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1. Zusammenfassung

Trotz zahlreicher Fortschritte in der Reproduktionsmedizin bleibt die ungewollte Kin-
derlosigkeit weiterhin ein nur teilweise verstandenes und behandelbares Problem. Un-
ter habituellen Aborten, also drei oder mehr Fehlgeburten in Folge, leiden weltweit
etwa 1% aller Paare (Calleja-Agius und Brincat, 2008). In der Behandlung ungewollter
Kinderlosigkeit auch unbekannter Ursache nehmen Heparine mittlerweile eine wichtige
Rolle ein, auch wenn die Wirkungsweise zur Verbesserung des Schwangerschaftserfolgs
oder der Verhinderung von Schwangerschaftskomplikationen nicht endgiiltig geklart
ist. Wichtige Aspekte sind dabei nicht nur die antikoagulativen Eigenschaften dieser
Medikamente, sondern auch immunmodulatorische Effekte, welche in dieser Arbeit an-
kniipfend an andere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe weiter untersucht wurden. Das
Immunsystem spielt eine herausragende Rolle bei Entstehung und Erhalt von Schwan-
gerschaft. Es ist bekannt, dass sich wiahrend der Schwangerschaft das Gleichgewicht
zwischen Tyl- und Ty2-Zytokinen in Richtung der Ty2-Zytokine verschiebt (Raghu-
pathy et al., 1999), wodurch die fiir den Feten potenziell schidlichen Effekte durch
die Tyl-Immunantwort abgeschwéicht werden (Calleja-Agius und Brincat, 2008). Bei
Frauen mit ungewollter Kinderlosigkeit scheint das Verhéltnis wiederum in Richtung
der Ty1-Zytokine verschoben zu sein (Jenkins et al., 2000). Eine Einflussnahme auf
diese Zytokinverschiebung konnte also hilfreich sein.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde ein in-vitro-Modell endometrialer Stromazellen
(ESC) in Zellkultur verwendet. Es wurde dabei mittels ELISA und PCR untersucht,
wie die beiden wichtigen Modulatoren der Chemokinproduktion TNF-« (ein proin-
flammatorisches Tyl-Zytokin) und Thrombin (wichtiger Partner von Heparin beim
Eingriff in die Gerinnungskaskade) die Chemokinproduktion von ESC auf RNA- und

Proteinebene beeinflussen und wie unfraktioniertes Heparin (UFH), niedermolekulare



Heparine (LMWH) und Heparin-dhnliche Molekiile diese wiederum verdndern kénnen.
Untersucht wurden dabei die Chemokine GRO-a, Ena-78, 11.-8, MCP-1 und RANTES.
In dieser Arbeit wird gezeigt, dass UFH die von TNF-« hervorgerufene Steigerung der
Produktion von IL-8 und RANTES dosisabhéngig beeinflusst. Mithilfe des Einsatzes
des NFxB-Inhibitors Parthenolid kann zudem dargestellt werden, dass der TNF-a- und
vermutlich auch der Heparineffekt iiber den Signalweg des Transkriptionsfaktors NFxB
vermittelt wird. Mittels der Heparin-dhnlichen Molekiile Dextransulfat, Danaparoid
und ODSH versuchen wir anschliefend darzustellen, welche Molekiileigenschaften He-
parins fiir die Einflussnahme auf die von TNF-« verursachte Chemokinexpression und
-sekretion von GRO-a, IL-8 und RANTES verantwortlich sind.

Im zweiten Teil der Arbeit wird zunéchst gezeigt, dass Thrombin die Sekretion von
GRO-q, IL-8 und MCP-1 durch ESC erhoht, wihrend es auf die RANTES-Expression
anders als TNF-a keinen Einfluss hat. UFH ist in der Lage diese gesteigerte Chemo-
kinsekretion von IL-8 und MCP-1 zu verringern. Aufterdem hemmen nicht nur UFH,
sondern auch LMWHs die Thrombin-induzierte Hochregulation von IL-8 und MCP-
1 auf mRNA- und Proteinebene. Thrombin scheint fiir seine Einflussnahme auf die
Chemokinproduktion dabei den MAPK-Signalweg zu nutzen, wie mittels des MAPK-
Inhibitors PD98059 dargestellt wird. Diese Arbeit zeigt somit wie Heparine ihre im-
munmodulatorischen Effekte auf die Chemokinproduktion endometrialer Stromazellen
beim Vorliegen eines proinflammtorischen Milieus ausiiben. Dadurch wird ein Beitrag
geleistet, um die Wirkungsweise von Heparinen beim Einsatz ungewollter Kinderlosig-
keit besser zu verstehen und es wird nochmals das Potential dieser Medikamente bei
der Anwendung in diesem Bereich unterstrichen. Es sind allerdings weitere Untersu-
chungen am Tiermodell oder im Rahmen klinischer Studien notwendig, um diese am
in-vitro-Modell gewonnenen Erkenntnisse auf ein in-vivo Modell zu iibertragen und

somit profunderes Wissen fiir die klinische Anwendung zu gewinnen.
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2. Einleitung

2.1. Wissenschaftlicher Hintergrund

Mit unerfiilltem Kinderwunsch bezeichnet man den Zustand des Leidens an Unfrucht-
barkeit. Unfruchtbarkeit liegt gemafs der Weltgesundheitsorganisation vor, wenn es
trotz regelméifigen und ungeschiitzten Geschlechtsverkehrs nach 24 Monaten bei ei-
nem Paar zu keiner Schwangerschaft gekommen ist (Strauf et al., 2004).

Der Anteil gewollt und ungewollt kinderloser Frauen in Deutschland hat seit den Ge-
burtenjahrgiangen ab 1940 stark zugenommen. Im Geburtsjahrgang 1965 sind etwa 31%
der Frauen aus den alten und 26% der Frauen aus den neuen Bundesldndern kinderlos
(Strauf et al., 2004). Laut einer vom Bundesfamilienministerium in Auftrag gegebenen
Studie besteht bei 25% aller kinderlosen Manner und Frauen im Alter zwischen 20 und
50 Jahren in Deutschland ungewollte Kinderlosigkeit (Wippermann, 2014). Nach An-
gaben des deutschen In-vitro-Fertilisations(IVF)-Registers wurden im Jahr 2015 fast
58.000 Frauen reproduktionsmedizinisch. Nur ein verhéltnisméfig geringer Teil dieser
Behandlungen fiihrt allerdings zum Erfolg. 2014 fithrten 29,5% der IVF-Behandlungen
zu einer klinischen Schwangerschaft, 21,3% davon endeten im Abort (Behre, 2016).
Die Griinde ungewollter Kinderlosigkeit sind vielfiltig, haufig liegen mehrere Ursachen
gleichzeitig vor. Die Ursache kann sowohl beim Mann (25% der Félle), bei der Frau, als
auch bei beiden zu finden sein. In 30% der Félle primérer Sterilitit ist keine Ursache
auszumachen. Bei Frauen kommen verschiedene Ursachen in Betracht, dazu zédhlen
Storungen der Eileiterfunktion, hormonelle Ursachen, Endometriose (Straufs et al.,
2004) oder auch genetische Faktoren, welche auch auf kindlicher Seite eine Rolle spie-

len kénnen (Garrido-Gimenez und Alijotas-Reig, 2015). Von habituellen Aborten (HA)
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2. Einleitung

spricht man, bei drei oder mehr Fehlgeburten hintereinander (Bansala et al., 2011).
Davon betroffen sind weltweit bis zu 1% aller Paare (Calleja-Agius und Brincat, 2008).
Weitere mogliche Ursachen, die in Betracht gezogen werden miissen, sind Stérungen
der Blutgerinnung, wie Thrombophilien, oder auch immunologische Faktoren. Zu letz-
teren zdéhlen einerseits Autoimmunerkrankungen, wie das Antiphospholipid-Syndrom
(APS), und andererseits Faktoren, die die immunologische Toleranz zwischen Mutter
und Kind beeinflussen (Garrido-Gimenez und Aljjotas-Reig, 2015).

Je nach Ursache gibt es verschiedene Behandlungsansitze ungewollter Kinderlosigkeit
und habitueller Aborte. Einen wichtigen Stellenwert haben dabei mittlerweile Hepa-
rine, auch wenn ihre genaue Wirkungsweise in der Kinderwunschbehandlung weiterhin
nur teilweise bekannt ist. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl unfraktioniertes Hepa-
rin als auch niedermolekulare Heparine (LMWH) einen positiven Einfluss auf Schwan-
gerschaftserfolg und auftretende Komplikationen haben. So zeigten Kutteh et al. und
Rai et al., dass die Behandlung mit Aspirin plus Heparin bei Frauen mit APS und HA
zu hoheren Schwangerschaftsraten fiihrte, als die Behandlung mit Aspirin alleine (Rai
et al., 1997; Kutteh, 1996). Die Erfolge bei Kinderwunschpatientinnen mit Thrombo-
philie wurden zunéchst der Annahme zugeschrieben, plazentare Infarkte und Thrombo-
sen konnten ursichlich sein und eine antikoagulative Therapie wiirde diese verhindern
(Nelson und Greer, 2008). Allerdings profitieren auch Patientinnen mit HA unbekann-
ter Ursache von einer Therapie mit niedermolekularen Heparinen (Fawzy et al., 2008).
Zusatzlich senken LMWH das Wiederholungsrisiko von Schwangerschaftskomplikatio-
nen, wie Prieklampsie, vorzeitiger Plazentalosung oder intrauterinem Fruchttod (Rath
und Thaler, 2013). Auch eine Arbeitsgruppe um A.M. Badawy zeigte, dass LMWH bei
Frauen mit HA unbekannter Ursache die Inzidenz frither und spéter Aborte signifikant
senken konnen (Badawy et al., 2008). Diese Befunde deuten daraufthin, dass Heparine
ihre positive Wirkung iiber einen antikoagulativen Effekt hinaus ausiiben. Dazu zdhlt
eine verbesserte Implantation und Plazentation (Rath und Thaler, 2013).

Bisher nur teilweise erforscht sind Effekte von Heparinen auf das Immunmilieu im Fn-
dometrium. Sie scheinen dabei antientziindlich und immunmodulatorisch zu wirken.
Diese Effekte werden in dieser Arbeit genauer betrachtet werden, da sie groften Nutzen

in der reproduktionsmedizinischen Behandlung haben kénnen.
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2.2. Anatomische und physiologische Grundlagen

2.2. Anatomische und physiologische Grundlagen

2.2.1. Aufbau von Uterus und Endometrium

Der Uterus befindet sich als Teil der inneren weiblichen Geschlechtsorgane im weibli-
chen Becken. Seine Aufgaben als Fruchthalter wihrend der Schwangerschaft sind der
Schutz und die Versorgung des heranwachsenden Kindes und zudem die Austreibung
des Kindes bei der Geburt. Die Wand des Gebarmutterkorpers besteht aus drei Schich-
ten. Die dufserste Schicht ist das Perimetrium, der Peritonealiiberzug des Uterus. Es
folgt als dickste Schicht aus glatten Muskelzellen das Myometrium. Innen ist die Ge-
barmutter mit einer Schleimhaut ausgekleidet, dem Endometrium. Im Uteruskorper
besteht das Endometrium aus einem fortwéahrend vorhandenen Stratum basale und
dem darauf liegenden Stratum functionale, welches wihrend der Abbruchblutung des
weiblichen Zyklus abgestofen wird (Aumiiller et al., 2014). Nach der Abbruchblutung
wird das Stratum functionale vom Stratum basale aus wieder aufgebaut. Das Endo-
metrium ist von einem einschichtigen, hochprismatischen Epithel bedeckt. Darunter
liegen in zellreiches, faserarmes Stroma eingebettete Arterien und Driisen, welche das

Uterussekret produzieren (Liillmann-Rauch und Asan, 2015).

2.2.2. Der weibliche Zyklus und dessen hormonelle Steuerung

Im Vergleich mit anderen Geweben im menschlichen Korper ist das Endometrium
hoéchst ungewohnlich. Nur wenige andere Zellen proliferieren in solch einer hohen Ge-
schwindigkeit (Garcia-Velasco und Arici, 1999). Wiahrend der Fortpflanzungsperiode
ist das Endometrium einem hormonell gesteuerten, in der Regel 28 Tage dauernden
Zyklus unterworfen. Dabei kommt es zu Verinderungen in allen Anteilen des Stratum
functionale. Es werden drei Phasen unterschieden: Desquamations-, Proliferations- und
Sekretionsphase. Wahrend der Desquamationsphase in den ersten drei Tagen wird das
Stratum functionale als Folge eines Abfalls des Progesteronsspiegels unter Gewebsne-

krosen und Blutungen abgestofen. Es folgt die Proliferationsphase, welche bis zum 14.
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2. Einleitung

Zyklustag andauert. Unter Ostrogeneinfluss proliferieren vom Stratum basale ausge-
hend die Driisen und das sie umgebende Bindegewebe. In der anschlieflenden Sekre-
tionsphase wihrend der zweiten Hélfte des Zyklus kommt es unter Progesteroneinfluss
zu einer Ausdifferenzierung des Stratum functionale und damit zur Vorbereitung auf
die Einnistung einer méglicherweise vorhandenen befruchteten Eizelle. Die Driisen pro-
duzieren dazu zunehmend Uterussekret. Im Bindegewebe werden verschiedene Néahr-
stoffe eingelagert. Durch ein beginnendes Absinken des Progesteronspiegels gegen Ende
des Zyklus verengen sich die Arterien zunehmend. Die daraufhin eintretende Ischémie
leitet die Desquamationsphase und somit einen neuen Zyklus ein (Liillmann-Rauch
und Asan, 2015). Im unteren Abschnitt der Abbildung 2.1 werden die Phasen, welche

das Endometrium wihrend des Menstruationszyklus durchlauft, dargestellt.

Wie schon erwédhnt, unterliegt der Menstruati-
100+

v onszyklus einer hormonellen Steuerung durch die
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in den Ovarien gebildeten Steroidhormone Pro-

] m—\A_/_ gesteron und C)strogen. Reguliert wird die Bil-
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K (Tegel den Einfluss auf die Hormonbildung in den Ova-
Abbildung 2.1.: Menstruationszyklus rien aus. Uber die Blutspiegel von Progesteron
(Schmidt und Lang, 2007) und Ostrogen findet ein Feedback-Mechanismus
an Hypothalamus und Hypophyse statt. Die Hormonspiegel unterliegen wahrend des
Zyklus typischen Schwankungen (sieche Abb. 2.1). FSH fordert dabei besonders das
Follikelwachstum und in der Follikelphase die Bildung von Ostrogen. Durch den LH-
Peak in der Zyklusmitte wird die Ovulation ausgeldst. Zusammen mit FSH steuert LH

die Reifung der Follikel (Weyerstahl und Stauber, 2013).
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2.2. Anatomische und physiologische Grundlagen

2.2.3. Die Dezidualisierung endometrialer Stromazellen

Die Vorbereitung des bindegewebigen Stromas auf die Einnistung eines Keims wihrend
der Sekretionsphase wird auch als Dezidualisierung bezeichnet (Liillmann-Rauch und
Asan, 2015). Wihrend der Dezidualisierung verindert sich aber nicht nur das Stroma,
sondern auch alle weiteren Anteile des Endometriums, wie Arterien, Driisen und Im-
munzellen. Beim Menschen beginnt dieser Prozess schon in der zweiten Zyklushalfte
ohne Stimulation durch die Blastozyte und setzt sich im Falle einer Schwangerschaft
fort (King, 2000). Das Bindegewebe wird 6dematds und die endometrialen Stroma-
zellen, welche Lipide, Proteine und Glykogen einlagern, werden breiter und ihr Kern
runder. Um die reifen Bindegewebszellen herum findet sich nun eine spezielle Extra-
zellularmatrix. Zusétzlich sezernieren die Zellen verschiedene Hormone, Wachstums-
faktoren, Chemo- und Zytokine, wie beispielsweise Prolaktin, Renin und Insulin-like
growth factor binding protein-1 (IGFBP-1). In-vitro werden vor allem Prolaktin und
IGFBP-1 als Marker zum Nachweis der Dezidualisierung verwendet (Liillmann-Rauch
und Asan, 2015; King, 2000).

Allerdings erfolgt nicht in jedem Zyklus eine ausreichende Dezidualisierung. Bei ferti-
len Frauen kommt es in etwa 1 von 3 Zyklen zu keiner ausreichenden Vorbereitung des
Endometriums, bei subfertilen Frauen sogar noch hiufiger, was Ursache fiir Infertilitat
und frithe Aborte sein kann (Beier-Hellwig et al., 2001). W&hrend der Proliferations-
phase sind im Stratum functionale nur wenige natiirliche Killerzellen (NK-Zellen),
T-Zellen und Makrophagen anzutreffen (King, 2000). Durch die zunehmende Sekre-
tion der endometrialen Stromazellen (ESC) kommt es zu vermehrter Einwanderung
und Differenzierung von Immunzellen (Liillmann-Rauch und Asan, 2015). Wihrend
die Menge an T-Zellen und Makrophagen allerdings wihrend der Dezidualisierung in
etwa gleich bleibt, nimmt die Anzahl der NK-Zellen postovulatorisch dramatisch zu
(King et al., 1989) und bleibt bei Eintreten einer Schwangerschaft hoch (King, 2000).
Diese uterinen NK-Zellen unterscheiden sich sowohl phénotypisch, als auch in ihrer
Funktion von den im Blut zirkulierenden natiirlichen Killerzellen (King et al., 1998).
Aufgrund ihrer Morphologie werden die uterinen NK-Zellen auch als LGL-Zellen (large
granular lymphocytes) bezeichnet (Starkey et al., 1988).
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2. Einleitung

Die Dezidualisierung ist Voraussetzung fiir die Implantation, also die Einnistung einer
befruchteten Eizelle in das vorbereitete Endometrium (King, 2000). Der Zeitraum, in
dem das Endometrium bereit ist eine Blastozyste aufzunehmen, wird auch als Implan-
tationsfenster bezeichnet (Beier-Hellwig et al., 2001). Die Blastozyste nistet sich dabei
direkt unterhalb des Epithels in das endometriale Stroma ein (Sadler, 2008).

Die Dezidua beeinflusst nicht nur die Implantation, sondern auch im Zusammenspiel
zwischen ESC und uterinen NK-Zellen die Entstehung einer funktionstiichtigen Plazen-
ta und ist somit essentiell fiir die Entstehung einer intakten Schwangerschaft (King,
2000; Dunn et al., 2002). Die Zeitspanne um die Implantation, also 7-14 Tage nach
dem LH-Peak, ist entscheidend fiir Fortfiihrung der Dezidualisierung oder Einleitung
der Abbruchblutung und somit Erhalt oder Verlust von Schwangerschaft; 50% der
Aborte erfolgen in diesem Zeitraum (King, 2000).

2.3. Immunologische Grundlagen

Das Immunsystem des Menschen ist ein grofes und komplexes System, alle dazuge-
horigen Zellen und Organe machen eine Masse von 2-3 kg aus (Schiitt und Broker,
2011). Das Immunsystem dient dabei einerseits des Schutzes vor von ,aufen” angrei-
fenden Krankheitserregern und andererseits vor entarteten Zellen von ,innen“. Dazu
muss das Immunsystem zwischen ,FEigen“ und ,Fremd* unterscheiden und aufterdem
als fremd erkannte Pathogene effektiv beseitigen kénnen (Vollmar et al., 2013). Auf ei-
nige fiir diese Arbeit relevanten Anteile des Immunsystems wird im Folgenden genauer

eingegangen.

2.3.1. T-Helfer(Tn)-Zellen

Ty-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystem und unterstiitzen andere Immunzellen
(Schiitt und Broker, 2011). Anhand der freigesetzten Zytokine (siehe unten) und der
von ihnen ausgelosten Immunantwort werden verschiedene Tpy-Zellen unterschieden.

Ty1-Zellen produzieren u.a. INF-v, TNF-a und Interleukin 2, induzieren damit eine
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Entziindungsreaktion und unterstiitzen eine zellulire Immunantwort. Durch von Ty2-
Zellen sezernierte Interleukine (IL), wie IL-4, -5, -6 und -10, werden B-Zellen aktiviert
und die Abwehr extrazellulirer Erreger unterstiitzt. Es werden aber auch Funktionen
phagozytierender Zellen inhibiert (Vollmar et al., 2013; Mosmann und Coffman, 1989).
Eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von entweder vermehrt Ty1- oder Ty2-Zellen
aus naiven T-Zellen spielen die bei der Antigenprésentation in deren Umgebung vor-
kommenden Zytokine. Die Differenzierung zu Ty1-Zellen wird durch INF-v und IL-12
unterstiitzt, wihrend das Vorkommen von I1L-4 zur Bildung von Ty2-Zellen fiihrt.
IL-12 wird v.a. durch Makrophagen als Antwort auf Infektionen produziert, sodass
schon subklinische Infektionen zu einer vermehrten IL-12-Bildung und damit einem
Ubergewicht an Ty1-Zellen fiihren kénnen. Genauso fiihren Infektionen zu einer ver-
mehrten INF-vy-Sekretion durch NK-Zellen (Calleja-Agius und Brincat, 2008). Bei der
Entstehung von Tg1-Zellen und bei der Bildung ihrer Zytokine spielt der Signalweg
tiber die Transkriptionsfaktoren T-bet (Szabo et al., 2000) und NF-xB (Nuclear factor
’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells) (Corn et al., 2003) eine entscheiden-
de Rolle. Uber diesen Signalweg wird das Ty1-Programm aktiviert und die Expression
von Ty2-Zytokinen unterdriickt (Szabo et al., 2000). Die Hemmung der Aktivierung
von NFkB in T-Zellen fiihrt zu einer verminderten Expression von T-bet und somit

auch von Tyl-Zytokinen (McCracken et al., 2007).

2.3.2. Zytokine - l6sliche Mediatoren des Immunsystems

Als Teil der humoralen Abwehr, zur lokalen Kommunikation und Beeinflussung von
Immunzellen setzt das Immunsystem Zytokine ein. Dies sind 16sliche Polypeptide. Sie
werden allerdings nicht nur von Zellen des Immunsystems produziert (Schiitt und Bro-
ker, 2011), sondern beispielsweise auch durch ESC. Zytokine werden i.d.R. sezerniert
und binden an spezifische Rezeptoren auf der Oberfliche von Zielzellen, wodurch intra-
zelluldre Signalwege aktiviert werden. Die meisten Zytokine verfiigen iiber die folgenden
Eigenschaften: sie sind pleiotrop, konnen also mehrere Wirkungen hervorrufen, da sie
an Rezeptoren auf verschiedenen Zellen binden kénnen. Verschiedene Zytokine kénnen

den gleichen Effekt hervorrufen, da sie an die selben Rezeptoren binden kénnen (Re-
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dundanz). Sie weisen auferdem eine hohe Potenz auf, sodass nur sehr geringe Mengen
an Zytokinen notwendig sind, um Effekte zu erzielen. Viele Zytokine arbeiten zudem
synergetisch zusammen.

Die Nomenklatur und Einteilung von Zytokinen ist nicht einheitlich. Eine mogliche Ein-
teilung erfolgt anhand der Rezeptoren, an welche die Zytokine binden (Calleja-Agius
und Brincat, 2008) (siche Tabelle 2.1).

Rezeptor Ausgewihlte Zytokine Gemeinsame Funktion
Hématopoetin- IL 2, 4, 6, 12, EPO, Hamatopoese, Aktivierung
Rezeptorfamilie G-CSF von T- und B-Zellen
Interferon(INF)- IL-10, IFN-a/ 3/~ antiviral

Rezeptorfamilie

Tumornekrosefaktor TNF-a/f proinflammatorisch
(TNF)-Rezeptorfamilie

Immunglobulin- IL-1 proinflammatorisch
Superfamilien-

Rezeptoren

Tyrosinkinase- EGF, IGF Wachstumsfaktoren
Rezeptoren

Chemokin-Rezeptoren Ena-78, GRO-qa, IL-8, chemotaktisch

MCP-1, RANTES, SDF-1

Tabelle 2.1.: Einteilung der Zytokine (Calleja-Agius und Brincat, 2008)

2.3.3. Immunologische Aspekte des weiblichen Genitaltrakts

Der weibliche Reproduktionstrakt und somit das dort befindliche Immunsystem sind
verschiedenen Erregern ausgesetzt, einige davon gehdren zum physiologischen Milieu,
andere von ihnen sind potenziell pathogen. Anteil an der Verteidigung gegen diese
potenziellen Pathogene haben unter anderem die endometrialen Epithelzellen (EEC)
als Teil des angeborenen Immunsystems, einerseits iiber die Expression verschiede-
ner Rezeptoren zur Erkennung tiblicher Pathogene (sog. PAMPs, pathogen-associated
molecular patterns) (Meter et al., 2005), andererseits tiber die Sekretion bakterizider
Stoffe (Fahey und Wira, 2002).

Zudem sind im Endometrium verschiedene Immunzellen zu finden, darunter neutrophi-

le Granulozyten, Makrophagen, deziduale NK-Zellen und verschiedene T-Zellen (Me-
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stecky et al., 2005). Im Verlauf des Menstruationszyklus verindert sich die Anzahl und
die Zusammensetzung der Leukozyten im Endometrium, wobei die hichste Anzahl in
der Mitte der Sekretionsphase, also zum Zeitpunkt einer méglichen Implantation, dort
zu finden ist (Bulmer et al., 1991). In der Dezidua finden sich vor allem uterine NK-
Zellen, Makrophagen und T-Zellen (Piccinni, 2005).

Sowohl die verschiedenen Leukozyten, als auch die EEC und ESC sind dabei in der Lage
unterschiedliche Zytokine und Chemokine zur Verteidigung gegen virale und bakteriel-
le Pathogene zu sezernieren (Tabibzadeh und Sun, 1992). Von ESC sezerniertes I11-15
hat Einfluss auf Reifung und Differenzierung uteriner NK-Zellen (Mingari et al., 1997;
Waldmann und Tagaya, 1999). Die uterinen NK-Zellen produzieren selbst verschiedene
Zytokine, welche Angiogenese und Gefafstabilitit beeinflussen konnen (Li et al., 2001).
Diese Zytokine scheinen vor allem fiir die zyklische Erneuerung des Endometriums und
die Abbruchblutung eine Rolle zu spielen und weniger fiir Dezidualisierung und Ent-
stehung von Schwangerschaft (Moffett-King, 2002). Zusétzlich sind die uterinen NK-
Zellen in der Lage Zytokine zu sezernieren, welche auch von im Blut zirkulierenden

NK-Zellen produziert werden, wie INF-y oder TNF (Cooper et al., 2001).

2.3.4. Immunologie und Schwangerschaft

Wihrend der Schwangerschaft nimmt das Immunsystem insgesamt und insbesondere
im weiblichen Reproduktionstrakt eine bedeutende Rolle ein. Es muss einerseits aktiv
genug sein, um die Immunkompetenz der Mutter zu bewahren und andererseits soweit
supprimiert werden, dass allogene Strukturen, wie Spermatozoen, die sich einnistende
Blastozyste und fetales Gewebe, nicht abgestofen werden (Mestecky et al., 2005). Der
Uterus als Fruchttréiger gilt als ,immunologisch privilegierte Region®, wie beispielswei-
se auch die Augen oder Hoden. Diese weisen zwei grundsatzliche Eigenschaften auf:
eine nicht-immunogene Gewebegrenze (im Falle des Uterus der Trophoblast an der
maternal-fetalen Grenzfliche) und eine lokal herabgesetzte Immunantwort (Murphy
et al., 2012a). Der menschliche Trophoblast ist dabei im Vergleich mit dem anderer
Saugetiere besonders invasiv, da er in miitterliche Geféfe in der Uteruswand eindringt

und so in direkten Kontakt mit dem mitterlichen Gewebe und Blut sowie dem miitter-
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lichen Immunsystem kommt, was das Risiko einer Immunantwort der Mutter erhoht.
Die Dezidua {ibernimmt hier eine wichtige Steuerungsfunktion. Sie erlaubt einerseits
den Zugang des Trophoblasten zu miitterlichen N&hrstoffen, schiitzt aber auch vor ei-
ner zu starken Invasion (Moffett und Loke, 2006).

Insgesamt scheinen es mehrere Mechanismen zu sein, welche das fetale Gewebe vor der
Abstofsung bewahren. Der an das miitterliche Blut der Spiralarterien angrenzende Syn-
cytiotrophoblast exprimiert keine MHC-Molekiile (Moffett-King, 2002) und kann so-
mit, nicht von miitterlichen T-Zellen als fremd erkannt werden. Der mit den dezidualen
Immunzellen in Kontakt stehende extravillose Trophoblast wiederum exprimiert eine
ungewohnliche Kombination an HLA-Molekiilen (Moffett-King, 2002; Murphy et al.,
2012a). HLA-G wird in hohem Mafe exprimiert, wihrend HLA-A- und -B-Molekiile
nicht vorhanden sind, was eine starke Einwanderung von T- und B-Zellen zum Ort der
Implantation und eine dadurch begiinstigte Abstofung verhindert (Moffett und Loke,
2006). HLA-G hemmt iiber Bindung an die inhibitorischen Leukocyte immunglobulin-
like Rezeptoren (LILR) die T-Zellantwort (Shiroishi et al., 2006; Moffett und Loke,
2006). Uber Bindung an HLA-E wird zusitzlich die Zytotoxizitit uteriner NK-Zellen
unterdriickt (King et al., 2000).

Der Fetus weist paternale MHC-Proteinkomplexe und andere Fremdantigene auf, die
vom Immunsystem der Mutter eigentlich als fremd erkannt werden miissten. Infolge
einer Unterdriickung der lokalen und systemischen T-Zellantwort wihrend der Schwan-
gerschaft erfolgt trotz einer geringen Anzahl im miitterlichen Blut nachweisbarer kind-
licher Antigene keine Abstofungsreaktion (Murphy et al., 2012a).

Kommt es zu einer Schwangerschaft, steigt die Anzahl der Immunzellen im Endome-
trium und ihre Zusammensetzung verdndert sich (Starkey et al., 1988; Piccinni, 2005).
Uterine NK-Zellen machen wihrend des 1. Trimesters 50% aller dezidualen Immunzel-
len aus (Starkey et al., 1988), spéter sind von ihnen nur noch wenige im Endometrium
zu finden (Garcia-Velasco und Arici, 1999). Die Anzahl an T-Zellen und Makrophagen
steigt dabei nur leicht (Bulmer et al., 1991).

Wihrend der Schwangerschaft verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Ty1- und
Ty2-Zytokinen in Richtung der Ty2-Zytokine, wie IL-6 und IL-10 (Raghupathy et al.,
1999). Dadurch werden die fiir den Feten potenziell schidlichen Effekte durch die
Tyl-Immunantwort abgeschwicht (Calleja-Agius und Brincat, 2008). Dies gilt fiir die
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Chemokinproduktion durch Trophoblasten (Wegmann et al., 1993; Sacks et al., 2001)
und T-Helferzellen (Hadfield et al., 2011). Im Serum von Frauen mit normaler Schwan-
gerschaft im Vergleich zu Nicht-Schwangeren und Schwangeren, welche einen sponta-
nen Abort erlitten, finden sich erhohte IL-10-Konzentrationen (Jenkins et al., 2000).
Auch die Expression von T-bet und NFxB in T-Zellen ist in normalen Schwanger-
schaften vermindert (Hadfield et al., 2011), wodurch es zu einer verminderten Sekreti-
on von Tyl-Zytokinen kommt (McCracken et al., 2007). Die These der Verschiebung
hin in Richtung verstirkter Tp2-Antwort wird zudem dadurch unterstiitzt, dass sich
wahrend der Schwangerschaft die Symptome vorbestehender Autoimmunerkrankungen
verdndern konnen. So verbessern sich beispielsweise die Symptome der Ty 1-gesteuerten
rheumatoiden Arthritis wihrend der Schwangerschaft bei 75 % der Betroffenen. An-
dererseits verschlimmern sich die Symptome von Lupus erythematodes, welcher Ty2
gesteuert ist (Ostensen, 1999).

Der leukdimiehemmende Faktor (LIF), ein fiir die Implantation essentielles Zytokin,
wird besonders kurz davor im Endometrium exprimiert (Stewart et al., 1992). Bei in-
fertilen Frauen konnte eine verminderte LIF-Produktion nachgewiesen werden (Laird
et al., 1997). Es wird dabei in deutlich héherer Menge von Ty2- als von Ty1-Zellen
produziert. IL-4, eines der Ty2-Zytokine, und Progesteron fordern zudem die Entste-
hung LIF-produzierender T-Zellen (Piccinni et al., 1998).

Das Zusammenspiel zwischen unterschiedlichen Zytokinen, teils von Ty2-Zellen produ-
ziert, und Hormonen an der miitterlich-fetalen Grenzfliche scheint somit mafkgeblichen
Einfluss auf eine erfolgreiche Implantation und den Erhalt der Schwangerschaft zu ha-

ben.

2.3.5. Immunologische Aspekte bei unerfiilltem Kinderwunsch

Anders als bei normal verlaufenden Schwangerschaften, konnen bei Frauen mit habi-
tuellen Aborten unbekannter Ursache hdhere Level an Tyl-Zytokinen wie INF-v und
niedrigere Konzentrationen von Ty2-Zytokinen gemessen werden (Jenkins et al., 2000).
Hier scheint das Gleichgewicht also in Richtung Tyl verschoben. Auch intrazellulér ist

die Expression von Ty1- im Vergleich zu Ty2-Zytokinen bei Frauen mit wiederholten
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Fehlgeburten und Implantationsversagen hoher. So war besonders das Verhiltnis von
TNF-a zu IL-4 und IL-10 in Richtung von Ersterem verschoben. Zudem sind, mogli-
cherweise als Folge der verminderten Expression von Ty2-Zytokinen, signifikant mehr
aktivierte NK-Zellen im peripheren Blut nachweisbar (Kwak-Kim et al., 2003). Auch
aulerhalb der Schwangerschaft produzieren endometriale T-Helferzellen von Frauen,
welche mehr als 3 Aborten erlitten haben, iiberwiegend Ty1-Zytokine, wobei bei ge-
sunden Frauen die Ty2-Zytokinproduktion tiberwiegt (Lim et al., 2000). Piccinni et
al. zeigten, dass deziduale T-Zellen, anders als periphere T-Zellen, von Frauen mit ha-
bituellen Aborten deutlich geringere Mengen an LIF und den Tg2-Zytokinen 11.-4 und
IL-10 produzieren (Piccinni et al., 1998; Piccinni, 2005).

Es wird vermutet, dass Ty1-Zytokine thrombotische und entziindliche Prozesse in den
miitterlichen plazentaren Gefdfen mit hervorrufen konnen (Clark et al., 1998). Die
Schidlichkeit eines Uberwiegens von Ty1-Zytokinen konnte im Tiermodell gezeigt wer-
den. Die Verabreichung von TNF-a, INF-v und IL-2 an schwangere M&use verursachte
bei diesen vermehrt Fehlgeburten (Chaouat et al., 1990). Umgekehrt konnte die Gabe
von IL-10 Aborte verhindern (Chaouat et al., 1995).

Wie schon erwihnt, spielen auch NK-Zellen eine Rolle bei habituellen Aborten, da
auch diese fiir den Trophoblasten schéidliche Zytokine produzieren koénnen. Deziduale
NK-Zellen sezernieren INF-v, wodurch Makrophagen in der Dezidua aktiviert werden,
welche wiederum fiir den Trophoblasten toxische Mengen an TNF-a und auch Stickoxi-
den produzieren (Baines et al., 1997; Haddad et al., 1997). TNF-a und INF-vy kénnen
zu Apoptose von Trophoblastzellen fiithren, sie kommen allerdings auch physiologischer-
weise in der humanen Plazenta vor (Yui et al., 1994). Bei Nicht-Schwangeren Frauen
mit habituellen Aborten in der Vorgeschichte wurde eine erhéhte NK-Zell-Aktivitat
nachgewiesen. Diese stand zudem im Zusammenhang mit einer hoheren Abortrate in

der néchsten Schwangerschaft (Aoki et al., 1995).

2.3.6. Chemokine

Chemokine sind eine Gruppe positiv chemotaktischer Zytokine, von denen bisher iiber

50 verschiedene bekannt sind. Sie vermitteln ihre Effekte iiber G-Protein gekoppel-
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te Rezeptoren. Tabelle 2.2 zeigt ausgewidhlte Chemokine und ihre Rezeptoren. Bei
Bindung der Chemokine an die Rezeptoren kommt es in den betroffenen Zellen zu
Verédnderungen des Zytoskeletts und der Zelladhésion, wodurch Migration dieser Zel-
len ausgelost wird. Diese erfolgt entlang einen Chemokingradienten in Richtung der
hochsten Konzentration des Chemokins.

Chemokine werden von einer Vielzahl an Geweben und Zellen produziert und se-
zerniert, dazu zdhlen Zellen des Immunsystems, wie Monozyten, Makrophagen oder
T-Zellen, aber auch Epithel- und Endothelzellen, Fibroblasten und Blutplattchen (Mur-
phy et al., 2012b). Im weiblichen Genitaltrakt werden sie unter anderem von Immun-
zellen, EEC und ESC produziert und sezerniert (Garcia-Velasco und Arici, 1999).
Chemokine werden anhand ihrer Aminosdurezusammensetzung hauptséchlich in zwei
grofse Gruppen eingeteilt: CC- und CXC-Chemokine. Erstere fordern vor allem die Mi-
gration von Monozyten und Lymphozyten, wihrend CXC-Chemokine besonders auf
neutrophile Granulozyten chemotaktisch wirken. Zudem sind sie an vielen weiteren

Prozessen, wie beispielsweise der Angiogenese, beteiligt (Murphy et al., 2012b).

Klasse Chemokin Rezeptor Hauptfunktionen
CXC CXCL-1 CXCR2 Aktivierung Neutrophiler,
(GRO-«) Angiogenese
CXCL-5 CXCR2 Chemotaxis und Aktivierung
(Ena-78) Neutrophiler
CXCL-8 CXCR1, 2 Mobilisierung und Aktivierung
(IL-8) Neutrophiler, Angiogenese
CcC CCL-2 CCR2B Aktivierung von Makrophagen,
(MCP-1) fordert Ty2-Immunitat
CCL-5 CCR1, 3,5 Aktivierung von T-Zellen,
(RANTES) chronische Entziindung

Tabelle 2.2.: Ausgewahlte Chemokine und ihre Rezeptoren (Murphy et al., 2012b)

ESC produzieren und sezernieren verschiedene Chemokine, darunter alle in der Tabel-
le 2.2 aufgefiihrten. Dies spielt eine wichtige Rolle bei Prozessen wie Menstruation,
Abwehr bakterieller Infektionen, Implantation und Erhalt der Friihschwangerschaft
(Arima et al., 2000; Chard, 1995; Tabizadeh, 1994).

Verédnderungen der Chemokinproduktion im weiblichen Reproduktionstrakt, besonders

erh6hte Konzentrationen inflammatorischer Zytokine, konnen diverse negative Effek-
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te haben. So wurde die bei Endometriosepatientinnen gehdufte Infertilitdt und damit
einhergehende Verdnderungen beziiglich des Follikels, der Oozyte, der Tubarfunktion
und die verminderte Implantationsfihigkeit des Embryos mit solchen Verdnderungen

in Verbindung gebracht (Tomassetti et al., 2006).

Im Folgenden wird auf einige im Endometrium relevante Chemokine néher eingegangen
und ihre Eigenschaften beschrieben. Diese sind auch bei den durchgefiihrten FExperi-

menten von grofer Bedeutung.

2.3.6.1. Growth regulated oncogen alpha (GRO-«a) (CXCL-1)

Nach Stimulation mit inflammatorischen Mediatoren, wie LPS, 11.-1 oder TNF-« wird
GRO-a u.a. durch Monozyten (Schroder et al., 1990a,b), Fibroblasten (Golds et al.,
1989) und Endothelzellen (Mire-Sluis und Thorpe, 1998) produziert. Oral et al. zeigten
zudem, dass auch ESC GRO-« produzieren (Oral et al., 1996). Auch hier steigern
LPS, IL-1 und TNF-a Expression und Sekretion. Dezidualisierte ESC exprimieren
und produzieren deutlich mehr GRO-a, als nicht-dezidualisierte Zellen (Nasu et al.,
2001b). Anders als IL-8, dessen Expression durch INF-v gehemmt wird (Nasu et al.,
1998), hat dieses Zytokin keinen Einfluss auf die GRO-a-Produktion durch ESC (Nasu
et al., 2001b).

GRO-a wirkt v.a. chemotaktisch und aktiviert neutrophile Granulozyten (Moser et al.,
1990). Zudem ist es in der Lage Monozytenarrest zu induzieren. Die Chemotaxis von

Monozyten kann es allerdings nicht auslosen (Smith et al., 2005).

GRO-«a ist an der Ovulation beteiligt, da Oral et al. zeigten, dass es sich periovu-
latorisch in der Follikelfliissigkeit nachweisen ldsst (Oral et al., 1997). Zudem ist es
physiologischerweise in der Amnionfliissigkeit und in Nabelschnurblut nachweisbar.
Mit Fortschreiten der Schwangerschaft nimmt die Konzentration in der Amnionfliissig-
keit zu. Im Fall von intrauterinen Infektionen sind erhohte Konzentrationen messbar
(Cohen et al., 1996).

Auch lidsst sich GRO-« in der Peritonealfliissigkeit von Frauen nachweisen. Im Falle
einer Endometrioseerkrankung finden sich dort erh6hte Konzentrationen, welche umso

hoher sind, je schwerer die Erkrankung ist (Oral et al., 1996).
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2.3.6.2. Epithelial-derived neutrophil-activating protein 78 (Ena-78) (CXCL-5)

Ena-78 ist ein aus 78 Aminosduren bestehendes und 8 kDa schweres Chemokin und
weist sowohl strukturelle, als auch funktionale Ahnlichkeiten zu IL-8 und GRO-« auf
(Walz et al., 1991). Seine wichtigsten Zielzellen sind neutrophile Granulozyten (Garcia-
Velasco und Arici, 1999). Auf sie wirkt es aktivierend und chemotaktisch. Seine che-
motaktische Wirkung ist dabei ebenso stark, wie die von IL-8, allerdings wirkt es weni-
ger stark aktivierend. Urspriinglich wurde Ena-78 aus alveolaren Epithelzellen isoliert
(Walz et al., 1991) und es wurde zunéchst angenommen, dass nur Zellen der Epithe-
lien es produzieren wiirden (Nasu et al., 2001a). Mittlerweile ist allerdings bekannt,
dass die Induktion durch verschiedene inflammatorische Mediatoren, wie LPS, IL-1
oder TNF-« bei verschiedensten Zellen zur Produktion von Ena-78 fiihrt. Dazu zdh-
len Monozyten, neutrophile Granulozyten, Fibroblasten (Strieter et al., 1992), glatte
Muskelzellen der Gefiifse (Lukacs et al., 1995) und Endothelzellen (Strieter et al., 1992;
Lukacs et al., 1995). Auch an vielen entziindlichen Prozessen und Erkrankungen ist es
beteiligt. Beispielsweise wird es in den Epithelzellen der Darmschleimhaut von Pati-
enten mit Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und akuter Appendizitis exprimiert (Walz
et al., 1997).

Nasu et al. waren die Ersten, die zeigten, dass Ena-78 vom Endometrium exprimiert
wird. Im endometrialen Gewebe wurde es dabei stirker in der Sekretionsphase, als in
der Proliferationsphase exprimiert. Die Sekretion von Ena-78 durch ESC ist von der
Zugabe von Progesteron, LPS, IL-15 oder TNF-« abhéngig (Nasu et al., 2001a). EEC
exprimieren und sezernieren im Gegensatz zu ESC auch im unstimulierten Zustand
schon Ena-78 (Bersinger et al., 2008).

Endometriosepatientinnen weisen erhohte Ena-78-Konzentrationen in der Peritoneal-
fliissigkeit auf. Ena-78 wird sowohl von ektopischen EEC und ESC exprimiert, wie
auch von Makrophagen des Peritoneums (Mueller et al., 2003), ein weiterer Hinweis

fiir die Rolle dieses Chemokins bei entziindlichen Prozessen.
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2.3.6.3. Interleukin-8 (IL-8) (CXCL-8)

IL-8 wird von einer Vielzahl an Zellen im gesamten Korper produziert. Dort ist es
als chemotaktisches Zytokin iiber die Anlockung neutrophiler Granulozyten an vie-
len entziindlichen Prozessen beteiligt (Walz et al., 1991). Zusétzlich wirkt es u.a. auf
T-Zellen, basophile Granulozyten und Endothelzellen (Garcia-Velasco und Arici, 1999).
Nach Stimulation durch TNF-«, Lipopolysaccharid oder IL-15 wird es beispielsweise
durch alveolare Makrophagen (Strieter et al., 1990), Fibroblasten (Golds et al., 1989)
und Endothelzellen (Strieter et al., 1989) sezerniert. Auch Monozyten des peripheren
Blutes produzieren IL-8 (Yoshimura et al., 1987).

IL-8 wird zusétzlich durch EEC und ESC produziert. Diese Produktion ist dabei ab-
héngig von IL-1 und TNF-« (Arici et al., 1993). INF-v vermindert allerdings die I1-8-
Produktion durch ESC (Nasu et al., 1998). Besonders hohe Mengen an IL-8 finden
sich in den endometrialen Driisenzellen. Die IL-8-Expression ist dabei zyklusabhéngig
und gegen Ende der Sekretionsphase und zu Beginn und Mitte der Proliferationsphase
besonders hoch. Dies deutet auf eine Beteiligung des Chemokins an der Menstruation
und Neovaskularisation im Endometrium hin (Arici et al., 1998a). Hohe Progeste-
ronlevel verursachen vermutlich die niedrigen IL-8-Konzentrationen in Grofteilen der
Sekretionsphase, wodurch die Einwanderung neutrophiler Granulozyten und somit die
Abstofsung des Endometriums zundchst verhindert wird (Garcia-Velasco und Arici,
1999). Kommt es zu einer Schwangerschaft, bleiben die Progesteronlevel erhoht. Dies
kénnte dazu dienen zum Zeitpunkt der Implantation eine inflammatorische Reaktion
und Einwanderung von Leukozyten zu unterdriicken (Jones et al., 1997). Caballero-
Campo et al. zeigten allerdings, dass die Anwesenheit einer Blastozyste in vitro zu einer
verstiarkten IL-8-Expression durch EEC fiihrt, was auf einen wichtigen Einfluss des Em-
bryos auf die Chemokinausschiittung wiahrend des Implantationsfensters hinweist. Auf
die MCP-1-Produktion (siche unten) hatte die Blastozyste interessanterweise keinen
Einfluss (Caballero-Campo et al., 2002).

IL-8 wirkt nicht nur stark chemotaktisch, sondern férdert auch das Zellwachstum ver-
schiedener Zellen, wie Zellen des Endothels (Koch et al., 1992), der Epidermis (Tuschil
et al., 1992) und glatter Muskulatur (Yue et al., 1994). Dies unterstreicht die Rolle von
IT.-8 bei Angiogenese und Gewebewachstum (Garcia-Velasco und Arici, 1999). Zudem
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kann es die Proliferation von ESC induzieren (Arici et al., 1998b), sodass es wiahrend
der frithen Proliferationsphase am Wachstum des Endometriums beteiligt sein konn-
te (Garcia-Velasco und Arici, 1999) und hemmt zusitzlich die Apoptose von ESC.
Sowohl an der Proliferationsforderung, als auch an der Apoptosehemmung ist der Re-
zeptor CXCRI1 beteiligt. Es gibt Hinweise, dass dabei auch der Akt-Signalweg eine
Rolle spielt (Li et al., 2012).

Wie auch GRO-a ist IL-8 in der Follikelfliissigkeit nachweisbar. Es ist vermutlich betei-
ligt an der periovulatorischen Chemotaxis von u.a. neutrophilen Granulozyten (Chang
et al., 1998).

Die mRNA von IL-8 konnte in Amnion, Chorion, Dezidua, Plazentazotten und Nabel-
schnurgewebe nachgewiesen werden (Fortunato et al., 1995; Garcia-Velasco und Arici,
1999). IL-8 spielt zusétzlich eine Rolle bei der Vorbereitung der Cervix vor der Geburt,
in dem es Immunzellen anlockt, welche dafiir erforderliche Enzyme wie Kollagenase
oder Elastase sezernieren (Sennstrom et al., 1997).

IL-8 scheint auch eine Rolle bei der Pathogenese von Endometriose zu spielen. In der
Peritonealfliissigkeit betroffener Frauen sind erhéhte IL-8-Konzentrationen nachweis-
bar (Ryan et al., 1995) und zudem ist die Expression von IL-8 und seinem Rezeptor

CXCR 1 in ESC bei an Endometriose erkrankten Frauen erhoht (Li et al., 2012).

2.3.6.4. Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) (CCL-2)

Das proinflammatorische Chemokin MCP-1 induziert Chemotaxis hdmatopoetischer
Progenitorzellen (Garcia-Velasco und Arici, 1999) und verschiedener Immunzellen,
wie Monozyten, Makrophagen, Basophile, dendritische Zellen, T-Zellen und NK-Zellen
(Baggiolini, 1998; Uguccioni et al., 1995; Wuyts et al., 1994; Loetscher et al., 1994).
Auch Uterine NK-Zellen im Endometrium weisen den MCP-1-Rezeptor CCR-2 auf
(Chantakru et al., 2001). MCP-1 wird an verschiedensten Stellen im menschlichen
Korper exprimiert, u.a. von Epithelzellen, Endothelzellen, glatter Muskulatur, Bin-
degewebszellen, Adipozyten, Monozyten, Lymphozyten und Fibroblasten (Seli et al.,
2001; Caballero-Campo et al., 2002; Jung et al., 1995; Meter et al., 2005).

Arici et al. wiesen MCP-1-mRNA in vitro sowohl in EEC, als auch ESC nach. Die Pro-
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duktion von MCP-1 erhohte sich unter Einfluss von IL-1a, TNF-«v (Arici et al., 1995)
und INF-v (Nasu et al., 1998). Meter et al. zeigten zudem, dass EEC das Chemokin
nach basal und apikal sezernieren und dadurch Chemotaxis bei Monozyten sowohl ins
Uteruskavum, als auch ins Endometrium hervorrufen konnen (Meter et al., 2005). Ge-
gen Ende des Zyklus ist die MCP-1-Konzentration, wie auch die Konzentration von
IL-8, im Endometrium erhoht und ist dabei vermutlich an der pramenstruellen Che-
motaxis von Leukozyten ins Endometrium beteiligt (Jones et al., 1997). MCP-1 spielt,
wie IL-8 und GRO-a, bei der Chemotaxis von Leukozyten in und um den préovulato-
rischen Follikel eine Rolle (Arici et al., 1997b).

Wie u.a. IL-8 spielt auch MCP-1 eine Rolle bei der Pathogenese von Endometriose.
In der Peritonealfliissigkeit betroffener Patientinnen sind umso héhere Konzentratio-
nen nachweisbar, je schwerer die Erkrankung ist (Arici et al., 1997a). Auch in endo-
metrialen Driisen von Endometriosepatientinnen konnte MCP-1 nachgewiesen werden
(Jolicoeur et al., 1998). Akoum et al. zeigten zudem, dass Makrophagen des Peri-
toneums von Endometriosepatientinnen, sowohl spontan, als auch nach Stimulation
durch LIF mehr MCP-1 sezernieren, als bei gesunden Frauen (Akoum et al., 2002).
MCP-1 fiihrt zu einer verstiarkten Sekretion des angiogenetischen vascular endothelial
growth factor (VEGEF) durch ESC. Die zusitzliche Stimulation mittels Estradiol er-
zeugt einen weiteren, synergistischen Effekt. Bei Endometriosepatientinnen sind diese
Effekte noch stirker ausgeprigt. Angiogenese spielt beispielweise bei der Implantation
endometriotischer Herde eine wichtige Rolle (Lin und Gu, 2005). Ebenso sezernierten
EEC unfruchtbarer Patientinnen MCP-1 nach Stimulation mit Estrogen und Proges-
teron (Caballero-Campo et al., 2002).

MCP-1 wurde auch mit Prozessen wie Implantation (Meter et al., 2005), Erhalt oder
Abstofsung von Schwangerschaft (Denison et al., 1998b), Frithgeburt, vorzeitigem Bla-
sensprung (Jacobsson et al., 2003) und Termingeburt (Denison et al., 1998a) in Ver-
bindung gebracht.
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2.3.6.5. Regulated upon activation, normally T-cell expressed and secreted
(RANTES) (CCL-5)

RANTES nimmt eine Schliisselrolle in der Initiierung von sowohl physiologischen, als
auch pathologischen Entziindungsreaktionen ein (Conti et al., 1999), wie z.B. bei der
Implantation und Regeneration des Endometriums wiahrend des Menstruationszyklus.
Die wichtigsten Zielzellen von RANTES sind Gedéchtnis-T-Zellen, eosinophile und ba-
sophile Granulozyten, NK-Zellen, dendritische Zellen (Garcia-Velasco und Arici, 1999)
und Monozyten (Schall et al., 1990). Es wird u.a. produziert durch Makrophagen,
Endothelzellen (Devergne et al., 1994), mittels Thrombin stimulierten Blutpléttchen
(Kameyoshi et al., 1992) und Fibroblasten (Rathanaswami et al., 1993).

Im Endometrium ist RANTES an verschiedenen immunologischen Vorgéingen betei-
ligt(Hornung et al., 1997) und kommt besonders im Stroma physiologischerweise wéh-
rend des gesamten Zyklus vor. TNF-« alleine oder in Kombination mit INF-vy férdert
dort die Expression und Sekretion durch ESC, aber nicht durch EEC (Hornung et al.,
1997; Arima et al., 2000). Auch Lipopolysaccharid und IL-15 steigern die RANTES-
Sekretion und -Expression von ESC, wodurch Chemotaxis von beispielsweise Makro-
phagen und Lymphozyten in die Dezidua ausgelost wird (Arima et al., 2000). IL-4,
eines der Ty2-Zytokine, fiihrte hingegen zu einer deutlichen Verminderung der gestei-
gerten RANTES-Sekretion durch TNF-a (Arima et al., 2000).

Bei Endometriosepatientinnen sind erh6hte RANTES-Level in der Peritonealfliissigkeit
nachweisbar, welche mit dem Krankheitsstadium korrelieren (Khorram et al., 1993).
Auch wurde gezeigt, dass Zellen von Endometrioseherden RANTES exprimieren, ver-
starkt unter dem Einfluss inflammatorischer Zytokine wie TNF-a und INF-+, wodurch
es zu einer verstirkten Chemotaxis von Makrophagen und T-Zellen in die Gebarmutter

und auch in die Endometrioseherde kommt (Hornung et al., 1997).

2.3.7. Die besondere Rolle von TNF-«

TNF-« zahlt zu den Tyl-Zytokinen. Es wird hauptséichlich durch Zellen des mononu-
kledren-phagozytiren Systems produziert, wie Monozyten und Makrophagen, NK-Zellen
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und nach Antigen-Présentation stimulierten T-Zellen (Vitoratos et al., 2006). Auch
Endothelzellen und Fibroblasten kénnen TNF-a produzieren (Haider und Knofler,
2009). TNF-« iibt seine Funktion entweder in membrangebundener oder l6slicher Form
aus (Haider und Knofler, 2009) und bindet an die Rezeptoren TNFR1 und TNFR2
(Locksley et al., 2001). Einer der Signalwege, die durch TNF-« aktiviert werden kon-
nen, fithrt dabei iiber den Transkriptionsfaktor NFxB (Yang et al., 2001). In Zellen,
in denen der NFxB-Signalweg blockiert ist, ist TNF-a allerdings auch in der Lage
Caspase-8 zu aktivieren und dariiber Apoptose zu initiieren (Karin und Lin, 2002;
Wang et al., 2008).

Die Konzentration von TNF-« scheint dariiber zu entscheiden, ob es eher giinstige
oder schidigende Effekte ausiibt. Einerseits ist TNF-« in Prozesse involviert, welche
eine Rolle spielen beim Uberleben, der Proliferation und Differenzierung von Zellen, wie
auch bei der Immunabwehr. Andererseits ist es ein proinflammatorisches, zytotoxisches
Zytokin, welches u.a. beteiligt ist an Apoptose und vielen Autoimmunerkrankungen.
Die TNF-a-Wirkung ist u.a. auch von den Zellen und Geweben, auf die es wirkt, von
der Rezeptorverteilung und der Dauer der Einwirkung abhéngig (Haider und Knofler,
2009).

Im Reproduktionstrakt wird TNF-a von vielen verschiedenen Zellen exprimiert. Dazu
zéhlen im Myometrium die glatten Muskelzellen und im Endometrium u.a. Fibroblas-
ten, Makrophagen, Epithelzellen der Driisen und Endothelzellen (Chen et al., 1991;
Hunt et al., 1992; Yang et al., 2001; Vince et al., 1992; Philippeaux und Piguet, 1993).
Wihrend des Zyklus verédndern sich dabei die nachweisbaren Konzentrationen in den
Driisenzellen des Endometriums. Zu Beginn der Proliferationsphase ist kaum TNF-«
vorhanden, die Konzentration steigt dann zunehmend und bleibt wiahrend der Sekre-
tionsphase hoch. ESC produzieren iiber den Zyklus hinweg nur geringe Mengen an
TNF-a (von Wolff et al., 1999). Wihrend der Dezidualisierung konnte TNF-a-mRNA
in ESC, Makrophagen (Vince et al., 1992), uterinen NK-Zellen und T-Zellen (Jok-
hi et al., 1994) nachgewiesen werden. Auch wihrend der Schwangerschaft ist TNF-«
nachweisbar, wihrend des ersten Trimesters in allen trophoblastischen Zellen (Yang
et al., 1993; King et al., 1995), spéter v.a. in den Plazentazotten (Hung et al., 2004).
Im Endometrium und wéihrend der Schwangerschaft werden TNF-a sowohl forderliche

als auch schédliche Effekte zugeschrieben. Es ist wichtiger Teil der fiir die Gesundheit
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der werdenden Mutter unerldsslichen Immunabwehr (Haider und Knofler, 2009). Durch
seine proapoptotische Eigenschaft ist TNF-a in der Plazenta beteiligt an der physiolo-
gischen Zellerneuerung der Trophoblasten (Haider und Knéfler, 2009) und an der fiir
die Entwicklung des Kindes unerlisslichen Apoptose fetalen Gewebes (Menon et al.,
2002). Uber die Aktivierung von Prothrombinasen wirkt es prokoagulativ (Knackstedt
et al., 2003). Durch seine proinflammatorischen, proapoptotischen und prokoagulati-
ven Eigenschaften wird ihm eine Abort-fordernde Rolle zugeschrieben (Vitoratos et al.,
2006). So konnte gezeigt werden, dass bei Schwangeren mit vorherigen wiederholten
Aborten unbekannter Ursache erhShte Serumkonzentrationen von TNF-a zu finden
sind (Arslan et al., 2004). Die Gabe von TNF-a-Inhibitoren bei der Behandlung von
Frauen mit habituellen Aborten zusétzlich zu Heparin, Aspirin und IgG kann die Ge-
burtenrate steigern (Winger und Reed, 2008).

Auch bei Frithgeburtlichkeit ohne nachweisbare Infektion scheint TNF-a von Wichtig-
keit zu sein, da es gemeinsam mit anderen Zytokinen daran beteiligt ist den Uterus aus
dem Ruhezustand in einen fiir die Austreibung bereiten aktiven Zustand zu versetzen
(Christiaens et al., 2008). Ebenso finden sich im Serum von Préeklampsiepatientinnen
erh6hte TNF-a-Konzentrationen (Cackovic et al., 2008).

Im Endometrium ist TNF-« iiber den NFxB-Signalweg (Huber et al., 2007) an der
Regulierung von Zytokinen wie IL-8, RANTES und MCP-1 beteiligt und somit an
Prozessen wie Angiogenese, Apoptose, Proliferation, Zelldifferenzierung und Chemota-
xis (Kayisli et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass TNF-av den NFxB-Inhibitor
[kBa hemmt und durch verstéirkte Phosphorylierung von NFxB zu dessen Aktivierung
beitrdgt (Spratte et al., 2013). Durch seine proapoptotischen Eigenschaften ist TNF-«
an der Abbruchblutung zu Beginn des Zyklus beteiligt (Haider und Knéfler, 2009).
Andererseits wird ihm aber auch eine Funktion bei der Regeneration des Endometri-
ums zugeschrieben (Chobotova et al., 2002).

Bei ungewollter Kinderlosigkeit ist TNF-« teilweise beteiligt. Bei Frauen mit Endome-
triose, PCOS oder Eileiterverschluss wurden erhéhte Konzentrationen an verschiedenen
Zytokinen, darunter TNF-q, in der Peritonealfliissigkeit gefunden (Iborra et al., 2005).
Auch bei primér infertilen Frauen konnte dies nachgewiesen werden (Eisermann et al.,

1988).
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2.4. Hamostaseologische Grundlagen

Die Hamostase ist ein komplexes System, welches auf dem Zusammenspiel zwischen
Thrombozyten, der Gefidfwand und dem plasmatischen Gerinnungssystem beruht. Zu
letztgenanntem gehoren neben Gerinnungsaktivatoren und -inhibitoren das Fibrinolyse-
system (Renz-Polster und Krautzig, 2013). Blutgerinnung und Fibrinolyse finden da-
bei stdndig statt und stehen im Gleichgewicht zueinander (Loffler et al., 2007). Bei
der plasmatischen Gerinnung werden klassischerweise ein intrinsisches und ein extrin-
sisches System mit einer gemeinsamen Endstrecke zur Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade unterschieden. Das intrinsische System wird aktiviert, wenn Blut mit negativ
geladenen Oberflichenstrukturen in Kontakt kommt, z.B. der Zellmembran eines ak-
tivierten Thrombozyten. Daraufthin wird eine Kaskade sich gegenseitig aktivierender
Gerinnungsfaktoren in Gang gesetzt. Involviert ist dabei u.a. der Faktor VIII, welcher
mithilfe von Thrombin in den Faktor VIIIa umgewandelt wird. Das extrinsische Sys-
tem wird bei Schidigung des Endothels und dadurch méglichem Kontakt zu Gewebe-
thromboplastin aktiviert. Beide Systeme fiihren in ihrer Endstrecke zur Umwandlung
von Faktor X (Boron und Boulpaep, 2009) zur Serinprotease Faktor Xa durch Spal-
tung einer Peptidgruppe der schweren Kette (Scipio et al., 1977). Aus Faktor Xa,
Kofaktor Va, fiir dessen Bildung Thrombin benétigt wird, Phospholipid und Kalzium
entsteht der Prothrombinase-Komplex, welcher Prothrombin in Thrombin umwandelt.
Thrombin katalysiert nun die Bildung von Fibrinmonomeren aus Fibrinogen, die Vor-
aussetzung fiir die Entstehung eines stabilen Fibrinthrombus ist (Boron und Boulpaep,

2009).

2.4.1. Thrombin

Wie schon erwahnt spielt Thrombin, eine aus zwei Polypeptidketten bestehende Se-
rinprotease mit einem Molekulargewicht von 39.000 (Davie et al., 1991), die zentrale
Rolle in der Gerinnungskaskade mit den oben genannten Funktionen. Auch kann es

seine eigene Bildung katalysieren. Zusétzlich stellt es eine Verbindung zur priméren
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Hémostase dar, indem es {iber den G-Protein gekoppelten Rezeptor PAR-1 (Protease-
aktivierter Rezeptor-1) Thrombozyten aktiviert (Boron und Boulpaep, 2009). Throm-
bin ist in der Lage PAR-1, -3 und -4 zu aktivieren (Marcfarlane et al., 2001), wodurch
der ERK/MAPK-Signalweg in Gang gesetzt werden kann. Dieser spielt eine wichtige
Rolle in der Regulierung von Zellproliferation und -differenzierung (Marshall, 1995).
Thrombin induziert so u.a. die Proliferation von glatten Muskelzellen (Lin et al., 2001),
Fibroblasten (Trejo et al., 1996) und Astrozyten (Wang et al., 2002).

Kawano et al. demonstrierten, dass Stimulierung mittels Thrombin zu einer vermehr-
ten Produktion der Chemokine IL-8, GRO-a und MCP-1 durch ESC fiihrt. Auch dies
erfolgt iiber die Aktivierung von PAR-1, Phosphorylierung von MAP Kinase und dar-
auf folgend Aktivierung von ERK 1 und 2 (Kawano et al., 2011). Experimentell kann
der MAPK/ERK1/2-Signalweg mittels PD98059 gehemmt werden.

2.5. Heparine und ihre Eigenschaften

Heparin wurde 1916 von McLean entdeckt (McLean, 1916) und zdhlt zu den Glyko-
saminoglykanen. Es besteht aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten aus Uron-
sdure und Aminozucker mit zahlreichen Sulfatgruppen (Casu, 1989). Die Bedeutung
des korpereigenen Heparins, gebildet u.a. durch Mastzellen in Leber und Lunge und
basophilen Granulozyten, ist bisher nur teilweise verstanden. Bei klinisch verwendeten
Heparinen, meist aus Rinderlunge oder Schweinemukosa gewonnen, werden unfraktio-
niertes Heparin (UFH), ein Molekiilgemisch heterogenen Molekulargewichts von 5 bis
30 kDa (LofHler et al., 2007), und niedermolekulare Heparine (LMWH) (4-6 kDa) un-
terschieden (Mutschler et al., 2008). Beispiele fiir LMWH sind Reviparin (4,4 kDa)
Enoxaparin (4,5 kDa), Dalteparin (6 kDa)oder Tinzaparin (6,5 kDa) (Gray et al.,
2008). Schon 1939 wurde erkannt, dass Heparin zur Antikoagulation einen Kofaktor
benotigt (Brinkhous et al., 1939). Antithrombin ITI (AT III), ein in der Leber gebildetes
az-Globulin (Mutschler et al., 2008), ist einer der wichtigsten Inhibitoren der Blutgerin-
nung, welcher durch Komplexbildung nicht nur Thrombin, sondern auch die aktivierten
Faktoren IXa, Xa, XIa und XIla hemmen kann (LofHler et al., 2007). Heparin oder &hn-

liche sulfatierte Glykosaminoglykane binden iiber eine Pentasaccharideinheit an AT TIT
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(Hirsh und Raschke, 2004), verursachen eine Konformitétsinderung (Mutschler et al.,
2008) und fiihren zu einer stark beschleunigten Reaktion zwischen AT IIT und einer
dieser Serinproteasen, wodurch die Fibrinbildung verhindert wird (Davie et al., 1991).
Fiir die Thrombinhemmung sind Heparine mit einer Mindestkettenldnge von 18 Mo-
nomeren erforderlich, wihrend die Faktor-Xa-Hemmung auch durch LMWH moglich
ist. LMWH haben eine lidngere Halbwertszeit und besser vorhersagbare Wirksamkeit,
weshalb anders als beim Einsatz von UFH, kein regelmifiges Monitoring notwendig
ist (Mutschler et al., 2008). Zusétzlich zu dem antikoagulativen Effekt tiber AT III
hat Heparin in hoher Konzentration hemmenden Einfluss auf die Plattchenaggregati-
on (Fernandez et al., 1986) und erhoht die Permeabilitit von Gefdfswinden (Blajchman
et al., 1989). Auflerdem hemmt Heparin die Proliferation glatter Muskelzellen (Clowes
und Karnowsky, 1977).

Klinisch werden UFH und LMWH v.a. aufgrund ihrer antikoagulativen Wirkung einge-
setzt, z.B. zur pri- und postoperativen Prophylaxe und Behandlung von Venenthrom-
bosen und Lungenembolien, bei instabiler Angina pectoris und zur Akuttherapie von
akuten Myokardinfarkten (Hirsh, 1991). Sie konnen aufgrund des hohen Molekularge-
wichts und der vielen negativen Ladungen nur parenteral verabreicht werden (Mutsch-
ler et al., 2008). Heparine eignen sich zur Antikoagulation wihrend der Schwangerschaft
und fiir den Einsatz in der Reproduktionsmedizin, da sie nicht plazentagéingig sind und
keine teratogenen Effekte zu haben scheinen (Walker et al., 2003).

Zu den moglichen Nebenwirkungen durch eine Heparintherapie zdhlen Blutungen,
wie Haut- und Schleimhautblutungen (Levine und Hirsh, 1986), Heparin-induzierte
Thrombozytopenie (HIT) (Warkentin und Kelton, 1989), Osteoporose nach Langzeit-
therapie (Ginsberg et al., 1990) und allergische Reaktionen (Curry et al., 1973).

Seit ldngerem ist bekannt, dass Heparine auch antiinflammatorische Eigenschaften
aufweisen, auch wenn die zugrunde liegenden Mechanismen nur teilweise verstanden
sind. Zu den dabei relevanten moglichen Mechanismen zahlt die Bindung an Heparin-
bindende Proteine, wie einige Akut-Phase-Proteine (Young et al., 1997) und Prote-
ine des Komplementsystems (Weiler et al., 1992). Korpereigene Heparine und ver-
wandte Glykosaminoglykane wie Heparansulfat konnen iiber Verdnderungen von pro-
inflammatorischen Zytokinen das Immunsystem beeinflussen, indem sie diese binden

und somit davon abhalten mit ihren eigentlichen Rezeptoren zu interagieren (Young,
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2008). Ein weiterer Mechanismus konnte sein, dass Heparin und LMWH in der Lage
sind die Adhésion von neutrophilen Granulozyten an aktivierte Endothelzellen zu ver-
hindern, wodurch eine Entziindungsreaktion abgemildert werden kann (Bazzoni et al.,
1993; Lever et al., 2000). Auch LMWH sind in der Lage die Migration von Leukozyten
und die anschliefende Adhésion an die Gefifwand zu unterdriicken (Christopherson
et al., 2002; Manduteanu et al., 2002). Zusétzlich zeigte sich, dass Heparine die Zyto-
toxizitdt von NK-Zellen vermindern kénnen (Johann et al., 1995). Auch sind sie in der
Lage sowohl in Endothelzellen, als auch in ESC die Zellantwort auf INF-y zu verhin-
dern (Fritchley et al., 2000; Hatakeyama et al., 2004; Fluhr et al., 2011a).

Einiges deutet darauf hin, dass Heparin mittels des Transkriptionsfaktors NFxB, wel-
cher auch in die Regulation von mit Zytokinen und damit Immun- und Entziindungs-
reaktionen assoziierten Genen involviert ist, seine antiinflammatorische Wirkung ent-
faltet (Young, 2008). NFxB kann durch zahlreiche Faktoren, wie Zytokine, Wachs-
tumsfaktoren, Lipoplysaccharide, freie Radikale oder oxidativen Stress aktiviert werden
(Christman et al., 1998). In unstimulierten Zellen befindet es sich im Zytosol gebun-
den an IxB (inhibitors of kappa B) (Wulczyn et al., 1996). Bei Stimulation wird dieser
Komplex phosphoryliert, woraufhin Ix abgespalten und inaktiviert wird (Brown et al.,
1995; Traenckner et al., 1995; Karin und Ben-Neriah, 2000) und NFx in den Nukleus
transloziert und die Transkription proinflammatorischer Gene, wie TNF-a und IL-6
veranlasst (Karin und Ben-Neriah, 2000).

Heparin kann von verschiedenen Zellen gebunden und ins Zytosol aufgenommen wer-
den, z.B. von Endothelzellen (Young et al., 1999) oder glatten Muskelzellen (Letourneur
et al., 1995). Heparine und verwandte Molekiile kénnen dort an NFxB binden und
seine Translokation verhindern. So konnte gezeigt werden, dass Heparin die NFxB-
Aktivierung in durch TNF-a aktivierten Endothelzellen verhindern kann (Thourani
et al.,, 2000) und LMWH dies in T-Zellen erreichen (Hecht et al., 2004). UFH und
LMWH sind in der Lage proinflammatorische Zytokine und NFxB in Monozyten her-
unterzuregulieren (Hochart et al., 2006). In ESC greift Heparin in die NFx-Aktivitit
im Nukleus ein und verhindert zudem dessen Bindung an die DNA (Spratte et al.,
2013).

NFxB kann mittels Parthenolid gehemmt werden, da dieses mehrere Komponenten des

Signalwegs inhibieren kann, u.a. durch Bindung an Untereinheiten von NFxB (Hewa-
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2. Einleitung

mana et al., 2008) und Hemmung von IxB (Diamanti et al., 2013).

Schon 1996 konnte gezeigt werden, dass Heparine auch bei habituellen Aborte hilf-
reich sein konnen. In einer von Kutteh durchgefiihrten Studie wurde demonstriert,
dass Patientinnen mit APS ein signifikant besseres Schwangerschaftsoutcome bei ei-
ner Behandlung von niedrig-dosiertem Aspirin plus Heparin hatten, als bei der al-
leinigen Aspiringabe (Kutteh, 1996). Auch bei Patientinnen mit habituellen Aborten
und Phospholipid-Antikorpern fiihrt die oben genannte Kombinationstherapie zu si-
gnifikant niedrigeren Abort- und héheren Lebendgeburtenraten (Rai et al., 1997). Bei
Frauen mit wiederholtem Implantationsversagen im Rahmen reproduktionsmedizini-
scher Behandlungen aber ohne Thrombophilien, die mit LMWH behandelt wurden,
zeigten sich nach IVF hohere Implantations- und Geburtenraten. Dies war allerdings
statistisch nicht signifikant (Urman et al., 2009).

UFH, wie auch LMWH haben dabei Einfluss auf die Dezidualisierung von ESC, wo-
durch moglicherweise die Empfianglichkeit des Endometrium beeinflusst wird (Fluhr
et al., 2010, 2011b). Ebenso konnte gezeigt werden, dass UFH die durch TNF-« indu-
zierte vermehrte Expression und Sekretion der Zytokine IL-8 und IL-6 durch dezidua-

lisierte und nicht-dezidualisierte ESC vermindert (Spratte et al., 2013).

2.5.1. Weitere Antikoagulantien

Im Folgenden wird auf einige weitere Antikoagulantien und Heparin-dhnliche Molekiile
eingegangen, welche in den durchgefiihrten Experimenten eine Rolle gespielt haben.
Danaparoid-Natrium zdhlt zu den Heparinoiden, Priaparate mit heparindhnlicher
Wirkung, und wird v.a. bei Patienten mit HIT II in der Vorgeschichte eingesetzt. Es
besteht aus verschiedenen niedermolekularen Glykosaminoglykanen (84% Heparansul-
fat, 12% Dermatansulfat, 4% Chondroitinsulfat) und hat nur etwa halb so viele nega-
tive Ladungen wie Heparin oder Dextransulfat. Ersteres fiihrt dabei zu einer Faktor-
Xa-Hemmung, letzteres hemmt Thrombin. Klinisch wird es in der Behandlung und
Prophylaxe von Thrombosen angewendet (Mutschler et al., 2008).

Ein sehr potenter direkter Thrombinhemmer, welcher AT-III-unabhingig agiert, ist

Hirudin. Es wurde urspriinglich aus dem Driisensekret von Blutegeln gewonnen und
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2.5. Heparine und ihre Figenschaften

besteht aus 65 Aminosduren. In Deutschland werden im klinischen Alltag verschiede-
ne Hirudin-Derivate eingesetzt. Diese werden parenteral verabreicht und sowohl zur
weiteren Antikoagulation nach HIT II, als auch zur Thromboseprophylaxe angewendet
(Mutschler et al., 2008).

Die Einschriankungen, die die Behandlung mit den bisherigen Antikoagulantien, wie
Heparinen und Vitamin-K-Antagonisten, mit sich bringen, fiihrten mit zur Entwick-
lung der sogenannten NOAK (neue orale Antikoagulantien). Dies sind oral verabreich-
bare, direkte Thrombin- und Faktor-Xa-Hemmer (Weitz, 2010). Einer dieser direkten
Faktor-Xa-Inhibitoren ist Rivaroxaban, ein Molekiil mit einem Molekulargewicht von
436 (Weitz, 2010). Faktor Xa zu hemmen ist u.a. deshalb so interessant, da ein ak-
tiviertes Faktor-Xa-Molekiil zur Generierung von 1000 Thrombin-Molekiilen beitragt
(Mann et al., 2003). Aukerdem sind direkte Faktor-Xa-Hemmer in der Lage nicht nur
freien, sondern auch an Prothrombinase gebundenen Faktor Xa zu hemmen (Perzborn
et al., 2005). Rivaroxaban ist in Europa zugelassen zur Prophylaxe venéser Thrombo-
embolien nach elektiven Hiift- oder Kniegelenksersatzoperationen, zur Privention von
Schlaganfillen bei Patienten mit nicht-valvuldrem Vorhofflimmern, in der Sekundér-
prophylaxe nach akutem Koronarsyndrom und zur Behandlung tiefer Venenthrombo-
sen und Lungenembolien (EMA, 2016). Es ist kontraindiziert in der Schwangerschaft
(Sunkara et al., 2016).

Dextransulfat ist ein stark sulfatiertes Polyanion und Polysaccharid, aber ohne an-
tikoagulative Eigenschaften. Wie auch Heparine gehort Dextransulfat zur Familie der
Glykosaminoglykane und kommt in unterschiedlichen Molekulargewichten vor (Zeer-
leder et al., 2002). Dextransulfat mit hohem Molekulargewicht ist in der Lage die
Thrombinhemmung durch AT TIT und Heparin zu beschleunigen (Yamagishi et al.,
1984), auch kann es die Thrombozytenfunktion beeinflussen (Reches et al., 1979). Mit
einem niedrigen Molekulargewicht iibt es einen direkten hemmenden Effekt auf Faktor
Xa aus und hemmt zusétzlich die Thrombozytenfunktion (Zeerleder et al., 2002).
2-0, 3-O desulfatiertes Heparin (ODSH), welches durch selektive Desulfatierung von
UFH hergestellt wird, weist das Molekulargewicht betreffend vergleichbare Eigenschaf-
ten wie UFH auf. Es verfiigt allerdings iiber eine geringe Affinitét zu AT I1I und geringe
hemmende Eigenschaften gegeniiber Faktor Xa und Thrombin (Fryer et al., 1997; Rao
et al., 2010).
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2. Einleitung

2.6. Zielsetzung und Fragestellungen

Wie einleitend beschrieben wurde, sind die Zusammenhdnge zwischen der positiven
Wirkung von Heparinen bei der Verhinderung und Behandlung habitueller Aborte
und anderer Schwangerschaftskomplikationen noch nicht eindeutig gekliart. Verdnde-
rungen des Immunmilieus und damit einhergehend der Chemokinzusammensetzung
im weiblichen Genitaltrakt spielen bekanntermafen eine wichtige Rolle bei verschiede-
nen pathophysiologischen Vorgingen, wie Implantationsversagen und habituellen Ab-
orten. Dabei sind TNF-a und Thrombin als Modulatoren der Chemokinproduktion
von besonderer Bedeutung. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand also darin, zu un-
tersuchen, wie die proinflammatorischen und pathophysiologisch relevanten Molekiile
TNF-a und Thrombin auf die Zytokinproduktion endometrialer Stromazellen wirken
und wie Heparine dies beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen
einen besseren Kinblick in die immunmodulatorische Wirkungsweise von Heparinen im
Endometrium zu erlangen. Unter diesen Gesichtspunkten wurde bei der vorliegenden

Arbeit versucht auf folgende Fragen Antworten zu finden:

1. Welchen Einfluss hat Heparin auf die durch das proinflammatorische TNF-« her-
vorgerufenen Verdnderungen der Zytokinproduktion durch endometriale Stroma-

zellen?

2. Wie beeinflusst das proinflammatorische Thrombin die Zytokinproduktion endo-

metrialer Stromazellen und welchen Einfluss haben Heparine darauf?

3. Welche Signalwege sind an der Vermittlung der Effekte durch TNF-a, Thrombin
und Heparin beteiligt?

4. Welche Eigenschaften von Heparinen sind wichtig fiir die von ihnen ausgeloste

Wirkung auf endometriale Stromazellen?
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3. Material und Methoden

In diesem Kapitel werden im Abschnitt 3.1 zunéchst die in den Experimenten ver-
wendeten Materialien vorgestellt. Anschliefsend folgt im Abschnitt 3.2 die detaillierte
Beschreibung der Versuchsaufbauten und -abfolgen der durchgefiihrten Experimente

wie auch der statistischen Auswertung.

3.1. Material

3.1.1. Laborgerate

Gerat Geratenummer Hersteller

Abzug Typ 2-453-GAHD Kottermann, Uetze/Héngsen,
Deutschland

Analysewaage MC1 Analytic AC 210P | Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Autoklav MLS-3750 Sanyo, Moriguchi, Japan

Automatischer AF 100 Scotsman Europe, Mailand, Tta-

Flockeneisbereiter lien

CO4 Inkubator

CytoGROW GLP Series
CO2, MCO-18 AIC

Sanyo, Moriguchi, Japan

Fluoreszenz-Mikro-

FLUOstar Optima

BMG LABTECH, Ortenberg,

vierungsbad 1003

titerplattenleser Deutschland

Handdispenser Multipipette® plus Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Inkubationsbad Inkubations- /Tnakti- GFL, Burgwedel, Deutschland

Kiihlsystem 4°C

-20°C

Premiere VKS 25046

Premiere Hausgeratetechnik,
Ascheberg, Deutschland

MDF-U333

Sanyo, Moriguchi, Japan
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3. Material und Methoden

Gerat Geratenummer Hersteller
-20°C | WKS 3200 Liebherr, Bulle, Schweiz
-80°C | MDF-Uf3V Sanyo, Moriguchi, Japan
Mehrkanalpipette 100 nl, 300 nl Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land
Mikroplatten- Asys Atlantis Biochrom Asys, Salzburg, Oster-
waschgerat reich
Mikroskop Nikon TMS Nikon Instruments, Diisseldorf,
Deutschland
PCR 7300 Real-Time PCR Applied Biosystems/ Life Tech-
System nologies, Carlsbad, USA
Pipettierhilfe pipetus® -akku Hirschmann, Laborgerite

GmbH, Eberstadt, Deutschland

accu-jet® pro

BRAND GmbH, Wertheim,
Deutschland

Reinigungs- und G 7883 CD Miele und Cie. KG, Giitersloh,

Desinfektionsauto- Deutschland

mat

Reinstwassersystem | Synergy® Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Schiittelinkubator | Polymax 1040 Heidolph Instruments GmbH
und Co. KG, Schwabach,
Deutschland

KS-15 CONTROL Edmund Biihler GmbH, Hechin-

gen, Deutschland

Sicherheitswerkbank| HER Asafe KS9 Thermo Electron Corperation,
Waltham, USA

Thermocycler Mastercycler® gradient Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Thermomixer Thermomixer 5437 Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Vortex- Vortex Mixer neoLab, Heidelberg, Deutschland

Reagenzglasmischer

Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutsch-

land

Centrifuge 5415 R

Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land

Rotilabo® -Mini-
Zentrifuge

Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien

3.1. Material

Produkt Artikelnummer Artikelbez. Hersteller
Abdeckfolie fiir | 100-SEAL-PLT SealPlate® : 676 Excel Scientific, Vic-
ELISA 070 torville, USA
Adeckfolie fiir 676 070 VIEWseal ™ Greiner Bio-One
PCR GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
Allzweckdosen 2-1587 neoLab, Heidelberg,
Deutschland
Aufbewahrungs- | 2-2603 neolLab, Heidelberg,
rack fiir PCR- Deutschland
Tubes
und -Strips 2-2604 neolLab, Heidelberg,
Deutschland
Einwegskalpell, | No.22 Feather Disposa- | Feather Safety Razor
steril ble Scalpel Co., Osaka, Japan
ELISA Mikro- DY990 Clear Microplate | R&D Systems, Min-
platte neapolis, USA
Membranfilter 291-4520 Nalgene® Rapid- | NALGENE, Part of
Flow 500ml Bott- | Thermo Fisher Scien-
le Top Filter, tific inc., Rochester,
0,2pm USA
291-4545 Nalgene® Rapid- | NALGENE, Part of
Flow 500ml Bott- | Thermo Fisher Scien-
le Top Filter, tific inc., Rochester,
0,451m USA
Zellsieb 352340 Cell strainer, 40 BD Biosciences, Fran-
pm, Nylon, steril | klin Lakes, USA
Fliissigkeitsre- E830.1 Rotilabo Carl Roth, Karlsruhe,
Servoir Fliissikeits- Deutschland
reservoir, PVC
Gestelle 1-5136 Acrylglasgestell
2x12
1-5138 Acrylglasgestell
4x12
1-5139 Acrylglasgestell neoLab, Heidelberg,
6x12 Deutschland
2-1630 neoRack® -Rohr-

chengestell 9x9
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3. Material und Methoden

mit Single Cap,
0.2 ml

Produkt Artikelnummer Artikelbez. Hersteller
2-1631 neoRack® -Réhr-
chengestell 7x7
5972-0430 UnwireHalfracks | NALGENE Labware/
3x3 Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham, USA
Handtuchpapier | HE 5402 Zick-Zack Hand- Heemann OHG, Fal-
tiicher kensee, Deutschland
Indikatorband 8221.1 Indikatorband fiir | Carl Roth, Karlsruhe,
Dampfsterilisati- Deutschland
on
Klebeband 6001210 Scotch® Crystal 3M Deutschland
Clear GmbH, Neuss,
Deutschland
Kryo-Aufbewah- | 2-2700 mit Deckel neolLab, Heidelberg,
rungsboxen Deutschland
Kultivierungs- 831813002 75 cm? Sarstedt, Niirnbrecht,
flasche Deutschland
Labor- und Hy- | 16515-00 zetBox(C) ZN G Zellstoft-Vertiebs
gienetiicher GmbH, Troisdorf,
Deutschland
Laborglas-
flaschen
50 ml 21 801 175 DURAN Group
100 ml 21 801245 GmbH,
250 ml 21 801 36 5 Wertheim /Main,
2000 ml 21 801 63 5 Deutschland
Messzylinder
100 ml 21 396 24 DURAN Group
GmbH, Wert-
heim /Main, Deutsch-
land
500 ml K851.1 Rotilabo® - Carl Roth, Karlsruhe,
Messzylinder aus | Deutschland
PP
Parafilm PM-996 Pechiney Plastic
Packaging, Chicago,
USA
PCR Streifen 710980 8er-SoftStrips® Biozym Scientific

GmbH, Hessisch Ol-
dendorf, Deutschland
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3.1. Material

Produkt Artikelnummer Artikelbez. Hersteller

PCR-Platte 96 Well Polypro- | Greiner Bio-One
pylen Microplat- GmbH, Frickenhausen,
ten Deutschland

Petrischale 0690.1 Rotilabo® - Carl Roth, Karlsruhe,
Petrischalen, Deutschland
Durchmesser 10
cm

Pinzette 1-1811 Pinzette, anato- neolLab, Heidelberg,
misch Deutschland

Pipettenspitzen

10 pl ohne Fil- 720011 Micro Tips Pre-

ter mium

10 pl mit Filter | 780012 SafeSeal Tips Biozym Scientific,
Premium Hessisch Oldendorf,

Deutschland

100 pl mit Filter | 780102 SafeSeal Tips
Premium

200 nl ohne Fil- | 70.760.002 Sarstedt, Niirnbrecht,

ter Deutschland

1000 pl ohne 0030.000-919 epT.I.P.S.® Eppendorf, Hamburg,

Filter Deutschland

1000 pl mit Fil- | 076927300 nerbe plus GmbH,

ter Winsen/Luhe,

Deutschland

5000 pl ohne 0030.000-978 epT.I.P.S.® Eppendorf, Hamburg,

Filter Deutschland

Direktver-

dranger-

spitzen, un-

steril

1 ml 0030069.234

2,5 ml 022266306 Combitips® Eppendorf,

5 ml 022266403 plus Hamburg, Deutschland

10 ml 022266501

Direktver-

dringer-

spitzen, steril

2,5 ml 022496085 Combitips Eppendorf,

5 ml 022496107 Biopur® Hamburg, Deutschland

10 ml 022496123
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Produkt Artikelnummer Artikelbez. Hersteller

Reaktions-

gefifie

1,5 ml 72.690.001 Sarstedt, Niirnbrecht,
Deutschland

2 ml 0030 123.344 Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Serologische

Pipetten

1 ml 86.1251.001 Sarstedst,

5 ml 86.1253.001 Niirnbrecht,

10 ml 86.1254.001 Deutschland

25 ml 86.1685.001.

Steigeinsatz fiir | P898.2 Carl Roth, Karlsruhe,

Kryoboxen Deutschland

Stoppuhr 0773.1 Rotilabo-Signal- Carl Roth, Karlsruhe,

Timer, Modell: Deutschland
SKT338N

Taschenrechner Modell: KF01605 | Q-CONNECT, Gent,
Belgien

Tischstander fiir | 951.297 Sarstedt, Niirnbrecht,

Vernichtungs- Deutschland

beutel

Universelle 2-640 10 Rollen + Dis- | neoLab, Heidelberg,

Beschriftungs- penser Deutschland

Klebebinder

Untersuchungs- | 13941 Sterling Nitrile, Kimberly-Clark Pro-

handschuhe puderfrei, KC300 | fessional, Roswell,
USA

Vernichtungs- 861.197 Sarstedt, Niirnbrecht,

beutel Deutschland

Zellkultur-

platte

96-Well Mikro- | 167008 F'26 Micro- nunc,/ Thermo Fisher

titerplatte Well™Plate Scientfic, Waltham,
USA

96-Well Mikro- 650180 Greiner Bio-One

titerplatte, U-
Boden

GmbH,
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3.1. Material

Produkt Artikelnummer Artikelbez. Hersteller
48-Well Zellkul- | 677180 Frickenhausen,
turplatte Deutschland
24-Well Zellkul- | 353047 BD Biosciences
turplatte
12-Well Zellkul- | 353043 Franklin Lakes, USA
turplatte
6-Well Zellkul- 83.1839 Sarstedt, Niirnbrecht,
turplatte Deutschland
Zentrifugen-
rohrchen
15 ml 62.554.502 Sarstedt, Niirnbrecht,

Deutschland
50 ml 352070 BD Biosciences, Fran-

klin Lakes, USA

3.1.3. Reagenzien und Chemikalien

Zellbiologische Arbeiten

Produkt Artikelnummer | Produktangaben Hersteller

Aktivkohle X865.2 p.a. Pulver Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Antithrombin 13101.00.00 500 TE CSL Behring GmbH,

IIT (Kybernin Marburg, Deutschland

P® )

Dextran T 70 9228.1 Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Dextransulfat- D6924 100 Mg/ Sigma-Aldrich, St.

Natrium (Leu- Louis, USA

conostoc spp.)

Ethanol 96 % vergillt mit Mer- | Universitdtsapothe-

captoethanol ke der Ernst-Moritz-

Arndt-Universitat
Greifswald

Ethanol 99,9 % | 2246.1000 Th. Geyer GmbH,
Renningen, Deutsch-
land

Faktor Xa SE-362-0100 2,34 B8/, 543 Enzo life Sciences

IU/ ml

Inc., Farmingdale,
USA
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Produkt Artikelnummer | Produktangaben Hersteller
Fetales Kélber- | S0115 Biochrome AG, Ber-
serum (FCS) lin, Deutschland
Gentamicin PZN: 3928180 80mg/2ml Ratiopharm, Ulm,

Deutschland
Héndedesinfek- | 975512 Sterillium® clas- BODE Chemie
tion sic pure GmbH, Hamburg,

Deutschland

Heparine und

Heparinoide
Dalteparin-Na- | PZN: 01546244 25.000 1U/p) Pfizer Deutsch-
trium (Fragmin land GmbH, Berlin,
P Forte® ) Deutschland
Danaparoid- PZN: 88897 1250 1U/1 Essex Pharma GmbH,
Natrium Miinchen Deutschland
(Orgaran® )
Enoxaparin- PZN: 7659558 10.000 1U/1 40 Sanofi Deutschland
Natrium mg,/0,4 ml GmbH, Frankfurt-
(Clexane® ) Hochst, Deutschland
Heparin Natri- | H3149 9000 U/ Sigma-Aldrich, St.
umsalz Louis, USA
ODSH Klinik fiir Transfusi-
onsmedizin, Universi-
tit Greifswald
Reviparin- PZN: 4074981 7000 LU/ Abbott GmbH & Co.
Natrium KG, Ludwigshafen,
(Clivarin® ) Deutschland
Tinzaparin- PZN: 1581080 20.000 1U/1 LEO Pharma GmbH,
Natrium Neu-Isenburg,
(Innohep® ) Deutschland
Hirudin H7016-100U from leeches, 100 Sigma Aldrich, St.
IU Louis, USA
Hormone Molekulargewicht:
176-Estradiol E2758-250mg 2724 Sigma Aldrich,
Progesteron P8783-1g 314,5 St. Louis, USA
Kollagenase CIV-22 Biochrome AG, Ber-
lin, Deutschland
Parthenolid 512732 50 mg Calbiochem/ Merck

KG, Darmstadt,
Deutschland
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Produkt Artikelnummer | Produktangaben Hersteller
PD98059 9900 1,5 mg New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland
Phosphatgepuf- | L1825 -] Calcium, [-] Biochrome AG, Ber-
ferte physiolo- Magnesium, nied- | lin, Deutschland
gische Kochsalz- riger Endotoxin-
l16sung (PBS, gehalt
steril)
Rivaroxaban S3002 Selleck Chemicals,
(Xarelto® ) Houston, USA
Thrombin T4393 100IU Sigma Aldrich, St.
Louis, USA
TNFao PHC3015 Invitrogen/ Life Tech-
nologies, Darmstadt,
Deutschland
Trypsin EDTA 252000-56 0,25% Gibco/ Life Technolo-
1x gies, Carlsbad, USA
Biochemische Arbeiten
Produkt Artikelnummer | Produktangaben Hersteller
TWEEN® 20 P1379 Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA
PBS Trocken- L 182-50 ohne Ca**, Mg?* | Biochrome AG, Berlin,
substanz Deutschland
ELISA
Bovines Serum- | A7030 lyophilisiertes Pu- | Sigma-Aldrich, St.
albumin (BSA) der, >98% Louis, USA
Schwefelsaure 17025 96% Fluka Analytical/
Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA
Streptavidin- DY998 R&D Systems, Min-
Meerrettich- neapolis, USA
peroxidase
Substrat Re- DY999 Color Reagent R&D Systems, Min-
agent Pack A (Wasserstoff- neapolis, USA

peroxid), Color
Reagent B (Te-
tramethylbenzidi-
ne)
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3. Material und Methoden

Molekularbiologische Arbeiten

Produkt Artikelnummer | Produktangaben Hersteller
RN A-Isola-
tion
Ethanol 9065.3 ROTIPURAN® Carl Roth,
>99.8 %, p.a.
Trichlorme- 3313.2 ROTIPURAN® Karlsruhe, Deutsch-
than/ Chloro- >99 %, p.a. land
form
2-Propanol 1.136.100 chemsolute® | Th. Geyer GmbH &
min 99.7% Co. KG, Renningen,
Deutschland
Trifast 30-2020 PEQLAB Biotechnolo-
gie GMBH, Erlangen,
Deutschland
RT-Reaktion
High Capacity | 4374966 10x RT Random Applied Biosystems/
cDNA Reverse Primers, 10x RT Life Technologies,
Transcription Buffer, ANTP Carlsbad, USA
Kit mit RNase Mix (100 mM),
Inhibitor RNase Inhibi-
tor (2000 IU, 20
IU/1), Multi-
Scribe™MuLV
reverse transcrip-
tase (50 TU/y1)
PCR
SYBR® Green | 4309155 SYBR Green 1 Applied Biosystems/
PCR Master Farbstoff, Ampli- Life Technologies,
Mix Taq Gold® DNA Carlsbad, USA

Polymerase, dN'T-
Ps mit dUTP,
Passive Referenz,
Pufferkomponen-
ten
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3.1.4. Medien, Puffer und Losungen

Zellbiologische Arbeiten

3.1. Material

70 % Ethanol (zur Oberflichendesinfektion): fiir 5 Liter: 3,5 1 96 % Ethanol + 1,5 1

A .dest

Kultivierungsmedien

PES, ohne Phe-
nolrot

Medium Merkmale Artikelnummer Hersteller
DMEM/ F-12 |+] L-Glutamin, | 11039047 Gibco/Life Technolo-
(1X) Medium [+] 15mM HE- gies, Carlsbad, USA

Angaben fiir eine Zellkulturflasche

(75 cm?)

Zellkulturmedium

10 ml Medium
4 1 ml dFCS (= 10 %)
+ 13,8 pl Gentamicin (= 50 18/m)

Stopplosung

8 ml PBS (steril)
+ 200 nl dFCS
+ 10,3 pl Gentamicin

Resuspensionslosung

5 ml PBS (steril)
+ 250 pl dFCS
+ 6,6 pl Gentamicin

Versuchsmedium

x ml Medium
+ 5% dFCS

+ 50 B8/ Gentamicin

Verwendete Mengen an Medium:

e 10 ml je 75 cm? Zellkulturflasche

2 ml je well in einer 6-well-Platte

1 ml je well in einer 12-well-Platte
500 pl je well in einer 24-well-Platte
250 pl je well in einer 48-well-Platte

100 pl je well in einer 96-well-Platte.
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3. Material und Methoden

Stimuli

Bemerkung: Verdiinnungen im Medium mit 5 % dFCS und 50 1ng/4y1 Gentamicin

Stimulus

Konzentrationsangaben

Dextransulfat-Natrium

Stammkonzentration: 100 mg/,)
Arbeitskonzentration: 5 Hg/j)
Verdiinnung: 1:20.000

Faktor Xa

Stammkonzentration: 543 1U/
Arbeitskonzentration: 0,5 IU/p)
Verdiinnung: 1:1.086

Heparine und Heparinoide
Dalteparin-Natrium
(Fragmin P forte® )

Danaparoid-Natrium (Orgaran® )

Enoxaparin-Natrium (Clexane® )

Heparin Natriumsalz

ODSH

Reviparin-Natrium (Clivarin® )

Tinzaparin-Natrium (Innohep® )

Stammkonzentration: 25.000 1U/y
Arbeitskonzentration: 0,18 1U/
(= 5 Bg/m])

Verdiinnung: 1:31.250

Stammkonzentration: 1.250 1U/|
Arbeitskonzentration: 0,7 IU/)

(= 5 1g/m))
Verdiinnung: 1:17.857

Stammkonzentration: 10.000 IU/
Arbeitskonzentration: 0,55 U/
(= 5 18/m1)

Verdiinnung: 1:18.182

Stammkonzentration: 9.000 1U/
Arbeitskonzentration:

0,125 TU/1 (= 0,6125 1g/m) (1:72.000)
0,25 1U/m1 (= 1,25 18/pn1) (1:36.000)
0,5 IU/in1 (= 2,5 18/m1) (1:18.000)
11U/ (£ 5 18/1) (1:9.000)

2 TU/n (= 10 v8/m1) (1:4.500)

4 TU/ (2 20 18/m1) (1:2.250)

8 IU/n1 (= 40 ng/yy) (1:1.125)

Stammkonzentration: 50.000 1g/y]
Arbeitskonzentration: 5 ng/)
Verdiinnung: 1:10.000

Stammkonzentration: 7.000 1U/
Arbeitskonzentration: 0,53 LU/
Verdiinnung: 1:13.208

Stammkonzentration: 20.000 1U/
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3.1. Material

Stimulus

Konzentrationsangaben

Arbeitskonzentration

Verdiinnung: 1:41.667

Hormone
175-Estradiol

Progesteron

Stammkonzentration:
Arbeitslosung 30 uM
Verdiinnung: 1:1000

30 mM

Stammkonzentration:
Arbeitslosung: 1 mM
Zellkultur 1 pM
Verdiinnung: 1:1000

10 mM

Rivaroxaban

Stammkonzentration:
Arbeitskonzentration

5 Mg/
: 100 18/m]

Thrombin

Stammkonzentration:
Arbeitskonzentration
Verdiinnung: 1:100

100 10/
11U/

TNFo

Stammbkonzentration:
Arbeitskonzentration
Verdiinnung: 1:2.000

100 18/m1
: 50 ng/m]

Inhibitoren

Bemerkung: Verdiinnungen im Medium mit 5 % dFCS und 50 1g/;) Gentamicin

Inhibitor

Konzentrationsangaben

Antitrombin IIT (Kybernin P® )

Stammkonzentration: 12,5 Mg/

Arbeitskonzentration
Verdiinnung 1:50

Hirudin

Stammkonzentration: 500 1U/)

Arbeitskonzentration
Verdiinnung 1:100

Parthenolid

Stammkonzentration: 400 mM

Arbeitskonzentration
Verdiinnung 1:20.000

: 20 pM

PD98059

Stammkonzentration: 50 mM

Arbeitskonzentration
Verdiinnung 1:1.000

: 50 M
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3. Material und Methoden

Biochemische Arbeiten

Reagenz

Angaben

PBS

9,55 g PBS Trockensubstanz + 11
A.dest

ELISA
ELISA Stopplésung

Reagent Diluent (R&D Puffer)
Streptavidin-Meerrettichperoxidase
Substrat

1 molare Schwefelsdure, 2 N
13,4 ml 96 % Schwefelsiure + 236,6 ml
A.dest

1 % BSA in PBS (unsteril)

1:200 in R&D Puffer

Reagenz A und Reagenz B im Verhélt-
nis 1:2

Waschpuffer ELISA

0,05% Tween in PBS
91: 85,95 g PBS Trockensubstanz
+ 4,5 ml Tween20 + 8,9955 1 A.dest

IGFBP-1-Diluent

Molekularbiologische Arbeiten

Methode

Angaben

RINA Isolation
75 % Ethanol

75 ml 99,8 % Ethanol 25 ml A. dest.

PCR, Primer

[-Aktin

human CCL2/ MCP-1
human CCL5/ RANTES
human CXCL-1/ GRO«
human CXCL-5/ ENA-78
human CXCL-8/ TL-8

Stammkonzentration: 250 pM
Arbeitskonzentration: 6 pM
3 nl Stocklosung + 122 pl A. dest.

3.1.5. ELISA - Kits

Bemerkungen:

e alle verwendeten Fangantikorper (CA) sind polyklonale, anti-humane Antikorper
gegen das nachzuweisende Chemokin von der Maus

e alle verwendeten Detektionsantikérper (DA) sind polyklonale, biotinylierte, anti-
humane Antikérper gegen das nachzuweisende Chemokin von der Ziege
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3.1. Material

ELISA Kit Artikelnummer | Beschreibung Hersteller
Human CCL2/ | DY279 CA: 180 18/ R&D Systems, Min-
MCP-1 DuoSet DA: 18 18/ neapolis, USA

Standard: re-

kombinantes hu-

manes MCP-1

(130 ng/m1)
Human CCL5/ | DY278 CA: 180 18/ R&D Systems, Min-
RANTES Duo- DA: 3,6 18/m] neapolis, USA
Set Standard: re-

kombinantes hu-

manes RANTES

(120 18/
Human DY278 CA: 720 18/ R&D Systems, Min-
CXCL-1/ DA: 7,2 1g/m) neapolis, USA
GRO«a DuoSet Standard: re-

kombinantes hu-

manes GRO«

(90 ng/m)
Human DY254 CA: 360 18/m] R&D Systems, Min-
CXCL-5/ DA: 18 ng/y] neapolis, USA
ENA-78 Duo- Standard: re-
Set kombinantes hu-

manes ENA-78

(90 ng/m1)
Human DY?208 CA: 720 18/m1 R&D Systems, Min-
CXCL-8/ IL-8 DA: 3,6 18/m] neapolis, USA
DuoSet Standard: re-

kombinantes hu-

manes 1L-8

(100 ng/m1)
Human DY 350 CA: 180 18/ R&D Systems, Min-
CXCL-12/ DA: 72 ng/y) neapolis, USA
SDF-1a Duo- Standard: re-
Set kombinantes hu-

manes SDF-1a
(160 ng/m)
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3. Material und Methoden

ELISA Kit Artikelnummer | Beschreibung Hersteller
Human DY871 CA: 720 18/m] R&D Systems, Min-
IGFBP-1 Duo- DA: 72 18/ neapolis, USA
Set Standard: re-

kombinantes hu-
manes IGFBP-1
(115 ng/mi)
Human Prolak- | DY682 CA: 144 1vg/m) R&D Systems, Min-
tin DuoSet DA: 72 1g/m) neapolis, USA
Standard: re-
kombinantes hu-
manes Prolaktin

(95 ng/m1)

3.1.6. Primer

Bemerkungen:

e alle unten angegebenen Primer wurden mit Hilfe der Software Primer Express®
Primer Design Software v2.0 der Firma Allpied Biosystems, USA erstellt

e die Firma Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland synthetisierte die Primer

Primer Vorwirts- /Riickwirtssequenz
human (-Aktin 5-CCTGGCACCCAGCACAAT-3’
5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3¥
human ENA-78 5-TTCGCCATAGGCCCACAG-3
5-CAAATTTCCTTCCCGTTCTTCA-3
human GRO-« 5-CCCAAACCGAAGTCATAGCCA-3
5-GATGCAGGATTGAGGCAAGCT-3’
human IL-8 5-TCTTGGCAGCCTTCCTGATT-3’
5-TTAGCACTCCTTGGCAAAACTG-3
human MCP-1 5-AAAGTCTCTGCCGCCCTTCT-3’
5-GATTGCATCTGGCTGAGCG-3’
human RANTES 5-CTCGCTGTCATCCTCATTGCT-3’
5-TGTGGTGTCCGAGGAATATGG-3’
human SDF-1«a 5-GATTGTAGCCCGGCTGAAGAA-3
5-AAGTCCTTTTTGGCTGTTGTGC-3’
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3.1.7. Programme

3.1. Material

Programm

Verwendung

Hersteller

7300 System Se-
quence Detection
Software v1.4.0

Datenerhebung Real-Time-RT
PCR

Applied Biosystems/
Life Technologies,
Carlsbad, USA

GraphPad Prism 5.01

Statistische Auswertung, Grafi-
ken

GraphPad Software
Ins., San Diego, USA

LaTeX Textverarbeitung

Microsoft Excel 2003 | Datenverarbeitung Microsoft Co, Unter-

und 2007 schleiftheim, Deutsch-
land

Microsoft Power Bildbearbeitung Microsoft Co, Unter-

Point 2003 schleifsheim, Deutsch-
land

Microsoft Word 2003 | Textverarbeitung Microsoft Co, Unter-

schleifheim, Deutsch-
land

OPTIMA Software
v2.10

Datenerhebung ELISA

BMG LABTECH
GmbH, Ortenberg,
Deutschland

Primer Express®
Software Version 3.0

Primerdesign

Applied Biosystems/
Life Technologies,
Carlsbad, USA
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3. Material und Methoden

3.2. Methodik

3.2.1. Patientenauswahl und Probenmaterial

Die in den Experimenten verwendeten endometrialen Gewebeproben wurden aus Hys-
terektomiepriparaten gewonnen. Voraussetzungen zur Verwendung waren dabei nach-
gewiesene Fertilitdt und ein regelméfiger Zyklus bei den Patientinnen, sowie Ausschluss
von Malignitit. Dies wurde durch pathologische Begutachtung bestéitigt. Die Frauen,
deren Gewebe verwendet wurde, galten als gesund. Alle Patientinnen wurden vor der
Operation ausfiihrlich iiber die Studienbedingungen und die Verwendung der Gewebe-
proben aufgeklirt und es wurde ihr schriftliches Einverstdndnis eingeholt. Die Ethik-

kommission der Universitdt Greifswald hat dem Protokoll dieser Studie zugestimmt.

3.2.2. Steroid-Depletion von fetalem Kilberserum (FCS) mit
Aktivkohle

Wie auch bei der Kultivierung vieler anderer Zellen, ist fetales Kéalberserum in der
Zellkultur endometrialer Stammzellen notwendig, um ihnen fiir ihr Wachstum beno-
tigte Proteine und Wachstumsfaktoren zu liefern. Das verwendete FCS wurde dabei
vor der Verwendung mittels Aktivkohle steroid-depletiert, um mogliche hormonelle
Bestandteile zu entfernen.

Das FCS wurde dazu zuallererst mit Aktivkohle und Dextran T 70 vermischt. Zu 100
ml FCS wurden dabei je 5 g Aktivkohle und 0,5 g Dextran hinzugegeben. Die Losung
wurde dann fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend 10 min
lang bei 8.000 Umdrehungen pro Minute (rpm) und 4 °C zetrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und dann bei gleichen Bedingungen nochmals zentrifugiert. Der
dabei entstandene Uberstand wurde jeweils dreimal zuerst durch einen Sterilfilter mit
0,45 pm groken Poren und anschlieffend durch einen 0,22 pm-Filter gegeben. Das so
depletierte FCS konnte bei -20 °C aufbewahrt werden.
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3.2. Methodik

3.2.3. Zellkultur

Die Arbeit mit den endometrialen Stromazellen erfolgte unter sterilen Bedingungen.

Praparation endometrialer Stromazellen

Die Préparation der endometrialen Stromazellen (ESC) erfolgte wie in Artikeln von
Fluhr et al. beschrieben (Fluhr et al., 2006, 2008). Die Hysterektomiepriparate wurden
direkt nach der Operation den Pathologen iibergeben, welche Endometrium entnah-
men. Das entnommene Gewebe wurde dann in bei 4 °C gekiihlte phosphatgepufferte
Salzlosung (PBS) mit 50 18/ Gentamicin iiberfiithrt und unverziiglich weiterverarbei-
tet.

In einer sterilen Petrischale wurde das Endometrium mit einem sterilen Skalpell vor-
sichtig von den Myometriumteilen abgeschabt und mittels des Skalpells griindlich me-
chanisch zerkleinert. Die Myometriumteile wurden verworfen. Mithilfe von 0,5 %iger
Kollagenase wurde das Gewebe verdaut und dazu eine Stunde lang bei 37 °C inku-
biert. Dabei wurde das Gewebe alle 15 min mittels einer serologischen Pipette mehr-
fach auf- und abpipettiert, um die Zerkleinerung des Gewebes zu unterstiitzen. Die
Inkubation wurde durch Unterbinden der Enzymaktivitdt der Kollagenase mit 5 ml
ESC-Kulturmedium gestoppt.

Der gesamte Gewebeverdau wurde danach durch ein Zellsieb mit einer Porengréfse von
40 pm gegeben. Die Gewebeteile im Sieb wurden nach Spiilen mit 10 ml PBS verwor-
fen, der Durchfluss in einem Zentrifugenrohrchen fiir 10 Minuten bei 300 Umdrehungen
pro Minute (rpm) und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Abgiefen des Uberstan-
des, wurde das Pellet in ESC-Kulturmedium gelést und in Zellkulturflaschen (75 ¢cm?)
ausgesat.

Nach 45 miniitiger Inkubation im COs-Inkubator erfolgte ein erster Mediumswechsel
zur Reduktion der Verunreinigung durch Epithelzellen, Leukozyten und Erythrozyten,

nach lichtmikroskopischer Sicherstellung der Adhérenz der Stromazellen.
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3. Material und Methoden

Versorgung endometrialer Stromazellen

Mediumswechsel Bis zur Konfluenz wurden die ESC in 75 cm? Zellkulturflaschen
bei 37 °C kultiviert. Zur Gewihrleistung einer idealen N&hrstoffversorgung und um an-
fallende Stoffwechselprodukte zu entfernen, wurde das Nahrmedium bis dahin alle 3-4
Tage gewechselt. Das verbrauchte Medium wurde abgeschiittet (aus Zellkulturflaschen)
beziehungsweise mithilfe von einer Pipette vorsichtig entnommen (aus Zellkuturplat-
ten). Daraufhin wurde wieder frisches Medium in Raumtemperatur, bestehend aus der
bendtigten Menge DMEM /F12 ohne Phenol-Rot mit 10% depletiertem FCS und

50 18/ Gentamicin, zugegeben.

Subkultivierung Nach Abschiitten des verbrauchten Mediums und Spiilung mittels
PBS wurde Trypsin-EDTA zur Ablésung der ESC zu den Zellen gegeben. Dabei wur-
den 2 ml Trypsin-EDTA je 75 cm? Zellkulturflasche verwendet. Zum Abstoppen der
Enzymaktivitat wurden nach 10 min Inkubation im COs-Inkubator und lichtmikro-
skopischer Kontrolle der Zellablosung 8 ml Stopplosung je Zellkulturflasche, bestehend
aus 8 ml PBS mit 2,5% depletiertem FCS und 50 1g/;] Gentamicin, hinzugegeben. Die
gesamte Losung wurde in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und fiir 10 min bei 300
rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in der je nach Zellzahl benotigten Menge an ESC-Kulturmedium gelést und
in Zellkulturflaschen oder -platten ausgesiat. Dabei wurde folgende Zellzahl je Well in
der Zellkulturplatte verwendet:

200.000 Zellen in je 2 ml Medium in der 6-well-Platte

100.000 Zellen in je 1 ml Medium in der 12-well-Platte

50.000 Zellen in je 500 ul Medium in der 24-well-Platte

25.000 Zellen in je 250 ul Medium in der 48-well-Platte

10.000 Zellen in je 100 pl Medium in der 96-well-Platte.
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3.2. Methodik

Versuche an endometrialen Stromazellen in Zellkultur

Nach der Aussaat der Zellen in Zellkulturplatten wurde zunéchst Konfluenz abgewar-
tet. Wenn nach der Dezidualisierung und Stimulation der Zellen nur PCRs durch-
gefiithrt werden sollten, wurden 96-well-Platten verwendet. Bei Planung von ELISAs
wurde die Grofe der Zellkulturplatte je nach benétigter Menge an Uberstiinden aus-

gewdhlt. Zumeist kamen dabei 48-well-Platten zum Einsatz.

Dezidualisierung in vitro Nach erreichter Konfluenz wurden die endometrialen Stro-
mazellen fiir neun Tage zur Dezidualisierung mit 17/5-Estradiol und Progesteron sti-
muliert. Dabei wurde der erste Tag dieser Dezidualisierung in vitro als Tag 0 festgelegt.
An den Tagen 3 und 6 erfolgte ein Mediumswechsel und am Tag 9 wurde die eigent-
liche Stimulation der Zellen durch Zugabe verschiedener Stimuli durchgefiihrt (siehe
néchster Absatz). Fiir die Dezidualisierung wurde ESC-Kulturmedium bestehend aus
DMEM/F-12 ohne Phenol-Rot mit 5% depletiertem FSC und 50 118/iy] verwendet. Dazu
kamen je 1 nmolj Progesteron und 30 nmolj 174-Estradiol. Zur Kontrolle wurden auch
immer Zellen mitgefiihrt, deren Medium in gleicher Konzentration nur das Losungs-
mittel der Hormone (96% Ethanol) beigegeben worden war, ohne tatséchlich Hormone
zu enthalten. Dies ermoglichte die Reaktion von dezidualisierten (EP) und nicht dezi-
dualisierten (KO) ESCs auf verschiedene Stimuli zu erfassen und diese miteinander zu
vergleichen.

Um zu iberpriifen, ob die Stimulation mit 175-Estradiol und Progesteron tatsich-
lich zu einer Dezidualisierung gefiihrt hatte, wurden beim Mediumswechsel an Tag 9
Uberstinde von mit Hormonen-stimulierten und von den zur Kontrolle mitgefiihrten
Zellen abgenommen und mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) die
Menge an von den ESC sezerniertem Prolaktin (PRL) und Insulin-like growth factor 1
(IGFBP-1) bestimmt. Die Dezidualisierung ist erfolgreich, wenn ein signifikanter An-
stieg der Sekretion dieser Proteine nachweisbar ist (Fluhr et al., 2006), (Fluhr et al.,
2011a).
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Stimulation der Zellen mit verschiedenen Stimuli oder Inhibitoren Nach der
neun Tage dauernden Dezidualisierung in vitro folgte eine Stimulierung mit verschiede-
nen Stimuli oder Inhibitoren. Diese wurden in Versuchsmedium bestehend aus DMEM /-
F12 ohne Phenolrot, 5 % dFCS und 50 18/iy] zur jeweils notwendigen Konzentration
verdiinnt. Auch in diesem Medium befanden sich wieder Progesteron und 175-Estradiol
beziehungsweise in den zum Vergleich von dezidualisierten und nicht dezidualisierten
Zellen mitgefiihrten Kontrollzellen das jeweilige Losungsmittel. Die Zellen wurden 6
Stunden lang bei 37 °C mit den Stimuli oder Inhibitoren inkubiert bevor, wie unten
beschrieben, Proben fiir ELISA und/oder real-time PCR gewonnen wurden. Als einzi-
ge Ausnahme wurde mit in Versuchsmedium verdiinntem Parthenolid eine einstiindige
Vorinkubation durchgefiihrt, bevor die weiteren Reagenzien dazugegeben wurden und
dann wiederum 6 Stunden auf die ESC wirken konnten. Die verwendeten Konzentra-
tionen der Stimuli und Inhibitoren kénnen dabei der Materialliste entnommen werden
(Abschnitt 2.1.4.1 Zellbiologische Arbeiten; Stimuli und Inhibitoren; Arbeitskonzen-

tration).

3.2.4. Probengewinnung bei endometrialen Stromazellen
Probengewinnung fiir ELISA

Fiir ELISA wurden Zellkulturiiberstéinde verwendet. Dabei wurde nach der Stimulation
der gesamte Zellkulturiiberstand (250 pl bei 48-well-, 500 ul bei 24-well- und 1 ml bei
12-well-Platten) mittels einer Pipette aus dem jeweiligen Well der Zellkulturplatte
abgezogen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf tiberfiihrt. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Uberstinde bei -80 °C aufbewahrt.

Probengewinnung fiir RNA-Isolation
Zunichst wurden die Zellkulturiiberstinde abgenommen und entweder, wie oben be-

schrieben, aufbewahrt oder, wenn sie nicht benotigt wurden, verworfen. Auf den Zell-

rasen wurden 250 pl TriFast™ (sowohl bei 96-well-, 48-well-, als auch 24-well-Platten)
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3.2. Methodik

gegeben. TriFast™ bewirkt eine Denaturierung und damit Inaktivierung von Proteinen
und somit auch RNasen. Nach einer Einwirkzeit von etwa 5 min wurde die gesamte
Losung abgezogen und in ein 2 ml Reaktionsgefils gegeben. Die Proben wurden vor

der weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.5. RNA-Isolation

Alle fiir die RNA-Isolation verwendeten Reagenzien wurden auf 4 °C gekiihlt verwen-
det. Nachdem das bei -80 °C in 250 pnl TriFas™ eingefrorene Zellmaterial bei Raum-
temperatur aufgetaut war, wurden in jedes Reaktionsgefaf 50 pl reines Chloroform
gegeben. Der Inhalt der Reaktionsgefife wurde griindlich mit Hilfe eines Vortex-
Reagensglasmischers durchmischt und dann fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgte eine 15 miniitige Zentrifugation mit 12.000 rpm bei 4 °C . Nach der Zentrifuga-
tion hatten sich eine obere wissrige Phase, in der die RNA enthalten ist, eine Interpha-
se, darin befinden sich DNA und Proteine, und eine untere Phenol-Chloroform-Phase
gebildet. Die oberste Phase wurde vorsichtig abgezogen, wobei Verunreinigung durch
die Interphase vermieden werden musste, und in ein 2 ml Reaktionsgefifs iiberfiihrt,
wahrend die anderen Phasen verworfen wurden. Nach Zugabe von 125 jl Isopropanol
als Préazipitationsmittel wurden die Reaktionsgefiafse griindlich gemischt und dann fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
fiir 10 min mit 12.000 rpm und bei 4 °C . Danach wurde der Uberstand abgeschiittet
und der Geféafsrand vorsichtig trocken getupft. Nun wurden 250 pl 75%iges Ethanol
hinzugegeben und ohne vorheriges Mischen eine weitere Zentrifugation mit 8.000 rpm
bei 4 °C fiir 6 min durchgefiihrt. Der dabei entstandene Ethanol-Uberstand wurde
dann mittels einer Pipette vorsichtig abgenommen und das im Reaktionsgefif befind-
liche Pellet fiir 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 42 pl
bidestilliertem Wasser gelost und fiir 15 min im auf 60 °C erwdrmten Thermomixer
bei minimaler Schiittelstirke inkubiert. Nach diesem letzten Inkubationsschritt wur-
den die Reaktionsgefdfe mit der nun darin befindlichen RNA sofort auf Eis gestellt

und konnten dann bei -80 °C gelagert werden.
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Diese Methode erbringt relativ konstante Mengen an RNA. Somit wurde auf auf RNA-

Konzentrationsbestimmungen und Mengenanpassungen verzichtet.

3.2.6. Reverse Transkription (RT)

Mit Hilfe der reversen Transkription konnte aus der in der RNA-Isolation gewonnenen
RNA die fiir die real-time PCR bendotigte komplemetéire DNA (¢cDNA) gebildet werden.
Dies geschieht mittels des Enzyms reverse Transkriptase. Dazu wurde das High Ca-
pacity cDNA Reverse Transkription Kit mit RNase Inhibitor von Applied Biosystems
verwendet. Dies besteht aus RT Puffer, einer Mischung zufilliger Primer als Star-
termolekiilen, Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTP), einem RNase-Inhibitor, welcher
die RNA vor Ribonukleasen schiitzt, und reverser Transkriptase (MultiScribe™). Die
RNA-Proben wurden zunéchst vorsichtig auf Eis aufgetaut. Auch alle folgenden Schrit-
te wurden auf Eis durchgefiihrt. Fiir jede Probe mussten 16 nl Master-Mix hergestellt
werden, welcher sich folgendermafen zusammensetzte: 9,2 ul bidestilliertes Wasser,
2 pnl RT Puffer, 2 pl der im Kit enthaltenen Primer, 0,8 nl dNTPs und je 1 pl RNase-
Inhibitor und reverse Transkriptase. 16 nl des Master-Mixes wurden jeweils in ein
0,2 ml Reaktionsgefif gegeben und je 4 ul RNA-Probe hinzugefiigt. Die RT-Reaktion
wurde dann mithilfe des Thermocyclers und dem Programm RT ABI 2007 durchge-
fiihrt. Dabei wurden die Proben zunéchst fiir 10 min auf 25 °C erwiarmt, dann wurde
die Temperatur fiir 120 min bei 37 °C gehalten, fiir 5 Sekunden auf 85 °C erhitzt und
dann auf 4 °C herabgekiihlt. Nach beendeter RT-Reaktion wurden zu jeder Probe 70 pl
bidestilliertes Wasser hinzugegeben und die Proben bis zur weiteren Verwendung bei

-20 °C autbewahrt.
3.2.7. Real-time quantitative PCR - Echtzeit
Polymerase-Kettenreaktion

Mithilfe des quantitativen Verfahren der real-time PCR wurde im Anschluss an die
reverse Transkription die dort gewonnene cDNA vervielfiltigt und durch Fluoreszens-

messung deren jeweilige Menge bestimmt. § -Aktin wurde dabei als housekeeping-Gen
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verwendet, um Schwankungen in der gewonnenen RNA-Menge bzw. cDNA-Menge zu
erkennen und rechnerisch auszugleichen.

Es wird dabei das Verfahren der Polymerasekettenreaktion angewendet, welches 1984
durch K. Mullis entwickelt wurde (Deepak et al., 2007). Dieses besteht typischerwei-
se aus drei sich mehrfach wiederholenden Schritten: Denaturierung, Annealing und
Elongation. Bei 95 °C trennen sich die Stréinge der Ausgangs-DNA (template), sie de-
naturiert. Anschlieend wird die Temperatur gesenkt und die im Uberschuss vorhan-
denen Primer lagern sich an die DNA-Strange an. Wahrend der Elongation verldngert
anschlieffend eine Polymerase die Primer, dadurch wird die Ausgangs-DNA je Zyklus
zumindest in der Theorie verdoppelt. Der durchschnittliche Multiplikationsfaktor liegt
i.d.R. je Zyklus bei 1,6 bis 1,7. Bei der real-time quantitativen PCR erfolgt die Quan-
tifizierung der DNA-Menge in Echtzeit durch Messung fluoreszierender Signale. Dafiir
wird ein fluoreszirender Farbstoff, verwendet, in diesem Fall SYBR® Green 1. Dieser
lagert sich an die entstehenden DNA-Stringe an. Die Menge des messbaren Farbstoffs
steigt dabei proportional mit der Menge der entstehenden DNA. Problematisch ist, dass
der Farbstoff nicht zwischen korrekten DNA-Produkten und Artefakten unterscheiden
kann. Von besonderer Wichtigkeit ist deshalb die Kontrolle der fiir den jeweiligen Pri-
mer spezifischen Schmelzkurve, welche sich aus der von der Fragmentliange abhéngigen
Schmelztemperatur ergibt. Die Quantifizierung erfolgt mithilfe des sog. Cr-Werts (cy-
cle threshold). Dies ist die Zykluszahl, zu dessen Zeitpunkt die Fluoreszenzintensitét
sich im exponentiellen Bereich befindet und dabei einen bestimmten Grenzwert (thres-
hold) iibersteigt. Durch Einbeziehung des Cp-Werts des housekeeping-Gens [-Aktin
kann auf die amplifizierte DNA-Menge geschlossen werden (Miilhardt, 2013).

Die real-time PCR wurde mittels des SYBR® Green PCR Master Mix Kits von Applied
Biosystems durchgefiihrt. Dazu wurden zunéichst die cDNA-Proben und die jeweils be-
notigten Vorwérts- und Riickwértsprimer bei Raumtempereratur aufgetaut und dann
auf Eis gestellt. Die benttigten Primer wurden mit Hilfe der Software Primer Express®
Primer Design Software v2.0 erstellt. Die Firma Invitrogen synthetisierte die Primer.
Fiir jede Probe wurden 7 pl Master-Mix mit Primern bestehend aus je 5 nl SYBR
Green PCR Master Mix, 1 pl bidestilliertem Wasser und je 0,5 pl Vorwérts- bzw.
Riickwartsprimer gegeben. Zu den 7 pl Master-Mix pro Well in der PCR-Platte wurden
3 pl der cDNA-Probe hinzugegeben und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
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gut durchmischt. Nachdem die PCR-Platte mit einer Abdeckfolie verschlossen und kurz
anpipettiert worden war, wurde die PCR-Reaktion durchgefiihrt. Das dafiir verwendete
Programm ABI PRISM 7000 Standard erhitzt die Proben zunéchst fiir 2 min auf 50 °C,
dann fiir 10 min auf 95 °C und dann insgesamt in 40 Zyklen fiir 15 Sekunden auf 95 °C
und 1 min auf 60 °C .

3.2.8. ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Das Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Nachweisverfahren fiir An-
tigene, beispielsweise Proteine wie Antikorper oder Hormone. Es wurde ein Sandwich-
ELISA-Verfahren verwendet. Dafiir werden zwei verschiedene Antikérper bendétigt, die
beide an das nachzuweisende Molekiil binden, allerdings an unterschiedlichen Stellen.
Fangantikérper werden dabei zunéchst auf eine Mikrotiterplatte gegeben, an der sie
haften. Bei darauffolgender Zugabe der zu untersuchenden Probe, binden die darin ent-
haltenen, fiir die Antikorper spezifischen Molekiile an die Antikdrper. Es werden dann
Detektionsantikorper zugegeben, welche wiederum spezifisch an die Molekiile binden.
Daraufhin zugegebenes Streptavidin-HRP (Meerrettichperoxidase) bindet an den De-
tektionsantikorpern. Die Peroxidase ist ein Enzym, welches dann hinzugefiigtes Sub-
strat umwandeln kann. Dabei entsteht als Produkt ein Farbstoff, welcher quantitativ
nachgewiesen werden kann. Die entstehende Menge an Farbstoff ist dabei proportional
zur in der Probe enthaltenen, nachzuweisenden Substanz.

Die ELISAs wurden mithilfe des DuoSet ELISA Kits von R&D an insgesamt drei auf-
einanderfolgenden Tagen durchgefiihrt. Teil dieses Kits sind die Fangantikorper (CA),
Detektionsantikorper (DA) und ein Standard der jeweils nachzuweisenden Substanz.
Am ersten Tag wurde zunéchst die Arbeitslosung der Fangantikorper vorbereitet. Zu
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) wurde dabei der jeweilige CA in einer Verdiin-
nung von 180 Teilen PBS zu 1 Teil CA gegeben. Anschliefend wurden je Well 100 pl
des Ansatzes auf die ELISA Mikroplatte gegeben und diese iiber Nacht bei Raumtem-
peratur inkubiert.

An Tag 2 wurden alle Wells der Platte zundchst dreimal mithilfe einer automatischen

ELISA-Waschmaschine mit Waschpuffer gewaschen. Es wurden 200 pl Reagent Diluent
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in jedes Well gegeben und die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt wurden die Standardreihe und die Proben in die Wells
pipettiert und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nach der Inkubation wurde wieder ein Waschschritt durchgefiihrt und dann in je-
des Well 100 pl Arbeitslosung der Detektionsantikorper gegeben. Diese wurde wie die
Arbeitslosung der Fangantikorper hergestellt, die Verdiinnung erfolgte allerdings mit
Reagent Diluent und nicht mit PBS. Nach einer weiteren Inkubation fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur und einem Waschschritt wurden je 100 ul von 1:200 in Reagent Di-
luent verdiinntem Streptavidin-HRP auf die Mikroplatte gegeben. Es erfolgte eine 20
miniitige Inkubation bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht, bevor die Platte
wieder gewaschen wurde. Abschliefend wurden je 100 pl Substrat, welches in einem
Verhéltnis von 1:2 aus Reagenz A und B hergestellt wurde, in die Wells gegeben. Nach
einer letzten lichtgeschiitzten Inkubation bei Raumtemperatur fiir 10 bis 20 Minuten
wurde die Farbreaktion mit je 50 pl ELISA-Stopplosung aus 1 molarer Schwefelsiure
abgestoppt.

Die quantitative Farbmessung erfolgte mittels eines Fluoreszenz-Mikrotiterplattenlesers
und der OPTIMA Software v2.10.

Zum Nachweis von IGFBP-1 wurden der Detektionsantikorper, der Standard und die
Streptavidin-HRP mit IGFBP-1-Diluent anstatt von Reagent Diluent verdiinnt.

3.2.9. Statistische Auswertung

Die Durchfiihrung der verschiedenen Experimentbedingungen erfolgte jeweils in Tri-
plikaten bis Quintuplikaten mit Zellkulturen, die von drei bis fiinf unterschiedlichen
Patientinnen stammten. Zur statistischen Auswertung wurde die Software GraphPad
PRISM Version 5 verwendet (GraphPad, San Diego, CA, USA). Die Signifikanz wur-
den mit one-way ANOVAs und multiplen Vergleichtests nach Dunnett und Bonferroni
getestet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert zu- bzw. abziiglich
der Standardabweichung vom Mittelwert (SEM). Zwei Werte werden als signifikant

unterschiedlich gesehen, wenn p<0,05 war.
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In den durchgefiihrten Experimenten wurde jeweils der Effekt auf unstimulierte (Ko)
und dezidualisierte (EP) endometriale Stromazellen (ESC) untersucht. Um eine Dezi-
dualisierung in vitro zu erreichen, wurden die Zellen dazu je 9 Tage lang mit Progeste-
ron und 175-Estradiol stimuliert, bevor die weiterfiihrenden Experimente durchgefiihrt
wurden. Die unstimulierten Zellen wurden in dieser Zeit nur mit dem Losungsmittel der
Hormone behandelt. Der Erfolg der Dezidualisierung aller verwendeter Zellen wurde
mittels Messung der bekannten Dezidualisierungsmarker Prolaktin und IGFBP-1 im
ELISA kontrolliert. Nur bei ausreichendem Vorhandensein dieser Marker wurden die
Zellen verwendet. Die unstimulierten Zellen wurden dabei jeweils als Referenzgruppe

herangezogen.

4.1. Einfluss von Heparin und verwandten

Molekiilen auf den TNF-a-Signalweg

In den folgenden Experimenten sollte der Effekt von TNF-« auf die Chemokinproduk-
tion undifferenzierter und dezidualisierter endometrialer Stromazellen und der Einfluss

von Heparinen auf diesen Effekt untersucht werden.

4.1.1. Heparin verandert den TNF-a-vermittelten Effekt auf die

Chemokinsekretion durch ESC dosisabhdngig

Zunéchst sollte einerseits der Effekt durch Stimulierung mittels des proinflammato-

rischen TNF-« auf die Sekretion dreier bei Entziindungsreaktionen relevanter Che-
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mokine und andererseits die dosisabhingige Wirkung von Heparin auf diesen Effekt
untersucht werden. In der Arbeitsgruppe war zuvor bereits gezeigt worden, dass TNF-«
die Sekretion der Chemokine GRO-«, I1L-8 und RANTES steigert. Zudem war ermit-
telt worden, dass dazu eine TNF-a-Konzentration von 50 18/y,] am besten geeignet ist,

da dadurch eine eindeutige Steigerung der Zytokinproduktion erfolgt.

Fiir das Experiment wurden ESC in 48-well-Platten nach Dezidualisierung fiir 6 Stun-
den mit TNF-« alleine oder mit TNF-a zusammen mit aufsteigenden Konzentrationen
UFH stimuliert. Zusatzlich wurde auch eine Stimulation mit den verschiedenen Kon-
zentrationen UFH alleine und zusatzlich eine Kontrolle génzlich unstimulierter Zellen
(Ko - unbehandelt) und nach der Dezidualisierung nicht zusétzlich stimulierter Zellen
(EP - unbehandelt) mitgefiihrt. Es wurden die Heparinkonzentrationen 0,6125 18/,
1,25 18/ip1, 2,5 B8/m1, 5 R&/m), 10 1g/y1, 20 18/y] und 40 B8/ verwendet. Nach der
Stimulation wurden die Uberstiinde abgenommen und mittels ELISA die darin enthal-

tenen Mengen an sezerniertem GRO-a, IL-8 und RANTES ermittelt.

Wie schon bekannt, konnte gezeigt werden, dass TNF-a die Sekretion des Chemo-
kins GRO-« in dezidualisierten ESC im Vergleich mit der Basalsekretion durch un-
stimulierte ESC signifikant erhoht. Die Zugabe von Heparin verdndert diesen Effekt
unabhéngig von der Konzentration nicht. Heparin alleine hat keine Wirkung auf die

GRO-a-Sekretion, auch nicht in hohen Dosierungen (Abb. 4.1, sieche Seite 69).

Auch die Sekretion von IL-8 erhoht TNF-« signifikant im Vergleich zur basalen Se-
kretion. Hier zeigte sich allerdings eine andere Wirkung durch Heparin, als im Falle
von GRO-a. UFH vermindert den durch TNF-a hervorgerufenen Effekt in allen ange-
wandten Dosierungen, allerdings sinkt die Sekretion nicht auf das Niveau der basalen
Sekretion ab. Ab 5 18/ UFH stellt sich ein Plateau ein, wonach der Effekt nicht
weiter vermindert wird. Auch hier zeigt Heparin alleine keine Auswirkung auf die

IL-8-Produktion (Abb. 4.2, siche Seite 70).

Im Falle des Chemokins RANTES ist ein umgekehrter Effekt zu erkennen. Die durch
TNF-« gesteigerte Sekretion wird durch Heparin noch weiter erhéht. Auch hier ge-
schieht dies bereits ab der kleinsten Dosierung, ab 1,25 1g/y ist dies signifikant. Ab
2,5 18/ stellt sich hier ebenso ein Plateau ein (Abb. 4.3, siehe Seite 71).

68



4.1. Einfluss von Heparin und verwandten Molekiilen auf den TNF-«a-Signalweg

GRO-a (Protein)
150-

* III_T_ *

% Sekretion
S |
'+, "+ 1k
H

1

RN AR A S SN
%Y P EECEEE LS S8 S
¢ SEETTTRE 0, 2N
SR E R g & YL
<& <
&

Abbildung 4.1.: Produktion von GRO-a nach Stimulation mit TNF-« und Heparin in

steigender Konzentration

Differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-a und aufsteigenden Konzentrationen
unfraktioniertem Heparin bzw. einer Kombination aus beiden Stoffen inkubiert. Zusatzlich wurden unbe-
handelte Kontrollen undifferenzierter (Ko) und differenzierter (EP) Zellen mitgefiihrt.

Messungen der GRO-a-Produktion auf Proteinebene zeigen, dass Heparin unabhingig von der Dosierung
keinen Effekt auf die durch TNF-a hervorgerufene Steigerung der Sekretion ausiibt.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 5 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde.

p<0,05 im Vergleich zur Inkubation mit TNF-c.

4.1.2. Die Effekte durch TNF-a und moglicherweise auch

Heparin werden iiber NFxB vermittelt

Spratte et al. aus der Arbeitsgruppe hatten zuvor gezeigt, dass die von TNF-« her-
vorgerufenen Effekte auf ESC iiber NFxB vermittelt werden. Dies geschieht einerseits
dadurch, dass TNF-a die Menge des inhibierenden IxB vermindert und andererseits
durch verstiirkte Phosphorylierung von NFxB (Spratte et al., 2013). Wir untersuchten
nun, ob die unter 4.2.1 gesehenen TNF-a- und Heparineffekte auch auf Expressio-
nebene nachweisbar sind und ob diese iiber NFxB vermittelt werden. Dazu kam der
NFx-Inhibitor Parthenolid zum Einsatz.

Wir inkubierten undifferenzierte und dezidualisierte ESC fiir 6 Stunden mit 50 08/
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Abbildung 4.2.: Produktion von IL-8 nach Stimulation mit TNF-a und Heparin in stei-

gender Konzentration

Differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N8/m| TNF-«r und aufsteigenden Konzentrationen
unfraktioniertem Heparin bzw. einer Kombination aus beiden Stoffen inkubiert. Zusatzlich wurden unbe-
handelte Kontrollen undifferenzierter (Ko) und differenzierter (EP) Zellen mitgefiihrt.

Messungen der IL-8-Produktion auf Proteinebene zeigen, dass Heparin dosisabhédngig die durch TNF-«
hervorgerufene Steigerung der Sekretion inhibiert.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation

mit TNF-a.

TNF-«, 11U/ Heparin, 20 pM Parthenolid oder Kombinationen dieser drei Stoffe.

Mit Parthenolid erfolgte zuvor eine einstiindige Vorinkubation.

GRO-a (Abb. 4.4, siehe Seite 72) Auf Expressionsebene zeigte sich ebenfalls,
dass TNF-a die Produktion des Chemokins GRO-« erhoht im Vergleich zur basalen
Expression. Dieser Effekt ist durch die Zugabe von Parthenolid komplett hemmbar.
Die Zugabe von Heparin zu TNF-a verdndert den TNF-a-Effekt auch auf mRNA-
Ebene nicht. Die zusédtzliche Inkubation von Parthenolid mit diesen beiden Stoffen
fiihrt wieder zu einer Absenkung der Expression des Chemokins. Diese Effekte sind

sowohl bei undifferenzierten, als auch bei differenzierten ESC zu beobachten.
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Abbildung 4.3.: Produktion von RANTES nach Stimulation mit TNF-« und Heparin in

steigender Konzentration

Differenzierte ESC wurden {iber 6 Stunden mit 50 N8&/m| TNF-« und aufsteigenden Konzentrationen
unfraktioniertem Heparin bzw. einer Kombination aus beiden Stoffen inkubiert. Zusatzlich wurden unbe-
handelte Kontrollen undifferenzierter (Ko) und differenzierter (EP) Zellen mitgefiihrt.

Messungen der RANTES-Produktion auf Proteinebene zeigen, dass Heparin dosisabhangig die durch
TNF-ahervorgerufene Steigerung der Sekretion zusatzlich verstarkt.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 5 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation

mit TNF-«.

IL-8 (Abb. 4.5, siehe Seite 73) Die auf Proteinebene gesehenen Effekte auf die IL-8
Produktion durch TNF-a und Heparin bestitigen sich auf Expressionsebene. TNF-«
fiihrt zu einer Erhéhung der IL-8-Expression im Vergleich zur basalen Expression, He-
parin vermindert diese Wirkung signifikant. Auch hier zeigt sich der gleiche Effekt
durch Parthenolid, wie bei der GRO-a-Expression: Parthenolid senkt sowohl in Kom-
bination mit TNF-« alleine, als auch mit TNF-a und Heparin die IL-8-Expression auf
das Niveau unbehandelter Zellen. Auch hier kénnen diese Effekte bei undifferenzierten

und dezidualisierten Zellen gezeigt werden.

RANTES (Abb.4.6, siehe Seite 74) Auf Expressionsebene steigert TNF-a wie
schon auf Sekretionsebene gesehen die Produktion von RANTES. Heparin verstarkt

diesen Effekt zusatzlich bei undifferenzierten und dezidualisierten Zellen. Auch hier
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(a) GRO-a-Expression undifferenzierter Zellen — (b) GRO-a-Expression dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.4.: Expression von GRO-a nach Stimulation mit TNF-« und Heparin und

Zugabe von Parthenolid

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-« und 1 IU/m| Hepa-
rin inkubiert. Die mit 20 pM Parthenolid behandelten Zellen wurden zuvor 1 Stunde vorinkubiert.
TNF-« steigert auch auf mRNA-Ebene die GRO-a-Produktion undifferenzierter und differenzierter ESC.
Die Zugabe von Heparin verdndert diese Produktion nicht. Parthenolid inhibiert den TNF-a-Effekt.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 3 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. # p<0,05 im Vergleich zu unbehan-
delten Zellen.

fithrt die Zugabe von Parthenolid zu einer vollstindigen Hemmung der gesehenen Ef-

fekte.

4.1.3. Wirkung Heparin-dhnlicher Molekiile auf den
TNF-o-Effekt

Um zu ermitteln welche Figenschaften der Heparinmolekiile die gezeigten Effekte aus-
16sen, untersuchten wir die Wirkung von Heparin-dhnlichen Molekiilen auf die durch
TNF-a hervorgerufene Wirkung auf die Chemokinsekretion von GRO-«a, IL-8 und
RANTES. Dazu wurden die undifferenzierten und differenzierten ESC zusétzlich mit
je 5 ng/yl Dextransulfat, Danaparoid und ODSH inkubiert, entweder alleine oder in
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(a) IL-8-Expression undifferenzierter Zellen (b) IL-8-Expression dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.5.: Expression von IL-8 nach Stimulation mit TNF-a und Heparin und Zu-

gabe von Parthenolid

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-a und 1 IU/m| Hepa-
rin inkubiert. Die mit 20 pM Parthenolid behandelten Zellen wurden zuvor 1 Stunde vorinkubiert.
TNF-« steigert auch auf mRNA-Ebene die IL-8-Produktion undifferenzierter und differenzierter ESC. Die
Zugabe von Heparin vermindert diese Produktion. Parthenolid inhibiert den von TNF-« alleine und in
Kombination mit Heparin hervorgerufenen Effekt.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. # p<0,05 im Vergleich zu unbehan-
delten Zellen. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation mit TNF-a.

Kombination mit TNF-«. Dextransulfat ist ein stark sulfatiertes Polyanion und Po-
lysaccharid mit einer &hnlichen Verteilung des Molekulargewichts wie Heparin, aber
ohne antikoagulative Eigenschaften. Danaparoid zdhlt zu den Heparinoiden. Es weist
anti-Faktor-Xa Aktivitdt auf und hat nur etwa halb so viele negative Ladungen wie He-
parin oder Dextransulfat. ODSH ist ein Zucker mit gleicher Molekiilgroke wie Heparin,

aber ohne gerinnungshemmende Eigenschaften.

GRO-a (Abb. 4.7, siehe Seite 75) Bei undifferenzierten ESC zeigen die Heparin-
dhnlichen Substanzen, wie auch Heparin, keinen Einfluss auf den TNF-a-Effekt. Ohne
zusatzliche Inkubation mit dem Tumornekrosefaktor verdndern sie die Basalsekreti-

on des Chemokins GRO-a nicht. Die durch Heparin alleine erzeugte Sekretion war

73



4. Ergebnisse

Ko -RANTES (mRNA) EP - RANTES (mRNA)
2500- = # *
20000
2000 ——l— * &
c C 15000
w L
o 15004 7]
o 8
E1|J|J|J i A0
i 1 i
ES e X 50004
u'* T r_l-I S T rT-' rT-I rT-I 0 T T e T T T T T
R I I A RN R
& ST T & S S S
S PO N i I NN N & &
Fr s M s 2 e P
N G RY 8 &{\o é_{\o SN & & & & &
$ N
A & ,;2@ A Q\a@x’z@
& &
& &

(a) RANTES-Expression undifferenzierter Zellen (b) RANTES-Expression dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.6.: Expression von RANTES nach Stimulation mit TNF-a und Heparin und
Zugabe von Parthenolid

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N8/m| TNF-« und 1 IU/m| Hepa-
rin inkubiert. Die mit 20 pM Parthenolid behandelten Zellen wurden zuvor 1 Stunde vorinkubiert.
TNF-a steigert auch auf mRNA-Ebene die RANTES-Produktion undifferenzierter und differenzierter
ESC. Die Zugabe von Heparin verstérkt diese Produktion bei undifferenzierten und dezidualisierten ESC.
Parthenolid inhibiert den von TNF-« alleine und in Kombination mit Heparin hervorgerufenen Effekt.
Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. # p<0,05 im Vergleich zu unbehan-
delten Zellen. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation mit TNF-a.

so gering, dass sie nicht messbar war. Aus diesem Grund war es nicht moglich eine
Signifikanz zur von TNF-a bewirkten Chemokinproduktion zu ermitteln.

Anders stellt es sich bei den dezidualisierten Zellen dar. Hier verursachen Dextran-
sulfat, Danaparoid und auch ODSH alle eine zwar nur leichte, aber signifikante Ver-
starkung der Chemokinsekretion in Kombination mit TNF-a. Alleine haben auch sie

keinen Effekt.

IL-8 (Abb. 4.8, siehe Seite 76) Auch bei der Sekretion des Zytokins IL-8 zeigen
sich bei undifferenzierten und differenzierten endometrialen Stromazellen unterschied-

liche Effekte. Heparin und sdmtliche getestete Heparin-dhnliche Substanzen vermin-
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(a) GRO-a-Produktion undifferenzierter Zellen  (b) GRO-a-Produktion dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.7.: Produktion von GRO-« nach Stimulation mit TNF-a und Heparin oder

Heparin-dhnlichen Substanzen

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N8/m| TNF-«, 1 IU/m| Heparin,
5 H&/m| Dextransulfat, Danaparoid oder ODSH alleine und einer Kombination aus TNF-« mit einer der
anderen Substanzen inkubiert.

Bei undifferenzierten ESC verursacht weder die Zugabe von Heparin noch einer der anderen Substanzen
zu TNF-« eine Veranderung der GRO-a-Produktion. Bei differenzierten Zellen verdndert Heparin den
TNF-a-Effekt nicht, Dextransulfat, Danaparoid und ODSH verstarken ihn leicht.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 (Ko) bzw. 5 (EP) ver-
schiedenen Zellkulturen, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Ver-

gleich zur Inkubation mit TNF-c.

dern bei ESC, welche zuvor nicht mit Hormonen stimuliert wurden, die durch TNF-a-
vermittelte Steigerung der IL-8-Sekretion signifikant. Diese Wirkung wird am starksten
durch Heparin hervorgerufen, Danaparoid zeigt den schwichsten Effekt. Heparin, Dex-
transulfat, Danaparoid und ODSH erhohen allesamt alleine nicht die Basalproduktion
des Chemokins.

Wurden die ESC zuvor mit Hormonen behandelt und sind somit dezidualisiert, zeigt
sich der schon bekannte Effekt, dass Heparin die von TNF-a-vermittelte Erhéhung
der IL-8-Sekretion verringert. Hier zeigt die Zugabe der Heparin-anlichen Substanzen
allerdings keine Verdnderung der Chemokinsekretion hervorgerufen durch TNF-a.. Al-
leine haben auch hier weder Heparin noch die anderen drei Stoffe Einfluss auf die

Basalsekretion von I1.-8.
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Abbildung 4.8.: Produktion von IL-8 nach Stimulation mit TNF-« und Heparin oder

Heparin-dhnlichen Substanzen
Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-«, 1 IU/m| Heparin,
5 H&/m| Dextransulfat, Danaparoid oder ODSH alleine und einer Kombination aus TNF-a mit einer der

anderen Substanzen inkubiert.
Bei undifferenzierten ESC verursachen alle 4 getesteten Substanzen eine Minderung der durch TNF-«
bedingten IL-8-Produktion. Bei differenzierten Zellen zeigt nur UFH diesen Effekt.

Die Balken zeigen den Mittelwert 4+ Standardabweichung vom Mittelwert von 4 (Ko) bzw. 5 (EP) ver-
schiedenen Zellkulturen, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Ver-
gleich zur Inkubation mit TNF-a.

RANTES (Abb. 4.9, siehe Seite 77) Die Sekretion des Chemokins RANTES
betreffend zeigen sich bei undifferenzierten und dezidualisierten ESC hier die glei-
chen Auswirkungen. Heparin verstirkt zusitzlich die TNF-a-vermittelte RANTES-
Sekretion. Auch nach der zusétzlichen Inkubation mit ODSH ist dieser Effekt zu se-
hen. Danaparoid und Dextransulfat, zumindest bei undifferenzierten ESC, scheinen
eine dhnliche Wirkung zu haben, signifikant ist dies allerdings nicht. Alleine haben
auch hier weder Heparin noch die anderen drei Stoffe Einfluss auf die Basalsekretion

von RANTES.

Anschliefsend untersuchten wir die beziiglich der Chemokinproduktion von IL-8 und
RANTES gesehenen Effekte auch auf mRNA-Ebene mittels PCR. Dazu fiihrten wir

nochmals die gleichen Bedingungen wie zuvor herbei. Zuséitzlich wurden die ESC auch
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(a) RANTES-Produktion undifferenzierter Zellen  (b) IL-8-Produktion dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.9.: Produktion von RANTES nach Stimulation mit TNF-« und Heparin

oder Heparin-dhnlichen Substanzen
Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-a, 1 U/ Heparin,
5 H8/m| Dextransulfat, Danaparoid oder ODSH alleine und einer Kombination aus TNF-« mit einer der

anderen Substanzen inkubiert.
Sowohl bei undifferenzierten, als auch dezidualisierten ESC verstarken Heparin und ODSH die durch

TNF-a-vermittelte RANTES-Sekretion signifikant.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 (Ko) bzw. 5 (EP) ver-
schiedenen Zellkulturen, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Ver-
gleich zur Inkubation mit TNF-a.

noch mit Hirudin und Rivaroxaban alleine und in Kombination mit TNF-a inkubiert.
Hirudin ist ein direkter Thrombinhemmer. Rivaroxaban vermittelt seine antikoagula-
tive Wirkung iiber direkte Hemmung des Gerinnungsfaktors Xa.

In Bezug auf die Produktion von IL-8 zeigen sich auch auf Expressionsebene die schon
beschriebenen Effekte der Sekretionsebene. Heparin und die untersuchten Heparin-
dhnlichen Substanzen verringern die TNF-a-vermittelte Chemokinexpression. Inter-
essanterweise erzeugen auch Hirudin und Rivaroxaban in Kombination mit dem Tu-
mornekrosefaktor diesen Effekt. Dies ist besonders bei den undifferenzierten ESC er-
kennbar, wo dieser Effekt stets signifikant ist. Bei den dezidualisierten Zellen war nach
Zugabe von Dextransulfat und Danaparoid zu TNF-« keine Signifikanz erreicht, wobei

sich auch hier eine Verminderung der Chemokinexpression andeutet. Heparin, ODSH,
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Abbildung 4.10.: Expression von IL-8 nach Stimulation mit TNF-o und Heparin oder
Heparin-ahnlichen Substanzen

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-, 1 IU/m| Heparin,
5 H&/m| Dextransulfat, Danaparoid oder ODSH, 5|U/m| Hirudin oder 100 N&/yy| Rivaroxaban alleine und
einer Kombination aus TNF-« mit einer der anderen Substanzen inkubiert.

Sowohl bei undifferenzierten als auch dezidualisierten ESC vermindern alle verwendeten Substanzen die
durch TNF-a vermittelte Erhdhung der IL-8-Expression. Mit zwei Ausnahmen (EP - Dextransulfat und
Danaparoid) ist dies iiberall signifikant.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation
mit TNF-a.

Hirudin und Rivaroxaban verringern die Expression von IL-8 in Kombination mit
TNF-a. Ohne TNF-a hatte auch hier keine der untersuchten Substanzen eine Aus-
wirkung auf die basale Chemokinexpression (siche Abbildung 4.10).

Heparin, Dextransulfat und Danaparoid zeigen die schon auf Proteinlevel beobachte-
ten Effekte zusitzlich auf mRNA-Ebene. Die beiden letztgenannten haben auch hier
keinen Einfluss auf die durch TNF-a vermittelte Expression von RANTES. Der im
ELISA messbare Effekt von ODSH lésst sich hier allerdings weder bei undifferenzier-
ten noch dezidualisierten ESC erkennen. Auch Hirudin und Rivaroxaban haben in
Kombination mit TNF-a keinen signifikanten Einfluss auf die Chemokinexpression.
Ohne den Tumornekrosefaktor beeinflusst keine der weiteren untersuchten Substanzen

die Expression von RANTES im Vergleich zur basalen Expression (siehe Abbildung
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Abbildung 4.11.: Expression von RANTES nach Stimulation mit TNF-a und Heparin
oder Heparin-dhnlichen Substanzen

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 50 N&/m| TNF-a, 1 IU/p| Heparin,
5 U8/m| Dextransulfat, Danaparoid oder ODSH, 5|U/m| Hirudin oder 100 N&/yy| Rivaroxaban alleine und
einer Kombination aus TNF-« mit einer der anderen Substanzen inkubiert.

Sowohl bei undifferenzierten als auch dezidualisierten ESC verstarkt nur UFH die durch TNF-« hervorge-
rufene Erhéhung der RANTES-Expression noch zusatzlich. Der auf Proteinebene gesehene Effekt durch
ODSH ist hier nicht nachweisbar.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation
mit TNF-a.
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4.2. Einfluss von Heparin und verwandten

Molekiilen auf den Thrombinsignalweg

In den folgenden Experimenten sollte der Effekt von Thrombin auf die Chemokin-
produktion undifferenzierter und dezidualisierter endometrialer Stromazellen und der

Einfluss von Heparinen auf diesen Effekt untersucht werden.

4.2.1. Hirudin hemmt die Thrombin-induzierte Hochregulation

von IL-8

Zunichst wurden dazu ESC fiir 6 Stunden mit Thrombin alleine und in Kombination
mit dem Thrombin-Inhibitor Hirudin inkubiert. Mittels Echtzeit-PCR wurde darauf-
hin die Expression der Chemokine I11.-8 und RANTES untersucht. Thrombin fiihrt,
wie auch TNF-a, im Vergleich zum unbehandelten Zustand zu einer vermehrten Ex-
pression des Chemokins IL-8 in den ESC. Dieser Effekt ist bei undifferenzierten und
dezidualisierten Zellen zu beobachten und in beiden Fallen durch Hirudin hemmbar.
Auf die Expression von RANTES hat Thrombin wiederum keinen signifikanten Effekt.
Bei den mit Hormonen vorbehandelten Zellen ist zwar eine Steigerung der Chemo-
kinexpression erkennbar, dieser Effekt ist allerdings nicht signifikant. Die zusétzliche
Inkubation mit Hirudin verdndert die Expression dabei nicht. (Siehe Abbildung 4.12,
siehe Seite 81)
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Abbildung 4.12.: Expression von IL-8 und RANTES nach Stimulation mit Thrombin

alleine und in Komination mit Hirudin

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 1 IU/m| Thrombin alleine oder in

Kombination mit 5 1U/m| Hirudin inkubiert.

Thrombin steigert auf Expressionsebene die IL-8-Produktion undifferenzierter und dezidualisierter ESC.
Hirudin inhibiert diesen Effekt. Beziiglich der RANTES-Expression fiihren weder Thrombin noch Throm-

bin plus Hirudin zu einem signifikanten Effekt.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation

mit Thrombin.
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4.2.2. Der Einfluss von Heparin auf die Thrombin-vermittelte

Verdanderung der Chemokinsekretion

Folgend sollte der Einfluss von Thrombin auf die Sekretion weiterer fiir Entziindungs-
reaktionen relevanter Chemokine untersucht und zuséatzlich der Einfluss von unfraktio-
niertem Heparin darauf beobachtet werden. Dazu wurde wieder die in den Uberstin-
den von dezidualisierten ESC und im Vergleich von undifferenzierten ESC vorhandenen

Chemokinmengen mittels ELISA ermittelt, nachdem die Zellen fiir 6 Stunden inkubiert

worden waren.
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(a) GRO-a-Produktion undifferenzierter Zellen  (b) GRO-a-Produktion dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.13.: Produktion von GRO-«a nach Stimulation mit Thrombin und Heparin

alleine und in Kombination

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 1 U/ | Heparin oder 11U/
Thrombin alleine oder in Kombination inkubiert.

Thrombin verursacht eine Erhéhung der GRO-a-Sekretion durch undifferenzierte und dezidualisierte
ESC. Die Zugabe von Heparin beeinflusst diesen Effekt nicht.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation

mit Thrombin.

GRO-a (Abb. 4.13, siehe Seite 82) Werden undifferenzierte und dezidualisierte

endometriale Stromazellen mit Thrombin stimuliert, fiithrt dies im Vergleich mit der

82



4.2. Finfluss von Heparin und verwandten Molekiilen auf den Thrombinsignalweg

Basalsekretion dazu, dass die Zellen héhere Mengen GRO-« sezernieren. Die gleich-
zeitige Inkubation mit Thrombin und Heparin verindert diesen Effekt nicht. Heparin
alleine fiihrt zu keiner Anderung der Sekretion von GRO-a im Vergleich zum unbe-

handelten Zustand.
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Abbildung 4.14.: Produktion von IL-8 nach Stimulation mit Thrombin und Heparin al-

leine und in Kombination
Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 1 IU/m| Heparin oder 1 IU/m|

Thrombin alleine oder in Kombination inkubiert.
Thrombin verursacht auch auf Sekretionsebene eine Erhéhung der IL-8-Produktion. Dieser Effekt wird

bei undifferenzierten und dezidualisierten ESC durch Heparin gehemmt.
Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation

mit Thrombin.

IL-8 (Abb. 4.14, siehe Seite 83) Die im vorherigen Experimente gesehene Steige-
rung der IL-8-Produktion auf Expressionsebene vermittelt durch Thrombin bestétigt
sich auch in Bezug auf die Proteinsekretion. Dies gilt sowohl fiir undifferenzierte, als
auch dezidualisierte ESC. Hier zeigt die zusétzliche Inkubation mit Heparin nun aller-
dings Wirkung: Heparin senkt die durch Thrombin hervorgerufene IL-8-Sekretion auf
das Niveau unbehandelter Zellen ab. Heparin alleine, hat wie zuvor schon beschrieben,

keinen Effekt auf die Chemokinproduktion.
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MCP-1 (Abb. 4.15, siehe Seite 84) Zusitzlich untersuchten wir die Wirkung
auf die Sekretion eines weiteren relevanten Chemokins: MCP-1. Die Stimulation mit
Thrombin fiihrt, wie bei der IL-8-Sekretion beobachtet, dazu, dass undifferenzierte und
dezidualisierte ESC grofere Mengen an MCP-1 sezernieren. Die gleichzeitige Inkuba-
tion mit Thrombin und Heparin fiihrt dazu, dass dieser Effekt signifikant vermindert
wird. Auch im Falle von MCP-1 ruft die alleinige Zugabe von Heparin keine Verdnde-

rung der Chemokinsekretion im Vergleich mit unbehandelten Zellen hervor.
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(a) MCP-1-Produktion undifferenzierter Zellen  (b) MCP-1-Produktion dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.15.: Produktion von MCP-1 nach Stimulation mit Thrombin und Heparin

alleine und in Kombination
Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 1 IU/m| Heparin oder 1 IU/m|

Thrombin alleine oder in Kombination inkubiert.
Thrombin verursacht auch auf Sekretionsebene eine Erhéhung der IL-8-Produktion. Dieser Effekt wird

bei undifferenzierten und dezidualisierten ESC durch Heparin gehemmt.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 verschiedenen Zellkultu-
ren, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. * p<0,05 im Vergleich zur Inkubation
mit Thrombin. # p<0,05 im Vergleich zur Inkubation mit ,unbehandelt”.

RANTES, Ena-78 und SDF-1a Es wurden des weiteren Experimente die Chemo-
kinsekretion von RANTES, Ena-78 und SDF-1a betreffend durchgefiihrt. Die Mengen
dieser in die Uberstinde sezernierten Chemokine waren allerdings zumeist so gering,

dass sie mit den von uns verwendeten Methoden nicht messbar waren.
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4.2. Finfluss von Heparin und verwandten Molekiilen auf den Thrombinsignalweg

4.2.3. Heparin und LMWHs hemmen die Thrombin-induzierte
Hochregulation von IL-8 und MCP-1 auf mRNA- und

Proteinebene

Zum Abschluss sollte untersucht werden, ob die Molekiilgréfe von Heparin seine Wir-
kung auf die durch Thrombin vermittelten Effekte beeinflusst. Exemplarisch wurde
hierzu die Beobachtung der Chemokinexpression und -sekretion von IL-8 und MCP-1
ausgewdhlt, da bei den vorangegangenen Untersuchungen hier die stirksten Beeinflus-
sungen erkennbar waren. Dazu wurden die ESC mit UFH, Tinzaparin, Dalteparin,
Enoxaparin und Reviparin alleine und in Kombination mit Thrombin inkubiert. Die
vier letztgenannten sind niedermolekulare Heparine (LMWH). Bei diesem Experiment
wurden sie ihrer Molekiilgrofe nach absteigend verwendet (Tinzaparin 6,5 kDa, Dal-
teparin 6 kDa, Enoxaparin 4,5 kDa und Reviparin 4,4 kDa) .

Um zu testen, ob die Effekte von Thrombin auf ESC iiber den MAPK-Signalweg ver-
mittelt werden, erfolgte bei der Untersuchung auf Sekretionsebene zuséatzlich die Inku-

bation mit dem MAPK-Inhibitor PD98059.

IL-8 (Abb. 4.16, siehe Seite 87) Die durch Thrombin vermittelte Steigerung der
IL-8-Sekretion wird nicht nur durch UFH inhibiert. Sdmtliche untersuchte LMWHs
erzeugen die gleiche hemmende Wirkung auf den Thrombineffekt. Die Molekiilgrofe
scheint dabei keine grofse Rolle zu spielen, auch wenn es so aussieht, als wiirde mit ab-
nehmender Grofse des Heparins der Inhibitionseffekt ein klein wenig geringer ausfallen.
Diese Effekte lassen sich auch auf mRNA-Ebene mittels PCR nachweisen. UFH und
LMWHs hemmen die durch Thrombin hervorgerufene vermehrte Chemokinproduktion
signifikant. Anders als auf Proteinebene erfolgt diese Hemmung auf Expressionsebene
allerdings nicht bis auf das Niveau unbehandelter ESC.

Bei Inkubation mit Thrombin und PD98059 gleichzeitig ist keine Erhéhung der IL-8-
Sekretion mehr nachweisbar, weder bei undifferenzierten, noch bei dezidualisierten Zel-

len.
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MCP-1 (Abb. 4.17, siehe Seite 88) Vergleichbare Effekte, wie bei der IL-8-Produktion
gesehen, sind auch in Bezug auf die MCP-1-Produktion nachweisbar. Neben UFH in-
hibieren auch alle 4 untersuchten LMWHs die durch Thrombin hervorgerufene Steige-
rung der Sekretion von MCP-1 durch undifferenzierte und dezidualisierte endometriale
Stromazellen. Die Molekiilgrofe der Heparine scheint hier aber keine besondere Rol-
le zu spielen, da diese Inhibition nicht abhingig vom Molekulargewicht starker oder
schwicher ausfillt. Bei der Zugabe von Dalteparin zu Thrombin zu dezidualisierten
ESC ist zwar eine Verminderung der Zytokinsekretion erkennbar, diese ist allerdings
nicht signifikant. Die Expression von MCP-1 betreffend zeigen sich dhnliche Effekte.
Undifferenzierte ESC exprimieren nach Inkubation mit Thrombin in Kombination mit
UFH oder einem der LMW Hs signifikant geringere Mengen des Chemokins, als wenn sie
alleine mit Thrombin behandelt werden. Der Effekt durch LMWHs scheint dabei noch
starker zu sein, als durch UFH. Dies ist aber auf Proteinniveau nicht zu beobachten.
Bei dezidualisierten Zellen rufen nur Dalteparin, Enoxaparin und Reviparin eine signi-
fikante Minderung des Thrombineffekts hervor. Heparin und Tinzaparin scheinen die
MCP-1-Expression auch zu vermindern, allerdings nicht ausreichend, um Signifikanz
zu erreichen.

Wie auch bei der Sekretion von IL-8 ist die Thrombin-vermittelte Erhéhung der MCP-1-
Sekretion durch die Zugabe von PD98059 inhibierbar. Der Inhibitor alleine verdndert
die Chemokinproduktion nicht.
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(c) IL-8-Sekretion undifferenzierter Zellen
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(b) IL-8-Expression dezidualisierter Zellen
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(d) IL-8-Sekretion dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.16.: Expression und Sekretion von IL-8 nach Stimulation mit Thrombin

alleine und in Komination mit LMWHs

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 1 IU/m| Thrombin alleine oder in
Kombination mit 5 H8/m| Heparin, Tinzaparin, Dalteparin, Enoxaparin oder Reviparin inkubiert. Fiir die
Messung der Sekretion erfolgte zusatzlich eine Inkubation mit 50 pmol PD98059.

Neben UFH inhibieren auch die untersuchten LMWHs die durch Thrombin vermittelte gesteigerte IL-8-
Produktion auf Protein- und mRNA-Ebene. PD98059 hemmt den Thrombin-Effekt komplett.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung vom Mittelwert von 4 (Sekretion) bzw. 3 (Ex-
pression) verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. *

p<0,05 im Vergleich zur Inkubation mit Thrombin.
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(a) MCP-1-Expression undifferenzierter Zellen (b) MCP-1-Expression dezidualisierter Zellen
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(c) MCP-1-Sekretion undifferenzierter Zellen (d) MCP-1-Sekretion dezidualisierter Zellen

Abbildung 4.17.: Expression und Sekretion von MCP-1 nach Stimulation mit Thrombin
alleine und in Komination mit LMWHs

Undifferenzierte und differenzierte ESC wurden iiber 6 Stunden mit 1 IU/m| Thrombin alleine oder in
Kombination mit 5 P&/m| Heparin, Tinzaparin, Dalteparin, Enoxaparin oder Reviparin inkubiert. Fiir die
Messung der Sekretion erfolgte zusatzlich eine Inkubation mit 50 pmol PD98059.

Neben UFH inhibieren auch die untersuchten LMWHs die durch Thrombin vermittelte gesteigerte IL-8-
Produktion auf Protein- und mRNA-Ebene, dies ist bei den dezidualisierten ESC allerdings nicht tiberall
signifikant. PD98059 hemmt den Thrombin-Effekt komplett.

Die Balken zeigen den Mittelwert &+ Standardabweichung vom Mittelwert von 4 (Sekretion) bzw. 3 (Ex-
pression) verschiedenen Zellkulturen, wobei jede Behandlung als Quadruplikat durchgefiihrt wurde. *

p<0,05 im Vergleich zur Inkubation mit Thrombin.
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5. Diskussion

In diesem Kapitel werden die im vorangegangenen Abschnitt vorgestellten Ergebnisse
diskutiert. Dabei wird zunéchst auf die Modulation der durch TNF-a hervorgerufenen
Effekte durch Heparin eingegangen, anschliefend auf die Modulation der Thrombinef-
fekte. Folgend werden mégliche in vivo Einfliisse besprochen und abschliefsend mit den

Limitationen der hier vorgestellten Arbeit und der klinischen Relevanz geendet.

5.1. Heparine modulieren TNF-a-Effekte

Der erste Teil der Arbeit beschiftigt sich mit der Wirkung des proinflammatorischen
Zytokins TNF-a auf endometriale Stromazellen und wie Heparine diese Wirkung be-
einflussen konnen. TNF-« zéhlt zu den Ty1-Zytokinen und wird im Endometrium, wie
auch an der feto-maternalen Grenzflache, vornehmlich durch deziduale NK-Zellen pro-
duziert. ESC, Makrophagen und Epithelzellen der endometrialen Driisen konnen dieses
Zytokin allerdings auch bilden (Hunt et al., 1992; Vince et al., 1992). Thm werden dabei
im Endometrium und wéihrend der Schwangerschaft forderliche und schadliche Effek-
te zugeschrieben (Haider und Knofler, 2009). Einerseits ist das Vorhandensein einer
gewissen Menge an TNF-a im Endometrium und eine damit einhergehende Beeinflus-
sung des Immunmilieus und dadurch entstehende Entziindungsreaktion férderlich fiir
die Implantation (Gnainsky et al., 2010), andererseits wird ihm, wenn es in zu hohen
Konzentrationen vorhanden ist, eine Abort-férdernde Rolle zugeschrieben (Vitoratos
et al., 2006) und es ist beteiligt an Schwangerschaftskomplikationen, wie habituellen

Aborten, Frithgeburtlichkeit und Priaeklampsie (Arslan et al., 2004; Christiaens et al.,
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2008; Cackovic et al., 2008). Zudem ist bekannt, dass bei Frauen mit habituellen Ab-
orten das Verhéltnis zwischen Ty1l- und Ty2-Zellen in Richtung Ersterer verschoben
ist (Raghupathy et al., 1999). Wenn Heparin in der Lage ist den Signalweg von TNF-«
zu beeinflussen, konnte dies fiir die betroffenen Patientinnen auch positive Auswirkun-
gen auf das Ungleichgewicht zwischen Tg1- und Tyg2-Zellen haben und somit einen
fordernden Einfluss bei der Therapie habitueller Aborte haben.

In unserer Arbeitsgruppe war bereits zuvor der Einfluss des proinflammatorischen
TNF-a auf die Chemokinproduktion von endometrialen Stromazellen untersucht wor-
den und zusatzlich waren Experimente erfolgt, um den Einfluss von unfraktioniertem
Heparin auf die TNF-a-vermittelten Effekte zu ermitteln. Die Ergebnisse, dass TNF-«
u.a. die Sekretion von GRO-«, IL-8 und RANTES im Vergleich zur basalen Sekretion
durch ESC steigert (Spratte et al., 2013, 2015a,b), decken sich dabei mit den Erkennt-
nissen aus anderen Studien (Oral et al., 1996; Kayisli et al., 2002; Arici et al., 1993;
Arima et al., 2000). Im Falle von RANTES waren andere Arbeitsgruppen anders als
in den von uns durchgefithrten Experimenten nicht in der Lage gewesen eine basale
Sekretion des Chemokins durch ESC nachzuweisen (Hornung et al., 2001). In unse-
rer Arbeitsgruppe war gezeigt worden, dass die Zugabe von UFH auf die Sekretion
dieser drei Chemokine jeweils unterschiedlichen Einfluss hat. Die gesteigerte GRO-a-
Sekretion wird nicht weiter beeinflusst, die IL-8-Sekretion gemindert und die Sekretion
von RANTES noch weiter verstérkt.

Zur Untersuchung, ob die Beeinflussung dieser Effekte durch Heparin dosisabhingig
erfolgt, filhrten wir eine Heparintitration durch. Im Falle von GRO-« fiihrte keine der
verwendeten Dosierungen, auch nicht die supratherapeutischen, zu einer Beeinflussung
des TNF-a-Effekts durch Heparin. Hier ist somit keine Dosisabhingigkeit gegeben. Die
im Fall von IL-8 Sekretions-inhibierenden und bei RANTES Sekretions-steigernden Ef-
fekte durch Heparin waren allerdings dosisabhéngig. Ein Plateau stellte sich dabei ab
5 18/m] bzw. 2,5 18/y] ein und blieb auch bei hoéheren Dosen konstant. Dies deutet
darauf hin, dass die durch Heparin hervorgerufenen Effekte eher iiber eine direkte Bin-
dung, als iber Komplexbildung mit beteiligten Molekiilen erfolgen, da bei letzterem
typischerweise eine Glocken-formige Kurve entsteht (Greinacher et al., 1994, 1995) und
kein konstantes Plateau, wie hier gesehen. Die Erkenntnis, dass keine supratherapeuti-

schen Dosierungen von Heparin zum Hervorrufen der Effekte vonnoten sind, ist dabei
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5.1. Heparine modulieren TNF-a-Effekte

fiir die klinische Anwendung vorteilhaft, da bei der Anwendung von Heparinen aufer-
halb der Indikation als Gerinnungshemmer natiirlich gerade dieser Effekt nicht aus den
Augen gelassen werden darf.

Heparin moduliert in unseren Experimenten jeweils nur die durch TNF-a hervorgerufe-
ne Chemokinsekretion. Alleine hat UFH keinen Einfluss auf die basale Chemokinsekre-
tion der ESC. Auch dies konnte fiir den klinischen Einsatz durchaus von Vorteil sein, da
es bedeuten koénnte, dass Heparin nur bei Vorhandensein einer Entziindungsreaktion,
bei uns dargestellt durch die Zugabe von TNF-«, seine Wirkung auf das Immunmilieu
im Endometrium entfaltet und somit das physiologischerweise vorhandene Chemokin-

milieu bei Nicht-Vorhandensein einer Entziindungsreaktion nicht beeinflusst.

Es ist bekannt, dass TNF-a seine Wirkung auf ESC iiber den NFxB-Signalweg ver-
mittelt (Huber et al., 2007). In der Arbeitsgruppe war untersucht worden, wie TNF-«
diesen Signalweg beeinflusst. Spratte et al. zeigten, dass TNF-a den NFxB-Inhibitor
[kBa hemmt und durch verstirkte Phosphorylierung von NFxB zu dessen Aktivie-
rung beitragt (Spratte et al., 2013). In den hier vorliegenden Experimenten zeigen wir,
dass nicht nur die TNF-a-Wirkung durch den NFxB-Inhibitor Parthenolid vollstin-
dig hemmbar ist, sondern auch, dass die Effekte durch die Kombination aus TNF-«
und Heparin vermutlich iiber den NFxB-Signalweg vermittelt werden, da auch die
Zugabe von Parthenolid zu TNF-a plus UFH zu einer Hemmung der Chemokinsekre-
tion von GRO-a, IL-8 und RANTES auf das Basalniveau fithrt. Wie genau es zum
Einfluss auf diesen Signalweg kommt, wird durch die von uns durchgefiihrten Expe-
rimente dabei nicht explizit geklart. Man kénnte mutmafen, dass Heparin dafiir mit
Untereinheiten von NFxB oder mit Koaktivatoren der Transkription interagiert, wie es
von der Interaktion anderer Molekiile, beispielsweise anderer Transkriptionsfaktoren,
mit NFxB bekannt ist (Hoesel und Schmid, 2013). So binden z.B. die Transkriptions-
faktoren STAT3 (signal transducors and activators of transkription 3), p53 oder der
Ostrogen-Rezeptor direkt an NFxB und aktivieren es dadurch. Teils binden mehre-
re Transkriptionsfaktoren auch gleichzeitig an NFxB und beeinflussen sich dadurch
gegenseitig. Andere Moglichkeiten der Aktivierung von NFxB sind, wie oben schon
angedeutet, die Einflussnahme auf Inhibitoren von NFxB, wie z.B. IkBa oder 1kBg.

Diese kénnen z.B. phosphoryliert und dadurch von NFxB abgespalten werden. Dies
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geschieht durch Kinasen, wie die IxB-Kinase, welche wiederum iiber Rezeptoren, z.B.
von TNF-a oder I1-15 aktiviert wird (Hoesel und Schmid, 2013). Im Gegensatz zu
dem Mechanismus, welcher fiir den Einfluss des Heparins auf die INF-y-Wirkung und
damit den verkniipften Signalweg verantwortlich ist (Fluhr et al., 2011a), kann man
bei den Beobachtungen beziiglich TNF-« eher eine Interaktion von Heparin mit nach-
folgenden Signalmolekiilen und nicht mit TNF-« direkt vermuten. Wird NFxB von
seinem Inhibitor IxBa abgespalten, wird dabei die sogenannte Zellkernlokalisations-
sequenz auf NFxB freigelegt, welche die Translokalisation des Transkriptionsfaktors
in den Zellkern steuert. Dort befinden sich viele positiv geladene Aminosiuren (Ma-
lek et al., 1998). Heparin kionnte als polyanionisches Molekiil beispielsweise an diese
Sequenz binden und dadurch die Translokation verhindern. Eine andere Moglichkeit
ware, dass Heparin im Zellkern die Bindung von NFxB an die DNA unterbindet, wie

es in Endothelzellen gezeigt werden konnte (Lee et al., 2007).

Anschliefsend untersuchten wir die Heparinwirkung auf die TNF-a-vermittelte Che-
mokinsekretion im Vergleich zu Heparin-ahnlichen Molekiilen, um Aufschluss iiber die
Eigenschaften des Heparins zu erhalten, die wichtig fiir den von ihm vermittelten Effekt
sind. Dabei kamen Substanzen zum Einsatz, welche Heparin dhneln, aber Unterschiede
beziiglich der Ladung, des Molekulargewichts oder der antikoagulatorischen Wirkung
aufweisen. Auch hier kam es bei allen verwendeten Substanzen nur zu Modulationen
des stimulierenden Effekts durch den proinflammatorischen Mediator TNF-«. Die ba-
sale Chemokinsekretion der endometrialen Stromazellen blieb davon unberiihrt. Dies
bestitigt noch mal den Befund, dass Heparine und Heparin-dhnliche Molekiile nur
beim Vorliegen einer inflammatorischen Reaktion eine Wirkung auf die ESC haben,
was vorteilhaft in der klinischen Anwendung sein kann.

Wie oben bereits beschrieben erhoht die Zugabe von UFH die durch TNF-a hervorgeru-
fene Sekretion von GRO-a nicht zusétzlich. Aus welchem Grund dies bei dezidualisier-
ten Zellen aber die drei verwendeten Heparin-adhnlichen Substanzen im Gegensatz zu
UFH selber tun, konnten wir nicht kldren. Es sei aber darauf hingewiesen, dass die zu-
sitzliche Steigerung der Chemokinsekretion in diesem Fall zwar signifikant, aber gering
ausfillt. In Experimenten mit groferen Fallzahlen ware dieser Effekt moglicherweise

nicht zu beobachten gewesen. Die IL-8-Sekretion dezidualisierter ESC betreffend fiihren
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die Heparin-ahnlichen Substanzen nicht zu dem inhibierenden Effekt von UFH. Anders
stellt sich dies bei den undifferenzierten Zellen dar, wo samtliche Substanzen die durch
TNF-« gesteigerte IL-8-Sekretion verringern. Diese wurden zwar als Kontrollgruppe in
den Experimenten verwendet, in Hinblick auf die Effekte von Heparinen wiahrend der
Implantation und Schwangerschaft sind sie allerdings nicht von Bedeutung. Dort lie-
gen die ESC dezidualisiert vor. Hier scheinen also bei den differenzierten Stromazellen
sowohl die Molekiilgrofe des Heparins, seine Menge an negativen Ladungen und auch
der antikoagulative Effekt eine Rolle fiir die Heparinwirkung auf die IL-8-Sekretion
zu spielen. Im nicht dezidualisierten Zustand scheinen diese Eigenschaften des UFH
in den Hintergrund zu riicken. Auf Expressionsebene zeichnet sich ein dhnliches Bild
ab. Nur bei den undifferenzierten ESC fiihren sowohl UFH, als auch die verwendeten
Heparin-gdhnlichen Substanzen zu einer signifikanten Senkung der TNF-a-vermittelten
IL-8-Expression. Interessanterweise rufen sowohl der direkte Thrombin-Hemmer Hiru-
din, als auch der Faktor-Xa-Inhibitor Rivaroxaban, zwei Gerinnungshemmer mit im
Vergleich zu Heparin also unterschiedlicher Wirkungsweise und Struktur, diesen Effekt
hervor und das, obwohl dieser durch TNF-a und nicht durch ihre eigentlichen Interak-
tionspartner der Gerinnungskaskade, Thrombin und Faktor Xa, hervorgerufen worden
war. Dezidualisierte ESC betreffend zeigt sich zwar durch alle verwendete Substanzen
eine Verminderung der Chemokinexpression, signifikant ist dies aber nur bei UFH,
ODSH, Hirudin und Rivaroxaban. Die teils nicht erreichbare Signifikanz kann dabei in
der verhéltnismakig geringen Fallzahl (n=>5) begriindet sein.

Im Hinblick auf die RANTES-Sekretion sind die Ergebnisse eindeutiger. Sowohl bei
undifferenzierten, als auch bei dezidualisierten ESC fiihrt nur ODSH wie UFH zu einer
signifikanten Verstiarkung der Chemokinsekretion. Das spricht dafiir, dass hier insbe-
sondere die Molekiilgrofe und die Anzahl der Ladungen von Bedeutung sind. ODSH
hat allerdings durch zweifache Desulfatierung verminderte antikoagulative Eigenschaf-
ten, diese scheinen fiir den Effekt demnach nicht entscheidend zu sein. Das Heparinoid
Danaparoid erzeugt auch eine geringe Verstirkung des TNF-a-Effekts, diese ist al-
lerdings nicht signifikant. Danaparoid weist deutlich weniger negative Ladungen, als
UFH auf. Zudem ist sein Molekulargewicht geringer. Diese beiden Unterschiede zu
UFH scheinen hier von Bedeutung zu sein. Auf mRNA-Ebene lassen sich die Effekte
durch ODSH und Danaparoid allerdings nicht bestitigen.
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5.2. Heparine modulieren Thrombineffekte

Im zweiten Teil der Arbeit untersuchten wir den Einfluss Thrombins, Partner von
Heparin in der Gerinnungskaskade, auf die Chemokinproduktion endometrialer Stro-
mazellen und wie dieser Einfluss durch Heparine moduliert wird. Durch den in der
Sekretionsphase und wihrend einer Schwangerschaft verstirkten Blutfluss im Endo-
metrium und eine gleichzeitig erhhte Permeabilitit der Blutgefife ist Thrombin, wie
auch andere Faktoren der Gerinnungskaskade, zu diesen Zeiten vermehrt im Endome-
trium vorhanden (Lockwood et al., 2002). Thrombin ist, wie auch TNF-a, beteiligt
an Prozessen wie habituellen Aborten und hat zudem mafigeblichen Einfluss auf das
lokale Immunmilieu (Vincent et al., 1998; Kawano et al., 2011; Matta et al., 2007). Wie
auch zuvor bei den Experimenten mit TNF-a gesehen, zeigte sich hier, dass Heparine
nur durch Thrombin hervorgerufene Effekte beeinflussen. Im nicht inflammatorischen
Milieu haben sie keinen Einfluss auf die Chemokinproduktion der ESC. Wie schon
erwahnt, konnte dies fiir den klinischen Einsatz durchaus vorteilhaft sein, da ein phy-
siologischerweise vorhandenes und notwendiges Zytokinmilieu durch Heparine nicht
verandert wird.

Dass Thrombin neben seiner klassischen Aufgabe in der Gerinnungskaskade eine Wir-
kung auf ESC ausiiben kann, war bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe gezeigt wor-
den. Wihrend der Dezidualisierung fiihrte Thrombin zu einem signifikanten Anstieg
der Sekretion von IGF-1 (Insulin-like growth factor) (Fluhr et al., 2011b).

Wir zeigen nun, dass Thrombin auch die Chemokinproduktion der ESC beeinflussen
kann. Zunéchst untersuchten wir, wie Thrombin auf mRNA-Ebene die Expression von
IL-8 und RANTES veréndert, die beiden Chemokine, bei denen in den vorangegange-
nen Experimenten sowohl durch TNF-«, als auch durch die Kombination von TNF-«
und Heparin, Effekte zu sehen waren. Wie auch TNF-« steigert Thrombin die Expres-
sion von IL-8 durch ESC signifikant. Dieser Effekt ist durch den direkten Thrombin-
Inhibitor Hirudin komplett inhibierbar, was den Einfluss Thrombins nochmal unter-
streicht. RANTES betreffend fithrt Thrombin nur zu einer leichten, nicht signifikanten
Steigerung der Chemokinexpression, diese Steigerung wird allerdings durch Hirudin

nicht beeinflusst. Mit einer héheren Fallzahl hitte hier moglicherweise Signifikanz er-
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reicht werden kénnen.

Auf Proteinebene zeigen wir, dass Thrombin die Sekretion der Chemokine I11.-8, MCP-1
und GRO-« signifikant steigert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Studie
von Kawano et al. (Kawano et al., 2011). Wir untersuchten nun zusétzlich, wie UFH
diesen Effekt beeinflusst. Bemerkenswert ist dabei, dass analog zu den TNF-a vermit-
telten Effekten, Heparin nicht auf die Produktion aller Chemokine Einfluss nimmt.
Die gesteigerte Sekretion des Chemokins GRO-«a bleibt auch hier durch die Zugabe
von Heparin unbeeinflusst, wihrend UFH sowohl die Thrombin-vermittelte Sekretion
von IL-8, als auch MCP-1 signifikant vermindert. Im Falle von IL-8 hatten wir bei
der durch TNF-a vermittelten Chemokinproduktion den gleichen Effekt beobachten
konnen.

Dieser Einfluss auf die IL-8-, wie auch MCP-1-Produktion wird allerdings nicht nur
durch UFH hervorgerufen. Auch Niedermolekulare Heparine unterschiedlicher Molekiil-
grofe (Reviparin - 3,9 kDa, Enoxaparin - 4,2 kDa, Tinzaparin - 4,5 kDa, Dalteparin
6,1 kDa) zeigen diesen Effekt sowohl auf Expressions-, als auch auf Sekretionslevel. Die
Starke des Effekts erfolgt dabei unabhéngig von der Molekularmasse. Die Molekiilgro-
fse des Heparins scheint fiir den Heparin-vermittelten Effekt also keine wichtige Rolle
zu spielen. Dies ist fiir den klinischen Alltag von Bedeutung, da dort aufgrund der
einfacheren Handhabung und der geringeren Anzahl moglicher Nebenwirkungen héu-
fig LMWH anstatt von UFH angewendet werden. Auf mRNA-Ebene ist auffillig, dass
UFH und die verwendeten LMWH die durch Thrombin gesteigerte Chemokinexpressi-
on zwar inhibieren, dies aber nicht dazu fiihrt, dass die Expression auf das Niveau der
Basalexpression absinkt. Dies ist als starker Hinweis zu werten, dass die beobachteten
Effekte durch Heparine nicht auf die klassische Interaktion zwischen Thrombin und
Heparin in der Gerinnungskaskade beruhen. Es wére sonst eine komplette Inhibition
der Thrombin-Effekte zu erwarten gewesen.

Thrombin aktiviert den Signalweg iiber MAPK und Erk1/2 in verschiedenen Zelltypen,
beispielsweise in Astrozyten (Wang et al., 2002) und ESC (Kawano et al., 2011). In
Ubereinstimmung mit diesen Studien beobachteten wir, dass auch die Effekte Throm-
bins auf die IL-8- und MCP-1-Sekretion durch die Hemmung des MAPK-Signalwegs
mittels PD98059 vollstandig inhibiert werden konnten. Dass auch Heparin Erk1/2 be-

einflussen kann, wurde bereits in Bezug auf humane Trophoblastenzellen und B-Zell-
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Progenitorzellen festgestellt (Hills et al., 2006; Milne et al., 2008). Auch hier kann ge-
mutmakt werden, dass dies den zugrunde liegende Mechanismus der modulatorischen

Heparineffekte auf die Thrombinwirkung darstellt.

5.3. Mogliche Effekte in vivo durch Beeinflussung

des Chemokinmilieus

Folgend soll betrachtet werden, wie sich die beobachteten Effekte auf die Chemokin-
expression und -sekretion in vivo auswirken kénnten.

GRO-a ist physiologischerweise an verschiedenen Prozessen im weiblichen Reprodukti-
onstrakt beteiligt. So 14sst es sich periovulatorisch in der Follikelfliissigkeit (Oral et al.,
1997), wie auch wihrend der Schwangerschaft in Amnionfliissigkeit und Nabelschnur-
blut (Cohen et al., 1996) nachweisen. Das Vorhandensein dieses Chemokins scheint so-
mit wihrend der Ovulation und Schwangerschaft von Bedeutung zu sein. Da Heparine
die Produktion von GRO-a durch ESC nicht beeinflussen, weder im nicht entziindli-
chen, noch im inflammatorischen Milieu, erscheinen sie in der klinischen Anwendung
diesbeziiglich weder fordernde, noch schidliche Effekte auszuiiben. Allerdings ist auch
bekannt, dass erhohte GRO-a-Konzentrationen, wie sie durch TNF-a und Thrombin
hervorgerufen werden kénnen, mit pathologischen Geschehnissen, wie beispielsweise
Endometriose (Oral et al., 1996), in Verbindung gebracht werden kénnen. Die von uns
untersuchten Substanzen konnen diesem Effekt nicht entgegenwirken.

Auch TL-8 ist an physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. Finerseits
ist es von Bedeutung wihrend der Menstruation (Arici et al., 1998a), der Ovulation
(Chang et al., 1998) und Implantation (Caballero-Campo et al., 2002). Wihrend des
Implantationsfensters wird das IL-8-Level allerdings auch unter Progesteroneinfluss
niedrig gehalten, wodurch moglicherweise eine verstiarkte inflammatorische Reaktion
verhindert wird (Jones et al., 1997). Somit kann es sich als vorteilhaft erweisen, dass
Heparine zwar die TNF-a- und Thrombin-vermittelte Steigerung der I1L-8-Produktion
inhibieren, dabei i.d.R. aber zu keiner vollstindigen Inhibition der Chemokinproduk-

tion fiihren.
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Ahnlich stellt es sich bei MCP-1 dar. Auch dieses Chemokin ist physiologischerweise
préovulatorisch in der Follikelfliissigkeit nachweisbar (Arici et al., 1997a) und spielt
eine Rolle bei der Implantation (Meter et al., 2005). Bei zu hohen Konzentrationen
hat es allerdings schiadliche Auswirkungen und kann beteiligt sein an beispielsweise
Frithgeburt oder vorzeitigem Blasensprung (Jacobsson et al., 2003). Dass Heparin die
Erhohung der MCP-1 Produktion verhindert, diese aber gleichzeitig nicht unter die
basale Sekretion durch dezidualisierte ESC absenkt, kann somit in der Kinderwunsch-
behandlung von Vorteil sein.

Dass Heparine die RANTES-Produktion noch zuséatzlich steigern, konnte sich in der kli-
nischen Anwendung wiederum als nachteilig erweisen. Es kommt zwar physiologischer-
weise im Endometrium wihrend des gesamten Zyklus vor (Hornung et al., 1997). Die
Tatsache, dass Ty2-Zytokine hingegen zu einer Verminderung der RANTES-Sekretion
fithren (Arima et al., 2000), deutet allerdings daraufhin, dass zu hohe RANTES-Level
negative Auswirkungen haben konnten.

Alle genannten Chemokine sind an der Pathogenese von Endometriose beteiligt. Einer-
seits konnten sie in erhohten Konzentrationen in der Peritonealfliissigkeit von Endo-
metriosepatientinnen nachgewiesen werden, andererseits produziert das Endometrium
erhohte Chemokinmengen (Oral et al., 1996; Ryan et al., 1995; Li et al., 2012; Ari-
ci et al., 1997b; Jolicoeur et al., 1998; Khorram et al., 1993; Hornung et al., 1997).
Besonders der Einfluss des Heparins auf die Produktion von IL-8 und MCP-1 koénnte
auch fiir eine klinische Anwendung bei diesen Patientinnen sprechen. Die zusétzliche

Erh6hung der RANTES-Produktion kénnte sich allerdings nachteilig auswirken.

5.4. Limitation der Arbeit, klinische Relevanz und

Ausblick

Bei Betrachtung der hier vorgestellten Untersuchungen sollte bedacht werden, dass
sie mithilfe von Zellkultur in wvitro und nur an endometrialen Stromazellen erfolgten.
In wie weit sie sich deshalb auf die weitaus komplexere Situation in vivo iibertragen

lassen, ist ungewiss. Dort spielen im Endometrium nicht nur ESC, sondern u.a. auch
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Epithelzellen und Geféfe eine erhebliche Rolle. Das gerade auch fiir die Implantation
und verschiedene Schwangerschaftskomplikationen, wie habituelle Aborte, so wichtige
Immunmilieu entsteht dabei nicht nur aufgrund der Chemokinproduktion von ESC.
Verschiedene im Endometrium vorkommende Immunzellen, wie Makrophagen, neutro-
phile Granulozyten, T-Zellen und in besonderer Weise auch die dezidualen NK-Zellen
sind hierbei gemeinsam mit den EEC von mafgeblicher Bedeutung. Um diesbeziiglich
ein genaueres Bild zu erhalten, sind Untersuchungen beispielweise am Tiermodell und
im Rahmen klinischer Studien von Néten.

Eine weitere Schwiche der Arbeit ist, dass die verwendeten Zellen jeweils lediglich von
drei bis fiinf Frauen und somit einer recht kleinen Anzahl stammten. Die Experimente
mit ESC einer groferen Anzahl von Frauen durchzufiihren, hétte sicherlich ein repréa-

sentativeres Bild ergeben und teilweise auch zu eindeutigeren Ergebnissen gefiihrt.

In vorherigen Experimenten in der Arbeitsgruppe konnten bereits verschiedene Effek-
te von Heparinen auf endometriale Stromazellen dargestellt werden. So modulieren
UFH und LMWH die Dezidualisierung von ESC (Fluhr et al., 2010). Zudem ist He-
parin in der Lage sowohl die Wirkung von INF-y (Fluhr et al., 2011a), wie auch von
TNF-« (Spratte et al., 2013) zu modulieren. Durch diese Ergebnisse konnte schon
gezeigt werden, dass Heparin in der Lage ist iiber seinen iiblichen antikoagulatori-
schen Effekt hinaus eine Wirkung auf ESC auszuiiben (Fluhr et al., 2011b). Die in
der hier vorgelegten Arbeit dargestellten Experimente unterstreichen die Bedeutung
der antiinflammatorischen Wirkung Heparins noch zusédtzlich. Wir zeigten, dass He-
parin sowohl die Effekte von TNF-«, als auch Thrombin, in vitro beeinflussen kann.
Diese immunmodulatorischen Effekte durch Heparin kénnen von Bedeutung wihrend
der Implantation und dem Erhalt von Frithschwangerschaft sein. Sie heben somit seine
Rolle als potenzielles Priaparat zur Behandlung und Vorbeugung habitueller Aborte
unbekannter Ursache und Implantationsstorungen durch Beeinflussung proinflamma-
torischer Effekte von TNF-a und Thrombin nochmals hervor. Dass Heparin in diesem
Gebiet wirksam sein kann, wurde schon in mehreren klinischen Studien belegt (Rai
et al., 1997; Badawy et al., 2008).

Beziiglich der klinischen Wirksamkeit gibt es allerdings auch widerspriichliche Anga-

ben. In einer 2009 durchgefiihrten Studie wurden Frauen mit habituellen Aborten und
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einer Thrombophilie, Antiphospholipid-Antikorpern oder antinukledren Antikoérpern
eingeschlossen. Diese fand keinen Vorteil beziiglich der Geburtsraten zwischen einer
alleinigen Aspirinbehandlung und einer Behandlung mit Aspirin plus LMWH (Laskin
et al., 2009). Anzumerken ist hier allerdings, dass es sich nicht um Frauen mit habi-
tuellen Aborten unbekannter Ursache handelte. Fawzy et al. wiederum verglichen das
LMWH Enoxaparin alleine mit der Kombinationstherapie aus Prednison, Aspirin und
Progesteron zur Behandlung von Patientinnen mit idiopathischen habituellen Abor-
ten. Hier konnte zwischen beiden Behandlungsgruppen kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Geburtenrate oder Schwangerschaftskomplikationen festgestellt werden.
Die Abortrate in beiden Gruppen war allerdings deutlich geringer als in der Plaze-
bogruppe und beide Behandlungsregime somit ebenbiirtig (Fawzy et al., 2008). Eine
aktuelle Analyse der Cochrane Collaboration zu diesem Thema stammt aus dem Jahr
2014. Dort wurden 9 randomisierte und quasi-randomisierte, kontrollierte Studien ana-
lysiert, welche den Effekt einer antikoagulativen Behandlung mit Aspirin, UFH oder
LMWH, bzw. Kombinationen davon an Frauen mit habituellen Aborten mit oder oh-
ne Thrombophilie untersucht hatten. Dabei konnte auf Daten von 1228 Patientinnen
zuriickgegriffen werden. Hier zeigten sich bei keiner der verwendeten antikoagulativen
Substanzen signifikante positive Effekte bezogen auf die Geburtenrate. Auch hatten die
Behandlungen keine signifikante Auswirkung auf die Rate an Schwangerschaftskom-
plikationen. Die Autoren weisen darauf hin, dass das Studiendesign der verglichenen
Studien heterogen war. Zudem existiert bisher nur eine begrenzte Anzahl an Studi-
en zu dem Thema, besonders mangelt es an Plazebo-kontrollierten Studien. Weitere
randomisierte, Plazebo-kontrollierte Studien sind somit notwendig, um die klinische
Wirksamkeit oder Nicht-Wirksamkeit von Heparinen und Aspirin in diesem Bereich
abschliefend zu kliren (Jong et al., 2014).

Die hier vorliegenden Ergebnisse erginzen die schon vorhandenen Erkenntnisse beziig-
lich des Wirkmechanismus von Heparinen beim Einsatz in der Reproduktionsmedizin.
Weitere Grundlagenforschung wird aber notwendig sein, um dieses Verstindnis zu ver-
vollstandigen, besonders beziiglich der zugrunde liegenden zelluldren und molekularen
Effekte Heparins und der Eigenschaften Heparins, welche fiir diese Effekte verantwort-
lich sind. Dies wiirde ermoglichen Heparine moglichst gezielt einzusetzen und gegebe-

nenfalls Heparin-adhnliche Substanzen mit ausgewéhlten Eigenschaften zu entwickeln.
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Dabei sollten die Molekiilgréfse, Ladungen und auch antikoagulative Eigenschaften der
Substanzen bedacht werden. Letzteres spielt insbesondere in Bezug auf Blutungen als
Nebenwirkung der Heparinbehandlung eine Rolle. Auch bedacht werden sollten ste-
rische Eigenschaften und damit einhergehende mégliche Bindungen, beispielweise an

den Transkriptionsfaktor NFxB.

Eine weitere Moglichkeit der Behandlung von Frauen mit idiopathischen habituellen
Aborten, welche auch von unseren Ergebnissen unterstiitzt wird, ist die Anwendung
von TNF-a-Inhibitoren. Winger und Reed zeigten, dass die Kombinationsbehandlung
aus Antikoagulatien mit entweder nur i.v. Immunglobulinen oder mit Immunglobuli-
nen plus TNF-a-Inhibtoren der alleinigen antikoagulativen Behandlung iiberlegen war
(Winger und Reed, 2008). Dies ist ein weiterer spannender Bereich in der Therapie

habitueller Aborte, welcher weiterer Forschung bedarf.
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B. Abkiurzungsverzeichnis

Abkiirzung ausgeschriebener Begriff
Ag Antigen
ANOVA Analysis of variance
APS Antiphospholipidsyndrom
AT III Antithrombin III
bzw. beziehungsweise
CA Fangantikorper
cDNA complementary DNA
DA Detektionsantikorper
dd H,O bi-destilliertes Wasser
DMEM/F-12 Dulbecco’s Modified Eagle Medium /F-12
DNA deoxyribonucleic acid
dNTP Desoxynukleosidtriphosphaten
EDTA Ethylendiamintetraessigsiaure
EEC Endometrial Epithelial Cell
EGF Epidermal Growth Factor
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EP mit 173-Estradiol und Progesteron behandelte ESC
(= dezidualisiert)
EPO Erythropoetin
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B. Abkiirzungsverzeichnis
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Abkiirzung ausgeschriebener Begriff
Erk Extracellular-signal regulated kinase
ESC Endometrial Stromal Cell
FCS(d) Fetal Calf Serum (depletiert)
FSH follikelstimulierendes Hormon
G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
GnRH Gonadotropin-Releasing-Hormon
HA habituelle Aborte
hCG human Chorionic Gonadotropin
HLA human leucocyte antigen
HRP Horseradish peroxidase
ICSI Intracytoplasmatische Spermieninjektion
i.d.R. in der Regel
IGF Insulin-like Growth Factor
IGFBP-1 Insulin-like Growth Factor Binding Protein 1
IL Interleukin
INF Interferon
IVF In-vitro Fertilisation
kDa Kilo-Dalton
KIR Killer cell immunoglobulin-like receptors
Ko Kontrollgruppe der ESC, undifferenziert
LGL-Zellen large granular lymphocytes
LH luteinisierendes Hormon
LIF leukemia inhibitory factor
LILR leukocyte immunglobulin-like receptors
LMWH Low Molecular Weight Heparin
LPS Lipopolysaccharid
MAPK Mitogen-activated protein Kinase




Abkiirzung ausgeschriebener Begriff
MHC Major Histocompatibility Complex
min Minute
MMP Matrix-Metalloproteinase
mRNA messenger RNA
NFxkB Nuclear factor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activa-

ted B-cells
NK-Zellen Natiirliche Killerzellen
ODSH 2-0, 3-O desulfatiertes Heparin
PAR Protease-aktivierter Rezeptor
PBS phosphatgepufferte Salzlosung
PCR Polymerase Chain Reaction
PIGF Placental Growth Factor
PRL Prolaktin
RNA Ribonucleic acid
RNAse Ribonuclease
rpm revolutions per minute
RT Reverse Transkiptase
S.0. siche oben
S.1. siehe unten
T-bet T-box expressed in T-cells
TH-Zellen T-Helferzellen
TNF Tumornekrosefaktor
TNFR Tumornekrosefaktorrezeptor
UFH unfraktioniertes Heparin
u.a. unter anderem
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFC Vascular Endothelial Growth Factor C
z.B. zum Beispiel
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E. Symbolverzeichnis

E.1. allgemeine Symbole

Symbol ausgeschriebener Begriff
10°C Grad Celsius
m? Quadratmeter
% Prozent
COq tiefstehende Zahl
Ty tiefstehender Buchstabe
TM Trademark
® Registered
® kleines Registered
< kleiner gleich
> grofer gleich
=+ ungleich
= entspricht
LSAnfithrungsstriche Anfiihrungsstriche

E.2. griechische Buchstaben

griechischer Buchstabe

ausgeschriebener Begriff

«

B

alpha
beta
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E. Symbolverzeichnis

griechischer Buchstabe

ausgeschriebener Begriff

g
)

B

R

gamma,
delta
mi

kappa

E.3. Konzentrationsangaben
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Konzentration ausgeschriebener Begriff
1g/ml microgramm pro milliliter
18/ microgramm pro microliter
Bl microliter pro milliliter
mg/in milligramm pro milliliter
ng/ml nanogramm pro milliliter
ng/pl nanogramm pro microliter
U/ international Units pro ml
U/l international Units pro microliter




