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1. Einleitung

Unerflllter Kinderwunsch betrifft in Europa schatzungsweise 12-15% der Paare im
reproduktionsfahigen Alter. Verschiedene Methoden stehen bei der Behandlung von
ungewollter Kinderlosigkeit durch die Reproduktionsmedizin zur Verfigung. Die
Techniken der assistierten Reproduktion reichen vom reinen Zyklusmonitoring mit
Bestimmung des Ovulationstermins und Empfehlung zum Geschlechtsverkehr am
optimalen Konzeptionszeitpunkt Uber die leichte Stimulationsbehandlung mit medi-
kamentds induzierter Ovulation und anschlielender intrauteriner Insemination von

aufbereiteten Spermien bis hin zur in vitro Fertilisation (IVF).

Die assistierte Reproduktion hat vielen Paaren mit unerfllltem Kinderwunsch gehol-
fen, jedoch flhren nach erfolgreicher Fertilisierung nur durchschnittlich 25% der
Embryotransfers zu einer erfolgreichen Schwangerschaft, die ,baby-take-home“-Rate
(Anzahl der Geburten pro Anzahl der durchgefihrten Behandlungen [%]) liegt sogar
nur bei durchschnittlich 20% [Deutsches IVF-Register (DIR), 2008]. Um diese Rate

verbessern zu konnen, wird die menschliche Reproduktion extensiv erforscht.

Nach erfolgter Befruchtung mussen verschiedene Grundvoraussetzungen fur die Im-
plantation, den Beginn einer intrauterinen Schwangerschaft, erflllt sein. Wahrend der
Embryo in vier bis funf Tagen durch die Tuba uterina wandert und einen physiologi-
schen Reifungsprozess durchlauft, entsteht im Uterus das empfangsbereite Endo-
metrium. Dieser Vorgang bendtigt eine genaue Synchronisation von Blastozystenrei-
fung und der Vorbereitung des Endometriums und schon kleine Abweichungen von

diesem Zeitplan kdnnen eine erfolgreiche Implantation verhindern.

Wahrend des Menstruationszyklus wird das Endometrium auf die mogliche Implanta-
tion eines Embryos vorbereitet, dies umfasst den zyklischen Auf- und Umbau des
Gewebes sowie die Sekretion verschiedener endometrialer Proteine. Die Entstehung
eines dichten Netzwerks an Blutgefassen, ausgehend von den nach der Menstruati-
on noch vorhandenen Gefallstumpfen des Endometriums, spielt dabei eine ent-
scheidende Rolle. Neben dem Ovar ist die Gebarmutterschleimhaut das einzige Or-
gan im adulten Organismus, in dem physiologisch Angiogenese stattfindet. Angioge-
nese ist definiert als Ausspriessen neuer Blutgefal’e durch Teilung und Migration aus

bereits bestehenden Endothelzellen und tritt sonst nur bei der Embryonalentwicklung



oder unter pathologischen Bedingungen wie z.B. beim Wachstum von Tumoren auf
[63][102].

Auch fur die Implantation ist Angiogenese unabdingbar. Fur eine suffiziente Nahr-
stoff- und Sauerstoffversorgung muss der Embryo Anschluss an das mutterliche Ge-

faksystem finden und der uteroplazentare Kreislauf entstehen [52].

Angiogenese ist ein komplexer Vorgang, der durch viele verschiedene Faktoren re-
guliert wird. Das Wissen Uber die Angiogenese im zyklischen Endometrium, bei der
embryonalen Implantation und die bei der Implantation stattfindende embryonale-
maternale Kommunikation ist trotz seiner groRen Bedeutung limitiert. Die Erfor-
schung der molekularen Zusammenhange soll zu einem besseren Verstandnis bei-
tragen und wird zur Verbesserung der Implantations- und Schwangerschaftsraten bei
der assistierten Reproduktion, Entwicklung von neuen Kontrazeptionsstrategien und

zur Pravention bzw. Therapie von extrauterinen Graviditaten beitragen.

1.1. Physiologie des Endometriums und des menstruellen Zyklus

1.1.1. Das Endometrium

Das Endometrium ist die Schleimhaut, die das Cavum uteri auskleidet, es sitzt auf
einer Schicht glatter Muskulatur, dem Myometrium. Es besteht hauptsachlich aus
einer epithelialen Zellpopulation, welche sich in das Oberflachenepithel und die ver-
schiedenen glandularen, epithelialen Zellen unterteilt, sowie aus einer speziellen Art
von Fibroblasten, dem Stroma. Die Stromazellen haben die Fahigkeit, sich in Dezi-

duazellen zu transformieren, wenn die Implantation eines Embryos beginnt [3].

Morphologisch und funktionell wird das Endometrium in zwei Schichten unterteilt, die
Zona basalis und die Zona funktionalis, die ohne scharfe Grenzen ineinander uber-
gehen (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des humanen Endometriums [59]

Die Basalis liegt als dunne Schicht direkt dem Myometrium an. Sie ist zellreicher als
der restliche Teil des Endometriums und enthalt die Endabschnitte der Uterusdrusen.
Die Basalis hat eine eigene Blutversorgung und wird wahrend der Menstruation nicht
abgestolien. Die Funktionalis liegt Uber der Basalis und unterteilt sich wiederum in
die etwas dickere Zona Spongiosa und die dunnere, oberflachliche Zona Kompakta.
Die Schicht der Spongiosa ist durch 6dematdses Stroma und erweiterte und gewun-
dene Drisenschlauche charakterisiert, die Kompakta besteht dahingegen hauptsach-

lich aus dichtgepackten, um die Drisenhalse gruppierten Stromazellen [84].

Die zyklischen Veranderungen des Endometriums spielen sich in der Funktionalis ab,
sie 10st sich bei der Menstruation und bei der Geburt von der Basalis ab und wird

dann im Verlauf des Menstruationszyklus wieder aufgebaut.

Im ganzen Endometrium verteilt finden sich proliferierende Blutgefal3e. Die basal lie-
genden Arterien verzweigen sich in der Funktionalis in die terminalen Spiralarterien

auf, die dann in periglandulare und subepitheliale Kapillaren Ubergehen.

1.1.2. Der Menstruationszyklus
Wahrend der Menstruation 10st sich die Funktionalis von der unteren Schicht, der

Basalis ab. Als Beginn des Menstruationszyklus wird der erste Tag der Menstruation



definiert. Der regulare Menstruationszyklus betragt 28 + 2 Tage und wird in die Sek-
retions- und Proliferationsphase unterteilt. Die Proliferationsphase umfasst die erste
Halfte des Zyklus (ca. Tag 5- Tag 14) und dient dem Aufbau des Endometriums. Es
verdickt sich um das Zwei- bis Dreifache, die Stromazellen proliferieren stark und es
kommt zur Bildung eines neuen Oberflachenepithels und neuer Driusenzellen aus
den in der Zona Basalis enthaltenen Driusenstimpfen. Auch die Spiralarterien wach-
sen von den in der Basalis ausgehenden Arterien. Die Proliferationsphase entspricht
zeitlich der Follikelphase des ovariellen Zyklus, ungefahr am Tag 14 findet der Ei-

sprung statt.

Es folgt die Sekretionsphase, die von der Ovulation bis zur menstruellen Absto3ung
der Uterusschleimhaut dauert. In dieser Phase setzt sich das Wachstum der Uterus-
drusen fort, die Proliferation der Endothelzellen und das Wachstum der Spiralarterien
dauern an. Von den Uterusdrisen wird ein glykogenreiches Sekret abgesondert,
welches die erweiterten und geknaulten Drisenschlauche ausflllt, man nennt dies
auch sekretorische Transformation. Glykogen und Lipide werden zudem in den
Stromazellen eingelagert, was zu einer weiteren Verdickung des Endometriums fuhrt.
Die Sekretionsphase entspricht zeitlich der Lutealphase des ovariellen Zyklus. Sie
entspricht dem Zeitpunkt fur die Vorbereitung des Endometriums auf die embryonale
Implantation. Ovuliert eine Oozyte und wird befruchtet, so implantiert sich der ent-
standene Embryo in der Regel um den sechsten Tag der Sekretionsphase, also um
den 20. Tag des Menstruationszyklus, in das Endometrium. Erfolgt keine Befruch-
tung, so kommt es zur Regression des sekretorisch transformierten Endometriums
und dieses wird unter Erhalt der Zona basalis in Form der Menstruationsblutung ab-

gestolien.

Hormonell gesteuert wird der Zyklus vor allem durch die im Ovar gebildeten Steroid-
hormone Ostradiol und Progesteron. In der Proliferationsphase bilden und sezernie-
ren die Granulosazellen des wachsenden Follikels vermehrt Ostradiol, welches die
Proliferation des Endometriums bewirkt. In der zweiten Halfte des Menstruationszyk-
lus kommt es mit der Bildung des Corpus luteum zur Sekretion von Progesteron,
welches zur Ausbildung eines rezeptiven Endometriums durch sekretorische Diffe-
renzierung der endometrialen Zellen fuhrt. Findet keine Befruchtung statt, so degene-

riert das Corpus luteum um Tag 12 bis 14 nach der Ovulation, wodurch die Progeste-



ron- und Ostrogenspiegel sinken und es kommt zum enzymatischen Abbau des En-

dometriums. Es folgt die Menstruation [16][67].

1.2. Physiologie der friihen Embryonalentwicklung und der embryonalen Im-
plantation

1.2.1. Praimplantation

Die Fertilisierung der Oozyte findet ca. 6-12 Stunden nach der Ovulation in der Am-
pulla tubae uterinae statt. Die daraus entstehende Zygote wandelt sich Uber in ca.
12-stiindlichem Abstand synchronisiert in allen Zellen stattfindend vier Furchungstei-
lungen in die 12- bis 16-zellige sogenannte Morula um. Nach dem 8-Zellstadium ver-
lieren die Blastomeren (Zellen des Embryos) ihre Fahigkeit zur Totipotenz, es diffe-
renzieren sich der spatere embryonale Anteil (Embryoblast) und der plazentare Anteil
(Trophoblast) [64]. Der Beginn dieser Differenzierung lasst sich durch die Expression
von humanem Choriongonadotropin (B-HCG) bestimmen. R-HCG konnte bereits im
8-Zell-Embryo nachgewiesen werden [7], es ist somit eines der frihesten Produkte
des Embryos. Ab der dritten Furchungsteilung beginnt die Aktivierung des embryona-
len Genoms mit Transkription und Translation von embryonaler mRNA. Die Blasto-
mere produzieren mit zunehmender eigener Genaktivitat schon Peptide und Protei-
ne, welche auch sezerniert werden [77]. Solche fruhen embryonalen Signale konnten
unter anderem fur VEGF und das Interleukin-1-System auf m-RNA-Ebene nachge-
wiesen werden [45][49][77].

Nach drei bis vier Tagen erreicht der Embryo das Cavum uteri [11], es kommt zur
Kompaktion der einzelnen Blastomere zu einem dichten Verband, der Morula (32-
zellig). In diesem Stadium lassen sich lichtmikroskopisch keine einzelnen Zellen

mehr abgrenzen.

Mit weiterer Zellteilung bildet sich die so genannte Blastozyste, die durch eine innere
Masse (Embryoblast), dem spateren Embryo und eine aufere Zellschicht (Tro-
phoblast), dem spater extraembryonalen Gewebe, gekennzeichnet ist. Bevor der
Embryo sich an der Uteruswand anhaftet, schlipft er am funften bis sechsten Tag
nach der Befruchtung, indem er seine Hulle, die Zona pellucida, mit Hilfe perforieren-
der Trophoblastenfortsatze aufsprengt [11], daraufhin beginnt die Phase der Implan-

tation.



1.2.2. Embryonale Implantation
Am sechsten bis siebten Tag nach der Ovulation implantiert sich der Embryo im
Blastozystenstadium im Endometrium [5], dieser dynamische Vorgang ist neun bis

zehn Tage post conceptionem beendet.

Der Ablauf der Implantation wird in drei Phasen unterteilt: 1. Apposition, 2. Adhasion

und 3. Invasion [77].

Die Apposition stellt die erste, instabile Positionierung des Embryos an der Uterus-
wand dar. Der Trophoblastanteil der Blastozyste differenziert sich in einen den Emb-
ryo direkt umgebenden Anteil, den Zytotrophoblasten und in einen in das endome-
triale Stroma wachsenden Anteil, den Synzitiotrophoblasten. Bei der Apposition
kommt es bereits zu Kontakt der Mikrovilli des polarisierten Trophoblasten mit den
Pinopodien des Endometriums. Als nachster Schritt folgt die stabile Adhasion, die
durch zunehmende Interaktion zwischen der Blastozyste und dem Epithel des Uterus
gekennzeichnet ist. Kurz danach beginnt die Invasion des Embryos, dabei durch-
dringt der Synzytiotrophoblast die Epithelschicht und die Basalmembran des Endo-
metriums, um sich im uterinen Stroma einzunisten. SchlieBlich dringt er durch das
gesamte Endometrium [68]. Dieser Prozess setzt den Trophoblasten in direkten Kon-
takt mit maternalem Blut und resultiert in der Bildung des uteroplazentaren Kreislaufs
[64].

Am zehnten Tag nach der Befruchtung ist der Embryo komplett im uterinen Stroma

eingebettet und die Implantationsstelle wieder mit Uterusepithel bedeckt [64].

In der ersten Phase der Implantation wird der Embryo hauptsachlich durch Osmose
und Diffusion zwischen Embryo und extrazellularer Matrix des endometrialen
Stromas ernahrt. Dazu dezidualisieren die Stromazellen. Sie vergroRern sich stark
und nehmen reichlich Lipide und Glykogen auf. Diese Versorgung durch das soge-

nannte histiotrophe Prinzip geht Uber in die hamatotrophe Ernahrung [35].

Um die Implantation erfolgreich abzuschliefen und die Frihschwangerschaft auf-
recht zu erhalten, ist also der Anschluss des Embryos an das maternale Gefal3sys-
tems notwendig [52], die Induktion von Angiogenese durch den Embryo ist zwingend

erforderlich. Am neunten Tag nach der Ovulation bilden sich im Synzytiotrophoblas-



ten lakunare Hohlraume, welche mit maternalem Blut aus den Spiralarterien und mit
dem Sekret der Uterusdrusen geflllt werden. Im weiteren Verlauf vereinigen sich die
Lakunen mit den Uterusgefallen und am zwdlften Tag nach der Ovulation entsteht
der uteroplazentare Kreislauf, welcher dem Durchfluss des mutterlichen Blutes durch

das plazentare Lakunensystem entspricht [59].

Die Schritte der Implantation sind Folge eines komplexen embryomaternalen Dialogs,
welcher teilweise durch verschiedene molekulare Mechanismen mit parakrinen oder

autokrinen Effekten erklart werden kann (siehe Abb. 2).

LIF-Signal EGF Signal

Zytokine und
Wachstumsfaktoren

S inopodien
. = Regulation der
Epitheloberfliche

Abb. 2: Praimplantationsblastozyste bei der Implantation [77]

1.3. Endometriale Rezeptivitat und molekulare Grundlagen der Implantation

Das Endometrium wird als rezeptiv bezeichnet, wenn sich die Blastozyste einnisten
kann [71]. Untersuchungen haben gezeigt, dass dieser Zeitpunkt bei einem normalen

28-Tage-Zyklus um den 20-24. Tag des Menstruationszyklus liegt [5].

1.3.1. Hormonelle Faktoren
Das Endometrium ist das klassische Erfolgsorgan fiir Ostradiol und Progesteron. Die
zyklische Vorbereitung des Endometriums fur die Implantation und der weitere Erhalt

der Schwangerschaft werden unter anderem durch die im Ovar, die im sich entwi-



ckelnden Follikel und spater die im Corpus luteum gebildeten Steroidhormone regu-
liert [8].

17R-Ostradiol dient praovulatorisch dazu, die uterinen Zellen zur Proliferation und
Differenzierung anzuregen. Seine Wirkung wird tber Ostrogenrezeptoren vermittelt.
Diese finden sich in maximaler Dichte in der Proliferationsphase und nehmen nach
der Ovulation unter dem Einfluss von Progesteron ab [51][76]. Das von den Granu-
losazellen des sich entwickelnden Follikels gebildete Ostradiol stimuliert das Wachs-
tum und die Zellteilung, um die vaskularen und epithelialen Komponenten des En-
dometriums zu erhdhen [35]. Ein so vorbereitetes Endometrium kann unter dem Ein-

fluss von Progesteron weiter umgewandelt werden [64].

In der zweiten Zyklushalfte erfolgen durch das im Corpus luteum vermehrt gebildete
Progesteron die sekretorische Differenzierung der endometrialen Zellen und der Zu-
strom von immunkompetenten Zellen. Zudem spielt Progesteron eine essentielle Rol-
le fur die Dezidualisierung der Stromazellen [77] und induziert die Sekretion von Gly-
koproteinen, Wachstumsfaktoren, Enzymen, Molekllen der Extrazellularen Matrix
und deren Rezeptoren. Diese haben sowohl auf die Physiologie des Embryos als
auch auf die des Endometriums Einfluss [4][17][37]. Wie genau Progesteron die Um-
bauprozesse im Rahmen der Dezidualisierung beeinflusst, ist noch nicht hinreichend
geklart. Es wirkt einerseits Uber seine nukledren Rezeptoren (PR) und zum anderen
modulieren lokal exprimierte Faktoren wie z.B. Prostaglandin E;, Luteinisierendes
Hormon (LH) und Cortisol Releasing Hormone (CRH) Uber einen Second-
massenger-Pathway mittels zyklischer Adenosinmonophosphatase (CAMP) die Pro-
gesteronwirkung [77]. Progesteron ist fir den Vorgang der Implantation und den Er-
halt der Schwangerschaft essentiell. Eine Lutealinsuffizienz, welche eine unzu-
reichende Progesteronproduktion in der zweiten Zyklushalfte beinhaltet, fihrt zu Ver-
lust einer eventuell schon entstandenen Fruhgraviditadt und kann Ursache von habi-

tuellen Aborten sein [2].

1.3.2. Dezidualisierung
Der Dezidualisierungsvorgang setzt um den 23. bis ca. 28. Zyklustag ein und be-
schreibt einen endometrialen Differenzierungsvorgang, der sowohl die Funktion als

auch die Morphologie der Stromazellen des Endometriums umfasst. Die Zellen ver-



andern lhre Form zu einem langgestreckten, netzartigen Verband und bilden im Falle
eines Schwangerschaftseintritts die Dezidua. In der Dezidua kommt es zu einer Infil-
tration durch invasive Zytotrophoblastenzellen embryonaler Herkunft. Die deziduali-
sierten Stromazellen sezernieren unter anderem eine Reihe von Produkten, die so
genannten dezidualen Marker: insulin-like growth factor binding protein-1 (IGFBP-1),
IGFBP-related protein-1 (IGFBP-rP1) und Prolaktin [25][50]. Prolaktin ist ein Peptid-
hormon, welches im wesentlichen vom Hypophysenvorderlappen und zu einem klei-
neren Anteil von anderen Geweben sezerniert wird, das Endometrium ist eines die-
ser extrahypophysaren Gewebe [9]. Prolaktin und sein Rezeptor werden wahrend
der spaten Sekretionsphase sezerniert [34], Prolaktin bleibt auch im Falle einer
Schwangerschaft erhdht. Es wird diskutiert, dass durch Dezidualisierung die Stroma-
zellen des Endometriums vor toxischen Sauerstoffradikalen geschutzt werden [87].
Somit wird deren Akkumulation, die zu Gewebsschaden und letztendlich zum Ab-
scheren des Endometriums flhrt, aufgehoben [88]. Der zeitliche Zusammenhang
wahrend des Zyklus von Progesteronanstieg und dem Auftreten der Prolaktinsekreti-
on lasst eine progesteronabhangige Prolaktinsekretion vermuten [97]. Endometriales
Prolaktin ist jedoch nicht nur ein Marker fur die Dezidualisierung, es konnte gezeigt

werden, dass sein Fehlen zu Stérungen im Reproduktionsvorgang fuhrt [21].

1.4. Angiogenese bei der embryonalen Implantation

Fir eine erfolgreiche Implantation und die Aufrechterhaltung einer intakten Frih-
schwangerschaft ist der Anschluss des Embryos an das maternale Gefal3systems
notwendig. Die Induktion von Angiogenese durch den Embryo bzw. embryonales
Gewebe ist zwingend erforderlich. Angiogenese beschreibt das Ausspriessen neuer
Blutgefalle aus bereits bestehenden Endothelzellen und spielt eine wichtige Rolle fur
die schwangerschaftsassoziierten Veranderungen im Endometrium. Die Uterusgefa-
Re, das Endometrium, die Dezidua und die Plazenta sind potente Quellen angioge-
netischer Wachstumsfaktoren [32][74].

Eine Familie der Wachstumsfaktoren im endometrialen Gewebe stellen die Angi-
opoietine dar, dazu gehdren Angiopoietin-1 (Ang-1) und Angiopoietin-2 (Ang-2) so-
wie deren Rezeptor TIE-2, den sie mit gleicher Affinitat binden. Ang-1 wird im adulten

Organismus weitverbreitet exprimiert, wahrend Ang-2 eher an Orten, an denen Angi-



ogenese stattfindet, zu finden ist wie z.B. in Ovarien, im Uterus und der Plazenta
[14][55]. Wahrend Ang-1 eher fur die Aufrechterhaltung eines intakten GefalRsystems
und bei vaskularen Umbauprozessen eine Rolle spielt [22], fungiert Ang-2 als sein
funktioneller Antagonist und fuhrt zum Verlust von Zell-Zellkontakten und ermdglicht
so einen Einfluss von Angiogenesefaktoren wie z.B. VEGF [55]. Die Ergebnisse ak-
tueller Forschung bestatigen, dass die Angiopoietine unter anderem Angiogenese-
prozesse regulieren und somit flr die Prozesse im GefalRsystem der Dezidua bei der

Implantation mit verantwortlich sind [69].

Einen weiteren Angiogenesefaktor stellt die Gruppe des Vascular-Endothelial-
Growth-Factor-(VEGF-) Systems dar, dessen Rezeptor-Regulation in den endometri-
alen Stromazellen Gegenstand dieser Arbeit ist, die weitere Einblicke in die Funktion

des VEGF Systems bei der Embryoimplantation geben soll.

1.5. Das Vascular-Endothelial-Growth-Factor-(VEGF-) System

Vascular endothelial growth factor (VEGF), auch ,vaskularer Permeabilitatsfak-
tor” genannt [40], wurde 1989 erstmals als Wachstumsfaktor mit hohem angiogeneti-
schem Potential und hoher Spezifitat fir Endothelzellen charakterisiert [20][23]. Das
humane VEGF-Gen (VEGF-A) ist auf dem Chromosom 6p12-p21 lokalisiert. Weitere
Liganden der VEGF-Familie (VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D) und Placental Growth
Factor (PIGF) konnten identifiziert werden [38][103].

Es handelt sich um ein Heparin-bindendes dimeres Glykoprotein (34-43 kDa)
[36][62], durch alternatives Spleissen entstehen finf gewebe- und funktionsspezifi-
sche mRNA-Isoformen [40][53][94]. Diese kodieren beim Menschen fur Proteine mit
121, 145, 165, 189 und 206 Aminosauren (VEGF121, VEGF145, VEGF 165, VEGF 139,
VEGF05). Alle Isoformen enthalten die Exons 1-5 sowie das Exon 8, das Einfligen
verschiedener Kombinationen der Exons 6 und 7 unterscheidet die Isoformen (siehe
Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Zusammensetzung der 5 Isofor-
men der VEGF-A Familie des Menschen

Ein wichtiges biologisches Unterscheidungsmerkmal der VEGF-Isoformen ist lhre
Fahigkeit, Heparan bzw. Heparansulfat zu binden. Die Heparinbindungsdomanen
sind auf den Exons 6 und 7 lokalisiert. VEGF1g9, und VEGF0s sind durch beide
Exons mit den Heparinbindungsdomanen fest an Heparin bzw. Heparan-Sulfat-
Proteoglykane der Zelloberflachen bzw. der Extrazellularen Matrix (ECM) gebunden.
VEGF145 und VEGF 65 wird die Bindung an die ECM durch das Vorhandensein von
Exon 6 oder Exon 7 ermoglicht, VEGF 124, fehlen beide Exons, sie sind somit frei be-
wegliche Formen [28][61][80], die biologisch aktiver als die gebundenen Formen sind
[13][65].

VEGF+21 und VEGF5 werden beim Menschen am haufigsten exprimiert, vorzugs-
weise ihre mRNA wird im menschlichen Endometrium gefunden [95]. VEGF g9 ist

seltener und VEGF206 kommt vor allem im embryonalen Gewebe vor.

Sowohl in vivo als auch mit Hilfe von in vitro-Modellen konnte das hohe angiogeneti-
sche Potential und eine antiapoptotische Wirkung von VEGF nachgewiesen werden
[53], diese Wirkung trifft zwar vor allem auf vaskulare Endothelzellen zu, in verschie-
denen Studien konnten diese Effekte auch auf andere Zelltypen gezeigt werden.
VEGF erhdht zudem die GefalRpermeabilitat und durch eine Steigerung der Stick-
stoff-Monoxid- (NO-) Abgabe die Vasodilatation [44]. Es spielt eine Rolle im Prozess
physiologischer Angiogenese wie zum Beispiel der Wundheilung, der Regeneration
des Endometriums, der Plazentation und der Embryoimplantation. Es konnte auch
gezeigt werden, dass Blastozysten VEGF-mRNA exprimieren, was dem Embryo die

Induktion von Angiogenese im implantationsbereiten Endometriums ermaoglichen
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konnte [45]. Im Gegensatz dazu steht die pathologische Angiogenese zum Beispiel
bei der Entstehung und Metastasierung von Tumoren, Retinopathien, rheumatoider
Arthritis sowie chronischen Entziindungen. Onkologische Therapiekonzepte machen
sich diese Wirkung zunutze und wirken antiangiogenetisch. Dabei wird indirekt das
Tumorwachstum gehemmt, welches auf Angiogenese angewiesen ist [36][42]. VEGF
kommt diese Schlusselfunktion der Regulation der physiologischen und pathologi-

schen Angiogenese sowohl im embryonalen als auch adulten Organismus zu.

Bereits 1990 erschienen die ersten Veroffentlichungen zu mdglichen VEGF-
Rezeptoren [70][98] (siehe Abb. 4). Beim Menschen wurden auf molekulargeneti-
scher Ebene drei VEGF-Rezeptoren identifiziert, die VEGF mit hoher Affinitat und
Spezifitdt binden. Dabei handelt es sich um zwei Rezeptor-Thyrosin-Kinasen:
VEGFR-1 (fms-like thyrosinkinase-1, VEGFR1) und VEGFR-2 (fetal liver kinase-
1/kinase insert domain receptor, Flk-1/KDR) [19][56][15]. VEGFR1 und KDR enthal-
ten beide eine transmembrandse Komponente, sieben extrazellulare Immunglobulin
(Ig)-ahnliche Domanen und im zytoplasmatischen Teil eine Tyrosin-Kinase-Sequenz,
welche durch eine Kinase-insert-Domane unterbrochen wird [81][92]. Es existiert
ebenfalls ein I6slicher zirkulierender Rezeptor: soluble VEGFR1 (sFlit-1) [41], welcher
durch alternatives Spleissen von VEGFR1 entsteht. sFlt-1 fehlt die Immunglobu-
lin(lg)-ahnliche Domane, die transmembrandse Domane und die intrazellulare Kom-
ponente des VEGFRA1. sFlt-1 agiert als spezifischer Antagonist zu VEGF, indem er
die Bindung an VEGFR1 und KDR mit hoher Affinitat kompetitiv hemmt und auf diese

Weise seine Bioverfugbarkeit in vivo beeinflusst [20].

VEGF15; VEGFiy
VEGFg5 VEGF45
VEGF g5

L

"] / transmembrandse Komponente

m
=

L KDR sFit-1

Ig-dhnliche Doméne: O  Ig-dhnliche Domé&ne mit VEGF-Bindungstselle: Ei;j
transmembranéare Region: O  Tyrosin-Kinase-Sequenz:
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Struktur der VEGF-Rezeptoren
sowie deren Interaktion mit den VEGF-Isoformen

VEGFR1 und KDR weisen eine 33%-ige Ubereinstimmung der Aminoséauresequenz
auf [93]. Rezeptor-Thyrosinkinasen sind beteiligt bei der Phosphorylierung bei der
Signalibertragung. Bindet VEGF an seine Rezeptoren, bewirkt dies eine Thyrosin-
phosphorylierung intrazellularer Funktionsproteine und damit eine Erhdhung der zy-
tosolischen Calciumkonzentration [26]. Durch diesen Signalweg aktivieren sie in den
Zielproteinen direkt das Zellwachstum und die Differenzierung. Die Rezeptoren bin-
den die VEGF-Isoformen selektiv und mit unterschiedlicher Affinitat, was die Vielfalt
ihrer biologischen Funktionen demonstriert [101]. Die Affinitdt zu VEGFR1 ist 10-fach
hoher als zu KDR [15][57][73][91][99].

VEGFR1 und KDR werden an der Oberflache von Endothelzellen exprimiert [18][43],
konnten jedoch auch in einigen anderen Zelltypen nachgewiesen werden. So wurden
sie in Trophoblastzellen der normalen Plazenta in allen Trimestern der Schwanger-
schaft nachgewiesen [6][10][26] und kommen zudem in Monozyten, Mesangiumzel-
len der Niere, Megakaryozyten und hamatopoetischen Stammzellen vor [1][12][89].
VEGF und seine Rezeptoren konnten in fast allen Teilen des weiblichen Reproduk-
tionssystems nachgewiesen werden. Im menschlichen Endometrium wird VEGF in
allen Zelltypen und in allen Phasen des Menstruationszyklus exprimiert [24], es gibt
zyklische Schwankungen mit einem Maximum in der Sekretionsphase [82], also dem
Zeitpunkt der embryonalen Implantation, dies kénnte einen gemeinsamen Ostrogen
und Progesteroneffekt suggerieren [54][86]. In verschiedenen Studien wurde gezeigt,
dass die VEGF-Produktion im humanen Endometrium durch Ostrogen stimuliert wird
[27]. In uterinen Tumorzellreihen dagegen wird zudem eine negative Regulation
durch Ostrogen beschrieben [85], die VEGF-Induktion durch Steroidhormone scheint
somit gewebe- und zellspezifisch zu sein [31]. Es konnte gezeigt werden, dass einige
bedeutende Wachstumsfaktoren wie z.B. epidermal growth factor (EGF), insulin-like
growth factor-1 (ILGF-1), transforming growth factor-a (TGF- a) und inflammatorische
Zytokine durch eine Steigerung der VEGF mRNA-Expression regulatorische Einflus-
se haben [62]. Wahrend der Menstruation entsteht durch die Vasokonstriktion der

Aa. spirales eine lokale Hypoxie, welche die Sekretion von VEGF triggert [72][79].
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Bei der Embryoimplantation und in der Frihschwangerschaft spielt Hypoxie eine
wichtige Rolle. Messungen im Bereich der Implantationsstelle vor der 10. Schwan-
gerschaftswoche haben gezeigt, dass der Sauerstoffgehalt ca. 3% betragt und nach
diesem Zeitpunkt stark ansteigt [75]. Die hypoxische Umgebung bietet dem Tro-
phoblasten und dem friihen Embryo einen gewissen Schutz vor toxischen Einflissen
von den bei oxidativen Reaktionen frei werdenden Sauerstoffradikalen [78]. Da
VEGF durch Hypoxie vermehrt sezerniert wird [72][79], ist es gut mdglich, dass
VEGF auch so eine grof3e Rolle bei der Implantation und in der Frihschwangerschaft

spielt.

Es konnte gezeigt werden, dass sFlt-1 eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
der Praeklampsie zukommt. Bei Frauen die im weiteren Verlauf der Schwangerschaft
eine Praeklampsie entwickelten, konnte wahrend des zweiten Trimesters im Ver-
gleich zu unauffalligen Schwangerschaften eine erhdhte Serumkonzentration von
sFIt-1 nachgewiesen werden [83]. Die antiangiogenetische Wirkung von sFlt-1 konnte
im Mausmodell als Inhibitor fur peritoneale Endometrioselasionen nachgewiesen
werden [30][60].

VEGFR1 und KDR werden im Verlauf des Menstruationszyklus auf nahezu konstan-
tem Level exprimiert. KDR zeigt ein Maximum in der Proliferationsphase, was einen
E,-Effekt suggeriert. Die Expression des Antagonisten sFlt-1 ist wahrend der mittle-
ren Sekretionsphase stark verringert, etwa dreimal geringer als in der Proliferations-
phase, was die maternalen endometrialen Rezeptoren fir vom Embryo sezenierte
angiogenetische Stimuli sensitiviert [47]. Der genaue Mechanismus der Interaktion
zwischen VEGF mit seinen Rezeptoren VEGFR1 und sFlt-1 und deren Bedeutung
bei der embryonalen Implantation ist noch unzureichend verstanden und wurde so
zum Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit. Wir postulieren, dass VEGF fur
den embryo-maternalen-Dialog eine wichtige Rolle spielt und dass der Trophoblast

durch VEGF-Sekretion die Rezeptivitat des Endometriums reguliert.
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2. Material und Methoden

2.1. Arbeiten mit primaren endometrialen Stromazellen

Patientinnen, die sich aus Grunden nicht-maligner Erkrankungen einer Hysteroskopie

unterzogen, wurden um ihre Teilnahme an dieser Untersuchung gebeten.

Die ausgewahlten Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Untersuchung alle im re-
produktionsfahigen Alter und hatten einen regelmafigen Menstruationszyklus. Die

Biopsien entstammen dem Endometrium der Proliferationsphase.

Alle Patientinnen, die sich durch Uberlassung einer Endometriumbiopsie an dieser
Untersuchung beteiligten, wurden vorher schriftlich Gber das Forschungsprojekt auf-
geklart und unterzeichneten eine entsprechende Einverstandniserklarung. Die Auf-
klarung und die Einverstandniserklarung waren zuvor von der Ethikkommission der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf genehmigt worden.

Den Patientinnen wurde im Rahmen der Hysteroskopie eine Endometriumbiopsie
durch Strichkurettage mit einer Novak-Kurette (Novak, Palo Alto, USA) enthnommen.
Das entnommene Gewebe wurde in Sammelmedium Uberfihrt und dann direkt far

die Primarzellkultur verwendet.

Die Zellkulturarbeiten wurden in einer sterilen Werkbank (Gelaire BSB3, Sydney,
Australia) durchgeflhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Gewebekulturschalen
(BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) in einem begasten Brutschrank (Heraeus, Ha-
nau, Deutschland) bei 37°C und 5% COa.

2.1.1. Zellkulturmedien
Die bei der Zellkultur verwendeten Medien und Medienzusatze wurden in einem

Wasserbad auf 37°C erwarmt.

Sammelmedium:

DMEM (Dulbecco’s modified eagles medium mit 100 mg/l Glucose und dem Indi-
katorfarbstoff Phenolrot, Gibco, Carlsbad, USA), Fungizone (0,5ug/ml Amphotericin
B), Antibiotika-Losung (50ug/ml Penicillin/Streptomycin 50ug/ml)
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Collagenasemedium:

DMEM, 1mg/ml Collagenase A (Boehringer Mannheim, Deutschland), 0,2 mg/ml
DNAse (Sigma, St. Louis, USA) Fungizone (0,5ug/ml Amphotericin B), Antibiotika-
Lésung (50ug/ml Penicillin/Streptomycin)

Wachstumsmedium:

70% DMEM, 20% MCDB 105, 10% gestripptes FCS (hitzeinaktiviert), Fungizone
(2ug/ml Amphotericin B), Antibiotika-Loésung (10pg/ml Penicillin/Streptomycin) Glu-
tamax 2mM L-Alanyl-L-Glutamin) und 5 pg/ml Insulin

Experimentmedium: (serumfrei)

70% DMEM, 20% MCDB 105, Fungizone (2ug/ml Amphotericin B), Antibiotika-
Lésung (10pg/ml Penicillin/Streptomycin), 2mM Glutamax (L-Alanyl-L-Glutamin) und
5 pg/ml Insulin, 50 pg/ml Ascorbinsaure, 10 pg/ml Transferrin, 20 ng/ml EGF

2.1.2. Extraktion der Zellen aus nativem Gewebe

Das operativ gewonnene Endometrium wurde dreimal jeweils in 10 ml DMEM-
Medium gewaschen, um die Kontamination mit Blut und Schleim zu reduzieren.
Dann wurde das Gewebe auf einer 10 cm Kulturschale mit zwei sterilen Skalpellen in
ca. 1 mm grol3e Stlcke zerkleinert. Die Gewebefragmente wurden mit einer 25 ml
Pipette (Greiner Bio-One, Monroe, USA) aufgesaugt und in 10 ml Collagenase-
Medium in ein 50ml Falcon-Réhrchen (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) gege-
ben. Der Verdau des Gewebes durch das Enzym Collagenase erfolgte je nach Men-
ge an Gewebe Uber einen Zeitraum von zwei bis vier Stunden bei standigem Rotie-
ren in einem auf 37°C geheizten Ofen mit Rotor (Mini Oven, MWG Biotech, High
Point, USA). Der Collagenase-Verdau wurde nach ca. drei Stunden beendet, wenn
die Losung trib erschien und keine Gewebestiucke mehr zu erkennen waren. Das
Roéhrchen mit der Zellsuspension wurde einmal kraftig geschuttelt, damit die Zellen
sich vollstandig voneinander l6sten. Dann wurde es 5 Minuten stehen gelassen, wo-
bei sich die groReren Epithelzellen und die Drusenfragmente absetzen und die klei-
neren Stromazellen im Uberstand verblieben. Der Uberstand mit den Stromazellen
wurde abgenommen und durch einen Nylon-Filter mit einer Porengro3e von 70um

(BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) in ein 50 ml Falcon-Réhrchen gegeben. Das
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Pellet aus Epithelzellen und Drusenfragmenten wurde zweimal mit je10 ml DMEM-

Medium gewaschen, und der Uberstand in dem 50 ml Falcon-Réhrchen gesammelt.

Die gesammelte 30 ml Stromazellfraktion wurde durch einen zweiten Nylon-Filter mit
einer Porengrofde von 40um gegeben und dann 8 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 10 ml Wachstumsmedium resuspendiert und auf einer 10 cm
Kulturschale (Bodenflache: 58 cm®, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) ausplattiert.
Etwa 90 Minuten nach dem Ausplattieren wurde das Medium gewechselt, um even-
tuelle Kontaminationen mit Epithelzellen zu verringern, welche erst zu einem spate-
ren Zeitpunkt adharent werden [33]. Wie zuvor gezeigt werden konnte, enthalten auf
diese Weise separierte Stromazellen des humanen Endometriums weniger als 0,1 %
Epithel- oder Endothelzellen [29][33]. Bis zum Erreichen der Konfluenz wurde jeden
zweiten Tag das Medium gewechselt. Bei kleinen Endometriumproben wurde zu-
nachst eine kleinere Zellkulturschale gewahlt um Zell-Zell-Kontakte besser zu ermog-
lichen. Mit Erreichen der Konfluenz wurden dann wie unter 2.1.3. beschrieben die
Zellen auf eine 10 cm Kulturschale passagiert und danach wie unter 2.1.3 beschrie-

ben weiter behandelt.

2.1.3. Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden durch Trypsin/EDTA-Behandlung passagiert. Hierzu wurde nach
Erreichen der Konfluenz das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS (Phosphate-
Buffered Saline, Gibco, Eggenstein, Deutschland) gespult und mit 3 mI/EDTA-L6sung
(1x Trypsin/EDTA in HBSS mit Indikatorfarbstoff Phenolrot) fur 5 bis 10 Minuten, bis
die Zellen sich von der Platte 16sten, im Brutschrank inkubiert. Die vom GefalRboden
abgeldsten Zellen wurden aufgenommen und in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen mit 7ml
Wachstumsmedium, zur Inaktivierung des Trypsins, Uberfihrt. Nach 5-minGtiger
Zentrifugation bei 1200 rpm wurden die Zellen in 12 ml Wachstumsmedium grindlich
resuspendiert und jeweils 2 ml der Suspension auf eine 3,5cm Kulturschale (Boden-

flache: 11,78 cm®) ausgesét.

2.1.4. Dezidualisierung der Stromazellen
Um Zellkulturexperimente unter physiologischen Bedingungen des Endometriums
der Sekretionsphase durchfihren zu kénnen, wurden die Stromazellen in vitro dezi-

dualisiert. Dazu wurden sie bis zum Erreichen der Konfluenz in Wachstumsmedium
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kultiviert. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen mit 2 ml Serum-freies Expe-

rimentmedium unter Zusatz von physiologischen Konzentrationen [33] an Ostradiol
(10®M) und Progesteron (10°M; beides Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) kulti-
viert, das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt [29][33]. Die Dezidualisierung
wurde mit Prolaktin- Multiplex-PCR Uberpruft (Abb 9). Nach 12 Tagen Kultur in Expe-

rimentmedium waren die Zellen dezidualisiert.

2.1.5. Zellkulturexperimente

Nach der Dezidualisierung wurden die Zellen fur weitere 24 Stunden in Experiment-

medium, welchem VEGF in einer Konzentration von 10ng/ml und VEGF-Antikorper in

verschiedenen Konzentrationen zugegeben wurde, inkubiert. Um die eventuelle Wir-

kung des VEGF zu inhibieren, wurde der VEGF-AK hinzugegeben. Die VEGF-
Antikdrperkonzentrationen kdnnen Tabelle 1 enthommen werden.
Tabelle 1: Zusammensetzung der Zellkulturexperimente
Konditionen
1 2 3 4 5 6
Experimentmedium + + + + + +
E.P - + + + + +
VEGF (10ng/ml) - - + + + +
a-VEGF-AK (pg/ml) - - - 0,05 0,1 0,25

Nach 24 Stunden wurde das Medium von der Platte entfernt und die Zellen mit Trizol-
Reagenz (Gibco, Invitrogen, Callsbad, USA) zur Extraktion der RNA lysiert. Die Pro-

ben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C eingefroren.
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2.2. Histologische Techniken

2.2.1. Immunhistochemische Farbung von Zell-Monolayern
Zur Kontrolle der Reinheit der aus Endometrium extrahierten Stromazellen wurde
eine immunhistochemische Farbung der Zellen mit dem epithel-spezifischen Protein

Zytokeratin durchgefuhrt.

Die Stromazellen wurden hierfur bis zur Konfluenz auf Zellkulturobjekttragern (Lab-
Tek Chamberslides, Nunc, Rochester, USA) kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz
wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und auf dem
Objekttrager fixiert. Dazu wurden die Objekttrager 10 min in eiskaltem Aceton inku-
biert. AnschlieRend wurden die Objekttrager 1 min in PBS inkubiert.

Die immunhistochemische Farbung erfolgte mittels Avidin-Biotin-Peroxidase-
Methode und dem Farbstoff Diaminobezidin (DAB). Dabei wird an den spezifischen
Primarantikdrper zunachst ein biotinylierter Zweitantikorper gebunden. Die Bindung
erfolgt Uber die tierspezifische Ig-Kette des Priméarantikdrpers. Uber den Zweitanti-
korper findet dann die Nachweisreaktion mit einem Komplex aus Avidin und biotiny-
lierter Meerrettich-Peroxidase (ABC-Peroxidase-Komplex) statt. Als Farbstoff und

Peroxidase-Substrat wurde DAB eingesetzt.

Der verwendeten Primarantikorper wurden von der Firma Dako (Carpinteria, USA)
bezogen. Alle anderen Nachweisreagenzien stammten von der Firma Vector, (Bur-
lingame, USA) und wurden nach Gebrauchsanleitung der jeweiligen Firma verwen-
det. Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden die Objekttrager, zur vollstandigen
Entfernung der zuvor verwendeten Reagenzien, dreimalig fur 5 Minuten in PBS ge-
waschen. Fur diese Waschschritte, ebenso wie flr die Xylol-Behandlung und die Be-
handlung mit Ethanol wurden die Objekttrager in Glasgondeln gestellt und in dem
jeweiligen Losungsmittel bei Raumtemperatur (RT) unter standigem, leichten Schut-

teln inkubiert.

Nach Entnahme der Objekttrager aus dem Aufbewahrungsmedium, wurden diese
zweimal jeweils 5 Minuten in PBS gewaschen. AnschlieBend wurde durch 10-
minutige Behandlung mit 1% H>O, (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) in PBS

bei Raumtemperatur die endogene Peroxidase der Zellen blockiert, um eine unspe-
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zifische Farbung durch diese Enzyme zu vermeiden. Im Anschluss daran erfolgte bei
RT eine 20-mindtige Inkubation in Normalserum, welches 1:50 mit 1,5% BSA/PBS
verdunnt wurde. Das verwendete Serum muss dabei von dem gleichen Tier stam-

men, wie der biotinylierte Zweitantikorper.

Danach wurden die Objekttrager fir ca. 18 Stunden bei 4°C mit den jeweiligen Pri-
marantikdrpern inkubiert. Folgender Primarantikrper wurde verwendet: Monoclonal
mouse Anti-Human Cytokeratin (M0821, Dako, Denmark). Nach der Inkubation mit
dem Primarantikdrper erfolgte die Behandlung mit dem biotinylierten Sekundaranti-
korper. Dieser wurde 1:100 mit 1,5% PBS verdinnt und fur 20 Minuten bei RT auf die
Objekttrager gegeben. Als nachstes wurden die Zellen 30 Minuten bei RT mit dem
ABC-Peroxidase-Komplex inkubiert. Darauf folgte ebenfalls bei Raumtemperatur eine
5-minutige Farbung mit dem DAB-Farbstoff. AnschlieRend wurden die die Zellkerne
durch kurzes Eintauchen der Objekttrager in Meyers Hamalaun-Losung gegenge-
farbt. Die Objekttrager wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und
fur 10 Minuten in Xylol inkubiert. Zum Schluss wurde auf die einzelnen Objekttrager
Eukitt-Eindeckmedium gegeben und ein Deckglaschen aufgelegt. Die Auswertung

erfolgte mit einem Lichtmikroskop (Nikon, Dusseldorf, Deutschland).

2.3. Arbeiten mit RNA aus endometrialen Stromazellen

Um bei der RNA-Isolierung Kontaminationen durch RNAsen zu vermeiden, wurde
das dabei verwendete Wasser mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Hierzu
wurde steriles Wasser mit DEPC im Verhaltnis 1:1000 (0,1% v/v) gemischt, Uber
Nacht bei 17°C inkubiert und anschlieRend autoklaviert. Fir das Arbeiten mit RNA
wurden Einweg-Plastik-Material und Aerosol-dichte Pipetten-Spitzen (Biozym,
Oldendorf, Deutschland) verwendet. Es wurden dabei immer Einweghandschuhe

getragen.

2.3.1. RNA Isolierung aus Zellkulturen
Bei Erreichen der Konfluenz wurde das Medium der Zellen abgesaugt und 1ml Trizol
auf die Platten gegeben. Durch mehrmaliges Pipettieren wurden die Zellen von der

Platte geldst und homogenisiert.
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Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden 200ul Chloroform zu-
gegeben und die Proben fur ca. 15 Sekunden vorsichtig geschuttelt. Nach 2-3 Minu-
ten Inkubation bei RT wurden die Proben fur 15 Minuten bei 4°C und 12000 rpm
zentrifugiert (Zentrifuge: Hettrich, Tuttlingen, Deutschland). Die obere, wassrige,
RNA-haltige Phase wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® uberfuhrt, mit 500 pl
Isopropanol versetzt und gemischt. Nach 10minutiger Inkubation bei RT wurde die
prazipitierte RNA durch Zentrifugation (10 Minuten bei 4°C und 1200 rpm) pelletiert,
mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (5 Minuten bei 4°C
und 7500 rpm). Nach vollstandiger Entfernung des Ethanols wurde das RNA Pellet
fur 10 bis 15 Minuten bei RT getrocknet und in 20ul DEPC/H,0O resuspendiert. Die
Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch (Biophotometer, Eppen-

dorf) wie unter 2.3.2 beschrieben. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.3.2. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die RNA wurde im Spektralphotometer (Bio Photometer, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) durch Messung der optischen Dichte (OD) bei Wellenlangen von 260
nm und 280 nm bestimmt. Die Nukleinsdurekonzentrationen wurden nach folgenden

Grundlagen berechnet:

ds RNA: ODggo =1=50ug/ml

Hinweis zur Reinheit einer Nukleinsaurepraparation wurde aus dem Quotienten der
gemessenen optischen Dichten erhalten. Eine reine Nukleinsaure zeichnet sich
durch ein OD 260/280 — Verhaltnis von 1.68 bis 2.0 aus. Die Reinheitsgrenzen der in

dieser Arbeit verwendeten Nukleinsauren betrugen 1.61 bis 1.81.

2.3.3. Reverse Transkription von extrahierter RNA

Eine Variante der Polymerase-Kettenreaktion ist die Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion. Sie wird eingesetzt, um mit Hilfe einer DNA-abhangigen
RNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) RNA in cDNA (,complementary DNA)
umzuschreiben. Die cDNA kann anschlieRend als Ausgangsprodukt in einer PCR

verwendet werden.

Bei der cDNA Synthese aus RNA wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase unter
Einsatz von Oligo-dTs jeweils 1ug Gesamt-RNA in cDNA transkribiert. Die RNA
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wurde zu einem Reaktionsgemisch, das aus MgCl,, PCR-Puffer, Oligo-dTs, dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, RNAse-Inhibitor und MuLV Reverse Transkriptase (GeneAmp
RNA PCR Core KIT, Perkin-Elmer, Foster City, California, USA) bestand, gegeben.
Die Mengen und die endgultigen Konzentrationen der Reagenzien sind Tabelle 2 zu

entnehmen.

Der Reaktionsansatz wurde zunachst 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, da-

mit das Oligo-dT+s sich an das polyA*- Ende der RNA anlagert.

Dann wurde 1 Stunde bei 42°C inkubiert (Thermocycler T-Gradient, Biometra GmbH,
Gottingen, Deutschland) und anschliefend durch 5 Minuten bei 99°C die Reverse
Transkriptase inaktiviert. Die cDNA Proben wurden mit 80ul DEPC/H20 verdinnt und
bei -20°C gelagert.

Tabelle 2: Zusammensetzung und Konzentration des RT-Reaktionsgemisches.

Volumen Konzentration
25 mM MgCl; 2ul 2mM
10x PCR-Puffer 2ul 1x
Oligo-dT+e 1ul 2,5uM
dNTPs (je 20mM) 1l je 1TmM
RNAse-Inhibitor 1l 0,51U/pl
Reverse Transkriptase 1l 0,75 1U/ul
RNA in DEPC-Hz0 10ul 1ug
Gesamtvolumen 20l

2.3.4. Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode, um einen genau definierten Teil eines DNA-Strangs zu
vervielfaltigen. Es kdnnen Fragmente mit einer Lange von uber 20.000-40.000 Ba-
senpaaren (20-40 kbp) vervielfaltigt werden. Als Matrize (template) kommen genomi-
sche DNA, cDNA, Plasmid-DNA und virale DNA in Frage.
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Die bendtigten grundlegenden Komponenten, die fur eine PCR bendtigt werden,
sind: original-DNA (,template®), zwei Primer, um auf beiden DNA-Einzelstrangen den
Startpunkt flir die DNA-Synthese festzulegen, DNA-Polymerase (z.B. tag-
Polymerase), Nukleotide (ANTPs), Pufferldsung

In einem so genannten Thermocycler wird die PCR durchgefuhrt, dieser Prozess be-

steht aus einer Anzahl von 30- 50 Zyklen. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:
1. Denaturierung der DNA
2. Hybridisierung
3. Elongation

2.3.5. Kontrolle der reversen Transkription durch B -Actin PCR
Durch Amplifikation des housekeeping-Gens B-Actin wurde der Erfolg der reversen

Transkription der endometrialen RNA kontrolliert.

Die PCR wurde in 50 yl Ansatzen in 0,5 ml Reaktionsgefallen (PCR Softtubes, Ep-
pendorf, Hamburg, Deutschland) pipettiert. Sie enthielten jeweils 5 pl cDNA-L6sung,
PCR-Reaktionspuffer, dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 100mM dNTP-SET
Eppendorf, Hamburg, Deutschland), 5’- und 3’-Primer sowie Taq-Polymerase (Ame-

rsham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, United Kingdom).

Die genauen Mengen und Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien sind Tabel-

le 3 zu entnehmen. Die Primer fur die -Actin PCR sind Tabelle 4 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der B-Actin-PCR

Reagenzien Volumen Konzentration
cDNA 5ul -
10xPCR-Puffer 5ul 1x
25 mM Mg-Cl; 4ul 2uM
dNTPs (je 10 mM) 2ul 5mM
5-Primer 2ul 0,2uM
3’-Primer 2ul 0,2uM
Taq —DNA-Polymerase 0,2ul 11U
H-o steril 29,8l
Gesamtvolumen 50ul

Tabelle 4: Primer zur Amplifikation von B-Actin, VEGFR1,sFIt-1 und PRL

RNA Primer |Frag- |3’/5'- Oligonukleotidsequenz
Nr ment- |Ende
lange
B-Actin | #1 798bp 5 -ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG CTG CG -3
#2 5 -CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GC -5
VEGFR1 |#47 655bp |5 5 -GCACCTTGG TTG TGG CTG ACT-3’
451 3 5 -CCCTTCTGG TTG GTG GCTTTG -3
485bp |3 5 -CCCTTCTGG TTG GTG GCT TTG GAG GTT TCG CAG
GAG GTATGG -3
floating
sFit-1 #47 643bp |5 5 -GCA CCT TGG TTG TGG CTG ACT -3’
448 3 5 -GAG CCC GGG GGT CTC ATT ATT -3
4750p |3 5 -GAG CCC GGG GGTCTCATTATT GCC TTTTTG TTG
CAG TGC TCA -3
floating
PRL #157 5 5 -GCT TCT GTA TCATCT GGT CAC G -3
#158 3 5-TGC GTA GGT AGT GGA GCA G -3’

Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel (T-

Gradient, Biometra GmbH, Gaéttingen, Deutschland). Es wurden folgende Reaktions-

bedingungen fur die Amplifikation der cDNA-Fragmente gewahlt: 3 min bei 94°C zur

vollstandigen Denaturierung der DNA, in jedem Zyklus 45 sec bei 94°C, 45 sec bei
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54°C und 45 sec bei 72°C, abschlie3end weitere 5 min bei 72°C, um den Abschluss
aller Reaktionen zu ermdoglichen. Fir die Amplifikation der B-Actin cDNA in humanen
endometrialen Stromazellkulturen erfolgten 30 Zyklen. Nach der PCR-Reaktion wur-

den die Proben bis zur gelelektrischen Auftrennung bei -20°C gelagert.

2.3.6. Kontrolle der Dezidualisierung durch Prolaktin-PCR und Multiplex PCR

Durch Amplifikation des Prolaktingens wurde der Erfolg der Dezidualisierung kontrol-
liert. Prolaktin (PRL) ist ein Peptidhormon, welches groRtenteils vom Hypophysen-
vorderlappen sezerniert wird. Das Endometrium ist eines der extrahypophysaren
Gewebe, die Prolaktin sezernieren [9]. Dezidualisierte Stromazellen der spaten Sek-
retionsphase produzieren Prolaktin wahrend des Menstruationszyklus sowie wahrend

einer Schwangerschaft [100].

Durch qualitative RT-PCR wurde die Dezidualisierung der Stromazellen kontrolliert.
Die PCR wurde in 50 yl Ansatzen in 0,5 ml Reaktionsgefal3en pipettiert. Sie enthiel-
ten jeweils 5 yl cDNA-L6sung, PCR-Reaktionspuffer, ANTP’s (dATP, dCTP, dGTP
und dTTP, 100mM dNTP-SET von Eppendorf), 5- und 3’- Primer sowie Tag-

Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland).

Die genauen Mengen und Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien sind Tabel-

le 5 zu entnehmen. Die Primer fiir die PRL-PCR sind Tabelle 4 zu enthehmen.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Prolaktin-PCR

Reagenzien Volumen Konzentration
cDNA 5ul -
5x PCR-Puffer 5ul 1x
25 mM Mg-Cl; 2ul 2uM
dNTPs (je 10 mM) 2ul 5mM
5-Primer 2ul 0,2uM
3’-Primer 2ul 0,2uM
Taqg-Polymerase 0,2 pl 11U
H-o steril 31,8ul
Gesamtvolumen 50ul
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Die mRNA Expression von Prolaktin wurde zusatzlich mittels einer Multiplex PCR
untersucht. Dabei wurden 5ul cDNA der Endometriumbiopsien in einem PCR-Ansatz
mit den gleichen Mengen an Primern fur PRL und R-Actin (je 2pl der 5’- und 3’- Pri-
mer) amplifiziert. Die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches entsprach dem
Ansatz der 3-Actin PCR (Tabelle 3).

2.3.7. PCR der VEGF-Rezeptoren

Der qualitative Nachweis der cDNA der VEGF-Rezeptoren erfolgte mit PCR. Die
PCR wurde in 50 pl Ansatzen in 0,5 ml Reaktionsgefalden pipettiert. Sie enthielten
jeweils 5 pyl cDNA-LOsung, PCR-Reaktionspuffer, dNTP’s (100mM), 5’- und 3’- Pri-

mer sowie Tag-Polymerase .

Die genauen Mengen und Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien sind Tabel-

le 6 zu entnehmen. Die Primer fir die PCRs sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 6: Zusammensetzung der VEGFR1/sFIt-1-PCR

Reagenzien Volumen Konzentrationen
cDNA 5ul -

10x PCR-Puffer 5ul

dNTPs (5uM) 5ul je TmM
5-Primer (5uM) 2ul 0,2uM
3’-Primer (5uM) 2ul 0,2uM
Taqg-Polymerase 0,2ul 11U

H-o steril 33,8ul

Gesamtvolumen 50ul

2.3.8. Kompetitive PCR der VEGF-Rezeptoren
Durch kompetitive PCR kann der cDNA-Gehalt und damit im Rlckschluss auch der

MRNA-Gehalt einer unbekannten Probe quantitativ ermittelt werden [96].

In einer modifizierten Anwendung der kompetitiven PCR [48] wird der cDNA-Gehalt
lediglich semiquantitativ erfasst, jedoch ist auch hier ein Vergleich der mRNA-
Expression mehrere Proben, wie z.B. der Expression eines Gens im Endometrium

moglich.
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Bei der modifizierten Methode wird zunachst ein kompetitives cDNA-Fragment
(Kompetitor) hergestellt. Dieses entspricht in einer Sequenz zum Grol3teil der nativen
cDNA (Target) und enthalt die gleichen Primer-Bindungsstellen. Allerdings enthalt es
innerhalb des zu amplifizierenden Fragments eine Deletion (siehe Abb.5), so dass es
nach Amplifikation aufgrund der Gréflze von dem target Fragment unterschieden wer-
den kann. Nach einer PCR mit der nativen cDNA unbekannten Gehaltes und einer
definierten Menge an kompetitiver cDNA kann die Menge an target-DNA Uber das

Verhaltnis von Kompetitor zu Target semiquantitativ bestimmt werden.

2.3.8.1. Synthese des Kompetitors

Fir die Herstellung des Kompetitors wird zunachst fir jedes zu untersuchende Gen
ein so genannter floating-Primer konstruiert. Bei diesem Primer wird der eigentliche
5’- oder 3’- Primer mit einer kurzen Sequenz, die innerhalb des zu amplifizierenden
Fragments liegt, kombiniert [48] (siehe Abb. 5).

— PCR-Produktder Target cDNA
5 M W 3 native(target) cDNA
| o g <
5' Primer 3' Primer

Deletion
SsIEE A3 Konstruktion der kompetetiven cDNA
[N «n
Floating Primer

— PCR-Produkt der kompetetiven cDNA

s W3 Kompetetive cDNA

A: GroRe des nativen cDNA-Fragments und Lokalisation der Primer-Bindungsstelle fir
den 5‘-und 3‘-Primer (schwarz). B: Lokalisation des floating-Primers (schwarz-gau) und
Konstruktion der kompetetiven cDNA. Eine Deletion wird eingefiihrt, um ein verkiirztes
cDNA-Fragmentmitdenselben Primer-Bindungststelen, wie bei der nativen cDNAzu
erzeugen. C: GroRRe des kompetetiven cDNA-Fragmentes und Lokalisation der Primer-
Bindungsstelle firden 5'-und 3'- Primer (schwarz).

Abb. 5: Konstruktion der kompetitiven cDNA

Mit dem 5’-floating-Primer und dem regularen 3’- Primer bzw. mit dem 3-floating-
Primer und dem regularen 5’- Primer wurde die Gesamt-cDNA einer Endometriumbi-
opsie amplifiziert. Diese PCR fuhrt zu einem kompetitiven cDNA Fragment mit einer
Deletion gegenuber der nativen cDNA, welches aber dennoch die regularen 5’- und

3’-Bindungststellen der Primer besitzt.

27



2.3.8.2. Ansatz der kompetitiven PCR
Durch kompetitive PCR wurde die Expression der cDNA der Komponenten VEGFR1,

sFlt-1 im Endometrium der Proliferationsphase quantitativ bestimmt.

Fir die kompetitiven PCR wurden in einem 0,5 ml Reaktionsgefald ein 50ul Reakti-
onsgemisch mit 5 pl target cDNA, einer definierten Menge an kompetitiver cDNA
PCR-Puffer, dNTP’s, 5’- und 3’-Primer und Tag-Polymerase angesetzt. Die genauen

Mengen der Reagenzien sind Tabelle 7 zu entnehmen, die Menge an Kompetitor der

Tabelle 8.

Tabelle 7: Zusammensetzung der kompetitiven PCR

Reagenzien Volumen Konzentration
Target cDNA 5ul -
Kompetitor X ul X fmol/pl
10x PCR-Puffer 5ul
dNTPs (5uM) 5ul je TmM
5-Primer (5uM) 2ul 0,2uM
3’-Primer (5uM) 2ul 0,2uM
Taqg-Polymerase 0,2ul 11U
H-o steril 31,8ul
Gesamtvolumen 50ul

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel mit den folgenden
Parametern: 5 min bei 94°C zur vollstandigen Denaturierung der DNA, 45 sec bei
94°C, 45 sec bei annealing-Temperatur und 45 sec. bei 72°C in jedem Zyklus, ab-
schlieBend weitere 5 min bei 72°C, um den Abschluss aller Reaktionen zu ermdgli-

chen.

Die annealing -Temperaturen der jeweiligen Primer und die Anzahl der Zyklen fur die

kompetitiven PCR’s sind Tabelle 8 zu entnehmen.
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Tabelle 8: Menge an kompetitiver cDNA und Anzahl der Zyklen der
kompetitiven PCR sowie Annealingtemperatur der jeweiligen Primer

. Anealing-
Menge an kompeti- | Anzahl der PCR-
MRNA tiver cDNA / PCR ZyKlen Temperatur der
Primer [°C]
VEGFR1 0,002fmol/pl 40 58
sFlt-1 0,001fmol/pl 40 58

Nach der Reaktion wurden die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe
des GelDoc 1000-Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) analysiert
(siehe 2.5).

2.4. Agarosegelelektrophorese

Die Produkte der PCR und der kompetitiven PCR wurden mittels horizontaler Gel-
elektrophorese untersucht. Diese wurde mit 2%igen Agarosegelen in einer H5-
Elektrophoresekammer (Gibco, Eggenstein, Deutschland) durchgefuhrt. Hierzu wur-
de zunachst eine Pufferlosung aus 89mM Tris, 2mM EDTA und 89mM Borsaure (1x
TBE-Puffer) in H,O angefertigt. Zur Herstellung des Gels wurden 2g Agarose (Sig-
ma-Aldrich, Minchen) in 100 ml dieses Puffers in der Mikrowelle aufgekocht. Nach
Abkuhlung der Agaroselosung auf ca. 70°C wurde 1 pl Ethidiumbromid-Lésung hin-
zugegeben und die Lésung in die Gelkammer gegossen. Um die Lange der aufge-
tragenen cDNA-Fragmente ermitteln zu kénnen, wurde nach Auskihlen des Gels
zusatzlich zu den Proben ein 100bp DNA-Standard (Gibco BRL) aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte je nach der aufzutrennenden Fragmentlange bei einer Span-
nung von 90 bis 110 Volt fir 30 bis 50 Minuten.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Agarosegele mit Hilfe des GelDoc
1000-Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) analysiert und eine
Fotodokumentation angefertigt. Bei der Bestrahlung mit UV-Licht (A= 312 nm) wird
die Fluoreszenz des interkalierten Agens angeregt, wodurch die DNA-Fragmente
nachgewiesen werden kdnnen. Grof3enkalkulationen und densitometrische Analysen
der cDNA-Banden wurden mit Hilfe der Molecular Analyst Software (Bio-Rad Labora-

tories, Hercules, California, USA) durchgeflhrt.
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2.5. Datenanalyse

Es wurde wie unter 2.4 beschrieben eine Fotodokumentation angefertigt und densi-
tometrische Analysen der cDNA-Bandenintensitat durchgefuhrt. Anhand des Quoti-
enten der Bandenintensitaten der target-cDNA-Bande und der kompetitiven cDNA-
Bande konnte die Menge an target cDNA semiquantitativ ausgewertet. Wir verwen-
deten Excel zur statistischen Analyse mit dem Students t- Test p<0.05 wurde als

statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Kontrolle der Reinheit der endometrialen Stromazellkulturen

Insgesamt wurden Endometriumbiopsien von 28 Patientinnen nach der unter 2.1 be-
schriebenen Methode gewonnen und kultiviert. 19 Proben zeigten ausreichendes
Wachstum und keine Anzeichen von Kontamination. Abb. 6 zeigt stellvertretend,
dass die aus dem Endometrium extrahierten Stromazellen nur sehr gering mit

Epithelzellen verunreinigt waren.
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Immunhistochemische Farbung von Zytokeratin bei den Stromazellen (A) und
bei der epithelialen Zellpopulation (B). (Mikroskopische Aufldsung: 125x)
Verunreinigungen durch E (Epithel), S (Stroma)

Abb. 6: Inmunhistochemische Farbung von Zytokeratin

3.2. B-Actin Expression der endometrialen Stromazellen

Es wurden 19 Gewebeproben des Endometriums reverse transkribiert und auf die

Expression des housekeeping-Gens [3-Actin untersucht.

Bei insgesamt 17 der 19 Stromazellproben, die bei der Reaktion eingesetzt wurden,

konnte die mRNA von [3-Actin nachgewiesen werden.

Abb. 7 zeigt reprasentativ an 12 Stromazellproben die Bande der [3-Actin cDNA bei
838 bp.
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Standard A B

B-actin (838 bp)

Extrakte aus dezidualisierten Stromazellen wurden reverse transkribiert und auf die Expression des
housekeeping-Gens R-actin untersucht. Nur bei den Proben mitnachweisbarer -actin-mRNA wurde die
reverse Transkription als erfolgreich betrachtet und die Proben in die weiteren Untersuchungen
einbezogen. (=12, A: Negativkontrolle, B: Positivkontrolle)

Abb. 7: PCR B-Actin-mRNA

Nur bei den Proben mit nachweisbarer 3-Actin mRNA wurde die reverse Transkripti-
on als erfolgreich betrachtet und die cDNA in die weiteren Untersuchungen einbezo-

gen.

3.3. Dezidualisierungsnachweis

Um Zellkulturexperimente unter physiologischen Bedingungen des Endometriums
der Sekretionsphase durchfiihren zu kdnnen, wurden die Stromazellen dezidualisiert.
Abb. 8 zeigt reprasentativ Stromazellen, die durch die Dezidualisierung eine langge-

streckte Morphologie erhalten, sie bilden einen dichten Zellverband.
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Dezidualisierte Stromazellen des humanen Endometriums nach 12-tagiger
Inkubation mit Experimentmedium unter Zusatz von physiologischen
Konzentrationen an Ostradiol (10-8™) und Progesteron (10-6M)
(mikroskopische Aufldsung 200x)

Abb. 8: Dezidualisierte Stromazellen des humanen Endometriums

Neben der morphologischen Kontrolle wurde stellvertretend an 3 Zellproben durch
Nachweis der Prolaktin-mRNA der Erfolg der Dezidualisierung gemessen. Die Multi-
plex-PCR zeigte, dass die Prolaktinexpression mit zunehmender Inkubationszeit der
Zellen mit 2 ml Serum-freiem Experimentmedium unter Zusatz von physiologischen
Konzentrationen an Ostradiol (10®M) und Progesteron (10°°M) zunimmt (siehe Abb.
9).

Standard Tag7 Tag8 Tag10 Tag12 Tag 14 ohneE,P N P
[ B e T e B e B e B e

R-actin (838 bp)

Prolaktin (251 bp)

Nachweis der Dezidualisierung der Stromazellen anhand der Prolaktinproduktion. Mitzunehmender
Inkubationszeit (Tag 7 bis Tag 14) mit 2 ml Serum-freiem Experimentmedium unter Zusatz von
physiologischen Konzentrationen an Ostradiol (10-8M) und Progesteron (10-5M) nimmt die
Prolaktinexpression zu (n=12, N: Negativkontrolle, P: Positivkontrolle)

Abb. 9: PRL-Multiplex- PCR
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Alle verwendeten Zellproben wurden somit 12 Tage lang inkubiert, um die Zellkul-
turexperimente unter physiologischen Bedingungen des dezidualisierten Endometri-

ums durchflihren zu konnen.

3.4. Expression der VEGF-Rezeptoren in endometrialen Stromazellen unter
dem Einfluss von Ostrogen und Progesteron sowie VEGF.

3.4.1. Nachweis der VEGF-Rezeptoren in endometrialen Stromazellen durch PCR
Insgesamt wurden endometriale Stromazellen von 17 Patientinnen auf die mRNA-

Expression von VEGF-Rezeptoren untersucht.

Bei Stromazellkulturen von 8 Patientinnen konnte in allen Experimentansatzen (siehe
Tabelle 1) ein qualitativer Nachweis fur die mRNA-Expression von VEGFR1 und in

12 Proben der entsprechende Nachweis fur sFIt-1 erbracht werden.

Abb. 10 zeigt reprasentativ an 7 Stromazellproben die PCR-Produkte von sFlit-1 und
VEGFRH1.

Standard N

sFlt-1 (643 bp)

Standard N

Flt (655 bp)

Nachweis der sFlt-1- und Fit-mRNA-Expression durch RT-PCR im humanen endometrialen
Stroma (n=7, N: Negativkontrolle)

Abb. 10: PCR sFit-1 und PCR VEGFR1
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3.4.2. Nachweis der VEGF-Rezeptoren in endometrialen Stromazellen durch kompe-
titive PCR unter dem Einfluss von Ostrogen und Progesteron sowie VEGF

Die mRNA konnten Mittels einer kompetitiven PCR aus allen Zellkulturansatzen von
4 Patientinnen fur VEGFR1 bzw. 10 Patientinnen fur sFlt-1ausgewertet werden (Zu-

sammensetzung siehe Tabelle 1).

Abb. 11 und Abb. 12 zeigen reprasentativ die PCR-Produkte von VEGFR1 und sFlt-1
nach kompetetiver PCR. Die VEGFR1-Bande ist bei 655 bp zu sehen, die VEGFR1-
Kompetitor-Bande bei 485bp und die Target und Kompetitor-Bande von sFlt-1 bei
643 bp und 475 bp.

Target, FIt1 (655 bp)
Kompetitor (485 bp)

Standard| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Experiment
medium + + + + + + + + + + + +
E2/P - + + + + + - + + + + +
VEGF .|, . . . R R
[10 ng/ml] - -
-\[IE;:,]?K 005|041 025 - | - | - |005| 01 [025

Durch kompetitive PCR wurde die Expression der cDNA von Fi1 im Endometrium verschiedener Zyklusphasen
semiquantitativ bestimmt (n=12).

Der Tabelle sind die verschiedenen Kulturbedingungen zu entnehmen.

Abb. 11: Kompetetive PCR VEGFR1
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Target, sFIt1 (643 bp)
Kompetitor (475 bp)

Standard

Experiment
medium

E2/P

VEGF
[10 ng/ml]

+

+

+

-VEGF-AK

[pg/mi]

0,05

0,1

0,25

0,05

0,1

0,25

Durch kompetitive PCR wurde die Expression der cDNA von sFIt im Endometrium verschiedener Zykluspha-
sen semiquantitativ bestimmt. (n=12, A: ohne target, B. ohne target und ohne Kompetitor
Der Tabelle sind die verschiedenen Kulturbedingungen zu entnehmen

Bei der VEGFR1 kompetitiven PCR wurden 0,002fmol/ul Kompetitor zugesetzt im
Vergleich zur sFlt-1 kompetitiven PCR, in der 0,001fmol/ul zugesetzt wurde. Der
MRNA-Gehalt des Rezeptors VEGFR1 betragt also in menschlichen endometrialen

Stromazellen ungefahr das Doppelte des MRNA-Gehaltes des Rezeptors sFlt-1.

Jede der Biopsieproben wurde insgesamt zweimal mit kompetitiver PCR auf die Ex-
pression von VEGFR1 und sFlt-1 untersucht und die Mittelwerte der Tar-

get/Kompetitor Verhaltnisse gebildet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem

Student-t-Test.
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Abb. 12: Kompetitive PCR sFIt-1
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Abb. 13: VEGFR1 mRNA-Expression, dargestellt als Target/Kompetitor-
Verhaltnis [%], * = p < 0.005
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Abb. 14: sFIt-1 mRNA-Expression, dargestellt als Target/Kompetitor-
Verhaltnis [%], * = p <0.005

Es konnte gezeigt werden, dass E;P die mRNA-Expression von VEGFR1 signifikant
senkt. Eine zusatzliche VEGF-Substitution dagegen hatte keinen weiteren Effekt. Die
Zugabe von VEGF-AK bewirkt einen spezifischen Effekt: mit zunehmender Konzent-

ration des Antikorpers steigt die Expression der VEGFR1-mRNA.

Wahrend in dieser Arbeit fur die Expression der VEGFR1-mRNA oben genannten

Ergebnisse zusammengefasst werden konnten, zeigt sich fur die Expression der

mRNA des Antagonisten sFlt-1 keine Anderung durch die Zugabe von E,P. Ebenso
hat die Substitution von VEGF und VEGF-AK keinen regulierenden Einfluss auf die
sFlt-1-mRNA Expression.
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4. Diskussion

VEGEF ist sowohl bei der physiologischen Angiogenese im weiblichen Reproduktions-
system als auch bei der pathologischen Angiogenese wie zum Bespiel beim Tumor-
wachstum oder der Endometriose [30][60] von entscheidender Bedeutung. Es wird
beschrieben, dass VEGF fur den feto-maternalen-Dialog vor und wahrend der Im-
plantation essentiell ist [46][77]. Beim Menschen wurden drei VEGF-Rezeptoren
identifiziert: VEGFR1 und KDR, die VEGF mit hoher Spezifitat binden sowie ein [0sli-
cher, zirkulierender Rezeptor: sFlt-1, der als spezifischer Antagonist zu VEGF agiert
[15][19][56].

Der genaue Mechanismus der Interaktion zwischen VEGF mit seinen Rezeptoren
VEGFR1 und sFlt-1 und deren Bedeutung bei der embryonalen Implantation ist un-
zureichend geklart. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse kdnnten zum bes-
seren Verstandnis der im Rahmen der Implantation notwendigen endometrialen An-
giogenese beitragen und fur die Behandlung von Erkrankungen wie zum Beispiel der

Praeklampsie oder der Endometriose von Bedeutung werden.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde die Expression von VEGF Rezeptor VEGFR1
und sFIt-1 in humanen, endometrialen Stromazellen untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass im Stroma der mRNA-Gehalt des VEGF-Rezeptors VEGFR1 anna-
hernd doppelt so hoch ist wie der Gehalt an sFlt-1, dem spezifischen VEGF-
Antagonisten. Wahrend Ostradiol und Progesteron die VEGFR1-Expression senkten,
hatte VEGF dagegen keinen direkten regulierenden Effekt. Die Zugabe des VEGF-
Antikorpers bewirkte einen Anstieg der VEGFR1-mRNA-Expression. Fur den Anta-
gonisten sFlt-1 dagegen lieR sich kein regulierender Einfluss durch Ostradiol und
Progesteron detektieren. Auch VEGF und die Zugabe des VEGF-Antikorpers ubten
keine Regulation auf die sFlt-1 Expression aus. Zusammenfassend konnten der
Wachstumsfaktor VEGF und seine Rezeptoren bei den Mechanismen der embryona-

len Implantation eine wichtige Rolle spielen.

Die unterschiedlichen in der Literatur beschriebenen Ergebnisse bezuglich der Ex-
pression der VEGF-Rezeptoren im humanen Endometrium werden kontrovers disku-
tiert. Sugino et al haben gezeigt, dass die VEGF-Expression in endometrialen

Stromazellen auf mRNA-Ebene durch den Einfluss von Ostrogen und Progesteron
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ansteigt, wahrend die VEGFR1-Expression dadurch nicht beeinflusst wird. Die Im-
munfarbung fur VEGFR1 von diesen dezidualisierten Stromazellen ist nur geringfugig
[86].

Eine andere Arbeitsgruppe konnte an Endometriumproben von Schweinen zeigen,
dass VEGF und VEGFR1 wahrend des Menstruationszyklus auf konstantem Level
exprimiert werden. Diese Endometriumproben wurden jedoch nicht in die Stroma-
und Epithelfraktionen separiert. In derselben Arbeit wurde durch immunhistochemi-
sche Farbung ein deutlicher Nachweis fir VEGF und VEGFR1 in Driusenzellen und
GefalRen gefuhrt, wohingegen die Anfarbung in Stromazellen uneinheitlich war.
Durch Ostrogen- und Progesteroneinfluss stieg die VEGF-Expression, die VEGFR1-
Expression dagegen bleibt unbeeinflusst [39][86]. Die Arbeit von Moller et al be-
schreibt dies ebenso [58]. Es wurde eine schwache VEGF und VEGFR1-Expression
in endometrialen Stromazellen detektiert. Dies unterstreicht die These der hier vorge-
legten Arbeit, dass nicht die endometrialen Stromazellen die Regulation der VEGF-
Rezeptor-Expression vornehmen, sondern die Epithelzellen der endometrialen Dru-

sen oder der Gefalde.

Krussel et al. zeigten ein konstantes Expressionslevel von VEGFR1 wahrend des
Menstruationszyklus und fir s-Flt 1 einen bis zu 3-fachen Expressionsanstieg wah-
rend der mittleren und spaten Proliferationsphase [47]. Im Vergleich zu der hier vor-
gelegten Arbeit wurden die Zellproben aus den unterschiedlichen Zyklusphasen ge-
wonnen und sofort fur die RNA-Praparation aufbereitet. Zudem wurden komplette

Endometriumproben verwendet.

Es besteht die Mdglichkeit, dass VEGF die Rezeptorregulation nicht Gber autokrine
Mechanismen steuert, sondern dass diese durch andere Faktoren als die Steroid-
hormone modifiziert wird. So ist es zum Beispiel moglich, dass VEGF mit anderen
Faktoren wie zum Beispiel Hypoxie oder Zytokinen agiert [66][79]. Ein ,Schwange-
renmodell“ im Menschen zur Untersuchung dieser Mechanismen kénnte einen bes-
seren Einblick in die Beeinflussung der Embryoimplantation im humanen Endometri-

um geben, ist jedoch in vivo nahezu unmaoglich.

Erganzend zum molekulargenetischen Nachweis der VEGF-Rezeptor-Expression auf

MRNA-Ebene konnten Untersuchungen auf Proteinebene, wie immunhistochemische
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Verfahren und Western-blot-Analysen, Aussagen daruber treffen, wie viel mRNA
translatiert wird und ob funktionsfahige Proteine exprimiert werden. Die Zellkultur
wurde in der vorgelegten Arbeit als Modell favorisiert, da ein aktives Eingreifen in das
zu untersuchende System mdglich ist, wie zum Beispiel die durch Inkubation mit Os-
tradiol und Progesteron erreichte Dezidualisierung. Die Immunhistochemie hat dage-

gen eher einen deskriptiven Charakter.

Es wird beschrieben, dass die Funktion und die moglichen Signalwirkungen von
VEGFR1 wenigstens teilweise abhangig vom ,Donor®, und vom Zelltyp sind [19]. Die
Herkunft der Stromazellen kdnnte zusatzlich Differenzen der Ergebnisse verschiede-
ner Arbeitsgruppen erklaren. Die Proben fur diese Arbeit wurden von Patientinnen
unterschiedlichen Alters, Herkunft und Anamnese, wie zum Beispiel praoperativer
Medikamenteneinnahme gewonnen. Zudem konnte nicht bei allen Patientinnen von
einer gesicherten Reproduktionsfahigkeit ausgegangen werden, da auch Biopsien

von Nullipara verwendet wurden. In anderen Arbeiten wurde dies bertcksichtigt [58].

Unterschiede der angewendeten Methoden und Materialien erklaren ebenfalls diffe-
rierende Ergebnisse. In der hier vorgelegten Arbeit wurden nach einer etablierten
Methode Stromazellkulturen aus Endometriumbiopsien angelegt [33]. Durch unter-
schiedliche Passagezahl und Zellkulturmedien kdnnten sich die Zellen in einem un-
terschiedlichen Differenzierungsstadium befinden, was eventuell verschiedene Re-

sultate bedingt.

Um die Zellkulturexperimente unter physiologischen Bedingungen des Endometriums
der Sekretionsphase durchfihren zu kénnen, wurden die Stromazellen in vitro dezi-
dualisiert [33]. Der Beginn der Dezidualisierung, nachgewiesen mit IGFBP-1 mRNA-
Expression, wird in anderen Arbeitsgruppen ab dem Tag 12 der Inkubation mit Ost-
radiol (10® M) und Progesteron (10° M) beschrieben. Darauf folgt ein weiterer An-
stieg der IGFBP-1 mRNA-Expression. Die Zellen wurden dort schlieBlich 23 Tage
inkubiert [66][87]. In der hier vorgelegten Arbeit wurde eine Inkubationsdauer von 12
Tagen festgelegt. Nach Uberschreiten dieser Zeit kam es zudem haufig zu einem
Ablosen der Zellen von der Kulturschale. Es muss jedoch berucksichtigt werden,
dass eine zu kurz gewahlte Inkubationszeit zu unvollstandiger Dezidualisierung fuh-

ren und somit die vorgelegten Ergebnisse verfalschen konnte. Tarantino et al be-
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schreiben sogar einen lokalen Faktor, der vom ,Conceptus® abgegeben wird und den

Dezidualisierungsvorgang von Stromazellen erst abschlief3t [90].

Die Untersuchung der VEGF-Rezeptorexpression und deren Regulation in anderen
Zellpopulationen des humanen Endometriums, wie den glatten Muskelzellen und den
Endothelzellen der Gefalde konnte als Gegenstand weiterer Arbeiten dienen, um die
endometriale Angiogenese, das hormonabhangige Gefaldwachstum, als auch patho-
logischen Vorgange, wie zum Beispiel die Praeklampsie oder uterine Blutungssto-

rungen, besser zu verstehen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass VEGF und seine Rezeptoren eine
entscheidende Rolle bei der Embryoimplantation zukommt. Wir vermuten, dass die
Regulation von VEGF Rezeptoren im rezeptiven Endometrium nicht Uberwiegend
durch die endometrialen Stromazellen vermittelt wird, sondern durch andere Zellty-
pen, wie zum Beispiel durch das Epithel der Driusen oder Endothelzellen der endo-

metrialen Gefalle.
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5. Zusammenfassung

Der Wachstumsfaktor VEGF ist bei der physiologischen Angiogenese im weiblichen
Reproduktionssystem von entscheidender Bedeutung. Im menschlichen Endome-
trium wird VEGF in allen Zelltypen und in allen Phasen des Menstruationszyklus ex-
primiert mit einem Maximum in der Sekretionsphase also dem Zeitpunkt der embryo-
nalen Implantation. VEGF spielt auch eine Rolle bei der pathologischen Angiogene-
se. Die Regulation von VEGF und seinen Rezeptoren VEGFR1 und sFLT-1 wahrend

der embryonalen Implantation ist bisher unzureichend geklart.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation des VEGF-Systems in endome-
trialen Stromazellen auf der Ebene der mRNA-Expression der Rezeptoren VEGFR1

und sFIt-1 zu untersuchen.
Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Estradiol und Progesteron senken die mRNA-Expression von VEGFR1 signifi-
kant, eine zusatzliche VEGF-Substitution dagegen hat keinen weiteren Effekt.
Die Zugabe von VEGF-AK bewirkt einen spezifischen Effekt. Mit zunehmender
Konzentration des Antikdrpers steigt die Expression der VEGFR1-mRNA.

2. Die Expression der mRNA des Antagonisten sFlt-1 zeigt keine Anderung
durch die Zugabe von E,P. Ebenso hat die Ko-Inkubation von VEGF und
VEGF-AK keinen regulierenden Einfluss auf die sFlt-1-mRNA Expression.

3. Wir vermuten, dass die Regulation von VEGF Rezeptoren im rezeptiven En-
dometrium nicht Gberwiegend durch die endometrialen Stromazellen vermittelt
wird, sondern durch andere Zelltypen, wie zum Beispiel durch das Epithel der

Drisen oder Endothelzellen der endometrialen Gefalle.

Erkenntnisse zur Regulation des VEGF-Systems konnten zur Verbesserung der Be-
dingungen in der assistierten Reproduktion dienen. Zudem koénnten sie den Angriffs-
punkt neuer Therapiekonzepte zur Behandlung von angiogeneseabhangigen Erkran-

kungen wie der Tumorgenese, der Praeklampsie oder der Endometriose darstellen.
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