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Zusammenfassung

Endometriose ist die zweithdufigste gutartige gynakologische Erkrankung bei der Frau.
Sie tritt bei mindestens 10 % der Frauen im reproduktionsfahigen Alter auf.
Charakteristisch fur Endometriose ist das Vorhandensein von endometrialem Gewebe
aulBerhalb des Uterus, den sogenannten endometrialen Lasionen. Symptome der
Erkrankung sind das  Auftreten von  chronischen  sowie  zyklischen
Unterbauchschmerzen und Subfertilitdt. Die favorisierte Theorie zur Entstehung der
Endometriose ist die der retrograden Menstruation von endometrialen Zellverbanden.
Verédnderungen des eutopen Endometriums konnen dabei die Entstehung und
Persistenz von Endometriose beginstigen. Eine verminderte Dezidualisierungs-
fahigkeit des eutopen und ektopen Endometriums sowie eine mogliche Zellplastizitéat
der endometrialen Zellen aufRerhalb des Uterus kénnen entscheidende Faktoren sein,
die die Persistenz, Schwere und Lokalisation der Lasionen beeinflussen.

In Lymphknoten konnten typische endometriale Lasionen gefunden werden. Daher
kann vermutet werden, dass endometriale Zellen &hnliche Mechanismen durchlaufen,
wie Tumorzellen bei der Tumorprogression. Insbesondere die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT), ein Prozess bei dem sich Zellen aus dem Zellverband l6sen, kénnte
das Auftreten von endometrialen Lasionen auf3erhalb des Bauchraumes erklaren.

Es ist bekannt, dass bei der Dezidualisierung sowie bei der EMT das bone
morphogenetic  protein  (BMP)-Signaling eine Rolle spielt. Mittels einer
Expressionsanalyse konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass alle wichtigen
Komponenten der BMP-Signalkaskade im humanen Endometrium und in
endometrialen L&asionen exprimiert sind. Ein funktionales BMP-Signaling im
Endometrium ist mdglich.

Um zu Uberprifen, ob BMPs die Dezidualisierung vermindern wurden humane
endometriale Stromazellen in vitro unter Zugabe der BMPs dezidualisiert. Eine
verminderte Dezidualisierungsfahigkeit unter BMP-Behandlung konnte morphologisch
nicht festgestellt werden. Allerdings konnte erstmalig gezeigt werden, dass BMP2 und
BMP7 die Expression etablierter Dezidualisierungsmarker gegensétzlich regulieren: die
Expression von IGFBP1 wird vermindert, die von PRL und FOXO1 erhtht. Die
verminderte Expression von IGFBP1, ein entscheidender Faktor bei der Einnistung der
Eizelle in das dezidualisierte Endometrium, zeigt somit den Einfluss von BMP2 und
BMP7 auf die Rezeptivitat des Endometriums.

Weiterhin wurde untersucht, ob humane endometriale Epithelzellen eine EMT
durchlaufen kénnen. Dazu wurde die Expressionverdnderung von verschiedenen
Markergenen fur die EMT, die vorher mithilfe eines PCR Arrays identifiziert wurden, in
TGFB behandelten Epithelzellen bestimmt. TGF[ ist ein bekannter Stimulus fir eine
EMT. Erstmalig konnte gezeigt werden, dass die endometrialen Epithelzellen einen
EMT-&hnlichen Phénotyp entwickeln. Eine Reversibilitdt dieses EMT-ahnlichen
Phanotyps durch BMP7, wie es fir Brust- und Nierenkrebszellen beschrieben ist,
konnte nicht gezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass endometriale Epithelzellen einen
EMT-ahnlichen Phanotyp annehmen konnen, sodass Endometriose prinzipiell
unabhangig von vorhandenen Zellverbanden aus verédnderten Einzelzellen entstehen
kann. Ferner konnte gezeigt werden, dass BMP2 und BMP7 durch Verminderung der
IGFBP1-Expression einen mdglichen Einfluss auf die Rezeptivitdt des Endometriums
haben.



Summary VI

Summary

Endometriosis is the second most common benign gynecological disease, affecting at
least 10 % of women of reproductive age. It is characterised by the presence of
endometrial tissue fragments outside the uterine cavity, known as endometrial lesions.
The major symptoms of endometriosis are severe chronic and cyclic pelvic pain as well
as subfertility. The generally accepted theory of endometriosis development is that of
retrograde menstruation of endometrial tissue fragments. Alterations of the eutopic
endometrium promote the development and persistence of endometriosis. The reduced
decidualization capacity of the eutopic and ectopic endometrium, as well as a possible
cell plasticity of endometrial cells outside uterine cavity, can be key factors that
influence the persistence, severity and location of lesions.

Typical endometrial lesions were found in lymph nodes. It can therefore be assumed
that endometrial cells run through similar mechanisms as tumor cells in tumor
progression. An important mechanism in tumor progression is the epithelial-
mesenchymal transition (EMT), a process in which cells maintain the ability to separate
from the surrounding tissue. This process could explain the existence of endometrial
lesions outside the abdomen.

It is known that bone morphogenetic protein (BMP)-signaling is involved not only in
decidualization but also in EMT. By gene expression analysis, it could be shown for the
first time that all components of the BMP-Signaling cascade are expressed in human
endometrium and endometrial lesions. A functional BMP-Signaling in the human
endometrium is possible.

To analyse if BMPs reduce decidualization, human endometrial stroma cells were
decidualized in vitro with addition of BMPs. Morphologically, a reduced decidualization
capacity could not be observed under BMP treatment. However, it could be shown that
BMP2 and BMP7 regulate expression of dezidualization markers differently: expression
of IGFBP1 is reduced; expression of PRL and FOXOL1 is increased. The reduced
expression of IGFBP1 shows the influence of BMP2 and BMP7 on the receptivity of the
endometrium, because IGFBP1 is an important factor during the implantation of a
fertilized egg in the decidualized endometrium.

Additionally it was examined whether human endometrial epithelial cells can undergo
EMT. EMT marker genes were analysed by a PCR array and changes in marker gene
expression were analysed in TGF( treated epithelial cells. TGFB is a well-known
stimulus for EMT. For the first time it could be shown that endometrial epithelial cells
can achieve an EMT-like phenotype. Reversibility of this phenotype by BMP7, as
described for breast and kidney cancer cells, could not be detected.

The results of this work show that endometrial epithelial cells can achieve an EMT-like
phenotype. Thus, endometriosis can develop from altered single cells independent of
existing endometrial tissue. Furthermore, it could be shown that BMP2 and BMP7
influence receptivity of the endometrium by reduction of IGFBP1 expression.
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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Aufbau des Endometriums

Der Uterus des Saugers und damit auch der Frau ist aus drei Schichten
aufgebaut. Aul3en liegt das Perimetrium. Daran schlief3t sich eine Schicht
glatter Muskelzellen, das Myometrium, an. Ausgekleidet wird die

Gebarmutterhdhle mit einer Schleimhaut, dem Endometrium.

Die Zellen im menschlichen Endometrium unterliegen starkem Wachstum und
Differenzierung, bevor sie wahrend der Menstruation abgestof3en werden oder
sich durch eine Schwangerschaft weiter entwickeln. Auch Primaten haben eine
Menstruation. Bei anderen Saugern kehrt das Endometrium ohne eine
AbstoRung in den urspringlichen Zustand zurtick. Daher ist es schwierig,

Vorgéange im Endometrium in Tierversuchen mit Nagern zu untersuchen.

Beim humanen Endometrium handelt es sich um ein sehr komplexes Gewebe,
das aus einschichtigem hochprismatischem Deckepithel, tubulésen Driisen
(Glandulae uterinea) und dem Stroma (Stroma uteri) besteht. Das Stroma ist

ein zellreiches, faserarmes Bindegewebe.

Funktional wird das humane Endometrium in zwei Bereiche unterteilt, dem

Stratum functionale (kurz: Funktionalis) und dem Stratum basale (kurz: Basalis).

Die Funktionalis unterliegt den zyklischen Veranderungen, die durch Ostrogen
und Progesteron reguliert werden. Sie wird wahrend der Menstruation
abgestol3en. Die GefaflRe in der Funktionalis sind stark verwunden, daher
werden sie Spiralarterien genannt. Die daruntergelegene schmale Basalis bleibt
wahrend des hormonellen Zyklus unverédndert und wird wahrend der
Menstruation nicht abgestof3en. Sie enthédlt die Basalarterien und die

Endabschnitte der glandularen Drisen.
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1.1.1 Menstruationszyklus

Der Menstruationszyklus und die damit einhergehenden Veranderungen des
Endometriums werden durch zyklisch wechselnde Spiegel der Steroidhormone
Ostrogen und Progesteron gesteuert. Der Menstruationszyklus einer Frau
dauert durchschnittlich 28 Tage, physiologisch normal sind aber auch Zyklen
von 23-35 Tagen (Munster et al., 1992). Der erste Tag der Menstruation ist
auch der 1. Tag des Zyklus. Die Menstruationsphase dauert mehrere Tage. In
dieser Phase wird die Funktionalis abgestol3en und es kommt zur Blutung aus
den ruptuierten Gefal3en des Endometriums. Darauf folgt die Proliferations-
oder auch Follikelphase. In dieser Phase reifen im Ovar mehrere Follikel heran.
Durch sezerniertes Ostrogen aus den groRer werdenden Follikeln kommt es
zum Aufbau der Funktionalis aus der Basalis. Durch die Ovulation, die am
12.-14. Tag des Zyklus stattfindet, kommt es zu einem hormonellen
Umschwung und die Sekretionsphase oder auch Lutealphase beginnt. Der
ruptuierte Follikel wird zum Corpus luteum und sezerniert Progesteron. Die
Kombination von Progesteron und Ostrogen fuhrt zur Ausbildung eines
rezeptiven Endometriums. Zwischen Tag 23 und 28 wandeln sich die
Stromazellen zu sogenannten Dezidualzellen, dieser Prozess wird
Dezidualisierung genannt (s. 1.1.2). Die Funktionalis wird daher in dieser Zeit
auch als Dezidua bezeichnet. Ungefahr ab Tag 24 beginnt eine lymphozytare
Infiltration. Das Endometrium ist nun optimal auf die Einnistung einer
befruchteten Eizelle vorbereitet. Kommt es zur Einnistung einer befruchteten
Eizelle, entwickelt sich die Dezidua zu einem Teil der Eihdhle, die den Embryo
umgibt. Findet keine Befruchtung statt, geht das Corpus luteum nach 14 Tagen
zu Grunde. Dadurch sinkt der Progesteronspiegel und die Menstruationsphase

beginnt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des humanen M enstruationszyklus. Der
Menstruationszyklus wird in drei Phasen unterteilt: Menstruation (auch Menses), proliferative
Phase und sekretorische Phase. Gezeigt werden Wachstum, Differenzierung und Abstof3ung
der Funktionalis im humanen Endometrium reguliert durch zirkulierende Steroidhormon-Level.
Die Dezidualisierung beginnt in der mittleren sekretorischen Phase. Die Basalis verandert sich
wahrend des Zyklus kaum (nach Gargett et al., 2008).

1.1.2 Dezidualisierung

Die Dezidualisierung ist essentiell fir eine erfolgreiche Implantation der Eizelle
und eine anschlielende Schwangerschaft. Bei den meisten Saugern findet die
Dezidualisierung nur nach der Implantation einer befruchteten Eizelle statt, z.B.
bei Mausen und Ratten. Daher ist es schwierig, in vivo
Dezidualisierungsversuche bei Nagern durchzufihren. Beim Menschen
hingegen findet die Dezidualisierung unabhangig von einer Befruchtung immer
in der mittleren sekretorischen Phase des Zyklus (~23. Tag) statt (Gellersen et
al., 2007).
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Die postovulatorisch steigenden Progesteron-Level initileren eine Kaskade von
zellularen und molekularen Veranderungen im Endometrium. Progesteron
inhibiert die proliferative Aktivitat des ,0strogen-geprimten“ Endometriums und
induziert die sekretorische Aktivitdt im glandularen Kompartment. Dies fordert
die Einwanderung uteriner Naturlicher Killerzellen (NK-Zellen). Bei einer
erfolgten Befruchtung kommt es anschlieRend zur Adhéasion des Embryos an

das endometriale Oberflachenepithel und zur Invasion der Trophoblasten.

Die grof3te Veranderung findet in den endometrialen Stromazellen (engl.
endometrial stromal cells, ESC) statt. Wahrend der Dezidualisierung kommt es
zur Transformation der ESC in epitheloide Dezidualzellen. Der Prozess beginnt
im gefalBumgebenden Stroma und breitet sich spater Gber das gesamte Stroma
aus. Morphologisch nehmen die elongierten, Fibroblasten-ahnlichen
Stromazellen eine vergrof3erte und abgerundete Form an. Biochemisch ist die
Differenzierung gekennzeichnet durch spezifische Sekretionsprodukte. Die
bekanntesten sind endometriales Prolaktin (PRL) und insulin like growth factor
binding protein 1 (IGFBP1). Sie werden auch als Marker der Dezidualisierung
bezeichnet (Tang et al., 1994; Gellersen und Brosens, 2003). Weitere Proteine,
die als Dezidualisierungsmarker verwendet werden, sind das forkhead box O1A
Protein (FOXO1) und secreted phosphoprotein 1 (SPP1, auch Osteopontin

genannt).

PRL ist zum einen ein zirkulierendes Hormon, das in der Hypophyse produziert
wird. Eine der wichtigsten Funktionen von hypophysdrem PRL ist die
Stimulation der Brustdrise zur Milchproduktion (Laktation) (Ben-Jonathan et al.,
2008). Zum anderen wird PRL auch in der Dezidua und im
Lympho-h&matopoetischen System produziert und agiert dort wie ein Zytokin
(Gellersen et al., 1994; Gerlo et al., 2005). Dieses extra-hypophyséare PRL wird
durch einen alternativen Promotor reguliert, der ca. 5,8kb vor dem
hypophyséren Promotor liegt (Gellersen et al., 1989; Telgmann und Gellersen,
1998). Je nach Promotor sind die PRL-Transkripte unterschiedlich lang und
werden durch verschiedene Signalwege reguliert, codieren aber fir dasselbe
reife Protein. Im Rahmen dieser Arbeit ist immer das extra-hypophysare PRL

aus der Dezidua gemeint. Die PRL-Synthese in den ESC beginnt in der spaten
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Lutealphase und bleibt im Falle der Einnistung einer befruchteten Eizelle auch
wahrend der gesamten Schwangerschaft gesteigert. Dieses fuhrt letztendlich zu
einer verstarkten Sekretion von PRL in den Uterus und somit zu hohen
PRL-Konzentrationen im Fruchtwasser.

Die Funktion von PRL im menschlichen Reproduktionstrakt ist nicht endgultig
geklart. Es hat anti-apoptotische Effekte auf die Dezidua und ist méglicherweise
an osmoregulatorischen und immunmodulatorischen Prozessen in der friihen
Schwangerschaft beteiligt (Jabbour und Critchley, 2001; Ben-Jonathan et al.,
2008).

IGFBP1 ist das Hauptprotein der IGFBP-Familie im humanen Endometrium. Die
MRNA von IGFBP1 wird in der sekretorischen Phase des Endometriums und
wahrend einer Schwangerschaft von den dezidualisierten ESC exprimiert, nicht
aber von ESC im proliferativen Endometrium (Seppéala et al., 1994). IGFBP1
bindet insulin like growth factor (IGF) | und Il und kann so deren Funktionen
modulieren. Zum einen sind IGFBP1 und IGFI an der Regulation der
endometrialen Physiologie beteiligt (Seppala et al., 1994). Die Ostrogen
stimulierte Produktion von IGFI in der proliferativen Phase des Zyklus lasst
vermuten, dass IGFI ein Regulator der Ostrogen-induzierten Proliferation der
endometrialen Zellen ist. IGFBP1 bindet IGFI in der sekretorischen Phase des
Zyklus und tragt so dazu bei, dass die durch IGFI regulierte Proliferation
vermindert wird (Seppéla et al., 1994). Zum anderen spielt IGFBP1 eine Rolle
bei der Inhibierung der Trophoblasteninvasion. Vom Trophoblasten produziertes
IGFII kann durch IGFBP1 gebunden werden, wodurch die Invasion des
Trophoblasten kontrolliert werden kann (Rutanen et al., 1988; Fowler et al.,
2000).

FOXOL1 ist eines der ersten und starksten induzierten Gene wahrend der
Dezidualisierung (Brar et al., 2001). Es gehort zur Familie der forkhead/winged
helix Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Mitglieder unter anderem bei
Apoptose, Zellzyklusregulation und Differenzierung eine Rolle spielen. Als
Transkripitionsfaktor reguliert FOXO1 den initialen Verlauf der Dezidualisierung
(Grinius et al., 2006), unter anderem durch die transkriptionelle Regulation von
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PRL und IGFBP1 und weiterer Gene, die an der Dezidualisierung beteiligt sind
(Johnson et al., 2003; von Wolff et al., 2004; Buzzio et al., 2006).

SPP1 ist ein sekretiertes glykosyliertes Phosphoprotein, das zur Familie der
extrazellularen Matrix Proteine/Zytokine gehdrt. Im Endometrium ist es in der
proliferativen Phase nur schwach exprimiert. Die Expression steigt jedoch in der
sekretorischen Phase an (von Wolff et al., 2001). Dieser Expressionsanstieg
findet hauptsachlich in den endometrialen epithelialen Drisenzellen (engl.
endometrial epithelial cells, EEC) statt (von Wolff et al., 2001). Aber auch ESC
beginnen wahrend der Dezidualisierung SPP1 zu exprimieren (Johnson et al.,
2003; von Wolff et al, 2004), daher kann SPP1 auch als
Dezidualisierungsmarker verwendet werden (Johnson et al., 2003). SPP1 ist
wahrscheinlich bei der Adhasion der befruchteten Eizelle an das Endometrium
beteiligt (von Wolff et al., 2001).

AulBerdem zahlen zu den Sekretionsprodukten der Dezidualisierung
Komponenten der extrazellularen Matrix wie Laminin und Fibronektin sowie

Proteaseinhibitoren (Tang et al., 1994; Telgmann und Gellersen, 1998).
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Komponenten der
PGE, LHFSH Relaxin extrazellularen Matrix Proteaseinhibitoren

v

Abbildung 2: In vitro Dezidualisierung von Stromazellen (ESC). (A) Die Behandlung der
ESC mit cAMP oder mit Ostrogen und Progesteron filhrt zur Differenzierung der Zellen.
Dezidualisierte ESC sezernieren u.a. die Dezidualisierungsmarker PRL, IGFBP1, FOXO1 und
SPP1 sowie Komponenten der extrazellularen Matrix und Proteaseinhibitoren (nach Telgmann
und Gellersen, 1998). (B) Unbehandelte oder mit cAMP behandelte dezidualisierte ESC nach 7
Tagen in Kultur. MaRstabsbalken = 50 um.

Das gegenwartige Modell fiir die in vivo Dezidualisierung beim Menschen sieht
wie folgt aus: Nach der Ovulation ist das Endometrium neben Progesteron
vielen lokalen und endokrinen Faktoren (Prostaglandin E;, Relaxin,
Corticotropin-Releasing-Hormon) ausgesetzt. Diese binden an G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (engl. G-protein coupled receptors, GPCRSs). Durch die
Bindung wird die Adenylatcyclase aktiviert. Deren Aktivierung fuhrt zur
Formation des sekundaren Botenstoffes cAMP. In Endometrium-Biopsien von
Patientinnen in der sekretorischen Phase wurde mehr cAMP gefunden als in
Biopsien aus der proliferativen Phase (Tanaka et al., 1993). Die Erhéhung des

intrazellularen cAMP-Signals hat eine anhaltende Aktivierung der
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Proteinkinase A (PKA) zur Folge. Es wird vermutet, dass die Aktivierung der
PKA durch cAMP die ESC fir Progesteron sensitiviert (Gellersen und Brosens,
2003). Der Mechanismus ist nicht vollstandig geklart. Wahrscheinlich ist es,
dass cAMP Uber die PKA die Expression verschiedener Coaktivatoren und
-repressoren des Progesteronrezeptors (PR) induziert (Gellersen und Brosens,
2003; Gellersen et al., 2007). Ca. 10 Tage nach der Ovulation und dem damit
einhergehenden Anstieg des Progesterons ist die Dezidualisierung in vivo
morphologisch erkennbar (de Ziegler et al, 1998) und mittels

Dezidualisierungsmarkern nachweisbar.

Das Modell fur die Dezidualisierung wird durch in vitro Daten bestatigt. In den
letzten 25 Jahren hat man herausgefunden, dass eine Behandlung kultivierter
ESC mit Progesteron erst nach ca. 8-14 Tagen zur Expression von dezidualen
Markern wie PRL und IGFBPL1 fiihrt (Bell et al., 1991; Brosens et al., 1999). Die
Behandlung priméarer ESC mit cycline adenosine monophosphat (cAMP)
hingegen fuhrt bereits innerhalb von 24-48 h zu einer Expression der
Markergene. Die Expressionslevel nehmen allerdings nach ca. 6-8 Tagen
wieder ab (Brosens et al., 1999).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es  wichtig ist
Dezidualisierungsversuche mit humanem Material durchzufihren, da die
Dezidualisierung bei den meisten Tieren (abgesehen von Primaten) nur initiiert
wird, wenn eine Befruchtung stattgefunden hat. Die Dezidualisierung kann mit
einem geeigneten Stimulus, z.B. cAMP, an humanen ESC auch in vitro
durchgefiihrt werden. Nachgewiesen werden dezidualisierte ESC anhand ihrer
Morphologie und der Expression der Dezidualisierungsmarker PRL, IGFBP1,
FOXO1 und SPP1.
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1.2 Endometriose
1.2.1 Definition und Atiologie

Endometriose ist eine gutartige gynakologische Erkrankung von der mindestens
10 % der Frauen im reproduktionsfahigen Alter betroffen sind. Charakteristisch
fur diese Erkrankung ist das Auftreten endometrialen Gewebes aulR3erhalb des
Uterus, das ahnliche zyklische Veradnderungen durchlauft, wie das
Endometrium. Man findet dieses ektopische endometriale Gewebe meist im
Unterbauch der betroffenen Frauen. Besonders an den Eierstdcken und

Ovarien, am Bauchfell und auf dem Darm oder der Blase (Garai et al., 2006).

Small bowel Fallopian tube  Ureter Ovary

Sigmoid colon

Peritoneum

Appendix
Rectovaginal

" septum and
uterosacral
P ligaments

Bladder

Uterine serosa Uterovesical fold

Abbildung 3: H&ufige Lokalisation endometrialer L&s ionen (dargestellt als dunkelrote
Herde) im Bauchraum, z.B. auf dem Uterus, den Eileitern, der Blase, dem Rektum und dem
Ovar (Olive und Pritts, 2001).

Klinisch werden drei Formen des ektopen endometrialen Gewebes
unterschieden: (1) Peritoneale Lasionen kommen auf der Oberflache des
Peritoneums vor. Es gibt rote L&sionen, die stark vaskularisiert sind. Bei diesen

Lasionen gibt es Hinweise, dass Blutungen, &hnlich wie bei der Menstruation,
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auftreten konnen (Burney und Lathi, 2009). Weiterhin gibt es schwarze und
weilde Lasionen. Die schwarzen Lasionen enthalten oft geronnenes Blut; die
weillen L&sionen sind vernarbt und enthalten fibrotisches Material. (2) Es
konnen auch ovarielle Zysten auftreten, die von endometrialem Gewebe
umgeben sind. Sie werden auch als Endometriomas bezeichnet. (3) Die dritte
Form ist die rektovaginale Endometriose, die zwischen Rektum und Vagina
auftritt. Diese Form enthalt viel fibrotisches Gewebe und Fett (Brosens, 2004;
Garry, 2004). Diese klinischen Formen der Endometriose koénnen alle drei
zusammen oder auch einzeln auftreten. Das charakteristische Merkmal aller
Lasionen ist das histologische Vorkommen von ESC und EEC. Ein weiteres
klinisches Problem, das bei Endometriose auftritt, sind Adhésionen zwischen
den Organen im Unterbauch, die bei den Patientinnen zu Schmerzen fiihren

kdnnen.

Ein haufiges Symptom bei Endometriose sind zyklische oder nicht-zyklische
Unterbauchschmerzen in unterschiedlicher Auspragung, die auch chronisch
sein konnen (Sinaii et al., 2008). Weitere Symptome sind unregelméaiige
Blutungen (Dysmenorrhd), Dyspareunie, Dysurie und Defakationsbeschwerden
(Stratton und Berkley, 2011). Viele Frauen mit Endometriose leiden nicht nur
unter Schmerzen, sondern auch unter Sub- oder Infertilitaét (Mahutte und Arici,
2002; Holoch und Lessey, 2010). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
21 von 100 Endometriose-Patientinnen infertil sind (Strathy et al., 1982).

Sicher diagnostiziert werden kann eine Endometriose nur durch eine
Laparoskopie mit einer Probeexzision und deren histologischer Aufarbeitung.
Aufgrund der unspezifischen Symptome und der mangelnden Mdglichkeit zur
nicht-invasiven Diagnose vergehen bis zur Diagnose oft 6-8 Jahre. Dadurch ist
die Krankheit stark unterdiagnostiziert.

Die Atiologie der Endometriose ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Es
existieren mehrere Theorien zur Entstehung der Endometriose. Die favorisierte
Theorie ist die Implantationstheorie von Sampson (Sampson, 1927a). Durch
retrograde Menstruation Uber die Eierstécke gelangt Menstruationsblut und
-gewebe in den Bauchraum. Das endometriale Gewebe kann dort ans

Peritoneum adharieren und invasieren. Es kommt zu einer Vaskularisierung des
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Gewebes, wodurch die L&sionen uUberleben und weiter wachsen kodnnen
(Sampson, 1927a).

Fur die Implantationstheorie spricht, dass die Verteilung der L&sionen im
Bauchraum den Stellen entspricht, die auch von endometrialem Gewebe, das
durch retrograde Menstruation in den Bauchraum gelangt, erreicht werden
konnen (Jenkins et al., 1986). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
abgestolRenes menstruales Endometrium in Gewebekulturen Uberlebensfahig
ist (Halme et al., 1984; Koks et al., 1997). Frauen mit Endometriose haben
dartiber hinaus ein groReres Volumen von retrogard-menstruiertem Blut und
Gewebe im Bauchraum (Halme et al., 1984) und haben eine langere und
starkere Menstruation (Darrow et al., 1993). Allerdings kommt die retrograde
Menstruation etwa bei 90 % aller Frauen vor, aber nur 10 % der Frauen
entwickeln eine Endometriose (Halme et al., 1984). Daher wird vermutet, dass
bei der Entstehung einer Endometriose Veranderungen des Immunsystems und

des eutopen Endometriums (s. 1.2.2) mit von Bedeutung sind.

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass menstruales Gewebe oder
endometriale Zellen Uber das Blut oder die Lymphe zu anderen Organen
gelangen koénnen (Sampson, 1927b). In einer aktuellen Studie wurden
Lymphknoten von Patientinnen mit tief infiltrierender rektovaginaler
Endometriose untersucht (Mechsner et al.,, 2010). Bei 33,3 % der Frauen
wurden typische endometriale Lasionen, bei 70,8% der Frauen
Ostrogenrezeptor (ER)-PR-positive Einzelzellen in Lymphknoten gefunden.
Somit kdnnen Zellen aus dem Endometrium oder aus endometrialen Lasionen
offenbar &ahnliche Mechanismen durchlaufen wie Tumorzellen bei der
Tumorprogression. Die Zellen gehen z.B. eine epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) ein, um sich aus dem Zellverband I6sen zu kdnnen, wandern
in andere Organe ein und bilden dort die fur die Endometriose typischen

Lasionen.

Auf weitere Theorien, wie z.B. die Metaplasie-Theorie (Suginami, 1991,

Matsuura et al., 1999), wird hier nicht eingegangen.
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1.2.2 Veranderungen des eutopen Endometriums bei En  dometriose

Das eutope Endometrium von Frauen mit Endometriose ist verandert. Diese
Veranderungen tragen zum Uberleben des Gewebes im Bauchraum bei.
Dadurch lasst sich zum einen erklaren, warum mindestens 10 % aller Frauen
eine Endometriose entwickeln, obwohl die retrograde Menstruation bei ca. 90 %
aller Frauen stattfindet. Zum anderen ist dadurch auch die hohe Rezidivrate

nach einem operativen Entfernen der endometrialen Lasionen erklarbar.

1.2.2.1 Adhéasion und Invasion

Im Endometrium und im menstrualen Gewebe sind verschiedene Integrine und
E-Cadherin exprimiert (van der Linden et al., 1994). In ESC von Frauen mit
Endometriose konnte ein verandertes Integrin-Expressionsprofil und eine
verstarkte Adhasion an verschiedene Komponenten der extrazellularen Matrix
nachgewiesen werden (Klemmt et al., 2007). E-Cadherin ist im Endometrium
von Endometriose-Patientinnen weniger stark exprimiert als im Endometrium
von Gesunden. In den endometrialen Lasionen ist E-Cadherin noch schwécher
exprimiert (Gaetje et al., 1997; Scotti et al., 2000). Weiterhin wurde eine erhthte
CD44-Expression im eutopen Endometrium von Endometriose-Patientinnen
detektiert (Griffith et al., 2010). CD44 ist ein Rezeptor fir Hyaluronsaure. Diese
ist eine der Hauptkomponenten der Extrazellularmatrix (engl. extracellular
matrix, ECM). Eine Vorbehandlung endometrialer Fragmente mit Hyaluronséure
fuhrt im Mausmodell dazu, dass sich keine Lasionen bilden (Hasegawa et al.,
2010). Aufgrund der beschriebenen Veranderungen im eutopen Endometrium

wird vermutet, dass die Adhasion der Zellen im Bauchraum erleichtert ist.

Auch zur Invasion der Gewebefragmente konnen Veradnderungen im eutopen
Endometrium beitragen. In eutopem Endometrium von Frauen mit
Endometriose und auch in den Lasionen ist die Expression von
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) erhoht und die Expression von tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMP) erniedrigt (Osteen et al., 2003; Zhou und
Nothnick, 2005; Di Carlo et al., 2009). Die erh6hte Expression von MMPs kann



Einleitung 13

zu einem invasiven Phanotyp der endometrialen Zellen beitragen, wodurch die

Etablierung von Lasionen im Peritoneum vereinfacht ware.

1.2.2.2 Gestorte Dezidualisierung bei Endometriose

Genexpressionsprofile von Frauen mit und ohne Endometriose haben gezeigt,
dass viele Progesteron-regulierte Gene wahrend des Implantations-Fensters, in
dem das Endometrium den héchsten Progesteron-Leveln ausgesetzt ist,
dysreguliert sind. Im sekretorischen Endometrium von Frauen mit Endometriose
sind z.B. Mucin-1 (MUC-1) und SPP1, die beide wichtig sind fur die Anlagerung
der befruchteten Eizelle, herunterreguliert. Daher wird vermutet, dass
eutopisches  Endometrium von Frauen mit Endometriose eine
Progesteronresistenz aufweist (Burney et al., 2007). In vitro konnte gezeigt
werden, dass Stromazellen aus dem Endometrium von Frauen mit
Endometriose weniger PRL und IGFBP1 wahrend der Dezidualisierung
sekretieren als Zellen von gesunden Frauen. ESC aus Lasionen sekretieren im
Vergleich noch weniger PRL und IGFBP1. Morphologische Verdanderungen sind
aber bei allen drei Gruppen zu erkennen (Klemmt et al., 2006). Endometrium
von Frauen mit Endometriose zeigt zwar die typischen morphologischen
Veréanderungen wahrend der Dezidualisierung, aber die biochemischen und
molekularen Vorgange scheinen unvollstandig abzulaufen oder sind gestort
(Bulun et al., 2006; Klemmt et al., 2006). Es wird vermutet, dass dadurch die
biochemische Mikroumgebung fir die Implantation einer Eizelle im
Endometrium von Frauen mit Endometriose nicht richtig ausgebildet ist (Klemmt
et al., 2006). Dies ware mit eine Erklarung fur die hohe Infertilitat von Frauen
mit Endometriose. Die verminderte Differenzierungskapazitat der endometrialen
ESC konnte mit dem Uberleben und der Proliferation in ektopischer Umgebung

zusammenhangen.
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1.2.3 Therapien

Die Endometriose ist eine primar dstrogen-abhéngige Krankheit mit Schmerzen
als Hauptsymptom. Die Behandlungsoptionen bei Endometriose sind entweder

chirurgische Verfahren oder eine medikamentdse Therapie.

Ziel der operativen Verfahren ist die komplette Entfernung aller sichtbaren
Endometrioseherde, meist mittels Laparoskopie oder Laparotomie. Da es sich
um  Operationen unter Vollnarkose handelt, bestehen allgemeine
Operationsrisiken. In ca. 20 % der Falle kommt es zu keiner Linderung der
Schmerzen (Abbott et al., 2004; Stratton und Berkley, 2011).

Bei einer medikamentdsen Therapie ist ein Ziel, Schmerzen mittels
Schmerzmitteln zu vermindern. Ein weiteres Ziel ist eine endogene
Hormonsenkung, um den Umbau des Endometriums wahrend des Zyklus zu
verhindern und eine Atrophie der Lasionen herbeizufihren. Dazu werden
Hormone eingesetzt. Zugelassene Medikamente sind z.B. Gonadotropin-
Releasing-Hormon-Agonisten (GnRH-Agonisten) und Visanne®. Weiterhin
werden oft orale Kontrazeptiva in zulassungtberschreitender Anwendung (Off-
Label-Use) eingesetzt. Allerdings sind auch diese Behandlungsoptionen mit
Nebenwirkungen verbunden. Vor allem bei GnRH-Agonisten kann es zu
typischen Wechseljahrsbeschwerden, wie z.B. Hitzewallungen,
Stimmungsschwankungen, Gewichtszunahme oder Osteoporose fihren. Daher
konnen GnRH-Agonisten nur Uber einen begrenzten Zeitraum eingesetzt
werden. Nach dem Absetzen der Medikamente tritt die Endometriose oft wieder

auf.

1.3 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt eine Reihe von inter-
und intrazellularen Prozessen. Wahrend dieser Transition verlieren
Epithelzellen ihre epithelialen Charakteristika und nehmen mesenchymale

Eigenschaften an.
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Epithelzellen bewegen sich normalerweise nur innerhalb der Zellschicht, ohne
dabei die Zell-Zell-Kontakte zu den Nachbarzellen zu verlieren. Somit verlassen
sie den epithelialen Zellverbund nicht. Bei der EMT wird die Polarisierung der
Zelle aufgehoben und die Zelle wird umstrukturiert. Adhasionsmolekule, die fur
die Zell-Zell-Kontakte verantwortlich sind, wie z.B. E-Cadherin und Zytokeratine
werden herunterreguliert. Die Expression mesenchymaler Moleklle, wie z.B.
Vimentin und N-Cadherin, steigt an. Dadurch verandert sich der Ph&notyp der
Zelle. Sie wird migratorisch und invasiv. Mesenchymale Zellen bilden keine
geordneten Zellverbdnde und sind nicht polarisiert. In vitro haben sie eine
spindelférmige, Fibroblasten-artige Form. Neben Vimentin und N-Cadherin
exprimieren Zellen wéhrend der EMT auch ECM-abbauende Enzyme z.B.
MMPs. Mittels dieser Enzyme konnen die Zellen die Basalmembran
Uberwinden, um in Blut- oder LymphgeféafRe einzuwandern, wo sie passiv in
entfernte  Gewebe gelangen. Dort kdonnen aus den Zellen Metastasen
entstehen. Es ist bekannt, dass 90 % aller Krebsarten aus epithelialen
Strukturen entstehen. Die EMT spielt somit eine mal3gebliche Rolle bei der

Tumorprogression (als Review s. Thiery, 2002; Christofori, 2006).

Bei der Embryogenese ist die EMT ein kritischer Faktor, denn ohne EMT
wirden sich mehrzellige Organismen nicht Uber das Blastula-Stadium hinaus
entwickeln kdnnen. Bei der Gastrulation durchlauft die Blastula eine grofie
Umorganisation, um die drei Keimblatter zu bilden. Dabei wandeln sich die
Epithelzellen durch EMT reversibel oder irreversibel in mesenchymale Zellen
um (Thiery und Sleeman, 2006; Ohta et al., 2010). Die EMT ist auch an der
Ausbildung von vielen Organen beteiligt, wie z.B. bei der Myogenese, der
Herzklappenformation oder der Ausbildung des Gaumens (Thiery, 2002;
Micalizzi und Ford, 2009).

Die EMT spielt auch eine Rolle bei der Entstehung von Organfibrosen durch
Gewebeverletzungen. Bei progressiven Nierenerkrankungen z.B. kommt es zu
einer Ansammlung von Proteinen der ECM, die von fibroblastoiden Zellen
gebildet werden. Mehr als ein Drittel dieser Fibroblasten entstehen mittels EMT

aus den tubuléaren Epithelzellen der Niere (Kalluri und Neilson, 2003).
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Die EMT kann durch viele extrazellulare Faktoren Uber verschiedene
Signalwege ausgeldst werden. Die Signalwege haben mehrere gemeinsame
Endpunkte, um die Expression von EMT-assoziierten Genen zu induzieren
(Thiery und Sleeman, 2006). Die EMT muss nicht immer vollstandig ablaufen.
Es kénnen auch EMT-ahnliche Phanotypen auftreten. Wahrscheinlich ist die
Umwandlung der Zellen stark vom zellularen Kontext und vom Zusammenspiel
der extrazellularen Signale abhangig. Zu den l6slichen Wachstumsfaktoren, die
EMT auslésen kdnnen, gehdren u.a. Proteine der transforming growth factor 8
(TGFB)-, IGF- und fibroblast growth factor (FGF)-Familien. TGFB1 und 3 z.B.
kénnen in vivo und in vitro eine EMT induzieren (Zeisberg et al., 2003; Nogai et
al., 2008).

1.3.1 Epithelial-mesenchymale Transition und Endome  triose

Erste Hinweise darauf, dass eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT)
auch bei Endometriose stattfindet, sind die Veranderungen im eutopen
Endometrium von Frauen mit Endometriose, die die Adhasion und Invasion der
Zellen im Bauchraum fordern (s. 1.2.2.1). Die verringerte E-Cadherin
Expression und die erhthte Expression von MMPs deuten auf einen
EMT-ahnlichen Phanotyp der Zellen hin. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass endometriale Gewebestiicke von gesunden Frauen innerhalb von einer
Stunde an peritoneales Mesothel adhéarieren (Witz et al., 2001). Bei einem
Vergleich zwischen endometrialen Zellen von gesunden und kranken Frauen
stellt sich heraus, dass sowohl EEC als auch ESC von Frauen mit
Endometriose besser an peritoneale Mesothelzellen adhéarieren, als Zellen von
gesunden Frauen (Griffith et al., 2010).

In endometrialen Primarzellkulturen aus Endometrium und L&asionen konnten
zwei verschiedene Zellpopulationen detektiert werden. Die einen waren
E-Cadherin-positiv und die anderen E-Cadherin-negativ. Beide Zelltypen waren
positiv fir Zytokeratin, was dafur spricht, dass es sich um EEC handelt. Aber
nur die E-Cadherin-negativen Zellen waren invasiv (Gaetje et al., 1997,

Zeitvogel et al., 2001). Die verminderte E-Cadherin-Expression und die erhéhte
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Invasivitat weisen darauf hin, dass ein Teil der Zellen einen EMT-&hnlichen

Phanotypen angenommen hat.

Ein weiterer Hinweis auf EMT bei Endometriose ist die erhdhte Konzentration
an TGFpB in der Peritonealflissigkeit (Kupker et al., 1998; Pizzo et al., 2002).
Wie unter 1.3 beschrieben kdnnen TGFBs die EMT induzieren. In neuesten
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass TGFB1 die Invasion von EEC
von Frauen mit Endometriose verstarkt. Die Proliferation und die Adharenz der
EEC andert sich durch die Behandlung mit TGFB1 nicht (Liu et al., 2009).

1.4 Bone morphogenetic proteins (BMPs)

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) sind multifunktionale
Wachstumsfaktoren, die zur TGFB-Superfamilie gehoren. Die Aktivitat der
BMPs wurde 1965 von Urist entdeckt. Urist konnte die Induktion von ektopem
Knochengewebe durch die intramuskulare Implantation von demineralisierter
Knochenmatrix in Ratten, Mausen und Kaninchen zeigen (Urist, 1965). Diese
Fahigkeit war auch namensgebend fir die BMPs. Inzwischen ist bekannt, dass
sie auch an der Regulation der Zellproliferation und -differenzierung beteiligt
sind sowie an Chemotaxis und Apoptose. Sie spielen eine fundamentale Rolle
bei entwicklungsbiologischen Prozessen, wie z.B. die Ausbildung der
Links-Rechts Asymmetrie, der Neurogenese, der Musterbildung und bei der
Entwicklung von Nieren, Darm, Lunge, Zahnen, GliedmalRen, Amnion und

Geschlechtsorganen (Hogan, 1996; Balemans und Van Hul, 2002).

Die erste Isolation von BMPs und die Aufklarung ihrer Gensequenz gelang
Wozney 1988 (Wozney et al., 1988).

Die TGFB-Superfamilie ist in mehrere Unterfamilien unterteilt. Die gréf3te
Unterfamilie ist die BMP-Familie. Mehr als 30 Mitglieder wurden bisher
beschrieben (Balemans und Van Hul, 2002). Dazu wird auch die strukturell
ahnliche Subgruppe der growth differentiation factors (GDFs) gezahlt. Weitere

Unterfamilien sind z.B. Aktivine und Inhibine.
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Ein charakteristisches Merkmal der BMP-Familie ist ein Cystinknoten-Motiv aus
sechs von sieben konservierten Cysteinen (Scheufler et al., 1999; Avsian-
Kretchmer und Hsueh, 2004). Uber zwei Disulfidbriicken wird ein acht
Aminosaurereste umfassender Ring gebildet. Eine dritte konservierte

Disulfidbriicke ist durch diesen Ring gefadelt und bildet den Knoten.

BMPs und alle anderen Mitglieder der TGFB-Superfamilie werden als
Vorlauferproteine translatiert. Diese setzen sich zusammen aus einem
N-terminalen Signalpeptid fir die Sekretion, einer Prodomane fir die Faltung

und einer C-terminalen reifen Doméane.

Nach der Abspaltung des Signalpeptids erfolgt die Dimerisierung der
Praproproteine Uber das siebte konservierte Cystein. Durch eine
endoproteolytische Spaltung an einem Arg-X-X-Arg Motiv entsteht das reife
Protein (Constam und Robertson, 1999). Auch die Bildung von Heterodimeren

aus zwei verschiedenen BMPs ist moglich.

1.4.1 BMP-Rezeptoren

Die Liganden binden an eine Familie von Transmembran Serin/Threonin
Rezeptorkinasen, die Uber SMAD-Proteine diverse zellulare Funktionen
regulieren. Im menschlichen Genom konnten 12 TGFB-Rezeptoren
nachgewiesen werden. Aufgrund von Sequenzhomologien und funktioneller
Eigenschaften werden sie in zwei Unterfamilien eingeteilt: TypI- und

Typ lI-Rezeptoren.

Alle Rezeptoren haben eine Liganden-bindende extrazellulare Domane, eine
Transmembrandoméne und eine intrazellulare Domane mit Kinasefunktion. Die
Typ I-Rezeptoren  haben unmittelbar vor der Kinasedomédne eine
hochkonservierte  Region aus 30 Aminosauren.  Aufgrund  der
Aminosaure-Abfolge SGSGSG wird diese Region auch GS-Box genannt. Die
Phosphorylierung dieser Region aktiviert die Kinase zur Signaltbertragung. Die
Kinasen der Typ IlI-Rezeptoren sind konstitutiv aktiv (Wrana et al., 1994).
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Die Liganden-Rezeptor-Verbindungen zwischen verschiedenen BMPs und ihren

verwandten Rezeptoren sind nicht exklusiv (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Interakti on zwischen Liganden der
TGFB-Superfamilie mit TypI- und Typ IlI-Rezeptoren und die Signalspezifitat der
R-SMADs (nach Shi und Massagué, 2003; mit Daten aus Shimasaki et al., 2004). Zu den
Typ I-Rezeptoren gehdren Activin-Like-Kinase 1 (ALK1), Activin Rezeptor Typ | (ActRI,
alias: ALK2), ActR1B (alias: ALK4), BMP Rezeptor Typ IA (BMPR1A, alias: ALK3), BMPR1B
(alias: ALK6), TGFB Rezeptor Typ | (TBR1, alias: ALK5) und ALK7. Zu den Typ lI-Rezeptoren
gehdren TBR2, BMPR2, ActR2, ActR2B und Mullerian inhibiting substance receptor (MISR2).

ActR2 und ActR2B wurden zunéchst als Activin-Rezeptoren identifiziert, aber
sie konnen auch Rezeptoren fur BMP6, BMP7 und GDF5 sein. BMPR2
dagegen bindet ausschliel3lich die BMPs BMP2, BMP4, BMP6, BMP7, BMP15,
GDF5 und GDF9 (Shimasaki et al., 2004).

Die Komplexitat der Liganden-Rezeptor-Interaktion wird dadurch erhéht, dass
einige BMPs verschiedene Typ I-Rezeptoren binden. BMP6 z.B. bindet in
C2C12 Zellen und MC3T3-E1 Zellen mit hoher Affinitdt an ActR1 und mit
geringer Affinitat an BMPR1A. In ROB-C26 Zellen hingegen bindet BMP6 mit
hoher Affinitat an BMPR1B (Ebisawa et al., 1999).
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Auf Grundlage von Quervernetzungsexperimenten wurden die
Liganden-Rezeptor-Interaktionen innerhalb der TGFB-Familie in zwei Gruppen
unterteilt (Shi und Massagué, 2003). Zur ersten Gruppe gehdren Activine und
TGFs. Sie binden hochaffin an ihre konstitutiv-aktiven Typ II-Rezeptoren
(Ventura et al.,, 1994). Die Bindung ermoglicht die Rekrutierung von
Typ I-Rezeptoren. Zur zweiten Gruppe gehéren z.B. die BMPs. BMP2 bindet
mit hoher Affinitat an einen seiner Typ I-Rezeptoren BMPR1A oder BMPR1B.
Die Affinitdt von BMP2 zu BMPR2 ist um ein 50-100faches niedriger (Kirsch et
al., 2000).

1.4.2 BMP Signaltransduktion

Sekretierte BMPs initiieren ein Signal durch die kooperative Bindung von einem
Typ |-Rezeptordimer und einem BMPR2 Rezeptordimer. Die konstitutiv aktiven
Typ lI-Rezeptoren transphosphorylieren die Typ I-Rezeptoren an der
GS-Doméne. Dadurch kommt es zu einer Konformationsanderung in der GS-
Box. Der aktivierte Typ I-Rezeptor gibt das Signal Uber die SMAD-Familie
intrazellularer Mediatoren weiter. SMADs konnen in 3 Klassen eingeteilt
werden. (1) Die Rezeptor-regulierten SMADs (R-SMADs), (2) das common-
mediator SMAD 4 (Co-SMAD) und die (3) inhibitorischen SMADs (I-SMADS).
Die R-SMADs (SMAD1, 2, 3, 5, 9) werden direkt von der Typ I-Rezeptor-Kinase
phosphoryliert und aktiviert. Die R-SMADs 2 und 3 werden als Activin- und
TGFB-aktivierte SMADs bezeichnet und die R-SMADs 1, 5 und 9 als
BMP-aktivierte SMADs (Abbildung 4) (von Bubnoff und Cho, 2001). Die
Phosphorylierung der R-SMADs fuhrt zur Dissoziation vom Rezeptorkomplex
und zur Bildung eines heteromeren Komplexes mit SMAD4. Anschliel3end
kommt es zur Translokation des Komplexes in den Zellkern. Dort interagiert der
Komplex mit spezifischen Transkriptionsfaktoren, um die Genexpression
verschiedener Zielgene zu regulieren (von Bubnoff und Cho, 2001; Balemans
und Van Hul, 2002; Chen et al., 2004).

Die BMP Signaltransduktion kann an drei Punkten moduliert werden. (1)
Inhibitorische SMADS (I-SMADs) und SMURFs konkurrieren um die Interaktion
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mit den Rezeptoren oder mit den Co-SMADs zur Bildung des R-SMAD/Co-
SMAD-Komplexes. (2) Der Pseudorezeptor BAMBI moduliert das BMP-
Signaling an der Membran durch die Bindung des BMPR2. (3) Extrazelluléare
BMP-Antagonisten modulieren die Bindung der BMP-Dimere an die Rezeptoren
(z.B. Noggin und USAG1) (Balemans und Van Hul, 2002).

RI antagonist

extracellular

Pseudo-

FBCRptor BMPR BMPR |

type lI  typel

Co-Smad
intracellular
nucleus
target gene
expression

response element

Abbildung 5: Schematische Darstellung des BMP Signa  Itransduktion. BMP-Dimere binden
an Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren vom Typ| und Typll. Nach der Ligandenbindung
transphosphoryliert der Typ II-Rezeptor den Typ I-Rezeptor, wodurch dieser aktiviert wird und
die R-SMADs phosphorylieren kann. Die phosphorylierten R-SMADs bilden einen heteromeren
Komplex mit dem Co-SMAD 4. Anschlieend kommt es zur Translokation des Komplexes in
den Zellkern, wo die Transkription der Zielgene aktiviert wird. An drei Stellen wird der Signalweg
moduliert: (1) I-SMADs und Smurfs inhibieren die SMADs. (2) Pseudorezeptoren modulieren
den Signalweg indem sie Typ ll-Rezeptoren binden. (3) BMP-Antagonisten binden
BMP-Dimere. (nach Balemans und Van Hul, 2002)
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1.4.3 BMPs im Endometrium

Die Mitglieder der TGFB-Superfamilie werden im Endometrium dynamisch
exprimiert. Durch ihre bekannten Funktionen bei Proliferation, Differenzierung,
Apoptose und Gewebeumbau wird vermutet, dass sie auch bei der Modulation
zellularer Prozesse wahrend des Zyklus und bei der Etablierung einer
Schwangerschatft wichtig sind (Jones et al., 2006).

Die mRNA von mehreren BMP-Familienmitgliedern ist im Uterus von Nagern
und Menschen exprimiert. Bei Mausen sind im Uterus BMP6 (Lyons et al.,
1989), BMP7 (Ozkaynak et al., 1997) und BMPR1B (Yi et al., 2001) exprimiert.
Hinweise daflr, dass das BMP-System eine funktionale Rolle im Uterus spielt,
fand man Uber BMPR1B-defiziente Mause. Diese Mause sind infertil, haben
UnregelmaRigkeiten im Zyklus und Defekte bei der Entwicklung endometrialer
Drisen (Yi et al., 2001). In situ Hybridisierungen zeigen, dass BMP6 und BMP7
im endometrialen Epithel und in daran angrenzenden Stromazellen koexprimiert
sind (Ozkaynak et al., 1997). BMPR1B dagegen wird nur in Epithelzellen
exprimiert (Yi et al., 2001).

Erickson et al. untersuchte mittels in situ Hybridisierung, die Expression der
BMP-Rezeptoren und —Liganden in Uteri von Ratten (Erickson et al., 2004). Er
fand heraus, dass alle drei BMP-Rezeptoren im endometrialen Epithel
exprimiert sind; BMPR1A und BMPR2 zusatzlich auch im Stroma und in den
Glattmuskelzellen. Alle drei Rezeptoren zeigen zyklische Variationen in ihrer
Expression. BMP2 und 7 sind sehr stark im Stroma exprimiert. BMP7 ist auch
im glandularen Epithel des Rattenendometriums exprimiert. Die Expression von
BMP2 aber nicht die von BMP7 ist zyklisch. Noggin ist im Stroma exprimiert.
BMP4 und BMP6 werden in Endothelzellen von Gefal3en exprimiert.

In situ Hybridiesierungsstudien in Mausen zeigen, dass BMP-Mitglieder auch
wahrend der Dezidualisierung exprimiert sind. Die BMP7 mRNA wird nach der
Implantation exklusiv in dezidualisierten Stromazellen nahe dem Epithel
exprimiert (Ying und Zhao, 2000). Wenn ein Embryo an das Epithel adhariert,
exprimieren die anliegenden Stromazellen BMP2 (Paria et al., 2001). Nach der

Implantation wird BMP2 in Dezidualzellen exprimiert, die am weitesten vom
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Embryo entfernt sind. Dass BMP2 bei der Dezidualisierung eine zentrale Rolle
spielt, konnte mittels eines konditionalen BMP2-Knockouts in Mausen gezeigt
werden. Die BMP2-Defizenz verursachte in den Mausen eine Infertilitat, die auf
das Ausbleiben einer Dezidualisierung der uterinen Stromazellen zurtickgefihrt
werden konnte (Lee et al., 2007). Weiterhin werden in der Dezidua der Maus
BMP4 und SMADL1 in vaskuldren Endothelzellen exprimiert (Ying und Zhao,
2000). Eine schwache BMP5 mRNA Expression konnte im Stroma nahe des
Myometriums nachgewiesen werden (Paria et al., 2001). Aul3erdem gibt es
einige Hinweise, dass BMP Antagonisten mit BMPs kolokalisiert sind, z.B.
Noggin (Paria et al., 2001) und DAN/Dante (Paria et al., 2001). Die mRNA des
BMP-Antagonisten USAG1 wird nur im maximal sensitizierten
Rattenendometrium exprimiert und konnte sich somit als Marker fir die

Rezeptivitat eignen (Simmons und Kennedy, 2002).

Auch im Menschen gibt es einige Hinweise darauf, dass die BMP-Mitglieder
eine Rolle bei der Dezidualisierung spielen. Die Expression von BMP2 steigt
durch die Dezidualisierung in vitro an und die Zugabe von BMP2 wahrend der
Dezidualisierung in vitro steigert die Expression des Dezidualisierungsmarkers
PRL (Li et al., 2007; Stoikos et al., 2008). Die mRNA von BMP7 konnte im
humanen Endometrium nachgewiesen werden, wobei die starkste Expression
wahrend der mittleren proliferativen Phase detektiert werden konnte. Wahrend
der spaten sekretorischen Phase und der Dezidualisierung nimmt die
Expression von BMP7 ab (Kodama et al., 2010). In kultivierten humanen ESC
konnte gezeigt werden, dass Progesteron die BMP7-Expression vermindert
(Kodama et al., 2010). Die Zugabe von BMP7 wahrend der Dezidualisierung in

vitro fihrte zu einer Verminderung der Expression von IGFBP1.

1.4.4 BMPs bei der epithelial-mesenchymalen Transit  ion

Die BMPs konnen eine EMT unterschiedlich regulieren. Wahrend der
Gastrulation und der Organentwicklung kénnen BMPs eine EMT induzieren, die
dann durch BMP-Antagonisten (wie z.B. Noggin) unterbrochen oder gestoppt
wird (Romano und Runyan, 2000; Ohta et al., 2010). AuRerdem induziert BMP4
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die EMT in humanen Ovarkarzinomzellen in vitro. Auf Zellen aus dem
Oberflachenepithel des Ovars hat BMP4 dagegen keinen Einfluss (Thériault et
al., 2007).

In epithelialen Brustkrebszellen konnte eine EMT durch BMP7 nicht induziert
werden (Piek et al., 1999), jedoch kann BMP7 die von TGFB1 induzierte EMT in
diesen Zellen riickgangig machen (Zeisberg et al., 2003). In Brustkrebszellen
steigert BMP7 die  Zytokeratin-Expression und  vermindert die
Vimentin-Expression, sodass die Zellen einen epithelialen Zelltyp haben (Buijs
et al., 2007b). Des Weiteren ist bekannt, dass BMP7 die EMT von
Mesothelzellen stoppen kann (Loureiro et al., 2010) und vor chronischer
Nierenfibrose schiitzt (Zeisberg et al., 2003; Zeisberg et al., 2005). Aul3erdem
inhibiert BMP7 die Bildung von Knochenmetastasen durch humane Brustkrebs-
oder Prostatakrebszellen in vivo (Buijs et al., 2007a; Buijs et al., 2007b). Die
Daten lassen vermuten, dass eine Balance zwischen dem TGFB-Signalweg und
dem BMP-Signalweg in Bezug auf die EMT besteht. Je nachdem, zu welcher
Seite diese Balance durch &ulRere Einflisse verschoben wird, findet eine EMT
statt oder nicht (Abbildung 6).

Auch andere BMPs konnen einer EMT entgegenwirken. BMP6 fordert die
E-Cadherin-Expression und sorgt so dafur, dass Zell-Zell-Kontakte erhalten
bleiben. Eine Hauptrolle spielt dabei der Transkriptionsfaktor 6EFI. Hohe
OEFI-Level sind mit einem invasiven Phanotyp von Brustkrebszellen assoziiert.
Durch BMP6 wird 6EFI herunterreguliert (Yang et al., 2007).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Balance z  wischen TGF B-Signalweg und

BMP7-Signalweg in der Niere. BMP7 fordert den epithelialen Phanotyp durch die Induktion
der SMAD7 und der inhibitors of differentiation (Id2/3)-Expression. SMAD7 inhibiert das
TGFB-Signaling und 1d2/3 inaktiviert den E-Cadherin Repressor E2A. Ids inhibieren weiterhin
einige TGFB-responsiven Gene, z.B. den connective tissue growth factor (CTGF). Durch die
Induktion von SnoN und TGIF férdert auch der hepatocyte growth factor (HGF) den epithelialen
Phanotyp. SnoN und TGIF inaktivieren den SMAD2/3/4 Komplex und reprimieren die
Transkription einiger TGFB-responsiver Gene, z.B. CTGF und a-smooth muscle actin (a-SMA).
TGFB dagegen fordert den mesenchymalen Phanotyp durch die schnelle Induktion von CTGF.
CTGF inhibiert die BMPs extrazellular, aktiviert Rezeptor-Systeme wie Trk/p75 und induziert die
Expression von E-Cadherin Repressoren. Weiterhin inhibiert CTGF die Expression von SMAD7,
wodurch die Transkription von a-SMA und plasminogen activator inhibitor-I (PAI-I) erhéht wird.
AuRBerdem assoziiert durch CTGF aktiviertes CREB mit dem BMP/SMAD-Komplex um die
Expression von SMADG6 zu induzieren. SMADG6 inhibiert das BMP7-Signaling und die Aktivitat
von 1d2/3. Dies fihrt zu einer verminderten E-Cadherin Aktivitdt. TGFB-induziertes PAI-I
wiederum inhibiert die Aktivitdt vom urokinase-type plasminogen activator (UPA) und vom
tissue-type plasminogen activator (tPA), die HGF und MMPs aktivieren kénnen (Wahab und
Mason, 2006).
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1.5 Zielsetzung

Ausgehend von der Hypothese dass das BMP-Signaling bei der Entstehung
und Persistenz der Endometriose eine Rolle spielt, war es das Ziel dieser Arbeit
die Aufgaben und Mechanismen des BMP-Signaling im Endometrium und bei
Endometriose zu untersuchen.

Dabei sollten folgende Fragen geklart werden:

* Welche Auswirkungen haben die BMPs auf die Dezidualisierung, also
die Vorbereitung der Stromazellen des Endometriums auf die Einnistung
einer Eizelle? Eine verminderte Dezidualisierung in Lasionen kdnnte die
Persistenz dieser erhohen und eine verminderte Dezidualisierung im
eutopen Endometrium von Frauen mit Endometriose konnte die hohe
Infertilitat in dieser Gruppe erklaren.

* Konnen Lasionen aus vereinzelten endometrialen Epithelzellen mittels
epithelial-mesenchymaler Transition (EMT) entstehen? Und ist dieser
Prozess durch die Zugabe von BMP7 reversibel, wie es fur

Brustkrebszellen beschrieben ist?

Zum erstmaligen Nachweis aller Komponenten der BMP-Signalkaskade im
Endometrium und in endometrialen Lasionen, wurde im ersten Schritt die
Expression dieser Komponenten mittels quantitativer PCR bestimmt.
Anschliel3end wurde der Einfluss der BMPs auf die Dezidualisierung untersucht.
Des Weiteren wurde versucht mittels TGFB1 oder TGFB3 Zugabe eine EMT der
endometrialen Epithelzellen zu induzieren. Es wurde auch getestet ob die durch
TGFB1 oder TGFB3 induzierten Veranderungen in der Genexpression durch die

Behandlung mit BMP7 reversibel sind.

Parallel zu den oben beschriebenen Versuchen sollte fir weitere
Untersuchungen ein dreidimensionales Zellkulturmodell fir das Endometrium
etabliert und optimiert werden. Dieses Modell sollte durch die Verwendung
intakter epithelialer Drisen und einer extrazellularen Matrix nédher an der in vivo
Situation sein, sodass z.B. die Zellen ihre Hormonrezeptoren auch uber eine
langere Kulturdauer behalten. Weiterhin sollte es auch moglich sein, parakrine
Wechselwirkungen zwischen endometrialen Epithel- und Stromazellen zu

untersuchen.
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv und Probengewinnung

Im Rahmen einer akademischen Kooperation der Bayer Pharma AG wurden
Endometrium, ovarielle Endometriose-Zysten und peritoneale Lasionen fur die
Genexpressionsanalyse von Patientinnen im Alter von 20-53 Jahren gewonnen.
Die Entnahme erfolgte im Rahmen der reguléren operativen Behandlung der
Patientinnen auf Grund der Diagnose Endometriose am behandelnden
Klinikum. Als Ausschlusskriterien fur die Probennutzung galten hormonelle
Behandlungen in den letzten drei Monaten vor der Operation, Anzeichen fur die
Menopause, infektiose Erkrankungen (z.B. Hepatitis C oder HIV) und Malignitat.
Das behandelnde Klinikum war dabei zur Information der Patientinnen nebst
Einholung einer entsprechenden Einwilligungserklarung sowie zur Beteiligung
der zustandigen Ethikkommission im rechtlich gebotenen Umfang verpflichtet.
Wahrend der Operation entnommene Gewebe wurden direkt in RNAlater
(Sigma-Aldrich GmbH, Seelze, DE) uberfuhrt. Die RNA Extraktion und die
Qualitatskontrolle erfolgten am behandelnden Klinikum. Die Proben wurden
anschlieBend an die Bayer Pharma AG lbergeben.

Die Endometrium-Proben fur die primare Zellkultur und das dreidimensionale
Zellkulturmodell stammen aus einer weiteren akademischen Kooperation. Es
wurden Strichkiretten und Abradate von Patientinnen verwendet, die auf Grund
einer diagnostizierten Endometriose, Uterus myomatosus, Adenomyose oder
mit dem Verdacht auf eine dieser Erkrankungen operiert wurden. Die
Patientinnen waren zwischen 27-48 Jahren alt. Es galten dieselben
Ausschlusskriterien wie oben genannt. Auch hier hat das behandelnde Klinikum
die Verpflichtung zur Information der Patientinnen nebst Einholung einer
entsprechenden Einwilligungserklarung sowie zur Beteiligung der zustandigen
Ethikkommission im rechtlich gebotenen Umfang 0bernommen. Die
Strichkuretten und Abradate wurden direkt nach der Entnahme in ca. 4 T kalte
Hank’s buffered salt solution (HBSS; PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria) Uberfihrt und in Bio-Bottles (Bio-Bottle; Auckland, Neuseeland) mit

Kihlpads aus dem Kihlschrank (~4 C) zur Bayer Phar ma AG transportiert. Bei
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der Bayer Pharma AG wurde das Gewebe bei 4 T gelag ert. Die Aufarbeitung

erfolgte innerhalb von 24 h nach der Operation.

Die Einteilung der Gewebeproben erfolgte mittels des vom jeweiligen
Kooperationspartner angegebenen Zyklustages. Proben aus der proliferativen
Phase stammen aus Zyklustag 1-14 und Proben aus der sekretorischen Phase
aus Zyklustag 15-28.

2.2 Zellkultur
2.2.1 Isolierung von endometrialen Stroma- und Epit  helzellen

Das Endometrium wurde nach der Entnahme durch den Operateur in sterile
gekuhlte 50 ml Falcons (Corning, New York City, USA) mit HBSS (PAA
Laboratories GmbH) uberfuhrt, zur Bayer Pharma AG transportiert und dort

innerhalb von 24 h aufgearbeitet.

Vor der Zellisolierung wurden sehr blutige Gewebe durch Schwenken der Probe
in ca. 20 ml HBSS gespult. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt bis das
HBSS klar blieb. Optional wurde ein kleines Stick des Gewebes in 3,7 %
Formaldehydlésung (37 % Formaldehydlésung; Merck, Darmstadt, DE)
verdunnt mit phosphate buffered saline (PBS; Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, DE)
fixiert, um es spéater mittels Histologie und Immunhistochemie charakterisieren

zu kénnen.

Fir die Zellisolation wurde das Gewebe in einer Petrischale (& 6 cm; Corning)
mit einem Skalpell (Paragon, Sheffield, UK) und einer Pinzette in ca. 1 mm?
grof3e Stucke geschnitten. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Gewebe
nicht austrocknet. Bei sehr grollen Sticken wurden einige Tropfen
Wachstumsmedium (s. 2.2.2, Tabelle 1) zugegeben, um ein Austrocknen zu
vermeiden. AnschlieRend wurden die Gewebestiicke mit 2 ml Medium in eine
neue Petrischale Uberfuhrt. Fir den Verdau wurden 2 ml Collagenase Typ |
(600 Units/ml; Worthington, New Jersey, USA; gelost in PBS mit Calcium und
Magnesium) zugegeben. Des Weiteren wurden 25ul DNasel (ca.

50000 Units/ml; Roche Diagnostics, Mannheim, DE; gel6st in H,O) zugegeben.
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Dieser Ansatz wurde fir ca. 1 h auf einem Wippschilittler (Grant-bio, Shepreth,
UK) im Brutschrank bei 37 € inkubiert. Bei diesem Verdau bleiben die
epithelialen Drisen erhalten und die endometrialen Stromazellen (engl.
endometrial stromal cells, ESC) werden zu Einzelzellen verdaut. Nach der
Inkubation erfolgte die Trennung der epithelialen Drisen von den ESC uber
zwei Filtrationsschritte. Die durch den Verdau entstandene Losung wurde tber
einen 100 um Filter (BD Biosciences, New Jersey, USA) in ein 50 ml Falcon
filtriert. Die Petrischale wurde mit 6 ml Wachstumsmedium gespult und auch
diese 6 ml wurden filtriert. Der Durchfluss wurde anschlieRend Uber einen
40 um Filter (BD Biosciences) filtriert, wobei das erste Falcon mit 10 ml
Wachstumsmedium nachgespult wurde. Im Durchfluss befanden sich nun die
vereinzelten ESC und Erythrozyten. Die beiden Siebe, in denen sich die
Driusensticke befanden, wurden umgedreht um die Drisen mit je 10 ml
Wachstumsmedium pro Sieb auszuspilen und in einer Petrischale
aufzufangen. AnschlielRend wurde die Losung in ein 50 ml Falcon tberfuhrt. Die
beiden Falcons mit den vereinzelten ESC und den epithelialen Drisen wurden
fir 2 min bei 450 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Beide Pellets
wurden in je 6 ml Medium aufgenommen und auf Zellkulturflaschen (25 cm?,
Corning) ausgesat und im Brutschrank bei 37 T gelagert. Bei sehr wenig
Gewebe und dementsprechend kleinen Pellets nach der Zentrifugation wurden
die Zellen auf 6-Well-Platten (Corning) ausgesat. Um Verunreinigungen durch
Epithelzellen, Leukozyten und Erythrozyten zu reduzieren wurde der erste
Mediumwechsel, mit vorherigem Spulen mit PBS, bei der Stromazellkultur nach
ca. 30 min durchgefuhrt. Nach dieser Zeitspanne waren die ESC bereits
adharent zur Oberflache, die Epithelzellen jedoch zusammen mit den restlichen
Zellen noch in Losung. Danach wurden die ESC fir ca. 3-5 Tage ohne
Mediumwechsel unter Standardbedingungen im Brutschrank bei 37 T und 5 %
COg, kultiviert bis diese konfluent waren. Sie wurden dann 1:2 bis 1:3 passagiert
(s. 2.2.3).

Die epithelialen Drisen wurden entweder direkt fur das dreidimensionale
Zellkulturmodell eingesetzt (s. 2.2.6) oder ausgesat und wie die ESC unter
Standardbedingungen kultiviert. Allerdings dauerte es langer, bis die

Epithelzellen (engl. endometrial epithelial cells, EEC) sich aus dem
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Drusenverband l6sten und auswuchsen. Die EEC wurden bei Erreichen der

Konfluenz 1:2 passagiert.

2.2.2 Kultivierung von primaren endometrialen Zelle  n und Zelllinien

Neben den frisch isolierten endometrialen Zellen wurden fir diese Arbeit auch
HeclB Zellen (ATCC-Nummer: HTB-113) verwendet. Bei dieser adharenten
Zellline handelt es sich um eine Subzelllinie der HeclA Zellen aus einem

humanen Adenokarzinom des Endometriums.

Die HeclB Zellen und die priméren endometrialen Zellen (ESC und EEC, s.
2.2.1) wurden in Wachstumsmedium unter Standardbedingungen im
Brutschrank bei 37 T und 5 % CO , kultiviert.

Tabelle 1: Ubersicht Uber die verwendeten Medien fii  r die Zellkultur

Humane endometriale
Medium Priméarzellen HeclB Zellen
(ESC und EEC)
D-MEM/E-12
Wachstumsmedium + 10 % FCS
+ 1 % Pen/Strep
D-MEM/F-12 D-MEM/F-12
Testmedium + 5% FCS + 3% FCS
+ 1 % Pen/Strep + 1 % Pen/Strep
Steroidhormonfreies D-MEM/F-12
Testmedium + 10 % oder 5 %
(dreidimensionales | steroidhormonfreies FCS
Zellkulturmodell) +1 % Pen/Strep
D-MEM/F-12
o _ + 20 % FCS
Einfriermedium
+ 1 % Pen/Strep
+ 10 % DMSO
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D-MEM/F-12 mit L-Glutamin und ohne Phenolrot (Bestell-Nr. 21041), sowie
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) und fotales Kalberserum (engl. fetal calve
serum, FCS) wurden von Gibco-Invitrogen bezogen. Das steroidhormonfreie
FCS wurde von der Firma ccpro (Oberdorla, DE) bezogen. Dimethylsulfoxid
(DMSO) stammt von der Sigma-Aldrich GmbH.

2.2.3 Subkultivierung von primaren Zellen und Zelll  inien

Zweimal wochentlich, wenn die Hecl1B Zellen eine Konfluenz von ca. 80-90 %
erreicht hatten, wurden sie passagiert. Die primaren Zellen von verschiedenen
Patienten wuchsen unterschiedlich schnell. Daher wurden diese Zellen nach

unterschiedlicher Kulturdauer, bei einer Konfluenz von ca. 80-90 %, passagiert.

Dazu wurden zunachst alle Medien und bendtigten Lésungen im Wasserbad
auf 37 € vorgewarmt. Als erstes wurde dann das Med ium abgesaugt und die
Zellen mit PBS gespult. Anschlie3end wurden 1,5 ml TrypLE Express (Gibco-
Invitrogen) zugegeben und die Zellen fur 3-5 min im Brutschrank inkubiert, bis
sie sich vollstéandig von der Flaschenoberflache abgel6st hatten. Nach Zugabe
von Wachstumsmedium wurden die Zellen durch Suspendieren vereinzelt und
durch Zentrifugation bei 450 g fur 2 min bei Raumtemperatur pelletiert. Der
Medientuberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in
Wachstumsmedium resuspendiert. Je nach geplanter Kulturdauer wurden die
HeclB Zellen in einem Verhéltnis von 1:3 oder 1:6 passagiert, die ESC in
einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:3 und die EEC immer in einem Verhaltnis von
1:2. Die Hec1B Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm?, Corning) mit 12 ml
Wachstumsmedium unter Standardbedingungen im Brutschrank kultiviert. Die
ESC und EEC je nach dem Teilungsverhaltnis in 25cm? oder 75 cm?

Zellkulturflaschen mit 6 bzw. 12 ml Wachstumsmedium.

2.2.4 Zellzahlbestimmung

Zur Standardisierung und Vergleichbarkeit von in vitro Experimenten wurde die

Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dazu wurde die Kammer mit
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Ethanol gereinigt und zusammengesetzt. In den Zwischenraum zwischen
Deckglas und Zahlkammer wurden 10 pl Zellsuspension gegeben.
Lichtmikroskopisch wurden die Zellen in den 4 Grof3quadraten ausgezéhlt und
der Mittelwert gebildet. Da alle Teilfelder des Gesamtzahlfeldes die gleiche
GroRe haben, entsteht ein genau definierter Raum aus 0,1 mm Tiefe, 0,1 pl

Volumen und 1 mm? Flache. Daraus wurde die Zellzahl/ml wie folgt berechnet:

Mittelwert » 10* » Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension = Zellzahl/ml|

2.2.5 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Um Kryo-Kulturen herzustellen wurden die Zellen bei einer Konfluenz von
70-80 % wie bei der Subkultivierung geerntet (s. 2.2.3). Die Zellsuspension
wurde bei 450 g fur 2 min bei Raumtemperatur pelletiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in Einfriermedium resuspendiert und in 1,2 ml
KryogefalRe (Corning) pipettiert. Die Kryogefal3e wurden zunéchst in einem
Gefrierbehélter (Nalgene/Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA) tber
Nacht auf -80 C gekuhlt. Zur Langzeitlagerung wurd en die Zellen in fllissigen
Stickstoff (-196 ) uberfuhrt.

Um Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die gefrorenen Zellen ziigig im
Wasserbad bei 37 T aufgetaut und sofort in vorgewa rmtes Wachstumsmedium
Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde bei 450 g fur 2 min zentrifugiert, um den
DMSO-Gehalt zu reduzieren. Das Zellpellet wurde in Wachstumsmedium
resuspendiert, in eine  Zellkultur-Flasche transferiert und  unter
Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert bis die Zellen subkultiviert

werden konnten.

2.2.6 Endometriales dreidimensionales Zellkulturmod ell

Das dreidimensionale Zellkulturmodell wurde nach dem Vorbild von Blauer et
al. erstellt und weiter optimiert um ein Modell fiir das eutopische Endometrium
zu haben, das der in vivo Situation entspricht (Blauer et al., 2005). Ein Schema
fur das Modell ist in Abbildung 7 dargestellt.
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_.\ I.- +—— Membraneinsatz

©© ® @ @f Epitheliale Drisen in Matrigel

e ———————————) ——  Stromazellen (ESC)

Abbildung 7: Schema des endometrialen dreidimension alen Zellkulturmodells. Nach der
Isolation der epithelialen Drisen und der ESC aus humanem Endometrium wurden die
epithelialen Drisen in Matrigel resuspendiert und in einen Membraneinsatz ausgesat. Die ESC
wurden auf eine 24-Well Platte ausgesat. Nach 30 min wurde bei den ESC ein Mediumwechsel
durchgefuihrt und der Membraneinsatz mit dem inzwischen gelierten Matrigel auf die ESC
gesetzt. Auch auf das Matrigel wurde Medium gegeben.

Nach der Isolation der vereinzelten ESC und der epithelialen Drisen, wurden
die Drusen in phenolrot-freiem Matrigel (BD Biosciences) resuspendiert.
Matrigel ist eine lI6sliche Basalmembran, die aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-
Maus-Tumor extrahiert wird. Es besteht hauptsachlich aus Laminin und
Kollagen IV. Je 200 ul der Suspension wurden in einen Membraneinsatz (3 pm
PorengréRe, BD Biosciences) gegeben. Matrigel ist nur bei 4 T flussig, daher
wurden alle bendtigten Materialien bei 4 C gelager t. Das Matrigel wurde in 1 ml
Aliquots bei -20T gelagert und 24 h vor der Verwen dung auf 4 C gestellt. Die
Verarbeitung erfolgte auf Eis. Damit das Matrigel nach der Aussaat gelieren

konnte wurden die Ansatze fiur 30 min bei 37 T im B rutschrank inkubiert.

Die ESC wurden in Wachstumsmedium aufgenommen und auf eine 24-Well
Platte (BD Biosciences) ausgesat. Nach 30 min wurden die Zellen mit PBS
(Gibco-Invitrogen) gespult und frisches Wachstumsmedium wurde zugegeben.
Die Membraneinsatze wurden auf die Wells, an deren Boden die ESC wuchsen,
Uberfihrt und auch auf das Matrigel wurden 200 pul Wachstumsmedium
gegeben. Das Modell wurde unter Standardbedingungen im Brutschrank

kultiviert.

24 h vor einer Hormonbehandlung wurden die Zellen und die Inlays mit PBS
gespult und es wurde steroidhormonfreies Testmedium (10 % FCS) zugegeben.
Nach 24 h wurde mit der Hormonbehandlung in Testmedium mit 5 %

steroidhormonfreiem FCS gestartet. Dazu wurde das Medium abgesaugt und
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1 ml frisches Testmedium mit 10 nmol/l 17B-Estradiol (Ez; Sigma-Aldrich
GmbH) oder als Losungsmittel-Kontrolle DMSO fiir 24 oder 48 h zugegeben.

Um die Auswirkungen einer unterschiedlichen Kulturdauer oder der Behandlung
auf die Drusen im Matrigel zu beobachten wurden die Membraneinsétze fixiert
oder das Matrigel mit den Drisen wurde fur die RNA-Isolation in RLT-Puffer
aufgenommen (s. 2.5). Fur die Fixierung wurden die Membraneinsatze tber
Nacht in 3,7% Formaldehydlosung bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend wurde die Membran mit einer Injektions-Kanule (& 0,45 mm,;
B.Braun, Melsungen, DE) aus dem Einsatz gelost. Das fixierte Matrigel wurde
vorsichtig in ein Einbettférmchen Uberfihrt und, wie unter 2.9 beschrieben,
weiter verarbeitet. Die ESC wurden immer in RLT-Puffer aufgenommen.
Aufgrund der Verwendung von Matrigel wurden die Drisen wie auch die ESC
vor der RNA-Isolation fur 2 min bei maximaler Geschwindigkeit in einer

Mikrozentrifuge Uber eine QIAshredder Saule (Qiagen) homogenisiert.

2.3 Dezidualisierungsassay

Um eine Dezidualisierung der humanen ESC in vitro durchzufiihren wurden
zunachst 50.000 Zellen pro Well in je 1 ml Wachstumsmedium auf 12-Well
Platten (Corning) ausgeséat. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und
Testmedium fir ESC zugegeben. Nach weiteren 24 h wurde mit der
Behandlung der Zellen begonnen. Der erste Tag der Behandlung wurde als
Tag 0 festgelegt. Die Dezidualisierung wurde durch 0,5 mM 8-Br-cAMP (CAMP;
Sigma-Aldrich GmbH; gel6st in PBS) im Testmedium induziert. Es wurden je
zwei Wells pro Abnahmetag unter Dezidualisierung und je zwei Wells als
Kontrolle ohne cAMP angelegt. Zu den Kontrollen wurde zuséatzlich eine
entsprechende Menge PBS gegeben, um eine Beeinflussung der Ergebnisse
durch PBS auszuschliel3en.

Zur Etablierung des Dezidualisierungsassays erfolgte jeweils an den Tagen 3,
5, 7 und 14 die Gewinnung der RNA (s. 2.5). Bei den verbliebenen Wells wurde
ein  Mediumwechsel mit frischem Behandlungs- und Kontrollmedium

durchgefuhrt. Zwischen Tag 7 und Tag 14 wurde zusatzlich alle 2-3 Tage ein
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Wechsel des entsprechenden Mediums durchgefuhrt. Von den Zellen wurden
mikroskopische Aufnahmen gemacht um morphologische Veranderungen zu

dokumentieren.

2.3.1 Dezidualisierungsassay mit Zugabe von BMPs

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die BMPs auf die Dezidualisierung
haben, wurden humane ESC wahrend der Dezidualisierung durch cAMP
zusatzlich mit 50 ng/ml rekombinantem humanem BMP2 (R&D Systems,
Minneapolis, USA), 50 ng/ml rekombinantem humanem BMP4 (R&D Systems),
200 ng/ml rekombinantem humanem BMP6 (Peprotech, Hamburg, DE) oder
100 ng/ml rekombinantem humanem BMP7 (R&D Systems) behandelt. Wie
unter 2.3 beschrieben wurden ESC in Wachstumsmedium ausgesat, 24 h in
Testmedium kultiviert und anschlieRend behandelt. Zusatzlich zur Behandlung
mit CAMP und der entsprechenden Kontrolle wurden Behandlungsgruppen mit
0,5 mM cAMP + BMP2, 4, 6 oder 7 mitgefuhrt. Die Behandlung erfolgte tber 5
Tage. Nach 2 oder 3 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem
Behandlungsmedium. An Tag 5 wurden die Zellen fur die RNA-Isolation (s. 2.5)
in RLT-Puffer aufgenommen.

2.4 Assay fur EMT

Um zu untersuchen, ob die HeclB Zellen und die primaren EEC unter
geeigneten Bedingungen eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT)
durchfihren, wurden die Zellen zunachst in ihrem entsprechenden Testmedium
auf 12-Well Platten ausgeséat. Dazu wurden die HeclB mit 250.000 Zellen pro
Well eingesetzt und die primaren EEC mit 50.000 Zellen pro Well.

Nach ca. 8 h wurden die Zellen mit PBS gespult und die Behandlung wurde mit
frischem Medium gestartet. Um eine EMT zu induzieren, wurden die Zellen fur
48 und 96 h mit 10 ng/ml rekombinantem humanem TGFB1 oder TGFB3 (beide
von Peprotech) behandelt. Nach 48 h wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt.

Eine Lésungsmittel-Kontrolle fur die TGFs wurde mitgefuhrt.
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Um eine mdogliche Reversibilitdt der EMT durch BMP7 zu untersuchen, wurde
die EMT zuné&chst fiir 48 h wie oben beschrieben induziert. Anschlie3end wurde
das Medium abgenommen und die Zellen wurden mit 100 ng/ml BMP7 fur
weitere 48 h behandelt. Auch fur BMP7 wurde eine Ldsungsmittel-Kontrolle
mitgefuhrt. Weiterhin wurde untersucht, ob die alleinige Behandlung mit BMP7
oder mit der entsprechenden Losungsmittel-Kontrolle einen Effekt auf die Zellen

hat. Alle Behandlungen wurden in Doppelwerten durchgefihrt.

Nach der Behandlung wurden die Zellen fur die RNA-Isolation in RLT-Puffer
aufgenommen (s. 2.5) und anschlie3end wurde eine gPCR durchgefuhrt. In der
gPCR wurde die Expressionsénderung von FN1, ITGAV, ITGB1, KRT18, KRT7,
MMP2, PLEK2, SERPINE1, TMEM132A, VIM gemessen (s. 2.7).

2.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Die Gesamt-RNA aus Zellkulturen wurde nach den Angaben des Herstellers mit
dem RNeasy Mini oder dem RNeasy Micro Kit im QiaCube (Qiagen, Hilden,
DE) durchgefihrt.

Die Homogenisierung der Zellen erfolgte nach dem Spuilen mit PBS durch auf-
und abpipettieren von 350 pl RLT-Puffer versetzt mit 1 % B-Mercaptoethanol
(B-ME; Sigma-Aldrich GmbH) pro Well. Die Zellsuspension wurde in ein 2 ml
Eppi (Eppendorf AG, Hamburg, DE) Uberfuhrt und bei -20 T eingefroren oder

direkt weiterverarbeitet.

Die RNA-Isolation wurde im QiaCube nach dem Protokoll ,Animal tissues and
cells with DNase digest (Version 2)* fir das RNeasy Mini oder Micro Kit
durchgefuihrt. Das Protokoll beinhaltet einen DNase-Verdau. Das
Elutionsvolumen wurde bei Verwendung des RNeasy Mini Kits fir Hec1B Zellen
auf 40 pl H,O eingestellt. Bei der Verwendung des RNeasy Micro Kits wurde
das Elutionsvolumen fur primare Zellen auf 15 pl H,O und fir Hecl1B Zellen auf

30 ul eingestellt.

Fur die Durchfuhrung wurden die eingefrorenen Proben bei Raumtemperatur

aufgetaut. Der QiaCube wurde anschlielend nach Herstellerangaben mit allen
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notigen Puffern und Verbrauchsmaterialien bestickt und die RNA-Isolation

durchgefuhrt.

2.5.1 Quantifizierung der RNA

Die RNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop ND-8000 (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) photometrisch bestimmt. Das Verhéltnis der optischen Dichte

von 260 nm (RNA) zu 280 nm (Protein) sollte zwischen 1,8 und 2 liegen.

2.6 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde der SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
SuperMix for qRT-PCR von Invitrogen verwendet. Es wurden je 500 ng RNA
eingesetzt. Die RNA-Ausbeute aus dem dreidimensionalen Zellkulturmodell lag
oft unter 500 ng. Hier wurden die maximalen 8 ul eingesetzt. Alle Arbeitsschritte

wurden, wie vom Hersteller im Protokoll beschrieben, durchgefihrt.

2.7 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Die Expressionslevel ausgewahlter Gene wurden mit TagMan®-Sonden von
Applied Biosystems (Californien, USA) analysiert. Tabelle 2 zeigt eine

Zusammenstellung aller in dieser Arbeit verwendeten TagMan®-Sonden.

Tabelle 2. Verwendete TagMan ®-Sonden. (Sequenzen nicht 6ffentlich)

Gen Gen Symbol Assay ID Referenz-Sequenz
Bone morphogenetic
protein 6 BMP6 Hs01099594 m1 NM_001718.4
Bone morphogenetic
protein 2 BMP2 Hs00154192_m1 NM_001200.2
Bone morphogenetic NM_130850.2
rotoin 4 BMP4  Hs00370078_m1 NM_130851.2

NM_001202.3
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Gen Gen Symbol Assay ID Referenz-Sequenz
Bone morphogenetic
protein 7 BMP7 Hs00233476_m1 NM_001719.2
Bone morphogenetic
protein receptor 2 BMPR2 Hs00176148_m1 NM_001204.6
Bone morphogenetic
protein receptor, type 1A BMPR1A Hs01034909 g1 NM_004329.2
Bone morphogenetic
protein receptor, type 1B BMPR1B Hs00176144_m1l NM_001203.2
Cathepsin D CTSD Hs00157201_m1 NM_001909.3
Cyclophilin A PPIA Hs99999904 m1l NM_021130.3
NM_212474.1
NM_212476.1
: . NM_212478.1
Fibronectin 1 FN1 Hs01549976_m1 NM_212482.1
NM_002026.2
NM_054034.2
Forkhead box O1 FOXO1 Hs01054576_m1 NM_002015.3
Growth regulation by NM_033090.2
estrogen in breast cancer GREB1 Hs00536409_m1 NM_148903.2
1 NM_014668.3
Insulin-like growth factor
protein 1 IGFBP1 Hs00236877_m1 NM_000596.2
NM_001144999.1
Integrin, alpha V ITGAV Hs00233808_m1 NM_001145000.1
NM_002210.3
NM_033668.2
Integrin, beta 1 ITGB1 Hs00559595 m1 NM_133376.2
NM_002211.3
. NM_199187.1
Keratin 18 KRT18  Hs01920599_gH NM_000224.2
Keratin 7 KRT7 Hs00559840_m1 NM_005556.3
. . NM_001127891.1
Matrix metallopeptidase 2 MMP2 Hs00234422 ml NM_004530.4
Matrix metallopeptidase 9 MMP9 Hs00234579 m1l NM_004994.2
Noggin NOG Hs00271352_s1 NM_005450.4
Pleckstrin 2 PLEK2 Hs01026902_m1 NM_016445.1
Progesterone receptor PGR Hs00172183 ml NM_000926.4
. NM_001163558.1
Prolactin PRL Hs00168730_m1 NM_000948.4
Sclerostin domain SOSTDC1
containing 1 (auch uterine (auch
sensitization-associated NM 015464.2
gene 1) USAGl) Hs00383602_m1 _
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Gen Gen Symbol Assay ID Referenz-Sequenz

NM_001040058.1

Secreted phosphoprotein 1~ SPP1 (auch Hs00959010_m1 NM_001040060.1

(auch Osteopontin) OPN)

NM_000582.2
serpin peptidase inhibitor,
clade E (nexin, SERPINE1 NM_001165413.1
plasminogen activator (auch PAI1) Hs01126604_m1 NM_000602.3
inhibitor type 1), member 1
SMAD family member 4 SMAD4 Hs00929647_m1 NM_005359.5
. NM_001003688.1
SMAD family member 1 SMAD1 Hs00195432 m1l NM_005900.2
NM_001001419.1
SMAD family member 5 SMAD5 Hs00195437_m1 NM_001001420.1
NM_005903.5
. NM_001127217.2
SMAD family member 9 SMAD9 Hs00195441 ml NM_005905.5
Transmembrane protein NM_017870.3
132A TMEM132A Hs00250439_m1l NM_178031.2
Vimentin VIM Hs00185584 m1l NM_003380.3

Die Losungen fur die PCR wurden unter Verwendung des Platinum gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen, Karlsruhe, DE) angesetzt. In Tabelle 3 ist das
Standardprotokoll einer solchen PCR zusammengefasst. Dazu wurden
zunachst der SuperMix mit den TagMan-Sonden versetzt und auf V-férmige
96-Well Platten (Greiner bio-one, Frickenhausen, DE) pipettiert (pro Spalte eine
TagMan-Sonde) und die cDNA versetzt mit Wasser auf eine weitere
96-Well Platte pipettiert (pro Well eine cDNA). Mithilfe des Biomek3000
Pipettierroboters von Beckman Coulter (Californien, USA) wurden cDNA und
Mastermix auf einer 384-Well Platte von Applied Biosystems vereinigt. Alle
PCR-Reaktionen wurden in Duplikaten angesetzt. Bei jedem Versuch wurde
eine NTC (non-template control) mit einer entsprechenden Menge H,O anstatt
cDNA mitgefuhrt.
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Tabelle 3: Standard Pipettierprotokoll fir eine gPC R Reaktion in einem 384er Well

Menge Reagenz
054l TagMan-Sonde (20x) 96-Well Platte mit
5l MasterMix (2x) TagMan-Sonden
0,25 ul CDNA 96-Well Platte mit
4,25 pl H,O cDNA
Summe: 10

Die gPCR wurde anschlieRend mit dem ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) nach dem in Tabelle 4 gezeigten

Schema durchgefuhrt.

Tabelle 4: Standardprotokoll fiir einen gPCR-Lauf

Schritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Carry-over-Verdau 50 C 2 min 1x
Aktivierung der Tag-Polymerase 95 <C 10 min 1x
Denaturierung der cDNA 95 C 15s } 40x
Annealing und Elongation 60 C 1 min

Die Expressionsdaten wurden mittels der Sequence Detector Version 2.4
Software (Applied Biosystems) analysiert. Anschlie@Rend wurden die
Zyklusschwellenwerte (cycle threshold, C-Werte) der Gene zum Housekeeping-

Gen Cyclophilin A normalisiert und potenziert.

2.8 PCR Array fur EMT

Fur den PCR Array wurden an zwei verschiedenen Tagen HeclB Zellen in

Testmedium auf 6-Well Platten ausgesat (625.000 Zellen pro Well).

Nach je ca. 8 h wurde das Medium abgenommen, die Zellen wurden mit PBS
gespult und das Behandlungsmedium mit 10 ng/ml TGFB3 oder die
Losungsmittel-Kontrolle wurden zugegeben. Nach je 48 h Behandlung wurden
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die Zellen, wie unter 2.5 beschrieben, mit PBS gespult, in RLT-Puffer

aufgenommen und eingefroren.

Die RNA-Isolation wurde, wie unter 2.5 beschrieben, mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen) durchgefiuihrt. AnschlieBend wurde die RNA-Konzentration am
NanoDrop bestimmt (s. 2.5.1). Die RNA-Konzentration wurde mit RNase freiem
H,O auf 250-350 pug/ml eingestellt.

Am Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Boblingen, DE) wurde auf
RNA Nano Chips (Agilent Technologies) die RNA-Qualitdt, anhand von
Elektropherogrammen und Gel-ahnlichen Bildern, bestimmt. Die RNA war fast

vollstandig intakt.

Bei der cDNA-Synthese wurden 500 ng RNA eingesetzt. Die cDNA wurde mit
dem RT? First Strand Kit von SABiosciences (Hilden, DE) nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Es wurde Nuklease-freies nicht DEPC-behandeltes
Wasser (Ambion, Austin, USA) verwendet.

Fur die PCR wurden die Platten ,RT2 Profiler™ PCR Array Human Epithelial to
Mesenchymal Transition (EMT)" (SABiosciences) verwendet. Nach Angaben
des Herstellers wurde die cDNA der Proben zum RT2 SYBR Green/ROX PCR
Master mix (SABiosciences) gegeben. Diese Proben-Losungen wurden mittels
mitgelieferter Schablonen auf die 384er PCR Platten pipettiert (10 pl pro Well).
Anschlieend wurden die Platten fir 1 min bei 1000 g zentrifugiert, um
Luftblasen zu entfernen. Die PCR wurde nach dem in Tabelle 5 dargestellten
Schema durchgefuhrt. Nach der PCR wurde eine Dissoziationskurven-Analyse

durchgefuhrt.

Tabelle 5: Protokoll fir den PCR Array flir EMT

Schritt Temperatur Zeit  Zyklenzahl
Aktivierung der HotStart DNA 95 C 10 min 1x
Polymerase
Denaturierung der cDNA 95 C 15s
Detektion und Aufnahme der SYBR 40X
Green Fluoreszenz wahrend des 60 C 1 min

Annealings
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Zur Berechung des Faktors der Genexpressionsanderungen wurden die
Mittelwerte der Behandlungsgruppen aus den zwei unabhangigen Versuchen
berechnet und die Expressionsniveaus im Bezug auf die Losungsmittel-

Kontrolle normiert.

2.9 Histologische und immunhistochemische Untersuch ungen

Formaldehyd fixierte Gewebe wurden in Paraffin (Merck) eingebettet. An einem
Rotationsmikrotom (Leica GmbH, Wetzlar, DE) wurden 3-5 um dicke Schnitte
aus den Geweben angefertigt. Die Schnitte wurden auf SuperFrost Ultra Plus
Objekttrager (Menzel GmbH, Braunschweig, DE) aufgezogen. Fir eine
Gesamtbetrachtung wurden die Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Dafur
wurden die Schnitte auf den Objekttragern 2x 10 min in Xylol (CgHio, Merck)
entparaffiniert und anschliel3end in einer absteigenden Alkoholreihe fir je 2 min
in 100 %, 96 %, 80 %, 70 % und 60 % Ethanol (Merck; verdinnt in destilliertem
H.O) hydriert. Danach wurden die Schnitte in destilliertem H,O gespdult und fur
30 s in Hamatoxylin (DAKO) geféarbt. AnschlieRend wurden die Schnitte far
10 min mit Leitungswasser geblaut und fir 2 min mit Eosin-Lésung (Chroma,
Munster, DE) gefarbt. Die Schnitte wurden dann wieder dehydriert, indem sie
fur je 15 s in einer aufsteigende Alkoholreihe getaucht wurden (60 %, 70 %,
80 %, 96 %, 100 %) gefolgt von 2x 10 min Inkubation in Xylol. Am Ende wurden
die Schnitte mit Eindeckmittel (Shandon Xylene Substitute Mountant, Thermo
Scientific) und Deckglaschen eingedeckt.

Immunhistochemische Untersuchungen wurden mit dem DAKO EnVision
Protokoll fur rabbit oder fur mouse Antikorper (DAKO, Carpinteria, USA)
durchgefuhrt. Als erstes wurden die Schnitte wie oben beschrieben hydriert und
5min in PBS gespullt. AnschlieRend wurde eine hitzeinduzierte Epitop
Demaskierung in der Mikrowelle durchgefiihrt. Dies erfolgte in Target Retrieval
Losung (pH 6, DAKO) fur ca. 2 min bei 850 W, bis die Losung zu kochen anfing
und anschlieBend 2x 7 min bei 90 W. Zum Abkuhlen wurden die Schnitte
30 min bei Raumtemperatur in der Target Retrieval Losung stehen gelassen.

Die Schnitte wurden mit dem DAKO-Pen umrandet und 5 min in PBS gesplilt.
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Dann wurden die Schnitte fur 5 min in TBS gespdult. Daftr wurde ein Packchen
TBS (DAKO) in 1L VE-Wasser gelost (Konzentration: 0,05 mol/l Tris-HCL).
AnschlieRend wurden die Schnitte fur 10 min in einer Peroxidase-Losung
(0,03 % H,0,, DAKO) und zum Spdulen fur 5 min in TBS inkubiert. Es folgte eine
Inkubation mit Protein Block (serum-frei, DAKO) fur 30 min. Die Bindung des
ersten Antikorpers erfolgte nach Abklopfen des Proteinblocks flr 2 h bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Folgende Antikdrper wurden
verwendet: Polyklonaler rabbit anti-human BMP7 Antikoérper (eingesetzte
Endkonzentration 10 pg/ml; Abcam, Cambridge, UK), polyklonaler rabbit anti-
human Phospho-Smadl (Ser463/465)/Smad5 (Ser463/465)/Smad8
(Serd426/428) Antikorper (pSMAD-1/5/8, eingesetzte Endkonzentration
0,5 ug/ml; Cell Signaling, Massachusetts, USA), monoklonaler mouse anti-
human Progesteronrezeptor Antikorper (eingesetzte Endkonzentration 5 pg/mi;
Immunotech, Marseille, F), monoklonaler mouse anti-human Ostrogenrezeptor
Antikérper (eingesetzte Endkonzentration 15 pg/ml; Immunotech). Die
Antikérper wurden auf die angegebene Endkonzentration mit Antikdrper-Diluent
(DAKO) verdunnt. Negative Kontrollen wurden nur mit Antikdper-Diluent
inkubiert. Als IgG-Kontrolle wurde bei dem pSMAD-1/5/8 Antikérper normales
rabbit 1gG (Cell Signaling) in der entsprechenden Konzentration mitgefuhrt.
Nach der Primarantikdrper-Inkubation wurden die Schnitte 3x 2 min mit TBS
versetzt mit 0,05 % Tween (TBST; Tween von DAKO) gespult. Anschlie3end
wurden die Schnitte fur 30 min mit Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem
Sekundarantikorper, aus dem entsprechenden EnVision Kit, inkubiert. Es folgte
erneutes Spulen in TBST (3x 2 min). Die Visualisierung der Antikdper erfolgte
mit zwei verschiedenen Peroxidase-Substraten: DAB (braun; DAKO) und
NovaRed (rot; Vector, Peterborough, UK). Die Gegenfarbung wurde mit
Hamatoxylin durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden am Keyence-Mikroskop (BZ-
8000K, Keyence, Neu-lsenburg, DE) mit der Software BZ-Image Viewer &

Analyzer (Version 2.50) analysiert und dokumentiert.
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2.10 Statistik

Generell wurden die gewonnenen Daten zunachst mithilfe von Lage- und
Streuungsmal3en dargestellt, sowie durch Grafiken prasentiert. Im Anschluss
daran wurden statistische Hypothesentests und Konfidenzintervalle berechnet,
wobei p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angenommen wurden. Dies
erfolgte bei der Analyse der Expressionsdaten und der EMT-Assays mit der
Unterstitzung der Abteilung ,Global Drug Discovery Statistics” der Bayer
Pharma AG unter Verwendung des Statistik-Programm-Paketes SAS®, Version
9.2 (Heidelberg, Deutschland).

2.10.1 Statistische Analyse der Expressionsdaten

Bei den mittels gPCR bestimmten Genexpressionsdaten wurden die zum
Housekeeping-Gen normalisierten und potenzierten Daten fur den Vergleich
zwischen den drei untersuchten Gewebetypen pro Zyklusphase (proliferativ und
sekretorisch) verwendet.

Fur jede Zyklusphase wurden die Expressionsdaten pro Gen zwischen den drei
Gewebetypen mithilfe eines gemischten linearen Modells verglichen. Dabei
wurde die Genexpression als abhéngige Variable modelliert, das Gewebe
stellte einen festen und die Patientin einen zufalligen Faktor dar.

Fur den Vergleich der Expressionsdaten eines Gens innerhalb eines Gewebes
zwischen den Proben aus der proliferativen und aus der sekretorischen
Zyklusphase wurde ein nach Satterthwaite modifizierter t-Test flr

heteroskedastische Stichproben durchgefuhrt.

2.10.2 Statistische Analyse der Dezidualisierungsas  says

Bei den Dezidualisierungsversuchen wurden pro Gen paarweise Vergleiche
verschiedener Behandlungen an voneinander abhangigen Stichproben mithilfe
eines einseitigen t-Tests analysiert. Eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde
als statistisch signifikant angenommen. Die Tests wurden mithilfe der Software
GraphPad Prism, Version 5.03 (San Diego, USA) durchgefuhrt.
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2.10.3 Statistische Analyse der Daten aus den Assay s fur EMT

Sowohl bei der Analyse der Induktion als auch der Reversibilitat der EMT
wurden pro Gen paarweise Vergleiche verschiedener Behandlungen an
voneinander abh&ngigen Stichproben mithilfe eines zweiseitigen t-Tests

analysiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Expressionsanalyse

3.1.1 Expression der Komponenten der BMP-Signalkask  ade im humanen

Endometrium und in endometrialen Lasionen

Die Expression des BMP-Signalings im reproduktiven System von Nagern und
Menschen ist von diversen Arbeitsgruppen untersucht worden (s. 1.4.3). Eine
genauere Analyse der Expression im humanem Endometrium und
endometrialen Lasionen wurde jedoch nicht durchgefuhrt. Um der Frage
nachzugehen, ob im humanen Endometrium und in endometrialen L&asionen
eine funktionales BMP-Signaling stattfindet, wurde zunadchst mittels qPCR
untersucht ob alle relevanten Komponenten exprimiert sind. Zu den essentiellen
Komponenten gehdéren BMP2, 4, 6 und 7, sowie deren Rezeptoren BMPR1A
(ALK-3), BMPR1B (ALK-6) und BMPR2. Des Weiteren wurde die Expression
der fur diesen Signalweg spezifischen Rezeptor-SMADs (SMAD1/5/8) und dem
Common-SMAD 4, dass bei mehreren Signalwegen eine Rolle spielt (z.B.
TGFB-Signalweg), analysiert. Auch die BMP-Antagonisten Noggin und USAGL1
wurden untersucht, denn USAG1 kann BMP2, 4, 6 und 7 binden und inhibieren
(Laurikkala et al., 2003; Yanagita et al., 2004) und Noggin bindet diverse BMPs,
darunter auch BMP2, 4, 6 und 7. Durch die Bindung inhibiert Noggin BMP2, 4
und 7. Neueste Ergebnisse zeigen, dass die BMP6 Aktivitat durch die Bindung
an Noggin nicht beeintrachtigt wird (Song et al., 2010; Krause et al., 2011).

In Abbildung 8 und Abbildung 9 ist dargestellt, dass alle untersuchten
Komponenten der BMP-Signalkaskade im Endometrium, in ovariellen Zysten
und in peritonealen Lasionen in der proliferativen sowie der sekretorischen
Phase exprimiert sind.

Eine signifikant vom Zyklus abhangige Expression wurde nur bei BMP7
(Abbildung 8) detektiert. BMP7 ist in der proliferativen Phase im Endometrium
im Mittel um den Faktor 3 starker exprimiert als in der sekretorischen Phase.
Alle anderen untersuchten Gene weisen keine Zyklusabhangigkeit in ihrer
Expression auf.

Fur viele der untersuchten Komponenten konnten Expressionsunterschiede im

Vergleich zwischen Endometrium und endometrialen Lasionen detektiert
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werden. BMPR2 ist in ovariellen Zysten und in peritonealen Lasionen in beiden
Zyklusphasen starker exprimiert als im Endometrium. Tendenziell ist es flr
BMPR1A ahnlich, allerdings ist nur die verstarkte Expression in ovariellen
Zysten gegenuber dem Endometrium in der proliferativen Phase signifikant.
BMP2 ist in peritonealen L&asionen in der proliferativen Phase am stérksten
exprimiert. Die Expression in den peritonealen Lasionen ist um den Faktor 2
starker als in ovariellen Zysten und um den Faktor 3 starker als im proliferativen
Endometrium. Die Expression von BMP4 ist, dhnlich wie die Expression von
BMPR2, in den zwei Lasionsarten in beiden Zyklusphasen erhdht. BMP6 ist in
den ovariellen Zysten signifikant starker exprimiert als im Endometrium und in
peritonealen Lasionen. BMP7 ist in der sekretorischen Phase in peritonealen
Lasionen starker exprimiert als in ovariellen Zysten und im Endometrium. Die
Expression in der proliferativen Phase ist in ovariellen Zysten signifikant
niedriger als im Endometrium. (Abbildung 8)

Die Expression von SMAD1, 5 und 4 (Abbildung 9) ist in ovariellen Zysten und
peritonealen Lasionen tendenziell starker als im Endometrium. Eine signifikant
starkere Expression von SMAD1 und SMAD4 findet man in proliferativen
ovariellen Zysten. SMAD9 dagegen ist in der proliferativen Phase in den beiden
Lasionsarten schwacher exprimiert als im Endometrium.

Noggin (Abbildung 9) ist in proliferativen Zysten signifikant schwacher
exprimiert als in proliferativem Endometrium und in proliferativen L&sionen.
USAGL1 (Abbildung 9) ist in der sekretorischen Phase in Lasionen signifikant
starker exprimiert als in ovariellen Zysten und im Endometrium. Eine starkere
Expression von USAGL1 in peritonealen Lasionen gegenuber Endometrium und
Peritoneum konnte auch in zwei Expressionsstudien der Bayer Pharma AG

gezeigt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8: Expression der BMP-Rezeptoren und der BMPs im Endometrium und in
endometrialen Lasionen wahrend des Zyklus. Die Gesamt-RNA wurde aus den Geweben
isoliert, revers transkribiert und mittels qPCR mit den entsprechenden Primern analysiert. Die
BMP-Rezeptoren und die BMPs sind im humanen Endometrium, in ovariellen Zysten und
peritonealen Lasionen exprimiert. BMP7 ist im Endometrium zyklusabhéangig exprimiert.
Dargestellt ist die relative Expression zu Cyclophilin der einzelnen Proben sowie der Mittelwert
+ SD der verschiedenen Gewebe. Die Anzahl der verwendeten Proben ist in Klammern
angegeben. *p > 0,05, *p > 0,01, **p < 0,001. pro, proliferativ; sek, sekretorisch; EM,
Endometrium; ovZy, ovarielle Zyste; pelL4a; peritoneale Lasion.
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Abbildung 9: Expression der SMADs und der BMP-Antag  onisten im Endometrium und in
endometrialen Lasionen wahrend des Zyklus. Die Gesamt-RNA wurde aus den Geweben
isoliert, revers transkribiert und mittels qPCR mit den entsprechenden Primern analysiert. Die
SMADs und die BMP-Antagonisten sind im humanen Endometrium, in ovariellen Zysten und
peritonealen Lasionen exprimiert. Dargestellt ist die relative Expression zu Cyclophilin der
einzelnen Proben sowie der Mittelwert + SD der verschiedenen Gewebe. Die Anzahl der
verwendeten Proben ist in Klammern angegeben. *p > 0,05, **p > 0,01. pro, proliferativ; sek,
sekretorisch; EM, Endometrium; ovZy, ovarielle Zyste; pelL&; peritoneale Lasion.

Insgesamt lasst sich sagen, dass alle Komponenten der BMP-Signalkaskade im
humanen Endometrium und in peritonealen und ovariellen Lasionen exprimiert
sind. Somit ist prinzipiell ein funktionales BMP-Signaling moglich. Eine
zyklusabhangige Expression konnte im Endometrium fir BMP7 festgestellt

werden.
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Die Expressionsunterschiede einiger Komponenten der BMP-Signalkaskade
zwischen Endometrium und endometrialen Lasionen legen den Schluss einer

veranderten Regulation des BMP-Signalings bei Endometriose nahe.

3.1.2 Nachweis eines funktionalen BMP-Signalings au  f Proteinebene

Die Expressionsanalyse hat gezeigt, dass alle Komponenten der
BMP-Signalkaskade im Endometrium und in endometrialen Lasionen exprimiert
sind. Ausgehend von der Hypothese, dass in diesen Geweben ein funktionales
BMP-Signaling stattfindet, ware der Nachweis von phosphorylierten SMADs
mittels Immunhistochemie ein Indiz fur die Aktivitdt der Signalkaskade. Denn
die Aktivierung der BMP-Rezeptoren durch Ligandenbindung fuhrt zur
Phosphorylierung der Rezeptor-SMADs (s. 1.4.2). Daher wurden humane
Schnitte von Endometrium, peritonealen Lasionen und rektovaginalen L&sionen
aus der proliferativen und sekretorischen Phase mit einem Antikbrper gegen
phospho-SMAD1/5/8 gefarbt.

Immunhistochemisch konnte pSMAD-1/5/8 in Stromazellen und in Zellen der
epithelialen Drusen im proliferativen und sekretorischen Endometrium
nachgewiesen werden (Abbildung 10A und B). In peritonealen Lasionen
(Abbildung 10C) und rektovaginalen Lasionen (Abbildung 10D) konnte
pPpSMAD-1/5/8 in epithelialen Drisen detektiert werden. Die Pfeile in Abbildung

10 zeigen negative Kerne.
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Abbildung 10: Immunhistochemische Detektion von pSM AD-1/5/8 im Endometrium und in
endometrialen Lasionen.  Immunohistochemische Lokalisierung von pSMAD-1/5/8 zum
Nachweis der Aktivitat der BMP-Signalkaskade auf Paraffinschnitten von proliferativem
Endometrium (A), sekretorischem Endometrium (B), einer peritonealen Lasion (C) und einer
rektovaginalen Lasion (D). Braun (DAB, B) oder rot (NovaRed, A, C und D) gefarbte Kerne sind
immunreaktiv. Bild (A) enthalt eine Negativ-Kontrolle (nur mit Antikérper-Diluent inkubiert) und
Bild (B) enthélt eine IgG-Kontrolle. Die Pfeile zeigen exemplarisch negative Zellkerne.
MalRstabsbalken = 50 um. eD, epitheliale Drisen; S, Stroma.

Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse, kann man davon ausgehen, dass im
Endometrium und bei Endometriose ein funktionales BMP-Signaling stattfindet.

3.1.3 Nachweis der zyklusabhéngigen Expression von BMP7 auf
Proteinebene

Nachdem gezeigt werden konnte, dass BMP7 im humanen Endometrium
zyklisch abhangig exprimiert wird (s. 3.1.1, Abbildung 8), wurde mittels
immunhistochemischer Analyse Uberprift ob diese Zyklusabhéngigkeit auch auf
Proteinebene nachweisbar ist. Dazu wurden Schnitte von humanem
Endometrium aus der proliferativen und sekretorischen Phase mit einem
Antikdrper gegen BMP7 gefarbt.
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Es zeigte sich, dass BMP7 im proliferativen und sekretorischen Endometrium
nachweisbar ist. Auf Proteinebene &ndert sich die Lokalisation von BMP7
wahrend des Zyklus raumlich. BMP7 ist in der proliferativen Phase in EEC und
ESC exprimiert. In der sekretorischen Phase, besonders wahrend der
Dezidualisierung, ist BMP7 sehr stark in den ESC exprimiert, aber nicht in den
EEC (Abbildung 11).

Die verstarkte BMP7-Expression in den ESC in der sekretorischen Phase ist ein
Hinweis daflr, dass BMP7 eine wichtige Rolle bei der Dezidualisierung spielt.

Proliferatives Endometrium Sekretorisches Endometrium

f .‘;.."‘;e“?\ e RS

W A &

Abbildung 11: Immunhistochemische Detektion von BMP 7 im proliferativen und
sekretorischen Endometrium. Immunohistochemische Lokalisierung von BMP7 auf
Paraffinschnitten von proliferativem (A, B) und sekretorischem (C, D) Endometrium. Braun
gefarbte Gewebe sind immunreaktiv. Die Kerne wurden blau angefarbt. Die oberen Bilder
enthalten Negativ-Kontrollen (Inkubation nur mit Antikdrper Diluent) in der oberen rechten Ecke.
Mafstabsbalken A und C = 50 pm, MaRstabsbalken B und D = 10 um. eD, epitheliale Drusen;
S, endometriales Stroma.
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3.2 Dezidualisierung

Die Dezidualisierung ist die Vorbereitung der ESC auf die Einnistung einer
befruchteten Eizelle. Beim Menschen findet die Dezidualisierung in jedem
Zyklus in der sekretorischen Phase statt (s. 1.1.2). Ausgehend von der
Hypothese, dass BMPs die Dezidualisierung der ESC vermindern, wurde
zunachst ein Assay zur in vitro Dezidualisierung etabliert, an dem im Anschluss

der Einfluss der BMPs auf die Dezidualisierung analysiert werden konnte.

3.2.1 Etablierung des in vitro Dezidualisierungsassays

Eine in vitro Dezidualisierung von humanen ESC kann durch Behandlung der
Zellen mit Progesteron und Ostrogen oder durch cAMP induziert werden (vgl.
1.1.2). Da allerdings bekannt ist, dass primédre humane endometriale Zellen in
Zellkultur nur sehr schwach hormonresponsiv sind (Kirk und Irwin, 1980) und
auch im Rahmen der Dezidualisierungsversuchen fur diese Arbeit die
Hormonrezeptoren in den ESC kaum nachweisbar waren (Daten nicht gezeigt),
wurde die Dezidualisierung mittels cAMP ausgelost.

Eine erfolgreiche Dezidualisierung wurde durch eine erhdhte Expression der
Dezidualisierungsmarker PRL, IGFBP1, FOXO1l und SPP1l und durch die
morphologischen Veréanderungen von Fibroblasten-artigen ESC zu epitheloiden
Dezidualzellen bestimmit.

Bei der Untersuchung von primaren dezidualisierten Zellen von drei
verschiedenen Patientinnen, zeigte sich, dass die Expression der untersuchten
Dezidualisierungsmarker im Vergleich zu den nicht-dezidualisierten Zellen ab
Tag 3 ansteigt. Die Dezidualisierungsmarker PRL, IGFBP1 und SPP1 werden
nur in den durch cAMP dezidualisierten Zellen exprimiert. Die starkste
Expression von PRL findet man an Tag 3 und Tag 5. IGFBP1 ist in allen
Patientinnen an Tag 3 am starksten exprimiert. Bis zu Tag 14 nimmt die
Expression ab. Die SPP1-Expression ist an allen Messtagen &hnlich. FOXOL1 ist
gering in nicht-dezidualisierten Zellen exprimiert. Durch die Dezidualisierung
kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Expression, die Uber die 14 Tage

abnimmt (Abbildung 12). Um zu Uberprifen, ob es sich bei den
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Expressionsanderungen um Effekte durch die Dezidualisierung handelt wurde
bei einer Patientin auch die Expression am Tag 0 Uberprift. Es konnte gezeigt
werden, dass die ESC an Tag 0 kein PRL und IGFBP1 exprimieren. FOXO1
und SPP1 sind an Tag 0 sehr viel schwacher exprimiert als in dezidualisierten
ESC (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12: Erhohte Expression der Dezidualisieru ngsmarker in humanen ESC
wahrend der in vitro Dezidualisierung durch 0,5mM cAMP. Die Expression der
Dezidualisierungsmarker wurde in nicht-dezidualisierten (ND) und dezidualisierten (D) Zellen
nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mittels gPCR bestimmt. PRL, IGFBP1 und SPP1
sind in dezidualisierten Zellen ab Tag 3 stark exprimiert, konnten aber in nicht-dezidualisierten
ESC nicht nachgewiesen werden. FOXO1l weist eine geringe basale Expression in den
nicht-dezidualisierten ESC auf. Aber auch FOXO1 wird durch die cAMP-Behandlung starker
exprimiert. Die Expression von PRL, IGFBP1 und FOXO1 wahrend der Dezidualisierung nimmt
Uber die 14 Tage ab. An Tag 0 sind PRL und IGFBP1 nicht exprimiert und FOXO1 und SPP1
sind nur sehr schwach exprimiert (Daten nicht gezeigt). Dargestellt ist die relative Expression zu
Cyclophilin von ESC aus drei Patientinnen (P).

Morphologisch kann man ab Tag 5 die typischen Veranderungen
dezidualisierter Zellen erkennen. Die ESC vergroRern sich und werden zu

sogenannten Dezidualzellen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Morphologie dezidualisierter ESC in vitro. (A) Unbehandelte Zellen nach fiinf
Tagen in Kultur mit Fibroblasten-ahnlicher Morphologie. (B) Dezidualisierte Zellen nach finf
Tagen Behandlung mit 0,5mM cAMP. Die ESC sind vergréert und abgerundet.
Mafstabsbalken = 50 pm.

Auch die Expression der BMP-Signaling Komponenten wurde wahrend der
Dezidualisierung untersucht.

In allen drei Patientinnen ist wéhrend der Dezidualisierung eine starkere
BMP2-Expression zu detektieren. Die maximale BMP2-Expression in
dezidualisierten ESC wird an Tag 5 erreicht. Auch BMP4 wird wahrend der
Dezidualisierung starker exprimiert als in nicht-dezidualisierten ESC. Die
Expression steigt in den dezidualisierten Zellen Uber 14 Tage an. BMP6 ist
insgesamt nur sehr schwach exprimiert. Ab Tag 7 steigt die BMP6-Expression
in den nicht-dezidualisierten ESC stark an. Noggin ist in den dezidualisierten
ESC tendenziell starker exprimiert als in den nicht-dezidualisierten ESC. Nur
bei einer Patientin (P148) ist die Noggin-Expression in dezidualisierten und
nicht-dezidualisierten ESC an Tag 3 und Tag 14 ahnlich (Abbildung 14). Die
Expression an Tag O ist fur BMP2, BMP4, BMP6 und Noggin ahnlich der
Expression in nicht-dezidualisierten Zellen (Daten nicht gezeigt). BMP7 und der

BMP-Antagonist USAG1 konnten in diesem Assay nicht detektiert werden.
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Abbildung 14: Expression von BMP2, BMP4, BMP6 und N
Dezidualisierung durch 0,5 mM cAMP.
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Die Expression von BMP2, 4 und 6 sowie von Noggin

wurde in nicht-dezidualisierten (ND) und dezidualisierten (D) Zellen nach unterschiedlicher
Behandlungsdauer mittels gPCR bestimmt. Die Expression von BMP2, BMP4 und tendenziell
auch von Noggin ist in den dezidualisierten ESC starker als in den nicht-dezidualisierten Zellen.
Noggin und BMP6 sind insgesamt nur sehr schwach exprimiert. Anders als bei BMP2 und
BMP4, steigt die BMP6 Expression bei langerer Kulturdauer in den ND ESC an. Dargestellt ist
die relative Expression zu Cyclophilin von ESC aus drei Patientinnen (P).

Die Expression der BMP-Rezeptoren und der SMADs bleibt durch die durch
CAMP induzierte Dezidualisierung unverandert (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Expression der BMPRs und SMADs wahren  d der in vitro Dezidualisierung
durch 0,5mM cAMP. Die Expression der BMPRs und der SMADs wurde in nicht-
dezidualisierten (ND) und dezidualisierten (D) Zellen nach unterschiedlicher Behandlungsdauer
mittels gPCR bestimmt. Die BMP-Rezeptoren 1A, 1B und 2 sind in dezidualisierten und nicht-
dezidualisierten ESC exprimiert. Auch die SMADs 1, 4, 5 und 9 sind in D und ND exprimiert. Die
Expression der BMPRs und der SMADs bleibt von der cAMP-Behandlung unbeeinflusst.
Dargestellt ist die relative Expression zu Cyclophilin (Mittelwert + Standardabweichung) von drei
unabhéngigen Experimenten mit ESC von drei verschiedenen Patienten.
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Zwar nimmt die Expression der Dezidualisierungsmarker PRL, IGFBP1 und
FOXO1 in den dezidualisierten ESC an Tag 5 wieder leicht ab (Abbildung 12),
aber die Expression von BMP2 und BMP4 ist an Tag 5 am starksten oder steigt
sogar bis zu Tag 14 noch weiter an (Abbildung 14). Um die Auswirkungen der
BMPs auf die Dezidualisierung zu untersuchen wurde daher fir weitere

Versuche Tag 5 als Endpunkt gewahlt.

3.2.2 Effekt der Dezidualisierung auf die Expressio n der BMP-Signaling

Komponenten

Es ist bekannt, dass BMP2 wéhrend der in vitro Dezidualisierung verstarkt (Li et
al., 2007; Stoikos et al., 2008) und BMP7 vermindert (Kodama et al., 2010)
exprimiert  wird. Um dies zu Uberprifen und um  weitere
Expressionsanderungen von Komponenten der BMP-Signalkaskade durch die
Dezidualisierung zu finden, wurde die Expression der Komponenten nach
funftagiger Behandlung mit cAMP in dezidualisierten ESC untersucht.

Eine verstarkte Expression von BMP2 nach 5 Tagen Behandlung mit cAMP
konnte auch im Rahmen dieser Arbeit detektiert werden (Abbildung 16). BMP7
wurde in diesem Dezidualisierungsassay nicht detektiert.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass BMP4, der BMP-Antagonist Noggin,
SMAD4 und SMADS5 durch die Dezidualisierung signifikant starker exprimiert
werden (Abbildung 16). Im Gegensatz dazu wird BMP6 tendenziell, aber nicht
signifikant, vermindert exprimiert.

Wie auch schon in 3.2.1 beschrieben, bleibt die Expression der
BMP-Rezeptoren durch die Behandlung mit cAMP unverandert (Daten nicht
gezeigt). Auch das Expressionsneviau von SMAD1 und SMAD9 bleibt

statistisch unverandert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Expression von BMP2, BMP4, BMP6, Nogg in, SMAD4 und SMADS5 nach
funftagiger Dezidualisierung. ESC wurden fur 5 Tage mit 0,5mM cAMP behandelt.
AnschlieRend wurde die Expression der Gene mittels qPCR bestimmt und mit der Expression in
nicht-dezidualisierten (ND) ESC verglichen. Die Expression von BMP2, BMP4, Noggin, SMAD4
und SMADS5 wird durch die cAMP-Behandlung signifikant induziert. Die BMP6-Expression ist im
Vergleich zu den Kontrollzellen niedriger, dies ist allerdings nicht signifikant. Dargestellt ist die
mittlere prozentuale Expressionsanderung zur Kontrolle (ND) definiert als 100 % + SD. In finf
unabhangigen Versuchen wurden ESC aus drei Patientinnen verwendet. *p < 0,05 und **p <
0,01 im Vergleich zu ND (t-Test). D, dezidualisierte ESC.
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3.2.3 Beeinflussung der Dezidualisierungsmarker-Exp  ression durch die

Zugabe von BMPs wahrend der Dezidualisierung

Aufgrund der Literaturdaten zum Einfluss der BMPs auf die Dezidualisierung,
besteht die Vermutung, dass die BMPs die Dezidualisierung vermindern (s.
1.4.3). Um dies zu untersuchen wurde der Dezidualisierungsassay mit Zugabe
von BMP2, BMP7, BMP4 und BMP6 durchgeftihrt. Hierzu wurden ESC flr 5
Tage mit cAMP und zusatzlich mit 50 ng/ml BMP2, 50 ng/ml BMP4, 200 ng/ml
BMP6 oder 100 ng/ml BMP7 behandelt und anschlie3end die Expression der
Dezidualisierungsmarker analysiert. Die Konzentrationen von BMP2 und BMP7
wurden ausgewahlt, weil sie in Dezidualisierungsversuchen, die in der Literatur
beschrieben sind, zu maximalen Effekten (BMP2: Verstarkung der PRL
Sekretion, BMP7: Verminderung der IGFBP1 Sekretion) flihrten (Stoikos et al.,
2008; Kodama et al., 2010). Fiur BMP4 wurde in Vorversuchen der Effekt von
5 ng/ml und von 50 ng/ml verglichen, wobei mit 50 ng/ml ein starkerer Effekt

erzielt wurde.

Durch die Zugabe der BMPs wahrend des funftadgigen Dezidualisierungsassays
verénderte sich die Expression von PRL, IGFBP1 und FOXOL1. Die Expression
von SPP1 blieb durch die zusatzliche Behandlung mit den BMPs unbeeinflusst
(Abbildung 17, Daten fir BMP4 und 6 nicht gezeigt). PRL und FOXO1 werden
durch die Behandlung mit cAMP und BMPs starker induziert als nur durch
cAMP. Die IGFBP1-Expression wird im Gegensatz dazu durch die Zugabe von
BMP2 oder BMP7 wéhrend der Dezidualisierung um den Faktor 1,6 bei Zugabe
von BMP2 und um den Faktor 3,2 bei Zugabe von BMP7 vermindert (Abbildung
17). Durch Zugabe von BMP4 und BMP6 bleibt die IGFBP1-Expression
unbeeinflusst (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Effekt der exogenen Zugabe von BMP2 0 der BMP7 auf die Expression der
Dezidualisierungsmarker.  Die Expression von PRL, IGFBP1, FOXO1 und SPP1 wurde in
unbehandelte Zellen oder fur funf Tage behandelte Zellen mit 0,5 mM cAMP alleine oder in
Kombination mit BMP2 (50 ng/ml) oder mit BMP7 (100 ng/ml) mittels gPCR bestimmt. Die
Expression von PRL und FOXO1 wird durch BMP2 und BMP7 verstarkt, die Expression von
IGFBP1 vermindert. Dargestellt ist die mittlere prozentuale Expressionsanderung zu
dezidualisierten Zellen (D) definiert als 100 % = SD. In funf unabhéangigen Versuchen wurden
ESC aus drei Patientinnen verwendet. *p < 0,05 und **p < 0,01 im Vergleich zu D (t-Test). ND,
nicht-dezidualisierte ESC.
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Abbildung 18: Effekt der exogenen Zugabe von BMP4 0 der BMP6 auf die Expression von
IGFBP1. Die Expression von IGFBP1 wurde in unbehandelte Zellen oder fir funf Tage
behandelte Zellen mit 0,5 mM cAMP alleine oder in Kombination mit BMP4 (50 ng/ml) oder mit
BMP6 (200 ng/ml) mittels gPCR bestimmt. Die Zugabe von BMP4 oder BMP6 wahrend der
Dezidualisierung hat keinen Einfluss auf die Expression des Dezidualisierungsmarkers IGFBP1.
Dargestellt ist die mittlere prozentuale Expressionsanderung zu dezidualisierten Zellen (D)
definiert als 100 % + SD. In vier unabhéngigen Versuchen wurden ESC aus drei Patientinnen
verwendet. ND, nicht-dezidualisierte ESC.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann die Hypothese, dass die BMPs die
Dezidualisierung vermindern, nicht bestatigt werden. PRL und FOXO1 werden
bei der exogenen Zugabe der BMPs verstarkt exprimiert und IGFBP1 wird
durch die Zugabe von BMP2 und BMP7 wahrend der Dezidualisierung
vermindert exprimiert. Die SPP1-Expression wird durch die BMPs nicht
beeinflusst. Es scheint so zu sein, dass die durch BMP2 und BMP7 verminderte

IGFBP1-Expression wahrend der Dezidualisierung eine andere Aufgabe erfillt.

3.2.4 Beeinflussung der BMP-Signaling Komponenten d  urch die Zugabe

von BMPs wahrend der Dezidualisierung

Zusétzlich zur Untersuchung der Veranderungen der
Dezidualisierungsmarker-Expression durch die Zugabe von BMPs wéhrend der
Dezidualisierung wurde auch die Expression der BMPs, BMP-Rezeptoren,

SMADs und des BMP-Antagonisten Noggin untersucht.

Die Expression von BMP2 bleibt von der Zugabe von BMP2, 4, 6 oder 7 alleine
oder mit cAMP unbeeinflusst (Abbildung 19, Daten zur Zugabe von BMP4 und
BMP6 nicht gezeigt). Wie schon in Kapitel 3.2.2 gezeigt, kommt es zu einer
Induktion der BMP2-Expression durch cAMP.



Ergebnisse 62

BMP2 BMP2
200- 200-
o] ()]
S 5
5 1504 5 150
2 -[ Ha T
& X = X
g 2 1 8 S, |
2o 100 2a 100 '|'
23 E
95’_ 50- g_ 50-
X X
1} * * w * *
G ] ) T ) c ) 1 ) T
§ @Qq‘ Q Qq' ‘\0 $« Q $«
) 2 Q R
Q Q
BMP4 BMP4
150- 200-
(o2} (2]
(= =
= =
g -[ S 1504
T — 100 T~
[ =12) c ©
s g T
S [a) S a 1001
‘? R 50- * w R
8 T 3
! * &l 501 *
X X
G ] T T T c T T T T
2 Q R
Q Q
BMP6 BMP6
2000- 1000-
§’ §’ 800-
S 15001 g
- J— T —
£ 5 X 600
g o 1000 g a
2 5 2 5 400
% i 500 T § i
S S 2004
w w
0- 0-
9% Q % Q A Q A
g e e S & <
& > & >
Q Q

Abbildung 19: Effekt der exogenen BMP2 oder BMP7 Zu gabe auf die Expression von
BMP2, BMP4 und BMP6. Die Expression von BMP2, 4 und 6 wurde in unbehandelte Zellen
oder fur funf Tage behandelte Zellen mit 0,5 mM cAMP alleine, BMP2 (50 ng/ml) oder BMP7
(100 ng/ml) alleine oder cAMP und BMPs in Kombination mittels qPCR bestimmt. Die BMP2-
und die BMP6-Expression wird durch die Zugabe von BMP2 oder BMP7 wahrend der
Dezidualisierung nicht beeinflusst. Die BMP4-Expression wird vermindert. Dargestellt ist die
mittlere prozentuale Expressionsanderung zu dezidualisierten Zellen (D) definiert als 100 % =+
SD. In drei unabhéngigen Versuchen wurden ESC aus drei Patientinnen verwendet. *p < 0,05
im Vergleich zu D (t-Test). ND, nicht-dezidualisierte ESC.
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Die BMP4-Expression wird durch die Zugabe von BMP2, 7 und 6 wéahrend der
Dezidualisierung im Vergleich zu dezidualisierten Zellen signifikant schwacher.
Fur die Zugabe von BMP4 lasst sich ein ahnlicher Trend erkennen. Die
Ergebnisse fur die BMP2 und BMP7 Zugabe sind in Abbildung 19 dargestellt
(Daten zur Zugabe von BMP4 und BMP6 nicht gezeigt).

Die BMP6-Expression ist durch die Behandlung nicht signifikant verandert. Der
Trend, dass BMP6 durch die Behandlung mit cCAMP vermindert exprimiert wird
(Abbildung 16) ist auch hier zu erkennen. Im Versuch mit BMP2 konnte sogar
eine signifikante starkere BMP6-Expression in den nicht-dezidualisierten Zellen

im Vergleich zu dezidualisierten ESC detektiert werden (Abbildung 19).

Noggin wird durch die Zugabe von BMP4 oder BMP7 wahrend der
Dezidualisierung erhoht. Tendenziell fuhrt auch die BMP2 Zugabe zu einer
Erhéhung von Noggin. BMP6 beeinflusst die Noggin-Expression nicht
(Abbildung 20, Daten zur BMP4 und BMP6 Zugabe nicht gezeigt).

Die Expression von SMAD1 und SMAD9 wird durch die Zugabe von BMP2 oder
BMP7 nicht signifikant beeinflusst. SMAD5 und SMAD4 sind in dezidualisierten
Zellen starker exprimiert als in nicht-dezidualisierten Zellen und nicht-
dezidualisierten Zellen, die mit BMP2 oder 7 behandelt wurden (Abbildung 20).
Dies konnte auch schon in 3.2.2 gezeigt werden. Die Behandlung von ESC mit
CAMP und BMP7 fuhrt zu einer signifikanten Erhéhung der SMAD4-Expression.

Die BMPR1B-Expression ist durch Dezidualisierung oder BMP Zugabe nicht
beeinflusst. Auch die Expression von BMPR1A ist durch BMP2, 4 und 7 nicht
beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Durch die Zugabe von BMP6 zur
Dezidualisierung wird die Expression von BMPR1A signifikant erhdht (Daten
nicht gezeigt). Die BMPR2 Expression wird nur durch die Zugabe von BMP2
und cAMP signifikant erh6ht (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 20: Effekt der exogenen BMP2 oder BMP7 Zu gabe auf die Expression von
Noggin, SMAD4 und SMAD5. Die Expression von Noggin, SMAD4 und SMAD5 wurde in
unbehandelte Zellen oder fiur funf Tage behandelte Zellen mit 0,5 mM cAMP alleine, BMP2
(50 ng/ml) oder BMP7 (100 ng/ml) alleine oder cAMP und BMPs in Kombination mittels gPCR
bestimmt. Die exogene Zugabe der BMPs wahrend der Dezidualisierung fuhrte zu einer leicht
erhohten Expression der untersuchten Gene. Signifikant war dieser Expressionsanstieg fur
Noggin und SMAD4 bei BMP7 Zugabe. Dargestellt ist die mittlere prozentuale
Expressionsanderung zur Kontrolle (dezidualisierte ESC; D) definiert als 100 % + SD.
Ergebnisse von ESC aus drei Patientinnen aus drei unabhangigen Versuchen. *p < 0,05 im
Vergleich zu D (t-Test). ND, nicht-dezidualisierte ESC.
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3.3 Epithelial-mesenchymale Transition

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist die Umwandlung von
Epithelzellen in Zellen mit einem mesenchymalen Phéanotyp, die sich aus dem
Zellverband l6sen kdnnen um sich an einem anderen Ort anzusiedeln (s. 1.3).
Dieser Prozess fuhrt z.B. zur Tumorprogression. Die Endometriose ist eine
benigne Erkrankung, trotzdem gibt es Ahnlichkeiten mit Tumorerkrankungen.
Mechsner et al. haben z.B. endometriale Lasionen, und ER-PR-positive
Einzelzellen in Lymphknoten gefunden (Mechsner et al., 2010). Daher wird
vermutet, dass vereinzelte endometriale Zellen tber die Lymphe oder das Blut
an andere Orte gelangen und dort Lasionen etablieren kénnen (s. 1.2.1). Ob
diese Theorie auf der Fahigkeit beruht, dass endometriale Epithelzellen eine
EMT durchlaufen kdnnen, soll im Rahmen dieser Arbeit Gberprift werden.
Weiterhin soll Gberprift werden, ob die EMT durch BMP7 reversibel ist, wie es
fur Brustkrebszellen beschrieben ist (s. 1.4.4). Dies kbnnte zum einen eine
maogliche Behandlungsoption fir Endometriose sein. Zum anderen kénnte es
sein, dass dieser Mechanismus durch die erhdhte USAG1-Expression in den
peritonealen Lasionen (s. 3.1.1, Abbildung 9) inhibiert wird, was theoretisch die

Persistenz der Lasionen erhdhen kdnnte.

3.3.1 PCR Array fur epithelial-mesenchymale Transit  ion

Um Markergene fur eine EMT zu finden, wurde zuné&chst ein PCR Array
durchgefuhrt. Mit diesem Array wird die Expression von 84 Schliisselgenen, die
wéahrend der EMT ihre Expression andern oder die diese Expressionséanderung
regulieren, gemessen. Daflir wurden Hec1B-Zellen fur 48 h mit 10 ng/ml TGFB3
behandelt. Aus der Literatur ist bekannt, dass 10 ng/ml TGFB eine EMT
induzieren kénnen (Nogai et al., 2008; Liu et al., 2009). Da primare EEC nur
begrenzt zur Verfigung stehen wurden hier zunachst nur HeclB Zellen

eingesetzt.

Mittels dieses Arrays konnten zwolf Gene detektiert werden, deren Expression
in den HeclB Zellen durch die Behandlung mit TGFB3 um einen Faktor =3
induziert wurde (s. Tabelle 6). Die Kontrolle fur die reverse Transkription und
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die Kontrolle auf genomische DNA, die der Array beinhaltet, waren beide
unauffallig. Von den zwdlf induzierten Genen waren BMP7, KRT14 und MMP9

nur sehr schwach exprimiert (C; > 30), daher wurden auch diese Gene nicht

weiter untersucht. Am starksten wurde MMP2 induziert, gefolgt von PLEK2 und

FNI1.

Tabelle 6: Durch Induktion der EMT in HeclB Zellen
hochregulierte Gene.

mittels PCR Array gefundene

Die Expression von 84 Schlisselgenen der EMT wurde mithilfe des PCR
Arrays in unbehandelten Hec1B Zellen und fur 48 h mit TGFB3 (10 ng/ml) behandelten Hecl1B
Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Gene, die um einen Faktor = 3 induziert wurden.

Gen Gen Funktionale Gengruppierung Induktion
Symbol (nach Herstellerangaben) >3
Matrix Induktion bei EMT
Metalloproteinase MMP2 _ _ 55,0
2 Extrazellulare Matrix- und Zell-Adh&sion
Plekstrin 2 PLEK2 Zytoskelett 27,5
Induktion bei EMT
Fibronektin 1 FN1 Migration und Beweglichkeit 24,0
Extrazellulare Matrix- und Zell-Adh&sion
Differenzierung und Entwicklung
Bone Zellwachstum und Proliferation
morphogenetic BMP7 ) . . 11,9
protein 7 Extrazellulare Matrix- und Zell- Adhésion
TGFB/BMP-Signalweg
Keratin 7 KRT7 Zytoskelett 41
Induktion bei EMT
Vimentin VIM Zytoskelett 4,0
Migration und Beweglichkeit
Plasminogen Induktion bei EMT
Aktivator Inhibitor ~SERPINE1 _ _ 3,9
1 Extrazellulare Matrix- und Zell-Adh&sion
Maitrix Induktion bei EMT
Metalloproteinase MMP9 _ _ 3.8
9 Extrazellulare Matrix- und Zell-Adh&sion
Transmembran- . :
protein 132A TMEM132A Induktion bei EMT 3,7
Migration und Beweglichkeit
Integrin B1 ITGB1 Extrazellulare Matrix- und Zell-Adh&sion 3,2
Integrin-Signalweg
) Differenzierung und Entwicklung
Keratin 14 KRT14 3,2
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Gen Funktionale Gengruppierung Induktion

Gen Symbol (nach Herstellerangaben) >3

Induktion bei EMT
Integrin aV ITGAV Extrazellulare Matrix- und Zell-Adh&sion 3,1

Integrin-Signalweg

3.3.2 Assay fur EMT

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass EEC eine EMT eingehen kdnnen,
wurde die Expression der im PCR Array detektierten Markergene fir EMT auch
in TGFBR1 und TGFB3 behandelten EEC gemessen. Als Vergleich wurden auch

HeclB Zellen behandelt und untersucht.

Die mittels PCR Array ausgewahlten Gene und KRT18 konnten auch im Assay
fur EMT durch eine Behandlung mit TGFB3 in HeclB Zellen induziert werden
(s. Tabelle 7). MMP2, PLEK2, FN1 und VIM werden nach 48 h Behandlung mit
TGFB3 signifikant induziert. Wobei MMP2, wie im PCR Array, am starksten
induziert wird (Faktor: 72,3). Nach 96 h Behandlung mit TGFB3 steigt die
Expression der untersuchten Gene noch weiter an (signifikant zur
Losungsmittel-Kontrolle bei PLEK2, VIM und KRT18).

Mit TGFB1 konnten &hnliche Ergebnisse bei den HeclB Zellen erzielt werden,
wie mit TGFB3 (s. Tabelle 7). Alle untersuchten Gene werden durch die
Behandlung induziert. Neben MMP2, PLEK2, FN1 und VIM werden weiterhin
SERPINE1 und KRT7 nach 48 h signifikant induziert. Auch mit TGFB1 wird die
starkste Induktion bei MMP2 erreicht (Faktor: 96,0). Nach 96 h Behandlung mit
TGFB1 steigt die Expression von den meisten untersuchten Genen weiter an.
Leichte Expressionsabfélle wurden fur PLEK2, SERPINE1 und KRT7 detektiert.

Im Vergleich zum EMT-Array werden nicht alle Gene um einen Faktor = 3
induziert, da fur diese Versuche ein kleineres Well-Format und eine andere

PCR-Technik verwendet wurden.

Die Expressionanderung durch die Behandlung mit TGFB1 oder 3 ist in den
EEC sehr viel geringer als in den HeclB Zellen. Vergleichbar zu den HeclB
Zellen werden in den EEC FN1, PLEK2, VIM und MMP2 induziert. Wobei in den
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EEC nur FN1 und MMP2 nach 96 h Behandlung um einen Faktor = 3 induziert
werden.  Allerdings ist die Induktion von FN1 durch groRRe
Standardabweichungen nicht signifikant. Die KRT18-Expression in den EEC
wird durch die Behandlung mit TGFB3 und 1 an beiden Zeitpunkten signifikant
herunterreguliert. Wobei man auch einen signifikanten Abfall zwischen 48 h und

96 h Behandlung detektieren kann.

Die alleinige Behandlung der HeclB Zellen mit dem Losungsmittel der TGFs
fuhrt nach 96 h zu einer signifikanten Induktion der VIM-Expression. In den EEC
wird die PLEK2-Expression durch Behandlung mit dem Lésungsmittel der TGFs

nach 96 h signifikant vermindert (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 21 ist exemplarisch die Expressionsdnderung der Gene MMP2,
FN1 und KRT18 durch TGFB3 oder TGFB1 in Hec1B und EEC dargestellt.
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Abbildung 21: Induktion der EMT durch TGF 1 oder TGF 83 in Hec1B und EEC. Dargestellt
sind exemplarisch die Gene MMP2, FN1 und KRT18. Die Expression der Gene wurde nach der
Behandlung mit 10 ng/ml TGFB1 oder TGFB3 fur 48 h oder 96 h mittels gPCR bestimmt. In den
Hecl1B Zellen fuihrt sowohl TGFR1 als auch TGFB3 zur Induktion der Gene. In den EEC wird die
Genexpression von MMP2 und FN1 durch TGFB1 und TGFB3 induziert. Die KRT18-Expression
nimmt in den EEC durch die Behandlung ab. Alle Ergebnisse sind als mittlerer Faktor der
Expressionséanderung zur Lésungsmittel-Kontrolle definiert als 1 + SD dargestellt. Sowohl fur
die HeclB als auch fur die EEC wurden drei unabhéngige Versuche durchgefihrt. Daflr
wurden EEC aus drei Patientinnen verwendet. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (t-Test).
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Um zu untersuchen, ob die EMT durch BMP7 reversibel ist wurden HeclB
Zellen und EEC zunéchst fur 48 h mit 10 ng/ml TGFB1 oder TGFB3 behandelt
und anschliel3end fur 48 h mit BMP7 bzw. mit der Losungsmittel-Kontrolle fur
BMP7. Anschlieend wurde die Expression der EMT-Markergene gemessen.
Die eingesetzte Konzentration fiur BMP7 waren 100 ng/ml, denn mit dieser
Konzentration konnte in NMuMG Zellen ein Ruckgang der EMT gezeigt werden
(Zeisberg et al., 2003).

Ohne TGFB1 oder 3 Stimulus fallt die Expression der untersuchten Gene in den
HeclB Zellen ab (s. Tabelle 8). Bei vorheriger Behandlung mit TGF1 kommt
es bei ITGAV, ITGB1, KRT7, MMP2, PLEK2 und SERPINEL1 zu einer signifikant
niedrigeren Expression im Vergleich zu der Expression nach 48 h Behandlung
mit TGFB1. Fur TGFB3 ist diese Expressionsminderung bei FN1, MMP2,
PLEK2, VIM und KRT18 signifikant. Durch die Behandlung mit BMP7 ist die
Expression von deutlich weniger Genen signifikant vermindert. Bei vorheriger
TGFB1 Behandlung sind dies KRT7, PLEK2 und SERPINE1 und bei vorheriger
TGFB3 Behandlung sind es PLEK2, VIM und KRT18. Nach Vorbehandlung mit
TGFB1 oder TGFB3 ist die Expression von SERPINEL, VIM und KRT18 in den
BMP7 behandelten Zellen signifikant niedriger als bei der Ldsungsmittel-
Kontrolle von BMP7. Hier scheint BMP7 einen reversiblen Einfluss auf die
Genexpression zu haben. In der TGFB3 Gruppe ist die Genexpression von
PLEK2 und ITGAV in den BMP7 behandelten Zellen signifikant starker als bei
der Losungsmittel-Kontrolle von BMP7. In der TGFB1 Gruppe sieht man die

gleiche Tendenz. Dies spricht dafur, dass BMP7 die Reversibilitat verlangsamt.

Bei den EEC steigt die Expression von FN1 und ITGB1 in der TGFB1 Gruppe
und von TMEM132A in der TGFB3 Gruppe bei der Lésungsmittel-Kontrolle
signifikant an. Die KRT18-Expression fallt durch die Behandlung mit der
Losungsmittel-Kontrolle von BMP7 in der TGFB3 Gruppe signifikant ab. Die
Behandlung mit BMP7 fuhrt in der TGFB1 Gruppe zu einer signifikanten
Expressionssteigerung bei FN1 und ITGB1. Beim Vergleich zwischen BMP7
und seiner Losungsmittel-Kontrolle fallen zwei Gene auf. Die
SERPINE1-Expression wird in der TGFB3 Gruppe in BMP7 behandelten Zellen

schwacher exprimiert als in Zellen, die die Lésungsmittel-Kontrolle erhielten.
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Die MMP2-Expression ist in beiden Gruppen in BMP7 behandelten Zellen

erhoht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Die alleinige Behandlung mit BMP7 fuhrt in den HeclB Zellen zu einer
signifikanten Induktion der PLEK2-Expression und in den EEC zur signifikanten
Induktion der VIM-Expression (Daten nicht gezeigt).

In Abbildung 22 ist exemplarisch das Ergebnis der Untersuchung auf
Reversibilitat durch BMP7 der Genexpressionsanderungen von MMP2, FN1
und KRT18 dargestellt.
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Abbildung 22: Testung auf Reversibilitit der EMT du  rch BMP7 in HeclB und EEC.
Dargestellt sind exemplarisch die Gene MMP2, FN1 und KRT18. Zundchst wurden die Zellen
fur 48 h mit 10 ng/ml TGFB1 oder TGFB3 behandelt um die EMT zu induzieren. AnschlieRend
wurden die Zellen fur weitere 48 h mit 100 ng/ml BMP7 oder der Losungsmittel-Kontrolle von
BMP7 behandelt. Dann wurde die Genexpression mittels gPCR bestimmt. In den Hecl1B Zellen
ist die Induktion von MMP2 und FN1 reversibel. BMP7 scheint die Reversibilitit zu
verlangsamen. Die KRT18-Expression wird durch BMP7 stéarker vermindert als durch die
Kontrolle. In den EEC ist die durch TGF induzierte Genexpression von MMP2 und FN1 durch
BMP7 oder die Kontrolle nicht reversibel. BMP7 kann die KRT18-Expression in EEC auf dem
Level der TGFB Behandlung halten. Alle Ergebnisse sind als mittlerer Faktor der
Expressionséanderung zu 48 h Behandlung mit TGFB1 oder TGFBR3 definiert als 1 + SD
dargestellt. Sowohl fir die HeclB als auch fur die EEC wurden drei unabhangige Versuche
durchgefuhrt. Dafir wurden EEC aus drei Patientinnen verwendet. *p < 0,05, *p < 0,01,
***p < 0,001 (t-Test).
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Zusammenfassend konnte erstmalig gezeigt werden, dass HeclB und EEC
Zellen einen EMT-ahnlichen Prozess durchlaufen kénnen. Die Ergebnisse zur

Reversibilitat der EMT durch BMP7 sind nicht eindeutig.
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Tabelle 7: Ubersicht tber die Ergebnisse zur TGF 1 oder TGF B3 induzierten EMT in HeclB und EEC. Alle Ergebnisse sind als mittlerer Faktor der
Expressionséanderung zur Lésungsmittel-Kontrolle (definiert als 1) + SD dargestellt. Sowohl fir die Hec1B als auch fur die EEC wurden drei unabhéangige
Versuche durchgefiihrt. Dafir wurden EEC aus drei Patientinnen verwendet. a: p < 0,05, im Vergleich zur Kontrolle; b: p < 0,05, im Vergleich zu 48 h TGF31
oder 3; c: p < 0,01, im Vergleich zur Kontrolle; d: p < 0,01, im Vergleich zu 48 h TGFB1 oder 3; e: p < 0,001, im Vergleich zur Kontrolle (t-Test).

HeclB Zellen EEC Zellen
Gene TGFB3 induzierte TGFB1 induzierte TGFB3 induzierte TGFB1 induzierte
Expressionsanderung Expressionsénderung Expressionsanderung Expressionséanderung
48 h 96 h 48 h 96 h 48 h 96 h 48 h 96 h
MMP2 72,3 (£12,69)% | 179,1 (+ 117,27) | 96,0 (+ 21,25)% | 209,7 (+ 125,12) 1,8 (£0,73)* 3,6 (+ 2,00) 2,3 (£0,57)° 3,5(x1,64)
PLEK?2 42,1 (£14,87)% | 43,9 (£29,50) | 51,7 (+15,16)* | 40,5 (+ 16,20) 2,5 (£0,22)% 2,6 (£0,42)* 2,8 (£0,17)° 2,6 (+0,22)%¢
FN1 15,3 (+3,26)* | 41,3(+21,18) | 17,4 (+5,88)* | 46,0 (+20,10) 3,0 (£2,42) 4,8 (+4,13) 3,1 (+2,29) 4,1 (+3,32)
VIM 4,8 (+1,30)° 5,9 (+ 2,06)* 5,2 (+ 1,00)* 5,3 (+0,30)° 1,8 (+0,40)% 2,0 (£ 0,40)* 2,0 (£0,10)° 1,8 (+0,38)
SERPINE1 4,8 (+1,82) 5,9 (+ 3,18) 4,5 (+1,05)* 4,1 (x0,71)% 1,4 (+1,00) 0,8 (£ 0,53) 1,9 (+1,63) 0,7 (+0,51)
KRT7 2,9 (£1,21) 3,3 (+1,28)" 3,1(x0,83)% 2,5(+0,75) 1,0 (+ 0,81) 0,7 (£ 0,75) 1,2 (+0,93) 0,7 (£ 0,64)
TMEM132A 2,7 (£ 1,00) 3,2 (£1,33) 2,5 (£ 0,70) 3,3 (+1,26) 1,1 (+0,50) 2,1(x0,71) 1,2 (£ 0,57) 1,9 (+0,76)
ITGAV 2,5 (£ 0,86) 2,8 (£1,01) 2,5 (£0,55)° 2,5(+0,75) 0,8 (+ 0,45) 1,0 (£ 0,77) 0,8 (+0,45) 0,9 (+0,56)*
ITGB1 2,2 (+£1,14) 2,3 (£ 0,86) 1,9 (£ 0,31) 2,2 (£ 0,46) 1,2 (x0,17) 1,6 (+ 0,45) 1,2 (+0,10) 1,4 (+0,31)
KRT18 1,9 (+0,30)% 1,9 (+0,34)2 1,8 (+0,11)° 1,9 (+0,41)? 0,4 (+0,04)* | 0,2 (+0,09)*" 0,4 (£ 0,09)* 0,2 (+0,09)>°
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Tabelle 8: Ubersicht tiber die Ergebnisse zur Testun g der Reversibilitat der EMT durch BMP7 in HeclB un  d EEC. Alle Ergebnisse sind als mittlerer Faktor
der Expressionsanderung zu 48 h Behandlung mit TGFB1 oder TGFB3 definiert als 1 + SD dargestellt. Sowohl fur die Hec1B als auch fiir die EEC wurden drei
unabhéngige Versuche durchgefuhrt. Dafir wurden EEC aus drei Patientinnen verwendet. a: p < 0,05, im Vergleich zu 48 h TGFB1 oder 3; b: p <0,05, im
Vergleich zu TGFB1 oder 3 + BMP7; c: p < 0,01, im Vergleich zu 48 h TGFB1 oder 3; d: p < 0,01, im Vergleich zu TGFB1 oder 3 + BMP7 (t-Test).

HeclB Zellen EEC Zellen
Gene Expressionsanderung nach 48 h Expressionsanderung nach 48 h Expressionsanderung nach 48 h Expressionsanderung nach 48 h
TGFB3 und TGFB1 und TGFB3 und TGFB1 und
48 h BMP7 48 h Kontrolle 48 h BMP7 48 h Kontrolle 48 h BMP7 48 h Kontrolle 48 h BMP7 48 h Kontrolle
MMP2 0,6 (+ 0,40) 0,3 (£0,12)° 0,8 (+ 0,54) 0,4 (£0,22)° 2,1(+0,89) 1,9 (£0,84)° 1,8 (+ 0,66) 1,4 (£ 0,60)"
PLEK2 0,2 (+0,05)* 0,1 (+0,03)*" 0,3 (£0,10)* 0,2 (+0,06)* 1,3(x 0,38) 1,2 (+0,28) 1,2 (+ 0,20) 1,0 (£ 0,22)
FN1 0,6 (+0,35) 0,3 (£0,17)° 0,8 (+0,44) 0,6 (+0,26) 1,1 (+0,90) 1,4 (+1,06) 1,2 (+0,77)° 1,3 (+0,80)%
VIM 0,4 (£0,21)* 0,5 (£ 0,25)° 0,6 (+ 0,02) 0,7 (+0,01)° 0,9 (£ 0,04) 1,1 (+0,29) 0,9 (£ 0,10) 1,0 (+0,19)
SERPINE1 0,1 (+0,04) 0,3 (+0,02)° 0,2 (+0,03)* | 0,5(+0,07)*"° 0,3 (£0,23) 0,5 (+0,26)" 0,4 (£0,24) 0,4 (£0,23)
KRT7 0,6 (£0,22) 0,6 (+0,26) 0,5 (+0,18)? 0,6 (£ 0,16)* 0,6 (+ 0,66) 0,7 (£ 0,69) 0,6 (+0,58) 0,6 (£0,57)
TMEM132A | 0,6 (+0,11) 0,6 (+0,25) 0,7 (£0,27) 0,7 (+0,30) 1,7 (+0,76) 1,7 (+0,52)% 1,7 (+0,82) 1,7 (+0,75)
ITGAV 0,6 (+0,10) 0,5 (+0,08)¢ 0,7 (£ 0,10) 0,6 (+0,07)? 1,2 (+0,69) 1,1 (+0,71) 1,2 (+0,64) 1,1 (+0,56)
ITGB1 0,5 (+0,16) 0,5 (+0,10) 0,7 (£0,17) 0,7 (£0,16)° 1,2 (+0,25) 1,2 (+0,19) 1,4 (+0,13)? 1,2 (+0,09)%
KRT18 0,6 (+0,07)* | 0,7 (+0,13)*" 0,7 (£0,17) 0,9 (+0,19) 1,0 (+0,42) 0,5 (£0,19)% 1,0 (+0,39) 0,6 (+0,21)
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3.4 Dreidimensionales Zellkulturmodell

Es gibt viele Hinweise, dass Veranderungen des eutopen Endometriums eine
Rolle bei der Entstehung der Endometriose spielen (vgl. 1.2.2). Um dies
genauer untersuchen zu kénnen wird ein Modell fir humanes Endometrium
bendtigt, indem die parakrinen Wechselwirkungen zwischen ESC und EEC
untersucht werden konnen. Dies ist in der Primarzellkultur nicht mdglich. Des
Weiteren ist es wichtig, dass die Zellen auch Uber eine langere Kulturdauer
hormonresponsiv reagieren. Dies ist vor allem bei Primarzellkulturen epithelialer
Zellen nicht der Fall (Kirk und Irwin, 1980; Alkhalaf et al., 1991). Grinde fur den
Verlust der Hormonresponsivitat sind zum einen der Verlust der Zell-Matrix-
Interaktionen und zum anderen der Verlust des Kontaktes zwischen EEC und
ESC (Li et al., 1987; Mulholland et al., 1988).

Ein Beispiel fur ein in vitro Modell sind Explant-Kulturen. Bei dieser
Kultivierungsart bleibt die Gewebeintegritat erhalten. Das Modell wurde schon
von einigen Gruppen verwendet um verschiedene Effekte zu untersuchen
(lllouz et al., 2000; Fasciani et al., 2003; Esfandiari et al., 2007). Allerdings ist
es nicht maoglich, die parakrinen Beziehungen zwischen ESC und epithelialen
Drisen in diesem Modell zu untersuchen. Daher wurde versucht die
vereinzelten Epithel- und Stromazellen raumlich getrennt voneinander zu
kultivieren. Dazu wurden Epithelzellen als Monolayer auf Matrigel in einem Inlay
uber Stromazellen kultiviert, die entweder auf dem Plastik wuchsen oder
eingebettet in eine Extrazellularmatrix (Classen-Linke et al., 1996; Arnold et al.,
2001; Pierro et al., 2001). In solchen Modellen konnte gezeigt werden, dass
Ostrogen nur einen proliferativen Effekt auf die EEC ausiibte, wenn diese

zusammen mit darunter liegenden ESC kultiviert werden (Pierro et al., 2001).

Um die parakrinen Beziehungen zwischen hormonresponsiven EEC und ESC
untersuchen zu konnen, wurde fir diese Arbeit ein dreidimensionales
Zellkulturmodell nach Blauer et al etabliert und weiter optimiert. In diesem
Modell werden die epithelialen Driisen in Matrigel in einem Insert Gber den
Stromazellen kultiviert (s. 2.2.6, Abbildung 7) (Blauer et al., 2005).
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Hierzu wurde humanes Endometrium in einer Kollagenase-Losung verdaut.
Wahrend des Verdaus werden ESC zu Einzellzellen verdaut und die
epithelialen Drusen bleiben erhalten (Abbildung 23).

mx- G *"N: i&‘%

Abbildung 23: Isolation von epithelialen Drisen dur ch einen Verdau des Endometriums
Wéhrend des Verdaus mit Kollagenase | l6sen sich die epithelialen Driusen und die
Stromazellen aus dem Gewebeverband des Endometriums. Die ESC werden zu Einzelzellen

verdaut und die epithelialen Driisen bleiben erhalten. Die Pfeile zeigen epitheliale Driisen, die
noch von Gewebe umgeben sind.

Auch wahrend der Kultivierung in Matrigel bleiben die Drisen erhalten. Dies
kann man an Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitten der in Matrigel
eingebetteten Drisen nach unterschiedlicher Kulturdauer erkennen (Abbildung
24).
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Abbildung 24: Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Paraffinsc hnitte von endometrialen Drisen in
Matrigel nach unterschiedlicher Kulturdauer. Nach drei Tagen in dreidimensionaler Kultur
mit Wachstumsmedium (A, B). Nach sechs Tagen in Kultur mit Testmedium (10 %
steroidhormonfreies FCS) und 10 nmol/l E; (C). MaRstabsbalken A = 50 um, B und C = 20 um.
eD, epitheliale Driisen; MG, Matrigel.
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Immunhistochemisch lassen sich auch die Hormonrezeptoren fiir Progesteron
und Ostrogen in den Driisen nach 7 Tagen in Kultur nachweisen (Abbildung
25).

A B C
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Abbildung 25: Immunohistochemische Untersuchung der epithelialen Drusen in Matrigel.

Epitheliale Driisen wurden fur sieben Tage im dreidimensionalen Zellkulturmodell kultiviert. (A)
Nachweis des PR in epithelialen Drisen durch rote Farbung der Zellkerne.(B) Nachweis des ER
durch positive rot-gefarbte Zellkerne in epithelialen Drisen. (C) Negativ-Kontrolle (nur mit
Antikorper-Diluent inkubiert). eD, epitheliale Driisen; MG, Matrigel.

Um zu testen, ob die Zellen noch hormonresponsiv sind wurden die
dreidimensionalen Kulturen fur 24 und 48 h mit E; in Testmedium (5 %
steroidhormonfreies FCS) behandelt. E, wurde in der in der Literatur
beschriebenen Standardkonzentration von 10 nmol/l eingesetzt (Classen-Linke
et al., 1996; Pierro et al., 2001; Blauer et al., 2005). Mittels gPCR wurde die
Expression des PR nach der Behandlung untersucht. Wie man in Abbildung 26
sehen kann, wird PR starker in epithelialen Driisen exprimiert, die mit E;
behandelt wurden. Die PR-Expression unter E,-Behandlung steigt tber die Zeit

an. In den ESC hat die Behandlung keinen Einfluss auf die PR-Expression.
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Abbildung 26: Effekte der Ostrogenbehandlung auf di e Expression des PR im
dreidimensionalen Zellkulturmodell. Nach 24 h Kultur wurden die Zellen fur 24 und 48 h mit
10 nmol/l E; in Testmedium mit 5 % steroidhormonfreiem FCS behandelt. AnschlieRend wurde
die Expression des PR mittels gPCR bestimmt. In den behandelten epithelialen Driisen wird der
PR starker exprimiert als in den epithelialen Drisen, die mit der Ldsungsmittel-Kontrolle
behandelt wurden. Dargestellt ist die mittlere prozentuale Expressionsdnderung zur Kontrolle
definiert als 100 % + SD. In zwei unabhangigen Versuchen wurden epitheliale Driisen und ESC
aus zwei Patientinnen verwendet.

Auch die 0Ostrogenresponsiven Gene growth regulation by estrogen in breast
cancer 1 (GREB1) und Cathepsin D (CTSD) konnten in diesem
dreidimensionalen Zellkulturmodell durch eine Behandlung mit E, induziert

werden.
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Abbildung  27: Induktion  Ostrogenresponsiver Gene im  dreidimension alen

Zellkulturmodell. Nach 24 h Kultur wurden die Zellen fur 24 und 48 h mit 10 nmol/l E; in
Testmedium mit 5 % steroidhormonfreiem FCS behandelt. AnschlieRend wurde die Expression
der Gene mittels qPCR bestimmt. Nach 48 h Behandlung mit E, wird GREB1 in epithelialen
Drusenzellen induziert. Auch Cathepsin D zeigt nach 48 h Behandlung mit E, eine leichte
Induktion in den epithelialen Drisenzellen. Dargestellt ist die mittlere prozentuale
Expressionséanderung zur Kontrolle definiert als 100 % + SD. In zwei unabhangigen Versuchen
wurden epitheliale Drisen und ESC aus zwei Patientinnen verwendet.

Auch nach 7 Tagen Kultur konnten in diesem dreidimensionalen Modell die
Hormonrezeptoren fir Progesteron und Ostrogen noch nachgewiesen werden.
Weiterhin konnten zum ersten Mal in solch einem dreidimensionalen Modell

ostrogenresponsive Gene durch E; induziert werden.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob das BMP-Signaling bei
der Entstehung und Persistenz der Endometriose eine Rolle spielt. Nachdem
hier erstmals gezeigt werden konnte, dass alle untersuchten Komponenten der
BMP-Signalkaskade im eutopen Endometrium, in ovariellen Zysten und in
peritonealen Lasionen exprimiert sind (s. 3.1.1) und dass in diesen Geweben
ein funktionelles BMP-Signalling stattfindet (s. 3.1.2), wurde zun&achst
untersucht welche Auswirkungen die BMPs auf die Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen (ESC) in vitro haben und ob endometriale
Epithelzellen unter dem Einfluss eines geeigneten Stimulus eine epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) durchlaufen. Anhand der Ergebnisse wurden
Schlusse zur Rolle des BMP-Signalings bei Endometriose gezogen.

4.1 Verminderte IGFBP1-Expression durch BMP2 und BM  P7 wahrend der

Dezidualisierung

Da das Endometrium ein sehr dynamisches Gewebe ist, andert sich auch die
Expression von vielen Molekulen im Endometrium zeitlich und raumlich. Gene,
deren Expression sich in der mittleren sekretorischen Phase andert, spielen
vermutlich eine Rolle bei der Vorbereitung des Endometriums auf die
Einnistung einer befruchteten Eizelle, also bei der Dezidualisierung der
Stromazellen (ESC). Daher war der erste Hinweis fir eine Beteiligung von
BMP7 an der Dezidualisierung die zyklische Expressionsdnderung im
Endometrium. BMP7 ist im proliferativen Endometrium starker exprimiert als im
sekretorischen Endometrium (s. 3.1.1, Abbildung 8). Dieser Abfall der
Genexpression von BMP7 in der sekretorischen Phase wurde gleichzeitig
publiziert (Kodama et al.,, 2010). Immunhistochemisch konnte im Rahmen
dieser Arbeit erneut gezeigt werden, dass BMP7 wahrend des Zyklus im
Endometrium unterschiedlich lokalisiert ist. In der proliferativen Phase ist BMP7
in Drisen und ESC zu detektieren, in der sekretorischen Phase nur in ESC (s.
3.1.3, Abbildung 11) (Stoikos et al., 2008). Die Schlussfolgerung, die auch
Kodama et al. und Stoikes et al., aus diesen Daten ziehen, ist, dass BMP7 eine
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Rolle bei der Entwicklung eines empfangnisbereiten Endometriums spielt
(Stoikos et al., 2008; Kodama et al., 2010). Die BMP2-Expression im humanen
Endometrium unterscheidet sich nicht signifikant in der proliferativen und der
sekretorischen Phase. Trotzdem besteht die Vermutung, dass BMP2 beim
Menschen eine Rolle bei der Dezidualisierung spielt. BMP2 zeigt in humanem
Endometrium die starkste immunhistochemische Farbung in dezidualisierten
ESC (Stoikos et al., 2008). Ein konditionaler Knockout von BMP2 im Uterus von
Mausen fuhrt dazu, dass die Dezidualisierungsreaktion gestort ist (Lee et al.,
2007). Somit scheint BMP2 ein wichtiger Mediator fir die Dezidualisierung bei

Mausen und Menschen zu sein (s. auch 1.4.3).

Fur die in vitro Dezidualisierungsassays wurden ESC aus humanem
Endometrium isoliert. Dies ist von grof3er Bedeutung, denn es gibt Spezies-
spezifische Unterschiede bei der Dezidualisierung. Ein gravierender
Unterschied ist, dass beim Menschen in jedem Zyklus eine Dezidualisierung
stattfindet. Bei Nagern dagegen wird die Dezidualisierung nur beim
Vorhandensein einer befruchteten Eizelle eingeleitet (s. auch 1.1.2).

Fur BMP7 konnte gezeigt werden, dass es im uterinen Epithel von Mausen und
Ratten exprimiert ist, ohne dass es, wie beim Menschen, zu einer Veranderung
des Expressionmusters wahrend des Zyklus kommt (Ozkaynak et al., 1997;
Erickson et al., 2004). In Uteri von Mausen wird die BMP7-Expression im
Gegensatz zum Menschen durch eine Behandlung mit Ostrogen vermindert,
nicht aber durch die Behandlung mit Progesteron (Ozkaynak et al., 1997). Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass dieser Spezies-spezifische
Unterschied in der Expression ein Indiz fur eine teilweise unterschiedliche
Funktion von BMP7 in Nagern und Menschen ist. Auch bei der
BMP2-Expression gibt es Spezies-spezifische Unterschiede. In Rattenuteri
konnten namlich Expressionsunterschiede zwischen den Zyklusphasen
detektiert werden (Erickson et al., 2004). Weitere Spezies-spezifische
Expressionsunterschiede konnten fur die BMP-Rezeptoren detektiert werden.
Sie werden im Rattenuterus zyklisch unterschiedlich exprimiert (Erickson et al.,
2004). Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Genexpression der drei

untersuchten Rezeptoren im eutopen humanen Endometrium nachgewiesen
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werden, die nicht zyklisch abhéngig ist. Aufgrund dieser Unterschiede ist es

wichtig die Dezidualisierung an humanem Material durchzufthren.

Um die Funktion der BMPs wahrend der Dezidualisierung genauer untersuchen
zu konnen, wurden humane ESC mittels cAMP in vitro dezidualisiert. Eine
cAMP-abhanige in vitro Dezidualisierung konnte durch die Analyse der
Verédnderung der Zellmorphologie und durch Detektion der
Dezidualisierungsmarker PRL, IGFBP1, FOXO1l und SPP1 nachgewiesen
werden (s. 3.2.1). Die Expression von PRL, IGFBP1 und FOXO1l in den
dezidualisierten ESC ist an Tag 3 am starksten und nimmt bis zu Tag 14 ab.
Dieser Abfall entspricht den Literaturdaten zur in vitro Dezidualisierung mit
CAMP (vgl. 1.1.2). Durch die Dezidualisierung kommt es zu einer signifikanten
Induktion der Genexpression von BMP2 und BMP4 in den ESC an Tag 5.
BMP7 konnte in den ESC nicht nachgewiesen werden. BMP6 zeigt keine
signifikanten Veranderungen durch die Dezidualisierung. Tendenziell ist BMP6
in dezidualisierten Zellen schwécher exprimiert (s. 3.2.2, Abbildung 16). Ein
signifikanter Anstieg der BMP2-Expression durch die in vitro Dezidualisierung
wurde bereits publiziert (Li et al., 2007; Stoikos et al., 2008).

Die in der Literatur beschriebene Expression von BMP7 wahrend der in vitro
Dezidualisierung konnte mit dem in dieser Arbeit gewahlten experimentellen
Ansatz nicht bestatigt werden. Dabei kann es nicht ausgeschlossen werden,
dass Unterschiede in den primaren Zellen und/oder Versuchsbedingungen zu
diesen widerspruchlichen Ergebnissen gefihrt haben. Aufgrund des
Expressionsunterschiedes von BMP7  zwischen proliferativem und
sekretorischem Endometrium, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass
BMP7 eine Funktion im Endometrium hat.

Einen leichten Anstieg der BMP4 Sekretion wahrend der Dezidualisierung und
die immunhistochemische Lokalisation von BMP4 im Cytoplasma von ESC in
sekretorischem Endometrium konnte bereits nachgewiesen werden (Stoikos et
al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit konnten diese Daten teilweise bestatigt und
erstmalig ein statistisch signifikanter Anstieg der BMP4-Expression wahrend der

Dezidualisierung nachgewiesen werden. Dies spricht fir eine Beteiligung von
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BMP4 an parakrinen oder autokrinen Mechanismen wahrend der
Dezidualisierung. Allerdings konnte BMP4 in schwangeren Mausen (Ying und
Zhao, 2000) und im Rattenuterus nur in Endothelzellen von Gefal3en
nachgewiesen werden. BMP4 scheint also Spezies-spezifisch exprimiert zu

sein.

In weiteren Versuchen wurde untersucht welchen Einfluss die Zugabe der
BMPs auf die Dezidualisierung hat. Bisher wurde vermutete, dass BMP2 die
Dezidualisierung fordert (Stoikos et al., 2008) und BMP7 die Dezidualisierung
vermindert (Kodama et al., 2010). Die Vermutung, dass BMP2 die
Dezidualisierung foérdert, basiert auf der Beobachtung, dass ESC, die fur 8 Tage
mit Ostrogen und Progesteron dezidualisiert und zusatzlich mit verschiedenen
Konzentrationen an BMP2 behandelt wurden, mehr PRL sekretieren, als ESC
die nur mit Ostrogen und Progesteron behandelt wurden (Stoikos et al., 2008).
Die starkste PRL Sekretion konnte mit 50 ng/ml BMP2 erreicht werden.
Kodama et al. dagegen konnte gleichzeitig zu den Ergebnissen in dieser Arbeit
zeigen, dass IGFBP1 wahrend der in vitro Dezidualisierung mit Ostrogen und
Progesteron und verschiedenen Konzentrationen von BMP7 nach 12 Tagen
Behandlung vermindert exprimiert sowie sekretiert wird (Kodama et al., 2010).
Bei den meisten dieser Experimente wurde aber jeweils nur einer der
Dezidualisierungsmarker untersucht. Nur Li et al. untersuchte die Expression
von PRL und IGFBP1. Durch die Zugabe von 100 ng/ml BMP2 wahrend der
Dezidualisierung konnte bei diesen Experimenten nicht nur die PRL-Expression
weiter induziert werden sondern auch die IGFBP1-Expression (Li et al., 2007).
Diese Daten wurden aber nicht weiter berlcksichtigt, da die Herkunft der

verwendeten humanen Zellen nicht eindeutig definiert ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Zugabe
von BMP2 und BMP7 wahrend der Dezidualisierung zu einer verstarkten
Expression von PRL und FOXOL1 fihrt. Die IGFBP1-Expression hingegen wird
durch die Zugabe von BMP2 und BMP7 signifikant vermindert (s. 3.2.3,
Abbildung 17). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass BMP4 und BMP6 keinen
Einfluss auf die IGFBP1-Expression haben (s. 3.2.3, Abbildung 18). Die
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SPP1-Expression fallt tendenziell durch die Zugabe der BMPs leicht, jedoch
nicht signifikant, ab (s. 3.2.3, Abbildung 17). Die Zugabe der verschiedenen
BMPs wahrend der Dezidualisierung fihrte nicht zu morphologischen
Unterschieden der dezidualisierten ESC. Daher lasst sich nicht von einer
verstarkten oder verminderten Dezidualisierung sprechen. Die verminderte
IGFBP1-Expression kdnnte bei der Trophoblasteninvasion einer befruchteten
Eizelle ins dezidualisierte Endometrium eine Rolle spielen. Die Invasion der
Trophoblasten, um an maternale Blutgefal3e zu gelangen, ist ein komplexer
Prozess. Trophoblasten missen an die extrazellulare Matrix des
dezidualisierten Endometriums adharieren und sie anschlie3end proteolysieren.
Dafiir exprimieren Trophoblasten z.B. IGF-1l und MMPs. Uber Faktoren, die von
dezidualisierten ESC sekretiert werden, wie z.B. IGFBP1 und TIMPs, wird die
Invasion der Trophoblasten kontrolliert. IGF-Il interagiert mit dezidualem
IGFBP1. Durch die Bindung wird IGF-Il inhibiert. Eine IGF-Il Uberexpression
fuhrt zu Tumorigenese und anti-Apoptose. Hohe Konzentrationen von IGFBP1
aus dem dezidualisierten Endometrium konnten allerdings die Rezeptivitat des
Endometriums senken (als Review s. Fowler et al.,, 2000). IGF-1I kann
wiederum die IGFBP1-Expression in ESC inhibieren (Irwin et al., 2001). Die,
durch eine Behandlung mit BMP2 oder BMP7 verminderte IGFBP1-Expression
wahrend der Dezidualisierung, konnte somit zur Entwicklung der
Mikroumgebung an der Grenzflache zwischen Trophoblast und Dezidua
beitragen. Ob sich die verminderte IGFBP1-Expression positiv oder negativ auf
die Invasion der Trophoblasten und somit auf die Infertilitat auswirkt muss im

Vergleich mit Zellen von gesunden Frauen weiter untersucht werden.



Diskussion 86

4.1.1 Mdgliche Signalwege zur Regulation der Expres sion von PRL und
IGFBP1

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten zur Funktion von BMP2 und BMP7
erweitern das bisherige Verstandnis zur BMP-abhangigen Differenzierungs- und
Signalkaskade wéahrend der Dezidualisierung. PRL und IGFBP1 werden durch
die BMPs unterschiedlich reguliert. In Abbildung 28 sind schematisch die
maoglichen Signalwege dargestellt, die in einer differenzierten Regulierung der
Genexpression von PRL und IGFBP1 wahrend der Dezidualisierung involviert

sein kdnnten.

RLX, PGE: etc

AKT/PKB

IGFBP1 - PRL

l

<—— Aktivierung

—— Inhibition

Abbildung 28: Mdgliche Signhalwege zur Regulation vo n PRL und IGFBP1 durch BMP2
und BMP7 wahrend der Dezidualisierung. BMP2, BMP7 und cAMP aktivieren die
Proteinkinase B (AKT/PKB), diese inhibiert FOXO1 und somit auch die Expression von IGFBP1
und PRL. Die PRL-Expression wird aber auch durch CREB induziert, welches von PKA aktiviert
wird. Die PRL-Expression kdnnte trotz der cAMP-Inhibition weiter gesteigert werden, denn
BMP2 und BMP7 aktivieren p38, welches PRL unabhéngig von cAMP, induzieren kann.
IGFBP1 kdnnte durch p38 inhibiert werden.
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Die PRL-Expression wird tGiber drei mdgliche Signalwege induziert.

Erstens kann die PRL-Expression Uber FOXO1 reguliert werden. Die
intrazellular erhéhten cAMP-Level wahrend der Dezidualisierung fuhren zu
einer Aktivierung des PKA-Signalwegs. Dies fuhrt zur Expression von PRL
(Telgmann und Gellersen, 1998). Mediatoren dieses Prozesses sind FOXO1
und CCAAT/enhancer-binding protein B (C/EBPB). Beide werden im
sekretorischen Endometrium starker exprimiert. Es konnte gezeigt werden,
dass FOXO1 an C/EBPf binden kann und beide funktional kooperieren um die
PRL-Expression zu induzieren (Christian et al., 2002). Wie in der Einleitung
schon beschrieben ist FOXO1 eins der ersten und starksten induzierten Gene
bei der Dezidualisierung. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Induktion von FOXO1 an Tag 3 am starksten ist (s. 3.2.1, Abbildung 12).
FOXO1 ist im humanen Endometrium und im Endometrium von Pavianen
exprimiert (Christian et al.,, 2002; Kim und Fazleabas, 2004). In der
sekretorischen Phase des Zyklus und wahrend der Schwangerschaft ist die
FOXO1-Expression hochreguliert. Es muss aber auch FOXO1-unabhéngige
Mechanismen geben, die zur PRL Induktion beitragen, denn durch einen
siRNA-knockout von FOXO1 wahrend der in vitro Dezidualisierung wurde die
PRL-Expression nicht vermindert (Buzzio et al., 2006). Daher ist ein zweiter
maoglicher Signalweg Uber den die PRL-Expression verstarkt wird, die
Phosphorylierung nuklearer Proteine durch die PKA, wie z.B. das cyclic AMP
responsive element-binding protein (CERB) (Gerlo et al., 2005; Wang et al.,
2007). Auf dem PRL Promotor gibt es eine inperfekte CRE-Position, an die
CREB binden kann und so die Expression von PRL induziert (Gerlo et al., 2005;
Wang et al., 2007). Ein dritter Signalweg zur Induktion von PRL kdnnte tber die
Map Kinase p38, unabhangig von FOXO1 und PKA, verlaufen. Fir BMP2 und
BMP4 konnte gezeigt werden, dass sie Uber die Map Kinase Kinase TAK1 und
das Tak binding protein 1 (TAB1) die Map Kinase p38 aktivieren kénnen (als
Review s. Nohe et al., 2004). Auch fur den BMP2 regulierten Umbau des Aktin-
Zytoskeletts fur die Zellmigration in mesenchymalen Zellen ist eine Aktivierung
von p38 notwendig (Gamell et al., 2011). Ein Umbau des Zytoskeletts findet
auch bei der Dezidualisierung der ESC statt. Da BMP2 und BMP7 identische
Rezeptoren nutzen konnen ist es wahrscheinlich, dass auch BMP7 diesen
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Signalweg induzieren kann. Eine Aktivierung von p38 durch BMPs kann in der
eosinophilen Zelllinie Eol-1 zu einer Erhéhung der PRL-Expression fuhren
(Gerlo et al., 2005). Gerlo et al. konnte zeigen, dass die alleinige Aktivierung
von p38, unabhangig von PKA, nicht ausreicht um die PRL-Expression zu
induzieren. Die Gruppe vermutet aber, dass dieser Signalweg die PRL-
Expression, im Vergleich zur alleinigen Induktion mit cAMP, noch verstarken
kann. Somit konnte die Aktivierung von p38 durch BMP2 oder BMP7, die
erhdhte Expression von PRL wahrend der Dezidualisierung mit cAMP erklaren.

Die Aktivierung der IGFBP1-Expression wahrend der Dezidualisierung verlauft
Uber cAMP und FOXOL1. Die Inhibierung der IGFBP1-Expression durch BMP2
und BMP7 kénnte tber die AKT/PKB oder Uber die Map Kinase p38 erfolgen.

Wahrend der Dezidualisierung kann FOXO1, neben der PRL-Expression, auch
die IGFBP1-Expression induzieren (Kim und Fazleabas, 2004). In ESC aus
Pavianen interagiert FOXO1 mit dem nuklearen Transkriptionsfaktor HOXA10,
wodurch die IGFBP1-Expression wahrend der Dezidualisierung gesteigert wird
(Kim und Fazleabas, 2004; Monsalve und Olmos, 2011). In humanen ESC
konnte eine Interaktion von HOXA10 mit dem IGFBP1-Promotor und eine
verstarkte IGFBP1 Promotoraktivitdt nachgewiesen werden (Gao et al., 2002).
FOXO1 scheint ein Schlussel-Molekul fur die Expressionsregulation von
IGFBP1 zu sein. Eine Uberexpression von FOXO1 in ESC fiihrt auch ohne
einen Induktor fur die Dezidualisierung zu einer verstarkten IGFBP1-Expression
und ein siRNA-Knockout von FOXO1 unter Behandlung mit Hormonen und
CAMP fuhrt zu einem Abfall der IGFBP1-Expression (Buzzio et al., 2006). Ein
wichtiger Faktor fur die Aktivitdt von FOXOL1 ist seine Lokalisation. In vitro
induziert cAMP die FOXO1-Expression in ESC (s. 3.2.1, Abbildung 12,
(Christian et al.,, 2002; Gellersen und Brosens, 2003)). Entsprechend dazu
konnte eine Akkumulation von FOXOL1 in Kernen dezidualisierter Stromazellen

in vivo nachgewiesen werden (Gellersen und Brosens, 2003).

In osteogenen Zellen konnte die Aktivierung der AKT/PKB durch BMP2 gezeigt
werden (Ghosh-Choudhury et al., 2002). Die AKT/PKB kann FOXO1 durch
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Phosphorylierung inaktivieren. Die Phosphorylierung von FOXO1 durch
AKT/PKB fluhrt zu einem Export von FOXO1 aus dem Nukleus (Maruyama und
Yoshimura, 2008; Monsalve und Olmos, 2011), wodurch die aktivierende
Funktion von FOXO1 verloren geht. Das heil3t, dass die BMPs iber die
AKT/PKB FOXO1 inhibieren. Dadurch kann die IGFBP1-Expression vermindert
werden. Dies legt allerdings die Vermutung nahe, dass das AKT/PKB Signaling
normalerweise wahrend der Dezidualisierung supprimiert ist. In friheren
Arbeiten konnte auch eine Hypophosphorylierung der AKT/PKB in
dezidualisierten ESC in vitro nachgewiesen werden (Yoshino et al., 2003). Im
Gegensatz dazu ist phosphorylierte AKT/PKB in dezidualen ESC in vivo stark
exprimiert (Toyofuku et al., 2006). In vivo sind wahrscheinlich weitere
Wachstumsfaktoren (wie z.B. IGF-1) involviert, die die AKT/PKB uber PI3K
aktivieren. Im in vitro System, das im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde,
wird die AKT/PKB wahrscheinlich von BMP2 und 7 aktiviert. In weiteren
Versuchen sollte mittels Immunfluoreszenz die Translokation von AKT/PKB und
FOXO1 in den Kern der ESC uberprift werden.

Die Aktivierung von p38 durch BMP2 und BMP7 kdnnte die IGFBP1-Expression
wahrend der Dezidualisierung vermindern. Die Map Kinase p38 kann, neben
BMP2 und BMP7, auch durch IL13 aktiviert werden (Strakova et al., 2000).
Strakova et al. konnte zeigen, dass beide, cAMP und IL1B, in Gegenwart von
Hormonen die IGFBP1-Expression in ESC induzieren kann. Bei einer
Behandlung mit IL13, cAMP und Hormonen dagegen, wird die IGFBP1-
Expression in ESC von Primaten und Menschen um 74 % vermindert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Dezidualisierung mit cAMP induziert. Die
Zellen wurden dabei in normalem FCS kultiviert. Somit waren vermutlich auch
geringe Mengen an Hormonen vorhanden. Es besteht also die Vermutung, dass
BMP2 und BMP7, ahnlich wie IL1B, zusammen mit cAMP und Hormonen eine

inhibierende Wirkung auf die IGFBP1-Expression haben.
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4.2 Dezidualisierungskapazitat von endometrialen L&  sionen

Es ist bekannt, dass ESC von endometriale Lasionen eine verringerte
Dezidualisierungskapazitat haben (vgl. 1.2.2.2). Es wird spekuliert, dass die
verringerte Dezidualisierungskapazitat mit einer erhohten Uberlebensfahigkeit
und verstarkter Proliferation der ESC in Lasionen assoziiert ist (Klemmt et al.,
2006). Die Expressionsunterschiede zwischen Endometrium und endometrialen
Lasionen, die mittels der Genexpressionsanalyse festgestellt werden konnten,
lassen vermuten, dass das BMP-Signaling bei Endometriose anders reguliert ist
als im eutopen Endometrium. Ob die verédnderte Expression der BMP-
Komponenten fir die verringerten Dezidualisierungskapazitat der Lasionen
auch eine Rolle spielt, ist aufgrund der Expressionsdaten nicht eindeutig zu
zeigen.

Auffallig ist, dass der BMPR2 unabhangig von der Zyklusphase in beiden
untersuchten Lasionsarten und der BMPR1A in den proliferativen Zysten erhoht
ist, jedoch fiir den BMPR1B keine signifikanten Anderungen in der
Genexpression in den Lasionen detektiert. Laut Literatur ist BMPR1B aber
essentiell fur die Dezidualisierung (Yi et al., 2001). Eine im Verhaltnis zu
BMPR1B erhohte Expression von BMPR1A kbénnte zu einer verminderten
Dezidualisierungskapazitat beitragen.

Wie unter 4.1 beschrieben férdern BMP2 und BMP7 die Expression von PRL
und vermindern die Expression von IGFBP1 wéahrend der Dezidualisierung in
vitro. Eine verstarkte oder verminderte Dezidualisierung durch BMP2 oder
BMP7 konnte morphologisch nicht beobachtet werden. Die Auswirkungen der
erhohten BMP2-Expression in proliferativen Zysten und peritonealen L&sionen
und der erhéhten BMP7-Expression in sekretorischen peritonealen Lasionen
auf die Dezidualisierungskapazitat der endometrialen Zellen muss also weiter
untersucht werden. Laut Literatur ist BMP4 wahrend der Dezidualisierung bei
Méausen in den Endothelzellen endometrialer GefalRe exprimiert (Ying und
Zhao, 2000). Die Expressionsanalyse hat gezeigt, dass BMP4 in beiden
Lasionsarten unabhangig von der Zyklusphase verstarkt exprimiert wird. Ob
dies einen positiven oder negativen Einfluss auf die Dezidualisierung hat, muss

noch erforscht werden.
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Die erhohte BMP6-Expression in den Zysten kénnte mit der in der Literatur
vermuteten Rolle von BMP6 bei der Auswahl des dominanten Follikels vor dem
Eisprung zusammenhangen. Bei Ratten nimmt die BMP6-Expression in den
Granulosazellen kurz vor der Auswahl des dominanten Follikels stark ab. BMP6
kann die notigen Aktivitaten des Follikel-stimulierenden Hormons (FSH)
unterdriicken. Somit kénnte es sein, dass die Auswahl dominanter Follikel
durch die Uberexpression von BMP6 in endometrialen Zysten gestort ist (als
Review s. Shimasaki et al., 2004).

Insgesamt kann man sagen, dass die Expression der meisten
BMP-Komponenten in endometrialen Lasionen und Zysten verandert ist. Es gibt
auch einige Expressionsunterschiede zwischen den peritonealen L&sionen und
den ovariellen Zysten. Dies deutet darauf hin, dass sich die Funktionen des
BMP-Signaling auch in den Lasionsarten unterscheiden. Um welche Funktionen
es sich dabei genau handelt und welche Rolle das BMP-Signaling in den

Lasionen hat, muss noch herausgefunden werden.

4.3 Ausblick Dezidualisierung

Um zu Uberpriifen, ob BMP2 und BMP7 Uber die hier beschriebenen
Signalwege mit FOXO1 und p38 die PRL- und IGFBP1-Expression in
Dezidualzellen regulieren, sollten siRNA-knockout Experimente fir FOXO1 und
p38 durchgefiihrt werden. Weiterhin kénnten Immunfluoreszenz Versuche mit
FOXO1 und PKB/AKT einen Aufschluss tber deren Translokation in den Kern

wahrend der Dezidualisierung geben.

Sehr interessant ware es, die Rolle von BMP7 und BMP2 wéahrend der
Dezidualisierung in vivo zu testen. Dafir kénnte man ein Mausmodell zur
Dezidualisierung verwenden und bei der Induktion der Dezidualisierung
zusatzlich BMP2 oder BMP7 zugeben.

Dezidualisierungsversuche mit Zellen aus Zysten oder peritonealen Lasionen
konnten Aufschluss dariiber geben, ob die Dezidualisierungskapazitat dieser
Zellen vermindert ist. Allerdings ist es sehr schwer aus Zysten oder
peritonealen Lasionen Zellen zu isolieren. Die Zellisolation und —identifikation

misste zunéchst optimiert werden. Weiterhin sollte getestet werden, welchen
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Einfluss die Zugabe der BMP-Antagonisten Noggin oder USAG1 auf die
Dezidualisierung mit cAMP hat. Wird die IGFBP1-Expression durch die Zugabe
eines BMP-Antagonisten nicht vermindert, ist dies ein weiterer Hinweis dafir,
dass BMP2 und BMP7 fur die verminderte IGFBP1-Expression wéhrend der
Dezidualisierung verantwortlich sind. Auch Dezidualisierungsversuche mit ESC
von gesunden Frauen waren sehr interessant. Da aber von gesunden Frauen
kein Endometrium entnommen werden kann, misste man z.B. Endometrium

von Frauen mit Myomen verwenden.

4.4 Humane endometriale Epithelzellen kénnen einen EMT-ahnlichen

Phanotypen ausbilden

Bisher gibt es einige indirekte Hinweise daflr, dass EEC eine EMT durchlaufen
kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass EEC durch eine Behandlung mit
TGFB1 in einem zellularen Invasions-Assay starker invasieren als unbehandelte
EEC (Liu et al., 2009). Unter dem Einfluss von Ostrogen zeigen auch Ishikawa
Zellen (immortalisierte Epithelzellen aus einem endometrialen Adenokarzinom)
eine verstarkte Migration und Invasion (Chen et al., 2010). Wie schon unter
1.3.1 beschrieben konnten aus endometrialen Lasionen und aus eutopem
Endometrium von Frauen mit Endometriose zwei verschiedene
Zellpopulationen epithelialer Zellen isoliert werden. Es handelt sich dabei um
E-Cadherin positive EEC und E-Cadherin negative EEC. Wobei die E-Cadherin
negativen Zellen invasive Eigenschaften haben. Aus den E-Cadherin negativen
EEC aus Lasionen wurden Zelllinien etabliert, die &hnliche invasive
Eigenschaften haben wie die primaren endometrialen Zellen (Zeitvogel et al.,
2001). Die Invasivitat hangt eher mit einer erhbhten N-Cadherin Expression
zusammen als mit der verminderten E-Cadherin Expression. Die Zelllinien
haben allerdings auch einige Stromazell-Eigenschaften (Banu et al., 2008).
Daher wird vermutet, dass die Zellen schon einen Teil der EMT durchlaufen
haben (Grund et al., 2008). Durch eine Behandlung mit TNFa konnte die EMT
noch verstarkt werden, was sich in einer vermehrten Invasion der Zellen
aul3erte (Grund et al., 2008).



Diskussion 93

Mittels eines PCR Arrays fur EMT-Markergene konnten eine Vielzahl von EMT
relevanten Genexpressionsanderungen in HeclB und EEC Zellen unter
Behandlung mit TGFB1 und 3 identifiziert werden (s. 3.3.2, Tabelle 7). Mithilfe
dieser Markergene konnte gezeigt werden, dass HeclB und EEC Zellen ihren
epithelialen Charakter durch die Behandlung mit TGFB1 oder TGFB3 verlieren
kbnnen um sich in einen Zelltyp mit mesenchymalen Eigenschaften
umzuwandeln. Diese Daten zeigen erstmalig fir HeclB und EEC Zellen, dass
sie prinzipiell dazu in der Lage sind, einen EMT-ahnlichen Prozess zu

durchlaufen.

Dass die Genexpression der untersuchten Gene in HeclB Zellen starker
induziert wird als in EEC, kann viele Griinde haben. In vitro Studien der EMT
sind schwierig, weil die meisten Zellen aufgrund der Kulturbedingungen, nicht
vollstandig polarisiert sind und keine tight junctions haben (Thiery und Sleeman,
2006). Dies limitiert die Untersuchung der EMT. Also misste man zunéchst
untersuchen ob HeclB und EEC Zellen tight junctions ausbilden kdnnen oder
nicht. Ein weiterer Grund koénnte die Heterogenitat der primaren EEC aus
unterschiedlichen Patienten sein oder die Kontamination der Kultur mit ESC. Es
ist bekannt, dass die ESC die EEC nach mehreren Passagen Uberwachsen
konnen. Daher wurden fir die Versuche hier auch nur EEC bis zur Passage 5
verwendet. Die Kinetik der EMT kann sehr unterschiedlich sein. Es kann
Stunden bis Wochen dauern (Thiery und Sleeman, 2006). Da die Hec1B Zellen
schneller wachsen als die EEC haben sie auch einen schnelleren
Metabolismus. Daher kdnnen sie besser durch TGFB stimuliert werden,
wodurch die starkere Genexpressionsanderung erklarbar ist. In Zukunft sollte
getestet werden nach wie vielen Stunden Inkubation mit TGF3 die maximalen
Genexpressionsanderungen erreicht werden. Voraussichtlich wird die maximale

Genexpressionsanderung in den Hecl1B Zellen friher erreicht als in den EEC.

Die EMT konnte in Hec1B und EEC durch BMP7 nicht so eindeutig umgekehrt
werden, wie es fur Nieren- und Brustkrebszellen beschrieben ist (vgl 1.4.4). In
den HeclB Zellen ist die Genexpression nach der Behandlung mit BMP7 oder

mit dem Losungsmittel fur BMP7 fur alle untersuchten Gene niedriger als in
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TGFp stimulierten Hecl1B Zellen. Die EMT ist anscheinend in den HeclB Zellen
ohne Zugabe von BMP7 reversibel. BMP7 scheint die Umkehrung der EMT
teilweise sogar zu verlangsamen, denn fur PLEK2 und ITGAV ist die
Genexpression der BMP7 behandelten Zellen signifikant hoher als die der mit
Lésungsmittel behandelten Zellen in der zuvor mit TGFb3 behandelten Gruppe.
Dieser Effekt ist tendenziell auch bei FN1, MMP2 und PLEK2 zu sehen. Bei
SERPINE1, KRT18 und VIM scheint BMP7 die Reversibilitit der EMT zu
beschleunigen, denn im Vergleich zwischen BMP7 und der L&sungsmittel-
Kontrolle ist die Expression der Gene bei BMP7 signifikant niedriger. Der hier
erzeugte EMT-ahnliche Phanotyp ist vielleicht noch nicht weit genug im
EMT-Prozess fortgeschritten und daher reversibel. Dies sollte nach einer
langeren Induktion der EMT getestet werden. AulRerdem konnte es einen
Einfluss haben, dass die EMT nur mit TGFB induziert wurden. Eine EMT in
Nierenzelllinien ist durch die Kombination verschiedener Zytokine (z.B. TGFj,
FGF2 und EGF) starker, als durch die Behandlung mit nur einem Zytokin
(Okada et al.,, 1997; Strutz et al., 2002). Auch dieser Ansatz sollte bei den

HeclB Zellen getestet werden.

In den Primérzellen steigt die Genexpression von FN1, ITGB1 und TMEM132A
nach TGFB induzierter EMT und anschlieBender Behandlung mit dem
Losungsmittel von BMP7 signifikant an. Aufgrund des langsameren
Metabolismus der EEC ist es denkbar, dass die Inkubation mit BMP7 zu kurz
war, um einen Effekt auf die Genexpression zu induzieren. Die EEC sind
maoglicherweise noch mit der Umsetzung des TGFB-Stimulus beschaftigt, was
den weiteren Anstieg in der Genexpression erklaren wirde. Eine andere
Moglichkeit ware, dass BMP7 keinen Einfluss auf die Genexpression nach der
EMT hat. Dagegen spricht, dass die Genexpression von SERPINE1 bei BMP7
Behandlung signifikant schwécher ist als bei der Behandlung mit Losungsmittel
(in der TGFR3-Gruppe). Ahnlich wie bei den HeclB Zellen scheint BMP7 die
Umkehrung der EMT bei SERPINEL zu beschleunigen.
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4.4.1 KRT18-Expression wahrend der EMT in Hec1lB und EEC Zellen

Auffallig war in diesem Versuch die Expression von KRT18 in den EEC. KRT18
ist ein epithelialer Marker. Wenn Zellen eine EMT durchlaufen, sollte die
KRT18-Expression also sinken, da die Zellen ihren epithelialen Phanotyp
verlieren. In EEC konnte ein signifikanter Abfall der KRT18-Expression gezeigt
werden. Dieser Abfall ist auch zeitlich signifikant (s. 3.3.2, Abbildung 21). In den
HeclB Zellen dagegen kommt es zu einem Anstieg der KRT18-Expression. In
tubularen Nierenzellen konnte gezeigt werden, dass die Vimentin-Expression
alleine durch TGFB1 induziert werden konnte. Die Zytokeratin-Expression
konnte aber nur mit einer Kombination von TGFB1 und FGF2 reduziert werden
(Strutz et al., 2002). Dies spricht dafur, dass eine EMT stark vom zellularen
Kontext abhangt. Bei der anschlielenden Behandlung der HeclB Zellen mit
BMP7, scheint BMP7 die Reversibilitdt der KRT18-Expression zu
beschleunigen. In den EEC konnte BMP7 die KRT18 Expression auf dem Level
einer TGFB Behandlung halten (s. 3.3.2, Abbildung 22). Die Frage ist, ob bei
einer langeren Inkubation mit BMP7 die KRT18-Expression wieder induziert
wird. Die Losungsmittel-Kontrolle von BMP7 dagegen fiel weiter ab (signifikant
fur die zuvor mit TGFB3 behandelten Zellen). Hier sieht man wahrscheinlich

noch die Nachwirkungen der TGFB-Induktion.

4.5 EMT bei der Entstehung und Persistenz der Endom  etriose

Bislang gibt es in der Literatur nur Indizien fur die Beteiligung einer EMT an der
Entstehung von Endometriose (vgl 1.3.1). Im Rahmen dieser Arbeit konnte
erstmalig gezeigt werden, dass primére EEC unter einem geeigneten Stimulus
einen EMT-ahnlichen Phénotyp ausbilden kénnen. Aufgrund dieser Eigenschaft
von humanen EEC ist es mdglich, dass epitheliale Einzelzellen ausreichend
sind um eine Endometriose auszubilden. Damit wére auch das beschriebene
Auftreten von Lasionen in Lymphknoten erklarbar ((Mechsner et al., 2010) und
vgl. 1.2.1). Wenn sich EEC durch einen geeigneten Stimulus in phanotypisch
mesenchymal-ahnliche Zellen umwandeln kdnnen, kénnten sich diese Zellen

aus dem Gewebeverband l6sen, Uber Blut oder Lymphe in andere Organe
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einwandern, sich dort ansiedeln, proliferieren und endometriale L&sionen
bilden.

Die erhohten TGFB-Konzentrationen in der Peritonealfliissigkeit von Frauen mit
Endometriose (Kupker et al., 1998; Pizzo et al., 2002) kdnnten die Persistenz
endometrialer Lasionen erhdhen, indem sie eine EMT der Epithelzellen in den
Lasionen begunstigen und so die Invasivitat férdern. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte eine erhohte Expression von BMP7 und USAG1 in sekretorischen
peritonealen Lasionen nachgewiesen werden (s. 3.1.1, Abbildung 8 und
Abbildung 9). Im Zusammenhang mit dem unter 1.4.4 beschriebenen
Gleichgewicht zwischen TGFB-Signalweg (mesenchymaler Phénotyp) und
BMP7-Signalweg (epithelialer Phanotyp), kam die Vermutung auf, dass der
BMP-Antagonist USAG1 BMP7 inhibieren kdnnte und so das Gleichgewicht
zum TGFpB-Signalweg verschieben konnte. Dies wirde eine EMT in Lasionen
férdern. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte aber nicht gezeigt werden,
dass BMP7 die induzierte EMT umkehren kann. Daher konnte diese Hypothese
auch nicht bestatigt werden. Die erhohte BMP7-Expression in sekretorischen
peritonealen L&sionen héatte hier ein Indiz dafir sein koénnen, dass die
Invasivitat der Lasionen nicht so ausgepragt ist, wie bei malignen

Erkrankungen.

4.6 EMT in endometrialen Adenokarzinomen

Die HeclB Zellen stammen aus einem endometrialen Adenokarzinom. Sie
gehoren zu den etablierten Zellkulturmodellen fur die Erforschung der
Endometriose. Da sie einfacher zu kultivieren sind und somit auch einfacher zu
vermehren, wurde der PCR Array mit diesen Zellen und nicht mit EEC
durchgefuhrt. Bislang wurde die EMT bei endometrialen Adenokarzinomen
allerdings nur phé&notypisch beschrieben. In Adenokarzinomen wurden z.B.
mikrozystische, verlangerte und fragmentierte Driisen (microcystic, elongated
and fragmented glands, MELF) gefunden. Es besteht die Vermutung, dass
MELF durch EMT entstehen. Eine immunhistochemische Analyse der MELF
zeigte eine reduzierte E-Cadherin Expression und eine erhohte
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KRT7-Expression. Die Expression von Vimentin war variabel (Stewart und
Little, 2009). Diese Arbeit bestéatigt, dass Zellen aus endometrialen

Adenokarzinomen einen EMT-ahnlichen Prozess durchlaufen konnen.

4.7 Ausblick EMT

EMT ist ein sehr dynamischer Prozess, der von vielen verschiedenen Faktoren
abhangt. Es sind noch viele Experimente ndtig um die Rolle der EMT bei

Endometriose genau definieren zu kénnen.

Auf dieser Arbeit aufbauend sollten zunadchst zeitabh&ngige Induktions- und
Reversibilitatsversuche durchgefiihrt werden, um zu Uberprifen, wann die
maximale Expressionséanderung der EMT-Markergene erreicht ist und ob durch
BMP7 eine Reversibilitat erzielt werden kann oder nicht. Des Weiteren sollte
Uberpruft werden inwieweit HeclB und EEC tight junctions ausbilden. Dies
konnte mittels eines Immunfluoreszenz-Nachweises von ZO-1 oder mittels
Widerstandsmessungen konfluenter Zellen geprift werden. Um die Probleme
der eindimensionalen in vitro Kultur zu umgehen, kdnnten dreidimensionale
Modelle verwendet werden, in denen die Epithelzellen polarisieren kénnen und
glandulare Strukturen beibehalten oder bilden konnen. Dafur wéare das
dreidimensionale Zellkulturmodell fir das Endometrium gut geeignet, welches
im Rahmen dieser Arbeit etabliert und optimiert wurde (s. 3.4). Durch die
Behandlung der endometrialen Drisen in Matrigel mit TGFB1 oder 3 sollte es
maoglich sein, dass sich die Drisen auflésen und das die EEC, bei einem
geeigneten Stimulus im unteren Kompartment, durch das Matrigel invasieren.
Auf eine weitere Verwendung des dreidimensionale Zellkulturmodell im
Rahmen dieser Arbeit wurde allerdings verzichtet, da die experimentellen Daten
gezeigt haben, dass die biologischen Unterschiede zwischen den Patienten-
Geweben einen stark erhohten Bedarf an Gewebe fir Experimente mit
ausreichenden Fallzahlen erfordern. Dieser konnte jedoch nicht durch die

vorhandenen Kooperationen mit Kliniken sichergestellt werden.

Interessant wére es auch, die BMPs und USAG1 in Peritonealflissigkeiten von

gesunden und kranken Frauen nachzuweisen um  Unterschiede
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herauszufinden, die eine EMT in kranken Frauen beginstigen. Allerdings ist es
schwierig Peritonealfliissigkeit von gesunden Frauen zu bekommen. Weiterhin
ware interessant, ob die Peritonealflissigkeit von Frauen mit Endometriose eine

EMT in kultivierten EEC auslésen kann und die von gesunden Frauen nicht.

Ein weiterer sehr interessanter Versuch ware es, aufgereinigte humane EEC
oder isolierte endometriale Drisen mit TGFB vorzubehandeln und in den
Bauchraum von Mausen zu injizieren, um zu sehen, ob L&sionen wachsen.

Eine Variante ware die gleichzeitige Gabe von Zellen und TGF(.
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