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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Dezidualisierung, d.h. die Differenzierung des endometrialen Stromas in der
zweiten Halfte des weiblichen Zyklus, ist die entscheidende Vorraussetzung flir eine
erfolgreiche Implantation des Embryos und eine darauf folgende Schwangerschaft
(Dunn et al., 2003). Die morphologischen Veranderungen des Endometriums wahrend
des Zyklus werden von den beiden Sexualhormonen Ostrogen und Progesteron
gesteuert. Ostrogen wird in den Granulosazellen des reifen Follikels und nach der
Ovulation vom Corpus luteum gebildet. Progesteron wird hauptsachlich vom Corpus
luteum und in der Schwangerschaft von der Plazenta produziert (Kiechel et al., 2007).
Der Einfluss dieser beiden Hormone auf die Dezidualisierung des Endometriums wurde
zum ersten Mal 1950 von Noyes, Hertig und Rock beschrieben. Ostrogen ist das
dominierende Hormon der Proliferationsphase, in der das Endometrium stark proliferiert
und vermehrt Ostrogen- und Progesteronrezeptoren ausgebildet werden. (Hoozemans
et al., 2004). Progesteron hingegen ist fur die Transformation und die Dezidualisierung
des Endometriums in der Sekretionsphase, genauso wie fur die Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft verantwortlich. Wahrend der Sekretionsphase findet eine
Umwandlung des endometrialen Stromas statt. Hierbei wandern vermehrt uterine
naturliche Killerzellen (UNK Zellen) in das Endometrium ein. Eine GefaBumwandlung im
Endometrium wird durch die Bildung so genannter Spiralarterien eingeleitet (Gellersen
et al., 2007). Auf diese Weise bereiten Ostrogen und Progesteron gemeinsam das
Endometrium auf eine mdgliche Implantation vor. Der rezeptive Zeitraum dauert nur
wenige Tage an; das so genannte Implantationsfenster beim Menschen reicht nur etwa
von Tag 20-24 des Zyklus (Wilcox et al., 1999).

AuRer Ostrogen und Progesteron sind auch lokal sezernierte und parakrin wirkende
Wachstumsfaktoren und Zytokine ganz wesentlich an der endometrialen Umwandlung
beteiligt (Strowitzki et al., 2006). Insulin-like growth factor binding protein (IGFBP)-1 ist
eines der Hauptsekretionsprodukte dezidualisierter endometrialer Stromazellen und
konnte eine Rolle in der Implantationsregulation spielen (Giudice et al., 1999). Ein
weiterer Faktor, der von endometrialen Stromazellen wahrend der Dezidualisierung
ansteigend sezerniert wird, ist Prolaktin (PRL). PRL scheint ebenso wie IGFBP-1 an der
Regulation der Implantation und dartber hinaus noch an der Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft beteiligt zu sein (Garzia et al., 2004). Aul’erdem konnte gezeigt

werden, dass eine kurzzeitige Hochregulation von insulin-like growth factor (IGF)-1 in
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der frihen Dezidualisierungsphase fiir die endometriale Rezeptivitat wichtig zu sein
scheint (Fluhr et al., 2007).

Die Implantation — bestehend aus den drei Phasen Apposition, Adhesion und Invasion —
ist ein komplizierter Prozess, dessen Erfolg nicht nur von der Qualitat der Blastozyste
und der Rezeptivitit des Endometriums abhangt, sondern maligeblich vom
Zusammenspiel einer Vielzahl von Hormonen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen
gesteuert wird (Singh et al., 2011). Die Ursachen fur Implantationsstérungen und
habituelle Aborte sind vielfaltig.

Von habituellen Aborten spricht man nach drei oder mehr Fehlgeburten im ersten
Trimester einer Schwangerschaft. Rund 1% aller Frauen mit Kinderwunsch leiden unter
habituellen Aborten (Rai und Regan, 2006). Fehlgeburten lassen sich grob in
embryologische Ursachen (hauptsachlich aufgrund eines fehlerhaften embryonalen
Karyotyps) und in matterliche Ursachen einteilen, bei denen das Endometrium und/
oder die Plazentation betroffen sind (Li et al., 2002). Erkrankungen, die mdutterliche
Gruinde fur Implantationsstorungen hervorrufen konnen, sind angeborene oder
erworbene Gerinnungsstorungen, Autoimmundefekte, endokrinologische Stérungen und
Defekte des Endometriums (Regan und Rai, 2000). Trotzdem bleibt die Atiologie von
etwa 50 % aller habituellen Aborte unbekannt (ESHRE Capri Workshop Group, 2008).
Es wird vermutet, dass ein Teil dieser wiederholten Fehlgeburten immunologische
Grinde hat. Die Leukozytenpopulation im Endometrium unterscheidet sich deutlich von
der im Blutkreislauf. Im Endometrium befinden sich hauptsachlich T-Helferzellen
(Th-Zellen), Makrophagen und uNK Zellen, deren Anzahl und Verhaltnis im Verlauf des
Menstruationszyklus variieren (Bulmer et al., 1995). Diese dezidualen Immunzellen
produzieren unter anderem die beiden inflammatorischen Zytokine Tumor Nekrose
Faktor (TNF)-a und Interferon (IFN)-y, welche beide eine wichtige Rolle sowohl in der
Physiologie als auch in der Pathologie von endometrialer Differenzierung und
Implantation spielen (Haider und Knéfler, 2009; Murphy et al., 2009).

TNF-a ist an der Regulation von Angiogenese, Apoptose, Proliferation, Differenzierung
und der Anlockung von Leukozyten im Endometrium beteiligt (Haider und Knoéfler,
2009). Der TNF-a Signalweg beginnt an den beiden membranstandigen Rezeptoren
TNF-R1 und TNF-R2, die typischerweise inflammatorische und apoptotische aber
genauso Signalwege der Angiogenese und des Zelluberlebens aktivieren (Bradley,

2008). Das TNF-a Signal wird von den Rezeptoren auf den Transkriptionsfaktor NF-xB
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weitergeleitet. Nachdem NF-kxB von seinem Inhibitor IkBa durch dessen Degradation
getrennt wurde, wird es phosphoryliert und in den Zellkern transloziert, um dort als
Transkriptionsfaktor die Expression von Inflammations- oder Uberlebenszytokinen zu
initiieren (Yamamoto und Gaynor, 2001).

IFN-y reguliert im humanen Endometrium verschiedene immunmodulatorische Zytokine
wie Interleukin (IL)-6, IL-8, IL-15, regulated upon activation, normal T-cell expressed
and secreted (RANTES) und macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)
(Nasu et al., 1998). Des Weiteren besitzt IFN-y wahrend des Menstruationszyklus einen
regulierenden Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung des Endometriums
(Christian et al., 2001). Es ist bekannt, dass IFN-y in Kombination mit TNF-a. humane
endometriale Stromazellen fur Fas-vermittelte Apoptose sensibilisiert (Fluhr et al.,
2007). Durch die Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor wird signal transducers and
activators of transcription (STAT)-1 durch dessen Phosphorylierung und anschliel3ender
Translokation in den Zellkern aktiviert (Bach et al., 1997).

Unfraktioniertes Heparin besitzt ein Molekulargewicht zwischen 5 und 30 kDa. Es
besteht aus einem Gemisch an polysulfatierten Glykosaminoglykanen (Linhardt et al.,
1988), die dem Zuckermolekll eine negative Ladung verleihen. Aufgrund dieser
Tatsache kann es mit positiv geladenen Proteinen interagieren. Seine
antikoagulatorische Wirkung entfaltet das Molekul durch die Bindung von Antithrombin
und die daraus resultierende Katalysierung des Faktors X sowie Thrombin. Ganz
unabhangig von seinem antikoagulatorischen Wirkmechanismus treten in vivo vielfaltige
weitere biologische Aktivitaten auf (Linhardt et al., 1992).

Niedermolekulare Heparine (NMHs) werden durch enzymatische oder chemische
Depolymerisation aus unfraktioniertem Heparin hergestellt. Sie wirken hauptsachlich
durch die Hemmung von Faktor Xa (Shriver et al., 2000). In klinischen Studien konnte
gezeigt werden, dass unfraktioniertes Heparin genauso wie NMHs die
Schwangerschaftsresultate  bei  Frauen, die unter  Thrombophilie  und
Schwangerschaftskomplikationen wie wiederholten Fehlgeburten, Praeklampsie und
intrauteriner Wachstumsretardierung leiden, verbessern (Kutteh, 1996; Rai et al., 1997).
Die Vorstellung, dass Plazentathrombosen und -infarkte der Grund fur die fruhen
Fehlgeburten sein konnten, forcierte die ldee der Verwendung von Heparin als
Thromboseprophylaxe (Nelson und Greer, 2008). Uberraschenderweise sind

intravaskulare oder intervillose Blutgerinnsel in Plazentas des ersten Trimesters und
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Deziduaproben so gut wie nie nachweisbar (Sebire et al., 2003). Auch bei Frauen mit
habituellen Aborten unbekannten Ursprungs, die keine angeborenen Thrombophilien
aufwiesen, konnte Heparin erfolgreich eingesetzt werden (Badaway et al., 2008). In
einer weiteren klinischen Studie wurden NMHs solchen Frauen verabreicht, die sich
aufgrund wiederholten Implantationsversagens einem in vitro Fertilisationsprogramm
unterzogen. Durch die Verabreichung dieser Praparate wahrend der Lutealphase
konnte eine Verbesserung der Implantationsrate und Lebendgeburtrate beobachtet
werden (Urman et al, 2009). Fur die praventiven Effekte des Heparins an
pathologischen Vorgangen der feto-maternalen Kontaktzone scheinen biologische
Eigenschaften dieses Molekils verantwortlich zu sein, die Uber seine klassische
antikoagulatorische ~ Wirkung  hinausgehen. Dieses Konzept unterstreichen
Untersuchungen, die Heparine als antiinflammatorische und immunmodulatorische
Molekule beschreiben, welche die Aktivitdt von naturlichen Killerzellen unterbinden
(Johann et al., 1995) oder die Rekrutierung von Leukozyten und deren Adhasion an
Blutgefallwande inhibieren (Christopherson et al., 2002). Heparin kann zudem die
Funktion von Th-1 Zytokinen wie IFN-y hemmen, indem es die Reaktion von
Endothelzellen auf IFN-y blockiert (Ranjbaran et al., 2006). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Heparin auch auf direktem Weg Apoptose, Differenzierung und Motilitat
humaner Trophoblastzellen modulieren kann (Ganapathy et al., 2007; Hills et al., 2006).
All diese Beobachtungen sind Grundlagen der in dieser Arbeit durchgefuhrten in vitro
Experimente. Hierin wurden die Effekte von Heparin auf die Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen und dessen maoglicher molekularer Wirkungsmechanismus
untersucht. Weiterhin konnten solche Effekte, die Heparin direkt auf die Signalwege der
beiden inflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a im humanen Endometrium ausubt,

nachgewiesen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebegewinnung und Zellkultur

Die endometrialen Gewebeproben wurden aus Hysterektomiepraparaten von Frauen
gewonnen, bei denen diese Operation aus benignen Grinden durchgefihrt wurde.
Dazu wurde nach ausfuhrlicher Aufklarung das schriftiche Einverstandnis zur
Verwendung der Gewebeproben eingeholt. Bei allen Patientinnen konnte ein
regelmaldiger Menstruationszyklus und eine nachgewiesene Fertilitdt dokumentiert
werden, weiterhin galten alle Patientinnen als gesund. Das Studienprotokoll ist von der
Ethikkommission der Ernst-Moritz-Arndt Universitat Greifswald anerkannt.

Die endometrilalen Stromazellen (ESCs) wurden aus dem Gewebe isoliert, in Kultur
gebracht und — wie in vorangegangenen Artikeln beschrieben — charakterisiert
(Fluhr et al., 2007). Die Verdauung des zerkleinerten endometrialen Gewebes erfolgte
durch die Inkubation mit Kollagenase (Biochrom, Berlin, Deutschland). Mit Hilfe eines
40 pm Filters (BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) wurden die Stromazellen von
Epithelzellen und dem restlichen unverdauten Gewebe getrennt. Die Kultivierung der
endometrialen Stromazellen erfolgte in 75 cm? Kulturflaschen (Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland) in DMEM/F-12 Zellkulturmedium ohne Phenolrot (Gibco/Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), dem 10 % depletiertes fetales Kalberserum und 50 pg/ml
Gentamycin (Ratiopharm, Ulm, Deutschland) hinzugefligt wurde. Die Reinheit der

ESCs-Kulturen wurde durch die Immunfluoreszenzanfarbung von Vimentin Gberpruft.

2.2 Dezidualisierung in vitro

Die Dezidualisierung der ESCs in vitro wurde durch die Inkubation mit 30 nmol/l
17B-Ostradiol und 1 pmol/l Progesteron (beide Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) Uber eine Zeitspanne von 9 bzw. 12 Tagen erreicht. Der Nachweis der
Dezidualisierung erfolgte durch den signifikanten Anstieg von sezerniertem insulin-like
growth factor binding protein (IGFBP)-1 und Prolaktin (PRL), wie es in Vorarbeiten
beschrieben wurde (Fluhr et al., 2007).

2.3 Cell Viability Assay
Die Zellviabilitdt wahrend der Dezidualisierung und unter dem Einfluss der verwendeten

Substanzen wurde mit Hilfe des CellTiter-Blue™ Assays (Promega, Madison, WI, USA)
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gemessen, der entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt wurde. Der Assay
basiert auf der Fahigkeit von lebenden Zellen den Redoxfarbstoff Resazurin in
fluoreszierendes Resorufin umzuwandeln. Nicht lebensfahige Zellen sind zu diesem
Metabolismus nicht mehr in der Lage und zeigen aus diesem Grund keine Fluoreszenz.
Zur Detektion des Fluoreszenzsignals wurde das Mikroplattenlesegerat FLUOstar
OPTIMA (BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) verwendet.

2.4 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

IL-6, IL-8, IGFBP-1, PRL und IGF-1 wurden in Zellkulturiberstanden und IFN-y in
Zelllysaten mittels kommerziell erhaltlichen ELISA Kits (IL-6, IL-8, IGFBP-1, PRL und
IGF-1 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland; IFN-y BMS228HS, Bender
MedSystems, Wien, Osterreich) quantifiziert. Dabei handelte es sich um
Sandwich-ELISAs, bei denen zwei Antikérper spezifisch an unterschiedliche Epitope
des zu untersuchenden Antigens binden. An den zweiten AntikOrper bindet eine
Streptavidin-Meerrettichperoxidase, die das chromogene Substrat Tetramethylbenzidin
umsetzt. Dabei ist die Farbintensitat des Substrats proportional zur Antigenmenge. Die
Durchfihrung erfolgte gemal den Herstellerprotokollen. Signifikante Kreuzreaktionen
konnten ausgeschlossen werden. Die Intra- bzw. Interassayschwankungen lagen unter
5%. Heparin und NMHs zeigten keine signifikante Interferenz bei den ELISA
Messungen. Die Absorption wurde mit dem Mikroplattenlesegerat FLUOstar OPTIMA
(BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) gemessen.

2.5 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurde das IkBa Level im Zytoplasma und die
IFN-y Rezeptorexpression auf der Zelloberflache gemessen. Die Intrazellularfarbung
von IkBa erfolgte mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper (Klon L35A5; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA) nach vorangegangener Permeabilisierung
der Zellen mit Ethanol. Fur die Extrazellularfarbung des IFN-y Rezeptors wurde ein
spezifischer monoklonaler Antikorper (Klon MMHGR-1; PBL Biomedical Laboratories,
Piscataway, NJ) verwendet.

Die Durchfihrung erfolgte gemaly eines standardisierten (IkBa Level; Krutzik und
Nolan, 2003) bzw. eines von unserer Arbeitsgruppe bereits beschriebenen Protokolls

(IFN-y Rezeptorexpression; Fluhr et al., 2007).
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Der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 647 gekoppelte Zweitantikdrper wurde
von Molecular Probes (Eugene, OR, USA) bezogen. Zur Uberpriifung unspezifischer
Bindungen wurden Isotypkontrollen (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
durchgefuhrt. Die Messungen wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers FACSCanto™
(BD Biosciences) durchgefiihrt. Die Analytik erfolgte durch die Software FACSDiva™
(BD Biosciences).

2.6 In-Cell Western Assay

Der In-Cell Western Assay basiert auf einer Immunfluoreszenzfarbung von Proteinen
und dient der Quantifizierung intrazellularer Signalereignisse in ganzen Zellen. In
unseren Experimenten wurde er verwendet, um die Menge an phosphoryliertem
(Tyr701) STAT-1 in ESCs zu messen. Im Anschluss an die jeweiligen Experimente
erfolgten eine Fixierung der Zellen mit 3,7%igem Formaldehyd und anschlie’end eine
Permeabilisierung durch eiskaltes Methanol. Nach der Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit Odyssey® Blocking Buffer (LI-COR®, Lincoln, NE) wurden die
Zellen mit einem anti-phospho (Tyr701) STAT-1 Antikérper (Modelnr: 9171; Cell
Signaling Technology, Danvers, USA) und einem mit dem Fluoreszenzfarbstoff
IRDye®800CW konjugierten Sekundarantikérper (LI-COR®, Lincoln, NE) inkubiert. Zur
Normalisierung der einzelnen wells auf die darin enthaltene Zellzahl erfolgte zu jedem
der Ansatze eine DNA-Farbung mittels DRAQ5™ (Biostatus Limited, Shepshed, United
Kingdom). Visualisiert und analysiert wurde der Assay mit einem LI-COR® Odyssey®
Infrarot-Detektionsgerat (LI-COR®, Lincoln, NE).

2.7 Echtzeit reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (real-time RT-PCR)

Im Anschluss an die jeweiligen Vorbehandlungen erfolgte eine RNA-Isolation durch
Einsatz des PeqGOLD TriFast™ Reagenzes (PeqlLab, Erlangen, Deutschland)
entsprechend des Herstellerprotokolls. Die sich anschlieRende cDNA-Synthese wurde
mittels eines High Capacity cDNA Archive Kits (Applied Biosystems, Foster City, USA)
durchgefuhrt. Die Level von IL-6, IL-8, IRF-1, Nmi, IGFBP-1, PRL, IGF-1 wurden mit
Hilfe der real-time RT-PCR bestimmt. Alle Expressionswerte wurden zur Normierung
auf das Haushaltsgen B-Aktin bezogen. Die Amplifikation der cDNA-Proben erfolgte in
einem Ansatz aus den entsprechenden Primern im kommerziell erhaltlichen Power
SYBR® Green PCR-Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die Primer

wurden durch die Software Primer Express® Primer Design Software v2.0
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(Applied Biosystems) erstellt und durch die Firma Invitrogen synthetisiert. Um die
Amplifikation =~ genomischer =~ DNA  auszuschlielen,  wurden  ausschliel3lich
introniberspannende Sequenzen generiert. Die PCR Amplifikation wurde in Duplikaten
in einem ABI Prism™ 7300 Sequenzdetektor (Applied Biosystems, Foster City, USA)
durchgefuhrt. Dafir wurde ein bereits beschriebenes Standardprotokoll (Fluhr et al.,
2007) verwendet. Um die Spezifitat des Amplifikationsprozesses zu Uberprifen, wurden
die PCR Produkte durch eine thermische Dissoziation analysiert. Die relative
Expression der untersuchten Gene im Verhaltnis zu B-Aktin wurde nach folgender
Formel berechnet: Ratio = 2"22°T (Livak und Schmittgen, 2001).

Auflistung der Sequenzen der verwendeten Primer:

B-Aktin forward 5-CCTGGCACCCAGCACAAT-3
B-Aktin reverse 5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3
IGFBP-1 forward 5-TACCTGCCAAACTGCAACAAGA-3’
IGFBP-1 reverse 5-CCATGGATGTCTCACACTGTCTG-3
PRL forward 5’-CACCCCCGAAGACAAGGAG-3’

PRL reverse 5-CCAGGATCGCAATATGCTGAC-3
IGF-1 forward 5-AGTCAGCTCGCTCTGTCCGT-3’
IGF-1 reverse 5-TGCGTTCTTCAAATGTACTTCCTT-3
IRF-1 forward 5-CATTCACACAGGCCGATACAAA-3
IRF-1 reverse 5-AGCGAAAGTTGGCCTTCCA-3

Nmi forward 5-ACCGCGTGGACTATGACAGAC-3’
Nmi reverse 5-TTGTCAGCCACTCCAATCTCC-3
IL-8 forward 5-TCTTGGCAGCCTTCCTGATT-3’

IL-8 reverse 5-TTAGCACTCCTTGGCAAAACTG-3’
IL-6 forward 5-TGGCAGAAAACAACCTGAACCT-3
IL-6 reverse 5-ACCAGGCAAGTCTCCTCATTGA-3

2.8 Cyclisches Adenosin 3, 5°- Monophosphat Assay

An Tag 3 und Tag 12 der Dezidualisierung wurden die intrazellularen cAMP-Level
mittels CAMP-Glo™ Assay (Promega, Madison, WI, USA) entsprechend der Angaben
des Herstellers gemessen. Hierbei katalysiert eine Luciferase die ATP-abhangige

Umsetzung des Substrats Luciferin, wobei es in einem Oxidationsprozess neben der
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Freisetzung von Kohlendioxid und AMP zur Biolumineszenz kommt, die photometrisch
erfasst werden kann. Abhangig von der intrazelullaren ATP-Konzentration, die indirekt
einen Anhaltspunkt Uber die intrazellular vorherrschende cAMP-Konzentration gibt,
verandert sich die Lichtemission mehr oder weniger stark. Zur Messung der
Lumineszenz wurde das Mikroplattenlesegerat FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech,
Offenburg, Deutschland) verwendet.

2.9 Transkriptionsfaktor Assay

Die fUr die nachfolgenden Transkriptionsfaktor Assays bendtigten Zellkernlysate wurden
mit Hilfe des Nuclear Extract Kits (Active Motif, Rixensart, Belgien) gewonnen. Im
Anschluss daran erfolgte eine Bestimmung der Proteinmenge durch das ProStain™ Kit
(Active Motif, Rixensart, Belgien) gemald den Angaben des Herstellers. Die Menge an
aktivem NF-kB sowie Sp1 im Zellkernlysat wurde mit den Transkritionsfaktor Assay Kits
TransAM™ Chemi NF-xB p65 und TransAM™ Sp1 (beide Active Motif, Rixensart,
Belgien) gemall den Herstellerangaben bestimmt. Die Assays enthalten 96-well
Mikroplatten, deren wells mit der konsensuellen DNA-Bindungssequenz von NF-«B
(5-GGGACTTTCC-3’) bzw. Sp1 (5-GGGGCGGGG-3’) beschichtet sind. Zur
Uberprifung der Spezifitat des Assays wurden Kontrollen mit Wildtyp- bzw. mutierten
Oligonukleotiden  durchgefuhrt. Das Lumineszenzsignal wurde durch das
Mikroplattenlesegerat FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech, Offenburg, Deutschland)

erfasst.

2.10 Statistik

Jede Experimentbedingung wurde in Triplikaten oder Quadruplikaten durchgefihrt.
Dabei wurden alle Experimente mit drei bis finf aus verschiedenen Patientinnen
stammenden Zellkulturen wiederholt. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der
Software GraphPad PRISM Version 5 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Zur Testung
des Signifikanzniveaus kamen one-way ANOVAs gefolgt von den multiplen
Vergleichtests nach Dunnett und Bonferroni zum Einsatz. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) dargestellt. Der Unterschied

zweier Werte galt als signifikant wenn p<0.05 war.




3. Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1 Heparin und Dezidualisierung

3.1.1 Heparin moduliert dosisabhangig IGFBP-1, PRL wund IGF-1 in
dezidualisierenden ESCs in vitro

Wir untersuchten den Einfluss von Heparin auf IGFBP-1, PRL und IGF-1, da sie als
relevante Marker der Dezidualisierung gelten. Die Dezidualisierung der Zellen erfolgte
mit 30 nmol/l 17p-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron (EP). Simultan hierzu wurden die
Zellen mit unfraktioniertem Heparin in den Konzentrationen von 0.5, 5 und 50 pg/mi
inkubiert. Unter alleiniger EP Stimulation stellte sich der wahrend der Dezidualisierung
zu erwartende Anstieg von IGFBP-1 und PRL ein. Die Zugabe von Heparin fuhrte Uber
den Zeitverlauf von 12 Tagen zu einer dosisabhangigen Abnahme der IGFBP-1
Sekretion. Bei einer Heparinkonzentration von 50 pug/ml erschien dieser Effekt so stark,
dass an Tag 12 kein signifikanter Anstieg von IGFBP-1 mehr zu erkennen war
(Abb. 1 A). Im Gegensatz dazu steigerte Heparin konzentrationsabhangig die
Freisetzung von PRL (Abb. 1 B). Das typische Sekretionsmuster von IGF-1 mit einem
Anstieg von Tag 0 bis Tag 6 gefolgt von einem Abfall hin zu Tag 12 wurde durch die
Zugabe von Heparin dosisabhangig gesteigert (Abb. 1 C). Die Bestimmung der mRNA
Expression zeigte uUbereinstimmende Ergebnisse bei IGFBP-1 und PRL an Tag 12
(Abb. 1 D und 1 E) und IGF-1 an Tag 3 (Abb. 1 F). Die Zellviabilitdt wurde durch die
Inkubation mit Heparin Uber das gesamte Zeitintervall von 12 Tagen nicht beeinflusst

(Daten nicht gezeigt).
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3. Ergebnisse
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Abb. 1: Heparin moduliert in vitro dosisabhéngig IGFBP-1, PRL und IGF-1. In den
Zellkulturiiberstdnden wurde die Sekretion von (A) IGFBP-1, (B) PRL und (C) IGF-1 an Tag 0, 3, 6, 9 und
12 mittels ELISA gemessen. ESCs wurden mit 30 nmol/l 17B-Ostradiol und 1 umlo/I Progesteron (EP)
dezidualisiert und simultan mit 0.5, 5 und 50 pg/ml unfraktioniertem Heparin inkubiert. Als Kontrolle (Ko)
dienten ESCs, die keine Hormon- oder Heparinzugabe erfuhren. Die Werte von Tag 12 (IGFBP-1 und
PRL) bzw. Tag 0 (IGF-1) wurden als relative Einheiten mit dem Wert 1 normiert. Jeder Wert représentiert
den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert drei verschiedener Zellkulturen, wobei jede
Bedingung als Quadruplikat ausgefiihrt wurde. Die mRNA Expression von (D) IGFBP-1, (E) PRL und
(F) IGF-1 wurde an Tag 9 (IGFBP-1 und PRL) und Tag 3 (IGF-1) mittels real-time RT-PCR gemessen.
Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert vier verschiedener Zellkulturen,
wobei jede Bedingung als Quadruplikat ausgefiihrt wurde. Die Werte von EP wurden 100% gesetzt.
#p<0.05 EP vs. Kontrolle (Ko), *p<0.05 EP + Heparin vs. EP.

3.1.2 Heparineffekte auf IGFBP-1, PRL und IGF-1 sind zeitabhangig
Um eine Zeitabhangigkeit der beobachteten Heparineffekte zu Uberprufen, wurde der

Zugabezeitpunkt von Heparin in der Konzentration von 5 pg/ml wahrend des
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3. Ergebnisse

Zeitverlaufs der Dezidualisierung variiert. Je friher die Zugabe von Heparin erfolgte,
desto ausgepragter waren der inhibierende Effekt auf die IGFBP-1 Sekretion (Abb. 2 A)
sowie die steigernde Wirkung auf die PRL Sekretion (Abb. 2 B). Durch die verzogerte
Zugabe von Heparin zeigte sich auch ein verzogerter Anstieg der IGF-1 Sekretion
(Fig. 2 C). Dieser zeitabhangige Einfluss von Heparin auf IGFBP-1, PRL und IGF-1
konnte auch auf Transkriptionsebene verifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 2: Zeitabhangige Effekte von Heparin auf IGFBP-1, PRL und IGF-1. ESCs wurden mit 30 nmlo/l
17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron alleine (EP) oder in Kombination mit 5 ug/ml unfraktioniertem
Heparin lber einen Zeitraum von 12 Tagen dezidualisiert. Die Zugabe von Heparin erfolgte gestaffelt ab
Tag 0, 3, 6 oder 9. ESCs ohne Hormon- oder Heparinzugabe dienten als Kontrolle. Mittels ELISA wurde
die Menge an sezerniertem (A) IGFBP-1, (B) PRL und (C) IGF-1 in den Zellkulturiiberstdnden gemessen.
Die Werte von Tag 12 (IGFBP-1 und PRL) bzw. Tag 0 (IGF-1) wurden als relative Einheiten mit dem Wert
1 normiert. Jeder Wert représentiert den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von vier

verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Bedingung als Quadruplikat ausgefiihrt wurde.
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3. Ergebnisse

3.1.3 Niedermolekulare Heparine (NMHs) modulieren IGFBP-1, PRL und IGF-1
wahrend der Dezidualisierung in vitro

Der Einfluss der NMHs Enoxaparin, Dalteparin und Certoparin (jeweils 11U anti-Faktor
Xa Aktivitat/ml) auf die Dezidualisierung von ESCs wurde ebenfalls in vitro untersucht.
Ahnlich wie bei unfraktioniertem Heparin fiihrte die Zugabe aller drei NMHSs (iber einen
Zeitraum von 12 Tagen zu einem verminderten Anstieg der IGFBP-1 Sekretion
(Abb. 3 A) sowie zu einer signifikanten Steigerung der PRL und IGF-1 Sekretion
(Abb. 3 B und 3 C).
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Abb. 3. Wahrend der Dezidualisierung modulieren niedermolekulare Heparine (NMHs) IGFBP-1,
PRL und IGF-1. ESCs wurden mit 30 nmol/l 17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron alleine (EP) oder
unter Zugabe von Enoxaparin, Dalteparin oder Certoparin mit einer Konzentration von 11U Faktor anti-Xa
Aktivitdt/ml Gber einen Zeitraum von 12 Tagen dezidualisiert. ESCs ohne Hormonzugabe oder der
Zugabe von NMHs dienten als Kontrolle. Die Werte von Tag 12 (IGFBP-1 und PRL) bzw. Tag 0 (IGF-1)
wurden als relative Einheiten mit dem Wert 1 normiert. Jeder Wert reprdsentiert den Mittelwert +
Standardabweichung vom Mittelwert von drei verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Bedingung als

Quadruplikat durchgeftihrt wurde.
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3. Ergebnisse

3.1.4 Heparin und NMHs fuhren zu einem erhdhten intrazellularen cAMP-Spiegel
in dezidualisierten ESCs

Unter der Zugabe von Heparin und NMHs wurden die intrazellularen cAMP-Spiegel
wahrend der frihen (Tag 3) und der spaten Phase (Tag 12) der Dezidualisierung
gemessen. An Tag 3 zeigten sich sowohl unter der Kontrollbedingung als auch unter
der Dezidualisierung gleichartig niedrige Level an intrazellularem cAMP (Daten nicht
gezeigt). An Tag 12 wurde in dezidualsierten ESCs ein signifikanter Anstieg an
intrazellularem cAMP sichtbar, der durch die Zugabe von 5 ug/ml Heparin und NMHs
(jeweils 11U anti-Faktor Xa Aktivitat/ml) signifikant gesteigert werden konnte (Abb. 4).
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Abb. 4: Heparin und NMHs erhdhen intrazellulare cAMP-Spiegel. ESCs wurden mit 30 nmol/l
17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron (EP) (iber einen Zeitraum von 12 Tagen dezidualisiert. Es
erfolgte eine Inkubation mit 5 ug/ml unfraktioniertem Heparin oder Enoxaparin, Dalteparin oder Certoparin
in einer Konzentration von jeweils 1IU anti-Faktor Xa Aktivitdt/ml. ESCs ohne Hormon- oder
Heparinbehandlung dienten als Kontrolle. An Tag 12 wurde der intrazelluldre cAMP-Spiegel mit Hilfe
eines lumineszenzbasierten Assays gemessen. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung
vom Mittelwert von fiinf verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Bedingung als Sextuplikat ausgefiihrt

wurde. #p<0.05 EP vs. Kontrolle, *p<0.05 Bedingungen mit Heparin vs. EP.
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3. Ergebnisse

3.2 Mechanistische Untersuchungen des Heparineffekts

3.2.1 Einfluss von Thrombin und Faktor Xa (FXa) auf IGF-1 wahrend der
Dezidualisierung

Als Antikoagulanz hemmt Heparin die beiden Gerinnungsfaktoren Thrombin und FXa.
Wir untersuchten, ob diese Gerinnungsfaktoren einen Einfluss auf die Dezidualisierung
in vitro haben. Wie in den zuvor durchgefuhrten Experimenten erfolgte parallel zur
Dezidualisierung mittels 30 nmol/l 17p-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron (EP) eine
Inkubation der ESCs mit 1 |IU/ml Thrombin oder 0.5 IU/ml Faktor Xa Uber 3 Tage.
Thrombin und Faktor Xa flhrten gegenuber der alleinigen hormonellen Stimulation zu

einem signifikanten Anstieg der IGF-1 Sekretion (Abb. 5).
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Abb. 5: Einfluss von Thrombin und Faktor Xa auf die IGF-1-Sekretion. ESCs wurden mit 30 nmol/|
17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron alleine (EP) oder unter Zugabe von 1 IU/ml Thrombin oder
0.5 IU/ml Faktor Xa dezidualisiert. An Tag 3 wurde in den Zellkulturiiberstdnden die IGF-1 Sekretion
mittels ELISA gemessen. Die Werte fiir EP wurden als relative Einheiten durch den Wert 1 normiert; alle
anderen Werte wurden als Relativwerte darauf bezogen. Die Balken reprédsentieren den Mittelwert +

Standardabweichung vom Mittelwert. *p<0.05 im Vergleich zu EP.

3.2.2 Heparin, Dextransulfat und Danaparoid zeigen unterschiedliche Effekte

Um zu testen, ob der beobachtete Effekt in Verbindung mit der antikoagulatorischen
Wirkung von Heparin steht, oder ob ein eigenstandiger Mechanismus dafur
verantwortlich ist, kam in den Folgeexperimenten Dextransulfat zum Einsatz.

Dextransulfat ist ein polysulfatiertes lineares Zuckermolekill, welches dieselbe
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3. Ergebnisse

Molekulargewichtsverteilung wie Heparin aufweist. Allerdings besitzt es keine
antikoagulatorische Wirkung. ESCs zeigten bei Inkubation mit Dextransulfat einen
ahnlich starken Anstieg der IGF-1 Sekretion wie dies bei der Inkubation mit Heparin
beobachtet werden konnte.

Danaparoid ist ein Heparinoid mit anti-Faktor Xa Aktivitat. Es besteht aus einem
Gemisch aus polysulfatierten Glykosaminoglykanen, die aber nur etwa halb so viele
negative Ladungstrager wie Heparin oder Dextransulfat besitzen. Die Inkubation mit
Danaparoid zeigte ebenfalls eine Stimulation der IGF-1 Sekretion, die allerdings

signifikant geringer ausfiel, als die unter Heparin (Abb.6).
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Abb. 6: Unterschiedliche Effekte von Heparin, Dextransulfat und Danaparoid auf die IGF-1
Sekretion. ESCs wurden mit 30 nmol/l 17B8-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron alleine (EP) oder unter
Zugabe von Heparin, Dextransulfat oder Danaparoid (jeweils 5 ug/ml) dezidualisiert. An Tag 3 wurde in
den Zellkulturiiberstdnden die IGF-1 Sekretion mittels ELISA gemessen. Die Werte fiir EP wurden durch
den Wert 1 normiert und alle anderen Werte als Relativwerte darauf bezogen. Die Balken représentieren
den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert. *p<0.05 jede Bedingung vs. EP, #p<0.05

Dextransulfat und Danaparoid vs. Heparin.

3.2.3 Verschiedene NMHs haben unterschiedliche Effekte auf IGF-1

Um die Rolle der antikoagulatorischen Eigenschaft, der MolekulgroRe und der Menge
an negativer Ladung auf die heparinvermittelten Effekte der Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen zu klaren, untersuchten wir den Einfluss von NMHs mit

unterschiedlichen Molekulargewichten. Die Zugabe von Dalteparin, Enoxaparin und
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3. Ergebnisse

Reviparin sowie des selektiven Faktor Xa Inhibitors Fondaparinux erfolgte wiederum
parallel zur Dezidualisierung. An Tag 3 wurde die IGF-1 Sekretion gemessen und mit
den Werten der Heparinbehandlung verglichen. Der IGF-1 Sekretionsanstieg unter der
Behandlung mit Dalteparin, Enoxaparin und Reviparin, die in derselben
antikoagulatorisch potenten Dosis wie das unfraktionierte Heparin (1 IU anti-Faktor Xa
Aktivitat/ml) eingesetzt wurden, fiel deutlich geringer aus als unter der Behandlung mit
unfraktioniertem Heparin. Fondaparinux zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
IGF-1 Sekretion in dezidualisierenden ESCs (Abb. 7 A).

Ahnliche Ergebnisse konnten nach Zugabe der NMHs und Fondaparinux in einer
einheitlichen Dosis von je 5 ug/ml beobachtet werden. Wieder flhrten Dalteparin,
Enoxaparin und Reviparin, im Vergleich zur Behandlung mit unfraktioniertem Heparin,
zu einer weniger starken Steigerung der IGF-1 Sekretion. Unter Zugabe von
Fondaparinux als kleinstem Molekll kam es zu keiner signifikanten Beeinflussung der
IGF-1 Sekretion (Abb. 7 B).
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Abb. 7: Effekte verschiedener NMHs auf die IGF-1-Sekretion. ESCs wurden mit 30 nmol/l
17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron alleine (EP) oder unter Zugabe von Heparin, Dalteparin,
Enoxaparin, Reviparin oder Fondaparinux dezidualisiert. Die verwendeten Konzentrationen waren
(A) jeweils 1 IU anti-Faktor Xa Aktivitdt/ml und (B) jeweils 5 ug/ml. An Tag 3 wurde in den
Zellkulturiiberstédnden die IGF-1 Sekretion mittels ELISA gemessen. Die Werte fiir EP wurden mit dem
Wert 1 normiert und alle anderen Werte als Relativwerte darauf bezogen. Die Balken reprasentieren den
Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert. *p<0.05 jede Bedingung vs. EP, #p<0.05 Dalteparin,

Enoxaparin, Reviparin und Fondaparinux vs. Heparin.
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3. Ergebnisse

3.2.4 Dosisabhéngigkeit des Einfluss von Heparin auf dezidualisierende ESCs
Endometriale Stromazellen wurden mit 30 nmol/l 17p-Ostradiol und 1 pmol/l
Progesteron (EP) in Kombination mit ansteigenden Konzentrationen von
unfraktioniertem Heparin (0-102.4 1U/ml) inkubiert. An Tag 3 wurde die Sekretion von
IGF-1 mittels ELISA gemessen. Unfraktioniertes Heparin fihrte ab einer Konzentration
von 0.4 IU/ml zu einem signifikanten Anstieg der hormoninduzierten IGF-1 Sekretion.
Hoéhere Dosen als 0.4 |U/ fuhrten zu einer nur geringfigigeren Zunahme der IGF-1
Sekretion (Abb. 8).
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Abb. 8: Dosisabhéangiger Effekt von Heparin auf die Sekretion von IGF-1. ESCs wurden mit 30 nmol/l
17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron (EP) iiber 3 Tage dezidualisiert. Parallel erfolgte eine Inkubation
mit unfraktioniertem Heparin in aufsteigender Dosierung (0-102.4 IU/ml). ESCs ohne Hormon- oder
Heparinbehandlung dienten als Kontrolle. Mittels ELISA wurde in den Zellkulturiibersténden die IGF-1
Sekretion gemessen. Die Werte fiir die Kontrollzellen wurden durch den Wert 1 normiert und alle anderen
Werte als Relativwerte darauf bezogen. Die Balken reprdsentieren den Mittelwert + Standardabweichung
vom Mittelwert. #p<0.05 EP + Heparin vs. EP.
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3. Ergebnisse

3.2.5 Effekte von Dextransulfat auf Marker der Dezidualisierung

Durch die Dezidualisierung von ESCs mit 30 nmol/l 17p-Ostradiol und 1 pmol/l
Progesteron (EP) in Kombination mit Heparin bzw. Dextransulfat (jeweils 5 pg/ml) Gber
12 Tage wurde der Einfluss von Dextransulfat auf die Marker der spaten
Dezidualisierung IGFBP-1 und PRL untersucht. In dahnlicher Weise wie unfraktioniertes
Heparin fuhrte Dextransulfat zu einer signifikanten Reduktion des physiologischen
IGFBP-1 Sekretionsanstieges (Abb. 9 A) sowie zu einer signifikanten Erhéhung der
PRL Sekretion (Abb. 9 B).
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Abb. 9: Einfluss von Dextransulfat auf IGFBP-1 und PRL Sekretion. ESCs wurden mit 30 nmol/l
17B-Ostradiol und 1 umol/l Progesteron alleine (EP) oder unter Zugabe von Heparin oder Dextransulfat
(jeweils 5 ug/ml) dezidualisiert. ESCs ohne Behandlung dienten als Kontrolle. An Tag 12 wurde die
Sekretion von (A) IGFBP-1 und (B) PRL mittels ELISA in den Zellkulturiiberstdnden gemessen. Die
Werte flir EP wurden mit dem Wert 1 normiert und alle anderen Werte als Relativwerte darauf bezogen.
Die Balken repréasentieren den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert. #p und *p<0.05

verglichen mit EP.
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3. Ergebnisse

3.3 Einfluss von Heparin auf den IFN-y Signalweg

3.3.1 Heparine hemmen die IFN-y vermittelte Hochregulation des interferon
response factor (IRF)-1 aber nicht des N-myc interactor (Nmi)

IRF-1 und Nmi sind reprasentative Vertreter so genannter IFN-y Zielgene. Wir
untersuchten den Effekt von Heparin auf diese zwei Gene, indem wir dezidualisierte
ESCs mit IFN-y (0.4 ng/ml und 50 ng/ml) alleine oder in Kombination mit 5 ug/ml
unfraktioniertem Heparin stimulierten. Die Heparinbehandlung verminderte den
stimulierenden Effekt von 0.4 pg/ml IFN-y auf die IRF-1 Expression signifikant.
Allerdings hatte Heparin keinen Effekt, wenn die Stimulation mit einer Konzentration von
50 pg/ml IFN-y erfolgte (Abb. 10 A).

Interessanterweise zeigten sich durch Heparin auf die IFN-y induzierte Hochregulation
der Expression von Nmi keine signifikanten Veranderungen (Abb. 10 B).

Zusatzlich zu Heparin untersuchten wir den Einfluss der drei NMHs Enoxaparin,
Dalteparin und Certoparin auf die IFN-y vermittelte Geninduktion von IRF-1 und Nmi.
Enoxaparin, Dalteparin und Certoparin hemmten die Hochregulation der IRF-1
Expression im IFN-y Niedrigdosisbereich ohne einen Effekt auf die Expression von Nmi
zu haben (Abb. 11 A und 11 B). Die Inkubation der Zellen mit NMHs alleine hatte keinen
Einfluss auf IRF-1 und Nmi (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 10: Heparinvermittelte Effekte auf die IFN-y Zielgene IRF-1 und Nmi. Dezidualisierte ESCs
wurde fiir 6 Stunden mit rekombinantem IFN-y alleine (graue Balken) oder in Kombination mit 5 ug/ml

Heparin (schwarze Balken) inkubiert. Die mRNA Expression von (A) IRF-1 und (B) Nmi wurde mittels
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3. Ergebnisse

real-time RT-PCR gemessen. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert
von vier verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Bedingung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. Die
Werte fiir unbehandelte Zellen wurden 100% gesetzt. #p<0.05 IFN-y vs. IFN-y + Heparin, *p<0.05 jede

Bedingung vs. unbehandelt.
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Abb. 11: Effekte von Enoxaparin, Dalteparin und Certoparin auf die IFN-y Zielgene IRF-1 und Nmi.
Dezidualisierte ESCs wurde fiir 6 Stunden mit rekombinantem IFN-y alleine (graue Balken) oder in
Kombination mit Enoxaparin, Dalteparin oder Certoparin in einer jeweiligen Konzentration von
11U anti-Faktor Xa Aktivitdt/ml (schwarze Balken) inkubiert. Die mRNA Expression von (A) IRF-1 und
(B) Nmi wurde mittels real-time RT-PCR gemessen. Die Balken zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung vom Mittelwert von drei verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Bedingung als
Quadruplikat ausgefiihrt wurde. Die Werte fir unbehandelte Zellen wurden 100% gesetzt.
*p<0.05 0.4 ng/ml IFN-y vs. 0.4 ng/ml IFN-y + Enoxaparin, Dalteparin und Certoparin.
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3.3.2 Hemmung der IFN-y vermittelten Phosphorylierung von STAT-1 durch
Heparin

Wir analysierten die Auswirkung von Heparin auf die Phosphorylierung und somit die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT-1. Dazu wurden undifferenzierte und
dezidualisierte ESCs mit einer ansteigenden Dosis von IFN-y (0-50 pg/ml) mit und ohne
5 pg/ml unfraktioniertem Heparin behandelt. Heparin flhrte zu einer signifikanten
Verminderung der STAT-1 Phosphorylierung bei 0.4 pg/ml und 2 ug/ml IFN-y. Kein
Effekt zeigte sich bei hoheren Dosen von IFN-y (10 pg/ml und 50 pug/ml) (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von Heparin auf die IFN-y vermittelte Phosphorylierung von STAT-1.
(A) Undifferenzierte und (B) dezidualisierte ESCs wurde ftir 20 Minuten mit rekombinantem IFN-y alleine
(graue Balken) oder in Kombination mit 5 ug/ml unfraktioniertem Heparin (schwarze Balken) inkubiert.
Mittels In-Cell Western Assay wurde die intrazelluldare Menge an phospho-STAT-1 quantifiziert. Die
Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von drei verschiedenen Zellkulturen,
wobei jede Bedingung als Quadruplikat ausgefiihrt wurde. Die Werte fiir unbehandelte Zellen wurden
durch den Wert 1 normiert und alle anderen Werte als Relativwerte darauf bezogen.

#p<0.05 IFN-y vs. IFN-y + Heparin, *p<0.05 jede Bedingung vs. unbehandelt (0).
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3.3.3 Heparin interferiert mit IFN-y bei der Bindung an seinen Rezeptor

Zur Untersuchung, ob Heparin Auswirkungen auf die Bindung von IFN-y an seinen
Rezeptor hat, wurden undifferenzierte ESCs Uber eine Zeitspanne von 60 Minuten mit
2 ng/ml IFN-y alleine oder in Kombination mit 5 pg/ml Heparin inkubiert. Es zeigte sich,
dass die Zugabe von Heparin den Anstieg von zellgebundenem IFN-y signifikant
verminderte (Abb. 13 A). Aulderdem kam es bei der Inkubation mit ansteigenden Dosen
an IFN-y (0.4-50 ug/ml) in Kombination mit 5 pg/ml Heparin sogar im Hochdosisbereich

zu einer Verminderung an zellgebundenem IFN-y (Abb. 13 B).
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Abb. 13: Heparin interferiert mit |IFN-y bei der Bindung an seinen Rezeptor.
(A) Undifferenzierte ESCs wurden mit 2 ng/ml rekombinantem IFN-y alleine (graue Punkte) oder in
Kombination mit 5 ug/ml unfraktioniertem Heparin (schwarze Punkte) (iber einen Zeitverlauf von 10, 20,
40 und 60 Minuten inkubiert. (B) Undifferenzierte ESCs wurden fiir 10 Minuten mit 0.4, 2, 10 oder
50 ng/ml rekombinantem IFN-y alleine (graue Balken) oder in Kombination mit 5 ug/ml unfraktioniertem
Heparin (schwarze Balken) inkubiert. Die Menge an zellgebundenem IFN-y wurde in Zelllysaten mittels
high sensitivity ELISA bestimmt. Die Punkte und Balken reprdsentieren den Mittelwert +
Standardabweichung vom Mittelwert von vier verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Bedingung als
Triplikat ausgefiihrt wurde. Die Werte sind in relativen Einheiten ausgedriickt und stellen die relative
Menge an zellgebundenem IFN-y bezogen auf die Zellzahl dar. *p<0.05 die jeweilige IFN-y Bedingung vs.
IFN-y + Heparin
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3. Ergebnisse

3.4. Einfluss von Heparin auf den TNF-a Signalweg

3.4.1 Heparin hemmt die TNF-a induzierte Hochregulation von IL-6 und IL-8

Um festzustellen, ob die Behandlung mit unfraktioniertem Heparin einen Einfluss auf die
durch TNF-o induzierte Sekretionssteigerung von IL-6 und IL-8 hat, wurden
dezidualisierte ESCs fur 6 Stunden mit 50 ng/ml rekombinantem TNF-a alleine oder in
Kombination mit  unfraktioniertem Heparin  in  ansteigender  Dosierung
(0-16 IU anti-Faktor Xa Aktivitat/ml) behandelt. Die Zugabe von unfraktioniertem
Heparin fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der durch TNF-a stimulierten |L-6-
und IL-8-Sekretion, hatte aber keinen Einfluss auf die basale Sekretion der beiden
Zytokine (Abb. 14 A und 14 B). Dieser inhibierende Effekt von unfraktioniertem Heparin
konnte auch mittels real-time RT-PCR auf Transkriptionseben nachgewiesen werden
(Abb. 14 C und D).
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Abb. 14: Heparin und der TNF-a Signalweg. Dezidualisierte ESCs wurden mit 50 ng/ml
rekombinantem TNF-« alleine oder in Kombination mit (A, B) 0.06-16 IU anti-Faktor Xa Aktivitdt/ml bzw.
(C, D) 1 IU anti-Faktor Xa Aktivitdt/ml unfraktioniertem Heparin fiir 6 Stunden inkubiert.
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Die Sekretion von (A) IL-6 und (B) IL-8 wurde mit Hilfe eines ELISA in den Zellkulturiiberstdnden
gemessen. Die Werte fiir unbehandelte Zellen wurden durch den Wert 1 zu Relativeinheiten normiert.
Mittels real-time RT-PCR wurde die mRNA Expression von (C) IL-6 und (D) IL-8 bestimmt. Die Werte fiir
unbehandelte Zellen wurden 100 % gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen. Die Balken zeigen
den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert. #p<0.05 TNF-o vs. unbehandelten Zellen,
*p<0.05 TNF-a + Heparin vs. TNF-c.

3.4.2 TNF-a Effekte werden tber NF-xB vermittelt

Um zu klaren, ob der NF-xB Signalweg an den TNF-a Effekten beteiligt ist, wurden die
intrazellularen Level an IkBa und phospho-NF-kB mit Hilfe des In-Cell Western Assays
gemessen. Die zehnminutige Inkubation von dezidualisierten ESCs mit 50 ng/ml
rekombinantem TNF-o fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des inhibitorischen
Proteins IkBa (Abb. 15 A) sowie einer erhohten Phosphorylierung von NF-xB
(Abb. 15 B). Durch die Inhibitoren MG-132 (20 uM) und Parthenolid (20 uM) lieRen sich
sowohl die Degradation von IkBa als auch die Phosphorylierung von NF-kB hemmen
(Abb. 15 A und 15 B). Ebenso kam es durch die Zugabe von MG-132 und Parthenolid
zur Inhibition des TNF-a vermittelten Anstiegs von IL-6 und IL-8 nach 6 Stunden
(Abb. 15 C und 15 D).
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Abb. 15: Die Vermittlung von TNF-a Effekten erfolgt iber NF-xB.
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Abb. 15: Die Vermittlung von TNF-a Effekten erfolgt Uber NF-«xB. Dezidualisierte ESCs wurden fiir
(A, B) 10 Minuten bzw. (C, D) 6 Stunden mit 50 ng/ml rekombinantem TNF-« alleine oder in Kombination
mit 20 uM MG-132 oder 20 uM Parthenolid inkubiert. (A, B) IxBa und phospho-NF-xB wurden mittels In-
Cell Western Assay gemessen. Die Werte fiir unbehandelte Zellen wurden durch den Wert 1 normiert
und alle anderen Werte als Relativwerte darauf bezogen. (C, D) Die mRNA Expression von IL- und IL-8
wurde in der real-time RT-PCR gemessen. Die Werte fiir unbehandelte Zellen wurden 100 % gesetzt und
alle anderen Werte darauf bezogen. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom
Mittelwert. #p<0.05 TNF-a vs. unbehandelten Zellen, *p<0.05 TNF-a + MG-132 bzw. Parthenolid vs.
TNF-a.
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3.4.3 Heparin hemmt nicht die Degradation von lkBa

Durch Einsatz des In-Cell Western Assays untersuchten wir, ob der Uber NF-xB
vermittelte Heparineffekt durch die Hemmung der IkBa Degradation zustande kam. Die
Zugabe von 1 U anti-Xa Aktivitat/ml Heparin zeigte keinen Effekt auf die Degradation

von lkBa weder nach TNF-a Stimulation noch auf das basale Level (Abb. 16).
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Abb. 16: Die Degradation von IkBa wird nicht durch Heparin beeinflusst. Dezidualisierte ESCs
wurden mit 50 ng/ml rekombinantem TNF-« alleine oder in Kombination mit 1 IU anti-Xa Aktivitdt/ml
unfraktioniertem Heparin inkubiert. Nach 10 Minuten wurde IxBa mittels In-Cell Western Assay bestimmt.
Die Werte fiir unbehandelte Zellen wurden durch den Wert 1 normiert und alle anderen Werte als
Relativwerte darauf bezogen. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert.

#p0<0.05 im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

3.4.4 Heparin interferiert mit NF-xB im Zellkern

Da Heparin in ESCs keinen Einfluss auf die Aktivierung von NF-kB hatte, untersuchten
wir, ob es im Zellkern zu Interferenzen zwischen Heparin und NF-«xB kommen kann.
Nach Stimulation dezidualisierter ESCs mit 50 ng/ml TNF-a. kam es im Zellkernlysat zu
einem starken Anstieg an DNA gebundenem NF-kB. Die Menge an aktivem NF-«B
verminderte sich bei simultaner Inkubation von TNF-o mit 1 IU anti-Xa Aktivitat/ml
unfraktioniertem Heparin signifikant (Abb. 17 A). Die Fahigkeit von NF-xB zur
DNA-Bindung verminderte sich auch, wenn die Zugabe von 1 IU anti-Xa Aktivitat/ml
unfraktioniertem Heparin zum Kernlysat TNF-a stimulierter ESCs erfolgte (Abb. 17 B).
Um festzustellen, ob dieser Heparineffekt spezifisch fur NF-xB ist, untersuchten wir den

Einfluss von Heparin auf den konstitutiv aktiven Transkriptionsfaktor Sp-1.
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Im Gegensatz zu NF-xB zeigte sich im Zellkern keine Interferenz von Heparin mit der
DNA-Bindung von Sp1 (Abb. 17 C).
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Abb. 17: Interferenz von Heparin mit NF-«B im Zellkern. Dezidualisierte ESCs wurden fiir 30 Minuten
mit 50 ng/ml rekombinantem TNF-o« alleine oder in Kombination mit 1 IU anti-Xa Aktivitadt/ml
unfraktioniertem Heparin inkubiert. Im Zellkernextrakt wurde die DNA-Bindung von (A) NF-«B und
(C) Sp-1 mit Hilfe des jeweiligen Transkriptionsfaktor Assays gemessen. Die Zellkerne wurden zur
Herstellung des Zellkernextrakts isoliert und anschlieRend lysiert. Die Spezifitit des NF-xB Assays wurde
durch die Zugabe von (A) Wildtyp (wt)- bzw. mutierten (mt) Oligonukleotiden im Uberschuss (berpriift.
(B) Dezidualisierte ESCs wurden fiir 30 Minuten mit 50 ng/ml rekombinantem TNF-« inkubiert. Die
Zugabe von 1 IU anti-Xa Aktivitat/ml unfraktioniertem Heparin erfolgte wéahrend des Transkriptionsfaktor
Assays direkt zum Zellkernextrakt. Die Werte fiir unbehandelte Zellen wurden durch den Wert 1 normiert
und alle anderen Werte als Relativwerte darauf bezogen. Die Balken zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung vom Mittelwert. #p<0.05 im Vergleich zu unbehandelten Zellen,”p<0.05 im
Vergleich zu TNF-c.
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4. Diskussion

Die Zytokine IGFBP-1, PRL und IGF-1 sind wichtige Marker der Dezidualisierung
humaner endometrialer Stromazellen (Dunn et al., 2003; Fluhr et al., 2007). Wir konnten
zeigen, dass die antikoagulatorischen Substanzen unfraktioniertes Heparin und NMHs
in vitro einen modulierenden Einfluss auf IGFBP-1, PRL und IGF-1 haben.

PRL hat die Fahigkeit, an Heparin zu binden, was seine biologische Aktivitat als
Wachstumsfaktor beeinflussen kann (Khurana et al., 1999). Es besitzt einen autokrin
inhibitorischen Effekt auf die Dezidualisierung; in humanen uterinen Fibroblasten zeigte
sich im Zelliberstand und auf Transkriptionsebene eine PRL abhangige Reduktion der
IGFBP-1 Konzentration (Eyal et al., 2007). Der von uns beobachtete vermindernde
Effekt von Heparin auf die Sekretion von IGFBP-1 und die gleichzeitig stimulierende
Wirkung auf die PRL Sekretion legen die Vermutung nahe, dass Heparin zur
Verstarkung dieses autokrinen Regulationsmechanismus in dezidualisierenden
endometrialen Stromazellen fihren kann. Weiterhin ging eine verminderte Expression
von PRL im Endometrium wahrend des Implantationsfensters bei einigen Patientinnen
mit unerklarbarer Infertilitat und wiederholten Fehlgeburten einher (Garzia et al., 2004).
Der stimulierende Effekt von Heparin auf endometriales PRL koénnte somit nicht nur
eine Rolle in der Dezidualisierung spielen, sondern auch einen direkten Einfluss auf die
frGhe Implantation haben.

Wahrend des Zeitverlaufs der Dezidualisierung in vitro beobachteten wir ein IGFBP-1
Sekretionsmuster, das dem in vivo gemessenen sehr ahnlich ist; dabei beginnt die
IGFBP-1 Sekretion an Tag 10 nach dem so genannten LH Peak (Licht et al., 2002).
Dieser Zeitpunkt steht mit einem rasch ansteigenden Risiko fur Implantationsversagen
und einer frthen Fehlgeburt in Verbindung (Wilcox et al, 1999). Dem
phasenspezifischen Expressionsmuster von |IGFBP-1 folgend, lieRe sich ein
modulierender Einfluss dieses Zytokins auf die Regulation der endometrialen
Rezeptivitat vermuten. Die beobachtete Inhibition von IGFBP-1 durch Heparin kdnnte
damit als pharmakologische Interventionsmdglichkeit  betrachtet  werden.
Madglicherweise lielRe sich dadurch eine Modulation der Dauer der endometrialen
Rezeptivitat vornehmen.

Interessanterweise konnte unsere Arbeitsgruppe ahnliche Effekte auf die Sekretion von
IGFBP-1 auch fur das Schwangerschaftshormon hCG nachweisen (Fluhr et al., 2006).

Daruber, ob IGFBP-1 den Implantationsprozess des Throphoblasten férdert oder
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hemmt, wird kontrovers diskutiert. Einerseits wird beschrieben, dass IGFBP-1 die
Migration des Ersttrimestertrophoblasten durch die Bindung an o5B1-Integrin férdert
(Gleeson et al, 2001), andererseits wurde eine Hemmung der
Zytotrophoblasteninvasion in die Schicht der dezidualen endometrialen Stromazellen,
die eine grolRe Menge an IGFBP-1 sezernieren, beobachtet. Auch dieser Effekt wird
durch die Binding von IGFBP-1 an a5p1-Integrin des Throphoblasten vermittelt
(Irwin et al., 1998).

Frihere Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe zum signifikanten Anstieg von IGF-1
wahrend der Dezidualisierung in vitro zwischen Tag 0, 3 und 6 gefolgt von einem
raschen Abfall zu Tag 12 hin, konnten bestatigt werden (Fluhr et al., 2007). Heparin
fuhrte zur Steigerung des zyklusabhangigen Expressionsmusters von IGF-1 und
verstarkt damit seine Funktion als Wachstumsfaktor zur Vorbereitung des
Endometriums auf das Implantationsfenster. Die anschlieRende Verminderung der
IGF-1 Expression nach Tag 6 scheint fur die fruhe Schwangerschaft wichtig zu sein und
bleibt durch die Gabe von Heparin unverandert.

In weiteren in vitro Experimenten untersuchten wir die Effekte von Heparin und
verglichen sie mit denjenigen, die verschiedene heparindhnliche Substanzen
(Unterschiede hinsichtlich des Molekulargewichtes, der Ladung oder der
antikoagulatorischen Aktivitat) auf den Dezidualisierungsprozess ausubten. Hierbei
zeigte sich, dass die beobachteten Effekte von Heparin auf die endometriale
Dezidualisierung unabhangig von dessen antikoagulatorischer Wirkung sind. Allerdings
scheinen diese Effekte durch das Molekulargewicht wie auch das Ausmal} seiner
negativen Ladung unterschiedlich stark beeinflusst zu werden.

Die Applikation von Thrombin und Faktor Xa — beides Partner von Heparin in der
Gerinnungskaskade — wahrend der Dezidualisierung fuhrte in ahnlicher Weise wie auch
Heparin zur Stimulation der IGF-1 Sekretion. Der stimulierende Effekt von Heparin
scheint nicht auf dem gerinnungshemmenden Effekt dieser beiden Substanzen zu
beruhen und schliel3t damit eine Implementierung der antikoagulatorischen Wirkung
aus.

Dies wurde weiterfuhrend durch den Vergleich mit Dextransulfat, einem polysulfatierten
Zuckermolekul, untersucht. Dextransulfat lasst sich im Hinblick auf das
Molekulargewicht und der Menge an negativer Ladung mit unfraktioniertem Heparin

vergleichen, besitzt allerdings keine antikoagulatorische Wirkung (Greinacher et al.,
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1992). Heparin und Dextransulfat zeigten in vitro denselben Effekt auf die
Dezidualisierung endometrialer Stromazellen. Beide hemmten die Hochregulation von
IGFBP-1 und stimulierten die Sekretion von PRL und IGF-1.

Um zu Uberprufen, ob die negative Ladung der Molekule oder deren Molekulargewicht
den Dezidualisierungsprozess modulieren, kamen in Folgeexperimenten NMHs wie
auch Fondaparinux und Danaparoid zum Einsatz. Dalteparin, Enoxaparin, Reviparin
und Fondaparinux besitzen allesamt ein Molekulargewicht, welches wesentlich unter
dem des unfraktioniereten Heparins gelegen ist. Bei Danaparoid sind sowohl das
Molekulargewicht als auch seine negative Ladung geringer als die des unfraktionierten
Heparins. Die Dezidualisierung endometrialer Stromazellen blieb durch die Inkubation
mit Fondaparinux, dem Molekldl mit dem geringsten Molekulargewicht, unverandert.
Danaparoid und NMHs hingegen fuhrten zu einer signifikanten Steigerung der IGF-1
Sekretion; diese Sekretionssteigerung fiel allerdings deutlich geringer aus als bei der
Inkubation mit unfraktioniertem Heparin.

Interessanterweise blieben diese Ergebnisse unverandert, wenn die Substanzen nicht
nach ihrer molekularen Konzentration in IU anti-Xa Aktivitat/ml, sondern nach deren
Gewicht (ug/ml) einsetzt wurden. Hierbei ist zu beachten, dass beim Einsatz der
Substanzen nach Gewicht, die vorhandene Gesamtmenge an negativer Ladung bei
allen Substanzen gleich grof} bleibt. Die Wirkung von Fondaparinux, dem Molekul mit
dem geringsten Molekulargewicht, blieb trotz einer solchen Ladungsnormierung aus.
Somit scheint nicht nur die Gesamtmenge an negativer Ladung allein, sondern auch
das Molekulargewicht der verwendeten Substanz im Hinblick auf die Modulation der
Dezidualisierung eine Rolle zu spielen.

FiUr die endometriale Differenzierung und eine erfolgreiche Implantation ist das exakte
Zusammenspiel einer Vielzahl an Zytokinen notwendig (Strowitzki et al., 2006). Die
beiden Th-1 Zytokine IFN-y und TNF-a. werden an der fetomaternalen Kontaktzone von
dezidualen uNK Zellen produziert. TNF-a reguliert im humanen Endometrium Vorgange
der Apoptose, Proliferation und Differenzierung (Haider und Knofler, 2009), IFN-y
scheint an der Pathophysiologie von Implantationsversagen und frihen Fehlgeburten
beteiligt zu sein (Laird et al., 2003). Die Signalwege der beiden Zytokine kdnnen durch
Heparin auf unterschiedliche Weise moduliert werden. Heparin verhindert die Bindung
von IFN-y an seinen Rezeptor. Nur im Niedrigdosisbereich von IFN-y wird seine

Signaltransduktion durch Heparin unterbunden — die nachfolgende STAT-1 Aktivierung
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und die Expressionssteigerung von IRF-1 bleiben aus. Moglicherweise kann Heparin
kinetisch betrachtet bei hoheren Dosen von IFN-y nicht alle aktiven IFN-y Molekile an
der Rezeptorbindung hindern, um die Aktivierung des Signalwegs zu unterbinden. Dies
spricht fur eine direkte Bindung von Heparin an IFN-y Moleklle (Hatakeyama et al.,
2004). Diese Vermutung lasst sich durch ein Modell des IFN-y Wirkmechanismus in
Endothelzellen untermauern. Hierbei geht man davon aus, dass IFN-y — bevor es die
spezifische Bindung mit dem eigentlichen Rezeptor eingeht — an membranstandige
Heparansulfate bindet (Douglas et al., 1997). Die Hemmung des Signalwegs konnte
daher durch eine Stérung der Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor entstehen, indem
Heparin mit den membranstandigen Heparansulfaten des Rezeptors um die Bindung
von IFN-y kompetiert. Interessanterweise hatte Heparin auf das durch IFN-y induzierte
Gen Nmi nicht denselben Effekt wie auf IRF-1, was auf eine madgliche
Dosisabhangigkeit oder die Mitbeteiligung eines weiteren Signalwegs hindeuten konnte.
Den TNF-a Signalweg hemmt Heparin entweder durch eine Verhinderung der
Translokation von NF-kB in den Zellkern, oder dadurch, dass es im Zellkern bei der
Bindung des Transkriptionsfaktors NF-xB an seine konsensuellen DNA-Bereiche zu
Interaktionen mit Heparin kommt. Heparin verhindert dabei die Hochregulation der
beiden inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8, die eine Rolle bei der
Leukozytenmigration, der endometrialen Differenzierung sowie bei der Implantation
spielen (Dimitriadis et al., 2005).

Die Abspaltung von NF-xkB von seinem Inhibitor IkBa flhrt zur Exposition eines
Bereiches auf dem Transkriptionsfaktor, der stark positiv geladene Aminosauren tragt
und als so genannte Zellkernlokalisationssequenz bezeichnet wird. Diese ist fur die
Translokation von NF-kB in den Zellkern verantwortlich (Malek et al., 1998). Ein
Erklarungsversuch des Heparineffekts ware, dass es durch die Bindung von negativ
geladenem Heparin an die positiv geladene Zellkernlokalisationssequenz zur
Unterbindung des Translokalisationsereignisses von NF-kB kommen kénnte. Denkbar
ware auch, dass Heparin aufgrund seiner negativen Ladung im Zellkern mit der
konsensuellen DNA-Sequenz um die Bindung von NF-«kB kompetiert (Lee et al., 2007).
Weitere in vitro Experimente sind notwendig, um den Heparinmechanismus

abschlieend zu klaren. Zusatzlich zu den elektrostatischen Bindungen von Heparin
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4. Diskussion

sollten auch sterische Aspekte und anderweitige Bindungen von Heparin mit
verschiedensten Strukturen diskutiert werden.

Im klinischen Alltag gehoren unfraktioniertes Heparin und NMHs zu den wichtigsten
Medikamenten der Thromboseprophylaxe. Ganz im Gegensatz zur Antikoagulation ist
ihre antiinflammatorische Funktionsweise immer noch nicht abschlieRend geklart.
Heparine kénnen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit — ebenso wie physiologisch
prasente Heparansulfate — mit proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen
interagieren und deren Wirkungen modulieren (Elsayed et al., 2003). Weiterhin
interagiert Heparin mit dem NF-xB Signalweg und hemmt so die Sekretion
inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-8 (Hochart et al., 2006).

TNF-o und IFN-y sind inflammatorische Zytokine und werden von Th-1 Zellen gebildet.
Sie scheinen an der Pathophysiologie von Implantationsstérungen beteiligt zu sein,
denn bei Frauen mit habituellen Aborten zeigt sich im peripheren Blut ein erhdhtes
Th-1/Th-2 Zellverhaltnis (Raghupathy et al., 2000). Fehlerhafte Implantationen und
wiederholte Fehlgeburten gehen mit einem erhohten Level an TNF-a im Serum einher,
der an den pathophysiologischen Ereignissen beteiligt zu sein scheint (Haider und
Knofler, 2009). Durch die Hemmung des TNF-a Signalwegs konnte Heparin bei diesen
Patientinnen moglicherweise einen regulatorischen Effekt auf das Ungleichgewicht des
Th-1/Th-2 Zytokinmilieus haben.

Wir konnten zeigen, dass Heparin die Dezidualisierung in vitro moduliert (Fluhr et al.,
2010) und die Signalwege der beiden inflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a in
ESCs durch unterschiedliche Mechanismen hemmt (Fluhr et al., 2011b, Spratte et al.,
unveroffentlichte Daten). Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von Heparin
als antiinflammatorisches Molekll ganz unabhangig von seiner antikoagulatorischen
Wirkung (Fluhr et al., 2011a). Aus diesen Grinden scheint Heparin im Hinblick auf die
Therapie von wiederholten Fehlgeburten unbekannter Atiologie ein potentielles Praparat
zu sein. Dies konnte auch durch verschiedene klinische Studien belegt werden
(Rai et al., 1997; Badawy et al., 2008; Fawzy et al., 2008). Dennoch fehlt es vor allem
auf dem Gebiet der Grundlagenforschung weiterhin an Wissen Uber den konkreten
Wirkmechanismus von Heparin beim Einsatz in der Therapie von

Implantationsstérungen und habituellen Aborten.
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Etwa 1% der Frauen mit Kinderwunsch leidet an habituellen Aborten. Die Ursachen zur
Genese habitueller Aborte sind vielfaltig und bei etwa 50 % aller Falle verbleibt sie
unklar (ESHRE Capri Workshop Group, 2008). Im peripheren Blut betroffener Frauen ist
ein erhdhtes Th-1/Th-2 Zellverhaltnis nachweisbar (Raghupathy et al., 2000). Dieser
Umstand Iasst eine Implikation immunologischer und inflammatorischer Prozesse in
dieses Krankheitsgeschehen vermuten.

Unfraktioniertes Heparin und niedermolekulare Heparine (NMHs) — Substanzen der
klassischen Thromboseprophylaxe — kommen immer haufiger in der Behandlung von
habituellen Aborten mit und ohne angeborener Gerinnungsstéorung zum Einsatz
(Rai et al., 1997). Es gibt Hinweise darauf, dass der Benefit von Heparin dabei nicht
durch seine antikoagulatorische Wirkung hervorgerufen wird, sondern auf seinen
antiinflammatorischen und somit auch immunmodulatorischen Eigenschaften beruht
(Young, 2008).

Vor diesem Hintergrund wurden die in der vorliegenden Arbeit dargestellten in vitro
Experimente durchgefuhrt. Die dabei eingesetzten humanen endometrialen
Stromazellen stammten aus Hysterektomiepraparaten. Durch die Quantifizierung von
IGF-1, cAMP sowie den Dezidualisierungsmarkern IGFBP-1 und PRL konnten wir
zeigen, dass unfraktioniertes Heparin und NMHs einen zeit- und dosisabhangigen
Effekt auf den Dezidualisierungsprozess in vitro ausuben (Fluhr et al., 2010). In
weiteren Experimenten verglichen wir die beobachteten Heparineffekte mit denjenigen
heparinahnlicher Substanzen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Effekte von
Heparin auf die Dezidualisierung von ESCs unabhangig von dessen
antikoagulatorischer Wirkung sind. Sie beruhen vielmehr auf dessen Molekulargewicht
und der Menge an negativer Ladung (Fluhr et al., 2011a). Die Signalwege der beiden
inflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a. kdnnen durch Heparin in mechanistisch
unterschiedlicher Weise beeinflusst werden. Heparin interferiert mit IFN-y bei der
Bindung an seinen Rezeptor und verhindert dadurch die Expression des IFN-y
induzierten Gens IRF-1 (Fluhr et al., 2011b). Weiterhin hemmt Heparin die Expression
der beiden TNF-o induzierten Zytokine IL-6 und IL-8, indem es mit dem NF-xB

Signalweg im Zellkern interferiert (Spratte et al., unveroéffentlichte Daten).
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5. Zusammenfasung

Trotz immenser Verbesserungen auf dem Gebiet der Kinderwunschbehandlung in den
letzten Jahren, bleibt die Behandlung von Frauen mit habituellen Aborten eine arztliche
Herausforderung. Besonders weil die Datenlage zum Einsatz von Heparin bei
Implantationsstérungen und habituellen Aborten nicht eindeutig ist (Badawy et al., 2008;
Clark et al., 2010). Auf dem Gebiet der Grundlagenforschung missen deshalb neue
Erkenntnisse gewonnen werden, welche die Basis fur weitere klinische Studien mit

standardisierten Bedingungen und somit vergleichbaren Ergebnissen darstellen.
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