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Ergebnisse


4  Ergebnisse

4.1  Vergleichende    immunhistochemische    Untersuchungen    eutoper    und    ektoper

       Endometrien

Die zellbiologischen Mechanismen, die zur Pathogenese der Endometriose führen, sind bis heute nicht aufklärt. Obwohl zahlreiche zell- und molekularbiologische Eigenschaften der Endometriose in der Literatur beschrieben wurden, konnte die Endometriose bisher nicht eindeutig charakterisiert werden. Ein Ziel dieser Arbeit war es u.a., verschiedene Eigenschaften, wie das Proliferationsverhalten und die Adhäsionsfähigkeit, sowie Faktoren der inflammatorischen Kaskade, die mit der Entstehung der Endometriose in Zusammenhang gebracht wurden, zu analysieren. 

Dazu wurden zunächst immunhistochemische Untersuchungen an eutopen Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose sowie an korrespondierenden peritonealen Endometrioseherden durchgeführt. 

Bei den Biopsien handelte es sich ausnahmslos um Proben, die im Verlauf der Proliferationsphase des Menstruationszyklus, Tag 6-14, entnommen wurden. Es wurden nur Gewebematerial für die Analysen berücksichtigt, das von Frauen stammte, die zum Zeitpunkt der Biopsie weder Hormone noch Präparate, die den Hormonhaushalt beeinflussen, eingenommen hatten. 

4.1.1  Proliferation

Zur Erhebung der Proliferationsrate wurde die Expression des Proliferationsmarkers Ki67 immunhistochemisch untersucht. Ki67 ist im Zellkern lokalisiert und wird in der späten G1-, S-, M- und G2-Phase des Zellzyklus exprimiert. In der G0-Phase ist dieser Marker hingegen nicht detektierbar (Schlüter et al., 1993). Durch Auszählen der angefärbten Drüsenepithel- bzw. Stromazellen wurde der prozentuale Anteil teilungsaktiver Zellen ermittelt.

Sowohl in Kryostatschnitten eutoper Endometrien von Frauen ohne (En) als auch mit Endometriose (EnEMT) ist im Drüsenepithel eine große Zahl angefärbter Zellkerne zu beobachten (Abb. 4a,b). Im Durchschnitt lag die Proliferationsrate der eutopen Endometrien bei etwa 38 % (Abb. 7a). Im Vergleich zu den Endometrien war der Anteil teilungsaktiver Drüsenepithelzellen in den Endometrioseherden signifikant (p<10-11; Statistische Auswertung, 3.9) reduziert. In 18 von 24 endometriotischen Biopsien konnte kein Ki67 detektiert werden (Abb. 4c). Bei den übrigen Proben exprimierten einzelne Epithelzellen den Proliferationsmarker (Abb. 4d). Im Durchschnitt lag die Proliferationsaktivität der Drüsenepithelzellen der Endometrioseherde bei 1,2 % (Abb. 7a). 

Durchschnittlich 10 % der endometrialen Stromazellen waren Ki67-positiv (nicht dargestellt), wohingegen im Stroma der Endometrioseherde kein Ki67 detektiert werden konnte (Abb. 4c,d).
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Abb. 4: Immunhistochemischer Nachweis des Proliferationsmarkers Ki67 im Endometrium (a) von Frauen ohne Endometriose, (b) mit Endometriose und (c,d) in Endometrioseherden. Balken: 220µm

4.1.2  EGF und EGF-R

Zwei Faktoren, die die Proliferationsaktivität des Endometriums beeinflussen, sind EGF und sein Rezeptor EGF-R. Beide Faktoren werden sowohl im Epithel als auch im Stroma des humanen Endometriums exprimiert (Smith, 1994; Abb. 5a,d). 

EGF ist im Drüsenepithel hauptsächlich im Bereich der apikalen Zellmembran lokalisiert. Eine schwache Immunreaktion konnte auch an der basalen und lateral Membran beobachtet werden (Abb. 5a,b). Die Expression dieses Wachstumsfaktors ist im eutopen Endometrium von Frauen ohne und mit Endometriose nahezu identisch. Das Fluoreszenzsignal zeigt durchschnittlich eine mittlere Intensität (Abb. 7b).

Im Gegensatz zum eutopen Endometrium ist EGF in den Endometrioseherden schwach exprimiert. 34% der Herde sind EGF-negativ (Abb. 5c, 7b).

EGF-R ist im Gegensatz zu EGF vornehmlich in der basalen Zellmembran der Drüsenepithelzellen lokalisiert. Eine schwache Immunreaktion ist zudem, in der lateralen Membran zu beobachten (Abb. 5d-f). 

In Endometrien von nicht betroffenen Frauen (Abb. 5d) und Endometriose-Patientinnen (Abb. 5e) ist die Expression des EGF-R, genauso wie bei EGF, annähernd identisch. 53 % der Endometrien nicht erkrankter Frauen und 44 % der endometrialen Kryostatschnitte von Endometriose-Patientinnen zeigen eine mittelstarke Immunreaktion gegen diesen Rezeptor (Abb. 7c). Bei Endometrien von nicht erkrankten Frauen erkennt man anhand der graphischen Auswertung eine leichte Tendenz in Richtung starker Expression. Bei 36 % dieser Endometrien war ein starkes Fluoreszenzsignal zu beobachten (Abb. 7c).

Im Vergleich zu den eutopen Endometrien wird EGF-R in den Endometrioseherden schwächer exprimiert.
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Abb. 5: Immunhistochemischer Nachweis des (a-c) ‚epidermal growth  factor’ (EGF) und des (d-f) ‚epidermal growth  factor receptor’ (EGF-R) im humanen Endometrium und in endometriotischen Biopsien. Die Spalten von links nach rechts zeigen Kryostatschnitte von eutopen Endometrien von Frauen (a,d) ohne Endometriose, (b,e) mit Endometriose sowie (c,f) den ektopen  Endometrien. In Abb. c ist das Drüsenepithel des Endometrioseherdes mit einem Pfeil gekennzeichnet. Balken: 220µm.

48 % der endometriotischen Biopsien zeigen eine schwache Immunreaktion gegen EGF-R (Abb. 5f, 7c), und in 32 % der Proben war EGF-R nicht detektierbar (Abb. 7c).

Diese immunhistochemischen Untersuchungen haben gezeigt, dass es keine bedeutenden Unterschiede in der Expression von EGF und seinem Rezeptor im Drüsenepithel der eutopen Endometrien  von Frauen ohne und mit Endometriose gibt.

Ein Vergleich der eutopen Endometrien mit  den endometriotischen Biopsien belegt, dass es in den Herden zu einer Reduktion des relativen Expressionslevels von EGF und EGF-R kommt.  

Im endometrialen Stroma konnte heterogen verteilt eine mittelstarke Expression sowohl von EGF als auch EGF-R detektiert werden. Das Stroma des ektopen Endometriums war hingegen in bezug auf beide Marker negativ (nicht dargestellt).

4.1.3  Zell-Zell-Adhäsion

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass das Drüsenepithel der ektopen Läsionen das Zelladhäsionsmolekül E-Cadherin nicht mehr exprimiert, und die E-Cadherin-negativen  Epithelzellen die Fähigkeit zum invasiven Wachstum besitzen (Gaetje et al., 1995, 1997). 

Aber nicht nur E-Cadherin ist essentiell für die Adhäsionsfähigkeit von Zellen sondern der gesamte Adhäsionskomplex inklusive (- und (-Catenin. Die folgenden immunhistochemischen Untersuchungen sollten zeigen, ob der Verlust der Adhäsionseigenschaften und die hiermit einhergehende Invasionsfähigkeit ektoper Läsionen alleine durch den Verlust von E-Cadherin bedingt ist, oder ob der gesamte Cadherin-Catenin-Komplex verloren geht. 

4.1.3.1  E-Cadherin

E-Cadherin ist die Komponente des Zelladhäsionskomplexes, die über ihre extrazelluläre Domäne die Adhäsion benachbarter Epithelzellen vermittelt. Es ist ein Transmembranprotein, das über die komplette Zellmembran des endometrialen Drüsenepithels verteilt vorliegt (Abb. 6a,b).

Im überwiegenden Teil der Endometrien von Frauen ohne Endometriose wurde eine starke (44 %) bis mittelstarke (36 %) Immunreaktion gegen E-Cadherin detektiert (Abb. 6a, 8a). Lediglich 20 % der Proben exprimierten das Adhäsionsmolekül schwach.

Die Expression in den endometrialen Gewebsproben von Endometriose-Patientinnen war hingegen tendenziell moderat. In 8 % dieser eutopen Endometrien konnte sogar kein E-Cadherin detektiert werden (Abb. 8a).

In den ektopen Endometrien kommt es zu einer starken Reduktion der E-Cadherin-Expression. 43 % der Proben wiesen eine schwache Immunreaktion gegen das Adhäsionsmolekül auf. Mehr als die Hälfte der Endometrioseherde waren E-Cadherin-negativ (Abb. 6c, 8a).

4.1.3.2  (- und (-Catenin

Neben E-Cadherin besteht der Zelladhäsionskomplex u.a. aus (- und (-Catenin. (-Catenin, das mit den Aktin-Filamenten des Cytoskeletts in Verbindung steht, ist über (-Catenin mit der intrazellulären Domäne des E-Cadherins verbunden.

Beide Moleküle sind im endometrialen Epithel in Bereich der apikalen Zellmembran lokalisiert (Abb. 6d-e, g-h). 

Endometriale Kryostatschnitte von nicht betroffenen Frauen wiesen in 61 % der Fälle eine starke und in 39 % eine moderate Immunreaktion gegen (-Catenin auf (Abb. 8b). Die Endometrien von Endometriose-Patientinnen hingegen exprimierten (-Catenin nur in 52 % der Fälle stark und in 29 % moderat. In alle übrigen Proben konnte nur ein schwaches Fluoreszenzsignal beobachtet werden (Abb. 8b).
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Abb. 6: Immunhistochemischer  Nachweis von (a-c) E-Cadherin, (d-f) (-Catenin und (g-i) (-Catenin im humanen Endometrium und Endometrioseherden. Die Spalten von links nach rechts zeigen Kryostatschnitte von eutopen Endometrien von Frauen (a,d,g) ohne Endometriose, (b,e,h) mit Endometriose sowie (c,f,i) den ektopen Endometrien. In Abb. c ist das Drüsenepithel des Endometrioseherdes mit einem Pfeil gekennzeichnet. Balken: 190 µm.

Im Gegensatz zu (-Catenin war der Unterschied in der relativen Expressionsstärke des (-Catenins zwischen den eutopen Endometrien von Frauen ohne und mit Endometriose größer.

An den Kryostatschnitten von Frauen ohne Endometriose konnte bei 21 % der Endometrien eine starke und in 61 %  eine moderate Fluoreszenzfärbung beobachtet werden (Abb. 8c). 

Bei den Endometriose-Patientinnen zeigten 44 % der Proben eine schwache zum Teil inhomogen verteilte Immunreaktion gegen (-Catenin (Abb. 6h). Nur 20 % dieser Endometrien exprimierten (-Catenin starke bzw. 24 % moderat. 12 % der Biopsien waren (-Catenin-negativ (Abb. 8c).

In den Endometrioseherden kommt es zu einer Reduktion der Expression beider Catenine. (-Catenin wird in den ektopen Endometrien überwiegend schwach (44 %) exprimiert. Lediglich 12 % der Biopsien zeigten eine starke und 27 % eine moderate Immunreaktion gegen dieses Protein. In 15 % der Fälle konnte kein (-Catenin detektiert werden (Abb. 8b). (-Catenin ist in der Mehrzahl der Herde (58 %) schwach exprimiert. Ein Drittel der Proben ist (-Catenin-negativ (Abb. 6i, Abb. 8c).
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4.1.4  Korrelation  der  Expression  des  Cadherin-Catenin-Komplexes,  von  EGF  und 

          EGF-R zu den Östradiol-Serumwerten 
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Da die Östradiol-Serumwerte der Patientinnen in dieser immun-histochemischen Studie zwischen 17 und 290 pg/ml variierten, wurde untersucht, ob die Höhe  der Östradiol-Konzentration Einfluss auf die Expression der analysierten Differenzierungsmarker hat.

Die Patientinnen wurden anhand ihrer Serumwerte in drei Gruppen unterteilt: (a) die Östradiol-Konzentration war kleiner als 30 pg/ml, (b) sie lag in einem Bereich von  30 und 100 pg/ml und (c) sie war größer als 100 pg/ml.
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Die Expression von EGF, EGF-R, E-Cadherin, sowie (- und (-Catenin wurde mit diesen drei Gruppen korreliert. Die Korrelation erfolgte getrennt nach den drei Gewebsgruppen, eutopes Endometrium von Frauen ohne Endometriose, mit Endometriose und Endometioseherden.

Wie am Beispiel von EGF-R (Abb. 9)   gezeigt  wird, konnte bei keinem der analysierten Differenzierungsmarkern  die Variation  des Expressionslevels   auf    Unterschiede der Östradiol-Konzentrationen bei den Patientinnen zurückgeführt werden. 

Die Progesteron-Serumkonzentration variiert im Verlauf der Proliferationsphase des Menstruationszyklus nur geringfügig. Die Progesteron-Konzentration lag bei den untersuchten Proben zwischen 0,2 und 1 ng/ml. Aus diesem Grund wurde eine Korrelation zwischen Expression der Differenzierungsmarker und der Progesteron-Konzentration nicht durchgeführt.

4.1.5  Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) und Cyclooxygenasen (COX)

Zu den typischen Symptomen der Endometriose gehören u.a. Schmerzen im Unterbauch, Menstruationsschmerzen und Entzündungsprozesse. Die Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) synthetisieren Stickstoffmonoxid (NO), das als Hauptmediator für u.a. Entzündungsreaktionen und Gefäßfunktionen angesehen wird. Die Cycylooxygenasen (COX) sind limitierende Enzyme der Prostaglandinsynthese. Prostaglandine sind hormonähnliche Substanzen, die u.a. ein Rolle bei der Entstehung von Schmerz und Entzündungsreaktionen, aber auch bei Gefäßreaktionen spielen.

4.1.5.1  eNOS und iNOS
Von den Stickstoffmonoxid synthetisierenden Enzymen (NOS) existieren drei Isoformen: endothelspezifisches NOS (eNOS), Cytokin-induzierbares NOS (iNOS) und ZNS-spezifisches NOS (bNOS). Sowohl eNOS als auch iNOS wurden im humanen Endometrium nachgewiesen (Tschuegguel et al. 1998).

Die eNOS-Expression schwankt im Drüsenepithel der eutopen Endometrium von Frauen ohne Endometriose zwischen moderat und stark (Abb. 10a, 11a). Jeweils etwa ein Drittel der endometrialen Biopsien von Frauen mit Endometriose zeigen eine schwache, moderate bzw. starke Immunreaktion gegen eNOS (Abb. 10b, 11a).

Bei den Endometrioseherden verschiebt sich die relative Expressionsstärke tendenziell in Richtung schwach bis moderat (Abb. 10c, 11 a).

83 % der Endometrien nicht betroffener Frauen und 75 % der Endometriose-Patientinnen exprimieren kein iNOS im Verlauf der Proliferationsphase des Menstruationszyklus (Abb. 11b). In den verbleibenden Biopsien kann bei nicht betroffenen Frauen eine schwache Immunreaktion im Drüsenepithel detektiert werden (Abb. 10d, 11b). Bei den Endometriose-Patientinnen ist bei 10 % der Proben eine moderate und 15 % eine schwache Fluoreszenz zu beobachten (Abb. 10e, 11b).

Bei den ektopen Endometrien ist der prozentuale Anteil iNOS-exprimierender Proben größer als bei den eutopen Endometrien. Jeweils ein Viertel der Proben zeigt eine schwache bzw. moderate Immunreaktion gegen iNOS. Allerdings sind auch 50 % der Endometrioseherde iNOS-negativ (Abb. 10f, 11b).

Sowohl eNOS als auch iNOS sind im Cytoplasma lokalisiert (Abb. 10c,e). Das Verteilungsmuster ist heterogen. In den meisten Fällen konnte eine erhöhte eNOS-Konzentration im apikalen Bereich der Drüsenepithelzellen beobachtet werden (Abb. 10a,b,d).
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Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis von Stickstoffmonoxidsynthasen  (a-c) eNOS, (d-f) iNOS, sowie der Cyclooxygenasen (g-i) COX-1 und (j-l) COX-2 im humanen Endometrium und in endometriotischen Läsionen. Die Spalten von links nach rechts zeigen Kryostatschnitte von eutopen Endometrien (a,d,g,j) von Frauen ohne und (b,e,h,k) mit Endometriose und (c,f,i,l) von Endometrioseherden. Balken: 170µm.

4.1.5.2  COX-1 und COX-2

Von den Cyclooxygenasen gibt es zwei Isoformen: COX-1, das konstitutiv exprimiert wird, und COX-2, die induzierbare Isoform. Beide Enzyme sind im endometrialen Drüsenepithel vornehmlich im apikalen Bereich der Zelle im Cytoplasma lokalisiert (Abb. 10g-h, j-k). Im übrigen Cytoplasma ist nur ein schwaches Fluoreszenzsignal von COX-1 bzw. COX-2 zu erkennen (Abb. 10h,j).

COX-1 wird in den eutopen Endometrien tendenziell moderat exprimiert (Abb. 12a).  Die Immunreaktion in den ektopen Endometrien ist im Vergleich zu den eutopen Endometrien tendenziell eher schwach (Abb. 10i, 12a).

Die COX-2-Expression ist sowohl in den eutopen Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose als auch in den Endometrioseherden als schwach einzustufen. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Gewebsgruppen ist gering (Abb. 12b). 
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4.1.6  Korrelation der NOS-/ COX-Expression zum Schweregrad der Endometriose

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse der COX-1- und –2- sowie eNOS- und iNOS-Expression wurden mit dem AFS-Score und somit mit dem Schweregrad der Endometriose   korreliert.  Auf   diese   Weise   sollte   überprüft   werden,  ob   eine   erhöhte 

Expression dieser Marker, die an der Entstehung von Entzündungen und Schmerzen beteiligt sind, mit dem Schweregrad  der  Endometriose in Zusammenhang stehen.

Weder für die Cyclooxygenasen noch für die Stickstoffmonoxidsynthasen  konnte gezeigt werden, dass ihr relativer Expressionslevel in den Endometrien von Endometriose-Patientinnen bzw. Endometrioseherden mit dem Endometriose-Score steigt oder sinkt. 

Wie am Beispiele von COX-2 (Abb. 13) deutlich wird, liegen alle vier möglichen Klassifizierungsstufen über das gesamte Spektrum der detektierten Fluoreszenzsignalstärken verteilt vor, ohne dass irgendein definiertes Schema zu erkennen ist. 

Weder der Schweregrad der Endometriose noch die Schmerzsymptomatik der Patientinnen scheint in einem direkten Zusammenhang zur Stärke der Expression von COX-1, COX-2, eNOS und iNOS zu stehen.

4.1.7  Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

Der Vergleich zwischen eutopen Endometrien und Endometrioseherden belegt, dass die Proliferationsaktivität der Herde und die Expression von EGF und EGF-R, die die Proliferationsaktivität der endometrialen Zellen beeinflussen, reduziert sind. Die Herde zeigen zudem eine Reduktion, zum Teil sogar einen vollständigen Verlust der Adhäsionsfähigkeit, die auch besonders im Falle des (-Catenins tendenziell schon im Endometrium von Endometriose-Patientinnen zu beobachten ist.

COX-1 und eNOS sind tendenziell in den ektopen Endometrien schwächer exprimiert. Die Immunreaktion von COX-2 ist bei eutopen und ektopen Endometrien nahezu identisch. Der prozentuale Anteil iNOS exprimierender Endometrioseherde ist höher als der der endometrialen Biopsien.

4.2  Vergleichende Analyse des  endometrialen Expressionsmusters  von Frauen mit und 

       ohne Endometriose

Das Expressionsmuster der Endometrioseherde ist in bezug auf die untersuchten Marker sehr heterogen, was sowohl die hier dargestellten immunhistochemischen Untersuchungen als auch die Studien anderer Arbeitsgruppen gezeigt haben. Eine Ausnahme stellen lediglich die reduzierte Proliferationsaktivität und die Abnahme der E-Cadherin-Expression dar. Eine Aussage über die Pathogenese der Endometriose ist bedingt durch die Heterogenität der untersuchten Marker nicht möglich. 

Es stellt sich hier die Frage, ob die Ursache für die Pathogenese der Endometriose im Ausgangsgewebe, dem eutopen Endometrium, zu suchen ist. Es gibt zahlreiche medizinische und zellbiologische Hinweise darauf, dass bereits das Endometrium von Endometriose-Patientinnen im Vergleich zum Endometrium nicht betroffener Frauen Dedifferenzierungen aufweist.

Um der Fragestellung nachzugehen, ob das Endometrium von Endometriose-Patientinnen bereits ein verändertes Differenzierungsmuster im Vergleich zu gesunden Patientinnen besitzt, sind cDNA-Expressionsanalysen durchgeführt worden. Diese Analysen sollten uns Aufschluss über mögliche Veränderungen auf transkriptionaler Ebene in Endometrium von Frauen mit Endometriose im Vergleich zu nicht erkrankten Frauen geben.

4.2.1  cDNA Expression Arrays
Die Auswahl der für die Expressionsanalysen verwendeten Endometrien erfolgte nach eng definierten Kriterien.

Das Endometrium liegt nicht, wie andere Gewebstypen, im ‚steady state’ vor, sondern unterliegt einem permanenten Wandel bedingt dadurch, dass es als Zielorgan durch die ständigen Veränderungen der ovariellen Hormone im Verlauf des Menstruationszyklus in seiner Differenzierung beeinflusst wird.

Bei der Auswahl der Endometrien wurden folgende Kriterien berücksichtigt:

- die Patientin musste prämenopausal sein

- die Progesteron  und  Östradiol-Serumwerte  mussten  in  einem  definierten  Bereich  liegen   

   (Anhang Tab.14)  

- die Patientin musste sich in der Proliferationsphase des Menstruationszyklus befinden

- die  Patientin  durfte  weder  Hormonpräparate   noch   Präparate,  die  den  Hormonhaushalt 

   beeinflussen, eingenommen haben.

Zur Durchführung der Expressionsanalysen haben wir den “Atlas Human cDNA Expression Array“ von CLONTECH verwendet. Dieser Array umfasst cDNAs von 588 Genen, die für Proteine der in Abb. 14a aufgeführten funktionellen Gruppen kodieren, sowie von 9 konstitutiv exprimierten Genen zur Standardisierung der Expressionslevel.

Jedes Gen ist als Doppelpunkt auf der Membran vertreten (Abb. 14b), um falsch-positive Signale auszuschließen. Die auf der Nylonmembran immobilisierten cDNA-Fragmente sind zwischen 200 und 600 bp lang. Sie enthalten weder PolyA-Sequenzen, noch repetitive Elemente oder hoch homologe Sequenzen, um Kreuzhybridisierungen zu vermeiden.

Kontaminationen der Sonde durch genomische DNA können anhand von Spots genomischer DNA am rechten Rand und einer Reihe Spots unterhalb der konstitutiv exprimierten Gene detektiert werden (in Abb. 14b nicht zu erkennen).

Die RNA wurde aus den Endometrien isoliert, DNA-Verunreinigungen mittels DNaseI-Verdau entfernt und die Qualität der RNA-Proben gelelektrophoretisch überprüft. 

Zur Herstellung der cDNA-Sonden wurde die RNA unter Zugabe von radioaktiv markiertem dATP revers transkribiert. Nach dem Entfernen nicht eingebauter Nukleotide sowie von cDNA-Fragmenten von weniger als 100 bp Länge erfolgte die Hybridisierung der Atlas Arrays. Nicht gebundene cDNA wurde unter stringenten Bedingungen entfernt und der Array auf  einem hoch sensitiven Röntgenfilm exponiert. Die Expositionszeit war abhängig von der Intensität der Signale auf dem Röntgenfilm. Die Signale wurden nach Abzug des lokalen Hintergrundsignals densitometrisch ausgewertet. 

Insgesamt wurden das Expressionsprofil von vier Endometrien von nicht an Endometriose erkrankten Frauen (En) und drei Endometrien von Endometriose-Patientinnen (EnEMT) erstellt. 

Aus zwei der vier Endometrien nicht betroffener Frauen wurde mRNA aus den restlichen zwei Proben nicht betroffener Frauen Gesamt-RNA isoliert und für die Untersuchungen verwendet. Es konnten keine Unterschiede bezüglich Signalintensität und Expressionmuster festgestellt werden, obwohl laut Hersteller die Sensitivität durch die Verwendung von mRNA erhöht werden sollte. Im Gegenteil, wurde mRNA zur Herstellung der cDNA-Sonde eingesetzt, so kam es in allen Fällen zu einem erhöhten Hintergrundsignal, das in 80 % der Versuche so stark war, dass die Arrays nicht ausgewertet werden konnten. Trotz zusätzlicher Fällung der mRNA und unterschiedlichster Aufreinigungen der cDNA-Sonde zum Entfernen freier Nukleotide oder anderer Kontaminationen ließ sich das unspezifische Hintergrundsignal nicht beseitigen. 

Zur Analyse des Expressionsprofils von Endometriose-Patientinnen wurde deswegen Gesamt-RNA verwendet.
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Abb. 14:  „Atlas Human cDNA Expression Array“ (CLONTECH)

(a) Schematische Darstellung der auf dem “Atlas Human cDNA Expression Array“ vertretenen funktionellen Gruppen; (b) Autoradiogramm eines cDNA Arrays mit dem Expressionsprofil des humanen Endometriums; 

4.2.2  Expressionsmuster humaner Endometrien

Insgesamt konnten 208 von 588 auf den Arrays vorliegenden Genen im Endometrium nachgewiesen werden (Tab.16). Von diesen 208 Genen werden 74 Gene (Anhang Tab. 16 dunkelgrau unterlegt) in allen Proben ohne signifikante Unterschiede zwischen den Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose transkribiert. 11 Gene werden in Endometrien von Endometriose-Patientinnen signifikant herunterreguliert (Tab. 5; Anhang Tab. 16 kursiv) und 6 signifikant hochreguliert (Tab. 6; Anhang Tab. 16 kursiv). 

Tab. 5: Im Endometrium von Endometriose-Patientinnen herunterregulierte Gene 

	
	Gen- / Proteinbezeichnung
	Relativer Expressionslevel

	
	
	Endometrium von Frauen

	
	
	ohne Endometriose

(n=4)
	mit Endometriose

(n=3)

	A1h
	v-erbA related protein (EAR2)
	0,34 ( 0,13
	0,06 ( 0,05

	A6b
	proliferating cell nucleolar antigen P120; NOL1
	0,16 ( 0,10
	0,04 ( 0,04

	B7l
	27-kDa heat-shock protein (HSP27); stress-responsive protein 27 (SRP27);
	3,60 ( 0,93
	1,55 ( 0,66

	 
	estrogen-regulated 24-kDa protein; HSPB1
	
	

	C3b
	glutathione S-transferase pi (GSTP1; GST3)
	2,60 ( 0,64
	1,11 ( 0,45

	D3k
	guanine nucleotide-binding protein G-s alpha subunit (GNAS); 
	3,07 ( 1,33
	1,27 ( 0,23

	 
	adenylate cyclase-stimulating G alpha protein
	
	

	D3l
	homeobox protein HOXB7; HOX2C; HHO.c1
	0,56 ( 0,08
	0,15 ( 0,20

	D4g
	transcription factor ETR101
	1,41 ( 0,88
	0,24 ( 0,21

	D5f
	nucleobindin precursor (NUC)
	1,42 ( 0,21
	0,63 ( 0,16

	E7m
	beta catenin (CTNNB)
	0,24 ( 0,10
	0,06 ( 0,04

	F1a
	insulin-like growth factor II (IGF2); somatomedin A
	3,28 ( 1,15
	1,37 ( 0,47

	F4d
	thymosin beta-10 (TMSB10; THYB10); PTMB10
	4,04 ( 0,98
	1,62 ( 0,48


Das Transkript von 4 Genen ist nur im Endometrium von erkrankten Frauen nachweisbar (Tab.7; Anhang Tab. 16 kursiv).
Bei 59 Genen konnte das Transkript in einer der vier Endometrien nicht betroffener Frauen und/oder einer der drei Endometrien von Endometriose-Patientinnen nicht detektiert werden (Anhang Tab. 16 hellgrau unterlegt). Alle übrigen Gene wurden heterogen, ohne erkennbares Muster exprimiert.

Tab. 6: Im Endometrium von Endometriose-Patientinnen hochregulierte Gene 

	
	Gen- / Proteinbezeichnung
	Relativer Expressionslevel

	
	
	Endometrium von Frauen

	
	
	ohne Endometriose

(n=4)
	mit Endometriose

(n=3)

	A2c
	vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR1); tyrosine-protein
	0,03 ( 0,03
	0,24 ( 0,04

	
	kinase receptor flt +soluble VEGFR; tyrosine-protein kinase receptor SFLT
	
	

	A4k
	EB1 protein
	0,11 ( 0,08
	0,36 ( 0,16

	D1l
	60S ribosomal protein L6 (RPL6); TAX-responsive enhancer element 
	0,36 ( 0,19 
	1,11 ( 0,21 

	
	binding protein 107(TAXREB107); neoplasm-related protein C140
	
	

	E5h
	intercellular adhesion molecule-1 precursor (ICAM1); major group 
	0,03 ( 0,02
	0,22 ( 0,13 

	
	rhinovirus receptor; CD54 antigen
	
	

	E7f
	fibronectin receptor beta subunit (FNRB); integrin beta 1 (ITGB1);
	0,07 ( 0,06
	0,23 ( 0,09

	
	VLA4 beta subunit; CD29 antigen
	
	

	F2j
	T-cell-specific rantes protein precursor; sis delta; small inducible 
	0,03 ( 0,02
	0,15 ( 0,04

	
	cytokine A5 (SCYA5); rantes pro-inflammatory cytokine
	
	


Tab. 7: Gene, die ausschließlich im Endometrium von Endometriose-Patientinnen exprimierte werden

	
	Gen- / Proteinbezeichnung
	Relativer Expressionslevel

	
	
	Endometrium von Frauen

	
	
	ohne Endometriose

(n=4)
	mit Endometriose

(n=3)

	D1n
	cellular nucleic acid binding protein (CNBP); sterol regulatory element-
	0,00 ( 0,00
	0,14 ( 0,10

	
	binding protein
	
	

	F4j
	migration inhibitory factor-related protein 14 (MRP14); calgranulin B; 
	0,00 ( 0,00
	0,28 ( 0,38

	
	leukocyte L1
	
	

	F4l
	platelet-derived growth factor A subunit precursor (PDGFA; PDGF1)
	0,00 ( 0,00
	0,07 ( 0,06

	G13
	brain-specific tubulin alpha 1 subunit (TUBA1)
	0,00 ( 0,00
	0,26 ( 0,32


Anhand von Literaturrecherchen wurde ermittelt, welche Rolle die in den Tabellen 5 bis 7 aufgelisteten Faktoren im Endometrium, während der Implantation, und der Entstehung bzw. Entwicklung der Endometriose spielen können.

7 der 21 Gene bzw. Proteine wurden aufgrund der Ergebnisse der Literaturrecherchen für weitere Versuche ausgewählt (Abb.15).

EAR2 (A1h) ist ein Orphanrezeptor, der in der Lage ist die östrogenregulierte Expression verschiedener Gene, z.B. des Oxitocin-Gens im Endometrium (Chu und Zingg, 1997), zu supprimieren.

HSP27 (B7l) gehört zu den Hitzeschock-Proteinen. Es wird im Endometrium hormonell reguliert. HSP27 schützt vor der Wirkung von TNF( insbesondere im Implantationsfenster (Tabibzadeh und Broome, 1999).

IGFII (F1a) spielt eine Rolle bei der Regeneration (Roy et al., 1999) und Abstoßung des Endometriums (Giudice et al., 1993), sowie in der frühen Implantationsphase (Irwin et al., 1994; Giudice et al., 1993). 

Durch die Bindung von VEGF an den VEGF-Rezeptor 1 (A2c) wird das Kapillarwachstum in der Proliferationsphase des Zyklus reguliert. VEGFR-1 spielt auch während der Implantation eine Rolle. Voraussetzung für eine erfolgreiche Implantation ist u.a. die Erhöhung  der  mikrovaskuläre Dichte im Endometrium und die Permeabilität der Blutgefäße (Meduri et al., 2000).

ICAM-1(E5h) ist ein interzelluläres Adhäsionsmolekül, das die durch ‚natural killer’- (NK-) Zellen vermittelte Lysis von Tumorzellen hemmen kann, und somit eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung von Tumoren spielt (Johnson et al., 1989;  Becker et al., 1991; Johnson, 1991; Giavazzi et al., 1992). Es wird vermutet, dass ICAM-1 die Lysis von retrograd in die Bauchhöhle menstruiertem Endometrium durch NK-Zellen verhindert und somit hilft, der Immunabwehr zu entkommen (Somigliana et al., 1996).

RANTES (F2j) gehört zu den Cytokinen. In verschiedenen Studien wurde eine Korrelation zwischen der RANTES-Konzentration in der Peritonealflüssigkeit und dem Grad der Endometriose beobachtet (Hornung et al., 1997).

Integrin (1 (E7f) vermittelt nicht nur den Kontakt zwischen extrazellulärer Matrix und der Zelle, sondern spielt auch eine Rolle bei der Adhäsion von endometrialen Gewebefragmenten an das Peritoneum (van der Linden, 1995), sowie der Blastozystenentwicklung nach der Implantation (Shiokawa et al., 1999).
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Abb. 15: Autoradiogramme von cDNA Arrays des humanen Endometriums

(a) eutopes Endometrium einer Patientin ohne Endometriose; (b) eutopes Endometrium einer Endometriose-Patientin; Umrahmt sind die Gene, deren Expression sich zwischen den eutopen Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose signifikant unterschied und  mittels semiquantitativer RT-PCR zur Validierung der cDNA Expressionsanalyse analysiert wurden. Expositionszeit: (a) 3 Tage, (b) 2 Tage

Die Expression von (-Catenin, das im Endometrium bei der Zell-Zell-Adhäsion des Epithels eine Rolle spielt, wurde bereits immunhistochemisch in eutopen Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose untersucht (4.1.3.2). Die immhistochemischen Analysen haben ebenso wie die Array-Analysen gezeigt, dass (-Catenin im Endometrium von Frauen mit Endometriose schwächer exprimiert wird als im Endometrium von gesunden Frauen. Eine weitere Verifizierung der (-Catenin-Expression wurde nicht durchgeführt.

Es konnte kein Verbindung zwischen den übrigen in den Tabellen 5 bis 7 aufgeführten Faktoren und dem Endometrium, der Endometriose oder uterusspezifischen Abläufen hergestellt werden.

4.2.3  Validierung der Ergebnisse des cDNA-Expressionsanalysen
Zur Validierung der Expressionsunterschiede zwischen den Endometrien von Frauen ohne und solchen mit Endometriose wurde eine semiquantitative RT-PCR (Abb. 16, 18) durchgeführt.

Aus Gesamt-RNA unterschiedlicher Endometrien, die alle die oben beschriebenen Kriterien erfüllten, wurde durch Reverse Transkription cDNA synthetisiert. Zur Quantifizierung des relativen Expressionslevels des zu untersuchenden Gens wurde gleichzeitig ein Abschnitt der cDNA dieses Gens und der cDNA des (-Aktins amplifiziert. Die Bedingungen für die semiquantitative PCR wurden so gewählt, dass eine exponentielle Vermehrung der PCR-Produkte auch noch im letzten PCR-Zyklus geben war. Hierzu wurde die in die PCR eingesetzte cDNA-Konzentration, die Anzahl der PCR-Zyklen und die Primer-Verhältnisse variiert, bis beide PCR-Produkte als distinkte Banden auf dem Agarose-Gel zu erkennen waren und nach Möglichkeit annähernd die gleiche Intensität hatten, und gleichzeitig die Amplifikation noch exponentiell verlief.

Die RT-PCR-Bedingungen, die für die Amplifikation der sieben Gene in Kombination mit (-Aktin gewählt wurden, sind im Abschnitt „Semiquantitative RT-PCR“ im Material und Methodenteil aufgeführt. Die semiquantitative RT-PCR wurde für jedes Gen dreimal wiederholt. 

Die PCR-Signale wurden densitometrisch ausgewertet. Hierbei wurde nach Abzug des lokalen Hintergrundes die Signalstärke des zu untersuchenden Gens in Relation zum (-Aktin-Signal derselben Probe gesetzt. 


Insgesamt wurde an zwölf Endometrien, jeweils 6 von Frauen ohne Endometriose und 6 von Endometriose-Patientinnen, überprüft, ob sich die mit Hilfe der cDNA Expression Arrays ermittelten Veränderungen im Expressionsmuster verifizieren lassen. 

EAR2, IGFII und HSP27 gehören zu der Gen-Gruppe, die  im Endometrium von an Endometriose erkrankten Frauen herunterreguliert werden. Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR bestätigen dieses Ergebnis nur tendenziell. Bereits anhand des Bandenmusters auf dem Agarosegel sind keine auffallenden Unterschiede in der Intensität der Signale zu beobachten (Abb. 16).
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Die densitometrische Auswertung der semiquantitativen RT-PCR belegt diese Beobachtung. EAR2 (Abb. 17a) wird tendenziell bei 4 der 6 anhand ihrer Hormonwerte zusammengestellten Paare (Anhang Tab. 15) schwächer im Endometrium von erkrankten Frauen exprimiert. Diese Unterschiede sind aber nicht signifikant.

Bei HSP27 (Abb. 17b) ist der entgegengesetzte Effekt zu beobachten. Bei 4 der 6 Pärchen ist der relative Expressionslevel im EnEMT leicht erhöht. 

IGFII wird bei einer Probenkombination signifikant und bei vier Pärchen tendenziell im EnEMT herunterreguliert. In einem Fall ist jedoch, eine signifikante Hochregulation der Expression im Endometrium von Endometriose-Patientinnen zu beobachten (Abb. 17c).  

Es stellt sich hier die Frage, ob dieses heterogene Expressionsprofil durch hormonelle Unterschiede bei den Patientinnen zustande kommen kann (Anhang Tab. 15). 

En44/EnEMT52 weichen bei allen drei Genen von dem aufgrund der Expressionsanalysen erwarteten Expressionsmuster ab. In allen drei Fällen exprimiert EnEMT52 das Gen stärker als En44. Da dieses Pärchen aber ähnliche Hormonserumwerte wie z.B. En25/EnEMT34 aufweist, En25/EnEMT34 aber eine genau entgegengesetzte Tendenz zeigt, lassen sich die Schwankungen im Expressionsprofil nicht durch eine hormonelle Beeinflussung erklären.

Bildet man einen Mittelwert aus dem relativen Signalstärken aller Endometrien von nicht betroffenen Frauen (Enges) und Endometriose-Patientinnen (EnEMTges), so zeigt sich, dass sich die relativen Expressionsstärken der Gene in den Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose nicht signifikant unterscheiden. Bei EAR2 und IGFII ist die Expression im normalen Endometrium etwas stärker, bei HSP27 im Endometrium erkrankter Frauen.

Auch für ICAM-1, VEGF-R1, RANTES und (1-Integrin konnten die in der cDNA Expressionsanalyse erzielten Ergebnisse mit der semiquantitative RT-PCR (Abb. 18) nur bei einem Teil der Probenpaare, der prozentuale Anteil schwankt je nach Faktor zwischen 17 und 67 %, tendenziell bestätigt werden. Die relativen Expressionslevel dieser vier Gene unterscheiden sich nicht signifikant zwischen den Endometrien von Frauen mit und ohne Endometriose.
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ICAM-1 wird in allen Proben nahezu gleichstark exprimiert (Abb.19b). Der Mittelwert aller Expressionslevel von normalen Endometrien liegt bei 0,97 ( 0,11 und der von Endometrien von Endometriose-Patientinnen bei 1,03 ( 0,08. Bei vier der sechs Probenpaare wird ICAM-1 in den Endometrien von Frauen mit Endometriose tendenziell stärker exprimiert (Abb. 19b), bei der (1-Untereinheit des Integrins ist diese Tendenz, bei 50 % der gegenübergestellten Probenpaare zu erkennen (Abb. 19c). 

Für RANTES (Abb. 19d) und VEGF-R1 (Abb. 19a) ergab die densitometrische Messung, dass bei fünf bzw. drei der sechs Pärchen das normalen Endometrien eine höhere relative Expressionsstärke zeigten als das Endometrium von Endometriose-Patientinnen. Diese Tendenz wird auch anhand der Mittelwerte der relativen Signalstärken offensichtlich und widerspricht den Array-Ergebnissen. Für Endometrien von Endometriose-Patientinnen beträgt EnEMTges  für RANTES 2,19 ( 0,70 und VEGF-R1 1,03 ( 0,14 und für Endometrien von nicht erkrankten Frauen 2,47 ( 0,38 bzw. 1,05 ( 0,12 (Abb. 19a,d).


Abb. 19: Relative Expressionsstärke von (a) VEGF-R1, (b) ICAM-1, (c) (1-Integrin und (d) RANTES in eutopen Endometrien von Frauen ohne (En) und mit Endometriose (EnEMT);

Die aus den Endometrien isolierte Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und die synthetisierte cDNA in eine semiquantitative RT-PCR eingesetzt. Die Intensität der PCR-Produkte wurde densitometrisch ermittelt. (-Aktins diente hierbei als Standard.
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass im Falle von EAR-2 und IGFII 67 % der Endometrien von Endometriose-Patientinnen eine schwächere und im Falle von  ICAM-1 und Integrin (1 67 % bzw. 50 % dieser Endometrien tendenziell eine höhere Expression zeigten als die Endometrien von Frauen ohne Endometriose. 

4.3  Etablierung     und     Charakterisierung     endometrialer     Primärkulturen     und 

       endometrialer Zellinien

Durch die Etablierung von Zellkulturmodellen besteht die Möglichkeit, unabhängig von frisch entnommenem Gewebe, die Ursachen zur Entstehung der Endometriose zu untersuchen und neue Therapiemodelle zu entwickeln. 

Immunhistochemische Untersuchungen und Expressionsanalysen brachten eine Vielzahl an Faktoren zu Tage, deren Expression auf RNA- und / oder Proteinebene in ektopen und eutopen Endometrien von Frauen mit Endometriose im Vergleich zu nicht betroffener Frauen variieren. Durch die Transfektion der endometrialen Zellinien mit diesen Kandidatengenen kann deren Funktion im humanen Endometrium und bei der Pathogense der Endometriose analysiert werden. Anhand der Zellkulturmodelle besteht zudem die Möglichkeit, unterschiedliche Substanzen auszutesten, die die Expression dieser Faktoren beeinflussen, und somit für die Entwicklung neuer Therapieansätze von Nutzen sein können. Desweiteren kann der Einfluss veränderter zell- und molekularbiologischer Parameter, wie z.B. der Verlust der Zelladhäsion oder die Hoch- oder Herunterregulation verschiedener Gene untersucht werden.
4.3.1  Isolierung von Epithelaggregaten und Stromazellen aus humanem Endometrium

Für die Etablierung von Primärkulturen aus endometrialen Epithel- und Stromazellen musste zuerst die Isolierung der beiden Zelltypen aus dem Endometrium erfolgen. Hierzu musste eine Methode gefunden werden, die zu einer hohen Ausbeute an Epithel- bzw. Stromazellen führt, eine möglichst geringe Verunreinigung durch den jeweils anderen Zelltyp zeigt und bei der die Mortalitätsrate möglichst gering ist.   

In verschiedenen Arbeiten wurde die Aufreinigung von Epithel- und Stromazellen aus endometrialem Gewebe beschrieben (Satyaswaroop et al., 1979, Matthews et al., 1992, Bentin-Ley et al., 1994, Overton et al., 1997). Eine Kombination aus den Methoden der genannten Publikationen erwies sich in Hin​blick auf Ausbeute und Vitalität der Zellen sowie Reinheit der Zellkulturen als geeignet. 

Diese Methode beruht auf einer Filtration der Drüsenepithelaggregate und Stromazellen, die durch einen Kollagenase-Verdau separiert und anschließend durch Membranen mit unterschiedlicher Porengröße voneinander getrennt wurden (3.8.5). 

Nach der Aufreinigung der Zellen wurde die Zellzahl mit Hilfe einer NEUBAUER-Zählkammer bestimmt, ein Vitalitätstest durchgeführt und die Reinheit der Zellsuspensionen ermittelt. 

Um die Vitalität der Zellen zu testen, wurde eine Trypanblaufärbung durchgeführt (3.8.8). Bei diesem Verfahren macht man sich zunutze, dass lebende Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen können. Trypanblau kann nur in abgestorbene Zellen eindringen, die dann eine blaue Färbung zeigen. Durch die Bestimmung der Anzahl der gefärbten und ungefärbten Zellen in der Suspension unter Verwendung einer NEUBAUER-Zählkammer wurde der prozentuale Anteil der abgestorbenen Zellen ermittelt.

Im Durchschnitt betrug die Mortalitätsrate der Epithelzellen 2,9 %  ( 2,6 % (n=9) und die der Stromazellen 3,6 % ( 2,5 % (n=9).

Die Reinheit von Ep​ithel- und Stromazellkulturen wurde durch immunhistochemische Anfärbung mit Human-anti-Cytokeratin- bzw. -Vimentin-Antikörpern überprüft (Abb. 27b,e, 34b,e). Durch Auszählung der Cytokeratin-positiven und -negativen Zellen konnte der Grad der Verunreinigung der Zellkulturen durch den jeweils anderen Zelltyp errechnet werden.

Die Verunreinigung der Epithelzellen mit Stromazellen lag im Durchschnitt bei 12,8 %         ( 2,8 % (n=5), wohingegen es sich bei 7,1 % ( 2,8 % (n=5) der Zellen in der Stromakultur um Epithelzellen handelte.                

Alternativ zur beschriebenen Methode wurden die endometrialen Epithelaggregate und Stromazellen durch Sedimentation (3.8.6) voneinander getrennt (abgewandelt nach Osteen et al., 1989). Aufgrund der unterschiedlichen hohe Massen von Epithelaggregaten und  vereinzelt vorliegenden Stromazellen sinken Epithelzellen in Kulturmedium schneller auf den Boden des Gefäßes herab.

Durch die große Anzahl an Reinigungsschritten bei dem Sedimentationsverfahren kam es zu einem hohen Verlust an Zellen. Die Zellausbeute war bei annähernd gleicher Ausgangsmenge Endometrium um einen Faktor von 1 ( 102  bis 1 ( 103 niedriger als bei der nur auf Filtration beruhenden Methode. 

Da das Filtrationsverfahren alle geforderten Kriterien, nämlich eine hohe Zellausbeute, geringe Verunreinigungen der Kulturen, sowie eine geringe Mortalitätsrate, erfüllte, wurde diese Methode als Standardverfahren zur Isolierung von Epithelaggregaten und Stromazellen aus humanem Endometrium eingesetzt. 

4.3.2  Immunomagnetische Aufreinigung der Primärzellen

Um die Reinheit der epithelialen und stromalen Zellsuspension zu erhöhen, wurden das Zell-Isolierungssytem von Dynal eingesetzt (3.8.7). Bei diesem System erfolgt eine gezielte Isolierung oder, je nach Fragestellung, Beseitigung eines bestimmten Zelltyps, z.B. aus einer Zellsuspension, unter Verwendung von Anti-BerEP4-Antikörper-beschichteten Magnetpartikel (Dynabeads). Zur Aufreinigung der Epithelproben wurden die in der Zellsuspension befindlichen Epithelzellen über Anti-BerEP4-Antikörper an die Dynabeads gebunden. Die frei in der Suspension vorliegenden Stromazellen wurden durch Entnahme des Überstandes entfernt. 

Die Epithelzellen mussten an die Dynabeads gekoppelt kultiviert werden, da keine Möglichkeit bestand, entweder die Antigen-Antikörper-Bindung oder die Bindung des Antikörpers an den Magneten zu lösen. Ein Vergleich von Epithelkulturen mit und ohne Magnetpartikel-Kopplung zeigte, dass die Existenz der Magnetpartikel keine Auswirkungen auf die Lebensdauer der Kultur oder die Morphologie der Zellen hatte.

Zur Beseitigung der Epithelzellen aus der Stromazellsuspension wurden die an die Dynabeads gebundenen Epithelzellen im Magnetfeld an der Gefäßwand konzentriert. Die im Überstand vorliegenden Stromazellen wurden aus dem Reaktionsgefäß entnommen und kultiviert.

Durch die immunomagnetische Aufreinigung nahm der Anteil der Stromazellen in der Epithelkultur von durchschnittlich 12,8 % auf 2,6 % ab. Die Kontamination der Stromakultur durch Epithelzellen sank von 7,1 %  auf 1,2 %.

4.3.3  Proliferationsaktivität der Primärzellkulturen

Um den geeigneten Zeitpunkt für die Transfektion der Primärkulturen zu ermitteln, war die Analyse der Proliferationsaktivität der primären Epithel- und Stromazellen unerlässlich. 

Die Bestimmung der Proliferationsrate der endometrialen Epithelzellen erfolgte von Tag 1 bis Tag 7 der Kultivierung. Die Epithelzellen wurden für die Erhebung der Proliferationsrate mit anti-Ki-67-Antikörpern behandelt. Um sicherzustellen, dass es sich um Epithelzellen handelte, wurde eine Doppelinkubation mit anti-Cytokeratin- und anti-Ki67-Antikörpern durchgeführt. Die Kultivierung der Epithelzellen erfolgte in Medium unterschiedlicher Zusammensetzung: a) in DMEM/F-12 mit 10 % FCS und 1 µg 17(-Estradiol / ml und b) in DMEM/F-12 mit 10 % FCS, 1 µg 17(-Estradiol / ml und 25 ng EGF / ml. 

Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass primäre Epithelzellen sowohl ER als auch EGF-R exprimieren (Abb. 27h, 28b), und somit in der Lage sind, auf die beiden Substanzen zu reagieren.

Der prozentuale Anteil der proliferierenden Epithelzellen an der Gesamtzellzahl unterschied sich bei Verwendung der beiden Medien nicht wesentlich (Abb. 20a). Nach Adaptation an die Kulturbedingungen gehen die primären Epithelzellen ab Tag 2 in die exponentielle Wachstumsphase über. Zwischen Tag 3 und je nach Kulturmedium Tag 5 bzw. 6 sind durchschnittlich 30 % der Zellen teilungsaktiv. Wurde dem Kulturmedium nur Östradiol zugesetzt, so gingen die Epithelzellen ab Tag 5 in den teilungsinaktiven Zustand über. Durch zusätzliche Gabe von EGF konnte, wie in Abb. 20a erkennbar ist, der Übergang in die replikative Seneszenz um 1-2 Tage verzögert werden. 
Abb. 20: Proliferationsaktivität endometrialer Primärzellen in Kultur

Die primären Epithel- und Stromazellen wurden aus dem humanen Endometrium mit der Filtrationsverfahren isoliert und auf Matrigel-beschichteten Glasplättchen bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Zur Erhebung der Proliferationsrate wurde Proliferationsmarker Ki67 immunhistochemisch detektiert, und der prozentuale Anteil Ki67-positiver Zellen ermittelt.

(a) Die Kultivierung der primären Epithelzellen erfolgte über einen Zeitraum von 7 bzw. 8 Tagen in DMEM/Ham’s F-12 mit 10 % FCS und 1 µg 17(-Estradiol / ml (blau) bzw. 1 µg 17(-Estradiol / ml und 25 ng EGF / ml (rot).

(b) Die primären Stromazellen wurden für 7 Tage in DMEM/Ham’s F-12 mit 10 % FCS kultiviert.
Endometriale Stromazellen wurden in DMEM/F-12 mit 10 % FCS kultiviert. Die Teilungsaktivität der Kultur nahm, wie an der Proliferationskurve in Abb. 20b zu sehen ist, von Tag 2 bis Tag 6 kontinuierlich zu. Die Verringerung der Teilungsaktivität der Stromakultur an Tag 7 war bedingt durch die Bildung eines konfluenten Zellmonolayers. Durch Kontakthemmung wird die Zellvermehrung blockiert. Nach Passagieren der Zellen in ein größeres Kulturgefäß setzte die Proliferationsaktivität der Stromazellen nach erneuter Adaption an die Wachstumsbedingungen der Kultur wieder ein. Die Verdopplung der FCS-Konzentration im Medium zeigte keine Wirkung auf die Proliferationsaktivität der Stromazellen (nicht dargestellt). Im Gegensatz zu den primären Epithelzellen, die sich nicht subkultivieren ließen, konnten die primären Stromazellen durchschnittlich 11-mal passagiert werden und traten nicht, wie die Epithelzellen, bereits vor der ersten Passagierung in die replikative Seneszenz ein.

Durch die Analyse der Proliferationsaktivität konnte der optimale Zeitraum für die Transfektionsexperimente der Epithel- bzw. Stromazellen auf Tag 3 bzw. 4 nach dem Anlegen der Primärkultur festgelegt werden.

4.3.4   Etablierung permanenter endometrialer Zellinien
Die Analyse der Proliferationsaktivität der endometrialen Primärzellen verdeutlicht, dass Langzeitstudien mit primären Epithelzellen nicht möglich sind, da diese nach maximal einer Woche in Kultur in die replikative Seneszenz übergehen. 

Die primären Stromakulturen hingegen ließen sich durchschnittlich bis Passage 11 (n=3) kultivieren.

Für die Durchführung von Langzeitstudien sind stabile Zellinien notwendig, die durch Immortalisierung von Primärzellen  hergestellt werden können.

4.3.5  Analyse der Effizienz unterschiedlicher Transfektionsverfahren

Für die Transfektion der primären Epithel- und Stromazellen standen vier Transfektionsverfahren zur Auswahl: die drei Transfektionsreagenzien Effectene (QIAGEN), LipofektAMINE (Gibco) und SuperFect (QIAGEN) sowie die in situ-Elektroporation. 

Unter Verwendung des Expressionsvektors pEGFP-C1 wurde die für den jeweiligen Zelltyp am besten geeignete Transfektionstechnik ermittelt.

Dieser Expressionsvektor kodiert für eine Variante des ‚green fluorescence protein’ (GFP)-Wildtyps der Qualle Aequorea victoria. GFP stellt ein wichtiges Reportermolekül dar, das den direkten Nachweis  der Expression von transfizierten Genen, sowie die Lokalisation von Proteinen in lebenden Zellen speziesunabhängig ermöglicht. Wird der Expressionsvektor pEGFP-C1 in eine Zelle transfiziert und GFP alleine oder fusioniert mit einem anderen Genprodukt exprimiert, so leuchtet diese Zelle unter UV-Licht der Wellenlänge 488 nm grün.

Die frisch isolierten endometrialen Zellen wurden in 24-well-Platten bzw. Transwellfilter kultiviert. Die primären Epithelzellen wurden am dritten Tag nach der Isolierung aus dem Endometrium transfiziert. Es wurde dieser Zeitpunkt gewählt, da an diesem Tag die Kultur erstmals das Niveau der maximalen Proliferationsrate erreicht, und die Zellen noch weitere drei Tage unter Einfluss von E2 und EGF teilungsaktiv sind, bevor sie in die replikative Seneszenz übergehen (Abb. 20a).

Die Transfektion der primären Stromazellen erfolgte je nach Zelldichte am dritten bzw. vierten Kultivierungstag.  Zu diesem Zeitpunkt hatten die Stromazellen einen zu etwa 60 bis  80 % konfluenten Zellmonolayer gebildet.

Durch Transfektion der primären endometrialen Epithel- und Stromazellen mit dem Expressionsvektor pEGFP-C1 wurde die Transfektionseffizienz der vier beschriebenen Verfahren analysiert.

Um die optimalen Bedingungen für die jeweilige Transfektionsmethode zu finden, wurden unter Berücksichtigung der Herstellerangaben in jedem Transfektionsdurchgang die Parameter, z.B. das DNA-Transfektionsreagenz-Verhältnis, die DNA-Menge, die Spannung oder der Wiederstand, variiert (Tab. 8-12).

            Tab. 8: Effectene; Parameter und Transfektionsraten

	DNA

[µg]
	Effectene [µl]
	DNA/Effectene
	transfizierte Stromazellen [%]
	transfizierte

Epithelzellen [%]

	0,1
	2,5
	1:25
	2,5 ( 0,2
	0,0

	0,2
	5
	1:25
	1,9 ( 0,2
	0,0

	0,4
	10
	1:25
	0,2 ( 0,3
	0,0

	0,2
	2,0
	1:10
	2,2 ( 0,2
	0,0

	0,2
	10
	1:50
	0,0 ( 0,0
	0,0

	-
	10
	-
	0,0 ( 0,0
	0,0

	24-well-Platte, 6 h Inkubation


Um die Effizienz der drei Reagenzien Effectene, LipofectAMINE und SuperFect vergleichen zu können, wurden alle drei Verfahren an Zellen durchgeführt, die aus demselben Endometrium stammten. Da nur eine begrenzte Anzahl an Zellen zur Verfügung stand, wurden die primären Epithel- und Stromakulturen in 24-well-Platten kultiviert.

         Tab. 9: LipofectAMINE; Parameter und Transfektionsraten

	DNA

[µg]
	LipofectAMINE [µl]
	DNA /

LipofectAMINE
	transfizierte Stromazellen [%]
	transfizierte Epithelzellen [%]

	0,2
	1,0
	1:5
	1,4 ( 0,8
	0,0

	0,4
	1,0
	1:2,5
	3,0 ( 2,3
	0,0

	0,2
	1,5
	1:7,5
	7,1 ( 5,4
	0,0

	0,4
	1,5
	1:3,75
	8,8 ( 6,3
	0,0

	-
	2,0
	-
	0,0 ( 0,0
	0,0

	24-well-Platte, 6 h Inkubation


        Tab. 10: SuperFect; Parameter und Transfektionsraten

	DNA

[µg]
	SuperFect

[µl]
	DNA/SuperFect
	transfizierte Stromazellen [%]
	transfizierte Epithelzellen [%]

	0,2
	1,2
	1:6
	1,4 ( 0,4
	0,0

	0,5
	3
	1:6
	5,2 ( 1,3
	0,0

	0,5
	4
	1:8
	4,3 ( 1,5
	0,0

	0,2
	2
	1:10
	1,1 ( 0,2
	0,0

	-
	6
	-
	0,0 ( 0,0
	0,0

	24-well-Platte, 6 h Inkubation


Der Vergleich der Transfektionsraten zeigte, dass sich die Liposomen-Technik für die Transfektion von Stromazellen am besten eignet. Bei Verwendung von Effectene leuchteten maximal 2,2 % (Tab.88) und von SuperFect 5,2 % (Tab. 10) der Zellen grün. Durch Lipofektion hingegen konnten durchschnittlich 8,8 %  (Tab. 9) der Stromazellen transfiziert werden. 

Bei den primären Epithelzellen lag die Transfektionsrate bei allen drei Verfahren bei 0 % (Tab. 8-10). Keines dieser drei Verfahren eignet sich für die Transfektion primärer endometrialer Epithelzellen.

Da die Zellausbeute an Stromazellen nach der Isolierung hoch genug war, um innerhalb von 3 bis 4 Tagen einen zu 60 bis 80 % konfluenten Monolayer in 6-well-Platten zu erhalten, wurden die Parameter für die Lipofektion von Stromazellen in 6-well-Platten optimiert (Tab. 11). 

        Tab. 11: LipofectAMINE; Parameter und Transfektionsraten

	DNA

[µg]
	LipofectAMINE [µl]
	DNA /

LipofectAMINE
	transfizierte Stromazellen [%]

	1,0
	8,0
	1:8
	12,6 ( 12,0

	1,5
	8,0
	1:5,3
	20,0 ( 6,7

	2,0
	8,0
	1:4
	12,7 ( 4,7

	-
	8,0
	-
	0,0 ( 0,0

	6-well-Platte, 6 h Inkubation


Unter Verwendung von 1,5 µg Plasmid-DNA und 8 µl LipofectAMINE und einer Inkubation für 6 h bei 37°C wurde die höchste Transfektionseffizienz erreicht. Es gelang, durchschnittlich 20 % der primären Stromazellen mit dem Vektor pEGFP-C1 zu transfizieren. 

Durch die in situ-Elektroporation war es möglich, primäre Epithelzellen zu transfizieren (abgewandelt nach den Angaben von Starzinski-Powitz et al., persönliche Kommunikation). Die Transfektionsrate lag unabhängig von den gewählten Bedingungen (Tab. 12) zwischen 12,4 % und 15,4 %.  Zur Etablierung von stabilen endometrialen Epithelzellinien wurde, trotz geringerer Transfektionseffizienz, die in situ-Elektroporation mit 20 µg DNA  bei 70 V, 150 µF und 100 ( durchgeführt, da die Behandlung mit geringerer Spannung schonender für die Zellen war.

                             Tab. 12: in situ-Elektroporation; Parameter und Transfektionsraten

	DNA

[µg]
	Spannung

[V]
	transfizierte

Stromazellen [%]
	transfizierte

Epithelzellen [%]

	20
	70
	17,6 ( 4,4
	13,6 ( 7,5

	30
	70
	n.d.
	13,2*

	20
	100
	n.d.
	12,4*

	30
	100
	17,0 ( 3,1
	15,4 ( 6,4

	24 mm-Transwellfilter, 150 µF, 100(


                            * n=1

Der prozentuale Anteil transfizierter Stromazellen konnte durch in situ-Elektroporation im Vergleich zur Lipofektion (20,0 %) nicht gesteigert werden. Die Transfektionsrate lag durchschnittlich bei etwa 17 % (Tab. 12). 

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse erfolgte die Etablierung stabiler Stromazellinien unter Verwendung von LipofectAMINE unter den in Tabelle 11 markierten Bedingungen. Die endometrialen Epithelzellen hingegen wurde zur Etablierung stabiler Zellinien mittels in situ-Elektroporation transfiziert (Tab. 12, Markierung).

4.3.6  Immortalisierung von primären endometrialen Zellen

Das Ziel der Transfektion primärer Stromazellen bzw. Epithelzellen war es, stabile Zellinien zu etablieren. Als Ausgangsmaterial für die Etablierung der stabilen Zellinien dienten 11 Endometrien, 5 von Frauen ohne Endometriose und 6 von Endometriose-Patientinnen. Nach Isolierung von Epithel- und Stromazellen aus dem Gewebe wurden diese mit den Vektoren pMSSVLT, ein Vektor der für das SV40 largeT-Antigen (SV40LT) kodiert, pRc/E1A sowie pRc/E1A und pBabe/Hygro/E1B im Verhältnis 10:1 transfiziert.

24 h nach Lipofektion der Stromazellen bzw. in situ-Elektroporation der Epithelzellen wurden die transfizierten Zellen vereinzelt. Nach 48 h wurde mit der Selektion stabil transfizierter Zellen begonnen (3.8.10).

Stabil transfizierte Zellen wuchsen nach etwa 3 Wochen zu Kolonien aus. Insgesamt wurden 180 Zellkolonien vereinzelt. Von den 180 Zellkolonien starben 40 in Passage 1 bzw. 2 ab, als Passage 1 wurde die Überführung in die Mikrotiterplatte definiert. Da trotz der geringen Verunreinigung der Primärkulturen durch den jeweils anderen Zelltyp nicht ausgeschlosssen werden kann, dass in einer transfizierten Epithelprimärkultur auch Stromaklone und umgekehrt heranwachsen können, wurde in Passage 3 bzw. 4 erneut immunhistochemisch die Expression des Epithelmarkers Cytokeratin und die des Vimentins überprüft. 

Alle Stromaklone, die mit Hilfe der Lipofektion etabliert worden waren, zeigten nur Vimentin- aber keine Cytokeratin-Expression (Anhang Abb. 38).  

Die durch in situ-Elektroporation transfizierten Klone hingegen konnten in zwei Gruppen unterteilt werden (Anhang Abb. 38). 

Bei der ersten Gruppe handelte es sich um Epithelzellen. Sie waren sowohl Cytokeratin- als auch Vimentin-positiv. Die Expression des Cytokeratins in den Epithelkulturen war, im Gegensatz zu den Primärkulturen heterogen, d.h., es gab sowohl Cytokeratin-positive als auch –negative Zellen innerhalb eines Zellklones. 

Die zweite Gruppe exprimierte nur Vimentin, aber nicht Cytokeratin. Da die in situ-Elektroporation nur für die Transfektion primäre Epithelkultur eingesetzt wurde,  immunhistochemisch aber kein Cytokeratin nachgewiesen werden konnte (s. auch Analyse der Cytokeratin-Expression, 4.4.2), konnte ohne zusätzliche Analysen keine eindeutige Aussage darüber gemacht werden, ob es ich um Epithel- oder Stromazellen handelte. Mit dieser Gruppe an Zellinien wurden keine weiteren Untersuchungen durchgeführt.

Im nächsten Schritt wurde die Expression des transfizierten Gens überprüft. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus den Zellen der Stroma- bzw. Epithelzellinien isoliert und eine RT-PCR durchgeführt (4.3.7).

Alle Epithel- und Stromazellinie, deren Ausgangszelle mit dem Vektor pMSSVLT transfiziert worden war, exprimierten SV40 largeT (Anhang Abb. 38).

Nur eine Stromazellinie aus dem Endometrium einer Endometriose-Patientin sowie 4 Stromazellinien aus Endometrien von nicht an Endometriose erkrankten Frauen exprimierten E1A. E1B konnte in zwei E1A-positiven Klonen schwach detektiert werden. 

Es konnten keine E1A bzw. E1A und E1B exprimierenden Epithelzellinien etabliert werden. Die Zellen starben entweder schon vor oder spätestens nach Passage 2 in der 24-well-Platte ab. 

4.3.7  Stabilität der transfizierten Gene und Eintritt in die replikative Seneszenz

Um zu Überprüfen, ob die Zelllinien die transfizierten viralen Gene stabil exprimieren,   wurde die Expression von SV40LT, E1A und E1B nicht nur zu Beginn der         

Langzeitkultivierung sondern auch in späten Passagen der Zellinien überprüft (Abb. 21-23). SV40LT wird in allen charakterisierten epithelialen (Abb. 22) und stromalen Zellinien (Abb. 21) stabil exprimiert. Auch kurz vor Eintritt in die replikative Seneszenz ist das Transkript des SV40LT-Gens mit Hilfe der RT-PCR nachweisbar (Tab. 13).
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Abb.  21: Expression von SV40LT in endometrialen Stromazellinien

Die Expression des SV40 ‚large T’-Antigens in den endometrialen Stromazellinien wurde mittels RT-PCR zu Beginn der Langzeitkultivierung (a) und in einer späten Passage (b) analysiert (Tab. 13). Als Positiv-Kontrolle dienten COS7-Zellen, die SV40LT exprimieren. Als Negativ-Kontrolle fungierte eine primäre Stromakultur. 
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Abb.  22: Expression von SV40LT in endometrialen Epithelzellinien

Die Expression des SV40 ‚large T’-Antigens in den endometrialen Epithelzellinien wurde mittels RT-PCR zu Beginn der Langzeitkultivierung (a) und in einer späten Passage (b) untersucht (Tab. 13). Als Positiv-Kontrolle fungierten COS7-Zellen, die SV40LT exprimieren. Als Negativ-Kontrolle wurde RNA des humanen Endometriums in die RT-PCR eingesetzt. 

Die Transfektion mit E1A ist nicht so stabil. Der Expressionsstärke nimmt im Verlauf der Kultivierung ab (Abb. 23a,b ). Die Zellklone 34S E1A und 55S E1A zeigen in den Passagen 27 bzw. 25 nur noch eine schwache E1A-Expression (Abb. 23b). Bei Zellinie 12S E1A, die bereits in Passage 7 nur eine schwache E1A-Expression zeigte, ist das Transkript in Passage 29 nicht mehr nachweisbar (Abb. 23b). E1B, das in Passage 7 durch RT-PCR nachgewiesen werden konnte (Abb. 23c), wird bereits in Passage 8 nicht mehr exprimiert (nicht dargestellt).

Die primären Stromakulturen ließen sich durchschnittlich 11-mal passagieren, bevor, die Zellen ihre Teilungsaktivität einstellten. Die maximale Passagenzahl der SV40LT-positiven stromalen Zellinien variierte zwischen 20 und 39, unabhängig davon ob das Ausgangsgewebe von einer Frau mit oder ohne Endometriose stammte (Tab. 13).

Die E1A-positiven Zellinien traten erst zwischen Passage 29 und 39 in die replikative Seneszenz ein (Tab. 13).

Durch die stabile Transfektion primärere Stromazellen ist es gelungen, die Kultivierungsdauer mindestens zu verdoppeln, im Optimalfall zu vervierfachen (Tab. 13).
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Abb. 23: Expression von E1A und E1B in endometrialen Stromazellinien

Die Expression von E1A in endometrialen Stromazellinien (a,b) und E1B im Falle des Klons 12S E1A (c) wurde mittels RT-PCR zu Beginn der Langzeitkultivierung (a) und in einer späten Passage (b) analysiert (Tab. 13). Als Positiv-Kontrolle wurde der transfizierte Expressionsvektor pRC/E1A bzw. pBabe/Hygro/E1B in die PCR eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle fungierte eine primäre Stromakultur.

Die epithelialen Primärkulturen stellen bereits vor der ersten Subkultivierung ihre Teilungsaktivität ein (4.3.3). Durch die stabile Expression des SV40LT konnten die Epithelzellen je nach Zellinie zwischen 15- und 25-mal passagiert werden, bevor die epithelialen Zellen in die replikative Seneszenz eintraten (Tab. 13).

Tab. 13: Analyse der Expression der transfizierten Gene SV40LT, E1A 

 und E1A mit E1B mittels RT-PCR in  frühen  und  späten  Passagen# 

 der Zellinien;  Zeitpunkt des Eintritts  der  Zellinien in die replikative 

 Seneszenz

	Zellinie
	Nachweis der Expression des transfizierten Gens
	Eintritt in die replikative Seneszenz

	1S SV40LT
	P7
	P16
	P20

	2S SV40LT
	P8
	P28
	P30

	6S SV40LT
	P10
	P21
	P21

	16S SV40LT
	P6
	P23
	P25

	28S SV40LT
	P9
	P18
	P21

	50S SV40LT
	P8
	P26
	P32

	67S SV40LT
	P8
	P23
	P39

	4S E1A
	P10
	P17
	(P37)1

	34S E1A
	P6
	P27
	P39

	55S E1A
	P7
	P25
	P31

	12S E1A//E1B
	P7//P7
	P28//P8 -
	P29

	145E SV40LT
	P5
	P23
	P24

	148E SV40LT
	P7
	P22
	P22

	165E SV40LT
	P4
	P14
	P15

	174E SV40LT
	P5
	n.d.
	n.d.*

	178E SV40LT
	P7
	P24
	P25

	184E SV40LT
	P5
	n.d.
	n.d.*


       * wegen Kontamination verworfen

           # eine Passage entspricht etwa 2 Populationsverdoppelungen

           1  bei Abschluß dieser Arbeit weiterhin teilungsaktiv

Alle Zellen, unabhängig vom Zelltyp und dem transfizierten Gen, wiesen nach Einstellung der Proliferationsaktivität die gleichen morphologischen Veränderungen auf. Das Kern-Cytoplasma-Verhältnis nahm zu. In den meisten Zellen konnten 2 bis 4 Zellkerne beobachtet werden. Die Zellen hatten eine flächige, unförmige Gestalt. 

Obwohl alle Zellinien bis zu 8 Wochen nach dem Eintritt in die replikative Seneszenz weiter kultiviert wurden, konnte bei keiner der Zellinien die Wiederaufnahme der Proliferationsaktivität beobachtet werden.
4.4  Charakterisierung endometrialer Epithel- und Stromazellinien

Die Charakterisierung der Zellinien und der Vergleich ihrer Eigenschaften mit den Primärkulturen sowie dem Ursprungsgewebe ist essentiell, da nur hierdurch eine Aussage über die Eignung der Zellinien als Ersatz für die Primärkulturen und als Zellkulturmodell getroffen werden kann. Nur wenn die Eigenschaften der Zellinien nicht auffallend von den der Primärkulturen und dem Ursprungsgewebe abweichen, kann letztendlich die Wirkung veränderter zell- und molekularbiologischer Parameter auf endometriale Zellen und das Endometrium mit Hilfe der Zellinien analysiert werden.

Die epithelialen und stromalen Zellinien wurde daher auf ihre Morphologie, ihre Proliferationsaktivität sowie die Expression verschiedener bereits im Zusammenhang mit der Endometriose analysierter Differenzierungsmarker, insbesondere der des Östrogen- (ER) und Progesteron-Rezeptors (PR), untersucht. Da die Differenzierung des Endometriums durch ovarielle Hormone beeinflusst wird, ist es von entscheidender Bedeutung, ob die Zellinien ER und PR exprimieren und somit hormonell ansprechbar sind.

Die Eigenschaften der epithelialen und stromalen Zellinien wurden mit den der epithelialen und stromalen Primärkulturen und dem Endometrium verglichen.

4.4.1  Analyse der Cytokeratin-Expression epithelialer Zellinien

Bei der erneuten Überprüfung des Zelltyps in Passage 3 und 4 nach der Transfektion fiel auf, dass alle Epithelzellinien im Gegensatz zu den epithelialen Primärkulturen, in denen alle Epithelzellen Cytokeratin-positiv sind (Abb. 27b), ein heterogenes Cytokeratin-Expressions-muster zeigten (Abb. 27c). Die transformierten Epithelzellen scheinen, die Fähigkeit Cytokeratin zu bilden, zu verlieren. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde die Cytokeratin-Expression immunhistochemisch über mehrere Passagen hinweg bei allen SV40LT-positiven Epithelzellinien untersucht. Durch Auszählen der fluoreszierenden Zellen bzw. der Gesamtzellzahl wurde der prozentuale Anteil Cytokeratin-positiver Zellen ermittelt. 
Abbildung 24 zeigt am Beispiel von 11 der 21 untersuchten Zellinien die Veränderung des prozentualen Anteils Cytokeratin-exprimierender Zellen innerhalb von 5 bzw. 6 Passagen.

In allen Fällen nimmt die Anzahl Cytokeratin-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl ab. Bei einigen Zellinien kann sogar ein nahezu vollständiger Verlust der Expression beobachtet werden (Zellinien 125E SV40LT, 182E SV40LT).  

Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden solche Epithelzellinien ausgewählt, bei denen auch noch in Passage 8 bzw. 9 mindestens 10 % der Zellen Cytokeratin exprimierten.

Hierzu zählten die Linien 145E SV40LT, 148E SV40LT, 165E SV40LT, 174E SV40LT und 178E SV40LT. 184E SV40LT diente als Beispiel für eine Zellinie, die in Passage 6 mit 3,5 % fast keine Cytokeratin-positiven Zellen mehr aufwies.


4.4.2  Morphologie primärer Epithelkulturen und epithelialer Zellinien
Primäre Epithelzellaggregate bilden zu Beginn der Kultivierung vereinzelte kompakte Zellpopulationen aus polygonale Zellen aus (Abb. 27b). Nach vier- bis fünftägiger Kultivierung löst sich diese Struktur auf. Die Zellen lösen sich voneinander (Abb. 29b), zeigen eine flächigere Struktur und das Volumen des Zellkerns nimmt zu. Die Zellen differenzieren und gehen in einen teilungsinaktiven Zustand über.

Abb. 25a und b zeigen rasterelektronenmikroskopische (REM-) Aufnahmen eines konfluenten Epithelmonolayers mit Zellen typischer epithelialer Gestalt. Die Oberfläche der Epithelzellen ist dicht mit Mikrovilli besetzt. An einigen Stellen sind sekretgefüllt Vesikel zu erkennen (Abb. 25b, Pfeil).
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Abb. 25: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von epithelialen Primärkulturen und permanenten Zellinien des humanen Endometriums

(a,b) Primärkulturen des endometrialen Epithels; (c-f) epitheliale Zellinien: (c) 184E SV40LT; (d) 148E SV40LT; (e) 178E SV40LT; (f) 174E SV40LT; Balken: (a) 20,5 µm;(c-e)  42 µm; (b,f) 9,4 µm;

(b,f) Gekennzeichnet mit einem Pfeil sind die sekretorischen Vesikel auf der Oberfläche der Epithelzellen;

Die SV40LT-exprimierenden epithelialen Zellinien weisen einen von den Primärzellen abweichende Phänotyp auf (Abb. 25c-f). Die Zellform der einzelnen Linien unterscheiden sich deutlich von der Gestalt der epithelialen Primärzellen. Die plastersteinartige Zellform, die für Plattenepithelien typisch ist, konnte lediglich in einzelnen Arealen von Klon 184E SV40LT (Abb. 25c) und Klon 148E SV40LT beobachtet werden. Die Gestalt der übrigen Zellen der verschiedenen Epithelzellinien variiert. In 148E SV40LT bilden die Zellen neben plastersteinartigen auch spindel- und sternförmige Strukturen aus (Abb. 25d). In 178E SV40LT überwiegen Zellen mit sternförmiger Gestalt (Abb. 25e,f).

Die Zellen der permanenten Zellinien sind mit 10 bis 20 µm Breite und 20 bis 80 µm Länge deutlich kleiner als die Primärzellen mit 10-30 µm Breite und 100 bis 180 µm Länge.

Der Mikrovilli-Besatz auf der Zelloberfläche der transformierten Zellen ist reduziert (Abb. 27b,f). Dafür ist eine großen Anzahl sekretorischer Vesikel zu erkennen, die auf eine erhöhte sekretorische Aktivität der Zellinien im Vergleich zu den Primärzellen hinweist (Abb.  27f, Pfeil). Lediglich 145E SV40LT zeigt, wie die Primärkultur, eine geringe sekretorische Aktivität (nicht dargestellt). Die Ausbildung von Filopodien zur Kontaktaufnahme und Adhäsion der Zellen untereinander sowie zur Adhäsion an den Untergrund ist bei allen untersuchten Zellinien stärker ausgeprägt als bei der Primärkultur.

4.4.3  Teilungsaktivität der Epithelzellinien im Vergleich zur Primärkultur

Zur Analyse der Teilungsaktivität der epithelialen Zellinien wurden der Proliferationsmarker Ki67 immunhistochemisch markiert. 

Die epithelialen Zellinien zeigen eine deutlich höhere Teilungsaktivität (Abb. 26) als die epithelialen Primärkultur. Bereits einen Tag nach dem Passagieren der Zellen (Tag1) liegt die Proliferationsrate der Zellinien zwischen 40 und 60 %. 145E SV40LT bildet mit 84 % eine Ausnahme. Im Verlauf der Kultivierung nimmt der Anteil proliferierender Zellen stetig zu und steigt bis Tag 5 auf 80 bis 100 % an.
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Bei den Primärzellen hingegen sind höchstens 35 bis 40 % der Zellen teilungsaktiv. Zudem gehen die Primärzellen in Abhängigkeit vom Kulturmedium ab Tag 5 bzw. 6 bereits vor dem ersten Passagieren in die replikative Seneszenz über (4.4.3).

4.4.4  Immunhistochemische   Untersuchung  unterschiedlicher  Differenzierungsmarker 

          in Epithelzellen

Zur Analyse der Differenzierung von epithelialen Zellinien im Vergleich zu epithelialen Primärkulturen und zum Endometrium wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt.  Die Expression der verschiedenen Antigene in den Zellinien wurde jeweils in einer frühen Passage sowie einer späten Passage der Kultur analysiert (Anhang Tab. 17). Neben den Intermediärfilamenten, Cytokeratin und Vimentin, erfolgte die Detektion der Rezeptoren ER, PR und EGF-R, sowie der Adhäsionsmoleküle E-Cadherin, ZO-1 und verschiedener Integrin-Untereinheiten (Anhang Tab. 17, Abb. 27-29).

4.4.4.1  Intermediärfilamente 

Wie bereits im Abschnitt „Analyse der Cytokeratin-Expression“ (4.4.1) beschrieben, wird Cytokeratin in genetisch veränderten Epithelzellinien heterogen exprimiert, wohingegen  die  Drüsenepithelzellen des Endometriums sowie die primären Epithelzellen zu 100 % Cytokeratin-positiv sind (Abb. 27a,b,c). Der Anteil Cytokeratin-positiver Zellen nimmt bei den Zellinien von Passagierung zu Passagierung ab. Das intermediäre Filament Vimentin ist in allen Epithelzellen nachweisbar, allerdings ist die Immunreaktion gegen Vimentin in Drüsenepithelzellen und primären Epithelzellen schwächer als in den epithelialen Zellinien und Stromazellen (Abb. 27d-f, 34 d-f).
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Abb.  27: Immunhistochemischer Nachweis der Intermediärfilamente Cytokeratin (a-c) und Vimentin (d-f) sowie der Hormonrezeptoren Östrogen-Rezeptor (ER) (g-i) und Progesteron-Rezeptor (PR) (j-l) im humanen Endometrium und in epithelialen Primärkulturen (Spalten von links nach rechts). 

Balken: (a,d,g,j) 180µm; (b,e,h,i,k,l) 150µm; (c, f) 75 µm;

4.4.4.2  Hormonrezeptoren

Der Östrogen-Rezeptor (ER) wird sowohl im Zellkern des endometrialen Drüsenepithel  als auch im Zellkern primärer Epithelzellen, wenn auch nur bei einem Teil der Zellen, exprimiert (Abb. 27g,h; Anhang Tab. 17). Die epithelialen Zellinien hingegen sind ER-negativ (Abb. 27i; Anhang Tab. 17). Der Progesteron-Rezeptor ist im Drüsenepithel sowie den epithelialen Primärkulturen und Zellinien immunhistochemisch nachweisbar (Abb. 27 j-l; Anhang Tab. 17). 

4.4.4.3  Wachstumsfaktoren

EGF ist ein Wachstumsfaktor mit mitogener Wirkung auf Epithelzellen. Sein Rezeptor EGF-R ist sowohl in der basalen Membran des Drüsenepithels des Endometriums als auch in  Membranen der primären Epithelzellen nachweisbar (Abb. 28a,b; Anhang Tab. 17). Vier der sechs Zellinien exprimieren EGF-R nach 6 bzw. 10 Passagierungen (Abb. 28c; Anhang Tab. 17).

4.4.4.4  Zelladhäsion 

E-Cadherin spielt eine Rolle bei der Adhäsion benachbarter Epithelzellen, ihrer Polarisierung und Aufrechterhaltung ihres nicht-invasiven Charakters (Behrens et al, 1989; Birchmeier et al., 1991; Behrens, 1993; Frixen et al., 1991). Der Verlust von E-Cadherin führt nicht nur zum Verlust der Adhäsionsfähigkeit sondern setzt auch Ereignisse in Gang, die zur Transformation von Epithelzellen in migrierende, invasive Fibroblast-ähnliche Zellen führen.

Wie die bereits die immunhistochemischen Analysen eutoper Endometrien gezeigt haben, exprimiert das Drüsenepithel des Endometriums E-Cadherin (Abb. 6a, 28d). Aber auch in den Primärkulturen ist dieses Adhäsionsmolekül detektierbar (Abb. 28e). 

Nur bei drei der epithelialen Zellinien konnte E-Cadherin in der Zellmembran lokalisiert werden (Abb. 28f). Alle übrigen Zellinien exprimierten kein E-Cadherin. Im Verlauf der weiteren Kultivierung kommt es auch bei den beiden positiven Zellinien zu einem Verlust des Adhäsionsmoleküls (Anhang Tab. 17). 

Ähnliches gilt für ZO-1. ZO-1 ist ein intrazelluläres Protein, lokalisiert in der Zonula occludens. Die Zonula occludens verstärkt den Zusammenhalt der Epithelzellen und dichtet den Interzellulärspalt ab. ZO-1 wird sowohl im in vivo Epithel als auch den Primärkulturen exprimiert (Abb. 28g,h). ZO-1 konnte nur in den Zellen von vier der sechs Zellinien beobachtet werden (Abb. 28i; Anhang Tab. 17). In späteren Passagen war auch in diesen Zellinien ZO-1 nicht mehr detektierbar (Anhang Tab. 17).  
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Abb. 28: Immunhistochemischer Nachweis von EGF-R (a-c), E-Cadherin (d-f) und ZO-1 (g-i) im humanen Endometrium, in epithelialen Primärkulturen und epithelialen Zellinien (Spalten von links nach rechts). Balken: (a,d,g,) 180µm; (b,c,e,f,h,i) 150 µm;

4.4.4.5  Integrine
Integrine sind Adhäsionsmoleküle, die die Kommunikation zwischen Proteinen der extrazellulären Matrix und dem zellulären Cytoskelett vermitteln. Diese Kommunikation ist essentiell für viele zelluläre Prozesse, wie Zelladhäsion, Proliferation, Migration und Differenzierung.

Immunhistochemische Untersuchungen der (-Subfamilie der Integrine zeigten (Anhang Tab. 17), dass das Expressionsmuster der Integrin Untereinheiten (1, (2, und (3 in den permanenten Zellinien (Abb. 29c,f,i) mit dem der Primärkulturen (Abb. 29b,e,h) und der Endometrien nahezu identisch ist (Abb. 29a,d,g). Die (1-Untereinheit wird sowohl im endometrialen Drüsenepithel als auch  in den Primärkulturen und den permanenten Zellinien stark exprimiert. Die Immunreaktion gegen die (2-Untereinheit im endometrialen Drüsenepithel und den primären Epithelzellen ist schwach, wohingegen in den SV40LT-exprimierenden Zellen eine stärkere (2-Expression zu beobachten ist. (3-Integrin konnte weder im Ausgangsgewebe noch in den epithelialen Primärkulturen detektiert werden. Von den epithelialen Zellinien exprimierten lediglich die Klone174E SV40LT, 178E SV40LT und 184E SV40LT in einzelnen Zellen diese Integrin- Untereinheit (Anhang Tab. 17).
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Abb. 29: Immunhistochemischer Nachweis der Integrin-Untereinheiten (1 (a-c), (2 (d-f) sowie (3 (g-i) und  (3 (j-l), (6 (m-o) sowie (( (p-r) im humanen Endometrium, in epithelialen Primärkulturen und epithelialen Zellinien  (Spalten von links nach rechts).

In Abbildung g und p ist das Drüsenepithel (D) mit einem Pfeil gekennzeichnet. Balken: (a,d,g,j,m,p) 180µm; alle übrigen Abbildungen : 150 µm;

Von der (-Subfamilie wurde die Expression der Untereinheiten (3, (6 und (( untersucht. Im endometrialen Drüsenepithel ist immunhistochemisch (3 und (6 detektierbar (Abb. 29j,m; Anhang Tab. 17), wobei (3 nur von vereinzelten Zellen sehr schwach exprimiert wird. Eine Immunreaktion gegen die (3-Untereinheit konnte nur in einer Primärkultur sowie in zwei permanenten Zellinien sehr schwach beobachtet werden (Anhang Tab. 17). Die (6-Untereinheit wird mit Ausnahme von 148E SV40LT in allen Zellinien sowie im Drüsenepithel des Endometriums synthetisiert (Abb. 29o; Anhang Tab. 17). Diese Untereinheit war in den Primärkulturen nicht nachweisbar (Abb. 29n; Anhang Tab. 17).

Mit Ausnahme von einer untersuchten endometrialen Biopsie und Klon 178E SV40LT in Passage 24, die die ((-Untereinheit nur schwach exprimierten, waren alle analysierten Gewebs- und Zellproben ((-negativ (Abb. 29 p-r, Anhang Tab. 17 ). 

Bei diesen Untersuchungen fällt auf, dass sowohl (3- als auch (3-, ((-Integrin in den Zellinien exprimierte werden, die ihren Ursprung in einem Endometrium einer Endometriose-Patientin haben.

Bei allen übrigen immunhistochemisch analysierten Faktoren, sowie in bezug auf die Morphologie und Proliferationsaktivität, waren keine Unterschiede zwischen Zellinien aus Drüsenepithelien von Frauen mit und ohne Endometriose zu beobachten. 
4.4.5  Charakterisierung endometrialer Stromazellinien

Die Charakterisierung der stromalen Zellinien wurde insgesamt an 7 SV40LT-positiven Stromakulturen, 3 von Frauen mit und 4 von Patientinnen ohne Endometriose, sowie 4 E1A-positiven Stromazellinien, drei von nicht betroffenen Frauen und eine von einer Endometriose-Patientin durchgeführt. 
4.4.6  Morphologischer    Vergleich    permanenter    Stromazellinien    und    primärer 

          Stromakulturen
Primäre Stromazellen besitzen als Bindegewebszellen eine typische Fibroblasten-Morphologie. Die Zellen haben in der Regel eine langgestreckte spindelförmige Gestalt (Abb. a). Mit zunehmender Dichte der Kultur wachsen die Zellen übereinander, und die Morphologie wird heterogener (Abb. 30a,b). Die Zellen zeigen eine flächigere z.T. sternförmige Morphologie. Primäre Stromazellen bilden auf ihrer Zelloberfläche Mikrovilli, sowie Filopodien und Mikrospines aus, mit denen sie sich am Untergrund und aneinander adhärieren (Abb. 30b, 31b).
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Abb. 30: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von stromalen Primärkulturen und SV40 ‘largeT’ exprimierende Zellinien des humanen Endometriums

(a,b) Primärkultur des endometrialen Stromas; (c,d) 67S SV40LT; (e,f) 28S SV40LT; (g,h) 1S SV40LT; Balken (a,c,e,g)  44 µm; (b,d,f,h) 9,4 µm;     

Die vier SV40LT-positiven Stromazellinien von Frauen ohne Endometriose lassen sich in zwei Gruppen unterteilen. Bei den  Klone 6S SV40LT und 67S SV40LT  ist die äußere Form der Zellen heterogen. Die Zellen besitzen eine flächige unregelmäßige Gestalt. Auf der Zelloberfläche bzw. an den Zellrändern sind wenig Filopodien und Mikrovilli  zu erkennen (Abb. 30c,d). 
Klon 28 SV40LT und 16S SV40LT ähneln in ihrer Gestalt dicht gewachsener Primärkulturen. Diese Kulturen bestehen aus z.T. langgestreckten, z.T. aber auch sternförmigen Zellen. Ihre Zelloberfläche ist dicht mit Mikrovilli und Filopodien besetzt (Abb. 30e,f).

Die Zellen der drei Zellinien, die aus primären Stromazellen von Endometriose-Patientinnen etabliert wurden, weisen eine typische langgestreckte Fibroblasten-Gestalt auf (Abb. 30g).  Alle drei Klone (1S SV40LT, 2S SV40LT und 50S SV40LT) zeigen einen dichten Besatz  mit Mikrovilli und Filopodien (Abb. 30h).

Die E1A- bzw. E1A und E1B-exprimierenden Zellinien sind in ihrer Morphologie sehr homogen. Die Zellen sind ungleichmäßig geformt, haben eine flächige Gestalt und bilden dichte Zellmonolayer (Abb. 31c). Die Mikrovilli- und Filopodien-Dichte auf der Zelloberfläche ist größer als bei den Primärkulturen (Abb. 31c,d).

Die durchschnittliche Zellgröße der verschiedenen Zellklone im Vergleich zur stromalen Primärkultur ist identisch.
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Abb. 31: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von stromalen Primärkulturen und E1A exprimierende Zellinien, die  des humanen Endometriums

(a,b) Primärkultur des endometrialen Stromas; (c,d) 12S E1A; Balken (a,c) 44 µm; (b,d) 9,4 µm;

4.4.7  Proliferationsaktivität der stromalen Zellinien

Die Untersuchungen der Proliferationsrate der permanenten Zellinien sowie einer passagierten stromalen Primärkultur zeigen, dass zwischen 40-60 % der Zellen einen Tag nach dem Passagieren teilungsaktiv sind und der prozentuale Anteil Ki67-positiver Zellen stetig bis Tag 5 zunimmt (Abb. 32, 33). Lediglich der mit E1A und E1B co-transfizierte Klon 12S E1A benötigt länger zur Adaption an die neuen Kulturbedingungen (Abb. 32b). Hier sind an Tag 1 nach dem Passagieren ein Drittel der Zellen Ki67-positiv. Erst ab Tag 2 steigt der prozentuale Anteil proliferierender Zellen in der Kultur an.


Abb. 32: Proliferationsaktivität permanenter endometrialer Stromazellinien im Vergleich zur stromalen Primärkultur: (a) SV40LT exprimierende Zellinien; (b) E1A exprimierende Zellinien;

Der prozentuale Anteil teilungsaktiver Zellen in den verschiedenen Zellinien und der Primärkultur wurde von Tag 1 nach dem Passagieren bis Tag 5 ermittelt. Proliferierende Zellen wurden durch die immunistochemische Markierung des Proliferationsmarkers Ki67 detektiert. 
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Bei allen permanenten Zellinien, unabhängig davon ob sie mit SV40LT (Abb. 32a) oder E1A (Abb. 32b) transformiert wurden, sind am fünften Tag zwischen 87 und 98 % teilungsaktiv. Bei den untransfizierten Stromazellen hingegen pendelt sich der Anteil proliferierender Zellen bei etwa 55 % ein und verbleibt bis Tag 5 auf diesem Niveau (Abb. 32a,b).

4.4.8  Immunhistochemische   Untersuchung   der   Expression  verschiedener  Differen-

          zierungsmarker in Stromazellen
Um mögliche Veränderungen im Differenzierungsmuster der verschiedenen stromalen Zellinien im Vergleich zur Primärkultur und zum Endometrium detektieren zu können, wurde die Expression u.a. von Hormonrezeptoren sowie von Integrinen untersucht.

4.4.8.1  Intermediärfilamente

Stromazellen exprimieren unabhängig davon, ob sie sich im Gewebeverband befinden (Abb. 34d), als Primärkultur (Abb. 34e) oder als Zellinien (Abb. 34f) vorliegen, generell Vimentin aber kein Cytokeratin (Anhang Tab. 18; Abb. 34a-c). Auch Desmin, ein Marker für die Dezidualisierung,  konnte weder im Endometrium noch in den Primärkulturen oder Zellinien immunhistochemisch nachgewiesen werden (Anhang Tab. 18).

4.4.8.2  Hormonrezeptoren

Die Expression des Östrogen-Rezeptors (ER) im endometrialen Stroma ist sehr heterogen. Der Anteil ER-positiver Zellen variiert stark zwischen den verschiedenen Endometrien (Abb. 34g). In 3 der 11 untersuchten stromalen Zellinien wurde ER in Passage 9 bzw. 10 und bei 3 Klonen in Passage 21 bzw. 22 ER detektiert (Abb. 34i; Anhang Tab. 18). Die beiden Primärkulturen, deren ER-Expression im Rahmen dieser Versuchsreihe immunhistochemisch analysiert wurde, waren beide ER-negativ (Anhang Tab.18). 

Der Progesteron-Rezeptor (PR) konnte in einem über das Endometrium willkürlich verteilten Teil der Stromazellen detektiert werden (Abb. 34j; Anhang Tab. 18). Eine Immunreaktion gegen PR war hingegen, in allen untersuchten stromalen Primärkulturen zu beobachten (Abb. 34k; Anhang Tab. 18). Abgesehen von den Klonen 34S E1A und 50S E1A, die in keiner der untersuchten Passagen PR exprimierten, 6S SV40LT und 4S E1A, die im Verlauf der Kultivierung die PR-Expression einstellten, und  Zellinie 67S SV40LT, bei in Passage 21 nicht aber in Passage 8 PR detektiert werden konnte, war der Rezeptor in allen Zellinien nachweisbar (Abb. 34l; Anhang Tab. 18). 
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Abb. 34: Immunhistochemischer Nachweis der Intermediärfilamente Cytokeratin (a-c) und Vimentin (d-f) sowie der Hormonrezeptoren Östrogen-Rezeptor (ER) (g-i) und Progesteron-Rezeptor (PR) (j-l) im humanen Endometrium, primären Stromakulturen und Stromazellinien (Spalten von links nach rechts). In Abbildung d sind Cytokeratin-positive Epithelzellen (E) in einer primären Stromakultur mit einem Pfeil gekennzeichnet. 

Balken: (a,d,g,j) 180µm; (b,c,f,h,i,k,l) 150µm; (e) 75 µm;

4.4.8.3  Wachstumsfaktoren

EGF-R ist nicht nur auf Epithelzellen beschränkt, sondern ist auch im endometrialen Stroma detektierbar, wie die immunhistochemischen Analysen gezeigt haben (4.1.2; Abb. 5a,d). In einer primären Stromazellkultur konnte eine auf einzelne Areale beschränkte EGF-R-Expression gezeigt werden (Anhang Tab. 18).  Nur die Zellklone 67 S SV40LT und 50S E1A exprimieren EGF-R in Passage 8 bzw. 9 und Zellinie 34S E1A in Passage 22 (nicht dargestellt). Alle anderen Zellinien sind EGF-R-negativ (Anhang Tab. 18).

Weder ZO-1 noch E-Cadherin, als epithelspezifische Marker, konnten im Stroma des Endometriums noch in den primären Stromakulturen und Stromazellinien detektiert werden. (Anhang Tab.18). 

4.4.8.4  Integrine 

Alle analysierten Stromazellen endometrialer Biopsien (Abb. 35a,d), primären Stromakulturen (Abb. 35b,e) sowie stromalen Zellinien (Abb. 35c,f) exprimieren sowohl (1- als auch (2-Integrin (Anhang Tab.18). Die Intensität der Immunfluoreszenz bei der Anfärbung des (1-Integrin ist allerdings in den Zellkulturen stärker als im Endometrium, in dem diese Untereinheit nur schwach zu detektieren ist.

Die (6-Untereinheit war in den primären Stromazellen nicht nachweisbar (Abb. 35n; Anhang Tab. 18). In 8 von 11 Zellinien, sowie in einem von drei getesteten Endometrien war eine schwache Immunreaktion zu beobachten (Abb. 35m,o; Anhang Tab. 18)

Die ((-Untereinheit war lediglich in einem endometrialen Kryostatschnitt schwach exprimiert, alle übrigen endometrialen Biopsien und alle analysierten Primärkulturen  waren ((-negativ (Abb. 35p,q; Anhang Tab. 18). Obwohl weder im Endometrium noch in den Primärkulturen die Untereinheit (( exprimiert wurde, waren die Zellinien 50S SV40LT, 4S E1A und 55S E1A ((-positiv (Abb. 35 r; Anhang Tab. 18).

(3-Integrin konnten weder im Stroma der Endometrien noch in den Stromakulturen detektiert werden (Abb. 35g-i; Anhang Tab. 18). Lediglich die Zellinie 2S SV40LT zeigte in Passage 9 eine heterogene Immunreaktion gegen die (3-Untereinheit (Anhang Tab. 18). Alle übrigen  primären und permanenten Stromakulturen sowie die untersuchten Endometrien waren (3-negativ (Abb. 35j-l; Anhang Tab.18). 

4.4.9  In vitro-Dezidualisierung

Als Reaktion auf die sich implantierende Blastozyste erfolgt die Dezidualisierung der endometrialen Stromazellen. Auch in Kultur kann die Dezidualisierung der Stromazellen ausgelöst werden. Als Mediatoren fungieren Progesteron, das auch in vivo für die Auslösung der Dezidualisierungsreaktion benötigt wird, und cAMP.

Die Fähigkeit zu dezidualisieren, ist ein Charakteristikum für endometriale Stromazellen. Um zu analysieren, ob die stromalen Zellinien dieses Charakteristikum im Vergleich zur Primärkultur weiterhin besitzen, wurden parallel primäre Stromazellen und jeweils eine SV40LT-positive Zellinien, etabliert aus Zellen von einer Endometriose-Patientin und einer nicht von der Endometriose betroffenen Frau, mit MPA (Medroxyprogestronacetat) und 8-Bromo-cAMP behandelt.       
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Abb. 35: Immunhistochemischer Nachweis der Integrin-Untereinheiten (1 (a-c), (2 (d-f) sowie (3 (g-i) und  (3 (j-l), (6 (m-o) sowie (( (p-r) im humanen Endometrium, primären Stromakulturen und Stromazellinien (Spalten von links nach rechts).

In Abbildung g und p ist das Drüsenepithel (D) mit einem Pfeil gekennzeichnet. Balken: (a,d,g,j,m,p) 180µm; alle übrigen Abbildungen : 150 µm;

Vor der Durchführung der in vitro-Dezidualisierung wurde immunhistochemisch überprüft, ob die Primärkultur und die Zellinien den Progesteron-Rezeptor exprimieren, und somit in der Lage, sind auf MPA zu reagieren.
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Abb. 36: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von dezidualisierten Stromakulturen

Die in vitro-Dezidualisierung  primärer Stromazellen und permanenter Zellinien erfolgte durch die Behandlung mit 1µM MPA und 0,5 mM 8-Bromo-cAMP. Nach 8-tägiger Kultivierung wurden die Zellen fixiert und für die Rasterelektronenmikroskopie präpariert.

(a) Primäre Stromakultur; (b) Zellinie 1S SV40LT; Balken: (a) 44µm; (b) 21µm;

Die REM-Aufnahmen (Abb. 36) zeigen, dass es sowohl bei den Primärkulturen als auch bei den Zellinien zu morphologischen Veränderungen gekommen ist. Statt einer eher spindelförmige Gestalt der Primärkultur (Abb. 36a)  und des Klons 1S SV40LT (Abb. 36b) besitzen die Zellen nach 8-tägiger Behandlung mit MPA und 8-Bromo-cAMP eine polygonale Form. Der Besatz mit Mikrovilli und Pseudopodien ist fast vollständig verschwunden. 

Bei der Zellinie 28S SV40LT wurden tendenziell die gleichen Veränderungen beobachtet (nicht dargestellt).
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Abb. 37: Prolaktin-Expression in dezidualisierten primären Stromakulturen und Stromazellinien 

Die in vitro-Dezidualisierung wurde an einer primären Stromakultur, ihrer 1. Subkultur sowie den Zellinien 1S SV40LT und 28S SV40LT durchgeführt. Zum Nachweis der Dezidualisierungsreaktion wurde die Expression des Dezidualisierungsmarkers Prolaktin mittels RT-PCR analysiert. 

Die mit MPA und 8-Bromo-cAMP behandelten Zellen zeigen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen und zum Endometrium einen Anstieg der Prolaktin-Expression (Abb. 37). 

Da Primärzellen generell dazu tendieren, in Kultur zu differenzieren, kann dies die Ursache für die Expression von Prolaktin in den unbehandelten Zellen sein.

Die quantitative in vitro-Messung von Prolaktin im Kulturüberstand ergab keinen eindeutigen Anstieg der Prolaktin-Konzentration im Verlauf der 8-tägigen Behandlung  im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Die Prolaktin-Konzentration im Überstand lag vermutlich unter der Nachweisgrenze des verwendeten Testverfahrens. 
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Abb. 8: Variationen des relativen Expressions-levels von (a) E-Cadherin, (b) (-Catenin und (c) (-Catenin im Drüsenepithel des eutopen Endometriums von Frauen ohne Endometriose (En nE-Cad = 25; n(-Cat = 23; n(-Cat = 28), mit Endometriose (EnEMT nE-Cad = 24; n(-Cat = 20; n(-Cat = 25) und Endometrioseherden (EMT nE-Cad = 21; n(-Cat = 26; n(-Cat = 26). Die Anzahl der Biopsien ohne (-), mit schwacher (+), moderater (++) und starker (+++) Intensität des Immunfluoreszenzsignals sind in Prozent dargestellt.











Abb. 7: (a) Proliferationsaktivität des Drüsen-epithels in eutopen Endometrien von Frauen ohne (En; n = 28) und mit Endometriose (EnEMT; n = 22) sowie in endometriotischen Läsionen (EMT; n = 24). Durch immunhistochemische Detektion des Proliferationsmarkers Ki67 wurde der prozentuale Anteil teilungsaktiver Epithelzellen ermittelt. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardweichungen.


Diese Abbildung zeigt die Variationen des relativen Expressionslevels von (b) EGF und (c) EGF-R im Drüsenepithel des eutopen Endometriums von Frauen ohne Endometriose (En nEGF = 25; nEGF-R = 23), mit Endometriose (EnEMT nEGF = 24; nEGF-R = 25) und von Endometrioseherden (EMT nEGF = 21; nEGF-R = 25). Die Anzahl der Biopsien ohne (-) Immunreaktion, mit schwacher (+), moderater (++) und starker (+++) Intensität des Immunfluoreszenz-signals sind in Prozent dargestellt.
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Abb. 9: Die Intensität der Immunreaktion gegen EGF-R in eutopen Endometrien von (a) Patientinnen ohne Endometriose, (b) mit Endometriose und (c) ektopen Endometrien wurde auf die Östradiol-Serumkonzentration zum Zeitpunkt der Biopsie bezogen. Die Anzahl der Patientinnen mit Östradiol-Konzentrationen  kleiner als 30 pg/ml (hellgrau), zwischen 30 und 100 pg/ml (schwarz) und größer 100 pg/ml (schraffiert) wurde auf die relative Intensität des Fluoreszenzsignals bezogen: ohne (-), schwach (+), moderat (++) und stark (+++).
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Abb. 12: Variation der relativen Expressionsstärke von (a) COX-1 und (b) COX-2 im eutopen Endometrium von Frauen ohne Endometriose (En; nCOX-1 = 24; nCOX-2 = 23), mit Endometriose (EnEMT; nCOX-1 = 25; nCOX-2 = 20) und endometriotischen Läsionen (EMT; nCOX-1 = 23; nCOX-2 = 24). Die Anzahl der Biopsien ohne (-), mit schwacher (+), moderater (++) und starker (+++) Intensität des Immunfluoreszenzsignals sind in Prozent dargestellt.








Abb. 11: Variation der relativen Expressionsstärke von (a) eNOS und (b) iNOS im eutopen Endometrium von Frauen ohne Endometriose (En; neNOS = 24; niNOS = 23), mit Endometriose (EnEMT; neNOS = 23; niNOS = 20) und endometriotischen Läsionen (EMT; neNOS = 23; niNOS = 24). Die Anzahl der Biopsien ohne (-), mit schwacher (+), moderater (++) und starker (+++) Intensität des Immunfluoreszenzsignals sind in Prozent dargestellt.
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Abb. 13: Die Intensität der Immunreaktion gegen COX-2 in eutopen Endometrien von (a) Patientinnen mit Endometriose und (b) Endometrioseherden wurde auf den Endometriosegrad (AFS-Score) der Patientinnen zum Zeitpunkt der Biopsie bezogen.  Die Anzahl der Patientinnen mit dem Endometriose-Score I (schwarz), II (waagerecht gestreift), III (hellgrau) oder IV (diagonal schraffiert) wurde auf die relative Intensität des Fluoreszenzsignals bezogen: ohne (-), schwach (+), moderat (++) und stark (+++).
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Abb. 16: Vergleich der relativen Expressionsstärke von EAR-2, HSP27 und IGFII im Endometrium von Frauen ohne (En) und mit Endometriose (EnEMT) mittels semiquantitativer RT-PCR; Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte  wurde die Intensität der Banden densitometrisch ermittelt.  Das Signal des (-Aktins diente hierbei als Standard.








Abb. 17: Relative Expressionsstärke von EAR-2, HSP27 und IGFII in eutopen Endometrien von Frauen ohne (En) und mit Endometriose (EnEMT);


Gesamt-RNA der Endometrien wurde revers transkribiert und die synthetisierte cDNA in eine semiquantitative RT-PCR eingesetzt. Die Intensität der PCR-Produkte wurde densitometrisch ermittelt. (-Aktins diente hierbei als Standard.








Abb. 18: Vergleich der relativen Expressionsstärke von ICAM-1, VEGF-R1, RANTES und (1-Integrin im Endometrium von Frauen ohne (En) und mit Endometriose (EnEMT) mittels semiquantitativer RT-PCR; Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte  wurde die Intensität der Banden densitometrisch ermittelt.  Das Signal des (-Aktins fungierte hierbei als Standard.
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Abb. 24: Cytokeratin-Expression in epithelialen Zellinien des humanen Endometriums


Zwischen der dritten und neunten Passage reduziert sich der prozentuale Anteil Cytokeratin-positiver Zellen in den verschiedenen SV40LT-exprimierenden epithelialen Zellinien.








Abb. 26: Proliferationsaktivität endome-trialer Epithelzellinien im Vergleich zur epithelialen Primärkultur


Der prozentuale Anteil teilungsaktiver Zellen in den verschiedenen Zellinien und der Primärkultur wurde von Tag 1 nach dem Passagieren bzw. nach der Isolierung der Zellen aus dem Endometrium bis Tag 5 ermittelt. Proliferierende Zellen wurden durch die immunhistochemische Markierung des Proliferationsmarkers Ki67 detektiert. 
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Abb. 33: Immunhistochemischer Nachweis proliferierender endometrialer Stromazellen in Kultur


Stabil transfizierte endometriale Stromazellen wurden 1, 3 und 5 Tage in DMEM / Ham’s F-12 mit 10 % FCS  und 50 µg Geneticin/ml bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Durch immunhistochemische Markierung des Proliferationsmarkers Ki67 im Zellkern der Zellen erfolgte die Detektion teilungsaktiver Zellen. (a,c,e) Fluoreszenzmarkierung des Proliferationsmarkers Ki67; (b,d,f) Phasenkontrast; Balken: 144 µm;
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