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Einleitung

1 EINLEITUNG

In  den westlichen Industrienationen ist ungefahr jedes neunte Paar im
fortpflanzungsfahigen Alter von unerfiilltem Kinderwunsch betroffen. Zur Behandlung der
ungewollten Kinderlosigkeit werden eine Vielzahl von Techniken der assistierten
Reproduktion (ART) eingesetzt. Das Spektrum dieser Methoden reicht von der
Beobachtung des menstruellen Zyklus mit Bestimmung des Ovulationszeitpunktes und
Empfehlung zum Geschlechtsverkehr am optimalen Konzeptionszeitpunkt tber milde
Stimulationsbehandlungen mit intrauteriner Insemination der aufbereiteten Spermien nach
medikamentds induzierter Ovulation bis hin zur kinstlichen Befruchtung (in vitro
Fertilisation, IVF). Im Rahmen der IVF ist eine erfolgreiche Fertilisierung in nahezu allen
Fallen zu erreichen. Dennoch sind die Schwangerschaftsraten und die ,baby-take-home*-
Raten unbefriedigend niedrig. Nur bei durchschnittlich 24,5% kommt es nach einem
Embryonentransfer zu einer klinischen Schwangerschaft. Die ,baby-take-home*“-Rate liegt
sogar nur bei durchschnittlich 15% (Deutsches IVF-Register [DIR], 2000).

Der Eintritt einer intrauterinen Schwangerschaft beim Menschen beruht nach erfolgreicher
Befruchtung auf zwei grundlegenden Voraussetzungen: der physiologischen Reifung des
Embryos wahrend der 4-5 Tage des Transportes durch den Eileiter und der zeitgerechten
Entwicklung eines rezeptiven Endometriums (Gebarmutterschleimhaut). Sind diese
Voraussetzungen erfillt, kann der Embryo implantieren und die Schwangerschaft aufrecht

erhalten werden.

Das Endometrium wird in jedem menstruellen Zyklus auf die Implantation eines Embryos
vorbereitet. Der zyklische Aufbau des Gewebes umfasst die Proliferation und
Differenzierung der endometrialen Zellen sowie die Sekretion bestimmter endometrialer
Proteine. Ein wichtiger Aspekt dieses Aufbaus ist die Bildung eines dichten Netzwerkes
an Blutgefallen, ausgehend von den nach der Menstruation noch vorhandenen
Gefalstimpfen. Das Endometrium ist damit neben dem Ovar das einzige Gewebe des
adulten Organismus, in dem unter physiologischen Bedingungen Angiogenese stattfindet.
Angiogenese, das Wachstum neuer Blutgefale durch Teilung und Migration von
Endothelzellen, tritt sonst nur unter pathologischen Bedingungen, wie z.B. beim

Wachstum von Tumoren, sowie in der Embryonalentwicklung auf.

Auch bei der embryonalen Implantation ist Angiogenese zwingend erforderlich. Der
Embryo muss bei der Implantation zunachst das Epithel des Endometriums durchdringen,

um sich dann im endometrialen Stroma einnisten zu konnen.
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Zum erfolgreichen Abschluss der Implantation muss der Embryo schlieRRlich Anschluss an
die maternalen Gefalde finden und die Plazenta ausbilden. Nur so kann seine Nahrstoff-
und Sauerstoffversorgung gewahrleistet und die Schwangerschaft aufrecht erhalten

werden.

Trotz der gro3en Bedeutung der Angiogenese im zyklischen Endometrium und bei der
embryonalen Implantation sind die molekularen Mechanismen dieser angiogenetischen
Prozesse und die bei der Implantation stattfindende Embryo-maternale Kommunikation
bislang noch weitestgehend unverstanden. Die Erforschung dieser molekularen
Zusammenhange wird zu einem besseren Verstadndnis der Rezeptivitdt des
Endometriums und des Implantationsprozesses beitragen. Dadurch kénnten sich Ansatze
zur Verbesserung der Implantations- und Schwangerschaftsraten in der klinischen Praxis
der assistierten Reproduktion (IVF) ergeben, ebenso wie Mdglichkeiten zur Pravention

und Therapie von extrauterinen Schwangerschaften.

1.1 Physiologie des Endometriums und des menstruellen Zyklus
1.1.1  Das Endometrium

Das Endometrium bildet die Schleimhaut, die das Cavum uteri auskleidet. Es sitzt auf
einer Schicht glatter Muskulatur, dem Myometrium und besteht hauptsachlich aus einer
epithelialen Zellpopulation, wobei man das Oberflachenepithel und die verschiedenen
glandularen, epithelialen Zellen unterscheidet, sowie aus einer speziellen Art von
Fibroblasten, dem Stroma. Diese spezialisierten Zellen haben die Fahigkeit sich schnell in
Deziduazellen zu transformieren, wenn ein Embryo zu implantieren beginnt. Man

bezeichnet sie daher auch als Pradezidualzellen (Beier-Hellwig et al. 1998).

Das Endometrium lasst sich morphologisch und funktionell in zwei Schichten gliedern, die
ohne scharfe Grenze ineinander Ubergehen (Abb. 1). Unmittelbar dem Myometrium folgt
eine dinne, basale Schicht, die Basalis. Diese ist zellreicher als der Ubrige Anteil des
Endometriums und enthalt die Endabschnitte der Uterusdriisen. Die Basalis hat eine
eigene Blutversorgung und wird wahrend der Menstruation nicht abgestoen. Uber ihr
liegt die Funktionalis, die sich wiederum in eine etwas dickere Zona Spongiosa und in
eine dunne, oberflachliche Zona Kompakta unterteilt. Die Spongiosaschicht ist durch ein
Odematdses Stroma, sowie durch erweiterte und gewundene Drisenschlauche
charakterisiert, wohingegen die Kompakta hauptsachlich aus dicht gepackten, um die

Drisenhalse herum gruppierten Stromazellen besteht (Sinowatz et al. 1999).
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In der Funktionalis spielen sich die zyklischen Veranderung des Endometriums ab. Sie
I6st sich bei der Menstruation und bei der Geburt von der Basalis ab und wird dann im

Verlauf des Menstruationszyklus wieder aufgebaut.

Uber das ganze Endometrium verteilt finden sich (ppig proliferierende Blutgefalie
(Abb. 1). Die basal liegenden Arterien zweigen sich in der Funktionalis in die terminalen

Spiralarterien auf, die dann in periglandulare und subepitheliale Kapillaren tGbergehen.

Funktionalis

Basalis

Myometrium

Proliferationsphase Sekretionsphase

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Endometriums der Proliferationsphase und der
Sekretionsphase, modifiziert nach Sinowatz et al. 1999. 1. Oberflachenepithel, 2: Bindegewebe

(Stroma), 3: Kapillaren, 4: Uterusdriisen.

1.1.2 Der Menstruationszyklus

Bei der Menstruation I0st sich die oberflachliche Schicht des Endometriums, die
Funktionalis, von der unteren Schicht, der Basalis, ab. Der 1. Tag der Menstruation wird
allgemein als der Beginn des Menstruationszyklus definiert. Die Lange des regularen
Menstruationszyklus betragt 28+ 2 Tage. Er wird in die Proliferationsphase und in die

Sekretionsphase der Uterusschleimhaut unterteilt.
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Die Proliferationsphase umfasst die erste Halfte des Zyklus und dient dem Aufbau des
Endometriums. Dieses verdickt sich um das Zwei- bis Dreifache, die Stromazellen
proliferieren stark und es kommt zur Bildung eines neuen Oberflachenepithels und neuer
Drisenzellen aus den in der Zona basalis vorhandenen Drisenstimpfen. Auch die
Spiralarterien wachsen ausgehend von den Arterien der Basalis. Die Proliferationsphase

entspricht zeitlich der Follikelphase des ovariellen Zyklus.

Auf sie folgt die Sekretionsphase, die von der Ovulation bis zur menstruellen AbstoRung
der Uterusschleimhaut reicht. In dieser Phase des Zyklus setzt sich das Wachstum der
Uterusdrisen fort, die Proliferation der Endothelzellen und das Wachstum der
Spiralarterien dauert an. Die Uterusdrisen sondern ein glykogenreiches Sekret ab,
welches die erweiterten und geknaulten Drisenschlduche ausfillt. Daher bezeichnet man
diese Veranderungen des Endometriums auch als sekretorische Transformation. Zur
gleichen Zeit lagern die Stromazellen Lipide und Glykogen ein, so dass es zu einer
weiteren Verdickung des Endometriums kommt. Die Sekretionsphase entspricht zeitlich
der Lutealphase des ovariellen Zyklus. Sie dient der Vorbereitung des Endometriums auf
die Einnistung eines Embryos. Wird eine Oozyte ovuliert und befruchtet, so implantiert
sich der entstandene Embryo in der Regel um den 6. Tag der Sekretionsphase bzw. um
den 20. Tag des Menstruationszyklus in das Endometrium. Bei Ausbleiben der
Befruchtung kommt es am Ende der Sekretionsphase zur Regression des sekretorisch-
transformierten Endometriums, das in kurzer Zeit zerfallt und bei Erhalt der Zona basalis

in Form der Menstruation abgestofl3en wird.

Der Menstruationszyklus wird maRgeblich durch die im Ovar gebildeten Steroidhormone
Ostradiol und Progesteron gesteuert. In der ersten Halfte des Zyklus, der Proliferations-
oder Follikelphase, bilden und sezernieren die Granulosazellen des wachsenden Follikels
verstarkt Ostradiol. Dies bewirkt die Proliferation des Endometriums. Nach der Ovulation
kommt es in der zweiten Halfte des Menstruationszyklus mit der Ausbildung des Corpus
Luteum zu einer stark erhdhten Sekretion von Progesteron. Diese wiederum flhrt zur
sekretorischen Differenzierung der endometrialen Zellen und somit zur Ausbildung eines
rezeptiven Endometriums. Bleibt eine Konzeption aus, so degeneriert das Corpus L uteum
etwa 12 bis 14 Tage nach der Ovulation. Dadurch sinken die Progesteron- und
Ostrogenkonzentrationen und es kommt zum enzymatischen Abbau des Endometriums

und zur Menstruation.
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1.2 Physiologie der frithen Embryonalentwicklung und der embryonalen

Implantation
1.2.1 Praimplantationsentwicklung

Die Verschmelzung eines Spermiums mit einer reifen Eizelle findet in der Ampulle des
Eileiters statt. Einige Stunden vor der Ovulation (Eisprung) vollzieht die Oozyte die erste
meiotische Teilung, eine Reduktionsteilung, bei der der Chromosomensatz halbiert wird.
Es bilden sich die sekundare Oozyte mit einem haploiden Chromosomensatz und der
erste Polkdrper, der mit einem ebenfalls haploiden Chromosomensatz ausgestoflen wird.

Bis zur Ovulation (Eisprung) verbleibt die Eizelle im Metaphase II-Stadium.

Erst mit dem Eindringen des Spermiums in den Zellleib der Eizelle (Ooplasma), vollzieht
sich die zweite meiotische Teilung und die befruchtete Eizelle (Zygote), sowie der zweite

Polkdrper entstehen.

Ungefahr 12 bis 24 Stunden nach Aufhebung des Metaphase Il-Arrests |asst sich die im
Gang befindliche Fertilisierung durch das Vorhandensein zweier Vorkerne (Pronuklei)
morphologisch verifizieren (Abb. 2). Zwischen 24 und 36 Stunden nach Eindringen des

Spermiums kommt es zu der ersten Zellteilung und damit zum kompletten Abschluss der

Befruchtung.
) ) befruchtete Eizelle
Eizelle Spermien (Pronukleusstadium)
/ , 1
+ lr w " =
2-Zell Embryo 4-Zell Embryo 8-Zell Embryo Morula Blastozyste
24-36h 36-48h 48-60h 4. Tag 5.-6.Tag

Abbildung 2: Gameten, Zygote und Praimplantationsembryonen des Menschen. Aufnahmen aus

dem IVF-Labor der Universitats-Frauenklinik Disseldorf.
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Der Embryo wandert nun wahrend der nachsten Tage durch den Eileiter in Richtung
Uterus. Hierbei kommt es ca. alle 12 Stunden zu einer mitotischen Teilung (Furchung)
und somit zur Verdoppelung der Zellzahl. Die Menge des Zytoplasmas bleibt dabei gleich,

so dass sich die Gesamtmasse des Embryos zunachst nicht wesentlich andert.

Bis zum 4-Zell Stadium, ca. 36-48 Stunden nach Eindringen des Spermiums, erfolgt nach
jeder mitotischen Teilung nur eine DNA-Replikation, jedoch noch keine RNA-
Neusynthese. Da der Embryo aber Uber grolte Mengen an maternaler mMRNA, Ribosomen
und tRNA verflgt, ist eine begrenzte Biosynthese dennoch mdglich. Das embryonale
Genom wird beim Menschen erst nach dem 4-Zell Stadium aktiviert, wie sich aus
Untersuchungen zur Inkorporation von [*H]Uridin in die embryonale RNA, sowie durch
Analysen des vom Praimplantationsembryo synthetisierten Polypeptid-Musters gezeigt
hat (Tesarik et al., 1986; Braude et al., 1988).

Nach dem 8-Zell-Stadium, verlieren die einzelnen Zellen des Embryos (Blastomeren) die
Fahigkeit der Totipotenz. Bis zu dieser Zeit ist es theoretisch mdglich, aus jeder einzelnen
Blastomere ein weiteres komplettes, genetisch identisches Individuum zu schaffen. Nach
dem Verlust der Totipotenz beginnt die Differenzierung der Zellen in den spateren
embryonalen Anteil (Embryoblast) und in den plazentaren Anteil (Trophoblast). Der
Beginn der Differenzierung in Embryoblast und Trophoblast [&Rt sich durch die Expression
von humanem Choriongonadotropin-f3 (R-HCG), eines Trophoblast-spezifischen Proteins,
festlegen. R-HCG ist eines der ersten Produkte des Embryos und konnte mittels in-situ

Hybridisierung bereits im 8-Zell-Embryo nachgewiesen werden (Bonduelle et al., 1988).

Nach dem 16-Zell Stadium, etwa an Tag 3-4 nach der Ovulation, gelangt der Embryo in
die Gebarmutterhdhle. Es kommt zur Kompaktion der einzelnen Blastomeren zu einem
dichten Verband, der als Morula bezeichnet wird. In diesem Stadium lassen sich

lichtmikroskopisch keine einzelnen Zellen mehr abgrenzen.

Mit weiteren Zellteilungen bildet sich innerhalb des Embryos eine fllissigkeitsgeflllte
Hohle, die Blastozele. Damit ist etwa 4 Tage nach der Befruchtung die sogenannte
Blastozyste entstanden. Jetzt lassen sich auch lichtmikroskopisch der Embryoblastanteil

(»inner cell mass") und der Trophoblastanteil (Trophektoderm) differenzieren (Abb. 3a).

Am Ende des flinften bzw. am Beginn des sechsten Tages, vor dem Anhaften der
Blastozyste an die Gebarmutterschleimhaut, schlipft die Blastozyste aus ihrer Hille, der
Zona pellucida (Abb. 3b).
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Abbildung 3: Menschliche Blastozyste vor (a) und wahrend (b) des Schlipfens.
Trophoblastanteil (weile Pfeile) und Embryoblastanteil (schwarze Pfeile) lassen sich deutlich

abgrenzen. Aufnahmen aus dem IVF-Labor der Universitats-Frauenklinik Disseldorf.

1.2.2 Embryonale Implantation

Nach dem Schlipfen der Blastozyste implantiert sich der Embryo an Tag 6-7 nach der
Ovulation im Endometrium. Im Rahmen der eutopen Implantation werden 3 Phasen

unterschieden: 1. Anhaftung (attachment), 2. Invasion und 3. Nidation und Plazentation.

Bei der Anhaftung der Blastozyste an das Endometrium nimmt der embryonale Pol der
Blastozyste Uber den Trophoblasten Kontakt zum endometrialen Epithel auf. Dies ist nur
mdglich, wenn sich das Endometrium im rezeptiven Stadium der Sekretionsphase
befindet. Der Trophoblastanteil der Blastozyste differenziert sich in einen den Embryo
direkt umgebenden Teil, den Zytotrophoblasten, und in einen in das endometrielle Stroma
vordringenden Anteil, den Synzytiotrophoblasten. Dann beginnt die Invasion des Embryos
in das Endometrium. Der Synzytiotrophoblast durchdringt dabei die Epithelschicht und die
Basalmembran des Endometriums, um sich dann im Stroma zu implantieren. Der
Trophoblast setzt dann die Zellen des Zytotrophoblasten frei. Zwischen den Zellen des
Embryoblasten und dem sich differenzierenden Trophoblasten treten kleine Spaltrdume
auf, die zu der Amnionhdhle zusammen flieRen. Gleichzeitig bildet sich im Embryoblasten
die Keimscheibe. 9-10 Tage nach der Befruchtung ist der Embryo vollstandig in das
endometriale Stroma gebettet und die Implantationstelle wieder mit Uterusepithel bedeckt.
(Abb. 4).

Der Substratbedarf des Embryos wird in der ersten Phase der Implantation hauptsachlich
durch Diffusion bzw. Osmose zwischen Embryo und extrazelluldrer Matrix des

endometrialen Stromas gedeckt (Schmidt-Matthiesen, 1968).
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Daflr vergrofiern sich die den Embryo umgebenden Stromazellen sehr stark und nehmen

reichlich Glykogen und Lipide auf (Dezidualisierung).

Zum erfolgreichen Abschlul3 der Implantation und zum weiteren Erhalt der
Schwangerschaft jedoch ist der Anschluss an das mutterliche Gefalsystem und die
Induktion von Angiogenese durch den Embryo zwingend erforderlich. Nach der Invasion
des endometriellen Stromas kommt es daher zur Ausbildung vaskularer Beziehungen
zwischen Embryo und Endometrium. Am 9. Tag nach der Ovulation bilden sich innerhalb
des Synzytiotrophoblasten lakundre Hohlrdume, welche mit maternalem Blut aus den
endometrialen Spiralarterien und mit dem Sekret der Uterusdrisen geflllt werden. Im
weiteren Verlauf vereinigen sich diese Lakunen mit den Uterusgefafien und es kommt ca.
an Tag 12 nach der Ovulation zum Durchfluss des mdutterlichen Blutes durch das

plazentare Lakunensystem (uteroplazentarer Kreislauf) (Moore, 1997).

Zytotrophoblast

Keimscheibe

Amnionhodhle

dezidualisiertes
Stroma

=

endometrielle
Kapillaren

Abbildung 4: Implantation der Blastozyste; Das Diagramm zeigt eine implantierende Blastozyste,

etwa 9 bis 10 Tage nach der Befruchtung (modifiziert nach Norwitz et al., 2001).
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1.3 Endometriale Rezeptivitat und molekulare Grundlagen der Implantation

Die embryonale Implantation ist das Ergebnis komplexer molekularer Wechselwirkungen
zwischen Embryo und Endometrium, die bislang noch weitestgehend unverstanden sind.
Voraussetzungen fir die Implantation sind ein rezeptives Endometrium und eine reife
Blastozyste. Die Rezeptivitat des Endometriums fir die Implantation ist zeitlich klar
begrenzt. Sie wird im Schnitt an Tag 20-24 des menstruellen Zyklus erreicht. Nur in
diesem kurzen Zeitraum ist die Implantation eines Embryos mdglich, daher nennt man
diesen Zeitraum auch das Implantationsfenster (,window of implantation“). Die zyklisch
ablaufende Vorbereitung des Endometriums fur die Implantation, d.h. Proliferation,
Transformation und Sekretion wird maRgeblich durch die Steroidhormone Ostradiol und
Progesteron reguliert. Die endometriale Rezeptivitat wird jedoch zusatzlich durch viele
andere Faktoren, wie Adhasionsmolekile, Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflusst.
Diese parakrinen Faktoren steuern auch — zumindest teilweise- die Interaktion zwischen
Embryo und Endometrium (Chard, 1996; Tazuke et al., 1996; Ubersichtsartikel Dietl,

2001) und damit die embryonale Implantation.

Am Beginn der Implantation steht die Zell-Zell-Adhasion zwischen dem Trophoblastanteil
der Blastozyste und dem endometrialen Oberflachenepithel. Die Adhasion apikaler
Plasmamembranen von Epithelzellen ist ein sehr ungewohnlicher Vorgang, da diese
normalerweise als nicht adhasiv gelten. Daher sind zu Beginn der Implantation strukturelle
und funktionelle Veradnderungen der epithelialen Zellen des Endometriums und der

Blastozyste erforderlich.

Fur diese Veranderungen sind Adhasionsmolekile, wie z.B. Integrine, verantwortlich.
Integrine sind heterodimere, transmembranare Glykoproteine, die mit Makromolekilen der
extrazellularen Matrix (ECM) reagieren und so die Adhasion von Zellen an die ECM
entscheidend beeinflussen kénnen. Im Endometrium zeigen manche Integrine eine
Abhangigkeit ihrer Expression vom menstruellen Zyklus und einige Integrinuntereinheiten
(oq, o4, oy, P3) werden ausschlieBlich in der Sekretionsphase exprimiert (Lessey et al.,
1992; Tabibzadeh et al., 1992). Zudem konnte eine Beeinflussung der Integrin-Expression
in endometrialen Epithelzell- (EEC-) Kulturen durch die Prasenz menschlicher

Praimplantationsembryonen beobachtet werden (Simén et al., 1997a).

Weitere wichtige Adhasionsfaktoren zwischen Trophoblast und Endometrium sind grof3e
Glyko-Protein-Molekilkomplexe, wie Mukoproteine und Heparansulfatproteoglykane.
Mukoproteine, wie das transmembranare MUC-1, bilden auf vielen

Schleimhautoberflachen eine Barriere, so auch auf der endometrialen Oberflache.
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Bei der Maus wird MUC-1 in grofien Mengen auf der apikalen Seite des endometrialen
Epithels exprimiert und es konnte gezeigt werden, dass die Expression sich unmittelbar
vor dem Implantationszeitpunkt drastisch verringert (Surveyor et al., 1995; Carson et al.,
1998). Durch diese ,Downregulation® des grof’en Mukoproteins werden funktionelle
Rezeptoren der Heparansulfatproteoglykane (HSPG) auf dem endometrialen
Oberflachenepithel zuganglich fir die HSPG- Liganden der Blastozystenoberflache. Diese
sind dann in der Lage, die Anheftung der Blastozyste entscheidend zu beeinflussen
(Ubersichtsartikel Beier-Hellwig et al., 1998; Rohde et al., 1993).

Nach der Adhasion der Blastozyste an das Oberflachenepithel des Endometriums ist der
nachste Schritt der embryonalen Implantation die Invasion des Trophoblasten in das
endometriale Stroma. Hierflr ist eine aktive Zerstérung der extrazellularen Matrix der
Epithelzellen  erforderlich, die  durch  proteolytische @ Enzyme, wie den
Matrixmetalloproteinasen (MMP’s) und ihren spezifischen Inhibitoren, den tissue inhibitor
of metalloproteinases (TIMP), gesteuert wird. Verschiedene Matrixmetalloproteinasen
(MMP-1, MMP-2 und MMP-9) konnten sowohl im endometrialen Stroma zum Zeitpunkt
der Trophoblast-Invasion, als auch in dem in das Stroma vordringenden

Zytotrophoblasten, nachgewiesen werden (Ubersichtsartikel Murray et al., 1999).

Auch Zytokine und Wachstumsfaktoren sind an der endometrialen Rezeptivitat beteiligt,
indem sie die Proliferation, Differenzierung und Invasion des Endometriums beeinflussen.
Eines dieser Zytokine ist der leukemia inhibitory factor (LIF). Im menschlichen
Endometrium wird LIF in der Sekretionsphase verstarkt exprimiert und auch im
Endometrium der Maus konnte eine maximale LIF-Expression zum Zeitpunkt der
Implantation beobachtet werden (Bhatt et al., 1991; Yang et al., 1996; Cullinan et al.,
1996). Der Beweis fur die Bedeutung von LIF bei der embryonalen Implantation konnte
durch funktionelle Inaktivierung des LIF-Gens in der Maus erbracht werden. LIF -
Weibchen zeigen ein normales Ovulations- und Fertilisationsverhalten. Es findet jedoch
keine Implantation der normal entwickelten Blastozysten statt (Stewart et al., 1992).
Dieser Effekt ist endometrial bedingt, da beim Transfer von LIF "-Embryos in Wildtyp-

Ammenmause eine normale Implantationsrate beobachtet werden konnte.

Ein weiteres Zytokin, dem eine Bedeutung bei der embryonalen Implantation
zugesprochen wird ist das Interleukin-1 (IL-1). Erste Hinweise daflir ergaben sich durch
den Nachweis von IL-1a und IL-183 in Kulturmedien menschlicher Embryonen im Rahmen
der IVF, wobei hohere Konzentrationen von IL-1 im Kulturmedium mit einer hoheren

Schwangerschaftsrate nach Transfer der Embryonen korrelierten (Sheth et al., 1991).
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Spater konnten alle wichtigen Komponenten der IL-1 Familie (IL-1R3, IL-1R tl und IL-1ra)
im Endometrium sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene nachgewiesen werden.
Dabei zeigte sich, dass der IL-1Rezeptor Typ | (IL-1R tl) zyklusspezifisch, mit einer
maximalen Expression in der Sekretionsphase, exprimiert wird (Simoén et al., 1993). Auch
im Praimplantationsembryo, besonders im Stadium des Blastozysten, konnte das IL-1
System nachgewiesen werden (Krussel et al., 1997). Die wichtigste direkte Evidenz
bezlglich des Einflusses von IL-1 auf die embryonale Implantation war jedoch, dass bei
Mausen durch intraperitoneale Gabe des IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1 ra) die

Implantation verhindert werden konnte (Simén et al., 1994).

Auch die Familie des epidermal growth factor (EGF) scheint flr die endometrielle
Rezeptivitat von Bedeutung zu sein. EGF stimuliert als Wachstumsfaktor und potentes
Zell-Mitogen die Proliferation unterschiedlicher Zelltypen. Mitglieder der EGF - Familie, wie
EGF, TGF-a (transforming growth factor), HB-EGF (heparin-binding epidermal growth
factor) und der EGF-Rezeptor werden im menschlichen Endometrium zyklusspezifisch
exprimiert. Es konnte beobachtet werden, dass TGF-a, EGF und HB-EGF die Apposition
und das Auswachsen der Blastozyste in vitro fordern (Haimovici et al., 1993; Das et al.,
1994). Zudem konnte bei der Maus der EGF-Rezeptor im Trophoblastanteil der
Blastozyste nachgewiesen werden und es wird vermutet, dass endometriales HB-EGF
Uber den EGF-Rezeptor der Blastozyste die Invasion des Trophoblasten in das

Endometrium stimuliert (Das et al., 1994).

Die wichtigsten Faktoren, denen eine Funktion bei der endometrialen Rezeptivitat und der

embryonalen Implantation zugesprochen wird, sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Faktor Beispiele Erwartete Funktionen
Hormone 17R-Ostradiol; regulieren die Proliferation und
Progesteron Differenzierung der  endometrialen

Stroma- und Epithelzellen

Adhasionsmolekile Integrine, MMP’s und ihre erleichtern die Apposition und Invasion

Inhibitoren TIMP’s des Trophoblasten
Zytokine/ LIF; HB-EGF, Interleukin  férdern den embryo-maternalen Dialog
Wachstumsfaktoren
Angiogenetische VEGF, Angiopoietine beeinflussen den Aufbau und die
Wachstumsfaktoren Permeabilitat der endometrialen
Blutgefale

Tabelle 1: Faktoren, die mit der Rezeptivitdt des Endometriums und mit der embryonalen

Implantation assoziiert werden und ihre erwarteten Funktionen.
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1.4 Angiogenese im Endometrium und bei der embryonalen Implantation

Zum Abschluss der embryonalen Implantation muss der Embryo Anschluss an die
maternalen Gefal3e finden und die Plazenta ausbilden, damit seine Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung gewahrleistet ist und die Schwangerschaft aufrecht erhalten werden
kann. Nach der |Invasion des endometrialen Stromas ist die weitere
Embryonalentwicklung somit durch eine drastische Zunahme der Blutgefalle, die den
Embryo umgeben, charakterisiert. Die Bildung dieser Blutgefalle umfasst sowohl den
Prozess der Vaskulogenese, der in situ Formation von PrimordialgefalRen aus
Hamangioblasten, als auch den Prozess der Angiogenese (Klagsbrun et al., 1991;
Folkman et al., 1992; Risau et al., 1995 und 1997).

Angiogenese ist das Wachstum von Kapillaren aus einem praexistierenden Endothel und
ein grundlegender Prozess bei der Entwicklung neuer Blutgefalte. Es gibt zwei mogliche
Mechanismen der Angiogenese: das Aussprossen und die Intussuszeption. Das
Aussprossen erfolgt in mehreren Schritten und beinhaltet zunachst die Zerstérung der
Basalmembran, dann die Proliferation und Migration der Endothelzellen und schlielich
den Zusammenschluss der Endothelzellen zu einem neuen Kapillargefall (Klagsbrun et
al.,, 1991). Beim intussuszeptiven Kapillarwachstum proliferieren die Endothelzellen
innerhalb eines Gefales. Sie formen dort neue Strukturen wie z.B. eine Zwischenwand,

durch die das Lumen des Gefales geteilt wird (Risau et al., 1997).

Wahrend Vaskulogenese ausschlielllich wahrend der Embryonalentwicklung stattfindet,
kommt Angiogenese auch im adulten Organismus vor, hauptsachlich jedoch unter
pathologischen Bedingungen, wie beim Wachstum von Tumoren oder bei der
Wundheilung. Unter physiologischen Bedingungen tritt Angiogenese im adulten
Organismus nur im weiblichen Reproduktionstrakt, d.h. im ovariellen Follikel, im Corpus

Luteum und im Endometrium auf.

Die endometriale Angiogenese ist ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung des rezeptiven
Endometriums. In jedem Menstruationszyklus wachst ausgehend von den Arterien und
Venen der Zona basalis ein dichtes Netzwerk an Spiralarterien, Kapillaren und Venen,
das die Zona funktionalis bis zum Oberflachenepithel durchzieht. Diese Gefalie
unterstitzen die Proliferation und den Aufbau des Gewebes wahrend des
Menstruationszyklus und stellen ein flr die embryonale Implantation und fir die
Plazentation rezeptives Endometrium bereit. Unter diesen physiologischen Bedingungen
sind die angiogenetischen Prozesse streng reguliert. Endometriale Angiogenese findet in

regelmafigen Abstanden im Verlauf jedes Menstruationszyklus statt, um dann wahrend
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der Menstruation komplett inhibiert zu werden. Daher werden Stérungen der
endometrialen Angiogenese als Ursache fir menstruelle Funktionsstérungen und
Erkrankungen, wie der Endometriose oder der Menorrhagie vermutet (Gordon et al.,
1995). Auch spontaner Abort und Praeklampsie werden mit angiogenetischen
Funktionsstérungen assoziiert (Selvaggi et al, 1995), denn eine intensive
Vaskularisierung des dezidualisierten Endometriums ist ausschlaggebend fir die

Nahrstoffversorgung des Embryos und somit fir den Erhalt der Schwangerschaft.

In einem ,chick embryo chorioallantoic membrane* (CAM)- Assay mit humanem
Endometrium unterschiedlicher Zyklusphasen konnte das angiogenetische Potential des
Gewebes erfasst werden. Dabei zeigte sich, dass menschliches Endometrium Uber den
gesamten menstruellen Zyklus hinweg angiogenetisch aktiv ist. Es konnten jedoch
zyklische Schwankungen beobachtet werden. Das angiogenetische Potential des
Endometriums ist in der frihen Proliferationsphase, in der die endometrialen
Spiralarterien und Kapillaren ausgehend von den Gefalstimpfen der Zona Basalis
wachsen, und in der frllhen und spaten Sekretionsphase, in der die GefalRe sich
zunehmend weiten und verschlingen, besonders hoch. In der spaten Proliferationsphase,
in der bestehende Gefalle aufrecht erhalten und gefestigt werden missen, ist das
Endometrium dagegen angiogenetisch weniger aktiv (Maas et al., 2001). Im Unterschied
dazu konnte die Frage der Proliferationsaktivitat des endometriellen Endothels nicht
eindeutig geklart werden. Wahrend Ferenczy et al. (1979) eine erhdhte Proliferation der
Endothelzellen in der friihen und mittleren Proliferationsphase sowie in der mittleren
Sekretionsphase nachweisen konnten, konnten andere Autoren keine zyklischen

Schwankungen beobachten (Rogers et al., 1998).

Trotz der groRen Bedeutung von Angiogenese im zyklischen Endometrium und bei der
embryonalen Implantation sind die genauen, molekularen Mechanismen dieser
angiogenetischen Prozesse bislang noch nicht geklart. Die endometrielle Angiogenese
steht wie der gesamte Aufbau des Endometriums unter dem Einfluss von Ostradiol und
Progesteron, dennoch ist ein direkter Einfluss der Hormone auf die angiogenetischen
Prozesse unwahrscheinlich. Vielmehr scheint, dass die Steroidhormone die endometrielle

Angiogenese indirekt, durch Stimulation angiogenetischer Faktoren, regulieren.

Verschiedene Wachstumsfaktoren besitzen angiogenetische Aktivitat in vivo und in vitro,
wie z.B. der epidermal growth factor (EGF), die Familie der fibroblast growth factors
(FGF), die transforming growth factors (TGF), tumor necrosis factor (TNF-a), sowie
vascular endothelial growth factor (VEGF) und die Angiopoietine (Ubersichtsartikel Rees
und Bicknell, 1998; Smith, 1998).
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Die Meisten dieser Faktoren besitzen jedoch ein breites Spektrum an Ziel-Zellen und
zeigen lediglich eine unspezifische angiogenetische Aktivitat. VEGF und die Angiopoietine
dagegen sind ausschliellich an angiogenetischen Prozessen beteiligt und wirken

spezifisch an Endothelzellen.

1.5 Das Vascular endothelial growth factor- (VEGF-) System

Vascular endothelial growth factor (VEGF) wurde erstmals 1989 als ein Heparin-
bindender Wachstumsfaktor mit starkem angiogenetischen Potential und hoher Spezifitat
fur Endothelzellen charakterisiert (Ferrara und Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989).
Einige Jahre zuvor wurde bereits ein Protein beschrieben, welches die Extravasation von
Eiweil aus Tumor-assoziierten BlutgefalRen fordert, der vascular permeability factor (VPF)
(Senger et al., 1983). Es stellte sich heraus, dass dieser Permeabilitdt- induzierende
Wachstumsfaktor (VPF) und der Endothelzell-spezifische Wachstumsfaktor VEGF vom
selben Gen codiert werden. Einige Jahre spater wurden weitere strukturell homologe
Liganden der VEGF-Familie identifiziert, die in Anlehnung an VEGF (VEGF-A), VEGF-B,
-C und -D genannt wurden (Joukov et al., 1997). Jedoch scheint VEGF-A als
angiogenetischer Wachstumsfaktor die bei weitem groRte biologische Bedeutung zu
haben. Im Folgenden wird daher lediglich dieser Ligand naher beschrieben und der
Einfachheit halber mit VEGF bezeichnet. (Ubersichts-Artikel: Ferrara und Davis-Smyth,
1997; Neufeld et al., 1999).

Das VEGF-Gen besteht aus 8 Exons, aus denen durch alternatives Spleissen
verschiedene mRNA-Isoformen generiert werden kénnen (Leung et al., 1989; Tischer et
al., 1991). Diese codieren beim Menschen fur Proteine mit 121, 145, 165, 189 und 206
Aminosauren (VEGFi3, VEGF 45, VEGFq5, VEGF 5, VEGF,5). Wie in Abbildung 5
dargestellt, enthalten alle 5 Isoformen die Exons 1-5 sowie das Exon 8. Sie unterscheiden
sich lediglich durch einfiigen verschiedener Kombinationen der Exons 6 und 7. VEGF 124
enthalt kein zusatzliches Exon, VEGF 145 enthalt zusatzlich das Exon 6, VEGF 45 das Exon
7, VEGF g die Exons 6 und 7 und VEGF o die Exons 6, 6° und 7 (Charnock-Jones et al.,
1993; Houck et al., 1991; Neufeld et al., 1996; Tischer et al., 1991).

Bei der Maus ist die Organisation des VEGF-Gens ahnlich. Die VEGF-Proteine der Maus
enthalten jedoch jeweils eine Aminosaure weniger als die Proteine des Menschen.
Aulerdem sind bei der Maus bislang nur 3 VEGF -Isoformen identifiziert worden, VEGF 4,
VEGF 164 und VEGF g5 (Shima et al., 1996).
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exon 1-5
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Zusammensetzung der 5 Isoformen der VEGF-A
Familie des Menschen. Alle Isoformen enthalten die Exons 1-5 sowie 8. Durch alternatives

Spleissen kommt es zu verschiedenen Kombinationen der Exons 6, 6° und 7.

Ein wichtiges biologisches Merkmal, dass die VEGF- Isoformen voneinander
unterscheidet, ist ihre Fahigkeit Heparin bzw. Heparan-Sulfat zu binden. Die
Heparinbindungsdoméanen sind auf den Exons 6 und 7 des VEGF-Gens lokalisiert.
VEGF 21 (VEGF3) fehlen diese Exons und dadurch auch die Heparinbindungsdomanen.
Diese Isoform kann somit nicht an das Heparin der extrazellularen Matrix (ECM) binden
und ist frei beweglich. VEGF 145 und VEGF 165 (VEGF 454) enthalten durch die Exons 6 bzw.
7 jeweils eine Heparinbindungsdomane, die eine Bindung des Proteins an die ECM
ermoglicht. VEGF 159 (VEGF4s3) und VEGFy4 schlieBlich enthalten durch die Exons 6 und
7 beide Heparinbindungsdoméanen. Diese Isoformen sind fest an Heparan-Sulfat-
Proteoglykane der Zelloberflache bzw. der ECM gebunden (siehe Abbildung 6). Sie
scheinen dadurch in vivo weniger aktiv zu sein, als VEGF 51 (VEGF5) oder VEGF g5
(VEGF1e4). Jedoch kdnnen sie von Proteasen gespalten und als aktives, I6sliches,
proteolytisches Fragment freigesetzt werden (Park et al., 1993; Cohen et al., 1995;
Poltorak et al., 1997).

Bereits im ersten Jahr nach der Charakterisierung von VEGF als angiogenetischer
Wachstumsfaktor, erschienen durch Liganden-Bindungsanalysen Verdffentlichungen zu
moglichen VEGF-Rezeptoren (Plouet und Moukadiri, 1990; Vaisman et al., 1990).
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Im spateren Verlauf wurden beim Menschen auf molekulargenetischer Ebene zwei
membranstandige Rezeptor- Tyrosin-Kinasen (RTKs) identifiziert, welche VEGF mit hoher
Affinitat binden: der VEGFR-1 (fms-like-tyrosine kinase-Rezeptor, Flt-1) und der VEGFR-2
(kinase insert domaine-Rezeptor, KDR). Die Affinitdt von rekombinantem humanen
VEGF g5 ist jedoch zu VEGFR-1 grofer (K4 = 10-20 pM), als zu VEGFR-2 (K4 = 75-125
pM), wie Affinitatsanalysen gezeigt haben (Shibuya et al., 1990; Terman et al., 1991; de
Vries et al., 1992). Homolog zum menschlichen VEGFR-2 konnte bei der Maus ein
Rezeptor identifiziert werden, der in seiner Sequenz zu 85% mit dem menschlichen
VEGFR-2 Ubereinstimmt (fetal liver kinase-Rezeptor, Flk-1) (Matthews et al., 1991).
Sowohl der VEGFR-1, als auch der VEGFR-2 besitzen sieben extrazellulare
Immunglobulin  (Ig)- ahnliche Doménen, eine transmembranare Region und im
zytoplasmatischen Teil eine Tyrosin-Kinase-Sequenz, welche durch eine Kinase-insert-
Domane unterbrochen wird (Abb. 6). Die Aminosaduresequenzen von VEGFR-1 und
VEGFR-2 weisen eine 33%ige Ubereinstimmung auf (Terman und Dougher-Vermazen,
1996).

VEGF121 VEGF121 VEGF 165 VEGF14s5
VEGF165 VEGF145 VEGF 165
VEGF 165 VEGF1s9

VEGF201

2

VEGFR-1 VEGFR-2 sFIt Neuropilin-1 Heparan-Sulfat-
Proteoglykan

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur der VEGF-Rezeptoren sowie deren
Interaktion mit den VEGF-Isoformen Dargestellt sind: Ig-dhnliche Doméane (@D ), Ig-ahnliche
Domane mit VEGF-Bindungsstelle (D ), transmembranare Region (] ) und Tyrosin-Kinase-
Sequenz ([ ).
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Die VEGF-Rezeptoren 1 und 2 finden sich hauptsachlich in Endothelzellen, jedoch
konnten sie =zusatzlich in einigen anderen Zelltypen nachgewiesen werden. So
exprimieren den VEGFR-1 unter Anderem auch Trophoblastzellen, Monozyten oder
Mesangiumzellen der Niere (Charnock-Jones et al., 1994; Barleon et al., 1996; Takahashi
et al., 1995) und den VEGFR-2 hamatopoetische Stammzellen, Megakaryozyten, sowie
Progenitorzellen der Retina (Katoh et al., 1995; Yang und Cepko, 1996). Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass VEGFR-1 und VEGFR-2 unterschiedliche Merkmale in ihrer
Signaltransduktion aufweisen und es scheint, dass die Signale des VEGF in
Endothelzellen hauptsachlich vom VEGFR-2 vermittelt werden. So flihrte in VEGFR-1
defizienten Zellen die Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF zu einer mitogenen Antwort,
wohingegen die Aktivierung von VEGFR-1 durch VEGF in Zellen, denen der VEGFR-2
fehlte, keine Proliferation der Zellen ausloste (Seetharam et al., 1995). Des weiteren
zeigten Endothelzellen, denen beide endogenen VEGF - Rezeptoren fehlten, Chemotaxis
und Mitogenizitat in Antwort auf VEGF, wenn sie mit einem Plasmid, das den VEGFR-2
codierte transfiziert wurden, nicht jedoch bei einem Plasmid, das den VEGFR-1 codierte
(Waltenberger et al., 1994). Aullerdem unterlduft der VEGFR-2 eine strenge, Liganden
abhangige Tyrosin-Phosphoryliereng, wahrend VEGFR-1 nur ein sehr schwaches Signal
zeigt, das zu keinem mitogenen Signal fihrt. Dies fihrte zu der Vermutung, dass der
VEGFR-1 in erster Linie eine regulatorische Funktion hat, indem er durch Bindung von
VEGF dessen Verfugbarkeit fur den Signal Ubertragenden VEGFR-2 moduliert (Park et
al., 1994; Hiratsuka et al., 1998).

Durch alternatives Spleissen der VEGFR-1 (FIt-1) mRNA kommt es zur Bildung einer
geklrzten Form dieses Rezeptors, dem sogenannten soluble Flt-1 (sflt) (Kendall et al.,
1993 und 1996). Diesem l6slichen Rezeptor fehlen die siebte Immunglobulin-ahnliche
Domane, die transmembranare Domane und die intrazellulare Komponente des VEGFR -1
(Abb. 6). sFlt bindet mit hoher Affinitat (K4 = 10-20 pM) an VEGF, wodurch die Bindung
an die transmembranaren Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 kompetitiv antagonisiert
wird. Der |8sliche Rezeptor sflt wurde unter anderem in Endothelzellkulturen menschlicher
Nabelschnurvenen nachgewiesen, wo auch eine Inhibition der durch VEGF
normalerweise induzierten Mitogenese beobachtet wurde (Kendall et al., 1993). Somit

agiert sflt als physiologischer Antagonist von VEGF (He et al., 1999).

Erst kirzlich wurde ein weiterer VEGF-Rezeptor entdeckt, der spezifisch die Isoform
VEGF 45 (VEGF 164) bindet und der als Neuropilin-1 (NP-1) identifiziert wurde (Soker et al.,
1996). Urspringlich wurden die Neuropiline als transmembrandre Glyokoproteine

entdeckt, die auf Axonen exprimiert werden wund die Rezeptoren der
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Collapsin/Semaphorin-Familie, einer Gruppe von an der Entwicklung des Nervensystems
beteiligten Proteinen, sind (Kolodkin et al., 1997; Fujisawa und Kitsukawa, 1998). Die
Neuropiline haben nur eine sehr kurze intrazellulare Domane und sind daher nicht in der
Lage, als selbstandige Rezeptoren zu fungieren (Abb. 6). So fuhrte VEGF 465 in Zellen, die
auller NP-1 keine VEGF-Rezeptoren exprimierten, zu keiner Signaltransduktion. Dagegen
konnte beobachtet werden, dass NP-1 bei einer Ko-Expression mit VEGFR-2 die Bindung
von VEGF 5 an den VEGFR-2 und die von VEGF g vermittelte Chemotaxis verstarkt.
Wird die Bindung von VEGF s an NP-1 inhibiert, so ist auch die Bindung an VEGFR-2
verhindert und damit verbunden der mitogene Effekt des VEGFR-2 (Soker et al., 1998).
NP-1 wird als VEGF¢5 spezifischer Rezeptor in Endothelzellen, sowie in Tumorzellen
exprimiert (Soker et al., 1996 und 1998). Die Bindungsaffinitat von VEGF g5 (VEGF454) an
NP-1 ist vergleichbar mit der Affinitat fiir die anderen VEGF-Rezeptoren (K42x10"°M) (He
et al., 1997).

Daten, die durch die Zuchtung von knock-out-Mausen mit gezielter Inaktivierung
spezifischer Komponenten des VEGF-Systems generiert wurden, deuten auf eine
essentielle Rolle dieses Systems in der Embryonalentwicklung hin. Bei VEGF™,
VEGFR-1" und VEGFR-2" knock-out-Mausen kommt es nicht zur Geburt lebensfahiger
Nachkommen. Embryonen mit funktioneller Inaktivierung nur eines VEGF -Allels (VEGF*")
zeigen verschiedene Fehlbildungen im kardiovaskularen System, wie z.B. eine nur
sparlich entwickelte dorsale Aorta, was in embryonaler Letalitat am 11. bis 12.
Schwangerschaftstag (E11-12) resultiert. Diese heterozygoten Embryonen exprimieren
jedoch weiterhin VEGF-mRNA, was auf eine starke Dosis- abhangige vaskulare Aktivitat
von VEGF deutet (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). Die funktionelle
Inaktivierung des VEGFR-2 flihrt zu Stérungen zu Beginn der vaskulogenetischen und
angiogenetischen Prozessen und zur embryonalen Letalitit an E8.5. VEGFR-2"-Mause
produzieren keine reifen hamatopoetischen Zellen und keine funktionsfahigen
Endothelzellen. Da VEGFR-2 unter anderem auf der Oberfache von Hamangioblasten
nachgewiesen werden konnte, wurde aus den knock-out Experimenten geschlossen, dass
dieser Rezeptor im Prozess der Differenzierung von Hamangioblasten in
hamatopoetische Zellen und in Endothelzellen eine wichtige Rolle spielt. Der knock-out
des VEGFR-1 hat ebenfalls einen embryonal letalen Phanotyp zur Folge (E 8.5), jedoch
sind im Unterschied zum knock-out des VEGFR-2 spatere Stadien der embryonalen
Angiogenese beeintrachtigt. VEGFR-1"-Mause sind in der Lage Endothelzellen zu bilden,
doch schlie®en sich diese nicht zu funktionsfahigen Kapillaren zusammen (Fong et al.,
1995 und 1999; Shalaby et al., 1995 und 1997).
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Im Unterschied dazu sind knock-out-Mause, denen lediglich die intrazellulare Tyrosin-
Kinase-Doméne des VEGFR-1 fehlt (VEGFR-1™"), lebensfahig und weisen normal
entwickelte GefalRe auf (Hiratsuka et al., 1998). Nicht zuletzt aus diesen Beobachtungen

wird eine regulatorische Funktion des VEGFR-1 vermutet.

Auch die funktionelle Inaktivierung des VEGF g5 spezifischen Rezeptors NP-1 fihrt zu
Fehlbildungen im kardiovaskuldren System und zu einem embryonal letalen Phanotyp
(E12.5-E13.5). NP-1"-Mause weisen Stérungen in der Entwicklung groRer GefaRe und in
der neuronalen Vaskularisierung auf. Durch diese Beobachtungen wurde auf die Funktion

von NP-1 bei der Entwicklung der Blutgefalle geschlossen (Kitsukawa et al., 1997).

Die mRNA und die Proteine von VEGF und den VEGF -Rezeptoren konnten in fast allen
Anteilen des weiblichen Reproduktionsystems nachgewiesen werden. So in Corpora lutea
und in ovariellen Follikeln bei der Ratte, sowie in endometriellen Gefallen, embryonalen
Implantationsstellen, Trophoblastzellen und Dottersackgewebe bei der Ratte und der
Maus (Breier et al., 1992; Shweiki et al., 1993; Jakeman et al., 1993; Chakraborty et al.,
1995). Auch in der Plazenta, im Eileiter und Ovar sowie im Endometrium des Menschen
konnte das VEGF-System detektiert werden (Sharkey et al., 1993; Clark et al., 1996 und
1998; Gordon et al., 1996; Krussel et al., 1999). Im menschlichen Endometrium wird
VEGF in allen Phasen des Menstruationszyklus exprimiert, jedoch konnen zyklische
Schwankungen mit einer maximalen Expression in der Sekretionsphase, d.h. zum
Zeitpunkt der embryonalen Implantation, beobachtet werden. Im Endometrium der
Proliferationsphase wird VEGF sowohl im Driisenepithel, als auch in den Stromazellen
exprimiert, wohingegen sich VEGF im Endometrium der Sekretionsphase fast
ausschlief3lich im luminalen Drusenepithel findet (Charnock-Jones et al., 1993; Shifren et
al., 1996; Torry et al., 1996). Zudem konnte gezeigt werden, dass VEGF an der apikalen
Seite des Epithels exprimiert wird und dass das Protein in das Lumen sezerniert wird
(Hornung et al., 1998). Die VEGF-Rezeptoren und der Antagonist sFlt konnten im
menschlichen  Endometrium ebenfalls nachgewiesen werden. Wahrend die
transmembranaren Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 im Verlauf des
Menstruationszyklus auf nahezu konstantem Level exprimiert werden, ist die Expression
des Antagonisten sFlt dagegen in der Sekretionsphase, d.h. zum Zeitpunkt der Einnistung
des Embryos, stark verringert (Krissel et al., 1999). Im Unterschied zu den VEGF-
Rezeptoren 1 und 2 ist der Isoform-spezifische Rezeptor Neuropilin-1 bislang nur im
Uterus von Maus und Ratte nachgewiesen worden (Halder et al., 2000; Pavelock et al.,
2001).
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1.6 Die Angiopoietine

Einige Jahre nach der Entdeckung von VEGF als angiogenetischem Wachstumsfaktor mit
hoher Spezifitdt flir Endothelzellen wurden die Angiopoietine als eine weitere Gruppe
solcher Wachstumsfaktoren identifiziert. Durch Genexpressionsanalysen konnten
zunachst zwei Angiopoietine isoliert werden, das Angiopoietin-1 (Ang-1) und das
Angiopoietin-2 (Ang-2) (Davis et al., 1996; Maisonpierre et al., 1997). Mittlerweile sind
noch zwei weitere Liganden der Angiopoietin-Familie bekannt, das Angiopoietin-3 (Ang-3)
in der Maus und das Angiopoietin-4 (Ang-4) im Menschen. Ang-3 und Ang-4 sind
strukturell sehr verschieden, obwohl sich ihre Gene, wie durch Lokalisations-Studien
festgestellt werden konnte, bei Mensch und Maus auf dem gleichen Chromosomen-
Abschnitt befinden. AuRerdem werden Ang-3 und Ang-4 in verschiedenen Geweben des
jeweiligen Organismus exprimiert und es scheint, dass Ang-3 als Antagonist fungiert,

wohingegen Ang-4 als Agonist wirkt (Valenzuela et al., 1999).

Im Unterschied dazu gleichen sich die Sequenzen der Angiopoietine 1 und 2 von Mensch
und Maus. Ang-1 und Ang-2 sind etwa 75kD grof3e sezernierte Proteine, deren
Aminosauresequenzen eine Ubereinstimmung von 60% aufweisen. Aufgrund ihrer
Struktur kénnen die beiden Angiopoietine in drei Doméanen unterteilt werden. Eine
N-terminale Region, ein Segment mit einer stark gewundenen a-Helix-Spirale und eine
Fibrinogen-ahnliche Domane. Die Fibrinogen-ahnliche Domane ist die am starksten
konservierte Region der Angiopoietine und es besteht die Vermutung, dass dort die

Rezeptor-Bindungsstellen lokalisiert sind (Davis et al. 1996).

Die Angiopoietine sind als Liganden des Tie-2, einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase, entdeckt
worden. Wie auch die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren des VEGF findet sich Tie-2
hauptsachlich auf Endothelzellen, woraus die hohe Spezifitdt der Angiopoietine fir diese
Zellen resultiert. Der transmembranare Rezeptor enthalt im extrazellularen Bereich jeweils
zwei Immunglobulin (Ig)-ahnliche Domanen, die durch drei EGF (epidermal growth factor)-
ahnliche Domanen voneinander getrennt sind, gefolgt von drei Fibronektin Il (FN3III)-
ahnlichen Bereichen. Intrazellulér befindet sich eine Tyrosin-Kinase-Domane, die durch

ein Kinase-Insert unterbrochen wird (Abb. 7).

Eine weitere, dem Tie-2 strukturell sehr ahnliche Endothelzell-spezifische Rezeptor-
Tyrosin-Kinase, ist das Tie-1 (Abb. 7). Jedoch ist bislang noch nichts Gber die Liganden
und die Signaltransduktion von Tie-1 bekannt. Dennoch spielt Tie-1 bei der
Embryonalentwicklung der Blutgefalie eine Rolle, wie durch knock-out Experimente in der

Maus festgestellt werden konnte. Tie-17-Embryonen sterben {iber einen weiten Zeitraum
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verteilt, von E 14.5 bis spatestens kurz nach der Geburt, anhand von Odemen und lokalen
Hamorrhagien. Daraus wurde geschlossen, dass Tie-1 die strukturelle Integritat des
Endothels beeinflusst und so den Flissigkeitsaustausch Uber die Kapillaren und die

hamodynamische Stressresistenz reguliert (Sato et al., 1995; Puri et al., 1995).

Ang-1

Ang-2 ?
- -
<> <>

N

Tie-2 Tie-1

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Struktur von Tie-1 und Tie-2. dargestellt sind: Ig-
ahnliche Doméne (@D ), EGF-ahnliche Doméne (<), FN3III-ahnliche Domane () und Tyrosin-
Kinase-Domane (E=).

Wie durch knock-out Experimente in der Maus festgestellt wurde, unterscheidet sich die
Funktion der Angiopoietine von der des VEGF-Systems. Wahrend VEGF und die
Rezeptoren die Bildung von Endothelzellen aus hamatopoetischen Vorlaufern, die
Migration und Proliferation, sowie den Zusammenschluss der Endothelzellen zu
Kapillaren induzieren, wirken die Angiopoietine und ihr Rezeptor Tie-2 erst zu einem
spateren Zeitpunkt der Angiogenese, bei der Umstrukturierung und Stabilisierung der
Gefalde. Die Signaltransduktion und die Wirkung von VEGF und den Angiopoietinen ist in
Abbildung 8 schematisch aufgefuhrt.

So fuhrte die funktionelle Inaktivierung von Tie-2 ebenso wie der knock-out der VEGF-
Rezeptoren zu einer fehlerhaften Gefaflstruktur wahrend der Embryogenese und zur
embryonalen Letalitit. Jedoch sterben Tie-2"-Embryonen zu einem spateren Zeitpunkt
als VEGFR-2"-Embryonen. Zudem entwickeln diese im Unterschied zu Embryonen, die

durch den knock-out von VEGFR-2 generiert wurden, eine nahezu normale Anzahl an
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Endothelzellen und ein einfaches Kapillarnetzwerk. Allerdings ist die Umstrukturierung
und die Stabilisierung dieser primitiven GefalRe gestort, was zu einer vereinfachten und
wenig komplexen Vaskularisierung, mit homogenen GefalRen und wenig Verzweigungen
fuhrt. Auch extraembryonal, z.B. im Dottersack sind die angiogenetischen Prozesse

gestort und Defekte in der Vaskularisierung zu beobachten (Dumont et al., 1994).

Vaskulogenese —P> GefiaRstabilisierung 4__>Angiogenese — Regression
VEGF Ang-1 Ang-2 + VEGF Ang-2
VEGFR-2 VEGFR-1 Tie-2 VEGFR-1/2 i
T
S Y
LY
S,
BM
Bildung, Endothel- Zell-Zell-| Rekrutierung und Verlust der Verlust der
Migration und | Wechselwirkungen| Wechselwirkungen | Wechselwirkungen Gefalistruktur
Proliferation der und mit peri-endothelen mit Peri-
Endothelzellen | Zusammenschluss Zellen Endothelzellen und
der ECM

Abbildung 8: Signaltransduktion von VEGF und den Angiopoietinen. Modifiziert nach Hanahan,
1997. EN: Endothelzellen, BM: Basalmembran, PE: Peri-Endothelzellen.

Der knock-out des Liganden Ang-1 hat den gleichen Phanotyp zur Folge wie der knock-
out von Tie-2. Auch Ang-1" Embryonen entwickeln zunichst ein primitives
Kapillarnetzwerk, welches sich im Laufe der Embryonalentwicklung dann jedoch nicht
weiter stabilisiert und umstrukturiert. Der knock-out von Ang-1 scheint jedoch weniger
gravierend zu sein, als die funktionelle Inaktivierung von Tie-2, was zur embryonalen
Letalitit der Ang-1" Embryonen erst an E 12.5 fiihrt (Suri et al, 1996). Durch
elektronenmikroskopische Strukturanalysen konnte schlieBllich festgestellt werden, dass
die Endothelzellen in Ang-17" oder Tie-2”~ Embryonen sich nicht angemessen mit der sie
umgebenden extrazellularen Matrix (ECM) und mit periendothelen Zellen, wie z.B.
Stroma- und Epithelzellen, verbinden (Suri et al., 1996). Unter normalen Umstanden

ummanteln diese Zellen die Blutgefalle und stabilisieren diese so.
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Daraus wurde geschlossen, dass das Ang-1/Tie-2-Signal die Fahigkeit der
Endothelzellen, periendothele Zellen zu rekrutieren und so die Struktur der Gefale zu

stabilisieren und deren Funktion zu modulieren, kontrolliert.

Im Gegensatz zu dem Ang-1 knock-out fihrt die Uberexpression von Ang-1 zu einer
Hypervaskularisierung des Gewebes, mit einer erhéhten Anzahl an Gefalien, die stark
vergroert und verzweigt sind (Suri et al., 1998). Die Uberexpression von Ang-2 im
Endothel von Mausembryonen fihrt dagegen zu fehlerhaft entwickelten Blutgefaen und
zu einem Phanotyp, der dem des knock-out von Ang-1 bzw. Tie-2 entspricht
(Maisonpierre et al., 1997). Die Mause sind embryonal letal und sterben an E 9.5 bis E
10.5 aufgrund von unreifen Gefalden. Durch diese Beobachtungen wurde geschlossen,
dass Ang-2 in vivo als natlrlicher Antagonist des Ang-1 wirkt. Auch in vitro konnte die
antagonistische Funktion von Ang-2 beobachtet werden. In Endothelzellkulturen aktiviert
Ang-1 den Rezeptor Tie-2, indem es seine Autophosphorylierung auslést. Ang-2, welches
mit ahnlicher Affinitat an Tie-2 bindet, regt die Phosphorylierung des Rezeptors hingegen
nicht an. Im Gegenteil, Ang-2 kann die Ang-1 induzierte Kinase-Aktivitdt des Rezeptors

komplett unterbinden (Maisonpierre et al., 1997).

Das Expressionsmuster der Angiopoietine unterscheidet sich ebenso wie ihre
Signaltransduktion. Ang-1 wird im embryonalen und im adulten Organismus in vielen
verschiedenen Geweben exprimiert, so z.B. im Gehirn, in der Skelettmuskulatur und im
weiblichen Reproduktionstrakt. Ang-2 wird im Embryo ebenfalls in den unterschiedlichsten
Geweben exprimiert. Im adulten Organismus ist die Ang-2 Expression jedoch sehr
spezifisch und beschrankt sich auf Gewebe, in denen aktiv Angiogenese stattfindet, d.h.
auf das Ovar, das Endomterium und die Plazenta (Maisonpierre et al., 1997). Die
Funktion von Ang-2 bei angiogenetischen Prozessen im adulten Organismus wurde durch
in-situ Hybridisierung des Wachstumsfaktors im Ovar erkannt. Ang-2 wurde dort entweder
an Stellen der Gefaliregression, z.B. in degenerierten Follikeln, oder an Stellen der
aktiven Gefalbildung, z.B. im Corpus Luteum, jedoch nur bei Anwesenheit von VEGF,
exprimiert (Maisonpierre et al., 1997). Diese Beobachtungen flhrten zu der Vermutung,
dass Ang-2 im adulten Organismus durch blockieren des Ang-1/Tie-2-Signals die
Stabilisierung der Gefalstruktur unterbindet und dass so in Gegenwart von VEGF die

Endothelzellen aktiviert werden und neue Kapillaren bilden kénnen.
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1.7  Wissenschaftliche Fragestellungen

Angiogenese ist ein grundlegender Prozess bei der Entwicklung des rezeptiven
Endometriums und bei der embryonalen Implantation. Dennoch sind die molekularen
Mechanismen dieser angiogenetischen Prozesse und die dabei stattfindenden Embryo-

maternalen Wechselwirkungen bis heute noch weitestgehend unverstanden.

Vieles spricht jedoch fur eine Beteiligung des vascular endothelial growth factor- (VEGF)
Systems. Die Transkription des VEGF-Systems st in nahezu allen zum
Reproduktionstrakt gehdérenden Geweben nachgewiesen worden, so auch im
Endometrium. Vor Beginn dieser Arbeit gab es jedoch nur sehr wenige Daten beziglich

der embryonalen Expression von VEGF und seinen Rezeptoren.

Erst kirzlich wurde eine weitere Gruppe von Wachstumsfaktoren mit hohem
angiogenetischem Potential und einer Spezifitdt fur Endothelzellen entdeckt, die
Angiopoietine. Die Angiopoietine und ihr Rezeptor sind bisher hauptsachlich in
Zusammenhang mit angiogenetischen Prozessen unter pathologischen Bedingungen und
bei der Embryonalentwicklung untersucht worden. Es gibt jedoch nur sehr wenige
Untersuchungen Uber die Expression der Angiopoietine im  weiblichen
Reproduktionssystem und bislang noch keine Daten Uber die Angiopoietin-Expression des

Praimplantationsembryos.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Expression der angiogenetischen
Wachstumsfaktoren VEGF und Angiopoietin im zyklischen Endometrium und bei der
embryonalen Implantation. Da es bislang noch kein geeignetes in vitro Modell des
Systems Embryo-Endometrium  gibt, wurden die beiden Anteile des
Reproduktionssystems hauptsachlich getrennt voneinander betrachtet. Hierzu wurden
sowohl in vitro Untersuchungen an frischen Endometriumbiopsien, als auch in vitro
Untersuchungen an endometriellen Zellkulturen durchgefiihrt. Weiterhin wurde eine
spezielle Methode zum Nachweis von mRNA’s in einzelnen Praimplantationsembryonen
angewandt. Da die “verbrauchende* Forschung an menschlichen
Praimplantationsembryonen nach dem ESchG in Deutschland verboten ist, wurden alle
Untersuchung an Praimplantationsembryonen der Maus durchgefihrt. Um das System
Embryo-Endometrium zu simulieren, wurden endometriale Zellen mit Embryo-
spezifischen Faktoren inkubiert und eine mdgliche Beeinflussung der endometriellen

Genexpression untersucht.

Im Einzelnen wurden folgende Untersuchungen vorgenommen:
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Nachweis der mRNA-Expression von VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, sFlt und NP-1
in einzelnen Praimplantationsembryonen unterschiedlicher Entwicklungsstadien

mittels einer speziellen RT/nested PCR.

Immunhistochemische Lokalisierung der VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 Proteine

im Praimplantationsembryo.

Untersuchung des Expressionsmusters der VEGF-Isoformen durch RT/nested
PCR mit einem Isoform-spezifischen Primer in Praimplantationsembryonen zu

verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung.

Semiquantitative Bestimmung der mRNA-Expression des VEGF g, spezifischen
Rezeptors NP-1 mittels einer modifizierten kompetitiven PCR in menschlichem

Endometrium im Verlauf des Menstruationszyklus.

MRNA-Nachweis und Untersuchung der zyklischen Regulation der Angiop oietine

und ihres Rezeptors in menschlichem Endometrium durch kompetitive PCR.

Lokalisierung der Ang-1, Ang-2 und Tie-2 Proteine in menschlichem Endometrium

unterschiedlicher Zyklusphasen durch Immunhistochemische Farbung.

Inkubation endometrialer Zellen mit dem embryonalen Faktor human chorionic
gonadotropin (HCG) und Untersuchung des Einflusses von HCG auf die

endometriale mMRNA-Expression der Angiopoietine und ihres Rezeptors.

Zellkulturexperimente mit dem Zytokin IL-13 und Untersuchung des Einflusses von

IL-1R auf die endometriale MRNA-Expression des VEGF-Systems.
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2 MATERIAL UND METHODEN
21 Maus Zygoten und Praimplantationsembryonen
2.1.1 Versuchstiere

Die Haltung und Zucht der Mause des Stammes B6C3F1 erfolgte in der
Tierversuchsanlage der Medizinischen Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf. Dort wurden die Tiere bei 22-24 °C in einem 12-stiindigen Hell-/Dunkelzyklus

gehalten. Die Ernahrung erfolgte durch Trockenfutter und Wasser nach Verlangen.

Weibliche Mause wurden durch einmalige, intraperitoneale Gabe von 10 IU PMSG
(pregnant mare serum gonadotropin, Sigma) superovuliert. Die Ovulationsinduktion
erfolgte durch einmalige intraperitoneale Injektion von 10 IU HCG (Humanes Chorion-
Gonadotropin, Sigma) 48 Stunden nach PMSG-Injektion. Die Weibchen wurden mit
erwiesenermalden fertilen mannlichen Mausen desselben Stammes Uber Nacht verpaart,
hierzu wurden jeweils zwei Weibchen mit einem Mannchen Uber Nacht in einem Ké&fig
gehalten. Die erfolgreiche Paarung wurde am darauf folgenden Morgen durch das
Vorhandensein des vaginalen Pfropfens verifiziert. 12 Uhr mittags am Tag des Auftreten

des Vaginalpfropfens wurde als Tag 0.5 der Embryonalentwicklung (=E 0.5) definiert.

2.1.2 Gewinnung der Zygoten und Praimplantationsembryonen

Zur Gewinnung der Zygoten wurden die verpaarten weiblichen Mause an E 0.5 durch
zervikale Dislokation getotet. Die Eileiter wurden operativ entfernt und in Sperm
Preparation-Medium (Medicult, Jyllinge, Danemark) gesammelt. Durch durchspulen des
Eileiters mit demselben Medium wurden die Cumulus-Zygoten Komplexe erhalten und in
einem 20ul Tropfen Universal IVF-Medium (Medicult, Jyllinge, Danemark) unter Zusatz
von 40IU/ml Hyaluronidase (Pharma, Dessau) aufgenommen. Der Cumulusanteil wurde
nach kurzer Inkubation in dem Medium durch mehrmalige Aspiration mit einer
Denudationspipette (Reproline Medical GmbH, Rheinbach) entfernt. Die Cumulus freien
Zygoten wurden anschliefend zweimal mit Universal IVF-Medium gewaschen, um

eventuelle Hyaluronidasereste zu entfernen.

Zygoten fur die RT/PCR wurden direkt im Anschluss daran in das RT-Reaktionsgemisch
(siehe 2.6) gegeben. Zygoten flr die Embryokultur wurden nach dem Waschen in eine
3,5 cm Falcon-Gewebekulturschale (Nr. 3001, Becton Dickinson, Lincoln Park, New

Jersey) Uberfihrt. Diese war zuvor wie folgt prapariert worden: sechs einzelne Tropfen
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Universal IVF-Medium (je 20ul) wurden in die Kulturschale pipettiert und mit leichtem,
weilen Mineraldl (Repromed® International Medical Products, Kleve) iiberschichtet. Die
Kulturschalen, ebenso wie die gesamten Reagenzien, welche in Kontakt mit den Zygoten
kamen, wurden Uber Nacht im Inkubator (Heraeus) in einer humidifizierten Atmosphare
von 5% CO, / 95% Raumluft bei 37°C aquilibriert. Die Kultur der Zygoten erfolgte unter

denselben atmospharischen Bedingungen.

Zur Gewinnung der Praimplantationsembryonen wurden die verpaarten Weibchen an
E 2.0 (8-Zell-Stadium), E 2.5 (Morula-Stadium), E 3.0 (frihes Blastozystenstadium) und
E 3.5 bis E 4.0 ( hatching bzw. spates Blastozystenstadium) durch cervikale Dislokation
getotet (Abb. 9).

-48h: PMSG

E 2.5: Morula-

Oh: HCG

hatching Blastozyst

E 2.0: 8-Zell-Stadium

E 3.0: friher Blastozyst

Abbildung 9: Zeitlicher Ablauf der Gewinnung der Zygoten und Praimplantationsembryonen.
Dargestellt sind menschliche Embryonen. Bilder aus dem IVF-Labor der Universitats-Frauenklinik

Dusseldorf.

Die Eileiter bzw. Uteri wurden operativ entfernt und in Sperm Preparation-Medium
gesammelt. Die Embryonen im 8-Zell- und im Morula-Stadium wurden aus den Eileitern
erhalten, die frUhen und hatching Blastozysten aus den Uterushérnern. Hierzu wurden der
Eileiter bzw. der Uterus mit Sperm Preparation Medium durchgespilt und die Embryonen
in einem 20ul Tropfen Universal IVF-Medium aufgenommen. Die

Praimplantationsembryonen wurden zweimal in Universal IVF-Medium gewaschen und
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bis zur Uberfilhrung in das RT-Reaktionsgemisch (siehe 2.6) kurze Zeit in einem mit
leichtem, weilRen Mineraldl lberschichteten Tropfen desselben Mediums in einer 3,5cm
Falcon-Gewebekulturschale verwahrt. Die Verwahrung der Praimplantationsembryonen
ebenso wie die Aquilibrierung aller verwendeten Reagenzien erfolgte im Brutschrank bei

37°C in einer humifizierten Atmosphéare von 5% CO, und 95% Raumluft.

2.1.3 In vitro Kultur von Praimplantationsembryonen

Fir einen ELISA-Test an Embryo-Kulturmedium wurden einige der, wie unter 2.1.1
beschrieben, gewonnenen Zygoten bis zum Stadium der hatching Blastozyste kultiviert.
Dazu wurden die Zygoten zunachst bis zum Morula-Stadium in G1.2™ Medium (Vitrolife,
Goteborg, Schweden) gehalten. Jeweils 10 Zygoten wurden in einen 30ul Tropfen des
Mediums auf einer 3,5cm Falcon-Gewebekulturschale gesetzt und mit leichtem, weilden
Mineraldl Uberschichtet. Die Kulturschalen mit den Zygoten wurden im Inkubator bei 37°C
in einer humidifizierten Atmosphare von 5% CO, / 95% Raumluft gelagert. Die
Entwicklung der Embryonen wurde lichtmikroskopisch untersucht. Bei Erreichen des
Morula-Stadiums an E2.5 wurden die Embryonen in G-2.2™ Medium (Vitrolife, Géteborg,
Schweden) Uberfuhrt. Jeweils 10 Morulae wurden in einem 30ul Tropfen Medium, der mit
leichtem weillen Mineraldl Uberschichtet war, in einer 3,5cm Falcon-Gewebekulturschale
im Inkubator kultiviert. Die Tropfen des G-1.1™ Mediums wurden aufgenommen und
jeweils 2 Tropfen (60pl) in einem 0,5ml Reaktionsgefall (PCR Softtubes, Biozym
Diagnostik GmbH, Oldendorf) bis zum ELISA-Test bei —20°C aufbewahrt. Am spaten
Nachmittag von E 3.5, bei Erreichen des hatching Blastozysten-Stadium, wurden die
Embryonen aus dem G-2.2™ Medium entfernt und verworfen. Das G-2.2™ Medium wurde
aufgenommen und ebenfalls jeweils 2 Tropfen (60ul) in einem 0,5ml Reaktionsgefal’ bis
zum ELISA Test bei —20°C gelagert. Insgesamt erreichten etwa 80% der kultivierten

Zygoten das Stadium der hatching Blastozyste.

2.1.4 Poolen von Embryonen in Uteri

Um Proteine in den Praimplantationsembryonen nachweisen zu kdnnen, wurden diese
gepoolt in Uteri transferiert. Die Uterushorner inklusive der Embryonen wurden dann in
Paraffin eingebettet, geschnitten und eine immunhistochemische Farbung durchgefihrt.
Die Uteri wurden dafir folgendermallen prapariert: die Enden des Uterushorns wurden

mittels einer gluhenden Pinzette kauterisiert. Dann wurde das Uterushorn mit einer
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Spritze mit 0,9mm Kanlle angestochen und jeweils 30 Embryonen im Stadium des spaten
Blastozysten in etwas Universal IVF-Medium hinein transferiert. Anschliel’end wurden die

Uteri operativ aus der Maus entfernt und in 4% Paraformaldehyd-L&sung Uberflhrt.

2.2 Biopsiematerial

Patientinnen, die sich aus Grinden nicht-maligner Erkrankungen einer Hysteroskopie
unterzogen, wurden um ihre Teilnahme bei dieser Untersuchung gebeten. Alle
Patientinnen, welche sich durch Uberlassung einer Endometriumbiopsie an dieser
Untersuchung beteiligten, wurden vorher schriftlich Gber die Untersuchung aufgeklart und
unterzeichneten  eine  Einverstandniserklarung. Die  Aufklarung und die
Einverstandniserklarung waren zuvor von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-

Universitat Dusseldorf genehmigt worden.

Den Patientinnen wurde im Rahmen der Hysteroskopie eine Endometriumbiopsie,
entweder durch Strichkurettage mit einer Novak-Kurette (Novak, Palo Alto, California)
oder durch Saugkurettage mit einer Pipelle-Pipette (Gynemed, Lensahn) entnommen. Ein
Teil des entnommenen Gewebes wurde direkt in 4% Paraformaldehyd fixiert. Der andere
Teil wurde kurz in 0,9% NaCl-Lésung gewaschen, um die Kontamination mit Blut zu

reduzieren und dann direkt fiir die RNA-Extraktion oder flr die Priméarzellkultur verwendet.

Die Phase des menstruellen Zyklus, in der sich die Patientin zum Zeitpunkt der Biopsie
befand, wurde sowohl anhand der Anamnese, als auch mittels histologischer
Begutachtung anhand der Kriterien von Noyes et al. (1950) festgelegt. Anhand dieser
Kriterien wurden die Biopsien in 6 Gruppen aufgeteilt: friihe, mittlere und spate
Proliferationsphase (FP, MP, SP) sowie frihe, mittlere und spate Sekretionsphase (FS,
MS SS).

2.3 Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten wurden in einer sterilen Werkbank (Gelaire BSB3) durchgefiihrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Gewebekulturschalen der Firma Falcon in einem
begasten Brutschrank (Heraeus) bei 37°C und 5% CO,. Die Kulturschalen zur Kultivierung
der epithelialen Zellpopulation wurden vor Gebrauch mit Gelatine beschichtet. Dazu
wurden die Schalen wenigstens zwei Stunden lang mit 0,5% Gelatine in PBS im
Brutschrank inkubiert. Die Gelatine/PBS-Losung wurde dann kurz vor Verwendung der

Kulturschale abgesaugt.
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2.3.1 Zellkulturmedien

Die bei der Zellkultur verwendeten Medien und Medienzusatze wurden, soweit nicht
anders erwahnt, von den Firmen Sigma und Gibco BRL bezogen. Sie wurden vor
Gebrauch in einem Wasserbad auf 37°C erwarmt. Die genaue Zusammensetzung der

verwendeten Zellkulturmedien ist in Tabelle 2 aufgefihrt.

Collagenase-Medium: DMEM (Dulbecco’s modified eagle Medium mit 1000 mg/L
Glucose und dem Indikatorfarbstoff Phenolrot), 1mg/ml
Collagenase A (Boehringer Mannheim), Antibiotika (100 1U/ml
Penicillin, 100ug/ml Streptomycin in 0,85% Kochsalzlésung),
Fungizone (2,5ug/ml Amphotericin B), 0,2 mg/ml DNAse |
(Boehringer Mannheim)

Wachstums-Medium 70% DMEM, 20% MCDB 105, 10% gestripptes FCS
(hitzeinaktiviert),  Antibiotika-Lésung (100 IU/ml  Penicillin,
100ug/ml Streptomycin in 0,85% Kochsalzlésung), Fungizone
(2,5ug/ml Amphotericin B), Glutamax (2mM L-Alanyl-L-Glutamin)
und 5ug/ml Insulin; fir die Epithelzellen wurde dem Medium
zusatzlich 2mg/ml Endothelial cell growth supplement (ECGS,
Promocell) zugefligt

Experiment-Medium: 75% DMEM, 25% MCDB 105, Antibiotika-Lésung (100 1U/ml

Penicillin, 100ug/ml Streptomycin in 0,85% Kochsalzlésung),
(Serum-frei) Fungizone (2,5ug/ml Amphotericin B), Glutamax (2mM L-Alanyl-L-
Glutamin) und 5upg/ml Insulin, 1mg/ml BSA, 50ug/mi

Ascorbinsaure, 10ug/ml Transferrin, 20ng/ml EGF

Tabelle 2: Zusammensetzung der Zellkulturmedien.

2.3.2 Extraktion der Zellen aus nativem Gewebe

Aus dem operativ erhaltenen Endometrium wurden die epitheliale Zellpopulation und die
Stromazellen extrahiert. Dafir wurde das Gewebe nach der Entnahme kurz in 0,9% NaCl -
Lésung gewaschen und dann unmittelbar in 37°C warmen PBS-Puffer (Dulbecco’s PBS)
Uberfiihrt. Das Endometrium wurde dreimal in jeweils 10ml DMEM-Medium gewaschen,
um die Kontamination mit Blut und Schleim zu reduzieren. Dann wurde das Gewebe auf

einer 10cm Kulturschale mit zwei sterilen Skalpellen in ca. 1mm grolie Stlicke zerkleinert.
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Die Gewebefragmente wurden mit einer 25ml Pipette (Greiner) aufgesaugt und in 10ml
Collagenase-Medium in ein 50ml Falcon-Réhrchen gegeben. Der Verdau des Gewebes
durch das Enzym Collagenase erfolgte je nach Menge an Gewebe Uber einen Zeitraum
von zwei bis vier Stunden bei standigem Rotieren in einem auf 37°C geheizten Ofen mit
Rotor (Mini Oven, MWG Biotech). Der Collagenase-Verdau wurde beendet, wenn die
Losung trib erschien und keine Gewebestlicke mehr zu erkennen waren. Das Rdohrchen
mit der Zellsuspension wurde einmal kraftig geschittelt, damit die Zellen sich vollstandig
voneinander l6sten. Dann wurde es etwa 5 Minuten stehen gelassen, wobei sich die
grofReren Epithelzellen und die Drisenfragmente absetzen und die kleineren Stromazellen
im Uberstand verbleiben. Der Uberstand mit den Stromazellen wurde abgenommen und
durch einen Nylon-Filter mit einer PorengréfRe von 70 um (Falcon) gegeben. Das Pellet
aus Epithelzellen und Drusenfragmenten wurde zweimal mit je 10ml DMEM-Medium
gewaschen, um Kontaminationen mit Stromazellen zu reduzieren. Danach wurde das
Epithelzellpellet in 10ml Wachstumsmedium aufgenommen und die Zellen auf einer 10cm
Kulturschale ausplattiert. Die gesammelte 30ml Stromazellfraktion wurde durch einen
zweiten Nylon-Filter mit einer Porengréfe von 40um gegeben und dann 7 min bei 1200
rom zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10ml Wachstumsmedium resuspendiert und auf

einer 10cm Kulturschale ausplattiert.

Etwa 45 Minuten nach dem Ausplattieren wurden die Epithelzellen zur weiteren
Reduzierung der Kontamination durch Stromazellen umplattiert. Hierzu wurden diese mit
dem Medium auf eine neue 10cm Kulturschale Uberfuhrt. Die bereits angewachsenen
Stromazellen verbleiben dabei auf der alten Kulturschale. Weitere 45 Minuten spater
wurde das Medium der Stromazellen gewechselt, um eventuelle Kontaminationen mit
Epithelzellen zu verringern. Diese sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht angewachsen und

werden mit dem Medium zusammen abgesaugt.

Um die Reinheit der extrahierten Stroma- und Epithelzellen zu Uberprifen, wurden direkt
nach der Filtration jeweils einige Tropfen der Epithelzellsuspension und der
Stromazellsuspension auf einen Zellkulturobjektrager (LabTek® Il chamber slide, Nunc)
gegeben. Die Zellen wurden bis zur Konfluenz kultiviert. Dann wurde mittels
immunhistochemischer Farbung des Epithelzell-spezifischen Proteins Zytokeratin die

Reinheit der getrennten Zellfraktionen Uberpruft (siehe 3.9.3).
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2.3.3 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden durch Trypsin/EDTA-Behandlung passagiert. Hierzu wurde nach
Erreichen der Konfluenz das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespuilt und mit 5ml
Trypsin/EDTA-Lésung (1x Trypsin/EDTA in HBSS mit Indikatorfarbstoff Phenolrot) fir 5-
10min, bis die Zellen sich von der Platte l6sten, im Brutschrank inkubiert. Die vom
Gefallboden abgeldsten Zellen wurden aufgenommen und in ein steriles Réhrchen mit
0,5ml fetalem Kalberserum (FCS), zur Inaktivierung des Trypsins, Uberfuhrt. Nach 5
minuatiger Zentrifugation bei 1200rpm wurden die Zellen in Wachstumsmedium grundlich
resuspendiert und eine bestimmte Verdinnung auf einer neuen Kulturschale ausg esaat.
In der Regel wurden die sich schnell teilenden Stromazellen 1:4 gesplittet, wohingegen

die Epithelzellen beim Passagieren nur 1:2 verdinnt wurden.

2.3.4 Kryokonservierung der Zellen

Die Zellen einer konfluenten 10cm Kulturschale wurden wie unter 2.3.2 beschrieben
geerntet, in 1ml Einfriermedium (0,7ml DMEM; 0,2ml FCS und 0,1ml DMSO)
resuspendiert und in ein Kryo-Rdhrchen (2ml, Greiner) Uberfuhrt. AnschlieRend wurden

die Zellen bei —80°C eingefroren und nach 1-2 Tagen in flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

2.3.5 Dezidualisierung der Stromazellen

Um Zellkulturexperimente unter physiologischen Bedingungen des Endometriums der
Sekretionsphase durchflihnren zu kénnen, wurden die Stromazellen dezidualisiert. Dazu
wurden die Zellen bis zum Erreichen der Konfluenz auf der gewiinschten Kulturschale in
Wachstumsmedium kultiviert. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, um
restliches Wachstumsmedium zu entfernen. Schliellich wurde 10ml Serum-freies
Experimentmedium unter Zusatz von physiologischen Konzentrationen an Ostradiol
(10®M) und Progesteron (10°M; beides Sigma) auf die Kulturschale gegeben und die
Zellen darin 9 bis 12 Tage lang kultiviert. Dabei wurde das Medium alle zwei Tage
gewechselt. Der Grad der Dezidualisierung der Zellen wurde durch Analyse des Prolaktin-
Gehaltes des Zellkulturmediums Uberpriift. In den meisten Fallen waren die Zellen nach 9

Tagen Kultur in Experimentmedium dezidualisiert.
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2.3.6 Zellkulturexperimente

Fir die Inkubation mit Ostradiol, Progesteron und HCG wurden die Zellen auf 4-Well-oder
auf 6-Well-Kulturschalen ausplattiert und bis zur Konfluenz in Wachstumsmedium
kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschlielRend in Serum-freies Experimentmedium Uberfuhrt. Nach 24 Stunden in diesem
Medium wurden die Zellen fir weitere 1 bis 48 Stunden mit physiologischen
Konzentrationen an Ostradiol (10°M) und Progesteron (10°M) (beides Sigma) oder mit
HCG (0,1-100 1U/ml, Choragon® 5000, Ferring GmbH, Kiel) in Experimentmedium
inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen mit Trizol-Reagenz (Gibco
BRL, Eggstein) von der Platte gelost und bis zur Extraktion der RNA bei —-80°C

eingefroren.

Die Inkubation mit IL-13 erfolgte mit, wie unter 2.3.5 beschrieben, dezidualisierten
Stromazellen. Die Zellen wurden nach der Dezidualisierung weitere 24 Stunden mit
Serum-freiem Experiment-Medium unter Zusatz von Ostradiol (10®M) und Progesteron
(10°M) sowie IL-1R (1001U/ml) und/oder IL-1 ra (100ng/ml, alles Sigma) kultiviert. Dann
wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit Trizol-Reagenz von der Platte geldst

und bis zur RNA-Extraktion bei —80°C eingefroren.

2.4 Arbeiten mit RNA

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 von 1:1000 (0,1 % v/v) gemischt, Gber Nacht bei
37°C inkubiert und anschliel3end autoklaviert. Fur das Arbeiten mit RNA wurde Einweg-
Plastik-Material und Aerosol-dichte Pipetten-Spitzen (Biozym) verwendet. Es wurden

dabei immer Einweg-Handschuhe getragen.

2.4.1 Isolierung von RNA aus Gewebe

Das Gewebe wurde in einem 1,5ml Reaktionsgefall (Safe lock tubes, Eppendorf) in 1ml
Trizol-Reagenz (Gibco BRL, Eggstein) aufgenommen und mit einem speziellen
Polypropylen-StoR3el (Scienceware®, Bel-Art-Products, Pequamok, USA) homogenisiert.
Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden 200ul Chloroform

zugegeben und die Proben ca. 15 Sekunden vorsichtig geschiittelt.
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Nach 2-3 Minuten Inkubation bei RT wurden die Proben fur 15 Minuten bei 4°C und 12000
rpm zentrifugiert (Hettich Zetrifuge, Mikro 22R). Die obere, wassrige RNA-haltige Phase
wurde in ein neues 1,5ml Reaktionsgefald tberflhrt, mit 500ul Isopropanol versetzt und
gemischt. Nach 10minutiger Inkubation bei RT wurde die prazipitiete RNA durch
Zentrifugation (10 Minuten bei 4°C und 12000 rpm) pelletiert, mit 1ml 75% (v/v) Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (5 Minuten bei 4°C und 9500 rpm). Nach vollstandiger
Entfernung des Ethanols wurde das RNA Pellet fur 10 bis 15 Minuten bei RT getrocknet
und in 20ul DEPC/H,0 resuspendiert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte
photometrisch (Bio Photometer, Eppendorf), wie unter 2.7.7 beschrieben. Die RNA-
Lésung wurde bei —20°C gelagert.

2.4.2 RNA Isolierung aus Zellkulturen

Bei Erreichen der Konfluenz wurde das Medium der Zellen abgesaugt und 500 ul (bei
Mehrwell-Zellkulturplatten) bzw. 1ml (bei 3,5cm bis 10cm Zellkulturplatten) Trizol auf die
Zellen gegeben. Durch mehrmaliges auf und ab Pipettieren des Trizols wurden die Zellen
von der Platte gelost und homogenisiert. Die RNA Isolierung erfolgte wie unter 2.4.1

beschrieben.

25 Reverse Transkription
2.5.1 Reverse Transkription von extrahierter RNA

Bei der cDNA Synthese aus RNA wurden mit Hilfe der Reversen Transkriptase unter
Einsatz von Oligo-dT+s jeweils 1 ug Gesamt-RNA in cDNA transkribiert. Die RNA wurde
mit DEPC/H,O auf ein Volumen von 10ul gebracht und zu weiteren 10upl
Reaktionsgemisch, das aus MgCl,, PCR-Puffer, Oligo-dT+, dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
RNAse Inhibitor und MuLV Reverse Transkriptase (GeneAmp RNA PCR Core Kit, Perkin -
Elmer, Foster City, California) bestand, gegeben. Die Mengen und die endgultigen

Konzentrationen der Reagenzien sind in Tabelle 3 wiedergegeben.

Der Reaktionsansatz wurde zunachst 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit
das Oligo- dT4s sich an das ponA+-Ende der RNA anlagert. Dann wurde 1 Stunde bei
42°C inkubiert (Thermocycler T-Gradient, Biometra GmbH, Géttingen) und anschliel3end
durch 5 Minuten bei 99°C die Reverse Transkriptase inaktiviert. Die cDNA Proben wurden
mit 80ul DEPC/H,0 verdinnt und bei —20°C gelagert.
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Volumen Konzentration

RNA in DEPC/H,O 10 pl 1ug
25 mM MgCl; Lésung 4 ul 5 mM
10x PCR-Puffer 2 ul 1x
Oligo-dTs 1l 2,5uM
dNTP (je 20mM) 1ul 1 mM (je)
RNase Inhibitor 1l 11U/l
MuLV Reverse Transkriptase 1l 2,5 1U/ul

Gesamtvolumen der RT- 20 pl
Reaktion

Tabelle 3: Zusammensetzung und Konzentrationen des RT -

Reaktionsgemisches.

2.5.2 Reverse Transkription embryonaler RNA

Bisherige Untersuchungen zur mRNA-Expression in Praimplantationsembryonen haben
sich aufgrund der geringen Menge, der im einzelnen Embryo enthaltenen mRNA (Tabelle
4), hauptsachlich auf Untersuchungen an mehreren, gepoolten Embryonen beschrankt
(Rothstein et al., 1992). Um die fur eine Northern Blot-Analyse bendtigte RNA-Menge von
ca. 5 ug, bzw. die fur eine RT/PCR bendtigte Menge von ca. 1 ug zu erhalten, mussten

500 — 1000 Praimplantationsembryonen gepoolt, lysiert und die RNA extrahiert werden.

Oozyte/ Zygote Gesamte RNA 0,40 ng
mRNA 0,35 ng
8-Zell Embryo Gesamte RNA 0,69 ng
Morula Gesamte RNA 1,47 ng
Blastozyste Gesamte RNA 2 ng

Tabelle 4: Eigenschaften von Mausoozyten und Praimplantations-

Embryonen (nach Hogan et al., 1994).

Diese Methode lasst naturgemal keine Rickschlisse auf die mRNA-Expression
einzelner Embryonen zu. Daher wurde bei dieser Arbeit eine Methode verwendet, bei der
direkt durch Reverse Transkription am einzelnen Embryo die RNA in cDNA
umgeschrieben wird (Kumazaki et al., 1994; Sharkey et al., 1995). Um eine hdéhere

Spezifitdt der reversen Transkription zu erhalten wurde dem Reaktionsansatz zusatzlich

35



Material und Methoden

zu den unspezifischen Oligonukleotiden (Oligo-dT4s) ein spezifischer Primer-Mix hinzu
gefugt. Dieser Primer-Mix bestand aus den auf3eren 3'-Primern, der nachzuweisenden

Gene (siehe * Tabelle 6), mit einer Konzentration von jeweils 5uM.

Fir jeden zu untersuchenden Embryo wurde zunachst ein 0,5ml Reaktionsgefald (PCR
Softtubes, Biozym) mit 17,5yl Reaktionsgemisch aus MgCl,, PCR-Puffer, Oligo-dT s,
dATP, dCTP, dGTP, dTTP (GeneAmp RNA PCR Core Kit vom Perkin-Elmer, Foster City,
California), DEPC/H,O und Primer-Mix vorbereitet. Die Mengen und die endgultigen
Konzentrationen der Reagenzien sind in Tabelle 5 wiedergegeben. Das

Reaktionsgemisch wurde bis zur Zugabe des Embryos bei -20°C gelagert.

Volumen Konzentration

25 mM MgCl; Lésung 4 ul 5 mM
10x PCR-Puffer 2 ul 1x
Oligo-dTs 1l 2,5uM
dNTP (je 20mM) 1 ul 1 mM (je)
Primer-Mix (je 5 uM Primer) 1,5 ul 0,375 uM (je)
DEPC/H,0 8 ul -
Embryo (plus Medium) 1ul -—-
RNase Inhibitor 1l 11U/l
MuLV Reverse Transkriptase 0,5 ul 1,25 U/l
Gesamtvolumen der RT- 20 pl

Reaktion

Tabelle 5: Zusammensetzung des RT-Reaktionsgemisches.

Die Praimplantationsembryonen wurden einzeln in ca. 1yl Medium in das RT-
Reaktionsgemisch Uberfuhrt. Als Negativkontrolle wurde statt eines Embryos dem
Reaktionsgemisch lediglich 1yl Medium zugefligt. Anschlielend wurde der
Reaktionsansatz in einem DNA-Thermocycler (T-Gradient, Biometra GmbH, Géttingen)
sofort fur 1min auf 99°C erhitzt, um die Zellen zu zerstoren, die Proteine zu denaturieren
und die RNA freizusetzen. Dann wurde das Reaktionsgemisch zligig auf 4°C abgekuihlt
und das thermolabile Enzym MuLV Reverse Transkriptase, sowie der RNase-Inhibitor
(beides Perkin-Elmer, Foster City, California) hinzu gegeben. Fir die cDNA Synthese
wurde der Reaktionsansatz 60 min bei 42°C in einem PCR-Gerat (T-Gradient, Biometra

GmbH, Géttingen) inkubiert. AnschlieRend wurde die Reverse Transkriptase durch 5 min
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bei 99°C inaktiviert und das Reaktionsgemisch auf 4°C abgekulhlt. Die cDNA Proben

wurden mit 30ul H,O verdlnnt und bis zur weiteren Verarbeitung bei —20°C gelagert.

Die reverse Transkription der RNA einzelner Zygoten war aufgrund der geringen Menge
an Ausgansgmaterial (Tabelle 4) nicht mdglich, daher wurden in diesem Fall jeweils zwei

Zygoten in einen RT-Reaktionsansatz gegeben.

2.6 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)
2.6.1 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

Die cDNA-Sequenzen fir die zu untersuchenden Gene wurden aus der GenBank
Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information) des NIH bezogen
(http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank). Es handelt sich dabei um die codierenden
Sequenzen des Maus Gens flir B-Actin (Acc.N°. M12481), VEGF (Acc.N°. M95200),
VEGFR-1 (Acc.N°. D88689), VEGFR-2 (Acc.N°. X70842), sFit (Acc.N°. D88690), NP-1
(Acc.N°. D50086), Ang-1 (Acc.N°. U83509), Ang-2 (Acc.N°. AF004326) und um die
Sequenzen der menschlichen Gene fir R-Actin (Acc.N°. M10277), VEGF (Acc.N°.
NM_003376), VEGFR-1 (Acc.N°. E13256), VEGFR-2 (Acc.N°. X61656), sFlt (Acc.N°.
U01134), NP-1 (Acc.N°. NM_003873), Ang-1 (Acc.N°. U83509), Ang-2 (Acc.N°.
AB009865) und Tie-2 (Acc.N°. L06139).

Mit Hilfe des Programms OLIGO 4.1 Primer Analysis Software (Molecular Biology
Insights, Inc., Cascade, Colorado) wurden die Oligonukleotide konstruiert und von der
Firma MWG Biotech synthetisiert. Um sicherzustellen, dass die PCR-Produkte tatsachlich
aus der Amplifikation von cDNA und nicht von genomischer DNA resultieren, wurden die
Primer so gewahlt, dass sie mehrere Intron/Exon-Grenzen Uberspannen (Abbildung 11).
Die Primer-Sequenzen und die erwartete Grolie der amplifizierten cDNA sind in den

Tabellen 6 (Maus Primer) und 7 (Human Primer) zusammengefasst.
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auleres

cDNA Nzrrinmn?;r /inPneres ngrgznt :én/g’é Oligonukleotidsequenz
aar

B-Actin #19 409 bp 5 5’ caa ggt gtg atg gtg gga atg g 3’
#20 3 5’ cag gat ggc gtg agg gag ca 3

VEGF #75 auleres 365 bp 5 5’ tgg acc ctg gct tta ctg 37
#40 3 5’ tgg tct gca ttc aca tct g 3'*
#41 inneres 188 bp 5 5’ att gag acc ctg gtg gac a 3’
#42 3 5’ tgt gct ggc ttt ggt gag 3’

279 bp
VEGFsoformen #120 411 bp 3 5’ tca ccg cct tgg ctt gtc ac 3'*
483 bp

VEGFR-1 #76 auleres 775 bp 5 5’ cac tgc cac tct cat tgt aa 37
#r7 3 5’ cac tga tgg aga cct cgt ag 3’'*
#78 inneres 713 bp 5 5’ cca agc cca cct ctc tat cc 37
#79 3 5’ cac tga tgg aga cct cgt ag 3’

VEGFR-2 #82 aulleres 672 bp 5 5’ gcc tct cat ggt gat tgt g 3’
#83 3 5’ tct ggg gta gtg tag tca gg 3'*
#84 inneres 398 bp 5 5’ gca tca cca gca gcc aga g 37
#85 3 5’ ttc cca gag caa cac acc g 3’

sFlt #76 auleres 783 bp 5 5’ cac tgc cac tct cat tgt aa 37
#80 3 5’ caa tca ttc ctc ctg ctt tta 3’'*
#78 inneres 669 bp 5 5’ cca agc cca cct ctc tat cc 37
#81 3 5’ tgc cgc agt gct cac ctc 3/

NP-1 #73 auleres 850 bp 5 5’ gga atgttg ggc atg gtg tct gg 3’
#74 3 5’ ggg aat aga cca cag ggc tca cc 3'*
#134 inneres 465 bp 5 5’ tgg acc tgg gag atg aga ag 3’
#135 3 5’ ctg att gga tgg tgc tgt ct 37

Ang-1 #125 aulleres 793 bp 5 5’ gaa cca ctc tct tat ctc ag 37
#126 3 5’ cta tgt gga atc tgt cgt ac 3'*
#127 inneres 414 bp 5 5’ aac atc ccg act tga aat ac 37
#128 3 5’ cag ctt gat ata cat ctg ca 3/

Ang-2 #121 auleres 809 bp 5 5’ taa acc aga cga caa gac tc 3/
#122 3 5’ ggt tgg ctg atg cta ctt at 3’'*
#123 inneres 510 bp 5 5’ gaa agt tct gga cat gga gg 3’
#124 3 5’ gct ggg aga caa act cat tg 37

Tabelle 6: Primer zur Amplifikation von 3-Actin, Komponenten des VEGF-Systems, NP-1,

Ang-1 und Ang-2 in Zygoten und Praimplantationsembryonen der Maus. Die mit *

markierten Primer wurden zusatzlich bei der Reversen Transkription eingesetzt.
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Primer  Fragment  3-/5- . .
RNA Nummer Lange Ende Oligonukleotidsequenz
3-Actin #1 798 bp 5 5’ atc tgg cac cac acc ttc tac aat gag ctg cg 3’
#2 3 5’ cgt cat act cct gct tgc tga tcc aca tct gc 3
VEGF #39 297 bp 5 5’ ggg cag aat cat cac ga 3’
#40 3 5’ tgg tct gca ttc aca ttt g 3’
207 b 3’ 5’ tgg tct gca ttc aca ttt gtg tgc tgg cct tgg
P floating tga gtc gtc att gca gca gc 37
VEGFR-1 #47 655 bp 5 5’ gca cct tgg ttg tgg ctg act 3’
#51 3 5’ ccc ttc tgg ttg gtg gct ttg 37
485 bp 3 5’7 ccc ttc tgg ttg gtg gct ttg gag gtt tcg cag
floating 929 gta tgg 3’
VEGFR-2 ##43 751 bp 5 5’ aac aaa gtc ggg aga gga 3’
#44 3 5’ tga caa gaa gta gcc aga aga 3’
412 bp 3 5’ tga caa gaa gta gcc aga aga cct gac cac gca
floating atg tc 3’
sFIt #47 643 bp 5 5’ gca cct tgg ttg tgg ctg act 37
#48 3 5’ gag ccc ggg ggt ctc att att 3’/
475 bp 3 5’ gag ccc ggg ggt ctc att att gcc ttt ttg ttg
floating cag tgc tca 37
NP-1 #118 386 bp 5 5’ ccc gca cct cat tcc tac atc 37
#119 3 5’ cat tca tcc acc aag ttc ccg 3’
#136 267 bp 5’ 5’ ccc gca cct cat tcc tac atc gct cgg act gga
floating ag9a tga tc 3’
Ang-1 #97 444 bp 5 5’ tcg tga aga tgg aag tct ag 37
#198 3 5’ tgc cac ttt atc cca ttc ag 3’
#116 240 bp 5 5’ tcg tga aga tgg aag tct aga cag cag gaa aac
floating ag9a gca g 3’
Ang-2 #93 754 bp 5 5’ aat agt gac tgc cac ggt g 3/
#94 3 5’ gag cga ata gcc tga gcc t 37
#117 364 bp 5’ 5’ aat agt gac tgc cac ggt gag act ggg aag gga
floating atg ag 3’
Tie-2 #103 395 bp 5 5’ tgg aat gac ctg cct gac tg 3’
#104 3’ 5’ gat gat gtt tgg atg gtg tcc 3’
#129 320 bp 5’ 5’ tgg aat gac ctg cct gac tga acg tga ggg aag
floating aac cag c 37

Tabelle 7: Primer zur Amplifikation von 3- Actin, VEGF, NP-1 und der Komponenten der

Angiopoietin-Familie in humanem Endometrium und Primarzellkulturen.
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2.6.2 Kontrolle der reversen Transkription durch 3-Actin PCR

Durch Amplifikation des housekeeping-Gens [-Actin wurde der Erfolg der reversen

Transkription der embryonalen, endometrialen und zellularen RNA kontrolliert.

Die PCR Reaktionen wurden in 50upl Ansatzen in 0,5ml Reaktionsgefalten (PCR
Softtubes, Biozym) pipettiert. Sie enthielten jeweils 5yl cDNA-LOsung, PCR-
Reaktionspuffer, dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 100mM dNTP-Set von
Eppendorf), 5 und 3’ Primer, sowie Taq-Polymerase (Amersham Pharmacia Biotech). Die
genauen Mengen und Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien sind Tabelle 8 zu

entnehmen. Die Primer fur die R-Actin PCR sind den Tabellen 6 und 7 zu enthehmen.

Reagenzien Volumen Konzentration
cDNA 5ul -

10x PCR-Puffer inkl. 1,5 mM MgCl, 5ul 1x
dNTP’s (je 5SmM) 2yl 1mM (je)
5’ Primer (5 pM) 2yl 0,2uM

3’ Primer (5 pM) 2yl 0,2uM
Taqg DNA Polymerase 0,2 ul 11U
steriles H,O 33,8l

Gesamtvolumen der PCR 50 ul

Tabelle 8: Zusammensetzung der [3-Actin PCR.

Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel (T-Gradient,
Biometra GmbH, Géttingen). Es wurden folgende Reaktionsbedingungen flir die
Amplifikation der cDNA-Fragmente gewahlt: 5 min bei 94°C zur vollstandigen
Denaturierung der DNA, in jedem Zyklus 45 sec bei 94°C, 45 sec bei 54°C und 45 sec bei
72°C, abschlieRend weitere 5 min bei 72°C, um den Abschluss aller Reaktionen zu
ermdglichen. Fur die Amplifikation der -Actin cDNA aus Mausembryonen erfolgten 40
Zyklen, fur die R-Actin-Amplifikation in menschlichem Endometrium bzw. Zellkulturen
erfolgten lediglich 30 Zyklen. Nach der PCR-Reaktion wurden die Proben bis zur

gelelektrophoretischen Auftrennung bei 4°C gelagert.
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2.6.3 Kompetitive PCR

Durch kompetitive PCR kann der cDNA-Gehalt und damit im Rickschluss auch der
MRNA-Gehalt einer unbekannten Probe quantitativ ermittelt werden (Tsai et al., 1996). In
einer modifizierten Anwendung der kompetitiven PCR (Krussel et al. 1998) wird der cDNA
Gehalt lediglich semiquantitativ erfasst, jedoch ist auch hier ein Vergleich der mRNA-
Expression mehrerer Proben, wie z.B. der Expression eines Gens im Endometrium

verschiedener Zyklustage, moglich.

Bei der modifizierten Methode wird zunachst ein kompetitives cDNA-Fragment
(Kompetitor) hergestellt. Dieses entspricht in seiner Sequenz zum Grol3teil der nativen
cDNA (Target) und enthalt die gleichen Primer-Bindungsstellen. Allerdings enthalt es
innerhalb des zu amplifizierenden Fragments eine Deletion (Abb. 9), so dass es nach
Amplifikation aufgrund der GréRRe von dem target Fragment unterschieden werden kann.
Nach einer PCR mit der nativen cDNA unbekannten Gehaltes und einer definierten
Menge an kompetitiver cDNA kann die Menge an target cDNA Uber das Verhaltnis von

Kompetitor zu Target semiquantitativ bestimmt werden.

2.6.3.1 Synthese des Kompetitors

Fur die Herstellung des Kompetitors wurde zunachst fir jedes zu untersuchende Gen ein
sogenannter floating-Primer konstruiert. Bei diesem Primer wird der eigentliche 5" oder 3’
Primer mit einer kurzen Sequenz (ca. 20 bp), die innerhalb des zu amplifizierenden

Fragmentes lieg, kombiniert (Abb. 9).

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

Bindungsstellen der Primer besitzt.

Die PCR zur Konstruktion des Kompetitors wurde als 50ul Ansatz in einem 0,5ml
Reaktionsgefall (PCR Softtubes, Biozym) angesetzt. Die Zusammensetzung des
Ansatzes entsprach dem Reaktionsansatz der R-Actin PCR (Tabelle 8). Die Anzahl der
Zyklen und die Annealing-Temperaturen der verwendeten Primer sind Tabelle 10 zu

entnehmen.
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a:
| 444 bp | PCR-Produkt der target cDNA
5 — . . — 3 native (target) cDNA
=) <4—=
5 Primer 3* Primer
b:
5 Deletion 3¢
. Konstruktion der kompetitiven cDNA
) <4—m=
floating Primer
C:

: 240 bp i PCR-Produkt der kompetitiven cDNA

3¢

- . kompetitive cDNA

5

Abbildung 10: Konstruktion der kompetitiven cDNA am Beispiel von Ang-1. a: GroRe des nativen
cDNA-Fragments und Lokalisation der Primer-Bindungsstellen fir den 5°- und 3'-Primer (schwarz).
b: Lokalisation des floating-Primers (schwarz-grau) und Konstruktion der kompetitiven cDNA. Eine
Deletion wird eingefuhrt, um ein verkurztes cDNA-Fragment mit denselben Primer-Bindungsstellen,
wie bei der nativen cDNA, zu erzeugen. c: GroRe des kompetitiven cDNA-Fragmentes und

Lokalisation der Primer-Bindungsstellen fir den 5'- und 3‘-Primer (schwarz).

Das kompetitive Fragment wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des
“QIAEX II-Gel Extraction Kit“ (Qiagen, Hilden) aus dem Gel extrahiert und gereinigt (siehe
2.7.5). Die extrahierte cDNA wurde in 20ul H,O aufgenommen und durch
Spektrophotometrie (Bio Photometer, Eppendorf) quantifiziert (siehe 2.7.7).

2.6.3.2 Ansatz der kompetitiven PCR

Durch kompetitive PCR wurde die Expression der cDNA bzw. mRNA der Komponenten
der Angiopoietin-Familie und von Neuropilin-1 im Endometrium unterschiedlicher
Zyklusphasen untersucht. Ebenso wurden die Zellkulturexperimente mittels kompetitiver

PCR ausgewertet.

Fir die kompetitve PCR wurde in einem 0,5ml Reaktionsgefal® ein 50pl
Reaktionsgemisch mit 5ul target cDNA, einer definierten Menge an kompetitiver cDNA,
PCR-Puffer, dNTP’s (100mM dNTP Set, Eppendorf) und Taq-Polymerase (inklusive PCR-
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Puffer von Amersham Pharmacia Biotech) angesetzt. Die genauen Mengen der

Reagenzien sind Tabelle 9 zu entnehmen, die Mengen an Kompetitor Tabelle 10.

Reagenzien Volumen Konzentration
target cDNA 5 ul —
kompetitive cDNA X Ml x amol/ul
10x PCR-Puffer inkl. 1,5 mM MgCl, 5l 1x
dNTP’s (je 5SmM) 2yl 1mM (je)
5 Primer (5 uM) 2 ul 0,2uM

3’ Primer (5uM) 2 ul 0,2uM
Taqg DNA Polymerase 0,2 ul 11U
steriles H,O 33,8-xpl

Gesamtvolumen der PCR 50 ul

Tabelle 9: Zusammensetzung der kompetitiven PCR.

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel (T-Gradient, Biometra
GmbH, Goéttingen) mit den folgenden Parametern: 5 min bei 94°C zur vollstandigen
Denaturierung der DNA, 45 sec bei 94°C, 45 sec bei 53-58°C und 45 sec bei 72°C in
jedem Zyklus, abschlieltend weitere 5 min bei 72°C, um den Abschluss aller Reaktionen
zu ermoglichen. Die Annealing-Temperaturen der jeweiligen Primer und die Anzahl der

Zyklen fir die kompetitiven PCR’s sind Tabelle 10 zu entnehmen.

MRNA Menge an kompetitiver Anzahl der Annealing-Temperatur
cDNA /PCR PCR-Zyklen der Primer [°C]

Ang-1 0,02 amol/pl 35 53

Ang-2 0,02 amol/pl 32 57

Tie-2 0,04 amol/pl 35 53

NP-1 0,1 amol/ul 30 58

VEGF 0,2amol/ul 30 54

Tabelle 10: Menge an kompetitiver cDNA und Anzahl der Zyklen der kompetitiven

PCR. Annealing-Temperatur der jeweiligen Primer.
Nach der Reaktion wurden die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des

GelDoc 1000-Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) analysiert. Es wurde

eine Fotodokumentation angefertigt und densitometrische Analysen der cDNA-
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Bandenintensitaten mit Hilfe der Molecular Analyst Software (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California) durchgefihrt. Anhand des Quotienten der Bandenintensitaten der
target cDNA-Bande und der kompetitiven cDNA-Bande konnte die Menge an target cDNA

semiquantitativ ausgewertet werden.

2.6.4 Nested PCR

Die Menge, der aus einzelnen Praimplantationsembryonen gewonnenen cDNA, ist
aufgrund der geringen Menge an mRNA im Embryo (Tabelle 4) sehr gering. Der
Nachweis bestimmter Gene muss daher in vielen Fallen mittels einer nested PCR

erfolgen.

Dabei wird die zu untersuchende cDNA zunachst mittels eines auf’eren Primerpaares
amplifiziert. Im Anschluss daran erfolgt eine zweite PCR mit dem Produkt der 1. PCR als
Template und einem inneren Primerpaar. Die inneren Primer liegen jeweils etwa 100bp
von den &duleren Primern entfernt. Das Prinzip der nested PCR ist in Abbildung 11

dargestellt.

cDNA Sequenz nach der 1.PCR

| E1 ] E2] E3 | E4 |ES]
| |

365 bp

5" dulRerer Primer 3" auBerer Primer

[ [es—ed— s

s —E1T] [E2] | E3 T [ Es

5 innerer Primer 3‘ innerer Primer

188 bp

[ |
| E3 | E4 |

cDNA Sequenz nach der 2.PCR

Abbildung 11: Prinzip der nested PCR.
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Die Reaktionen der nested PCR wurden als 50ul Ansatze in dinnwandigen 0,5ml
ReaktionsgefalRen (PCR Softtubes, Biozym) angesetzt. Fur den ersten PCR-Ansatz mit
dem auReren Primer-Paar wurden jeweils 5yl der cDNA-L6sung zu 45ul PCR-1-Mix,
bestehend aus MgCl,, PCR-Puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP (alle Reagenzien vom
Perkin-Elmer, Foster City, California), aul’ere 5’ und 3’ Primern, sowie AmpliTagGold
Polymerase (Perkin Elmer) pipettiert. Die Primer fir die nested PCR’s sind Tabelle 6 zu
entnehmen. Die Mengen und die endgultigen Konzentrationen der Reagenzien sind in

Tabelle 11 wiedergegeben.

Volumen Konzentration
(incl. der Reagenzien
aus der RT)

25 mM MgCl, Ldsung 3,4 ul 1,9 mM
10x PCR-Puffer 4,7 ul 1X
dNTP (je 20mM) 1 ul 1mM (je)
aulerer 5 Primer (5 uM) 2 ul 0,2uM
aulerer 3’ Primer (5uM) 2 ul 0,2uM
H,O 28,7 ul —
cDNA 5 ul —
AmpliTaqGold® DNA Polymerase 0,2 ul 11U/ 50 pl
Gesamtvolumen der PCR 50 ul

Tabelle 11: Zusammensetzung des 1. (dueren) PCR-Ansatzes.

Die erste PCR-Reaktion wurde in einen PCR-Thermocycler mit beheizbarem Deckel
(T-Gradient, Biometra GmbH, Goéttingen) gegeben. Die verwendete AmpliTaqGold ®-
Polymerase ist eine spezielle DNA-Polymerase, die zunachst 15 min bei 95°C aktiviert
werden muss. Die nachfolgenden Schritte der PCR waren: 45 sec bei 94°C, 45 sec bei
52°-58°C und 45 sec bei 72°C. Nach 40 Zyklen mit diesen Parametern wurde die
Reaktion durch 5 min bei 72°C komplettiert und durch Abklihlung auf 4°C beendet. Nach
Abschluss der 1. PCR-Reaktion wurden die Produkte bei —20°C bis zur weiteren

Verarbeitung gelagert.

Fur die 2. PCR mit den inneren Primerpaaren wurden 5ul des Produktes der 1. PCR zu
45ul PCR-2-Mix, bestehend aus MgCl,, PCR-Puffer, dATP, dCTP, dGTP, dTTP (alle
Reagenzien vom Perkin-Elmer, Foster City, California), inneren 5 und 3’ Primern und
AmpliTagGold®- Polymerase gegeben. Die Mengen und die endgultigen Konzentrationen

der Reagenzien der 2. PCR sind in Tabelle 12 wiedergegeben.
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Volumen Konzentration
(incl. der Reagenzien
aus der 1. PCR)

25 mM MgCl, Lésung 3,6 pl 2mM
10x PCR-Puffer 4,8 ul 1x
dNTP (je 20mM) 1 ul 1mM (je)
innerer 5’ Primer (5 pM) 2 ul 0,2 uM
innerer 3’ Primer (5 uM) 2 ul 0,2 uM
H,O 28,4l —
PCR-1-Produkt 5l ---
AmpliTaqGold® DNA Polymerase 0,2 ul 11U
Gesamtvolumen der 2. PCR 50 pl

Tabelle 12:  Zusammensetzung des 2. (inneren) PCR-Ansatzes.

Die 2. PCR erfolgte in einem Thermocycler (T-Gradient, Biometra) mit beheizbarem
Deckel und den gleichen Parametern wie bei der 1.PCR. Die Annealing-Temperaturen der
verwendeten Primer waren: 54°C bei VEGF, 52°C bei VEGFR-1, VEGFR-2 und sFlt, 53°C
bei Ang-1 und 57°C bei Ang-2.

Die Produkte der nested PCR wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des
GelDoc 1000-Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) analysiert und eine

Fotodokumentation angefertigt.

2.6.5 Multiplex PCR

Die mRNA Expression der Angiopoietine im Verlauf des Menstruationszyklus wurde
zusatzlich zu der kompetitiven PCR auch mittels einer Multiplex PCR untersucht. Dabei
wurden Sul cDNA der Endometriumsbiopsien in einem PCR-Ansatz mit den gleichen
Mengen an Primern fur Ang-1 und Ang-2 (je 2ul der 5 und 3’ Primer) amplifiziert. Die
Zusammensetzung des Reaktionsgemisches entsprach dem Ansatz der [3-Actin PCR
(Tabelle 8).

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler (T-Gradient, Biometra) mit folgenden
Parametern: 5 Minuten Denaturierung der DNA bei 94°C gefolgt von 35 Zyklen mit jeweils
45 Sekunden bei 94°C, 45 Sekunden bei 53°C und 45 Sekunden bei 72°C und zum

Abschluss der Reaktion weitere 5 Minuten bei 72°C.
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Die Proben wurden anschlieBend gelelektrophotetisch aufgetrennt und mit Hilfe des

GelDoc 1000-Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) analysiert.

2.7 Agarosegel-Elektrophorese

Die Produkte der kompetitiven und der nested Polymerasekettenreaktionen wurden
mittels horizontaler Gel-Elektrophorese untersucht. Diese wurde mit 2%igen
Agarosegelen in einer H5-Elektrophoresekammer (Gibco BRL) durchgeflhrt. Hierzu
wurde zunachst eine Pufferldsung aus 89mM Tris, 2mM EDTA und 89mM Borséaure (1x
TBE-Puffer) in H,O angefertigt. Zur Herstellung des Gels wurden 1,8g Agarose (Sigma) in
90ml dieses Puffers in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkuhlung der Agaroselésung
auf ca. 70°C wurden 3ul 1%ige Ethidiumbromid-Lésung hinzu gegeben und die Lésung in
die Gelkammer gegossen. Die Elektrophorese erfolgte je nach der aufzutrennenden
Fragmentlange bei einer Spannung von 90 bis 110 Volt fir 40 bis 60 Minuten. Um die
Lange der aufgetragenen cDNA-Fragmente ermitteln zu kdnnen, wurde zusatzlich zu den
Proben ein 100bp DNA-Standard (Gibco BRL) aufgetragen.

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

Hercules, California) durchgefihrt.

2.8 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die DNA Extraktion erfolgte mittels QIAEX Il Gelextraktionskit (Qiagen, Hilden). Daflr
wurde die cDNA in einem 1-1,5%igen Agarosegel aufgetrennt, das Gelstick mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5ml Reaktionsgefald (Safe lock tube, Eppendorf)
uberfihrt. Die DNA Extraktion erfolgte laut Vorschrift. Die extrahierte DNA wurde in 20 pl

Wasser aufgenommen und photometrisch (Bio Photometer, Eppendorf) quantifiziert.

47



Material und Methoden

29 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

RNA und DNA wurden im Spektralphotometer (Bio Photometer, Eppendorf) durch
Messung der optischen Dichte (OD) bei Wellenlangen von 260 nm und 280 nm bestimmt.

Die Nukleinsdurekonzentrationen wurden nach folgenden Grundlagen berechnet:
ds RNA: OD250=1=40ug/ml
ds DNA: OD=1=50ug/ml

Hinweise zur Reinheit einer Nukleinsdurepraparation wurden aus dem Quotienten der
gemessenen optischen Dichten erhalten. Eine reine Nukleinsaure zeichnet sich durch ein
OD 260/280- Verhaltnis von 1.8 bis 2.0 aus.DNA-Sequenzierung.

2.10 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von amplifizierten cDNA-Fragmenten erfolgte als
Auftragssequenzierung. Diese wurden mit spezifischen Oligonukleotiden im
Molekularbiologischen Zentrallabor des Biologisch-Medizinischen-Forschungszentrums
(BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitat mittels ,ABI Prism“-Sequenzierautomat

durchgefuhrt. Die zu sequenzierende cDNA wurde durch Gelextraktion (7.2.6) gewonnen.

2.11 Histologische Techniken
2.11.1 Paraffinschnitte

Es wurden Schnitte von menschlichem Endometrium und von Maus Uteri hergestellt.
Hierzu wurden die Gewebe zunachst durch Inkubation in 4% Paraformaldehyd in PBS
Uber Nacht bei 4°C fixiert. Dann wurden die Praparate im Autotechnikon (Citadel 2000,
Shandon, Frankfurt) Uber Nacht zunachst in einer aufsteigenden Reihe von Ethanol (2x
80%, 2x 96% und 2x 99%) und anschlieBend in Ethanol/Aceton-Gemischen (2x EtOH
abs./ Aceton 1:1, 2x Aceton) dehydratisiert.

Anschlielfend wurden sie im Histocentre 2 (Shandon, Frankfurt) in flissigen Paraplast
(Merck, Darmstadt) eingebettet. Nach Aushartung der Praparate Uber Nacht wurden 3 um
dinne Paraffinschnitte an einem Mikrotom (Jung RM 2045, Leica) hergestellt. Die
Schnitte wurden in einem ca. 45°C warmen Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager

gezogen und fur einige Zeit bei ca. 45°C auf einer Streckbank inkubiert.
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Zur Vollstandigen Trocknung der Paraffinschnitte wurden die Objekttrager Gber Nacht bei
37°C inkubiert und anschlielend bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur

gelagert.

2.11.2 Immunhistochemische Farbung von Paraffinschnitten

Die Immunhistochemische Farbung erfolgte mittels Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode und
dem Farbstoff Diaminobenzidin (DAB). Dabei wird an den spezifischen Primarantikdrper
zunachst ein biotinylierter Zweitantikérper gebunden. Die Bindung erfolgt Uber die
tierspezifische lg-Kette des Primarantikdrpers. Uber den Zweitantikdrper findet dann die
Nachweisreaktion mit einem Komplex aus Avidin und biotinylierter Meerrettich-Peroxidase
(ABC-Peroxidase-Komplex) statt. Als Farbstoff und Peroxidase-Substrat wurde

Diaminobenzidin (DAB) eingesetzt.

Die verwendeten Primarantikorper wurden, soweit nicht anders erwahnt, von der Firma
Santa Cruz bezogen. Alle anderen Nachweisreagenzien stammten von der Firma Vector
und wurden laut Vorschrift angesetzt. Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden die
Objekttrager, zur vollstandigen Entfernung der zuvor verwendeten Reagenzien, dreimal
jeweils 5 Minuten in PBS (10mM Phosphat; 0,15mM NaCl; pH 7.2) gewaschen. Fur diese
Waschschritte, ebenso wie fur die Xylol-Behandlung und die Behandlung mit Ethanol
wurden die Objekttrager in Glasgondeln gestellt und in dem jeweiligen Losungsmittel bei

Raumtemperatur (RT) unter standigem, leichten Schutteln inkubiert.

Die Gewebeschnitte wurden zuerst durch zweimal 15 Minuten Inkubation in Xylol
entparaffiniert. Dann wurde das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe (96%, 90%,
80% und 70% EtOH) hydratisiert. Dazu wurden die Objektrager jeweils 2-3 Minuten in der
jeweiligen Ethanol-Verdiinnung inkubiert. Anschlie®end wurden durch 10minUtige
Behandlung mit 3% H,O, (Sigma) in PBS bei RT die endogenen Peroxidasen der Zellen
blockiert, um eine unspezifische Farbung durch diese Enzyme zu vermeiden. Im
Anschluss daran erfolgte bei RT eine 20minltige Inkubation mit Normalserum, welches
1:20 in 1,5% BSA/PBS verdinnt wurde. Dabei muss beachtet werden, dass das
verwendete Serum dem gleichen Tier entstammt, wie der biotinylierte
Sekundarantikdrper. Danach wurden die Schnitte Uber Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen
Primarantikérper inkubiert. Folgende Primarantikdrper wurden verwendet: Monoclonal
mouse Anti-Human Cytokeratin (M0821, Dako), rabbit Anti-Human Von Willebrandt Factor
(A0082, Dako), Polyclonal rabbit Anti-Mouse, Rat and Human VEGF (sc-507), Polyclonal
rabbit Anti- Mouse, Rat and Human VEGFR-1 (sc-316), Polyclonal rabbit Anti-Mouse,
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Rat and Human VEGFR-2 (sc-504), Polyclonal goat Anti- Mouse, Rat and Human Ang-1
(sc-9360), Polyclonal goat Anti-Mouse, Rat and Human Ang-2 (sc-7015) und Polyclonal

rabbit Anti-Mouse, rat and Human Tie-2 (sc-324) (alle Santa Cruz Biotechnology Inc.).

Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte die Behandlung mit dem
biotinylierten Sekundarantikérper. Dieser wurde in einer Verdinnung von 1:100 in 1,5%
BSA/PBS flr 20 Minuten bei Raumtemperatur auf die Objekttrager gegeben. Als nachstes
wurden die Schnitte 30 Minuten bei RT mit dem ABC-Peroxidase-Komplex inkubiert.
Darauf folgten 5 Minuten Farbung mit dem DAB-Farbstoff bei Raumtemperatur.
Anschliefend wurden die Zellkerne durch kurzes Eintauchen der Objekttrager in Meyers
Hamalaun-Lésung gegengefarbt. Die Gewebeschnitte wurden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (je 3 Minuten in 70%, 80%, 90% und absolutem Ethanol) dehydratisiert und
fur jeweils 15 Minuten in Xylol inkubiert. Zum Schluss wurden die einzelnen Objekttrager

mit Eukitt-Eindeckmedium versehen und mit einem Deckglaschen bedeckt.

2.11.3 Immunhistochemie an Zell-Monolayern

Zur Kontrolle der Reinheit der aus Endometrium extrahierten Stroma- und Epithelzellen,
wurde eine immunhistochemische Farbung der Zellen mit dem Epithelzell-spezifischen

Strukturprotein Zytokeratin durchgefihrt.

Die Stroma- und die Epithelzellen wurden hierfir bis zur Konfluenz auf
Zellkulturobjektragern (LabTek chamber slides, Nunc) kultiviert. Bei Erreichen der
Konfluenz wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen auf dem Objekttrager fixiert.
Die Fixierung erfolgte je nach Vorschrift des Primarantikbrpers mit eiskaltem Aceton,
Methanol bzw. mit 4% Paraformaldehyd Die Objekttrager wurden bei der Fixierung 10
Minuten in dem jeweiligen Reagenz inkubiert. Im Anschluss an die Fixierung erfolgte die
Blockierung der endogenen Peroxidasen mit 3prozentiger Wasserstoffperoxid-Lésung und

die immunhistochemische Farbung wie unter 2.8.2 beschrieben.

212 Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay (ELISA)

Das G1.2™ und das G2.2™ Medium (Vitrolife, Goteborg, Schweden), in welchem die
Embryonen vom Stadium der Zygote bis zum Stadium der spaten Blastozyste kultiviert
wurden (siehe 2.1.2), wurde mittels eines Quantikine® M mouse VEGF Immunoassay
(R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt) auf den Gehalt an VEGF-Protein untersucht.
Dieser ELISA detektiert spezifisch die VEGF-Isoformen VEGF 150 und VEGF 44.
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Material und Methoden

Das Detektionslimit ist 3pg/ml. Jeweils zwei Tropfen Kulturmedium (je 30ul) von 10
Zygoten wurden kombiniert, um das flir den Assay bendétigte Mindestvolumen von 50ul zu
erreichen. Als Negativkontrolle wurde G1.2™ und G2.2™ Medium, in dem keine

Embryonen kultiviert wurden, eingesetzt. Der Immunoassay erfolgte nach Vorschrift.
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3 ERGEBNISSE
31 R-Actin-Expression der Maus-Praimplantationsembryonen

Insgesamt wurden 476 einzelne Praimplantationsembryonen der Maus revers transkribiert
und auf die Expression des housekeeping-Gens [-Actin untersucht. Die untersuchten
embryonalen Entwicklungsstadien waren: 115 x 8-Zell-Embryonen, 124 x Morulae, 122 x
frlihe Blastozysten und 114 x hatching Blastozysten. Das Entwicklungsstadium der
Embryonen wurde unmittelbar vor Durchfiihrung der RT-Reaktion mittels eines inversen
Mikroskopes begutachtet (Abb. 8) und nur Embryonen mit normaler Morphologie wurden

flr die reverse Transkription verwendet.

Bei insgesamt 445 (93%) der 476 Embryonen, die in die RT-Reaktionen eingesetzt

wurden, konnte die mRNA von [3-Actin nachgewiesen werden (Abb. 12).
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Abbildung 12: Gesamtzahl (] ) und Anzahl der Embryonen mit nachweisbarer R-Actin-mRNA

Expression ([l ) pro untersuchtem Entwicklungsstadium.

Im Einzelnen waren 111 von 115 8-Zellern (97%), 113 von 124 Morulae (91%), 115 von
122 frihen Blastozysten (94%) und 108 von 114 hatching Blastozysten (95%) R-Actin

positiv.

Abbildung 13 illustriert reprasentativ an jeweils 8 einzelnen Praimplantationsembryonen

der verschiedenen Entwicklungsstadien die Bande der 3-Actin cDNA bei 409 bp.
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8-Zeller Morulae frihe Blastozysten hatching Blastozysten

Abbildung 13: B-Actin Kontrolle der reversen Transkription von Maus-Embryonen. 2% Agarosegel
gefarbt mit Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA-Standard.

Nur bei den Embryonen mit nachweisbarer 3-Actin mMRNA wurde die reverse Transkription

als erfolgreich betrachtet und die cDNA in die weiteren Untersuchungen einbezogen.

3.2 mRNA-Expression des VEGF-Systems in Praimplantationsembryonen der

Maus

Es wurden insgesamt 173 der 476 einzelnen Praimplantationsembryonen (39x 8-Zell-
Embryonen, 44x Morula, 38x frihe Blastozysten und 33x hatching Blastozysten) mittels
RT/nested PCR auf die mRNA-Expression von Komponenten der VEGF-Familie
untersucht. In allen untersuchten Entwicklungsstadien konnte die mRNA von VEGF,
VEGFR-1 und VEGFR-2 nachgewiesen werden (Abb. 14). Dagegen konnte in keinem der
untersuchten Praimplantationsembryonen die mRNA des Antagonisten sflt detektiert

werden.
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Abbildung 14: Prozentualer Anteil positiver mRNA-Expression von Komponenten der VEGF-
Familie in den verschiedenen embryonalen Entwicklungsstadien. Dargestellt sind: VEGF ( l);
VEGFR-1 ([ ) und VEGFR-2 ( []).
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Der Anteil der untersuchten Embryonen mit nachweisbarer VEGF mRNA -Expression stieg
mit fortschreitender Embryonalentwicklung statistisch signifikant an (frihe — hatching
Blastozysten: p < 0,01; 8-Zell — hatching Blastozysten, Morula - hatching Blastozysten:
p < 0,001 [x*Test]), wobei eine maximale Expressionsrate von 94% (31/33) bei den
hatching Blastozysten erreicht wurde. Auch der Anteil der Embryonen mit nachweisbarer
MRNA des VEGFR-1 stieg von 10% bei den 8-Zell-Embryonen (4/39) und Morulae (4/44)
auf durchschnittlich 50% bei den frihen und hatching Blastozysten (19/38 bzw. 15/33).
Der Anteil der Embryonen mit nachweisbarer Expression des VEGFR-2 folgte keinem
erkennbaren Muster. In 72% (24/39) der 8-Zell-Embryonen, in nur 14% (6/44) der
Morulae, in 66% (25/38) der frihen Blastozysten und in 18% (6/33) der hatching

Blastozysten konnte die mMRNA des Rezeptors nachgewiesen werden.

Abbildung 15 zeigt reprasentativ an 8 verschiedenen Embryonen jedes untersuchten
Entwicklungsstadiums die Banden der VEGF-cDNA bei 188 bp, die der VEGFR-1 cDNA
bei 713 bp und die der VEGFR-2 cDNA bei 398 bp.

S 8-Zeller Morulae frihe Blastozysten hatching Blastozysten

VEGF
188 bp

VEGFR-1
713 bp

VEGFR-2
398 bp

Abbildung 15: Nachweis der mRNA-Expression von Komponenten der VEGF-Familie in

Praimplantationsembryonen der Maus. 2% Agarosegel gefarbt mit Ethidiumbromid. S: 100 bp
DNA-Standard.

Es liel sich keine signifikante Korrelation der Expression der untersuchten mRNA'’s

untereinander abhangig vom Entwicklungsstadium der untersuchten Embryonen

aufzeigen. Somit konnte kein “typisches* mRNA-Expressionsmuster gefunden werden.
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3.3 Expressionsmuster der VEGF-Isoformen in Maus-Embryonen

Durch alternatives Spleissen des VEGF-Gens konnen verschiedene VEGF mRNA-
Isoformen generiert werden. Diese enthalten alle die Exons 1 bis 5 sowie das Exon 8. Sie
unterscheiden sich bei der Maus durch kein zusatzliches Exon (VEGF 15), durch ein
zusatzliches Exon 7 (VEGF 464) bzw. durch die zusatzlichen Exons 6 und 7 (VEGF 4gg).

Um die in den Praimplantationsembryonen exprimierten VEGF-Isoformen einzeln
nachweisen zu konnen, wurde eine nested PCR mit einem speziellen 3’ Primer
durchgefuhrt. Dieser ist auf dem Exon 8 lokalisiert, so dass bei der cDNA Amplifikation je
nach VEGF-Isoform Fragmente unterschiedlicher Lange entstehen. Die Lokalisation der
Primer fur die nested PCR ist in Abbildung 16 dargestellit.

—— P  5'outer/ 3*Exon 8 «
5‘inner/ 3'Exon 8

—®  5‘inner/ 3‘inner 4—|

VEGF Exon 1-5 8]

VEGF 4 Exon 1-5 %//////%%//////%B
VEGF g Exon 1-5 6 %////////%%////%H

411 bp 71 bp 132bp 20 bp

Abbildung 16: Lokalisation der Primer fur die nested PCR zur Amplifikation der einzelnen VEGF-

Isoformen in Praimplantationsembryonen der Maus.

Bei der ersten Runde der nested PCR wurden die cDNA’s der Mausembryonen zunachst
mit dem auleren 5 Primer und mit dem 3’ Exon 8 Primer amplifiziert. Anschliel3end
wurden die Produkte der 1. PCR in einem Ansatz mit den inneren, auf den gemeinsamen
Exons 1 bis 5 lokalisierten 5 und 3 Primern amplifiziert, um die VEGF-Isoformen
zunachst zusammen zu erfassen (VEGFgesamt). In einem zweiten Ansatz wurden die
Isoformen schliellich getrennt voneinander erfasst, indem die Produkte der 1. PCR mit

dem inneren 5’ Primer und mit dem auf Exon 8 lokalisierten 3’ Primer amplifiziert wurde.
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Diese PCR flhrt zu drei cDNA Fragmenten mit einer Grofle von 483 bp, 411 bp und
279 bp, welche den cDNA'’s der Isoformen VEGF 159, VEGF 164 und VEGF g entsprechen.

Abbildung 17 zeigt reprasentativ das Bandenmuster der VEGF-Isoformen.

S S

VEGEF g8 483 bp
VEGF 164 411 bp
VEGF5 279 bp

Abbildung 17: cDNA-Banden der VEGF-Isoformen der Maus. 2% Agarosegel gefarbt mit
Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA-Standard.

Es wurden insgesamt 169 Praimplantationsembryonen (40x 8-Zell-Embryonen, 45x
Morulae, 42x frihe Blastozysten und 42x spate Blastozysten) durch RT/nested PCR auf
die mRNA Expression der VEGF-Isoformen untersucht. Der Anteil der Embryonen mit
nachweisbarer VEGF gsam-mRNA stieg, wie bereits unter 3.2 aufgefihrt, von 45% im 8-
Zel-Embryo auf 94% im hatching Blastozysten an. Jedoch konnten nur bei
durchschnittlich 60% der Embryonen mit nachweisbarer VEGF gesam-mRNA (100%) die
Isoformen auch einzeln erfasst werden (Abb. 18).
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Blastozyst Blastozyst

Abbildung 18: Prozentualer Anteil der Embryonen mit nachweisbarer VEGF gesamt MRNA ( [ll) und
mit nachweisbarer mRNA der einzelnen VEGF-Isoformen ([]).
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In 69% der 8-Zell-Embryonen mit nachweisbarer VEGF gesam-mRNA konnte die mRNA von
VEGF 54 nachgewiesen werden, in 85% die mRNA von VEGF 15 und in 31% die mRNA
von VEGF,g. Bei den Morulae war das Verhaltnis der nachgewiesenen mRNA’s der
VEGF-Isoformen ahnlich. VEGF4 war mit 86% die am haufigsten nachgewiesene
Isoform, gefolgt von VEGF 15 und VEGF g3. Bei den friihen Blastozysten hingegen konnte
VEGF,,, am haufigsten nachgewiesen werden (79%), gefolgt von VEGF 64 (29%) und
VEGF g5 (14%). Bei den hatching Blastozysten war wiederum VEGF ¢, mit 75% die am
haufigsten nachgewiesene Isoform, gefolgt von VEGF 150 mit 29% VEGF g5 mit 25%.

Insgesamt war VEGF ¢, die am haufigsten nachgewiesene Isoform, gefolgt von VEGF 15
und zuletzt VEGFgs. Der prozentuale Anteil, der in den Praimplantationsembryonen
unterschiedlicher Entwicklungsstadien nachgewiesenen VEGF -Isoformen, ist in Abbildung

19 dargestellt.

% 100

8-Zeller Morulae frihe spate
Blastozysten  Blastozysten

Abbildung 19: Prozentualer Anteil der Embryonen mit nachweisbarer mRNA der einzelnen VEGF -
Isoformen in Abhangigkeit der nachgewiesenen VEGF gesamt MRNA (100%). Dargestellt sind:
VEGF 12 (), VEGF g4 () und VEGF g5 ([]).

In allen untersuchten embryonalen Entwicklungsstadien konnten Ko-Expressionen von
VEGF-Isoformen nachgewiesen werden (Abb. 20). Es wurden Ko-Expressionen der
beiden kirzeren VEGF-Isoformen VEGFi5 und VEGFs, oder der beiden langeren
Isoformen VEGFs und VEGFss beobachtet. In keinem der untersuchten
Praimplantationsembryonen jedoch konnte die cDNA aller drei VEGF-Isoformen
nachgewiesen werden. In vielen Fallen war VEGF 45, die am starksten exprimierte Isoform,
d.h. die cDNA-Bande des VEGF 54 war im Vergleich zu den cDNA-Banden der anderen

Isoformen oftmals intensiver.
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Abbildung 20: Prozentualer Anteil der Embryonen mit nachgewiesener Ko-Expression von
VEGF 50+ VEGF1s; (Jll ) und von VEGF e+ VEGF+gs (]) in Abhéngigkeit der nachgewiesenen
VEGF gesamt MRNA.

Das Expressionsmuster der VEGF-Isoformen ist in Abbildung 21 bei jeweils 9x 8-Zell-
Embryonen und friihen Blastozysten und bei jeweils 10x Morulae und spaten Blastozysten

reprasentativ dargestellt.

8-Zeller Morula
VEGFiss
VEGFie4
VEGF 2
friihe Blastozysten spate Blastozysten

VEGFigg
VEGFie4

VEGFi20

Abbildung 21: Nachweis der mRNA-Expression der VEGF-Isoformen in den untersuchten

embryonalen Entwicklungsstadien. 2% Agarosegel gefarbt mit Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA-
Standard.
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3.4 Expression des VEGF ¢, spezifischen Rezeptors Neuropilin-1 in Embryonen

der Maus

Nachdem in den Praimplantationsembryonen VEGF 45, die am haufigsten nachgewiesene
VEGF-Isoform war, wurde mittels RT/nested PCR die mRNA-Expression des VEGF g4
spezifischen Rezeptors Neuropilin-1  (NP-1) untersucht. Insgesamt wurden 109
Embryonen, davon 19x 8-Zeller, 18x Morulae, und jeweils 36x frUhe und hatching

Blastozysten, analysiert.

Lediglich in 7 der 36 frUhen Blastozysten (19%) konnte die NP-1 mRNA nachgewiesen
werden. Ein Nachweis von NP-1 in 8-Zell-Embryonen, Morulae oder hatching
Blastozysten gelang nicht. Abbildung 22 zeigt reprasentativ in 3 von 10 frihen
Blastozysten die NP-1 cDNA-Bande bei 465 bp.

465 bp

Abbildung 22: Nachweis der NP-1 mRNA in frihen Blastozysten. 2% Agarosegel gefarbt mit
Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA-Standard.

3.5 Ang-1 und Ang-2 Expression in Maus-Praimplantationsembryonen

Insgesamt wurden 122 [3-Actin positive Praimplantationsembryonen mittels RT/nested
PCR auf die mRNA Expression von Ang-1 und Ang-2 untersucht. Die eingesetzten
Entwicklungsstadien waren: 32x 8-Zell-Embryonen, 24x Morula, 35x frihe Blastozysten

und 31x hatching Blastozysten.

In keinem der untersuchten Embryonen konnte die Ang-2 mRNA nachgewiesen werden.
Im Unterschied dazu zeigten 75% der 8-Zell-Embryonen eine Expression der Ang-1
MRNA, ebenso wie 71% der Morulae, 30% der frihen Blastozysten und 48% der hatching
Blastozysten (Abb. 23).
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Abbildung 23: Prozentualer Anteil der Praimplantationsembryonen mit nachweisbarer Ang-1

mRNA-Expression.

Abbildung 24 zeigt reprasentativ fur jedes untersuchte Embryonalstadium an jeweils 8
Embryonen die cDNA-Bande von Ang-1 bei 414 bp.

S 8-Zeller S Morulae

414 bp

S frihe Blastozysten S spate Blastozysten

414 bp

Abbildung 24: Nachweis der Ang-1 mRNA in Praimplantationsembryonen der Maus. 2%
Agarosegel gefarbt mit Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA-Standard.
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3.6 Expression des VEGF-Systems und der Angiopoietine in Zygoten der Maus

Insgesamt 15 Ansatze mit jeweils 2 Zygoten pro Ansatz wurden mittels RT/nested PCR
auf die mRNA-Expression von Komponenten der VEGF-Familie, Neuropilin-1 und der

Angiopoietine untersucht.

Zunachst wurde durch Amplifikation des housekeeping-Gens R-Actin der Erfolg der
reversen Transkription kontrolliert. In 13 von 15 RT-Ansatzen konnte die cDNA von
R-Actin nachgewiesen werden (87%). Bei diesen Ansatzen wurde die reverse
Transkription als erfolgreich betrachtet und die cDNA fur weitere Untersuchungen

eingesetzt.

Durch RT/nested PCR konnte in Zygoten der Maus die mRNA von VEGF, VEGFR-2 und
Ang-1 nachgewiesen werden. Ein Nachweis der mRNA von VEGFR-1, dem Antagonisten

sFIt, NP-1 und Ang-2 gelang dagegen nicht (Tabelle 13).

mMmRNA Nachweis
[positiv (+); negativ (-)]

VEGF +
VEGFR-1 -
VEGFR-2 +
sFIt -
NP-1 -
Ang-1 +
Ang-2 -

Tabelle 13: In Zygoten der Maus nachgewiesene mRNA's.

Da bei der Maus die embryonale mRNA-Synthese erst mit der Aktivierung des
embryonalen Genoms im 2- bis 4-Zell-Stadium der Praimplantationsentwicklung einsetzt,

mussen die in den Zygoten nachgewiesene mRNA’s maternalen Ursprungs sein.

In Abbildung 25 sind die cDNA-Banden der 3-Actin-Kontrolle bei 409 bp und die Banden
von VEGF bei 188 bp, von VEGFR-2 bei 398 bp und von Ang-1 bei 414 bp reprasentativ
an 9 der 13 RT-Ansatzen dargestellt.
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S 3-Actin S

409 bp

VEGF

188 bp
VEGFR-2
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Abbildung 25: Nachweis von VEGF, VEGFR-2 und Ang-1 sowie die [3-Actin-Kontrolle in Zygoten
der Maus. 2% Agarosegel gefarbt mit Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA-Standard.

3.7 VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 Protein-Expression im System Embryo-

Endometrium der Maus

Blastozysten wurden gepoolt (je 30 Stlick) an Tag 3.5 der Schwangerschaft in Maus-Uteri
desselben Schwangerschaftstages transferiert. Die Uteri wurden in 4% Paraformaldehyd
fixiert, in Paraffin eingebettet und geschnitten. Schliellich wurden durch
immunhistochemische Farbung der Paraffinschnitte die Komponenten der VEGF -Familie

im Maus-Uterus und in den darin enthaltenen Embryonen lokalisiert.

Abbildung 26 zeigt Paraffinschnitte, bei denen das VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2
Protein mittels Avidin-Biotin-Peroxidase Methode nachgewiesen wurde. Als Substrat
wurde Diaminobenzidin eingesetzt, das eine braune Farbung ergibt. Die Zellkerne wurden
mit Meyers Hamalaun-Lésung blau gegen gefarbt. Als Negativkontrolle wurden die

Schnitte anstatt mit dem Primarantikorper, mit normalem 1gG inkubiert.
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Abbildung 26: Immunhistochemische Farbung VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 Poteine an
longitudinalen Paraffinschnitten von Maus-Uteri. In der Abbildung dargestellt: Negativkontrolle mit
normalem IgG (A und B), VEGF (C bis F), VEGFR-1 (G und H) und VEGFR-2 (I und J). Folgende
Bezeichnungen wurden verwendet: LE (luminales Epithel), GE (glandulares Epithel), S (Stroma),
EN (Endothel), B (Blastozyste), T (Trophektoderm) und IM (innere Zellmasse). Die Aufldsungen
der Abbildungen sind wie folgt: 125x (A, C und E), 250x (D, G, H, | und J) und 400x (B und F).
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Obwonhl jeweils 30 hatching Blastozysten in ein Uterushorn transferiert wurden, waren in
den wenigsten Gewebeschnitten Embryonen zu finden. Dennoch gelang die Lokalisierung
von VEGF und VEGFR-1 in, im Uterus enthaltenen, Blastozysten. Die Lokalisierung des

VEGFR-2 im Praimplantationsembryo gelang dagegen nicht.

In der Abbildung 26 A und B ist die Negativkontrolle dargestellt. Die Gewebeschnitte sind

dort bis auf die blaue Kern-Gegenfarbung vollig ungefarbt.

Die immunhistochemische Lokalisierung von VEGF ist auf der Abbildung 26 C bis F zu
sehen. Wie bereits schon von anderen Autoren berichtet (Chakraborty et al., 1995) fand
sich das VEGF-Protein im Zytoplasma des luminalen und des glandularen Epithels. Die
Stromazellen hingegen wiesen kein VEGF-Protein auf. In der Abbildung 26 E und F ist,
eingebettet im Lumen des Uterus, jeweils eine Blastozyste zu sehen. Die Farbung des
VEGF Proteins ist dort nur sehr schwach zu erkennen und findet sich sowohl im

Trophektoderm als auch in der inneren Zellmasse der Blastozyste.

In der Abbildung 26 G bis J ist die immunhistochemische Lokalisierung der VEGF-
Rezeptoren zu sehen. Der VEGFR-2 findet sich, dahnlich wie VEGF, lediglich im luminalen
und im glandularen Epithel des Maus-Uterus (Abb. 26 | und J). Zuséatzlich dazu konnte der
VEGFR-1 auch sehr schwach im endometriellen Stroma lokalisiert werden, ebenso wie in
der, in das Uteruslumen eingebetteten, Blastozyste (Abb. 26 G und H). Allerdings ist von
der Blastozyste hauptsachlich das Trophektoderm zu sehen und nur sehr wenig die
innere Zellmasse. Jedoch scheint, dass beide Anteile der Blastozyste das VEGFR-1

Protein aufweisen.

3.8  VEGF-Protein im Kulturmedium von Maus-Embryonen

Um nachzuweisen, ob Praimplantationsembryonen das VEGF-Protein sezernieren, wurde
ein ELISA-Test an Embryokulturmedium durchgefiihrt. Dazu wurden insgesamt 32x
jeweils 10 Zygoten zunachst in einem 30 ul Tropfen G1.2-Medium (Vitrolife, Géteborg,
Schweden) bis zum Stadium der Morula kultiviert. Im Anschluss daran wurden die
Morulae in einen 30 ul Tropfen G2.2-Medium (Vitrolife, Géteborg, Schweden) transferiert
und darin bis zum Stadium der hatching Blastozyste kultiviert. Jeweils 2 Tropfen der G1.2
bzw. G2.2 Medien wurden vereint (60 ul) und anschlieend mittels eines enzyme linked
immunoabsorbant Assays (Quantikine® M, Mouse VEGF ELISA, R&D Systems) auf den
Gehalt an VEGF-Protein untersucht.
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In den insgesamt untersuchten 16 Proben G1.2 und 16 Proben G2.2-Medium (je 60 pl)
lieR sich jedoch kein VEGF-Protein nachweisen. Moglicherweise liegt der VEGF-

Proteinspiegel unterhalb des Detektionslimits des verwendeten Assays von < 3pg/ml.

3.9 Expression der Angiopoietine und ihres Rezeptors Tie-2 im zyklischen

Endometrium

3.9.1 Nachweis von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 im Endometrium unterschiedlicher

Zyklusphasen durch kompetitive PCR

Es wurden Endometriumbiopsien von 30 Patientinnen auf die mRNA-Expression von
Ang-1, Ang-2 und Tie-2 untersucht. Die Biopsien wurden mittels histologischer
Beurteilung und anhand der Zyklusanamnese in die Gruppen frihe Proliferationsphase
(FP, n = 4), mittlere Proliferationsphase (MP, n = 12), spate Proliferationsphase (SP, n =
3), frlhe Sekretionsphase (FS, n = 3), mittlere Sekretionsphase (MS, n = 5) und spate
Sekretionsphase (SS, n = 3) eingeteilt, die RNA extrahiert und mittels reverser

Transkription in cDNA umgeschrieben.

Zur Kontrolle der reversen Transkription wurde das housekeeping-Gen R3-Actin amplifiziert
und nur die B-Actin positiven cDNA’s wurden in die weiteren Untersuchungen mit
einbezogen. In Abbildung 27a ist die R-Actin Kontrolle mit der cDNA-Bande bei 798 bp
dargestellt.

Abbildung 27a: 3-Actin-Kontrolle der revers transkribierten RNA’s aus Endometriumbiopsien. Von
links nach rechts dargestellt: Zyklustag 4, 5, 7, 8, 11, 15, 18, 21, 24 und 27. 2%iges Agarosegel
gefarbt mit Ethidiumbromid, S:100 bp DNA-Standard, N: Negativkontrolle.

Mittels einer modifizierten, kompetitiven PCR wurde die mRNA-Expression von Ang-1,

Ang-2 und Tie-2 in den Endometriumbiopsien unterschiedlicher Zyklusphasen untersucht.

Bei dieser Methode wird dem PCR-Ansatz eine definierte Menge eines kompetitiven
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cDNA-Fragments (Kompetitor) zugesetzt. Die Sequenz des Kompetitors entspricht bis auf
eine kurze Deletion der Sequenz der nativen cDNA (Target). Der Kompetitor enthalt somit
die gleichen Primer-Bindungsstellen wie das Target (siehe Abb. 9). Nach der cDNA-
Amplifikation kann das kompetitive Fragment aufgrund der GréRe von dem target
Fragment unterschieden werden kann. Aus dem Verhaltnis der Bandenintensitaten von
Target und Kompetitor-Bande lasst sich dann semiquantitativ der cONA-Gehalt und damit
im RuUckschluss auch der spezifische mMRNA-Gehalt der jeweiligen Endometriumbiopsie

bestimmen.

Die mRNA’'s von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 konnten so in jeder untersuchten
Endometriumbiopsie nachgewiesen werden. Abbildung 27b zeigt reprasentativ die PCR-
Produkte von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 nach kompetitiver PCR. Zu sehen sind die Ang-1
Target-Bande bei 444 bp, die Ang-1 Kompetitor-Bande bei 240 bp, die Target und
Kompetitor-Banden von Ang-2 bei 754 bp bzw. 364 bp, sowie die Target-cDNA von Tie-2
bei 395 bp und die Tie-2 Kompetitor-cDNA bei 320 bp.

Ang-1

Ang-2

Tie-2

Abbildung 27b: Produkte der kompetitiven PCR zum Nachweis von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 in
Endometriumbiopsien unterschiedlicher Zyklusphasen. Von links nach rechts dargestellt: Zyklustag
4, 5,7, 8, 11, 15, 18, 21, 24 und 27. 2%iges Agarosegel gefarbt mit Ethidiumbromid. S:100 bp
DNA-Standard, N: Negativkontrolle.
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Wie sich durch Zugabe der jeweils gleichen Menge an Kompetitor (0,02 amol) bei der
PCR herausstellte, ist der Gehalt an Ang-1 und Ang-2 mRNA in menschlichem
Endometrium vergleichbar. Im Vergleich dazu wurden bei der Tie-2 kompetitiven PCR
0,04 amol Kompetitor eingesetzt. Der mMRNA-Gehalt des Rezeptors Tie-2 betragt in
menschlichem Endometrium also in etwa das Doppelte des mRNA-Gehalts der

Angiopoietine.

Jede der 30 Biopsieproben wurde insgesamt 3 Mal mittels kompetitiver PCR auf die
Expression von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 untersucht. Aus dem Mittelwert der
Target/Kompetitor Verhaltnisse ergab sich eine signifikante, zyklische Schwankung der
Ang-1 Expression (Abb. 28 und 29). Die Ang-1 mRNA ist in der frlhen, mittleren und
spaten Sekretionsphase sowie in der mittleren Proliferationsphase 3 bis 4 Mal starker
nachweisbar, als in der spaten Proliferationsphase (mittlere Proliferationsphase vs. spate
Proliferationsphase, p= 0.043; spate Proliferationsphase vs. mittlere und spate
Sekretionsphase, p=0,034; spate Proliferationsphase vs. friihe Sekretionsphase, p=
0,048; Mann-Whitney U-Test). Insgesamt ergab sich dadurch eine signifikant héhere
Ang-1 Expression in der Sekretionsphase im Vergleich zur Proliferationsphase (p= 0,027,
Mann-Whitney U-Test )(Abb. 28). Jedoch konnten auch zwischen Biopsien der gleichen
Zyklusphase starke individuelle Unterschiede in der Ang-1 mRNA Expression festgestellt

werden.
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0,5 1
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Abbildung 28: Ang-1 mRNA-Expression, dargestellt als Target/Kompetitor Verhaltnis (t/c), weist
einen signifikanten Unterschied zwischen der Proliferationsphase und der Sekretionsphase auf

(p=0.027, Mann-Whitney U-Test).
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Abbildung 29: mRNA-Expression von Ang-1 (oben), Ang-2 (Mitte) und Tie-2 (unten) im
menschlichen Endometrium im Verlauf des Menstruationszyklus als Mittelwert £+ SD. FP: frihe,
MP: mittlere und SP: spate Proliferationsphase; FS: frihe, MS: mittlere und SS: spate
Sekretionsphase, t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat. * P=0.043, ** P=0.034, ***
P=0.048, **** P=0.034, Mann-Whitney U-Test.
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Bei Ang-2 wurden dagegen geringere, zyklische Schwankungen in der mRNA Expression
beobachtet (Abb. 29). Der héchste Gehalt an Ang-2 mRNA konnte in der frihen
Proliferationsphase, kurz nach der Menstruationsblutung, nachgewiesen werden. Der
niedrigste Gehalt an Ang-2-mRNA fand sich in der mittleren Sekretionsphase. Dieser war
im Vergleich zum mRNA-Gehalt in der friihen Proliferationsphase statistisch signifikant
geringer ( frihe Proliferationsphase vs. mittlere Sekretionsphase, p=0.034, Mann-Whitney
U-Test).

Die mRNA des Rezeptors Tie-2 war mit nahezu konstantem Spiegel wahrend des
gesamten Zyklus nachweisbar (Abb. 29). Wie bei der mRNA-Expression von Ang-1
konnten auch bei der Expression von Ang-2 und Tie-2 starke, individuelle Unterschiede

zwischen Biopsien der gleichen Zyklusphase beobachtet werden.

3.9.2 Untersuchung der Ang-1 und Ang-2 mRNA-Expression in menschlichem

Endometrium unterschiedlicher Zyklusphasen durch Multiplex-PCR

Die  mRNA-Expression von Ang-1 und Ang-2 im Endometrium im Verlauf des
Menstruationszyklus wurde zusatzlich zu der kompetitiven PCR durch eine Multiplex-PCR

untersucht und die Ergebnisse der beiden Methoden miteinander verglichen.

Fir die Multiplex-PCR wurden die aus Endometrium unterschiedlicher Zyklusphasen
(frGhe [FP, n = 4], mittlere [MP, n = 12] und spate Proliferationsphase [SP, n = 3] sowie
frGhe [FS, n = 3], mittlere [MS, n = 5] und spate Sekretionsphase [SS, n = 3]) gewonnen
cDNA'’s in einem PCR-Ansatz mit den gleichen Mengen an Ang-1 und Ang-2 Primern
amplifiziert. Die zyklischen Schwankungen in der mRNA-Expression der Angiopoietine

spiegeln sich dann in dem Verhaltnis der Bandenintensitaten von Ang-2 zu Ang-1 wieder.

Das Verhaltnis der Bandenintensitaten der Multiplex-PCR (Ang2/Ang-1-Bandenintensitat)
wurde mit dem Verhaltnis der Bandenintensitaten von Ang-2 zu Ang-1 nach kompetitiver
PCR verglichen. Dazu wurde das Ang-2/Ang-1 Verhaltnis fur jede untersuchte
Biopsieprobe aus den Target/Kompetitor-Mittelwerten von Ang-2 und Ang-1 (siehe 3.9.1)
berechnet. Der Vergleich ergab, dass die relativen Verhaltnisse der Bandenintensitaten
der Multiplex-PCR mit den berechneten Verhaltnissen der Intensitdten von Ang-2 zu Ang-
1 Banden nach kompetitiver PCR vergleichbar sind (Abb. 30).

Beide Methoden ergaben, dass das relative Verhaltnis der Bandenintensitaten der
Angiopoietine (Ang-2/ Ang-1) in der frGhen Sekretionsphase im Vergleich zur spaten

Proliferationsphase statistisch signifikant erniedrigt ist (Multiplex-PCR, p= 0,034;
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kompetitive PCR, p= 0,028; Mann-Whitney U-Test). Insgesamt war das Ang-2/ Ang-1
Verhaltnis in der Sekretionsphase geringer als in der Proliferationsphase. Dies lasst
entweder auf eine geringere Ang-2 Expression in dieser Phase des Menstruationszyklus,
oder wie schon unter 3.9.1 aufgeflhrt, auf eine erhdhte Ang-1 Expression in der
Sekretionsphase schlielen (Abb. 30).
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Abbildung 30: Relatives Verhaltnis der Bandenintensitaten der Angiopoietin Expression nach
Multiplex PCR (Ill ) im Vergleich zur kompetitiven PCR ([C]). Dargestellt sind friihe (FP), mittlere
(MP) und spate (SP) Proliferationsphase, sowie friihe (FS), mittlere (MS) und spate (SS)
Sekretionsphase.

Abbildung 31 illustriert reprasentativ die Produkte der Multiplex-PCR von
Endometriumbiopsien unterschiedlicher Zyklusphasen mit der Ang-1 Bande bei 444 bp
und der Ang-2 Bande bei 754 bp.

Abbildung 31: Ang-1/Ang-2 Multiplex-PCR von Endometriumbiopsien unterschiedlicher
Zyklustage (von links nach rechts 4, 5, 7, 8, 11, 13, 15, 18, 21, 24 and 27). 2% Agarosegel gefarbt
mit Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA -Standard, N: Negativkontrolle.
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3.9.3 Ang-1 und Ang-2 Expression in endometrialen Epithel- und Stromazellen

Bei sechs zusatzlichen Endometriumbiopsien wurde die mMRNA-Expression der
Angiopoietine und ihres Rezeptors in der epithelialen Zellpopulation und in den
Stromazellen des Gewebes getrennt voneinander untersucht. Dazu wurden die
Epithelzellen und die Stromazellen durch einen Collagenase-Verdau aus dem Gewebe
isoliert, die RNA extrahiert und mittels RT/kompetitiver PCR die mRNA-Expression der
Angiopoietine und ihres Rezeptors in den Zellpopulationen untersucht. Zur Kontrolle der
Reinheit der extrahierten Zellpopulationen wurde eine immunhistochemische Farbung des
Epithelzell-spezifischen Proteins Zytokeratin durchgefuhrt. Dazu wurden die Epithel- und
die Stromazellen direkt im Anschluss an die Extraktion aus dem nativen Gewebe auf
Zellkultur-Objekttragern ausplattiert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde die

immunhistochemische Farbung mit Zytokeratin durchgefiihrt (Abb. 32).

Abbildung 32: Immunhistochemische Farbung von Zytokeration bei den Stromazellen (A) und bei
der epithelialen Zellpopulation (B). Die mikroskopische Auflésung betragt 125x. Verunreinigungen
durch: E (Epithel), S (Stroma).

Wie man in Abbildung 32 A erkennen kann, waren die aus Endometrium extrahierten
Stromazellen nur sehr gering mit Epithelzellen (E) verunreinigt. Auch die extrahierte
epitheliale Zellpopulation (Abb. 32 B) war nahezu frei von verunreinigenden Stromazellen
(S). Die Reinheit beider Zellpopulationen betrug 94- 98%.

Durch RT/kompetitive PCR konnten sowohl in den Stromazellen als auch in den
Epithelzellen die mRNA'’s von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 nachgewiesen werden. Der mRNA
Gehalt der Angiopoietine war in beiden Zellpopulationen vergleichbar. Bei den
kompetitiven PCR-Ansatzen zum Nachweis von Ang-1 und Ang-2 mussten jeweils 0,02
amol Kompetitor zugefuigt werden. Auch der Gehalt an Tie-2 mRNA in den Stromazellen

und in den Epithelzellen war vergleichbar. Im Gegensatz zu dem mRNA-Gehalt der
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Angiopoietine betrug der Gehalt an Tie-2 mRNA in beiden Zellpopulationen jedoch etwa
das Doppelte. Bei der kompetitiven PCR zum Nachweis von Tie-2 wurde im Unterschied

zu 0,02 amol bei Ang-1 bzw. Ang-2 eine Menge von 0,04 amol Kompetitor eingesetzt.

Die Untersuchung der Target/Kompetitor Verhaltnisse ergab, dass Ang-1, Ang-2 und

Tie-2 in beiden Zellpopulationen annahernd gleich stark exprimiert werden (Abb. 33).
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Abbildung 33: Ang-1, Ang-2 and Tie-2 mRNA-Expression in Stroma- (] ) und in Epithelzellen (Il
menschlichen Endometriums unabhangig von der Zyklusphase. Dargestellt als Mittelwert + SD. t/c:

Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.

Die geringen Expressionsunterschiede bei den Angiopoietinen und ihrem Rezeptor

zwischen Stroma- und Epithelzellen waren jedoch statistisch nicht signifikant.

3.10 Protein-Expression von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 im zyklischen Endometrium

Bei insgesamt 18 Endometriumbiopsien unterschiedlicher Zyklusphasen wurden die
Proteine von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 lokalisiert. Durch histologische Beurteilung und
anhand der Zyklusanamnese wurden die Biopsien der Proliferationsphase (Zyklustag 4
bis 14, n= 11) und der Sekretionsphase (Zyklustag 15 bis 27, n= 7) zugeordnet. Die
Lokalisierung der Proteine erfolgte mittels einer immunhistochemischen Farbung an
Paraffinschnitten der Endometriumbiopsien. Als Negativkontrolle der Immunhistochemie
wurden die Paraffinschnitte statt mit dem jeweiligen Primarantikrper mit normalem IgG
inkubiert. Als weitere Kontrolle der Spezifitdt der Farbung wurde bei einigen
Gewebeschnitten der Endothelzell-spezifische von Willebrandt Faktor (VWF)

nachgewiesen.
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In Abbildung 34 ist reprasentativ fur die Negativkontrolle mit normalem IgG und fur die
Kontrolle mit dem  Endothelzell-spezifischen vVWF jeweils ein Gewebeschnitt von

Endometrium der Proliferationsphase und der Sekretionsphase dargestellit.

Abbildung 34: Kontrolle der immunhistochemischen Farbungen mit normalem IgG (A und B) und
mit VWF (C und D). Dargestellt sind Schnitte von Endometrium der Proliferationsphase (A und C)
und der Sekretionsphase (B und D). Folgende Bezeichnungen wurden verwendet: glandulares
Epithel (GE), Stroma (S) und Endothel (EN). Die mikroskopische Aufldsung betragt 250x.

Die Kontrolle der Immunhistochemie mit normalem 1gG (Abb. 34 A und B) war negativ.
Aufder der blauen Kern-Gegenfarbung war keine weitere unspezifische Farbung zu sehen.
Auch die Farbung mit dem Endothelzell-spezifischen von Willebrandt Faktor (Abb. 34 C
und D) war spezifisch. Hier war lediglich eine Farbung der Endothelzellen (EN) zu sehen.
Die Stromazellen und das Drisenepithel waren bis auf die blaue Kerngegenfarbung
ganzlich ungefarbt.

Die immunhistochemische Lokalisierung der Angiopoietine und ihres Rezeptors ist in
Abbildung 35 reprasentativ an Gewebeschnitten der Proliferationsphase und der
Sekretionsphase dargestellt.

73



Ergebnisse

Abbildung 35: Immunhistochemische Farbung der Proteine von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 an
Paraffinschnitten von menschlichem Endometrium der Proliferationsohase (rechte Spalte) und der
Sekretionsphase (linke Spalte). In der Abbildung dargestellt: Ang-1 (A, B und C), Ang-2 (D und E)
und Tie-2 (F, G und H). Folgende Bezeichnungen wurden verwendet: GE (glandulares Epithel), S
(Stroma), EN (Endothel). Die Aufldsungen der Abbildungen sind wie folgt: 125x (A und F), 250x (B,
C, D, E, Gund H).
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Eine Farbung des Ang-1 Proteins konnte im Endometrium der Proliferationsphase (Abb.
35 A und B) hauptsachlich im glandularen Epithel, sowie in den Endothelzellen der
Blutgefalle beobachtet werden. Eine sehr schwache Farbung fand sich jedoch auch in
den Stromazellen, vor allem in den die Blutgefalie umgebenden Zellen. Im Endometrium
der Sekretionsphase (Abb. 35 C) konnte das Ang-1 Protein ebenfalls im glandularen
Epithel und in den Endothelzellen nachgewiesen werden. Die Intensitat der Farbungen
war vergleichbar mit der im proliferativen Endometrium. Die Ang-1 Farbung der
Stromazellen war dagegen im Endometrium der Sekretionsphase wesentlich starker als
im Endometrium der Proliferationsphase und konzentrierte sich nicht me hr nur auf das die

Gefalte umgebende Stroma.

Das Ang-2 Protein konnte im Endometrium der Proliferationsphase (Abb. 35 D) verstarkt
im Drisenepithel und schwach in den Endothelzellen nachgewiesen werden. Es konnte
dort jedoch keine Ang-2 Farbung der Stromazellen beobachtet werden. Im Endometrium
der Sekretionsphase (Abb. 35 E) nahm die Farbung des Ang-2 Proteins allgemein zu. Im
Gegensatz zum Endometrium der Proliferationsphase konnte in dieser Phase des Zyklus

konnte auch eine Farbung der Stromazellen beobachtet werden.

Eine immunhistochemische Farbung des Rezeptors Tie-2 konnte im Endometrium der
Proliferationsphase sowie der Sekretionsphase fast ausschlielich im glandularen Epithel
und in den Endothelzellen beobachtet werden (Abb. 35 F, G und H). Im Epithel
konzentrierte die Farbung sich auf der apikalen Seite der Zellen. Wahrend im
Endometrium der Proliferationsphase die Stromazellen keine Tie-2 Farbung zeigten (Abb.
35 F und G), konnte in der Sekretionsphase eine leichte Farbung des Stromas beobachtet
werden (Abb. 35 H).

3.11  Endometriale Neuropilin-1 Expression im Verlauf des Menstruationszyklus

Es wurden Endometriumbiopsien von 30 Patientinnen mittels RT/kompetitiver PCR auf die
MRNA-Expression des VEGF 5, spezifischen Rezeptors Neuropilin-1 (NP-1) untersucht.
Die Biopsien waren zuvor mittels histologischer Beurteilung und anhand der
Zyklusanamnese in folgende Gruppen eingeteilt worden: friihe Proliferationsphase (FP, n
= 4), mittlere Proliferationsphase (MP, n = 12), spate Proliferationsphase (SP, n = 3),
frihe Sekretionsphase (FS, n = 3), mittlere Sekretionsphase (MS, n = 5) und spate
Sekretionsphase (SS, n = 3). Wie unter 3.9.1 beschrieben, wurden nur die cDNA’s der

R-Actin positiven Endometriumbiopsien in die Untersuchung mit einbezogen.
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Die NP-1 mRNA konnte in allen Endometriumbiopsien nachgewiesen werden. Abbildung
36 illustriert reprasentativ fir 10 Endometriumbiopsien unterschiedlicher Zyklustage die

MRNA-Expression von Neuropilin-1.

S N S

Abbildung 36: mRNA-Expression von Neuropilin-1 in Endometriumbiopsien unterschiedlicher
Zyklusphasen (von links nach rechts 5, 7, 8, 11, 13, 15, 18, 21, 24 and 27). 2% Agarosegel gefarbt
mit Ethidiumbromid. S: 100 bp DNA -Standard, N: Negativkontrolle.

Durch Zugabe von 0,1 amol Kompetitor bei der kompetitiven PCR konnte der spezifische
NP-1 mRNA-Gehalt der Endometriumbiopsien semiquantitativ bestimmt werden. Aus dem
Verhaltnis der Bandenintensitaten von Target und Kompetitor ergab sich eine signifikante
zyklische Schwankung der NP-1 mRNA-Expression im Verlauf des Menstruationszyklus
(Abb. 37). Die NP-1 mRNA war in der spaten Proliferationsphase etwa 3 Mal starker
nachweisbar als in der spaten Sekretionsphase (p=0.041, Mann-Whitney U-Test).
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Abbildung 37: mRNA-Expression von Neuropilin-1 in  menschlichem Endometrium

t/c Verhaltnis

unterschiedlicher Zyklusphasen als Mittelwert £+ SD. FP: frihe, MP: mittlere und SP: spate
Proliferationsphase; FS: frihe, MS: mittlere und SS: spate Sekretionsphase, t/c: Verhaltnis

Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Insgesamt konnte eine starkere NP-1 mRNA-Expression in der Proliferationsphase im
Vergleich zur Sekretionsphase beobachtet werden (Abb. 38). Dieses war statistisch
jedoch nicht signifikant (Proliferationsphase vs. Sekretionsphase, p= 0,099; Mann-
Whitney U-Test).
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Abbildung 38: mRNA-Expression von Neuropilin-1 in menschlichem Endometrium der
Proliferationsphase und der Sekretionsphase als Mittelwert + SD. t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor -

Bandenintensitat.

3.12 Regulation der endometrialen Ang-1, Ang-2 und Tie-2 Expression durch die

Steroidhormone

Um einen Effekt der Steroidhormone auf die endometrielle Expression der Angiopoietine
und ihres Rezeptors zu untersuchen, wurden aus drei Endometriumbiopsien die
epitheliale Zellpopulation und die Stromazellen isoliert und mit physiologischen
Konzentrationen an Ostradiol und Progesteron inkubiert. Diese endometrialen Zellen
exprimieren die funktionellen Rezeptoren der Steroidhormone und sollten daher
empfanglich fir eine Stimulation mit den Hormonen sein. Nach der Inkubation der Zellen
mit Ostradiol (E,, 10°M) und/oder Progesteron (P, 10°M) in Serum-freien Medium Uber
einen Zeitraum von 1 bis 24 Stunden wurde die RNA extrahiert und mittels
RT/kompetitiver PCR die Expression von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 untersucht. Als Kontrolle
dienten kultivierte Zellen, die nicht mit den Steroidhormonen inkubiert wurden. Die
Verunreinigung der isolierten Stromazellen durch Epithelzellen bzw. Epithelzellen durch
Stromazellen wurde durch immunhistochemische Farbung des Epithelzell-spezifischen

Proteins Zytokeratin untersucht (siehe 3.9.3).

77



Ergebnisse

Zudem wurde vor den kompetitiven PCR’s der Erfolg der reversen Transkription durch

Amplifikation des housekeeping-Gens [3-Actin Uberpruft (siehe 3.9.1).

Bei der kompetitiven PCR lasst sich Uber das Verhaltnis von Target zu Kompetitor
Bandenintensitat der relative mRNA-Gehalt der Proben semiquantitativ bestimmen. Wie
sich durch Zugabe der jeweils gleichen Menge von 0,1 amol Kompetitor bei den
kompetitiven PCR Ansatzen zeigte, war dieser bei den Angiopoietinen und ihrem
Rezeptor in Epithel- und Stromazellen vergleichbar. Jedoch waren die Verhaltnisse der

Target/ Kompetitor-Bandenintensitat je nach mRNA und Zelltyp unterschiedlich hoch.

Die Untersuchung der Target/ Kompetitor-Verhaltnisse ergab, dass die Ang-1 mRNA-
Expression von endometrialen Stroma- und Epithelzellen durch Inkubation der Zellen mit
Ostradiol und/oder Progesteron in physiologischen Konzentrationen beeinflusst wird. Die
Verhaltnisse der Target zu Kompetitor-Bandenintensitaten sind in den Abbildungen 39

und 40 als Mittelwert der je Probe dreimal durchgeflihrten kompetitiven PCR’s dargestellt.

Bei den Stromazellen kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einer erhdhten Ang-1-
Expression. Diese konnte bereits schon nach einer Stunde Inkubation mit den
Steroidhormonen beobachtet werden. Mit steigender Inkubationsdauer erhdhte sich die
MRNA-Expression von Ang-1 weiter und erreichte ein Maximum nach 4 bis 8 Stunden

Inkubation mit Ostradiol und/oder Progesteron (Abb. 39).
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Abbildung 39: Relative Ang-1 mRNA-Expression endometrialer Stromazellen inkubiert mit
Ostradiol ( [J ) und Progesteron ([l ) sowie Ostradiol und Progesteron (Il ) als Mittelwert + SD.

t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Bei den Epithelzellen konnte die mMRNA-Expression von Ang-1 vor allem durch Inkubation
mit Ostradiol gesteigert werden. Durch Inkubation mit dem Steroidhormon kam es bereits
nach einer Stunde zu einer zwei bis drei Mal starkeren Ang-1 mRNA-Expression im
Vergleich zur Kontrolle. Bei Inkubation mit Progesteron bzw. Ostradiol und Progesteron
kam es dagegen erst nach 8 bis 24 Stunden zu einer Erhéhung des Ang-1 mRNA-Gehalts
der Zellen (Abb. 40).
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Abbildung 40: Relative Ang-1 mRNA-Expression endometrialer Epithelzellen inkubiert mit
Ostradiol ( [ ) und Progesteron ([ ) sowie Ostradiol und Progesteron (ll ) als Mittelwert + SD.
t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.

Auch die Expression der Ang-2 mRNA wurde in endometrialen Stromazellen im Vergleich
zur Kontrolle durch Inkubation mit physiologischen Konzentrationen an Ostradiol und
Progesteron gesteigert. Bereits nach einstiindiger Inkubation mit Ostradiol, Progesteron
bzw. Ostradiol und Progesteron erhdhte sich die Ang-2 mRNA-Expression um das Zwei-
bis Dreifache. Im Vergleich dazu erfolgte bei langerer Inkubation mit den
Steroidhormonen nur eine geringe Steigerung der Ang-2 Expression. Nach 24 Stunden
Inkubation mit den Steroidhormonen erniedrigte sich die Ang-2 Expression der Zellen, die
mit Ostradiol und/oder Progesteron inkubiert wurden, stark und fiel bis zum Wert der
Kontrolle.

Die Ang-2 Expression endometrialer Epithelzellen konnte wiederum hauptsachlich durch
Inkubation mit Ostradiol beeinflusst werden. Dabei erhdhte sich der nachweisbare mRNA -
Gehalt von Ang-2 mit steigender Inkubationsdauer und erreichte einen im Vergleich zur

Kontrolle etwa doppelt so hohen Wert nach 24 Stunden Inkubation mit Ostradiol.
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Die Inkubation der Epithelzellen mit Progesteron bzw. mit Ostradiol und Progesteron hatte
dagegen keinen eindeutigen Einfluss auf die Ang-2 mRNA-Expression. Es konnten
Schwankungen im Ang-2 mRNA-Gehalt beobachtet werden. Jedoch folgten diese keinem
erkennbaren Muster. Die Verhaltnisse der Target zu Kompetitor-Bandenintensitaten von
Ang-2 in Stroma- bzw. Epithelzellen sind als Mittelwert der je Probe dreimal
durchgeflihrten kompetitiven PCR’s in den Abbildungen 41 und 42 dargestellt.
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Abbildung 41: Relative Ang-2 mRNA-Expression endometrialer Stromazellen inkubiert mit
Ostradiol ([ ), Progesteron ([l ) oder Ostradiol und Progesteron (Jl]) als Mittelwert + SD.

t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Abbildung 42: Relative Ang-2 mRNA-Expression endometrialer Epithelzellen inkubiert mit
Ostradiol ([ ), Progesteron ([l ) oder Ostradiol und Progesteron (Il ) als Mittelwert + SD.

t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Im Gegensatz zu den Angiopoietinen konnte die mRNA-Expression des Rezeptors Tie-2
weder in endometrialen Stromazellen noch in Epithelzellen durch Inkubation der Zellen
mit Ostradiol und/oder Progesteron merklich beeinflusst werden. Es konnten
Schwankungen in der Tie-2 mRNA-Expression in Abhangigkeit der Inkubationszeit mit
den Steroidhormonen beobachtet werden, die jedoch keinem erkennbaren Muster folgten
(Abb. 43 und 44).
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Abbildung 43: Relative Tie-2 mRNA-Expression endometrialer Stromazellen inkubiert mit

Ostradiol ([ ), Progesteron ([l ) oder Ostradiol und Progesteron (lll) als Mittelwert + SD.

t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Abbildung 44: Relative Tie-2 mRNA-Expression endometrialer Epithelzellen inkubiert mit

Ostradiol ([] ), Progesteron ([l ) oder Ostradiol und Progesteron (lll) als Mittelwert + SD.

t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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3.13 Wirkung von human chorionic gonadotropin (HCG) auf die endometriale

Expression von VEGF, Ang-1, Ang-2 und Tie-2

Human chorionic gonadotropin (HCG) ist eines der ersten Produkte des Embryos und
konnte in menschlichen Praimplantationsembryonen bereits im 8-Zell-Stadium, d.h. zu
Beginn der Aktivierung des embryonalen Genoms nachgewiesen werden. HCG ist ein
Trophoblast-spezifisches Protein, welches in erster Linie das Corpus Luteum unterhalt
und so die Produktion von Progesteron anregt. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass
HCG die Differenzierung und Dezidualisierung endometrieller Stromazellen férdert (Han
et al., 1999). Es wird daher vermutet, dass HCG bei der embryonalen Implantation eine
Rolle spielt und dass es am Embryo-maternalen Dialog beteiligt ist. Eine Mdglichkeit
ware, dass HCG die endometriale Expression angiogenetischer Wachstumsfaktoren
beeinflusst. Um dieses zu untersuchen, wurden aus drei Endometriumbiopsien die

Stromazellen isoliert und mit definierten Mengen an HCG 24 Stunden lang inkubiert.

Dann wurde die RNA extrahiert und mittels RT/kompetitiver PCR die mRNA-Expression
von VEGF wund den Angiopoietinen untersucht. Aus dem Verhdltnis der
Bandenintensitaten von Target und Kompetitor-Bande lasst sich semiquantitativ der
spezifische mMRNA-Gehalt der jeweiligen Probe bestimmen. Jede kompetitive PCR wurde
dreimal wiederholt und je Probe aus den einzelnen Verhaltnissen der Target zu

Kompetitor-Bandenintensitaten der Mittelwert errechnet.

Der Gehalt an Ang-1, Ang-2 und Tie-2 mRNA in kultivierten, endometrialen Stromazellen
war vergleichbar, wie sich durch Zugabe von jeweils 0,1 amol Kompetitor in den PCR-
Ansatz der kompetitiven PCR ergab. Bei der VEGF kompetitiven PCR wurden im
Unterschied dazu 1 amol Kompetitor zugesetzt, d.h. der Gehalt an VEGF-mRNA ist in den

Zellen um etwa das Fiinffache hoher.

Die Untersuchung der Target/Kompetitor Verhaltnisse zeigte, dass die mMRNA-Expression
von VEGF, Ang-1, Ang-2 und Tie-2 in endometrialen Stromazellen durch 24stindige
Inkubation der Zellen mit HCG beeinflusst wird. In den Abbildungen 45 bis 48 sind die
Target zu Kompetitor-Verhaltnisse fir VEGF, Ang-1, Ang-2 und Tie-2 als Mittelwerte der

je Probe dreimal durchgefiihrten kompetitiven PCR’s dargestellt.

So wurde der Gehalt an VEGF mRNA bei Inkubation mit 5 IU/ ml HCG im Vergleich zur
Kontrolle nahezu verdoppelt (Abb. 45). Bei hdheren HCG-Konzentrationen verringerte
sich die VEGF-Expression jedoch deutlich und der t/c-Wert fiel sogar unter den der

Kontrolle.
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Abbildung 45: Relative VEGF mRNA-Expression endometrialer Stromazellen nach 24stindiger
Inkubation mit HCG als Mittelwert £ SD. t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.

Auch der mRNA-Gehalt von Ang-1 in endometriellen Stromazellen wurde durch
Inkubation mit HCG deutlich beeinflusst. Bei 1 IU/ml bzw. mit 5 IU/ml HCG betrug dieser
im Vergleich zur Kontrolle nahezu das Doppelte. Wie auch bei VEGF hatten geringere
HCG-Konzentrationen dagegen keinen Einfluss auf die  Ang-1 Expression der
Stromazellen. Bei héheren HCG-Konzentration von 50 bzw. 100 IU/ml sank die Ang-1
Expression wieder und das Target/Kompetitor Verhaltnis lag sogar unter dem Wert der
Kontrolle (Abb. 46).
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Abbildung 46: Relative Ang-1 mRNA-Expression endometrialer Stromazellen nach 24stindiger

Inkubation mit HCG als Mittelwert £ SD. t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Der Gehalt an Ang-2 und Tie-2 mRNA wurde durch Inkubation der Stromazellen mit 1 bis
5 IU/ml HCG ebenfalls deutlich gesteigert. Bei geringeren HCG-Konzentrationen konnte
wiederum kein Effekt auf die Ang-2 Expression beobachtet werden (Abb. 47 und 48).
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Abbildung 47: Relative Ang-2 mRNA-Expression endometrialer Stromazellen nach 24stindiger
Inkubation mit HCG als Mittelwert £ SD. t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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Abbildung 48: Relative Tie-2 mRNA-Expression endometrialer Stromazellen nach 24stindiger

Inkubation mit HCG als Mittelwert £ SD. t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitat.
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3.14 Einfluss von IL-1R auf die Expression des VEGF-Systems dezidualisierter

Stromazellen

Eine weitere Moglichkeit fir die Interaktion zwischen Embryo und Endometrium bei der
embryonalen Implantation ware eine Beeinflussung angiogenetischer Wachstumsfaktoren

durch embryonal produziertes IL-103.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden bei 5 Endometriumbiopsien der
Proliferationsphase und bei 3 Biopsien der Sekretionsphase die Stromazellen isoliert und
durch Kultivierung mit physiologischen Mengen an Ostradiol und Progesteron (ber einen
Zeitraum von 9 Tagen dezidualisiert. Die Zuordnung der Biopsien in die Zyklusphasen
erfolgte anhand der Zyklusanamnese. Nach der Dezidualisierung erfolgte eine 24stindige
Inkubation der Zellen mit Interleukin-13 (IL-13), dem IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1 ra)
sowie mit IL-18 und IL-1 ra. Als Kontrolle dienten Zellen, die 9 Tage lang ohne Zusatz von
Ostradiol und Progesteron kultiviert wurden, d.h. nicht dezidualisiert waren, sowie
deziadualisierte Zellen, die nicht mit IL-13 und/oder IL-1 ra inkubiert wurden. Die RNA
wurde aus den Zellen extrahiert und mittels RT/ kompetitiver PCR wurde die mRNA-
Expression von Komponenten des VEGF-Systems in den Zellen analysiert. Jede
kompetitive PCR wurde dreimal wiederholt und der Mittelwert der einzelnen Verhaltnisse
von Target zu Kompetitor-Bandenintensitat je Probe bestimmt. Wie zuvor bereits
beschrieben, wurde der Erfolg der reversen Transkription durch eine R-Actin PCR
kontrolliert (siehe 3.9.1).

Wie sich durch Zugabe unterschiedlicher Mengen an Kompetitor bei den PCR-Ansatzen
zeigte, war der relative mRNA-Gehalt von Komponenten der VEGF-Familie in den
dezidualisierten Zellen der einzelnen Biopsien sehr verschieden. Bei der kompetitiven
PCR zum Nachweis von VEGF wurden je nach Biopsie zwischen 1 und 5 amol
Kompetitor zugesetzt. Beim VEGFR-1 waren Kompetitor-Konzentrationen von 0,01 bis 0,1
amol erforderlich, beim VEGFR-2 0,5 bis 5 amol und beim Antagonisten sFlt 0,01 bis 0,05
amol. In allen untersuchten, dezidualisierten Stromazellkulturen war der relative mRNA-
Gehalt von VEGF und VEGFR-2 am hoéchsten und der des Antagonsiten sFIt am
niedrigsten, wie sich durch die Menge an Kompetitor ergab. Es konnte keine Korrelation

der Kompetitor-Konzentration mit der Zyklusphase der Biopsie festgestellt werden.

Abbildung 49 zeigt reprasentativ anhand der dezidualisierten Stromazellen einer Biopsie
die Produkte der kompetitiven PCR’s. In den ersten beiden Spalten sind die PCR-
Produkte der Kontrollen dargestellt. Zu sehen sind die VEGF Target-Bande bei 297 bp,
die VEGF Kompetitor-Bande bei 188 bp, die Target- und Kompetitor-Banden der
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VEGF-Rezeptoren 1 und 2 bei 655 bp, 485 bp, 751 bp und 412 bp, sowie die Target-
Bande und die Kompetitor-Bande des Antagonisten sFlt bei 643 bp und 475 bp.

Abbildung 49: mRNA-Expression von VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2 und sFlt in Kkultivierten
Stromazellen einer Biopsie. 2% Agarosegel gefarbt mit Ethidiumbromid. Von links nach rechts
dargestellt: nicht dezidualisierte Zellen (1), dezidualisierte Zellen (2), dezidualisierte Zellen die mit
IL-1% (3), II-1 ra (4) und IL-1B8+ IL-1 ra (5) inkubiert wurden. N: Negativkontrolle der kompetitiven
PCR, S: 100 bp DNA-Standard.

Durch Untersuchung der Target/Kompetitor-Verhaltnisse wurde der relative mRNA-Gehalt
von Komponenten der VEGF-Familie in den einzelnen Proben ermittelt. Es konnte keine
Beeinflussung der mRNA-Expression der VEGF-Familie durch IL-13 oder dem IL-1 ra
nachgewiesen werden. Abbildung 50 zeigt reprasentativ fiur die Stromazellen einer
Biopsie die relative mRNA-Expression von Komponenten der VEGF-Familie nach
Inkubation der Zellen mit IL-13, IL-1 ra und IL-13+ IL-1 ra.
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nachgewiesene mRNA

Abbildung 50: Relative mMRNA-Expression von Komponenten der VEGF-Familie in
dezidualisierten, endometrialen Stromazellen einer Biopsie als Mittelwert £ SD. Die Zellen wurden
zuvor mit IL-1% (Il ), IL-1 ra ([ ) oder IL-1R und IL-1 ra ([T ) inkubiert. Als Vergleich ist die

dezidualisierte Kontrolle ( []) dargestellt. t/c: Verhaltnis Target/Kompetitor-Bandenintensitét.

Bei allen untersuchten, endometrialen Stromazellkulturen konnten zwischen den
einzelnen Proben starke Schwankungen in der Expression von VEGF, den VEGF-
Rezeptoren sowie dem Antagonisten beobachtet werden. Diese folgten jedoch keinem
erkennbaren Muster und waren unabhangig von einer Inkubation der Zellen mit IL-113 oder

dem IL-1 ra.
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4 DISKUSSION

Angiogenese ist das Aussprossen von Kapillaren aus einem bereits existierenden
Endothel und als solche ein grundlegender Prozess bei der Bildung neuer Blutgefalle.
Unter physiologischen Bedingungen findet Angiogenese jedoch nur im weiblichen
Reproduktionssystem, bei der Wundheilung und in der Embryonalentwicklung statt. Sonst
kommt diese lediglich unter pathologischen Bedingungen wie z.B. beim Wachstum von
Tumoren vor. Die Bedeutung der Angiogenese im weiblichen Reproduktionssystem
konnte in einem Mausversuch gezeigt werden. Durch systemische Gabe des
Angiogenese-Inhibitors AGM-1470 kam es bei nicht-schwangeren, weiblichen Mausen zu
einer Hemmung des Aufbaus von Corpus Luteum und Endometrium (Klauber et al.,
1997). Die mit AGM-1470 behandelten Mause wiesen weniger und kleinere Corpora
Lutea, weniger endometriale Drisen, eine geringere Proliferationsrate der endometrialen
Stromazellen, sowie eine geringere Anzahl an proliferierenden Epithelzellen und
BlutgefaRen auf. Damit konnte gezeigt werden, dass die endometriale Angiogenese ein

wichtiger Aspekt bei der Entwicklung eines rezeptiven Endometriums ist.

Auch bei der embryonalen Implantation ist Angiogenese zwingend erforderlich, da eine
intensive Vaskularisierung des dezidualisierten Endometriums und die Bildung der
Plazenta ausschlaggebend flr die Nahrstoffversorgung des Embryos und somit fir den
Erhalt der Schwangerschaft sind. So flihrte die systemische Gabe des Angiogenese-
Inhibitors AGM-1470 bei schwangeren Mausen zu einer vollstandigen Inhibierung der
Embryonalentwicklung, zurlickzufiihren auf Stérungen bei der Dezidualisierung, der
Bildung der Plazenta und des Dottersacks, ebenso wie der Embryonalentwicklung der
Blutgefalie (Klauber et al., 1997).

Die ersten Untersuchungen zur Entwicklung der endometrialen Blutgefaflie im Verlauf des
Menstruationszyklus wurden bereits 1940 durchgeflihrt. Bei der Transplantation von
Endometrium in die vordere Augenkammer von Rhesusaffen konnte eine zunehmende
Vaskularisierung des Gewebes beobachtet werden, gefolgt von einer Periode der
Gefaliregression, die mit der Menstruationsblutung endete (Markee J.E., 1940).
Verschiedene Arbeitsgruppen haben die Proliferation endometrialer Endothelzellen
untersucht, mit unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend Ferenczy et al. (1979) eine
erhdhte Endothelzell-Proliferation in der friihen und mittleren Proliferationsphase sowie in
der mittleren Sekretionsphase nachweisen konnten, beobachteten andere Arbeitsgruppen
ein stetes Wachstum des Endothels im Verlauf des Menstruationszyklus (Goodger et al.,
1994; Rogers et al., 1998). Durch einen chick chorioallantoic membrane (CAM)- Assay mit

nativem Endometrium unterschiedlicher Zyklusphasen wurde das angiogenetische
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Potential des gesamten Endometriums untersucht. Es wurde beobachtet, dass das
Endometrium Uber den gesamten Menstruationszyklus hinweg ein  hohes
angiogenetisches Potential besitzt, jedoch mit einem signifikant erhéhten VDI (vascular
density index) in der frihen Proliferationsphase und in der frlhen und spaten

Sekretionsphase im Vergleich zur spaten Proliferationsphase (Maas et al., 2001).

Die physiologische Angiogenese im Rahmen der embryonalen Implantation ahnelt der
Angiogenese unter pathologischen Bedingungen beim Tumorwachstum. Sowohl der
implantierende Embryo, als auch der wachsende Tumor missen Angiogenese induzieren
und Anschluss an die Blutgefal3e finden, damit ihre Nahrstoffversorgung und dadurch ihr
Wachstum gewahrleistet ist. Daher ist ein sehr viel versprechender Ansatz fir die
experimentelle Krebstherapie die Inhibierung der Tumor-Angiogenese und Vviele
Untersuchungen zur Regulation der molekularen und =zelluldren Vorgange
angiogenetischer Prozesse konzentrieren sich auf die Gefalkentwicklung bei Tumoren. So
entstammt z.B. die Hypothese, dass Angiogenese durch einen ,angiogenic switch®™
Mechanismus reguliert wird, der seinerseits durch einen Wechsel im Gleichgewicht
zwischen angiogenetischen Induktoren und Inhibitoren ausgelést wird, der

Tumorforschung (Hanahan und Folkman, 1996).

Trotz der einzigartigen Rolle der Angiogenese im zyklischen Endometrium, bei der
embryonalen Implantation oder bei der Entwicklung von Tumoren sind die molekularen
Mechanismen der Angiogenese bis heute noch weitestgehend unverstanden. Eine
Vielzahl an méglichen Mediatoren angiogenetischer Prozesse wurde identifiziert, dazu
zahlen der fibroblast growth factor (FGF), der transforming growth factor (TGF-a), der
vascular endothelial growth factor (VEGF) und die Angiopoietine (Ubersichtsartikel Rees
und Bicknell, 1998; Smith, 1998). Die Meisten dieser Faktoren besitzen jedoch ein breites
Spektrum an Zielzellen und Funktionen. VEGF und die Angiopoietine wirken dagegen
spezifisch an Endothelzellen und sind ausschlieBlich an angiogenetischen Prozessen
beteiligt. Daher sollten diese bei der Regulation angiogenetischer Prozesse von

besonderer Bedeutung sein.

4.1 Expression des VEGF-Systems in Maus-Praimplantationsembryonen

Das VEGF-System konnte bislang in nahezu allen zum Reproduktionstrakt gehdrenden
Geweben nachgewiesen werden, so z.B. im Eileiter und Ovar, in der Plazenta, sowie im
Endometrium des Menschen (Gordon et al., 1996; Clark et al., 1996; Charnock-Jones et
al., 1993; Shifren et al., 1996; Torry et al., 1996; Krussel et al., 1999). Zudem konnte
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VEGF in embryonalen Implantationsstellen und in Trophoblastzellen der Ratte und der
Maus, unmittelbar nach erfolgter Implantation des Embryos, detektiert werden (Breier et
al., 1992; Jakeman et al., 1993). Aufgrund dieser Beobachtungen wird eine Beteiligung
des VEGF-Systems bei der Angiogenese im zyklischen Endometrium und bei der

embryonalen Implantation vermutet.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Untersuchung beschreibt erstmals die Expression des
VEGF-Systems in Praimplantationsembryonen. Aus praktischen und ethischen Griinden
wurden die Untersuchungen an Embryonen der Maus durchgefiihrt. Insgesamt wurden
173 einzelne Maus-Praimplantationsembryonen, vom 8-Zell-Stadium bis zum Stadium
des hatching Blastozysten auf die mRNA-Expression von Komponenten des VEGF-
Systems untersucht. Die VEGF-mRNA konnte in allen untersuchten, embryonalen
Entwicklungsstadien nachgewiesen werden. Dabei wurde festgestellt, dass die VEGF-
MRNA Expression mit den ersten Zellteilungen beginnt und dass sie bis zum Zeitpunkt
der embryonalen Implantation stetig zunimmt. Auch die mRNA der transmembranaren
Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 konnte in allen untersuchten Embryonalstadien
nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression des VEGFR-1 nahm dabei im Verlauf der
Praimplantationsentwicklung zu. Dagegen folgte die Expression der VEGFR-2 mRNA

keinem erkennbaren Muster. Ein Nachweis der mRNA des Antagonisten sFIt gelang nicht.

Die VEGF-Rezeptoren konnten zuvor bereits im Endometrium nachgewiesen werden
(Krussel et al., 1999). Durch die embryonale VEGF-Expression und die endometrielle
Expression der VEGF-Rezeptoren ist somit eine parakrine Wechselwirkung zwischen
Embryo und Endometrium mdglich. Der Nachweis der VEGF -Rezeptoren im Endometrium
gelang sowohl in isolierten Epithelzellen, als auch in isolierten Stromazellen (Krussel et
al., 1999). Vom Praimplantationsembryo produziertes VEGF, vor allem das des hatching
Blastozysten, ware demnach in der Lage, direkt an der Implantationsstelle an diese
Rezeptoren zu binden und Angiogenese zu induzieren. Weiterhin kann vom
Praimplantationsembryo produziertes VEGF an Heparan-Sulfat-Proteoglykane auf der
Zelloberfache der endometriellen Epithel- und Stromazellen binden. Diese sind wichtige
Regulatoren anderer Heparin-bindender Wachstumsfaktoren (Schlessinger et al., 1995)
und es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von VEGF an Heparan-Sulfat-
Proteoglykane die Freisetzung anderer angiogenetischer Wachstumsfaktoren, wie z.B.
des basic fibroblast growth factor (bFGF) aus der ECM bewirkt (Jonca et al., 1997).

Durch die embryonale Expression der transmembranaren Rezeptoren VEGFR-1 und
VEGFR-2 ist auch eine autokrine Wechselwirkung zwischen embryonalem VEGF und den

VEGF-Rezeptoren, ebenso wie eine parakrine Wechselwirkung zwischen embryonalen
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VEGF-Rezeptoren und endometriellem VEGF moglich. VEGF wird im Endometrium in der
Sekretionsphase, d.h. zum Zeitpunkt der Implantation, verstarkt exprimiert. Allerdings
konnte festgestellt werden, dass VEGF hauptsachlich an der apikalen Seite des Epithels
exprimiert wird und dass das VEGF-Protein in das Lumen sezerniert wird (Hornung et al.,
1998). Somit stiinde es lokal an der Implantationsstelle nicht zur Verfligung. Daher kénnte
eine parakrine Wechselwirkung zwischen endometriellem VEGF und embryonalen VEGF -
Rezeptoren nur vor Beginn der Implantation, so lange der Embryo sich noch im Lumen
befindet, erfolgen. Die Embryonalentwicklung der Blutgefalie setzt jedoch erst nach der
Implantation des Embryos in das Endometrium ein. Es ist daher unwahrscheinlich, dass

uber die VEGF-Rezeptoren des Praimplantationsembryos Angiogenese induziert wird.

Vielmehr besteht die Moglichkeit, dass durch parakrine Wechselwirkung zwischen
endometriellem VEGF und embryonalen Rezeptoren, oder durch autokrine
Wechselwirkung zwischen embryonalem VEGF und VEGF-Rezeptoren andere, bisher
noch unbekannte Signale des VEGF-Systems vermittelt werden. Diese Vermutung wird
dadurch verstarkt, dass die mRNA von VEGF und den transmembranaren Rezeptoren
auch in Zygoten der Maus nachgewiesen werden konnte. Bei der Maus wird das
embryonale Genom erst nach dem 2-Zell-Stadium aktiviert, daher mussen diese mRNA’s
maternalen Ursprungs sein. Die Tatsache, dass die maternale mRNA von VEGF und den
Rezeptoren auf die Zygote Ubertragen wird, ist ein weiteres Indiz flr zusatzliche, bereits

zu Beginn der Embryonalentwicklung benétigte Funktionen des VEGF -Systems.

Auch andere Wachstumsfaktoren und Zytokine besitzen eine Vielzahl von Funktionen, die
erst nach und nach entdeckt worden sind, wie z.B. das Interleukin-1 (IL-1). Urspringlich
wurden die Interleukine als Molekule entdeckt, die von Leukozyten produziert werden und
die auf Leukozyten wirken. Spater konnte gezeigt werden, dass einige der Interleukine
auch von Nicht-Leukozyten produziert werden und auf Nicht-Leukozyten wirken. IL-1 z.B.
wird von vielen Zellen, wie B-Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten und auch
Endothelzellen exprimiert. Zundchst wurde dem IL-1 nur eine Funktion bei
Entzindungsreaktionen zugeschrieben. So stimuliert IL-1 unter Anderem T- und B-
Lymphozyten und verursacht die Produktion von Prostaglandinen und Kollagenase
(Ubersichtsartikel Dinarello, 1994). Erst einige Jahre spater wurde entdeckt, dass IL-1
auch fur die embryonale Implantation von Bedeutung ist (Sheth et al., 1991). Diese
Vermutung konnte mittlerweile bestatigt werden, indem gezeigt werden konnte, dass bei
Mausen durch intraperitoneale Gabe des IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1 ra) die

embryonale Implantation verhindert wird (Simén et al., 1994). Moglicherweise ist auch
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VEGF pleiotrop und die Induktion von Angiogenese nur eine der Funktionen, die der

Wachstumsfaktor ausiibt.

Die Expression von VEGF wurde zuvor Dbereits in menschlichen
Praimplantationsembryonen untersucht. Krussel et al. (2000) konnten die VEGF-mRNA in
einzelnen, menschlichen Praimplantationsembryonen ebenfalls vom 8-Zell-Stadium bis
zum Stadium der hatching Blastozyste nachweisen. Jedoch war die Anzahl der von ihnen
untersuchten Embryonen mit insgesamt 33 vergleichsweise gering. Zudem handelte es
sich dabei um Embryonen, die sich aus pathologisch fertilisierten Zygoten entwickelt
hatten. Es ist somit fragwurdig, ob und in welchem Mal3e sich die transkriptionelle Aktivitat
dieser Embryonen von der durch regulér fertilisierte Zygoten entstandenen Embryonen
unterscheidet. Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen zur Expression des
VEGF-Systems in Praimplantationsembryonen wurde eine weitaus groflere Zahl an
Embryonen verwendet. Zudem waren diese regular fertilisiert und bis zum

entsprechenden Stadium in vivo entwickelt.

Durch Immunhistochemie an Paraffinschnitten von Maus-Uteri, in die zuvor Blastozysten
transferiert wurden, sollte das VEGF-Protein im Praimplantationsembryo lokalisiert
werden. Obwohl pro Uterus jeweils ca. 30 Embryonen transferiert wurden, waren in den
wenigsten Gewebeschnitten Blastozysten zu sehen. Zudem wiesen diese keine normale
Morphologie auf, d.h. die innere Zellmasse und das Trophektoderm waren oftmals nicht
klar zu erkennen. Dies ist moglicherweise auf die Behandlung mit Formalin zur Fixierung
des Gewebes und auf  die Paraffineinbettung zurtickzufthren. Der
Praimplantationsembryo ist gegenlber einer Behandlung mit diesen Reagenzien
sicherlich empfindlicher, als ein Gewebe, wie das Endometrium. Dennoch konnten VEGF
und der VEGFR-1 in den Praimplantationsembryonen lokalisiert werden, nicht jedoch der
VEGFR-2. VEGF und der VEGFR-1 fanden sich in beiden Anteilen des Embryos, d.h.
sowohl in der inneren Zellmasse als auch im Trophektoderm. Es ware jedoch zu erwarten
gewesen, dass hauptsachlich der Trophoblast-Anteil der Blastozyste VEGF exprimiert, da
dieser bei der Implantation der in das Endometrium vordringende Teil ist und vom
Trophoblasten sezerniertes VEGF somit lokal fir die Angiogenese an der
Implantationsstelle zur Verfiigung stlinde. Auch die Proteine der VEGF -Rezeptoren waren

eher im Trophoblast-Anteil der Blastozyste, als in der inneren Zellmasse, zu erwarten.

Ein Nachweis des vom Embryo produzierten VEGF-Proteins mittels eines kommerziell
erhaltlichen ELISA-Test gelang nicht. Mdglicherweise liegt die vom Embryo produzierte
Menge an VEGF-Protein unter dem Detektionslimit des Tests von 3 pg/ml. Geht man

davon aus, dass die nachgewiesene mRNA auch in Protein translatiert wird, so kbnnten
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jedoch auch sehr kleine Mengen an Protein in einer autokrin/parakrinen Weise zur
Angiogenese an der Implantationsstelle beitragen. Durch knock-out Experimente in der
Maus konnte erkannt werden, dass die Wirkung von VEGF streng Dosis-abhangig ist
(Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). Ungewohnlicherweise fuhrte schon die
funktionelle Inaktivierung eines VEGF-Allels (heterozygot™") zu vielfaltigen Mangeln in der
Embryonalentwicklung der BlutgefalRe und zu einem embryonal letalen Phanotyp, obwonhl

die heterozygoten VEGF*-Embryonen nach wie vor die VEGF-mRNA exprimierten.

Die biologische Aktivitdt von VEGF wird jedoch nicht nur durch die gebildete Menge an
Protein bestimmt, sondern auch durch die Méglichkeit der Bindung des Proteins an die
transmembranaren Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2. Die I6sliche Form des VEGFR-1
bindet mit gleicher Affinitdt an VEGF wie die transmembranaren Rezeptoren und
verhindert dadurch als kompetitiver Antagonist die Bindung von VEGF an die
transmembranaren Rezeptoren (Kendall et al., 1996). Es konnte nachgewiesen werden,
dass sFlt im Endometrium wahrend der mittleren Sekretionsphase - dem Zeitpunkt der
embryonalen Implantation — vermindert exprimiert wird (Krussel et al., 1999). Dadurch
wlrde zum Zeitpunkt der Implantation die Bindung von VEGF an die endometriellen
Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 erleichtert und eine Induktion der angiogenetischen
Prozesse durch Interaktion des nachgewiesenen, embryonalen VEGF mit endometriellem
VEGFR-1 und VEGFR-2 méglich.

Der Beginn der embryonalen Implantation konnte bei der Maus mit einer erhdhten
vaskularen Permeabilitdt an der Implantationsstelle korreliert werden (Psychoyos 1973).
Bei intravendser Injektion eines blauen Farbstoffes kam es zur Akkumulation des
Farbstoffes an der Implantationsstelle. Bei der Maus kann diese erhéhte, vaskulare
Permeabilitat am Abend von E 4, zu Beginn der embryonalen Implantation, beobachtet
werden. Die molekularen Mechanismen, die zu der Erhéhung der vaskularen
Permeabilitat an der Implantationsstelle fihren sind, ebenso wie die Mechanismen der
Angiogenese im Rahmen der Implantation, bislang noch nicht geklart. Jedoch kdnnte
auch hier das VEGF-System, insbesondere embryonales VEGF, beteiligt sein, da VEGF
nicht nur ein potenter, angiogenetischer Wachstumsfaktor ist, sondern auch die
Permeabilitat bestehender GefalRe erhdht. Derzeit gibt es jedoch noch kein einfaches in
vitro Modell der embryonalen Implantation, anhand dessen die Mechanismen der
Implantation oder die an der Implantation beteiligten embryonalen und endometriellen
Faktoren untersucht werden kénnten. Paria et al. (2001) simulierten daher die embryonale
Implantation in einem Mausmodell. Sie transferierten Gelkligelchen von der GréRRe einer

Blastozyste an Tag 4 in Uteri scheinschwangerer Mause. Die Gelkigelchen waren zuvor
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mit Faktoren, denen eine Funktion bei der Implantation zugesprochen wird, getrankt
worden. Durch intravendse Injektion eines blauen Farbstoffes wurde der Effekt der
Faktoren auf die vaskulare Permeabilitat an der Implantationsstelle untersucht. Dabei
wurde festgestellt, dass bei heparin-binding epidermal growth factor (HB-EGF) und
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) getrankten Gelkugelchen die vaskulare Permeabilitat
an der Implantationsstelle erhdht war, ahnlich wie bei der Implantation einer Blastozyste.
Dieser Effekt konnte beim Transfer von mit BSA getrankten Gelkigelchen als Kontrolle
nicht beobachtet werden. So konnte gezeigt werden, dass der Embryo bei der Erhdhung
der vaskularen Permeabilitat an der Implantationsstelle eine aktive Rolle spielt und dass
embryonale Faktoren, in diesem Fall HB-EGF und IGF-1, diese beeinflussen.
Méglicherweise koénnte also auch embryonales VEGF in seiner Eigenschaft als
Permeabilitats-erhdhender Faktor an der erhéhten vaskuldren Permeabilitit an der

embryonalen Implantationsstelle beteiligt sein.

4.2 Expressionsmuster der VEGF-Isoformen in Praimplantationsembryonen der

Maus

Alternatives Spleissen ist ein wichtiger Mechanismus, durch den es bei vielen Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren zur Bildung von Isoformen mit biologisch
unterschiedlicher Wirkung kommt. Alle durch alternatives Spleissen des VEGF-Gens
generierten mRNA-Isoformen (vgl. Abb. 4) codieren fir Proteine, die Angiogenese
induzieren und die aktive Mitogene speziell fir Endothelzellen sind. Jedoch unterscheiden
sich die VEGF-Isoformen hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens gegeniber der
Zelloberflache bzw. extrazellularen Matrix (ECM). VEGF (bzw. VEGF;; beim
Menschen) wird frei sezerniert, wohingegen VEGF g5 (bzw. VEGF 159 beim Menschen) fest
an die Zelloberflache bzw. ECM assoziiert ist. VEGF 164 (bzw. VEGF 465 beim Menschen)

schliel3lich zeigt ein intermediares Bindungsverhalten.

Durch RT/nested PCR mit einem Isoform-differenzierenden Primer wurde das
Expressionsmuster der VEGF-Isoformen in Praimplantationsembryonen der Maus
untersucht. Hierbei konnten alle drei bekannten VEGF-Isoformen der Maus nachgewiesen
werden. In den 8-Zell-Embryonen, den Morulae und den hatching Blastozysten war
VEGF 44 die vorherrschende Isoform, gefolgt von VEGF 150 und VEGFgs. In den frihen
Blastozysten hingegen konnte VEGF 150 am haufigsten nachgewiesen werden, gefolgt von
VEGF 4 und VEGFgs. In allen untersuchten, embryonalen Entwicklungsstadien konnten

Ko-Expressionen der Isoformen VEGF 150 und VEGF ¢4 , sowie der Isoformen VEGF ¢4, und

94



Diskussion

VEGF g3 beobachtet werden. Keiner der untersuchten Praimplantationsembryonen zeigte
jedoch eine simultane Expression aller drei Isoformen. Zusammenfassend konnte ge zeigt
werden, dass der Grolteil der Praimplantationsembryonen aller untersuchten

Entwicklungsstadien die frei sezernierten VEGF -Isoformen bildet.

Cheng et al. (1997) konnten zeigen, dass VEGF g5 in vivo im Vergleich zu den anderen
Isoformen eine relativ niedrige Bioaktivitat hat. Daher wird angenommen, dass
hauptsachlich die frei sezernierten Isoformen angiogenetisch aktiv sind, wohingegen das
Zell-assoziierte VEGF g3 eine Depotfunktion auslibt und erst nach Abspaltung durch
Proteasen bioverfligbar wird. Die Tatsache, dass in den Praimplantationsembryonen die
frei sezernierten VEGF-Isoformen dominieren, bekraftigt die Mdoglichkeit einer Interaktion
des Praimplantationsembryos mit dem Endometrium und der Induktion von Angiogenese
durch embryonales VEGF. Nur die frei sezernierten Isoformen kénnen parakrin an die
endometriellen VEGF-Rezeptoren binden und sollten somit die Angiogenese bei der
embryonalen Implantation bzw. die erhéhte GefalRpermeabilitat an der Implantationsstelle

fordern.

Die biologische Aktivitdt der VEGF-Isoformen wird aber auch durch ihre Fahigkeit
verschiedene Rezeptoren zu binden bestimmt. Die Bindungs-Domane flir die Rezeptoren
1 und 2 sowie flr den Antagonisten sFlt ist auf den gemeinsamen Exons 1-5 kodiert (Keyt
et al., 1996), somit binden alle VEGF-Isoformen mit gleicher Affinitdt an die beiden
transmembranaren Rezeptoren und den Antagonisten. VEGF 164 bindet jedoch zusatzlich
auch an den Rezeptor Neuropilin-1 (NP-1). Durch Bindung an NP-1 wird die Bindung von
VEGF4 an die beiden transmembanaren VEGF-Rezeptoren verstarkt. Daher wird
angenommen, dass diese Isoform im Vergleich zu den anderen Isoformen eine hohere
angiogenetische Aktivitat besitzt (Soker et al, 1998). VEGF. 4 war in den
Praimplantationsembryonen die am haufigsten und oftmals auch die am starksten
exprimierte Isoform. Auch diese Tatsache bekraftigt die Moéglichkeit einer parakrinen
Wechselwirkung zwischen embryonalem VEGF und endometriellen VEGF -Rezeptoren

und der Induktion von Angiogenese an der Implantationsstelle durch embryonales VEGF.

Auch in menschlichen Praimplantationsembryonen werden die einzelnen VEGF-
Isoformen unterschiedlich exprimiert. Krissel et al. (2001) konnten in Blastozysten alle
VEGF-Isoformen des Menschen (vgl. Abb. 4), auller VEGF,s, nachweisen. Im
Unterschied zu den Praimplantationsembryonen der Maus war die am starksten
exprimierte Isoform in menschlichen Embryonen VEGF 145 und nicht VEGF 44/165. Diese
VEGF-Isoform ist bei der Maus bislang noch nicht bekannt. Das Expressionsmuster der

VEGF-Isoformen in Praimplantationsembryonen von Mensch und Maus korreliert jedoch
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dahingehend, dass jeweils hauptsachlich die frei sezernierten, angiogenetisch aktiven
Isoformen exprimiert werden. Dadurch ist in beiden Spezies, unabhangig von den
unterschiedlichen Isoformen, eine parakrine Wechselwirkung zwischen embryonalem

VEGF und endometriellen Rezeptoren madglich.

4.3 Expression und zyklische Regulation des VEGF ¢, spezifischen Rezeptors

Neuropilin-1 im menschlichen Endometrium

Neuropilin-1 (NP-1) bindet spezifisch die Isoform VEGFqs, und verstarkt dadurch die
Bindung von VEGF 4 an den VEGFR-2 und das biologische Signal des VEGFR-2. Zu
Anfang ist NP-1 jedoch als Rezeptor der Axon-bildenden Semaphorin/Collapsin-Familie
identifiziert worden, daher wurde seine Expression bislang hauptsachlich in neuronalen
Zellen untersucht. In Zusammenhang mit seiner Bedeutung bei der Entwicklung der
Blutgefafl’e und seiner Funktion als VEGF 164 spezifischer Rezeptor ist die Expression von
NP-1 beim Menschen bislang nur in Endothelzellen, sowie in Tumorzellen untersucht
worden (Soker et al., 1998). Zudem existieren Daten Gber die NP-1 mRNA-Expression im
Uterus von Maus und Ratte (Halder et al., 2000; Pavelock et al., 2001).

Die hier vorgestellte Untersuchung beschreibt erstmals die mRNA-Expression von NP-1
im zyklischen Endometrium beim Menschen. NP-1 konnte (Uber den gesamten
Menstruationszyklus hinweg im Endometrium nachgewiesen werden, jedoch mit einer
héheren NP-1 mRNA-Expression in der Proliferationsphase im Vergleich zur
Sekretionsphase. NP-1 koénnte somit als VEGFq4 spezifischer Rezeptor an den
angiogenetischen Prozessen im Endometrium beteiligt sein. Die erhdhte NP-1 mRNA-
Expression in der Proliferationsphase lasst auf eine Regulation der NP-1 Expression
durch Ostradiol schlieBen, welches in dieser Phase des Menstruationszyklus verstarkt

freigesetzt wird.

Im Endometrium finden wahrend des gesamten Menstruationszyklus angiogenetische
Prozesse statt. Wahrend die Proliferationsphase durch ein ausgepragtes Wachstum der
endometriellen Blutgefalle charakterisiert ist, kommt es in der Sekretionsphase
hauptsachlich zu einer Festigung dieser Gefalle. VEGF induziert die Teilung von
Endothelzellen und den Zusammenschluss dieser Zellen zu neuen Kapillaren. NP-1
bewirkt durch Bindung von VEGF ¢, eine starkere Bindung von VEGF 454 an den VEGFR-2
und so ein starkeres, biologisches VEGF 16,/VEGFR-2-Signal.

Die erhodhte Expression von NP-1 in der Proliferationsphase kdnnte somit durch

Verstarkung des VEGF 64/VEGFR-2-Signals ein erhéhtes Wachstum neuer Kapillaren in
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dieser Phase des Zyklus bewirken. Dagegen scheint NP-1 bei den angiogenetischen
Prozessen im Rahmen der embryonalen Implantation nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen, denn der Rezeptor wird zum Zeitpunkt der Implantation, in der mittleren
Sekretionsphase, wesentlich geringer exprimiert, als in der Proliferationsphase. Jedoch
koénnte das Zusammenspiel von VEGF 454, VEGFR-2 und NP-1 und die damit verbundene
Stimulation angiogenetischer Prozesse bei der Implantation auch durch embryonales

NP-1 reguliert werden.

Die Expression von NP-1 im Endometrium wurde in dieser Arbeit lediglich auf mRNA-
Ebene untersucht. Ob die nachgewiesene mRNA auch in Protein translatiert wird, bleibt
noch zu klaren. Geht man davon aus, so kdnnte NP-1 durch Zusammenspiel mit VEGF 164
und VEGFR-2 die vaskuldaren Veranderungen im Endometrium, vor allem das
ausgepragte Wachstum der Gefalde in der Proliferationsphase, beeinflussen. Auch wurde
bei der Untersuchung zur NP-1 Expression im menschlichen Endometrium nicht zwischen
den einzelnen Zelltypen des Gewebes unterschieden. Da das NP-1-Protein bislang
jedoch bei den meisten Untersuchungen auf Endothelzellen detektiert wurde (Soker et al.,
1998; Halder et al., 2000) scheint es wahrscheinlich, dass NP-1 auch im menschlichen

Endometrium auf diesen Zellen lokalisiert ist.

Die NP-1 mRNA konnte zuvor bereits im Uterus der Maus nachgewiesen werden (Halder
et al., 2000). Dabei zeigte sich eine verstarkte NP-1 Expression zum Zeitpunkt der
embryonalen Implantation. Zudem wurde beobachtet, dass NP-1 ausschlielllich in
Endothelzellen des dezidualisierenden Stromas exprimiert wird. Die Untersuchungen zur
NP-1 Expression im Maus-Uterus wurden an schwangeren Mausen durchgefihrt, daher
kdnnte man vermuten, dass sich das Expressionsmuster von NP-1 im schwangeren
Organismus von dem im nicht-schwangeren Organismus unterscheidet. Es ware somit
interessant, die NP-1 Expression in menschlichem Endometrium nach Eintritt einer

Schwangerschaft zu untersuchen.

4.4 mRNA-Expression von Neuropilin-1 in Maus-Praimplantationsembryonen

Wie zuvor beschrieben, konnte NP-1 im menschlichen Endometrium Gber den gesamten
Menstruationszyklus hinweg nachgewiesen werden. Im Uterus der Maus wird NP-1 zum
Zeitpunkt der embryonalen Implantation verstarkt exprimiert (Halder et al., 2000). Zudem
konnte gezeigt werden, dass VEGFis4 in Praimplantationsembryonen der Maus die

vorherrschende VEGF-Isoform war. Daher stellte sich die Frage, ob auch NP-1 vom
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Praimplantationsembryo exprimiert wird, um in autokrin/parakriner Weise die

angiogenetischen Prozesse bei der embryonalen Implantation zu beeinflussen.

Um diese Frage zu klaren, wurden insgesamt 109 einzelne Praimplantationsembryonen
vom 8-Zell-Stadium bis zum Stadium des hatching Blastozysten auf die NP-1 Expression
untersucht. Jedoch gelang in 8-Zell-Embryonen, Morulae und hatching Blastozysten der
Nachweis von NP-1 nicht. Auch in Zygoten der Maus konnte die NP-1 mRNA nicht
nachgewiesen werden. Lediglich bei 19% der frihen Blastozysten konnte die NP-1 mRNA
detektiert werden. Eventuell ist der Gehalt an NP-1 mRNA im Praimplantationsembryo so
gering, dass er mit der verwendeten Methode der RT/nested PCR in den meisten Fallen
nicht erfasst werden konnte. Allerdings ist diese Methode ausgesprochen sensitiv, so
dass es wahrscheinlicher scheint, dass NP-1 fiur den Praimplantationsembryo noch keine

Rolle spielt und daher von diesem auch nicht exprimiert wird.

NP-1 konnte in Zusammenhang mit VEGF ¢, bisher lediglich in Endothelzellen, sowie in
Tumorzellen nachgewiesen werden (Soker et al., 1998). Auch im Uterus der Maus wurde
NP-1 lediglich in Endothelzellen detektiert (Halder et al., 2000). Im Unterschied dazu
konnten die anderen VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 jedoch auch in anderen
Zelltypen, wie Epithel- und Stromazellen, nachgewiesen werden. Moglicherweise ist NP-1
aber weitaus spezifischer fir Endothelzellen als VEGFR-1 und VEGFR-2 und wird
ausschlieB8lich auf Endothelzellen exprimiert. Dies wirde erklaren, wieso NP-1 im

Praimplantationsembryo nicht nachgewiesen werden konnte.

Dennoch spielt embryonales NP-1 in der Embryonalentwicklung der Blutgefalie eine
Rolle, wie durch knock-out Experimente in der Maus festgestellt werden konnte
(Kitsukawa et al., 1997). Wie auch durch knock-out des VEGFR-1 bzw. VEGFR-2 sind
NP-1" Embryonen embryonal letal und weisen massive Fehlbildungen im
kardiovaskularen System auf. Allerdings scheint NP-1 erst zu einem spateren Zeitpunkt
als der Praimplantationsperiode flir den Embryo von Bedeutung zu sein. Dies zumindest
wirde erklaren, wieso NP-1 in Praimplantationsembryonen der Maus nicht nachgewiesen
werden konnte Zum Zeitpunkt der embryonalen Implantation kann somit nur ein
Zusammenspiel von endometriellem NP-1 und VEGFR-2 auf parakrine Weise mit

embryonalem VEGF g, oder auf autokrine Weise mit endometriellem VEGF 4¢4 erfolgen.
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4.5 Expression der Angiopoietine 1 und 2 und ihres Rezeptors Tie-2 im

zyklischen Endometrium

Wahrend die Rolle des VEGF-Systems bei angiogenetischen Prozessen im zyklischen
Endometrium und bei der embryonalen Implantation schon von vielen Arbeitsgruppen
untersucht worden ist, gibt es in diesem Zusammenhang zu den Angiopoietinen bislang

nur wenig Informationen.

Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchung konnten die mRNA’s der
Angiopoietine und ihres Rezeptors im Endometrium in allen Phasen des Zyklus
nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine signifikant erhdhte Ang-1-Expression in der
Sekretionsphase des Menstruationszyklus. Diese Beobachtung wurde durch eine
immunhistochemische Farbung auch auf Protein-Ebene unterstitzt. Im Unterschied dazu
konnten bei der Expression der Ang-2-mRNA und des Proteins nur geringe zyklische
Schwankungen beobachtet werden. Der Rezeptor Tie-2 wurde wahrend des gesamten

Menstruationszyklus annahernd gleich stark exprimiert.

Die erhéhte Ang-1-Expression in der Sekretionsphase steht in Einklang mit der in dieser
Zyklusphase notwendigen Reifung und Stabilisierung der endometriellen Gefalle. Die
Sekretionsphase des Endometriums ist durch ein ausgepragtes Wachstum und eine
starke Windung der, in der Proliferationsphase gebildeten, Spiralarterien charakterisiert
(Kaiserman-Abramof and Padykula, 1989). Damit wird der subepitheliale, kapillare Plexus
bereit gestellt, in dem der Blutfluss in der frihen und mittleren Sekretionsphase ein
Maximum erreicht, in Erwartung eines implantierenden Embryos (Gannon et al, 1997). Es
konnte gezeigt werden, dass Ang-1 die Stabilisierung neu gebildeter Gefalie fordert,
indem es die Rekrutierung von Perizyten und Zellen der glatten Muskulatur und die
Bildung der Basalmembran moduliert (Suri et al., 1996). Die erhdhte Ang-1 Expression im
Endometrium der Sekretionsphase deutet darauf hin, dass das Ang-1/Tie-2 Signal fiir das
Wachstum und die Stabilisierung der Spiralarterien in dieser Zyklusphase von Bedeutung
ist. Diese Vermutung wird dadurch unterstitzt, dass bei Menorrhagie (verstarkte
Menstruationsblutung) die endometriale Ang-1-Expression stark vermindert ist (Hewett et
al., 2002).

Das Ang-1-Protein konnte im Endometrium der Proliferationsphase vor allem im
Drisenepithel und im Endothel, aber auch schwach in den Stromazellen detektiert
werden. In der Sekretionsphase konnte Ang-1 im Stroma in unmittelbarer Umgebung der
Blutgefale wesentlich starker nachgewiesen werden. Moglicherweise spiegelt dies die

allgemein erhdhte mRNA-Expression von Ang-1 in der Sekretionsphase wieder.
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Was die Ang-1 Expression der Epithelzellen angeht, so ware es interessant zu klaren, ob
Ang-1 ahnlich wie VEGF apikal in Richtung des Lumens sezerniert wird und somit lokal an
der Implantationsstelle nicht zur Verfigung stiinde. Méglicherweise wird Ang-1 jedoch
auch in Richtung des Stromas sezerniert, wo es auf die subepithelialen Kapillargefalle
wirken konnte. Da das Ang-1 Protein im Drisenepithel jedoch haupsachlich apikal

lokalisiert war, scheint eine apikale Sekretion jedoch wahrscheinlicher.

Im Unterschied zu Ang-1 konnten bei der mRNA-Expression von Ang-2 im Endometrium
nur geringe Schwankungen im Verlauf des Menstruationszyklus beobachtet werden.
Lediglich zwischen der friihen und mittleren Sekretionsphase ergab sich ein signifikanter
Unterschied bei der Ang-2 mRNA-Expression, der jedoch auf Protein-Ebene nicht
nachgewiesen werden konnte. Diese Beobachtungen lassen einen grundsatzlichen
Gehalt an Ang-2 mRNA im Endometrium vermuten, der flr die dort stattfindenden
angiogenetischen Prozesse ausreicht. Ang-2 wirkt als natlrlicher Antagonist von Ang-1
und fuhrt als solcher zur Destabilisierung von GefalRen und zur Gefaliregression. Nur in
Gegenwart anderer angiogenetischer Faktoren, wie z.B. VEGF, hat Ang-2 einen positiven
Einfluss auf die Entwicklung der Blutgefale (Maisonpierre et al., 1997). Es ist daher
denkbar, dass die im Endometrium stattfindenden angiogenetischen Prozesse durch die
Verfligbarkeit anderer, angiogenetischer Stimuli reguliert werden und nicht durch die
Menge an Ang-2. Jedoch kénnte das Ang-2/Tie-2 Signal auch durch lokale Unterschiede
in der Verfligbarkeit des Liganden reguliert werden, wie auch Li et al. (2001) vermuten.
Die Autoren beobachteten durch in-situ Hybridisierung eine ungleichmalige Ang-2-
Expression im gesamten Endometrium, die schliellich den naturlichen Killerzellen (NK-
Zellen) des Gewebes zugeordnet werden konnte. Bei der in dieser Arbeit dargestellten
immunhistochemischen Lokalisierung konnte Ang-2 dagegen hauptsachlich im
endometrialen Driisenepithel und nur schwach in den Stromazellen und den Blutgefalien
nachgewiesen werden. Dies steht auch im Widerspruch zu den Ergebnissen von Krikun et
al. (2001), die Ang-2 im Stroma und in den Endothelzellen nachweisen konnten, nicht
jedoch im Epithel. Allerdings sind ihre Daten und ihre Schlussfolgerung sehr ungenau. So

geben sie z.B. keinen Aufschluss Uber die Anzahl der untersuchten Endometriumbiopsien.

Bei der Tie-2 Expression konnten in dieser Arbeit weder auf mRNA noch auf Protein-
Ebene zyklische Schwankungen beobachtet werden. Auch Krikun et al. (2001) fanden
keinen Effekt der Zyklusphase auf die Tie-2 Protein-Expression. Im Gegensatz dazu
beobachteten Li et al. (2001) eine signifikante Veranderung der mRNA-Expression von
Tie-2 im Verlauf des Menstruationszyklus. Bei dieser Untersuchung wurde eine

semiquantitative RT/PCR angewandt, wobei der mRNA-Gehalt des Targets mit dem
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Gehalt an mRNA des housekeeping-Gens [-Actin verglichen wird. Diese Methode
schliel3t jedoch unterschiedliche Bindungsaffinitaten der verschiedenen Primer oder intra-
Assay-Variationen (Variationen zwischen den einzelnen Reaktionsgefalien, z.B. in der
Primermenge) nicht aus. Die in dieser Arbeit verwendete Methode der RT/kompetitiven
PCR ist dagegen sicherlich wesentlich genauer. Der mRNA-Gehalt der Proben wird
hierbei durch Zugabe einer definierten Menge an Kompetitor semiquantitativ bestimmt.
Die Sequenz des Kompetitors entspricht bis auf eine kurze Deletion innerhalb des zu
amplifizierenden Fragmentes der Sequenz des Targets. Der Kompetitor hat somit die
gleichen Primer-Bindungsstellen wie das Target. Dadurch kdnnen Unterschiede in der
Bindungsaffinitat der Primer und Mengenunterschiede der einzelnen Primer bei der PCR
ausgeschlossen werden. Es scheint also wahrscheinlicher, dass Tie-2 im Verlauf des
Zyklus gleichmalig exprimiert wird und dass das Ang-1/Tie-2 Signal nicht durch die
Verfligbarkeit des Rezeptors reguliert wird, sondern durch die Menge des Liganden
Ang-1, der im Endometrium zyklusspezifisch exprimiert wird. Gleiches gilt z.B. auch fir
das VEGF-System; wahrend der Ligand im Endometrium zyklusspezifisch exprimiert wird,
bleibt die Expression der Rezeptoren im Verlauf des Menstruationszyklus annahernd
gleich (Krussel et al., 1998; Shifren et al., 1996; Torry et al., 1996).

Der Nachweis der mRNA von Ang-1, Ang-2 und Tie-2 gelang zusatzlich in isolierten,
endometriellen Epithel- und Stomazellen. Der mRNA-Gehalt der Angiopoietine und ihres
Rezeptors war in beiden Zellpopulationen vergleichbar. Auch die Proteine der
Angiopoietine konnten in diesen beiden Zellpopulationen nachgewiesen werden. Bei Tie-2
steht die mRNA-Expression der Stromazellen jedoch im Widerspruch mit der
Lokalisierung des Tie-2 Proteins, welches in diesen Zellen nicht detektiert werden konnte.
Moglicherweise flihren  post-transkriptionale  Regulationsmechanismen zu dem

unterschiedlichen Protein-Expressionsmuster.

Bei allen Untersuchungen mittels RT/kompetitiver PCR wurden starke individuelle
Schwankungen innerhalb der einzelnen Proben beobachtet. Dies wurde zuvor schon von
anderen Autoren (Li et al., 2001) berichtet. Mdglicherweise ist dies auf die angewandte
Methode zurlickzuflhren. Bei der RT/kompetitiven PCR kdénnen zwar unterschiedliche
Primer-Bindungsaffinitdten und intra-Assay-Variationen (Variationen zwischen den
einzelnen Reaktionsgefallen, z.B. in der Primermenge) bei der PCR ausgeschlossen
werden, nicht jedoch intra-Assay-Variationen bei der reversen Transkription. Da die
reverse Transkription aber im Unterschied zur PCR nicht exponentiell erfolgt, haben intra-
Assay-Variationen dabei sicherlich geringere Auswirkungen als bei einer PCR. Es stellt

sich dennoch die Frage, ob diese wirklich vernachlassigbar klein sind, oder ob sie doch zu
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einer Ungenauigkeit im Ergebnis flhren. Bei der urspriinglichen, kompetitiven RT/PCR
wird ein kompetitives RNA-Fragment zugesetzt und nicht wie bei der modifizierten
Methode ein kompetitives cDNA-Fragment (Tsai et al., 1996). In diesem Fall kbnnen dann

auch intra-Assay-Variationen bei der reversen Transkription ausgeschlossen werden.

Die signifikant erhéhte Ang-1-Expression in der Sekretionsphase koénnte auf einen Effekt
der Steroidhormone, insbesondere des Progesterons zurlickzuflihren sein. Nach
Ausbildung des Corpus Luteum kommt es in dieser Phase des Zyklus zu einer stark
erhdhten Sekretion von Progesteron, welches sich dann auf die Ang-1 Expression
auswirken koénnte. Diese Moglichkeit wurde durch Inkubation endometrieller Zellkulturen
mit Progesteron und/oder Ostradiol naher untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
schon durch wenige Stunden Inkubation mit den Steroidhormonen die mRNA-Expression
der Angiopoietine und ihres Rezeptors erhdht werden konnte. Wahrend die Ang-1
Expression im Endometrium also sowohl langfristig, Uber ganze Zyklusphasen hinweg,
durch die Steroidhormone reguliert zu werden scheint, scheinen diese die endometrielle
Expression von Ang-2 und Tie-2 dagegen nur kurzfristig zu beeinflussen. Dies wirde
erklaren, wieso die Ang-2 und Tie-2 Expression im nativen Endometrium unabhangig von
der Zyklusphase annahernd gleich stark war. Bei dieser Untersuchung konnte lediglich ein
~grober“ Eindruck der endometriellen Ang-2 und Tie-2 Expression gewonnen werden,

wobei kurzzeitige Einflisse, beispielsweise der Steroidhormone nicht erfasst werden.

4.6 mRNA-Expression von Ang-1 und Ang-2 in Praimplantationsembryonen der

Maus

Die Bedeutung der Angiopoietine bei der Embryonalentwicklung der BlutgefaRe konnte
durch knock-out Experimente der Maus erkannt werden. Die funktionelle Inaktivierung von
Ang-1 oder Tie-2 fuhrt zu massiven Fehlbildungen der Blutgefal’e und zur embryonalen
Letalitat an E 10.5 (Suri et al., 1996; Sato et al., 1995). Bislang existieren jedoch noch
keine Informationen Uber eine mogliche Bedeutung der Angiopoietine bei
angiogenetischen Prozessen zu einem friiheren Zeitpunkt der Embryonalentwicklung d.h.

im Rahmen der embryonalen Implantation.

Die in dieser Arbeit vorgestellte Untersuchung beschreibt erstmals die mRNA-Expression
der Angiopoietine in Praimplantationsembryonen. Aus praktischen und ethischen Griinden
wurden die Untersuchungen an Embryonen der Maus durchgefihrt. Die Ang-1 mRNA
konnte vom 8-Zell-Stadium bis zum Stadium des hatching Blastozysten nachgewiesen

werden. Jedoch folgte diese keinem erkennbaren Muster. In 75% der 8-Zell-Embryonen,
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71% der Morulae, 30% der frihen Blastozysten und 48% der hatching Blastozysten
konnte die Ang-1 mRNA detektiert werden. Ein Nachweis der Ang-2 mRNA im
Praimplantationsembryo gelang dagegen nicht. Da die verwendete Methode der
RT/nested PCR, bei der die Ang-2 cDNA mit 2x 40 Zyklen amplifiziert wurde, sehr sensitiv
ist, scheint ein methodischer Fehler ausgeschlossen. Wahrscheinlicher ist es, dass der

Praimplantationsembryo Ang-2 nicht exprimiert.

Die Ang-1 mRNA konnte ebenfalls in Zygoten der Maus nachgewiesen werden. Da die
embryonale mRNA-Synthese zu diesem Zeitpunkt noch nicht begonnen hat, muss es sich
dabei auf jeden Fall um maternale mRNA handeln. Wie auch bei VEGF ist es fraglich,
welche Funktion das Ang-1 der Zygote auslibt. Angiogenese spielt zu diesem frihen
Zeitpunkt der Embryonalentwicklung fur den Embryo noch keine Rolle, daher erfllt
moglicherweise also auch Ang-1 zusatzliche, bisher noch unbekannte Funktionen. Dies
wirde dann auch den hohen Anteil an 8-Zellern und Morulae mit nachweisbarer Ang-1
MRNA erklaren, denn auch in diesem Stadium der Praimplantationsentwicklung muss der

Embryo noch keine Angiogenese induzieren.

Geht man davon aus, dass die nachgewiesene Ang-1 mRNA auch in Protein translatiert
wird, so kdnnte das embryonale Ang-1 Protein, vor allem das des hatching Blastozysten,
an den endometriellen Tie-2 Rezeptor binden und somit in parakriner Weise zu den
angiogenetischen Prozessen im Rahmen der embryonalen Implantation beitragen. Ob der

Praimplantationsembryo selbst auch den Rezeptor Tie-2 exprimiert bleibt noch zu klaren.

4.7 Einfluss von human chorionic gonadotropin (HCG) auf die endometriale

mRNA-Expression angiogenetischer Wachstumsfaktoren

Eines der ersten Produkte des Embryos ist Human chorionic gonadotropin (HCG), das
sogenannte Schwangerschaftshormon. HCG konnte durch in-situ Hybridisierung in
menschlichen Praimplantationsembryonen bereits im 8-Zell-Stadium, d.h. zu Beginn der
Aktivierung des embryonalen Genoms, nachgewiesen werden (Bonduelle et al., 1988).
HCG ist ein Trophoblast-spezifisches Protein und gilt somit als frihester Marker der
Differenzierung embryonaler Zellen in den spateren embryonalen Anteil (Embryoblast)
und den plazentaren Anteil (Trophoblast). Als Schwangerschaftshormon unterhalt HCG in
erster Linie das Corpus Luteum, regt dadurch die Produktion von Progesteron an und
fordert den Erhalt der Schwangerschaft. Zusatzlich zu seinen endokrinen Effekten auf das

Corpus Luteum beeinflusst HCG jedoch auch die Differenzierung der endometriellen
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Stromazellen in Dezidualzellen (Han et al., 1999), ein Vorgang, der fur die Implantation

des Embryos und flir den Erhalt der Schwangerschaft zwingend notwendig ist.

HCG wird zur Ovulationsinduktion bei der Behandlung von ungewollter Kinderlosigkeit im
Rahmen der assistierten Reproduktion (ART) eingesetzt. Als Nebenwirkung kommt es in
0,3-5% der Falle jedoch zum sogenannten Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS),
welches potential letal ist und sich Klinisch vor allem durch eine erhohte
GefalRpermeabilitdt auszeichnet (Navot et al., 1995). Daher haben sich viele
Untersuchungen zu OHSS auf die Expression vasoaktiver Substanzen, wie VEGF,
konzentriert. So konnte gezeigt werden, dass bei Patientinnen mit OHSS die VEGF-
Konzentration in der Aszitesflissigkeit ungewdhnlich hoch ist (McClure et al., 1994). In
einem in vitro Modell mit ovariellen Zellen konnte die mRNA-Expression von VEGF schon
durch geringe Mengen an HCG erhdht werden (Neulen et al., 1995). In einem anderen in
vitro Modell mit Endothelzellen der Lunge konnte gezeigt werden, dass
supraphysiologische Mengen an HCG die Sekretion von VEGF und auch die Sekretion
des VEGFR-2 in den Zellen signifikant erhdhen (Albert et al., 2002).

Méglicherweise kdnnte HCG daher auch die endometrielle Expression angiogenetischer
Faktoren beeinflussen. HCG wird spezifisch vom Trophoblast-Anteil des Embryos
produziert und sezerniert. Dieser ist bei der embryonalen Implantation auch der in das
Endometrium vordringende Anteil des Embryos. So kénnte der Trophoblast durch die
Sekretion von HCG lokal an der Implantationsstelle die endometrielle Expression
angiogenetischer Faktoren beeinflussen, die ihrerseits die nach der Implantation
erforderliche Angiogenese induzieren. Zur Untersuchung dieser Mdoglichkeit wurden
endometrielle Stromazellen isoliert, mit HCG inkubiert und ein Einfluss von HCG auf die
MRNA-Expression von VEGF und den Angiopoietinen untersucht. Es konnte beobachtet
werden, dass HCG die Expression von VEGF, den Angiopoietinen und ihres Rezeptors in
endometriellen Stromazellen erhéht. Durch Inkubation mit 1 bis 5 IU/ml HCG wurde der
mRNA-Gehalt von VEGF, Ang-1, Ang-2 und Tie-2 in den Zellen nahezu verdoppelt. Die
gleiche HCG-Konzentration flhrte auch bei Granulosazellen zu einer Steigerung der
MRNA-Expression von VEGF (Neulen et al. 1995).

Es stellt sich dennoch die Frage, inwiefern die eingesetzte Menge an HCG mit den
physiologischen HCG-Konzentrationen im Endometrium vergleichbar ist. Die vom
Trophoblasten sezernierte Menge an HCG-Protein, d.h. die lokale HCG-Konzentration an
der Implantationsstelle ist in der Literatur bislang noch nicht beschrieben worden. Es
existieren lediglich Daten Uber den HCG-Gehalt im Serum schwangerer Frauen. Dieser

betragt in der ersten Schwangerschaftswoche durchschnittlich zwischen 10 -30 mlU/mi
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(0,01 und 0,03 IU/ml). Die durch den Trophoblasten produzierte Menge an HCG-Protein,
die lokal im Endometrium vorhanden ist, ist im Vergleich dazu jedoch sicherlich um ein
Vielfaches hoher. Licht et al. (2001) stellten durch Messung der lokalen HCG-
Konzentration im Uterus mittels eines intrauterinen Mikrodialyse-Gerates fest, dass HCG
bei einer intrauterinen HCG-Konzentration von 50 IU im Serum nicht nachweisbar ist. Die
im Serum kleinste, nachweisbare Menge an HCG betragt weniger als 0,005 IU/ml (5
miU/ml), d.h. die intrauterine HCG-Konzentration ist mindestens um das 10000fache
héher als die HCG-Konzentration im Serum. Die Menge von 1 bis 5 IU/ml HCG, bei der
ein Effekt auf die endometrielle Expression der Angiopoietine beobachtet werden konnte,
kénnte demnach sogar noch geringer sein, als die physiologischen HCG-Konzentration im
Endometrium. Dennoch wurde ein Effekt von HCG auf die endometrielle Expression der

Angiogenesefaktoren beobachtet.

Vom Trophoblast sezerniertes HCG konnte die im Rahmen der embryonalen Implantation
stattfindenden Prozesse auf zweierlei Art und Weise beeinflussen. Durch Bindung an die
HCG-Rezeptoren der endometriellen Stromazellen kdnnte es direkt die Freisetzung von
VEGF und Ang-1 stimulieren, wobei die durch die Faktoren geférderten angiogenetischen
Prozesse verstarkt induziert werden wuirden. Eine weitere Moglichkeit ware jedoch, dass
HCG lediglich die Dezidualisierung der Stromazellen bewirkt und dass diese VEGF und
Ang-1 generell starker exprimieren, als nicht dezidualisierte Stromazellen. Dass HCG die
morphologische und funktionelle Differenzierung von Stromazellen in Dezidualzellen
fordert, konnte bereits gezeigt werden (Han et al., 1999). Jedoch konnten die Effekte von
HCG auf die Dezidualisierung der Zellen erst nach 10tagiger Inkubation mit HCG
beobachtet werden. Dennoch ware es interessant, die VEGF und Ang-1 Expression von
in vivo dezidualisierten Stromazellen mit der Expression nicht dezidualisierter

Stromazellen bzw. mit HCG inkubierten Stromazellen zu vergleichen.

Wie in dem Zellkulturexperiment gesehen werden konnte, beeinflusst HCG jedoch nicht
nur die Expression des Angiogenese-Induktors Ang-1, sondern auch die Expression des
naturlichen Antagonisten Ang-2. Zusammen mit VEGF, dessen endometrielle Expression
durch HCG ebenfalls stimuliert wird, kénnte Ang-2 somit eine verstarkte Induktion
angiogenetischer Prozesse bewirken. Unwahrscheinlich ist dagegen, dass die durch HCG
erhdhte, endometrielle Ang-2 Expression einen verstarkten, antagonistischen Effekt des

Ang-2 zur Folge hat, der zur Regression der endometriellen Gefale fihren wirde.
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4.8 Einfluss des Zytokins IL-1B auf die mRNA-Expression des VEGF-Systems in

dezidualisierten Stromazellen

Die ersten Schritte bei der embryonalen Implantation sind die Apposition und Invasion des
Embryos in das Endometrium. Dabei wird dem IL-1 System eine bedeutende
regulatorische Funktion zugesprochen. Alle wichtigen Komponenten des IL-1 Systems,
der Ligand IL-13, der IL-1 Rezeptor Typ | (IL-1R tl) sowie der IL-1 Rezeptor Antagonist
(IL.-1ra) konnten sowohl im Endometrium, als auch im Praimplantationsembryo
nachgewiesen werden (Simon et al., 1993; Krissel et al., 1998). Besonders hoch war die
Expression des IL-1R tl im Endometrium der Sekretionsphase ebenso wie die IL-1R tl und
die IL-1R Expression im spaten Blastozysten. Damit ist eine Interaktion zwischen intra-
oder extraembryonalem IL-13 bzw. IL-1R tl im Rahmen der Praimplantationsentwicklung
und der embryonalen Implantation méglich. Die wichtigste, direkte Evidenz bezliglich der
Bedeutung von IL-13 auf die embryonale Implantation war jedoch, dass bei Mausen durch
systemische Applikation des IL-1ra der IL-1 Rezeptor blockiert und so die embryonale
Implantation verhindert wurde (Simén et al., 1994). Spater konnte gezeigt werden, dass
es sich hierbei um einen Effekt des IL-1ra auf das Endometrium handelte (Simén et al.,
1998).

Unmittelbar im Anschluss an die Implantation des Embryos in das Endometrium muss
dieser Angiogenese induzieren und die Plazenta ausbilden. Daher war unsere Hypothese,
dass embryonales IL-13 moglicherweise die Expression angiogenetischer
Wachstumsfaktoren, insbesondere VEGF, beeinflusst. So konnte IL-1R3 dem Endometrium
signalisieren, die Expression von VEGF oder den transmembranaren Rezeptoren zu
verstarken bzw. die Expression des Antagonisten zu unterdricken, womit das
angiogenetische Potential des Embryos entscheidend beeinflusst wirde. Ein Einfluss von
IL-1R3 auf die VEGF-Expression konnte zuvor bereits in einem in vitro Experiment mit
glatten Muskelzellen der Aorta beobachtet werden (Li et al., 1995). Durch Inkubation der
Zellen mit 0,1 bis 10 ng/ml IL-1R kam es bei diesen Zellen zu einer zwei bis vierfach

starkeren VEGF-Expression.

Im Gegensatz dazu hatte die Inkubation dezidualisierter, endometrieller Stromazellen mit
IL-13 keinen Effekt auf die mRNA-Expression des VEGF-Systems in den Zellen. Zwar
konnten innerhalb der einzelnen Proben Unterschiede im mRNA-Gehalt von VEGF und
den Rezeptoren beobachtet werden, jedoch waren hierbei keine eindeutigen
Veranderungen in der mRNA-Expression durch Inkubation mit IL-13 zu erkennen. Die bei
dem Experiment eingesetzte IL-1R Konzentration betrug 100 IU/ml (=0,5 ng/ml).

Méglicherweise war diese zu gering, um die endometrielle Expression des VEGF-

106



Diskussion

Systems zu beeinflussen. Laut Hersteller Sigma liegt die wirksame Konzentration des IL-
13 in einem Bereich von 0,1 bis 10 ng/ml. Die bei dem Zellkulturversuch eingesetzte IL-1R
Menge von 0,5 ng/ml stellt somit nahezu die unterste Grenze der wirksamen

Konzentration dar.

Die Erkenntnis, dass IL-1R3 bei endometriellen Stromazellen keinen Einfluss auf die
mRNA-Expression des VEGF-Systems hat, korreliert mit den Ergebnissen von Lebovic et
al. (2000). Die Autoren stimulierten Stromazellen, die aus Endometriose-Herden
gewonnen wurden, und solche aus gesundem Endometrium mit IL-13 und untersuchten
mittels Northern Blot den mRNA-Gehalt von VEGF in den Zellen. Wahrend bei den aus
Endometriose-Herden isolierten Zellen die Expression von VEGF durch Inkubation von
IL-1R deutlich gesteigert wurde, konnte dieser Effekt bei den aus gesundem Endometrium
gewonnenen Stromazellen nicht beobachtet werden. Es wurde nachgewiesen, dass aus
Endometriose-Herden stammende Stromazellen wesentlich mehr IL-1R t1 exprimieren als
endometrielle Stromazellen, daher vermuten die Autoren, dass der erhohten Sensitivitat
der Endometriose-Stromazellen gegendber IL-13 - zumindest teilweise- eine verstarkte
Bindung von IL-18 an den Rezeptor und somit ein verstarktes IL-13/ IL1R tI Signal

zugrunde liegt.

Die Hypothese, dass embryonales IL-1% die endometrielle Expression angiogenetischer
Wachstumsfaktoren, wie VEGF, oder deren Rezeptoren beeinflusst, konnte jedoch nicht
bestatigt werden. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass
zwischen den molekularen Regulatoren der embryonalen Implantation, wie dem 1I-13, und
den Regulatoren der Angiogenese im Rahmen der embryonalen Implantation kein

Zusammenhang besteht.

4.9 VEGF und die Angiopoietine bei der Angiogenese im zyklischen

Endometrium und im Rahmen der embryonalen Implantation

Trotz der vielen Untersuchungen zur Rolle angiogenetischer Wachstumsfaktoren, wie
dem VEGF oder den Angiopoietinen, sowohl bei der physiologischen Angiogenese im
weiblichen Reproduktionssystem, als auch bei der pathologischen Angiogenese im
Rahmen des Tumorwachstums, sind die genauen molekularen Mechanismen dieser
Prozesse nach wie vor unklar. Die Ergebnisse, der im Rahmen dieser Arbeit geschilderten
Experimente, haben jedoch dazu beigetragen, das Wissen um die molekularen Ablaufe
der angiogenetischen Prozesse im zyklischen Endometrium und bei der embryonalen

Implantation zu erweitern.
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Die Angiogenese im zyklischen Endometrium und bei der embryonalen Implantation ist
von essentieller Bedeutung flr die Funktion des weiblichen Reproduktionssystems. Nur
ein stark vaskularisiertes Endometrium ist rezeptiv und nur durch Anschluss an die
maternalen Gefalte kann der Embryo ausreichend mit Nahrstoffen und Sauerstoff
versorgt und die Schwangerschaft aufrecht erhalten werden. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass die angiogenetischen Prozesse im zyklischen Endometrium und
bei der embryonalen Implantation lediglich durch einen Faktor bzw. dessen Signalweg
stimuliert und reguliert werden. Vielmehr scheint, dass die Signale einzelner Faktoren, wie
VEGF oder Ang-1, redundant sind und bei Inaktivierung der Faktoren durch andere
Signalwege ersetzt werden. Daflr spricht auch die Tatsache, dass bei knock-out von
VEGF oder Ang-1 die Schwangerschaft bis zu einem gewissen Punkt bestehen bleibt.
Durch knock-out von VEGF oder Ang-1 kommt es zu massiven Fehlbildungen im
kardiovaskularen System und zur embryonalen Letalitat (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et
al., 1996; Suri et al., 1996). Jedoch implantieren die VEGF*" bzw. die Ang-1"" Embryonen
zunachst regular und finden Anschluss an die maternalen Gefalie. Erst an E 10 bis E 11
bei VEGF bzw. an E 12.5 bei Ang-1 fuhren die intra- und extraembryonalen Fehlbildungen

im kardiovaskularen System zur embryonalen Letalitat.

Durch die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse konnte vermutlich nur ein kleiner Teil
des Spektrums, der moglicherweise an der Angiogenese im zyklischen Endometrium und
bei der embryonalen Implantation beteiligten Faktoren, untersucht werden. Zudem wurden
die beiden Anteile des Reproduktionssystems nur getrennt voneinander betrachtet, da es
bislang noch kein geeignetes in vitro Modell des Systems Embryo-Endometrium gibt. So
werden als solches zwar endometrielle Epithelzellen oder Zytotrophoblast-Zellen kultiviert
und analysiert (Satayaswaroop et al., 1979; Coutifaris et al., 1990), oder auch Kokultur-
Experimente mit endometriellen Zellen und Blastozysten durchgefiihrt, jedoch scheint bei
allen Ansatzen das Fehlen angemessener Epithel-Stroma-Wechselwirkungen, sowie die
Ausbildung eines polarisierten Phanotyps, ein limitierender Faktor zu sein (Thie et al.,
1995; Classen-Linke et al., 1997).

Auch konnte in dieser Arbeit kein funktioneller Beweis fir die Bedeutung von VEGF oder
den Angiopoietinen bei der endometriellen Angiogenese in vivo erbracht werden. Die
dargestellten Ergebnisse bekraftigen jedoch die Vermutung, dass eine Vielzahl von
Faktoren, wie VEGF und die Angiopoietine, an den angiogenetischen Prozessen im
zyklischen Endometrium und bei der embryonalen Implantation beteiligt sind und dass
das Gleichgewicht an Angiogenese-Induktoren und Inhibitoren den ,angiogenic switch*

auslost (Hanahan und Folkman 1996).
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Alle  Untersuchungen zur  Expression bestimmter mRNA’s wurden an
Praimplantationsembryonen der Maus durchgefiihrt, da die “verbrauchende“ Forschung
an menschlichen Praimplantationsembryonen nach dem ESchG in Deutschland verboten
ist. Inwieweit die Erkenntnisse zur mRNA-Expression im Praimplantationsembryo der
Maus auf den Menschen Ubertragbar sind, ist fraglich. So weist die embryonale
Implantation bei Mensch und Maus generell groRe Ahnlichkeiten, aber auch Unterschiede
auf. Die einzelnen Schritte der Implantation, d.h. Apposition, Invasion und Nidation, sind in
beiden Fallen die Gleichen. Jedoch existieren z.B. zeitliche Unterschiede und
Unterschiede in der hormonellen Regulation. Wahrend bei der Maus die Implantation der
Blastozyste an Tag 3.5 nach Ovulation stattfindet, erfolgt diese beim Menschen erst an
Tag 6 bis 7. Bei der Maus wird die Rezeptivitdt des Endometriums durch Ostradiol
bestimmt, wohingegen die Rezeptivitdt des menschlichen Endometriums durch
Progesteron aufrecht erhalten wird (Ubersichtsartikel Ma et al., 1999). Auch bei anderen
Faktoren, denen eine Funktion bei der embryonalen Implantation zugesprochen wird,
kénnen zwischen Mensch und Maus Unterschiede beobachtet werden. So ist z.B. der
leukemia inhibitory factor (LIF) bei der Maus essentiell flr die embryonale Implantation.
Bei funktioneller Inaktivierung von LIF (homozygot LIF ") findet keine Implantation der sich
normal entwickelnden Blastozysten statt. Dieser Effekt ist eindeutig endometrial bedingt,
da beim Transfer von LIF” Embryos in Wildtyp-Ammenmause eine normale
Implantationsrate beobachtet werden konnte (Stewart et al., 1992). Beim Menschen
konnte die Funktion von LIF bei der embryonalen Implantation dagegen bislang noch nicht
eindeutig geklart werden. Untersuchungen deuten darauf hin, dass LIF auch hier eine
wichtige Rolle bei der embryonalen Implantation spielt. So wurde beobachtet, dass bei
Frauen mit idiopathischer Infertilitdt die endometriale Sekretion von LIF erniedrigt ist (Laird
et al., 1997; Hambartsoumian et al., 1998). Es wird jedoch vermutet, dass LIF beim
Menschen im Unterschied zur Maus sowohl auf das Endometrium, als auch auf den
Embryo wirkt (Vogiagis et al., 1999; Lass et al., 2001).

Durch das weitere Sammeln von Daten zur Expression und Regulation angiogenetischer
Wachstumsfaktoren im Endometrium und im Praimplantationsembryo bei Mensch und
Maus koénnten die molekularen Mechanismen der endometriellen Angiogenese
moglicherweise in Zukunft geklart werden. Die Untersuchung des physiologischen mRNA-
Expressionsmusters bestimmter Faktoren bei Praimplantationsembryonen kénnte zur
Diagnose von Embryonen mit dem optimalen Implantationspotential verwendet werden.
Damit wirde sich ein Ansatzpunkt fir den klinischen Einsatz dieser Methode im Rahmen
der IVF-Behandlung ergeben, analog zur Praimplantationsdiagnostik, welche zur

genetischen Untersuchung von Praimplantationsembryonen verwendet wird. Dadurch
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kénnten die Schwangerschaftsraten der IVF-Behandlung moglicherweise deutlich erhoht
werden. Auch konnten die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bezlglich der
endometriellen Angiogenese zu einem therapeutischen Ansatz bei der Behandlung
endometrieller Erkrankungen wie der Endometriose oder der Menorrhagie, die mit

angiogenetischen Funktionsstérungen assoziiert werden, fuhren.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Angiogenese, das Wachstum neuer Blutgefalle aus einem bereits existierenden Endothel,
ist ein grundlegender Prozess bei der Ausbildung des rezeptiven Endometriums ebenso
wie bei der embryonalen Implantation. Das Endometrium ist neben dem Ovar das einzige
Gewebe des adulten Organismus, in dem unter physiologischen Bedingungen
Angiogenese stattfindet, dennoch sind die molekularen Mechanismen der endometrialen
Angiogenese bislang noch weitestgehend ungeklart. Der vascular endothelial growth
factor (VEGF) und die Angiopoietine (Ang-1 und Ang-2) sind potente, angiogenetische
Wachstumsfaktoren mit einer hohen Spezifitat fir Endothelzellen. Ihnen wird daher eine

wichtige Rolle bei der Regulation angiogenetischer Prozesse zugesprochen.

In dieser Arbeit sollte die Expression des VEGF-Systems und der Angiopoietine im
zyklischen Endometrium und bei der embryonalen Implantation untersucht werden. Da es
bislang noch kein geeignetes in vitro Modell des Systems Embryo-Endometrium gibt,
konnten die beiden Anteile des Reproduktionssystems lediglich getrennt voneinander
betrachtet werden. Es wurden Komponenten des VEGF-Systems und der Familie der
Angiopoietine im Praimplantationsembryo nachgewiesen, ebenso wie die Expression und
die zyklische Regulation der Angiopoietine im Endometrium analysiert. Um das System
Embryo-Endometrium zu simulieren, wurden endometriale Zellen mit dem Embryo-
spezifischen Faktor HCG inkubiert und eine Beeinflussung der endometrialen VEGF- und

Angiopoietin- Expression durch diesen untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass VEGF im Embryo in allen Stadien der
Praimplantationsentwicklung exprimiert wird, insbesondere in den spaten Blastozysten,
d.h. zum Zeitpunkt der Implantation. Dabei dominieren die frei sezernierten,
angiogenetisch aktiven VEGF-Isoformen. Auch die transmembranaren VEGF-Rezeptoren
1 und 2 werden vom Praimplantationsembryo exprimiert, nicht jedoch die |6sliche Form
des VEGFR-1, die als Antagonist fungiert. Die mRNA von Ang-1 konnte in
Praimplantationsembryonen aller Entwicklungsstadien ebenfalls nachgewiesen werden.
Somit kdnnte embryonales VEGF bzw. Ang-1, vor allem das des spaten Blastozysten, die
im Rahmen der embryonalen Implantation erforderliche Angiogenese auf autokrin/
parakrine Weise stimulieren. Die Expression von VEGF und Ang-1 in der Zygote lasst
zusatzliche, bisher noch unbekannte Funktionen der Wachstumsfaktoren vermuten. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die endometriale mRNA-Expression und Protein-
Distribution von Ang-1 zyklusabhangig ist, mit einer maximalen Expression in der
Sekretionsphase. Dies steht in Einklang mit der in dieser Zyklusphase notwendigen

Reifung und Stabilisierung der in der Proliferationsphase gebildeten Blutgefale und lasst
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Zusammenfassung

auf eine Regulation der Ang-1 in vivo Expression durch die Steroidhormone schlief3en. Im
Gegensatz dazu werden Ang-2 bzw. der Rezeptor Tie-2 in nativem Endometrium Uber
den Menstruationszyklus hinweg nahezu gleich exprimiert. In vitro jedoch wird die
endometriale Expression beider Angiopoietine sowie ihres Rezeptors durch die
Steroidhormone beeinflusst, wie in Zellkulturexperimenten mit primaren, endometrialen
Zellen beobachtet werden konnte. Durch Kulturexperimente der Primarzellen mit dem
embryonalen Faktor HCG konnte die endometriale Expression von VEGF und den
Angiopoietinen stimuliert werden. Somit besteht die Moglichkeit, dass der Embryo durch
Sekretion von HCG die Expression angiogenetischer Faktoren im Endometrium

beeinflusst und so die angiogenetischen Prozesse an der Implantationsstelle stimuliert.
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