophoblastzellen. EEZ

kénnen auflerdem nicht fur langere Zeit passagiert werden (Mardon et al. 2007).

Die unterschiedlichen Beobachtungen, von den Solid-Phase Assays bis zu den komplexen
dreidimensionalen Kultursystemen, liefern Erkenntnisse Uber den Prozess der Implantation.
Anhand dieser Modelle kdénnen die molekularen und zellularen Ereignisse an feto-
maternalen Grenzflache in einer relativ ,groben® Darstellung untersucht werden. Ein anderer
Aspekt bietet die Mdglichkeit der Medikametentestung, bzw. Uberpriifung von deren Toxizitat

oder Entwicklung neuer therapeutischer Substanzen (Mardon et al. 2007).

Das in dieser Arbeit von uns prasentierte Modell der Ko-Kultur der Trophoblast-Spharoiden
auf nicht vor- oder vordezidualisierten ESZ entspricht der dritten Phase der Implantation, d.h.

der Invasion des Trophoblasten in die Dezidua.

1.7 Faktoren im fetomaternalen Dialog

Die Implantation erfordert eine komplexe Interaktion zwischen dem sich entwickelnden
Embryo, dem dezidualisiertem Endometrium, der sich ausbildender Immuntoleranz und/oder
den Veranderungen der zelluldren und humoralen Antwort. Das Endometrium als auch die
Blastozyste sollten sich synchron entwickeln um zum Zeitpunkt des Implantationsfensters in
einer ,positiven® Art und Weise aufeinanderzutreffen (Minas et al. 2005). Zahlreiche
Untersuchungen geben Anlass zur Vermutung einer Kommunikation zwischen fetalem und
maternalem Gewebe, noch vor der Anhaftung der Blastozyste an das Endometrium. Diese
Ereignisse werden durch Steroidhormone, hCG und weitere parakrine Faktoren kontrolliert.
Mehrere Signalmolekile, Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine werden vom
endometrialen Epithel, dezidualisierten Stromazellen, Immunzellen und der Blastozyste
selbst produziert und ins Uteruslumen in der Region der Dezidualisierung und Implantation
sekretiert. Sie beeinflussen nicht nur die Entwicklung, Anhaftung und Invasion der
Blastozyste, sondern auch unter anderem die Transformation der extrazelluldren Matrix des

dezidualisierten Endometriums (Dey et al. 2004, Makrigiannakis and Minas 2007).
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1.7.1  Ostrogen

Drei Ostrogenvarianten sind das Ostradiol (E;), Ostron und Ostriol. Ostradiol ist ein
Abkémmling von Ostron und wird auch tber die Testosteronstufe im Organismus produziert.
Bestimmte Wachstumsfaktoren kénnen die Synthese von Ostrogen steuern. IGF-I und IGF-II
steigern die Aromatase-Aktivitat in den Stromazellen des Ovars und somit die Konversion
von Ostron in die aktivere Form Ostradiol. Ostrogene binden an die Liganden-
Bindungsdomane (LBD) des Ostrogen-Rezeptors (ER) (Lebowitz 2006). Es gibt zwei Formen
des ER: ERa und ERp. Diese zwei Subtypen sind Produkte von zwei unterschiedlichen
Genen (Edwards 2005). Ostrogene (ben folgende physiologischen Effekte im Organismus
aus: Entwicklung der weiblichen Geschlechtorgane; Expression der weiblichen sekundaren
sexuellen Merkmale in der Pubertat; Vergroferung der Brust; Vergréerung und
Pigmentierung der Brustwarzen; Formierung der Korperkontur und Umverteilung des
subkutanen Fettgewebes; Umanderung der Hautstruktur; Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft (gemeinsam mit Progesteron); Natriumretention (Lebowitz 2006). Das
kardiovaskuldre System ist ein wichtiges Zielgewebe des Ostrogens. Die Endothel- und
glatten Muskelzellen exprimieren ERa und ERB. Ostrogen (bt einen kurz- und langfristigen
protektiven Effekt auf die BlutgefalRe gegen Beschadigung und Atherosklerose aus (Edwards
2005). Ostrogen ist neuroprotektiv in der Entwicklung und Differenzierung des Gehirns und
ist wichtig fir die Widerstandsfahigkeit der Neurone gegentber Schadigung, wie oxidativer
Stress, Ischamie, Exozytotoxizitdt und Folgen des Insults und neurodegenerativer
Erkrankungen (McEwen and Alves 1999, Wise et al. 2001).

1.7.2 Progesteron

Progesteron (P,) ist ein pleiotropes Hormon, das mehrere Aspekte der normalen weiblichen
reproduktiven Funktion reguliert. P, wird aus Cholesterin und Pregnenolon in allen
steroidproduzierenden Geweben, wie Ovar, Testis, Zona reticularis der Nebennierenrinde
und Plazenta synthetisiert. Die Effekte des Progesterons auf Zielgewebe werden
Uberwiegend durch nukleare Rezeptoren ausgeubt. P, Rezeptoren PR-A und PR-B sind
Mitglieder der Ligand-abhangigen Transkriptionsfaktoren, deren Expression von der Aktivitat
zweier Promotoren auf einem gemeinsamen Gen abhangt (Cloke et al. 2008). PR-A und PR-
B haben bemerkenswerterweise eine unterschiedliche Transkriptionsaktivitat. Generell wird
angenommen, dass PR-A eine geringere transkriptionelle Aktivitdt aufweist und als ein
dominanter Inhibitor des PR-B fungiert (Tung et al. 1993)

Wahrend des menstruellen Zyklus wird P, vom Corpus luteum im Ovar in der zweiten
Zyklushalfte produziert. Das Haupt-Zielorgan flr Progesteron ist das Endometrium, wo es die
sekretorische Aktivitat stimuliert (Tuckey 2005). Beim Menschen ist LH der primare Stimulus

zur Progesteronsynthese. Die Sekretion von P, beginnt kurz vor der Ovulation,
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zusammentreffend mit dem LH-Peak (Lebowitz 2006). Nach Konzeption und Implantation
wird die Progesteronsynthese durch das Corpus luteum weiterhin unter tropischer
Stimulation durch hCG, das vom Synzytiotrophoblasten produziert wird, aufrechterhalten.
Dadurch wird die menstruelle Blutung unterdrickt und die Entwicklung einer geeigneten
Umgebung zur Entwicklung des Embryos unterstitzt (Miller 1998, Pepe and Albrecht 1995).
Um die sechste bis achte SSW kommt es zur Abnahme der Progesteronsynthese durch das
Corpus luteum als Resultat der verminderten hCG-Produktion von der Plazenta. Der
Trophoblast tbernimmt die Funktion zur Hauptproduktion des Progesterons (Aspillaga et al.
1983). Die Konzentration des plazentaren Progesterons steigt bis zu dem Zeitpunkt wenn die
Plazenta nach der Geburt abgestoRen wird. P4 ist zur Ruhigstellung des Myometriums
wichtig, entgegenwirkend den Induzierungseffekten von Ostrogen, Prostaglandinen und
Oxytocin. Eine supprimierende Wirkung auf das maternale Immunsystem gegen fetale
Antigene wird ebenso ausgeiibt (Pepe and Albrecht 1995). In der Brustdrise induziert P,
eine lobular-alveolaren Entwicklung in der Vorbereitung zur Milchsekretion und bewirkt die
Suppression der Milchsekretion vor der Entbindung. Es wird beschrieben, dass P, im Gehirn
fur die Mediation der Signale, die fur das Sexualverhalten verantwortlich sind, zustandig ist
(Lydon et al. 1995).

MPA (Medroxyprogesteronazetat)

MPA ist ein 17-azetoxy-6-methylprogestin, das progestagene Eigenschaften bei
Verabreichung beim Menschen erzielen kann. MPA supprimiert das Eintreten einer
Ovulation. Die histologischen Veranderungen im Endometrium unter MPA-Einnahme weisen
folgendes Muster auf: Proliferation, Ruhezustand und Atrophie. Die histologische
Untersuchungen von endometrialen Biopsaten unter MPA-Einnahme zeigten ein
Endometrium, das durch schmale oder erweiterte Drisengange und die Dezidualisierung der
Stromazellen charakterisiert wurde. Die Proliferation im Endometrium erzielt ihr Maximum
sechs Wochen nach der Applikation, wobei nach einem Jahr das Endometrium atrophisch
erscheint (Katz 2007). MPA wird in der klinischen Praxis als Kontrazeptivum unter dem
Namen ,Depo-Provera“ als intramuskulare Injektion von 150 mg DMPA oder subkutan
(,Depo-subQProvera104“) jeweils fur 3 Monate eingesetzt. Es werden auch

Kombinationspraparate mit Ostrogen zur Zeit verwendet (Berek 2007).

Die Kombinationspraparate werden bei den Frauen in der Prd- und Postmenopause
angewendet. Die Praparate finden Anwendung bei dysfunktionalen vaginalen Blutungen.
Hochdosiertes MPA wird in der Therapie des hormonrezeptorpositiven, als auch des
hormonrezeptornegativen metastasierten Mammakarzinoms angewendet (Goéretzlehner et
al. 2007).
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In Zellkulturen wird haufig MPA anstelle des natirlichen P4 eingesetzt, da es wesentlich

stabiler ist.

1.7.3 HB-EGF
Heparin-binding-EGF like growth factor (HB-EGF) ist ein Mitglied der EGF-Wachstumsfaktor-

Superfamilie (Raab and Klagsbrun 1997), die Proteine beinhaltet, die an die Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren, EGFR oder HER1/erbB1; HER2/erbB2, der auch als p185/neu bezeichnet wird;
HER3/erbB3 und HER4/erbB4 binden (Riese and Stern 1998). HB-EGF geht eine
spezifische Bindung mit HER1 und HER4 ein und aktiviert Homodimere oder Heterodimere
dieser Rezeptoren mit HER2. Durch Rezeptor-Transaktivierung ist eine Bindung an HER2
moglich (lwamoto and Mekada 2000, Thomas 1990, Marikovsky et al. 1993). HB-EGF
existiert in transmembraner und sekretorischer Form (Raab and Klagsbrun 1997). HB-EGF
fungiert als ein potenter Induktor der mitogenen Aktivitdt in glatten Muskelzellen,
Fibroblasten und Keratinozyten, als chemotaktischer Faktor und zytoprotektiver Agent, und
als Vorbote bei der juxtakrinen Signaltransduktion (lwamoto and Mekada 2000, Raab and
Klagsbrun 1997). Im Gegensatz zum Endometrium der Nagetiere, geht die Expression des
HB-EGF im menschlichen Endometrium dem Erscheinen der Blastozyste voraus und erreicht
das Maximum wahrend des Implantationsfensters (Leach et al. 1999, Yoo et al. 1997), und
wird durch den Spiegel der Sexualhormone reguliert. Die Progesteron-Gabe stimuliert HB-
EGF-Gen-Expression in den uterinen Stromazellen und im luminalen und glandularen
Epithel. Andererseits wird durch Ostrogen die HB-EGF-Expression nur in den epithelialen
Zellen hoch reguliert, was mit den Periimplantationssignalen zum Uterus oder Embryo in
Zusammenhang gebracht wird (Leach et al. 2004, Leach et al. 1999, Leach et al. 2001, Das
et al. 1994, Yoo et al. 1997, Zhang et al. 1994, Lessey 2002). In der humanen Plazenta wird
HB-EGF im ersten Trimenon primar vom villdsen, aber auch vom extravilldsen
Trophoblasten exprimiert (Leach et al. 1999). Die Ergéanzung des Kulturmediums mit HB-
EGF beschleunigt die embryonale Entwicklung in vitro (Martin et al. 1998). Experimente
zeigen, dass HB-EGF-mRNA auf der luminalen Seite des rezeptiven Endometriums etwa
sechs Stunden vor der Implantation der Blastozyste exprimiert wird. Die Expression findet
ausschlief3lich auf der Seite der Apposition der Blastozyste, der zukiinftigen Seite der
Invasion des Trophoblasten in die Uteruswand, statt (Das et al. 1994, Raab et al. 1996).
Zusatzlich, wurde der HB-EGF-Rezeptor, ErbB4, auf dem polaren Trophektoderm der
murinen Periimplantationsblastozyste detektiert (Paria et al. 1999). Die HB-EGF-Expression
auf der luminalen Oberflache des rezeptiven Endometriums und seines Rezeptors, ErbB4,
auf den polarisierten Zellen der Trophektoderm des humanen Embryos, deuten auf eine
aktive Rolle des HB-EGF in der Anhaftung der Blastozyste hin (Chobotova et al. 2002b,
Chobotova et al. 2002a, (Chobotova et al. 2005) (Jessmon et al. 2009).
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Die HB-EGF-Expression ist drastisch vermindert in der Plazenta von Patientinnen mit
Praeklampsie (Leach et al. 2002), einer Erkrankung, die mit inkompletter Transformation der
Spiralarterien assoziiert wird (Brosens et al. 1972), was mit einer insuffizienten Invasion des
Trophoblasten einhergeht (DiFederico et al. 1999). Es wird angenommen, das HB-EGF ein
Stimulus zu normal verlaufender Invasion des Trophoblasten darstellt (Jessmon et al. 2009).
Es wird vermutet, dass die bei der Praeklampsie vorhandene oberflachliche Invasion des
Trophoblasten mit mangelnder HB-EGF-induzierter Zellmigration und dem Anstieg der
Apoptose als Exazerbation infolge reduzierter Zytoprotektion, vergesellschaftet ist (Jessmon
et al. 2009). HB-EGF induziert unter anderem die Permeabilisierung der lokalen uterinen
Gefale, die Dezidualisierung und die uterine Expression der Signaltransduktionsmolekdile,

die mit dem Prozess der Implantation assoziiert sind (Paria et al. 2001).

Xie et al. fuhrten eine Reihe an Untersuchungen an HB-EGF knock-out Mausen durch und
stellten fest, dass HB-EGF ein entscheidendes Signalmolekil fir die erfolgreiche
Entwicklung der Schwangerschaft in den frihen Stadien, besonders beim
Implantationsvorgang, ist. Der maternale HB-EGF ist ein grundlegender Beteiligter in der
zeitgenauen Initiation der Implantation der Blastozyste. Amphiregulin, ein anderer heparin-
bindender Wachstumsfaktor, kompensiert partiell die Initiation der Implantation bei HB-EGF
defizienten Mausen (Xie et al. 2007).

1.7.4 LIF

Leukemia Inhibitory Factor (LIF) ist ein polyfunktionelles Glykoprotein und ein pleiotropes
Zytokin. LIF ist ein Mitglied der IL6-Ligandfamilie, zu der auch Interleukin 6 (IL-6), Oncostatin
M (OSM), Ciliar Neurotrophic Factor (CTNF) und Cardiotrophin-1 gehéren. Diese Faktoren
vereint eine gemeinsame Signal-Transduktion-Rezeptor-Komponente, Glykoprotein gp130
(Gearing 1993, Pennica et al. 1995). LIF interagiert spezifisch mit LIF-Rezeptor 8 (LIFRpB),
einem Transmembranprotein (Kishimoto et al. 1994). Beide Rezeptoren LIFRB und gp130
werden wahrend des gesamten Zyklus exprimiert, mit folgender Lokalisation von LIFRB im
luminalen und gp130 sowohl im luminalen als auch im glandularen Epithel mit maximalem
Anstieg der Synthese wahrend der sekretorischen Phase des menstruellen Zyklus (um den
18.-21. Tag), zum Implantationsfenster hin (Cullinan et al. 1996, Aghajanova et al. 2003,
Chen et al. 2000, Laird et al. 1997, Ledee-Bataille et al. 2002). Im Endometrium von Frauen
mit bestatigter Fertilitat wird LIF-mRNA und Protein zwischen dem 18. - 28. Tag des
menstruellen Zyklus exprimiert mit maximaler Aktivitat in der mittleren sekretorischen Phase
(Kojima et al. 1994, Arici et al. 1995, Sharkey et al. 1995, Vogiagis et al. 1996, Dimitriadis et
al. 2000). Interessant ist die Korrelation zwischen der Expression von LIF und LIFR und der
Formierung der Pinopodien auf dem luminalen Uterusepithel mit der Koinzidenz der

endometrialen Rezeptivitdt (Aghajanova et al. 2003). LIF-Protein ist auch im endometrialen
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Stroma wahrend des menstruellen Zyklus beobachtet worden (Baird et al. 1996, Vogiagis et
al. 1996, Danielsson et al. 1997, Aghajanova et al. 2003).

Zu den Regulatoren der LIF-Expression im Uterus gehéren unter anderem Progesteron
(Danielsson et al. 1997), lokal produzierte Faktoren, wie HB-EGF (Arici et al. 1995, Lessey
2002) und hCG (Licht et al. 2007, Perrier d’Hauterive et al. 2004). Auch proinflammatorische
Zytokine, wie IL-1 und TNFa sind an der Regulation der LIF-Expression beteiligt (Perrier
d’'Hauterive et al. 2004). Die endometriale LIF-Expression wird auch durch Seminalplasma
gefordert (Gutsche et al. 2003).

LIF befindet sich auf der obersten Stufe der Pyramide des Implantationsprozesses und
verfigt Uber mehrere Funktionen, wie Induktion der Proliferation, Differenzierung, das
Uberleben der Zellen, all das, was so unabdingbar fir die Entwicklung und Implantation der
Blastozyste ist (Dimitriadis et al. 2005).

LIF ist das erste Zytokin, dessen kritische Rolle bei der Implantation an Mausen untersucht
und bestatigt wurde. Bei Mausen wird LIF in den endometrialen Driusen des Uterus
exprimiert. Diese Expression ist zeitlich auf den Zeitpunkt der Ovulation unmittelbar vor der
Implantation der Blastozyste begrenzt. Die LIF-Expression bei den Mausen unterliegt
maternaler Kontrolle und ist von der Anwesenheit eines Embryos im Uterus unabhangig
(Bhatt et al. 1991, Shen and Leder 1992). Die maternale LIF-Expression ist erforderlich fur

die Initiation der Implantation (Red-Horse et al. 2004).

Einen direkten Hinweis auf ein absolutes Erfordernis von LIF fiir die Implantation liefern die
Beobachtungen bei Mausen mit Abwesenheit des funktionellen LIF-Genes. LIF-defiziente
Mannchen sind fertil, die Weibchen haben eine Ovulation und deren befruchtete Eizellen
kénnen sich zur Blastozyste entwickeln. Bei den weiblichen Mausen ohne funktionell aktiven
LIF-Gen (-/-), gepaart mit Wildtyp oder LIF(-/-) M&nnchen wurde eine normale Blastozyste
beobachtet, die allerdings unfahig war zu implantieren (Stewart et al. 1992). Implantation und
normale Entwicklung dieser Embryonen findet nur statt, wenn die Blastozyste von der LIF-
defizienten Mutter in eine Wildtyp pseudoschwangere Rezipientin transferiert wurde (Stewart

et al. 1992), oder wenn eine exogene LIF-Zufuhr vorgenommen wurde (Chen et al. 2000).

Schofield und Kimber gehen auf die Rolle von LIF in der Dynamik und Verteilung der
Leukozytenpopulationen, wie uNK, Makrophagen und Eosinophilen, in der Uteruswand vor
der Implantation und in der friihen Schwangerschaft ein. So zeigten die Untersuchungen an
Wildtyp und LIF-knock-out Mausen, dass LIF fir Makrophagen wie ein Chemokin fungiert
und sie zum Ort der Implantation anlockt. Dabei kommt es zur bevorzugten Ansammlung von
Makrophagen im luminalen Bereich und im Myometrium am Tag 3 der Schwangerschaft bei
Wildtyp Mausen. Das ist aber bei knock-out Mausen nicht der Fall. Demgegenuber wird
Migration von uNK und Eosinophilen unter LIF-Einfluss eingeschrankt (Schofield and Kimber
2005).
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Im Gegensatz zur spezifischen Expression und der bestatigten Wichtigkeit bei der
Implantation bei der Maus, ist die genaue Rolle von LIF in der Férderung der Implantation
beim Menschen noch nicht exakt bekannt. Allerdings wird beschrieben, dass LIF die
Entwicklung der Blastozyste begunstigt (Dunglison et al. 1996) und die Differenzierung des
Trophoblasten fordert (Nachtigall et al. 1996). Es ist bekannt, dass LIF und seine beiden
Rezeptoren von den menschlichen Embryonen vor der Implantation exprimiert werden
(Aghajanova 2004, Wanggren et al. 2007). Ein Defizit von LIF im reproduktivem System bei

der Frau resultiert in Infertilitdt und Abortneigung (Paiva et al. 2009).

LIF wird auch von der Plazenta synthetisiert und der LIF-Rezeptor ist auf den
Trophoblastzellen, bzw. Zytotrophoblasten (Gearing 1993, Kojima et al. 1995) als auch auf
Chorionkarzinomzellen gefunden worden (Bamberger et al. 2000a). Uber die auf den
Trophoblastzellen reprasentierten Rezeptoren, kdnnte LIF die Implantation in vivo férdern
(Bamberger et al. 2000a). LIF spielt sowohl eine Rolle bei der adhasiven als auch bei der
invasiven Phase der Implantation aufgrund von seinem verankernden Effekt und Regulation

der Differenzierung des Trophoblasten (Dimitriadis et al. 2010).

LIF wird auch wahrend der Schwangerschaft produziert. So findet man eine LIF-mRNA-
Expression von der Dezidua aus dem ersten Trimenon, in den Chorionvilli und dezidualen
Leukozyten (Kojima et al. 1994, Sharkey et al. 1999). Dahingegen wird LIFR-mRNA und -
Protein sowohl in den villdsen, als auch extravilldsen Trophoblasten und in den endothelialen
Zellen der fetalen Villi exprimiert (Kojima et al. 1995, Sharkey et al. 1999). LIF wird zuséatzlich
in den Fallop’schen Tuben exprimiert, was eine Rolle bei der Entwicklung der Blastozyste

vermuten Iasst (Keltz et al. 1996).

Eine der wichtigsten regulatorischen Funktionen von LIF ist die Regulation des
trophoblastspezifischen MHC Klasse-l Proteins HLA-G. So wurde gezeigt, dass LIF die
Transkription des humanen HLA-G Promotors in JEG3 Chorionkarzinomzellen induziert.
Somit kénnte LIF eine Rolle bei der Modulierung der HLA-G-Produktion und
immunologischer Toleranz an der feto-maternalen Grenzflache spielen (Bamberger et al.
2000a) (Moreau et al. 1998, Apps et al. 2009).

175 IL-1B

Interleukin-1B (IL-1B) ist ein parakriner Faktor, der die Kommunikation zwischen dem
Endometrium und Embryo zu modulieren scheint (Simon et al. 1997). IL-1B ist ein
Schlusselregulator der inflammatorischen Antwort, und ist als ein Zytokin erkannt worden,

das seine Funktion auf mehrere Zelltypen ausubt (Bankers-Fulbright et al. 1996).

Das IL-1 System besteht aus mehreren Proteinen: den Agonisten und Liganden IL-1a und IL-
1B; den Zelloberflachen-Rezeptoren, IL-1 Rezeptor Typ 1 (IL-1R1) und IL-1R2; dem nicht
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bindenden akzessorischen Rezeptor-Protein (IL1RAcP); und dem naturlich vorkommenden
Inhibitor IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1Ra), der fur die Rezeptor-Bindung mit dem IL-1 in
Konkurrenz tritt (Svenson et al. 1993, De los Santos et al. 1996, Martin and Wesche 2002).
Alle Komponenten des IL-1-Systems sind im menschlichen Endometrium und an der fetal-
maternalen Grenzflache wahrend der Implantation untersucht worden (Guzeloglu-Kayisli et
al. 2009).

IL-1a und IL-18 werden durch unterschiedliche Gene kodiert, zeigen aber &hnliche
biologische Aktivitat (Svenson et al. 1993, Arend et al. 1998). Im menschlichen Endometrium
sind beide Liganden ubiquitar prasent: im Epithel, endometrialen Stromazellen und in den
endothelialen Zellen (Tabibzadeh and Sun 1992). Das IL-13-Gen wird u.a. durch IL-11
wahrend der Dezidualisierung induziert (White et al. 2004). IL-13-mRNA wird am hdéchsten in
der spaten sekretorischen Phase des Zyklus exprimiert (Kauma et al. 1990), wobei das
Protein in den ESZ, Makrophagen und Endothelzellen lokalisiert ist (Kauma et al. 1990,
Simon et al. 1993). IL-1R1-mRNA wird in den ESZ wahrend der Dezidualisierung in vitro
hochreguliert (Tierney et al. 2003). In der Kultur wird eine verminderte Ansprechbarkeit des
dezidualisierten Endometriums gegenuber IL-13 beobachtet (Yoshino et al. 2003). Andere
Komponenten der Dezidua kdnnen ebenfalls von IL-13 beeinflusst werden. Zum Beispiel
wird die Produktion des Granulozyten-Makrophagen Kolonie-Stimulierenden Faktors (GM-
CSF) durch uNK-Zellen als Antwort auf Wirkung des IL-1 in der mittleren sekretorischen
Phase des Zyklus gesteigert (Jokhi et al. 1994). So wird unter IL-1B-Einfluss die Prasenz von
IL-15 in dezidualisieten ESZ in der Kultur vermindert. IL-15 rekrutiert die uNK in das
dezidualisierte Endometrium (Okada et al. 2004). IL-1B stimuliert die Produktion von
Endothelin in den kultivierten ESZ, was lokal den Tonus der Gefalle oder zellulare
Proliferation regulieren kénnte (Lin et al. 1998). Es wurde gezeigt, dass IL-1 verschiedene
Zytokine, wie IL-6, IL-8, LIF, TNFa, als auch Prostaglandine PGE,;, PGE,, und deren
Rezeptor EP1, im Endometrium stimuliert (Jacobs et al. 1994, Tseng et al. 1996, Kniss et al.
1997, Knight et al. 1999). In vitro Experimente zeigen, dass IL-13 die Expression des Cyclo-
Oxygenase-2 (COX-2)-Gens in den kultivierten ESZ induzieren kann. Demzufolge wird die
Rolle des IL-1 in der Vermittlung der parakrinen Effekte in der Kontrolle der Prostaglandin-
Synthese wahrend des Periimplantationzeitraumes vermutet (Pellicer et al. 2002). Auch die
Expression von IGFBP-1 wird bei der Anwesenheit von Steroidhormonen durch IL-1B in den
ESZ von Primaten stimuliert (Strakova et al. 2000). IL-1 beeinflusst die Expression von
Matrix-Metalloproteinasen und Integrinen. So steigert IL-18 MMP-9 und reduziert die
Expression der MMP-Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-3 im Endometrium (Huang et al. 1998).

In der Schwangerschaft wird IL-1B, unter anderem in der Dezidua und aktivierten
Makrophagen, in einer viel gréfieren Menge als in dem ,nicht-schwangeren® Endometrium
exprimiert (Simon et al. 1994). Das IL-1R1 ist in den endometrialen Driusen der frihen

Schwangerschaft detektiert worden (Tierney et al. 2003).
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Die embryonale Sekretion von IL-18 wird durch endometriale Faktoren stimuliert (De los
Santos et al. 1996, Simon et al. 1997), was damit eine klare Interaktion zwischen
maternalem Endometrium und dem Embryo vor der Implantation darstellt. Es wird vermutet,
dass in vivo das deziduale IL-13 Uber die Bindung an das IL-1Ra, was vom Trophoblasten
produziert wird, in der parakriner Regulation der MMP-vermittelten Invasion des
Trophoblasten und der Sekretion von hCG teilnimmt (Dimitriadis et al. 2005). Es wurde
beschrieben, dass Produktion von MMP-2 und -9, und uPA (Urokinase Type Plasminogen
Activator) in den JEG3 Trophoblastzellen durch IL-1p hochreguliert wird (Karmakar and Das
2002).

Alle Hauptkomponenten des IL-1 Systems wurden auf der Proteinebene in
Praimplantationsembryonen identifiziert (Austgulen et al. 1995, De los Santos et al. 1996,
Baranao et al. 1997). IL-18 wird unter anderem im villdésen Zytotrophoblasten und
Synzytiotrophoblasten (Uberwiegend IL-1R1) exprimiert (Simon et al. 1994, Tierney et al.
2003). Die IL-1B-Produktion vom Zytotrophoblasten, isoliert aus dem ersten Trimenon, ist
2,4-fach bis 3,8-fach hoher, als aus dem zweiten oder dritten Trimenon der
Schwangerschaft, was dafiir spricht, dass die IL-1B-Ausschittung dem invasiven Potenzial

des Zytotrophoblasten direkt proportional ist (Librach et al. 1994, Fazleabas et al. 2004).

Zum heutigen Zeitpunkt gibt es noch keinen direkten Hinweis auf die Korrelation zwischen
den Abweichungen im IL-1-System und der Beeintrachtigung der Implantation beim

Menschen (Makrigiannakis et al. 2006).

1.7.6  Osteopontin

Ein wesentliches Adhasionsmolekul auf der luminalen Oberflaiche des Endometriums ist das
Integrin avB3. Sein Ligand Osteopontin (OPN) ist mit dem avp3 ko-lokalisiert (Apparao et al.
2001) und koénnte eine Rolle bei der Signaltransduktion vom Embryo auf das Endometrium

und umgekehrt spielen.

Osteopontin ist ein saurehaltiges Mitglied der kleinen integrin-bindenden Ligand N-
gekoppelten Glykoprotein (SIBLING) Proteinfamilie. Die Familie beinhaltet das Knochen-
Sialoprotein, Dentin-Matrix-Protein I, Dentin-Sialophosphoprotein und extrazellularen Matrix
Phosphoglykoprotein, die alle ein Produkt von finf Genen sind, die entlang des
menschlichen Chromosoms 4 dicht zusammengedrangt liegen (Fisher et al. 1987).
Ursprunglich isoliert aus dem Knochen (Franzen and Heinegard 1985), wurde OPN auf den
epithelialen Zellen, im Sekret aus dem gastrointestinalen Trakt, Nieren, Schilddrise,
Brustdruse, Uterus (Johnson et al. 1999b), Endometrium, Plazenta und Hoden gefunden
(Brown et al. 1992, Johnson et al. 1999a, Luedtke et al. 2002). OPN wird auch in den
Leukozyten, glatten Muskelzellen, und hoch invasiven metastasierten Tumorzellen exprimiert

(Ashkar et al. 2000, Malyankar et al. 2000). Zahlreiche Funktionen, unter anderem
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Stimulation der Zell-Zell Adhasion, Zellteilung, Invasion und Metastasierung; Erhéhung der
Zell-EZM Kommunikation im normalen und im Tumorgewebe; Beférderung der Migration von
Immunzellen, Osteozyten, Tumorzellen (Johnson et al. 2003); Verminderung des Absterbens
der Zellen durch die Reduktion des reaktiven Sauerstoffs und Nitritoxids in dem
geschadigten Gewebe, werden dem OPN zugeschrieben (Jacobs et al. 1994). Das Zytokin
nimmt Teil in der Modulierung des Immunsystems indem er fiir die zellvermittelte Immunitat
und fur die zytokinvermittelten TH1-Antwort, Uber Rekrutierung und Stimulation der Migration
der Makrophagen zum Ort der Infektion und Entziindung, zustandig ist (Uede et al. 1997,
Denhardt et al. 2001) und die Immunglobulin-Produktion von B-Zellen stimuliert. Osteopontin
wird von den aktivierten Makrophagen und den T1-Lymphozyten sekretiert. Aul3erdem
gestaltet OPN den Kalziumspiegel in den Zellen um; bestimmt die Knochenmineralisation
und beférdert die Ablagerung des Kalziums in den Knochen (Butler 1989, Weber et al. 1996).
Die OPN-Gen-Transkription wird durch IL-1a und IL-1B, TGFB-1, FGF, TNFa, IFNy,
Ostrogen, Progesteron (Omigbodun et al. 1997), Glukokortikoide (Singh et al. 1995) und
1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 stimuliert (Safran et al. 1998).

In verschiedenen Studien wird OPN als ein wichtiges multifunktionelles Glykoprotein
definiert, mit einer besonderen Rolle in fundamentalen Prozessen, wie Neovaskularisation
und Geweberemodellierung, die auch fur die Implantation und Morphogenese der Plazenta
essentiell sind (Denhardt and Guo 1993, Sodek et al. 2000). Dem Molekul wird eine
férdernde Rolle bei der Anhaftung des Embryos an die apikale Oberflache der endometrialen
Zellen zugeschrieben (Lessey et al. 1992). Beim Menschen wurde die endometriale
Expression von Osteopontin zum ersten Mal in den glanduladren Zellen des Endometriums
beschrieben (Nomura et al. 1988, Young et al. 1990, Brown et al. 1992). Das Maximum an
OPN-Konzentration wurde beim Menschen in der mittleren und spaten sekretorischen Phase
in den endometrialen Drusen, besonders in den dezidualen Zellen, als auch in den
Immunzellen und im uterinen Sekret im Uteruslumen beobachtet. Seine Expression in den
ESZ wird durch langfristige Stimulation mit 173-Ostradiol und Progesteron in vitro stimuliert.
Das Expressionsmuster korreliert mit der endometrialen epithelialen Expression einer seiner
Rezeptoren, Integrin a,Bs, was seine Beteiligung in den frGhen Stadien der Implantation
annehmen lasst (Apparao et al. 2001, Lessey et al. 1992, von Wolff et al. 2001, von Wolff et
al. 2004). Die Beobachtung der Verschiebung des OPN-Expressionsmusters von den
endometrialen epithelialen Zellen in das stromale Kompartiment I&sst Uber seine Rolle in den
spaten Stadien der Implantation, bzw. der Invasion des Trophoblasten nachdenken (von
Wolff et al. 2004). Aulzer dem primaren Rezeptor avp3, gibt es noch andere Rezeptoren fir
das OPN, wie CD44 (Weber et al. 1996, Denhardt et al. 2001) und CEACAM1. Das
Adhasionsmolekiil CEACAM1 kolokalisiert mit OPN an der trophoblastaren Invasionsflache
(Briese et al. 2005b, Briese et al. 2005a). Ein starkes Expressionsmuster von OPN wurde in

der normalen Plazenta im EVT und vZTB beobachtet, wohingegen der ST nur schwach
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positiv fir OPN zu sein scheint (Briese et al. 2005b). Klinische Untersuchungen
demonstrierten ein gestértes OPN-Expressionsmuster in den Trophoblastzellen der Plazenta
aus Schwangerschaften mit aufgetretenen Praeklampsie, Praeklampsie und fetaler
Wachstumsretardierung (Gabinskaya et al. 1998). Briese et al. fanden eine vermehrte

Expression von OPN in hydatiformen Blasenmolen (Briese et al. 2005b).

1.8 Zelllinien: AC-1M88, St-T1b, T-HESC

1.8.1 AC-1M88

Als Modell fir den invasiven extravilldsen Trophoblasten wurde die Zelllinie AC-1M88
verwendet. Dies ist eine humane, adharent wachsende Zelllinie, die ein Hybridom darstellt,
das durch die Fusion von HGPRT-negativen Mutanten, bei denen das Enzym Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) ausgeschaltet ist von JEG-3
Chorionkarzinomzellen mit primaren extravilldsen Trophoblastzellen aus dem Chorion laeve
entstanden ist (Funayama et al. 1997, Gaus et al. 1997). Die Zelllinie wurde
freundlicherweise von H.G. Frank und P. Kaufmann (Universitatsklinik Aachen) zur
Verfugung gestellt. Im Gegensatz zu normalen Trophoblastzellen weist die verwendete
Zelllinie die Eigenschaft des permanenten Wachstums auf. Das ist von grof3er Bedeutung,
da die nativen Trophoblastzellen eine ,begrenzte” Lebenszeit haben und in vitro nicht
proliferieren (Helige et al. 2008). Diese Hybrid Zelllinie besitzt viele Charakteristiken des
normalen extravillésen Trophoblasten, wie die Cytokeratin-7-Expression (Helige et al. 2008),
eine ausgepragte Expression des Chemokin-Rezeptors und eine Migration als Antwort auf
rekombinante humane Chemokine, z.B. CXCL3 und CCL14 (Hannan et al. 2006). Die AC-
1M88 Linie ist invasiv in vitro und exprimiert CEACAM1 (Carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule 1), eine Charakteristik des invasiven EVT an der fetal-maternalen
Grenzflache (Bamberger et al. 2000b, Briese et al. 2005a). AC-1M88 Zellen produzieren ein
dem Trophoblasten entsprechendes Repertoire an Proteasen, wie MMP2, MMP7, MMP9,
MMP12, MMP14 und deren Inhibitoren (TIMP1, TIMP2, TIMP3) und Adhasionsmolekulen.
Die AC-1M88 Linie ist HLA-G positiv (Blaschitz et al. 2000, Bamberger et al. 2006, Hannan
et al. 2006, Hannan and Salamonsen 2008, Tapia et al. 2008, Hannan et al. 2010). Von
unserer Arbeitsgruppe wurde bestatigt, dass die AC-1M88 Linie fur Cytokeratin-7 positiv und

fur Fibroblastenmarker wie Vimentin und CD90 negativ ist (Samalecos et al. 2009).

Somit weist die AC-1M88 Trophoblast-Chorionkarzinom-Hybridzelllinie dem priméaren
extravillésen Trophoblasten sehr ahnliche Eigenschaften auf. Ein groRer Unterschied zum
normalen invasiven EVT besteht jedoch in der fortwdhrenden Koexistenz von Proliferation
und Invasion in der AC-1M88 Zelllinie. In dieser Hinsicht zeigt die AC-1M88 Linie ein

ahnliches Verhalten wie Chorionkarzinomzellen. Im Gegensatz dazu besteht bei EVT in vivo
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eine Trennung zwischen Proliferation und Invasion. Der interstitielle EVT entwickelt seine

invasiven Eigenschaften in vivo nach dem Einstellen der Proliferation (Helige et al. 2008).

1.8.2 St-T1b

Als ein Modell der endometrialen Stromazellen wurde unter anderem die St-T1b Zelllinie
verwendet. Die St-T1b sind mittels Telomerase immortalisierte humane endometriale
Stromazellen (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Gordon Peters, Cancer
Research UK London Research Institute, und Jan J. Brosens, Hammersmith Hospital,
London, UK). Die St-T1b Zelllinie wie auch primaren ESZ, ist fur die fibroblastdren Marker
Vimentin und CD90 positiv und Cytokeratin-7 (Marker fir epitheliale Zellen) negativ. St-T1b
konnen zur Dezidualisierung induziert werden, wobei der Phanotyp nicht von demjenigen
dezidualisierter primarer ESZ unterscheidbar ist. Genau wie primare ESZ exprimieren St-T1b
die Dezidualisierungsmarker PRL (Prolactin), IGFBP-1 (Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-1) und FOXO-I (Forkhead box protein O1). Die Dezidualisierung wird effizient durch
8-Br-cAMP induziert und durch MPA gesteigert. Eine schwache Antwort wird aber auf
naturliches Progesteron beobachtet. Die St-T1b sind sehr stabil in der Zellkultur und lassen

sich 150 mal passagieren (Samalecos et al. 2009).

1.8.3 T-HESC

Die T-HESC Zelllinie ist ebenfalls durch Telomerase-Immortalisierung primarer humaner
ESZ entstanden (Krikun et al. 2004). Genau wie primare ESZ, lassen sich T-HESC der
Dezidualisierung unterziehen und exprimieren Marker der Dezidualisierung: PRL, IGFBP-I,
FN (Fibronektin), TF (Tissue Factor), PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) nach der
Behandlung mit MPA+E; (Krikun et al. 2004). Obwohl T-HESC karyotypisch, morphologisch
und phanotypisch mit primaren ESZ vergleichbar sind, zeigten sie jedoch ebenso wie St-T1b
Zelllinie eine mangelnde Ansprechbarkeit auf natirliches P, (unverdffentliche Daten aus

unserer Arbeitsgruppe), wahrend sie sehr gut auf MPA reagieren.

Abgesehen von dieser Einschrénkung stellen beide Zelllinien ein gutes Modell fur priméare
ESZ dar.
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1.9 Klinische Perspektive

Die Etablierung der regelrechten fetal-maternalen Interaktionen wahrend der Entwicklung der
Plazenta ist kritisch fiir die erfolgreiche Schwangerschaft (Caniggia et al. 1997). So werden
Schwangerschaftserkrankungen, wie rezidivierende Abortneigung, fetale
Wachstumsretardierung, friihzeitige Plazentaldésung und Praeklampsie durch die
uteroplazentare Dysfunktion verursacht. Uteroplazentare Insuffizienz entsteht unter anderem
infolge einer geminderten Dezidualisierung, anomaler Immunreaktionen zwischen Uterus-
Plazenta-Fetus, Vaskulopathie der Spiralarterien (Brosens et al. 2002), zu oberflachlicher
Invasion des Trophoblasten (Zhou et al. 1993). Remodellierungsprozesse, die im Uterus vor
der Schwangerschaft statt finden, sind fur die regelrechte Invasion des Trophoblasten von
besonderen Bedeutung. Die oben beschriebenen Schwangerschaftserkrankungen sowie
Infertilitdt, Frihgeburt, Erhdhung der Haufigkeit der Sectio Cesarea und perinatalen
Morbiditdt werden in Zusammenhang mit der verminderten Remodelierung des uterinen
Gewebes vor dem Eintreten der Schwangerschaft gebracht (Brosens et al. 1972, Zhou et al.
1993, Gellersen et al. 2007b, Carrington et al. 2005, Toth et al. 2010). Es wurde
vorgeschlagen, die zyklische endometriale Dezidualisierung und menstruelle Blutung als
physiologische Vorbereitung des Uterusgewebes auf die dramatischen vaskularen
Veranderungen, reaktive Hypoxie und Hyperinflammation, die bei der tiefen hdmochorialen
Plazentation entstehen, anzusehen (Brosens et al. 2009). Dezidualisiertes Endometrium
spielt eine Schllsselrolle in der Implantation und der Schwangerschaft, indem es die
Invasion des Trophoblasten kontrolliert und fir die adadquate Hamostase sorgt (Lockwood et
al. 1999, Lockwood et al. 2001). Es ist bekannt, dass die Formierung einer normalen
Plazenta eine extensive, aber auch streng kontrollierte Invasion des Trophoblasten in die
Dezidua erfordert (van den Brule et al. 2005). Die Balance zwischen den proinvasiven und
die Invasion selbstlimitierenden Eigenschaften der Trophoblastzellen kénnte kritisch fur die
Koordination der Formierung der funktionsfahigen Plazenta sein (Zhou et al. 2003).
Erkenntnisse Uber die Faktoren, die diese Prozesse regulieren, sind von einer hohen
Wichtigkeit in dem Verstandnis sowohl physiologischer (embryonale Implantation), als auch

pathologischer (maligner Tumor) Invasion.

Die Verwendung der in vitro Modelle zur Untersuchung der menschlichen Implantation

erweitern die Moglichkeiten der Forschung auf diesem Gebiet.

Zusammenfassend wirde man sagen, dass Trophoblast-Invasions-Modelle die Entwicklung
von neuen Medikamenten, die zu einer erfolgreichen Implantation einen Beitrag leisten
kdnnten, beférdern und ermdglichen, die Toxizitdt neuer Substanzen zu Uberprifen.
Kultursysteme erlauben eine Identifizierung von neuen diagnostischen Merkmalen der

fehlerhaften Implantation. Die physiologischen Prozesse der Entstehung der
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Schwangerschaft kdénnen weiterhin  beobachtet und untersucht werden. Neue
Schlisselmolekile, die am Prozess der Invasion des Trophoblasten und normalen

Plazentation beteiligt sind kdnnen festgestellt werden.

Wenn man aber den oben beschriebenen Systemen Grenzen setzen wirde, ist es
offensichtlich, dass Zellkulturmodelle, nur robusteste Hilfsmittel in der Untersuchung der
zellularen und molekularen Mechanismen der Implantation darstellen. Andererseits
reprasentieren diese Modelle eine ethisch vertretbare Anndherung an die physiologischen

Prozesse der menschlichen Implantation.



34 Einleitung

1.10 Ziel der Arbeit

Zur Nachahmung der Trophoblastinvasion in vitro ist in unserer Arbeitsgruppe ein Ko-Kultur
Modell von Trophoblastzellen mit ESZ entwickelt worden. Dabei werden Spharoide aus einer
Trophoblastzelllinie auf einen Rasen aus primdren ESZ (endometrialen Stromazellen)
aufgesetzt und ko-kultiviert. In einem so genannten Sphéaroid-Expansionsassay wird die
Ausbreitung der Spharoide auf den primaren ESZ unter Einfluss von Faktoren beobachtet.
Dabei hatte sich ein stimulierender Effekt von HB-EGF und IL-1( alleine oder in Kombination
mit LIF auf die Expansion der Sphéaroide gezeigt. Weiterhin wurde beobachtet, dass die

Dezidualisierung der ESZ die Ausbreitung der Sphéaroide beférderte (Gonzalez et al. 2011).

In dieser Arbeit sollten diese Untersuchungen vertieft werden, wobei statt primarer ESZ

immortalisierte ESZ Linien zum Einsatz kommen sollten.

Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

- Welchen Einfluss hat die Dezidualisierung der ESZ Linien auf die Spharoid-

Expansion?
- Wie verhalten sich die Trophoblastzellen auf nicht vor- und vordezidualisierten ESZ
Linien unter Zugabe von HB-EGF, IL-1, LIF, OPN, E, und P4?

- Welche Rolle spielen Apoptose und Proliferation in der Ko-Kultur?

Wir erhofften uns anhand des Ko-Kultur-Modells, die vorher beobachteten Ergebnisse an
primaren ESZ auf den ESZ Linien reproduzieren zu kénnen und einen Aufschluss zu
erhalten, ob die ESZ Linien fur Experimente zur Untersuchung der Invasion des

Trophoblasten geeignet sind.
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2 Material und Methoden

21 Zellkultur

Fir die Zellkultur wurden sterile Kunststoffartikel von den Firmen NUNC, Greiner, Falcon BD
und Sarstedt bezogen, sowie sterile Losungen und Medien verwendet. Alle Zelllinien wurden
im Inkubator (Heraeus) bei 37°C und 5% CO,-Gehalt kultiviert.

2141 Kultivierung der Zelllinien

21141 AC-1M88
Die AC-1M88 Linie wurde im SKUT-Medium (siehe Abschnitt 2.3.1) kultiviert. Das Medium
wurde alle 2 Tage gewechselt. Die Zellen wurden alle 5-7 Tage im Verhaltnis 1:10

passagiert.

211.2 St-T1b

Die St-T1b Linie wurde im Kulturmedium fir endometriale Stromazellen (ESZ-Medium, siehe
Abschnitt 2.3.1) erhalten. Die Zellen wachsen adharent. Das Medium wurde alle 2 Tage
gewechselt und die Zellen einmal pro Woche im Verhaltnis 1:3 subkultiviert (Samalecos et al.
2009).

2113 T-HESC
Die T-HESC Linie wurde in ESZ-Medium (siehe Abschnitt 2.3.1) kultiviert. Das Medium
wurde alle 2 Tage gewechselt und die Zellen einmal pro Woche im Verhaltnis 1:3 bzw. 1:4

subkultiviert.

2.1.2 Stimulation der Zelllinien

Die St-T1b oder die T-HESC Linie wurden vor dem Sphéaroid-Expansionsassay vorbehandelt
(pradezidualisiert), sobald die Zellen konfluent waren. Die Pradezidualisierung erfolgte mit
0,5 mM 8-Br-cAMP in steroidfreiem Minimalmedium 1 (MM1, siehe Abschnitt 2.3.1) Gber 5
Tage. Fur die Stimulation der Ko-Kultur wurden verschiedene Substanzen, die im MM1 zu

einer gewlnschten Konzentration verdinnt wurden, verwendet.
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Im Folgenden werden die Substanzen unter Angabe der Endkonzentration aufgelistet:

Endkonzentration

8-Br-cAMP (BioLog) 0,5 mM
Medroxyprogesteronazetat (MPA) (Sigma) 10°M
17-B-Estradiol (E,) (Sigma) 10°M
Progesteron (P,) (Sigma) 10° M
HB-EGF (Sigma) 20 ng/ml
IL-1B8 (Miltenyi Biotec) 10 ng/ml
LIF (Sigma) 10 ng/ml
Osteopontin (OPN) (Sigma) 5 pg/ml

Abweichungen von diesen Endkonzentrationen werden in den Kapiteln gesondert vermerkt.

21.3 Trophoblast-Sphéaroid-Expansionsassay

2.1.31 Vorbereitung der ESZ Linien

St-T1b oder T-HESC wurden fiir den Spharoid-Expansionsassay in zwei T180-Flaschen bis
zur Konfluenz kultiviert und anschlieRend entweder vorbehandelt (pradezidualisiert) oder
unbehandelt weiter erhalten. Die Vorbehandlung erfolgte mit 0,56 mM 8-Br-cAMP in MM1

Uber 5 Tage. Das Medium wurde nach 2 Tagen gewechselt.

Am Tag 5 wurden die Zellen trypsiniert. Das alte Medium aus der T180-Flasche wurde
abpipettiert und ein Waschschritt mit 15 ml PBS erfolgte darauf. Der Boden wurde mit 4 ml
Trypsin/EDTA benetzt und 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde
eine Inaktivierung des Enzyms mit 12 ml MM1 oder ESZ-Medium erreicht. AnschlieRend
wurden die Zellen 2 Minuten bei 795 x g durch Zentrifugation sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Die Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl in einer

Neubauer-Objekttrager-Kammer ermittelt.

Die unbehandelten St-T1b oder T-HESC Stromazelllinien wurden in einer Zelldichte von
4,5x10* Zellen pro Kammer in 500 yl MM1 in den 8-Kammer-Objekttrdger (NUNC oder

Falcon BD) iiberfiihrt. Die vorbehandelten ESZ wurden in einer Zelldichte von 8x10* Zellen
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pro Kammer in 500ul MM1 in den 8-Kammer-Objekttrager (NUNC oder Falcon BD)

ausgesat.

Es wurde darauf geachtet, dass die Zellsuspension keine Zellkonglomerate enthalt, da ein

gleichmaRiger Zellrasen fir die weitere Durchfiihrung des Experimentes Voraussetzung war.

Die Stromazelllinien wurden 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

213.2 Sphéroidbildung

Die AC-1M88 Trophoblastzellen wurden in SKUT-Medium bis zu einer konfluenten Zelldichte
kultiviert. Am Tag der Stromazellen-Plattierung in die 8-Kammer-Objekttrager wurden die
AC-1M88 Zellen ebenfalls flir den Spharoid-Expansionsassay vorbereitet. Das alte Medium
wurde abpipettiert. Darauf erfolgte ein Waschschritt mit PBS. Der AC-1M88-Zellrasen wurde
vom Boden der T75-Kulturflasche durch Benetzung mit 2 ml Trypsin/EDTA und einer
Inkubationszeit Uber 5 Minuten bei 37°C abgelést. Dann wurde die Enzymaktivitat durch
Zugabe von 8 ml FCS-haltigem Kulturmedium neutralisiert. Wahrend der anschlieRenden
Zentrifugation bei 795 x g wurden die Zellen sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde in der Neubauer-
Kammer ermittelt. Die Zellen wurden in SKUT-Medium in Gegenwart von 0,25%
Methylcellulose suspendiert und in einem Volumen von 100 pul in einer Zelldichte von 3000
Zellen pro Vertiefung in nicht adharente 96-Kammer-Rundboden-Kulturplatte ausgesat. Die
Kulturplatte wurde bei 37°C und 5% CO, fur 24 Stunden in den Inkubator gestellt. Unter
diesen Bedingungen formieren sich alle suspendierten Zellen in einer Vertiefung zu einem
einzelnen Spharoid. Die Methode wurde in Anlehnung an Korff et al. (Korff et al. 2004)

verwendet.

2133 Ko-Kultur

24 Stunden nach der Plattierung der Stromazelllinien (St-T1b oder T-HESC) in die 8-
Kammer-Objekttrager und Sphéaroidformierung aus den AC-1M88 wurden die Zellen unter
dem Mikroskop angeschaut. Die Stromazellen wurden auf einen gleichmaRigen Zellrasen
geprift. Samtliche Spharoide wurden durchgemustert und nur ebenmaflig runde Varianten
ausgewahlt. Die stimulierenden Substanzen wurden mit MM1 in die jeweilige
Endkonzentration verdinnt und auf St-T1b bzw. T-HESC Zellrasen pipettiert (500 pl pro
Kammer). Fur jede Behandlung gab es 3-4 Replikate.
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Stromazellen
In Ko-Kultur mit

Spharoiden

Pipettenspitze

AC-1M88,
3000 Zellen (& -

Abb. 2.1: Sphiroid-Expansionsassay. (A) 96-Kammer-Rundbodenplatte fir die Sphéaroid-Bildung.
Das Spharoid wird Uber 24 Stunden aus 3000 AC-1M88 Zellen gebildet. (B) 8-Kammer-Objekttrager mit
Ko-Kultur aus ESZ (4,5x10* nicht vor- bzw. 8x10* vordezidualisierte ESZ) und Spharoiden (AC-1M88).
Die Sphéaroide werden mittels einer abgeschnittenen Pipettenspitze auf einen konfluenten Rasen aus

Stromazellen Uberfiihrt.

Nach dem Mediumwechsel wurden einzelne Sphéaroide mit einer abgeschnittenen sterilen
200 ul Pipettenspitze aus der 96-Kammer-Rundboden-Kulturplatte in etwa 25 pl Volumen
ausgenommen und auf den Stromazellrasen in die 8-Kammer-Objekttrager vorsichtig
Uberfiihrt. Es wurde besonders darauf geachtet, dass das Sphéaroid zentriert auf den
Zellrasen plattiert wird, da bedingt durch das Wachstum bei Randlage die Beurteilung und

Auswertung der Ko-Kultur erschwert oder unmdglich werden kann (Abbildung 2.1).

Nach dem Aufplattieren der Spharoide auf den Stromazellrasen wurde die Ko-Kultur in den
Kammern sofort mit einem 4x und 10x Objektiv unter dem Mikroskop photographiert
(Phasenkontrast). Dieser Tag des Experimentes wird als Tag 0 bezeichnet. Die weitere
Inkubation erfolgte Uber 2, 3 oder 4 Tage mit anschlieBender Fixierung und
immunzytochemischer Farbung der Zellen.
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21.4 Fixierung der Zellen

Das Zellkulturmodell wurde am Tag 2, 3 oder 4 fixiert. Das Medium aus den 8-Kammer-
Objekttragern wurde abgesaugt und die Zellen mit 500 ul PBS pro Kammer kurz gewaschen.
Die Objekttrager wurden mit 300 upl 4% Paraformaldehyd (PFA) Gber 10 Minuten fixiert.

Darauf erfolgten 3 Waschschritte mit PBS fur jeweils 5 Minuten.

21.5 Immunzytochemie

Um die Trophoblastzell- (AC-1M88) und Stromazelllinien (St-T1b oder T-HESC) bei der
Anfarbung unterscheiden zu kénnen wurden Antikérper gegen zellspezifische Antigene
verwendet. Da Trophoblastzellen zu den epithelialen Zellen gehoéren, bei denen die
Cytokeratine die grundlegendsten Marker der Epitheldifferenzierung darstellen, wurde
Cytokeratin-7 (CK-7) mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers detektiert. Stromazellen sind
dagegen mesenchymalen Ursprungs und weisen als Marker das Vimentin
(Intermediarfilament-Protein, Teil des Zellgerustes) auf. Das Protein wurde mit

monoklonalem Anti-Vimentin Antikorper detektiert.

Die Darstellung der Antikdrper durch duale Immunzytochemie erfolgte mit dem Vectastain
Universal Elite ABC KIT unter Verwendung der Substrate DAB und VectorSG. Nach der
Fixierung der Zellen wurde die Aktivitdt der endogenen Peroxidase mit 0,75% H,O; in
Methanol in einem 250 pl Volumen pro Kammer blockiert. Um die unspezifische Bindung des
Antikdrpers zu verhindern, erfolgte eine jeweils 15-minitige Avidin- und Biotin-Blockade mit
anschlielfender Inkubation tber 20 Minuten mit normalem Pferdeserum (NHS) (250 ul pro
Kammer; in Verdinnung NHS 1:100 in PBS). Das Uberschissige Serum wurde entfernt. Zur
Verdunnung der Antikérper wurde 1% NHS in PBS verwendet. Die Objekttrager wurden mit
CK7-Antikérper, 150 pl pro Kammer, tdber 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Objekttrager mit dem universellen sekundaren biotinylierten
Antikdrper uber 30 Minuten bei RT inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von Avidin/Biotin
Peroxidase Complex fir 45 Minuten. Als Substrat fungierte VectorSG, welches eine blau-
graue Farbung produziert, die das Spharoid sichtbar macht. Die Objekttrager wurden mit
H,O 5 Minuten gewaschen mit anschlieBender Peroxydaseblockade der ersten Farbung.
Darauf folgte das oben genannte Prozedere flir die Detektion des Vimentins und Farbung
der Stromazelllinien. Als Substrat fur die Lokalisation des Vimentins wurde 3,3'-
Diaminobenzidin Tetrachydrochlorid (DAB) verwendet. DAB produziert eine braun-rote
Farbung. Nach dem Farben wurden die Objekttrager getrocknet und mit Faramount
Mounting Medium (Dako) eingedeckt. Die Praparate wurden mikroskopiert und

Photographien mit dem x2, x4 und x10 Objektiv angefertigt.
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Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Antikorper.

Antikorper Hersteller Klon Artikelnummer | Spezies Verdiinnung

Vimentin Dako V9 MO0725 Maus 1:1000

(monoklonal)

Cytokeratin 7 | Dako OV-TL M7018 Maus 1:200

(monoklonal) 12/30

Ki67 NeoMarkers RB-1510-P0O Kaninchen 1:100

(polyklonal)

Cleaved Abcam 4842 Kaninchen 1:200
PARP

(polyklonal)

Zur Detektion der apoptotischen Zellen wurde der cleaved PARP-Antikdrper in der
Verdinnung 1:200 eingesetzt. Die Ko-Kultur wurde am Tag 3 mit 4% PFA Uber 10 Minuten

fixiert und anschlieRend mit 0,2% Triton (10 Minuten Inkubationszeit) permeabilisiert.

Fur die Bestimmung der Proliferation in der Ko-Kultur wurde der Ki67-Antikdrper in
Verdinnung 1:100 verwendet. Die Ko-Kultur wurde am Tag 3 mit 4% PFA und Methanol

Uber 10 Minuten fixiert und permeabilisiert.

2.2 Statistische Auswertung

Anhand der Photographien erfolgte eine Ausmessung der Spharoidflache jeder einzelnen
Kultur am Tag 0 und an den Tagen 2, 3 oder 4. Jede Spharoid-Kontur wurde im ImagedJ-
Programm mit dem ,Freihand-Kursor‘ nachgezeichnet und die Spharoidflache automatisch

berechnet.

Die ausgemessene Flache des angefarbten Spharoids am Tag der Fixierung der Ko-Kultur
wurde in Relation zur ausgemessenen Flache des Sphéaroids am Tag 0 gesetzt. Da die Ko-
Kultur am Tag 0 mit dem 10x Objektiv und am Tag 2, 3, 4 mit dem 2x Objektiv photographiert
wurde, musste der ausgemessene Wert der Spharoidflaiche vom Tag 0 auf den Wert am Tag
der Fixierung angepasst werden. Die Umrechnung des 10x Objektivs auf das 2x Objektiv
bendtigt einen Faktor 25 (10/2=5, daraus folgt 5° fiir die Flache).

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde das GraphpadPrism und Microsoft Excel Programm

zugezogen. Die Sphéaroidflachenzunahme wurde berechnet.
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Abb. 2.2: Sphéaroid-Expansionsassay. Spharoide auf nicht vordezidualisierten und vordezidualisierten

T-HESC. Excel-Datei. Beispiel zur Berechnung der Spharoidflache.

Die am Tag 0 ausgemessene Sphéaroidflache wurde durch den berechneten Faktor (in
unserem Fall - 25) dividiert. Der Expansionswert ergab sich durch die Division der am Tag 3

gemessenen Flache mit der neu berechneten Flache von Tag 0.

Zum Beispiel: die Spharoidflache am Tag 0 unter HB-EGF Einfluss betragt 244043. Die
Spharoidflache ist am Tag 3 auf 518856 expandiert. Nach dem Einbeziehen des
Umrechnungsfaktors (25) ergibt sich: Flache Tag 0 durch 25 (244043/25=9761). Die
Flachenzunahme in 3 Tagen betragt: Spharoidflache Tag 3 durch Spharoidflache Tag 0, 53
(518856/9761=53) (Abbildung 2.2).

Nach dem Erstellen einer Excel-Datei wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen in
eine GraphpadPrism-Datei eingetragen. Eine entsprechende Grafik wurde erstellt und mittels

One-Way-ANOVA und post-hoc Test nach Signifikanz analysiert.
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2.3 Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien und Medien

2.31 Medien fiir die Zelllinien

SKUT-Medium fiir AC-1M88

DMEM/HF12 ohne Phenolrot (Sigma)

10% FCS (PAA)

1% Penicillin (PAA) (Stammkonzentration: 10000 Units/ml)
1% Streptomycin (PAA) (Stammkonzentration: 10 mg/ml)

1% L-Glutamin (PAA) (Stammkonzentration: 200 mM)

Kulturmedium fur Endometriale Stromazellen (ESZ-Medium)

DMEM/HF12 ohne Phenolrot (Sigma)

10% dialysiertes FCS (PAA)

1% Penicillin (PAA) (Stammkonzentration: 10000 Units/ml)
1% Streptomycin (PAA) (Stammkonzentration: 10 mg/ml)
1ug/ml Insulin (Sigma)

10" M 17B-Ostradiol (Sigma)

Minimalmedium 1 (MM1) fir Endometriale Stromazellen

DMEM/HF12 ohne Phenolrot (Sigma)

10% dialysiertes FCS (Fetal Calf Serum) (PAA)

1% L-Glutamin (PAA) (Stammkonzentration: 200 mM)

1% Penicillin (PAA) (Stammkonzentration: 10000 Units/ml)

1% Streptomycin (PAA) (Stammkonzentration: 10 mg/ml)

23.2 Pufferlosungen
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) ohne Ca®* und Mg?* (PAA)
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2.3.3 Sonstige Chemikalien
- Trypsin/EDTA (PAA): gebrauchsfertig Trypsin 0,5 mg/ml

EDTA 0,22 mg/ml

- Methylcellulose Stammlésung 2,8% (R&D Systems):

Pro Spharoid: 8,9 ul 2,8% Methylcellulose auf 100 ul Zellsuspension in SKUT-Medium,
(0,25% Methylcellulose Endkonzentration).

- Paraformaldehyd 4 % (PFA) (Fluka):

4 g PFA in 80 ml ddH,0O bei 60°C unter dem Abzug auf der Warmeplatte I6sen. Mit 1 N
NaOH den pH-Wert auf 7,4 einstellen bis die Suspension klar wird. Aliquots bei -80°C lagern.

- Methanol (Merck)

- Wasserstoffperoxid 30% (H.O;) (Merck)

KIT fir duale Immunzytochemie

- Vectastain Universal Elite ABC KIT (Linaris):
- Universeller sekundarer Biotinylierter Antikorper
- Vectastain Elite ABC Reagent A und Reagent B

- Blocking Normal Horse Serum (NHS)

- DAB Substrate KIT fur Peroxidase (Linaris):
- Buffer Stock Solution
- DAB Stock Solution

- Hydrogen Peroxide

- VectorSG Substrate KIT fur Peroxidase (Linaris): - Chromogen

- Hydrogen Peroxide

- Avidin/Biotin Blocking KIT (Linaris)
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Zellkulturgefalle:

- T25; T75; T180 — Kulturflaschen (NUNC)
- 8-Kammer-Permanox-Objekttrager (NUNC)

- 8-Kammer-Glas-Objekttrager (Falcon BD)

Zentrifuge:

Heraeus Biofuge Stratos 5282, Rotor 3047.

2.4 Abkiirzungsverzeichnis

B-hCG — humanes Chorionisches Gonadotropin

8-Br-cAMP — 8-Bromoadenosin-3’, 5’ zyklisches Monophosphat
CEACAM1 — Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule 1
CD — Cluster of Differentiation

COX — Cyclooxygenase

dPRL — deziduales Prolaktin

EDTA — Ethylendiamintetraessigsaure

E, — 17B-Ostradiol

EEZ — Epitheliale Endometriale Zellen

EGF — Epidermal Growth Factor

ER - Ostrogen-Rezeptor

ESZ — Endometriale Stromazellen

EVT — Extravilldser Trophoblast

EZM — extrazellulare Matrix

FSH — Follikelstimulierendes Hormon

GnRH - Gonadotropin-freisetzendes Hormon

HB-EGF — Heparin-Binding Epidermal Growth Factor-Like Growth Factor
HER — humaner EGF Rezeptor

HGPRT — Hypoxantin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

HLA — Humanes Leukozyten Antigen
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IFNy — Interferon y

IGF — Insulin-like Growth Factor

IGFBP-1 — IGF Binding Protein 1

IL-1B — Interleukin-13

IL-1R1 und IL-1R2 — |IL-1 Rezeptor Typ 1 und Typ 2
IL1RACP — IL-1 akzessorisches Rezeptor-Protein
IL-1Ra - Inhibitor IL-1 Rezeptor Antagonist

LBD - Ligand-Bindungs-Domane

LIF — Leukemia Inhibitory Factor

LH — Luteinisierendes Hormon

MHC — Haupthistokompatibilitdtskomplex

MMP — Matrix Metalloproteinasen

MPA — Medroxyprogesteronazetat

OPN — Osteopontin

& — keine Behandlung mit stimulierenden Substanzen
P4, — Progesteron

PR — Progesteron-Rezeptor

PFA — Paraformaldehyd

PGF,, — Prostaglandin Fyq4

ST — Synzytiotrophoblast

TF — Tissue Factor

TGFB — Transforming Growth Factor 3

TIMP — Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase
TNFa — Tumor Necrosis Factor a

uNK — uterine Naturliche Killerzellen

vZTB - villéser Zytotrophoblast
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3 Ergebnisse

3.1 Kultivierung der endometrialen Stroma- und Trophoblastzelllinien

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Vorganges der Implantation und als
unabdingbarer Teil davon der Invasion des Trophoblasten. Hierfir wurde ein Ko-Kultur-
Modell verwendet, das die Kontaktzone zwischen dem invasiven Trophoblasten und der
Dezidua imitieren sollte. Anstatt primaren Zellen wurden folgende Zelllinien verwendet: St-
T1b oder T-HESC ESZ Linien, AC-1M88 Trophoblastzelllinie.

Abb. 3.1: Phasenkontrastaufnahmen von T-HESC. (A-B) nicht
vordezidualisierte T-HESC. Die Abb. B zeigt einen Abschnitt aus dem
Bereich A. (C-D) Mit 8-Br-cAMP (0,5 mM 8-Br-cAMP lber 5 Tage mit
Mediumwechsel am Tag 2) vordezidualisierte T-HESC. Die Abb. D zeigt
einen Abschnitt aus dem Bereich C. Phasenkontrastmikroskopie, 4x
Objektiv.

Die Stromazellen wurden mit 0,5 mM 8-Br-cAMP behandelt. Die Stimulationsdauer betrug fir
alle Versuche 5 Tage, mit Medium-Wechsel am Tag 2. Vordezidualisierte T-HESC wurden
mit nicht vordezidualisierten T-HESC verglichen. Im Gegensatz zu den nicht vorbehandelten

Zellen, erlangen die stimulierten einen dezidualisierten Phanotyp (Abbildung 3.1).

3.2 Spharoid-Expansionsassay

3.21 Sphiéroide auf nicht vordezidualisierten St-T1b ohne Zugabe von Faktoren

Die ersten Versuche wurden auf nicht vorbehandelten St-T1b Zellen ohne Zugabe von
Faktoren durchgefuhrt (Abbildung. 3.2).
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Abb. 3.2: Sphéroid-Expansionsassay. Sphédroide aus AC-1M88 Trophoblastzellen auf nicht
differenzierten St-T1b Zellen. A-D: Die Ausbreitung des Sphéaroids wird Uber 2 Tage verfolgt.
Phasenkontrastaufnahmen mit 4x Objektiv (A, D) oder 10x Objektiv (B, C). E-F: Immunzytochemie,
Tag 2. Anfarbung der St-T1b Zellen mit Vimentin-Antikbrper — braun, der AC-1M88 Zellen mit
Cytokeratin-Antikdrper (CK7) — grau. 4x Objektiv (E), bzw. 10x Objektiv (F).

Das Verhalten der Spharoide auf den St-T1b Zellen (ber 2 Tage wurde beobachtet. Die
aufplattierten Sphéaroide wurden am Tag O, Tag 1, Tag 2 nativ und nach
immunzytochemischer Farbung photographiert. Der Durchmesser des Sphéaroids am Tag 0
betragt etwa 500 pm. In dem Modell verweilt das aufplattierte Spharoid die ersten Stunden
lose auf der ESZ Oberfliche. Am Tag 1 beobachtet man das Auswandern der
Trophoblastzellen aus dem kompakten Sphéaroid und eine radiale Ausbreitung auf dem
Stromazellrasen. Am Tag 2 werden die Umrisse des Sphéaroids nativ nicht mehr sichtbar.
Man kann die Konturen des verbreiteten Trophoblasten nur erahnen (Abbildung 3.2), daher
wird die duale Immunzytochemie, mit der sich die Zelltypen unterscheiden lassen,
angewendet. Der Durchmesser des Spharoids am Tag 2 betragt etwa 2 mm, das entspricht

einer VergroRerung der Flache um den Faktor 16. In dem ersten Versuch wurden die St-T1b
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in einer Zelldichte von 4,0x10* pro Kammer in den 8-Kammer-Objekttrager ausgesat, in
Anlehnung an vorhergehende Versuche mit primaren ESZ (Gonzalez et al. 2011). Allerdings
ergab sich die Menge als nicht ausreichend zur Formierung eines gleichmafigen Zellrasens,

deshalb wurde die Dichte fiir weitere Experimente auf 4,5x10* erhéht.

3.2.2 Spharoide auf St-T1b: Einfluss der Faktoren

In den folgenden Versuchen wurden die Zelllinien in der Ko-Kultur mit verschiedenen
Substanzen stimuliert. Dafir wurden HB-EGF, LIF, IL-18, OPN, E,, P, alleine und in
Kombination angewendet (Abbildung 3.3, 3.4 und 3.5). Die Inkubationszeit der Ko-Kultur

betrug 2 Tage. In diesem Versuch haben die Kontrollen 23fach expandiert.
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Abb. 3.3: Sphéaroid-Expansionsassay. Einfluss von
Faktoren auf Sphéroide auf nicht pradezidualisierten St-
T1b. Die Spharoid-Flache wurde am Tag 2 gemessen und in
Relation zu Tag 0 gesetzt. Mittelwerte + SD von n=3
Spharoiden.

Aus der Grafik (Abbildung 3.3) lasst sich herleiten, dass die Expansion der Spharoide unter
Einfluss von HB-EGF, IL-1B, LIF, IL-1B+LIF, OPN gegenuber Kontrolle und unter einander

nicht verandert war.

Im nachsten Schritt wurden die Faktoren mit den Steroidhormonen E, und/oder P, kombiniert
(Abbildung 3.4 und 3.5).
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Abb. 3.4: Sphiroid-Expansionsassay. Einfluss von HB-EGF
und OPN in Kombination mit Steroidhormonen auf
Sphéroide auf nicht pradezidualisierten St-T1b. Die Sphéaroid-
Flache wurde am Tag 2 gemessen. Mittelwerte £ SD von n=3
Spharoiden.

Auch hier zeigte sich jedoch keine Veranderung der Spharoid-Expansion im Vergleich zu
unbehandelten Kulturen.

B
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Abb. 3.5: Sphéaroid-Expansionsassay. Einfluss von IL-18 und
LIF in Kombination mit Steroidhormonen auf die Spharoid-
Expansion auf nicht pradezidualisierten St-T1b. Die Sphéaroid-
Flache wurde am Tag 2 gemessen und in Relation zu Tag 0
gesetzt. Mittelwerte + SD von n=3 Sphéaroiden.

In einem weiteren Schritt wurde die Inkubationszeit auf 3 Tage erhéht, um einen

maoglicherweise langerfristigen Effekt zu beobachten.
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Abb. 3.6: Sphiroid-Expansionsassay. Einfluss
der Faktoren auf die Sphiroid-Expansion auf
nicht pradezidualisierten St-T1b bei verlangerter
Ko-Kulturzeit auf 3 Tage. Die Sphéaroid-Flache
wurde am Tag 3 gemessen und in Relation zu Tag 0
gesetzt. Mittelwerte + SD von n=3 Sphéaroiden.

Aus der Grafik (Abbildung 3.6) sind geringe Veranderungen in der Expansion der Spharoide
auf den nicht vordezidualisierten St-T1b gegenliber Kontrolle zu sehen. Nach der
Durchfuihrung der One-Way-ANOVA Analyse hat es sich jedoch ergeben, dass verlangerte
Inkubationszeit keinen signifikanten Unterschied auf die Spharoid-Expansion bei der

Behandlung mit den Faktoren im Vergleich zur Kontrolle ausubt.

3.2.3 Sphaéroide auf St-T1b. Einfluss der Dezidualisierung

Von unserer Arbeitsgruppe war beobachtet worden, dass sich Spharoide auf
vordezidualisierten primaren ESZ starker ausbreiten als auf nicht vordezidualisierten
primaren ESZ (Gonzalez et al. 2011). Wir versuchten, diese Ergebnisse auf St-T1b Zellen zu

reproduzieren.

In einem Vorversuch testeten wir zunachst, ob eine alleinige Farbung der St-T1b Zellen fir
die Auswertung der Ergebnisse genugend sei. Zum Vergleich wurden parallele Kulturen der
vorher beschriebenen Doppelfarbung unterzogen. Das Stimulationsprotokoll der Kulturen
wurde von Versuchen mit primdren ESZ adaptiert: Vordezidualisierung der St-T1b Zellen
uber 5 Tage mit cAMP, jedoch weglassen der cAMP Behandlung wahrend der 2 Tage Ko-
Kultur mit den Spharoiden oder Zugabe von 10° M MPA zu der Ko-Kultur (Abbildung 3.8,
Nummer 2. und 3.). Die Anwesenheit von cAMP hatte sich als toxisch fur AC-1M88 Zellen
erwiesen. Es zeigte sich, dass fir die Auswertung der Ergebnisse die ausschliel3liche
Farbung der St-T1b Zellen ausreichend ist (Abbildung 3.7).
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Abb. 3.7: Sphiaroid-Expansionsassay. Spharoide auf (mit 0,5 mM 8-Br-cAMP) pradezidualisierten St-
T1b Zellen. Wahrend der Ko-Kultur wurde das 8-Br-cAMP entzogen (cCAMP=>@; a, b), oder MPA
zugegeben (CAMP=2>MPA,; c, d). (A): Immunzytochemie wurde auf Vimentin und Cytokeratin (a, c) oder
nur auf Vimentin (b, d) durchgefihrt, 2x Objektiv. (c,d) Aufrechterhaltung der Dezidualisierung erfolgte
mit 10° M MPA. (B): Spharoid-Flachenmessung am Tag 2 in Relation zu Tag 0. Mittelwerte £ SD von
n=3 Spharoiden.

Um die Rolle der Dezidualisierung in der Sphéaroid-Expansion in der Ko-Kultur besser
untersuchen zu koénnen, wurden unterschiedliche Protokolle der Stimulation gewahlt
(Abbildung 3.8).

Vordezidualisierung der | Behandlung der Ko-
ESZ iiber 5 Tage Kultur liber 2, 3 oder 4
Tage

1. | O (keine Vordezidualisierung) | @ (keine Behandlung)

2. | 0,5 mM 8-Br-cAMP @ (keine Behandlung)
3. | 0,5 mM 8-Br-cAMP 0,5 mM 8-Br-cAMP

4. | 0,5 mM 8-Br-cAMP 0,25 mM 8-Br-cAMP
5. | 0,5 mM 8-Br-cAMP 10°M MPA

Abb. 3.8: Protokolle der Behandlung der ESZ und der Ko-Kultur.
Protokoll (2) — blau markiert — klassisches Protokoll der Stimulation im
Sphéaroid-Expansionsassay bei Verwendung von primaren ESZ.

Die Induktion der Dezidualisierung in den Stromazellen erfolgte mittels 8-Br-cAMP. Die
Weitererhaltung der Dezidualisierung in der Ko-Kultur erfolgte entweder mit 8-Br-cAMP oder
MPA. Die Zugabe von 0,5 mM 8-Br-cAMP zu der Ko-Kultur ubte allerdings einen
zytotoxischen Effekt auf die Sphéaroide aus. Die Reduktion der Konzentration auf 0,25 mM 8-

Br-cAMP konnte nichts zum Uberleben der Spharoide bewirken. Es kam zu einer drastischen
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Drosselung der Sphéaroid-Expansion bei der Stimulation der Ko-Kultur mit 0,25 mM 8-Br-
cAMP (0,5 mM cAMP =» 0,25 mM cAMP). Deshalb wurde beschlossen, die Weitererhaltung
der Dezidualisierung in der Ko-Kultur durch MPA zu erzielen (Abbildung 3.9).
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Abb. 3.9: Sphéaroid-Expansionsassay. A: Spharoide auf nicht vor- (@=>d) und mit 0,5 mM 8-
Br-cAMP vordezidualisierten St-T1b Zellen. Immunzytochemie Uber 2, 3, 4 Tage, 2x Objektiv.
(cAMP=>cAMP) - bei der Weitererhaltung der Dezidualisierung durch cAMP in der Ko-Kultur ist
es zur Retardierung des Spharoidwachstums gekommen. (CAMP=>J) — keine Stimulation der
Ko-Kultur nach der Vordezidualisierung der Stromazellen und Aufplattierung der Spharoide.
(cCAMP=>MPA) - Weitererhaltung der Dezidualisierung mit 10° M  MPA. Die
Spharoidmorphologie bleibt darunter erhalten. B: Grafische Darstellung: WeilRer Balken -
(9= 9). Schwarzer Balken - (CAMP=>@). Schraffierter Balken - (CAMP=>MPA).
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Man hat vermutet, dass der Stimulus, den 8-Br-cAMP den Stromazellen wahrend der
Vordezidualisierung gibt, in der Ko-Kultur durch 10° M MPA ersetzt werden kann. Bei den mit
0,5 mM 8-Br-cAMP Uber 5 Tage vorbehandelten St-T1b Zellen und anschlieRender
Behandlung der Ko-Kultur mit 10° M MPA, bleibt die Dezidualisierung der Stromazellen
weiterhin erhalten und das Spharoid unbeschadigt ((AMP=>MPA). Es zeigte sich, dass die
Stromazellen unter dem Sphéaroid Uber den angegebenen Zeitraum verschwinden und
vermutlich zu dem Randbereich des Spharoids aktiv abwandern und ihn als eine Art Wall
einkreisen. (Abbildung 3.9).

Die Behandlung mit 10° M MPA erwies allerdings keinen bedeutenden Einfluss auf die
Expansion der Spharoide verglichen mit der der Kontrolle oder alleinigen Vordezidualisierung
mit 8-Br-cAMP und keiner weiteren Behandlung der Ko-Kultur (CAMP=J).

Somit wurde gezeigt, dass die Vordezidualisierung der St-T1b Zellen keinen Einfluss auf die
Expansion der Spharoide in der Ko-Kultur im Vergleich mit den nicht vordezidualisierten St-

T1b Zellen aufweist.

An St-T1b Zellen konnten schlussfolgernd die Ergebnisse, die mit den primaren ESZ von
unserer Arbeitsgruppe beobachtet wurden, nicht reproduziert werden und die Zelllinie erwies
sich fiir unsere Versuche als nicht geeignet. Deshalb wurde fir die weiteren Versuche die T-

HESC Linie als Stromazellkomponente verwendet.

3.24 Spharoide auf T-HESC. Einfluss der Dezidualisierung

Der Effekt der Dezidualisierung auf die Spharoidausbreitung wurde weiterhin in der Ko-Kultur
mit T-HESC Zellen untersucht.

Nach der Pradezidualisierung der T-HESC mit 0,5 mM 8-Br-cAMP Uber 5 Tage und
anschlieBendem Uberfihren der Zellen in 8-Kammer-Objekttrager, wurden die Spharoide auf
den T-HESC Zellrasen aufplattiert. Es erfolgte entweder eine Behandlung der Ko-Kultur mit
einem Progestin (10° M MPA) liber 2 bzw. 3 Tage oder keine (Abbildung 3.8). Es wurde eine
Tendenz zur Sphéaroidflachenzunahme auf den T-HESC unter Einfluss der Dezidualisierung
(cCAMP=>J, cAMP=>MPA) im Vergleich zu Kontrolle (9=>d) am Tag 3 beobachtet, die am
Tag 2 jedoch noch nicht sichtbar war. Zwei typische Versuche sind gezeigt (Abbildung 3.10
und 3.11). Obwohl die Tendenz zur vermehrten Spharoidexpansion auf dezidualisierten T-
HESC Zellen wiederholt beobachtet wurde, war sie in der statistischen Auswertung nicht

signifikant.

Es wurde beschlossen fir die zukiinftige Versuche, die Ko-Kultur, fir den Sphéaroid-
Expansionsassay mit T-HESC, Uber eine Dauer von 3 Tagen durchzufiihren, wohingegen bei

Verwendung von primaren ESZ 2 Tage optimal sind (Gonzalez et al. 2011).
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Abb. 3.10: Sphiéroid-Expansionsassay. Grafische
Darstellung. Sphéroide auf den nicht vordezidualisierten und
vordezidualisierten T-HESC Uber 2 Tage (A) und Uber 3 Tage
(B). (9=>9) — keine Vorbehandlung der Stromazellen und
keine  Behandlung der Ko-Kultur. (cAMP=2>@) -
Vordezidualisierung der Stromazellen mit 0,5 mM 8-Br-cAMP
ohne weitere Behandlung der Ko-Kultur. (CAMP=>MPA) -
Vordezidualisierung der Stromazellen mit 0,5 mM 8-Br-cAMP
und anschlieBender Behandlung der Ko-Kultur mit 10 MPA.
Die Spharoid-Flache wurde am Ende der Inkubation
gemessen und in Relation zu Tag 0 gesetzt. Mittelwerte + SD
von n=3 Sphéaroiden.
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Abb. 3.11: Sphéaroid-Expansionsassay. Grafische
Darstellung. Spharoide auf den nicht vordezidualisierten
und vordezidualisierten T-HESC uber 2 Tage (A) und
Uber 3 Tage (B). Die Durchfiihrung ist wie in Abb. 3.10
beschrieben.
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3.25 Sphéroide auf T-HESC. Einfluss von Faktoren

Der Spharoid-Expansionsassays mit der T-HESC Zellen wurden weiterhin mit den folgenden
Faktoren durchgefuhrt: HB-EGF, LIF, IL-1B, LIF/IL-18, OPN (Abbildung 3.12).
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Abb. 3.12: Sphiroid-Expansionsassay: Einfluss von Faktoren auf Sphéroide auf
nicht vordezidualisierten T-HESC nach dreitagiger Ko-Kultur. A. Reprasentative
Bilder, 2x Objektiv. B: Statistische Darstellung, n=3 unabhéngige Versuche mit
Triplikaten. Mittelwerte +SEM. * P < 0,05.

Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der Expansion der Spharoide auf den nicht
vordezidualisierten T-HESC unter Einfluss von HB-EGF, IL-1B, IL-1B/LIF gegenlber der

Kontrolle. Die alleinige Zugabe von LIF zu der Ko-Kultur bewirkte keine signifikante
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Flachenzunahme der Sphéaroide im Vergleich zur Kontrolle. OPN zeigte keine Wirkung auf
die Sphéaroidausbreitung. Diese Ergebnisse waren mit den Versuchen auf primaren nicht
vordezidualisierten ESZ vergleichbar, die von unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurden
(Gonzalez et al. 2011). Dieselben Faktoren, wie HB-EGF, IL-1B und die Kombination aus
LIF/IL-1B ergaben eine Zunahme der Expansion der Spharoidflache im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 3.12).

3.3 Apoptose-Nachweis mit dem cleaved PARP Antikorper

Bei der Durchfihrung der Sphéaroid-Expansionssassays wurde beobachtet, dass die

Stromazellen unter der Spharoidflache verschwinden (siehe Abbildung 3.9).

Cleaved PARP

Negativ Kontrolle

Abb. 3.13: Spharoide auf nicht vordezidualisierten T-HESC.
Apoptose-Nachweis in der Ko-Kultur mittels cPARP nach
dreitagiger Inkubation. (A-D) Immunzytochemie. (A) 2x Objektiv. (B)
Bereich aus der A-Kolumne, 10x Objektiv. (+) Stromazellen. (*) Sphéroid-
Randbereich. (C) Bereich aus B-Kolumne, vergréfert. (D) Negativ
Kontrolle, 2x Objektiv. Die Zellen mit stark schwarz gefarbten Kernen
befinden sich in der Apoptose.

Um dem Hintergrund dieses Geschehens naher zu kommen wurde Uberlegt, ob die Zellen in

die Apoptose gehen. Fur die Untersuchungen wurde ein Antikdrper zur Detektion von
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cleaved PARP-Fragment (cPARP) als Anzeiger von apoptotischen Zellen verwendet
(Abbildung 3.13).

Dieser Antikérper erkennt spezifisch das 85 kDa-PARP-Fragment, das bei der Apoptose
durch die Spaltung des PARP-Proteins durch die Kaspase entsteht. Das intakte 116 kDa
PARP-Protein wird nicht detektiert (Lazebnik et al. 1994).

In der Immunzytochemie hat man folgendes Ausbreitungsmuster beobachten kénnen: Das
cPARP Fragment (schwarz) wird in den Kernen der Zellen detektiert. Es sind nur wenige
Zellen cPARP positiv. Allerdings lasst sich keine eindeutige Aussage treffen, ob die
apoptotischen Veranderungen nur die Stromazellen, AC-1M88 Zellen im Sphéaroid, oder die

beiden Zelltypen betreffen.
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3.4 Nachweis von Ki67

Zur Analyse der Proliferationsrate in der Ko-Kultur wurden die Zellen auf das Vorhandensein

des Proliferationsmarkers Ki67 getestet (Abbildung 3.14).

Ki67

10x Objektiv

ohne cAMP

mit cAMP

Abb. 3.14: Detektion des Proliferationsmarkers Ki67 in Spharoid-ESZ-Ko-
Kultur. Spharoide auf nicht vor- (A, B) und mit 8-Br-cAMP vordezidualisierten
(D,E) T-HESC nach 3-tadgiger Ko-Kultivierung. T-HESC wurden mit Vimentin-
Antikdrper braun angefarbt. Die Kerne proliferierender Zellen wurden mit Ki67
schwarz angefarbt. B, E — Der Randbereich des Spharoids wurde vergréRert
dargestellt. C — Negativ Kontrolle: keine Zugabe von Ki67-Antikorper;
unspezifische Farbung des dichten Zentrums des Sphéroids.

Sowohl die Kerne der T-HESC, als auch der AC-1M88 Zellen sind am Tag 3 Ki67 positiv und
besitzen dementsprechend eine hohe Proliferationsrate. Die Abbildung 3.14 zeigt, dass die
Stromazellen bezuglich der Expression des Ki67-Antigens heterogen sind. Sowohl bei
undezidualisierten als auch bei vordezidualisierten T-HESC Zellen finden sich proliferierende
und nicht proliferierende Zellen. Dagegen zeigen die AC-1M88 Zellen eine ausgepragte und
gleichmaBige Proliferation. Daraus lasst sich schlieRen, dass beide Zelllinien das

Teilungspotential in der Ko-Kultur behalten.



60 Ergebnisse

In dieser immunzytochemisch angefarbten Ko-Kultur Iasst sich gut darstellen, dass sich die
T-HESC nur unter dem Sphéaroidrand befinden und sich also mit weiterer Ausbreitung des
Sphéaroids zu seinem Randbereich zurlickziehen. An der Sphéaroid-Stromazellen-Grenze
sieht man eine Anhaufung der T-HESC um das Sphéroid herum und die Bildung einer

Verdichtung.
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4 Diskussion

Implantation und Formierung der Plazenta sind durch zwei markante Charakteristiken
gekennzeichnet: deziduale Transformation der ESZ und die Invasion des Trophoblasten. Der
Trophoblast als spezifisches Plazentagewebe spielt die Hauptrolle in der Formierung der
fetal-maternalen Grenzflache. Mechanismen, durch welche die ESZ die Implantation der
Blastozyste und Invasion des Trophoblasten steuern, sind noch wenig verstanden. Es ist
erkannt worden, das ein komplexes Netzwerk aus Signalwegen und Signalmolekilen, die
sowohl vom Embryo als auch vom Endometrium gesendet werden, fur das Erreichen einer
Kompetenz der Blastozyste und der Rezeptivitdt des Endometriums notwendig sind. Der
Dialog zwischen Embryo und dem Endometrium schlie3t eine Reihe an Wachstumsfaktoren,
Zytokinen, Adhasionsmolekllen, Matrixrezeptoren und Lipidmediatoren ein, die durch
vielseitige Interaktionen die Anhaftung der Blastozyste und die Invasion des Trophoblasten in
das endometriale Stroma ermdglichen (Kliman 2000, Fazleabas et al. 2004, Red-Horse et al.
2004, Ferretti et al. 2007, Gellersen et al. 2007b, Makrigiannakis and Minas 2007,

Salamonsen et al. 2007).

Mehrere Zellkulturmodelle sind zur Untersuchung der Invasion des Trophoblasten entwickelt
worden. Unser Modell stellt eine Anndherung an die dritte Phase der Implantation dar,
nachdem die Blastozyste das Epithel durchdrungen und die Basalmembran durchbrochen
hat und sich weiter implantiert — Invasion des Trophoblasten. Ahnliche Modelle, die die dritte
Phase darstellen, sind auch von anderen Forschern entwickelt worden. Grewal et al.
konstruierten ein Modell aus murinen Blastozysten, die auf einen konfluenten Zellrasen aus
primaren humanen ESZ platziert wurden (Grewal et al. 2010). Mit diesem Modell hat man die
kritische Rolle der Aktivitat der Proteine der Rho-GTPase-Familie in den primaren
dezidualisierten humanen ESZ wahrend der Invasion der Maus-Blastozyste betrachtet. Es
wurde gezeigt, dass die Expansion der Blastozyste von dem Migrationspotential der ESZ
abhangig ist. So fuhrte die Inhibierung der Signalwege, die die Motilitdt, Reorganisation des
Zytoskeletes und fokale Adhasion in den ESZ regulieren, zu schwerwiegender
Beeintrachtigung der Expansion der Blastozyste. Eine gesteigerte Motilitat der ESZ an der
Kontaktzone mit der Blastozyste wurde beobachtet, die als eine Bewegung weg vom Embryo
interpretiert wurde (Grewal et al. 2008, Grewal et al. 2010). Untersuchungen aus unserer
Arbeitsgruppe unterstreichen, dass das Migrations- und Invasionspotential der ESZ in dem
Zeitraum der Differenzierung in den dezidualen Phanotyp merklich erhoht ist und seine volle
Auspragung als Antwort auf die Anwesenheit des Trophoblasten erreicht (Gellersen et al.
2010). Shiokawa et al. prasentieren ein Modell der humanen Dezidua, auf die eine Maus-
Blastozyste aufgesetzt wurde. In der Ko-Kultur wurde die Flachenzunahme der sich

ausbreitenden Blastozyste, bzw. des Trophoblasten, beobachtet und nach 48 bis 96 Stunden
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gemessen. Es wurde gesehen, dass die Expansion der Blastozyste mit der Dauer der Ko-
Kultivierung mit der Dezidua steigt (Shiokawa et al. 2000). Das gleichmaRige
Ausbreitungsmuster der Maus-Blastozyste auf den humanen Deziduazellen ist dem Muster,
das in unserem Modell beobachtet wurde, sehr dhnlich. Die Flache ist in unserem Modell

uber eine langere Ko-Kultivierung ebenfalls gestiegen.

Das ultimative in vitro Modell der embryonalen Implantation sollte alle Zelltypen des
Endometriums beinhalten. Eine potentielle Untersuchung aller Stadien der Implantation:
Vorbereitung, Anhaftung, epitheliale Penetrierung, Invasion der Basalmembran und der
Stromazellen, Regulierung der Proliferation und Differenzierung der EEZ durch die
parakrinen Ereignisse der ESZ und umgekehrt, demzufolge die Beférderung der Progression
der Implantation, werden dadurch ermdglicht. Auf diese Weise koénnen komplexere
Interaktionen zwischen dem maternalen Gewebe und der Blastozyste genau charakterisiert
werden. Allerdings ist die Rekonstruktion der physiologischen drei-dimensionalen Architektur
des Endometriums mit den darin befindlichen Drusen, Stromazellen, uNK, anderen
Leukozytenpopulationen, BlutgefalRen etc. eine grol’e Herausforderung (Mardon et al. 2007).
Einige komplexe in vitro Ko-Kultur-Modelle sind etabliert worden (Cartwright et al. 2002,
Helige et al. 2001, Dunk et al. 2003, Bentin-Ley et al. 1994, Park et al. 2003). In den meisten
Modellen dient die EZM als Substrat fir die Invasion (Trew et al. 2000, Karmakar and Das
2002, Korff et al. 2004, LaMarca et al. 2005). Hanna et al. injizierten in Matrigel eingebettete
deziduale NK-Zellen in Nacktmause. In diesen tastbaren Injektaten konnten die Zellen die
Eigenschaft des in vivo Wachstums beibehalten. Trophoblastzellen, die das Matrigel
invadierten und mit den darin verweilenden Leukozyten interagierten, wurden spater dazu
injiziert (Hanna et al. 2006). Beide, sowohl die Trophoblastzellen, als auch NK-Zellen wurden
in diesem Modell aber isoliert und dementsprechend aus ihrer natlrlichen Umgebung
entzogen. Helige et al. benutzten im Gegenteil dazu Fragmente der humanen Ersttrimester
Dezidua parietalis mit allen dazugehdrigen Komponenten als Substrat fur die Invasion des
Trophoblasten (Helige et al. 2008). Kryostatische Schnitte dieser Ko-Kultur wurden, nach
immunhistochemischer Farbung, mit der in vivo Plazentation verglichen. In diesem Modell
wurde die Interaktion zwischen dem invasiven Trophoblasten und dezidualen Leukozyten,
die, wie es angenommen wird, eine wichtige Rolle wahrend der Invasion des Trophoblasten
spielen, innerhalb des Gewebes, das normalerweise in vivo existiert, untersucht ohne

einzelne Zellen zu isolieren (Helige et al. 2008).

Anhand des von uns verwendeten Zelllinien-Ko-Kultur-Modells wollen wir Ausbreitung der
Trophoblastzellen und die Rolle der umgebenden ESZ untersuchen. Der Prozess der
Trophoblast-ESZ Interaktion in unserem in vitro Modell der Implantation beinhaltet die
Anhaftung des Sphéaroids an den ESZ Rasen, trophoblastdre Ausbreitung auf der

Monoschicht, trophoblastare Verdrangung der ESZ und/oder aktive Bewegung der ESZ und
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Einkreisung des Spharoids und gleichmaflige Expansion der Spharoide auf der Objekttrager-
Oberflache des benutzten Kultursystems. Da unser Modell nur reine ESZ Linien enthalt,
kann es die gesamte Komplexitdt der Dezidua nicht nachbilden. Allerdings ist das
Trophoblast-Invasions-Modell sehr definiert und ermdglicht eine direkte Zugabe von
verschiedenen Faktoren in das System und Beobachtung deren Wirkung auf beide
.1eilnehmer® sowohl separat, als auch in der Ko-Kultivierung Uber einen bestimmten
Zeitraum. Unter Anwendung der dualen Immunzytochemie ist es moglich, die beschriebenen

Prozesse zu visualisieren, und den gegenseitigen Einfluss der Beteiligten zu betrachten.

Bei den hier verwendeten ESZ Linien handelt es sich um mittels Telomerase immortalisierte
primare endometriale Stromazellen: St-T1b (Samalecos et al. 2009) und T-HESC (Krikun et
al. 2004). Diese Zelllinien sind karyotypisch, morphologisch und phanotypisch und anhand
des Expressionsmusters der fibroblastadren Marker, und Fahigkeit zur Dezidualisierung mit

den primaren ESZ vergleichbar.

Als Modell des invasiven extravillésen Trophoblasten diente die AC-1M88 Zelllinie. Diese ist
eine Trophoblast-Hybrid Zelllinie: Fusion des primaren extravilldsen Trophoblasten mit
Mutanten der JEG3 Chorionkarzinom Zelllinie. Ein groBer Unterschied zu dem normalen
invasiven EVT besteht jedoch in der Koexistenz von Proliferation und Invasion. AC-1M88
sind sehr gut charakterisiert und werden von vielen Gruppen als Modell fir EVT eingesetzt
(Bamberger et al. 2000b, Briese et al. 2005a, Blaschitz et al. 2000, Bamberger et al. 2006,
Hannan et al. 2006, Hannan and Salamonsen 2008, Tapia et al. 2008, Hannan et al. 2010,

Samalecos et al. 2009).

Anhand unseres Ko-Kultur Systems haben wir unter anderem den Einfluss solcher Zytokine
und Wachstumsfaktore, wie HB-EGF, LIF, IL-13 und Osteopontin in der Trophoblast-ESZ-
Interaktion beobachtet. Es ist schon bekannt, dass die oben genannten Faktoren eine Rolle
im Prozess der Implantation spielen. HB-EGF unterstitzt die endometriale Proliferation,
glandulare epitheliale Sekretion und deziduale Transformation sowohl bei den Nagetieren als
auch beim Menschen und starkt das Uberleben von ESZ gegeniiber dem Angriff der
Apoptosefaktoren TNFa und TNFB (Simon et al. 2000, Paria et al. 2001, Chobotova et al.
2005). Bei Mausen wird die HB-EGF mRNA im Epithel des Uterus ausschlieRlich auf der
Seite der Implantation 6-7 Stunden vor der Anhaftung der Blastozyste exprimiert mit
anschlieRender Anreicherung des Proteins wahrend der Anhaftung (Das et al. 1994).
Ausschalten des HB-EGF Genes in Mausen fuhrt zur Verzégerung der Implantation und zur
Groéllenminderung des Wurfes im Vergleich zu Wildtyp Mausen (Xie et al. 2007). Die Zugabe
von HB-EGF zu humanen Chorion-Explantaten des 1. Trimenons steigert die Differenzierung
des villdsen ZTB in den extravilldsen Phanotyp, erhdht seine invasive Aktivitat und stimuliert
die Zellmotilitdt (Das et al. 1994, Leach et al. 2004). Das letztere konnten wir auch in unserer

Arbeit zeigen. In unseren Untersuchungen stieg die Expansion der Sphéaroidflache auf T-
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HESC Zellen unter HB-EGF Stimulation im Vergleich zu Kontrolle signifikant an. Das stimmt
auch mit den Ergebnissen, die von unserer Arbeitsgruppe mit HB-EGF auf primaren ESZ

beobachtet werden konnten, Uberein (Gonzalez et al. 2011).

Der andere Faktor, der anhand der Ko-Kultur charakterisiert wurde ist IL-1[3. Es ist bekannt,
dass beim Pavian, bei dem im Gegensatz zum Menschen keine zyklische Dezidualisierung
des Endometriums auftritt, stellt IL-13 ein von der Blastozyste abgeleitetes Signal dar, der
die Dezidualisierung initialisiert (Fazleabas et al. 2004). Eine bedeutende Funktion von IL-13
besteht in der Hochregulierung von PGE, durch Enzyminduktion (Dey et al. 2004). PGE;
induziert Migration und Differenzierung des villdsen Trophoblasten aus dem Ersttrimester
(Horita et al. 2007, Nicola et al. 2008). Unsere Resultate zeigen, dass die Expansion der
Sphéaroidflache unter Einfluss von IL-1B auf nicht vordezidualisierten T-HESC gegeniiber der
Kontrolle signifikant steigt. Dieser Effekt wurde von unserer Arbeitsgruppe mit IL-13 auf nicht
vordezidualisierten primdren ESZ ebenfalls beobachtet (Gonzalez et al. 2011). In dieser
Arbeit haben wir die Wirkung von IL-1B sowohl alleine, als auch in Kombination mit LIF
beobachtet.

LIF wurde als erstes Zytokin beschrieben, das eine entscheidende Rolle bei der Implantation
bei Mausen spielt (Stewart et al. 1992). Das Expressionsmuster im menschlichen
Endometrium lasst ebenfalls eine Rolle von LIF in der Implantation vermuten. Auf nicht
vordezidualisierten T-HESC in unserem Spharoid-Expansionsassays haben wir beobachtet,
dass die Stimulation der Ko-Kultur mit LIF alleine keinen signifikanten Unterschied bei der
Spharoidflachenzunahme im Vergleich zu Kontrolle zeigte. Frihere Untersuchungen von
unserer Arbeitsgruppe konnten auch keinen signifikanten Einfluss von LIF alleine auf die
Expansion der Sphéaroide auf nicht vordezidualisierten primaren ESZ zeigen. Im Gegensatz
dazu, beeinflusst eine Ko-Stimulation aus LIF+IL-13 die Sphéaroid-Expansion auf nicht
vordezidualisierten T-HESC und auf primaren ESZ positiv (Gonzalez et al. 2011). Horita et
al. zeigten, dass eine Ko-Stimulation der trophoblastaren HTR-8/SVneo-Zellinie mit LIF+IL-
1B die Produktion von PGE; in diesen Zellen und deren Migration im Vergleich zur alleiniger
Stimulation mit LIF oder mit IL-13 enorm steigert. Es handelt sich um einen synergistischen
Effekt der Faktoren (Horita et al. 2007).

Unser Interesse bestand auch in der Untersuchung der Auswirkung der Stimulation von OPN
auf die Expansion der Spharoide in der Ko-Kultur. Es ist zwar gezeigt worden, dass OPN ein
wichtiger Faktor bei dem Prozess der Implantation ist, in unseren Experimenten konnte OPN
aber keinen signifikanten Einfluss auf die Spharoidflachenzunahme in der Ko-Kultur mit nicht
vordezidualisierten ESZ ergeben. Der fehlende Effekt kdnnte auch darauf zurlickzufiihren
sein, dass die AC-1M88 Zellen selbst OPN exprimieren (Hannan et al. 2010). Die exogene

Zufuhr von OPN fuhrt daher zu keinem weiteren stimulierenden Effekt.
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Wahrend sich der vorher beobachtete Effekt von HB-EGF, IL-13 und LIF+IL-1B bei Ko-Kultur
mit den primaren ESZ in dieser Arbeit an der T-HESC Zellinie reproduzieren lie®, war dies
bei der St-T1b Linie nicht der Fall. Infolgedessen erwies sich die St-T1b Linie fur diese Art
der Experimente als nicht geeignet. Es veranlasste uns zur weiteren Verwendung der T-
HESC Linie als Modell der ESZ.

Ein anderer Aspekt unserer Untersuchungen wurde dem Einfluss der Dezidualisierung auf
die Spharoid-Expansion gewidmet. Es wird vermutet, dass das Ausbleiben einer effizienten
Dezidualisierung mit einer Schwangerschaftsstdrung assoziiert ist (Brosens et al. 2009,
Brosens and Gellersen 2010). Um eine Dezidualisierung herbeizuflhren, haben wir die ESZ
vor dem Durchflihren eines Sphéroid-Expansionsassays Uber 5 Tage mit 0,5 mM 8-Br-cAMP
vorbehandelt. Unter anderem haben wir auch die Wirkung des Progestins MPA in der Ko-

Kultur untersucht.

Die vorausgegangenen Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe haben den Einfluss der
Dezidualisierung in dem Spharoid-Expansionsassay mit primaren ESZ beobachtet und
festgestellt, dass sich die Spharoide auf pradezidualisierten primaren ESZ besser
ausbreiten, als auf nicht pradezidualisierten (Gonzalez et al. 2011). Somit wirde der Dezidua

eine unterstiitzende Rolle bei der Trophoblastinvasion zufallen.

In dieser Arbeit konnten wir am Tag 3 der Ko-Kultur eine Tendenz zur starkeren Expansion
der Sphéaroide auf mit 8-Br-cAMP und/oder MPA vorbehandelten T-HESC gegenlber
Kontrolle erkennen. Wir konnten allerdings keinen signifikanten Effekt der Dezidualisierung
auf die Expansion der Spharoide beobachten. Die genaue Ursache fiir diesen Unterschied

zu primaren ESZ ist noch nicht bekannt.

Das besondere Interesse in der Untersuchung bestand auch darin, das Verhalten der
Stromazellen unter der Spharoidflache zu beobachten. In den meisten konstruierten Ko-
Kultur-Systemen aus den ESZ oder Fragmenten der Dezidua mit den Trophoblastzellen
wurde das Augenmerk auf die Beweglichkeit des EVT gelegt. Der Aktivitadt der ESZ wurde
hingegen kaum Aufmerksamkeit geschenkt (Mardon et al. 2007). Das Ubliche Konzept der in
vitro Kulturmodelle prasentiert das Bild des motilen und aktiv invadierenden EVT in einer
Matrix aus passiven Deziduazellen, die die Invasion limitieren (Achache and Revel 2006,
Bischof et al. 2000, Carson et al. 2000, Makrigiannakis et al. 2006).

Neue Untersuchungen von Grewal et al. zeigten jedoch, dass die Expansion der
menschlichen Blastozyste auf der Monoschicht aus vordezidualisierten ESZ vom
Migrationspotential der ESZ abhangig ist, das unter anderem durch Rho GTPasen, wie RhoA
(Ras homolog gene family, member A, small GTPase binding protein) und RAC1 (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1, small GTP binding protein), reguliert wird. Das

geschieht als Antwort auf die implantierende Blastozyste. Die Wissenschaftler vermuten,
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dass die Migration der ESZ weg von der Stelle der Implantation die Invasion des
Trophoblasten in das stromale Kompartiment beglnstigt (Grewal et al. 2008).
Beeintrachtigung der ESZ Motilitdt, z.B. direkt durch die Inhibierung der RAC1, kdnnte eine
erfolgreiche Implantation verhindern und sich in einem Ausbleiben der Schwangerschaft oder
einer pathologischen Plazentation aufern. Es ist aber nicht ausgeschlossen, dass die
Hemmung der Motilitdt der ESZ als ein wichtiger Mechanismus in der Einschrankung des
Ausmalies der Invasion des Trophoblasten wahrend der normalen Implantation fungieren
kdénnte (Grewal et al. 2010, Grewal et al. 2008).

Die neuesten Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe zeigen neue Erkenntnisse zu
funktionalen Eigenschaften der ESZ anhand von Migrations- und Matrigel-Invasionsassays.
Gellersen et al. postulierten, dass die Deziduazellen selbst nicht nur ein Migrations-, sondern
auch ein hohes Invasionspotential aufweisen. Demzufolge sind die ESZ auf eine aktive
Unterstutzung der Bewegung des EVT in die tiefen Dezidua-Schichten eingerichtet, indem
sie den EVT einkreisen (Gellersen et al. 2010) und weiterhin seine gerichtete Migration zu
den Spiralarterien fordern. Der Prozess der Dezidualisierung resultiert in der Verstarkung
dieser Eigenschaft, was wiederum auch durch die Trophoblastsignale gesteigert wird. So ruft
ein Kontakt des EVT mit ESZ in den letzten ein hoch motiles Verhalten hervor (Brosens and
Gellersen 2010, Gellersen et al. 2010).

Die Immunzytochemie der Ko-Kultur aus Spharoiden (AC-1M88) und endometrialen
Stromazellen (St-T1b oder T-HESC) in dieser Arbeit zeigte, dass auf 8-Kammer-
Objekttragern die Stromazellen unter dem Spharoid Uber 2, 3 Tage Inkubationszeit
verschwinden. Vermutlich bewegt sich die Mehrheit der ESZ aktiv zum Randbereich des
aggressiven Interaktionspartners, macht den Weg fiir den EVT frei und ,umhillt® ihn, indem
sie eine Art von Wall um den Sphéaroid herum bildet. Diese Beobachtung kann einen kleinen
Beitrag zu den neuesten Ergebnissen aus unseren Arbeitsgruppe leisten (Gellersen et al.
2010).

Andererseits ist es moglich, dass einige Stromazellen einer Apoptose infolge von Hypoxie
und Mangel an Nahrstoffen unter dem Sphéaroid unterliegen. Die Apoptose an der feto-
maternalen Grenzflache wurde schon in Details untersucht und flihrte zu widersprichlichen
Ergebnissen bezuglich der Typen von apoptotischen Zellen. Mehrere Autoren berichteten
Uber Apoptose in den Trophoblastzellen wahrend der normalen Schwangerschaft (Qiu et al.
2005, Huppertz et al. 2006). Es wird vermutet, dass die Differenzierung und Apoptose der
stromalen und glandularen Zellen wahrend der Dezidualisierung des rezeptiven
Endometriums einerseits &auRerst wichtig flur die Immuntoleranz gegenuber der
Schwangerschaft sind, andererseits fur Limitierung der Invasion des Trophoblasten und fur
seinen engen Kontakt zu den maternalen Blutgefalen Verantwortung tragen (Abrahamsohn
and Zorn 1993, Welsh 1993, Bellgrau et al. 1995). Interessant ist die Arbeit von Hsu und
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Mitarbeitern, die zeigten, dass die implantierende Blastozyste eine Apoptose in den
endometrialen epithelialen Zellen induziert. Die Arbeitsgruppe konstruierte Spharoide aus
den BeWo Zellen (Chorionkarzinomzellen) (Pattilo and Gey 1968), die eine Blastozyste
imitierten und ko-kultivierte diese mit dem Monolayer der endometrialen epithelialen RL95-2
Zelllinie. Neben dem verdrangenden Wachstum der Spharoide gegenlber den EEZ Linien,
konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie die Apoptose mit einem Marker, der irreversibel die
aktivierte Kaspase bindet, in den EEZ unter dem Spharoid detektiert werden (Hsu et al.
2008). Kayisli et al. zeigten, dass die Zugabe von hCG zu den humanen ESZ in der Ko-
Kultur mit T-Lymphozyten (Jurkat Zellen) und Deziduazellen eine Apoptose sowohl in den
T1-Zellen als auch in den ESZ selbst, durch die Regulierung der Fas- und FasL-Expression
(Fas-Ligand), induziert. Obwohl diese Untersuchungen in Abwesenheit des Trophoblasten
durchgefiihrt wurden, behaupten die Wissenschaftler, dass diese Regulierung durch hCG auf
eine autokrine und parakrine Weise in der Entwicklung der peritrophoblastaren
Immuntoleranz beteiligt ist, indem eine Apoptose durch direkten Trophoblast-Deziduazellen
Kontakt hervorgerufen wird (Kayisli et al. 2003). Deziduazellen sind motiler, wenn sie Signale
vom Trophoblasten erhalten (Gellersen et al. 2010, Brosens and Gellersen 2010) wahrend
die EEZ nicht unter der Sphéaroid-Flache abwandern sondern liegen bleiben (Hsu et al.
2008), was zur Apoptose beitragen konnte. Die ESZ bewegen sich, darum ist die
Wahrscheinlichkeit apoptotische Zellen nachzuweisen relativ gering. Die
immunzytochemische Farbung, die in dieser Arbeit angewendet wurde, erlaubt leider die
dynamische Beobachtung der Ko-Kultur-Partner und deren Bewegungsmuster nicht. Wir
haben aber einen Antikorper zur Detektion des cleaved PARP-Fragments in den
apoptotischen Zellen an der Spharoid-Stromazellen Grenze eingesetzt. Dieser Antikdrper
erkennt spezifisch das 85 kDa-PARP-Fragment, das bei der Apoptose durch die Spaltung
des PARP-Proteins durch die Kaspase entsteht. Das intakte 116 kDa PARP-Protein wird
nicht detektiert (Lazebnik et al. 1994). Das cleaved PARP-Fragment wird in den Kernen der
Zellen detektiert. Wir haben im schmalen Spharoid-Stromazellen Uberlappungsbereich eine
Anhaufung einiger weniger cleaved PARP positiver Zellen beobachtet. Allerdings lasst sich
anhand der Immunzytochemie keine eindeutige Aussage treffen, ob die apoptotischen
Veranderungen nur die Stromazellen oder AC-1M88 Zellen in dem Spharoid, oder die beiden

Zelllinien involvieren.

Zur Analyse der Proliferationsrate der Zelllinien in der Ko-Kultur wurden die Zellen auf das
Vorhandensein des Proliferationsmarkers Ki67 getestet. Ki67 wird in diesen Experimenten
sowohl in den Kernen der T-HESC, als auch der AC-1M88 Zellen am Tag 3 detektiert, somit
besitzen diese Zellen eine hohe Proliferationsrate. Das Expressionsmuster in den
Stromazellen ist heterogen und zeigt sowohl proliferierende als auch nicht proliferierende

Zellen. Dagegen zeigen die AC-1M88 Zellen eine ausgepragte und gleichmalige
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Proliferation. Auch Korff et al. wiesen die Expression des Ki67-Markers in den Sphéaroiden
nach, die aus primaren Trophoblastzellen des ersten und dritten Trimenon gebildet worden
waren, mit bevorzugter Lokalisation der Ki67 positiven Zellen in der Zone zwischen dem
Zentrum und der lose aggregierter Oberflache (Korff et al. 2004). In unseren Experimenten
lieR sich kein spezifisches Lokalisationsmuster bei der Detektion des Ki67-Antigens in AC-
1M88 Zellen in dem Sphéaroid verfolgen. Eine gleichmaRige Proliferation der AC-1M88 Zellen
in unseren Spharoiden weist darauf hin, dass zumindest bei einer immortalisierten Zelllinie
der invasive Weg die zellulére Proliferation nicht ausschlieRt. Damit wird die Ahnlichkeit der
AC-1M88 Zellen mit Chorionkarzinomzellen betont. Im Gegensatz dazu besteht beim in vivo
Trophoblasten eine Trennung zwischen Proliferation und Invasion. Der Trophoblast
entwickelt seine invasiven Eigenschaften in vivo nach dem Einstellen der Proliferation
(Helige et al. 2008).

Zum Schluss ist zusammenfassend zu sagen, dass unsere Ergebnisse die Einbeziehung
gewisser Prozesse in der Invasion des Trophoblasten demonstrierten. In dieser Arbeit ist das
Trophoblast-Endometriale-Stromazelllinien Ko-Kultur-Modell verwendet worden. Dieses
System kann zur Untersuchung der Effekte von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Chemokinen

und Steroidhormonen an der fetal-maternalen Grenzflache verwendet werden.

Obwohl die Dezidualisierung auf die Spharoid-Expansion auf T-HESC Zellen nicht den
erheblichen Einfluss auslbte, der vorher bei primdren ESZ beobachtet worden war
(Gonzalez et al. 2011), lieen sich jedoch die stimulierenden Effekte von HB-EGF, IL-1j3,
LIF+IL-18 hervorragend reproduzieren. So kénnten wir die Ergebnisse, die von unserer
Arbeitsgruppe mit denselben Faktoren auf nicht vordezidualisierten primaren ESZ
beobachtet werden konnten (Gonzalez et al. 2011) in dieser Arbeit auf nicht
pradezidualisierten T-HESC Zellen sehr gut wiedergeben. Dagegen konnte LIF alleine und
Osteopontin keine férdernden Eigenschaften auf die Spharoid-Expansion in diesem Modell

einbringen.

Die St-T1b Zellen als Modell der ESZ eignet sich hingegen fiir diese Art der experimentellen
Interventionen nicht. Weder die Zugabe von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und
Steroidhormonen zu der Ko-Kultur, noch die Vordezidualisierung der St-T1b konnten die

Ergebnisse auf primaren ESZ reproduzieren.

Die AC-1M88 Trophoblast-Chorionkarzinom Hybridzellen erwiesen sich als geeignet,
Sphéaroide herzustellen, die als Modell der Trophoblastausbreitung aus einer Blastozyste

angesehen werden kénnen.

Die Beobachtungen des Verhaltens der Stromazellen in der Ko-Kultur kénnten zu den

Untersuchungen von unserer Arbeitsgruppe (Gellersen et al. 2010) einen zusatzlichen
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Einblick geben. Wir vermuteten eine aktive Abwanderung der ESZ unter dem Sphéaroid zu

seinem Randbereich hin.

Allerdings besteht die Einschrankung in der Anwendung dieses Modells, da wir zu dem
Einsatz von Zelllinien und nicht den primaren Trophoblastzellen oder primaren ESZ
gekommen sind. So, zum Beispiel, ware in diesem Fall die Konstruierung eines Ko-Kultur-
Modells aus primaren extravilldsen Trophoblastzellen und primaren ESZ fir die Erforschung
der Interaktionen an der feto-maternalen Grenzflache optimal gewesen. Gleichwohl kdnnte
dieses System in der Zukunft als Hilfe zur Strategienausarbeitung in dem Management von
Krankheiten, die mit einer ungenugenden Invasion des Trophoblasten assoziiert sind,

eingesetzt werden.
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5 Zusammenfassung

Ein parakrines Geflecht aus Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptoren agiert aktiv an der feto-maternalen Grenzflache (Salamonsen et al. 2007,
Hannan and Salamonsen 2008). Anhand unser Ko-Kultur-Modells in Form des Spharoid-
Expansionsassays haben wir den Einfluss von HB-EGF, IL-183, LIF, Osteopontin alleine und
in Kombination miteinander und/oder mit Steroidhormonen auf die Spharoid-Expansion

untersucht.

Unsere Ergebnisse demonstrierten einen stimulierenden Einfluss von HB-EGF, IL-1(,
LIF+IL-1B auf die Spharoid-Expansion auf nicht differenzierten T-HESC gegenuber Kontrolle
und bestatigten damit die Resultate von unserer Arbeitsgruppe auf nicht vordezidualisierten
primdren ESZ (Gonzalez et al. 2011). LIF alleine und Osteopontin Ubten keinen
stimulierenden Effekt auf die Spharoidflachenveranderung aus. Die St-T1b Linie eignet sich
im Gegensatz zur T-HESC Linie als Modell der ESZ fir diese Art der Versuche nicht. Die
Resultate auf primdren ESZ konnten auf St-T1b Zellen nicht wiedergegeben werden. Die
AC-1M88 Hybridzellen reprasentieren ein akzeptables Modell des normalen invasiven

Trophoblasten.

Die Interaktion der Stromazellen mit dem Spharoid zeigte, wie wir vermuten, eine aktive
Bewegung der Stromazellen zum Rand des Sphéroids hin. Es ist klar, dass das hier
vorgestellte Trophoblast-Stromazelllinien-Invasionsmodell nur eine orientierende Vorstellung
Uber die zellularen Vorgange des Implantationsprozesses wiedergibt. Die Konstruierung
eines Modells aus primaren extravilldsen Trophoblastzellen und primaren ESZ ware fir die
Untersuchung der Interaktionen an der feto-maternalen Grenzflache optimal. Dennoch
kdnnte unser System in der Zukunft zur Erforschung des parakrinen Netzwerkes bei der
Plazentaformierung, bzw. deren Pathologie als auch zur Verfolgung morphologischer

Interaktion beider Partner angewendet werden.
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