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LDL low-density lipoprotein
LEC CCL16
LH Luteinisierendes Hormon
LIF lLeukemia inhibitory factor
Lkn-1 leukotactin-1, CCL15
LPS Lipopolysaccharid
LRP lipoprotein-related protein
Lungkine
M

CXCL15

mA Milliampere
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MAPKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinae
MAPKKK Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase-Kinase
MCDB 105 Zellkulturmedium
MCF-7 Mammakarzinomzelllinie
MCP-1 monocyte chemotactic protein 1, CCL2
MCP2 monocyte chemoattractant protein 2, CCL8
MCP-3 monocyte-specific chemokine 3, CCL7
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MCP-4 CCL13
MCP-5 monocyte chemotactic protein 5, CCL12
MDC CCL22
MEC mucosae-associated epithelial chemokine, CCL28
MEK mitogen/extracellular signal-regulated kinase
MEKK mitogen/extracellular signal-regulated kinase kinase
MEOH Methanol
MgCl2 Magnesiumchlorid
MGSA-α melanoma growth stimulating activity-α, CXCL1
MGSA-β melanoma growth stimulating activity-β, CXCL2
MGSA-γ melanoma growth stimulating activity-γ, CXCL3
MgSO4 Magnesiumsulfat
MIG Monokine induced by gamma interferon, CXCL9
min Minuten
MIP-1α macrophage inflammatory protein 1α, CCL3
MIP-1β macrophage inflammatory protein 1β, CCL4
MIP-1γ macrophage inflammatory protein-1γ, CCL9
MIP-1δ macrophage inflammatory protein-1γ, CCL15
MIP-3α macrophage inflammatory protein-3α, CCL20
MIP-3β macrophage inflammatory protein-3β, CCL19
ml Milliliter
MLK mixed lineage protein kinase
mm Millimeter
mM Millimol
MMP Matrixmetalloprotease
MNC mononuclear cells
MnCl2 Manganchlorid
MOPS 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid
MPIF1 myeloid progenitor inhibitory factor 1, CCL23
MPIF2 myeloid progenitor inhibitory factor 2, CCL24
MuC10 CCL6
N
N- Amino-
NaCl Natriumchlorid
NAP-2 CXCL7
NMaOH Natriumhydroxid
NF-κB nuclear factor κB
ng Nanogramm
NK natürliche Killerzellen
nm Nanometer
nM Nanomol
NME1
O

Nometastatic gene 23-H1

OD600

P
optische Dichte bei 600nm

P4 Progesteron
p44/p42 ERK1/2
PARC Pulmonary and activation-regulated chemokine, CCL18
PCP planar cell polarity
PCR polymerase chain reaction
PDGF plateled-derived growth factor
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin
PF-4 plateled factor-4, CXCL4
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PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
PKC Proteinkinase C
PKG cGMP-abhängige Proteinkinase
PLC Phospholipase C
pmol Pikomol
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PPIB Peptidylpropyl-Isomerase B
PRL Prolaktin
PSZ primäre Stromazellen
PTK Proteinthyrosinkinase
PVDF
Q

Polyvinylidenfluorid

QGP Assay QuantiGene Plex Assay
qRT-PCR
R

quatitative real time PCR

R Resistenz
Raf rapidly accelerated fibrosarcoma
RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted, CCL5
Ras rat sarcoma
RbCl2 Rubidiumchlorid
rev reverse
RISC RNA-induced silencing complex
RL95-2 humane endometriale Epithelzelllinie
RNA Ribonucleic acid
RNAi RNA-Interferenz
RNase Ribonuklease
ROCK Rho-associated kinase
Ror Rezeptor-Thyrosin-Kinase-ähnlicher Orphan-Rezeptor
RPL19 ribosomales Protein L19
rpm roundsevolutions per minute
RPMI 1640 Zellkulturmedium
RT Raumtemperatur
Ryk
S

Rezeptor-Thyrosin-Kinase

s Sekunde
S.O.C. super optimal broth
SAPE Streptavidin-konjugiertes Phycoerythrin
SAPK stress-activated phospho-kinase
Sdc-1 Syndecan-1
Sdc-2 Syndecan-2
Sdc-3 Syndecan-3
Sdc-4 Syndecan-4
SDF-1 stromal cell-derived factor 1, CXCL12
SDS sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
shRNA short hairpin RNA 
siRNA small interfering RNA
SLC secondary lymphoid-tissue chemokine, CCL21
SOS son of sevenless
SRPSOX CXCL16
ssRNA single stranded RNA
SSW Schwangerschaftswoche
STCP-1 CCL22
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ST-T1
T

humane endometriale Stromazelllinie

Tab. Tabelle
TARC thymus and activation regulated chemokine, CCL17
TBE TRIS-Borat-EDTA
TBS TRIS-buffered saline
TBST TRIS-buffered saline-Tween20
TD-PCR touchdown-PCR
TECK thymus-expressed chemokine, CCL25
Tet Tetracyclin
TetR Tetracyclin-Repressor
TFB1 transformation buffer 1
TFB2 transformation buffer 2
TGF transforming growth factor
TNF tumor necrosis factor
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
T-Zellen
U

Thymus-Zelle

UE Untereinheit
ü. N. über Nacht
uNK Uterine natürliche Killerzellen
UV ultraviolettes Licht
V
V Volt
VCC EGF co-regulated chemokine 1, CXCL17
VEGF vascular endothelial growth factor
VEGFA vascular endothelial growth factor A
VT Volumenteil
v/v volume/volume
W
WB Western blot
Wnt wingless-Int-1
Wnt11 Wnt-Ligand 11
Wnt5a Wnt-Ligand 5a
WT Wildtyp
w/v weight/volume
Z
z.B. zum Beispiel
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1 Einleitung

1.1 Die Reproduktion der Frau
Die Reproduktionsvorgänge der Frau bestehen aus einem komplexen

Zusammenspiel aus dem hormonproduzierenden Hypophysen-Hypothalamus-

System und den hormonregulierten primären Geschlechtsorganen. 

Abb. 1: Graphische Darstellung des weiblichen Zyklus unterteilt in Proliferationsphase und 

Sekretionsphase mit den dazugehörenden Veränderungen im Eierstock, endokrinen Faktoren und 

Umwandlung des Endometriums (modifiziert nach1)

Der weibliche Zyklus besteht aus 2 aufeinander aufbauenden Phasen: der Östrogen

(E2)-dominanten Proliferationsphase und der Progesteron (P4)-dominanten

Sekretionsphase. In der nach der Menstruation beginnenden Proliferationsphase 

erfolgt die, durch das aus dem Hypophysenvorderlappen ausgeschüttete 

Follikelstimulierende-Hormon (FSH) stimulierte Follikulogenese. Der heranreifende 

Follikel sezerniert vermehrt E2, das für die Proliferation des Endometriums 

verantwortlich ist. Weiterhin bewirkt der steigende E2-Spiegel eine vermehrte 

Ausschüttung des luteinisierenden Hormons (LH) aus der Hypophyse. Dies induziert 
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die Ovulation der herangereiften Oozyte aus dem Follikel in den Eileiter (Tuba

uterina). Aus den Resten des rupturierten Follikels entwickelt sich der Gelbkörper 

(Corpus luteum), der für die Bildung kleiner Mengen E2 und vor allem für den starken 

Anstieg des P4 in der sekretorischen Phase zuständig ist. Das P4, auch 

Gelbkörperhormon genannt, ist essenziell für die Umwandlung des proliferativen in 

ein rezeptives Endometrium im Uterus. Dieser als Dezidualisierung bezeichnete 

Vorgang und die embryonale Implantation finden im Uterus unter hypoxischen 

Bedingungen statt, die sich während der Schwangerschaft ändern.2,3

Findet keine Befruchtung der Oozyte statt, wird das Endometrium mit der nächsten 

Menstruation abgestoßen. Der beschriebene Ablauf des weiblichen Zyklus ist in Abb. 

1 schematisch zusammengefasst dargestellt.

1.1.1 Das Endometrium
Das humane Endometrium besteht aus einer drüsenreichen Epithel- und der 

darunterliegenden stark durchbluteten stützenden Stromazellschicht und unterliegt 

zyklischen Umwandlungen bedingt durch das E2 und das P4. Wie bereits erwähnt, 

findet in der Proliferationsphase des weiblichen Zyklus die E2-gesteuerte Proliferation 

des Endometriums statt. Hierbei kommt es zu einer raschen Vermehrung der 

Stromazellen und es bildet sich ein Drüsen- und Gefäßnetzwerk aus. Weiterhin wird 

die Angiogeneseaktivität gesteigert und dadurch die Vaskulogenese des neu

proliferierenden Gewebes gefördert.4 In der Proliferationszeit von ca. 14 Tagen 

wächst das Endometrium auf eine Dicke von 8-10mm heran. Durch den Einfluss des 

P4 aus dem Corpus luteum findet in der Sekretionsphase eine Differenzierung des 

proliferierten Endometriums statt. Diese Phase ist vor allem durch die Ausbildung 

von Spiralarterien, der Differenzierung von endometrialen Stroma- und Drüsenzellen 

und einer starken Zunahme der uterinen immunkompetenten Zellen, wie z. B. 

uterinen natürlichen Killerzellen (uNK), gekennzeichnet5 und wird auch 

Dezidualisierung (d) genannt. Außerdem finden folgende Reaktionen als Folge der 

Zelltransformation statt: Sezernierung des laktotropen Hormons Prolaktin (PRL) und 

des Insulin-like growth factor binding protein-1 (IGFBP-1), Änderungen der zellulären 

Matrix und Modulationen der Plasmamembran und des Zytoskeletts, 

Expressionsänderungen von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Zytokinrezeptoren 

sowie Aktivitätsmodifikationen von Hormonrezeptoren.6 Die dezidualisierten 

Stromazellen (dES) bilden mit dem darüber liegenden Epithel einen optimalen Ort für 
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die Blastozysteninvasion und die anschließende Implantation des Embryos. Die 

optimalen Bedingungen für eine Implantation, das sogenannte Implantationsfenster,

ist in der Dezidua zeitlich limitiert und nur wenige Tage - ca. 5. bis 10. Tag nach 

Ovulation – präsent.7 Nach erfolgreicher Befruchtung und Transport der Blastozyste 

durch den Eileiter in die Gebärmutterhöhle (Uterus) findet ein komplexer, 

hochsensibler und feinregulierter Dialog zwischen dem Embryo und dem 

mütterlichen Endometrium statt.4

1.1.2 Die humane embryonale Implantation
Der embryonale Implantationsvorgang kann in drei Phasen eingeteilt werden. Bei der 

Apposition erfolgt die erste, noch instabile Anlagerung der Blastozyste an das 

Endometrium. Dieser erste Kontakt findet ca. am 6. Tag nach der Befruchtung statt 

und besteht zunächst nur zwischen den Mikrovilli des Synzytiotrophoblasten, dem 

humanes Choriongonadotropin (hCG)-produzierenden Teil des Embryos und den 

endometrialen Pinopodien (Abb. 2).

In der Adhäsionsphase kommt es zur festen Anheftung der Blastozyste an das 

endometriale Epithel und anschließend zu einer Invasion durch das Epithel in das 

uterine Stromagewebe (Abb. 2). Während dieser, für die Etablierung einer stabilen 

Schwangerschaft essentiellen Implantationsvorgänge findet ein reger Austausch 

zwischen dem invadierenden Embryo und dem rezeptiven Endometrium statt. 

Wichtige Rollen spielen hierbei Steroidhormonrezeptoren, wie E2- und P4-

Rezeptoren, vasoaktive Faktoren, wie vascular endothelial growth factor (VEGF), das 

Endocannabinoidsystem, verschiede Wachstumsfaktoren, wie z.B. transforming 

growth factor (TGF) oder heparin-binding EGF-like growth factor (HBEGF) und deren 

Rezeptoren, Zytokine, wie leukemia inhibitory factor (LIF) und CXC-motif ligand 1

(CXCL1), Zytokinrezeptoren und viele weitere Faktoren.9–12 Die genauen 

molekularbiologischen Ereignisse sind jedoch bis heute nicht im Detail verstanden.

Diese Arbeit beschäftigt sich hauptsächlich mit der Rolle von Chemokinen, einer 

Untergruppe der Zytokine und deren Rezeptoren an der embryo-maternalen 

Schnittstelle während der humanen embryonalen Implantation sowie dessen 

potentielle Rolle bei der humanen Infertilität, die im Folgenden näher erläutert wird.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Implantation der Blastozyste (BL) in das maternale 

Endometrium. (1) Frei schwebende Blastozyste mit Zona pellucida (ZP) am luminalen Epithel (LE) des 

Endometriums nach der Passage durch den Eileiter. (2) Schlüpfende Blastozyste (blastocyst 

hatching). (3) Erster Schritt der Implantation: die Apposition der Blastozyste an das Endometrium

mittels Pinopodien (P). (4) Zweiter Schritt der Implantation: die Adhäsion der Blastozyste an das 

Endometrium. (5) Dritter Schritt der Implantation: die Invasion der Blastozyste in das luminale Epithel 

und anschließend in das dezidualisierte Stromagewebe des Endometriums mit Sekretion 

verschiedener Faktoren, wie z B. Interleukin-1β (IL-1β). (6) Komplette Invasion der Blastozyste 

(modifiziert nach8).

1.1.3 Die humane Infertilität
Die Infertilität ist als Versagen eines Schwangerschaftseintritts nach einem Jahr mit 

regelmäßigem Geschlechtsverkehr definiert13 unter der durchschnittlich jedes 7. Paar 

im fortpflanzungsfähigen Alter leidet.14 Laut des Statistischen Bundesamts wurden 

2012 673.000 Kinder in Deutschland lebend geboren.15 Davon wurden 10.800 

Kinder, also ca. 1,6%, durch die verschiedenen Techniken der assistierten 

Reproduktion (ART) gezeugt.16 Diese Zahl erfasst jedoch nur die Lebendgeburten, 

die durch die Methoden der extrakorporalen Befruchtung entstanden sind. Darunter 

zu verstehen sind: in vitro Fertilisation (IVF), intrazytoplasmatische Spermieninjektion 

(ICSI) und die Transfere von kryokonservierten befruchteten Vorkernstadien nach 

IVF oder ICSI Therapie. Weniger invasive Behandlungsformen der ART, wie z.B. 

hormonelle Stimulation der Follikelreifung und anschließender Verkehr zum 

optimalen Zeitpunkt oder die intrauterine Insemination (IUI), werden nicht 

systematisch erfasst. Folglich kann die Anzahl, der durch ART entstandenen Kinder 

nicht genau angegeben werden, jedoch ist sie deutlich höher einzuschätzen als die 

beschriebenen 10.800 Kinder.
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Abhängig von dem Grund und dem Schweregrad der Infertilität, können pro 

Behandlungszyklus bei den 25-30 Jährigen Patientinnen Schwangerschaftsraten von 

ca. 40% durch IVF und ca. 35% durch ICSI als Methode der assistierten 

Reproduktion erreicht werden.16 Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit eines 

gesunden Paares ist ebenfalls stark vom Alter der Frau abhängig und liegt in einem 

natürlichen Zyklus bei ca. 25-30%.17 Diese niedrige Prozentzahl ist unter anderem 

auf die überaus komplizierten und hochsensiblen Vorgänge während der 

Befruchtung, des Transports des Embryos und der anschließenden Implantation in 

die mütterliche Dezidua zurück zu führen. Seit der Geburt des ersten IVF-Kindes im 

Jahr 197818 wurden die Methoden der ART stetig weiterentwickelt, verbessert und 

den natürlichen Bedingungen bestmöglich angepasst.19 Dies zeigt die enorme 

Wichtigkeit der Implantation. Das Endometrium – der Ort der embryonalen 

Implantation – unterliegt der Regulation von vielen unterschiedlichen Faktoren, wie 

Chemokinen, Adhäsionsmolekülen, Wachstums- und Modulationsfaktoren, Integrinen 

und den Steroidhormonen E2 und P4. Die genannten Faktoren sind essenziell für die 

Ausbildung eines rezeptiven Endometriums.

Die aus dieser Arbeit hervorgehenden Ergebnisse können auch eine Grundlage für 

neue Therapieansätze bei IVF-Patientinnen bilden. Dadurch könnten die 

Schwangerschaftsraten bei Anwendung von ART steigen und die zum Teil sehr 

lange und belastende Wartezeit der Patienten auf ein eigenes Kind deutlich verkürzt 

werden.

1.2 Zytokine
Zytokine sind kleine, 8-40kDa schwere Glykoproteine ohne einheitliche Struktur, die 

als Signalmoleküle wichtige Funktionen bei komplexen Vorgängen, wie Inflammation, 

Proliferation und Differenzierung übernehmen. Sie werden von diversen Zellen, wie 

z. B. Monozyten sezerniert und spielen eine wichtige Rolle als Mediatoren zwischen 

verschiedenen Zelltypen, bei der Vermittlung von Antworten des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems und bei der Regulation der Synthese weiterer Zytokine. 

Trotz ihrer hormonähnlichen physiologischen Konzentration im Körper ist die 

Reichweite ihrer Wirkung im Gegensatz zu Hormonen relativ kurz. Die auto-, endo-

und parakrin fungierenden Botenstoffe können in mehrere Hauptgruppen eingeteilt 

werden: Interleukine, Interferone, Wachstumsfaktoren und die besondere Gruppe der 

Chemokine, auf denen das Augenmerk dieser Arbeit liegt.20,21
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1.3 Chemokine und ihre Rezeptoren
Die humane Chemokinfamilie besteht aus 48 Chemokinliganden und 19 

korrespondierenden Rezeptoren.22 Die Chemokine bilden eine Untergruppe der 

Zytokine und werden auch als chemotaktische Zytokine bezeichnet. Abhängig von 

der Position des konservierten Zysteinrests werden die Chemokine in 4 Familien –

CXC, CC, CX3C und XC – eigeordnet23 (Abb. 3). Der systematische Name eines 

Chemokinliganden/-rezeptors setzt sich wie folgt zusammen: Familie + L (Ligand)/ R 

(Rezeptor) + fortlaufende Nummer (Tab. 1). Des Weiteren lassen sich die 

Chemokinfamilien in zwei Unterklassen einteilen, Glutamin-Leucin-Arginin (Glu-Leu-

Arg)-Motiv positive (ELR+) und ELR negative (ELR-) Chemokine und 

Chemokinrezeptoren. ELR+ Chemokine haben sich als starke angiogenetische 

Faktoren erwiesen, wogegen ELR- Chemokine angiostatische Funktionen 

aufweisen.24

Abb. 3: Schematische Darstellung 

der Chemokinstrukturen mit den für 

die Nomenklatur verantwortlichen,

konservierten Zysteinresten (C) und 

den Rezeptorbindungsregionen 

(dargestellt als graue Pfeilspitzen)25

Die kleinen Signalproteine (8-12kDa26) können sowohl homöostatisch als auch 

inflammatorisch fungieren und spielen eine wichtige Rolle, z. B. bei der Migration von 

Leukozyten, Endothel- und Epithelzellen (Chemotaxisfunktion), der Interaktion des 

angeborenen und erworbenen Immunsystems, Angio- und Vaskulogenese und im

neuronalen-, kardiovaskulären und hämatopoetischen System.23,27,28 Des Weiteren 

sind Chemokine auch an der Lymphozytenreifung, -differenzierung und –aktivierung 

beteiligt.29 Einige dieser Vorgänge sind in den humanen embryonalen 

Implantationsprozess involviert, sodass Chemokine und Chemokinrezeptoren einen 

hohen Stellenwert bei diesem Prozess einnehmen. Die bereits genannte 

Chemotaxisfunktion von Chemokinen ist Bestandteil der Invasion des semi-allogenen

Embryos in das mütterliche Endometrium in dem sie einen Zustrom von dezidualen 
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Leukozyten in den Uterus induziert und steuert. Die aus überwiegend uNK-Zellen

bestehende deziduale Leukozytenpopulation impliziert eine maternale 

Immuntoleranz gegenüber dem Embryo mit parentalen Antigenen.27 Auch die

Bildung neuer Blutgefäße ist ein essentieller Vorgang während der Implantation und 

Plazentation, der die Versorgung des Embryos mit Sauerstoff und Nährstoffen

sicherstellt.

Neben den Wachstumsfaktoren aus der VEGF-Familie spielen auch hier Chemokine, 

wie CXCL1, CXCL6, CXCL11 und CXCL12 eine wichtige Rolle. CXCL12 ist weiterhin 

auch für die Zytotrophoblastdifferenzierung verantwortlich.27 Die Migration von 

Zytotrophoblastzellen und deren Überleben wird von CXCL8 gesteuert, einem 

wichtigen Chemokin, dessen Expression durch ein weiteres Zytokin und 

Embryosekretionsprodukt, IL-1β, im Endometrium hochreguliert werden kann.33,34

CCL2, einem Chemokin aus der Familie der CC-Familie wird ebenfalls eine wichtige 

Funktion bei der embryonalen Implantation zugesprochen, da dessen Expression 

durch die wichtigen Schwangerschafts-assoziierten Hormone, E2, P4 und hCG 

hochreguliert wird.35

Chemokinliganden vermitteln ihre Funktionen durch G-Protein-gekoppelte 

Chemokinrezeptoren (Tab. 1). Strukturell setzten sich diese aus 7 α-helikalen 

transmembranären (7TM) Domänen zusammen, die durch intra- und extrazelluläre 

Loops verbunden sind und extrazellulär mit einem Amino (N)- und intrazellulär mit 

einem Carboxyl (C)-Terminus abschließen.36 Je einer der 4 konservierten 

Zysteinreste liegt auf dem N-Terminus und jedem der 3 extrazellulären Loops, wobei 

die Zysteinreste auf den extrazellulären Loops Disulfidbrücken ausbilden, die 

essentiell für eine korrekte Rezeptorfunktion sind.37 Die N-terminale Sequenz ist vor 

allem für die Rezeptorbindung und –spezifität verantwortlich, hingegen spielt der C-

Terminus bei der Glykosaminglykanbindung und der Präsentation von Chemokinen 

auf der Zelloberfläche eine wichtige Rolle.22 Chemokinrezeptoren bestehen aus ca. 

350 Aminosäuren (AS) und sind in der Lage Homo- und Heterodimere 

auszubilden.38,39

Neutrophile, Monozyten, CD8+T-Zellen, Mastzellen, Basophile, NK-Zellen,

Keratinozyten, Fibroblasten, Neurone, Melanozyten und Endothelzellen stellen die 

vielfältigen Expressionsorte von Chemokinrezeptoren dar.36 Interessanterweise 

besitzen alle uterin exprimierten Chemokine einen korrespondierenden Rezeptor auf 

den dezidualen Leukozyten.40
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Tab. 1: Übersicht über die Chemokinfamilie. Chemokinliganden mit systematischen und traditionellen 

Namen und deren korrespondierenden Rezeptoren sortiert nach Familienzugehörigkeit. An der 

embryo-maternalen Schnittstelle exprimierte Chemokinliganden und Chemokinrezeptoren sind fett

hervorgehoben, + kennzeichnet ELR+ Chemokine und Chemokinrezeptoren. (modifiziert nach30–32)

Nr. Familie Systematische 
Nomenklatur Traditionelle Nomenklatur Korrespondierender 

Rezeptor
1

CXC

CXCL1+ GRO-α, MGSA-α CXCR2+
2 CXCL2+ GRO-β, MGSA-β CXCR2+
3 CXCL3+ GRO-γ, MGSA-γ CXCR2+
4 CXCL4 PF-4 CXCR3B
5 CXCL5+ ENA-78 CXCR2+
6 CXCL6+ GCP2 CXCR1+, CXCR2+
7 CXCL7+ NAP-2 CXCR2+
8 CXCL8+ IL-8 CXCR1+, CXCR2+
9 CXCL9 MIG CXCR3
10 CXCL10 IP-10 CXCR3
11 CXCL11 ITAC CXCR3, CXCR7
12 CXCL12 SDF-1 CXCR4, CXCR7
13 CXCL13 BLC, BCA-1 CXCR5
14 CXCL14 BRAK Unbekannt
15 CXCL15 Lungkine Unbekannt
16 CXCL16 SRPSOX CXCR6
17 CXCL17 VCC unbekannt
18

CC

CCL1 I309 CCR8
19 CCL2 MCP-1 CCR2, CCR11
20 CCL3 MIP-1α, LD78α CCR1, CCR5
21 CCL4 MIP-1β CCR5, CCR8
22 CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR4, CCR5
23 CCL6 MuC10 CCR1
24 CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3
25 CCL8 MCP2 CCR1, CCR2, CCR3, CCR11
26 CCL9 MIP-1γ CCR1
27 CCL10 Unbekannt
28 CCL11 Eotaxin-1 CCR3
29 CCL12 MCP-5 CCR2
30 CCL13 MCP-4 CCR1, CCR2, CCR3, CRR11
31 CCL14 HCC1 CCR1
32 CCL15 HCC2, Lkn-1, MIP-1δ CCR1
33 CCL16 HCC4, LEC, LCC-1 CCR1
34 CCL17 TARC CCR4, CCR8
35 CCL18 PARC, DC-CK1, AMAC1 CCR3
36 CCL19 ELC, MIP-3β, exodus-3 CCR7
37 CCL20 LARC, MIP-3α, exodus-1 CCR6
38 CCL21 SLC. 6Ckine, exodus-2 CCR7
39 CCL22 MDC, STCP-1 CCR4
40 CCL23 MPIF1, CKβ8, CKβ8-1 CCR1
41 CCL24 Eotaxin-2, MPIF-2 CCR3
42 CCL25 TECK CCR9
43 CCL26 Eotaxin-3 CCR3
44 CCL27 Eskine, CTACK, ILC CCR10
45 CCL28 MEC CCR10
46 CX3C CX3CL1 Fraktalkin CX3CR1
47 XC XCL1 Lymphotaktin-α XCR1
48 XCL2 Lymphotaktin-β
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1.3.1 Chemokine CXC-motif ligand 1 (CXCL1)
CXCL1, zunächst als growth-regulated oncogene α (GROα) bezeichnet, aus der 

CXC-Familie, gehört zur Gruppe der ELR+-Chemokine und wird überwiegend von 

Makrophagen, Epithelzellen und neutrophilen Granulozyten sezerniert.41,42 CXCL1

vermittelt seine Funktionen über seinen G-Protein-gekoppelten Chemokinrezeptor 

CXCR2 und den Ko-Rezeptor Syndecan-1 (Sdc-1).43 Die Bezeichnung GROα ist auf 

die Entdeckung von CXCL1, als wachstumsregulieredes und überexprimiertes Gen 

in Tumorzellen zurück zu führen.44 Inflammatorische-, Wachstums- und

Gerinnungsfaktoren, wie tumor necrosis factor (TNF), Interleukin-1 (IL-1), 

Lipopolysaccharide (LPS), plateled-derived growth factor (PDGF) oder Thrombin sind 

in der Lage, die CXCL1-Expression zu induzieren.45–49 Durch seine vielfältigen 

Funktionen, wie der chemoattraktive Wirkung auf Immunzellen, Regulation von 

Enzymsezernierung oder Neutrophilendegranulation, spielt CXCL1 eine wichtige 

Rolle bei Prozessen, wie z. B. Inflammation, Angiogenese, Wundheilung und 

natürlich auch bei der Implantation.50–54 Des Weiteren wird CXCL1 eine wichtige 

Funktion bei Prozessen, wie Tumorgenese, Metastasierung und Ausbildung einer 

Chemoresistenz zugeschrieben.52,55 Alzheimer, Atherosklerose, Diabetes mellitus 

Typ 2 und Multiple Sklerose sind weitere Krankheiten, die mit CXCL1 assoziiert 

werden.56–59

Die Rolle von CXCL1 bei der humanen Implantation war lange unbekannt und wurde 

erst 2001 bei der Entdeckung des Chemokinliganden im humanen Endometrium und 

dessen Regulation durch inflammatorische Faktoren und Steroidhormone, wie 

Dezidualisierungshormone, LPS, TNFα und IL-1β, postuliert.60 Nachfolgende Studien 

haben diese Hypothese bestätigt und das Vorhandensein von CXCL1 im

Endometrium mehrfach nachgewiesen, sowohl als Basisexpression als auch 

hochreguliert nach Stimulation von endometrialen Stromazellen mit Trophoblast-

konditioniertem Medium und nach Ko-Kultur mit Trophoblastzellen.54,61 Im 

Mausmodell konnte für CXCL1 eine angiogenetische Wirkung bei

neutrophilabhängigen Immunreaktionen, die über Expression von vascular

endothelial growth factor A (VEGFA) vermittelt werden, in vivo nachgewiesen 

werden.62 Teilweise erhöhte CXCL1-Level wurden im Endometrium mit chronischer 

Endometritis und in der Peritonealflüssigkeit von Frauen mit Endometriose 

gefunden.63,64 Die genaue Funktion von CXCL1 in der humanen embryonalen

Implantation und die Signalwege, die diese vermitteln sind jedoch noch weitgehend
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unbekannt. Analysen der Signalwege, die die CXCL1-Expression regulieren, stellten 

daher einen wichtigen Teil dieser Arbeit dar und die resultierten Ergebnisse können 

neben der Entschlüsselung implantationsrelevanter Vorgänge auch als Basis für 

zukünftige, diagnostische und therapeutische Ansätze bei ART oder auch 

endometrialen Erkrankungen, wie Endometriose genutzt werden.

1.3.2 Chemokine CXC-motif receptor 2 (CXCR2)
Der ELR+ Rezeptor CXCR2 wird alternativ auch IL-8RB, IL-8R2 oder IL-8Rβ genannt.

Zu seinen Liganden zählen alle ELR+Chemokine aus der CXC-Familie mit 

absteigender Affinität: CXCL3, CXCL8, CXCL6, CXCL1, CXCL2, CXCL7 und 

CXCL5.36 Der Ligand CXCL1 kann sowohl als Monomer als auch Dimer an den

Rezeptor binden.65 Homo- und Heterodimerbildung mit anderen Rezeptoren, wie z. 

B. dem α1A-Adrenorezeptor ist auch eine Eigenschaft von CXCR2, die vor allem 

auftritt, wenn kein Ligand anwesend ist.39,66 Neben der Interaktion mit anderen 

Rezeptoren über Heterodimerbildung interagiert CXCR2 auch mit Ko-Rezeptoren, 

wie Heparansulfat Sdc-1.43 Der genaue Aufbau des Rezeptors CXCR2 mit den 7 TM-

Domänen, die durch intra- und extrazelluläre Loops miteinander verbunden sind, ist 

in Kapitel 1.3 erklärt. Das für den CXCR2 kodierende Gen il8rb ist auf dem 

Chromosom 2q34-35 lokalisiert. Die Proteinstruktur aller Chemokinrezeptoren ist 

sehr ähnlich und ist zu 25-30% homolog, die AS-Sequenz von CXCR2 und CXCR1 

sogar zu 76%. Initial wurde CXCR2 auf der Oberfläche von Granulozyten 

beschrieben, heute ist bekannt, dass CXCR2 auch auf der Oberfläche vieler anderen 

Zelltypen, wie Leukozyten, Monozyten, Mastzellen, einigen T- und NK-Zellen und 

Neutrophilen exprimiert wird.38

Die Vermittlung von Signalen erfolgt bei CXCR2 über eine G-Protein-gekoppelte 

Signalkaskade. Das Protein liegt inaktiv vor, wenn an der G-Protein-Einheit ein 

Guanosindiphosphat (GDP)-Molekül gebunden ist. Die Aktivierung erfolgt durch 

einen Austausch des GDP durch Guanosintriphosphat (GTP), der durch die Bindung 

eines Chemokins an den Rezeptor erleichtert wird. Im aktiven Modus dissoziiert das 

G-Protein in eine Gα- und Gβ- Untereinheit (UE). Diese sind anschließend in der Lage 

die Signalkaskade in Gang zu setzen. Gα phosphoryliert eine Proteinthyrosinkinase 

(PTK), die wiederum mehrere hintereinander geschaltete Mitogen-aktivierte 

Proteinkinasen (MAPK) aktiviert. Diese Aktivierung führt zu einer Phosphorylierung 

von Serin (Ser)- und Threonin (Thr)-resten des CXCR2-C-Terminus, wodurch der 
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Rezeptor in seinen inaktiven Grundzustand zurück versetzt wird. Sowohl die Gα- als 

auch die Gβ-UE können eine Phospholipase C (PLC) aktivieren, die im Anschluss 

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) spaltet, um Phosphatidylinositol-1,4,5-

Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) zu erhalten. Der intrazelluläre second 

messenger IP3 mobilisiert Calciumionen (Ca2+) aus dem intrazellulären Speicher, die

mit DAG interagieren, um diverse Proteinkinase C (PKC)-Isoformen zu aktivieren. 

Die aktivierten PKC und weitere Ca2+-sensitive Proteinkinase können nun durch 

Proteinphosphorylierung eine Signalkaskade in Gang setzen, die zu einer zellulären 

Antwort in Form von z. B. Chemotaxis führt.36,38 Nach Aktivierung von CXCR2 kann 

eine erneute Rezeptorstimulierung erst nach einer Latenzzeit erfolgen. Die 

sogenannte Desensibilisierung stellt eine Regulation der Rezeptoraktivität dar. Auch 

die CXCR2-Expression unterliegt einer Regulation und kann durch verschiedene

Faktoren erfolgen: TNFα- führt zu einer niedrigeren CXCR2-Expression auf 

Leukozyten, bakterielles LPS scheint die Expression auf Neutrophilen in beide 

Richtungen beeinflussen zu können und eine Hochregulation der CXCR2-Expression 

kann durch die Degranulation von neutrophilen sekretorischen Vesikeln durch 

Formylpeptide erfolgen.36,67 Allgemein lässt sich die Chemokinrezeptorexpression 

auch durch äußere Einflüsse, wie z. B. Hypoxie bei CXCR4 regulieren.68 Die

Expression von CXCR2 im Endometrium erfolgt zyklusunabhängig und ist laut

Ulukus et al. hauptsächlich auf das endometriale Epithel begrenzt.69,70 Andere 

Studien wiederum zeigen eine niedrige CXCR2-Expression auch im endometrialen 

Stroma.71

Die Untersuchung der Expression und Funktion von CXCR2, laut Literatur dem 

einzigen CXCL1-Hauptrezeptor, im endometrialen Stroma, mittels Generierung einer 

endometrialen stromalen CXCR2 knock down (kd) Zelllinie ist daher ein wichtiger 

Ansatz bei der Dekodierung der genauen CXCL1-Funktion bei der embryonalen 

Implantation und Bestandteil dieser Arbeit.

1.3.3 Ko-Rezeptor Syndecan-1 (Sdc-1)
Die humane Sdc-Familie besteht aus 4 Mitgliedern, Sdc-1-4. Diese 

Oberflächenmoleküle bestehen aus Proteoglycanen mit Heparansulfat- und/oder 

Chondroitinsulfatketten, die an der Ektodomäne mit einer Serin-Glycin (Gly)-

Konsensussequenz haften. Neben der Ektodomäne besitzen die Proteoglycane eine 

hochkonservierte TM-Domäne und eine zytoplasmatische Endodomäne72 (Abb. 4). 
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Sdc werden auf der Oberfläche aller adhärenten und vieler nicht-adhärenten Zellen

exprimiert73,74 und binden eine große Anzahl unterschiedlicher Moleküle, wie 

Wachstumsfaktoren, extrazelluläre Matrixproteine, Zell-Zell-Adhäsions-Rezeptoren, 

Proteasen, Proteaseinhibitoren, virale Mantelproteine, Chemokine und andere 

Zytokine.75–77

Abb. 4: Schematische Darstellung des Sdc-Aufbaus. Dimere Syndecan-Struktur mit Heparansalfat-

(schwarz) und Chondroitinsulfatketten (grau), K1 (blau) und K2 (grün) bilden die konservierten 

Regionen der zytoplasmatischen Endodomäne, die in allen Sdc gleich sind, V kennzeichnet die 

variablen Regionen, die für jedes Sdc charakteristisch sind (modifiziert nach76)

Sdc-1 fungiert als transmembranärer Ko-Rezeptor hat jedoch auch die Möglichkeit 

seine Funktionen in löslicher Form auszuüben. Das sogenannte shedding, die 

Abspaltung der Ektodomäne von der membranständigen Region des Sdc erfolgt 

durch Sheddasen wie Matrixmetalloproteasen (MMP) und a disintegrin and 

metalloproteinase (ADAM)-Metalloproteasen. Die Ektodomäne von Sdc-1 kann z. B. 

durch MMP2, MMP7 oder auch MMP9 abgespalten werden.78 Bei Bindung gleicher 

Liganden kann die Wirkung des membrangebundenen und löslichen Sdcs gleich 

aber auch gegensätzlich ausfallen. Eine Studie hat gezeigt, dass das 

membrangebundene Sdc-1 invasionsinhibierend wirkt und die lösliche Form dagegen 

die Invasion von michigan cancer foundation 7 (MCF-7)-Zellen in eine Matrigelmatrix 

fördert.79 Zu den bisher bekannten Funktionen der Sdc zählen Regulation von 

Wachstumsvorgängen und –faktoren, diversen Kinase und damit auch von 

Signalwegen, Modulation von Zytoskelettproteinen, Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Adhäsion, Zellproliferation, Migration,  und die Ko-Rezeptor-Aktivität in 
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verschiedenen physiologischen und pathologischen Vorgängen, wie 

Tumorentwicklung, Energiemetabolismus, Wundheilung, neuronaler Entwicklung und 

Inflammation.75,80,81 Die Sdc-1 spezifischen Funktionen sind unter anderem die 

Rekrutierung von Leukozyten, Proliferation und Invasion von Krebszellen, 

Matrixremodellierung und Regulation von Immunabwehrmechanismen. Sdc-1 ist ein

Ko-Rezeptor für Chemokine, wie CXCL1, CXCL8, CXCL12, Wachstums- und

Angiogenesefaktoren.74,79 Unter der Ko-Rezeptor-Funktion ist keine Rezeptor-

Funktion im klassischen Sinne zu verstehen, vielmehr handelt es sich hierbei um 

eine essentielle Regulator-Funktion der Ligand-abhängigen Aktivierung der 

Hauptrezeptoren, die darin besteht die Liganden mit Hilfe ihrer Heparansulfatketten 

an der Zelloberfläche zu binden und dadurch dem Hauptrezeptor zugänglicher zu 

machen. Neben der Bereitstellung der Liganden für ihre Rezeptoren wurde im 

Zusammenhang mit den genannten Chemokinen eine weitere Funktion von Sdc-1

als potentieller Chemokinspeicher diskutiert. Dieser Speicher könnte zum einen einer 

schnelleren Freisetzung der Liganden dienen und zum anderen ihre Freisetzung 

verzögern, um den proteolytischen Abbau durch Peptidasen oder MMP zu umgehen. 

Des Weiteren kann durch das Anlagern der Chemokine an Sdc-1 ein, für die 

Chemotaxis von Immunzellen essentieller Chemokin-Konzentrationsgradient 

aufgebaut werden.82,83 Entgegengesetzt können auch Chemokine die Expression 

von Sdc, wie z B. IL-1β für Sdc-1 regulieren.84–86

Die Expression von Sdc-1 im humanen Endometrium ist zyklusabhängig. Am Anfang 

und Ende der sekretorischen Phase ist die Sdc-1-Expression im Stroma 

herunterreguliert und in der mittsekretorischen Phase im luminalen Epithel 

hochreguliert.87,88 Demnach liegt eine hormonelle Sdc-1-Expressionsregulation nahe. 

Weitere Indizien, die die Wichtigkeit von Sdc-1 bei der Implantation belegen, liefern 

Studien, die Sdc-1 in murinen Embryonen bereits im Vierzellstadium89 und bei der 

frühen humanen Embryoentwicklung detektierten.75,89 Fehlregulationen in der 

Expression von Sdc-1 können z. B. zu Fehlentwicklungen in der Plazenta führen und 

dadurch pathologische Schwangerschaftsverläufe wie die intrauterinen 

Wachstumsretardierung verursachen.90 Auch Präeklampsie und HELLP-Syndrom 

sind mit niedrigen Scd-1-Level im Patientinnenblut assoziiert.91 Die Präeklamsie ist 

eine schwangerschaftsbedingte Bluthochdruckerkrankung mit verminderter 

Organdurchblutung, die in 5% aller Schwangerschaften auftritt und die häufigste 

Todesursache von Schwangeren in den USA darstellt. Meistens tritt die 
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Präeklampsie erst ab der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) auf und kann sich bis 

hin zur Eklampsie, die durch Krämpfe gekennzeichnet ist, verschlimmern.92 HELLP 

steht für hemolysis (Haemolysis), elevated liver enzymes (erhöhte Leberwerte) und

low platelet count (niedrige Thrombozytenzahl) und kennzeichnet ein 

schwangerschaftsbedingtes Syndrom, das in 0,2-0,8% der Schwangerschaften 

auftritt, in 70-80% der Fälle mit einer Präeklampsie einhergeht und eine 

schwerwiegende Bedrohung für die Mutter und das ungeborene Kind darstellt.93

Hierbei ist vermutlich vor allem die inadäquate plazentare Angiogenese, bedingt 

durch eine möglicherweise zu flache, oberflächliche Implantation und die daraus 

resultierende fehlerhafte Entwicklung von Spiralarterien von großer Bedeutung.94,95

Die Generierung eines stabilen und induzierbaren Sdc-1 kd in der endometrialen 

Stromazelllinie St-T1 durch unsere Arbeitsgruppe und die anschließenden Studien 

an dieser Sdc-1 kd Zelllinie, genannt KdS1, haben starke Veränderungen in den 

Expressionsprofilen von Chemokinen und Angiogenesefaktoren nach Induktion des 

Sdc-1 kd, Dezidualisierung und Inkubation der Zellen mit Embryosekretionsprodukt 

IL-1β, aufgedeckt.43 Diese Ergebnisse deuten auf eine Sdc-1-Regulation der 

untersuchten, für eine erfolgreiche Embryoimplantation wichtigen Chemokine und 

angiogenetischen Faktoren hin, die deshalb in dieser Arbeit näher analysiert wurden.

1.4 Signalwege in der embryonalen Implantation
Eine erfolgreiche Implantation ist das Ergebnis einer komplexen Interaktion zwischen 

dem Embryo und dem rezeptiven Endometrium im Uterus der Mutter.96 Die

Vorgänge, die das Endometrium zyklisch proliferieren und differenzieren, unterliegen 

einer strengen Regulation von verschiedenen Faktoren, wie Hormonen und 

Chemokinen. Diese Faktoren agieren mit Hilfe ihrer korrespondierenden Rezeptoren, 

die nach Aktivierung bzw. Anlagerung eines Liganden meistens eine Signalkaskade 

in Gang setzen, die das Signal bis in den Nukleus der Zellen weiter übermittelt. Zu 

den wichtigen Signalfaktoren während der Implantation zählen z. B. vasoaktive 

Faktoren, wie Histamine, Wachstumsfaktoren der EGF-Familie, Zytokinen, wie LIF 

und CXCL1, Zellzyklusregulationsfaktoren, Steroidhormone, wie P4 und Hedgehog

(HH)-Proteine, wie indian hedgehog (IHH).12,97 Alle diese Faktoren interagieren mit

einem Rezeptor und aktivieren einen Signalweg. HH-, Januskinase (JAK)-signal 

transducers and activators of transcription (STAT)-, nuclear factor (NF)-κB-

abhängiger-Signalweg und die Signaltransduktionskaskaden wingless-Int-1 (Wnt)
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und mitogen-activated protein kinase (MAPK), z. B. extracellular-signal regulated 

kinases (ERK) und c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) sind einige der wichtigen 

aktiven Signalwege an der embryo-maternalen Schnittstelle.12,98,99 Der 

Transkriptionsfaktor NF-κB ist unter anderem für die Transkriptionsregulation von 

CXCL1 und CXCL2, die Expression von CXCL8 in angiogenetischen Prozessen und 

die Induktion der MMP-Expression im endometrialen Stroma in vitro

verantwortlich.98,100,101 Es gibt jedoch auch Signalwege, die auf den 

Implantationsprozess und die Embryonalentwicklung einen negativen Einfluss 

ausüben. Hierzu gehört z. B. das Endocannabinoid-Signalsystem.102

Drei Signalwege – ERK, JNK und Wnt-Signalweg – wurden in dieser Arbeit näher 

untersucht und werden in den folgenden Kapiteln beschrieben. 

1.4.1 MAPK - ERK/JNK - Signalwege
Der MAPK-Signalweg ist einer der ältesten Signalwege in der Natur und besitzt eine

große Anzahl unterschiedlicher Funktionen.103 Zu den wichtigsten Aufgaben, des in 

allen Eukaryoten vorhandenen Signaltransduktionsweges, zählen unter anderem die

Regulation von Proliferation, Differenzierung, des Überlebens von Zellen und der

Apoptose.103 Der G-Protein-gesteuerte Mechanismus der Signalweiterleitung und der 

Regulationsschnittstelle beinhaltet drei charakteristische Kinasen. Die MAPK-Kinase-

Kinase (MAPKKK), wie Raf und MEKK1 phosphoryliert und aktiviert MAPK-Kinase 

(MAPKK), wie MEK und MKK4 (Abb. 5a). Diese aktiviert anschließend die MAPK,

wie ERK und JNK ebenfalls durch Phosphorylierung (Abb. 5a).103

Die wohl bekannteste MAPK-Signalkaskade besteht aus den Proteinen Ras (benannt 

nach der Entdeckung im Sarkom der Ratte (rat sarcoma)), Raf (rapidly accelerated 

fibrosarcoma, Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase), MEK (mitogen/extracellular 

signal-regulated kinase, MAPKK) und ERK (Ser/Thr-Kinase, MAPK).103 Der 

Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg, kurz als ERK-Signalweg bezeichnet, ist in 

Funktionen, wie Zellproliferation, -transformation, -differenzierung und Apoptose 

involviert und wird durch eine Vielzahl verschiedener Liganden, wie z. B. Hormonen, 

Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren, Zytokinen, Stressfaktoren und Liganden 

von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren aktiviert.103–105 Hierbei wird Ras durch einen 

Austausch von GDP gegen GTP mit Hilfe von GDP/GTP-Austausch-Faktoren, wie 

son of sevenless (SOS) aktiviert.103 Bedingt durch die entstandene Adapterfunktion 

ist das aktivierte Ras in der Lage, eine der drei Raf-Kinasen (Raf-1, A-Raf, B-Raf) zu 
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binden und sie dadurch an die Zellmembran zu translozieren wo sie anschließend 

phosphoryliert werden.103 Die aktivierte Raf-Kinase leitet das Signal weiter, indem es 

das einzige up stream-Ziel, MEK1/2, an den beiden Serin-Resten phosphoryliert.103

Die nachfolgenden Signalweg-Komponenten, ERK1/2 (auch p44- und p42-MAPK 

genannt), werden durch die phosphorylierten MEK1 oder MEK2 aktiviert. Aktivierte 

ERK1/2 können nun Signalwege in Gang setzten, an deren Ende im Zellnukleus die 

Transkription diverser Gene reguliert wird, die z. B. für Proliferation oder 

Differenzierung zuständig sind. 

Abb. 5: Vereinfachte schematische Darstellung des MAPK-Signalwegs (a) allgemeine MAPK-

Signalweg mit einem Rezeptor, G-Protein, Kinase, der MAPKKK-MAPKK-MAPK-Kaskade und der 

anschließenden Transkriptionsaktivierung. (b) zeigt einen speziellen MAPK-Signalweg mit der Raf-

MEK-ERK-Signalkaskade103

Eine weitere MAPK-Signalkaskade ist der JNK-Signalweg, der auch unter dem 

Namen stress-activated phospho-kinase (SAPK) bekannt ist. Dieser wird primär 

durch Zytokine und Stresseinwirkung von außen aktiviert106, kann jedoch auch durch 

andere G-Protein-gekoppelte Rezeptorliganden in Gang gesetzt werden.104 Die

Schlüsselkomponenten dieses Signalwegs sind ebenfalls drei hintereinander 

geschaltete MAPKinasen, die einen Reiz durch Aktivierung einer

Phosphorylierungskaskade weiterleiten können. Zu den MAPKKK des JNK-

Signalweges zählen z. B. apoptosis signal-regulating kinase (ASK), MEK Kinase 
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(MEKK) und mixed lineage protein kinase (MLK), zu MAPKK MKK7 und MKK4 und

zu MAPK JNK.106 Das Hauptziel des JNK-Signalweges ist die Aktivierung des 

activator protein 1 (AP-1)-Transkriptionsfaktors, die über die Phosphorylierung von c-

Jun vermittelt wird.106 Hierbei dimerisiert c-Jun mit c-Jun oder c-Fos zu AP-1107, das 

anschließend die Transkription diverser Gene aktiviert, die in Prozesse, wie 

Zellproliferation, -transformation, -überleben und Apoptose involviert sind.108–110

Die Funktionen der MAPK-Signalwege und die Tatsache, dass diese durch Zytokine, 

Wachstumsfaktoren und deren G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden, 

legen nahe, dass diese Signalwege in den Prozess der Implantation involviert sind. 

Die Expression von CXCL1, einem Chemokin dessen Expression nach Trophoblast-

Stimulation in endometrialen Stromazellen in vitro stark hochreguliert wird, wird durch 

die MAPK-Signalkaskade moduliert.54,111

Die genannten und weiteren Zusammenhänge zwischen Implantationsprozess und

MAPK-Signalwegen wurden bereits aufgedeckt und untersucht. Diese Vielzahl an

Untersuchungen zeigt deutlich wie wichtig die Funktionen MAPK-Signalwege an der 

embryo-maternalen Schnittstelle sind. Die Untersuchungen der CXCL-1-Expression 

durch den ERK1/2- und JNK-Signalweg war Bestandteil dieser Arbeit und gab 

Aufschluss darüber, inwieweit Sdc-1 in die Expressionsregulation von CXCL-1

involviert ist.

1.4.2 Wnt-Signalweg
Der Wnt-Signalweg ist ein konservierter und sehr alter Signalweg, der in nahezu 

allen vielzelligen Lebewesen, angefangen bei Nematoden (Fadenwürmern), über

Drosophila bis hin zum Menschen und auch in Nesseltieren, die bereits vor über 

650Mio Jahren gelebt haben, vorhanden ist.112 Zu den Funktionen des Wnt-

Signaltransduktionswegs zählen die Organogenese, Gewebedifferenzierung 

und -strukturierung z. B. bei der Entwicklung der Müller-Gänge zur Vagina, Zervix, 

Uterus und den Eileitern, Extremitäten-Entwicklung, Zell-Schicksal, Adhäsion, 

Gewebe und Zellpolarität, Migration, Embryogenese, Homöostase, Glykoneogenese 

und Glykolyse, Implantation und Plazentation.113–120

Momentan sind 20 Wnt-Liganden, die aus Zystein-sekretierenden Glykoproteinen 

bestehen, bekannt, die ihre Funktion über 10 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aus 

der Frizzled (FZD)-Familie und zwei Ko-Rezeptoren lipoprotein-related protein (LRP)-

5 und -6) vermitteln.114,121 Bindet ein Ligand an einen FZD-Rezeptor, so kann das 
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Signal über drei verschiede Kaskaden weitergeleitet werden.118,122 Zum einen kann 

ein kanonischer β-Catenin-abhängiger Weg oder zwei nicht-kanonische, β-Catenin-

unabhängige Wege, der Wnt/Ca2+- und der Wnt/planare Zellpolaritäts (PCP, planar 

cell polarity)-Weg aktiviert werden.116,122 Im kanonischen Signalweg spielt β-Catenin

eine zentrale Rolle. Im nicht-aktiven Zustand ist β-Catenin hauptsächlich an den 

Zelljunctions lokalisiert und vermittelt dort die Bindung von E-Cadherin an α-Catenin,

das die epitheliale Integrität steuert.122 Ist kein Wnt-Ligand vorhanden (off-state), liegt 

β-Catenin als ein Komplex mit dem adenomatous polyposis coli (APC)- und axis 

inhibition protein (Axin)-Protein im Cytosol der Zelle vor (Abb. 6). Dieser Komplex, 

auch Degradationskomplex genannt, fungiert als Signal für die Degradation von β-

Catenin durch β-transducin repeat-containing protein (β-TrCP) über den 

Ubiquitin/Proteasom-Weg.122,123

Bei Bindung eines Wnt-Liganden (on-state) an die Zystein-reiche Domäne eines 

FZD-Rezeptors kommt es zu einer heterogenen Dimerisierung des Rezeptors mit 

einem LRP-Rezeptor, die zu einer Aktivierung des Proteins Dsh führt, die wiederum 

eine Spaltung des β-Catenin-APC-Axin-Komplexes bedingt, wodurch der Abbau des 

β-Catenin-Proteins inhibiert wird122 (Abb. 6). Das freie und aktive β-Catenin kann nun 

in den Nukleus translozieren und die Transkription diverser Gene regulieren.122

Sowohl die abgespalteten Komplexeinheiten, APC und Axin als auch andere Wnt-

Komponenten können im Nukleus ebenfalls an der Modulation der Gentranskription 

beteiligt sein.122 Inhibitor of β-catenin (ICAT), secreted FZD-related proteins (FRP) 

und Mitglieder der Dickkopf (Dkk)-Familie können als β-Catenin-Inhibitoren fungieren 

und den kanonischen Wnt-Signalweg inaktivieren.122,124 Die nicht-kanonischen Wnt-

Signalwege sind im Gegensatz zum kanonischen Weg weniger gut untersucht. Sie 

agieren nicht über β-Catenin und sind sogar potentielle Inhibitoren der β-Catenin-

Aktivität.122 Die Signalweiterleitung nach Bindung der nicht-kanonischen Wnt-

Liganden Wnt5a und Wnt11 an einen FZD-Rezeptor erfolgt ohne die Bildung eines 

FZD-LPR-Dimerkomplexes. Im Wnt/PCP-Weg wird das Signal durch die Aktivierung 

von den beiden GTPasen RhoA und Rac und ihrer downstream targets Rho-

associated kinase (ROCK) und JNK transduziert. Wang hat gezeigt, dass dieser 

Signalweg in Vorgängen, wie Angiogenese, Knochenmorphogenese und Migration 

von mesenchymalen Zellen während der Gastrulation involviert ist 125. Liganden des 

nicht-kanonischen Signalweges, wie Wnt5a, können jedoch auch eine kanonische 
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Signaltransduktion aktivieren, entscheidend ist hierbei an welchen Rezeptor sie 

binden.122

Abb. 6: Der kanonische Wnt-Signalweg im (A) nicht-aktiven (off-state)- und (B) aktiven (on-state)-

Zustand. Der nicht aktive Zustand liegt bei Abwesenheit eines Wnt-Liganden vor, dabei ist β-Catenin

in einem Degradationskomplex gebunden. Nach Phosphorylierung wird β-Catenin durch 

Ubiquitinierung und anschließende Degradierung durch Proteasomen inaktiviert. Nach Bindung eines 

Wnt-Liganden wird der Signalweg in einen aktiven Zustand überführt, dabei bindet Dishevelled (Dsh)

an den FZD-Rezeptor und bedingt eine Spaltung des Degradationskomplexes. Das freie β-Catenin

kann anschließend in den Nukleus translozieren und die Transkription von Wnt-Zielgenen 

induzieren122

Der nicht-kanonische Wnt/Ca2+-Signalweg bedient sich einer intrazellulären Ca2+-

Ausschüttung und der daraus resultierenden Inhibierung der cGMP-abhängigen

Proteinkinase (PKG) oder Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und der 

anschließenden Signalwege122 (Abb. 7B).

Neben den spezifischen FZD-Rezeptoren können Wnt-Liganden auch über die

Rezeptor-Thyrosin-Kinase Ryk und den Rezeptor-Thyrosin-Kinase-ähnlichen 

Orphan-Rezeptor (Ror) agieren. Ryk ist in Vorgänge der neuronalen Entwicklung 
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involviert während Wnt5a-anhängige Ror-Aktivierung eine Rolle bei polarisierter 

Zellmigration spielt.122

Abb. 7: Schematische Darstellung der beiden nicht-kanonischen Wnt-Signalwege. (A) Wnt/planarer

Zellpolaritäts (PCP)-Signalweg ist charakterisiert durch die asymmetrische Verteilung von FZD-

Rezeptoren, die in einer Zellpolarität resultiert und der Aktivierung von RhoA/Rock GTPase und JNK 

durch Dsh und DAAM1. (B) Wnt/Ca2+-Signalweg, der durch die Ausschüttung von Ca2+ nach 

Interaktion von Wnt und FZD aktiviert wird122

Die Familie der G-Protein-gekoppelten FZD-Rezeptoren besteht aus 10 Mitgliedern, 

die in Organismen ubiquitär – von Schwämmen bis zu den Menschen - exprimiert 

werden.118 Die Familie kann, abhängig von ihrer Homologie in 4 Gruppen eingeteilt

werden: FZD1, FZD2 und FZD7 mit 75%, FZD5 und FZD8 mit 70%, FZD4, FZD9 und 

FZD10 mit 65% und FZD3 und FZD6 mit 50% Sequenzidentität. Strukturell bestehen 

die Rezeptoren aus 7 hydrophoben TM-Domänen, einer konservierten Zystein-

reichen Bindungsdomäne (CRD) für Wnt-Liganden, einem extrazellulären N-

Terminus und einer intrazellulären C-terminalen Domäne.115,118,124 Das FZD-Protein 

fasst 500-700 AS und ist ausschließlich in der Plasmamembran lokalisiert. Wnt-

Liganden binden mit einer hohen Affinität an die FZD-Rezeptoren, die in allen 

beschriebenen Wnt-Signalwegen agieren.118 Jedoch ist der genaue Mechanismus 

der Dsh-Aktivierung durch FZD nach Bindung eines Wnt-Liganden noch weitgehend 
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unbekannt.118 Die FZD-abhängige Inhibierung des Wnt-Signalweges kann unter 

anderem durch den low-density lipoprotein (LDL)-Rezeptor-ähnlichem Protein, das 

auf Wnt-Art an die CRD des FZD-Rezeptors bindet und damit die Bindestelle für 

Wnt-Liganden blockiert, erfolgen.113 Für FZD1 wurde gezeigt, dass der Rezeptor 

zusammen mit Wnt3a den kanonischen Wnt-Signalweg induziert. Im Gegensatz 

dazu kann FZD6 mit keinem Wnt-Liganden den kanonischen Signalweg aktivieren, 

vielmehr inhibiert FZD6 die FZD1/Wnt3a-induzierte Signalkaskade, jedoch ohne 

Einflussnahme auf die β-Catenin-Stabilisierung, wenn FZD6 zusammen mit FZD1 

exprimiert wird.121 Dieses Beispiel verdeutlicht, dass FZD-Rezeptoren Wnt-

Signalwege nicht nur aktivieren, sondern auch regulieren können. 

Viele Wnt-Liganden und –Rezeptoren - Wnt2, 3, 4, 5a, 7a, 8b und FZD1, 4, 6 und 10 

- werden im reproduktivem Gewebe vor und während der Implantation und bei der 

Plazentation exprimiert, wobei Wnt7a ausschließlich im humanen luminalen

Epithelzellen gefunden wurde.116,124 Insgesamt 14 Wnt-Liganden und 8 FZD-

Rezeptoren konnten im Plazentagewebe nachgewiesen werden.119 Eine Studie wies 

die Expression von FZD4 und FZD6 in murinen Uteri nach und zeigte, dass diese 

Rezeptoren durch ovarielle Steroidhormone reguliert werden. Das FZD4-Protein 

wurde hierbei hauptsächlich in murinen uterinen Blutgefäßen und im Embryo 

umgebenden Stroma während der Dezidualisierung gefunden. FZD6 wurde

wiederum im murinen endometrialen Epithel, Stroma und in einigen Gefäßen des 

Myometriums exprimiert.126 Des Weiteren wurde FZD6 auch im humanen 

endometrialen Epithel und Stroma, ohne signifikanten Expressionsunterschied 

zwischen der proliferativen und sekretorischen Phase, nachgewiesen.127 Neben

FZD6 zeigten Tulac et al. auch die Expression von β-Catenin im Epithel und Stroma 

des humanen Endometriums127, sodass angenommen werden kann, dass FZD6 im 

Endometrium den kanonischen Wnt-Signalweg aktiviert. Des Weiteren wurde β-

Catenin auch in Nuclei von murinen Embryozellen gefunden, ein Fehlen der 

wichtigen kanonischen Wnt-Signalkomponente hatte jedoch keine signifikanten 

Auswirkungen auf die Blastozystenformation.116 FZD-Rezeptoren und die Wnt-

Signalweg-Inhibitoren sFRP4 und Dkk1 konnten im endometrialen Stroma und/oder 

in uterinen Drüsen nachgewiesen werden. Außerdem wird die Expression einiger 

Wnt-Komponenten, wie Wnt10b, sFRP1, sFRP4 und Dkk1 zyklisch reguliert. Dass 

die Expression der Wnt-Inhibitoren sFRP1 und 4 während der mittzyklischen starken 

LH-Zunahme und Dkk1 während der sekretorischen Phase herunterreguliert werden, 
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untermauert die wichtige Rolle des Wnt-Signalweges bei der Implantation und/oder 

dem Dezidualisierungsvorgang. Auf der anderen Seite konnte auch eine 

Hochregulation der Dkk1-Expression durch P4 nachgewiesen werden. Eine weitere 

wichtige Rolle der Wnt/FZD-Interaktion scheint, wie Untersuchungen an 

Mausblastozysten gezeigt haben, die Embryonalentwicklung und die Aktivierung von 

Blastozysten und die damit einhergehende Steigerung der Implantationskompetenz, 

zu sein.116,117

Ein Ansatz dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Expression der beiden Wnt-

Rezeptoren FZD4 und FZD6 in humanen endometrialen Stromazellen nach 

Dezidualisierung und imitiertem Embryokontakt mittels IL-1β in Abhängigkeit von 

Sdc-1.

1.5 Sphäroide – Etablierung eines in vitro Implantationsmodells
Untersuchungen der humanen embryonalen Implantation werden vor allem durch die 

Tatsache erschwert, dass in vivo Analysen an der embryo-maternalen Schnittstelle 

aus ethischen und rechtlichen Gründen nicht möglich sind. Viele unterschiedliche

Implantationsmodelle wurden im Laufe der Zeit für die Erforschung dieses Prozesses 

etabliert und angewandt, um den vor der Implantation stattfindenden embryo-

maternalen Dialog besser zu verstehen. Neben einer tieferen Einsicht in diesen 

komplexen Vorgang der humanen embryonalen Implantation könnten die Ergebnisse

dieser Arbeit als Basis für mögliche Therapieansätze für Frauen unter ART 

Behandlung und Frauen mit habituellen Aborten verwendet werden. Einfache und 

mehrschichtige Ko-Kulturen, Migrations- und Invasionsassay mit Embryosurrogaten, 

wie Sphäroiden stellen eine große Bandbreite an unterschiedlichen Methoden bei der 

Untersuchung der Implantation dar.128 Sphäroide sind kleine kugelförmige 

Zellaggregate mit Tumor-ähnlichen Eigenschaften, die bereits seit mehreren 

Jahrzenten in der Forschung – hauptsächlich in der onkologischen Tumorforschung -

präsent sind.129 In einer Vielzahl an Studien wurden Sphäroide unter anderem für die 

Analyse des Tumormikromilieus, der avaskulären Phase des Tumorwachstums und 

Tumorbestrahlung eingesetzt.129–131 Außerdem wurden Sphäroide für onkologische 

Invasionsstudien mit Gewebe, wie z. B. murinen Bronchialkarzinom-Sphäroiden und

embryonalem Herzgewebe des Huhns genutzt.132 Neben onkologischen Versuchen 

konnten auch Analysen im Hinblick auf Angiogenese mittels Sphäroiden durchgeführt 

werden.133–137 Auch die Untersuchung von bioaktiven Substanzen wie Isoprenalin
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konnte bereits an Sphäroiden getestet werden.138 Bei reproduktionsbiologischen 

Fragestellungen wurden Sphäroide aus Trophoblastzellen bisher meist mit 

einschichtigen Zellkulturen (Monolayer) aus Epithel- oder Stromazellen konfrontiert. 

So untersuchten John et al. die Bindung von Chorionkarzinom (JAR)-Sphäroiden an 

4 verschiedenen uterinen Epithelzelllinien. Nach 24h konnte eine feste Anlagerung 

der JAR-Sphäroide an RL95-2-, HEC-1A- und KLE-Zellen beobachtet werden. Keine

Anheftung fand an die humane endometriale Adenokarzinomzelllinie AN3-CA statt.139

BeWo-Späroide konnten beim Anwachsen an endometriale Epithelzellen (RL95-2)

die durch p38-MAPK-Signalweggesteuerte Apoptose induzieren.140 Darüber hinaus 

waren Ca2+-Chelatoren in der Lage, die Adhäsion der BeWo-Sphäroide zu 

hemmen.141 Die Ko-Kultur von BeWo-Sphäroiden und RL95-2-Monolayer-Kultur 

konnte bereits als Hochdurchsatzverfahren zum Testen von Implantationsinhibitoren 

und –unterstützern etabliert werden.142 Des Weiteren gab es Studien an JAR-

Sphäroiden und uterinen epithelialen Ishikawa-Zellen und Sphäroiden aus humanen 

embryonalen Stammzellen (HESC), die auch als embryoide Körper bezeichnet 

werden, und endometrialem Stroma.143–147 Dezidualisierte und nicht dezidualisierte 

endometriale Stromazellen wurden ebenfalls als Zell-Monolayer für Sphäroide aus 

Epithelzellen der Linie AC-1M88 verwendet. Anschließend konnte die Sekretion von 

Implantations-fördernden Faktoren, wie heparin-binding EGF-like growth factor (HB-

EGF), LIF und IL-1β aus endometrialen Stromazellen detektiert werden.148 Eine 

weitere Sphäroidformation-positive Trophoblast-Zellline, HTR8/SVneo, konnte 

ebenfalls erfolgreich mit kleinen Plazentagewebestücken konfrontiert werden und ist 

demnach für die Erforschung der humanen Implantation als Embryosurrogat 

geeignet.149

Die Etablierung eines neuen 3D-Ko-Kultur Modells als in in vitro Implantationsmodell 

aus zwei Sphäroiden zur besseren Imitation der in vivo Verhältnisse, statt eines

Sphäroiden und einer einschichtigen Zellkultur, wie bisher immer verwendet, stellte 

einen Teil dieser Arbeit dar. 

1.6 Charakterisierung der Sdc-1-knock out-Maus
Murines Sdc-1 wurde bisher laut Literatur hauptsächlich mit Tumorgenese, 

Wundheilung, Inflammation, Organentwicklung und Regulation des Fressverhaltens 

in Zusammenhang gebracht.150–156 Die sehr frühe Expression von Sdc-1 während der 

Embryogenese zeigt auf, wie bedeutsam dieses Heparansulfat-Proteoglykan für die 
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murine Entwicklung ist.157 Neben der hohen Expression während der 

Gehirnentwicklung, wurde Sdc-1 auch im Ovar im Östruszyklus und in Makrophagen 

in Atherosklerose Läsionen in hohen Konzentrationen lokalisiert.155,158,159 Allgemein 

wird Sdc-1 hauptsächlich im epithelialen Geweben exprimiert.157 Viele Studien haben 

die Bedeutung von Sdc-1 während der Tumorgenese untersucht. Hier kann Sdc-1 in 

murinen Brustdrüsen die Wnt-Signalweg-abhängige Tumorgenese modulieren, das 

P4-induzierte Wachstum von Brusttumoren regulieren und die Tumorangiogenese in

vivo stimulieren.150,151,160 Damit ist Sdc-1 in der Lage, ein Tumor-freundliches Milieu 

zu erzeugen und die Tumorprogression zu unterstützen.161 Neben Brustkrebs ist 

Sdc-1 auch in die Entwicklung und Progression von Melanomen, Bronchialkarzinom 

aber auch Wundheilung und Inflammation involviert.152,153,162–164 Sdc-1 defiziente 

Mäuse weisen eine verzögerte Wundheilung, verstärkte Leukozytenrekrutierung und 

eine Resistenz gegen Wnt-Signalweg- induzierte Tumorgenese und mikrobielle 

Infektionen auf.74,157,165,166

Aus reproduktionsbiologischer Sicht ist die Sdc-1-ko-Maus zwar fertil und scheint 

auch gesund zu sein74, lässt sich jedoch nach mündlicher Kommunikation mit

Arbeitsgruppen, die mit diesem Mausstamm arbeiten, schlecht züchten und weist 

kleinere Wurfgrößen auf. Durch die Charakterisierung der Sdc-1-ko-Maus sollten 

diese Aussagen untersucht und ein in vivo Implantationsmodell für nachfolgende 

Analysen der embryonalen Implantation etabliert werden. 
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1.7 Zielsetzung der Arbeit
Der komplexe Vorgang der humanen Implantation des Embryos in das maternale 

rezeptive Endometrium ist trotz vieler Studien noch lange nicht bis ins Detail 

verstanden. Ziel dieser Arbeit war es, das Zusammenspiel von Chemokinen, 

Chemokinrezeptoren und den dazugehörenden Signalwegen an der embryo-

maternalen Schnittstelle zu untersuchen.

Der Implantationsvorgang ist mit zellulären Prozessen, wie der Angiogenese, 

Proliferation und Differenzierung verbunden. Viele dieser Prozesse werden durch 

Chemokine und ihre Rezeptoren über G-Protein-gekoppelte Signalkaskaden 

vermittelt und reguliert. Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf einem, bei der 

Implantation besonders wichtigen Chemokin – CXCL1 – und seinen Rezeptoren

CXCR2 und Sdc-1. Durch die Etablierung einer CXCR2 knock down (kd) Zelllinie 

sollte die Funktion des Rezeptors in den endometrialen Stromazellen genau 

untersucht werden. Die Analyse der Auswirkungen des CXCR2 kd auf den Liganden 

CXCL1 und den daraus möglicherweise resultierenden Konsequenzen für die 

Implantation stellte einen hochinteressanten Versuchsansatz dar, der einen oder 

mehrere wichtige Bausteine für die Dechiffrierung des komplexen Vorgangs der 

embryonalen Implantation liefern könnte. Des Weiteren sollten die für die CXCL1-

Expression wichtigen MAPK-Signalwege, ERK1/2 und JNK, in Abhängigkeit des Ko-

Rezeptors Sdc-1 sowie auch die Expression der beiden Rezeptoren FZD4 und FZD6 

des Wnt-Signalweges in Abhängigkeit von Sdc-1 analysiert werden. Die Etablierung 

eines 3D-Ko-Kultur-Systems aus 2 Sphäroiden sollte ein physiologisch nahes 

Implantationsmodell liefern, um zukünftig die erzielten Ergebnisse weiter zu 

verfolgen. Die initialen Charakterisierungversuche der Sdc-1-ko-Maus, als Basis für 

weiterführende Analysen sind ebenfalls Teil dieser Arbeit. Diese Charakterisierung 

kann es gegebenenfalls zukünftig ermöglichen beim Menschen sonst unmögliche 

Untersuchungen an der embryonalen Implantationsstelle durchzuführen. 
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2 Material und Methoden

2.1 Zelllinien
Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tab. 2 aufgeführt.

Tab. 2: Übersicht über die verwendeten Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz

St-T1 Humane endometriale Stromazelllinie 167 Brosens et al., 1996

Nano St-T1 mit TetR-Vektor

Amaxa St-T1 mit TetR-Vektor

KdS1 St-T1 mit stabilem induzierbaren Sdc-1 knock down 43 Baston-Büst et al., 2010

T-HESC Humane endometriale Stromazelllinie 168Krikum et al., 2004

HTR8/SVneo Humane Trophoblast-Zelllinie aus dem ersten 
Trimester

169 Graham et al., 1993

JEG-3 Humane epitheliale Chorionkarzinom Zelllinie 170 Kohler et al., 1971

JAR Humane epitheliale Chorionkarzinom Zelllinie 171 Pattillo et al., 1971

BeWo Humane epitheliale Chorionkarzinom Zelllinie 172 Pattillo et al., 1968

HeLa Humane epitheliale Cervixkarzinom Zelllinie 173 Gey et al., 1952

HEK293 Humane epitheliale embryonale Nierenzelllinie 174 Graham et al., 1977

2.2 Zellkultur
Alle Kultivierungsarbeiten, wie Aussaat, Passagieren und Mediumwechsel fanden 

unter sterilen Bedingungen statt (Cytair 125, Equipements Scientifiques & Industries 

S.A.). Die Zellen wurden als Monolayerkulturen in 100mm-Gewebekultur-

Petrischalen (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) beziehungsweise in 6-well-Platten

(Sarstedt) bei 37°C und 5% CO2 (Heraeus, Hanau, Deutschland) kultiviert. Die

Zusammensetzung der Zellkulturmedien ist Tab. 3 zu entnehmen.

2.2.1 Aussaat von Zelllinien
Die Aussaat der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die bei -80°C gelagerten 

Zellstocks wurden für 3-5min bei 37°C (Wasserbad, Köttermann, Uetse/Hänigsen, 

Deutschland) aufgetaut, sofort in 5ml vorgewärmtes Zellkulturmedium aufgenommen 

und in ein 15ml-Röhrchen (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) überführt. 
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Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 1.000-2.000rpm für 10min. Nach 

Absaugen des Überstandes wurde das Pellet in 10ml Zellkulturmedium resuspendiert 

und auf eine 100mm-Zellkulturschale überführt. Der erste Mediumwechsel erfolgte 

nach 24h.

2.2.2 Mediumwechsel
Beim Mediumwechsel wurde das benutzte Zellkulturmedium abgesaugt und durch 

10ml bei 100mm-Zellkulturschalen bzw. 2ml pro well bei 6-well-Platten frisches 

Medium ersetzt.

2.2.3 Passagieren
Das Passagieren der Zellen erfolgte bei ca. 90%iger Konfluenz. Hierzu wurde das 

Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit ca. 10ml sterilem PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen mit 2ml einer 2x-Trypsin-EDTA-Lösung (Biowest, 

Nuaille, Frankreich) überschichtet und für 2min bei 37°C inkubiert. Durch das 

Zufügen einer äquivalenten Menge an Zellkulturmedium stoppte die Trypsinisierung, 

die Zellen konnten abgewaschen und in ein geeignetes Röhrchen überführt werden. 

Nach einem Zentrifugationsschritt (1.000rpm, 10min, RT) wurde der Trypsin-

Zellkulturmedium-Überstand abgesaugt und das Zellpellet in einem bestimmten 

Volumen an frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Anschließend wurde die

Zelllösung zu gleichen Teilen auf mit Medium gefüllte Zellkulturschalen verteilt.

2.2.4 Zellstocks
Das Anlegen von Zellstocks erfolgte ab einer Passagenzahl von 3. Hierzu wurden die 

Zellen, wie im Punkt 2.2.3 beschrieben pelletiert, das Pellet anschließend in einem 

Gemisch aus 70% zellspezifischen Medium, 20% fetales Kälberserum (fetal bovine 

serum, FBS) und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

resuspendiert und sofort auf Kryoröhrchen (Sarstedt) verteilt. Die Lagerung der 

Zellstocks erfolgte bei -80°C.
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2.2.5 Zusammensetzung der Zellkulturmedien
Die Komponenten für das Grundmedium aller Zelllinien wurden alle mit der 

Ausnahme des Insulins (Sigma Aldrich) von der Firma Biowest bezogen. Die

zellspezifischen Antibiotika (AB), Blasticidin und Zeocin stammen von der Firma 

InvivoGen (San Diego, CA, USA).

Tab. 3: Übersicht über die Zusammensetzung der spezifischen Zellkulturmedien für die verwendeten 

Zelllinien. csFBS= charcoal stripped fetales Kälberserum; Pen/Strep= Penicillin/Streptomycin

Komponenten

Zelllinien

St-T1
Nano/

Amaxa
KdS1

HTR8/

SVneo

JEG-3/

BeWo
JAR

HEK-

293

DMEM 75% 75% 75% - - - 90%

MCDB 105 22% 22% 22% - - - -

RPMI 1640 - - - 94% - 85% -

Ham´s F12 - - - - 90% - -

csFBS 10% 10% - 5% 10% 15% 10%

FBS (ohne Tet) - - 10% - - - -

Sodiumpyruvat 1x 1x 1x - - 1x 1x

L-Glutamin 1x 1x 1x - 1x 1x 1x

Nicht-essentielle AS 1x 1x 1x - 1x 1x 1x

Pen/Strep 1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x

Gentamycin 50µg/ml 50µg/ml 50µg/ml - - - -

Insulin 5µg/ml 5µg/ml 5µg/ml - - 5µg/ml -

Blasticidin - 6µg/ml 6µg/ml - - - -

Zeocin - - 200µg/ml - - - -

Die Komponenten aus Tab. 3 wurden unter sterilen Bedingungen zusammengefügt 

und bei +6°C gelagert. Vor Benutzen des Mediums wurde dieses in einem 

Schüttelwasserbad (GFL 1083, Burgwedel, Deutschland) auf 37°C erwärmt.

Die Kultur der HTR8/SVneo-Zellen erfolgte für die Sphäroidformation und die 

anschließenden Konfrontationsversuche in St-T1-Medium.

2.2.6 Dezidualisierung
Die Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen erfolgte mit speziellem 

Dezidualisierungsmedium aus 75% DMEM, 22% MCDB105, 2% Tet-freies FBS, 

50µg/ml Ascorbinsäure (VitC), 10µg/ml Transferrin, 40µg/ml Gentamycin, 1x 

Glutamin, 1x nicht-essentielle AS, 1x Sodiumpyruvat, 314,5ng/ml P4 und 0,5mM 
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cAMP. Die zellspezifischen AB sind Tab. 3 zu entnehmen. Die Inkubation der Zellen 

mit Dezidualisierungsmedium betrug 72h bei 37°C und 5%CO2.

2.2.7 Isolation und Kultur primärer endometrialer Stromazellen 
Die Isolation primärer endometrialer Stromazellen (PSZ) erfolgte aus humanem 

endometrialen Gewebe von 4 Patientinnen der Universitätsfrauenklinik Düsseldorf

(Votum der Ethikkommission der Heinrich-Heine Universität, Studiennummer 2.904).

Das Gewebe wurde nach schriftlichem Einverständnis der Patientinnen durch eine 

Strichkürettage entnommen und direkt in Transportmedium überführt. Unter sterilen 

Bedingungen erfolgte das Zerkleinern der Gewebeprobe mit Hilfe von 2 Skalpellen.

Anschließend folgte der erste enzymatische Verdau der Gewebestücke für 30min bei 

37°C und 175rpm. Mit Hilfe einer 1.000µl-Pipette wurde die Gewebe-Zell-Suspension 

mehrmals resuspendiert und erneut für 30min bei 37°C und 175rpm inkubiert. Nach 

wiederholtem Mischen der Suspension wurde diese durch ein 100µm-Sieb (BD 

Biosciences) zur Abtrennung grober Rückstände filtriert. Das Filtrat wurde 

anschließend durch ein weiteres Sieb mit 40µm großen Poren (BD Biosciences) 

filtriert. Die Rückstände im Sieb bestanden hauptsächlich aus epithelialen

Drüsenschläuchen und das Filtrat enthielt die endometrialen Stromazellen. Letztere 

wurden 3x mit 10ml Kulturmedium gewaschen (Zentrifugation bei 1.000rpm) und auf 

35mm Zellkulturschalen ausgesät. Der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24h und 

die darauf folgenden alle 72h. 

Transportmedium:

• 88% (v/v) DMEM/F12 (Biowest)

• 10% (v/v) FBS

• 1% (v/v) Pen/Strep

• 0,4% (v/v) Amphotericin B (Biowest)

Enzymatischer Verdau:

• Transportmedium

• 1,5mg/ml (w/v) Kollagenase B (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland)
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Kulturmedium:

• Transportmedium

• 1,6% (v/v) L-Glutamin

• 8µg/ml (v/v) Insulin

2.2.8 Isolation mononukleärer Zellen aus Vollblut
Die Isolation von mononukleären Zellen (mononuclear cells, MNC) aus Vollblut von 

Probanden erfolgte mittels Ficoll (Axis-Shield, Oslo, Norwegen). Hierbei wurde 1VT 

Ficoll mit 2VT Vollblut überschichtet und 30min bei 600g zentrifugiert. MNC bildeten 

nach der Gradientenzentrifugation eine weiße Schicht, die nach der Abnahme 2x mit 

PBS gewaschen wurden.

1x PBS-Puffer:

• 140mM NaCl

• 2,7mM KCl

• 10mM Na2HPO4

• 1,8mM KH2PO4

• 1l H2O, pH 7,3-7,4

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Isolation
Die RNA-Isolation aus behandelten, unbehandelten Zellen und endometrialem 

Gewebe erfolgte mittels peqGOLD TriFast® (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, 

Deutschland). Dieses Verfahren beruht auf der Methode der Phenol-Chloroform-

Extraktion nach Chomczynski und Sacchi.175 Die Isolation erfolgte nach 

Herstellerangaben. Nach Entfernen des Zellkulturmediums wurden 1ml bzw. 400µl 

des peqGOLD TriFast® Reagenzes auf eine 100mm bzw. 35mm Zellkulturschale (6-

well Platte) direkt auf die Zellen gegeben und 5min zur Dissoziation der 

Nukleoproteinkomplexe bei RT inkubiert. Endometriales Gewebe wurde mittels 

Skalpell zerkleinert und mit 1ml TriFast® Reagenz versetzt. Nach Zugabe von 200µl

bzw. 80µl Chloroform wurde das Gemisch 15s kräftig geschüttelt und 15min bei 

5.000g und 4°C zentrifugiert.  Hierbei erfolgte eine Auftrennung in eine obere 

wässrige RNA-enthaltende Phase und eine untere Interphase mit DNA-Resten. 
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Beide Phasen wurden durch eine organische Phase, die die Gesamtproteine enthält,

getrennt. Für die RNA-Isolation wurde die wässrige Phase zusammen mit 500µl bzw. 

200µl Isopropanol (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) in ein neues Probengefäß 

überführt, mehrmals invertiert und nach einer 10min Inkubation bei RT für 10min bei 

4°C zentrifugiert. Die Inter- und organische Phase wurden entweder für die parallel 

laufende Proteinisolation verwendet oder für eine spätere Proteinisolation bei -20°C

eingefroren und gelagert. Das nach der Zentrifugation der wässrigen Phase mit 

Isopropanol entstandene gelähnliche Pellet wurde mit 1ml bzw. 400µl 75% Ethanol

(EtOH, Merck Millipore) gewaschen und für 5min bei 4°C erneut zentrifugiert. Nach 

Entfernen des Überstandes konnte das RNA-Pellet in 30µl Diethylpyrocarbonat 

(DEPC, Sigma Aldrich) aufbereitetem dH2O aufgenommen werden. Um das Lösen 

des Pellets zu beschleunigen wurde die Lösung bei 55°C für 10min erhitzt und für die 

anschließende photometrische Konzentrationsbestimmung (siehe Kapitel 2.3.1.1) auf 

Eis gelagert. Die dauerhafte Lagerung der RNA-Lösung erfolgte bei -80°C.

2.3.1.1 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration und -reinheit
Die Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration in DNA- bzw. RNA-haltigen

Lösungen erfolgte mittels eines Biophotometers (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

in Plastikküvetten (Eppendorf) oder eines NanoDrop2000 UV-Vis 

Spectrophotometers (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Das Prinzip der 

Messung beruht auf der Absorption der RNA und DNA bei einer Wellenlänge von 

260nm. Wobei eine Absorptionseinheit einer DNA-Konzentration von 50μg dsDNA/ml 

bzw. 40μg ssRNA/ml entspricht.176 Verunreinigungen durch Proteine können anhand 

hoher Extinktionswerte bei einer Wellenlänge von 230nm (Absorption von 

Peptidbindungen und Extraktionsreagenzien) und 280nm (Absorption von 

aromatischen Aminosäuren) erkannt werden. Durch das Verhältnis der einzelnen 

Extinktionswerte lässt sich die Reinheit der Probe bestimmen. 

2.3.1.2 DNase-Verdau
Der DNase-Verdau diente der vollständigen Entfernung von möglichen genomischen 

(g)DNA-Resten in der RNA-Lösung. Die Reaktion mit dem DNase-Verdau-Kit erfolgte 

nach Herstellerangaben (Thermo Scientific). 2µg RNA in 10µl wurden mit 3µl 

Reaktionspuffer (1x) und 1µl DNase versetzt, auf 30µl mit RNase-freiem dH2O
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aufgefüllt und für 30min bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1µl 

EDTA und das Erhitzen der gesamten Lösung auf 65°C für 10min zur Inaktivierung 

der DNase-Reaktivität. Die gDNA-freie RNA-Lösung wurde für die reverse 

Transkription (RT) eingesetzt (siehe Kapitel 2.3.2)

2.3.2 Reverse Transkription 
Die RT ist eine Methode der cDNA-Synthese aus RNA mittels reverser 

Transkriptasen. Die Durchführung erfolgte mit Hilfe des High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems by Life Thechnologies, Waltham, 

MA, USA) nach Herstellerangaben. Zu dem Volumen von 30µl nach dem DNase-

Verdau wurden 5µl 10xRT-Puffer (1x), 2µl 25x dNTP Mix (1x), 5µl 10x 

Randomprimer (1x) und 2,5µl 20x reverse Transkriptase (1x) zugesetzt. Nach 

Auffüllen auf 50µl mit Nuklease-freiem dH2O erfolgte die Inkubation des 

Versuchsansatzes bei 25°C für 10min, für weitere 2h bei 37°C und anschließend bei 

85°C für 5min. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaktion)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine gut etablierte Standardmethode zur 

Amplifikation definierter DNA-Sequenzen.177 Die zu amplifizierende Sequenz wird 

durch zwei synthetisch hergestellte Oligonukleotide (verwendete Oligonukleotide 

siehe Tab. 5) festgelegt. Die Oligonukleotide (Primer) wurden mit Hilfe des online frei 

verfügbaren Programms Primer 3178 entworfen und durch die Firma Eurofins 

Genomics (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. In dieser Arbeit wurde 

ausschließlich die thermostabile DNA-Polymerase Taq aus dem Bakterium Thermus 

aquaticus verwendet. Zum Ansetzen der PCR wurde der 2x PCR Master Mix 

(Thermo Scientific) nach Herstellerangaben verwandt. Ein Standard-PCR-Ansatz mit 

einem Volumen von 25µl setzte sich wie folgt zusammen: 40 bis 200ng cDNA-

Template, jeweils 5 bis 12,5pmol eines forward- und eines reverse-Oligonukleotid-

Primers und 1x PCR Master Mix.

Bei der Denaturierung werden die Doppelstränge der DNA getrennt, indem die 

Wasserstoffbrücken zwischen den Nukleotiden aufgebrochen werden. Im zweiten 

Schritt, der Hybridisierung, erfolgt die Anlagerung der Oligonukleotide an die DNA-

Einzelstränge. In der Elongationsphase findet die Verlängerung des Primers 
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komplementär zum DNA-Einzelstrang statt. Dieser Zyklus wird 20- bis 30-mal

wiederholt (Tab. 4).

Durchgeführt wurde die PCR in einem peqSTAR 96X Universal Gradient 

Thermocycler der Firma PEQLAB Biotechnologie.

Tab. 4: Standard-PCR-Programm

Reaktionsschritt Temperatur Dauer

Anfangsdenaturierung

Denaturierung

Hybridisierung

Elongation

Endelongation

Pause

95°C

95°C

50 bis 65°C

72°C

72°C

4°C

5min

30 bis 45s

30 bis 45s

1,5 bis 6min*

5 bis 10min

∞

* Dauer abhängig von der Länge der zu amplifizierenden DNA-Sequenz

2.3.4 Nested-PCR
Bei einer nested-PCR wird im ersten Schritt die Zielsequenz großzügig mit der 

umliegenden Sequenz mittels Standard-PCR unter Benutzung eines äußeren (outer)

Oligonukleotid-Primerpaars amplifiziert. Das entstandene PCR-Produkt kann

anschließend als DNA-template für eine quantitative real time PCR, kurz qRT-PCR

(siehe Kapitel 2.3.6) eingesetzt werden. In dieser zweiten PCR mit einem inneren 

(inner) Oligonukleotid-Primerpaar, das deutlich näher an den Zielsequenz liegt und 

diese umgibt wird die gesuchte DNA-Sequenz wiederholt amplifiziert und 

quantifiziert.179 Dieses Verfahren ermöglicht neben der Quantifizierung von sehr 

schwach exprimierten Genen auch eine deutliche Reduktion von störenden RNA-

Extraktionslösungen, wie z. B. Phenol-Chloroform in dem quantifizierenden qRT-

PCR-Schritt. Einen Nachteil dieser Methode stellt die erste Standard-PCR-

Amplifikation dar, die zu einer semi-quantitativen Auswertung der Expression des 

gesuchten Gens führt.180

2.3.5 Touchdown-PCR
Eine Möglichkeit die Spezifität einer PCR zu erhöhen und dadurch unspezifische 

Fehlamplifikationen zu vermeiden ist das Durchführen einer touchdown-PCR (TD-

PCR). Im Gegensatz zu einer Standard-PCR startet man bei einer TD-PCR mit einer 

20 - 30x
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5-10°C höheren-annealing-Temperatur die nach einer festgelegten Zyklenanzahl um 

jeweils 1°C gesenkt wird. Ist die optimale annealing-Temperatur erreicht, werden 

noch ca. 15-20 Zyklen mit dieser Temperatur durchgeführt. Durch die zu hohe 

annealing-Temperatur sollen unspezifische Primerbindungen an das cDNA-template

vermieden und so die Spezifität der PCR gesteigert werden.181

2.3.6 Quantitative real time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR)
Unter qRT-PCR wird eine PCR mit einer Quantifizierung des PCR-Produktes in 

Echtzeit verstanden. Die qRT-PCR wurde mit dem 2x Maxima SYBR Green qPCR 

Master Mix (Thermo Scientific), den in Tab. 5 aufgeführten Oligonukleotid-Primern 

und mittels des Roche LightCyclers 1.5 (Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz) 

durchgeführt. SYBR Green ist ein fluoreszierender Farbstoff, der sich an dsDNA-

Stränge anlagert und nach der Anlagerung ein fluoreszierendes Signal imitiert. Die

Fluoreszenz nimmt proportional zur Konzentration der Amplifikatprodukte zu und wird 

nach jedem Amplifikationszyklus detektiert.182 Die Zusammensetzung der qRT-PCR-

Ansätze ist dem Standard-PCR-Ansatz (siehe Kapitel 2.3.3) zu entnehmen. Die 

Auswertung der qRT-PCR erfolgte nach der ΔΔCt-Methode.

2.3.7 Verwendete Oligonukleotide
Die in der Tab. 5 aufgeführten Oligonukleotide (Primer) dienten der Amplifikation der 

gewünschten Gensequenz mittels PCR (Kapitel 2.3.3), nested-PCR (Kapitel 2.3.4) 

TD-PCR (Kapitel 2.3.5) oder qRT-PCR (Kapitel 2.3.6) und der DNA-Sequenzanalyse 

am BMFZ (Biologisch medizinisches Forschungszentrum, Heinrich Heine Universität, 

Düsseldorf). Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Eurofins 

Genomics (Ebersberg, Deutschland).

2.3.8 Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese ermöglicht die Analyse der z. B. nach einer Plasmid 

Präparation, einer PCR oder einem Restriktionsverdau entstandenen DNA-

Fragmente. Diese werden nach ihrer Größe und Ladung in einem elektrischen Feld 

aufgetrennt. Aufgrund der negativen Ladung, bedingt durch die Phosphatgruppen, 

wandern die Nukleinsäuren von der Kathode zur Anode.
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Tab. 5: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide. for, f: forward (”vorwärts”-Primer); rev, r: 

reverse (“gegenläufiger”-Primer)

Oligonukleotide Sequenz 5`→ 3`
Fragmentgröße

[bp]
Verwendung

H1_for TGTTCTGGGAAATCACCATA
-

Generierung einer knock down
Zelllinie: Sequenzierung der 
transfizierten shRNA im 
pENTRTM/H1/TO-Vektor

M13_rev CAGGAAACAGCTATGAC

HβACTIN5 CGGGACCTGACTGACTACC
250 Amplifikation einer Teilsequenz des 

housekeeping Gens β-AktinHβACTIN3 AGGAAGGCTGGAAGAGTGC

H-PRL-5 GCTTCTGTATCATCTGGTCACG
251 Amplifikation einer Teilsequenz des 

Dezidualisierungsmarkers PRLH-PRL-3 TGCGTAGGCAGTGGAGCAG

huCXCR2for AGACAGTATGGCAGCTTTCCTC
299 Amplifikation einer Teilsequenz des 

Chemokinrezeptors CXCR2huCXCR2rev AAAGTTTTCAAGGTTCGTCCGTGTT

CXCR2_429_452_f TGCTCTTCTGGAGGTGTCCT
200

CXCR2 knock down Nachweis:
Amplifikation einer Teilsequenz von 
CXCR2 im Bereich des eingebrachten 
knock down durch 429I und 452I 
shRNA

CXCR2_429_452_r AGGGATTCTGGTTCACATGG

CXCR2_1015_f GGCCCTGCCTGTCTTACTTT
177

CXCR2 knock down Nachweis:
Amplifikation einer Teilsequenz von 
CXCR2 im Bereich des eingebrachten 
knock down durch 1015I shRNACXCR2_1015_r AGGGTGAATCCGTAGCAGAA

CXCR2_1744_f TTAGAAAGCTTGCCCTGGTG
190

CXCR2 knock down Nachweis:
Amplifikation einer Teilsequenz von 
CXCR2 im Bereich des eingebrachten 
knock down durch 1744III shRNACXCR2_1744_r GTTGGCCAGCCTGATTTTCT

1015_neu_f ACTTTTCCGAAGGACCGTCT
92

CXCR2 knock down Nachweis:
Amplifikation einer Teilsequenz von 
CXCR2 im Bereich des eingebrachten 
knock down durch 1015I shRNA1015_neu_r GTAACAGCATCCGCCAGTTT

nested_CXCR2_f TGTGCAAGGTGGTCTCACTC
1319

CXCR2 knock down Nachweis:
Amplifikation einer Teilsequenz von 
CXCR2 für eine nested PCRnested_CXCR2_r CGCTCGAGAGTTCCAGTTTC

hCXCR4_f TACACCGAGGAAATGGGCTCA
112 Amplifikation einer Teilsequenz des 

Chemokinrezeptors CXCR4hCXCR4_r AGATGATGGAGTAGATGGTGG

hCXCR1_f_neu GCAGCTCCTACTGTTGGACACA
75 Amplifikation einer Teilsequenz des 

Chemokinrezeptors CXCR1hCXCR1_r_neu CATGTCCTCTTCAGTTTCAGCAA

hCXCL1for ATAGCCACACTCAAGAATG
194 Amplifikation einer Teilsequenz des 

Chemokins CXCL1hCXCL1rev TCTGCAGCTGTGTCTCTCTT

hHIF-1α_f CACAGAAATGGCCTTGTGAAAAAGG
214

Hypoxie-Nachweis:
Amplifikation einer Teilsequenz des 
Hypoxiemarkers HIF-1αhHIF_1α_r CCAAGCAGGTCATAGGTGGTTTCTT

SynF1 CGGCGAAACCTACAGCCCTC

290/

450

Sdc-1-ko-Nachweis: 290bp= WT-
Maus
450bp= Sdc-1-ko-Maus
290bp+450bp= heterozygote Maus

SynF2 GCATCGGCGAGTGGCGAGTC

N3193 CGAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCC
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Die Durchführung erfolgte in horizontalen Apparaturen bei einer konstanten 

Spannung von 120-140V/cm2. Für die Analysen wurden je nach Fragmentgröße 1 bis 

2%ige Agarose-Gele verwendet. Die Agarosetabletten (PEQLAB Biotechnologie) 

wurden mit dem entsprechenden Volumen 1x TBE-Laufpuffer aufgekocht, mit  

Ethidiumbromid (EtBr) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) oder GelRed Nucleic Acid 

Gel Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) versetzt und anschließend in eine 

Gelkammer mit Taschenformer gegossen. Die Interkalation von EtBr und GelRed

Nucleic Acid Gel Stain mit der DNA führt zu einer Fluoreszenz unter UV-Licht 

(λ=260nm).

Als Größenstandard diente der 100bp-Marker der Firma Fermentas (Thermo 

Scientific). Alle verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Carl Roth bezogen.

Zusammensetzung des (1x) TBE-Laufpuffers:

• 89mM TRIS

• 89mM Borsäure

• 2mM EDTA

• 1l ddH20

• pH 8,0

2.3.9 Rekombinante DNA-Techniken

2.3.9.1 Verwendete Bakterienstämme
Für die molekularbiologischen Arbeiten wurden die in Tab. 6 aufgeführten 

Bakterienstämme verwendet. Sowohl der XL1blue- als auch der One Shot®TOP10-

E.coli-Stamm wurde für die Hitze-Schock-Transformation verwendet. One 

Shot®TOP10-Bakterien wurden bereits als ein chemisch kompetenter E.coli-Stamm 

von der Firma Life Technologies bezogen. Chemisch kompetente XL1blue-Bakterien 

wurden in eigener Herstellung gefertigt (siehe Kapitel 2.3.9.3).
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Tab. 6: Übersicht über die bei der Hitze-Schock-Transformation verwendeten Bakterienstämme

E.coli: Escherischia coli; Tet: Tetracyclin; Kan: Kanamycin

Stamm Resistenz Verwendung Referenz

E.coli XL1blue TetR
Herstellung chemisch 

kompetenter Bakterien/

Klonierung

183 Bullock et al., 1987

E.coli One Shot®TOP10 KanR Chem. kompetenter E.coli-

Stamm/Klonierung

184 BLOCK-iTTM

Inducible H1 RNAi 

Entry Vector Kit 

Manual

2.3.9.2 Anzuchtbedingungen für gramnegative Bakterien
Die Anzucht der unterschiedlichen E. coli-Stämme erfolgte unter Schütteln unter 

aeroben Bedingungen bei 37°C. Je nach Verwendung wurden die Bakterien in 

S.O.C.-, ΨB-, LB-Medium oder auf LB-Agar-Platten mit den entsprechenden 

Selektions-AB kultiviert. Alle verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Merck 

KGaA (Darmstadt, Deutschland) bezogen mit Ausnahme von Trypton, Hefe-Extrakt,

Pepton (Sigma Aldrich) und NaCl (Carl Roth).

Zusammensetzung der Anzuchtmedien:

S.O.C.-Medium • 2% (w/v) Trypton

• 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt

• 10mM NaCl

• 2,5mM KCl

• 10mM MgCl2
• 10mM MgSO4

• 20mM Glucose

LB-Medium • 10g/l NaCl

• 10g/l Trypton

• 5g/l Hefe-Extrakt

• pH 7,5
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ΨB-Medium • 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt

• 2,0% (w/v) Pepton

• 0,4% (w/v) MgSO4

• 10mM KCl

• pH 7,6

Alle Medien wurden bei 120°C für 20min autoklaviert (Systec VX-95, Systec GmbH

Labor-Systemtechnik, Wettenberg). Für Agarplatten wurde zu den Anzuchtmedien 

1,5% (w/v) Agar (Carl Roth) vor dem Autoklavieren hinzugefügt. Nach dem 

Autoklavieren erfolgte eine leichte Abkühlung der Lösung auf einem Magnetrührer 

auf ca. 50°C und das Gießen der Agarplatten (100mm Zellkulturschalen, Sarstedt) 

unter sterilen Bedingungen.

Zur Aufbewahrung selektionierter Bakterienklone wurden die Bakterienkulturen in LB-

Medium mit 15% (v/v) Glyzerin versetzt und bei -80°C gelagert.

2.3.9.3 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien
Die Kompetenz von Bakterien und Zellen ist ein Maß für die Bereitschaft, fremde 

DNA durch Transformation aufzunehmen. Durch eine chemische Behandlung der 

Bakterien und Zellen kann diese Bereitschaft gesteigert und damit die Effizienz der 

Transformation erhöht werden. Die Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen

für die spätere Transformation erfolgte nach der Hanahan-Methode.185 Hierfür 

wurden die Bakterien in 300ml ΨB-Medium aerob bei 37°C und leichtem Schütteln 

kultiviert bis die Kulturlösung eine OD600 von 0,5 erreicht hat. Anschließend erfolgte 

eine Inkubation auf Eis für 45min und ein Zentrifugationsschritt für 5min bei 5.000g

und 4°C. Die sedimentierten Bakterien wurden in 1/3VT TFB1-Pufferlösung 

resuspendiert und für 30min erneut auf Eis inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei 

5.000g und 4°C für 5min wurden die E.coli-Zellen pelletiert und anschließend in 

1/30VT TFB2-Puffers aufgenommen. Nach 15min auf Eis wurde die Bakterienlösung 

bei 4°C in sterile Probengefäße á 200µl aliquotiert und in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Die Lagerung der chemisch kompetenten Bakterien erfolgte 

bei -80°C.
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Zusammensetzung der Puffermedien (alle Feststoffe und Glyzerin von Merck KGaA):

TFB1 • 100mM RbCl2

• 50mM MnCl2
• 30mM KAc

• 10mM CaCl2
• 15% (v/v) Glyzerin

• sterilfiltriert, pH 5,8 (Essigsäure)

TFB2 • 75mM CaCl2
• 10mM MOPS

• 10mM RbCl2

• 15% (v/v) Glyzerin

• sterilfiltriert, pH 7,0 (NaOH)

2.3.9.4 RNA-Interferenz (RNA-Silencing, RNAi)
RNA-Interferenz ist ein in allen Eukaryoten vorhandener Mechanismus mit dem die 

Zelle bestimmte Gene abschalten kann. In der molekularen Biologie wird dieser 

benutzt um gezielt Gene stillzulegen bzw. deren Expression stark herunter zu 

regulieren (kd).186 Kurze, 19-23bp lange small interfering (si)RNA oder short hairpin

(sh)RNA, komplementär zum Gen das ausgeschaltet werden soll, werden mit Hilfe 

von Vektoren und Transfektion in die Zellen eingebracht und durch den natürlichen 

zelleigenen RNAi-Mechanismus (Abb. 8) für das Stilllegen des Zielgens benutzt.

2.3.9.5 Generierung einer stabilen induzierbaren CXCR2-kd-Zelllinie
Das Generieren des stabilen und induzierbaren CXCR2 kd in St-T1-Zellen erfolgte 

mittels BLOCK-ITTM Inducible H1 RNAi Entry Vector Kits (Invitrogen by Life 

Technologies) nach Herstellerangaben und bestand aus mehreren Einzelschritten, 

die im Folgenden aufgeführt werden. Für die Herstellung der CXCR2-kd-Zelllinie

wurden die beiden Tet-Repressor (TetR) exprimierenden St-T1-Zelllnien, Nano und 

Amaxa, die von unserer Arbeitsgruppe bereits für die Generierung der St-T1-Sdc-1-

ko-Zelllinie, KdS143, hergestellt wurden, verwendet.
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Abb. 8: Schematische Darstellung des natürlichen RNAi-Mechanismus in Säugerzellen. Kleine 

doppelsträngige (double stranded) (ds)RNA-Moleküle werden in der Zelle zu einzelsträngigen (single 

stranded, ss) siRNA-Molekülen gespalten, die sich anschließend in einem RNA-induced silencing 

complex (RISC) an die komplementäre RNA der Zelle anlagern und dadurch die Spaltung des RNA-

Strangs induzieren 187

A) ds-Oligo-Herstellung

Das Designen der ss-Oligos für die verschiedenen shRNA erfolgt mit Hilfe des 

online verfügbaren Programms Invitrogen´s RNAi Designer. Das 5´-Ende des 

top-Stranges enthielt eine CACC-AS-Folge, die komplementär zu der 

Überhangsequenz GTGG am pENTRTM/H1/TO-Vektor ist und die letzten vier 

Basen des H1/TO-Promoters darstellt. Eine CGAA-loop-Sequenz bildet die 

Mitte des top-Stranges. Der bottom-Strang beinhaltet am 5´-Ende eine AAAA-

Sequenz, die zum einen komplementär zu der TTTT-Überhangsequenz des 

pENTRTM/H1/TO-Vektor ist und zum anderen die ersten vier Basen des Pol III-

Terminators bildet. Tab. 7 zeigt alle in dieser Arbeit für die shRNA-Herstellung 

verwendeten ss-Oligos.

Die ss-Oligo für 429I, 452I, 893III, 1145I und 1744III wurden von der Firma 

Invitrogen (Invitrogen by Life Technologies) synthetisiert. Die Synthese der 

1015I-Oligo erfolgte durch Eurofins Genomics. Nach Rekonstitution der 

lyophilisierten ss-Oligo in ddH2O mit einer Konzentration von 200µM, konnte 

die Generierung der ds-Oligo mittels annealing erfolgen.
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Tab. 7: Verwendete ss-Oligo. H1/TO-Promotor-Sequenz ist fett hervorgehoben; die loop-

Sequenz ist mit Kleinbuchstaben gekennzeichnet; Pol III-Sequenz ist kursiv dargestellt

shRNA Sequenz (5´-3´)

429I
top CACCGAGTGACAGCTTTGAAGATTTcgaaAAATCTTCAAAGCTGTCACTC

bottom AAAAGAGTGACAGCTTTGAAGATTTTTCGAAATCTTCAAAGCTGTCACTC

452I
top CACCGGAAAGGTGAAGATCTTAGTAcgaaTACTAAGATCTTCACCTTTCC

bottom AAAAGGAAAGGTGAAGATCTTAGTATTCGTACTAAGATCTTCACCTTTCC

893III
top CACCGCCATGGACTCCTCAAGATTCcgaaGAATCTTGAGGAGTCCATGGC

bottom AAAAGCCATGGACTCCTCAAGATTCTTCGGAATCTTGAGGAGTCCATGGC

1015I
top CACCAATACAGCAAACTGGCGGATGcgaaCATCCGCCAGTTTGCTG

bottom AAAAAATACAGCAAACTGGCGGATGTTCGCATCCGCCTGTTTGCTG

1145I
top CACCGGCCACGTTCTTACTAGTTTCcgaaGAAACTAGTAAGAACGTCGTGGCC

bottom AAAAGGCCACGTTCTTACTAGTTTCTTCGGAAACTAGTAAGAACGTGGCC

1744III
top CACCGCACTCTATGTTCTAAGAAGTcgaaACTTCTTAGAACATAGAGTGC

bottom AAAAGCACTCTATGTTCTAAGTTTCGACTTAGAACATAGAGTGC

Hierzu wurde ein 20µl Reaktionsansatz (Tab. 8) zusammen pipettiert und für 

4min bei 95°C inkubiert. Während der Abkühlphase auf RT fand die

Anlagerung der beiden ss-Oligo statt. Nach einem kurzen 

Zentrifugationsschritt (ca. 5s) und sanftem Mischen wurde ein Teil der ds-

Oligostocklösung in zwei Schritten auf 5nM verdünnt. Die Stocklösung und 

alle Verdünnungen wurden bei -20°C gelagert.

Tab. 8: Zusammensetzung der annealing-Reaktion

Reagenz Volumen [µl]

top Strang ss-Oligo 5

bottom Strang ss-Oligo 5

10x Oligo-annealing-Puffer 2

DNase/RNase-freies H2O 8

B) Ligation

Im zweiten Schritt wurden die ds-Oligo in den pENTRTM-H1/TO-Vektor (Abb. 

9) ligiert. Unter Ligation wird eine enzymgesteuerte Verbindung von zwei 

Nukleinsäurefragmenten verstanden. In diesem Fall wurde die Ligation mittels 
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T4 DNA Ligase durchgeführt. Die 20µl Ligationsreaktion wurde mit in Tab. 9

aufgeführten Reagenzien bei RT angesetzt.

Tab. 9: Zusammensetzung der Ligationsreaktion

Reagenz Volumen [µl]

5x Ligasepuffer 4

pENTRTM-H1/TO (0,75ng/µl) 2

ds-Oligo (5nM) 1-5

T4 DNA Ligase (1U/µl) 1

DNase/RNase-freies H2O 8-12

Nach dem Mischen der Reaktion durch Pipettieren erfolgte eine Inkubation für 

30min bei RT. Anschließend konnte die Reaktion direkt in einen kompetenten 

E.coli-Bakterienstamm transformiert (Lagerung auf Eis) oder ü.N. bei -20°C

aufbewahrt werden.

Abb. 9: pENTR-H1/TO-Vektor-Karte184

Comments for pENTRTM/H1/TO
3869 nucleotides

rrnB T2 transcription terminator: bases 268-295 (C)
rrnB T1 transcription terminator: bases 427-470
SV40 polyadenylation signal: bases 513-642 (C)
ZeocinTM resistance gene: bases 772-1146 (C)
EM7 promoter: bases 1147-1213 (C)
SV40 early promoter and origin: bases 1268-1576 (C)
M13 forward (-20) priming site: bases 1648-1663
attL1: bases 1680-1779 (C)
H1/TO promoter: bases 1836-1935

tetO2 site: bases 1885-1903
TATA box: bases 1906-1910
tetO2 site: bases 1913-1931

H1 forward priming site: bases 1856-1875
5’ overhang: bases 1932-1935 (C)
5’ overhang: bases 1936-1939
Pol III transcription terminator: bases 1936-1941
attL2: bases 1994-2093
M13 reverse priming site: bases 2134-2150
Kanamycin resistance gene: bases 2263-3072
pUC origin: bases 3193-3866

(C) = complementary strand

pENTRTM/H1/TO
3869 bp

attL2
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PH1/TO GTGG
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C) Transformation

Nach erfolgter Ligation wurden die Reaktionen in One Shot®TOP10 chemisch 

kompetente E.coli von Invitrogen (Invitrogen by Life Technologies), oder in 

eigens hergestellte chemisch kompetente XL1blue E.coli-Bakterien (Kapitel 

2.3..3) mittels Hitze-Schock-Transformation eingebracht. Hierzu wurden 2µl 

der Ligationsreaktion in die Bakterienlösung vorsichtig pipettiert und für 30min 

auf Eis inkubiert. Hierbei wurde die Anlagerung der DNA an die 

Bakterienoberfläche durch Ca2+-Ionen begünstigt. Die Aufnahme der DNA in 

die Bakterien erfolgte während eines 30s langen Hitze-Schocks bei 42°C in 

einem Wasserbad. Anschließend wurde die Reaktion sofort auf Eis überführt 

und mit 250µl S.O.C.-Medium aufgefüllt. Die Bakterienkultur wurde daraufhin 

für 1h bei 37°C und 200rpm kultiviert. 50µl und 150µl der Bakterienkultur 

wurden auf vorgewärmte LB-Agarplatten mit 50µg/ml Kan unter sterilen 

Bedingungen ausplattiert und ü.N. bei 37°C inkubiert.

D) Transformantenanalyse

Fünf bis 10 Kanamycin-resistente E.coli-Kolonien wurden gepickt und in je 4ml 

LB-Medium mit 50µg/ml Kanamycin ü.N. bei 37°C und 200rpm kultiviert. Die 

Bakterienkulturen wurden einer Midi-Plasmid-Isolierung unterzogen (siehe 

Kapitel 2.3.9.6). Anschließend konnte die Plasmid-DNA mit Hilfe der beiden 

Oligonukleotid-Primer H1_for und M13_rev (siehe Tab. 5) am BMFZ 

sequenziert werden. Mit der Midi-Plasmid-Isolation konnte ausreichend 

Plasmid-DNA für die anschließenden Transfektionsversuche gewonnen 

werden. Ein Teil der Bakterienkultur wurde mit 15% (v/v) Glycerin versetzt und 

bei -80°C gelagert.

E) Transfektion (Nukleofektion)

Die Nukleofektion stellt eine Unterart der Transfektion dar. Zwei elektrische 

Impulse sorgen dafür, dass die Zellmembran permeabel wird und die fremde, 

von außen zugeführte DNA in die Zelle, teilweise in den Zellkern 

aufgenommen wird.

Hierzu wurden die zu transfizierenden Zelllinien – Nano und Amaxa (zuvor 

von der Arbeitsgruppe generiert43) - bis zu einer hohen Zelldichte kultiviert, 

geerntet und das Zellpellet in Transfektionspuffer (Tab. 10) aufgenommen. 
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Nach Zugabe von 3µg  Plasmid-DNA erfolgte die Nukleofektion mittels des 

Nukleofektors Amaxa® (Amaxa® Nucleofector®, Lonza, Köln, Deutschland) mit 

6 unterschiedlichen Programmen T-13; T-23; T-24, U-17; U-23 und U-24. Die 

elektroporierten Zellen wurden sofort in Zellkulturmedium aufgenommen und 

auf 6-well-Platten überführt. 

Tab. 10: Zusammensetzung des Transfektionspuffers für die Nukleofektion

Substanz Endkonzentration

Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7,2) 40mM

MgCl2 10mM

NaCl 80mM

KCl 5mM

Glucose 12mM

Ca(NO3)2 0,4mM

HEPES 25mM

ddH2O -

F) Zeocin-Selektion

Erfolgreich transfizierte Zellen konnten mittels des Selektionsantibiotikums 

Zeocin selektiert werden. Das eingebrachte pENTR-H1/TO-Plasmid kodiert 

unter anderem für eine Zeocin-Resistenz, sodass untransfizierte Zellen 

innerhalb der Selektionsphase von ca. 4 Wochen eliminiert wurden. Das 

Zellkulturmedium wurde 24h nach Transfektion mit 200µg/ml Zeocin versetzt.

Nach der Selektionsphase wurden für die Isolierung der putativen knock down

CXCR2 (kdCXCR2)-Zellklone zwei Methoden verwendet. Es wurde 

beobachtet, dass sich pro well mehrere Zellkolonien, die aus mehreren 

erfolgreich transfizierten Zellen hervorgegangen sind, gebildet haben, so dass 

jede Zellkolonie mit Hilfe eines Klonrings und einer 2x Trypsin-EDTA-Lösung 

geerntet und auf eine 35mm Zellkulturschale passagiert wurde. Die jeweiligen  

Zellkolonien wurden isoliert voneinander geerntet. Jede Zellernte entsprach 

einem putativen kdCXCR2-Zellklon.

In Abb. 10 sind alle beschriebenen Schritte schematisch zusammengefasst

dargestellt.
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Tab. 11: Verwendete Vektoren und erstellte Plasmid-Konstrukte. R= Resistenz; Amp= Ampicillin;

Kan= Kanamycin 

Vektor Merkmale Referenz

pcDNA6TM/TR AmpR, BlasticidinR, 6662bp Invitrogen, Waltham, USA

pENTRTM/H1/TO KanR, ZeocinR, 3869bp Invitrogen, Waltham, USA

hCXCR2_893III_shRNA in pENTRTM/H1/TO;

Transfektion in Nano- und Amaxazelllinie
diese Arbeit

hCXCR2_1145I_shRNA in pENTRTM/H1/TO; 

Transfektion in Nano- und Amaxazelllinie
diese Arbeit

hCXCR2_429I_shRNA in pENTRTM/H1/TO; 

Transfektion in Nano- und Amaxazelllinie
diese Arbeit

hCXCR2_452I_shRNA in pENTRTM/H1/TO; 

Transfektion in Nano- und Amaxazelllinie
diese Arbeit

hCXCR2_1015I_shRNA in pENTRTM/H1/TO; 

Transfektion in Nano- und Amaxazelllinie
diese Arbeit

hCXCR2_1744III_shRNA in pENTRTM/H1/TO;

Transfektion in Nano- und Amaxazelllinie
diese Arbeit

2.3.9.6 Midi-Plasmidisolierung
Die Plasmidisolierung erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit dem Pure 

YieldTM Plasmid Midiprep System (Promega Corporation, Madison USA) nach 

Herstellerangaben. 100ml einer E.coli-Kultur, die das gewünschte Plasmid trägt, 

wurden nach einer ü.N. Kultivierung 10min bei 3.500rpm sedimentiert. Die 

Resuspendierung des entstandenen Zellpellets erfolgte in dem entsprechenden 

Volumen der Resuspensionslösung (cell resuspension solution). Anschließend 

wurden die Zellen durch die Zugabe der Lyselösung (cell lysis solution) und der 

darauf folgenden Inkubation bei RT lysiert. Nach dem Abstoppen der Zelllyse durch 

die Neutralisationslösung (neutralization solution) und dem Überführen der 

Suspension auf eine Säule (clearing column), fand ein weiterer Zentrifugationsschritt 

statt (2.000rpm, 5min). Hierbei trennte sich der Plasmid-DNA enthaltende Durchfluss 

von den Zelltrümmern und den restlichen Zellbestandteilen, wie z. B. Proteinen. 

Nach dem Zentrifugieren des Durchflusses mit Hilfe einer weiteren Säule (binding

column) bei 3.000rpm für 5min und dem Waschen der Säule mit 5ml Waschpuffer 
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Ligation der beiden ss-Oligo zu einem ds-Oligo und dessen 

Klonierung in den pENTRTM/H1/TO-Vektor mit anschließender Transformation184

(endotoxin removal wash solution) und 20ml Säulenwaschpuffer (column wash 

solution) erfolgte das Eluieren der auf der Membran der Säule gebundenen Plasmid-

DNA. Hierzu wurden 600µl nukleasefreies dH2O auf die Säulenmembran appliziert 

und bei 3.000rpm für 5min zentrifugiert. Die isolierte Plasmid-DNA konnte nach der 

anschließenden photometrischen Konzentrationsbestimmung für weitere Versuche, 

wie Restriktionsverdau und Transfektion benutzt werden.
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2.3.10 QuantiGene Plex Assay (QGP Assay)
Der QGP Assay der Firma Affymetrix® (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) ist eine 

RNA-Quantifizierungsmethode, bei der 3 bis 64 unterschiedliche RNA simultan 

detektiert werden können. Dieser Assay kombiniert die Signalamplifikation mittels 

kleiner, verzweigter DNA-Moleküle (branched DNA, bDNA) mit der xMAP®

microsperes Technologie, die schematisch zusammengefasst in Abb. 12 dargestellt

ist.

2.3.11 Luminex-Technologie
Das Luminex-System ist eine Kombination aus 3 xMAP®-Technologien, den xMAP®

microspheres (mit 100 unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markierte  

magnetischen Polystyrenkügelchen), dem auf dem Prinzip der Durchflusszytometrie 

basierenden Luminex-Gerät und der Assay-Komponente. Die Ziel-RNA wird an die 

entsprechenden Polystyrenkügelchen in einer 96-well-Platte gebunden und 

anschließend einzeln, ähnlich dem Verfahren der Durchflusszytometrie, mittels eines 

Luminex-Gerätes detektiert.

Abb. 11: Das Luminex Reader Design.

Dargestellt ist der Aufbau der Luminex-

Detektionseinheit mit einem grünen und einem 

roten Laser, 4 Detektoren und den 

microspheres188

Dabei ist jedes Polystyrenkügelchen spezifisch mit einem Gemisch aus rotem und 

infrarotem Farbstoff spektral markiert. Diese Signatur wird durch die Kombination aus 

einem grünen Laser (assay laser, 532nm), einem roten Laser (classify laser, 635nm) 

und 4 Detektoren erkannt und analysiert (Abb. 11). Die digitale Signalprozessierung 

erfolgt in Echtzeit. Die Detektionsgrenze liegt laut Hersteller bei <1.000-2.000 mRNA-

Kopien pro Assay well und die Quantifizierungsgrenze bei <2.000-4.000 mRNA-

Kopien pro Assay well.
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Abb. 12: QGP 2.0 Assay Basics. Schritt 1: Probenaufbereitung (Freisetzung der Ziel-RNA) Schritt 2: 

Ziel-RNA-Bindung (spezifische mRNA-Moleküle wurden mit Hilfe von Capture Extender (CE) und 

Capture Probe (CP) an die entsprechenden beads gebunden) Schritt 3: Signalamplifikation 

(Hybridisierung von 2.0 Pre-Amplifier, 2.0 Amplifier und der biotinylierten Label Probe), anschließend 

erfolgte eine Inkubation mit dem Substrat (Streptavidin-konjugiertes Phycoerythrin, SAPE) Schritt 4: 

Detektion (die Analyse erfolgte mit einem Luminex-Gerät) 188

Die Detektion des QGP Assay erfolgte mit dem Bio-Plex® 200 (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA) und die Auswertung der Fluoreszenzergebnisse mit der Bio-Plex 

Manager™ 6.1-Software (Bio-Rad).

2.3.12 Probenaufbereitung für QGP Assay
Die Versuchsdurchführung erfolgt nach Herstellerangaben. Bei einem CXCR2-

Probelauf wurde zunächst die optimale Zellanzahl ermittelt. Dieser wurde mit jeweils 

2.000, 5.000, 10.000 und 20.000 Zellen eines kdCXCR2-Zellklons #30 (Amaxa 1015I 

T-24) mit und ohne Tet-induktion und St-T1-Zellen durchgeführt. Als CXCR2-

Positivkontrolle wurden mehrere Volumina (20, 40 und 80µl) Probandenblut 

verwendet. Anschließend folgte ein kompletter QGP Assay-Lauf mit der Detektion 
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von CXCR2, Sdc-1, CXCL1, VEGFA, MMP7 und MMP9. Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase 1 (HRPT1), Peptidylpropyl-Isomerase B (PPIB), 

ribosomales Protein L19 (RPL19) und β-Aktin dienten als housekeeping Gene und 

Probandenblut als Positivkontrolle für CXCR2. Als kdCXCR2-Komponente wurden 

die Zellklone #27 (Nano 1015I T-24), #28 (Nano 1015I U-17) und #30 (Amaxa 1015 

T-24) verwendet. Diese wurden sowohl nicht-induziert und Tet-induziert als auch 

nicht-dezidualisiert und dezidualisiert eingesetzt, sowie auch die KdS1-Zellen.

Sowohl T-HESC- als auch St-T1-Zellen wurden für den Assay ebenfalls einer 

Dezidualisierung unterzogen. Zum Testen von verschiedenen Stimulantien zur 

Steigerung der CXCR2-Expression wurden dSt-T1-Zellen für 6h mit 100ng/ml 

CXCL1189, 0,1ng/ml IL-1β111, 10ng/ml TNFα190, 10µg/ml LPS191, 20ng/ml IFNγ192,

einem Mix aus 10µg/ml LPS und 20ng/ml IFNγ (Mix 1) für 6h und 12h und einem Mix 

aus 0,1ng/ml IL-1β und 10ng/ml TNFα (Mix 2) ebenfalls für 6h und 12h inkubiert. 

Zusätzlich wurden PSZ als Probe verwendet. 

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Proteinisolierung
Die Proteinisolation erfolgte mit zwei verschiedenen Methoden, die im Folgenden 

dargestellt werden.

2.4.1.1 Phenol-Chloroform-Extraktion
Nach der Auftrennung des Zelllysat-TriFast®-Chloroform-Gemischs in eine wässrige 

und eine Inter- und organische Phase (siehe Kapitel 2.3.1), wurde die letztere für die 

Proteinisolation verwendet. Hierzu erfolgte zunächst die Zugabe von 300µl 98% 

EtOH. Durch Invertieren und einer 3min Inkubation bei RT wurden die in der Lösung 

vorhandenen DNA-Reste präzipitiert und anschließend durch einen 

Zentrifugationsschritt für 5min bei 1.500g und 4°C pelletiert. Der Protein-haltige

Phenol-EtOH-Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 1,5ml 

Isopropanol versetzt, invertiert und für 10min bei RT inkubiert. Die bei dieser 

Reaktion ausgefallenen Proteine konnten durch eine Zentrifugation für 10min und 

12.000g bei 4°C zu einem Pellet geformt werden. Dieses wurde anschließend durch 

3 Waschschritte à 20min mit Guanidinhydrochlorid in 95% EtOH gewaschen. Nach 

jedem Waschschritt erfolgte eine 5min Zentrifugation bei 12.000g und 4°C. Der vierte 
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Waschschritt erfolgte mit 98% EtOH. Anschließend wurde das Proteinpellet 

vakuumgetrocknet (Speed Vac® Plus, Savant by Thermo Scientific) und in 1% SDS-

Lösung (Sigma Aldrich) bei 50°C unter Schütteln resuspendiert. Zum Deaktivieren 

von Proteinasen und Phosphatasen wurde die Proteinlösung mit 1,5mg/ml

Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Roche Diagnostics) und jeweils 20µl pro 1ml 

Proteinlysat Phosphatase-Inhibitor B und C (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa 

Cruz, CA, USA) versetzt.

2.4.1.2 Lysepuffer
Eine schnellere und für Proteine effektivere Variante der Proteinisolierung stellte die 

Aufreinigung mittels 10x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, Cambridge, 

UK) nach Herstellerangaben dar. Die unbehandelten oder behandelten Zellen 

wurden pelletiert, in PBS resuspendiert, erneut pelletiert und bis zur Isolation auf Eis 

gelagert. Aufgenommen wurde das Zellpellet in 400µl Lysepuffer (für eine 100mm

Zellkulturschale) bestehend aus 1x Cell Lysis Buffer, 1mM 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Sigma Aldrich) und ddH2O. Anschließend 

erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 14.000rpm und 4°C für 10min. Der Überstand 

enthielt das Gesamtprotein der lysierten Zellen.

2.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Pierce® BCA Protein Assay Kits 

(Thermo Scientific) nach Vorgaben des Herstellers. Je 50µl der zu messenden 

Proteinproben wurden mit 1ml der Kupfer enthaltenden Reagenz (working reagent)

gemischt und für 30min bei 37°C inkubiert. Ausgewertet wurden die Proben durch 

eine photometrische Messung bei 562nm mittels eines Biophotometers der Firma 

Eppendorf, wobei als Nullwert ein Ansatz ohne Proteinlösung diente.

2.4.3 Acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Proteinauftrennung wurde unter denaturierenden Bedingungen durchgeführt. Für 

die Denaturierung sorgte Natriumdodecylsulfat (SDS, sodium dodecyl sulfate, Sigma 

Aldrich). Dieses anionische Detergens sorgt für eine konstante negative Ladung der 

Proteine, indem es ihre Eigenladung überdeckt, sodass die Auftrennung nur nach 

einem Parameter erfolgt, der molaren Masse. 
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Durchgeführt wurde die diskontinuierliche Elektrophorese in einer vertikalen Minigel-

Apparatur der Firma Bio-Rad, mit einem 10-12% Trenn- und einem 3%igen 

Sammelgel.

Die Proteinproben wurden mit 5x-konzentriertem Gelladepuffer versetzt, bei 95°C für 

10min erhitzt und nach einer kurzen Abkühlphase auf das Acrylamid-Gel

aufgetragen, wobei alle Spuren eines Gels die gleichen Proteinmengen enthielten. 

Die anschließende Proteinauftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 

80 bis 150V/cm2 in 1x konzentriertem SDS-Laufpuffer. Ein Proteinmarker PageRuler 

Plus Prestained Protein Ladder der Firma Thermo Scientific diente der 

Molekulargewichtsbestimmung.

Zusammensetzung des 12%-Trenngels:

• 12% (v/v) Acrylamid (Carl Roth)

• 0,44% (v/v) Bis-Acrylamid (Carl Roth)

• 300mM Tris-HCl (Sigma Aldrich) pH 8,8

• 0,08% (v/v) SDS

• 0,05% (v/v) TEMED (Sigma Aldrich)

• 0,05% (v/v) APS (Merck KGaA)

Zusammensetzung des 3%-Sammelgels:

• 3% (v/v) Acrylamid

• 0,08% (v/v) Bis-Acrylamid

• 125mM Tris-HCl (pH 6,8)

• 0,1% (v/v) SDS

• 0,1% (v/v) TEMED

• 0,05% (v/v) APS

Zusammensetzung des 5x Gelladepuffers:

• 0,375M Tris-HCl (pH 6,8)

• 60% Glyzerin (Merck KGaA)

• 0,3% (v/v) SDS

• 1,5% Bromphenolblau (Sigma Aldrich)
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Zusammensetzung des 10x-SDS-Laufpuffers:

• 25mM Tris-HCl (pH 8,3)

• 192mM Glyzin (Merck Millipore)

• 1% (v/v) SDS

2.4.4 Western blot/Dot blot und Immunodetektion
Bei dem Western blot (WB) wurden die zuvor auf einem SDS-Gel aufgetrennten 

Proteine auf eine PVDF-Membran (Merck Millipore) transferiert. Dieser Vorgang 

wurde für 1h mit 250mA in einem Minitank Elektroblotter (Bio-Rad) in Transfer-Puffer 

durchgeführt. Zum Blocken von unspezifischen Proteinbindungen wurde die PVDF-

Membran für 1h in 5% Milchpulver/TBS mit 0,1% Tween20 (AppliChem, Darmstadt, 

Deutschland) (TBST) inkubiert und anschließend 3x 5min in TBS mit 0,1% Tween 

gewaschen (TBST). Die Inkubation mit dem prim. AK (Tab. 12) dauerte je nach AK

zwischen 1h bei RT und ca. 16h (ü. N.) bei 4°C. Unspezifisch gebundene AK-

Moleküle wurden durch 3 Waschschritte à 5min mit TBST entfernt und die 

Membranen anschließend mit dem sek. horseradish peroxidase (HRP)-gekoppelten

AK (Tab. 13) für 1 oder 2h bei RT inkubiert. Nach dem Waschen mit TBST erfolgte 

die Zugabe des Clarity Western ECL Substrates (Bio-Rad). Dieses Reagenz diente 

der Detektion der transferierten Proteinbanden mittels Chemilumineszenz entweder 

in der Dunkelkammer auf Fotofilm (GE Healthcare Life Sciences, Chalfont St Giles

Buckinghamshire, UK) oder mittels des ChemiDocTM MP Systems (Bio-Rad). Bei der 

Dot blot Methode erfolgte keine Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE. Hierbei 

wurden 30µg des Gesamtproteins direkt auf die PVDF-Membran aufgetropft und 

anschließend bei RT getrocknet. Das Blocken der unspezifischen AK-Bindungen, die 

Inkubation mit dem prim. und sek. AK und die anschließende Detektion mittels 

Chemilumineszenz erfolgte nach dem Prinzip der WB-Analysen.

Zusammensetzung der TBS-Pufferlösung:

• 20mM Tris-HCl (pH 7,5)

• 150mM NaCl
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Zusammensetzung der TBST-Pufferlösung:

• 20mM Tris-HCl (pH 7,5)

• 150mM NaCl

• 0,1% (w/v) Tween20

1x Transferpuffer:

• 25mM Tris-HCl

• 190mM Glyzin

• 20% MeOH

• 1% SDS (10%)

Das Anfärben aufgetrennter Proteine erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue R-250.

Anschließend wurde die unspezifische und überschüssige Färbung der Gele mithilfe 

einer Entfärbelösung herausgelöst.

Zusammensetzung der Färbelösung:

• 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck KGaA)

• 10% (v/v) Essigsäure

• 40% (v/v) EtOH

Zusammensetzung der Entfärbelösung:

• 7% (v/v) Essigsäure

• 2% (v/v) EthOH
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Tab. 12: Verwendete Primär-AK bei WB, IHC und IF Analysen

AK Reaktivität Verdünnung
Inkubationszeit

/-temperatur
Firma

Mouse anti-β-Aktin, monoklonal human 1:2000 1-2h, RT Abcam

Mouse anti-GAPDH, monoklonal human 1:2000 1-2h, RT Abcam

Mouse anti-CXCR2, monoklonal human

IHC 1:100

IF 1:300

WB 1:100

2h, RT/

ü. N., 4°C
R&D Systems

Rabbit anti-CXCR2, polyklonal human 1:1000 ü. N., 4°C Abnova

Mouse anti-Syndecan, monoklonal human 1:1000 ü. N., 4°C Abcam

Rabbit anti-c-Jun, monoklonal human 1:500 ü. N., 4°C Cell Signaling

Rabbit anti-p-c-Jun, monoklonal human 1:500 ü. N., 4°C Cell Signaling

Rabbit anti-Frizzled 4, polyklonal human 1:2000 ü. N., 4°C Abcam

Rabbit anti-Frizzled 6, monoklonal human 1:500 ü. N., 4°C Cell Signaling

Mouse anti-Vimentin human 1:50 ü.N., 4°C Dako*

* (Glostrup, Dänemark)

Die Detektion von CXCR2 per IHC, IF und WB erfolgte unter anderem mit einem

mehrfach zitierten CXCR2-AK der Firma R&D Systems193–195 (Tab. 12).

Tab. 13: Verwendete Sekundär-AK bei WB, IHC und IF Analysen

AK Verdünnung
Inkubationszeit/-

temperatur
Firma

Anti-rabbit IgG, HRP-

gekoppelt
1:2000 1-2h, RT R&D Systems

ECLTM anti-mouse IgG HRP-

gekoppelt
1:2000 1-2h, RT GE Healthcare

Alexa Fluor® 488 Rabbit Anti-

Mouse IgG
1:800 1-2h, RT Life Technologies

2.4.5 Probenherstellung für PCR, qRT-PCR, TD-PCR und WB
Die Steigerung der CXCL1- und CXCL8-Expression durch entzündliche Stimuli, wie 

IL-1β, TNFα und LPS wurde bereits nachgewiesen.43,196 Die in der Literatur 

beschriebenen Stimuli wurden verwendet, um die CXCR2-Expression in 

endometrialen Stromazellen zu induzieren. Hierfür wurden verschiedene 

endometriale Stromazellen dezidualisiert und für 6h mit 0,1-0,3µg/ml IL-1β, 3ng/ml 
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TNFα und 30ng/ml LPS laut196 inkubiert. Anschließend erfolgte die CXCR2-Detektion 

mittels PCR, qRT-PCR, TD-PCR und WB.

2.4.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Das immunologische Nachweisverfahren für Proteine ist AK-basiert und bedient sich 

einer Farbumschlagsreaktion induziert durch HRP oder alkalische Phosphatase (AP), 

die mit Hilfe eines photometrischen Plattenlesegerätes ausgewertet wird.

Für die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurde das humane CXCL1/GROα

DuoSet der Firma R&D Systems® (Abingdon, UK) mit Zellkulturüberständen nach 

Herstellerangaben verwendet. 

2.4.7 Probenherstellung für CXCL1-ELISA (Signalwege)
Das in Kapitel 2.4.6 beschrieben Verfahren wurde für die Untersuchung der 

Signalwege in der St-T1- und KdS1-Zelllinie verwendet. Hierfür wurden die Zellen 

zunächst dezidualisiert und mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen für 2h bei 

37°C und 5% CO2 inkubiert. Beim MEK1/2-Inhibitor (PD 98.059, Sigma Aldrich)

wurden 0; 5; 10; 25 und 50µM und beim JNK-Inhibitor (AEG 3482, Tocris Bioscience 

by R&D Systems®) 0; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25 und 50µM Endkonzentration benutzt. 

Nach Ablauf der 2h Inkubation erfolgte die Zugabe von 10ng/ml bei 

undezidualisierten und 0,1ng/ml humanem IL-1β (BioLegend®, San Diego, CA, USA) 

bei dezidualisierten Zellen. Nach 48h IL-1β-Inkubation wurden die 

Zellkulturmediumüberstände abgenommen und direkt für einen CXCL1-ELISA-

Versuch verwendet oder bei -20°C gelagert. Die behandelten Zellen wurden in 

TriFast® aufgenommen und einer RNA-Isolation unterzogen. Nach cDNA-Synthese 

erfolgte der Dezidualisierungsnachweis mittels PRL-PCR.

2.4.8 Anfertigung von Paraffinschnitten
Die in dieser Arbeit verwendeten Endometriumproben von Patientinnen (nach 

Einverständnis, Ethikvotum der Heinrich Heine Universität, Studiennr. 2904) wurden 

für immunhistochemische (IHC) Färbungen eingesetzt. Direkt nach der Entnahme 

des Gewebes wurde dieses in 4% Formaldehyd (10% Formalin, gepuffert, VWR, 

Dublin, Irland) fixiert. Nach mind. 24h Formaldehydfixierung konnte das Gewebe in 

2x4cm große Plastik-Einbettkasetten (Histosette®, Simport, Beloeil QC, Kanada) 
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überführt werden. Die Entwässerung wurde im Leica TP1020 Gewebe-

Infiltrationsautomat (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) durchgeführt. Die 

Inkubation in den verschiedenen Intermediaten betrug jeweils 30-60min, je nach 

Größe des Gewebes. Anschließend erfolgte das Einbetten in Paraffin mit Hilfe der 

beheizbaren Paraffinausgießstation Leica EG1150 H (Leica Biosystems) und das 

Anfertigen von Histologieschnitten mit dem motorisierten Rotationsmikrotom Leica 

RM2255 (Leica Biosystems). Die Gewebeschnitte wurden auf Objektträger der Firma 

Marienfeld (Lauda-Königshofen, Deutschland) aufgezogen und nach dem Trocknen 

bei RT gelagert.

2.4.9 Immunhistochemie (IHC)
Das Anfärben der konservierten Paraffinschnitte erfolgte mit Hilfe des Vectastain® 

Elite® ABC Kits (Vector Laboratories, Burlingame, USA) nach Herstellerangaben. 

Durch eine 10min Inkubation in Histol (Carl Roth) wurden die Gewebeschnitte von 

Paraffin befreit. Nach der anschließenden Rehydrierung mit je 5min in 99,5%, 95% 

und 70% EtOH erfolgte ein Waschschritt in PBS (5 bis 10min). Durch die Inkubation 

der Gewebeschnitte in einer kochenden Demaskierungslösung (Vector) für 20min 

wurden die Antigene zugänglicher und eine AK-Anheftung folglich effizienter. Das

anschließende Überschichten der Schnitte mit einer 3%igen Wasserstoffperoxid

(H2O2)-Lösung (Sigma Aldrich) minimierte die endogene Peroxidaseaktivität. 

Daraufhin erfolgte die Inkubation der Objektträger mit dem Blockserum der 

entsprechenden Spezies des 2. AK bei RT für 30min. Anschließend wurde der 1. AK

verdünnt in Blockserum appliziert. Die Inkubation dauerte je nach AK zwischen 1h 

bei RT und ca. 16h (ü.N.) bei 4°C (Tab. 12). Nach erneutem Waschen in PBS 

wurden die Schnitte mit dem zweiten Antikörper benetzt und bei RT für 1h stehen 

gelassen. Die während dieser Wartezeit angesetzte ABC-Lösung stellte die

Inkubationslösung für die nächsten 30min dar. Nach einem Waschschritt in PBS 

erfolgte die Applikation der 3,3´-Diaminobenzidin-Lösung (DAB, DAB Substrate Kit 

for Peroxidase) für 2 bis 10min. Anschließend wurden die Schnitte wieder dehydriert, 

indem sie je 5min in 70%, 95%, 99,5% EtOH und 20min in Histol inkubiert wurden. 

Nach dem Anbringen des Deckgläschens (Marienfeld, Lauda-Königshofen, 

Deutschland) mit Hilfe von 1 bis 2 Tropfen Einbettmedium (Vector) erfolgte die 

Lagerung bei RT. Mikroskopische Aufnahmen der Färbung wurden am 

Lichtmikroskop der Firma Carl Zeiss (Jena, Deutschland) aufgenommen. Die



Material und Methoden 57

 

Auswertung der IHC-Aufnahmen erfolgte durch eine optische Bewertung der 

Farbintensität durch drei unabhängige Untersucher, wobei (-) keine, (+) schwache, 

(++) moderate und (+++) starke Färbung bedeutete. 

2.4.10 Immunfluoreszenz (IF)
Nach dem Kultivieren der Zellkultur auf IHC-geeigneten Objektträgern (Lab Tek® 

Chamber SlideTM System 177437, Nalgene Nunc International, Rochester USA)

wurden die Chamber von den Objektträgern gelöst und die Zellen mit Hilfe einer 

Inkubation in -20°C MeOH für 5min fixiert. Nach anschließendem Waschen erfolgte 

eine 20min Inkubation in 10%FBS (in PBS) zur Absättigung unspezifischer 

Bindungen. Der prim. AK wurde in 0,5%BSA (Carl Roth) in PBS verdünnt und für 2-

18h bei RT bzw. 4°C auf die zu färbenden Zellen gegeben. Nach 3x Waschen in PBS  

erfolgte die Inkubation mit dem sek. Fluoreszenz-gekoppeltem AK für 1-2 bei RT im 

Dunkeln. Hierbei wurde ein Austrocken der AK-Lösung durch das Verwenden einer 

Feuchtkammer vermieden. Nach 3 weiteren Waschschritten wurden die Zellen mit 

Dapi-Einbettmedium (Vector) und einem Deckgläschen eingebettet. Die Lagerung 

der Objektträger erfolgte bei 4°C im Dunkeln. IF-Aufnahmen wurden am 

Fluoreszenzmikroskop der Firma Carl Zeiss durchgeführt.  Die Auswertung der IF-

Versuche erfolgte nach der im Kapitel 2.4.9 für IHC bereits beschriebenen Methode.

2.5 Sphäroidanalysen

2.5.1 Sphäroidformation
Die Bildung der Sphäroide erfolgte nach 2 verschiedenen Methoden. Zum einen 

wurde die Methode der hängenden Tropfen und zum anderen eine nicht adhäsive

Rundboden-96-well-Platte verwendet (Nalge Nunc International).197 Für die 

hängenden Tropfen wurden die adhärenten Zellen zunächst geernet, mit Hilfe einer 

Neubauer Zählkammer (C-ChipTM System Neubauer Improved, Einmal-

Zählkammern, PEQLAB) gezählt, im entsprechenden Volumen Zellkulturmedium 

resuspendiert und in den Deckel einer Zellkulturschale als 30µl große Tropfen 

pipettiert (Abb. 13A+C). Der Deckel wurde anschließend auf eine mit PBS gefüllte 

Zellkulturschale gesetzt und bei 37°C und 5% CO2 bis zur Sphäroidbildung (48 bis 
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72h) inkubiert. Die Zellzahl pro Tropfen betrug bei St-T1- und KdS1-Zellen 30.000 

und bei HTR8/SVneo 20.000. 

Abb. 13: Übersicht über die beiden verwendeten Sphäroidformationsmethoden. A: Hängende Tropfen 

auf dem Deckel einer Zellkulturplatte; B: Rundbodenplatte; C: Schematische Darstellung von 

hängenden Tropfen; D: Schematische Darstellung der Rundbodenplatte

Beim Verwenden der Rundbodenplatten wurden die genannten Zellzahlen in 100µl 

Medium pro well ausgesät und ebenfalls 48-72h inkubiert (Abb. 13B+D). Durch die 

antiadhäsive Beschichtung konnten die Zellen auf dem well-Boden nicht adhärieren 

und bildeten stattdessen eine sphäroidale Struktur aus.

2.5.2 Sphäroidentwässerung und –einbettung für IHC
Bedingt durch den sehr kleinen Durchmesser der Sphäroide (≤1mm) war die

Entwässerung und Einbettung in Paraffin ohne vorherige Vorbehandlung nicht 

möglich. Hierzu wurde ein Gemisch aus ca. 40°C warmen 4% (w/v) Agar (Merck 

Millipore) und flüssiger 5% (w/v) Gelatine (Sigma Aldrich)198 in eine 100mm-

Petrischale gegossen. Die Agar-Gelatine-Schicht war dabei nur wenige Millimeter (3-

5mm) hoch. Nach Aushärten wurden aus der Agar-Gelatine-Schicht kleine Vierecke 

mittels eines Skalpells herausgeschnitten, mit den in 4% Formaldehyd (VWR) 

eingelegten Sphäroiden gefüllt und mit flüssiger, leicht abgekühlter Agar-Gelatine-

Lösung verschlossen. Die Sphäroide wurden zur Sichtbarmachung vorher auf einem 

Löschpapier mit einem Tropfen Eosin (Morphisto, Frankfurt/Main, Deutschland)
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angefärbt. Nachdem auch die zweite Schicht Agar-Gelatine ausgehärtet war,

konnten die Sphäroide in kleinen Blöckchen herausgeschnitten und für die 

Entwässerung in Plastik-Einbettkasetten (Histosette®) überführt werden. Die 

Entwässerung der Sphäroide erfolgte nach dem Entwässerungsprotokoll für 

Paraffinschnitte (siehe Kapitel 2.4.8) mit 30min Inkubationszeit pro Intermediat.

Vor der IHC wurden die Objektträger mit den Schnitten ü.N. bei 56°C inkubiert. Diese 

Inkubation bewirkte ein Schmelzen des Paraffins und dadurch eine Fixierung des 

Gewebes an den Objektträger. Die IHC wurde wie in Kapitel 2.4.9 beschrieben 

durchgeführt.

2.5.3 MitoTracker®-Färbung
Die Fluoreszenzfärbung von lebenden Sphäroiden wurde mit MitoTracker® der Firma 

Invitrogen (Invitrogen by Life Technologies) durchgeführt. Hierbei wurden 2

verschiedene Farben benutzt: MitoTracker® Green FM (M7514) und MitoTracker®

Orange CMTMRos (M7510) (Abb. 14).

Abb. 14: Anregungs- und Emissionssprektren der verwendeten MitoTracker®. Anregungsspektrum 

(blau), Emissionsspektrum (rot); (A) MitoTracker® Green FM (M7514); (B) MitoTracker® Orange 

CMTMRos199



Material und Methoden 60

 

Die MitoTracker® Farbstoffe sind zellpermeabel und enthalten Thiol-reaktive 

Chloromethylgruppen, die an aktive Mitochondrien binden.200

Die MitoTracker® Applikation erfolgte unter sterilen Bedingungen. Hierzu wurden 

zunächst die Sphäroide mit Hilfe einer 1.000µl-Pipette auf den Tropfen eingesammelt 

und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nachdem die Sphäroide vollständig auf den 

Boden abgesunken waren, konnte der Zellkulturüberstand vorsichtig abgenommen 

werden. Die Färbung der Sphäroide erfolgte in 2% FBS-haltigem Zellkulturmedium 

mit 1µM MitoTracker® Endkonzentration (Stockkonzentration betrug 1mM). Hierbei 

erfolgte die erste Verdünnung des MitoTracker® mit DMSO (1:10) und die zweite mit 

Zellkulturmedium (1:100). Anschließend wurden die Sphäroide für 30min in der 

Färbelösung bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Zwei Waschschritte mit PBS entfernten 

alle MitoTracker® Rückstände und die Sphäroide konnten anschließend in 

Konfrontationsversuchen eingesetzt werden (Kapitel 2.5.3.1).

2.5.4 Konfrontationsversuche
Konfrontationversuche wurden mit Sphäroiden aus HTR8/SVneo-, St-T1- und KdS1-

Zellen durchgeführt. Hierbei wurde entweder nur einer der beiden Sphäroide mit 

einem MitoTracker® oder beide Sphäroide mit zwei verschiedenen MitoTracker®

angefärbt, in einen Tropfen Zellkulturmedium gegeben und bis zu 96h bei 37°C und 

5% CO2 inkubiert. Nach festgelegten Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72, 

96h) mittels des konfokalen Mikroskops ZEISS LSM 510 META (Carl Zeiss) am

Institut für Biochemie & Molekularbiologie II der Heinrich Heine Universität analysiert. 

Für IHC-Versuche wurden die Sphäroide ohne MitoTracker®-Anfärbung in einem 

Tropfen konfrontiert und bis zu 120h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach vorher 

festgelegten Zeitpunkten (24, 48, 72, 96, 120h) wurden die Sphäroide aus der Kultur 

genommen, nach der Fixierung entwässert und für IHC-Versuche in Paraffin 

eingebettet.

Die Auswertung der Konfrontationsversuche erfolgte mittels Messung der 

Mittelpunktsdistanzen zwischen zwei Späroiden. Die Messung wurde mit Hilfe des 

Bildverarbeitungsprogramms ImageJ durchgeführt und anschließend mit dem t-Test 

auf ihre Signifikanz geprüft.
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2.6 Charakterisierung der Sdc-1-ko-Maus

2.6.1 Haltungsbedingungen
Die Haltungsbedingungen der Sdc-1-ko-Mäuse und der C57Bl/6-Wildtyp (WT)-

Kontroll-Mäuse entsprachen den Deutschen Richtlinien für Haltung und Verwendung 

von Labortieren gemäß Tierversuchsantrag 87-51.04.2010.A061 des Landesamts für 

Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) NRW.

2.6.2 Sdc-1-ko-Nachweis
Der Nachweis des Sdc-1 ko in dem verwendeten Sdc-1-ko-Mausstamm erfolgte nach

gDNA-Isolation durch das Fast Tissue-to-PCR-Kit (Thermo Scientific) nach 

Herstellerangaben mittels Standard-PCR. Ein 20µl PCR-Ansatz bestand aus 

1x Tissue Green PCR Master Mix, je 25pmol/µl der Oligonukleotid-Primer SynF1, 

SynR2 und N3193 und 4µl der gDNA-Lösung aus Schwanzspitzenresektionen von

Sdc-1-ko-Mäusen. Das Standard-PCR-Programm (Tab. 4) erfolgte mit dem 

annealing-Schritt bei 72°C für 1min. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung 

der PCR-Produkte wies eine 290bp große Bande auf eine WT-Maus, eine 450bp-

Bande auf eine Sdc-1-ko-Maus und bei Vorhandensein beider Banden handelte es 

sich um eine heterozygote Maus.

2.6.3 Verpaarungsversuche und Gewichtsbestimmung
Die Ermittlung der Verpaarungsrate, Wurfgröße und die Gewichtsbestimmung der 

Muttertiere und der Jungtiere erfolgte in 5 unabhängigen Verpaarungsversuchen mit 

insgesamt 34 Verpaarungen mit Sdc-1-ko-Mäusen und 24 Verpaarungen mit WT-

Kontrollmäusen, wobei einige Mäuse in mehreren Verpaarungen eingesetzt wurden. 

Die Verpaarung erfolgte jeweils mit einem Sdc-1-ko-Männchen oder einem WT-

Männchen ü. N. Die verpaarten Weibchen wurden einen Tag vor der Verpaarung und 

anschließend jeden 4. Tag nach der Verpaarung bis zum Wurf mit einer Feinwaage 

(G&G Taschenwaage, Neuss, Deutschland) auf 0,01g genau gewogen. Nach dem 

Wurf wurden zunächst die Anzahl und anschließend das Gewicht der lebenden 

Jungtiere bestimmt. Die Gewichtskontrolle der Jungtiere erfolgte jeden 3. Tag bis 

Tag 100.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung eines stabilen induzierbaren CXCR2 kd in der endometrialen 
Stromazelllinie St-T1

Nach erfolgreicher Generierung des Sdc-1 kd in St-T1 und der anschließenden 

ausführlichen Untersuchung der resultierten kd Zelllinie KdS1 durch unsere AG43 war 

das Ziel dieser Arbeit den Hauptrezeptor von CXCL1, CXCR2, in der Zelllinie St-T1

mittels RNAi herunter zu regulieren, mögliche Veränderungen im Expressionsprofil 

von Cytokinen und anderen Modulationsfaktoren, wie VEGFA oder MMP zu 

untersuchen und dadurch Rückschlüsse auf die Rolle des Rezeptors und auch 

seines Liganden bei der humanen embryonalen Implantation ziehen zu können. 

Die Generierung des CXCR2 kd in der endometrialen Stromazelllinie St-T1 erfolgte 

nach der in Kapitel 2.3.9.5 ausführlich beschriebenen Methode. Hierzu wurden die

TetR-exprimierenden St-T1-Zelllinien Nano und Amaxa aus der Herstellung der 

KdS1-Zelllinie43 mit 6 unterschiedlichen CXCR2shRNA-exprimierenden Vektoren 

transfiziert. Die erfolgreich transfizierten kdCXCR2-Zellklone wurden mittels Zeocin 

selektioniert und anschließend einem kd-Nachweis unterzogen.

3.1.1 Generierte putative KdCXCR2-Zellklone
24h nach Transfektion der Nano- und Amaxa-Zellen mit den jeweiligen 

CXCR2shRNA exprimierenden Vektoren erfolgte die Zugabe des 

Selektionsantibiotikums Zeocin zum Zellkulturmedium. Die Selektion der erfolgreich 

transfizierten Zellen dauerte zwischen 4 und 6 Wochen. 

Die kdCXCR2-Zellklone wurden auf folgende Weise isoliert: einzelne, aus einer 

einzelnen transfizierten Zelle entsprungene kd-Zellklone wurden mit Hilfe von 

Klonringen isoliert und auf 6-well-Platten ausgesät. Anhang 6.1 zeigt eine 

tabellarische Übersicht über alle isolierten putativen kdCXCR2-Zellklone.

Insgesamt konnten 89 putative kdCXCR2-Zellklone generiert werden. Davon 15 mit 

Amaxa-Zellen und hCXCR2_893III_shRNA-pENTRTM/H1/TO-Vektor und 11 mit 

demselben Vektor und Nano-Zellen, 7 mit Amaxa-Zellen und 

hCXCR2_1145I_shRNA-pENTRTM/H1/TO-Vektor und 12 mit demselben Vektor und 

Nano-Zellen. Jeweils 6 KdCXCR2-Zellklone wurden mit den Amaxa- und Nano-

Zellen und den Vektoren hCXCR2_429I_shRNA-pENTRTM/H1/TO und 
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hCXCR2_452I_shRNA-pENTRTM/H1/TO generiert, mit dem hCXCR2_1015I_shRNA-

pENTRTM/H1/TO-Vektor wurden mit Amaxa-Zellen 3 und Nano-Zellen 6 KdCXCR2-

Zellklone erzielt. Die Transfektion der Zellen Amaxa und Nano mit dem

hCXCR2_1744III_shRNA-pENTRTM/H1/TO-Vektor brachte 5 bzw. 6 KdCXCR2-

Zellklone.

Es wurden von allen Zellklonen Zellstocks in Einfriermedium bei -80°C

kryokonserviert (Kapitel 2.2.4).

3.1.2 CXCR2-kd-Nachweis
Die nachfolgenden Ergebnisse der CXCR2-kd-Nachweise mittels PCR, qRT-PCR, 

IHC, IF und QGP Assay stellen repräsentative Ergebnisse dar.

Alle in den folgenden Versuchen eingesetzte Oligonukleotid-Primer wurden vor ihrer 

Verwendung auf ihre Spezifität geprüft und mittels Gradienten-PCR eine optimale 

annealing-Temperatur festgelegt. 

Abb. 15: Ergebnis der Gradienten-PCR nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte. Die 

Gradienten-PCR mit den 4 verschiedenen Oligonukleotiden (893III/1145I, 429III/452III, 1015I und 

1744III) wurde mit der cDNA aus den als CXCR2-Positivkontrolle fungierenden mononukleären 

Blutzellen (mononuclear (blood) cells, MNC) durchgeführt. Pro PCR-Ansatz wurden 80ng MNC-cDNA 

eingesetzt. Folgende annealing-Temperaturen wurden getestet: A= 53°C; B= 54°C; C= 55°C; D= 

56°C; E= 58°C; F= 60°C. M= Standardgrößenmarker
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Für das Oligonukleotid-Primer-Paar 893III/1145I lag die optimale annealing-

Temperatur zwischen 53 und 60°C, für 429III/452III zwischen 53 und 55°C, für 1015I

und 1744I zwischen 56 und 60°C. Schlussfolgernd wurde für 893III/1145I und 

429III/452III eine annealing-Temperatur von 55°C und für 1015I und 1744III von 

56°C gewählt.

3.1.2.1 CXCR2-kd-Nachweis – PCR
Nach dem Kultivieren der kd-Zellklone und dem Anlegen von Zellstocks wurden die 

Zellen auf 6-well-Platten ausgesät und der CXCR2 kd mittels 1µl/ml Tet für 48h 

induziert. Anschließend wurde die gesamte RNA mit Hilfe von TriFast® isoliert, ein 

DNase-Verdau durchgeführt und die cDNA mittels RT synthetisiert.

Die erfolgreiche RNA-Isolation und cDNA-Synthese wurde mittels β-Aktin-PCR 

untersucht. Abb. 16 zeigt das Ergebnis der β-Aktin-PCR der ersten Transfektion, als 

Beispiel für eine erfolgreich durchgeführte RNA-Isolation, DNase-Verdau und RT. 

Dieses Verfahren wurde bei allen Transfektionen angewandt. Die Ergebnisse der 

Transfektionen 2 bis 5 werden hier nicht aufgeführt.

Abb. 16: β-Aktin Expressionsanalyse in allen 

generierten CXCR2 kd Zellklonen der ersten 

Transfektion. Dargestellt ist das Ergebnis der 

β-Aktin-PCR basierend auf der cDNA der

putativen kdCXCR2-Zellklone. A= Amaxa; N= 

Nano; III= 893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, 

T-24, T-23= Transfektionsprogramme des 

Amaxa-Nukleofektors; (-)= nicht induzierte 

Probe (CXCR2 vorhanden); (+)= mit Tet 

induzierte Probe (CXCR2 herunterreguliert);

N= Negativkontrolle mit H2O; M= 

Standardgrößenmarker

Im Anschluss an die β-Aktin-PCR konnte im nächsten Schritt der Nachweis des 

CXCR2 kd mit einer konventionellen PCR durchgeführt werden.

Für die verschiedenen kdCXCR2-Zellklone (429I, 452I, 893III, 1015I, 1145I, 1744III) 

wurden spezifische, die Region des CXCR2 kd umfassende und amplifizierende 
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Oligonukleotid-Primer (Tab. 5), entworfen, synthetisiert und getestet (Abb. 15). In 

Abb. 17 ist das Ergebnis der ersten CXCR2-PCR mit den Proben der ersten 

Transfektion dargestellt. Amplifiziert wurden 8 verschiedene Klone mit jeweils einer 

nicht-induzierten (-), 4 induzierten Proben (+) und einer Negativkontrolle (N). Das 

Ergebnis zeigte ein uneinheitliches Bandenmuster mit starken, schwachen und 

fehlenden Banden (Abb. 17).

Abb. 17: CXCR2 kd Nachweis mittels CXCR2-

PCR. Dargestellt ist das Ergebnis der ersten 

CXCR2-PCR mit den Proben aus der 1. 

Transfektion, basierend auf der cDNA der 

kdCXCR2-Zellklone. A= Amaxa; N= Nano; III= 

893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, T-24, T-23=

Amaxa-Transfektionsprogramme des Amaxa-

Nukleofektors; (-)= nicht induzierte Probe

(CXCR2 vorhanden); (+)= mit Tet induzierte 

Probe (CXCR2 herunterreguliert); N= 

Negativkontrolle mit H2O; M= 

Standardgrößenmarker

Die CXCR2-PCR mit den Proben der ersten Transfektion wurde 2 mal wiederholt, um 

die Ursache des uneinheitlichen Bandenmusters zu klären (Abb. 18 und 19). Bei der 

ersten Wiederholungs-PCR wurde nur eine nicht-induzierte und eine induzierte 

Probe je kdCXCR2-Zellklon verwendet.

Das Ergebnis wies erneut ein schwer interpretierbares Bandenmuster ohne

Regelmäßigkeiten auf (Abb. 18). In Abb. 19 ist das Ergebnis der zweiten 

Wiederholung der CXCR2-PCR mit den Proben der ersten Transfektion gezeigt. Wie 

in den vorangegangenen CXCR2-PCR-Ergebnissen wurde auch bei der zweiten 

Wiederholung ein variierendes Bandenmuster beobachtet (Abb. 19).
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Abb. 18: Erste CXCR2-PCR-Wiederholung mit den Proben auf der 1. Transfektion. Dargestellt ist das 

Ergebnis der Wiederholungs-CXCR2-PCR mit den Proben aus der 1. Transfektion, basierend auf der 

cDNA der KdCXCR2-Zellklone. A= Amaxa; N= Nano; III= 893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, T-24, T-

23= Transfektionsprogramme des Amaxa-Nukleofektors; (-)= nicht induzierte Probe (CXCR2 

vorhanden); (+)= mit Tet induzierte Probe (CXCR2 herunterreguliert); N= Negativkontrolle mit H2O; M= 

Standardgrößenmarker; P= Positivkontrolle mit cDNA aus MNC.

Für eine bessere Übersicht wurden die Ergebnisse des CXCR2-kd-Nachweises der 

ersten Transfektion mittels CXCR2-PCR und der beiden Wiederholungen in Tab. 14 

graphisch zusammengefasst.

Abb. 19: Zweite CXCR2-PCR-Wiederholung mit den Proben auf der 1. Transfektion. Dargestellt ist 

das Ergebnis der Wiederholungs-CXCR2-PCR mit den Proben aus der 1. Transfektion, basierend auf 

der cDNA der KdCXCR2-Zellklone. A= Amaxa; N= Nano; III= 893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, T-24, 

T-23= Transfektionsprogramme des Amaxa-Nukleofektors; (+)= mit Tet induzierte Probe (CXCR2 

herunterreguliert); N= Negativkontrolle mit H2O; M= Standardgrößenmarker; P= Positivkontrolle mit 

cDNA aus MNC

Das Bandenmuster zeigte keine Regelmäßigkeiten auf und variierte von PCR zu 

PCR, trotz konstanter Versuchsbedingungen (Tab. 14). Somit konnte an Hand dieser 

Methodik keine eindeutige Aussage bezüglich der Induktion des kd gemacht werden.
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Tab.14: Graphische Zusammenfassung der drei durchgeführten CXCR2-PCR mit den Proben der 

ersten Transfektion. A= Amaxa; N= Nano; III= 893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, T-24, T-23=

Transfektionsprogramme des Amaxa-Nukleofektors; (-)= nicht induzierte Probe (CXCR2 vorhanden);

(+)= mit Tet induzierte Probe (CXCR2 herunterreguliert); = CXCR2-Bande sichtbar; = keine 

CXCR2-Bande

P
C
R

AIII U-23 AI T-13 AI U-24 NI T-13 AI U-23 NIII U-24 NI T-24 AIII T-23

- + + + + - + + + + - + + + + - + + + + - + + + + - + + + + - + + + + - + + + +

1

2

3

Ein Versuch die möglicherweise unspezifischen Oligonukleotid-Primer-Bindungen zu 

eliminieren war die Durchführung einer TD-PCR. Die initiale annealing-Temperatur 

betrug hierbei 5°C mehr als die zuvor bestimmte optimale annealing-Temperatur. 

Abb. 20: TD-CXCR2-PCR mit den Proben der ersten Transfektion. Dargestellt ist das Ergebnis der 

TD-CXCR2-PCR mit A= Amaxa; N= Nano; III= 893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, T-24, T-23=

Transfektionsprogramme des Amaxa-Nukleofektors; (-)= nicht induzierte Probe (CXCR2 vorhanden);

(+)= mit Tet induzierte Probe (CXCR2 herunterreguliert); N= Negativkontrolle mit H2O; M= 

Standardgrößenmarker; P= Positivkontrolle mit cDNA aus MNC. Als Kontrolle diente eine β-Aktin-

Amplifikation (Abb. 16). Weiße Punkte markieren die für weitere Untersuchungen ausgewählten 

Proben.

Diese wurde mit jedem 5. Amplifikationszyklus um 1°C gesenkt bis die optimale 

annealing-Temperatur erreicht war, anschließend wurden mit dieser Temperatur 
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weitere 25 Zyklen durchgeführt. Abb. 20 zeigt ein repräsentatives Ergebnis einer TD-

PCR mit den Proben der ersten Transfektion.

Das Ergebnis der TD-PCR zeigte ein ähnliches Bandenmuster verglichen mit den 

Standard-CXCR2-PCR-Ansätzen (Abb. 18, 19 und 20). Für eine weiterführende 

Untersuchung wurden folgende nach der TD-PCR scheinbar erfolgreich transfizierten 

KdCXCR2-Zellklone ausgewählt: Amaxa 893III U-23 (-, +, +, +), Amaxa 1145I U-23 (-

, +) und Nano 893III U-24 (-, +, +). Die ausgewählten Proben sind in der Abb. 20

durch einen weißen Punkt markiert. 

Abb. 21: CXCR2-kd-Nachweis mittels TD-CXCR2-PCR mit ausgewählten Proben der ersten 

Transfektion. Dargestellt sind die Ergebnisse aus 4 unabhängigen PCR-Läufen mit veränderten 

Bedingungen (angegeben) und der Amplifikation des housekeeping Gens β-Aktin als Kontrolle. A= 

Amaxa; N= Nano; III= 893III; I= 1145I; U-23, T-13, U-24, T-24, T-23= Transfektionsprogramme des 

Amaxa-Nukleofektors; (-)= nicht induzierte Probe (CXCR2 vorhanden); (+)= mit Tet induzierte Probe

(CXCR2 herunterreguliert); N= Negativkontrolle mit H2O; M= Standardgrößenmarker; P= 

Positivkontrolle mit cDNA aus MNC

Ein weiterer Versuchsansatz mit den zuvor ausgewählten Proben, die in 4 PCR-

Ansätzen mit unterschiedlichen Bedingungen amplifiziert wurden, bestätigte das

zuvor festgestellte variierende Bandenmuster (Abb. 21). Hier wurden die Ansätze mit 

80ng oder 400ng cDNA angesetzt und mit verschiedenen Substanzen zur Steigerung 

der Reaktionsgeschwindigkeit (Glyzerin) und der Spezifität (DMSO) versetzt.201
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3.1.2.2 CXCR2-kd-Nachweis – qRT-PCR
Als weiterer Versuch, den CXCR2 kd nachzuweisen, wurde die qRT-PCR verwendet. 

Das Ansetzen der Reaktionen erfolgte wie bei der Standard-PCR jedoch mit SYBR 

Green qPCR Master Mix.

Im Nachfolgenden ist als Beispiel das Ergebnis eines PCR-Laufs mit den in Abb. 20

ausgewählten Proben dargestellt. 

Tab. 15: Exemplarisches Ergebnis einer qRT-PCR als CXCR2-kd-Nachweis. (-)= nicht-induziert

(CXCR2 vorhanden); (+)= Tet-induziert (CXCR2 herunterreguliert)

Probe CXCR2-Cp-Wert [Zyklen| β-Aktin-Cp-Wert [Zyklen]
Amaxa 893III U-23 (-) >36 14,83
Amaxa 893III U-23 (+) >36 15,77
Amaxa 893III U-23 (+) >36 17,52
Amaxa 893III U-23 (+) >36 16,10
Amaxa 1145I U-23 (-) >36 14,91
Amaxa 1145I U-23 (+) >36 15,51
Nano 893III U-24 (-) >36 15,95
Nano 893III U-24 (+) >36 16,84
Nano 893III U-24 (+) >36 17,60
MNC 23,70 15,69
PSZ >36 16,47
EndoGewebe 32,71 16,61
H2O-Kontrolle >36 >36
H2O-Kontrolle >36 >36

Tab. 15 zeigt die Rohwerte der qRT-PCR, die als CXCR2-kd-Nachweis mit 3

kdCXCR2-Zelllinien der ersten Transfektion durchgeführt wurde. Die crossing point

(Cp)-Werte der β-Aktin-Amplifikation wiesen leichte Schwankungen auf, waren 

jedoch charakteristisch für die Amplifikation eines housekeeping Gens. Im 

Gegensatz dazu lagen alle Cp-Werte der CXCR2-Amplifikation mit über 36 Zyklen 

nicht im optimalen linearen Bereich. Bedingt durch die Lage der Cp-Werte außerhalb 

des linearen Bereichs war keine statistische Auswertung der Versuche möglich.

Eine fehlerhafte Versuchsdurchführung und den Einsatz eines ungeeigneten Primer-

Paars auszuschließen, wurde die qRT-PCR mehrmals mit der cDNA aus MNC (n=6),

in vitro kultivierten primärem endometrialen Stromazellen (PSZ, n=5) und cDNA aus 

endometrialem Gewebe einer Patientin (EndoGewebe, n=2) durchgeführt. Dabei 

zeigten sich Cp-Werte zwischen 23 und 32 Zyklen, die für eine CXCR2-Expression 

im mittleren bis niedrigen Bereich sprechen. PSZ wiesen, ähnlich den kdCXCR2-

Zellklonen keine CXCR2-Expression auf.
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Folgende Proben wurden mittels qRT-PCR und/oder touchdown-qRT-PCR auf

CXCR2 getestet (n≥3): 14 unterschiedliche kdCXCR2-Zellklone teilweise mit

dezidualisierten Proben, Amaxa und MNC mit je 7 cDNA-Verdünnungen, St-T1, dSt-

T1, PS, dPS, dPS+0,3ng/ml IL-1β (2h), dPS+3ng/ml TNFα (2h) und dPS+30ng/ml 

LPS (2h). Keine der untersuchten Proben wies eine konstant detektierbare CXCR2-

Expression auf.

3.1.2.3 CXCR2-kd-Nachweis – IHC und IF
Nachdem eine konstante CXCR2-Expression und der CXCR2 kd auf cDNA-Ebene 

nicht nachweisbar waren, erfolgte der Versuch des CXCR2-kd-Nachweis auf 

Proteinebenen mittels IHC und IF.

Abb. 22 zeigt das repräsentative Ergebnis einer CXCR2-IHC-Färbung von insgesamt 

4 putativen getesteten kdCXCR2-Zellklonen. Als Kontrolle dienten gefärbte Zellen 

ohne den Einsatz des prim. CXCR2-AK (R&D Systems). Der Zellklon zeigte eine 

moderate bis schwache CXCR2-Färbung, die sich über die gesamte Zelle erstreckte.

Dieses Färbemuster ist charakteristisch für einen membranständigen Rezeptor, wie 

CXCR2. Trotz der, zwar schwachen, aber vorhandenen Färbung, wurde kein 

Unterschied zwischen den nicht-induzierten Zellen mit CXCR2 und den Tet-

induzierten Zellen mit herunterregulierter CXCR2-Expression detektiert.

Tab. 16 zeigt die Auswertung aller IHC-getesteten kdCXCR2-Zellklone. Die 

kdCXCR2-Zellklone #4 (Nano 429III U-17), #10 (Nano 452III U-17), #25 (Nano 1015I 

T-13 und #39 (Amaxa 1015I T-24) wiesen laut der Auswertung durch 3 unabhängige 

Untersucher eine sehr schwache bis moderate CXCR2-Expression ohne 

Expressionsunterschiede zwischen Zellen mit inaktivem und aktivem (+Tet) CXCR2 

kd auf.
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Abb. 22: CXCR2-IHC-Färbung von einem kdCXCR2-Zellklon mit und ohne Tet-Induktion des CXCR2

kd. Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen des kdCXCR2-Zellklons #10 (Nano 452III U-17) aus 

der 4. Transfektionsrunde nach IHC-Anfärbung von CXCR2. Die Färbung der Zellen erfolgte in 

Chamber-Slides, der prim. CXCR2-AK (R&D Systems) wurde 1:100 verdünnt und für 2h bei RT auf 

den Zellen inkubiert. Die Inkubation des sek.undären AK dauerte 1h bei RT. (A) #10 Kontrolle ohne 

prim. AK, 125x vergrößert; (B) #10 mit CXCR2-Färbung, 125x vergrößert; (C+D) #10 mit induziertem 

CXCR2 kd und CXCR2-Färbung, 125x vergrößert; (E) wie A 250x vergrößert; (F) wie B 250x 

vergrößert; (G+H) wie C+D 250x vergrößert

Die IHC-Färbung von humanem endometrialen Gewebe ergab mehr Aufschluss über 

die Lokalisation von CXCR2 im Endometrium. Abb. 23 und 24 zeigen 2 

repräsentative Ergebnisse der CXCR2-IHC von insgesamt 5 durchgeführten 

Färbungen. 
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Tab. 16: CXCR2-IHC-Auswertung. Auswertung aller durchgeführten CXCR2-IHC-Färbungen von 

potentiellen kdCXCR2-Zellklonen durch 3 unabhängige Untersucher. (+)Tet= Tet-induziert (CXCR2 

herunterreguliert); -= keine Färbung; += schwache Färbung; ++= moderate Färbung

KdCXCR2-Zellklon 1. Untersucher 2. Untersucher 3. Untersucher
#4 Kontrolle - - -
#4 + + +
#4 +Tet a + + +
#4 +Tet b + + +
#10 Kontrolle - - -
#10 ++ + +
#10 +Tet a ++ + +
#10 +Tet b ++ + +
#25 Kontrolle - - -
#25 + + +
#25 +Tet a + + +
#25 +Tet b + + +
#39 Kontrolle - - -
#39 + + +
#39 +Tet a + + +
#39 +Tet b + + +

Die genaue Auswertung aller Aufnahmen inklusive Abb. 23 und 24 ist dem Anhang 

6.2 zu entnehmen. Die durchschnittliche Bewertung der epithelialen CXCR2-Färbung 

lag bei (++), der stromalen bei (-/+) und der glandulären bei (++/+++). Folglich wies 

das Drüsenepithel die höchste CXCR2-Expression auf, gefolgt vom endometrialen 

Epithel. Das endometriale Stroma zeigte eine sehr schwache bis keine CXCR2-

Färbung, ähnlich den endometrialen Stromazellen (Abb. 22) auf.
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Abb. 23: CXCR2-IHC-Färbung von Endometriumgewebe. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse 

der CXCR2-IHC-Färbung von endometrialem Gewebe einer Patientin. Der prim. CXCR2-AK wurde 

1:200 verdünnt und für 2h bei RT auf den Gewebeschnitten inkubiert. (A) Kontrolle ohne prim. AK 

100x vergrößert; (B-E) Endometriumgewebe mit CXCR2-Färbung 100x vergrößert; (F) wie A 200x 

vergrößert; (G-J) wie B-E 200x vergrößert. DE= Drüsenepithel; LE= luminales Epithel; ST= 

endometriales Stroma

Weitere Gewebeschnitte des in Abb. 23 dargestellten Endometriumgewebes wurden 

zusätzlich mit einem weiteren CXCR2-AK (Abnova) gefärbt. Die Ergebnisse ergaben 

das gleiche Färbemuster (Daten nicht gezeigt). 

Abb. 24: CXCR2-IHC-Färbung von Endometriumgewebe. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse 

der CXCR2-IHC-Färbung von endometrialem Gewebe einer Patientin. Der prim. CXCR2-AK (R&D 

Systems) wurde 1:200 verdünnt 2h bei RT auf den Gewebeschnitten inkubiert. (A) Kontrolle ohne 

prim. AK 400x vergrößert; (B-D) Endometriumgewebe mit CXCR2-Färbung 400x vergrößert. DE= 

Drüsenepithel; LE= luminales Epithel; ST= endometriales Stroma

Die Ergebnisse der repräsentativen IF-Färbung beruhen auf der CXCR2-Färbung 

des kdCXCR2-Zellklons #25 (Amaxa 1015I T-13) der 5. Transfektion (Abb. 25).
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Im Vergleich zu der Kontrolle, die ohne Einsatz des prim. CXCR2-AK (R&D Systems) 

gefärbt wurde, zeigten die Zellen des CXCR2 kd Zellklons eine deutlich ausgeprägte 

Fluoreszenz. 

Tab. 17: CXCR2-IF-Auswertung. Auswertung aller durchgeführten CXCR2-IF-Färbungen von 

potentiellen kdCXCR2-Zellklonen durch 3 unabhängige Untersucher. +Tet= Tet-induziert (CXCR2 

herunterreguliert); (-)= keine Färbung; (+)= schwache Färbung; (++)= moderate Färbung

KdCXCR2-Zellklon 1. Untersucher 2. Untersucher 3. Untersucher
#4 Kontrolle - - -
#4 ++ ++ ++
#4 +Tet a ++ ++ ++
#4 +Tet b ++ ++ ++
#10 Kontrolle - - -
#10 ++ ++ ++
#10 +Tet a + ++ +
#10 +Tet b ++ ++ ++
#25 Kontrolle - - -
#25 ++ ++ ++
#25 +Tet a ++ ++ ++
#25 +Tet b ++ ++ ++
#33 Kontrolle - - -
#33 ++ ++ ++
#33 +Tet a ++ ++ ++
#33 +Tet b + ++ ++

Zwischen den nicht-induzierten und den Tet-induzierten Proben konnte keine 

Differenz in der Fluoreszenzintensität und somit auch in der CXCR2-Expression 

nachgewiesen werden. Bei insgesamt 4 Färbeversuchen (n=4) wurden 3 weitere 

kdCXCR2-Zellklone untersucht.



Ergebnisse 75

 

Abb. 25: CXCR2-IF-Färbung einer KdCXCR2-Zelllinie mit und ohne Tet-Induktion. Dargestellt ist das 

repräsentative Ergebnis einer CXCR2-IF-Färbung der CXCR2 kd Zelllinie #25 (Amaxa 1015I T-13) mit 

(+Tet) und ohne Induktion des kd. CXCR2-AK-Verdünnung 1:300, Inkubation 2h bei RT. Als Kontrolle 

dienten IHC-gefärbte Zellen ohne prim. AK.

Die genaue Auswertung aller IF-Färbungen ist in der Tab. 17 aufgeführt. Alle 

getesteten kdCXCR2-Zellklone zeigten eine moderate CXCR2-IF-Färbung ohne

Intensitätsunterschiede zwischen nicht-induzierten Zellen mit CXCR2 und Tet-

induzierten Zellen mit putativem CXCR2 kd (Tab. 17).

3.1.2.4 CXCR2-kd-Nachweis – WB
Als weitere Methode für den CXCR2-kd-Nachweis wurden CXCR2-WB-Analysen 

durchgeführt. Hierfür wurden die Proteine der putativen kdCXCR2-Zellklone #30 

(Nano 1015I U-24) und #39 (Amaxa 1015I T-24) isoliert und mittels eines prim. 

CXCR2-AK und der WB-Methode auf CXCR2 untersucht (Abb. 26).
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Abb. 26: Repräsentatives Ergebnis einer CXCR2-WB-Analyse mit den beiden kdCXCR2-Zellklonen 

#30 und #39 mit jeweils 30µg Protein aus (-) nicht-induzierten Proben (CXCR2 vorhanden) und (+) 

Tet-induzierten Proben (CXCR2 herunterreguliert) und MNC als Positivkontrolle. (A) Darstellung der 

WB-Analyse, CXCR2-AK (R&D Systems) 1:100, 4°C ü. N. (B) Coomassie-gefärbte PVDF-Membran 

nach CXCR2-Detektion als Beladungskontrolle. Schwarzer Pfeil markiert die erwartete Höhe der 

CXCR2-Proteinbande von 44-50kDa 202.

Abb. 26 zeigt ein repräsentatives Ergebnis einer CXCR2-WB-Analyse von insgesamt 

5 Wiederholungen (n=5) ohne spezifische CXCR2-Detektion im, vom Datenblatt des 

verwendeten AK angegebenen Bandenbereich. Das resultierte Bandenmuster 

deutete auf eine unspezifische AK-Bindungen hin, die durch den Einsatz 

verschiedener Optimierungsansätze nicht eliminiert werden konnte. 

Die Verwendung eines weiteren CXCR2-AK (Abnova) zeigte mit dem Protein aus 

PSZ und endometrialem Gewebe ein zunächst zufriedenstellendes Ergebnis (Abb. 

27A). Das repräsentative Ergebnis aus insgesamt 10 Ansätzen (n=10) wies bei allen 

untersuchten Proben eine klar definierte Proteinbande auf (Abb. 27A). Jedoch war 

diese Bande mit ca. 28kDa deutlich kleiner als die von Abnova angegebenen 

40,7kDa für das CXCR2-Protein.
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Abb. 27: Repräsentatives Ergebnis einer CXCR2-WB-Analyse mit jeweils 30µg Protein aus PSZ,

dPSZ mit verschiedenen Stimuli und endometrialem Gewebe (EndoGewebe). (A) Darstellung der WB-

Analyse, CXCR2-AK (Abnova) 1:1.000, 4°C ü. N. (B) Detektion des housekeeping Proteins GAPDH 

als Kontrolle. 

Aus diesem Grund wurde die detektierte Proteinbande einer Proteinsequenzierung

am BMFZ der Heinrich Heine Universität Düsseldorf mittels Massenspektrometrie 

unterzogen. In den analysierten Proben konnten keine Fragmente des CXCR2-

Proteins nachgewiesen werden, so dass auch dieser AK als unspezifisch eingestuft 

wurde.

3.1.3 Steigerung und Optimierung der CXCR2-Expression und -amplifikation
Die vorangegangenen CXCR2-kd-Nachweisversuche mittels PCR, qRT-PCR und 

IHC scheiterten möglicherweise an der niedrigen CXCR2-Expressionsrate in der 

endometrialen Stromazelllinie St-T1 und den daraus hervorgegangenen putativen

KdCXCR2-Zellklonen. Somit wurde im nächsten Schritt versucht, die CXCR2-

Amplifikation zu optimieren und die Expression von CXCR2 zu steigern, um den

potentiellen CXCR2 kd in der St-T1-Zelllinie darzustellen.

3.1.3.1 Nested-PCR
Die verwendeten Oligonukleotid-Primer für die durchgeführten nested-PCR-Ansätze

sind der Tab. 5 zu entnehmen. Die nested-PCR wurde sowohl als Standard-PCR als 

auch TD-PCR mehrfach durchgeführt. Durch diese Methode war es nicht möglich die 

CXCR2-Expression in induzierten und nicht-induzierten kdCXCR2-Zelllinien

nachzuweisen.
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Abb. 28: Repräsentatives Ergebnis einer nested-CXCR2-PCR am Beispiel von St-T1-Zellen und MNC 

als Positivkontrolle. (A) Ergebnis der β-Aktin-Amplifikation (250bp) als housekeeping Gen; (B) 1. Teil 

der nested-PCR CXCR2-Amplifikation mit den äußeren Oligonukleotiden (1319bp); (C) 2. Teil der 

nested-PCR CXCR2-Amplifikation mit dem CXCR2-1015-Oligonukleotid-Primerpaar (177bp) als TD-

Gradient-PCR mit 53, 55 und 57°C als finale annealing-Temperatur

Abb. 28 zeigt ein beispielhaftes Ergebnis für eine durchgeführte nested-PCR mit der 

cDNA aus St-T1-Zellen und MNC als Positivkontrolle. Die fehlende Bande nach der 

ersten Amplifikation (Abb. 28B) ist möglicherweise auf die geringe 

Amplifikationszyklenanzahl von 20 zurückzuführen, denn die anschließende zweite 

PCR mit den CXCR2_1015-Primern führte zu einem erfolgreichen Ergebnis bei der 

MNC-Positivkontrolle (Abb. 28C). Es fand keine CXCR2-Amplifikation mit der cDNA

aus St-T1-Zellen statt (Abb. 28C).

Dieser Versuchsansatz wurde neben St-T1-Zellen auch mit folgenden kdCXCR2-

Zellklonen #37, #42, #30, #39 und unter Verwendung von qRT-PCR für den 2. Teil

der nested-PCR 10x durchgeführt (n=10). Bei jedem Ansatz wurde das template aus 

der 1. PCR mit den äußeren Oligonukleotiden für die 2. PCR mittels einer

Verdünnungsreihe 11x verdünnt, um die optimale cDNA-Konzentration für die qRT-

PCR zu ermitteln. Bei allen Versuchsansätzen konnte keine CXCR2-Amplifikation 

beobachtet werden. 

3.1.3.2 Dezidualisierung und IL-1β-Inkubation
Die Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen ist ein natürlicher Vorgang im 

Uterus, der bei einer gesunden Frau in jedem Zyklus stattfindet.203 Dieser Vorgang 

kann in vitro durch die Zugabe von cAMP und P4 zum Zellkulturmedium in Zelllinien 

induziert werden. Die Verbindung zwischen der für eine 
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Schwangerschaftsetablierung essentiellen Dezidualisierung des Endometriums, der 

überaus wichtigen Rolle von CXCL1 bei der Implantation und der Steigerung der 

CXCL1-Expression nach der Inkubation der endometrialen Stromazellen mit dem 

Embryosekretionsprodukt IL-1β111, führte zu der Hypothese, dass die Expression des 

einzigen beschrieben Hauptrezeptors von CXCL1, CXCR2, unter dem Einfluss von 

Dezidualiserungsfaktoren und IL-1β ebenfalls ansteigt. Hierzu wurden mehrere 

kdCXCR2-Zellklone dezidualisiert, mit IL-1β behandelt und die cDNA anschließend 

mittels PCR und qRT-PCR untersucht. Die Behandlung der Zellen führte jedoch zu 

keiner Steigerung der CXCR2-Expression.

Abb. 29 zeigt ein repräsentatives Ergebnis einer CXCR2-PCR mit St-T1-Zellen und 

dSt-T1-Zellen. Die Dezidualisierung führte zu keiner konstanten CXCR2-Expression,

vielmehr zeigte sich wieder ein variierendes Bandenmuster. Die Behandlung der 

Zellen führte jedoch zu keiner Steigerung der CXCR2-Expression. Eine konstante 

CXCR2-Amplifikation konnte nur in den MNC-Positivkontrollen beobachtet werden. 

Abb. 29: Repräsentatives Ergebnis einer CXCR2-PCR mit allen verwendeten Oligonukleotiden 

(893III/1145I, 429III/452III, 1015I, 1015Ineu, 1744III) mit der cDNA aus St-T1 (a), dSt-T1 (b) und MNC 

(c) als Positivkontrolle. M= Standardgrößenmarker, N= Negativkontrolle

Die Inkubation der endometrialen Stromazellen mit IL-1β zur Steigerung der CXCR2-

Expression ist dem Kapitel 3.1.3.4 zu entnehmen.

3.1.3.3 Hypoxie
Die Kultur von dSt-T1-Zellen, dkdCXCR2-Zellklonen und dKdS1 als eine weitere 

endometriale Stromazelllinie, jedoch mit einem Sdc-1 kd, unter hypoxischen 

Bedingungen (2% O2) stellte den Versuch dar, die CXCR2-Expression durch 

physiologisch nahe Kulturbedingungen auf ein höheres Level zu steigern. CXCR4
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wurde in diesem Versuchsansatz als Positivkontrolle für eine Hypoxie-induzierte 

Steigerung der Expression verwendet.

Die Reaktion der Zellen auf Hypoxie wurde mittels HIF-1α nachgewiesen (Abb. 30A).

Abb. 30: Repräsentative Ergebnisse für einen Hypoxienachweis und Steigerung der CXCR4-

Expression durch Hypoxie in endometrialen Stromazellen. (A) zeigt das Ergebnis einer HIF-1α-qRT-

PCR als Nachweis der Hypoxiewirkung und (B) eine Hypoxie-induzierte Steigerung der CXCR4-

Expression in der Stromazelllinie dSt-T1, Tet-induzierten dKdS1-Zellen und eines dkdCXCR2-

Zellklons #39. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhängigen Versuchen, n=3 +/- STABW, 

*p<0,05

Ein positives Beispiel für eine Hypoxie-induzierte Expressionsteigerung zeigte 

CXCR4 in 3 verschiedenen endometrialen Stromazelllinien (Abb. 30B). Die 

Expression von CXCR2 konnte dagegen durch Hypoxie in keiner untersuchten 

Zelllinie induziert werden (Tab. 18).

Tab. 18: Exemplarisches Ergebnis einer CXCR2-qRT-PCR nach Hypoxiebehandlung. (+)= Tet-

induziert (CXCR2 herunterreguliert); norm= Zellkultur unter Normoxie, hyp= Zellkultur unter Hypoxie 

für 18h; MNC= Positivkontrolle; n=3

Probe CXCR2-Cp-Wert [Zyklen| β-Aktin-Cp-Wert [Zyklen]
dSt-T1 norm >36 13,66
dKdS1 (+) norm >36 14,89
d#39 norm >36 13,59
dSt-T1 hyp >36 14,48
dKdS1 (+) hyp >36 15,66
d#39 hyp >36 15,24
MNC 24,14 15,49
H2O-Kontrolle >36 >36
H2O-Kontrolle >36 >36
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Der Versuch die Hypoxie-gesteuerte CXCR2-Expressionssteigerung durch 

Inkubation der Zellen mit Cobaldchlorid (CoCl2), einem chemischen 

Hypoxieinduktor204 auszulösen, führte ebenfalls zu keiner erfolgreichen Steigerung 

der CXCR2-Expression. Hierbei wurden dSt-T1-Zellen mit CoCl2 inkubiert und

anschließend die CXCR2-Expression untersucht. 

Abb. 31: Repräsentatives Ergebnis des Versuchs 

der Inkubationszeitbestimmung mit dem Einsatz 

von 100mM CoCl2. Gezeigt ist das Ergebnis 

einer (A) HIF-1α-PCR als Kontrolle der 

Hypoxieinduzierung, (B) einer TD-CXCR2-PCR 

mit MNC-Positivkontrolle (P) und (C) die β-Aktin 

Amplifikation als housekeeping Gen (β-Aktin-

Kontrolle der MNC-Probe siehe Abb. 27 A); n=3

Abb. 31 zeigt ein repräsentatives Ergebnis der CoCl2-Inkubationszeitbestimmung mit 

100mM CoCl2 als Endkonzentration im Zellkulturmedium. Die Abnahme der β-Aktin-

Amplifikation ab 24h Inkubation deutet auf eine zelltoxische Wirkung des 

Hypoxieinduktors (Abb. 31C). Die Amplifikation von HIF-1α wies auf eine erfolgreiche 

Hypoxieinduktion mittels CoCl2 hin (Abb. 31A). Hier zeigte sich, dass die kurzweilige 

Zugabe von CoCl2 nach sofortiger Entfernung des Zellkulturmediums (0h) bereits zu 

einer Hypoxieinduktion führte (Abb. 31A). Außer in der MNC-Positivkontrolle konnte 

jedoch keine CXCR2-Amplifikation beobachtet werden (Abb. 31B). Die CoCl2-

Inkubationszeit wurde auf 5h gesetzt.

Der Versuchsansatz wurde neben dSt-T1- auch mit IL-1β-behandelten dSt-T1-Zellen

durchgeführt (Daten nicht gezeigt). Außerdem wurden neben den 100µM, die in der 

Literatur als optimale Konzentration angegeben werden205, weitere Konzentrationen 

(0,1-80µM) getestet (Daten nicht gezeigt). Alle Versuche führten zu einer Induktion 

der Hypoxie in den Zellen, zeigten jedoch keine steigernde Wirkung auf die CXCR2-

Expression in den endometrialen Stromazellen.

                 dSt-T1 
M   0h  2h  6h  24h 48h  N     P 

A

B

C
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3.1.3.4 CXCR2-Expressionssteigerung durch entzündliche Stimuli
Die Expressions-steigernde Wirkung von entzündlichen Stimuli, wie IL-1β, TNFα und

LPS, die teilweise gleichzeitig auch embryonale Sekretionsprodukte darstellen, auf 

die beiden CXCR2-Chemokinliganden CXCL1 und CXCL8 wurde bereits 

gezeigt111,196. Die Inkubation von PSZ und dST-T1 mit diesen Stimuli zur Steigerung 

der CXCR2-Expression wurde in diesem Teil der Arbeit untersucht.

Abb. 32: Detektion der CXCR2-Expression in PSZ 

nach Inkubation mit verschiedenen Stimuli mittels 

TD-PCR. PSZ wurden mit 0,3ng/ml IL-1β, 3ng/ml 

TNFα und 30ng/ml LPS für 2h inkubiert und 

anschließend mittels PCR auf CXCR2 untersucht 

(A); M= Standardgrößenmarker; N= H2O-

Negativkontrolle; P= Positivkontrolle mit MNC-

cDNA; (B) β-Aktin-Amplifikation diente als 

Kontrolle (β-Aktin-Kontrolle der MNC-Probe siehe 

Abb. 27 A)

Durch die Inkubation der Zellen mit verschiedenen entzündlichen Stimuli mit 

insgesamt 3 Wiederholungen (n=3) konnte die CXCR2-Expression weder in PSZ 

(Abb. 32A) noch in dSt-T1-Zellen, die neben der TD-PCR (Daten nicht gezeigt) auch 

in dem QGP Assay auf CXCR2 untersucht wurden, induziert werden.

3.1.4 CXCR2-kd-Nachweis mittels QGP Assay
Der QGP Assay wurde für den Nachweis des CXCR2 kd gewählt, da diese Methode 

sehr sensitiv ist und bereits eine RNA-Kopie des Zielgens in einer Zelle detektieren 

kann und alle bereits getesteten Methoden, wie PCR, qRT-PCR, TD-PCR und 

nested-PCR kein CXCR2 auf RNA-Ebenen, möglicherweise wegen einer sehr 

niedrigen Expression, nachweisen konnten.

3.1.4.1 QGP Assay-Probelauf
In einem Probelauf sollte zunächst die passende Zellzahl ermittelt werden. Hierzu 

wurden 2.000, 5.000, 10.000 und 20.000 Zellen eines putativen kdCXCR2-Zellklons

(#30, Nano 1015I U-24) und der St-T1-Zelllinie für die Probenaufbereitung 

verwendet. Verschiedene Volumina Probandenvollblut (20, 40 und 80µl) dienten als 

PSZ + IL
-1β

PSZ + TNFα

PSZ + LPS 

PSZ  
M   N     P  

A

B

CXCR2 

β-Aktin
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Positivkontrollen für CXCR2. Als Zielgene wurden neben CXCR2 auch Sdc-1,

CXCL1, VEGFA, MMP7 und MMP9 auf ihre Expression auf RNA-Ebene untersucht. 

β-Aktin, HPRT1, PPIB und RPL19 dienten als housekeeping Gene, wobei HPRT1 

und PPIB niedrig exprimierte und β-Aktin und RPL19 hoch exprimierte housekeeping

Gene darstellten.

Abb. 33: Graphische Darstellung des CXCR2-Ergebnisses aus dem QGP Assay-Probelauf. #30=

Nano 1015I U-24; 2.000, 5.000, 10.000, 20.000= eingesetzte Zellzahl, (+)= +Tet (CXCR2 

herunterreguliert); Blutproben eines Probanden dienten als Positivkontrolle für CXCR2; (A)

Darstellung aller getesteter Proben mit verschiedenen Zellzahlen; (B) Darstellung aller Proben mit 

verschiedenen Zellzahlen ohne Blutproben für eine bessere Übersicht; aufgetragen sind Mittelwerte 

aus n=3 +/-STABW

Alle nachfolgenden Ergebnisse wurden bei der Auswertung auf das am niedrigsten 

exprimierte housekeeping Gen HPRT1 normiert, da alle untersuchten Gene ebenfalls 

eine niedrige Expression aufwiesen und so bei der statistischen Auswertung auch 
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kleine Effekte beobachtet werden konnten, die bei der Normierung auf ein 

hochexprimiertes Gen verloren gegangen wären.

Die CXCR2-Ergebnisse des QGP Assay-Probelaufs sind in Abb. 33 graphisch 

aufgetragen dargestellt. Abb. 33A zeigt die CXCR2-RNA-Menge als mittlere 

Fluoreszenz-Intensität (MFI) aller Proben. Es zeigte sich deutlich, dass die putativen 

kdCXCR2-Proben sehr wenig CXCR2-RNA im Vergleich zu den Blutproben 

aufwiesen. Die Blutproben wurden in der Abb. 33B entfernt, um die Expression der 

restlichen Proben durch eine kleinere Skalierung besser darstellen zu können.

Die Detektions- und Quantifizierungsgrenze liegt laut Hersteller bei <1.000-2.000

bzw. <2.000-4.000 mRNA-Kopien pro Assay well. Daraus ergibt sich bei 2.000 

eingesetzten Zellen pro well eine Detektionsgrenze von 0,5-1MFI, bei 5.000 Zellen 

0,2-0,4MFI, bei 10.000 Zellen 0,1-0,2MFI und bei 20.000 Zellen 0,05-0,1MFI. Hierbei 

zeigte sich, dass die CXCR2-RNA-Konzentration der kdCXCR2-Zellklonproben, die 

nur Werte bis 0,005MFI aufwies, unterhalb der Detektionsgrenze lag. Ebenso sind 

die hohen Standardabweichungen der St-T1-Proben mit den unterschiedlichen 

Zellzahlen auf die sehr geringe und unter der Detektionsgrenze liegende CXCR2-

Konzentration zurückzuführen.

Folglich war eine statistische Auswertung der Werte nicht möglich, sodass kein 

Unterschied in der CXCR2-RNA-Konzentrantion zwischen nicht-induzierten und mit 

Tet induzierten kdCXCR2-Proben und somit kein CXCR2 kd festgestellt werden

konnte.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für den nachfolgenden kompletten QGP Assay 

Lauf die höchstmögliche Anzahl von 80.000 Zellen pro Assaywell eingesetzt.

3.1.4.2 QGP Assay
Für den finalen QGP Assay-Versuch wurde die höchstmögliche Zellzahl von 80.000

Zellen für die einzelnen Proben verwendet, da keine, der im QGP Assay-Probelauf  

getesteten Zellzahlen sich als ausreichend erwies, um die CXCR2-Expression

oberhalb der Detektionsgrenze darzustellen. Bei dem Einsatz von 80.000 Zellen pro 

well bewegte sich die Detektionsgrenze zwischen 0,0125-0,025MFI und die 

Quantifizierungsgrenze zwischen 0,025-0,05MFI.

Neben den bereits getesteten Behandlungen der Zellen, wie Inkubation mit Tet für 

die CXCR2 kd-Induktion, wurden im folgenden Versuch zusätzlich weitere 



Ergebnisse 85

 

Stimulantien eingesetzt, um die CXCR2-Expression zu steigern und dadurch 

detektierbar zu machen.

Alle nachfolgenden Ergebnisse wurden, wie bereits beim QGP Assay-Probelauf auf 

das housekeeping Gen HPRT1 normiert.

3.1.4.2.1 CXCR2
Die CXCR2-RNA-Konzentration in der Blutprobe, der Positivkontrolle für CXCR2 lag 

bei 14MFI und somit ca. 9.300x höher als die der St-T1-Probe. Alle in Abb. 34B

aufgeführten Proben wiesen eine CXCR2-Konzentration auf, die unterhalb der 

Detektionsgrenze lag, dadurch war eine statistische Auswertung der Ergebnisse 

nicht möglich.

Abb. 34: Graphische Darstellung des CXCR2-Ergebnisses aus dem QGP Assay. 27= #27 (Nano 

1015I T-24); 28= #28 (Nano 1015I U-17); 39= #39 (Amaxa 1015 T-24); d= dezidualisiert; (-)= nicht-

induziert; (+)= +Tet; Mix 1= LPS+IFNγ; Mix 2= IL-1β+TNFα. (A) Darstellung aller getesteten Proben; 

(B) Darstellung ohne Blutprobe für eine bessere Übersicht durch kleinere Skalierung. Aufgetragen 

sind Mittelwerte aus n=3 +/-STABW
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3.1.4.2.2 Sdc-1
Nach der Messung der Sdc-1-RNA-Expression mit dem QGP Assay konnten 

folgende Ergebnisse beobachtet werden: alle nicht-dezidualisierten kdCXCR2-

Proben wiesen, sowohl mit als auch ohne Tet-Induktion signifikant niedrigere Sdc-1-

RNA-Konzentrationen im Vergleich zu den ursprünglichen St-T1-Zellen auf (Abb. 35).

Auch die dezidualisierten kdCXCR2-Proben zeigten im Gegensatz zu dSt-T1 ein 

niedrigeres Sdc-1-Expressionsmuster.

Abb. 35: Graphische Darstellung des Sdc-1-Ergebnisses aus dem QGP Assay. 27 = #27 (Nano 1015I 

T-24); 28 = #28 (Nano 1015I U-17); 39 = #39 (Amaxa 1015 T-24); d= dezidualisiert; (-)= nicht-

induziert; (+)= +Tet; Mix1= LPS+IFNγ; Mix2= IL-1β+TNFα. Aufgetragen sind Mittelwerte aus n=3 +/-

STABW, *p<0,05 für nicht-dezidualisierte Proben vs St-T1, #p<0,05 für dezidualisierte Proben vs dSt-

T1, p<0,05 wie angegeben.

Ebenfalls signifikant weniger Sdc-1-RNA wurde in allen dSt-T1-Proben detektiert, die 

mit IL-1β und TNFα behandelt wurden im Gegensatz zu der dSt-T1-Probe ohne 

Stimulantieninkubation. Eine signifikante Sdc-1-RNA-Konzentrationsabnahme fand 

neben den kdCXCR2-Proben #d27+ und #d28+ vs die entsprechenden nicht-

induzierten kdCXCR2-Proben auch in dKdS1-Zellen nach Tet-Induktion statt. Im 

Gegensatz dazu zeigte die kdCXCR2-Zelllinie #39 eine signifikante Zunahme der 

Sdc-1-RNA nach Induktion mit Tet (Abb. 35).

3.1.4.2.3 CXCL1
Abb. 36A zeigt das CXCL1-Ergebnis des QGP Assay aller getesteter Proben. Die 

höchste CXCL1-RNA-Expression wiesen einige mit Stimulantien behandelte dSt-T1-

Proben auf. Die CXCL1-RNA-Expression von #d27+, T-HESC und dT-HESC lag 
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unter der Detektionsgrenze von 0,0125MFI, sodass diese Proben nicht in die 

statistische Auswertung der Ergebnisse einbezogen wurden. Am stärksten wurde die 

CXCL1-Expression durch den Mix aus dem Embryosekretionsprodukt IL-1β und 

TNFα (Mix 2) nach einer 6h-Inkubation stimuliert. Nach weiteren 6h sank die CXCL1-

RNA-Konzentration um die Hälfte. Wurde IL-1β als alleinige Stimulationskomponente

verwendet, wurden bei der CXCL1-Expression nur minimal kleinere Werte erreicht im 

Vergleich zum Mix 2 mit TNFα.

A

B

Abb. 36: Graphische Darstellung des CXCL1-Ergebnisses aus dem QGP Assay. 27= #27 (Nano 1015I 

T-24); 28= #28 (Nano 1015I U-17); 39= #39 (Amaxa 1015 T-24); d= dezidualisiert; (-)= nicht-induziert; 

(+)= +Tet; Mix 1= LPS+IFNγ; Mix 2= IL-1β+TNFα. (A) Darstellung aller getesteten Proben; (B) 

Darstellung ohne stimulierte dSt-T1-Proben, prim. Stromazellen-Probe und Blut-Probe und für eine 

bessere Übersicht durch kleinere Skalierung. Aufgetragen sind Mittelwerte aus n=3 +/-STABW, 

*p<0,05 für nicht-dezidualisierte Proben vs St-T1, #p<0,05 für dezidualisierte Proben vs dSt-T1, 

p<0,05 wie angegeben.
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Die Behandlungen der dSt-Z1-Zellen nur mit TNFα, LPS oder dem Mix aus LPS und 

IFNγ (Mix 1) erreichten ebenfalls signifikante, jedoch weitaus geringere CXCL1-

Expressionzunahmen im Vergleich zu IL-1β (Abb. 36A).

Mit Ausnahme der T-HESC-Zellen wiesen alle getesteten nicht-dezidualisierten 

Proben eine signifikant höhere CXCL1-RNA-Konzetration im Gegensatz zu St-T1

auf. Auch die dezidualisierten Proben zeigten eine signifikant erhöhte CXCL1-

Expression verglichen mit dSt-T1, ausgenommen #d27+ (Abb. 36B).

3.1.4.2.4 MMP7
In Abb. 37 ist das MMP7-Ergebnis des QGP Assay dargestellt. Die mit Abstand 

höchste MMP7-RNA-Konzentration wurde in PSZ detektiert. Hierbei betrug die 

Konzentration von MMP7 RNA ca. das 450fache der Konzentration in den St-T1-

Zellen (Abb. 37A).

Abb. 37: Graphische Darstellung des MMP7-Ergebnisses aus dem QGP Assay. 27 = #27 (Nano 1015I 

T-24); 28 = #28 (Nano 1015I U-17); 39 = #39 (Amaxa 1015 T-24); d = dezidualisiert; (-)= nicht-

induziert; (+) = +Tet; Mix1 = LPS+IFNγ; Mix2 = IL-1β+TNFα. (A) Darstellung aller getesteten Proben; 

(B) Darstellung ohne PSZ und Blutprobe für eine bessere Übersicht durch kleinere Skalierung.

Aufgetragen sind Mittelwerte aus n=3 +/-STABW.
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Beim Betrachten der restlichen Proben ohne die Probe des PSZ fiel deutlich auf, 

dass die MMP7-RNA-Expression durchgehend niedrig war und mit Ausnahme der 

dT-HESC-Probe unter der Detektionsgrenze lag (Abb. 37B). Aufgrund der 

unterschrittenen Detektionsgrenze war keine statistische Auswertung möglich.

3.1.4.2.5 MMP9
Das MMP9-Ergebnis des QGP Assay ist in Abb. 38A dargestellt. Eine besonders 

hohe MMP9 RNA-Konzentration wies die Blutprobe auf. Abb. 38B zeigt die 

getesteten Proben ohne die Blutprobe für eine bessere Vergleichsmöglichkeit. Hier 

zeigte sich, dass die detektierten MMP9 MFI-Werte für alle Proben des kdCXCR2-

Zellklons #27, die #d28- Probe, alle KdS1- und T-HESC-Proben, sowie St-T1, dSt-T1

und dSt-T1+CXCL1 und dSt-T1+Mix 1 (12h) unter der Nachweisgrenze lagen, 

sodass keine Statistik der Ergebnisse durchgeführt werden konnte. 

Abb. 38: Graphische Darstellung des MMP9-Ergebnisses aus dem QGP Assay. 27 = #27 (Nano 1015I 

T-24); 28 = #28 (Nano 1015I U-17); 39 = #39 (Amaxa 1015 T-24); d = dezidualisiert; (-)= nicht-

induziert; (+) = +Tet; Mix1 = LPS+IFNγ; Mix2 = IL-1β+TNFα. (A) Darstellung aller getesteten Proben; 

(B) Darstellung ohne Blutprobe für eine bessere Übersicht durch kleinere Skalierung. Aufgetragen 

sind Mittelwerte aus n=3 +/-STABW.
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Dennoch lässt es sich sagen, dass die Inkubation von dSt-T1-Zellen mit den beiden 

Stimulantien IL-1β und TNFα – sowohl einzeln als auch im Mix - zu einer 

Expressionszunahme der MMP9 RNA gegenüber der nicht-behandelten dSt-T1-

Probe führte (Abb. 38B). Die Probe der PSZ zeigte ebenfalls eine niedrige MMP9 

Expression auf, die jedoch im Vergleich zu den endometrialen Stromazelllinien über 

der Detektionsgrenze lag (Abb. 38B).

3.1.4.2.6 VEGFA
Die graphische Darstellung des VEGFA-Ergebnisses ist in Abb. 39 zu finden. Im 

Vergleich zu der St-T1-Probe zeigten alle nicht-dezidualisierten kdCXCR2-Proben, 

die Tet-induzierte KdS1- und die Blutprobe signifikant niedrigere VEGFA RNA-

Konzentrationen auf.

Abb. 39: Graphische Darstellung des VEGFA-Ergebnisses aus dem QGP Assay. 27= #27 (Nano 

1015I T-24); 28= #28 (Nano 1015I U-17); 39= #39 (Amaxa 1015 T-24); d= dezidualisiert; (-)= nicht-

induziert; (+)= +Tet; Mix 1= LPS+IFNγ; Mix 2= IL-1β+TNFα. Aufgetragen sind Mittelwerte aus n=3 +/-

STABW, *p<0,05 für nicht-dezidualisierte Proben vs St-T1, #p<0,05 für dezidualisierte Proben vs dSt-

T1, p<0,05 wie angegeben.

Die PSZ wiesen dagegen eine höhere Expression auf. Die kdCXCR2-Proben #28 

und #39 und die KdS1-Probe zeigten nach Tet-Induktion und die Proben #d28 und 

dKdS1 nach Dezidualisierung und Tet-Induktion eine Abnahme der VEGFA RNA-

Expression (Abb. 39). Bei den T-HESC-Zellen wurde nach Dezidualisierung eine 

signifikante Zunahme und bei St-T1 eine signifikante Abnahme der VEGFA RNA-

Konzentration beobachtet. Mit Ausnahme des #27-Zellklons und der mit LPS 

behandelten dSt-T1-Probe wurden bei allen dkdCXCR2-Proben, allen mit 
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Stimulantien behandelten dSt-T1-Proben und bei den dezidualisierten KdS1- und T-

HESC-Proben eine signifikant höhere VEGFA Expression detektiert (Abb. 39).

Die nicht nachweisbare CXCR2-Expression und der dadurch nicht realisierbare 

CXCR2 kd in der endometrialen Stromazelllinie St-T1 durch PCR, qRT-PCR, TD-

PCR, nested-PCR, IHC, IF, WB und schließlich der sensitivsten Methode des QGP 

Assay resultierte in einem Abschluss der CXCR2-Studie.

3.1.5 Analysen eines putativ weiteren CXCL1-Rezeptors
CXCR2 wird zurzeit in der Literatur noch überwiegend als einziger CXCL1-

Hauptrezeptor angegeben, jedoch gibt es mittlerweile auch Studien, die CXCR1 als 

weiteren CXCL1-Rezeptor angeben.206,207 Versuche, diesem Hinweis nachzugehen,

beinhalteten PCR-Analysen mit unbehandelten und Stimuli-behandelten PSZ und

endometrialem Gewebe (Abb. 40) und qRT-PCR-Ansätze mit unbehandelten und 

Hypoxie-behandelten St-T1-, KdS1- und Zellen eines kdCXCR2-Zellklons #39 (Tab. 

19).

Abb. 40: Repräsentatives Ergebnis einer CXCR1-PCR mit cDNA aus unbehandelten und Stimuli-

behandelten PSZ. (A) dargestellt ist das Ergebnis der Gradienten-PCR zur Feststellung der optimalen 

annealing-Temperatur mit der cDNA aus der MNC-Positivkontrolle (P); (B) zeigt das repräsentative 

Ergebnis einer CXCR1-PCR aus n=4 mit PSZ, dPSZ, dPSZ mit 0,3ng/ml IL-1β, 3ng/ml TNFα, 20ng/ml 

IFNγ und 30ng/ml LPS (Inkubationszeit 2h), endometrialen Gewebe und MNC-Positivkontrolle (P); als 

Kontrolle diente die Amplifikation des housekeeping Gens β-Aktin (C) (β-Aktin-Kontrolle der MNC-

Probe siehe Abb. 27 A)

Die Ermittlung der optimalen annealing-Temperatur für die CXCR1-Amplifikation 

erfolgte mittels Gradient-PCR mit der cDNA aus MNC (Abb. 40A). Nach der 
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Auswertung der CXCR1-PCR wurde die annealing-Temperatur auf 52°C festgelegt 

(Abb. 40A). Die CXCR1-Amplifikation in PSZ, dPSZ, dPSZ mit Behandlung und 

endometrialen Gewebe zeigte eine CXCR1-Expression nur im untersuchten 

Endometriumgewebe einer Patientin und der MNC-Positivkontrolle (Abb. 40B). Die

Amplifikation von β-Aktin diente als Kontrolle und ist in Abb. 40C dargestellt.

Tab. 19: Repräsentatives Ergebnis einer CXCR1-qRT-PCR mit St-T1-, KdS1- und Zellen eines 

kdCXCR2-Zellklons #39 ohne (norm) und mit Hypoxiebehandlung (hyp) für 18h; (+)= Tet-Induziert 

(Sdc-1 herunterreguliert)

Probe CXCR1-Cp-Wert [Zyklen] β-Aktin-Cp-Wert [Zyklen]

dSt-T1 norm >36 13,64

dKdS1 (+) norm >36 15,50

d#39 norm >36 13,67

dSt-T1 hyp >36 15,11

dKdS1 (+) hyp >36 16,03

d#39 hyp >36 15,29

H2O-Kontrolle >36 >36

H2O-Kontrolle >36 35,64

Tab. 19 zeigt ein exemplarisches Ergebnis einer CXCR1-qRT-PCR aus 3 

Wiederholungen (n=3). Untersucht wurden St-T1-, KdS1- und Zellen eines 

kdCXCR2-Zellklons #39 ohne und mit Hypoxiebehandlung. Hierbei wurden die Zellen 

für 18h unter hypoxischen Bedingungen kultiviert. Der Nachweis der Hypoxiewirkung 

durch die Expression von HIF-1α ist der Abb. 30A zu entnehmen. In keiner 

untersuchten endometrialen Stromazelllinie konnte CXCR1 erfolgreich nachgewiesen 

werden (Tab. 19). Nur endometriales Gewebe und MNC zeigten eine detektierbare 

CXCR1-Expression (Abb. 40B). Demnach weist CXCR1 ein CXCR2-ähnliches 

Expressionsprofil in der endometrialen Stromazelllinie St-T1 auf.

3.2 Signalwege in der humanen endometrialen Stromazelllinie St-T1
Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit den Signalwegen in der St-T1-Zelllinie

nach Inkubation der Zellen mit dem Embryosurrogatmarker IL-1β. Durch die 

Behandlung der Zellen mit IL-1β wurde die Anwesenheit eines Embryos imitiert und 

die während der Implantation aktiven Signalkaskaden induziert. Der Einsatz von 

verschiedenen Inhibitoren und der Sdc-1 kd Zelllinie KdS1 ermöglichte eine Analyse 
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der beiden, in die Regulation der CXCL1-Expression involvierten MAPK-Signalwege 

(MEK1/2- und JNK) und der beiden transmembranären Rezeptoren FZD4 und FZD6 

des Wnt-Signalwegs in Abhängigkeit von Sdc-1.

Alle Versuche wurden in vitro an den beiden endometrialen Stromazelllinien St-T1

und KdS1 durchgeführt.

Abb. 41: Sdc-1 kd Nachweis auf 

Proteinebene mittels Dot blot. Dargestellt 

ist ein repräsentatives Sdc-1-Dot blot-

Ergebnis aus n=4 Versuchen (A) und die 

korrespondierende Auswertung der 

Pixeldichte (B) mit n=4 und *p<0,05 für 

Tet-induzierte Proben vs nicht-induzierte 

KdS1-Proben

Die densitometrische Auswertung der Pixeldichte wies eine statistisch signifikant 

niedrigere Sdc-1-Protein-Expression in KdS1- und dKdS1-Zellen nach Tet-Induktion 

des Sdc-1 kd (Abb. 41).

3.2.1 MAPK-Signalweg
Für die Untersuchung der MAPK-Signalwege wurden nicht-dezidualisierte und 

dezidualisierte St-T1- und KdS1-Zellen auf 6-well-Platten ausgesät, mit Tet für 48h 

induziert (nur KdS1 und dKdS1 und IL-1β (10ng/ml bei nicht-dezidualisierten und 

0,1ng/ml bei dezidualisierten Zellen) bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

Die Expressionsanalysen der Proteine ERK, c-Jun und der korrespondierenden 

aktivierten Formen, pERK und pc-Jun in St-T1, KdS1, dSt-T1 und dKdS1 sind in Abb. 

43 dargestellt. Repräsentative Ergebnisse der WB-Analysen für ERK und pERK sind 

der Abb. 43A+B und für c-Jun und pcJun der Abb. 43D+E zu entnehmen. ERK wurde 

unabhängig von Zelltyp und Dezidualisierung konstant in allen untersuchten Zellen 

nach IL-1β-Inkubation exprimiert (Abb. 43A).
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Abb. 42: Dezidualisierungsnachweis mittels PRL-

PCR. Dargestellt ist das Ergebnis einer PRL-

PCR als Dezidualisierungsnachweis am Beispiel 

von St-T1, dSt-T1, KdS1 und dKdS1 mit 

ausgewählten Proben aus dem MEK1/2-Inhibitor-

Ansatz (5 und 50µM). β-Aktin-Amplifikation 

diente als Kontrolle

Die Analyse der phosphorylierten Form von ERK zeigte eine deutlich geringere 

Expression in dSt-T1 und dKdS1 (Abb. 43B), die sich nach Auswertung der 

Pixeldiche als signifikant (p<0,05) erwies (Abb. 43C).

Abb. 43: Proteinexpression-Analyse von ERK und c-Jun und den jeweiligen phosphorylierten Formen, 

pERK und pc-Jun in St-T1, KdS1, dSt-T1 und dKdS1. A+B) zeigen repräsentative WB-Ergebnisse der 

Proteinexpression von ERK und pERK in St-T1, KdS1, dSt-T1 und dKdS1 nach Behandlung der 

Zellen mit 0,1ng/µl bzw. 10ng/µl IL-1β für 6h. Die korrespondierende Auswertung der Pixeldichte als 

pERK/ERK Ratio ist in C) dargestellt. Beispielhafte WB-Ergebnisse der c-Jun- und pc-Jun-

Proteinexpression in St-T1, KdS1, dSt-T1 und dKdS1 ist D+E) zu entnehmen, F) zeigt die 

korrespondierende Pixeldichten-Auswertung als pc-Jun/c-Jun Ratio. C+F) Dargestellt sind Mittelwerte 

aus 4 Experimenten +/- STABW mit *p<0,05. Als Beladungskontrolle diente das Gesamtprotein der 

Coomassie-gefärbten PVDF-Membranen.
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Die unphosphorylierte Form von c-Jun wurde ebenfalls konstant in alle Zellen 

exprimiert (Abb. 43D), pc-Jun dagegen wurde hauptsächlich in St-T1 detektiert, 

sowohl KdS1 als auch dSt-T1 und dKdS1 wiesen laut den WB-Ergebnissen eine 

schwächere Aktivierung von c-Jun auf (Abb. 43E). Die densitometrische Auswertung 

der WB ergab eine tendienzielle Abnahme von pc-Jun in KdS1 (p=0,08) und eine 

signifikante Reduktion der c-Jun-Phosphorylierung in dSt-T1 und dKdS1 gegenüber 

den nicht-dezidualisierten Zellen (p<0,05). Des Weiteren gab es einen signifikanten 

pc-Jun/c-Jun-Unterschied zwischen dSt-T1 und dKdS1, wobei dKdS1-Zellen

signifikant weniger c-Jun phosphorylierten (Abb. 43F).

In Abb. 44 ist das Ergebnis der CXCL1-Bestimmung mittels ELISA für die Zelllinien 

St-T1 und KdS1 nach Dezidualisierung, MEK1/2-Inhibitor-Behandlung und IL-1β-

Inkubation gezeigt. Die MEK1/2-Inhibitorkonzentrationen 5 und 10µM hatten keine 

Auswirkungen auf St-T1, dSt-T1, KdS1 und dKdS1 im Hinblick auf die CXCL1-

Expression. Eine signifikante Abnahme der CXCL1-Expression fand bei dKdS1 ab 

25µM MEK1/2-Inhibitorkonzentration statt. Bei Verwendung von 50µM zeigten KdS1 

und dKdS1 eine signifikante Abnahme von CXCL1 im Zellkulturmedium (Abb. 44).

Der Dezidualisierungsnachweis ist Abb. 42 beispielhaft in dSt-T1- und dKdS1-Zellen

aus einem der durchgeführten MEK1/2-Inhibitor-Ansätze aufgeführt.

Abb. 44: ELISA-Ergebnis der CXCL1-Expression nach MEK1/2-Inhibitor-Inkubation. Dargestellt ist das 

Ergebnis der CXCL1-Expression in St-T1, dSt-T1, KdS1 und dKdS1 ohne Inhibitor- und IL-1β-

Inkubation (0/0), nur mit IL-1β-Inkubation (0) und nach der Inkubation mit verschiedenen MEK1/2-

Inhibitorkonzentrationen (0-50µM) für 2h und 48h IL-1β-Inkubation; Mittelwerte aus n= 5 +/- STABW, 

*p<0,05
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Im Gegensatz zum MEK1/2-Inhibitor zeigte die Inkubation der eingesetzten Zellen 

mit dem JNK-Inhibitor bereits ab der Konzentration von 5µM eine signifikante 

CXCL1-Reduktion bei dSt-T1 (Abb. 45). Bei 10µM war die CXCL1-Expression in St-

T1, dSt-T1 und dKdS1 durch den Inhibitor reduziert und bei 25µM JNK-Inhibitor-

Konzentration war die CXCL1-Expression aller getesteter Zellen signifikant herunter 

reguliert (Abb. 45).

Abb. 45: ELISA-Ergebnis der CXCL1-Expression nach JNK-Inhibitor-Inkubation. Dargestellt ist das 

Ergebnis der CXCL1-Expression in St-T1, dSt-T1, KdS1 und dKdS1 ohne Inhibitor- und IL-1β-

Inkubation (0/0), nur mit IL-1β-Inkubation (0) und nach der Inkubation mit verschiedenen JNK-

Inhibitorkonzentrationen (0-25µM) für 2h und 48h IL-1β-Inkubation; Mittelwerte aus n=3 +/- STABW, 

*p<0,05

Abb. 46 zeigt eine graphische Übersicht der in Abb. 44 und 45 dargestellten 

Ergebnisse der CXCL1-Bestimmung mittels ELISA nach Inkubation der Zellen mit 

MEK1/2- und JNK-Inhibitor und IL-1β. Beim Inhibieren des MEK1/2-Signalwegs 

zeigten KdS1 und dKdS1 einen signifikanten Rückgang der CXCL1-Expression und 

–sezernierung in das Zellkulturmedium. Dezidualisierte St-T1 wiesen dagegen keine 

Reaktion auf dem MEK1/2-Inhibitor auf. Die Inkubation der Zellen mit dem JNK-

Inhibitor zeigte sowohl mit als auch ohne Dezidualisierung eine signifikante Abnahme 

der CXCL1-Expression (Abb. 46).
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Abb. 46: Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse der Inhibitorversuche. Sowohl St-T1 als auch 

dSt-T1 zeigten nach MEK1/2-Inhibitor- (rotes Kreuz) und IL-1β-Inkubation keine Änderung in der 

CXCL1-Expression (schwarzer Balken). Dagegen wiesen KdS1 und dKdS1 nach Induktion des Sdc-1

kd unter gleichen Bedingungen eine Reduktion der CXCL1-Expression auf (schwarzer Pfeil). Die 

Inhibierung des JNK-Signalwegs (blaues Kreuz) führte bei allen getesteten Zelllinien zu einer 

Abnahme der CXCL1-Expression (schwarze Pfeile).

3.2.2 Wnt-Signalweg
Der Wnt-Signalweg ist einer der wichtigsten Signalkaskaden während der 

embryonalen Implantation und vermittelt seine Funktion über die Wnt-Liganden und 

FZD-Rezeptoren. In diesem Versuchsansatz sollte die Expression der beiden 

Rezeptoren FZD4 und FZD6 in den dSt-T1 und dKdS1 nach Inkubation der Zellen 

mit IL-1β und in Abhängigkeit von Sdc-1 proteinbiochemisch untersucht werden. 

Hierzu wurden die St-T1- und KdS1-Zellen auf 6-well-Platten ausgesät, dezidualisiert 

und 0 und 48h mit 0,1ng/ml IL-1β inkubiert. Nach der Proteinisolation erfolgten die 

WB-Analysen mit den beiden AK für FZD4 und FZD6. Der 

Dezidualisierungsnachweis wurde mittels PRL-PCR durchgeführt.

Abb. 47 zeigt den Dezidualisierungsnachweis mittels PRL-PCR am Beispiel aller bei 

den anschließenden FZD4-FZD6-WB-Analysen verwendeten dKdS1-Proben nach 0h 

IL-1β- (Abb. 47A) und 48h IL-1β-Inkubation (Abb. 47B). Alle verwendeten Proben 

wurden positiv für PRL-Expression getestet und konnten dadurch als erfolgreich 

dezidualisiert eingestuft werden (Abb. 47). Der Dezidualisierungsnachweis in den 

dSt-T1-Zellen verlief analog und wies ebenfalls in allen Proben eine PRL-Expression 

auf (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 47: Dezidualisierungsnachweis mittels PRL-PCR in dKdS1+Tet. Dargestellt ist das Ergebnis der 

PRL-PCR in 24 Tet-induzierten dKdS1-Proben als Dezidualisierungsnachweis nach 0h IL-1β- (A) und 

48h IL-1β-Inkubation (B). M= Standardgrößenmarker; N= Negativkontrolle; β-Aktin-PCR diente als 

Kontrolle

Die Inkubation der dSt-T1-Zellen mit IL-1β für 48h führte zu einer statistisch 

signifikanten Zunahme der FZD4-Expression (Abb. 48A). Nach Herunterregulation 

von Sdc-1 durch Tet-Induktion war die Expression von FZD4 nach IL-1β-Inkubation  

signifikant niedriger im Vergleich zu der Expression in dKdS1-Zellen ohne IL-1β

Zugabe (Abb. 48B). Die Expression von FZD6 wurde in dSt-T1 durch die Inkubation 

mit dem Embryoimitationsprodukt IL-1β signifikant hochreguliert (Abb. 48C). Der 

Sdc-1 kd hatte keinen signifikanten Einfluss auf die FZD6-Expression in der 

endometrialen Stromazelllinie (Abb. 48D).
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Abb 48: Proteinexpressionsanalyse von FZD4 und FZD6 in dSt-T1 und dKdS1. Dargestellt sind 

exemplarische WB-Ergebnisse und die korrespondierenden densitometrischen Auswertungen dieser 

Expressionsanalysen für (A) FZD4 in dSt-T1, (B) FZD4 in dKdS1, (C) FZD6 in dSt-T1 und (D) FZD6 in 

dKdS1 nach 0 und 48h IL-1β. Aufgetragen wurden 30µg Protein. Aufgezeigt sind die Mittelwerte aus 

n= 24 +/- STABW, *p<0,05. 

Abb. 49 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse der Expressionsanalysen von 

FZD4 und FZD6 in der endometrialen Stromazelllinie St-T1 in Abhängigkeit von Sdc-

1 schematisch zusammengefasst. IL-1β hatte sowohl die Expression von FZD4 als 

auch FZD6 in dSt-T1 gesteigert. In dKdS1-Zellen führte der Sdc-1 kd zu einer 

signifikanten Abnahme der FZD4- und zu keiner Änderung in der FZD6-Expression 

(Abb. 49). 
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Abb 49: Graphische Zusammenfassung der FZD4- und FZD6- Expressionsanalysen in dST-T1 und 

dKdS1 nach 48h IL-1β-Inkubation.

3.3 Sphäroide – 3D-Ko-Kultur als Modell für die embryonale Implantation
Die Etablierung eines neuen Implantationsmodells in Form einer 3D-Ko-Kultur aus 

endometrialen Stromazellsphäroiden und Sphäroiden aus trophoblastären 

HTR8/SVneo-Zellen in einem hängenden Tropfen stellte den dritten Teil dieser Arbeit 

dar. Untersuchungen an der embryo-maternalen Schnittstelle sind in vivo aus 

ethischen und rechtlichen Gründen nicht durchführbar, sodass im Laufe der Zeit viele

verschiedene Implantationsmodelle für die Erforschung dieses Prozesses etabliert 

und angewandt wurden. Die meisten dieser Modelle bedienen sich Zellen, 

Zellaggregaten, in Form von Sphäroiden als Embryosurrogate und 

zweidimensionalen Zellschichten oder Gelatine-Zell-Gemischen als Anheftungs- und

Invasionsmatrix. Das dreidimensionale Modell aus zwei Sphäroiden und ohne 

zusätzliche Hilfsmittel sollte eine Physiologie-nahe Methode zur Untersuchung der 

humanen Implantation darstellen.

Eine definierte Zellzahl (20.000 für HTR8/SVneo und 30.000 für St-T1 und KdS1) 

wurde in 30µl Zellkulturmedium auf die Innenseite eines Petrischalendeckels als 

Tropfen pipettiert, auf die mit PBS gefüllte Schale gesetzt und bei 37°C und 5% CO2

für 48-72h inkubiert. Nach der Sphäroidbildung wurden diese mittels MitoTrackern 

gefärbt und in verschiedenen Konstellationen miteinander für bestimmte Zeiträume 

konfrontiert oder ohne Färbung miteinander inkubiert, in Paraffin eingebettet und

einer IHC-Färbung unterzogen.

3.3.1 Fluoreszenzfärbung und konfokale Mikroskop-Aufnahmen
Als Negativkontrollen dienten Konfrontationsversuche mit 2 St-T1-Sphäroiden (Abb. 

50), 2 KdS1-Sphäroiden (Anhang 6.3, Abb. 62) und einem St-T1- und einem KdS1-

dSt-T1 dKdS1 Sdc-1 

Sdc-1 
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+IL-1β
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Sphäroid (Anhang 6.3, Abb. 63). Für die Versuchsdurchführung wurden die

Negativkontroll-Ansätze und die Versuchsansätze mit St-T1- und HTR8/SVneo-

Sphäroiden und Tet-induzierte KdS1- und HTR8/SVneo-Sphäroiden in einem 

Tropfen Zellkulturmedium bis zu 48h kultiviert. Die Bildung von Sphäroiden aus dSt-

T1 und dKdS1 war nicht möglich. 

Abb. 50: Repräsentatives Ergebnis eines Konfrontationsversuches mit zwei St-T1-Sphäroiden als 

Kontrolle. Dargestellt sind die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen eines St-T1-St-T1-

Sphäroidansatzes bei dem ein St-T1-Sphäroid mit MitoTracker® Green (grün) und ein St-T1-Sphäroid 

mit MitoTracker® Orange (rot) gefärbt wurde. Gezeigt sind jeweils Serienaufnahmen aus 6 Ebenen 

(20µm Abstand) und 4 Zeitpunkten (2h, 12h, 24h, 48h). Alle Aufnahmen wurden mit einer 100x 

Vergrößerung aufgenommen.

Bei der Negativkontrolle St-T1+St-T1, konnte nach 2h Inkubationszeit eine instabile 

Anlagerung der beiden Sphäroide beobachtet werden (Abb. 50, 1. Reihe). 10 

Stunden später wurde die zuvor festgestellte erste Anlagerung bereits zu einer festen 

Verwachsung der beiden mit verschiedenen MitoTrackern gefärbten Sphäroiden mit 
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einer deutlich ausgeprägten Grenze an der Schnittstelle (Abb. 50, 2. Reihe). 

Deutlicher konnte diese Grenze mit einer 400x Vergrößerung des 

Konfokalmikroskops dargestellt werden (Abb. 52C+E). Diese eindeutige Grenze 

zwischen den zusammenwachsenden Sphäroiden der Kontrolle blieb trotz 

voranschreitender Interaktion auch bis nach 48h Kultur bestehen (Abb. 50, 51 und

52G). Die repräsentativen Ergebnisse der Kontrollen aus 2 KdS1-Sphäroiden und 

einem St-T1- und einem KdS1-Sphäroid sind dem Anhang 6.3 Abb. 62 und 63 zu 

entnehmen.

Abb. 51: Repräsentatives Ergebnis eines Konfrontationsversuches mit HTR8/SVneo- und St-T1-

Sphäroiden. Dargestellt sind die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen eines HTR8/SVneo-St-T1-

Sphäroidansatzes gefärbt mit MitoTracker® Green (St-T1, grün) und MitoTracker® Orange 

(HTR8/SVneo, rot) in Serienaufnahmen aus 6 Ebenen (20µm Abstand) und 4 Zeitpunkten (2h, 12h, 

24h, 48h); Aufnahmen mit 100x Vergrößerung 

Abb. 51 zeigt ein repräsentatives Ergebnis eines HTR8/SVneo-St-T1-

Konfrontationsversuchs aus insgesamt 3 Versuchen (n=3). Die 
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Fluoreszenzaufnahmen zeigen eine Annäherung der Sphäroide nach 2h, die nach 

12h bereits in eine leichte Anlagerung überging (Abb. 51, 1. und 2. Reihe). Feste 

Verwachsungen zwischen dem St-T1-Sphäroid (grün) und dem HTR8/SVneo-

Sphäroid (rot) konnten nach 24h Kultur in einem Tropfen Zellkulturmedium

beobachtet werden (Abb. 51, 3. Reihe). Die Aufnahmen der Sphäroide nach 48h 

Konfrontationskultur zeigten ein leichtes Auswandern der HTR8/SVneo-Zellen an der 

Schnittstelle zum St-T1-Sphäroiden, und ein Wandern um den St-T1-Sphäroid (Abb. 

51, 4. Reihe).

Abb. 52: Gegenüberstellung von repräsentativen Ergebnissen der St-T1+St-T1-Negativkontrolle und 

der HTR8/SVneo+St-T1-Konfrontationskultur. Dargestellt sind die konfokalmikroskopischen 

Aufnahmen der Negativkontrolle St-T1+St-T1 und des Versuchsansatzes HTR8/SVneo (rot)+St-T1 

(grün) der mittleren Schnittebene nach (A+B) 2h, (C+D) 12h, (E+F) 24h und (G+H) 48h mit 100x bzw. 

400x Vergrößerung (als 40x Vergrößerung des Objektivs angegeben)

Besonders deutlich konnte dieses Auswandern der Zellen mit einer 400x

Vergrößerung dargestellt werden (Abb. 52F+H). Hierbei schienen die HTR8/SVneo-
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Zellen einen deutlich aktiveren Part zu spielen im Vergleich zu den St-T1- und KdS1-

Zellen, indem sie sich nach der Mobilisierung um den Sphäroiden aus endometrialen 

Stromazellen anlagerten bzw. sich auf dessen Oberfläche ausbreiteten (Abb. 52H). 

Jedoch wurden auch freie St-T1-Zellen beobachtet, die sich mit den HTR8/SVneo-

Zellen vermischten (Abb. 52F+H).

Abb. 53: Ergebnis der Mittelpunkt-Distanzmessungen von Sphäroiden nach Ko-Kultur. Dargestellt sind 

die Mittelwerte der Mittelpunkt-Distanzen von St-T1+HTR8/SVneo, KdS1+Tet+HTR8/SVneo und 

Kontrollen, aus 2 St-T1-, 2 Tet-induzierten KdS1-Sphäroiden und einem St-T1- und einem Tet-

induzierten KdS1-Sphäroid, nach 2, 12, 24 und 48h Ko-Kultur aus n=3 +/- STABW mit *p<0,05 für 

Zeitproben vs. korrespondierenden 2h-Proben bzw. wie angegeben..

Abb. 52 zeigt eine Gegenüberstellung einer Kontrolle aus 2 St-T1-Sphäroiden und 

eines Versuchsansatzes aus HTR8/SVneo (rot) und St-T1 (grün). Beim direkten 

Vergleich zeigen sich bis 12h Konfrontationskultur keine Anlagerungs- und

Verwachsungsunterschiede zwischen der Negativkontrolle und dem

HTR8/SVneo+St-T1-Ansatz (Abb. 52A-D). Ab 24h begann das Auswandern der 

HTR8/SVneo-Zellen (Abb. 52F+H). Im Gegensatz dazu konnte bei der Kontrolle ein 

solches Ereignis nicht beobachtet werden (Abb. 52E+G). Die Grenze zwischen den 

beiden St-T1-Sphäroiden war auch nach 48h deutlich zu erkennen (Abb. 52G). Die

Gegenüberstellung der KdS1+KdS1-Negativkontrolle und eines HTR8/SVneo+KdS1-

Konfrontationsversuchs ist dem Anhang 6.3 Abb. 63 zu entnehmen.
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Die statistische Auswertung der Konfrontationsversuche erfolgte mittels 

Distanzmessung zwischen den Sphäroidenmittelpunkten. Die Auswertung dieser 

Messungen ist in Abb. 53 dargestellt. Eine statistisch signifikante Abnahme der 

Mittelpunkt-Distanz wurde bei der Kontrolle nach 24h Konfrontationskultur im 

Vergleich zu den 2h-Ergebnissen beobachtet (Abb. 53). Der 48h-Wert zeigte 

wiederum keine signifikante Änderung der Mittelpunkt-Distanz. Die Ansätze mit St-

T1- und HTR8/SVneo-Sphäroiden wiesen ab der Inkubationsdauer von 24h eine 

signifikante Reduktion der Entfernung der Sphäroidmittelpunkte (Abb. 53). Im 

Vergleich dazu zeigten KdS1-HTR8/SVneo-Ansätze mit dem Sdc-1 kd bereits bei 

12h und bei 48h eine signifikante Abnahme der Mittelpunkt-Distanz. Des Weiteren 

wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und dem 

KdS1-HTR8/SVneo-Ansatz und dem St-T1-HTR8/SVneo und KdS1-HTR8/SVneo-

Ansatz nach 12h Ko-Kultur beobachtet (Abb. 53). Die KdS1-HTR8/SVneo-Ansätze 

mit aktivem Sdc-1 kd wiesen eine signifikant kleinere Mittelpunkt-Distanz zwischen 

den konfrontierten Sphäroiden, im Vergleich zu der Kontrolle und den St-T1-

HTR8/SVneo-Ansätzen auf.

Abb. 54: Ergebnis eines Konfrontationsversuchs mit einem HTR8/SVneo-Sphäroid und einem St-T1-

Sphäroid nach 24h. (A) die Fluoreszenzaufnahmen zeigen den Ansatz mit einem ungefärbten 

HTR8/SVneo-Sphäroiden (großer Sphäroid im Durchlichtbild (3)) und einem gefärbten St-T1-

Sphäroiden (grün) und 100x Vergrößerung. 1= Fluoreszenzaufnahme des St-T1-Sphäroiden; 2= 

Fluoreszenzaufnahme des HTR8/SVneo-Sphäroiden; 3= Durchlichtaufnahme; 4= Abbildungen 1, 2 

und 3 überlagert. (B) zeigt die 400x vergrößerte Schnittstelle der beiden Sphäroide.

Das Auswandern der St-T1-Zellen aus dem St-T1-Sphäroiden nach 24h Kultur 

konnte unter Verwendung nur eines gefärbten Sphäroiden deutlicher dargestellt 

werden (Abb. 54). Abb. 54 zeigt das Ergebnis einer Konfrontationskultur mit einem 
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gefärbten St-T1-Sphäroiden (grün) und einem ungefärbten HTR8/SVneo-Sphäroiden

(n=2). Hier konnte das Wandern der St-T1-Zellen besonders gut bei der 400x 

Vergrößerung beobachtet werden (Abb. 54B).

Die Fluoreszenzaufnahmen mit dem konfokalen Mikroskop waren bedingt durch das 

Verblassen der MitoTracker® auf 48h begrenzt. Des Weiteren war die oberflächliche 

Fluoreszenzanregung, die nicht bis in das Innere der Sphäroide durchdrang, ein

limitierender Faktor für die Analysen an der Sphäroidschnittstelle. Aus diesen 

Gründen wurde eine 3D-Sphäroidkultur mit IHC-Detektion statt mikroskopischer 

Fluoreszenzaufnahmen etabliert.

3.3.2 IHC und Lichtmikroskop-Aufnahmen
Eine deutlich längere Beobachtungszeit der Sphäroid-Konfrontationskultur wurde 

durch die Kultur der Sphäroide ohne Fluoreszenzfärbung und die anschließende 

IHC-Färbung der Sphäroide mit anti-Vimentin-AK ausgeführt. Neben der längeren 

Beobachtungszeit konnte außerdem die Schnittstelle der beiden untersuchten 

Sphäroide im Innern der Sphäroide mit der Anfertigung von Serienschnitten genauer 

analysiert werden.

Abb. 55: Repräsentative Ergebnisse der IHC-Färbung von St-T1+HTR8/SVneo-Sphäroiden aus einem 

Konfrontationsversuch. Die Abb. zeigt die Vimentin-IHC-Färbung nach Konfrontation von St-T1 (klein)-

und HTR8/SVneo (groß)-Sphäroid nach 24, 72, 96 und 120h in 100x-Vergrößerung (als 10x 

Vergrößerung des Objektivs angegeben); die Artefakte in der Mitte des unteren Bildrands sind 

höchstwahrscheinlich auf Verunreinigungen im Innern des Okulars zurückzuführen, diese konnten 

weder durch Wechsel der Objektive noch durch andere Einstellungen eliminiert werden.

Abb. 55 und 56 zeigen repräsentative Ergebnisse der Vimentin-IHC-Färbung von St-

T1- und HTR/SVneo-Sphäroiden (Abb. 55) und von KdS1- und HTR8/SVneo-

Sphäroiden (Abb. 56).
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Abb. 55 zeigt das repräsentative Ergebnis einer Vimentin-IHC-Färbung von 

insgesamt 2 Ansätzen mit jeweils 4-6 Sphäroiden je Zeitpunkt. Nach 24h in der 

Konfrontationskultur erfolgte das Zusammenwachsen der Sphäroide mit klarer 

Abgrenzung zwischen St-T1- und HTR8SVneo-Sphäroid (Abb. 55, 24h Pfeil). 

Weitere 48h später konnte bereits ein leichtes Einwandern des St-T1-Sphäroides in 

den HTR/SVneo-Sphäroid durch Auswandern der HTR8/SVneo-Zellen, die sich um 

den St-T1-Sphäroiden anordneten, beobachtet werden (Abb. 55, 72h). Die leichte 

Einwanderung nahm mit steigender Inkubationszeit deutlich zu, sodass nach 96 und 

120h ein, durch HTR8/SVneo-Zellen komplett eingeschlossener St-T1-Sphäroid 

vorlag (Abb. 55, 96h, 120h, Pfeile). Trotz der leichten unspezifischen Färbung der 

epithelialen HTR8/SVneo-Zellen durch den Stromamarker Vimentin, konnten die 

Sphäroide durch ihre Beschaffenheit gut voneinander unterschieden werden. 

Abb. 56: Repräsentative Ergebnisse der Vimentin-IHC-Färbung von Sphäroiden nach einem

Konfrontationsversuch. Dargestellt sind die Ergebnisse der Vimentin-IHC-Färbung nach Konfrontation 

von KdS1+Tet- und HTR8/SVneo-Sphäroid mit 100x (A+B) und 400x Vergrößerung (B) (als 10x und

40x Vergrößerung des Objektivs angegeben) nach 24, 48, 72 und 96h Inkubation; Beschreibung der 

Artefakte am unteren Bildrand siehe Abb. 48

St-T1-Sphäroide bildeten eine deutlich kompaktere Struktur aus, sodass sie trotz 

einer höheren Anzahl an eingesetzten Zellen (30.000) deutlich kleiner waren als die 

HTR8SVneo-Sphäroide, die aus 20.000 Zellen bestanden. Letztere wiesen eine 

aufgelockerte Zellstruktur im Innern der Sphäroide auf.
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Beim direkten Vergleich der Konfrontationskulturen mit St-T1-+HTR8/SVneo-Zellen

und Tet-induzierten KdS1-+HTR8/SVneo-Zellen fiel auf, dass nach 96h Kultur die St-

T1-Sphäroide eine deutlich tiefere Invasionstiefe aufwiesen als die KdS1-Zellen

(Abb. 55, 96h, Abb. 56A, 96h). Abb. 54B zeigt deutlich, vor allem durch die 40x 

Vergrößerung, dass kein Umwandern des KdS1-Sphäroiden durch HTR8/SVneo-

Zellen erfolgte.

Abb. 57 Auswertung der Mittelpunkt-Distanzmessung der Sphäroid-Ko-Kultur nach IHC-Färbung. 

Gezeigt sind die mittleren Werte der Messung von Mittelpunkt-Distanzen von St-T1-HTR8/SVneo- und

KdS1+Tet+HTR8/SVneo-Ansätzen mit aktivem Sdc-1 kd nach 24, 72 und 96h Inkubation aus n= 3 +/-

STABW mit *p<0,05

Die statistische Auswertung der durchgeführten Konfrontationsversuche mit 

anschließender IHC-Färbung ist in Abb. 57 gezeigt. Nach 24h Ko-Kultur wurde keine 

Abnahme der Mittelpunkt-Distanzen gemessen, jedoch wiesen die 

KdS1+Tet+HTR8/SVneo-Ansätze mit abwesendem Sdc-1 statistisch signifikant 

größere Distanzen zwischen den Sphäroidmittelpunkten im Gegensatz zu den St-T1-

HTR8/Svneo-Proben auf. 
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Abb. 58: Gegenüberstellung von Fluoreszenz 

(F)- und IHC-gefärbten Sphäroid-Ko-Kulturen 

nach 24h. Dargestellt sind die Mittelpunkt-

Distanzen von St-T1-HTR8/SVneo- und

KdS1+Tet-HTR8/SVneo-Ansätzen nach 

Färbung mit MitoTracker® und IHC-Färbung 

nach 24h; Mittelwerte aus n=3 +/- STABW mit 

*p<0,05

Bei der Gegenüberstellung von Fluoreszenz- und IHC-gefärbten 

Konfrontationskulturen wurde eine statistisch signifikante kleinere Distanz der 

Mittelpunkte zwischen St-T1- und HTR8/SVneo-Sphäroiden nach IHC-Färbung im 

Gegensatz zu MitoTracker®-gefärbten Sphäroiden beobachtet (Abb. 58). Keinen 

Unterschied zwischen den Mittelpunkt-Distanzen wiesen KdS1-HTR8/SVneo-

Ansätze mit vorheriger Fluoreszenz- im Vergleich zu den KdS1-HTR8/SVneo-

Ansätzen mit nachträglicher IHC-Färbung auf.

Eine Kontrolle in Form von Konfrontation von 2 St-T1-, 2 KdS1-Sphäroiden oder 

einem St-T1- und einem KdS1-Sphäroid war bei den IHC-Ansätzen nicht möglich, da 

die Unterscheidung der beiden Sphäroide durch Vimentin-Expression nicht 

gegenben war.

3.4 Charakterisierung der Sdc-1-ko-Maus 
Mit der Charakterisierung der Sdc-1-ko-Maus beschäftigt sich der vierte und letzte 

Teil der Arbeit. Die für diese Arbeit vorgesehenen initialen

Charakterisierungsversuche sollten einen ersten Überblick über den Phänotyp und 

das reproduktive Verhalten der Sdc-1-deffizienten Mäuse verschaffen und damit die 

Basis für eine tiefgreifende Analyse der Sdc-1-Funktionen in der Maus legen.

Hierzu wurden 5 Verpaarungsversuche durchgeführt, bei denen ko-Weibchen mit ko-

Männchen und WT (C57Bl/6)-Weibchen mit WT (C57Bl/6)-Männchen ü. N. verpaart
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wurden (Tab. 20). Das Gewicht der Weibchen wurde vor der Verpaarung und jeden 

vierten Tag nach der Verpaarung kontrolliert und protokolliert (Abb. 60).

Abb. 59: Sdc-1-ko-Nachweis mittels PCR aller 

zu Beginn der Zucht vorhandenen Sdc-1-ko-

Mäuse; 1-3 Sdc-1-ko-Weibchen; 4-6 Sdc-1-ko-

Männchen; N= H2O-Negativkontrolle

Vor Beginn der Verpaarungsversuche wurden alle Sdc-1-ko-Tiere einem Sdc-1-ko-

Nachweis unterzogen (Abb. 59). Alle untersuchten Tiere wiesen einen Sdc-1 ko auf.

Dies zeigte sich durch das Auftreten einer 450bp großen Bande nach der 

gelelektrophoretischen Auswertung der PCR-Produkte.

Tab. 20: Übersicht über die verpaarte Tieranzahl, Trächtigkeitsraten, Anzahl der Jungtiere und die 

Durchschnittswurfgröße

Sdc-1-ko C57Bl/6

Gesamtzahl verpaarter Weibchen 47 32

davon trächtig 8 (17,02%) 6 (18,75%)

Jungtiere

verstorbene Jungtiere (7d post partum (pp))

51

17 (33,3%)

36

6 (16,7%)

Durchschnittswurfgröße 7,3 7,2

Die Gesamtzahl der verpaarten Sdc-1-ko-Weibchen betrug 47 und 32 bei den WT-

Weibchen. Die Trächtigkeitsrate betrug bei den Sdc-1-ko-Tieren 17,02%, somit 

wurden 8 von 47 Weibchen innerhalb von 5 Verpaarungsversuchen trächtig. Bei den 

WT-Tieren wurden 6 Weibchen von 32 verpaarten trächtig. Hier lag die 

Trächtigkeitsrate bei 18,75% (Tab. 20). Von den 51 geworfenen Jungtieren in der 

Sdc-1-ko-Gruppe verstarben 17 (33,3%) innerhalb der ersten 7 Tage pp. Auf der WT-

Seite wurden 36 Jungtiere geworfen und 6 (16,7%) tote Tiere wurden in den ersten 7 

Tagen pp detektiert. Damit lag die Rate der gestorbenen Jungtiere bei den WT-

Mäusen deutlich niedriger im Vergleich zu den Sdc-1-ko-Mäusen. Die

Durchschnittswurfgröße war bei beiden Mausstämmen ähnlich und betrug 7,3 

Jungtiere/Wurf bei den Sdc-1-ko-Tieren und 7,2 Jungtiere/Wurf bei den WT-Tieren

(Tab. 20).



Ergebnisse 111

 

Abb. 60: Ergebnis der Gewichtsbestimmung der Weibchen vor und nach der Verpaarung (VP).

Dargestellt sind die Mittelwerte der Gewichtsbestimmung für (A) trächtige Weibchen aus n= 7 (Sdc-1-

ko, hellgraue Säulen) und n= 5 (WT, dunkelgraue Säulen) +/- STABW und für (B) nicht-trächtige 

Weibchen aus n= 27 (Sdc-1-ko, hellgraue Säulen) und n= 19 (WT, dunkelgraue Säulen) +/- STABW, 

*p<0,05

Die Ergebnisse der Gewichtsbestimmung der Weibchen vor und nach der 

Verpaarung sind in Abb. 60 dargestellt. Sowohl die Gewichtszunahmen der 

trächtigen als auch die Gewichte der nicht-trächtigen Sdc-1-ko-Weibchen waren 

signifikant niedriger als die Gewichte der WT-Tiere (Abb. 60). Der 

Gewichtsunterschied betrug 16,1-25,7%.

Neben der Bestimmung der Wurfgröße (Tab. 20) wurden die Jungtiere ab dem 

ersten Tag pp einer Gewichtskontrolle unterzogen. Die Gewichtsbestimmung erfolgte 

jeden 3. Tag bis Tag 100. Beim Betrachten der Ergebnisse der Jungtiere fiel auf, 

dass sich der bei den Muttertieren bereits dokumentierte Gewichtsunterschied auf

die Jungtiere übertrug (Abb. 60A).

Der signifikante Gewichtsunterschied zwischen Sdc-1-ko- und WT-Tieren am ersten 

Tag pp betrug 6,7% und stieg bis einschließlich Tag 21 auf 23-24,5% (Abb. 61A). Ab 

Tag 24 erfolgte die Gewichtsbestimmung geschlechtsspezifisch (Abb. 61B). Sdc-1-

ko-Weibchen blieben bis Tag 100 signifikant leichter als die altersgleichen WT-Tiere 

mit einem Gewichtsunterschied von 21,5-13,7% mit abnehmender Tendenz bis Tag 

48 und ab Tag 48 11,1-16,3% mit wieder leicht steigender Tendenz (Abb. 61B). Bei 

den Sdc-1-ko-Männchen gab es keine Schwankungen in der Gewichtsdifferenz zu 

den WT-Männchen wie bei den Weibchen. Hier nahm der Gewichtsunterschied von 

Tag 24 bis Tag 100 kontinuierlich ab und betrug 24,8-14,6% (Abb. 61B).



Ergebnisse 112

 

Abb. 61: Gewichtsbestimmung der Sdc-1-ko- und WT-Jungtiere. Gezeigt sind die Mittelwerte der 

Gewichtsbestimmung von Sdc-1-ko-Jungtieren aus n= 51 +/- STABW und WT-Jungtieren aus n= 25 

+/- STABW ab der (A) Geburt bis 100d (Sdc-1-ko hellgraue Säulen, WT dunkelgraue Säulen) und (B)

ab dem 24. d bis 100. d mit Geschlechtertrennung (Sdc-1-ko-Weibchen schwach hellgraue Säulen, 

WT-Weibchen hellgraue Säulen, Sdc-1ko- Männchen mittelgraue Säulen, WT-Männchen dunkelgraue 

Säulen), *p<0,05

Folglich wiesen Sdc-1-ko- und WT-Tiere ähnliche Trächtigkeitsraten und Wurfgrößen 

auf, jedoch starben während der ersten 7 Tage pp signifikant mehr Sdc-1-ko-

Jungtiere als WT-Jungtiere. Der Sdc-1 ko-bedingte Gewichtsunterschied von Sdc-1-

ko-Mäusen im Vergleich zu den WT-Tieren wurde auf die Jungtiere übertragen und 

blieb die ersten 100 Tage bestehen.
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4 Diskussion

4.1 Generierung einer stabilen induzierbaren CXCR2-kd-Zelllinie
Die erfolgreiche Implantation eines Embryos in das mütterliche Endometrium ist von 

einem sensiblen embryo-maternalen Dialog abhängig. Dieser Dialog besteht aus 

einem Netzwerk diverser Faktoren, wie Hormonen, Wachstumsfaktoren, Zytokinen 

und deren Rezeptoren.9,11,12 Ein besonders wichtiges Chemokin aus der Familie der 

Zytokine ist CXCL1.54,61 Laut Literatur besitzt CXCL1 einen Chemokin-

Hauptrezeptor, CXCR2 und einen Ko-Rezeptor Sdc-1.30,43 Die CXCR2-Expression im 

Endometrium wurde in der Literatur bereits mehrfach gezeigt50,71,208 und auch in der 

Dezidua nachgewiesen.209 Speziell im endometrialen Stroma schwankt dabei das 

angegebene Expressionslevel von CXCR2 stark.69,70,208 Ein CXCR2 kd wurde bereits 

in Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells,

HUVEC), humanen Melanomzellen (A375-SM), Mammakarzinomzellen und 

humanen mikrovaskulären Endothelzellen (human microvacular endothelial cells,

HMEC-1) mit Folgen wie Zytoskelettremodellierung, Hemmung der Metastasierung, 

Inhibierung der Zellproliferation, Migration und Invasivität von Melanomzellen und 

Endothelzellen erfolgreich durchgeführt.195,210,211 In dieser Arbeit wurde versucht, 

einen stabilen und induzierbaren CXCR2 kd in der immortalisierten endometrialen 

Stromazelllinie St-T1 zu generieren. Die dezidualisierbare Zelllinie ging aus humanen 

endometrialen Fibroblasten hervor, die mit einem Simianvirus-40 large T-Antigen 

transfiziert und folglich immortalisiert wurden.167 Die Transfizierbarkeit dieser Zellen 

wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits durch die Generierung der Sdc-1-kd-Zelllinie

KdS1 erfolgreich getestet.43 Das dabei angewandte Verfahren der RNA-Interferenz 

wurde auch zum Generieren der kd CXCR2-Zelllinien benutzt. Die bereits für den 

Sdc-1 kd auf der Basis der St-T1-Zellen hergestellten Tet-Repressor-exprimierenden 

Zelllinien Nano und Amaxa43 wurden mit 6 verschiedenen CXCR2shRNA mittels 

Nukleofektion transfiziert und die erfolgreich transfizierten Zellklone mit Hilfe von 

Zeocin selektiert. Aus den 5 durchgeführten Transfektionen sind insgesamt 89 

kdCXCR2-Zellklone hervorgegangen. Alle generierten Zellklone konnten bei 37°C 

und 5% CO2 erfolgreich in Kultur gehalten werden und wurden nach Tet-Induktion 

auf den CXCR2 kd untersucht. Standard-PCR, qRT-PCR, IHC- und IF-Färbungen 

waren die initial eingesetzten Methoden zum kd Nachweis. Die Analyse aller 
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kdCXCR2-Zellklone mittels PCR und qRT-PCR brachte keinen Aufschluss darüber, 

ob der kd erfolgreich durchgeführt wurde, denn alle PCR-Ergebnisse zeigten ein 

variierendes Bandenmuster ohne Reproduzierbarkeit. Trotz standardisierter 

Versuchsdurchführung fiel in individuell ausgesuchten, mehrfach hintereinander 

untersuchten Proben die CXCR2-Amplifikation von Ansatz zu Ansatz unterschiedlich 

aus. Auch der kdCXCR2-Nachweis mittels qRT-PCR und nested PCR – einer 

Kombination aus Standard-PCR und qRT-PCR – brachte kein zufriedenstellendes 

Ergebnis. Hierbei konnte CXCR2 nur in den Positivkontrollen mit der cDNA aus MNC 

amplifiziert werden. Im Gegensatz dazu zeigten die IHC- und IF-Färbungen eine 

niedrige CXCR2-Expression in allen getesteten Zellklonen ohne signifikanten 

Unterschied zwischen Tet-induzierten und nicht induzierten putativen kdCXCR2-

Zellen. Die IHC-Färbungen von endometrialem Gewebe wiesen eine schwache 

stromale und eine moderate epitheliale und vor allem glanduläre Expression auf. Die 

WB-Analyse mehrerer kdCXCR2-Zellklone zeigte keine CXCR2-Detektion mit dem in 

den IHC-Versuchen eingesetzten AK. Das beobachtete Bandenmuster wies auf eine 

unspezifische Bindung des AK hin. Jedoch deutete die ca. 100 kDa große Bande, die 

die einzige Bande in der MNC-Kontrolle darstellte und auch in den untersuchten 

kdCXCR2-Klonen neben weiteren Banden auftrat, auf eine Dimerisierung der 

CXCR2-Moleküle hin. Die Homo- und Heterodimerbildung ist eine Eigenschaft von 

mehreren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die vor allem bei Abwesenheit eines 

Liganden auftritt.39,212 Die Verwendung eines weiteren anti-CXCR2-AK und Protein 

aus PSZ führte zu einer auf den ersten Blick erfolgreichen Detektion von CXCR2. Die 

massenspektrometrische Sequenzierung der bei der WB-Analyse detektierten 

Proteinbande wies jedoch keine CXCR2-Proteinfragmente auf, sodass sich die WB-

Analyse hier als ungeeignete Methode für den CXCR2-kd-Nachweis erwies. Diese 

stark variierenden Ergebnisse decken sich mit den recherchierten, konträren 

CXCR2-Expressionen im humanen Endometrium.69,208,209 Dies könnte zum einen auf 

das Verwenden von Zelllinien und primärem endometrialen Gewebe, unspezifischen 

AK-Bindungen und/oder unterschiedlichen Versuchsdurchführungen zwischen den 

Studien zurück zu führen sein. Eine Hochregulation der CXCR2-Expression in der 

verwendeten St-T1 Stromazelllinie konnte weder durch Dezidualisierung noch durch 

Inkubation mit dem Embryosekretionsprodukt IL-1β, wie unsere Arbeitsgruppe für 

den CXCR2-Liganden CXCL1 bereits zeigen konnte, induziert werden.111 Ebenfalls 

ohne positive Wirkung auf die CXCR2-Expression blieb die Kultur der Stromazellen 
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unter hypoxischen Bedingungen und nach Inkubation mit der chemischen 

Hypoxiechemikalie CoCl2.205 Die Hypoxie-regulierte Expressionssteigerung konnte 

neben CXCR2 auch für CXCR1 und CXCR4 in Melanom- und Prostatakrebszellen 

beobachtet werden.68,213 In dieser Arbeit konnte die CXCR4-Expression auch in St-

T1-Zellen erfolgreich durch Hypoxiebehandlung induziert werden. Im Gegensatz 

dazu konnte die CXCR2-Expression in der St-T1-Zelllinie nicht durch Hypoxie 

reguliert werden trotz der im humanen Uterus physiologisch vorherrschenden 

sauerstoffarmen Atmosphäre.2 Hierbei scheint die Induktion der Expression von 

CXCR4 und CXCR2 über verschiedene Signalwege abzulaufen oder es handelt sich 

um eine zelltypspezifische Expression. HIF aktiviert eine extensive 

Transkriptionskaskade, die 500 direkte Transkriptions-targets besitzt und mit anderen 

Signalwegen und RNA-Protein-Transkriptionskontrollsystemen interagieren kann.214

CXCR2 gehört entweder nicht zu den HIF-1α regulierten Genen oder wird in der St-

T1-Zelllinie gar nicht exprimiert, sodass die Inkubation von St-T1-Zellen unter 

hypoxischen Bedingungen zu keiner Expressionssteigerung von CXCR2 führen 

konnte.

Trotz vielfältiger Methoden und einer Vielzahl an Wiederholungen der durchgeführten 

Versuche konnte keine konkrete Aussage weder über die CXCR2-Basisexpression in 

der St-T1-Zellline noch über den CXCR2 kd gemacht werden. Aus diesem Grund 

wurde im nächsten Schritt die CXCR2-Expression in der St-T1- und den kdCXCR2-

Zellklonen mit Hilfe einer noch sensitiveren Methode bestimmt. Der QGP Assay ist 

ein Hybridisierungs-basiertes Verfahren, das sich der magnetischen xMAP®-

Luminex®-Beats-Technologie bedient, um simultan bis zu 80 mRNA-Ziele quantitativ 

auswerten zu können. Hierbei kann bereits eine mRNA-Kopie in der Zelle durch eine 

2.400x Signalamplifikation detektiert werden. Mittels eines Vorversuchs, bei dem 

Zellzahlen zwischen 2.000 und 20.000 getestet wurden, wurde die Zellzahl auf die 

höchstmögliche Zellzahl von 80.000 pro Probe festgesetzt, da der Vorversuch 

gezeigt hat, dass einige untersuchte Gene ein sehr niedriges Expressionslevel 

aufwiesen. Neben der Detektion von CXCR2 wurde auch die Expression von Sdc-1,

CXCL1, VEGFA, MMP7 und MMP9 in St-T1-, T-HESC-, KdS1-, PSZ-Zellen und 3 

kdCXCR2-Zellklonen untersucht (Diskussion der neben CXCR2 untersuchten Gene 

siehe Kapitel 4.1.1 und 4.1.2). β-Aktin, HPRT1, PPIB und RPL19 dienten als 

housekeeping Gene und wurden bei der Auswertung des Assay für die Normierung 

der Werte eingesetzt. Sowohl bei dem Probelauf als auch bei dem anschließenden 
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Hauptversuch wurde in allen Proben, mit Ausnahme der Positivkontrolle (MNC), ein 

CXCR2-Level beobachtet, das sich unter der Detektionsgrenze von 0,0125MFI des 

QGP Assay befand. Bei 80.000 eingesetzten Zellen pro Probe wurden MFI-Werte 

von etwa 0,001 bis 0,0045 erreicht, das entspricht ca. 80 bis 360 CXCR2 mRNA-

Kopien pro Gesamtprobe. Damit wies im Durchschnitt jede 200.-1.000. eingesetzte 

Zelle eine CXCR2 mRNA-Kopie auf. Im Vergleich dazu wurden beim housekeeping

Gen β-Aktin rechnerisch zwischen 5 und 9 mRNA-Kopien pro Zelle detektiert. Damit 

wurde erstmalig gezeigt, dass die endometriale Stromazelllinie St-T1 eine äußerst 

niedrige bis keine CXCR2-Expression aufweist. An dieser Stelle stellt sich die Frage: 

Warum hat ein in der St-T1-Zelllinie detektierbarer Ligand wie CXCL1, dessen 

Expression durch IL-1β stark hochreguliert werden kann, keinen korrespondierenden 

Rezeptor auf der gleichen Zelllinie? Und welche Bedeutung hat das für den 

Implantationsprozess? In die humane embryonale Implantation sind neben diversen 

Faktoren, Rezeptoren und Signalwegen auch eine Reihe verschiedener Zelltypen 

involviert. Neben Stromazellen ist das humane Endometrium aus Epithel- und

Drüsenzellen aufgebaut, die miteinander interagieren. Des Weiteren sind am 

Implantationsprozess verschiedene Zellen des Embryos und zirkulierende 

Leukozytenzellen, wie uNK-Zellen, beteiligt. Alle diese Zelltypen können miteinander 

molekular kommunizieren und ein Netzwerk, das die embryonale Implantation 

reguliert, ausbilden, sodass einzelne Zelltypen nicht isoliert betrachtet werden dürfen.

Das im Stroma exprimierte CXCL1 könnte keinen direkten Einfluss auf das Stroma 

haben, sondern als ein Kommunikationsmolekül zwischen Embryo und Endometrium 

fungieren. Hinweise darauf gibt die Lokalisation von CXCR2 auf nahezu allen 

Immunzellen, Leukozyten, Monozyten, Mastzellen, Neutrophilen, T- und NK- und

auch auf Trophoblastzellen.38,209 Auch endometriale Epithel- und Drüsenzellen 

könnten das Ziel des im Stroma exprimierten CXCL1 sein, denn auch diese Zellen 

weisen eine CXCR2-Expression auf. Möglicherweise könnte der Prozess 

folgendermaßen ablaufen: Nach der erfolgreichen Fertilisation der Oozyte und dem

Transport in die Uterushöhle sezerniert der Embryo unter anderem IL-1β, das 

anschließend im endometrialen Stroma eine Antwort in Form einer Hochregulation 

der CXCL1-Expression induziert. Die sezernierten CXCL1-Moleküle könnten im 

Anschluss durch die Bindung an CXCR2 Signalwege aktivieren, die essentielle 

Implantationsprozesse regulieren, wie z. B. die Rekrutierung von Immunzellen. Die 

Migration von Leukozyten – hauptsächlich uNK-Zellen - an die embryo-maternale 
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Schnittstelle ist ein überaus wichtiger Prozess bei der Implantation.27 Hierbei steigert 

die hohe Anzahl an Immunzellen das mütterliche Toleranzpotential gegenüber dem

semi-allogenen Embryo und ermöglicht ihm dadurch die Invasion in die Dezidua 

ohne Aktivierung einer Embryo-feindlichen Immunabwehr. Die größte Dichte an uNK-

Zellen und Makrophagen wurde im Menschen genau an der Appositionsstelle des 

Trophoblasten und in 20µm Umkreis gefunden.215 Ein atypisches Leukozytenlevel ist 

häufig mit Implantationsversagen und habituellen Aborten assoziiert74,216 und ist 

Bestandteil der diagnostischen Untersuchung bei ART-Patientinnen nach mehreren 

fehlgeschlagenen Behandlungen.217 Neben der chemoattraktiven Wirkung auf Zellen 

kann die ELR+-CXCL1-CXCR2-Interaktion auch Vorgänge wie Angiogenese und 

Vaskulogenese modulieren.23 Störungen beim Etablieren einer adäquaten 

Blutversorgung können zu ernsten klinischen Konsequenzen, wie einer intrauterinen 

Wachstumsretardierung (IUGR) führen.218 Präeklampsie, Anämie und andere 

Hypoxie-bedingte Umstände konnten ebenfalls mit einer unzureichenden 

Angiogenese in Verbindung gebracht werden.219 Die Regulation der Angiogenese 

durch CXCL1 könnte über die uNK-Zellen ablaufen, die möglicherweise mit Hilfe 

ihres an der Zelloberfläche exprimierten CXCR2 an ihren Zielort rekrutiert werden 

und dort Angiogenese-induzierende Zytokine sezernieren.220 In der Dezidua aber 

auch im nicht-schwangeren Endometrium konnte die Angiogenese-Regulation über 

uNK-Zellen nachgewiesen werden.221 Eine zu hohe uNK-Zellkonzentration kann zu 

einer verstärkten Angiogenese und dadurch zu einer überdurchschnittlichen 

Durchblutung des Endometriums führen, die als Folge eines oxidativen Stresses in 

einem Verlust der Schwangerschaft enden kann.221

Neben der Hypothese, dass das im endometrialen Stroma exprimierte CXCL1 seine 

Funktionen wegen des fehlenden Rezeptors nicht im Stroma, sondern den 

umliegenden Zellen induziert, wäre es außerdem denkbar, dass es mindestens einen 

weiteren CXCL1-Rezeptor im Stroma gibt. Hinweise darauf geben Untersuchungen 

am viralen Chemokinliganden 1 (vCXCL1). Calciummobilisierungsanalysen haben

gezeigt, dass vCXCL1 zwar mit einer deutlich höheren Affinität an den humanen 

CXCR2 bindet, jedoch auch in der Lage ist, CXCR1 zu aktivieren. Weitere 16 

humane Chemokinrezeptoren wurden durch vCXCL1 weder aktiviert noch 

geblockt.222 Neuste Studien geben CXCR1 daher bereits als zusätzlichen 

klassischen CXCL1-Rezeptor in Mensch und Maus an206,207, wobei Untersuchungen 

dieser Arbeit gezeigt haben, dass CXCR1, ähnlich CXCR2, kaum bis gar nicht in der 
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endometrialen Stromazelllinie St-T1 exprimiert wird. Eine detektierbare CXCR1-

Expression konnte nur in endometrialem Gewebe und der MNC-Positivkontrolle 

nachgewiesen werden. Jedoch wurde die CXCR1-Expression in dieser Studie nicht 

unter der Inkubation mit Stimulantien, wie IL-1β und entzündlichen Faktoren in St-T1-

Zellen untersucht, sodass hier noch die Möglichkeit besteht, CXCR1 als allgemein 

weiteren CXCL1-Rezeptor, oder einzigen CXCL1-Rezeptor in endometrialen Stroma 

zu identifizieren. In humanen polymorphnukleären Zellen wurde CXCR1 neben 

CXCR2 bereits als CXCL1-Rezeptor beschrieben206, daneben wurde eine

Involvierung von CXCR1 in pro-angiogenetischen Vorgängen in humanen primären 

Endothelzellen und chemoattraktiven Prozessen mit humanen Monozyten und B-

Zellen gezeigt.223 Aktuelle Studien zeigen eine CXCR1-Expression auf Neutrophilen 

und Knorpelzellen und eine Rolle von CXCR1 im Pankreaskarzinom und bei 

Bluthochdruck.224–227 Diese starke Diversität deutet auf eine zell- bzw. 

organspezifische Funktion von CXCR1 hin. Ähnlich dem Sdc-1 bei CXCR2 könnte 

auch die Aktivität von CXCR1 durch Ko-Rezeptoren, möglicherweise Syndecane 

unterstützt werden.228

Die Expression von CXCR2 auf der Oberfläche von Granulozyten, Leukozyten, 

Monozyten, Mastzellen, T-, NK-Zellen und Neutrophilen38 sowie die große Vielfalt an 

CXCR2-gesteuerten Vorgängen wie Inflammation, Wundheilung, Angiogenese, 

Karzinomprogression, Metastasierung229, Neutrophilenrekrutierung230 und die Rolle 

bei Autoimmunerkrankungen231 deuten auf viele unterschiedliche organspezifische 

Funktionen des Rezeptors CXCR2 hin. Die aktuellsten Studien analysierten die 

Bedeutung von CXCR2 in Atherosklerose231, Leberkarzinom232, Inflammation233,

Rückenmark234, pluripotenten Stammzellen235, Lungen- und Darmkarzinom236,237 und

belegen noch mal die vielfältigen Funktionen von CXCR2. Die endometrialen 

Stromazellen scheinen zu den wenigen Zelltypen zu gehören, die kein CXCR2 

exprimieren.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in der endometrialen Stromazelllinie St-T1

keine CXCR2-Expression detektiert werden konnten und somit das im Stroma 

exprimierte CXCL1 nicht direkt auf das Stroma Einfluss nehmen kann, sondern 

vielmehr andere bei der Implantation anwesende Zelltypen und Prozesse reguliert. 

Hierbei übernimmt das endometriale Stroma vermutlich die Funktion eines 

Vermittlers, der das Signal des Embryos empfängt und weiterleitet. 

Interessanterweise haben qualitativ hochwertige Embryonen einen deutlich kleineren 
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Einfluss auf die Sekretionsprodukte des dezidualisierten Endometriums im 

Gegensatz zu morphologisch auffälligen Embryonen, die eine starke endometriale 

Antwort induzieren.238 Das humane Endometrium stellt demnach eine 

Signalschnittstelle dar und entscheidet je nach Qualität des Embryos über den 

Ausgang des Implantationsprozesses. Folglich spielt das maternale dezidualisierte 

Endometrium gegenüber dem Embryo einen deutlich aktiveren Part bei der 

Implantation und ist somit die Hauptdeterminante bei der Etablierung einer 

regelrechten Schwangerschaft.238 Die besondere Wichtigkeit des rezeptiven 

Endometriums bei der Implantation wird dadurch verdeutlicht, dass es bei ART selbst 

bei sehr guter Embryonenqualität nicht immer zu einer erfolgreichen Implantation 

kommt. Hier wird durch die Gabe von P4 nach der Ovulation bzw. der Punktion der 

Eizellen versucht, dass Endometrium so gut wie möglich auf eine Implantation 

vorzubereiten. Ein besonderes Verfahren, die Implantationswahrscheinlichkeit zu 

erhöhen, ist das endometrial-scratching. Hierbei wird in dem Vorzyklus der IVF-

Behandlung dem Endometrium eine kleine Verletzung in Form einer oberflächlichen 

Biopsie (scratch) zugefügt. Diese Prozedur wird vor allem bei Frauen mit 

wiederholtem Implantationsversagen angewendet und kann die Chancen auf eine

klinische Schwangerschaft steigern.239 Die durch das scratching induzierten 

Implantations-fördernden Vorgänge sind bislang noch nicht bekannt, jedoch zeigt 

dieses Verfahren und die dadurch steigende Implantationswahrscheinlichkeit wie 

essentiell ein reguliertes rezeptives Endometrium für eine erfolgreiche Implantation 

ist.

4.1.1 Die Rolle von CXCL1 und Sdc-1 in der Implantation
Die Expression von CXCL1 im Endometrium wurde bereits mehrfach 

nachgewiesen.54,60,61 Hierbei konnte auch eine Hochregulation der CXCL1-

Expression durch inflammatorische Faktoren und Steroidhormone wie 

Dezidualisierungshormone, LPS, TNFα, IL-1β, Trophoblast-konditioniertes Medium

und Ko-Kultur mit Trophoblastzellen gezeigt werden.54,60,61 Eine besonders hohe 

CXCL1-Expression wurde in vivo in der Dezidua in der frühen Schwangerschaft 

gefunden.54 Dieses Ergebnis und die Tatsache, dass die CXCL1-Expression nach 

imitiertem Embryokontakt durch IL-1β111 und Trophoblast-konditioniertem Medium54

in endometrialen Stromazellen induziert wird, zeigen dass CXCL1 für die embryonale 

Implantation von großer Bedeutung zu sein scheint. Im Gegensatz dazu weisen
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Trophoblasten selbst keine CXCL1-Expression auf.54 Im QGP Assay wurde neben 

CXCR2 auch die CXCL1-Expression in verschiedenen endometrialen Stromazellen 

mit und ohne Behandlung, PSZ und humanem Blut untersucht. Zwei der 3 

untersuchten kdCXCR2-Zellklone wiesen eine signifikant niedrigere CXCL1-

Expression nach Induktion des putativen CXCR2 kd mittels Tet auf. Da weder der 

CXCR2 kd noch die Basisexpression von CXCR2 in St-T1-Zellen nachgewiesen 

wurde, konnten die Änderungen in der CXCL1-Expression nicht durch den CXCR2

kd verursacht worden sein. Eine Herunterregulation von CXCL1 durch Tet wurde in 

der Literatur für HMEC-1-Zellen bereits beschrieben.240 Die starken anti-

inflammatorischen Eigenschaften könnten auch die Expression des 

inflammatorischen Chemokins CXCL1 in St-T1-Zellen hemmen. Die statistisch 

signifikant niedrigere CXCL1-Konzetration in dKdS1-Zellen nach Induktion des Sdc-1

kd durch Tet könnte ebenfalls auf die Wirkung des eingesetzten Antibiotikums 

zurückzuführen sein. Denkbar wäre auch die Hemmung des Sdc-1-abhängigen

ERK1/2-Signalwegs, der neben anderen Signalwegen die Expression von CXCL1 

vermittelt. Die mit Abstand höchste CXCL1-Expression wurde in dSt-T1-Zellen

mittels einer 6h Inkubation mit IL-1β und TNFα (Mix 2) erreicht. Nach 12h mit den 

gleichen Stimuli fiel die Expression von CXCL1 um die Hälfte, lag jedoch weiterhin 

signifikant höher als in unbehandelten dSt-T1-Zellen. Auch die Behandlung der dSt-

T1-Zellen mit IL-1β, TNFα, LPS und dem Mix aus LPS und IFNγ (Mix 1) führte zu 

einer statistisch signifikant höheren CXCL1-Expression gegenüber dSt-T1. Es wurde 

keine Expressionssteigerung von CXCL1 in dSt-T1-Zellen durch IFNγ erreicht. Diese 

Ergebnisse belegen die Expressions-steigernde Wirkung von entzündlichen Stimuli, 

die im Fall von IL-1β und TNFα auch embryonale Sekretionsprodukte darstellen. Das 

vom Embryo sezernierte IL-1β bewirkt eine Hochregulation von CXCL1 im 

endometrialen Stroma und induziert dadurch immunologische und angiogenetische 

Vorgänge, die für dessen Implantation wichtig sind. Auch TNFα unterliegt starken 

Veränderungen im Präimplantationszeitraum wie eine Studie an Primaten gezeigt 

hat.241 Hohe, vom Embryo sezernierte TNFα-Konzentrationen konnten mit 

Implantationsversagen in Verbindung gebracht werden.242 Hier wäre es denkbar, 

dass eine starke TNFα-Expression zu einer sehr hohen CXCL1-Konzentration an der 

embryo-maternalen Schnittstelle führt, die wiederum durch fehlerhafte Regulation der 

Angiogenese oder auch Leukozytenrekrutierung eine erfolgreiche Implantation 

verhindert. Die Steigerung der CXCL1-Expression durch IL-1β und TNFα stellt 
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zusätzlich ein schönes Beispiel für die Regulation von Zytokinen durch andere 

Zytokine dar. Die Expression von CXCL1 in einer weiteren untersuchten 

endometrialen Stromazelllinie, T-HESC, lag unter der Detektionsgrenze und konnte 

durch die Dezidualisierung der Zellen nicht gesteigert werden. 

CXCL1 agiert neben dem Rezeptor CXCR2, der in der St-T1-Zelllinie nicht 

vorhanden zu sein scheint, auch über seinen Ko-Rezeptor Sdc-1. Der QGP Assay 

konnte neben einer Sdc-1-Basisexpression auch einige Veränderungen in der Sdc-1-

Expression durch verschiedene Behandlungen der endometrialen Stromazellen 

aufdecken. Die beobachtete signifikant niedrigere Sdc-1-Expression in allen 

transfizierten Zellen, (d)KdS1 und (d)kdCXCR2-Zellklonen, gegenüber den 

unbehandelten St-T1- und dSt-T1-Zellen könnte möglichweise auf die 2x 

Transfektion der endometrialen Stromazellen mittels Elektroporation und die 

eventuell dadurch entstandenen genetischen Veränderungen der Zellen zurück zu 

führen sein. Durch den Vorgang der Dezidualisierung konnte die Sdc-1-Expression in 

T-HESC-Zellen signifikant gesteigert werden, dagegen wiesen dSt-T1-Zellen keine 

erhöhte Expression von Sdc-1 im Gegensatz zu St-T1 auf. Diese konträren 

Antworten zweier endometrialer Stromazelllinien auf die Zugabe von 

Dezidualisierungshormonen ist möglicherweise eine Folge der Immortalisierung, die

zu einer Differenzierung der Zellen führen könnte. Beide Zelllinie wurden mit Hilfe 

von verschiedenen Genen, Simian Virus (SV) 40 large T Antigen bei St-T1167 und

humane Telomerase-Reverse-Transkriptase (hTERT) bei T-HESC168, und deren 

Transduktion in das Zellgenom immortalisiert. Eine weitere Folge der 

Immortalisierung könnte auch die signifikant höhere Sdc-1-Konzentration in St-T1-

Zellen gegenüber PSZ darstellen. Die Blutprobe, die als Positivkontrolle für die 

Expression von CXCR2 fungierte, wies eine sehr geringe Expression von Sdc-1 auf. 

Im Gegensatz zu CXCL1 wurde die Expression des CXCL1-Ko-Rezeptors Sdc-1

durch die Wirkung von IL-1β und TNFα in dSt-T1 statistisch signifikant 

herunterreguliert. Hierbei hatte die Inkubation der Zellen mit beiden Zytokinen (Mix 2) 

eine deutlich stärkere Wirkung auf die Sdc-1-Expression gegenüber der Behandlung 

mit IL-1β oder TNFα alleine. Die Inkubation der dSt-T1-Zellen mit Mix 2 zeigte nach 

6h eine Expressionsabnahme von Sdc-1 um ca. 50% und nach 12h ging die Sdc-1-

Expression auf ca. 13% der ursprünglichen in dSt-T1 detektierten Sdc-1-

Konzentration zurück. Die Abnahme der Sdc-1-Expression durch IL-1β und TNFβ,

Stimuli, die die CXCL1-Expression in St-T1-Zellen steigern, könnte möglicherweise 
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eine Rückkopplungsregulation der Zellen darstellen, die bei hohen CXCL1-

Konzetrationen die Expression des Ko-Rezeptors herunterregulieren, da dessen 

unterstützende Funktion bei einem Ligandenüberschuss nicht benötigt wird. Da der 

CXCL1-Rezeptor, CXCR2, jedoch in der St-T1-Zelle scheinbar nicht exprimiert wird,

ist die Ko-Rezeptorfunktion wahrscheinlich nicht die einzige Hauptaufgabe von Sdc-1

in endometrialen Stromazellen. Die zeitgleiche Hochregulation von MMP9 durch IL-

1β und TNFα könnte einen Hinweis auf eine weitere Funktion von Sdc-1 in St-T1-

Zellen liefern. MMP9 ist dafür bekannt, Sdc-1 von einer Membran-gebundenen in 

eine lösliche Form durch den Vorgang des sheddings zu überführen.78 In löslicher 

Form ist Sdc-1 anschließend in der Lage, Chemokine wie CXCL1 zu binden und 

dadurch einen chemoattraktiven Gradienten aufzubauen.243 Solch ein Gradient 

wurde bisher in Zellmigrationsprozessen bei der Embryogenese, Rekrutierung von 

Leukozyten bei Inflammation und Invasion von Mammakarzinomzellen detektiert.244–

246 Da auch beim embryonalen Implantationsvorgang ein Zustrom an Leukozyten 

stattfindet, wäre es möglich, dass dieser Zustrom mit Hilfe eines 

Chemokingradienten bewerkstelligt wird. Somit würde Sdc-1 eine wichtige Rolle beim 

Aufbau eines chemoattraktiven Gradienten und damit auch bei der Implantation 

spielen. Die Sdc-1-herunterregulierende Wirkung von IL-1β wurde neben dSt-T1

auch in parodontalen Fibroblasten und Osteoblasten247 und 2

Dickdarmkarzinomzelllinien gezeigt.86 Im Gegensatz dazu hatten CXCL1, LPS und 

IFNγ einzeln eingesetzt keinen signifikanten Einfluss auf die Expression der Sdc-1

mRNA. Im Mix und nach 12h Inkubation zeigten LPS und IFNγ jedoch einen 

Expressions-hemmenden Effekt, der zu einer 33%igen Abnahme der Sdc-1 mRNA-

Konzentration in dSt-T1-Zellen führte. Die große Bandbreite der Sdc-1-Liganden wie 

Wachstumsfaktoren, extrazelluläre Matrixproteine, Zell-Zell-Adhäsions-Rezeptoren, 

Proteasen, Proteaseinhibitoren, virale Mantelproteine, Chemokine und andere 

Zytokine75–77 und Sdc-1-gesteuerten Prozessen, z. B. Wachstumsregulation, 

Zytoskelettmodulation, Regulation von Signalwegen, Zellproliferation, Migration 

Wundheilung, Ko-Rezeptor-Aktivität, Inflammation, Energiemetabolismus und 

Tumorentwicklung75,80,81 deutet auf eine große funktionelle Diversität von Sdc-1 hin

und dass Sdc-1 in nahezu jedem Zelltyp exprimiert wird. Dabei wird Sdc-1

höchstwahrscheinlich nicht identische Funktionen in jedem Organ ausführen. 

Während der embryonalen Implantation scheint Sdc-1 in endometrialen Stromazellen 

mehr die Funktion eines Speichers für CXCL1 für die Bildung eines 
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Chemokingradienten zu besitzen, da der CXCL1-Rezeptor CXCR2 auf diesen Zellen 

scheinbar nicht expremiert wird und die Ko-Rezeptorfunktion für die Aktivierung von 

CXCR2 durch CXCL1 nicht gefördert werden muss. Hingegen könnte die 

Anwesenheit von Sdc-1 auf CXCR2-exprimierenden Zellen, wie z. B. Leukozyten, 

uNK- und Trophoblastzellen38,209 mit der Ko-Rezeptorfunktion von Sdc-1 verbunden 

sein. Studien unserer Arbeitsgruppe und Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, 

dass Sdc-1 die Expression von Chemokinen und anderen Zytokinen in St-T1-Zellen

reguliert43 und im Gegenzug selbst durch Zytokine, wie IL-1β und TNFα, reguliert 

werden kann. 

Die Expression von Sdc-1 in nahezu allen reproduktiven Organen, Vagina, Cervix, 

endometrialem Epithel und Stroma, Myometrium und Placenta88,248–250, die 

zyklusabhängige Regulation der Sdc-1-Expression87 und die Detektion des 

Heparansulfat-Proteoglycans in Trophoblasten89 belegen die besonders wichtige 

Bedeutung von Sdc-1 für die Regulation des Menstruationszyklus, der embryo-

maternalen Schnittstelle während der Implantation und der anschließenden 

Schwangerschaft. Diese Arbeit zeigte Verringerungen der Sdc-1-Expression nach 

Inkubation der dSt-T1-Zellen mit embryonalen Sekretionsprodukten. Diese 

Ergebnisse deuten ebenfalls auf eine Involvierung von Sdc-1 in den embryonalen 

Implantationsprozess. Weitere Implantations-relevante Funktionen von Sdc-1 und die 

Auswirkungen des kd in endometrialen Stromazellen auf Implantations-relevate 

Signalwege werden in den nachfolgenden Kapiteln diskutiert.

4.1.2 Die Rolle von VEGFA, MMP7 und MMP9 in der Implantation
Neben den bereits besprochenen Implantationsfaktoren CXCL1, CXCR2 und Sdc-1

wurden mit dem QGP Assay auch die Expressionen von VEGFA, MMP7 und MMP9 

in der behandelten und unbehandelten endometrialen Stromazelllinie St-T1

bestimmt. Diese Faktoren sind in wichtige Vorgänge der Implantation wie

Angiogenese und Matrix-Remodellierung involviert und sollten in den endometrialen 

Stromazelllinie untersucht werden.

VEGFA ist ein Mitglied der VEGF-Familie, die aus den einflussreichsten Faktoren für 

das vaskuläre Wachstum besteht. Neben VEGFA gehören VEGFB, VEGFC, 

VEGFD, VEGFE, VEGFF und placental growth factor (PIGF) zu dieser Familie.251

VEGFA besitzt Implantations-relevante Funktionen wie die chemoattraktive Wirkung,

die Regulation von Zytokin- und Wachstumsfaktoren und ist in Prozesse wie 
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Plazentation, Angiogenese, Chemotaxis von Basophilen, Differenzierung von 

Epithelzellen, Wachstum und Embryogenese involviert.252–254 Während der 

Embryonalentwicklung wurde VEGF bereits wenige Tage nach der Implantation in 

Trophoblastriesenzellen detektiert.255 Des Weiteren spielt VEGF eine wichtige Rolle 

im humanen Endometrium während des Menstruationszyklus. Hierbei reguliert VEGF 

vor allem die physiologische Angiogenese und unterliegt zyklischen Schwankungen

mit Zunahme der Expression ab der proliferativen Phase und höchster Konzentration 

in der sekretorischen Phase.256 Eine weitere Funktion von VEGF stellt die Formation 

des Corpus luteum dar. Hier wird VEGF in den ovariellen Granulosa- und

Thekazellen während der späten Follikulogenese und nach der Ovulation von 

Granulosa- und Theka-Luteinzellen exprimiert. Die letzteren beiden Zelltypen bilden 

das Corpus luteum. VEGF induziert eine Steigerung der Permeabilität der thekalen 

Gefäße, die nach der Ovulation gebildet werden und trägt zur Angiogenese und 

Generierung von Stromagewebe bei, die mit der Formation des Corpus luteum

einhergehen.257 Diese und weitere Funktionen führt VEGFA mit Hilfe der beiden 

Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 aus.251,258 Die Detektion von VEGF-mRNA in 

Blastozysten-konditioniertem Medium und im Endometrium zeigen die besondere 

Bedeutung von VEGF für die Implantation und die Etablierung einer gesunden 

Schwangerschaft.258 Des Weiteren spielt VEGF auch in der murinen Reproduktion 

eine wichtige Rolle. Mausembryonen mit einem inaktivierten VEGF-Allel starben 

bereits am Schwangerschaftstag 11/12.259 Im Plazentagewebe wird die VEGF-

Expression durch die dort herrschende physiologische Hypoxie hochreguliert und ist 

in Plazenten von Patientinnen mit Präeklampsie reduziert.258 Dies würde bedeuten, 

dass das Plazentagewebe beim Entwickeln einer Präeklampsie nicht mehr 

ausreichend mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt wird, da angiogenetische 

Vorgänge wie die Neubildung von Blutgefäßen durch eine niedrige VEGF-

Konzentration möglicherweise gedrosselt werden. Eine unterversorgte Plazenta 

könnte anschließend zu einer Unterversorgung des Kindes führen, sein Wachstum 

und auch die Entwicklung hemmen. 

Die Ergebnisse des QGP Assay zeigten, die mit Abstand höchste VEGFA-

Konzentration in der Probe mit PSZ. Die VEGFA-Expression war hierbei statistisch 

signifikant höher als in den beiden endometrialen Stromazelllinien St-T1 und T-

HESC. Nach Dezidualisierung stieg die Expression in T-HESC-Zellen signifikant an. 

Im Gegensatz dazu fiel sie bei dSt-T1, dKdS1, dKdS1+Tet und bei 2 untersuchten 
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kdCXCR2-Zellklonen, #28 und #39, nach Dezidualisierung mit und ohne Tet-

Induktion im Vergleich zu den jeweiligen nicht-dezidualisierten Proben ab.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die VEGFA-Expression in der 

endometrialen Stromazelllinie St-T1 durch Dezidualisierung signifikant 

herunterreguliert wurde. In vivo wurde ein konträres Ergebnis beobachtet. Hier 

zeigten Shifren et al. eine Steigerung der VEGF-Konzentration in PSZ durch die 

Zugabe von E2 und Medroxyprogesteronacetat (MPA), einem synthetischen P4-

Derivat das zu den Dezidualisierunghormonen gehört.256 Deziduales Gewebe aus 

der 7./8. SSW zeigte ebenfalls eine statistisch signifikant höhere VEGF-

Konzentrationen im Gegensatz zum undifferenzierten Endometriumgewebe aus 

Hysterektomien und Deziduagewebe aus der 38.-40. SSW.260 Möglicherweise 

werden hierbei jedoch andere VEGF-Faktoren signifikant hochreguliert, denn zum 

einen wurde VEGFA in St-T1 nach Dezidualisierung herunter reguliert und zum 

anderen scheint VEGFA keine große Rolle im endometrialen Stroma zu spielen, da 

dessen Expression in vivo in der Dezidua, im Vergleich zu Plazenta und Plazentabett 

am niedrigsten war.261 Das Plazentabett wies die höchste VEGFA-Expression auf, 

VEGFR1 wurde in der Plazenta und VEGFR2 ebenfalls im Plazentabett exprimiert261,

sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Angiogenese während der 

Implantation und Plazentation auf der embryonalen Seite über den VEGFA-VEGFR2-

Komplex reguliert wird. Des Weiteren wurde eine signifikant niedrigere VEGFA-

Expression nach Induktion des Sdc-1 kd und des potentiellen CXCR2 kd, in 2 der 3 

getesteten kdCXCR2-Zellklone detektiert. Hohe Sdc-1-Level in löslicher Form (Sdc-

1-shedding) konnten im Myelomzellen mit gesteigerter Tumorangiogenese in 

Verbindung gebracht werden. Der Prozess der Endothelinvasion wurde hierbei durch 

die Bindung von VEGF an Sdc-1 an der extrazellulären Matrix stimuliert.262 Die

Verbindung von VEGF und Sdc-1 bei angiogenetischen Vorgängen könnte die 

herunter regulierte VEGFA-Expression bei Abwesenheit von Sdc-1 erklären, jedoch 

ist dieser Effekt möglicherweise auch auf die Behandlung der Zellen mit Tet 

zurückzuführen, da auch die kdCXCR2-Zellklone nach Induktion des kd mit Tet eine 

signifikant niedrigere VEGFA-Expression aufwiesen. Für Doxycyclin, einem

semisynthetischen Tetracyclin-Derivat, konnte eine allgemeine VEGF-senkende 

Wirkung in kornealen Neovaskularisations- und Wundheilungsversuchen in Ratten 

und eine VEGFA-senkende Wirkung in humanem Blutplasma von 

Hydrozelepatienten gezeigt werden.263,264 Demnach wäre es möglich, dass die 
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Senkung der VEGFA-Expression in dezidualisierten und nicht-dezidualisierten KdS1 

und putativen kdCXCR2-Zellen auf die 48h-Inkubation der Zellen mit Tet 

zurückzuführen ist. Die Inkubation von dSt-T1 mit dem Chemokin CXCL1, dem 

Embryosurrogat IL-1β, TNFα und IFNγ führte zu einer erhöhten VEGFA-Expression 

im Gegensatz zu unbehandelten dSt-T1. In dezidualen Stromazellen aus Plazenten 

konnte ebenfalls ein Anstieg der VEGF-Expression nach IL-1β-Inkubation beobachtet 

werden.265 Diese Hochregulation der Expression ist möglicherweise eine Antwort des 

Endometriums auf einen Embryo. Der Embryo sezerniert IL-1β, das im 

endometrialen Stroma die Expression von CXCL1 hochreguliert und mit Hilfe von 

CXCR2 und Sdc-1 Leukozyten, wie NK-Zellen, an die Implantationsstelle rekrutiert. 

Deziduale NK-Zellen sind anschließend in der Lage, VEGF zu exprimieren und 

dadurch angiogenetische Prozesse, die essentiell für eine erfolgreiche Implantation 

und Plazentation sind, zu induzieren. Die Expression von VEGF durch uNK-Zellen

wurde bereits 2008 durch Vacca und Mitarbeiter nachgewiesen.266 Neben uNK-

Zellen wurde die Expression von VEGF auch in Blastozysten während der 

Präimplantationsentwicklung lokalisiert.258,267 Dabei kann das VEGF als frei 

sezerniertes oder an Heparansulfat-Proteoglycane gebundenes Protein vorliegen. 

Die mRNA die für das frei sezernierte VEGF-Protein kodiert ermöglich dem 

implantierenden Embryo die Angiogenese an der Implantationsstelle zu 

induzieren.267 Die Hochregulation der VEGFA-Expression durch TNFα konnte in 

primären dezidualen Stromazellen möglicherweise nicht nachgewiesen werden265, da

nur 1ng/ml TNFα für die Inkubation der Zellen eingesetzt wurde. Die in dieser Studie 

mittels QGP Assay gemessenen Proben wurden mit 10ng/ml TNFα190 stimuliert, 

sodass die in der zuvor genannten Studie eingesetzte TNFα-Konzentration 

möglicherweise zu gering war, um eine Antwort in den dezidualen Stromazellen zu 

induzieren. Trophoblastzelllinien hingegen reagierten erst mit einer deutlichen 

Steigerung der VEGF-Expression nach Inkubation mit 100ng/ml TNFα.259 Neben den 

angiogenetischen Funktionen im Endometrium, spielt VEGFA auch eine Rolle in 

weiteren humanen Reproduktions-abhängigen Prozessen wie der 

Follikelentwicklung. Hierbei wurden diverse VEGFA-Isoformen entdeckt, die durch 

proangiogenetisch Effekte die Follikelrekrutierung und frühe Follikelentwicklung 

stimulieren und durch antiangiogenetische Funktionen diese Prozesse inhibieren 

können. Ein wohlreguliertes Gleichgewicht zwischen den proangiogenetischen und 

antiangiogenetischen VEGFA-Isoformen ist demnach essentiell für eine erfolgreiche 
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Follikelentwicklung.268 Des Weiteren ist VEGF in die ersten Schritte der endothelialen 

und hämatopoetischen Entwicklung des murinen Dottersacks und die Etablierung 

des embryonalen kardiovaskulären Systems in Mäusen involviert.269,270 In

pathologischen Schwangerschaftsverläufen, wie z. B. der Präeklampsie, ist die 

VEGF-Expression reduziert.259 Eine Studie mit 175 singhalesischen Präeklampsie-

Patientinnen zeigte jedoch keine Assoziation von VEGFA-Polymorphismen mit dieser 

schwangerschaftsbedingten Erkrankung.271 Ebenso wurde kein Zusammenhang 

zwischen VEGFA und intrauteriner Wachstumsretardierung gefunden.272 Jedoch 

zeigten Plazenten von Patientinnen mit Präeklampsie einen 4x Anstieg der VEGFR1-

Expression.273 Eine weitere Studien wies wiederum neben einer erhöhten VEGFR1-

Expression im Blut auch ein 10x niedrigeres VEGF-Level in der Plazenta, dem 

Plazentabett und dem Blut von Patientinnen mit Präeklampsie auf.274 Demnach 

scheint VEGF nicht der dominanteste Faktor bei der Ausbildung einer Präeklampsie 

zu sein, dennoch scheint VEGF zusammen mit dem VEGFR1 eine Rolle zu spielen. 

Durch eine Interaktion mit VEGF ist auch MMP9 in der Lage, indirekt auf die 

Angiogenese Einfluss zu nehmen.275 MMP9 und MMP7 sind 2 der 23 Mitglieder der 

humanen MMP-Familie, die aus sezernierten und an der Zelloberfläche lokalisierten 

Enzymen besteht.276,277 MMP sind in nahezu alle biologischen Prozesse mit Matrix-

Remodellierung des gesamten Säugetierlebens involviert, angefangen mit der 

embryonalen Implantation bis zu Zelltod und Nekrose.276 MMP-gesteuerte Proteolyse 

spielt in Vorgängen, wie Knochenossifikation, Gewebemorphogenese und 

Remodellierung von Blutgefäßen eine wichtige Rolle. Außerdem sind MMP bei der 

Embryonalentwicklung, inflammatorischen Erkrankungen, Karzinomen, 

Wundheilungsvorgängen, Menstruation, reproduktiven Prozessen und Aktivierung 

des angeborenen Immunsystems beteiligt.276,277 Zu den reproduktiven Vorgängen mit 

MMP-Beteiligung zählen vor allem ovarielle und uterine Physiologieprozesse wie 

Wachstum und Expansion des Follikels, Durchbruch der Follikelwand während der 

Ovulation, Transformation des postovulatorischen Follikels zum Corpus luteum,

strukturelle Degradierung des Corpus luteum während der lutealen Rückbildung, 

extensive Uterusremodellierung während der Plazentation und die postpartale 

Uterus- und Brustrückbildung.278,279 Eine besonders wichtige Aufgabe von MMP liegt 

in der Mobilisierung von Wachstumsfaktoren durch Spaltung von Zytokinen und die 

anschließende Freigabe von versteckten Carrierproteinen.276 Diese und viele weitere 

Funktionen führen MMP durch die Degradierung ihrer zahlreichen Substrate, wie 
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Proteinase, Proteinaseinhibitoren, Gerinnungsfaktoren, chemotaktischen Molekülen, 

Wachstumsfaktoren, Oberflächenrezeptoren, Zell-Zell-Adhäsionsmolekülen und allen 

strukturellen extrazellulären Matrixproteinen aus. Die katalytische Aktivität der MMP 

ist von Metallionen abhängig und wird durch Selbstregulation oder Modulation durch 

andere MMP und Inhibitoren (tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP) 

gesteuert.277 Die Expression von MMP9 in der endometrialen Stromazelllinie St-T1

(0,01MFI) war signifikant niedriger als in prim. Stromazellen (0,04MFI) und deutlich 

niedriger als das MMP9-Level im Blut (2,0MFI). Durch die Dezidualisierung der 

Zellen konnte keine Änderung in der MMP9-Expression beobachtet werde, jedoch 

wurde sie durch IL-1β und TNFα signifikant gesteigert, wobei TNFα eine doppelt so 

hohe Steigerung erzielte im Vergleich zu IL-1β. IL-1β ist ein Substrat für MMP9 und 

neben weiteren Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen bekannt für die 

Regulation der MMP9-Transkription.277,280 Die Steigerung der MMP9-Expression 

durch das Embryo-sezernierte IL-1β könnte mehrere Implantations-relevante 

Vorgänge in Gang setzen. Zusammen mit VEGF, dessen Expression durch IL-1β

ebenfalls hochreguliert wurde, könnte MMP9 angiogenetische Prozesse induzieren 

und/oder regulieren.275 Des Weiteren wäre es denkbar, dass MMP9 die 

Zytokinaktivität an der embryo-maternalen Schnittstelle moduliert und damit Einfluss 

z. B. auf die Chemotaxis von Leukozyten, die Zytotrophoblastdifferenzierung und 

ebenfalls Angiogenese nimmt.27,62,281 Auch TNFα ist ein Zytokin und damit ein 

potentieller MMP9-Transkriptionsaktivator. In Choriontrophoblastzellen erfolgt die 

Hochregulation der MMP9-Expression durch TNFα mit Hilfe des ERK-Signalweges 

und wurde daneben auch in extravillösen Trophoblastzellen und präeklamptischen 

Deziduazellen nachgewiesen.282–284 Die Steigerung der MMP9-Expression durch 

inflammatorische Zytokine, wie TNFα und IL-1β, fördert möglicherweise die 

Ausbildung von Präeklampsie durch Degradieren der dezidualen extrazellulären 

Matrix und die damit einhergehende insuffiziente Trophoblastinvasion.284 Es ist 

bekannt, dass Sdc-1 neben MMP2 und MMP7 auch durch MMP9 in seine lösliche 

Form überführt werden kann.78 Sowohl die Dezidualisierung von St-T1-Zellen als 

auch die Induktion des Sdc-1 kd in KdS1 und dKdS1 zeigten keinen Einfluss auf die 

MMP9-Expression. Eine Studie an der Endometriosezelllinie 12Z wies eine 

reduzierte MMP9-Expression und einen Verlust der Invasionsaktivität um mehr als 

60% nach kd von Sdc-1 auf.285 Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass MMP9 

bei Endometriose stark hochreguliert ist.286 In nicht-pathologischen endometrialen 
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Stromazellen der Linie St-T1 scheint Sdc-1 keinen Einfluss auf die MMP9-

Expression, die signifikant niedriger als die MMP9-Expression in primären 

Stromazellen ist, auszuüben. Die signifikante Herabregulation der MMP9-Expression 

in dem kdCXC2-Zellklon #28 und dem dezidualisierten #39 nach Tet-Inkubation ist 

auf die inhomogenen MMP9-Expressionsergebnisse der untersuchten kdCXCR2-

Zellklone zurückzuführen ist. Trotz der niedrigen Expression von MMP9 in der 

endometrialen Stromazelllinie St-T1 scheint das zur Gelatinasen-Familie zählende 

Enzym eine wichtige Rolle bei der Implantation und Invasion des Embryos in die 

Dezidua zu spielen. Gestützt wird diese Hypothese durch die Lokalisation und 

Sekretion von MMP9 sowohl im Endometrium als auch in Trophoblastriesenzellen 

und Implantations-assoziierten Immunzellen, Monozyten und Neutrophilen.282,283,287–

290 Daneben haben Studien gezeigt, dass MMP9 in die Invasivität von

trophoblastären Zelllinien, wie HTR-8/SVneo, JEG-3, ACH-3P, JAR und primären 

plazentaren extravillösen Trophoblastzellen, z. B. durch die Hochregulation der 

Expression von Präimplantationsfaktor (PIF) oder CXCL12, involviert ist287,291–294 und

zusammen mit MMP2 scheinbar die bedeutendste, von extravillösen 

Trophoblastenzellen sezernierte und für das invasive Verhalten des Trophoblasten 

verantwortliche MMP während der Implantation darstellt.95 MMP9-defiziente Mäuse 

zeigen neben verspäteter epiphysärer Vaskularisierung, endochondrialer Ossifikation 

und anderen Pathologien auch fehlerhafte deziduale Implantationstellen.277

Abnormale MMP9-Expression ist mit Pathologien, wie Endometriumkarzinom, 

Endometriose und habituellen Aborten assoziert.286,295–300 MMP7 ist ein weiteres, 

auch als Matrilysin oder uterine Metalloprotease (MP)301 bezeichnetes Enzym der 

MMP-Familie mit potentiellen Funktionen während der humanen Implantation. Die 

Bezeichnung als uterine MP ist auf die initiale Entdeckung von MMP7 im 

Rattenuterus zurückzuführen.302 Abweichend zu anderen MMP wird MMP7 

konstitutiv von vielen Epithelzelltypen, wie z. B. dem Epithel reproduktiver Organe, 

exprimiert und besitzt eine große Substratspezifität.302 Verschiedene Studien deckten 

MMP7-Beteiligung bei der Rekrutierung von Neutrophilen, Reepithelisation, 

Zellmigration, Wundheilung, Angiogenese und Apoptose sowie bei pathologischen 

Prozessen wie Tumorgenese und Metastasierung auf.243,276,302 Eine überaus wichtige 

Funktion von MMP7 ist die Spaltung der löslichen von der membranständigen Einheit 

von Sdc-1. Die löslichen Sdc-1-Moleküle sind in der Lage, große Konzentrationen an 

CXCL1, die bei Inflammationsprozessen nach Verletzung von Endothelzellen oder 
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von endometrialen Stroma während des Implantationsprozesses exprimiert werden, 

zu binden. Dadurch wird ein Sdc-1-CXCL1-Gradient erzeugt, der anschließend von 

Neutrophilen oder anderen Immunzellen für deren Migration verwendet wird.276

Dieser Mechanismus der chemotaktischen Migration könnte neben der 

Wundheilung243 auch der Anreicherung von Leukozyten an der embryo-maternalen 

Schnittstelle zur Steigerung des maternalen Toleranzpotentials gegenüber dem 

semi-allogenen Embryo dienen. Die Chemokine CXCL9, CXCL10 und CXCL11

werden ebenfalls von MMP7 degradiert.276 Neben der Leukozytenrekrutierung ist 

MMP7 auch in weitere implantationsrelevante Prozesse, wie Angiogenese, durch 

Aktivierung der angiogenetisch aktiven MMP9302 und Apoptose involviert. In 

Epithelzellen ist MMP7 in der Lage, die Freisetzung des löslichen Fas-Liganden

(soluble sFasL) durch Abspaltung von FasL von der Zelloberfläche zu regulieren und 

dadurch den Apoptosevorgang zu induzieren. Gleichzeitig kann MMP7 die 

proapoptotische Fas/FasL-Signalachse und folglich auch die Apoptose, durch 

Spaltung von Fas in Karzinomzellen inhibieren.276 Eine fein abgestimmte Apoptose 

im endometrialen Epithel und Stroma an der embryo-maternalen Schnittelle ist 

entscheidend für eine regelrechte Invasion des Trophoblasten und einen gesunden 

Schwangerschaftsverlauf.303,304 Signalwege wie ERK1/2 und NF-κB sind als 

Regulatoren der Sensitivität von ES Zellen gegenüber der Apoptose bekannt und 

eine Dysregulation dieses Vorgangs kann zu Störungen der Implantation und 

Komplikationen während der Schwangerschaft führen.305 Ergebnisse des QGP 

Assay zeigten eine, ähnlich CXCR2, sehr niedrige MMP7-Expression in der 

endometrialen Stromazelllinie St-T1, die sich unter der Detektionsgrenze des Assay 

befand. Die im humanen Endometrium nachgewiesene MMP7-Expression306 ist 

wahrscheinlich auf die überwiegende Lokalisierung von MMP7 in endometrialen 

Epithelzellen zurück zu führen.307 Die höchste MMP7-Expression wurde hierbei in 

der sekretorischen Phase des weiblichen Zyklus beobachtet.306 Der Sdc-1 kd in

KdS1-Zellen führte zu keinen Veränderungen in der MMP7-Expression. Allein die 

endometriale Stromazelllinie T-HESC wies eine signifikant erhöhte MMP7-mRNA

Expression nach Dezidualisierung auf. Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie eine

sinkende MMP7-Expression im dezidualisierten Gewebe aus ektopen 

Tubenschwangerschaften und normalen Schwangerschaften gegenüber nicht-

dezidualisiertem Gewebe ohne Differenzierung der einzelnen Zelltypen.308 Die mit 

Abstand höchste Expression von MMP7 wurde in prim. Stromazellen beobachtet. 
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Hier könnte eine Verunreinigung mit endometrialen epithelialen Zellen der Grund für 

das hohe MMP7-Level sein. MMP7-ko-Mäuse zeigen eine reduzierte Tumorgenese, 

insuffiziente Ausbildung des angeborenen Immunsystems und beeinträchtige 

Wundheilung.277,302 Im Gegensatz zu MMP9 sind Krankheiten, wie die Präeklampsie 

mit intrauteriner fetaler Wachstumsretardierung, vor allem mit niedrigen MMP7-

Konzentrationen assoziiert und eine Studie an Pavianen hat gezeigt, dass bei 

Endometriose die Expression aller MMP, mit Ausnahme von MMP7, erhöht ist.309,310

Ebenfalls ist MMP7 in endometrialen Biopsien von Frauen mit rezidivierendem 

Implantationsversagen herunter reguliert.311

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass alle mittels QGP Assay untersuchten 

Faktoren in der endometrialen Stromazelllinie St-T1 von moderat (VEGFA) über 

niedrig (MMP9) bis sehr niedrig (MMP7) exprimiert wurden und die Expression durch 

Dezidualisierung, Sdc-1 kd und verschiedene Stimuli reguliert werden konnte. 

VEGFA, MMP9 und MMP7 spielen eine wichtige Rolle bei der humanen Implantation 

und die akkurate Regulation ihrer Expression ist für die Etablierung einer gesunden 

Schwangerschaft von großer Bedeutung. Dysregulierte Expressionen dieser 

Faktoren sind mit pathologischen Schwangerschaftsverläufen und Krankheiten, wie 

Präeklampsie, fetaler Wachstumsretardierung, Endometriose, habituellen Aborten 

und Implantationsversagen verbunden.

4.2 Signalwege in der humanen endometrialen Stromazelllinie St-T1
Wie bereits erwähnt spielt der Chemokinligand CXCL1 eine essentielle Rolle an der 

embryo-maternalen Schnittstelle. Die Expression von CXCL1 wurde im Endometrium

allgemein und explizit im endometrialem Stroma mehrfach beschrieben.54,60,61 Die

höchste CXCL1-Konzentration weist das Stroma in der sekretorischen Phase des 

Zyklus auf und auch in vitro kann die Dezidualisierung von Stromazellen die CXCL1-

Expression steigern.60 Die Inkubation von endometrialen Stromazellen sowohl mit  

Trophoblast-konditioniertem als auch mit uNK-Zellen-konditioniertem Medium führte 

zu einer signifikanten Hochregulation von CXCL1.54,312 Des Weiteren wurde gezeigt, 

dass auch eine einzelne Komponente des embryonalen Sekretionsgemisches in 

Form von IL-1β ausreicht, um die CXCL1-Expression in der endometrialen 

Stromazelllinie St-T1 markant zu steigern.111 Der Ko-Rezeptor des CXCL1-

Chemokinrezeptors CXCR2, ist ein Mitglied der humanen Sdc-Familie (Sdc-1 bis -4). 

Sdc-1 ist ein Oberflächenmolekül, bestehend aus einem Proteoglycan und mehreren 
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Heparansulfatketten und wurde im nicht-schwangeren Uterus im Endometrium und 

der Cervix und im Myometrium, der Plazenta und dem amniotischen Epithel unter 

einer Schwangerschaft lokalisiert249,250 Neben der Funktion als Ko-Rezeptor, die in 

der Bindung des Chemokinliganden für eine effizientere Aktivierung des G-Protein-

gekoppelten Chemokinrezeptors besteht, ist Sdc-1 auch in Prozesse wie der 

Modulation des Synzytiotrophoblasten, Hemmung der Blutgerinnung im intervillösen 

Zwischenraum, dem embryo-maternalen Dialog und der Signaltransduktion während 

der Implantation involviert.75,91,250,313,314 Unter anderem ist Sdc-1 in der Lage, den 

Wnt-Signalweg während der Implantation zu aktivieren.114,315–317 Wnt-Liganden

vermitteln ihre Funktion über G-Protein-gekoppelte FZD-Rezeptoren und spielen eine 

Rolle bei der Dezidualisierung, Implantation, Plazentation und Embryogenese.122,318

Weiterere für die Prozesse der Implantation entscheidende 

Signaltransduktionskaskaden, gehören zur MAPK Signalweg-Familie und vermitteln

Vorgänge, wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose.103,319 Zwei MAPK 

Signalwege, ERK1/2 und JNK, sind für die Regulation der CXCL1-Expression in

verschiedenen Zellen, Decidua, HeLa und Atemwegsmuskulatur bereits 

bekannt.111,320,321

In diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss von Sdc-1 auf den ERK1/2- und JNK-

Signalweg und folglich auch auf die CXCL1-Expression untersucht werden. Des 

Weiteren sollte analysiert werden, inwieweit Sdc-1 die Expression der beiden FZD-

Rezeptoren, FZD4 und FZD6, beeinflusst, um dadurch Rückschlüsse auf die 

Bedeutung von Sdc-1 auf den Wnt-Signalweg und auf die Implantation ziehen zu 

können. 

Vor der Versuchsdurchführung wurde sowohl die spezifische Induktion der CXCL1-

Expression durch IL-1β als auch der Sdc-1 kd auf RNA und Proteinebene 

nachgewiesen. Der Verlust von Sdc-1 in St-T1-Zellen scheint keinen Einfluss auf die 

Signalweiterleitung in dem ERK1/2-Signalkaskade auszuüben, denn die

Phosphorylierung von ERK zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen St-T1-

und KdS1-Zellen. Jedoch zeigten beide Zelllinie eine reduzierte ERK1/2-

Phosphorylierung nach Dezidualisierung, so dass der Differenzierungsstatus der 

Zellen einen Einfluss auf die Phosphorylierungsaktivität hat. Ähnliche Ergebnisse, die 

diese Hypothese unterstützen, hat die Arbeitsgruppe um Yoshino publiziert. Hier 

konnte eine schwächere p38-Phosphorylierung nach Dezidualisierung von 

endometrialen Stromazellen gezeigt werden.322 Die im folgenden Abschnitt 
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diskutierte signifikante Abnahme von CXCL1 im ELISA in KdS1- gegenüber St-T1-

Zellen nach Inhibierung des ERK1/2-Signalwegs, deutet auf eine Involvierung von 

Sdc-1 in die Aktivierung des Signalwegs hin. Dagegen wiesen die 

Proteinexpressionsstudien von c-Jun eine signifikant niedrigere 

Phosphorylierungsrate in KdS1- im Vergleich zu St-T1-Zellen nach Dezidualisierung 

auf. Demnach scheint der Verlust von Sdc-1 nur in endometrialen Stromazellen mit

morphologischen und biochemischen Veränderungen, die eine Dezidualisierung mit 

sich bringt, einen Effekt auf die Phosphorylierung von c-Jun und damit auf die 

Signalweiterleitung zu haben. Der Dezidualisierungsprozess hat in vivo unter 

anderem folgende Konsequenzen auf das endometriale Stromagewebe: 

Transformation der sekretorischen uterinen Drüsen, Zustrom von uNK-Zellen und 

vaskuläre Remodelierung der endometrialen stromalen Kompartimente.203 Die mit 

dieser strukturellen Umgestaltung einhergehenden Änderungen in der 

Gentranskription könnten möglicherweise eine Auswirkung auf die Modulierung der 

Signaltransduktion durch Sdc-1 und damit auf die Phosphorylierung von c-Jun 

haben. Hierbei wären die direkten Regulatoren von c-Jun, MKK4/7 und JNK 

denkbare Ziele für Sdc-1. Es ist bekannt, dass ein weiteres Mitglied der Sdc-Familie, 

Sdc-2, eine wichtige Rolle in der Transduktion des Signals zu dem MKK-JNK-

Signalweg in kultivierten hippokampalen Neuronen spielt. Dabei übernimmt Sdc-2 die 

Funktion einer Dockingstation für das sterile and TIR motif–containing 1 protein

(Sarm1). Sarm1 ist anschießend in der Lage das ankommende Signal zu empfangen 

und zum MKK/JNK-Signalweg weiterzuleiten.323 Es wäre denkbar, dass Sdc-1 in dSt-

T1-Zellen eine ähnliche Funkion besitzt und sich damit als wichtiger Faktor bei der c-

Jun-Phosphorylierung und damit des JNK-Signalwegs darstellt. 

Weitere Untersuchungen des ERK1/2-Signalwegs zeigten eine Sensibilisierung der 

Stromazellen gegenüber dem Inhibitor bei Verlust von Sdc-1. Die zuvor diskutierte 

ERK-Phosphorylierungsstudie zeigte keinen Einfluss von Sdc-1 auf die 

Signalweiterleitung, da jedoch der Verlust von Sdc-1 eine signifikante Auswirkung auf 

die CXCL1-Sezernierung hat, scheint hier die Aktivierung der Signalkaskade eine 

Rolle zu spielen. Hierbei könnte Sdc-1 eine Ko-Rezeptorfunktion, wie bei der 

Aktivierung von CXCR2 durch CXCL1, übernehmen und dadurch die Aktivierung des 

Signalwegs durch IL-1β fördern. Diese Hypothese wird durch die Studie von Ha und 

Kim, die die Sdc-1-Abhängigkeit der ERK1/2-Signalwegsaktivierung in 

Osteoblastzellen durch Insulin gezeigt haben, unterstützt.324 Des Weiteren wurde 
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bereits gezeigt, dass Sdc-1 als Ko-Rezeptor an der Aktivierung von MAPK-

Signalwegen beteiligt ist.325 Die gehemmte Aktivierung des Signalwegs und die 

Wirkung des Inhibitors auf die Signalweiterleitung könnten der Grund für die 

signifikant niedrigere CXCL1-Expression in den KdS1-Zellen gegenüber den St-T1-

Zellen, die die Inhibitorwirkung möglicherweise durch eine Verstärkte Aktivierung des 

Signalwegs mit Hilfe von Sdc-1 abpuffern, sein. Die Annahme, dass Sdc-1 als Ko-

Rezeptor für das Cytokin IL-1β agieren könnte, bekräftigt die Ko-Rezeptorfunktion 

von Sdc für weitere Zytokine, wie Sdc-1 für CXCL143 oder Sdc-4 für CCL5.326 Im 

Gegensatz dazu findet die Regulation der CXCL1-Expression über den JNK-

Signalweg Sdc-1-unabhängig statt. Alle getesteten Zelllinien wiesen nach 

Inhibitorinkubation mit und ohne Dezidualisierung eine signifikant niedrigere CXCL1-

Expression im Vergleich zu den unbehandelten Zellen auf. 

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Wichtigkeit einer gut regulierten 

Signaltransduktion, die zumindest im Fall von ERK1/2 auf einer regulierten Sdc-1-

Expression beruht, um die CXCL1-Expression zu steuern, die essentiell für eine 

erfolgreiche Implantation ist. Eine unzureichende CXCL1-Expression könnte mit 

einer gestörten Leukozytenrekrutierung und Angiogenese, gefolgt von einer 

inadäquaten Implantation eingehen und zu Infertilität, Aborten im ersten 

Schwangerschaftstrimester oder Plazentainsuffizienz führen.327 Die CXCL1-

Expression durch den ERK1/2-Signalweg scheint Sdc-1-abhängig zu sein, sodass 

eine geregelte Sdc-1-Expression sehr wichtig für eine adäquate CXCL1-

Konzentration während der Implantation ist. Somit spielt Sdc-1 eine wichtige Rolle 

bei der embryonalen Implantation als Regulator der CXCL1-Expression und 

möglicherweise als Ko-Rezeptor für einen noch unbekannten CXCL1-Rezeptor.

Die Expression von FZD-Rezeptoren ist essentiell für eine funktionierende Wnt-

Signalkaskade. Aufgrund der immensen Bedeutung des Wnt-Signalwegs für den 

Implantationsprozess122 ist eine regulierte FZD-Expression auch für die Implantation

essenziell. Aufgrund dessen wurde in diesem Teil der Arbeit die Expression der 

beiden humanen Wnt-Rezeptoren FZD4 und FZD6, die in Mäusen während der 

Implantation detektiert wurden und demnach eine wichtige Rolle in diesem Prozess 

einnehmen126, in Abhängigkeit von Sdc-1 untersucht. Höchstwahrscheinlich ist der 

Wnt Signalweg, mitsamt Wnt-Liganden und –Rezeptoren, in den Sdc-1-vermittelten 

Zellentwicklungsprozessen involviert, wie Untersuchungen an Sdc-1-ko-

Mausembryos mit eingeschränkter kortikaler Entwicklung zeigen.328
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Das Embryosekretionsprodukt IL-1β induzierte eine signifikante Hochregulation der 

Expression von sowohl FZD4 als auch FZD6 in dSt-T1. Den entgegengesetzten 

Effekt hatte die IL-1β-Inkubation auf die FZD4-Expression in dKdS1-Zellen mit 

aktivem Sdc-1 kd. Wohingegen dKdS1-Zellen keine Änderungen im 

Expressionsprofil von FZD6 nach Stimulation mit IL-1β aufwiesen. Die signifikante 

Zunahme der FZD4- und FZD6-Expression in endometrialen Stromazellen nach 

Imitation eines Embryos durch IL-1β-Inkubation könnte eine Vorbereitung der Zellen 

auf eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs darstellen und bestätigt die wichtige Rolle 

dieser, in Säugetierembryos scheinbar konservierten Signalkaskade, die das 

maternale Endometrium mit dem Embryotrophoblasten verknüpft.127,329

Diese Arbeit zeigte zum ersten Mal eine Expression von FZD4 in einer humanen 

endometrialen Stromazelllinie. Bisher weist die Literatur keine Studie auf, die die 

Expression von FZD4 in humanem Stroma untersucht. Das einzige reproduktive 

Organ mit nachgewiesener FZD4-Expression stellt das humane Ovar dar.124 Die

zyklusunabhängige FZD6-Expression wurde bereits im endometrialen Epithel und 

Stroma gezeigt 127. Des Weiteren wurden beide Rezeptoren im reproduktiven 

Gewebe im Maus- und Schafsmodell während der Implantation gefunden.126,329

FZD4 wurde hierbei hauptsächlich von uterinen Gefäßen und dem Embryo-

umgebenden Stroma währen der murinen Dezidualisierung exprimiert. Das 

Expressionsmuster von FZD6 beschränkte sich auf das murine endometriale Epithel, 

Stroma und einige Myometriumgefäße. Behandlung der Mäuse mit E2 führte zu einer 

Abnahme der Expression von FZD4 und FZD6. P4 hatte hingegen keinen Einfluss 

auf die Expression der beiden Wnt-Rezeptoren.126 Die hypothetische Annahme, dass 

die Expression von FZD4 und FZD6 auch im Menschen durch E2 herunterreguliert 

wird und durch P4 nicht reguliert werden kann, würde darauf hindeuten, dass die 

beiden FZD-Rezeptoren und möglicherweise auch der komplette Wnt-Signalweg 

keine große Rolle während der proliferativen und sekretorischen Zyklusphasen spielt. 

Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, die eine Hochregulation der 

Rezeptorexpression nach Inkubation der dSt-T1-Zellen mit IL-1β, als Imitation eines 

Embryokontakts, zeigen, entsteht der Verdacht, dass der Wnt-Signalweg nur vor und 

während der Implantation und möglicherweise auch in der Frühschwangerschaft 

aktiv ist. Die Wichtigkeit des Wnt-Signalwegs bei der Implantation und der 

anschließenden Schwangerschaft wird durch die erhöhte Expression des Wnt-

Signalweg-Antagonisten, Dkk1, bei Patientinnen mit ungeklärten habituellen 
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Spontanaborten untermauert.330 Welche Wnt-Signalwege FZD4 und FZD6 im 

endometrialen Stroma aktivieren ist bisher noch nicht bekannt. Jedoch wurde für 

FZD6 gezeigt, dass dieser Rezeptor durch keinen Wnt-Liganden den kanonischen 

Wnt-Signalweg aktivieren kann. Vielmehr agiert FZD6 als negativer Regulator des β-

Catenin-abhängigen kanonischen Signalwegs.121 Auf der anderen Seite wiesen 

Tulac und Mitarbeiter neben der Expression von FZD6 im endometrialen Epithel und 

Stroma auch die Expression von β-Catenin nach.127 Da die Studie jedoch keinen 

weiteren FZD-Rezeptor untersucht hat, wäre es denkbar, dass das Vorhandensein 

von β-Catenin auf die Anwesenheit eines anderen aktiven FZD-Rezeptors hinweist. 

FZD4 könnte z. B. einer der Rezeptoren im endometrialen Stroma sein, der die 

möglicherweise implantationswichtigen Vorgänge über den kanonischen Wnt-

Signalweg vermittelt. Zur Untermauerung dieser Hypothese wäre es notwendig 

neben der gezeigten FZD4-Expression auch die Expression von β-Catenin in St-T1-

Zellen zu zeigen. Wie wichtig der kanonische Wnt-Signalweg für die Etablierung 

einer gesunden Schwangerschaft ist, zeigt eine Studie, die diesen Weg inaktiviert hat 

und als Folge eine limitierte Implantationskompetenz von murinen Blastozysten 

beobachten konnte.117 Da FZD6 scheinbar über den nicht-kanonischen Signalweg 

agiert, wäre es hier interessant zu erfahren welchen nicht-kanonischen Signalweg 

FZD6 aktiviert. Die Expressionsregulation von FZD4 und FZD6 scheint Sdc-1-

abhängig abzulaufen, so dass eine inadäquate Sdc-1-Synthese zu einer 

unzureichenden FZD-Expression führen könnte, die mit einer mangelhaften 

Aktivierung des Wnt-Signalweges einhergeht. Diese Vermutung wird gestützt durch 

Studien die zeigen, dass Dysregulationen in der Expression diverser Wnt-Liganden

und Rezeptoren, die z. B. in Endometriose- und endometrialem Karzinomgewebe 

gefunden wurden122, möglichweise zu Pathologien der weiblichen 

Reproduktionsorgane und Infertilität führt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass Sdc-1 ein scheinbar wichtiges 

Mitglied des komplexen Implantationsnetzwerkes aus Chemokinen, Rezeptoren und 

Signalwegen darstellt. Sdc-1 ist in der Lage, die CXCL1-Expression in endometrialen 

Stromazellen mit Hilfe des ERK1/2-Signalweges zu modulieren und ist außerdem für 

eine adäquate FZD-Expression verantwortlich, die für eine Aktivierung des Wnt-

Signalweges wichtig ist. Störungen in der Sdc-1-Expression zeigten in allen 

untersuchten Fragestellungen einen Effekt auf die untersuchten targets in Form von 

einer Expressionsabnahme oder fehlender Expressionssteigerung. Die abnormalen 
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Expressionen von CXCL1, FZD4 und FZD6 bei Abwesenheit von Sdc-1 und nach 

Imitation eines Embryokontakts mittels IL-1β könnten eine negative Auswirkung auf 

die embryonale Implantation und die anschließende Schwangerschaft haben. 

Niedrige Sdc-1-Level wurden in Blutseren von Patientinnen, die an Präeklampsie und 

dem HELLP-Syndrom leiden, gefunden.91 Beide Krankheitsbilder sind dafür bekannt, 

teilweise schwere Komplikationen sowohl für die Mutter als auch für das Kind 

hervorzurufen.331,332 Des Weiteren ist der Krankheitsverlauf der uterinen 

Wachstumsretardierung ebenfalls mit niedrigen Sdc-1-Konzentrationen im Vergleich 

zu unauffälligen Schwangerschaften assoziiert.90

Auf der Basis dieser Ergebnisse wäre die Einführung von Sdc-1 als ein Marker für 

Implantationskompetenz des Endometriums denkbar. Insbesondere Frauen und 

Paare, die sich einer IVF-Therapie unterziehen und unter Implantationsversagen 

oder habituellen Aborten im ersten Schwangerschaftstrimester leiden könnten von 

solch einem diagnostischen Werkzeug profitieren. Obwohl zu gegebenem Zeitpunkt 

noch keine Therapieoptionen für die Behandlung von verringerter Sdc-1-Expression 

zur Verfügung stehen, könnte eine Diagnose zu einem besseren Verständnis der 

Vorgänge und darauf aufbauend zur Entwicklung entsprechender Therapeutika 

führen.

4.3 Sphäroide – 3D-Ko-Kultur als Model für die embryonale Implantation
Aus ethischen und rechtlichen Gründen ist die Untersuchung der humanen 

embryonalen Implantation in vivo nicht möglich. Die Wichtigkeit der Erforschung 

dieses Vorgangs führte zur Entwicklung verschiedener Implantationsmodelle. In 

dieser Arbeit sollte ein 3D-Ko-Kultursystem mit Sphäroiden als neues und 

Physiologie-nahes Implantationsmodell etabliert werden. 

Nach einer anfänglich instabilen Adhäsion wurde sowohl bei Kontrollen, die aus 

jeweils 2 St-T1-, 2 Tet-induzierten KdS1-Sphäroiden oder einem St-T1- und einem

KdS1-Sphäroid bestanden, als auch den Versuchsansätzen mit fortschreitender 

Inkubation eine Interaktion in Form von Anwachsen der beiden Sphäroide 

beobachtet. Die erwartete Interaktion der Kontrollen beruht auf der Tatsache, dass 

es sich bei allen Kontrollansätzen um 2 Sphäroide der gleichen Zelllinie handelte. Die

Interaktion zwischen endometrialen, stromalen St-T1- bzw. KdS1-Sphäroiden und 

trophoblastären HTR8/SVneo-Sphäroiden als Embryoimitat diente der Untersuchung

der ersten Schritte der embryonalen Implantation. Im Gegensatz zu den Kontrollen 
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wiesen diese Versuchsansätze neben einer Adhäsion der Zellaggregate auch ein 

Wandern und Ausbreiten der HTR8/SVneo-Zellen auf. Die HTR8/SVneo-Zellen

übernahmen einen deutlich aktiveren Part und breiteten sich auf der Oberfläche der

Stroma-Sphäroide aus. Dieses zelluläre Wandern ist mit dem radiären Ausbreiten 

der (Synzytium-) Trophoblastzellen in der Dezidua, bei der labyrinthartige Hohlräume 

entstehen, die anschließend mit mütterlichem Blut durchströmt werden, zu 

vergleichen.92 Dies zeigt deutlich die vorhandene Ähnlichkeit des 

Implantationsmodells zu den natürlichen physiologischen Prozessen zu Beginn der 

Implantation. Die beobachtete stärkere Interaktion der trophoblastären Zellen mit den 

endometrialen Zellen mit Sdc-1 kd, die sich in einer stärkeren Anwachsung der 

Sphäroide äußerte, könnte auf eine dysregulierte Invasionsregulation durch die 

Abwesenheit von Sdc-1 hindeuten. Eine Invasion der Trophoblastzellen im Innern 

der Stromasphäroide konnte wegen der geringen Färbung im Sphäroideninneren und 

der limitierten Fluoreszenzanregung in tieferen Gewebeschichten nicht 

nachgewiesen werden. Auch die Untersuchung der äußeren Interaktion war nach 

72h aufgrund der stark verblassten Fluoreszenz nicht mehr möglich. Folglich wurde 

für die Auswertung der Konfrontationskulturen eine weitere Detektionsmethode auf 

IHC-Basis etabliert, die die Untersuchung der Interaktion der Sphäroide deutlich 

länger ermöglichte, und den Prozess der humanen embryonalen Implantation, der 5 

Tage dauert333 besser imitierte. Ein Nachteil der IHC-Methode bestand in der 

Fixierung der Konfrontationskultur für jeden festgelegten Zeitpunkt, damit konnte im 

Gegensatz zu den Fluoreszenz-gefärbten Ansätzen ein ko-kultiviertes 

Sphäroidenpaar nur an einem Zeitpunkt analysiert werden. Diese Tatsache führt 

jedoch zu deutlich höheren n-Zahlen bei der Versuchsdurchführung, die sich positiv 

auf die statistische Auswertung der Versuche auswirkt. Die Versuchsansätze mit 

vorheriger MitoTracker®-Färbung wurden dagegen für die Untersuchung mehrerer

hintereinander liegender Zeitpunkte verwendet.

Die fibroblastäre endometriale Stromazelllinie St-T1 wurde erfolgreich auf Vimentin-

Expression getestet. Dadurch konnten die St-T1- und KdS1-Zellen deutlich von den 

Zellen des HTR8/SVneo-Sphäroiden nach der IHC unterschieden werden. Die 

initialen Ergebnisse der IHC-Färbungen zeigten eine deutliche Interaktion der 

stromalen mit den trophoblastären Sphäroiden, die nicht nur in der Umschließung 

des Trophoblastsphäroiden durch HTR8/SVneo-Zellen, die bereits in den

Fluoreszenzversuchen beobachtet wurde, sondern auch in der Invasion der 
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HTR8/SVneo-Zellen in den Stromasphäroiden und vice versa bestand. Im Gegensatz 

zu den Fluoreszenzansätzen schien die Interaktion von KdS1-Zellen mit Sdc-1 kd mit 

dem Embryosurrogat, HTR8/SVneo-Sphäroid, deutlich schwächer zu sein im 

Vergleich zu den St-T1-Zellen. Die Messung der Mittelpunkt-Distanzen ergab eine 

tiefere Invasion des St-T1-Sphäroiden in den HTR8/SVneo-Sphäroid gegenüber dem 

KdS1-Sphäroid. Dieses Ergebnis könnte mit einer geringen Implantationstiefe bei 

niedrigen Sdc-1-Level assoziiert werden. Eine oberflächliche Implantation des 

Embryos kann zu einer gestörten Angiogenese führen und wird oft mit 

pathologischen Schwangerschaftsverläufen wie der Entwicklung einer Präeklampsie 

und/oder IUGR verbunden.334,335 Untermauert wird diese Hypothese durch die 

Detektion von niedrigen Sdc-1-Konzentrationen bei Patientinnen mit Präeklampsie.91

Beim Vergleichen der beiden Methoden fiel auf, dass die IHC-Methode eine 

signifikant intensivere Interaktion zwischen St-T1-Sphäroiden und HTR8/SVneo-

Sphäroiden ohne vorangegangene MitoTracker®-Färbung im Gegensatz zu den 

Fluoreszenz-gefärbten Sphäroiden aufwies. Die vorangegangene Färbung der Zellen 

mit MitoTrackern® scheint eine Wirkung auf die Zellen zu haben, die dazu führt, dass 

die behandelten Zellen eine signifikant niedrigere Aktivität aufweisen. Hierbei 

könnten die stattfindenden Prozesse, wie Permeabilisierung der Zellmembran und 

Anlagerung der Fluoreszenzmoleküle an die Mitochondrien einen negativen Einfluss 

auf die Viabilität der Zellen ausüben. Demnach scheint die Sphäroid-Ko-Kultur ohne 

MitoTracker®-Färbung und mit anschließender IHC-Untersuchung eine bessere 

Methode zu sein, die Implantation zu analysieren, da hier keine negativ wirkenden 

Faktoren, wie die zellinvadierenden Fluoreszenzfarbstoffe auf die Interaktion wirken 

und diese verfälschen können.

Die Generierung von Sphäroiden aus zuvor dezidualisierten Zellen war durch die 

morphologischen Veränderungen der endometrialen Stromazellen nicht möglich,

sodass die Untersuchung der Sdc-1 kd Auswirkung auf das Interaktionsverhalten bei 

dezidualisierten Sphäroiden nicht durchgeführt werden konnte. Als weitere 

Maßnahme, um dezidualisierte Sphäroide zu erhalten, wäre es denkbar die 

Sphäroide nach der Formation für 72h in Dezidualisierungsmedium zu überführen. 

Der Dezidualiserungsnachweis könnte mittels PRL-ELISA mit dem Zellkulturmedium 

des hängenden Tropfens durchgeführt werden. Einen Nachteil dieser Methode 

könnte möglichweise die lange Verweildauer der Sphäroide im Mediumtropfen vor 

der eigentlichen Konfrontationskultur darstellen. Je länger ein Sphäroid nach der 
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Formation kultiviert wird, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, dass die im Innern 

des Sphäroiden befindlichen Zellen, aufgrund von Unterversorgung und 

Sauerstoffmangel, nekrotische Prozesse in Gang setzen, die möglichweise eine 

Auswirkung auf die Viabilität des Sphäroiden haben könnten.

Neben der gezeigten Messung der Mittelpunktdistanz ist die Messung des gesamten 

Durchmessers der beiden konfrontierten Sphäroide, der mit zunehmender 

Inkubationszeit eine Abnahme zeigen sollte, wenn die Sphäroide miteinander in 

Form von Invasion interagieren, als alternative Auswertmethode möglich.

Damit wurde erfolgreich ein neues Implantationsmodell entwickelt und etabliert, das 

in Zukunft eine große Bandbreite an Versuchen an der embryo-maternalen 

Schnittstelle in vitro, wie z. B. die Analyse von Implantations-fördernden und/oder –

hemmenden Substanzen und Faktoren, ermöglicht. Dieses Ko-Kulturmodell soll die 

Erforschung der humanen Implantation erleichtern und im weiteren Verlauf auch 

eventuell neue diagnostische und therapeutische Möglichkeiten, bei der Behandlung 

von Implantationsversagen und habituellen Aborten bei Patientinnen, die auf 

natürlichem Weg schwanger werden und auch bei ART-Patientinnen eröffnen.

4.4 Charakterisierung der Sdc-1-ko-Maus 
Sdc-1 ist ein Mitglied der Heparansulfat-Proteoglycan-Familie, die dafür bekannt ist 

die Aktivität vieler verschiedener Liganden zu modulieren und dadurch das Potenzial

besitzt eine große Diversität an biologischen Prozessen zu regulieren.166 Humanes 

Sdc-1 spielt als Ko-Rezeptor für CXCL1 eine wichtige Rolle bei der Implantation des 

Embryos in das maternale Endometrium.43 Daneben ist es außerdem in Prozesse, 

wie Regulation von Wachstumsfaktoren, Signalwegen, Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Adhäsion, Modulation von Zytoskelettproteinen, Zellproliferation, Migration, 

Tumorentwicklung, Energiemetabolismus, Wundheilung und Inflammation 

involviert.75,80,81 In Mäusen wurden ebenfalls 4 Sdc gefunden. Jedes Sdc liegt auf 

einem anderen Chromosom, wobei das Sdc-1 kodierende Gen auf Chromosom 12 

zu finden ist.336 Tumorgenese, Wundheilung, Organentwicklung sind neben der 

Regulation des Fressverhaltens die Vorgänge bei denen Sdc-1 eine wichtige Rolle 

spielt.150–156 Studien an Sdc-1 defiziente Mäuse im Hinblick auf die Tumorgenese 

und Wundheilung, zeigten dass der ko-Mausstamm gesund und fertil ist.151,153

Jedoch scheint das reproduktive Verhalten dieser Tiere, nach Rücksprache mit 

Arbeitsgruppen, die die Sdc-1-ko-Maus in ihrer Forschung einsetzen, gestört zu sein 
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und in schlechter Züchtung und kleineren Wurfgrößen resultieren. In diesem Teil der 

Arbeit sollten initiale Untersuchungen zur Charakterisierung des reproduktiven 

Phänotyps und reproduktiven Verhaltens der Sdc-1-ko-Maus durchgeführt werden. 

Der Sdc-1-ko-Maus-Stamm wurde 2002 von Stepp und Mitarbeitern mit dem 

genetischen Hintergrund des C57Bl/6-Stammes generiert.153 Es ist bekannt, dass 

Sdc-1-ko-Mäuse sich normal entwickeln, gesund und grundsätzlich fertil sind, jedoch 

bilden sie dramatische pathologischen Phänotypen unter infektiösen Bedingungen 

aus, zusätzlich sind sie leichter und kleiner als C57Bl/6-WT-Mäuse.74,337 In der 

vorliegenden Arbeit wurden neben der Schwangerschaftsrate und der Wurfgröße 

auch das Gewicht der verpaarten Weibchen und das Gewicht der Jungtiere bis Tag 

100 der Entwicklung bestimmt. Vor der Versuchsdurchführung wurden die Sdc-1-ko-

Mäuse einem ko-Nachweis mittels PCR unterzogen. Die bestimmte Trächtigkeitsrate 

der Sdc-1-ko-Mäuselag lag bei 17,02% und war damit ähnlich der Trächtigkeitsrate 

der WT-Kontroll-Tiere, die 18,75% betrug. Jedoch wurden die Kontroll-Tiere aufgrund 

von Platzproblemen in der Tierversuchsanlage nicht im gleichen Raum gehalten und 

waren einem ständigen Wechsel des Pflegepersonals ausgeliefert. Diese 

suboptimalen Haltungsbedingungen der Kontroll-Mäuse könnten sich negativ auf die 

Fertilität der Tiere durch erhöhte Stressbelastung ausgewirkt haben, sodass über die 

Trächtigkeitsrate keine Schlussfolgerung auf das Züchtungsverhalten der Sdc-1-ko-

Mäuse geschlossen werden konnte. Der bereits beschriebene Gewichtsunterschied 

der Sdc-1-ko-Mäuse gegenüber den WT-Mäusen konnte bestätigt und auf 16-25%

bestimmt werden. Die zum ersten Mal durchgeführte Gewichtsbestimmung der 

Jungtiere zeigte, dass der Gewichtsunterschied bereits am Tag der Geburt statistisch 

signifikant ausgeprägt war. Des Weiteren konnte keine Angleichung des Gewichts 

trotz identischer Haltungsbedingungen von Sdc-1-ko- und WT-Mäusen in den ersten 

100d beobachtet werden. Die Wurfgröße war mit 7 Jungtieren sowohl bei Sdc-1-ko-

als auch bei WT-Mäusen gleich, jedoch wurden in der Sdc-1-ko-Gruppe deutlich 

mehr Jungtiere tot geworfen bzw. sind innerhalb der ersten 7 Lebenstagen 

verstorben. Hier betrug die Anzahl der toten Jungtiere 33,3% bei den Sdc-1-ko-

Mäusen und 16,7% bei den Kontrolltieren. Damit war die Anzahl der toten Tiere mit 

Sdc-1 ko doppelt so hoch als ohne Sdc-1 ko und könnte auf das statistisch signifikant 

niedrigeres Geburtsgewicht und die mögliche Unterversorgung der Jungtiere 

während der Trächtigkeit der Sdc-1-ko-Mäuse zurückzuführen sein. Der Verlust von 

Sdc-1 scheint demnach massive Auswirkungen auf die embryonale Entwicklung der 
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Mäuse zu haben, die sich in einem gestörten Wachstum und verminderter 

Gewichtszunahme der Tiere äußern. Das signifikant niedrigere Gewicht und die nicht 

gemessene jedoch beobachtete kleinere Länge der Sdc-1-ko-Mäuse blieben 

während der Beobachtungszeit von 100d bestehen. Eine Studie hat gezeigt, dass 

eine Sdc-1-Überexpression im Hypothalamus zu einer starken Hyperphagie und 

Adipositas in Mäusen führt. Die verstärkte Gewichtszunahme wurde hierbei jedoch 

erst ab einem Alter von 8 Wochen detektiert und auf eine erhöhte Futteraufnahme 

zurückgeführt. Bei 6 Monate alten Männchen und Weibchen mit einer Sdc-1-

Überexpression zeigte sich eine höhere Futteraufnahme gegenüber den WT-Tieren. 

Neben höheren Organgewichten wurden im Blutplasma ebenfalls erhöhte Level von 

Leptin, Insulin und Glukose vorgefunden.156 Überexprimiertes Sdc-1 wurde in nahezu 

allen epithelialen Geweben und einigen mesenchymalen Geweben wie Nebenniere, 

Niere, Herz- und Skelettmuskel und Gehirn mittels IHC nachgewiesen. Dabei 

handelte es sich in allen untersuchten Geweben mit der Ausnahme von Herz- und

Skelettmuskel um Oberflächen-gebundenes Sdc-1 und nur in dieser Form hatte Sdc-

1 eine Auswirkung auf das Fressverhalten der transgenen Mäuse. In löslicher Form 

führte eine Überexpression von Sdc-1 zu keiner Gewichtszunahme. Im Gehirn der 

transgenen Mäuse wurde die Anwesenheit von Sdc-1 Protein und mRNA nur in 

bestimmten Hypothalamuszellkernen belegt. Im Gegensatz dazu zeigten Mäuse 

ohne Sdc-1-Überexpression keine Expression von Sdc-1 Protein und mRNA im 

Gehirn.156 Demnach spielt Sdc-1 eine wichtige Rolle in der Regulation der Hunger-

und Sättigungsgefühle im Hypothalamus. Da Sdc-1-ko-Mäuse bereits bei der Geburt 

ein niedrigeres Gewicht aufwiesen und sich dieser Unterschied zu den WT-Mäusen 

nicht erst im Laufe der Zeit entwickelt, scheint hier die Ursache nicht im 

Fressverhalten der Tiere zu liegen. Möglicherweise handelt es sich hierbei um eine 

murine Art der intrauterinen Wachstumsretardierung und eventuell auch 

Präeklampsie.250 Die in 5-8% aller humanen Schwangerschaften auftretende 

Bluthochdruckerkrankung tritt in Mäusen nicht spontan auf.338 Die Notwendigkeit 

diese Krankheit zu untersuchen führte jedoch zur Entwicklung mehrerer 

Präeklampsie-Mausmodelle339 oder Injektion von AK aus Blutserum von Patientinnen 

mit Präeklampsie in trächtige Mäuse.340 Die behandelten Mäuse zeigten die gleichen 

Symptome wie Patientinnen mit Präeklampsie, dazu zählten unter anderem 

Hypertonie, Proteinurie, plazentare Abnormitäten und kleinere Feten.339,340

Untersuchungen am Menschen haben die genaue Ursache bisher noch nicht 
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aufgedeckt, jedoch wird vermutet, dass eine Störung der Plazentation, für die 

Ausbildung von Präeklampsie verantwortlich ist.341–343 Hierbei könnte vor allem die 

inadäquate plazentare Angiogenese bedingt durch eine zu flache, oberflächliche 

Implantation und die daraus resultierende fehlerhafte Entwicklung von Spiralarterien 

von großer Bedeutung sein.94,95 Die Invasion des Trophoblasten in die mütterliche 

Dezidua wird unter anderem durch uNK-Zellen und von uNK-Zellen sezernierte 

Zytokine moduliert.344,345 Zu den uNK-Zellen-sezernierenden Zytokinen zählen neben 

Invasions-regulierenden auch Angiogenese-induzierende Zytokine.220 Sdc-1 ist dafür 

bekannt Leukozyten, wie uNK-Zellen, an bestimmte Orte zu rekrutieren74, sodass ein 

Verlust von Sdc-1, wie in der Sdc-1-ko-Maus, zu einem verminderten Zustrom an 

uNK-Zellen und dadurch zu einer unzureichenden Expression von Invasions-

regulierenden und Angiogenese-induzierenden Zytokinen an der embryo-maternalen

Schnittstelle führen könnte. Des Weiteren wäre auch die Beteiligung des 

Angiogenese-aktiven ELR+-Chemokins CXCL1 denkbar.23 CXCL1 agiert über seinen 

G-Proteingekoppelten Rezeptor CXCR2 und aktiviert Angiogenese-modulierende 

Signalwege durch Bindung an den Rezeptor. Diese Bindung wird durch die Ko-

Rezeptor-Funktion von Sdc-1 begünstigt, sodass es bei Abwesenheit von Sdc-1 zu 

einer verminderten Aktivierung des CXCR2 durch CXCL1 kommen könnte, die sich 

möglicherweise negativ auf den Angiogenese-Prozess auswirkt. Eine inadäquate 

Implantation und gestörte Angiogenese können anschließend zu der Ausbildung 

einer Präeklampsie führen. Eine häufige Folge von Präeklampsie ist die fetale 

intrauterine Wachstumsretardierung.346 Diese kann jedoch auch ohne das Auftreten 

einer Präeklampsie durch eine insuffiziente Implantation induziert werden und hat 

negative Auswirkungen auf das fetale Wachstum, den fetalen Gesundheitszustand 

und darüberhinaus wahrscheinlich auch auf verschiedene Erkrankungen im 

Erwachsenenalter347 wie kardiovaskuläre Erkrankungen, erhöhter BMI, 

Schizophrenie und andere psychische Störungen.348–351

Folglich könnte der Sdc-1 ko die murine Implantation stören, die plazentare 

Angiogenese negativ beeinflussen und zu einer Unterversorgung der Embryonen 

führen, die anschließend in einer signifikanten Wachstumsretardierung endet, wie in 

dieser Studie beobachtet. 

Durch diese initialen Experimente wurde ein Grundstein für weitere Versuche mit der 

Sdc-1-ko-Maus, die den Einfluss von Sdc-1 auf den Stoffwechsel untersuchen 

werden, gelegt. Hierzu könnten längere Gewichtsbeobachtungen, 
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Blutuntersuchungen, Organgewichtsanalysen und Embryotransferversuche gehören. 

Die Verfolgung des Präeklampsie-Ansatzes würde Analysen des Blutdrucks und der 

Proteinausscheidung in der Sdc-1-ko-Maus nach sich ziehen. Diese Versuche sollen 

Aufschluss darüber geben, inwieweit der Sdc-1 ko einen Einfluss auf den 

Metabolismus und die Organentwicklung hat, ob die Gründe für diese Effekte auf der 

maternalen oder embryonalen Seite liegen und sich durch den Austausch von 

Embryo bzw. Ammentier aufheben lassen. Zusammengefasst werden die Ergebnisse 

zu einem besseren Verständnis der Sdc-1-Rolle in der murinen Entwicklung und 

Reproduktion beitragen.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick
Die humane embryonale Implantation ist ein essentieller Prozess bei der Etablierung 

einer gesunden Schwangerschaft und unterliegt einer strengen Regulation. Trotz 

einer Vielzahl an durchgeführten Studien ist das komplexe Implantations-

regulierende Netzwerk aus verschiedenen Faktoren, den korrespondierenden 

Rezeptoren und Signalwegen noch lange nicht ins Detail verstanden. 

Die Detektion des CXCL1-Rezeptors CXCR2 in der endometrialen Stromazelllinie St-

T1, die Analyse der CXCR2-Funktionen an der embryo-maternalen Schnittstelle, die 

Untersuchung des Sdc-1-Einflusses auf die CXCL1-Expressions-vermittelnden 

Signalwege, ERK1/2, JNK und Wnt, die Etablierung eines neuen, auf einer 

Sphäroiden-Ko-Kultur basierenden, 3D-Implantationsmodells und die initialen 

Charakterisierungsuntersuchungen der Sdc-1-ko-Maus, die eine Basis für 

weiterführende Analysen an dem Mausmodell darstellen sollten, bildeten die 

Zielsetzung dieser Arbeit. Die Regulation der Angiogenese und die chemoattraktive 

Wirkung auf Immunzellen sind nur zwei der vielen wichtigen Funktionen von CXCL1, 

die dessen Anwesenheit an der embryo-maternalen Schnittstelle unverzichtbar 

machen. Diese Funktionen werden laut Literatur über den Rezeptor CXCR2 und den 

Ko-Rezeptor Sdc-1 vermittelt. Nachdem die Expression von CXCL1 und Sdc-1

bereits mehrmals in den endometrialen Stromazellen nachgewiesen wurde, sollte die 

Detektion von CXCR2 und dessen Funktionsanalyse einen Teil dieser Arbeit 

darstellen. Die Realisierung dieser Zielsetzung sollte durch die Generierung eines 

stabilen induzierbaren CXCR2 kd in St-T1 durchgeführt werden. Nach den mehrmals 

durchgeführten Transfektionen der St-T1-Zellen, der erfolgreichen Isolierung von 89 

putativen kdCXCR2-Zellklonen und den Versuchen die Basisexpression von CXCR2 
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und den kd durch Standard-PCR, nested-PCR, TD-PCR, qRT-PCR, IHC, IF, WB und 

die besonders sensitive Methode des QGP Assay nachzuweisen, konnte gezeigt 

werden, dass die St-T1-Zelllinie keine CXCR2-Expression aufweist. Die Expression 

des CXCR2-Liganden und des Ko-Rezeptors Sdc-1 in St-T1 führte zu der 

Hypothese, dass das endometrialen Stroma als Vermittler und Signalweiterleiter 

während der Präimplantations- und Implantationsprozesse fungiert. Hierbei wird das

Signal des anwesenden Embryos in Form von sezernierten Faktoren wie IL-1β von

endometrialen Stroma aufgenommen und zur Steigerung der CXCL1-Expression 

verwendet. Die Signalweiterleitung in Form von sezerniertem CXCL1 induziert 

anschließend mit Hilfe von CXCR2-exprimierende Zellen Implantations-relevante 

Prozesse, die die Implantation des Embryos in das Endometrium regulieren. Das 

detektierte Sdc-1 spielt im endometrialen Stroma möglichweise die Rolle eines 

Chemokinspeichers, das durch das Binden von CXCL1 einen chemoattraktiven 

Gradienten aufbaut und damit den Zustrom von Leukozyten an die embryo-

maternale Schnittstelle ermöglicht. Daneben reguliert Sdc-1 die CXCL1-Expression 

in St-T1-Zellen über den ERK1/2-MAPK-Signalweg. Eine Herunterregulation von 

Sdc-1 führte zu einer statistisch signifikanten Abnahme der CXCL1-Expression nach 

Aktivierung der ERK1/2-Signalwegs durch IL-1β. Ein weiterer untersuchter MAPK-

Signalweg, JNK, schien Sdc-1-unabhängig reguliert zu werden. Die Expression der 

beiden Wnt-Rezeptoren FZD4 und FZD6 ist ebenfalls von Sdc-1 abhängig und zeigte 

eine Herunterregulation von FZD4 bei Abwesenheit von Sdc-1 und eine fehlende 

Hochregulation von FZD6. Zusammengefasst zeigten diese Ergebnisse wie wichtig 

eine regulierte Sdc-1-Expression bei der Implantation ist. Dysregulationen in Form 

von unzureichender Sdc-1-Expression in endometrialen Stromazellen könnten die 

Ausbildung eines CXCL1-Gradienten stören und dadurch den essentiellen Zustrom 

an Leukozyten, die für die Ausbildung des maternalen Toleranzpotenzials gegenüber 

dem semi-allogenen Embryo unabdingbar sind, hemmen. Des Weiteren könnte eine 

niedrige Sdc-1-Konzentration zu einer unterdrückten CXCL1-Expression führen, 

wodurch viele Implantation-essentielle Prozesse nicht aktiviert werden könnten. Auch 

der untersuchte Wnt-Signalweg wies durch die Inkubation der St-T1-Zellen mit IL-1β

eine Zunahme der FZD4- und FZD6-Expression als Hinweis für eine Aktivierung und 

dadurch auch Beteiligung des Signalwegs bei der embryonalen Implantation auf. Hier 

störte der Sdc-1 kd signifikant die Expression der beiden Rezeptoren in vitro, sodass 

eine erniedrigte Sdc-1-Expression auch in vivo die Aktivierung des Wnt-Signalwegs 
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beeinträchtigen und dadurch einen negativen Einfluss auf die Implantation haben 

könnte.

Die erfolgreiche Etablierung einer neuen 3D-Ko-Kultur aus einem endometrialen 

Stromasphäroiden und einem Sphäroiden aus trophoblastären Zellen als ein neues 

Modell für die humane Implantation ermöglicht eine Vielzahl unterschiedlicher 

Versuchsansätze zur Untersuchung dieses Prozesses. Die Besonderheit dieses 

Modells bildet die Physiologie-nahe dreidimensionale Versuchsdurchführung, die vor 

allem für Invasionsstudien eingesetzte werden kann und die Möglichkeit besitzt die

Auswertung auf Fluoreszenz- oder IHC-Ebenen durchzuführen.

Die initialen Charakterisierungsversuche der Sdc-1-ko-Maus im Hinblick auf die 

Reproduktion belegten das bereits gezeigte niedrigere Gewicht und die kleinere 

Größe der Sdc-1-ko-Mäuse, die möglicherweise auf eine Unterversorgung der 

Embryos, bedingt durch den Sdc-1 ko, zurück zu führen ist. Des Weiteren wurde 

aufgedeckt, dass dieser Gewichtsunterschied bereits bei der Geburt im Vergleich zu 

WT-Mäusen signifikant war und in dem Untersuchungszeitraum von 100d keine 

Gewichtsangleichung stattfand. Zusätzlich wurde eine erhöhte Sterblichkeit der Sdc-

1-ko-Jungtiere innerhalb der ersten 7 Lebenstage beobachtet. Diese Ergebnisse 

bildeten eine Basis für weiterführende Versuche, die sich auf den Stoffwechsel der 

Sdc-1-ko-Mäuse und der Untersuchung der embryonalen Wachstumsretardierung 

konzentrieren könnten.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die hier aufgeführten Ergebnisse sichtlich 

zum besseren Verständnis einiger komplexer Implantationsprozesse beigetragen 

haben und zusammen mit dem neuen in vitro Implantationsmodell und dem in vivo-

Mausmodell eine solide Basis für weiterführende Versuche, die Vorgänge an der 

embryo-maternalen Schnitte zu dechiffrieren, gelegt haben. Darüberhinaus könnten 

aufgrund der gezeigten, besonders wichtigen Bedeutung von Sdc-1 für viele 

Implantations-relevante Vorgänge neue diagnostische und therapeutische Methoden 

entwickelt werden, von denen vor allem Patientinnen mit Implantationsversagen, 

habituellen Aborten und Patientinnen, die sich einer ART-Behandlung unterziehen,

profitieren könnten.
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4.6 Summary and prospects

The human embryonic implantation is an essential process for the establishment of a 

proper pregnancy and underlies a tight regulation. Despite numerous studies the 

complex regulation network of the implantation is still not completely understood. 

The detection of the CXCL1 receptor CXCR2 in the endometrial stromal cell line St-

T1, and the analysis of the CXCR2 functions at the embryonic-maternal interface 

represented the first aim of the current study. Furthermore the investigations of the 2 

signaling pathways, ERK1/2 and JNK, which are known to regulate CXCL1 

expression and the Wnt signaling pathway with respect to Sdc-1 expression provided 

a further important approach. Moreover the establishment of a new 3D implantation 

model based on a spheroidal co-culture and the initial investigations of the Sdc-1-ko-

mouse characterization as a foundation for further research also belonged to the 

purpose of this work.

The regulation of angiogenesis and the chemo-attractive effect on immune cells are 

just 2 of various possible CXCL1 functions at the embryonic-maternal interface. 

According to the literature, CXCL1 acts through the corresponding receptor CXCR2 

and the co-receptor Sdc-1. Since the expression of CXCL1 and Sdc-1 was shown in 

endometrial stromal cells several times before, the detection of CXCR2 and the 

analysis of its function represented a part of the present study. The realization of this 

aim should be accomplished by a generation of a stable inducible CXCR2 kd in St-T1

cells. After the isolation of 89 putative kdCXCR2 cell clones the proof of CXCR2 kd 

was performed by PCR, nested-PCR, TD-PCR, qRT-PCR, IHC, IF, WB and one 

especially sensitive method, the QGP assay. No CXCR2 expression was shown in

St-T1 cells. The expression of the CXCR2 ligand CXCL1 and the co-receptor Sdc-1

led to the hypothesis of endometrial stroma as mediator and signaling redirector 

during the pre-implantation period. Therefore, the signal of the present embryo in 

terms of IL-1β could be detected by the stromal cells and used for up-regulating the 

CXCL1 expression. After secretion of the signaling molecule, CXCL1 would be able 

to induce processes that are relevant for implantation with the help of CXCR2

expressing cells. The detected Sdc-1 in the endometrial stromal cells may play a role 

as storage for chemokines that can form a chemo-attractive gradient with the binding 

of CXCL1. This gradient could be used for leukocyte recruitment to the embryo-

maternal interface. 
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Furthermore, Sdc-1 is regulating the CXCL1 expression in St-T1 cells through the 

ERK1/2 signaling pathway. The down-regulation of Sdc-1 led to a statistical 

significant decrease of CXCL1 expression after ERK1/2 signaling activation by IL-1β.

The further investigated JNK signaling pathway seemed to act independent of Sdc-1

expression. The expression of 2 Wnt-receptors, FZD4 and FZD6, was also 

contingent on a proper Sdc-1 expression and was up-regulated in the presence of 

the embryo secretion product, IL-1β that implies an important role during embryo 

implantation. With Sdc-1 deficiency the expression of FZD4 was down-regulated. 

And in case of FZD6, IL-1β had no effect on the expression in absence of Sdc-1.

Summarizing, a regulated Sdc-1 expression in endometrial stromal cells seems to be 

important for the implantation process. Dysregulations in the expression of Sdc-1

could let to an impaired formation of the CXCL1 gradient and therewith to an 

obstructed leukocyte recruitment to the embryo-maternal interface which is essential 

for the formation of the maternal immune tolerance towards the semi-allogenic 

embryo. Furthermore the expression of CXCL1 could also be disturbed by an

inadequate activation of the ERK1/2 signaling pathway. An insufficient CXCL1 

expression could have an impact on different processes important for embryo 

implantation. An abnormal Sdc-1 expression may also have an effect on FZD4 and 

FZD6 expression and so on Wnt signaling activation with a possible negative 

influence on the implantation process.

The successful establishment of a new 3D co-culture with an endometrial stromal 

and a trophoblastic spheroid as a new implantation model enables the investigations 

of many different aspects of the human implantation. The specialty of this 

implantation model is the 3 dimensional experiment implementation that is especially 

crucial for invasion studies.

The initial tests for the characterization of the Sdc-1-ko-mouse in respect of the 

reproduction showed a lower weight versus control mice which was already existing

after birth and remained the first 100 days. Furthermore there were a greater number 

of dead mouse pups with Sdc-1 defficiency. These results indicated a possible 

shortage of the mice embryos during pregnancy, perhaps in terms of a murine pre-

eclampsia or IUGR that could be attributed to the Sdc-1 ko. This outcome provides

the base for further investigation on the metabolism of the Sdc-1-ko-mouse and the 

functions of the murine Sdc-1.
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Summarizing, this results contributed to a better understanding of the complex 

implantation network and built a respectable foundation for additional studies on the 

embryo-maternal interface for further decryption of the implantation process. In 

addition to this, the shown essential impact of Sdc-1 on different implantation 

important processes could provide new diagnostic tools and therapeutical techniques 

for treating women with implantation failure, habitual miscarriages and women in 

ART treatment.
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6 Anhang

6.1 Putative kdCXCR2-Zellklone

Tab. 21.: Übersicht über die Anzahl der durchgeführten Transfektionen und die Anzahl der daraus 

resultierten KdCXCR2-Zelllinien

Transfektion Transfizierte 
Zellen shRNA-Vektor Transfektions-

programm
KdCXCR2-Zelllinie 
(Bezeichnung)

1.Transfektion
(30.06.2010)

Amaxa

893III

T-13 -
T-23 AIII T-23
T-24 -
U-17 -
U-23 AIII U-23
U-24 -

1145I

T-13 AI T-13
T-23 -
T-24 -
U-17 -
U-23 AI U-23
U-24 AI U-24

Nano

893III

T-13 -
T-23 -
T-24 -
U-17 -
U-23 -
U-24 NIII U-24

1145I
T-13 NI T-13
T-23 -
T-24 NI T-24
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U-17 -
U-23 -
U-24 -

2. Transfektion
(14.12.2010) Amaxa

893III

T-13 -
T-23 AIII T-23
T-24 -
U-17 -
U-23 AIII U-23
U-24 -

1145I

T-13 AI T-13
T-23 -
T-24 -
U-17 -
U-23 AI U-23
U-24 AI U-24

3. Transfektion
(17.12.2010)

Nano

893III

T-13 2 Zelllinien (1, 2)
T-23 -
T-24 (3)
U-17 -
U-23 2 Zelllinien (4, 31)
U-24 5 Zelllinien (5, 6, 7, 8, 32)

1145I

T-13 2 Zelllinien (9, 10)
T-23 3 Zelllinien (11, 12, 13)
T-24 -
U-17 (14)
U-23 2 Zelllinien (15, 16)
U-24 2 Zelllinien (17, 18)

Amaxa

893III

T-13 2 Zelllinien (19, 20)
T-23 3 Zelllinien (21, 22, 23)
T-24 (24)
U-17 (25)
U-23 2 Zelllinien (26, 27)
U-24 2 Zelllinien (28)

1145I

T-13 -
T-23 -
T-24 -
U-17 (30)
U-23 -
U-24 -

4. Transfektion
(14.04.2011)

Amaxa

429III

T-13 #13
T-23 #14
T-24 #15
U-17 #16
U-23 #17
U-24 #18

452III

T-13 #19
T-23 #20
T-24 #21
U-17 #22
U-23 #23
U-24 #24

Nano
429III

T-13 #1
T-23 #2
T-24 #3
U-17 #4
U-23 #5
U-24 #6

452III T-13 #7
T-23 #8
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T-24 #9
U-17 #10
U-23 #11
U-24 #12

5. Transfektion
(11.05.2011)

Amaxa

1015I

T-13 #37
T-23 -
T-24 #39
U-17 -
U-23 -
U-24 #42

1744III

T-13 #43
T-23 #44
T-24 #45
U-17 -
U-23 #47
U-24 #48

Nano

1015I

T-13 #25
T-23 #26
T-24 #27
U-17 #28
U-23 #29
U-24 #30

1744III

T-13 #31
T-23 #32
T-24 #33
U-17 #34
U-23 #35
U-24 #36

6.2 Auswertung der CXCR2-IF-Aufnahmen

Tab. 22: CXCR2-IHC-Auswertung aller IHC-Abb. mit endometrialem Gewebe von 2 Patientinnen; (-)= 

keine Färbung; (+)= schwache Färbung; (++)= moderate Färbung

Patientin # Aufnahme # 1. Untersucher 2. Untersucher 3. Untersucher

1 1
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - + +

1 2
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 3
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - +

1 4
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel +++ ++ +++
Stroma + - +

1 5
Epithel x x x
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - +

1 6
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + - -

1 7 Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ +++ ++
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Stroma + + +

1 8
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 9
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + - -

1 10
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 11
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ +++ ++
Stroma - + -

1 12
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 13
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - + +

1 14
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 15
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + - -

1 16
Epithel + ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 17
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ +++ ++
Stroma + + +

1 18
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - + +

1 19
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 20
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + - -

1 21
Epithel ++ + ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 22
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - + +

1 23
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 24
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + - -

1 25
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - + +

1 26
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 27 Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel +++ +++ +++
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Stroma - - +

1 28
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 29
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ +++ ++
Stroma + + +

1 30
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + - -

1 31
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel x x x
Stroma - - -

1 32
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma - - -

1 33
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel x x x
Stroma - + -

2 34
Epithel x x x
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + + +

2 35
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + + +

2 36
Epithel x x x
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + + +

2 37
Epithel ++ ++ ++
Drüsenepithel ++ ++ ++
Stroma + + +
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6.3 Sphäroid-Konfrontationsversuche 

Abb. 62: Repräsentatives Ergebnis eines Konfrontationsversuches mit zwei KdS1-Sphäroiden als 

Negativkontrolle. Dargestellt sind die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen eines KdS1-KdS1-

Sphäroidansatzes gefärbt mit MitoTracker® Green und MitoTracker® Orange. Gezeigt sind jeweils 

Serienaufnahmen aus 6 Ebenen (20µm Abstand) und 4 Zeitpunkten (2h, 12h, 24h, 48h)
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Abb. 63: Repräsentatives Ergebnis eines Konfrontationsversuches mit einem KdS1-Sphäroiden und 

einem St-T1-Sphäroid als Negativkontrolle. Dargestellt sind die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen 

eines KdS1-KdS1-Sphäroidansatzes gefärbt mit MitoTracker® Green und MitoTracker® Orange.

Gezeigt sind jeweils Serienaufnahmen aus 6 Ebenen (20µm Abstand) und 3 Zeitpunkten (2h, 24h, 

48h)
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Abb. 64: Gegenüberstellung von repräsentativen Ergebnissen der KdS1+KdS1-Negativkontrolle und 

der HTR8/SVneo+KdS1-Konfrontationskultur. Dargestellt sind die konfokalmikroskopischen 

Aufnahmen der Negativkontrolle KdS1+KdS1 und des Versuchsansatzes HTR8/SVneo (rot)+KdS1 

(grün) der mittleren Schnittebene nach (A+B) 2h, (C+D) 12h, (E+F) 24h und (G+H) 48h mit 100x bzw 

400x Vergrößerung (als 40x Vergrößerung des Objektivs angegeben)
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