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Zusammenfassung

Das Auftreten von endometrialem Gewebe aul3erhalb des Cavum uteri kennzeichnet
die gynakologische Erkrankung Endometriose, die weltweit bis zu 10 % der Frauen im
reproduktiven Alter betrifft. Da bisher keine kausale Therapie existiert, ist die
Entwicklung neuer  Therapieoptionen  winschenswert. Eine  mdgliche
Progesteronresistenz in Endometriosepatientinnen kann zu Stdérungen in dem als
Dezidualisierung  bezeichneten Differenzierungsprozess der endometrialen
Stromazellen fihren und dadurch die Entstehung dieser Erkrankung begunstigen.
Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Signalwege zur Induktion der
Dezidualisierung als mégliche Therapieansatze untersucht. Hierzu wurden humane
endometriale Stromazellen (hESCs) aus Endometrien von Frauen mit und ohne
Endometriose isoliert und mit unterschiedlichen Induktoren des an diesem Prozess-
beteiligten cAMP- und Progesteronrezeptor-Signalweges in vitro inkubiert. Anhand
morphologischer, molekularer und biochemischer Parameter wurde die erfolgreiche
Dezidualisierungsinduktion tberpruft. Wahrend die Progestine Progesteron und MPA
alleine keine funktionelle Induktion der Dezidualisierung zeigten, wurde diese durch
die  Stimulation des cAMP-Signalweges mit 8-Br-cAMP oder dem
Adenylatcyclaseaktivator Forskolin signifikant erhéht und durch die Kombination mit
MPA, nicht aber mit Progesteron, nochmals signifikant gesteigert. Dabei zeigte die
Behandlung mit Forskolin im Gegensatz zu 8-Br-cAMP eine deutlich geringere
Dezidualisierungsreaktion. Die Forskolin-induzierte Dezidualisierung konnte jedoch
durch die Zugabe der PDE-Inhibitoren Milrinone oder Rolipram signifikant in den
hESCs beider Patientinnenkohorten gesteigert werden. Auch diese wurde durch die
gleichzeitige Behandlung mit MPA nochmals deutlich erh6ht, nicht aber durch die
zusatzliche Inkubation mit hCG oder Relaxin als Liganden von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren. Die Dezidualisierungsreaktion ging hierbei mit einer Erhéhung von an
diesem Prozess-beteiligten Transkriptionsfaktoren einher, darunter fur FOXOL1 fur den
ein signifikanter Anstieg der Transkription bei parallel gesteigerter Prolaktinsekretion
zu verzeichnen war. Bei der in vivo Uberprifung dieser in vitro gewonnenen
Ergebnisse in einem humanisierten Endometriose Mausmodell nach intraperitonealer
Transplantation von humanem eutopem Endometrium in die murine Bauchhdhle
zeigten sich zwar keine eindeutig morphologisch dezidualisierten Bereiche in den

endometrialen Lasionen, jedoch konnte auf molekularer Ebene eine beginnende
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Dezidualisierungsreaktion der ektopen humanen Endometriumfragmente nach 6-
tagiger Behandlung der Mause beobachtet werden. Aufgrund der noch zu geringen
Fallzahl bedarf es hier jedoch weiterer Analysen zur Identifikation der optimalen
Substanzkombination und Behandlungsdauer. Dies kann eine Grundlage fur die
Entwicklung innovativer medikamentoser Therapieansatze zur Vermeidung und/oder

Behandlung der Endometriose bilden.
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Summary

The appearance of endometrial tissue outside the uterine cavity characterizes the
gynecological disease endometriosis, which affects up to 10 % of women of
reproductive age worldwide. Since to date there is no causal therapy, the development
of new therapy options is desirable. A possible progesterone resistance in
endometriosis patients can lead to disorders in the differentiation process of the
endometrial stromal cells known as decidualization and thus promote the development
of this disease. Therefore, the present work examined signaling pathways for inducing
decidualization as possible therapeutic approach. For this purpose, human
endometrial stromal cells (hESCs) were isolated from the endometria of women with
and without endometriosis and incubated in vitro with different inducers of the cAMP
and progesterone receptor signaling pathway involved in this process. The successful
induction of decidualization was checked on the basis of morphological, molecular and
biochemical parameters. While the progestins progesterone and MPA did not induce
any functional markers of decidualization, those were significantly increased by
stimulating the cAMP signaling pathway with 8-Br-cAMP or the adenylate cyclase
activator forskolin and even more increased by simultaneous application of MPA, but
not of progesterone. In contrast to 8-Br-cAMP, treatment with forskolin induced a
significantly lower decidualization reaction. However, the forskolin-induced
decidualization significantly increased by addition of the PDE-inhibitors milrinone or
rolipram in the hESCs of both patient cohorts. This was additionally significantly
increased by the simultaneous treatment with MPA, but not by the additional incubation
with hCG or relaxin as ligands of G protein-coupled receptors. The decidualization
reaction was accompanied by an increase in transcription factors involved in this
process, with a significant increase in transcription for FOXO1 in parallel to an increase
in prolactin secretion. These results carved out in vitro were examined in vivo in a
humanized endometriosis mouse model after transplantation of human eutopic
endometrium into the murine peritoneal cave. Here, no clearly morphologically
decidualized areas were detected in the endometrial lesions after treatment of mice for
6 days, but an incipient decidualization reaction could be observed at the molecular
level in ectopic human endometrium transplants. However, further analysis of larger
number of samples is required to identify the optimal combination of substances and
duration of treatment. This can constitute a basis for the development of innovative

drug therapy approaches to prevent and/or treat endometriosis.
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1. Einleitung

1.1. Endometrium und Menstruationszyklus

Das Endometrium ist ein dynamisches Gewebe und bildet die innerste Schicht des
Uterus (Jain et al. 2022). Es besteht aus dem Stratum functionale (Funktionalis),
welches wahrend der Menstruation abgestof3en wird sowie dem darunter liegenden
Stratum basale (Basalis) (Pfisterer et al. 2006). Die Basalis liegt dem Myometrium
direkt auf und bleibt wahrend der Menstruation erhalten. Aus dieser regeneriert sich in
jedem Zyklus die Funktionalis (Jain et al. 2022; Weston und Rogers 2000). Das
Endometrium setzt sich zusammen aus einem hochprismatischen Oberflachenepithel,
das sich in die endometrialen Drisen fortsetzt sowie dem Stroma, das von den
Spiralarterien durchzogen wird (Ulfig 2019; Jain et al. 2022). Die zirkulierenden
ovariellen Steroidhormone Ostrogen und Progesteron regulieren die Funktion des
Endometriums, wobei die dynamischen Veranderungen innerhalb des Gewebes der
Vorbereitung sowie Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft dienen (Jain et al. 2022;
Maybin und Critchley 2015; Hawkins und Matzuk 2008). Kommt keine
Schwangerschaft zustande, tritt die Menstruation ein und der Zyklus beginnt erneut
(Hawkins und Matzuk 2008).

Der Menstruationszyklus umfasst ca. 28 Tage und wird in die proliferative
(Follikelphase) sowie die sekretorische Phase (Lutealphase) unterteilt (Hawkins und
Matzuk 2008; Farage et al. 2009). Der erste Tag des Zyklus wird durch die einsetzende
Menstruation gekennzeichnet (Hawkins und Matzuk 2008; Farage et al. 2009), die
zwischen 4-6 Tagen andauern kann (Farage et al. 2009). Bis zum Tag 14 des Zyklus
(erste Halfte) beginnt das Endometrium unter dem dominierenden Einfluss von
Ostrogen, welches von den heranwachsenden Follikeln produziert wird, zu wachsen
(Farage et al. 2009). Das Stroma sowie die endometrialen Drusen proliferieren und die
Spiralarterien verlangern sich (Hawkins und Matzuk 2008). Die steigende Serum-
Ostrogenkonzentration in der proliferativen Phase sorgt fiir eine Riickkopplung zur
Hypophyse, die wiederum das luteinisierende Hormon (LH) ausschuttet. Der LH-Peak
fuhrt zur Ovulation und leitet die zweite Halfte des Zyklus ein (Hawkins und Matzuk
2008; Farage et al. 2009). Die Ovulation fuhrt zur Bildung des Corpus Luteum, welches
das in der Sekretionsphase dominierende Hormon Progesteron sezerniert (Farage et

al. 2009). Wahrend dieser Phase durchlaufen die endometrialen Stromazellen
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morphologische und funktionelle Veranderungen, die dem Prozess der
Dezidualisierung zugrunde liegen (Jain et al. 2022; Maybin und Critchley 2015). In
Abwesenheit einer Schwangerschaft kommt es in der spaten Sekretionsphase zum
Abbau des Corpus Luteum und damit zu einem Abfall des Ostrogen- sowie
Progesteronlevels (Hawkins und Matzuk 2008). Als Konsequenz des Rickgangs von
Progesteron brechen die Spiralarterien auf, es kommt zum Einsetzen der Menstruation
und zur Abstof3ung der Funktionalis (Maybin und Critchley 2015). In Abbildung 1 wird

der Ablauf des Menstruationszyklus schematisch dargestellt.

LH-Peak
Ostrogen | Progesteron

Ovarielle Hormone

Endometrium

T éf
Tag 1-4 Tag 4-14 Tag 14-28
Menstruation Proliferative Phase Sekretorische Phase

Abbildung 1: Das Endometrium im Menstruationszyklus

In der proliferativen Phase des Menstruationszyklus (Tag 4-14) baut sich das Endometrium unter Ostrogeneinfluss
auf. Der LH-Peak leitet die sekretorische Phase ein, die durch das Hormon Progesteron dominiert wird. Diese
Phase beinhaltet den Prozess der Dezidualisierung. Wenn keine Schwangerschaft eintritt, kommt es zum
Ruckgang von Progesteron, zur AbstoRung des Endometriums wéhrend der Menstruation und der Zyklus beginnt

von vorne. (Eigene lllustration in Anlehnung an Maybin und Critchley 2015; Farage et al. 2009; erstellt mit
BioRender.com)

Der Menstruationszyklus ist somit ein Vorgang, bei dem es zu einem zyklischen
Aufbau sowie der folgenden AbstoRung des endometrialen Gewebes kommt und der
durch eine Balance von Proliferation und Dezidualisierung gekennzeichnet ist (Jain et
al. 2022). Stérungen in diesem Zusammenspiel von hormonellen und zelluléaren
Veranderungen kdnnen nicht nur einer Schwangerschaft hinderlich sein, sondern auch

gynakologische Krankheiten wie beispielsweise die Endometriose beglnstigen.
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1.2. Endometriose

1.2.1. Epidemiologie und Pathogenese

Weltweit leiden 5-10% der Frauen im reproduktiven Alter an Endometriose
(Zondervan et al. 2018; Zondervan et al. 2020; Giudice 2010; Bulun 2009; Greene et
al. 2016; Donnez und Dolmans 2021), was etwa 176-190 Millionen Frauen umfasst
(Zondervan et al. 2018; Becker et al. 2022; Zondervan et al. 2020; Gemmell et al.
2017). In Deutschland wurden im Jahr 2017 28.000 Frauen aufgrund der Diagnose
Endometriose klinisch behandelt (www.endometriose-vereinigung.de), mit jahrlich ca.
40.000 Neuerkrankungen (www.endometriose-vereinigung.de; www.endometriose-
sef.de). Damit stellt die Endometriose die zweithaufigste benignen proliferative
gynakologische Erkrankung nach den Myomen dar (www.endometriose-
vereinigung.de; www.endometriose-sef.de). Endometriose wird durch das Auftreten
von endometrialem Gewebe aulR3erhalb des Cavum uteri charakterisiert, wobei sich
diese Endometrioseherde/-lasionen vor allem im Beckenbereich, an der Aul3enseite
des Uterus, den Ovarien sowie der peritonealen Oberflache der Bauchwand und des
Darms und der Blase ansiedeln (Zondervan et al. 2018; Zondervan et al. 2020; Giudice
2010; Bulun 2009; Greene et al. 2016; Donnez und Dolmans 2021; Becker et al. 2022;
Gemmell et al. 2017). Dort fiuhren sie wunter anderem zu chronischen
Unterbauchschmerzen sowie Subfertilitat (Zondervan et al. 2020; Giudice 2010). Die
schematische Darstellung in Abbildung 2 verdeutlicht die mdglichen Lokalisationen fur

Endometrioseherde und zeigt ein Beispiel eines peritonealen Endometrioseherdes.

DUNNDARM
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J

Abbildung 2: Schematische Darstellung von méglichen Lokalisationen von Endometrioselasionen (A) und
laparoskopischer Befund eines peritonealen Endometrioseherdes (B; Pfeil)

GEBAR-
MUTTER

A: modifiziert nach www.endometriose-vereinigung.de, B: Zondervan et al. 2020
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Die Endometrioselasionen werden, basierend auf ihrer Lokalisation, in drei Typen
unterschieden: peritoneal, ovarial und tief infiltrierend. Zusatzlich wird auch nach den
Richtlinien der American Society for Reproductive Medicine (ASRM) klassifiziert
(American Society for Reproductive Medicine 1997). Diese Klassifizierung unterteilt
die Erkrankung in vier Stadien (12 minimal, 112 gering, 1ll2 moderat, IV schwer) und
umfasst dabei die Anzahl, Typen sowie die GroRR3e der Lasionen (Zondervan et al.
2018; American Society for Reproductive Medicine 1997). Daruiber hinaus kann auch
die Aktivitat der Lasionen mit einbezogen werden. Aktive Lasionen, auch rote Lasionen
genannt, zeichnen sich durch ihre Gefal3bildung sowie mitotische Aktivitat aus,
wahrend weil3e Lasionen geringe Mitoseraten aufweisen und schwarze Lasionen von
fibrotischem Gewebe umgeben sind (Zondervan et al. 2020; Fraser 2008; Nisolle und
Donnez 1997).

Bis heute ist die Pathogenese der Erkrankung Endometriose nicht vollends geklart.
Mogliche Urspringe der Endometriose werden mit der Metaplasietheorie, der
lymphatischen und vaskularen Metastasierung und/oder der Implantationstheorie
erklart (Zondervan et al. 2020). Entsprechend der Metaplasietheorie differenzieren
sich mesotheliale Zellen innerhalb der Peritonealhdhle unter dem Einfluss von
verschiedenen hormonellen und parakrinen Stimuli (Ahn et al. 2015) in Endometrium-
ahnliches Gewebe (Bulun 2009; Matsuura et al. 1999). Hierbei kbnnten auch von den
durch die retrograde Menstruation in die Bauchhohle gelangten endometrialen
Stromazellen sezernierte Wachstumsfaktoren und Zytokine beitragen (Matsuura et al.
1999). Dariber hinaus werden Millergangsdefekte diskutiert (Zondervan et al. 2020;
Nisolle und Donnez 1997), wobei Lasionen aus Zellen entstehen, die im Zuge der
embryonalen  Entwicklung zurlickbleiben und beispielsweise auf einen
Ostrogenstimulus reagieren (Ahn et al. 2015). Die Metaplasietheorie unterstiitzt zudem
das seltene Auftreten von Endometrioseherden nach Verabreichen von Ostrogen beim
Mann (Pinkert et al. 1979). Eine Erklarung fur das Auftreten von endometrialem
Gewebe auRRerhalb der Peritonealhdhle an weiter entfernten Orten, liefert die
lymphogene und hamatogene Metastasierung. Dabei kbnnen endometriale Zellen
Uber die Lymph- sowie die Blutgeféal3e transportiert werden und sich an entfernter
gelegenen Lokalisationen ansiedeln (Zondervan et al. 2020; Ahn et al. 2015; Macer
und Taylor 2012; Bulun 2009). Die bekannteste und akzeptierteste Theorie fur die
Entstehung der Endometriose geht auf die Implantationstheorie von Sampson zuriick

(Sampson 1927). Diese besagt, dass es wahrend der Menstruation zu einem
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Ruckfluss von menstrualem Endometriumgewebe und endometrialen Zellen Uber die
Eileiter in die Peritonealhdhle kommen kann (Zondervan et al. 2020; Kapoor et al.
2021; Macer und Taylor 2012; Bulun 2009). Die uterinen Zellen kénnen sich dann an
das Peritoneum anheften, eine Angiogenese induzieren und proliferieren (Macer und
Taylor 2012). Unterstiutzt wird diese Theorie zum einen durch das Vorkommen von
gleichen somatischen genetischen Mutationen in den Lasionen wie in dem eutopen
Endometrium (Zondervan et al. 2020; Suda et al. 2018). Zum anderen wird diese
Theorie durch Studien untermauert, die zeigen, dass ein blockierter
Menstruationsabfluss ein gesteigertes Risiko zur Entwicklung einer Endometriose
bildet. Diese Beobachtungen wurden in einem Pavian Endometriose Modell bestétigt
(Zondervan et al. 2020; Ahn et al. 2015). Endometriose kann sich aul3er beim
Menschen auch spontan in nicht humanen Primaten wie Rhesusaffen und Pavianen
entwickeln (Malvezzi et al. 2020; D'Hooghe und Debrock 2002). In weiblichen
Pavianen traten bei Tieren mit Endometriose haufiger retrograde Menstruationen
(83 %) im Vergleich zu den Tieren ohne Endometriose (51 %) auf (Zondervan et al.
2018). Zudem konnte bei diesen Tieren eine gesteigerte Pravalenz zur Entwicklung
einer spontanen Endometriose nach zervikaler Obstruktion gezeigt werden (D'Hooghe
und Debrock 2002). Dies unterstiitzt die Theorie der retrograden Menstruation. Jedoch
zeigen 90 % der Frauen im reproduktiven Alter eine retrograde Menstruation in die
Peritonealhdhle, wahrend nur ca. 10 % eine Endometriose entwickeln (Zondervan et
al. 2018; Fraser 2008; Malvezzi et al. 2020; Smolarz et al. 2021). Das lasst vermuten,
dass weitere assoziierte Faktoren an der Entstehung der Endometriose beteiligt sind
und es sich somit um eine multifaktorielle Pathogenese handelt (Kapoor et al. 2021;
Macer und Taylor 2012).

In der Literatur gibt es dartber hinaus Hinweise darauf, dass endometriale Stamm-
und Vorlauferzellen, welche im eutopen Endometrium vorkommen, nach retrograder
Menstruation eine Rolle bei der Entwicklung von endometrialen Lasionen spielen
konnen (Zondervan et al. 2020). Zudem gibt es Studien, die eine Moglichkeit der
Differenzierung von Knochenmarks-abgeleiteten Stammzellen in endometriale Zellen
diskutieren (Macer und Taylor 2012). Des Weiteren zeigen endometriale Stromazellen
von Frauen mit Endometriose aufgrund gednderter Integrinprofile eine adhasive
Fahigkeit, wobei eine lokale Entztindungsreaktion bei einer Endometriose eine
zellulare Adhésion begunstigt (Zondervan et al. 2020). Entzindungsreaktionen

gehoren zu den Merkmalen von endometriotischen Lasionen und kdnnen mit einer
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gesteigerten Produktion von Prostaglandinen, Metalloproteinasen, Zytokinen und
Chemokinen assoziiert sein (Zondervan et al. 2018; Zondervan et al. 2020; Kapoor et
al. 2021; Bulun 2009). Gesteigerte Level von Zytokinen wie Interleukin-13 (IL-1pB),
Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor (TNF) fihren hierbei vermutlich zu einer
gesteigerten Adhasion von endometrialen Fragmenten im Peritonealraum (Bulun
2009).

Die lokale Aktivitat und Effizienz naturlicher Killerzellen (NK-Zellen) kann ebenfalls in
Endometriosepatientinnen beeintrachtigt sein, was dazu fiilhren kann, dass die NK-
Zellen eine reduzierte Fahigkeit besitzen die Peritonealhdhle von endometrialen Zellen
nach retrograder Menstruation zu befreien (Zondervan et al. 2020; Kapoor et al. 2021;
Smolarz et al. 2021). Der Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) als Teil des angeborenen
Immunsystems kontrolliert u. a. die Zytokinproduktion und das Zelliberleben (Kapoor
etal. 2021; Smolarz et al. 2021). Expressionsédnderungen dieses Transkriptionsfaktors
tragen ebenfalls zur Pathogenese der Endometriose bei (Zondervan et al. 2018;
Kapoor et al. 2021). Erhéhte Level des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors
(VEGF) in der Peritonealflissigkeit von Frauen mit Endometriose korrelieren mit der
Bildung und dem Wachstum von neuen Gefal3en in den Lasionen und kdnnen damit
einen kritischen Schritt in der Pathogenese der Endometriose darstellen (Smolarz et
al. 2021; McLaren et al. 1996).

Ostrogen und Progesteron gelten als Masterregulatoren des endometrialen Gewebes
(Bulun et al. 2012). Physiologisch ausbalancierte Level dieser Hormone tragen zur
korrekten Physiologie und Funktion des Endometriums bei (Kapoor et al. 2021).
Fehlregulationen der Ostrogen- und Progesteronwirkung resultieren in einem
Ostrogeniiberschuss und/oder einer Progesteronresistenz und damit in einer
fehlerhaften Differenzierung des Endometriums (Kapoor et al. 2021). Fehlregulationen
der Progesteronrezeptoren kdénnen zu einer Stdérung im Progesteronsignalweg in
eutopem und ektopem Endometrium fithren (Zondervan et al. 2018), wodurch z. B. die
Katalyse von Ostradiol in eine weniger aktive Form durch das Progesteron-abhangige
17B-hydroxysteroid Dehydrogenase 2 Enzym (HSD17B2) nicht gegeben ist (Bulun
2009). Das wiederum resultiert in einem gesteigerten Ostrogenlevel (Donnez und
Dolmans 2021). Zudem sorgt die Hochregulation des Steroidogenen Faktors 1 (SF1)
fur eine gesteigerte Transkription der Aromatase und somit fir ein erhdhtes 6strogenes
Milieu in den endometrialen Stromazellen (Zondervan et al. 2018). Die erhdhte

Ostrogenkonzentration fiihrt zum Uberleben und zur Persistenz des ektopen
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endometrialen Gewebes (Bulun 2009). Eine gesteigerte Ostrogenrezeptor B- (Erp-)
Expression, welche ebenfalls in den ektopen Lasionen beschrieben wurde (Kapoor et
al. 2021; Smolarz et al. 2021), ubt wiederum einen Einfluss auf die
Prostaglandinsynthese aus (Kapoor et al. 2021). Prostaglandine und Zytokine rufen
Schmerz- und Entztindungsreaktionen hervor (Bulun 2009) und beugen Apoptose vor
(Kapoor et al. 2021). Dartber hinaus aktiviert der ERB die epitheliale-mesenchymale
Transition (EMT), was die Entwicklung der endometrialen Zellen hin zu Lasionen
fordert (Kapoor et al. 2021). Zusatzlich werden Hypermethylierungen der CpG-Inseln
der E-Cadherin Promotorregion diskutiert, die ebenfalls eine EMT im endometrialen
Epithel férdern (Zondervan et al. 2018). Im gesunden Endometrium steigt wahrend der
spaten sekretorischen Phase des Zyklus die Menge apoptotischer Proteine an. Das
eutope Endometrium von Endometriosepatientinnen zeigt hingegen keinen Anstieg
apoptotischer Proteine, was vermuten lasst, dass hier die Apoptose inhibiert ist und
das Zelliberleben der endometrialen Zellen an ektopen Stellen beginstigt wird
(Kapoor et al. 2021). Kapoor et al. (Kapoor et al. 2021) fassten einige der oben

beschriebenen Punkte schematisch zusammen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Zusammenfassung von moglichen Mechanismen der Initiation und Progression der
Endometriose

Durch retrograde Menstruation gelangt endometriales Gewebe an ektope Regionen wie dem Peritoneum, wobei
die gesteigerte Expression von Integrinen eine Implantation beglnstigen kann. Der in einigen
Endometriosepatientinnen beobachtete hyper-6strogene Zustand fordert das Uberleben und die Proliferation der
Zellen, was wiederum zur Entstehung und zum Fortschreiten von L&sionen flhrt. Die steigende Anzahl von

24



Einleitung

Makrophagen-assoziierten Entziindungsfaktoren kann eine EMT triggern, die Invasion sowie die Angiogenese und
das damit verbundene Wachstum der Lasionen férdern. Abbildung verandert nach Kapoor et al. 2021.

Zudem werden genetische Faktoren in Bezug auf die Entwicklung der Endometriose
diskutiert (Zondervan et al. 2020; Smolarz et al. 2021). In Zwillingstudien konnte
gezeigt werden, dass eine erbliche Komponente in fast 50 % der Félle vorliegt (Saha
et al. 2015; Zondervan et al. 2020; Smolarz et al. 2021). AuRerdem wurden in
genomweiten Studien Polymorphismen analysiert, die in Bezug zur Endometriose und
den damit verbundenen Schmerzen stehen (Zondervan et al. 2020; Smolarz et al.
2021). In Studien mit Patientinnen mit tief infiltrierenden Lasionen konnten zudem
Mutationen beschrieben werden, die im Zusammenhang mit einer Gruppe von Proto-
Onkogenen stehen (Smolarz et al. 2021). Somit lassen sich auch mégliche héhere
Risiken einer malignen Entartungen der ektopen Zellen nicht ausschliel3en (Zondervan
et al. 2020; Smolarz et al. 2021).

1.2.2. Klinische Symptome und Diagnose

Der Grofteil der Endometriosediagnosen werden bei Frauen zwischen Menarche und
Menopause gestellt, wobei jedoch auch Falle nach der Menopause bekannt sind
(Smolarz et al. 2021). Bei 66 % der Frauen mit Endometriose treten die ersten
Symptome noch vor dem zwanzigsten Lebensjahr auf (Smolarz et al. 2021). Das
Auftreten endometrialen Gewebes auferhalb des Uterus kann zu vielféltigen
Symptomen fiihren und der Krankheitsverlauf muss nicht bei allen betroffenen Frauen
gleich ablaufen. Oftmals korreliert die Intensitat der Symptome nicht mit dem Grad der
Krankheitsauspragung, da einige Patientinnen mit diagnostiziertem Stadium | auch
schwere Schmerzsymptome sowie Infertilitat und umgekehrt Frauen mit hoheren
Stadien leichte Schmerzsymptome aufweisen kdnnen (Zondervan et al. 2018; Giudice
2010; Greene et al. 2016). Neben einem unregelmaRigen Zyklus (10-20 %),
Dyschezie, Diarrhoe und Dysuria (1-2 %), leiden viele betroffene Frauen an
Schmerzsymptomen, welche Dysmenorrhoe (60-80 %), chronische
Unterbauschmerzen (40-50 %) und Dyspareunie (40-50 %) umfassen (Fraser 2008;
Bulletti et al. 2010). Daruiber hinaus gibt es eine 6-8-mal hohere Wahrscheinlichkeit
eine Endometriose in infertilen Frauen vorzufinden als in fertilen Frauen (Bulletti et al.
2010), wobei bei an Endometriose erkrankten Frauen unter 35 Jahren eine Infertilitat

in 30-50 % der Féalle auftritt (Zondervan et al. 2018; Smolarz et al. 2021; Bulletti et al.
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2010). Hierbei kdnnen Adhasionen und vernarbte Eileiter, Entziindungsreaktionen im
Beckenbereich, ge&anderte Immunfunktionen sowie eine Beeintrachtigung der
Embryoimplantation und der Oozytenqualitéat eine Rolle spielen (Smolarz et al. 2021).
Jedoch kann die Ursache der Infertilitét nicht immer vollends geklart und damit auf das
Vorhandensein einer Endometriose zurlckgefuhrt werden (Zondervan et al. 2018;
Smolarz et al. 2021).

Die Endometriose ist nach wie vor schwierig zu diagnostizieren, da bisher keine
eindeutigen Biomarker bekannt sind (Smolarz et al. 2021) und es sich vorherrschend
um intraabdominale Lokalisationen der Lasionen, oftmals von geringer Grél3e, handelt
(Zondervan et al. 2020). Dabei kann es zu einer verspateten Diagnose von 8-10 Jahren
nach Auftreten der Symptome kommen (Gemmell et al. 2017; Ahn et al. 2017). Aktuell
gehdrt eine ausfuhrliche gynékologische Untersuchung sowie das Abklaren der
medizinischen Historie und Ultraschalluntersuchungen zum diagnostischen Vorgehen
bei einem Verdacht auf Endometriose (Smolarz et al. 2021). Zuséatzlich kénnen auch
Magnetresonanztomographien durchgefiihrt werden (Giudice et al. 2012; Smolarz et
al. 2021), jedoch wird die Diagnose der Endometriose durch die Visualisierung der
Lasionen in einer laparoskopischen Untersuchung und einer histopathologischen
Analyse von Gewebeproben als Goldstandard angesehen (Giudice 2010; Smolarz et
al. 2021; Fraser 2008; Zondervan et al. 2018) .

Die ausgepragten Schmerzsymptome sowie eine mdoglicherweise verbundene
Infertilitat und die verspatete Diagnose der Erkrankung flihren nicht nur zu gesteigerten
okonomischen Kosten, sondern auch zu einer reduzierten Lebensqualitat der
betroffenen Frauen mit physischem, psychischem sowie sozialem Leid (Simoens et al.
2007; Simoens et al. 2012; Nnoaham et al. 2011).

1.2.3. Therapien und Forschungsansatze

Die Behandlung der Endometriose stellt aufgrund ihres chronisch verlaufenden
Charakters eine medizinische Herausforderung dar. Betroffene Frauen werden
chirurgisch, pharmakologisch oder mit einer Kombination aus beidem behandelt
(Smolarz et al. 2021). Die chirurgische Entfernung der Lasionen zielt dabei vor allem
auf die Reduktion des Endometriose-assoziierten Schmerzes ab (Giudice 2010),
wobei im ersten Jahr eine Schmerzlinderung in 50-95 % der Nachbeobachtungen
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beschrieben wurde (The Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine 2014). Hierbei wird einer Laparoskopie vor einer Laparotomie der Vorzug
gegeben, um zuséatzlichen operativen Schmerzen sowie einer verlangerten
Hospitalisierung und langsameren Erholung entgegenzuwirken (Kalaitzopoulos et al.
2021). Haufig wiederkehrende operative Eingriffe sollten allerdings vermieden werden,
da sich hierdurch das Risiko fur Vernarbungen erhdht und die ovarielle Funktion
eingeschréankt werden kann (Kalaitzopoulos et al. 2021; Zondervan et al. 2018). Eine
Hysterektomie mit bilateraler Salpingektomie wird als letzte Behandlungsoption bei
Frauen mit anhaltenden Symptomen und vollendeter Familienplanung in Betracht
gezogen, wenn alle anderen Therapien gescheitert sind (The Practice Committee of
the American Society for Reproductive Medicine 2014).

Es bleibt jedoch anzumerken, dass der operative Eingriff zur Entfernung der
endometrialen Lasionen nicht zu einer Heilung der Erkrankung fihrt, da ein erneutes
spontanes Auftreten einer Endometriose nach chirurgischen Behandlungen bei 40-
50 % der Patientinnen innerhalb von 5 Jahren beobachtet wird (Guo 2009; Zakhari et
al. 2021). Da eine Operation den Schmerz nicht in allen Frauen reduziert (Zondervan
et al. 2020) und es bisher keine ursachliche Behandlungsmaoglichkeit gibt, werden
betroffene Frauen zusatzlich medikamentds zur Reduktion der Schmerzsymptomatik
(Smolarz et al. 2021; Falcone und Flyckt 2018) sowie der endometrialen Lasionen
behandelt (Zondervan et al. 2020; Giudice 2010; Bulun 2009; Greene et al. 2016).
Hierfir ~ werden orale  Kontrazeptiva, Progesteron, Danazol, @ GnRH-
Agonisten/Antagonisten, NSAIDs oder Aromatase-Hemmer eingesetzt (Zondervan et
al. 2020; Giudice 2010; Bulun 2009; Greene et al. 2016; Fraser 2008; Kalaitzopoulos
et al. 2021; The Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine 2014).

Da es sich bei der Endometriose um eine Ostrogen-abhangige Erkrankung handelt
(Zondervan et al. 2018; Mehedintu et al. 2014) und oftmals ein Ostrogeniiberschuss
in ektopen Lasionen vorherrscht (Kapoor et al. 2021), fokussieren sich die meisten
medikamentdsen Behandlungen auf die Induktion eines hypo-dstrogenen oder hyper-
progesteronen Zustands (Zondervan et al. 2018). Die Verwendung von Progestinen
wird in vielen Féallen als first-line Therapie zur Behandlung von Schmerzen angesehen
(Kalaitzopoulos et al. 2021). Progestine, wie Dienogest oder Medroxyprogesteron
acetat konnen durch Bindung an den Progesteronrezeptor an der Reduktion des

Ostrogenlevels mitwirken (Kalaitzopoulos et al. 2021) und zudem die Dezidualisierung
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oder die Atrophie der ektopen Lasionen auslosen (Falcone und Flyckt 2018). Hierunter
fallt auch die Behandlung mit Kontrazeptiva, welche Ostrogen-Gestagen basiert sind
und den FSH-Spiegel reduzieren (Greene et al. 2016; Falcone und Flyckt 2018). Sie
reduzieren die Starke der Menstruationsblutung (Mehedintu et al. 2014) und fuhren
ebenfalls zu einem Rickgang der Dysmenorrhoe und der Endometriose-assoziierten
Schmerzen (Zondervan et al. 2020; Bulun 2009; Greene et al. 2016; Kalaitzopoulos et
al. 2021; Falcone und Flyckt 2018), sind jedoch ungeeignet fur Frauen mit
Kinderwunsch (Zondervan et al. 2020). Zudem kann es nach Absetzen der
Kontrazeptiva zu einer erneuten Progression der Erkrankung kommen (Simoens et al.
2007). Daruiber hinaus schlagt diese Behandlungsoption in 33 % der Patientinnen nicht
an (Donnez und Dolmans 2021).

Neben der Behandlung mit Ostrogen und Progestinen werden auch Gonadotropin
Releasing Hormon (GnRH)-Agonisten in Patientinnen mit anhaltenden Symptomen
nach einer fehlgeschlagenen first-line Therapie angewendet (Kalaitzopoulos et al.
2021). GnRH-Agonisten sind in der Lage Endometriose-assoziierte Schmerzen zu
reduzieren (Kalaitzopoulos et al. 2021), indem sie die Synthese von hypophysarem
endogenen Gonadotropin inhibieren, somit zu einem hypo-6strogenen Zustand fuhren
und fur die Unterbrechung des Menstruationszyklus sorgen (Zondervan et al. 2020;
Giudice 2010). Die GnRH-Therapie weist jedoch erhebliche Nebenwirkungen auf, da
sie zu post-menopausalen Serum-Ostrogenkonzentrationen sowie auch zu
fortschreitender Osteoporose in 13 % der Patientinnen Uber einen Zeitraum von
6 Monaten fuhrt (Giudice 2010; Brichant et al. 2021). Aus diesem Grund wird
zusatzlich zu dieser Therapieoption eine Add-back Therapie mit Ostrogen-Progestin-
Gabe empfohlen (Giudice 2010; Greene et al. 2016; Brichant et al. 2021). Der Einsatz
von GnRH-Antagonisten steht zudem im Fokus der Therapieansétze. Der Wirkstoff
Elagolix sorgt beispielsweise innerhalb von 24 h fur eine schnelle Inhibition der
Gonadotropine (Donnez und Dolmans 2021; Brichant et al. 2021). Des Weiteren
bewirkt Elagolix eine dosis-abhéangige Reduktion des Ostrogenlevels und ist gegen
moderate sowie schwere Schmerzsymptome (Dysmenorrhoe, Dyspareunie) bei
Endometriose effektiv (Smolarz et al. 2021). Jedoch waren auch hier innerhalb von
12 Monaten Osteoporosesymptome zu verzeichnen (Smolarz et al. 2021; Brichant et
al. 2021).

Das synthetische Androgen Danazol wurde tber mehrere Jahre als Behandlung bei

Endometriose-assoziiertem Schmerz eingesetzt (Giudice 2010; Kalaitzopoulos et al.
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2021; Smolarz et al. 2021). Es inhibiert den Anstieg des luteinisierenden Hormons, ist
jedoch mit einer androgenen Partialwirkung verbunden und wird somit von einigen
Organisationen (z. B. WES, ESHRE, SOGC) nicht Uber einen langeren Zeitraum
empfohlen (Giudice 2010; Kalaitzopoulos et al. 2021; Smolarz et al. 2021).

Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drug) wie
COX-Inhibitoren (Brown et al. 2017) werden vorwiegend zur Behandlung von
Dysmenorrhoe eingesetzt (Giudice 2010; Bulun 2009). Diese Inhibitoren hemmen die
Zyklooxygenasen (COX), welche an der Prostaglandinsynthese beteiligt sind (Bulun
2009) und gesteigert in Lasionen vorkommen konnen (Chishima et al. 2002). Somit
fuhren diese Inhibitoren zu einer Reduktion der Prostaglandinsynthese.
Prostaglandine sind Klinisch relevant, da sie in Entziindungs- und Schmerzprozessen
involviert sind und zur Pathogenese der Endometriose aufgrund einer lokal induzierten
Ostrogenbiosynthese beitragen kénnen (Bulun 2009). NSAIDs kénnen hierbei auch
eine kombinierte Verwendung mit oralen Kontrazeptiva finden, fihren jedoch in 20-
25 % zu einem Misserfolg in der Schmerzreduktion (Giudice 2010). Aufgrund der
Nebenwirkungen der COX-Inhibitoren, zu denen eine Steigerung kardiovaskularer
Erkrankungen gehdren, wird die Therapie routinemafig nicht empfohlen (Bulun 2009;
Kalaitzopoulos et al. 2021).

Da in endometrialen Lasionen eine gesteigerte Aromataseexpression gefunden wurde
(Giudice 2010), die zu einem hyper-6strogenen Status in den ektopen Lasionen flhren
kann (Zondervan et al. 2018; Bulun et al. 2012), wird in der Literatur ebenfalls der
Einsatz von Aromataseinhibitoren fur Patientinnen mit anhaltenden Schmerzen und
fehlgeschlagener Hormontherapie diskutiert (Zondervan et al. 2020). Dies fuhrt jedoch
zu einem deutlich erniedrigten Serum-Ostrogenlevel und damit zu starken
Nebenwirkungen hinsichtlich der Knochendichte (Zondervan et al. 2020; Giudice 2010;
Smolarz et al. 2021).

Die meisten Behandlungen zielen auf das Erreichen eines hypo-6strogenen Zustands
ab und greifen somit gravierend in den Hormonhaushalt ein, was wiederrum im
Widerspruch zu einem Kinderwunsch steht (Simoens et al. 2007; Brichant et al. 2021).
Daruiber hinaus kann sich eine Wirkung der eingenommenen Medikamente erst mit
einer Verzdgerung von 6 Monaten einstellen (Simoens et al. 2007). Zudem zeigt sich
in Langzeitbehandlungen von Endometriosepatientinnen mit chronischen Schmerzen,
dass eine fortwdhrende medikamenttse Therapie durchgefihrt werden muss, wobei

wiederkehrende Schmerzen in den meisten Fallen nach 6 bis 12 Monaten zu
29



Einleitung

verzeichnen sind (Giudice 2010; Simoens et al. 2007). Ebenso zeigt sich in 50 % der
Frauen ein erneutes Erscheinen ektopischer L&asionen nach chirurgischer und
hormoneller Behandlung innerhalb von zwei Jahren (D'Hooghe et al. 2004). Somit ist
es aulRerordentlich wiinschenswert, alternative Therapiestrategien zu entwickeln. Da
die Angiogenese einen wichtigen Prozess in der Versorgung der ektopen Lasionen
darstellt (Greene et al. 2016; Brichant et al. 2021), wird der Einsatz von VEGF- bzw.
Angiogeneseinhibitoren (z. B. Bevacizumab, Endostatin) (Brichant et al. 2021;
Mehedintu et al. 2014) diskutiert. Da VEGFs jedoch eine wichtige Rolle im
Endometrium sowie wahrend der Embryonalentwicklung spielen (Brichant et al. 2021;
Wheeler et al. 2018), ist der Einsatz solcher Substanzen mit hohen Risiken behaftet.
Andere Therapieansatze adressieren das Immunsystem, das bei der Entwicklung der
Endometriose ebenfalls eine entscheidende Rolle spielt, da die endometrialen
Lasionen inflammatorische Reaktionen hervorrufen kénnen (Zondervan et al. 2020;
Kapoor et al. 2021; Smolarz et al. 2021; Brichant et al. 2021; Koch et al. 2018). Somit
liegt es nahe, dass in der Literatur auch pharmakologische NF-kB-Inhibitoren sowie
Inhibitoren von weiteren inflammatorischen Molekllen wie Zytokine behandelt werden
(Kapoor et al. 2021). Des Weiteren werden Mdglichkeiten der Gentherapie erforscht
(Mehedintu et al. 2014; Hassan et al. 2009).

Eine entscheidende Rolle bei der Manifestierung ektoper Lasionen spielt das
endometriale Stroma (Nisolle et al. 2000). Aufgrund einer moglichen
Progesteronresistenz kann in Endometriosepatientinnen eine gestorte Differenzierung
der endometrialen Stromazellen vorliegen (Attia 2000; Klemmt et al. 2006), die zu
einem verstarkten Uberleben und Proliferationspotential der Zellen fiihren kann (Koch
et al. 2018). Die Dezidualisierung wird auch im Zusammenhang mit einer Induktion der
Atrophie ektoper Lasionen beschrieben (Koch et al. 2018; Mahmood und Templeton
1990), sodass dieser Differenzierungsprozess eine mal3gebliche Rolle in der
Entstehung von ektopen Lasionen spielen und als ein weiterer Therapieansatz in
Betrachtung gezogen werden kann. Da sich die vorliegende Arbeit mit der Regulation
dieses Differenzierungsprozesses als mdglichen Therapieansatz befasst, wird der

Prozess der Dezidualisierung im Folgenden naher erlautert.
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1.3. Dezidualisierung
1.3.1. Funktion sowie morphologische und biochemische
Verdnderungen

Der Prozess der Dezidualisierung kennzeichnet die sekretorische zweite Halfte des
Menstruationszyklus (Maybin und Critchley 2015; Hawkins und Matzuk 2008), in der
das Endometrium eine dynamische Umgestaltung erfahrt, um eine adaquate
Umgebung fir eine Schwangerschaft zu schaffen (Okada et al. 2018). Die
Dezidualisierung des Endometriums ist dabei nur in Spezies zu finden, bei denen die
Plazentation ein Durchbrechen des luminalen Epithels sowie eine Invasion des
Trophoblasten in das maternale Gewebe erfordert (Gellersen und Brosens 2014). Im
Gegensatz zu vielen anderen Spezies erfolgt die Dezidualisierung beim Menschen
auch ohne Gegenwart eines Embryos (Gellersen und Brosens 2014; Jain et al. 2022).
Eine solche embryo-unabhéngige Dezidualisierung findet sich nur in h6heren Primaten
(Mensch, Menschenaffen, Meerkatzenverwandte), einigen Fledermausarten sowie

dem RuUsselspringer (Gellersen und Brosens 2014).

Die Dezidualisierung hat mannigfaltige Funktionen. Sie schutzt den Embryo vor dem
maternalen Immunsystem und bewirkt die Versorgung des Embryos vor der
Entwicklung der Plazenta (Okada et al. 2018). Darlber hinaus reguliert sie die
Trophoblastinvasion und stellt die Blutversorgung der Plazenta sicher (Gellersen et al.
2007). Der Anstieg von Progesteron (siehe Abbildung 1), gebildet vom Corpus Luteum
nach der Ovulation, markiert das Eintreten des Endometriums in den
Dezidualisierungsprozess (Jain et al. 2022). Progesteron inhibiert hierbei die
proliferative Kapazitat des durch das Ostrogen-vorbereiteten Endometriums
(Gellersen et al. 2007) und die langgestreckten Fibroblasten-ahnlichen Stromazellen
der Proliferationsphase differenzieren zu abgerundeten Epithel-ahnlichen Zellen in der
Sekretionsphase (Okada et al. 2018) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Histologie des Endometriums wahrend proliferativer und sekretorischer Phase des
Menstruationszyklus

(A) Das proliferative Endometrium ist durch seine spindelférmige Morphologie sowie einem im Verhaltnis zum
Zytoplasmavolumen relativ grof3en Zellkern gekennzeichnet. (B) Das sekretorische Endometrium weist grof3e dicht

gelagerte rundliche Zellen auf, mit einer epitheloiden Morphologie.
A; B https://librepathology.org/wiki/Endometrium

Der Dezidualisierungsprozess beginnt in der Regel in den um die Spiralarterien
gelegenen Stromazellen, setzt sich dann im gesamten Endometrium fort und wird bei
eintretender Schwangerschaft weitergefihrt (Okada et al. 2018; Dunn et al. 2003;
Gellersen et al. 2007). Ferner findet ein Einwandern von verschiedenen Immunzellen
wie uterinen NK (uNK)-Zellen, Makrophagen sowie T-Lymphozyten statt (Maybin und
Critchley 2015; Okada et al. 2018; Gellersen und Brosens 2003). Hierbei exprimieren
die uNK-Zellen (CD56P"9"/CD167) zahlreiche Wachstumsfaktoren, Chemokine,
Zytokine sowie Angiogenesefaktoren (Gellersen und Brosens 2003; Plaisier 2011) und
sind mit ca. 70 % die vorherrschenden Leukozyten im Endometrium wéhrend der
sekretorischen Phase sowie auch in der Dezidua in der frihen Schwangerschaft
(Okada et al. 2018). Sie sind an der Gewebestrukturierung, Angiogenese und
Trophoblastinvasion beteiligt (Okada et al. 2018). Daruber hinaus werden wahrend der
Dezidualisierung auch die Hauptsekretionsprodukte Prolaktin und Insulin-like growth
factor (IGF) binding protein-1 (IGFBP-1) gebildet, welche als typische Markerproteine
dieses Prozesses angesehen werden (Okada et al. 2018; Gellersen et al. 2007).
IGFBP-1 spielt eine Rolle bei der Regulation von IGFs, beeinflusst die Ovulation, das
Follikelwachstum und die Steroidgenese. Des Weiteren ist es wichtig fiur die
Differenzierung, Proliferation und Dezidualisierung des Endometriums sowie fir die
Trophoblastinvasion und Implantation (Larsson et al. 2013; Fowler et al. 2000).
Prolaktin wird nicht nur in dezidualisierten Stromazellen, sondern auch in der

Hypophyse exprimiert. Das deziduale sowie hypophysare Prolaktin sind jedoch
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identisch und unterscheiden sich lediglich durch eine 5‘-untranslatierte Region
(Telgmann und Gellersen 1998). Hierbei erfillt dieses Protein die Aufgabe des
laktotropen Hormons und hat Auswirkungen auf das Wachstum und die Entwicklung
der Brustdrisen sowie der Laktogenese und Aufrechterhaltung der Milchproduktion
(Freeman et al. 2000). In vitro lasst sich die Expression beider Proteine, IGFBP-1 und
Prolaktin, durch die Behandlung von primaren Zellkulturen mittels Progesterons
innerhalb von 12 Tagen auslosen (Okada et al. 2018). Eine Behandlung mit zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) fuhrt jedoch bereits in wenigen Stunden zu einem
dezidualisierten Phanotyp von priméren endometrialen Stromazellen, sodass der
Prozess nicht nur Uber ein Progesteron-gesteuertes Signal, sondern auch uber ein
cAMP-vermitteltes Signal induziert werden kann (Gellersen et al. 2007; Telgmann und
Gellersen 1998).

1.3.2. Die Rolle des cAMP- und Progesteron-Signalwegs fur die
Dezidualisierung

Progesteron ist ein Schlusselfaktor fur die weibliche Reproduktionsfunktion (Gellersen
und Brosens 2003). Dabei entfaltet Progesteron seine Wirkung tber den nuklearen
Progesteronrezeptor (PR), der in seinen Isoformen PRA und PRB vorliegen kann
(Okada et al. 2018; Gellersen und Brosens 2014; Gellersen und Brosens 2003;
Marquardt et al. 2019), wobei PRA die dominante Form im endometrialen Stroma ist
(Gellersen und Brosens 2014). Die Signalgebung tiber den PR gilt als essentiell fur die
Dezidualisierung und Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft (Okada et al. 2018).
Wie bereits erwahnt, kann mittels Progesterons die Dezidualisierung endometrialer
Stromazellen in vitro ausgeldst werden, wobei es zu einem Anstieg des intrazellularen
cAMPs kommt (Okada et al. 2018; Gellersen und Brosens 2003). Neben Progesteron
kann auch die Bindung von Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren einen
solchen Anstieg des intrazellularen cAMPs bewirken (Okada et al. 2018; Gellersen und
Brosens 2014). cAMP spielt als second messenger bei vielen zellularen Prozessen
eine entscheidende Rolle, wobei es u.a. an der intrazellularen Ubermittlung
extrazellularer Signale beteiligt ist (Yan et al. 2016). Die durch G-Proteine
angesteuerte Adenylatcyclase konvertiert Adenosintriphosphat (ATP) in cAMP, was
wiederum zu einer Stimulation der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) fiihren

kann (Yan et al. 2016). Fiur Stromazellen ist bekannt, dass der cAMP-Anstieg zu einer
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weiteren Progesteronsensibilisierung der Zellen fuhrt und es somit einen ,cross-talk”
zwischen dem cAMP- und dem Progesteron-Signalweg gibt (Logan et al. 2012)
(Abbildung 5). Die Aufrechterhaltung des intrazellularen cAMP-Signals wird dabei

durch die Aktivitat von Phosphodiesterasen kontrolliert (Gellersen und Brosens 2003).

Liganden AC D Progestine
G-Protein-gekoppelter. ~
Rezeptoren /0
ATP
Y e
J (e ’ CAMP €
()
AMP

Transkriptions- %
fakto&en R
Dezidua-spezifische Gene
’ & Transkriptionsfaktoren

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Beteiligung des Progesteronrezeptor- und cAMP-vermittelten
Sighalweges an der Dezidualisierung endometrialer Stromazellen

Die Aktivierung der Adenylatcyclase fuhrt zur Bildung von cAMP, was zur Beeinflussung von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und zur Transkription weiterer Faktoren fuhrt. Diese Transkription kann ebenfalls durch die
Bindung von Progestinen an den Progesteronrezeptor (PR) beeinflusst werden. Hierbei kann ein ,cross-talk“ des
cAMP- und Progesteron-Signalwegs stattfinden. afy £ G-Protein; AC 2 Adenylatcyclase; c/AMP 2 zyklisches/

Adenosinmonophosphat; ATP 2 Adenosintriphosphat; PDE 2 Phosphodiesterasen (Eigene lllustration in
Anlehnung an Gellersen und Brosens 2003; erstellt mit BioRender.com)

Im Zuge der Aktivierung des cAMP- sowie Progesteron-Signals in den Zellen kommt
es zur Aktivierung einer Vielzahl molekularer Mechanismen, die vor allem den
Zellzyklusarrest ansteuern (Logan et al. 2012), aber auch Transkriptionsfaktoren
betreffen, die den Dezidualisierungsprozess beeinflussen (Okada et al. 2018;
Gellersen und Brosens 2014; Gellersen und Brosens 2003; Logan et al. 2012). Zu
diesen Transkriptionsfaktoren zahlen u. a. die frihen Dezidualisierungsmarker CCAAT
Enhancer Binding Protein beta (CEBPB) und Forkhead Box O1 (FOXO1) (Gellersen
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und Brosens 2003; Joshi et al. 2020). Diese Faktoren kdnnen sowohl miteinander als
auch mit dem PR interagieren und die Transkription von Prolaktin Uber die Bindung in
dessen Promotorregion aktivieren (Gellersen und Brosens 2003; Brosens und
Gellersen 2006). Daruber hinaus ist auch der Transkriptionsfaktor Signal Transducer
and Activator of Transcription 5 (STAT5) an der gesteigerten Aktivitdt des
Prolaktinpromotors in differenzierenden endometrialen Stromazellen beteiligt, wobei
er auch mit dem PR interagieren kann (Gellersen und Brosens 2003; Mak et al. 2002).
Das cAMP Responsive Element Binding Protein 1 (CREB1) wird ebenfalls im
Zusammenhang mit einem cAMP-Signal moduliert und kann auf die Aktivitdt von
Histonacetyltransferasen wirken, um somit die Chromatinkonformation zu
beeinflussen (Gellersen und Brosens 2003). Im Rahmen des
Dezidualisierungsprozesses wird aul3erdem der Progesteron-induzierte Faktor Heart
And Neural Crest Derivatives Expressed 2 (HAND2) induziert (Okada et al. 2018),
welcher an der Rezeptivitat des Uterus und der Dezidualisierung der endometrialen
Stromazellen beteiligt ist (Okada et al. 2018; Marquardt et al. 2019; Murata et al. 2019).

Die Induktion der Dezidualisierung Uber den cAMP- und Progesteron-Signalweg
umfasst somit multiple molekulare Mechanismen, an denen eine komplexe Interaktion
von Faktoren beteiligt ist, welche zum dezidualen Phanotypen und zur Sekretion von
Prolaktin und IGFBP-1 fihren. Hierbei handelt es sich um einen terminalen
Differenzierungsprozess, welcher zur Befristung der Lebensspanne der Zellen fihrt
(Andrews et al. 1959; Olive und Haney 1986). Da dieser Prozess auch das Uberleben
sowie die Proliferations- und Invasionskapazitat von durch retrograder Menstruation in
die Bauchhohle gelangter endometrialer Stromazellen determinieren kann und
bekannt ist, dass dieser in Endometriosepatientinnen aufgrund einer
Progesteronresistenz gestort sein kann (Attia 2000; Klemmt et al. 2006), stellt die
Induktion der Dezidualisierung eine mogliche Behandlungsoption fiir die Endometriose

dar.

1.4. In vitro und in vivo Modelle zur Untersuchung von
Behandlungsoptionen fir die Endometriose

In vitro Systeme ermdglichen die Analyse von molekularen Mechanismen von
Signalkaskaden und bieten somit eine Grundlage zum Verstandnis von komplexen
zellularen Vorgangen auch in endometrialen Zellen (Grummer 2012; Fan 2020). Dabei
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konnen sowohl humane endometriale Stroma- als auch endometriotische Zelllinien als
gut geeignetes kostengunstiges Modell Verwendung finden (Fan 2020; Tang et al.
2021). Jedoch weisen solche etablierten Zelllinien oftmals hoéhere Potentiale im
Hinblick auf Zellmigration, Invasion und Expression von Steroidmetabolismus-
vermittelten Genen auf, was in die Analysen mit einbezogen werden muss (Fan 2020).
Zudem stammen immortalisierte Zelllinien lediglich von einer einzelnen Probe ab, was
eine Interpretation der Experimente einschrénkt (Tang et al. 2021). Verglichen mit
Zelllinien ist die Verwendung von humanen primaren Zellen das bessere Model zur
Analyse verschiedener Prozesse mit einer grof3eren Homologie zu der in vivo Situation
(Fan 2020). Die meisten Versuche zur in vitro Dezidualisierung wurden an priméren
endometrialen Stromazellen durchgefuhrt, welche aus humanem Endometrium isoliert
wurden (Tang et al. 2021). Der Vorteil hierbei ist, dass die Aufrechterhaltung der
individuell phanotypischen und funktionellen Marker gegeben ist (Fan 2020). Zudem
l&sst sich histologisch die Zyklusphase zum Entnahmezeitpunkt bestimmen sowie eine
allgemeine Anamnese der Spenderfrauen erheben (Tang et al. 2021). Daruber hinaus
lassen sich sowohl Zellen vom eutopen Endometrium von Frauen ohne und mit
Endometriose sowie von endometriotischen Lasionen analysieren und miteinander
vergleichen (Griummer 2012; Zondervan et al. 2018). Durch die Inkubation von
endometrialen Stromazellen mit konditioniertem Medium kann in wenigen Tagen die
Induktion der Dezidualisierung auch in einer groBeren Anzahl von untersuchten
Proben validiert werden (Tang et al. 2021; Fan 2020).

Zur Validierung von in vitro erzielten Ergebnissen bieten sich etablierte in vivo Modelle
an. In der Literatur sind verschiedene Tierversuchsmodelle zur Analyse
unterschiedlicher Aspekte der Endometriose beschrieben (Zondervan et al. 2018;
Greene et al. 2016; Grummer 2012). Das sogenannte Chicken chorioallantoic
membrane model (CAM-Modell) wird hierbei zur Untersuchung von Angiogenese- und
Invasionsprozessen verwendet. Die Ermittlung potentieller Effekte systemischer
Behandlungen lasst sich mit diesem Modell jedoch nicht durchfihren (Greene et al.
2016; Grummer 2012). Die Verwendung des nicht humanen Primatenmodells
(Paviane und Rhesusaffen) schliel3t hingegen die systemische Analyse mit ein. Da
Affen mit geringer Frequenz eine spontane Endometriose entwickeln koénnen
(Zondervan et al. 2018; Greene et al. 2016; Grummer 2012) und zudem eine einer
Frau ahnliche reproduktive Endokrinologie und Immunologie aufweisen, entspricht

dieses Modell am ehesten den humanen Gegebenheiten (Grimmer 2012). Allerdings
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limitieren die hohen Kosten, die Notwendigkeit spezialisierter Einrichtungen und
ethische Uberlegungen die Verwendung dieses Modells (Zondervan et al. 2018;
Grummer 2012). Deshalb wurden experimentelle induzierte Endometriose Modelle,
welche die Verwendung von Nagetieren wie Mausen beinhalten, etabliert (Grimmer
2012). Durch ihre schnelle Generierungszeit, Moglichkeiten zur genetischen
Anpassung und geringen Kosten sind Mause im Vergleich zum nicht humanen
Primatenmodell von Vorteil (Greene et al. 2016). Da Nagetiere nicht menstruieren und
somit keine spontane Endometriose ausbilden kénnen, wurden Systeme zur Induktion
einer Endometriose entwickelt (Grimmer 2012). Bei diesen Systemen lassen sich
autologe sowie heterologe Modelle voneinander unterscheiden, wobei beiden die
Transplantation von endometrialem Gewebe zugrunde liegt (Zondervan et al. 2018;
Greene et al. 2016; Grummer 2012). Das transplantierte Gewebe im autologen Modell
entstammt dem selben oder einem syngenen Tier (Greene et al. 2016) und ermdglicht
aufgrund eines intakten Immunsystems des Empfangertieres u. a. die Studie von
immunmodulierenden Substanzen auf die Lasionen ektopen Endometriums (Grimmer
2012). Da sich das humane Endometrium jedoch physiologisch von dem von
Nagetieren unterscheidet (Grimmer 2012), wird beim heterologen Modell humanes
endometriales Gewebe in immundefiziente Tiere transplantiert (Greene et al. 2016).
Somit wird die Analyse der zellbiologischen Mechanismen humaner Gewebe als
Antwort auf eine systemische Behandlung und daruber hinaus die vergleichende
Untersuchung von verschiedenen Endometrien von Patientinnen mit und ohne

Endometriose ermdglicht (Grimmer 2012).

Das heterologe Modell wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten erfolgreich in
unserer Arbeitsgruppe etabliert und fur verschiedene Fragestellungen im Hinblick auf
die Persistenz und Therapie der Endometriose verwendet (Fechner et al. 2007,
Monckedieck et al. 2009; Koch et al. 2018). Deshalb wurde dieses Modell in der
vorliegenden Arbeit genutzt, um die Substanzen und Substanzkombinationen, die sich
in vitro als effektiv zur Induktion der Dezidualisierung erwiesen hatten, in vivo zu

validieren.
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1.5. Zielsetzung

Die Endometriose ist eine vielseitige Erkrankung, wobei bis heute hohe Rezidivraten
nach operativen Eingriffen und medikamentésen Behandlungen auftreten (Bulun
2009; Giudice 2010; Greene et al. 2016; Kapoor et al. 2021; Smolarz et al. 2021,
Zondervan et al. 2020). Da das Stroma maoglicherweise zu einer Manifestierung
ektoper Lasionen aufgrund einer durch eine Progesteronresistenz reduzierten
Differenzierung beitragt, bildet die Induktion der Dezidualisierung einen maoglichen
therapeutischen Ansatz zu Behandlung einer Endometriose (Nisolle und Donnez 1997;
Attia 2000; Klemmt et al. 2006; Koch et al. 2018). Der Progesteronrezeptor- sowie der
cAMP-vermittelte-Signalweg liegen dem Prozess der Dezidualisierung zu Grunde
(Gellersen und Brosens 2003; Gellersen und Brosens 2014; Okada et al. 2018). Ziel
der vorliegenden Arbeit ist es daher potentielle Induktoren der Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen von Frauen mit und ohne Endometriose in vitro zu
ermitteln  und miteinander zu vergleichen. Darliber hinaus soll anhand
morphologischer und molekularer Parameter diese Dezidualisierung charakterisiert
werden. Die sich im Hinblick auf die Induktion der Dezidualisierung in vitro als effektiv
erwiesenen Substanzen und Substanzkombinationen sollen zudem in vivo in einem
humanisierten Endometriose Mausmodell analysiert werden. Diese Arbeit soll somit
Kenntnisse zur Verwendung potenzieller Induktoren der Dezidualisierung
endometrialer Zellen von Endometriosepatientinnen liefern, sodass diese fur die

Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze in Erwagung gezogen werden kénnten.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Alle nicht aufgefihrten Materialien, wie Glaswaren, Plastikgefal3e, Kryotanks sowie

Kihl- und Gefrierkombinationen entsprachen dem gangigen Laborstandard.

2.1.1. Gerate

Gerat

Binokular, SMZ1270

Bio Photometer, 6131 Spectrometer
Blotkammer ,Mini Trans-Blot® Cell*
ChemiDoc™ Imaging System

Dispenser, Multipette®

DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR
Durchflusszytometer, FACSCalibur™
Einbettautomat mit Kiihlung HistoCentre 2
Electrophoresis PowerPac™ Basic
Gelelektrophorese-Kammer ,Sub-cell® GT*
Heizblock ,, ThermoStat plus*
Homogenisator Ultra TurraxT10 basic
IKA-VIBRAX-VXR

Inkubator HERAcell 150i

Kryo 1 °C Freezing container
Lichtmikroskop Eclipse Ts2

Magnetriihrer COMBIMAG RET
Mehrkanalpipette 5-50 pl Finnpipette
Mikrotiterplatten Spektrometer, SUNRISE™
Mikrotom Leica RM 2235

Multipette Plus

PCR-Cycler ,,C1000 Touch*
pH-Messgerat SevenCompact™

Pipettierhilfe pipetus®

Pipetten (1 pl, 10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Hersteller

Nikon Europe B.V., Amsterdam, NL
Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Oehmen Labortechnik, Essen, DE

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
Heraeus, Hanau, DE

Nalgene™, Thermo Fisher Scientific, DE
Nikon Europe B.V., Amsterdam, NL
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
TECAN, Mannedorf, CHE

Leica, Wetzlar, DE

Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Mettler Toledo, Zurich, CHE

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, DE

Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
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Real-Time PCR Detektionssystem ,qTower3G”
Rollmischer

Sterilbank BioVanguard Greenline
UV-Dokumentation ,Chemidoc Imaging System”
SDS-PAGE-/Blot-Kammer

Sterilbank Biosafe 2

Vakuum Absaugsystem HLC

Vortexer VortexGenie 2

Waagen:

- Analysewaage, ABJ 120-4NM

- Tischwaage Galaxy 400

Warme-/Trockenschrank Hereaus B6030
Wasserbad GFL

Zahlkammer Neubauer improved

Zentrifugen:

- Heraeus MEGAFUGE 1.0 (KUihlung)

- Eppendorf centrifuge 5415D (ohne Kiihlung)
- Eppendorf centrifuge 5415R (mit Kihlung)

- Sprout® Mini-Zentrifuge

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Material

Abdecktuch Raucodrape, 2-lagig, 75 x 90 cm

BD Eclipse™ needle 0.4 mm x 19 mm

BD Eclipse™ needle 0.9 mm x 40 mm

BD Plastipak 1 ml Luer

Deckglaschen (verschiedene Groen)
Dispenser Tips, 5 ml Combitips advanced®
Einfrierréhrchen Cryo.sTM 2 mI™

Einwegskalpelle 21 mediware

Entsorgungsbeutel 3L, 6 L
FACS-Ro6hrchen, 5 ml polystyrene round-bottom tube
Mikrotiterplatten, Cliniplate™ 96-Well

Analytik Jena, Jena, DE

Oehmen Labortechnik, Essen, DE

CleanAir by Baker, Utrecht, NL

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, DE
Ehret, Emmerdingen, DE

Oehmen Labortechnik, Essen, DE

Scientific Industries™, Bohemia, US

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, DE

OHAUS® Gontgen Wagetechnik, Nanikon,
CHE

Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
Oehmen Labortechnik, Essen, DE

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

Bezugsquelle

Hausinternes Lager, Universitatsmedizin
Essen, DE

BD, Heidelberg, DE

BD, Heidelberg, DE

BD, Heidelberg, DE

Engelbrecht, Edermiinde, DE

Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiunster, AUT

Hausinternes Lager, Universitatsmedizin
Essen, DE

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, DE
Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
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Nahtmaterial

- Ethicon Vicryl 6-0 (0.7 Ph. Eur.) TF-1 10 mm

- Ethicon Vicryl Plus 5.0 (1 Ph. Eur.) RB-1 Plus
Nitrozellulose Membran, 0,45 ym Porengrof3e

Objekttrager, SuperFrost Plus™

PCR 8er-SoftStrips, 0,2 mi

Reaktionsgefalie 1,5 ml, 2 ml
SpritzenvorsatZfilter (Steril Filter) 0,22 ym
Petrischale, 35/10 mm

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie 1,5 ml; 2 ml
ReaktionsgefalRe 15 ml; 50 mi
Whatman™ Filterpapier

Wundklammern Michel 75x1,75 mm

Zellschaber, ,Cell scraper”, small, 2-POS Blade
Zellsieb 40 um Fisherbrand™ Nylon

Zellsieb 70 ym ,Falcon Cell Strainer” Nylon
Zellkulturplatten, 6-Well

Zellkulturflaschen Cellstar® (T25; T75; T175)

2.1.3. Chemikalien

Substanz

Acrylamid (30 %) / Bisacrylamidlésung (37, 5:1)
Agarose (Biozym LE)

Ammoniumpersulfat (APS)

Annexin-V FITC-conjugated

Bepanthen Augen- und Nasensalbe 5 g

B-Mercaptolethanol
Borsaure 299,8 %

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
Chloroform

Dimethylsulfoxid (>99,9 %; DMSO)

Agntho’s AB, Liding6, SWE

Agntho’s AB, Liding6, SWE

GE-Healthcare, Chicago (IL), US

Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
DE

Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Sartorius AG, Géttingen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiuinster, AUT

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
DE

Eppendorf Vertrieb GmbH, Hamburg, DE
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiunster, AUT
GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Hausinternes Lager, Universitatsmedizin
Essen, DE

Sarstedt, Nirnbrecht, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
VWR™ Radnor (PA), US

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiunster, AUT

Bezugsquelle

AppliChem, Darmstadt, DE
Biozym Scientific GmbH

Merck KGaA, Darmstadt, DE
ImmunoTools GmbH, Deutschland

Hausinterne Apotheke, Universitatsmedizin
Essen, DE

AppliChem, Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Pan-Biotech, Aidenbach, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
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Diethylpyrocarbonat (DEPC)
dNTPs

Eosin Y Dinatriumsalz

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethanol absolut

Ethanol 96 %

Fluoromount-G® Mounting Medium
Formaldehyd 37 %

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
Glycerin

Glycin for molecular biology
Hamatoxylin

Isotonische Kochsalzlésung 10 ml Injektionslésung

Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumchlorid 299 % (KClI)
Milchpulver, fettarm
my-Budget RNAmagic
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Orange G

Paraplast Tissue Embedding Medium

PCR-Wasser (Wasser Rotipuran Low Organic)
Ponceau S Solution
Pikrinséaure

Propidium lodid

Raffiniertes Rizinusol

Saccharose

Salzséaure (HCL)

SDS Pellets 299 %

Shandon™ Xylene Substitute
Shandon™ Xylene Substitute Mountant

Stickstoff flissig

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
Genecraft GmbH, Ludinghausen, DE

Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Serva, Heidelberg, DE
Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Apotheke Universitatsklinikum Essen, DE
Southern Biotech, Birmingham (AL), US
AppliChem, Darmstadt, DE

Biotium, Fremont, US

AppliChem, Darmstadt, DE

AppliChem, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, DE

AppliChem, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
PanReac Applichem, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Hausinterne Apotheke, Universitatsmedizin
Essen, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, DE
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US

Hauseigene Anlage, Universitatsmedizin
Essen, DE
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Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tricin BioChemica

TRIS-hydrochlorid (HCL) PUFFERAN® 299 %
Tris for molecular biology

Triton X-100

Tween20

Trypsin/EDTA

Wasserstoffperoxid 30 % (w/w)

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
AppliChem, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, DE
AppliChem, Darmstadt, DE

AppliChem, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham (MA), US

AppliChem, Darmstadt, DE

2.1.4. Allgemeine Puffer und Losungen

Bouin-Fixierlésung

15 ml Pikrinsaure

5 ml Formaldehyd (37 %)
1 ml Essigséaure

DEPC-behandeltes Wasser

1 ml DEPC (0,1 %)

1000 ml VE-Wasser
12 h bei 37 °C inkubieren, autoklavieren

Trypsin-EDTA (1x; 0,05 %)

Trypsin/EDTA (0,5 %) 1:10 in sterilem 1x DPBS verdinnen

2.1.5. Puffer fir molekularbiologische Methoden

Agarosegel (1 %)

1 g Agarose

100 ml 1x TBE-Puffer
aufkochen & l6sen
5 pl (1:20.000) GelRed

Orange G-Ladepuffer
(DNA/RNA-Ladepuffer)

10 mM TRIS-HCL
60 %, w/v Glycerol
60 mM EDTA

0,15 %, w/v Orange G
100 ml VE-Wasser

pH 7,6

Ethanol 70 % fir RNA

70 ml Ethanol absolut

30 ml DEPC-behandeltes Wasser

Tag-Puffer "Waldschitz®

zur Verfligung gestellt von Dr. rer. nat. Ralph Waldschiitz, ZTL

Universitatsmedizin Essen

TBE-Puffer (5x)

450 mM Tris for molecular biology

450 mM Borsaure

10 mM EDTA

pH 8
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2.1.6.

Primer

Alle fur die vorliegende Arbeit verwendeten Primer wurden mit dem Primer designing

tool des National Center for Biotechnology Information (NCBI) designt. Anschlie3end

wurden alle Primer mit dem zugehdrigen Primer-BLAST von NCBI hinsichtlich ihrer

Spezifitat Uberprift. Um Kontaminationen durch genomische DNA ausschlie3en zu

kénnen, wurden Intron-umspannende Primer erstellt. Fir das Gen STAT5 wurden die

Transkriptvarianten A und B mit Hilfe des Multi sequence alignment Programms von

CLUSTALW abgeglichen und Primer ausgewahlt, die beide Varianten abdecken. Alle

aufgefuihrten Primer (Tabelle 1) wurden bei Eurofins Genomics Germany GmbH

bestellt.
Tabelle 1: Primersequenzen fir die Realtime-PCR
Accession Tm | CG-Gehalt | Fragment-
Name Sequenz 5¢-3¢
number [°C] [%] groRe [bp]

AKT1 FW1 CACCACCTGACCAAGATGACA 59,8 52,4
1 NM_001014431.2 163

AKT1 Rv2 TACAGATCATGGCACGAGGC 59,4 55

CEBPB FW3 GTTCATGCAACGCCTGGTG 58,8 57,9 1

CEBPB Rv3 AAGCAGTCCGCCTCGTAGTA 59,4 55
—_— 1 NM_001285878.1

CEBPB FW4 GCACAGCGACGAGTACAAGA 59,4 55 192

CEBPB FW4 TGCTTGAACAAGTTCCGCAG 57,3 50

CREB1 FW1 GGAGGCCTTCCTACAGGAAAAT 60,3 50
1 NM_001371426.1 194

CREB1 Rv2 AGCCAGCTGTATTGCTCCTC 59,4 55

FOXO1 FW GACAGCCCTGGATCACAGTT 59,4 55
|1 NM_002015.4 198

FOXO1 Rv AGATGGCGGGTACACCATAG 59,4 55

GAPDH FW1 TGGAGAAGGCTGGGGCTCAT 61,4 60
1 NM_001256799.2 176

GAPDH Rv1 GACCTTGGCCAGGGGTGCTA 53,5 65

HAND2 FW2 GAGTGCATCCCCAACGTACC 61,4 60
1 NM_021973.2 243

HAND2 Rv 4 CGTCCGGCCTTTGGTTTT 56 55,6

HPRT1 FW1 GCATACCTAATCATTATGCTGAGG 59,3 41,7
1 NM_000194.3 87

HPRT1 Rvl GACTGAACGTCTTGCTCGAG 59,4 55

PDE3A FW2 CACCTTCCAGGCCATTCACA 59,4 55
— ] NM_000921.5 132

PDE3A Rv2 AAACTCCTTCTCAGGCGCTTTG 60,3 50

PDE3B FW1 AGCTGAGGAGAAGCTCAGGA 59,4 55
1 NM_001363570.2 272

PDE3B Rv2 GCCAGTAGACACTGGTCCAT 59,4 55

PDE4A FW2 AGGCCACGCTGTCAGAAGA 58,8 57,9
I NM_001111307.2 268

PDE4A Rv2 CGTTCCTTCATCGTGGGTGA 59,4 55

PDE4B FW1 GACATTGCAACAGAAGACAAGTCCCC 64,8 50
1 NM_001297442.2 168

PDE4B Rv1 ACTCAAGTAACTGAAAGGCCAGGTGG | 64,8 50
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Tm 2 Schmelztemperatur; bp 2 Basenpaare

2.1.7.

Puffer fur SDS-PAGE und WB

Anionen-Puffer (1x)
Ammoniumpersulfat Lésung (10 %)
(APS)

Antikdrperldsung

2,5 % Magermilchpulver/1x TBS

Blockierungspuffer 5 % Milch

Blotting-Puffer (1x)

Entwicklerlésung

- Losung A

- Losung B

- Losung C

Gelpuffer (1x)

Kationen-Puffer (1x)

0,2 M Tris for molecular biology
pH 8,9

10 g Ammoniumpersulfat
100 ml DMSO

1,25 g Magermilchpulver (fettarm)

50 ml 1x TBS

PDE4D FW2 TACACCTGCTTTGGAGGCTG 59,4 55
1 NM_001197218.2 183

PDE4D Rv2 AAGCCCACAGCCAAATGATG 57,3 50

Prolaktin FW CATCAACAGCTGCCACACTT 57,3 50
. 1 NM_000948.6 213

Prolaktin Rv CGTTTGGTTTGCTCCTCAAT 55,3 45

STAT5 FW1 GAAGCAGGTCTCTCTGGAGG 61,4 60
1 NM_001288718.1 236

STATS5 Rv2 TCTCGGCCAACTTCTCACAC 59,4 55

auf 1 ml Antikdrperlésung 1 pl/ 2 pl (1:1000/ 1:500) Antikérper

2,5 g Magermilchpulver (fettarm)
50 ml 1x TBS

133 mM Glycin
12 mM Tris for molecular biology
pH 8,4

15 pl Losung A
1000 pl Lésung B
3 ul Lésung C

6,8 mM p-Coumarsaure
100 ml VE-Wasser

1,25 mM Luminol
0,1 M TRIS-HCI
100 ml VE-Wasser
pH 8,5

3 %, v/v Wasserstoffperoxid 30 %
90 pl VE-Wasser
(immer frisch ansetzen)

0,3 % SDS

3 M Tris for molecular biology
500 ml VE-Wasser

pH 8,45

0,1 M Tricin

0,1 % SDS

0,1 M Tris for molecular biology
pH 8,3
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Lyse-Puffer

Lammli-Puffer (4x)

TBS (10x)

TBS (1x) /TBS-T (1x)

50 mM TRIS-HCL

150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 % Triton X-100

pH 7,4

je 100 pl Puffer 1 pl (1:100) HALT™ Protease & Phosphatase
Inhibitor Cocktail

8 % SDS

20 % 2-mercaptoethanol
40 % Glycerol

0,008 % Bromphenolblau
0,25 mM TRIS-HCL

pH 6,3

250 mM TRIS-HCL
1,5 M NaCl

27 mM KCl

pH 7,4

100 ml (10x) TBS auf 1000 ml VE-Wasser fur 1x TBS
1 ml 0,1 % (v/iv) Tween20 hinzu fir 1x TBS-T

Stripping Puffer 25 mM Glycin
1% SDS
2,4 ml 37 % HCI fir pH 2
Tricingele
Tabelle 2: Trenn- und Sammelgelansatz (1x) fir Tricingele der SDS-PAGE
Trenngel Sammelgel
8,4%1Gel | 448% 1 Gel
VE-Wasser 1,33 ml 0,9 ml
Gelpuffer 1,66 ml 0,3875 ml
30 % Acrylamid/Bis (37, 5:1) | 1,5 ml 0,25 ml
Glycerin 0,5ml -
APS 10% (w/v) 25 ul 12,5 pl
TEMED 2,54l 1,25 pl
2.1.8. Langenstandard

Zur Analyse aufgetrennter Nukleinsaurefragmente in der Agarosegelelektrophorese

wurde der Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder Langenstandard von Thermo Fisher

Scientific (Abbildung 6 A) verwendet. Die Analyse der Molekulargewichte der

untersuchten Proteine nach Auftrennung in der SDS-PAGE wurde mit Hilfe des
PageRuler™ Prestained Protein Ladder VI (10-245) von AppliChem (Abbildung 6 B)

durchgefihrt.
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A GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder B kDa
bp ng/0.5pg %

Tris-Glycine
4~20%

Abbildung 6: Langenstandard fir die Agarosegelektrophorese (A) und zur Bestimmung des
Molekulargewichts von Proteinen in einer SDS-PAGE (B)

2.1.9. Verwendete Enzyme und vorgefertigte Systeme/Kits

Enzyme/Kits Bezugsquelle

DNase | (amplification grade) Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific,
Waltham (MA), US

HALT™ Protease & Phosphatase Inhibitor Thermo Fisher Scientific, Waltham

Cocktail (100x) (MA), US

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems™ by Thermo Fisher
Scientific, Waltham (MA), US

Kollagenase IV Sigma-Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt,
DE

my Bio-budget 5x EvaGreen QPCR-Mix Il (Rox) Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld, DE

Prolaktin ELISA Kit (RE52131) IBL International GmbH von TECAN,

Mannedorf, CHE

Tag Polymerase "Waldschiitz® zur Verfiigung gestellt von Dr. rer. nat. Ralph
Waldschitz, ZTL, Universitatsmedizin Essen

2.1.10. Zellkulturmedien und Puffer

Medium Bezugsquelle

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Life Technologies (Gibco) by Thermo Fisher
Scientific, Waltham (MA), US

Ham's F-12 Nutrient Mix Life Technologies (Gibco) by Thermo Fisher
Scientific, Waltham (MA), US

DMEM/F-12 Phenolrotfrei Life Technologies (Gibco) by Thermo Fisher
Scientific, Waltham (MA), US

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (1x) Life Technologies (Gibco) by Thermo Fisher
Scientific, Waltham (MA), US
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2.1.11.

Zellkulturzusatze

8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic monophosphate
sodium salt (CAMP)

Amphotericin B (250 pug/ml, Fungizone™)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Charcoal stripped FBS (biowest)

Forskolin

L-Glutamine (200 mM)

Medroxyprogesterone 17-acetate (MPA)

Milrinone

Ovogest® 300 I.E./ml (hCG)

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/ml)

Progesteron

Relaxin

Rolipram

Sodium Pyruvate (100 mM)

Substanzlésungen

CcAMP-Stockldsung (5 mM)

Zellkulturzusatze und Substanzlésungen

Katalognummer und Bezugsquelle
B-077-100, Biolog Life Science Institute,
Bremen, DE

15290018, Life Technologies (Gibco) by
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US

FBS-12A, Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, DE

S181F, Th Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, DE

F6886, Sigma-Aldrich by Merck KGaA,
Darmstadt, DE

25030081, Life Technologies (Gibco) by
Thermo Fisher Scientific, Waltham (MA), US

M1629, Sigma-Aldrich by Merck KGaA,
Darmstadt, DE

M4659, Sigma-Aldrich by Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Intervet Deutschland GmbH, MSD
Tiergesundheit, UnterschleilZheim, DE

15140, Life Technologies (Gibco) by Thermo
Fisher Scientific, Waltham (MA), US

P0130-100G, Sigma-Aldrich by Merck KGaA,
Darmstadt, DE

3257-RN-025, R&D Systems, Inc. Minneapolis
(MN), US

R0110, TCI Deutschland GmbH, Eschborn,
DE

11360, Life Technologies (Gibco) by Thermo
Fisher Scientific, Waltham (MA), US

100 pumol cAMP + 20 ml FBS-freies Medium

Effektive Endkonzentration: 0,5; 0,25; 0,1 und 0,05 mM

Forskolin-Stocklésung (0,25 mM)

10 mg (10,97 mg) in 10 mI DMSO + 90 ml FBS-freies Medium,
steril filtriert

Effektive Endkonzentration: 100; 25; 10 und 1 pM

MPA-Stocklésung (0,1 mM)

3,86 mg in 100 ml EtOH absolut

Effektive Endkonzentration: 1 uM

Milrinone (5 mM)

10 mg (10,95 mg) Milrinone in 1 mI DMSO + 9 ml FBS-freies

Medium, steril filtriert
Effektive Endkonzentration: 50 uM
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Ovogest (hCG) (1500 I.E.) 6,2-6,6 mg Ovogest + 5 ml NaCl
Effektive Endkonzentration: 50 |.E

Progesteron (1 uM) 3,15 mg in FCS-freiem Medium, steril filtriert
Effektive Endkonzentration: 100 nM

Relaxin (1 pg/ul) 25 ug in PBS
Effektive Endkonzentration: 100 ng/ml

Rolipram (5 mM) 2,75 mgin 2 ml DMSO
Effektive Endkonzentration: 50 uM

2.1.12. Zusammensetzung von Zellkulturmedien

Kulturmedium primé&rer endometrialer Stromazellen

43,9 % DMEM

43,9 % Ham's F-12

10 % 100 % Fetal Bovine Serum (FBS)
1% 200 mM L-Glutamine

1% 10.000 U/ml Penicillin-Streptomycin
0,11 % 100 mM Sodium Pyruvate

0,1 % 250 pg/ml Amphotericin B

Starvierungsmedium (FBS-freies Medium) primérer endometrialer Stromazellen

97,8 % DMEM/Ham’s F-12 (phenolrotfrei)
1% 200 mM L-Glutamine

1% 10.000 U/ml Penicillin-Streptomycin
0,11 % 100 mM Sodium Pyruvate

0,1% 250 pg/ml Amphotericin B

Differenzierungsmedium priméarer endometrialer Stromazellen

87,8 % DMEM/Ham’s F-12 (phenolrotfrei)
10 % 100 % Charcoal stripped FBS

1% 200 mM L-Glutamine

1% 10.000 U/ml Penicillin-Streptomycin
0,11 % 100 mM Sodium Pyruvate

0,1% 250 pg/ml Amphotericin B

Kollagenase IV Medium zur Isolation endometrialer Stromazellen

20 ml DMEM

20 ml Ham's F-12

400 pl 200 mM L-Glutamine

400 pl 10.000 U/ml Penicillin-Streptomycin

40 ul 100 mM Sodium Pyruvate

40 pl 250 pg/ml Amphotericin B

9,35 mg Kollagenase 1V (Endkonzentration 100 U/ml)

die gesamte Mischung durch einen Sterilfilter filtrieren

Einfriermedium

64 % DMEM
18 % 100 % DMSO
18 % 100 % FBS
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2.1.13. Verwendetes humanes Endometriumgewebe

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete humane eutope Endometrium wurde im
Rahmen von Kinderwunschbehandlungen im  Kinderwunschzentrum des
Universitatsklinikums Dusseldorf (UniKiD) durch Scratching im Monatszyklus vor dem
Embryotransfer entnommen. Alle Patientinnen wurden informiert sowie eine
schriftiche Genehmigung zur Verwendung des Gewebes zu Forschungszwecken
eingeholt. Die Versuche wurden von der Ethikkommission des Universitatsklinikums
Dusseldorf unter der internen Studiennummer 5535 genehmigt. Zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme waren die Patientinnen ohne Endometriose durchschnittlich 37,2 +
3,8 Jahre alt, die Patientinnen mit Endometriose 37,1 + 3,9 Jahre alt. Es gab somit
keinen signifikanten Altersunterschied zwischen diesen beiden
Patientinnenkollektiven. Die unten aufgefihrte Tabelle 3 zeigt eine detaillierte
Auflistung der Daten der Patientinnen ohne und mit Endometriose sowie das
Endometriosestadium soweit dieses bekannt war. Zur Ermittlung der Zyklusphase
wurde ein Fragment des Gewebes fir histologische Analysen entnommen und nach
Noyes et. al beurteilt, wobei die sekretorische Phase durch ein stromales Odem,
Vakuolen in den Epithelzellen sowie geschlangelten Drisenanschnitten mit

Sekretionsprodukten im Lumen gekennzeichnet ist (Noyes et al. 1950).
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Tabelle 3: Fiur die in vitro Versuche verwendetes Endometriumgewebe von Patientinnen ohne und mit

Endometriose

D Alter der Patientin bei Anamnestischer Histologie der Endometri0§e-
Entnahme Zyklustag Zyklusphase status/ Stadium

128 39 26 SP nein
133 40 22 SP nein
136 35 21 SP nein
138 35 24 SP nein
142 37 22 SP nein
144 31 *P+5 SP nein
146 37 23 Frihe SP nein
147 34 22 SP nein
158 40 19 SP nein
161 44 *P+55 Frihe SP nein
163 33 26 SP nein
166 39 20 SP nein
167 39 24 SP nein
168 41 20 Spate Z';’ Frihe nein
171 42 22 SP nein
186 33 23 el AR nein
191 35 unbekannt SP nein
192 40 unbekannt SP nein
200 30 16 SP nein
90 32 22 SP ja, ASRM IV
135 45 20 SP ja
140 38 *P+7 SP ja
143 41 22 SP ja, ASRM Il
155 38 23 SP ja, ASRM I
159 38 23 SP ja, ASRM |
164 35 26 SP ja, ASRM |
170 36 23 SP ja, ASRM |
173 33 unbekannt S g';/ Frahe | ASRM IV
174 40 21 *n.a. ja, ASRM Il
180 38 unbekannt SP ja, ASRM |
184 34 23 Frihe SP ja, ASRM |
185 36 22 SP ja, ASRM I
194 43 unbekannt SP ja
202 35 P+5 SP ja, ASRM Il
203 40 22 SP ja, ASRM |
204 31 20 SP ja, ASRM |

ASRM 2 American Society for Reproductive Medicine; PP 2 Proliferationsphase; SP 2 Sekretionsphase; " n.a. 2 nicht
analysiertes histologisches Gewebe; * P + Zahl = Progesterongabe + Tage bis zur Gewebeentnahme; hellgrau = ohne

Endometriose; dunkelgrau = mit Endometriose
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Das fur den in vivo Versuch verwendete humane Endometriumgewebe stammte von

vier verschiedenen Patientinnen ohne Endometriose (Tabelle 4). Die Patientinnen

waren zum Entnahmezeitpunkt 37,8 + 1 Jahre alt. Das Zyklusstadium wurde ebenfalls

nach Noyes et al. histologisch beurteilt.

Tabelle 4: Fir das in vivo Endometriose Mausmodell verwendetes Endometriumgewebe

Probennummer Alter der Patientin bei Anamnestischer Histologie der Endometrio_se-
Entnahme Zyklustag Zyklusphase status/ Stadium

208 38 23 SP nein

213 37 18 SP nein

215 37 unbekannt SP nein

218 39 20 SP nein

PP 2 Proliferationsphase; SP 2 Sekretionsphase; hellgrau £ ohne Endometriose

2.1.14. Verwendete Software und Datenbanken

BD CellQuest Pro™ Software von Becton Dickinson, Franklin Lakes (NJ), US
GraphPad Prism 8 von GraphPad Software, San Diego (CA), US
GTEXx-Portal von Broad Institute of MIT and Harvard, US

Human Protein Atlas: https://www.proteinatlas.org/

IC Measure von The Imaging Source Europe GmbH, Bremen, DE
ImageScope von Leica, Wetzlar, DE

ImageJ von National Institute of Health, Washington DC, USA

Microsoft EXEL von Microsoft, Redmond (WA), US

Multi sequence alignment: https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw

NCBI von National Center of Biotechnology Information, Rockville (MD), US
Nukleotid Blast: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
Primer Design: https://www.nchbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

gPCRsoft von Analytik Jena, Jena, DE

SigmaPlot 12.5 von Systat Software GmbH, Palo Alto (CA), US

UCSC Genome Browser von der University of California, Santa Cruz, US
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2.2. Methoden
2.2.1. Kultivierung humaner endometrialer Stromazellen
(hESCs)

Alle zellkulturspezifischen Arbeiten wurden zur Vermeidung von Kontaminationen
unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank (Sterilbank) durchgefihrt.
Die Kultivierung aller Zellen erfolgte in einem Zellinkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und
gesattigter Luftfeuchtigkeit.

2.2.2. Isolation von hESCs

Alle Zellkulturexperimente wurden an hESCs, die aus eutopem endometrialen Gewebe
verschiedener Patientinnen isoliert wurden (siehe Tabelle 3), durchgefiihrt. Zur
Isolierung von hESCs wurde das entnommene Gewebe in FBS-freiem Medium bei
4 °C zum Institut fur Anatomie am Uniklinikum Essen transportiert. Die Gewebeproben
wurden unter sterilen Bedingungen aufbereitet. Zunachst wurde das Gewebe
wiederholt mit 1x DPBS gewaschen, um mogliche Medium- sowie Schleimreste zu
entfernen. Daraufhin wurden Teile der Gewebeproben fir spatere RNA- sowie
Proteinanalysen entnommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschliel3end
bei -80 °C gelagert. Zudem wurden Teilproben fir histologische Untersuchungen in
Bouin-Losung fixiert. Im Anschluss wurde das restliche Gewebe durch eine
enzymatisch-mechanische Restriktion aufgearbeitet. Mit Hilfe von sterilen
Einmalskapellen wurde das Gewebe in einer Kollagenase IV-Losung (insg. 5 ml mit
100 U/ml) in <1 mm kleine Fragmente geschnitten. Die zerkleinerten Fragmente
wurden mehrfach in der Kollagenase IV-L6sung resuspendiert und 1 h bei 37 °C, 5 %
COz2 inkubiert. Alle 15 min wurde erneut resuspendiert. Um Epithel- und Stromazellen
voneinander zu trennen, wurde die inkubierte Zellsuspension durch einen Nylonfilter
(40 um Porengrof3e) in ein 50 ml Réhrchen filtriert und anschlielRend sedimentiert. Da
sich die Epithelzellen aufgrund ihrer starkeren Zell-Zell-Kontakte nicht so schnell
voneinander losten, sanken diese grol3eren Zellverbdnde schneller ab, sodass die
obere Fraktion der Suspension vermehrt Stromazellen enthielt und entnommen

werden konnte. Der Sedimentationsschritt wurde dreimal wiederholt indem das
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Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert wurde. AnschlielBend wurde die Fraktion
mit der Stromazellen bei 250 x g fir 3 min zentrifugiert, der entstandene Uberstand
verworfen und das Zellpellet in Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden auf 6-
Well Platten als Passage 0 ausgesat und wie in den folgenden Kapiteln beschrieben
kultiviert (siehe 2.2.3). Eventuell in der Stromazellfraktion zurlickgebliebene
Epithelzellen hefteten sich nach der ersten Passage der Zellen nicht mehr an und

wurden so beim Mediumwechsel entfernt.

2.2.3. Kultivierung und Passagieren von hESCs

Die isolierten hESCs wurden in Kulturmedium (siehe 2.1.12) kultiviert. Dabei wurde
darauf geachtet, dass der pH-Wert des Mediums nicht zu stark absank. Die
Metabolisierung von N&hrstoffen aus dem Medium kann zu einer Ansauerung des
Mediums fihren, welche sich negativ auf die Zellen auswirken kann. Aus diesem
Grund war dem Medium der pH-Indikatorfarbstoff Phenolrot zugesetzt, der bei
Verringerung des pH-Wertes zu einem Farbumschlag von rot zu gelb fuhrt. Um stets
neue Nahrstoffe bereitzustellen und Stoffwechselabfalle zu entfernen, wurde das
Medium alle 2 bis 3 Tage gewechselt.

Mit Erreichen eines konfluenten Monolayers wurden die hESCs 1:3 passagiert. Hierfur
wurden die Zellen zweimal mit 1x DPBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen.
Daraufhin wurden die Zellen mit einer 1x Trypsin-EDTA LOsung versetzt und bei 37 °C
fur 10 min inkubiert. Das Trypsin als Protease sorgt fur die Spaltung der
Adhasionsproteine, wohingegen das EDTA zweifach geladene lonen bindet und somit
eine erneute Adhasion der Zellen an die Oberflache des Kulturgefalies verhindert. Die
abgelosten Zellen runden sich ab und kénnen durch leichtes Klopfen des
KulturgefaRes gelost werden. Im Folgenden wurde die enzymatische Reaktion mittels
FBS-haltigem Kulturmedium gestoppt. Anschlieend wurde die Zellsuspension bei
250 x g fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde restlos entfernt, das Zellpellet in
frischem Kulturmedium aufgenommen und die Zellen auf neue Kulturgefal3e verteilt.
Die in dieser Arbeit verwendeten hESCs wurden bis zur Passage 4 kultiviert und
vermehrt, bevor sie fur den Versuch ausgesat wurden. Alle Versuchsansétze wurden
mit Zellen in Passage 5 durchgefuhrt. Die eingesetzten Mengen von DPBS, Trypsin-
EDTA sowie Kulturmedium variieren hierfur je nach Kultivierungsgefald und sind der

folgenden Tabelle 5 zu entnehmen.
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Tabelle 5: L6sungsmengen zum Passagieren von hESCs

Kulturgefal DPBS (1x) | Trypsin-EDTA (0,05 %) | Kulturmedium
6-Well-Platte 2 ml/ Well 500 pl / Well 2 ml/ Well
T25-Zellkulturflasche 7 ml 1ml 5ml
T75-Zellkulturflasche 15 ml 3ml 10 ml
T175-Zellkulturflasche 20 ml 5 ml 20 ml

2.2.4, Kryokonservierung und in Kulturnahme von hESCs

Zur Kryokonservierung von Zellen wurden diese in speziellem Einfriermedium (siehe
2.1.12) in flussigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. Das Einfriermedium enthalt
Dimethylsulfoxid (DMSO), welches der Eiskristallbildung und somit einem Zerstéren
der Zellmembran entgegenwirkt. Die Zellen wurden zum Einfrieren wie unter Punkt
2.2.3 abgelost, pelletiert und in 1,8 ml Einfriermedium aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde in ein vorbereitetes Kryoréhrchen tberfuhrt und bei -80 °C in
einer Einfrierhilfe gelagert. Die Einfrierhilfe enthalt Isopropanol und sorgt fir ein
langsames Herunterkihlen der Zellen um -1 °C/min. Somit bleibt die Vitalitat der Zellen
uber den Einfrierprozess hinaus intakt. Eine kurzfristige Lagerung (max. 1 Monat) fand
bei -80 °C statt. Um die Vitalitat der Zellen Uber einen langeren Zeitraum hinaus zu

erhalten, erfolgte die anschlieRende Lagerung in fliissigem Stickstoff.

Kryokonservierte Zellen wurden erneut in Kultur aufgenommen, indem die
Kryoréhrchen bei 37 °C erwarmt wurden. Da DMSO bei héheren Temperaturen eine
zytotoxische Auswirkung auf die Zellen haben kann, wurde die aufgetaute
Zellsuspension nach 10 min in 10 ml auf 37 °C vorgewarmtes Medium aufgenommen.
Nach einem folgendem Zentrifugationsschritt bei 250 x g fir 3 min wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert. Die
Zellen wurden anschlieBend entsprechend der GroRe des Zellpellets auf
ZellkulturgefaRe passender GrofRe ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium
gewechselt, um nicht angeheftete Zellen und Zelldebris zu entfernen.
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2.2.5. Zellzahlbestimmung

Alle fur diese Arbeit durchgefuihrten Versuche wurden auf 6-Well Platten mit einer
ausgesaten Zellzahl von 5x10%° Zellen / Well durchgefiihrt. Die Zellzahl wurde mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Diese hat eine Grundplatte mit einem Raster aus 4
GroRquadraten, welche jeweils aus 16 Kleinquadraten bestehen. Ein Grol3quadrat hat
eine Kantenlange von 1 mm x 1 mm. Durch die Auflage eines Deckglases ergibt sich
eine Kammertiefe von 0,1 mm. Daraus folgt ein errechnetes Volumen von 0,1 mm3 fur
ein Grol3quadrat. Da das Volumen von 1 mm3 = 1 pl betragt, errechnet sich ein
Fassungsvermdgen von 0,1 pl / Gro3quadrat. Fur die Z&hlung wurden die Zellen wie
unter Punkt 2.2.3 abgel6st, pelletiert und in 10 ml Medium resuspendiert. Aus dieser
Zellsuspension wurden 10 ul in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die Zellen in
vier Grol3quadraten ausgezahlt. Daraus wurde der Mittelwert errechnet, welcher durch
die Multiplikation mit dem Kammerfaktor 10* die Zellzahl/ml ergabt (Zellzahl / mi=
Mittelwert 4 GroRquadrate x 10%).

2.2.6. In vitro Induktion der Dezidualisierung von hESCs

Fir die in vitro Induktion der Dezidualisierung von hESCs wurden 5x10° Zellen / Well
ausgesat und 24 h mit Differenzierungsmedium (siehe 2.1.12) kultiviert. Diesem
Medium ist anstelle des sonst verwendeten FBS ein mit Aktivkohle behandeltes
(charcoal stripped) FBS zugesetzt, in dem der Hormongehalt ohne Verluste von
anderen Serumkomponenten reduziert ist (Herstellerangabe). Zusatzlich fehlt dem
Medium der pH-Indikator Phenolrot welcher eine schwache 6strogene Aktivitéat
aufweisen kann (Berthois et al. 1986; Houserman et al. 1989). Somit werden mdgliche
Effekte von Komponenten des zugesetzten FBS auf die Dezidualisierungsreaktion der
Stromazellen reduziert, sodass eintretende Effekte auf die zu testenden Substanzen

bezogen werden kdnnen.

Nach 24 h wurden die hESCs fiir 72 h (Tag -3) mit Starvierungsmedium (siehe 2.1.12)
versetzt, um die Zellen in dieselbe Zellzyklusphase zu transferieren. Im Anschluss
wurde die Behandlung der Zellen begonnen (Tag 0). Die hESCs wurden hierfir mit
Differenzierungsmedium sowie den zu evaluierenden Substanzen tber einen Zeitraum
von 6 Tagen behandelt. Entsprechend der eingesetzten Substanzmenge wurde das

Medium angepasst, sodass sich ein Gesamtvolumen von 1 ml/Well ergab. Nach 72 h
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(Tag 3) wurde ein Mediumwechsel mit erneuter Zugabe der entsprechenden
Substanzen durchgefuhrt. Der Versuch wurde nach weiteren 72 h (Tag 6) beendet,
indem die Uberstande fur die ELISA-Analyse abgenommen und die Zellen fiir die
durchflusszytometrische Messung sowie die RNA- und Proteinisolation geerntet
wurden. Zudem wurden an Tag -3, Tag 0, Tag 3 sowie an Tag 6 der Behandlung Fotos

der Zellen gemacht.

Die Konzentrationen der Substanzen sowie der Lésungsmittelkontrollen sind in der
unten aufgefihrten Tabelle 6 zu entnehmen. Die Zusammensetzung der
Substanzstocklésungen sind unter Punkt 2.1.11 detailliert aufgelistet. Bei der
Behandlung mit 8-Br-cAMP, Forskolin, MPA und Progesteron wurden unterschiedliche
Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrollbehandlung wurden die Zellen bei allen

Versuchen zusatzlich mit dem jeweiligen Losungsmittel der Substanz behandelt.

Tabelle 6: Eingesetzte Substanzkonzentrationen/Well mit zugehdrigen Losungsmittelkontrollen

Substanz Konzentration / Well | Losungsmittelkontrolle
0,05 mM
0,1 mM
8-Br-cAMP (5 mM) 0.25 mM unbehandeltes Medium
0,5 mM
1uM unbehandeltes Medium
10 pM 4 ul DMSO
Forskolin (0,25 mM) 25 iV 10 Wl DMSO
100 pM 40 pl DMSO
100 nM 1 pl EtOH
MPA (0,1 mM)
1 pM 10 pl EtOH
100 nM
Progesteron (1 uM) M unbehandeltes Medium
hCG (1500 I.E.) 50 L.E. unbehandeltes Medium
Relaxin (1 pg/ul) 100 ng/ml unbehandeltes Medium
Milrinone (5 mM) 50 uM 5 ul DMSO
Rolipram (5 mM) 50 pM 10 pl DMSO
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2.2.7. Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.7.1. Versuchstiere

Die tierexperimentellen Arbeiten wurden durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) im Schreiben vom
18.09.2020 gemall 88 Abs. 1 Tierschutzgesetz i.v.m. 831 Tierschutz-
Versuchstierverordnung genehmigt (Aktenzeichen 81-02.04.2020.A043). Die
Tierversuche wurden in den R&umlichkeiten des Zentralen Tierlabors (ZTL) des
Universitatsklinikums Essen (Leitung: Prof. Dr. rer. nat. Gero Hilken) mit der internen
TSG-Nr. G1775/20 durchgefuhrt. Fur die Versuche wurden weibliche Nacktmause
(NMRI, nu/nu; Alter 4-12 Monate) aus der Zucht des ZTLs verwendet, welche unter
kontrollierten Bedingungen in individuell bellfteten Kafigen (IVC-Kafige des Typs Blue-
line) bei konstantem Raumklima (22 = 1 °C) und Luftfeuchtigkeit (55 + 10 %) sowie
Pathogen-freien Bedingungen gehalten wurden. Die Versuchstiere hatten Zugang zu
Futter und Wasser ad libitum sowie einen 12 h / 12 h helldunkel Rhythmus. Zudem
wurde den Mausen Zellstoff und ein Hauschen zur Verfigung gestellt.

Im Versuch befindliche Tiere wurden einzeln unter den oben genannten Bedingungen
gehalten und taglich hinsichtlich méglicher Abbruchkriterien begutachtet. Alle nicht im
Versuch befindlichen Tiere wurden bei den taglichen Kontrollen von Tierpflegern des
ZTLs erfasst.

2.2.7.2. Transplantation von humanem Endometriumgewebe

Von den Patientinnen entnommenen Endometriumgeweben wurden wie in Kapitel
2.2.2 beschriecben Proben fir histologische, molekularbiologische und
proteinbiochemische Analysen asserviert. Das restliche Gewebe wurde in gleichgroRe
Fragmente von ca. 2 mm Kantenldnge geschnitten. Die Fragmente wurden bis zur
Transplantation, die spatestens 1h nach Gewebeaufarbeitung stattfand, in
Zellkulturmedium im Inkubator gelagert. Die Transplantation wurde in den

Raumlichkeiten des ZTLs durchgefihrt.

Diese Methode wurde in Anlehnung an die beschriebene Methode von Koch et al.
2018 durchgefihrt. Die detaillierte Durchfiihrung ist nachfolgend aufgeftihrt. Die

verwendeten Nacktmé&use wurden vor dem Eingriff gewogen und entsprechend ihres
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Gewichtes mit einer intraperitonealen Injektion aus 20 mg/kg Kérpergewicht Xylazin +
100 mg/kg Ketamin in NaCl (0,25 ml + 1 ml in 5 ml NaCl) narkotisiert (29-30 g Maus /
240-250 pl). Die Betaubungsmittel wurden vom ZTL zur Verfigung gestellt. Fur jede
Maus wurde ein Narkoseprotokoll angefertigt. Pro Versuchsansatz wurde 6 Mausen
das Gewebe einer Patientin transplantiert. Hierbei wurde mittels Laparotomie je Maus
vier Gewebefragmente mit Hilfe einer Schlinge aus Nahtmaterial (Ethicon Vicryl 6-0)
am Peritoneum parietale der Bauchwand angenéht. AnschlieRend wurde die
Bauchwand mit Nahtmaterial (Ethicon Vicryl Plus 5.0) mit einer Einzelknopfnaht
vernaht und der Hautschnitt mit Klammern (Wundklammern Michel 75x1,75 mm)
verschlossen. Zur Schmerzlinderung nach der Laparotomie wurde den Mausen
entsprechend ihres Gewichtes (0,1 mg / 20 g Korpergewicht & 50 ul; d. h. 75 pl
Schmerzmittel / 30 g Koérpergewicht) das Schmerzmittel Caprofen (Stock 50 mg/
1000 pl) subkutan verabreicht. Die Mause erhielten dieses Schmerzmittel an den
darauffolgenden zwei Tagen ebenfalls subkutan. Zudem wurden taglich das Gewicht,

die Wunde sowie der Allgemeinzustand der Mause uberpruft.

2.2.7.3. Substanzapplikationen

In jeder Versuchsdurchfiihrung wurden die Substanzen taglich zum gleichen Zeitpunkt
+1,5h verabreicht. Der Start der Substanzapplikation erfolgte einen Tag nach
Laparotomie. Die Substanzen wurden hierbei intraperitoneal (i.p.) oder subkutan (s.c.)
an 6 aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht. Das Applikationsschema ist in
Abbildung 7 dargestellt.

Implantation i.p. Gewebeentnahme
l ) Sut_)stanzapp@kation i.p_und/oder. sc ) l
[ [ [ [ I I [ I
Tag 1 2 3 4 5 6 7 8

Schmerzmittel s.c.

Abbildung 7: Zeitachse der Substanzapplikation in Nacktmé&usen

i.p. 2 intraperitoneal; s.c. 2 subkutan
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Je Versuch wurden parallel 6 mit dem Gewebe derselben Patientin transplantierte
Mause mit unterschiedlichen Substanzen behandelt. Die genaue Zusammensetzung
der Substanzinjektionen ist Tabelle 7 zu entnehmen. Nach 6 Tagen Behandlung wurde

der Versuch beendet.

Tabelle 7: Zusammensetzung und Verabreichungsform der Testsubstanzen fiir 6 parallel behandelte

Nacktméuse
Verabreichungs- o
Maus Behandlung - Zusammensetzung 100 pl / Injektion
orm
i.p. 25 pl DMSO (100 %) + 75 ul NaCl (0,9 %)
Vehikel
S.C. 25 pl EtOH (100 %) + 75 pl Rizinusol
2 Forskolin i.p. 100 pg Forksolin in 25 pl DMSO (100 %) + 75 pl NaCl (0,9 %)
g Rolipram i.p. 12,5 pg Rolipram in 25 pl DMSO (100 %) + 75 pl NaCl (0,9 %)
) i.p. 12,5 pg Rolipram in 25 pl DMSO (100 %) + 75 pl NaCl (0,9 %)
4 Rolipram + MPA i __
S.C. 50 pug MPA in 25 pl EtOH (100 %) + 75 pl Rizinusdl
_ _ : 100 pg Forksolin & 12,5 pg Rolipram in 25 pl DMSO (100 %) +
Forskolin + Rolipram I.p.
75 pl NacCl (0,9 %)
) ) ) 100 pg Forksolin & 12,5 pg Rolipram in 25 pl DMSO (100 %) +
Forskolin + Rolipram + i.p.
75 pl NaCl (0,9 %)
MPA i _
s.C. 50 pg MPA in 25 pl EtOH + 75 pl Rizinusél

i.p. & intraperitoneal; s.c. & subkutan

2.2.7.4. Entnahme der transplantierten Gewebefragmente und
Aufarbeitung

Am Ende des Versuches wurden die Mause erneut gewogen und durch zervikale
Dislokation getdtet. Die Haut am Bauch wurde mit 70 % EtOH sterilisiert, die
Bauchhohle mit einem Schnitt rostocaudal eréffnet und die vier angenahten Fragmente
lokalisiert. Die Fragmente wurden entfernt, das verbleibende Nahtmaterial mit Hilfe
eines Binokulars abgeldst und die Gewichte der Fragmente mit einer Feinwaage
ermittelt. Je ein Fragment wurde fir RNA- bzw. Proteinisolation in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Fir histologische
Analysen wurde ein Fragment in O.C.T. Fixiermittel schockgefroren sowie ein
Fragment Uber Nacht in Bouin-Losung fixiert. Die O.C.T. eingebetteten Fragmente
wurden fur zuklnftige Analysen bei -20 °C luftdicht gelagert. Die Aufarbeitung der
Fragmente fur RNA- und Proteinisolation wurde auf Eis unter Verwendung eines

Homogenisators durchgefuhrt. Zur RNA-Isolation wurde jedes Fragment mit 500 pl
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my-budget RNAmagic versetzt und in dreimal 10 s Schritten homogenisiert. Hierbei
handelt es sich um ein Phenol/Guanidinisothiocyanat-Gemisch, welches die Zellen
aufschlieen und RNasen inaktivieren kann. AnschlieRend wurden weitere 500 pl my-
budget RNAmagic hinzugeflugt, resuspendiert und wie ab Punkt 2.2.9 beschrieben
aufgearbeitet. Zur Proteinisolation wurden die entnommenen Gewebefragmente in
250 pl kaltem Lyse-Puffer fur dreimal 10 s homogenisiert. Danach wurde das
Homogenisat wie unter Punkt 2.2.10.2 auf Eis weiterverarbeitet.

2.2.8. Histologische Methoden und Auswertung

Fur die histologischen Analysen wurde das tUber Nacht in Bouin-LOésung fixierte native
Endometriumgewebe sowie die aus den Mausen entnommenen
Endometriumfragmente Uber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert, Gber Xylol
entfettet und dann in Paraffin eingebettet. Anschlie3end wurden mit einer Dicke von
5 pum Schnitte der eingebetteten Gewebe mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt und auf
silanisierte Objekttrager aufgetragen. Daraufhin wurden die Schnitte Gber Nacht bei
50 °C getrocknet und am darauffolgenden Tag in einer Hamatoxylin-Eosin (HE)-
Farbung geféarbt (Tabelle 8).

Tabelle 8: HE-Farbung von Gewebeschnitten

Loésung Inkubationszeit
Xylol zweimal je 5 min
Isopropanol kurz

96 % Ethanol 3 min

70 % Ethanol 3 min
VE-Wasser 3 min
Héamatoxylin 2-3 min
VE-Wasser Uberschissiges Hamatoxylin abwaschen
HCI-Alkohol 20s

flieBendes Leitungswasser | 10 min
VE-Wasser kurz spulen
Eosin 1-2 min

96% Ethanol dreimal kurz
Isopropanol kurz
Isopropanol 1 min

Xylol zweimal je 5 min

eindecken in Xylene Substitute Mountant
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Die HE-gefarbten Schnitte wurden in der Westdeutschen Biobank Essen (WBE) bei
einer 400-fachen Vergrof3erung mittels Aperio ScanScope Slide Scanner (Leica)
digitalisiert. Die Dateien wurden als ScanScope Virtual Slide (.svs) gespeichert und
mittels der ImageScope Software von Leica ausgewertet. Das Programm ermdglicht
die Betrachtung der gescannten Schnitte bis zu einer 400-facher Vergrél3erung sowie
die Darstellung eines Langenmal3stabes. Mit Hilfe des Programmes wurden
Bildausschnitte als TIFF-Datei extrahiert.

Eine immunhistochemische Ki-67-Farbung wurde im histologischen Labor des
Institutes fir Neuropathologie des Universitatsklinikums Essen (Leitung: Prof. Dr.
Kathy Keyvani) nach Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Ki-67-gefarbten

Schnitte wurden ebenfalls in der WBE eingescannt.

2.2.9. Molekularbiologische Methoden

2.2.9.1. Isolation von RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA basierte auf einer Einschritt-Flissigphasen-Separation
und erfolgte aus den hESCs nach 6 Tagen Behandlung der Zellen mit verschiedenen
Substanzen (siehe 2.2.6) bzw. aus den aus den Nacktmausen enthommenen
Gewebefragmenten nach 6 Tagen Behandlung der Mause (siehe 2.2.7). Zur RNA-
Isolation aus den hESCs wurde das Zellkulturmedium verworfen, die Zellen einmal mit
1x DPBS gewaschen und mit 1 ml my-budget RNAmagic von Bio-Budget versetzt. Die
entstandene lysierte Zellsuspension wurde mehrfach resuspendiert und in ein 1,5 mi
Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Sowohl die lysierte Zellsuspension als auch das
entstandene Homogenisat der Gewebefragmente des in vivo Versuchs (siehe 2.2.7.4)
wurden mit je 200 ul Chloroform pro Reaktionsansatz versetzt, fur 15s kraftig
geschittelt und 5 min auf Eis inkubiert. Der Suspensionsansatz wurde daraufhin
10 min bei 12.000 x g und 4 °C zur Phasentrennung zentrifugiert. Die RNA befand sich
in der oberen wassrigen Phase, wahrend die Inter- und Phenolphase die DNA sowie
Proteine enthielt. Die obere Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefald tberfuhrt und mit dem gleichen Volumen 100 % Isopropanol versetzt.
Im Folgenden wurden die Reaktionsansétze 10 s gevortext und fr mindestens 20 min
bei -20 °C inkubiert. Das sorgt fir die bessere Préazipitation der RNA. Anschlie3end

wurden die Ansatze 10 min bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
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verworfen, das entstandene RNA-Pellet zweimal mit 300 pl 70 % Ethanol (verdinnt in
RNAse freiem DEPC-behandeltem Wasser) versetzt und wie zuvor zentrifugiert.
Daraufhin wurde das RNA-Pellet bei Raumtemperatur 5-10 min getrocknet und 20-
30 ul DEPC-behandeltes Wasser hinzugegeben. Die RNA wurde Uber Nacht bei -
20 °C gelagert, am Folgetag bei 55-60 °C 6-8 min im Wasserbad geldst und ihre
Konzentration sowie Reinheit (siehe 2.2.9.3) bestimmt. Zusatzlich wurde die RNA in
einer 1-%-igen Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.9.2) Uberpruft. Hierbei lie3 sich
die Qualitat der RNA anhand des fir eine biologisch intakte RNA charakteristischen
Bandenmusters der ribosomalen Untereinheiten feststellen. Die kurzfristige Lagerung
der RNA erfolgte bei -20 °C, langerfristig wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

2.2.9.2. Agarosegelelektrophorese

Die  Agarosegelelektrophorese dient der Analyse von Produkten der
Polymerasekettenreaktion (PCR) sowie von Nukleinsauren und basiert auf der
gezielten Auftrennung der Molekile im Agarosegel nach Anlegen eines elektrischen
Feldes. Das Agarosegel fungiert hierbei als Sieb und trennt die Nukleinsaurefragmente
der Gréf3e nach auf, wobei die Konzentration des Agarosegels von der GrofRe der

aufzutrennenden Produkte abhangt.

Die isolierte RNA wurde zur Uberpriifung in einem 1-%-igem Agarosegel aufgetragen.
Hierfir wurde 1 g Agarose abgewogen, mit 100 ml 1x TBE-Puffer erhitzt und
anschlieend mit GelRed (1/10.000) versetzt. Die flussige Agarose/GelRed-Mischung
wurde auf einen Geltrager mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Die RNA-Proben
wurden in die Probentaschen des auspolymerisierten Gels geladen. Die RNA-Proben
wurden zuvor 1x mit einem Orange G/Saccharose-Ladepuffer versetzt, wobei die
Saccharose eine Erhthung der Dichte und das Absinken der Probe ermdglicht,
wahrend Orange G als Farbstoff zur Erkennung der Lauffront dient. Die Auftrennung
erfolgte bei 80-100V fur 1,5h und die anschlieRende Geldokumentation am
Chemidoc™ von Bio-Rad. Abbildung 8 zeigt exemplarisch die aufgetrennte intakte
RNA mit ihren ribosomalen Untereinheiten 28S rRNA und 18S rRNA (Martins et al.
2013) im Agarosegel. Die fir die Reverse Transkription eingesetzte RNA aller

Versuche der vorliegenden Arbeit wies das gezeigte Muster auf.
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28S rRNA

18S rRNA

Abbildung 8: Exemplarische Elektrophorese von isolierter Gesamt-RNA in einem 1-%-igem Agarosegel
Es wurde 1 pl isolierte RNA mit 1x Orange G/Saccarose-Ladepuffer versetzt und aufgetragen. Die Auftrennung

zeigt die ribosomalen Untereinheiten 28S rRNA und 18S rRNA (Martins et al. 2013). Die RNA war intakt und es
zeigten sich keine degradierten Fragmente der Proben in der gesamten Laufbahn.

2.2.9.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte tUber die fotometrische
Messung der optische Dichte im Absorptionsbereich von 260 nm und 280 nm mit Hilfe
des BioPhotometers von Eppendorf. Aus den gemessenen Werten errechnet das
Gerat die Konzentration der Probe sowie deren Reinheit anhand der
Quotientenverhaltnisse der optischen Dichten. Zu jeder Messung wurde zunéchst der
Nullabgleich (Blank) mit dem verwendeten Ldsungsmittel durchgefuhrt. Das
Absorptionsmaximum fur Nukleinsauren liegt bei 260 nm mit einer optischen Dichte
von 1,0. Fir doppelstrangige DNA-Molekiile ergibt sich eine Konzentration von
50 pg/ml. RNA-Molekiule weisen dabei eine Konzentration von 40 pg/ml auf. Im
Gegensatz dazu liegt das Absorptionsmaximum ftir Proteine bei 280 nm. Das daraus
zu ermittelnde Verhaltnis von OD2s0 und OD2so lasst Riickschlusse auf die Reinheit der
Probe zu. Ein errechneter Quotient von 1,8 weist auf reine DNA hin, wahrend ein Wert
von 2,0 fur reine RNA steht.

Mit Hilfe der Konzentrationsmessung lasst sich genau ermitteln, wie viel pl der
Nukleinséduren fur eine folgende Reverse Transkription (siehe 2.2.9.4) eingesetzt
werden konnen. Einige der RNA-Proben der vorliegenden Arbeit wiesen einen
Quotienten von 1,8 (OD2s0/OD2s0) auf und waren somit mit DNA kontaminiert. Vor der
Umschreibung wurde daher zum Spalten der enthaltenen DNA ein DNase | Schritt
eingefugt (siehe 2.2.9.4).
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2.2.9.4. Reverse Transkription

Mittels Reverser Transkription wurde die in der isolierten Gesamt-RNA vorkommende
messenger RNA (MRNA) in komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben. Eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase ermdglicht hierbei anhand eines RNA-Stranges die
reverse Transkription zu einer cDNA. Ausgehend von den eingesetzten Random
Primern (Primer mit zufalligen Nukleotiden), welche an den RNA-Strang hybridisieren,

wurde so durch die Polymerase die cDNA synthetisiert.

Von der aus den Zellen oder dem Gewebe isolierten RNA wurde hierzu 1 ug RNA
eingesetzt. Die RNA wurde zunachst mit DNase | von Invitrogen™ behandelt um
maogliche Kontaminationen mit DNA zu eliminieren. Hierfir wurden je Probe 1 pl 10x
DNase | Puffer und 1 pul DNase | (1 U/ul) verwendet und auf ein Gesamtvolumen von
10yl mit DEPC-behandeltem Wasser aufgefillt. Das Enzym schneidet
doppelstrangige sowie einzelstrangige DNA-Molekile und bendétigt dabei die im Puffer
vorhandenen zweifach geladenen Kationen. Nach funfzehnminutiger Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte die Inaktivierung der Reaktion durch die Zugabe von 2 ul
EDTA (25 mM) und eine Inkubation fir 10 min bei 65 °C. Das EDTA bildet hierbei
Komplexe mit den zweifach geladenen Kationen, sodass diese nicht mehr fur die
DNase | zur Verfigung stehen. Darauffolgend wurde die DNase I-behandelte RNA fir
die Reverse Transkription eingesetzt. Die jeweiligen Proben wurden wie in Tabelle 9
aufgelistet angesetzt, auf ein Gesamtvolumen von 20 pul mit DEPC-behandeltem
Wasser aufgeflllt und im Thermocycler wie in Tabelle 10 angegeben inkubiert. Die
resultierende cDNA wurde im Folgenden als Matrize zur Amplifikation spezifischer
Genabschnitte in der Polymerasekettenreaktion (PCR) und Realtime-PCR (siehe
2.2.9.5) genutzt. Hierzu wurde die cDNA zuvor im Verhdéltnis 1:5 mit DEPC-

behandeltem Wasser verdinnt.

Tabelle 9: Ansatz (1x) fur die Reverse Transkription

Substanz Menge [pl]
RT Puffer (10x) 2

RT Random primer (10x) 2

NTP Mix (25x, 100 mM) 0,8
MultiScribe™ Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1

DNase | behandelte RNA (1 pug) 12

Mit DEPC-behandeltem Wasser auf Endvolumen von 20 pl auffiillen
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Tabelle 10: Thermocyclerbedingungen fiir die Reverse Transkription

Temperatur | Zeit

25°C 10 min
37 °C 2h
85 °C 5 min

2.2.9.5.  Quantitative RT-PCR (qRT-PCR/Realtime-PCR)

Die quantitative Reverse Transkriptase PCR (qRT-PCR/gPCR) oder auch Realtime-
PCR ist eine sensitivere Methode zur Detektion der Amplifikation spezifischer
Genabschnitte. Sie basiert auf dem Grundprinzip einer Polymerasekettenreaktion
(PCR — polymerase chain reaction). Der sich wiederholenden Zyklus von
Denaturierung der DNA, der Hybridisierung spezifischer Primer an die DNA und der
Elongation des Bereichs bildet die Basis jeder PCR. Durch die Denaturierung der
doppelstrangigen DNA bei 95 °C entstehen Einzelstrange, die als Matrize dienen. An
die einzelstrangigen Molekile lagern sich komplementar zur Nukleotidsequenz die
spezifischen Primer an, wobei die Hybridisierungstemperatur abhangig von den
eingesetzten Primern variieren kann. Ausgehend vom 3"-OH-Ende des Primers wird
die DNA-Sequenz mittels einer hitzestabilen Tag-Polymerase bei 72 °C verlangert. Die
Elongationszeit ist dabei abhéngig von der Lange des zu amplifizierenden DNA-
Bereichs. Bei einer RT-PCR handelt es sich um eine Endpunkt-PCR, wahrend die
gRT-PCR/gPCR/Realtime-PCR eine Amplifikation der Molekdle in Echtzeit (Realtime)
mittels eines fluoreszierenden Farbstoffes erméglicht, welcher doppelstrangige DNA
bindet und in gebundenem Zustand ein messbares Fluoreszenzsignal emittiert.
Hierdurch kann nach jedem Amplifikationsschritt die Menge der amplifizierten DNA
ermittelt werden. Die Spezifitdt der amplifizierten PCR-Produkte wird mittels einer
Schmelzkurvenanalyse untersucht. Nach Beendigung jedes Zyklus erfolgt schrittweise
die Erhdhung der Temperatur von 55 °C auf 95 °C, was zur Denaturierung der
doppelstrangigen Molekuile fuhrt. Da der Fluoreszenzfarbstoff keine Einzelstrange
bindet, nimmt die Fluoreszenz kontinuierlich ab. Eine Schmelzkurve wird als negative
Ableitung von Fluoreszenz und Temperatur dargestellt, sodass sich ein deutlicher
Schmelzpeak fur die amplifizierten Produkte ergibt. Abweichungen von diesem
Schmelzprofil deuten auf unspezifische Nebenprodukte oder bei Doppelpeak auf

ahnliche Varianten des erwarteten PCR-Produktes hin.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen verwendet. Er ist
Bestandteil des verwendeten my-budget EvaGreen® QPCR-Mix Il von Bio-Budget.
Der 5x Mix beinhaltet eine Hot-Start Tag Polymerase, 5x Reaktionspuffer, 12,5 mM
MgCl2, dNTPs und den EvaGreen Farbstoff sowie den Farbstoff ROX als passive
interne Referenz. ROX wird zur Normalisierung der Fluoreszenz, die quer von Well zu
Well entstehen kann, verwendet. In dieser Arbeit wurde der gTOWERZ3G von Analytik
Jena zur Durchfuhrung der Realtime-PCR verwendet. Bei diesem Geréat ist die
Nutzung der passiven Referenz aufgrund der Einzelanregung/Messung jedes Wells
nicht notwendig. In Tabelle 11 ist der Pipettieransatz pro Probe dargestellt. Es wurde
steril-filtriertes Exonuklease- und Nukleinsaure-freies PCR-Wasser zum Auffillen auf
das Endvolumen verwendet. Die Primermixe der untersuchten Gene sind Tabelle 12
zu entnehmen und die Bedingungen zur Durchfihrung der Realtime-PCR,
entsprechend der Herstellerangaben, in Tabelle 13 aufgefuihrt. Fur alle Primer wurde
in der Realtime eine Hybridisierungstemperatur von 60 °C gewahlt. Die Messung jeder

untersuchten Probe erfolgte in Triplikaten in jeder durchgefiihrten Realtime-PCR.

Tabelle 11: 1x Ansatz fiur die Realtime-PCR im gTOWER3G

Substanz Menge [pl]
EvaGreen® QPCR-Mix Il (5x) 4
Primermix (10 pM) 2
cDNA 1

Mit PCR-Wasser auf Endvolumen von 20 pl auffullen

Tabelle 12: Verwendete Primermixe fur die Realtime-PCR

Gene Primermix (10 uM)
AKT1 AKT1 FW1 & Rv2
CEBP CEBPbeta FW4 & Rv4
CREB1 CREB1 FW1 & Rv2
FOXO1 FOXO1 FW & Rv
GAPDH GAPDH FW1 & Rvl
HAND2 HAND2 FW2 & Rv4
HPRT1 HPRT1 FW & Rv
PDE3A PDE3A FW2 & Rv2
PDE3B PDE3B FW1 & Rv2
PDE4A PDE4A FW2 & Rv2
PDE4B PDE4B FW1 & Rvl
PDE4D PDE4D FW2 & Rv2
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Prolaktin | Prolaktin FW & Rv
STATS STAT5 FW1 & Rvl

Tabelle 13: Bedingung der Realtime-PCR im gTOWER3G

Schritt Temperatur [°C] | Zeit
1. [Initiale Denaturierung/Aktivierung Tag-Polymerase 95 15 min
2. Denaturierung 95 15s
3. Hybridisierung 60 30s
4. Elongation 72 30s
5. Schmelzkurve 55 °C bis 95 °C; 15 sec mit AT 1 °C
6. Zyklische Wiederholung 35x von Schritt 2-5

Die Quantifizierung der Messergebnisse basiert auf der Bestimmung des Ct-Wertes
(threshold cycle). Der Cr-Wert ist der Wert, bei dem die Akkumulation der PCR-
Produkte einen Schwellenwert Gberschreitet und in die exponentielle Phase tbergeht.
Je niedriger dieser Wert, desto friher konnten Fluoreszenzen detektiert werden und
desto mehr Ausgangsmaterial zur Amplifikation des gewinschten PCR-Produktes war
vorhanden. Das transkriptionelle Verhalten des untersuchten Genabschnitts wurde
unter Verwendung einer internen Kontrolle normiert. Als interne Kontrolle
(Housekeeping-Gen) diente die  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). Zusatzlich wurde fur die in vivo Versuche die Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) als Housekeeping-Kontrolle genutzt. Die Cr-
Werte beider Gene wurden miteinander verrechnet und daraufhin in der unten

aufgefuihrten Gleichung eingesetzt.

Aufgrund des Fehlens einer absoluten Menge an Transkripten wurde in der
vorliegenden Arbeit die Amplifizierung des Zielgens in einer Probe relativ zum
Housekeeping-Gen dieser Probe quantifiziert und auf die jeweilige

Behandlungskontrolle bezogen.
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Die relative Expression errechnete sich wie bei (Pfaffl 2001) beschrieben durch die

Verwendung folgender Gleichungen:

Differenz zwischen Zielgen und Housekeeping-Gen derselben Probe (ACq):

ACt= Mittelwert Ct(Zielgen) - Mittelwert Cr(Housekeeping-Gen)

Differenz zwischen zwei Proben (AACq):

AACt= ACt(Behandlung) - AC+(jeweilige Kontrolle)

Relative Expression (fold change):

Relative Expression= 2-(AACT)

Nach diesem Prinzip wurden alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Realtime-PCRs
ausgewertet. Es wurden stets alle fur den Versuch relevanten Losungsmittelkontrollen
mitgefuhrt. Die Proben jedes Behandlungsansatzes wurden zunéchst auf das interne
GAPDH-Signal bezogen und dann auf ihre jeweilige Losungsmittelkontrolle normiert.
Die Kontrollen sind graphisch auf Hohe einer relativen Expressionsanderung von 1 als

horizontale Linie dargestellt (Linie = 1).

2.2.9.6. RT-PCR zur Etablierung der Primer fir die in vivo
Analysen

Zur Verwendung der in Tabelle 1 aufgelisteten Primer fir die in vivo Versuche, wurde
zunachst die Spezies-Spezifitat in einer RT-PCR mittels des Thermocyclers von Bio-
Rad Uberprift. In Tabelle 14 ist der PCR-Pipettieransatz (1x) sowie in Tabelle 15 die
Bedingungen zur Durchfihrung der RT-PCR dargestellt. Die verwendeten Primermixe
sind Tabelle 12 zu entnehmen. Der Pipettieransatz wurde mit PCR-Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 20 pl aufgefiullt. Die fur die RT-PCRs verwendete Tag-
Polymerase mit zugehorigem Puffer wurden von Dr. rer. nat. Ralph Waldschitz
bereitgestellt. Zur Analyse der RT-PCR wurden die Produkte in einer 2-%-igen
Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.9.2) aufgetragen. Entsprechend wurden hierflr

2 g Agarose eingewogen.
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Tabelle 14: Ansatz (1x) fir RT-PCR mittels Bio-Rad Thermocycler

Substanz Menge [ul]
Taq Puffer "Waldschitz™ (10x) 2

dNTP Mix (2,5 mM) 1
Primermix (10 pM) 1

Taqg Polymerase "Waldschutz 0,5

cDNA 1

Mit PCR-Wasser auf Endvolumen von 20 pl auffullen

Tabelle 15: Bedingung zur Durchfihrung einer RT-PCR im Bio-Rad Thermocycler

Schritt Temperatur [°C] | Zeit
1. Hold 105
2. Initiale Denaturierung | 95 1 min
3. Denaturierung 95 20s
4. Hybridisierung 60 20s
5. Elongation 72 20s
6. Zyklische Wiederholung 30x von Schritt 3-5
7. Finale Elongation | 72 4 min

2.2.10. Proteinbiochemische Methoden

2.2.10.1. Prolaktinbestimmung mittels ELISA

Die hESCs sezernieren bei erfolgreicher Dezidualisierung das Protein Prolaktin in den
Zelliberstand (Gellersen et al. 2007), das in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe eines
Enzyme-linked Immunosorbant Assay (ELISA; IBL International GmbH) nachgewiesen
wurde. Grundlage fur diesen Sandwich-ELISA bildet eine mit monoklonalen
Antikorpern beschichtete Mikrotiterplatte. Die Antikorper binden dabei an eine
definierte Bindungsstelle von in der Probe vorhandenem Prolaktin. Im Anschluss wird
ein Enzymkonjugat, welches einen Meerrettichperoxidase konjugierten anti-Prolaktin
Antikorper enthélt, hinzugegeben. Nach der Inkubation wird nicht gebundenes
Konjugat durch Waschen der Mikrotiterplatte entfernt. Darauffolgend wird eine
Substratlosung zugegeben. Das Substrat wird umgesetzt und fihrt zu einer
Farbentwicklung bei Prolaktin-positiven Proben. Durch Zugabe einer Stopplésung wird

die Umsetzung des Substrates nach einer definierten Zeit gestoppt und die Absorption
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der Proben bei einer Wellenlange von 450 nm im Spektrometer (SUNRISE™ von
TECAN) gemessen.

Nach sechstagiger in vitro Induktion der Dezidualisierung von hESCs (siehe 2.2.6)
wurde der Zelliberstand der Zellen gesammelt und bis zur Verwendung fir die ELISA-
Analyse bei -20 °C gelagert. 25 pl/Probe wurde unverdinnt in Triplikaten eingesetzt
und der ELISA nach Herstellerinformation durchgeftihrt. Alle eingesetzten Substanzen
sowie deren verwendete Mengen sind der Instructions for Use (Prolactin ELISA
RE52131) zu entnehmen. Fir jeden durchgefuhrten ELISA wurde ein im Kit
enthaltener Standard von 0-100 ng Prolaktin mitgefuhrt, der zur Erstellung einer
Standardkurve diente, anhand welcher sich die absolute Prolaktinkonzentration je
analysierter Probe ableiten lieR. Zudem wurde immer eine Prolaktin-positive Probe
einer vorangegangen Platte zur zusatzlichen Kontrolle des ELISAs mitgefiihrt. Die
Messung der Optischen Dichte jeder Mikrotiterplatte wurde ebenfalls in Triplikaten
durchgefuhrt und der Mittelwert dieser Messungen zur Berechnung der

Prolaktinkonzentration verwendet.

In allen Versuchsdurchfihrungen dieser Arbeit wurden die jeweiligen
Lésungsmittelkontrollen mitgefiihrt. Diese wurden stets mit ausgewertet und zeigten
wie auch die unbehandelte Kontrolle keine Effekte, weshalb sie in der grafischen

Darstellung nicht mit aufgefuhrt wurden.

2.2.10.2. Proteinextraktion

Grundlagen dieser Methode wurden in Anlehnung an Laemmli 1970 durchgefihrt,
zudem sind Details zur Durchfihrung dieser Methoden von Rehm und Letzel 2016
entnommen und werden im Einzelnen wie folgt ausgefihrt. Die Isolation des Gesamt-
Proteins aus den Zellen wurde nach Versuchsende (siehe 2.2.6) auf Eis durchgefihrt,
um vorhandene Proteasen zu inhibieren. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem 1x
DPBS gewaschen und der Uberstand restlos entfernt. Je Well wurden 250 pl kalter
Lyse-Puffer zugesetzt, die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Sowohl die Zellen als auch die homogenisierten
Gewebefragmente des in vivo Versuchs wurden 30 min auf Eis inkubiert. Alle 5-8 min
wurden die Proben fur 5s gevortext. Nach der Inkubation erfolgte ein
Zentrifugationsschritt bei 12.000 x g und 4 °C fur 10 min um Zelldebris aus dem
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Proteinlysat zu entfernen. Der Uberstand wurde entnommen, 100 pl des Zelllysates
mit LAmmli-Puffer versetzt und bei 99 °C fir 5 min aufgekocht. Das im Lammli-Puffer
enthaltene [(B-Mercaptoethanol sorgt fur das Aufbrechen der Disulfidbriicken und
reduziert diese zu freien Thiolen, wobei das Aufkochen fir eine vollstdndige
Denaturierung der Tertiarstrukturen sorgt. Im Anschluss wurden die aufgekochten
Proben sowie das restliche Zelllysat bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung in einer
SDS-PAGE aufbewabhrt.

2.2.10.3. SDS-PAGE, Western blot und Immundetektion

Zur Auftrennung der Proteine wurde die Tricin Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) genutzt. Klassischerweise wird Glycin in einer SDS-
PAGE verwendet, welches jedoch im Gegensatz zu Tricin einen hdéheren pK-Wert
aufweist. Die Verwendung von Tricin hingegen eignet sich besser, um Proteine im
GrolRenbereich von 1-100 kDa aufzutrennen. Zudem wird die Diffusion kleinerer
Proteine reduziert und somit die Bandenschéarfe erhdht (Schagger 2006). Die genaue
Zusammensetzung der verwendeten Tricin-Gele ist unter Punkt 2.1.7 aufgefihrt. Die
Polymerisation der Gele wurde durch die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS)
sowie Tetramethylethylendiamin (TEMED) erméglicht. APS verknipft die Acrylamid
Monomere unter Hilfe des Reaktionskatalysators TEMED miteinander, sodass ein
molekulares Sieb entsteht. Durch die Eigenschaft des SDS als nicht-ionisches
Detergens wird eine Ubergeordnete negative Ladung erzeugt und die Proteine
wandern nach Anlegen einer elektrischen Spannung unabhéngig ihrer Eigenladung
zum positiven Pol. Ein Zwei-Puffer-System aus einem im inneren Tank befindlichen
Kationen- und einem auflerhalb befindlichen Anionen-Puffer, ermdglichte die
Aufrechterhaltung eines lonengradienten und somit eine konstante Spannung von
100 V.

In der vorliegenden Arbeit wurden 8,4-%ige Trenn- sowie 4-%ige Sammelgele mit
einer Dicke von 1 mm sowie einem Probenkamm mit 15 Taschen verwendet. Je Gel
wurden 3 pl eines ProteingroRenstandard (siehe Abbildung 6 B) mitgefiihrt. Die bereits
zuvor mit LAmmli-Puffer versetzten Proteinlysate (siehe 2.2.10.2) wurden erneut bei
99 °C fur 3 min aufgekocht und anschlieBend je 20 pl/Probe direkt in die
Probentaschen geladen. Zun&chst wurde eine Spannung von 80 V fir 10-15 min

angelegt, sodass sich die Proben gleichmafRig am Ubergang von Sammel- zu Trenngel
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lagern konnten, bevor die Spannung auf 100 V erhdht wurde. Der Gellauf wurde nach
2-2,5 h gestoppt. Das Gel wurde aus der Apparatur entnommen und in gekihltem 1x
Blotting-Puffer fir 15-20 min aquilibriert, bevor der Transfer der aufgetrennten Proteine

auf eine Nitrozellulosemembran im Western blot durchgefiihrt wurde.

Fur den Western blot wurde das aquilibrierte Gel, die Nitrozellulosemembran sowie
Filterpapiere in eine dafir vorgesehene Klammer nach Herstellerangaben gespannt
und mit gekihltem 1x Blotting-Puffer versetzt. Die Klammer wurde in die vorgesehene
Blotting-Kammer gesetzt, mit einem Kuhlakku versehen und das Blotting auf Eis
durchgeflhrt. Die angelegte Spannung von 100 V fur 1 h sorgte fur den Transfer der
Proteine. Hierbei liegt das elektrische Feld senkrecht zum Gel, die SDS-beladenen
negativ geladenen Proteine wandern in Richtung des positiven Pols auf die Membran
und werden durch hydrophobe Wechselwirkungen immobilisiert. Der erfolgreiche
Transfer wurde mit Hilfe einer reversiblen Ponceau S-Farbung uberprift. Die
Nitrozellulosemembran wurde daftr 10 min mit Ponceau S inkubiert und anschlie3end
kurz in VE-Wasser geschwenkt, um Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Der
Farbstoff bindet unspezifisch und reversibel alle transferierten Proteine und wurde
danach mit Hilfe des ChemiDoc™ von Bio-rad dokumentiert. Ein exemplarisches

Beispiel einer Ponceau S-Farbung ist in Abbildung 9 dargestellit.

180 kDa-
135 kDa-

100 kDa- S
75 kDa- ==

63 kDa- w

48 kDa-| &

35 kDa- «

25 kDa- %
20 kDa- ¢

Abbildung 9: Exemplarische Darstellung einer Ponceau S-Farbung von Gesamtprotein auf einer
Nitrozellulosemembran nach einem Western blot mit aufgetragenem L&ngenstandard (links)

An den Transfer der Proteine auf die Membran schloss sich die Immundetektion der
Proteins Of Interest an. Hierfir wurde die Membran zundchst 45 min bei
Raumtemperatur in 5% Magermilchpulver/1x TBS zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen schittelnd inkubiert und anschlieBend mit dem jeweiligen
Primarantikorper in 2,5 % Magermilchpulver/1x TBS bei 4 °C uber Nacht auf dem
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Rollmischer inkubiert. Die verschiedenen eingesetzten Primarantikorper sowie ihre
Konzentrationen sind Tabelle 16 zu entnehmen. Aufgrund der bekannten
Proteingrdl3en konnten die Membranen entsprechend des zu analysierenden Proteins

geschnitten und mit dem zugehdérigen Primarantikorper inkubiert werden.

Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen dreimal 10 min schuittelnd mit
1x TBS gewaschen und mit dem mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelten
Sekundarantikdrper (polyklonale Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
Antikorper; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) fur 1 h bei Raumtemperatur
schittelnd inkubiert. Der Sekundarantikbrper wurde hierfur 1:10.000 in 2,5 %
Magermilchpulver/1x TBS verdinnt. Nach der Inkubation erfolgten zweimal 10 min
Waschschritte mit 1x TBST und einmal 10 min mit 1x TBS. Zur Detektion der
Proteinbanden wurde das Imaging System des ChemiDoc™ von Bio-Rad verwendet

sowie eine frisch angesetzte Entwicklerlosung.

Da die zu analysierenden Proteine oftmals gleiche Molekilmassen aufwiesen und
somit auf der Membran auf derselben Hohe lagen, wurden die entsprechenden
Membranabschnitte gestrippt. Das Strippen der Membran ermdglicht die Entfernung
des Priméar- und Sekundarantikérpers und die erneute Inkubation der Membran mit
anderen Antikorpern. Die Membranen wurden hierfir nach der ersten Entwicklung
einmal in 1x TBS gewaschen und mit Stripping Puffer fur 30 min stark schuttelnd
inkubiert. Daran anschlielend wurden die Membranen unter flieRendem VE-Wasser
fur 5 min gespult und 45 min bei RT in 5 % Milch/1x TBS schuttelnd inkubiert. Die
gestrippten Membranen wurden daraufhin 30 min mit dem bereits oben verwendeten
Sekundarantikdrper (1:10.000 in 2,5 % Milch/ 1x TBS) versetzt und 30 min inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBS erfolgte die erneute Entwicklung der
Membranen. Dieser Schritt diente als Stripping-Kontrolle, ob alle zuvor detektierten
Signale durch das Strippen erfolgreich entfernt wurden. AnschlieRend wurden die
Membranen einmal mit 1x TBS gewaschen und erneut Uber Nacht in dem
gewunschten Primarantikorper bei 4 °C inkubiert. Am Tag darauf wurden, wie bereits
weiter oben beschrieben, die Membranen mit dem Sekundarantikérper inkubiert und

entwickelt.

Bei allen durchgefuhrten Western blots wurden stets alle fir den Versuch relevanten
Ldsungsmittelkontrollen mit analysiert. Die Western blots wurden densitometrisch

mittels ImageJ ausgewertet, wobei das Signal der zu analysierenden Proteine
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zunachst auf

internes  GAPDH-Signal

Ldsungsmittelkontrolle normiert wurden.

Tabelle 16: Verwendete Priméarantikdrper fir den Western blot

und schlieBBlich auf ihre jeweilige

Verdinnung
. in 2,5 %
Spezifitat Host GroRe . Hersteller
) . ) Klon Typ Magermilch
(Primarantikdrper) species [kDa] (Katalog-Nr.)
pulver/
1XxTBS
Cell signalin
) Rabbit g g
Anti-AKT1 oG polyklonal 60 1:1000 technology
J #9272
. . Cell signaling
Anti-Phospho-AKT1 Rabbit
(D9E) XP® | monoklonal 60 1:500 technology
(Ser473) IgG
#4060
Rabbit
Anti-FOXO1 oG EP927Y monoklonal 70 1:1000 abcam ab52857
g
] ] Cell signaling
Anti-Phospho-FOXO1 Rabbit
polyklonal 78-82 1:500 technology
(Thr24) [e]€
#9464
_ Rabbit
Anti-GAPDH oG EPR16891 | monoklonal 36 1:1000 abcam ab181602
g
. S . Cell signaling
Anti-Glukokortikoid Rabbit (D8H2)
monoklonal 90, 91, 94 1:1000 technology
Rezeptor 19G XP®
#3660
Rabbit
Anti-HAND2 oG EPR19451 | monoklonal 24 1:500 abcam ab200040
g
. . Cell signaling
Anti-Progesteron Rabbit (D8Q2J) PRA 90
monoklonal 1:1000 technology
Rezeptor 19G XP® PRB 118
#8757
2.2.11. Durchflusszytometrische Analyse

Bei dieser Einzelzell-basierten Messung werden aus der Zellsuspension die Zellen

durch Uberdruck in eine Messkapillare angezogen und mit zuflieBendem Puffer

versetzt. Im Folgenden passieren die Zellen einzeln einen Laser, wobei von jeder Zelle

ein Streulicht erzeugt wird. Dabei bildet der Forward scatter (Vorwartsstreulicht) ein

Mal3 fur die relative GrofR3e (FSC) jeder einzelnen Zelle und der Sideward scatter

(Seitwartsstreulich) ein Malf3 fur die Granularitdt (SSC). Die erzeugten Informationen
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werden mit der Programmsoftware (BD CellQuest Pro™) in einem Dotplot
(Punktwolke) dargestellt. Mit Hilfe des sogenannten Gatings kann dann die
Hauptpopulation (recht; R1) von den Zelltrimmern (unten links; R2) getrennt werden,
sodass lediglich die Daten der vitalen Zellen mit einflieRen. Dieses Gating ist

exemplarisch in Abbildung 10 dargestellt.

A unbehandelte Kontrolle B behandelte Probe

1000
1000

800
800

600
600

ZellgroBe
FSC
ZellgroRe
FSC

400
400

TR TH T Y T T E
Zellgranularitat Zellgranularitat
8sC SsC

Abbildung 10: Exemplarischer Dotplot nach Durchflusszytometrie
Fur die unbehandelte Kontrolle (A) sowie fur die behandelte Probe (B) wurde das Gate furr die Hauptpopulation

(R1) genommen. Die Zelltrimmer (R2) wurden von R1 getrennt und flieRen nicht in die ausgewerteten Daten mit
ein.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen nach Versuchsende (siehe
2.2.6) mit 1x Trypsin-EDTA abgelost (siehe 2.2.3), in FBS-haltigem Medium
aufgenommen und bei 250 x g fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Zellpellet mit DPBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach diesem
Waschschritt wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in 200 il DMEM
verdinnt mit DPBS (1:3) aufgenommen. Anschlie3end erfolgte die Messung am

Durchflusszytometer (FACSCalibur™ Becton Dickinson).
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2.2.12. Statistische Auswertung

Die Erstellung der Graphen erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 8. Die

statistische Auswertung wurde mit SigmaPlot 12.5 durchgefuhrt.

Far alle in vitro Versuche mit einem n=3 wurde eine Darstellung des Mittelwertes mit
Standardabweichung vorgenommen. Bei einer Versuchsanzahl von mindestens n=4
wurde der Median der analysierten in vitro und in vivo Daten ermittelt. Der Median gilt
im Vergleich zum Mittelwert als robuster gegenuber mdglichen Ausrei3ern. Alle
Datensatze wurden mit Hilfe des Shapio-Wilk Tests auf Normalverteilung Uberprtift.
Alle normalverteilten Daten wurden statistisch mit einem gepaarten t-Test fur zwei
gepaarte Stichproben analysiert. Der Signifikanzwert (p-Wert) wurde auf 5%
festgelegt, sodass die errechneten p-Werte <0,05 der gemessenen Unterschiede der

Daten als statistisch signifikant angesehen wurden.
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3. Ergebnisse

3.1. Progesteron- und Glukokortikoid Rezeptorexpression im
eutopen Endometrium von Frauen mit und ohne
Endometriose

Im Hinblick auf die Entwicklung neuer medikamentdser Therapien wurde in dieser
Arbeit das Zusammenspiel der Progestine Progesteron und Medroxyprogesteron
acetat (MPA) mit verschiedenen Enhancern des intrazellularen cAMP-Signals
untersucht. Sowohl Progesteron als auch MPA wirken uber die Bindung an den
Progesteronrezeptor (PR) (Moore et al. 2012; Bamberger et al. 2001; Gellersen und
Brosens 2014), wobei fur MPA auch eine Bindungsaffinitat zum Glukokortikoidrezeptor
(GR) bekannt ist (Bamberger et al. 2001; Schindler et al. 2008). Sowohl der PR mit
seinen Isoformen PRA und PRB als auch der GR wurden im humanen Endometrium
beschrieben (Bamberger et al. 2001; Gellersen und Brosens 2003; Gellersen und
Brosens 2014). Vor Durchfihrung der Versuche wurde in dieser Arbeit zunachst die
Expression dieser Steroidhormonrezeptoren in den verwendeten Endometrien zu

untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde Endometriumgewebe von 19 Frauen ohne sowie von
17 Frauen mit Endometriose verwendet. Aufgrund der begrenzten Menge an
entnommenem Endometrium konnte aus den Geweben von 17 Frauen ohne und von
12 Frauen mit Endometriose Protein fir die Western blot-Analyse des PRA und PRB
sowie des GR gewonnen werden. In Abbildung 11 sind die zugehdrigen Western blots
fur das Gewebe jeder einzelnen Patientin sowie die densitometrische Auswertung
gezeigt. Beide Isoformen des PR, PRA und PRB (Abbildung 11 A, B) sowie der GR
(Abbildung 11 C, D) wurden in allen verwendeten Endometriumgeweben exprimiert.
Es zeigten sich deutliche inter-individuelle Unterschiede im Expressionslevel der
verschiedenen Rezeptoren. Um die Expressionen der Steroidhormonrezeptoren zu
quantifizieren, wurden die Western blots densitometrisch ausgewertet. Es waren
deutliche Schwankungen in der endogenen Expression der PRs zwischen den
Geweben der einzelnen Patientinnen zu erkennen. Die Gewebe der Patientinnen 133,
166, 200 und 184 wiesen eine deutlich starkere PRB-Expression gegenuber der PRA-
Expression auf. Die Isoform PRA wurde hingegen im Endometriumgewebe von sieben
anderen Patientinnen (136, 146, 158, 163, 142, 144, 174) deutlich starker als PRB

exprimiert. Alle anderen Endometriumgewebe wiesen geringe Unterschiede zwischen
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den Expressionslevel der Isoformen auf (Abbildung 11 B). Die densitometrische
Auswertung des GRs zeigte ebenfalls eine inter-individuelle differenzielle Auspragung
der Rezeptorexpression. So wiesen z. B. die Gewebe der Patientinnen 128, 138 und
166 hohere Werte fur die GR-Expression auf als die der Ubrigen Patientinnen
(Abbildung 11 D), wahrend das Endometriumgewebe der Patientin 147 eine
vergleichsweise deutlich niedrigere GR-Expression aufwies.

A ohne i mit iose
136 146 158 163 171 142 144 147 167 191 128 133 138 166 161 186 200 155 159 164 184 194 143 174 180 185 203 173 202

135 kDa- -

T — - - & R wss = PRB (118 kDa)
100 kDa-
’ s . - - - - » — wet s PRA (90 kDa)
75 kDa- - Ead
48 kDa-
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136 146 158 163 171 142 144 147 167 191 128 133 138 166 161 186 200 155 159 164 184 194 143 174 180 185 203 173 202

ohne Endometriose mit Endometriose

C ohne metriose mit iose
136 146 158 163 171 142 144 147 167 191 128 133 138 166 161 186 200 155 159 164 184 194 143 174 180 185 203 173 202

100 kDa-
s - e [ R — o e EEN T - ) e w% @ @ GR (94 kDa)

48 kDa- ~ s pronguee @~ @ GAPDH (36 kD
- . - - - - S -— . - G e - - H (36 kDa)
35 kDa- - -— -

O

a
1

~
1

endogene Expression
GR/ GAPDH
- w
1 1

o 0ofl_aall LN Ranalaf. 0000

136 146 158 163 171 142 144 147 167 191 128 133 138 166 161 186 200 155 159 164 184 194 143 174 180 185 203 173 202

o

ohne Endometriose mit Endometriose

Abbildung 11: Western blot-Analyse der Proteinexpression der Progesteronrezeptoren PRA und PRB sowie
des Glukokortikoidrezeptors (GR) im nativem eutopem Endometrium von Patientinnen mit und ohne
Endometriose

(A, C) Proteine aus nativen eutopen Endometrien von 17 Patientinnen ohne und 12 Patientinnen mit Endometriose
wurden im Western blot analysiert. (B, D) Die densitometrische Auswertung zeigt die Ratio fur jede Probe, bei der
auf die Houskeeping-Kontrolle GAPDH normiert wurde. Es ist erkennbar, dass alle analysierten Patientinnen alle
drei untersuchten Rezeptoren exprimierten (PRA und PRB; A, B) und (GR; C, D), wobei individuelle Unterschiede
in der Expressionsstérke der Rezeptoren zu verzeichnen sind.
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Die Einzelauswertungen des Rezeptorstatus von PR und GR zeigte eine Expression
in den Geweben aller Patientinnen. Um die Expression zwischen den Geweben der
Patientinnen mit und ohne Endometriose zu vergleichen, wurden die Werte der
densitometrischen Auswertung aus Abbildung 11 vergleichend fir beide
Patientinnenkollektive grafisch zusammengefasst. Tendenziell zeigte sich bei den
Geweben der Patientinnen ohne Endometriose ein etwas htheres Expressionslevel
an PRA als PRB, wahrend die Gewebe der Patientinnen mit Endometriose eine
tendenziell héhere Expression von PRB im Gegensatz zu PRA aufwiesen. Insgesamt
war die Expression von PRA in den Geweben der Patientinnen mit Endometriose

geringer als in der Kontrollkohorte ohne Endometriose (Abbildung 12 A).

Die Menge an GR war in beiden Patientinnenkollektiven vergleichbar. Es war eine
leicht geringere Expression des GRs in Patientinnen mit Endometriose gegeniber
deren ohne Endometriose zu erkennen. Bei den Geweben der Patientinnen ohne
Endometriose zeigte sich jedoch eine gréRere Streuung der Einzelwerte (Abbildung
12 B).

endogene Expression
PR/ GAPDH
[\*]
1
endogene Expression
GR/ GAPDH
e

P | £

0 = T 0 T
PRA PRB PRA PRB

-
. 1 .
L]

—
1

ohne Endometriose mit Endometriose ohne Endometriose mit Endometriose
n=17 n=12 n=17 n=12

Abbildung 12: Vergleich der Progesteron- (PRA und PRB) sowie Glukokortikoid- (GR) Rezeptormenge im
nativem eutopen Endometrium von Patientinnen mit und ohne Endometriose

Die densitometrische Auswertung fiir PRA, PRB und GR der einzelnen untersuchten Endometrien aus Abbildung
11 wurden vergleichend fiir die beiden Patientinnengruppen (n=17 ohne / n=12 mit Endometriose) in einem Boxplot
mit Median grafisch zusammengefasst. Der PRA, PRB sowie der GR wurden in beiden Kollektiven exprimiert.
(A) Hierbei zeigte sich eine tendenziell hdhere Expression der PRA-Isoform gegenuber der PRB-Isoform in den
Geweben der Patientinnen ohne Endometriose, wahrend die Gewebe der Endometriosepatientinnen tendenziell
eine hohere Expression von PRB auswiesen. Der GR wurde in den Geweben beider Kollektive etwa gleichermallen
exprimiert mit einer leicht erhéhten Expression in den Geweben der Patientinnen mit Endometriose. (B) Es zeigte
sich eine etwas grof3ere Streuung der Einzelwerte bei den Geweben der Patientinnen ohne Endometriose.
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Somit konnte durch diese Untersuchungen belegt werden, dass die
Steroidhormonrezeptoren PRA, PRB und GR in allen eutopen Endometrien der
verwendeten Gewebe von Patientinnen mit und ohne Endometriose vorhanden waren,
wobei sich in den Geweben der beiden Patientinnenkollektive keine signifikanten

Unterschiede zeigten.

3.2. Effekt verschiedener cAMP- und Forskolin-
Konzentrationen auf die morphologische und
funktionelle Dezidualisierung von hESCs

Es ist bekannt, dass sich der Prozess der in vitro Dezidualisierung in hESCs durch
cAMP induzieren lasst, wobei dieser Effekt durch die Zugabe von MPA noch gesteigert
werden kann (Brosens et al. 1999; Tang et al. 1993; Gellersen und Brosens 2003).
Dartber hinaus kann die Dezidualisierung durch den Adenylatcyclaseaktivator
Forskolin ausgelodst werden (Tang et al. 1993; Tamura et al. 2007), der zum Anstieg
des intrazellularen cAMP-Levels fuhrt (Houserman et al. 1989). Im Hinblick auf spéatere
klinische Anwendungen und Medikamentenentwicklung fehlen jedoch bisher sowohl
Analysen zur Konzentrationsabhangigkeit von cAMP und Forskolin auf die
Dezidualisierungsreaktion als auch zu einem moglichen unterschiedlichen Effekt auf

die hESCs von Patientinnen mit und ohne Endometriose.

3.2.1. Morphologische Dezidualisierung

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der Effekt verschiedener Konzentrationen
von 8-Br-cAMP und Forskolin alleine sowie jeweils mit zusatzlicher Gabe von MPA auf
hESCs von Frauen ohne Endometriose analysiert. Daftr wurden die konfluenten
hESCs Uber einen Zeitraum von 6 Tagen behandelt und deren Morphologie im
Anschluss mikroskopisch tUberpriuft. Es wurden je Behandlung pro Versuchsansatz
technische Triplikate durchgefuhrt. Abbildung 13 zeigt exemplarisch die
morphologischen Veranderungen der hESCs an Tag 6. Da die Testsubstanzen in
unterschiedlichen Losungsmitteln geldst wurden, wurden neben einer unbehandelten
Kontrolle jeweils auch Lésungsmittelkontrollen mit EtOH und DMSO mitgefiihrt (siehe
Tabelle 6). Die Zellen der unbehandelten Kontrolle, der Loésungsmittelkontrollen sowie

der alleinigen MPA-Behandlung wiesen die typische fibroblasten-ahnliche
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spindelférmige langgestreckte Zellmorphologie von undifferenzierten Zellen auf
(Abbildung 13 A-E). Lediglich Zellen, die mit 40 ul DMSO uber den Zeitraum von 6
Tagen inkubiert wurden wiesen hingegen einen ausgediinnten Zellrasen mit nicht
adharenten Zellen und Zelldebris im Medium auf (Abbildung 13 F).

Alle hESCs, die mit 0,1 mM, 0,25 mM oder 0,5 mM 8-Br-cAMP ohne (Abbildung 13 H-
J) oder mit Zusatz von MPA (Abbildung 13 L-N) behandelt wurden sowie die mit 10 uM
oder 25 uM Forskolin alleine (Abbildung 13 P, Q) oder in Kombination mit MPA-
behandelten (Abbildung 13 T, U) Zellen wiesen die fur dezidualisierte Zellen typische
morphologische Veranderungen zu einem epitheloiden, rundlichen Phéanotypen auf.
Dieser Effekt war bei den mit 0,05 mM 8-Br-cAMP oder 1 uM Forskolin alleine
(Abbildung 13 G, O) oder in Kombination mit MPA-behandelten (Abbildung 13 K, S)
Zellen geringer. Hier waren vermehrt noch langgestreckte Zellen erkennbar.
Entsprechend der Morphologie nach Inkubation mit 40 pl des Losungsmittels DMSO
erschien auch der Zellrasen in den mit 100 pl Forskolin £ MPA-behandelten Zellen
ausgedunnt (Abbildung 13 R, V), jedoch waren hier noch mehr langgestreckte, nicht

abgeldste Zellen zu beobachten als bei der entsprechenden Lésungsmittelkontrolle.
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Abbildung 13: Morphologische Dezidualisierung von hESCs nach Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen von 8-Br-cAMP (cAMP) oder Forskolin alleine und in Kombination mit MPA

hESCs Monolayer wurden 6 Tage mit verschiedenen Konzentrationen 8-Br-cAMP (0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM,
0,5 mM) alleine (G-J) oder in Kombination mit 1 uM MPA (K-N) sowie mit unterschiedlichen Konzentrationen
Forskolin (1 uM, 10 pM, 25 uM, 100 uM) alleine (O-R) oder in Kombination mit 1 uM MPA (S-V) oder 1 uM MPA
alleine (C) behandelt. Parallel wurden unbehandelte hESCs (A) sowie Lésungsmittelkontrollen fir EtOH (B) und
DMSO (D-F) mitgefuhrt. Es wurden drei voneinander unabhangige Experimente mit hESCs verschiedener
Patientinnen ohne Endometriose in technischen Triplikaten durchgefiihrt. Exemplarisch sind die hESCs einer
Patientin dargestellt. Morphologisch sind undifferenzierte Zellen durch eine fibroblasten-ahnliche Morphologie
charakterisiert, wéahrend dezidualisierte Zellen eine epitheloide Morphologie aufweisen. hESCs, die mit 0,1 mM,
0,25 mM oder 0,5 mM 8-Br-cAMP oder mit 10 pM oder 25 uM Forskolin alleine sowie in Kombination mit MPA
behandelt wurden, wiesen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (A) und im Vergleich zu MPA alleine (C)
sowie der Lésungsmittelkontrollen (B, D-F) morphologisch dezidualisierte Zellen auf. Ma3stab = 100 pum.
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3.2.2. ZellgroRe und Granularitat

Die morphologische Dezidualisierung von hESCs lasst sich Uber das veranderte
Erscheinungsbild der Zellen mikroskopisch erkennen. Zur Beurteilung der
morphologischen Umbildung von fibroblasten-dhnlichen zu epitheloiden Zellen
aufgrund der Dezidualisierungsinduktion wurde auch die ZellgroRe mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. Um Zu Uberprufen, ob die
Dezidualisierungsreaktion auch zu Anderungen der Zytoplasmastruktur der Zellen
fuhrt, wurde zudem die Granularitat der Zellen ermittelt. In Abbildung 14 sind die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der in 3.2.1 beschriebenen hESCs
dargestellt. Hierbei wurde mittels Forward scatter die Zellgrof3e sowie mittels Sideward
scatter die Zellgranularitat ermittelt. In jeder Versuchsdurchfihrung wurden eine
unbehandelte Kontrolle sowie die Ldsungsmittelkontrollen EtOH und DMSO (nicht
graphisch dargestellt) mitgefiihrt. Die Ergebnisse jeder Probe wurden auf ihre jeweilige
Kontrolle bezogen (Linie = 1) und als fold change der relativen Einheit (RU) der
gemessenen ZellgrolRe (Abbildung 14 A, B) sowie -granularitat (Abbildung 14 C, D)
angegeben. Die Graphen zeigen die Mittelwerte mit zugehdriger Standardabweichung
sowie die Einzelwerte jeder Behandlung.

Eine Behandlung der Zellen mit 0,1 mM, 0,25 mM und 0,5 mM 8-Br-cAMP jeweils +
MPA fihrte zu einer durchschnittlichen Verringerung der Zellgrol3e. Diese
konzentrationsabhangige Verringerung war bei den mit 0,25 mM und 0,5 mM 8-Br-
cAMP + MPA-behandelten Zellen im Vergleich zu den mit 0,1 uM 8-Br-cAMP-
behandelten Zellen deutlicher und fir 0,5 mM 8-Br-cAMP signifikant (Abbildung 14 A).
Auch die Behandlung mit 1 uM, 10 uM und 25 puM Forskolin fihrte zu einer
tendenziellen Abnahme der ZellgroRe im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle, wobei
diese fiur 10 uM und 25 uM Forskolin signifikant war. Diese Reduktion der ZellgroRRe
fiel in Kombination mit MPA geringer aus (Abbildung 14 B).

Die Zellen, die mit 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM sowie 0,5 mM 8-Br-cAMP jeweils
+ MPA inkubiert wurden, wiesen eine signifikant erhéhte Granularitat im Vergleich zu
ihrer jeweiligen Kontrolle auf. Die alleinige Behandlung mit MPA sowie die
Kombinationen mit 8-Br-cAMP zeigten geringfiigig hohere Werte als die Behandlungen
ohne MPA (Abbildung 14 C). Im Vergleich zu den 8-Br-cAMP-behandelten Zellen

wiesen die Forskolin behandelten Zellen eine verringerte Granularitat auf. Lediglich die
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mit MPA sowie mit 1 uM Forskolin + MPA-behandelten Zellen wiesen eine leichte
Erh6hung der Granularitat auf (Abbildung 14 D).
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Messung der ZellgroRe sowie -granularitat nach Behandlung von
hESCs mit verschiedenen Konzentrationen von 8-Br-cAMP und Forskolin alleine oder in Kombination mit
MPA

Die hESCs wurden 6 Tage mit 8-Br-cAMP (0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM) oder Forskolin (1 pM, 10 pM,
25 puM, 100 puM) alleine (hellgrau) und in Kombination mit 1 uM MPA (dunkelgrau) behandelt. AnschlieBend wurden
die Zellen geerntet und in einer durchflusszytometrischen Analyse die ZellgréRe (Forward scatter; A, B) und -
granularitat (Sideward scatter; C, D) jeder Probe bestimmt. Die Ergebnisse wurden auf die jeweilige Kontrolle
normiert (Linie = 1) und der fold change ermittelt. Die Daten zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung
sowie die Einzelwerte von drei Patientinnen ohne Endometriose. (A, C) Unter Behandlung von 8-Br-cAMP (0,1 mM,
0,25 mM, 0,5 mM) alleine und mit MPA verringert sich die ZellgréRe bei gleichzeitigem signifikantem Anstieg der
Zellgranularitat. (B, D) Forskolin-behandelte (10 pM, 25 pM) Zellen zeigen eine Verringerung der Zellgré3e sowie
der -granularitat. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefihrt: * p<0,05; ** p<0,01 zur unbehandelten Kontrolle / zur
jeweiligen Lésungsmittelkontrolle.
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3.2.3. Funktionelle Dezidualisierung

Die morphologische Dezidualisierung lasst sich mittels Mikroskopie qualitativ
erkennen. Jedoch lasst sich hierdurch keine Aussage uber eine funktionelle
Dezidualisierung machen. Diese kann uberprift werden, indem das fur die
Dezidualisierung  charakteristische  Markerprotein  Prolaktin, welches von
Deziduazellen sezerniert wird, quantifiziert wird. Im Folgenden wurde daher die
Konzentration von Prolaktin im Zelliberstand der hESCs an Tag 6 mittels ELISA
bestimmt und die Mittelwerte aus den Werten von drei Patientinnen sowie ihre
Einzelwerte graphisch dargestellt (Abbildung 15). Die unbehandelte Kontrolle sowie
auch die Losungsmittelkontrollen EtOH und DMSO (nicht dargestellt) und die alleinige
Behandlung mit MPA zeigten keine Prolaktinproduktion.

Nach Zugabe von 8-Br-cAMP in einer Konzentration ab 0,1 mM stieg die Konzentration
von Prolaktin im Zelliberstand deutlich an, wobei die Behandlung mit 0,25 mM cAMP
zur hoéchsten Prolaktinkonzentration fuhrt. Bei allen verwendeten 8-Br-cAMP
Konzentrationen wurde die Prolaktinsekretion in der Kombination mit dem Progestin
MPA gesteigert. Auffallig war hier, dass die Patientinnen starkere inter-individuelle
Streuungen bei den Kombinationen mit MPA im Vergleich zu den alleinig mit 8-Br-
cAMP-behandelten Zellen aufwiesen. Die alleinige Behandlung der hESCs mit
Forskolin fuhrte nur mit einer Konzentration von 10 uM und 25 pM zu einer geringen
Steigerung der Prolaktinkonzentration. Bei der Inkubation der hESCs mit 1 uM, 10 uM
und 25 uM Forskolin konnte die Prolaktinsekretion durch die Zugabe von MPA jedoch
deutlich gesteigert werden (Abbildung 15 B). Bei den mit 100 uM Forskolin £ MPA-
behandelten Zellen konnte keine Prolaktinsekretion nachgewiesen werden. Diese
Zellen wiesen bereits mikroskopisch einen sichtbar diinnen Zellrasen mit zahlreichen
abgeltdsten Zellen auf, ebenso wie die nur mit dem entsprechenden Lésungsmittel
(40 pl DMSO) behandelten Zellen (Abbildung 13 F, R, V), sodass sich die fehlende
Prolaktinproduktion wahrscheinlich auf ein durch die hohe Konzentration des

Losungsmittels bedingtes Absterben der Zellen zurickfuhren lasst.
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Abbildung 15: Prolaktinkonzentration im Mediumuberstand nach Induktion der Dezidualisierung von
hESCs durch verschiedene Konzentrationen von 8-Br-cAMP und Forskolin alleine oder in Kombination mit
MPA

Konfluente hESCs Monolayer wurden mit cAMP und Forskolin (0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM 8-Br-cAMP
oder 1 pM, 10 pM, 25 pM, 100 pM Forskolin) jeweils alleine (hellgrau) oder in Kombination mit 1 pM MPA
(dunkelgrau) behandelt. Die funktionelle Dezidualisierung wurde durch den Prolaktinnachweis im Zelliberstand
mittels ELISAs an Tag 6 gemessen. Je Versuchsdurchfihrung wurden die Lésungsmittelkontrollen EtOH und
DMSO sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) mitgefiihrt. Die Losungsmittelkontrollen (nicht gezeigt) zeigten wie
auch die unbehandelte Kontrolle keine Prolaktinkonzentration. Die Daten zeigen den Mittelwert mit
Standardabweichung des Prolaktingehalts in ng/ml sowie die Einzelwerte von drei Patientinnen ohne
Endometriose. (A) Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich eine deutliche Prolaktinsekretion nach Behandlung
mit 0,1 mM, 0,25 mM und 0,5 mM 8-Br-cAMP gemessen werden. Diese wurde in Kombination mit MPA gesteigert.
(B) Wahrend die Prolaktinkonzentration durch 10 pM und 25 uM Forskolin nur leicht anstieg, wurde sie bei 1 uM,
10 puM und 25 pM Forskolin durch die Zugabe von MPA deutlich erhdht. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefihrt:
* p<0,05 zur unbehandelten Kontrolle / zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu 0,1 mM 8-Br-cAMP b)
zu 0,5 mM 8-Br-cAMP.

Die hier dargestellten Versuche zeigen somit, dass eine Inkubation der hESCs mit
Induktoren des cAMP-Signalweges zu einer morphologischen Differenzierung hin zu
Deziduazellen fihrt. Die Bestimmung des Markerproteins Prolaktin, welches ein
Charakteristikum fur die terminale Differenzierung der hESCs ist, zeigte, dass bereits
geringere Konzentrationen von 8-Br-cAMP (0,1 mM, 0,25 mM) oder Forskolin (10 puM)
in Kombination mit MPA eine funktionelle Dezidualisierung der Zellen bewirken. Dabei
ist jedoch erkennbar, dass im Gegensatz zu den cAMP-Behandlungen die Forskolin-
behandelten hESCs eine deutlich geringere Prolaktinsekretion und somit eine
insgesamt geringere Differenzierung aufwiesen. Bei beiden Versuchsgruppen, 8-Br-
cAMP und Forskolin, konnte die Prolaktinsekretion durch die gleichzeitige Gabe von

MPA gesteigert werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde daher im weiteren Verlauf der vorliegenden
Arbeit die Konzentrationen an 8-Br-cAMP (0,25 puM) und Forskolin (10 uM) eingesetzt,

bei denen die Dezidualisierungsreaktion am héchsten ausfiel.
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3.3. Vergleich des Effekts von MPA und Progesteron auf die
Dezidualisierungsinduktion tiber den cAMP-vermittelten
Signalweg

3.3.1. Effekt unterschiedlicher Konzentrationen von MPA und

Progesteron auf die 8-Br-cAMP-induzierte
Dezidualisierung

Die Progesteron-abhangige Umbildung endometrialer Stroma- in Dezidualzellen ist ein
kritischer Schritt des Endometriums zur Vorbereitung auf eine Schwangerschaft
(Brosens und Gellersen 2006). In vitro Studien zeigten, dass dieser Prozess durch
Progesteron oder auch durch das synthetische Progestin MPA ausgeldst und tber
CAMP weitervermittelt werden kann (Brar et al. 1997; Gellersen und Brosens 2003),
wobei die kombinierte Behandlung von cAMP und einem Progestin einen stéarkeren
Effekt zu zeigen scheint (Brosens et al. 1999). In bisherigen Studien wurden die beiden
Progestine einzeln in Konzentrationen eingesetzt. MPA wies hierbei mit 1 uM eine 10-
fach hohere Konzentration auf als Progesteron mit 100 nM (Brar et al. 1997; Matsuoka
et al. 2010; Houserman et al. 1989). In der vorliegenden Arbeit sollten daher
vergleichbare Bedingungen durch den Einsatz gleicher Progestinmengen im Hinblick
auf ihren steigernden Effekt auf die cAMP-vermittelte Induktion der Dezidualisierung

von hESCs von Patientinnen mit und ohne Endometriose untersucht werden.

Humane ESCs von je drei Patientinnen mit und ohne Endometriose wurden mit 1 uM
und 100 nM MPA oder Progesteron in Kombination mit 8-Br-cAMP (0,25 mM)
behandelt und der Zelliberstand an Tag 6 auf den Gehalt von Prolaktin als Marker fur
die funktionelle Dezidualisierung analysiert. Abbildung 16 stellt die Ergebnisse der
Prolaktin-ELISA-Messung der einzelnen Behandlungen als Mittelwert mit
Standardabweichung sowie die Einzelwerte der Patientinnen graphisch dar. Es ist
erkennbar, dass die alleinige Behandlung mit den Progestinen MPA und Progesteron
in beiden Konzentrationen nicht zu einer Induktion der Sekretion von Prolaktin fihrten.
Eine alleinige Behandlung mit 8-Br-cAMP erzielte einen Anstieg der Prolaktinsekretion,
welcher in Kombination mit Progesteron &hnlich ausfiel, jedoch durch eine
Kombination mit dem Progestin MPA deutlich gesteigert wurde. Beide eingesetzten
Konzentrationen von MPA verstérkten die 8-Br-cAMP Wirkung, was nicht durch die
aquivalenten Konzentrationen von Progesteron erreicht werden konnte. Dieser Effekt
war in beiden Patientinnenkohorten zu beobachten, wobei er in der Kohorte ohne
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Endometriose signifikant war. Es ist erkennbar, dass der Einsatz einer 10-fach
hoheren Menge an Progesteron (1 uM) keinen starkeren Effekt hatte, wie die
geringeren Konzentrationen von Progesteron und der Effekt beider Konzentrationen
deutlich geringer war als der entsprechenden MPA-Konzentration. Da der Unterschied
im Effekt von MPA und Progesteron auf die cAMP-vermittelte Induktion der
Dezidualisierung somit offensichtlich nicht von der verwendeten Progestin-
Konzentration abhéngig ist, wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit die aus der
Literatur bekannten Konzentrationen fir MPA (1 uM) und Progesteron (100 nM)

eingesetzt.
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Abbildung 16: Vergleich der Prolaktinsekretion von hESCs nach Induktion der Dezidualisierung mit
unterschiedlichen Konzentrationen von MPA und Progesteron

Monolayer von hESCs von Patientinnen ohne (hellgrau; n=3) und mit (dunkelgrau; n=3) Endometriose wurden mit
je 1 uM und 100 nM MPA oder Progesteron (P) alleine sowie in Kombination mit 8-Br-cAMP (0,25 mM) behandelt.
Die Prolaktinsekretion im Zelliiberstand wurde an Tag 6 im ELISA Uberpriift. Es wurde der Mittelwert des
Prolaktingehalts in ng/ml mit Standardabweichung sowie die Einzelwerte der Patientinnen angegeben. Alle cAMP
behandelten Zellen zeigten im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle (K) und zu den alleinigen Progestin
Behandlungen eine gesteigerte Prolaktinsekretion. Zudem wiesen alle cAMP-Behandlungen in Kombination mit
MPA eine hohere Prolaktinsekretion als die vergleichbaren Behandlungen mit Progesteron auf, wobei 1 uM MPA
den stérksten Effekt zeigte. Der gemessene Prolaktingehalt im Mediumiberstand war fur die hESCs der
Patientinnen ohne Endometriose fiir alle Behandlungen héher als der der hESCs von Endometriosepatientinnen.
Es wurde ein gepaatrter t-Test durchgefihrt: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001 zur unbehandelten Kontrolle / zur
jeweiligen Losungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu 8-Br-cAMP+100 nM MPA; b) zu 8-Br-cAMP+1 uM P; c) zu 8-Br-
cAMP+100 nM P.
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3.3.2. Vergleich des Progestineffekts auf die cAMP- und
Forskolin-induzierte Dezidualisierung

Der Effekt der beiden Progestine Progesteron und MPA wurde im Folgenden auf die
durch das membrangdngige Molekil 8-Br-cAMP  bzw. durch den

Adenylatcyclaseaktivator Forskolin-induzierte Dezidualisierung analysiert.

Hierzu wurden hESCs von je funf Patientinnen mit und ohne Endometriose mit 8-Br-
cAMP (0,25 mM) oder Forskolin (10 uM) sowie den Progestinen MPA (1 pM) und
Progesteron (100 nM) behandelt. An Tag 6 der Behandlung wurde der Prolaktingehalt
in den Zelluberstanden analysiert. Abbildung 17 stellt den Median im Boxplot sowie die
Einzelwerte fur die Ergebnisse der Prolaktin-ELISA-Messung der einzelnen
Behandlungen grafisch dar. Die alleinige 8-Br-cAMP-Behandlung zeigte eine Induktion
der Prolaktinsekretion, was sich durch die zusétzliche Gabe von MPA steigern liel3,
wie auch in Abbildung 16 gezeigt, steigern lie3. Die gleichzeitige Gabe von
Progesteron zeigte diesen Effekt jedoch nicht. Hierbei wiesen die
Endometriosepatientinnen tendenziell einen geringeren Prolaktingehalt auf (Abbildung
17). Auch bei der Forskolin-induzierten Dezidualisierung fuihrte die Kombination mit
Progesteron nicht zu einem weiteren Anstieg der Prolaktinsekretion, jedoch konnte
durch die Kombination von Forskolin und MPA eine Erhéhung verzeichnet werden,
welche fur die hESCs der Endometriosepatientinnen signifikant (p<0,01) war.
Forskolin wies somit in der Kombination mit MPA die gleiche Tendenz wie die
Behandlung mit 8-Br-cAMP in der Kombination mit MPA auf, jedoch war der Effekt des
Forskolins insgesamt geringer. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit Forskolin im
Gegensatz zum 8-Br-cAMP die gleichzeitige Gabe von MPA bendtigt, um einen

deutlichen Effekt auf die Prolaktinsekretion in den hESCs hervorzurufen.
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Abbildung 17: Behandlungen mit Forskolin alleine oder in Kombination mit Progestinen fiihren zu einer
deutlich geringeren Prolaktinsekretionen von hESCs im Vergleich zu entsprechenden 8-Br-cAMP-
Behandlungen

Konfluente Monolayer von hESCs wurden mit 8-Br-cAMP (0,25 mM) oder Forskolin (10 uM) sowie mit den
Progestinen MPA (1 pM) oder Progesteron (P; 100 nM) alleine oder in Kombination inkubiert. An Tag 6 erfolgte die
Quantifizierung von Prolaktin im Zelliberstand mittels ELISAs. Angezeigt wird der Median des Prolaktingehalts in
ng/ml in Boxplots sowie die Einzelwerte fiir die jeweils funf Patientinnen ohne (hellgrau) und mit (dunkelgrau)
Endometriose. Unter allen Behandlungen mit 8-Br-cAMP stieg die Prolaktinkonzentration signifikant im Vergleich
zu der unbehandelten Kontrolle (K) an. Diese wurde in der Kombination mit MPA nochmal zusétzlich erhoht.
Vergleichend hierzu fuhrten die Behandlungen mit Forskolin nur zu einer geringen Prolaktinkonzentrations-
steigerung in allen Versuchsgruppen. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefiihrt: * p<0,05; ** p<0,01 zur
unbehandelten Kontrolle / zur jeweiligen Lésungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu P; b) zu F; ¢) zu 8-Br-cAMP+P

3.3.3. Analyse Dezidualisierungs-assoziierter Faktoren

Zusatzlich zur Bestimmung der Prolaktinsekretion wurden als Marker der
Dezidualisierungsinduktion die Expression beteiligter Transkriptionsfaktoren (FOXO1,
HAND2, CEBPB, STAT5) mittels Realtime-PCR in allen Proben untersucht. Die
Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren wurden auf das jeweilige GAPDH-
Signal gerechnet und auf ihre jeweilige Kontrolle (Linie = 1) normiert, was fir alle
durchgefiihrten Realtime-PCRs in dieser Arbeit gleichermal3en durchgefihrt wurde.
Aus den Ergebnissen wurde der Median ermittelt und im Boxplot mit den zugehdorigen
Einzelwerten fur die Patientinnen mit und ohne Endometriose aufgetragen. Die
FOXO1-Transkription stieg parallel zum Prolaktingehalt (siehe Abbildung 17) in allen
Behandlungen mit 8-Br-cAMP und Forskolin signifikant an (Abbildung 18 A). Die
hESCs von Patientinnen mit Endometriose reagierten hierbei jedoch in den

Kombinationen mit 8-Br-cAMP im Vergleich zu den hESCs von Patientinnen ohne
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Endometriose geringer. Im Hinblick auf die Transkription von FOXO1 zeigten sich fir
beide Behandlungsanséatze (8-Br-cAMP, Forskolin) signifikant hohere Werte durch die
Kombination mit MPA. Bereits eine alleinige Behandlung mit MPA fuhrte zu einem
signifikanten Anstieg der FOXO1-Transkription (Abbildung 18 A), wobei jedoch keine

Erh6hung der Prolaktinsekretion zu verzeichnen war (Abbildung 17).

Wie FOXO1 wurde auch die Transkription von HAND2 bereits durch die alleinige
Behandlung mit MPA und Progesteron signifikant (p<0,05) gesteigert, wobei hESCs
von Endometriosepatientinnen im Vergleich zu den hESCs des Kontrollkollektivs
geringfugig hohere Werte unter Einfluss von MPA zeigten (Abbildung 18 B). Auch die
alleinige Behandlung mit 8-Br-cAMP oder Forskolin fihrte zu einem deutlichen Anstieg
der relativen HAND2-Expression. Diese wurde bei den hESCs der Patientinnen ohne
Endometriose durch die Kombination mit MPA signifikant, bei den hESCs der

Patientinnen mit Endometriose jeweils nur leicht gesteigert.

Die Transkription von CEBP wurde durch Progesteron alleine, nicht aber durch MPA
erhoht. Die Zugabe von 8-Br-cAMP fuhrte generell zu einer gesteigerten Transkription
von CEBPp, die bei den hESCs der Patientinnen mit Endometriose durchschnittlich
hoher war, aber auch eine starkere Streuung aufwies (Abbildung 18 C). Der Einfluss
von Forskolin auf die relative CEBPB-Transkription fiel deutlich geringer aus als der

von 8-Br-cAMP und zeigte in allen Ansatzen nur niedrige Werte.

In Abbildung 18 D ist die relative STAT5-Transkription dargestellt. Auch hier fuhrte die
alleinige Behandlung mit Progesteron oder 8-Br-cAMP zu einem signifikanten Anstieg
dieses Transkriptionsfaktors, der fur 8-Br-cAMP bei den hESCs der Patientinnen mit
Endometriose deutlicher ausfiel. Interessanterweise wurde die 8-Br-cAMP-vermittelte
Induktion in den Zellen beider Patientinnenkollektive durch Progesteron leicht und
durch MPA fast vollstandig gehemmt. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein Effekt der
Behandlung mit Forskolin alleine und kein Unterschied der Behandlung mit Forskolin
und Progesteron im Vergleich zu Progesteron alleine. Jedoch konnte eine signifikante
Erhdhung der STAT5-Transkription nach Behandlung der Zellen mit Forskolin plus

MPA verzeichnet werden.
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Abbildung 18: Transkription Dezidualisierungs-spezifischer Transkriptionsfaktoren in hESCs von
Patientinnen mit und ohne Endometriose nach Behandlung mit Progesteron und MPA sowie 8-Br-cAMP
und Forskolin alleine oder in Kombination

Konfluente Monolayer von hESCs wurden mit 8-Br-cAMP (0,25 mM) oder Forskolin (10 uM) sowie mit den
Progestinen MPA (1 uM) oder Progesteron (100 nM, P) 6 Tage behandelt. Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurde die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben und eine Realtime-PCR durchgefiihrt. Die relative Expression
jeder Probe wurde auf die jeweilige Kontrolle (Linie = 1) normiert. Die Werte zeigen den Median sowie die
Einzelwerte fiir finf Patientinnen ohne (hellgrau) und mit (dunkelgrau) Endometriose. (A) Es zeigte sich eine
signifikant hohere FOXO1-Transkription nach Behandlungen mit MPA sowie mit 8-Br-cAMP und Forskolin, welche
in der Kombination mit MPA noch gesteigert wurde. Tendenziell reagierten die hESCs von Frauen mit Endometriose
mit einer geringeren Erhéhung der FOXO1-Transkription. (B) Die Transkription von HAND2 wurde durch die
alleinige Behandlung mit MPA, Progesteron, 8-Br-cAMP und Forskolin gesteigert. In Kombination von 8-Br-
cAMP/Forskolin mit MPA wiesen die Patientinnen ohne Endometriose eine deutliche zuséatzliche Erhdhung der
HAND?2-Transkription auf. (C) Die CEBPB-Transkription wurde in allen Behandlungen mit 8-Br-cAMP erhéht, wobei
diese in Patientinnen mit Endometriose tendenziell héher war. Dies war jedoch mit einer héheren Streuung der
Einzelwerte verbunden. Der Einfluss von Forskolin war in allen Ansétzen deutlich geringer als mit 8-Br-cAMP. (D)
Die STAT5-Transkription zeigte signifikant erhdhte Werte in den alleinigen Behandlungen von Progesteron und 8-
Br-cAMP. Die Induktion durch 8-Br-cAMP wurde in der Kombination mit MPA gehemmt, nicht aber mit Progesteron.
Forskolin plus Progesteron behandelte Zellen zeigten einen Anstieg der STATS5-Transkription jedoch ohne
Unterschied zu Progesteron alleine. In der Kombination von Forskolin plus MPA stieg die Transkription von STAT5
signifikant an. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefiihrt: * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 zur unbehandelten
Kontrolle / zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu MPA,; b) zu P; c) zu cAMP; d) zu Forskolin, e) zu
CAMP+MPA; f) zu cAMP+P, g) zu Forskolin+P
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Somit konnte durch diese Analyse gezeigt werden, dass die Transkription einiger
Dezidualisierungs-assoziierter Transkriptionsfaktoren schon induziert wird, bevor der
Prolaktinwert im Mediumuberstand als Marker fur die funktionelle Dezidualisierung
ansteigt. Am deutlichsten zeigte sich dies fur den Transkriptionsfaktor FOXO1
(Abbildung 18 A). Da FOXOL1 allgemein als Marker fur ein frihes Stadium der
Dezidualisierung angesehen wird (Kim et al. 2005), wurde dessen Expression auch
auf Proteinebene untersucht. Hierzu wurde aus den hESCs Protein isoliert und
Western blots mit anschlieRender densitometrischer Auswertung durchgefihrt.
Exemplarisch wird der Western blot einer Patientin ohne Endometriose gezeigt
(Abbildung 19 A). Das FOXO1-Signal jeder Probe wurde auf das zugehérige GAPDH-
Signal bezogen und auf die jeweilige Kontrolle (Linie =1) normiert. Die Ergebnisse
wurden in Boxplots mit Median und den zugehdérigen Einzelwerten aufgetragen. Die
Auswertungen zeigten, dass die Menge des FOXO1 Proteins in den hESCs in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Transkriptionsanalyse (Abbildung 18)
sowohl nach Behandlung mit MPA als auch nach allen Behandlungen mit 8-Br-cAMP
und Forskolin im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle anstieg (Abbildung 19 B). Im
Gegensatz zum Transkript konnte die Induktion des FOXO1 Proteins durch 8-Br-cAMP
und Forskolin jedoch nicht durch die gleichzeitige Gabe von MPA gesteigert werden.
Auffallig war, dass die FOXO1 Proteinwerte einer der Endometriosepatientinnen
innerhalb des Endometriosekollektivs deutlich hdher lagen, was zu einer hohen

Streuung in diesen Ansatzen flhrte.
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Abbildung 19: Western blot-Analyse der Proteinexpression des Transkriptionsfaktors FOXO1 nach
Behandlung von hESCs mit 8-Br-cAMP und Forskolin alleine und in Kombination mit MPA oder Progesteron
Konfluente Monolayer aus hESCs von Patientinnen ohne (hellgrau; n=5) und mit (dunkelgrau; n=5) Endometriose
wurden mit 8-Br-cAMP (0,25 mM) oder Forskolin (10 puM) sowie mit den Progestinen MPA (1 uM) oder Progesteron
(100 nM, P) behandelt. (A) An Tag 6 wurden die Proteine im Western blot auf das FOXO1 Protein analysiert und
densitometrisch ausgewertet. (B) Das FOXO1-Signal jeder Probe wurde mit dem jeweiligen GAPDH-Signal
verrechnet und auf die zugehorigen Kontrollen normiert (Linie = 1). Die Werte zeigen den Median in einem Boxplot
sowie die Einzelwerte der Patientinnen. Die Menge an FOXOL1 Protein stieg nach allen Behandlungen der hESCs
mit 8-Br-cAMP und Forskolin signifikant an. Im Vergleich zu der FOXO1-Transkription konnte jedoch keine
zusétzliche Steigerung durch die kombinierte Behandlung mit MPA erzielt werden. Es wurde ein gepaarter t-Test
durchgefiihrt: * p<0,05 zur unbehandelten Kontrolle / zur jeweiligen L&sungsmittelkontrolle: * p<0,05 zur
unbehandelten Kontrolle/ zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu MPA

Die bisherigen Analysen zeigten somit, dass die Dezidualisierung endometrialer
Stromazellen von Patientinnen mit wie auch ohne Endometriose sowohl durch 8-Br-
CAMP als auch durch Forskolin erfolgreich induziert werden kann. Auffallig war jedoch,
dass die Induktion der funktionellen Dezidualisierung durch Forskolin deutlich
schwacher als die mit 8-Br-cAMP ausfiel. Da es sich bei Forskolin um ein bereits
angewendetes Medikament handelt (Kavitha et al. 2010; Sapio et al. 2017), sollte in
den folgenden Versuchen herausgefunden werden, wie sich die Forskolin-induzierte

Dezidualisierung erhthen lasst. Dementsprechend wurden in den folgenden
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Experimenten dieser Arbeit weitere moégliche Induktoren der Dezidualisierung von

hESCs analysiert, um diese zusammen mit Forskolin einsetzen zu kénnen.

3.4. Einfluss von Liganden des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors und von PDE-Inhibitoren auf die
Dezidualisierung von hESCs von Patientinnen mit und
ohne Endometriose

3.4.1. Analyse des Effektes von hCG und Relaxin auf die
funktionelle Dezidualisierung

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.3 fiihrten zu der Frage, ob auch andere Induktoren die
funktionelle Dezidualisierung der hESCs auslésen kdnnen und ob sich der Effekt von
Forskolin durch diese steigern lassen konnte. Dementsprechend wurden in den
folgenden Experimenten weitere Substanzen zur Induktion der
Differenzierungsreaktion getestet. Es wurde beschrieben, dass sich die
Dezidualisierung von hESCs in vitro auch tber das humane Choriongonadotropin
(hCG) und Relaxin, als Liganden eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors, ausldsen
lasst (Telgmann und Gellersen 1998; Gellersen und Brosens 2003; Bartsch und Ivell
2004). Die Bindung von hCG oder Relaxin an ihren G-Protein-gekoppelten Rezeptor
fuhrt intrazellular zur Aktivierung des G-Proteins, welches wiederum die
Adenylatcyclase aktiviert und somit zum Anstieg des intrazellularen cAMPs beitragt
(Gellersen und Brosens 2003; Tang und Gurpide 1993). Andererseits kann der Erhalt
des intrazellularen cAMP-Spiegels Uber die Hemmung des Abbaus von cAMP durch
Phosphodiesterasen (PDEs) bewirkt werden (Bartsch et al. 2004; Gellersen und
Brosens 2014). Hierzu wurden in den folgenden Versuchen die Phosphodiesterase
(PDE)-Inhibitoren Milrinone und Rolipram eingesetzt. Milrinone gilt dabei als
spezifischer PDE3-Inhibitor, wahrend Rolipram PDE4s spezifisch inhibiert (Azevedo et
al. 2014; Banner und Press 2009),

Es wurden zunéchst die Effekte der Liganden des G-Protein-gekoppelten Rezeptors
(hCG, Relaxin) sowie der PDE-Inhibitoren (Milrinone, Rolipram) alleine und in
Kombination mit dem Progestin MPA hinsichtlich einer funktionelle Dezidualisierung
der hESCs von Patientinnen mit und ohne Endometriose analysiert und mit der
Wirkung des 8-Br-cAMP verglichen. Hierfur wurden die hESCs mit hCG (50 I.E.),
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Relaxin (100 ng/ml), Milrinone (50 uM) oder Rolipram (50 uM) alleine und in
Kombination mit MPA (1 uM) behandelt. An Tag 6 wurde der Uberstand entnommen
und hinsichtlich seines Prolaktingehalts tberprift, um Ruckschlisse auf eine mégliche
funktionelle Dezidualisierung der hESCs zu ziehen (Abbildung 20). Hierbei diente die
zuvor ausgetestete Behandlung der Zellen mit 8-Br-cAMP (0,25 mM) als
Positivkontrolle. Unter Behandlung mit 8-Br-cAMP sezernieren die hESCs deutliche
Mengen an Prolaktin in den Zelluberstand. Es konnten jedoch unter keiner der
Behandlung mit den anderen Substanzen (hCG/Relaxin/Milrinone/Rolipram + MPA)

mittels ELISA Prolaktinmengen im Zelliberstand nachgewiesen werden.

A 10 3 ohne Endometriose (n=3) . B 104 3 ohne Endometriose (n=2)
mm Mit Endometriose (n=3) mm mit Endometriose (n=2)

Prolaktin [ng/mi]
o
n
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Abbildung 20: Analyse der Prolaktinsekretion von hESCs nach Behandlung mit Liganden des G-Protein
gekoppelten Rezeptors und PDE-Inhibitoren + MPA

Die konfluent gewachsenen hESCs wurden mit humanem Choriongonadotropin (hCG, 50 I.E.) (A) und Relaxin
(Rel, 100 ng/ml) (B) als Liganden des G-Protein-gekoppeltem Rezeptor sowie mit den Phosphodiesterase- (PDE)-
Inhibitoren Milrinone (Mi, 50 pM) und Rolipram (Ro, 50 uM) (A) alleine und in Kombination mit MPA (1 pM)
behandelt. An Tag 6 wurden die Zelliberstande mittels ELISAs auf ihren Prolaktin-Gehalt Gberpriuft. Die Daten
zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung des Prolaktingehalts in ng/ml sowie die Einzelwerte von je drei (A)
bzw. zwei (B) Patientinnen ohne (hellgrau) und mit (dunkelgrau) Endometriose. Keine der getesteten Substanzen
fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der Prolaktinkonzentration im Zelllberstand unter Behandlung mit den

Liganden des G-Protein-gekoppeltem Rezeptors oder den PDE-Inhibitoren £ MPA im Vergleich zu den cAMP
behandelten Zellen, die als Positivkontrolle mitgefuihrt wurden. K 2 unbehandelte Kontrolle.

Zur Untersuchung maoglicher synergistischer Effekte der verschiedenen Substanzen
wurden in weiterfihrenden Experimenten die Liganden des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors (hCG, Relaxin) zusammen mit den PDE-Inhibitoren (Milrinone, Rolipram)
eingesetzt. Dariber hinaus wurde der Behandlungsansatz um die zusatzliche Gabe
von Forskolin (10 uM) erweitert, um zu analysieren, ob sich die in Kapitel 3.3 gezeigte
Forskolin-induzierte Dezidualisierung durch die hier zusatzlich applizierten

Substanzen erhohen liel3.
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Humane ESCs von Patientinnen mit und ohne Endometriose wurden hierzu 6 Tage
mit den genannten Substanzen behandelt und anschliel3end wurde der Zelliiberstand
mittels ELISA hinsichtlich seiner Prolaktinkonzentration tberpruft (Abbildung 21). Zur
Kontrolle wurden die Behandlungen der hESCs mit den einzelnen Substanzen hier
auch mitgefuhrt. Im Vergleich zu Abbildung 20 zeigten sich hier geringfligig héhere
Prolaktinkonzentrationen in den Zelliberstadnden nach alleiniger Behandlung mit hCG,
Relaxin, Milrinone und Rolipram. Die kombinierte Behandlung der hESCs mit den
PDE-Inhibitoren Milrinone oder Rolipram und Forskolin flihrte zu einer Steigerung der
Prolaktinsekretion. Dieser Anstieg konnte jedoch durch den Zusatz von hCG oder

Relaxin nicht weiter erhoht werden.

3 ohne Endometriose (n=3)
15— mm mit Endometriose (n=3)

-
o
|

Prolaktin [ng/ml]

)]
|

K hCG Rel Mi Ro F F+Mi FfRo Mi Ro F F+Mi FfRo Mi Ro F  F+Mi F+Ro

hCG Relaxin

Abbildung 21: Effekt von PDE-Inhibitoren und Liganden des G-Protein-gekoppelten Rezeptors auf die
Forskolin-induzierte Dezidualisierung der hESCs

Konfluente Monolayer von hESCs wurden mit Forskolin (F; 10 uM), mit Liganden des G-Protein gekoppelten
Rezeptors hCG (50 I.E.) und Relaxin (Rel; 100 ng/ml) sowie mit den Phosphodiesterase- (PDE)-Inhibitoren
Milrinone (Mi, 50 uM) und Rolipram (Ro, 50 uM) alleine und in Kombination behandelt. Die Prolaktinkonzentration
im Zelliberstand wurde an Tag 6 mittels ELISA ermittelt. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardabweichung
des Prolaktingehalts in ng/ml sowie die Einzelwerte von je drei Patientinnen ohne (hellgrau) und mit (dunkelgrau)
Endometriose. Die alleinigen Behandlungen mit den Substanzen filhrten zu einer geringen Erhéhung der
Prolaktinkonzentrationen im Zelliberstand. Eine Kombination von Forskolin und den PDE-Inhibitoren (Milrinone
oder Rolipram) induziert hingegen einen signifikanten Anstieg der Prolaktinsekretion. Die Kombination dieser
Substanzen mit hCG oder Relaxin hatte keinen zusatzlichen steigernden Effekt auf die Prolaktinsekretion. Es wurde
ein gepaarter t-Test durchgefiihrt: * p<0,05; ** p<0,01 zur unbehandelten Kontrolle (K) / zur jeweiligen
Lésungsmittelkontrolle.
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3.4.2. Untersuchung Dezidualisierung-spezifischer
Transkriptionsfaktoren

Auch fur diese Induktion der funktionellen Dezidualisierung wurden die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen anhand der Expression der
Transkriptionsfaktoren FOXO1, HAND2, CEBPB und STATS naher analysiert. Es
wurden Realtime-PCRs durchgefuhrt, wobei die entsprechenden Behandlungsansatze
auf ihre jeweilige Kontrolle normiert (Linie = 1) wurden. Es zeigte sich, dass die
FOXO1-Transkription bei den Kombinationen von Forskolin plus PDE-Inhibitoren
anstieg (Abbildung 22 A). Hierbei konnte ebenfalls ein positiver Zusammenhang
zwischen der relativen Expression von FOXO1 und der Prolaktinsekretion festgestellt
werden (siehe Abbildung 21). Die zusatzliche Behandlung mit hCG oder Relaxin fiihrte
jedoch zu keiner weiteren Erhdhung der FOXO1-Transkription, trotz steigender
Prolaktinsekretion. Der Transkriptionsfaktor HAND2 zeigte in den Behandlungen mit
Forskolin gesteigerte Werte im Vergleich zu denen ohne Forskolin, wobei die
Kombinationen mit den PDE-Inhibitoren keinen weiteren Einfluss hatten (Abbildung 22
B). Ebenso wie auch schon flir die Transkription von FOXO1 zu beobachten, fuhrte die
zusatzliche Behandlung mit hCG oder Relaxin zu keinem Anstieg der HAND2-
Transkription. Die Transkriptionsfaktoren CEBPB (Abbildung 22 C) und STAT5
(Abbildung 22 D) reagierten ebenfalls bei den Behandlungen mit Forskolin plus PDE-
Inhibitoren mit einer tendenziell erhéhten Transkription und auch hier hatten hCG oder
Relaxin keine weiteren Auswirkungen auf die Transkriptionsmenge. Insgesamt zeigten
sich weniger deutliche Effekte auf die Transkription von HAND2, CEBP und STAT5
im Vergleich zu FOXO1. Eine Aussage bezlglich Unterschiede von hESCs von
Patientinnen mit und ohne Endometriose kann nicht eindeutig getroffen werden, da

zum Tell starke inter-individuelle Streuungen vorlagen.
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Abbildung 22: Expression Dezidualisierungs-assoziierter Transkriptionsfaktoren in hESCs nach
Behandlung mit Liganden des G-Protein-gekoppelten Rezeptors und PDE-Inhibitoren in Kombination mit
Forskolin
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Konfluente hESCs wurden mit humanem Choriongonadotropin (hCG; 50 I.E.) und Relaxin (Rel; 100 ng/ml) sowie
mit den Phosphodiesterase- (PDE)-Inhibitoren Milrinone (Mi; 50 uM) und Rolipram (Ro; 50 uM) alleine und in
Kombination mit Forskolin (F; 10 uM) tber 6 Tage behandelt. Es wurde eine Realtime-PCR durchgefihrt und die
relative Expression in den Behandlungsansatzen auf ihre jeweilige Kontrolle normiert (Linie = 1). Die Grafik zeigt
die Mittelwerte mit der Standardabweichung sowie die Einzelwerte von je drei Patientinnen ohne (hellgrau) und mit
(dunkelgrau) Endometriose. Die FOXO1- (A) und HAND2- (B) Transkription wurde in allen Kombinationen mit
Forskolin erhoht. Die kombinierte Behandlung mit PDE-Inhibitoren fiihrte zu einem weiteren Anstieg der
Transkription von FOXO1, nicht aber der von HAND2. Weder durch hCG noch durch Relaxin konnte fur beide Gene
eine zusatzliche Erhdhung der Transkription verzeichnet werden. Sowohl CEBP (C) als auch STAT5 (D) zeigten
tendenzielle Transkriptionserh6hungen mit Forskolin plus PDE-Inhibitoren, wobei hCG oder Relaxin auch hier
keinen weiteren Einfluss hatten.

Insgesamt zeigte sich, dass durch die Inkubation der hESCs mit dem
Adenylatcyclaseaktivator Forskolin die Prolaktinsekretion gesteigert werden konnte,
welche aber weder durch hCG noch durch Relaxin weiter erhéht wurde. Somit fiihrte
das zusatzliche Ansteuern der Adenylatcyclase Uber den G-Protein-gekoppelten
Rezeptor zu keinem weiteren Einfluss auf die Prolaktinsekretion von hESCs. Auf
transkriptioneller Ebene zeigten die Dezidualisierungs-assoziierten
Transkriptionsfaktoren ein den Ergebnissen fir die Prolaktinmessungen &hnliches
Bild. In Behandlungsansatzen, in denen eine gesteigerte Prolaktinsekretion gemessen
werden konnte, wurden auch eine gesteigerte Transkription von FOXO1, HAND2 und
CEBPR beobachtet, die fur FOXO1 am deutlichsten war. Die Forskolinwirkung konnte

zudem deutlich durch die Verwendung von PDE-Inhibitoren gesteigert werden.

3.5. Effekt von PDE-Inhibitoren auf die Forskolin-induzierte
Dezidualisierung

3.5.1. Funktionelle Dezidualisierung durch die Kombination
von Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA

Die intrazellulare cAMP-Konzentration wird durch Adenylatcyclasen (Synthese) und
Phosphodiesterasen (Abbau) reguliert (Gellersen und Brosens 2014). PDE-Inhibitoren
hemmen die Phosphodiesterasen in der Zelle, sodass der Abbau von cAMP verhindert
und somit das intrazellulare cAMP-Level stabilisiert wird. Wie in Kapitel 3.3 gezeigt,
kann Forskolin in Kombination mit MPA die Prolaktinsekretion erhéhen, jedoch in
geringerem Mal3e als die Kombination von 8-Br-cAMP mit MPA. Dartber hinaus liel3
sich die Wirkung von Forskolin durch Einsatz von PDE-Inhibitoren (Milrinone,
Rolipram) verstéarken, jedoch nicht unter Verwendung von Liganden des G-Protein-

gekoppelten Rezeptors (hCG, Relaxin). Zur Untersuchung weiterer synergistischer
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Effekte von Forskolin und PDE-Inhibitoren wurde in einem groéf3eren Versuchsansatz

die Wirkung einer zusatzlichen Behandlung mit dem Progestin MPA analysiert.

Hierzu wurden die hESCs 6 Tage mit Forskolin (10 uM), Milrinone (50 uM), Rolipram
(50 uM) und MPA (1 uM) alleine und in Kombination behandelt. Der Zelluberstand
wurde im ELISA hinsichtlich der Prolaktinkonzentration untersucht und die Ergebnisse
im Boxplot mit Median und den Einzelwerten jeder Patientin graphisch dargestellt
(Abbildung 23). Die alleinigen Behandlungen sowohl mit Forskolin als auch mit
Milrinone und Rolipram fihrten zu einer leicht, aber dennoch signifikanten
Steigerungen der Prolaktinsekretion. Wie zuvor bereits gezeigt, wurde die Forskolin-
induzierte Prolaktinsekretion durch die Kombination mit MPA zusatzlich erhoht,
wahrend der Effekt der PDE-Inhibitoren auf die Prolaktinsekretion durch die MPA-
Gabe gehemmt wurde. Die bereits zuvor gezeigte signifikante Verstarkung der
Forskolin-induzierten Dezidualisierung durch PDE-Inhibitoren wurde durch MPA noch
weiter erhoht. In diesen Ansétzen war dieser Anstieg fur den PDE-Inhibitor Rolipram
hoher als fir Milrinone. Interessanterweise reagierten die hESCs der
Endometriosepatientinnen bei den Kombinationsbehandlungen mit Forskolin, PDE-
Inhibitoren und MPA in allen Versuchsgruppen tendenziell starkeren
Prolaktinsekretion im Vergleich zu den hESCs von Patientinnen ohne Endometriose.
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Abbildung 23: Synergistischer Effekt von PDE-Inhibitoren und MPA auf die Forskolin-induzierte
Dezidualisierung von hESCs

Konfluente Monolayer von hESCs wurden mit Forskolin (10 uM) und den Phosphodiesterase- (PDE)-Inhibitoren
Milrinone (50 pM) oder Rolipram (50 uM) sowie MPA (1 pM) alleine (-) und in Kombination behandelt. AnschlieRend
wurde die Konzentration von Prolaktin im Zelliberstand mittels ELISAs an Tag 6 ermittelt. Angezeigt wird der
Median des Prolaktingehalts in ng/ml in einem Boxplot sowie die Einzelwerte fur funf Patientinnen ohne (hellgrau)
und mit (dunkelgrau) Endometriose. Es zeigten sich geringe, aber dennoch signifikant erhdéhte Prolaktinwerte im
Zelliberstand der hESCs nach alleiniger Forskolin-, Milrinone- oder Rolipram-Behandlung. Durch die Zugabe von
MPA wurden diese in Forskolin-behandelten hESCs weiter erhéht, wahrend MPA in Kombination mit den PDE-
Inhibitoren eine hemmende Wirkung auf die Prolaktinsekretion hatte. Die Forskolin-induzierte Dezidualisierung in
hESCs wurde in der Kombination mit den PDE-Inhibitoren signifikant erhéht und durch die zusétzliche Behandlung
mit MPA weiter gesteigert. Dieser Anstieg war fur die Kombinationen mit Rolipram starker als fur die mit Milrinone.
Die hESCs von Patientinnen mit Endometriose wiesen tendenziell hdhere Prolaktinkonzentrationen im
Zelluberstand auf als das Kollektiv ohne Endometriose. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefiihrt: * p<0,05; **
p<0,01 zur unbehandelten Kontrolle (K) / zur jeweiligen Lésungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu MPA,; b) zu Forskolin;
c) zu Forskolin+tMPA; d) zu Milrinone; e) zu Milrinone+MPA; f) zu Rolipram; g) Rolipram+MPA; h) zu
Forskolin+Milrinone; i) zu Forskolin+Rolipram

3.5.2. Analyse Dezidualisierungs-spezifischer Marker nach
kombinierter Behandlung mit Forskolin, PDE-Inhibitoren
und MPA

In den Kapiteln zuvor wurde bereits herausgestellt, dass die Transkription der am
Prozess der Dezidualisierung beteiligten Transkriptionsfaktoren FOXO1, HAND2,
CEBP und STATS unter der Dezidualisierungsinduktion erhdéht werden. Daher wurde
im Folgenden der Einfluss der oben beschriebenen Kombinationsbehandlungen auf
das Transkriptlevel dieser Faktoren in den hESCs untersucht. Dartiber hinaus wurde

der Transkriptionsfaktor CREB1 (CAMP response element (CRE)-binding protein)
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sowie die Kinase AKT1 (Serin/Threonin Kinase 1) zusatzlich in die Untersuchungen
einbezogen. Bei CREB1 handelt es sich um einen Faktor, der ebenfalls Uber den
cAMP-Signalweg aktiviert wird und zusammen mit CEBPJ in Promotorregionen von
Zielgenen wirken kann (Gellersen und Brosens 2014). AKT1 hingegen kann
hemmenden Einfluss auf FOXO1 und seine Translokation aus dem Zellkern haben

(Gellersen und Brosens 2003).

In Abbildung 24 sind die relativen mRNA-Expressionen der genannten Faktoren nach
durchgefiihrten Realtime-PCRs dargestellt. Die entsprechenden Behandlungsansétze
wurden auf ihre jeweilige Kontrolle normiert (Linie = 1) und im Boxplot mit Median und
den Einzelwerten fiur die hESCs der Patientinnen angegeben. Die zuvor bereits
gezeigte signifikante Steigerung der FOXO1-Transkription nach alleiniger Forskolin-
Behandlung sowie in Kombination mit MPA (vgl. Abbildung 18) konnte auch hier in der
grofReren Kohorte bestatigt werden (Abbildung 24 A). Dieser Anstieg korrespondierte
auch hier zu dem in diesem Versuch induzierten Prolaktinlevel (vgl. Abbildung 23). Die
alleinigen Behandlungsansatzen mit Milrinone oder Rolipram fihrten auch in dieser
Versuchsreihe nicht zu einem Anstieg der FOXO1-Transkription, wohingegen die
Kombination dieser beiden PDE-Inhibitoren mit Forskolin eine signifikante Erh6hung
von FOXO1 mRNA in den hESCs induzierte, welche nochmals deutlich durch die
Zugabe von MPA gesteigert wurde (Abbildung 24 A). Hierbei wiesen die Ansatze mit
Rolipram tendenziell héhere Werte im Vergleich zu denen mit Milrinone auf. Die
hESCs der Patientinnen mit Endometriose reagieren hierbei tendenziell mit einer
schwéacheren FOXO1-Transkription als das Kontrollkollektiv.

Die Transkription von HAND2 wurde in allen Behandlungsanséatze ohne MPA etwa
gleich stark exprimiert mit Ausnahme der alleinigen Milrinone-Behandlung (Abbildung
24 B). Milrinone alleine fuhrte nicht zum Anstieg der HAND2-Expression, obwonhl
hierbei ein signifikanter Anstieg der Prolaktinsekretion zu verzeichnen war (Abbildung
23). Tendenziell wiesen alle Behandlungsansatze mit MPA signifikant hohere Werte
fur die HAND2-Transkription auf, wobei kein zusatzlicher Effekt in den Kombinationen
von Forskolin mit den PDE-Inhibitoren auftrat (Abbildung 24 B).

Der Transkriptionsfaktor CEBPB wurde tendenziell in den Kombinationen mit MPA, mit
Ausnahme von Rolipram plus MPA, héher exprimiert (Abbildung 24 C). Die CEBP(3-
Transkription wurde durch die Behandlung mit Forskolin und den PDE-Inhibitoren
gesteigert, was durch die zusatzliche Gabe von MPA noch weiter erhdht wurde. Somit

zeigte sich in aller Substanzanséatzen ein &hnliches Transkriptionsmuster wie fiur
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FOXO1, was ebenfalls zur Prolaktinsekretion der hESCs flr diese Substanzansatze

korrespondierte.

Die Transkription von STAT5 wurde in den alleinigen Behandlungsansatzen mit MPA
und Milrinone sowie mit Rolipram plus MPA behandelten hESCs gehemmt (Abbildung
24 D). Die Expressionswerte lagen hierbei unterhalb der Kontrollen (Linie =1).
Allerdings fuhrte die Zugabe von MPA in den Milrinone-behandelten hESCs, &hnlich
wie die alleinige Forskolin-Behandlung, zu einem schwachen Anstieg der STAT5-
Transkription. Interessanterweise zeigte sich durch eine alleinige Rolipram-
Behandlung eine gesteigerte Transkription von STATS5, welche sogar hoher war als
die durch die Kombination von Forskolin mit Rolipram induzierte Transkription. Jedoch
konnte in den Ansatzen mit Forskolin und Rolipram durch den Zusatz von MPA eine
gesteigerte Erhdhung der relativen STAT5-Transkription erreicht werden. Auch in der
Kombination von Forskolin mit Milrinone wurde durch MPA ein Anstieg der STAT5-
Transkription bewirkt. Somit wurde auch fir den Transkriptionsfaktor STATS ein
verstarkender Einfluss des MPAs auf die Induktion der Transkription nach Behandlung

mit Forskolin und PDE-Inhibitoren erzielt.

In Bezug auf die Transkription von CREB1 zeigten sich insgesamt geringere
Auswirkungen (Abbildung 24 E). Es konnte aber ein signifikanter Anstieg der CREB1-
Transkription nach alleiniger Behandlung mit Forskolin in den hESCs von Patientinnen
ohne Endometriose sowie nach Behandlung mit Forskolin und Rolipram = MPA in den
hESCs von Patientinnen mit Endometriose verzeichnet werden. Die Inkubation der
hESCs mit der Kombination von Forskolin, Rolipram und MPA fiihrte in den Zellen der
Patientinnen ohne Endometriose zu hoheren Werten als die entsprechende
Behandlung ohne MPA.

Die Transkription von AKT1 wurde durch die kombinierte Behandlung der hESCs mit
Forskolin und PDE-Inhibitoren gehemmt (Abbildung 24 F). Die zusatzliche
Behandlung mit MPA hob jedoch den hemmenden Effekt von Forskolin plus PDE-
Inhibitor wieder auf, wahrend eine alleinige MPA-Behandlung keinen Anstieg der

AKT1-Transkription zeigte.
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Abbildung 24: Relative Expression von Transkriptionsfaktoren nach Induktion der Dezidualisierung von
hESCs mit Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA

Konfluente Monolayer von hESCs wurden 6 Tage mit Forskolin (10 uM) und den Phosphodiesterase- (PDE)-
Inhibitoren Milrinone (50 uM) oder Rolipram (50 uM) sowie MPA (1 uM) alleine (-) und in Kombination behandelt.
Es wurden Realtime-PCRs durchgefihrt und die Behandlungsansatze auf ihre jeweilige Kontrolle normiert
(Linie = 1). Dargestellt wurde der Median im Boxplot mit den zugehdrigen Einzelwerten der Patientinnen ohne
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(hellgrau) und mit (dunkelgrau) Endometriose. (A) Die FOXO1-Transkription steigt signifikant in allen
Behandlungsansatzen mit MPA an. Dabei lie3 sich eine starkere Transkriptionsinduktion von FOXO1 in der
kombinierten Behandlung mit Forskolin und PDE-Inhibitoren verzeichnen, welche durch die zusétzliche Inkubation
mit MPA weiter erhéht wurden. Diese waren fiir die hESCs von Patientinnen ohne Endometriose im Vergleich zu
der Kohorte mit Endometriose héher. Rolipram zeigte hierbei eine starkere Erhéhung der FOXO1-Transkription als
Milrinone. (B) Die Transkription von HAND2 war in allen Ansatzen mit MPA erhéht, wobei sich jedoch keine
zuséatzliche Steigerung in den Kombinationen von Forskolin und PDE-Inhibitoren beobachten lie3en. (C) CEBPf
war in den Behandlungsanséatzen mit Forskolin und PDE-Inhibitoren erhdht, was durch die zusatzliche Gabe von
MPA gesteigert wurde. (D) Der Transkriptionsfaktor STAT5 wurde in den alleinigen Behandlungen mit MPA,
Milrinone sowie Rolipram plus MPA gehemmt. Die Zugabe von MPA fiihrte in Milrinone behandelten hESCs zu
einem Anstieg der STAT5-Transkription. Eine Inkubation mit Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA fiihrte zu einer
gesteigerten Transkription von STAT5. (E) Die Transkription von CREB1 zeigte in fast allen Behandlungen ein
ahnliches Level, konnte aber durch Forskolin, Rolipram und MPA in hESCs von Patientinnen ohne Endometriose
gesteigert werden. (F) Auch die AKT1-Transkription wies in einigen Behandlungsanséatzen niedrigere Level im
Vergleich zu den Kontrollen auf. Durch die Inkubation mit MPA wurde in den Ansatzen mit Forskolin plus PDE-
Inhibitoren ein Anstieg des AKT1-Transkriptlevels erwirkt. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefuhrt: ** p<0,01
zur unbehandelten Kontrolle/ zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle; *p<0,05 a) zu MPA b) Forskolin; c) Milrinone;
d) Milrinone+MPA; e) Rolipram, f) Rolipram+MPA; g) Forskolin+Milrinone; h)  Forskolin+Rolipram;
i) Forskolin+Milrinone+MPA.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Forskolin-induzierte Dezidualisierung von
hESCs sowohl von Patientinnen mit als auch ohne Endometriose durch die
gleichzeitige Gabe von PDE-Inhibitoren gesteigert und durch MPA nochmals erhdht
werden kann. Von den untersuchten Transkriptionsfaktoren zeigte FOXOL1 hierbei die
starkste Korrelation zur gemessenen Prolaktinmenge und damit dem gemessenen
Ausmal} der Dezidualisierungsreaktion. Dies wurde im Folgenden mittels Western
blot-Analyse auf Proteinebene validiert (Abbildung 25 A). Die Western blots wurden
densitometrisch ausgewertet und das FOXO1-Signal jeder Probe auf ihre jeweilige
Kontrolle normiert (Linie = 1). Die Ergebnisse wurden als Bloxplot mit Median und den
Einzelwerten der Patientinnen mit und ohne Endometriose aufgetragen (Abbildung 25
B). Es ist zu erkennen, dass die Expression von FOXO1 nach alleiniger Behandlung
mit MPA und Forskolin anstieg. Durch die Kombination von Forskolin und MPA wurde
die Expression von FOXO1 in den hESCs von Patientinnen ohne Endometriose
erhoht. Die Inkubation der hESCs mit Milrinone oder Rolipram in Kombination mit MPA
fuhrte ebenfalls zur Erh6hung der FOXO1-Expression. Damit zeigte sich auf
transkriptioneller sowie translationaler Ebene ein ahnlicher Effekt (vgl. Abbildung
24 A). Nach Inkubation von Forskolin mit den PDE-Inhibitoren war eine erhohte
FOXO1-Expression erkennbar, diese konnte jedoch nicht, wie bei der Transkription
von FOXO1, durch die zusatzliche Gabe von MPA gesteigert werden. Im Falle der
Kombination von Forskolin und Rolipram wurden sogar hohere Proteinwerte ermittelt
als in der Kombination mit MPA. Es zeigte sich somit, dass das FOXO1-Proteinlevel
durch MPA weniger beeinflusst wurde als die FOXO1-Transkription.
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Abbildung 25: Western blot fur das FOXO1 Protein nach kombinierter Behandlung der hESCs mit Forskolin,
PDE-Inhibitoren und MPA

Die konfluenten hESCs wurden mit Forskolin (10 uM), den Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitoren Milrinone (50 pM)
und Rolipram (50 uM) sowie mit den Progestin MPA (1 uM) 6 Tage behandelt. AnschlieRend wurde eine Western
blot-Analyse durchgefiihrt. (A) Représentativer Western blot einer Patientin ohne Endometriose gezeigt. (B) Der
Western Blot wurde densitometrisch ausgewertet und das FOXO1-Signal jeder Probe wurde auf die zugehorige
Kontrolle normiert (Linie = 1). Die Werte zeigen den Median in einem Boxplot sowie die Einzelwerte fur funf
Patientinnen ohne (hellgrau) und mit (dunkelgrau) Endometriose. Es zeigte sich ein Anstieg des FOXO1 Proteins
nach Behandlung der hESCs mit Forskolin, Milrinone oder Rolipram plus MPA. Die gleichzeitige Inkubation mit
Forskolin und den PDE-Inhibitoren flhrte zu einem Anstieg der FOXO1 Proteinmenge, jedoch konnte keine
zusétzliche Steigerung durch MPA bewirkt werden. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefuhrt: ** p<0,01 zur

unbehandelten Kontrolle (K)/ zur jeweiligen Lésungsmittelkontrolle; p<0,05 a) zu Forskolin; b) zu Rolipram; ¢) zu
Rolipram+MPA.

Aus der Literatur ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor FOXO1 mit einer Reihe
anderer Faktoren wie z.B. AKT1 interagieren kann und ein Zielprotein von AKT1
darstellt (Gellersen und Brosens 2003). AKT1 agiert als Serin/Threonin-Kinase und
phosphoryliert Gber den PI3K/AKT1-Signalweg u.a. FOXO1, das drei mutmalliche
Phosphorylierungsstellen (T24, S256, S319) fur AKT1 aufweist, wobei diese
Phosphorylierungen Bindestellen fur das 14-3-3 Chaperonprotein generieren. Dies
wiederrum fuhrt zu einer Translokation von FOXO1 aus dem Zellkern und somit zu
dessen Inaktivierung (Brosens und Gellersen 2006; Joshi et al. 2020). Um zu
Uberprifen, ob FOXO1 unter der steigenden Dezidualisierungsinduktion in den

Forskolin £ Milrinone/Rolipram = MPA behandelten hESCs auch eine steigende
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inaktivierende Phosphorylierung aufweist, wurden Western blots fir die
Phosphorylierung T24 durchgefihrt. Parallel wurde die AKT1-Expression sowie die
Phosphorylierung dieser Kinase in den unterschiedlich behandelten hESCs Uberprtift.
Die densitometrische Auswertung wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt, wobeli
die Werte fur das phosphorylierte FOXO1 auf das jeweilige GAPDH-Signal der Probe
normiert wurde. In Abbildung 26 A ist fur jedes der untersuchten Proteine ein
reprasentativer Western blot einer Patientin ohne Endometriose dargestellt, Abbildung
26 B, C und D zeigen die Ergebnisse der quantitativen Auswertungen aller
Patientinnen. Die Expression von phosphoryliertem FOXO1 (Abbildung 26 B) zeigte
einen geringen Anstieg in den alleinigen Behandlungen mit Forskolin, Milrinone oder
Rolipram. In den jeweiligen Kombinationen mit MPA konnte hingegen eine Erh6hung
von phosphoryliertem FOXO1 gemessen werden. Im Vergleich mit der FOXO1-
Expression in diesen Ansatzen (Abbildung 25 B) wurde gezeigt, dass mit steigender
FOXO1-Expression auch mehr phosphoryliertes FOXO1 nachgewiesen werden kann.
Dem gegenuber steht, dass das phosphorylierte FOXO1l in den gesamten
Substanzkombinationen aus Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA nicht zusétzlich
anstieg. Hier wurden ahnliche Werte ohne oder mit MPA ermittelt (Abbildung 26 B).
Das konnte bereits fur die FOXO1-Expression ermittelt werden (vgl. Abbildung 25 B)
und spiegelt sich hier auch in der phosphorylierten Form des FOXO1 wider.

Fur das AKT1 Protein zeigte sich fur die hESCs der Patientinnen ohne Endometriose
eine deutliche Erhéhung durch die Behandlung mit dem PDE-Inhibitor Rolipram,
jedoch nicht mit Milrinone (Abbildung 26 C). Diese wurde durch die gleichzeitige Gabe
von MPA leicht gesteigert. Im Vergleich zu der ermittelten AKT1-Transkription in
diesen Behandlungsansatzen wurde hier ein gegensatzliches Bild deutlich. Forskolin
alleine oder in Kombinationen mit den anderen Testsubstanzen hatte keinen Effekt auf
die Expression des AKT1 Proteins, wahrend durch die Zugabe von MPA die AKT1-
Transkription gesteigert wurde (vgl. Abbildung 24 F). Auch fur den phosphorylierten
Nachweis von AKT1 konnten nur fur einzelne Ansatze erhdhte Werte gemessen
werden (Abbildung 26 D). Es lieRen sich keine eindeutigen Korrelationen mit der
Expression des nicht-phosphorylierten AKT1 Proteins erkennen. Ein Zusammenhang
zwischen dem phosphorylierten FOXO1 Protein und dem phosphorylierten wie auch

nicht-phosphorylierten AKT1 Protein war nicht zu erkennen.
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Abbildung 26: Quantifizierung des AKT1 Proteins sowie des Phosphorylierungsstatus von FOXO1 und
AKT1 nach Behandlung mit Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA

Konfluente Monolayer aus hESCs wurden 6 Tage mit Forskolin (10 uM), Milrinone oder Rolipram (50 pM) und MPA
(1 uM) alleine und in Kombination behandelt. Die Western blot-Analyse wurde densitometrisch ausgewertet, wobei
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das phosphorylierte P-FOXO1 T24-Signal jeder Probe nur auf das jeweilige GAPDH-Signal normiert wurde und als
Ratio dargestellt ist, da P-FOXO1 T24 in den jeweiligen Kontrollansétzen nicht als Referenz zur Verfigung stand.
Fir das AKT1- sowie P-AKT1-Signal wurde jede Probe auf die zugehdrige Kontrolle normiert (Linie = 1). (A)
Repréasentativ sind die Western blots der Zelllysate einer Patientin ohne Endometriose gezeigt. Die Werte fiir die
untersuchten Proteine werden in einem Boxplot mit Median sowie den Einzelwerten fiir finf Patientinnen ohne
(hellgrau) und mit (dunkelgrau) Endometriose dargestellt. (B) Die Expression von P-FOXO1 zeigte fir die alleinigen
Behandlungen mit Forskolin, Milrinone oder Rolipram einen leichten Anstieg, welcher durch die zusatzliche
Inkubation mit MPA erhdht wurde. In den Kombinationen von Forskolin mit allen Testsubstanzen konnten keine
gesteigerte P-FOXO1-Expression durch die Kombination mit MPA ermittelt werden. (C) Fur die Expression von
AKT1 konnten erhdhte Werte nach Behandlung mit Rolipram fiir hESCs von Patientinnen ohne Endometriose
verzeichnet werden, die durch MPA geringfligig erhéht wurden. Die Substanzkombinationen mit Forskolin wiesen
hingegen keine nennenswerten Steigerungen der AKT1-Expression auf. (D) Es konnten keine Parallelen zwischen
dem phosphorylierten P-AKT1-Signal und der Expression von AKT1 sowie der Phosphorylierung von FOXO1
ermittelt werden.

Es kann festgehalten werden, dass die funktionelle Dezidualisierung der hESCs mit
einem Anstieg der FOXO1-Transkription einhergeht. Die durch Forskolin und PDE-
Inhibitoren induzierte transkriptionelle Erhéhung wurde durch die gleichzeitige Gabe
von MPA zusatzlich gesteigert. In allen Behandlungsansatzen konnte in einer etwa
gleichen Menge phosphoryliertes FOXO1 nachgewiesen werden. Einen eindeutigen
Zusammenhang des Levels an phosphoryliertem FOXO1 Protein mit der AKT1-
Expression bzw. mit dem phosphorylierten Status von AKT1 war nicht zu erkennen.
Es zeigte sich, dass FOXO1 unter der steigenden Dezidualisierungsinduktion mittels
Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA zu dem gemessenen Zeitpunkt noch keine

gesteigerte inaktivierende Phosphorylierung aufwies.

3.5.3. Analyse des Phosphodiesterasestatus in den hESCs
nach Forskolin-induzierter Dezidualisierung

Im Folgenden wurden die Auswirkung der unterschiedlichen Behandlungen mit den
PDE-Inhibitoren auf den transkriptionellen Status verschiedener Isoformen von PDE3
bzw. PDE4 in den hESCs Uberprift. Die relative Expression von PDE3A stieg nur bei
Kombination von Forskolin mit Rolipram und MPA in hESCs von Patientinnen ohne
Endometriose signifikant an, nicht aber bei der Behandlung mit den jeweiligen
Substanzen allein. Hierbei zeigte sich kein Einfluss von MPA (Abbildung 27 A). Die
Kombination von Forskolin und Rolipram sowie der Zusatz mit MPA fiihrten zu einer
signifikanten Steigerung der Expression der Isoform PDE3B. Hierbei zeigte die
Kombination mit MPA eine zusétzliche Erhéhung der PDE3B-Transkription fur die
Kohorte ohne Endometriose. Ebenfalls wurde eine signifikante Erhéhung durch die
Kombination von Forskolin und Milrinone fiir die Patientinnen ohne Endometriose im

Vergleich zu den Kontrollen gemessen (Abbildung 27 B).
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Im Hinblick auf die unterschiedlichen untersuchten PDE4-Isoformen zeigte sich flr
PDEA4A ein sehr heterogenes Bild, wobei die Kombinationsbehandlungen mit Forskolin
und einem PDE-Inhibitor eher zu einer Reduktion der Transkription dieser PDE4-
Isoform fuhrten (Abbildung 27 C). Im Gegensatz hierzu konnte eine deutliche
Erh6hung der Isoformen PDE4B (Abbildung 27 D) und PDE4D (Abbildung 27 E) nach
Behandlung der hESCs mit Forskolin festgestellt werden, die sich nach Zugabe der
PDE-Inhibitoren tendenziell steigerte. Dabei konnte ein erhéhender Einfluss von MPA
in der Kombination mit Rolipram fir hESCs von Patientinnen ohne Endometriose fur
beide Isoformen beobachtet werden. Zusatzlich konnte ein Anstieg der PDE4B-
Transkription durch die Behandlung mit den PDE-Inhibitoren allein beobachtet werden,
wobei hier ein hemmender Effekt bei gleichzeitiger Gabe von MPA zu erkennen war
(Abbildung 27 D).
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Abbildung 27: Effekt der Behandlung von hESCs mit Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA alleine oder in
Kombination auf die Transkription unterschiedlicher Isoformen von PDE3 und PDE4

Die Transkription der Phosphodiesterasen (PDE) 3 und 4 und deren Isoformen in den behandelten hESCs wurde
mittels Realtime-PCR uberpruft (Forskolin 10 uM, PDE3-Inhibitor Milrinone 50 pM, PDE4-Inhibitor Rolipram 50 pyM,
MPA 1 pM). Die einzelnen Behandlungsanséatze wurden auf ihre jeweilige Kontrolle normiert (Linie = 1) und im
Boxplot mit Median fiir hESCs von Patientinnen ohne (hellgrau) und mit (dunkelgrau) Endometriose dargestellt.
(A) Die Transkription von PDE3A stieg nur in der kombinierten Behandlung von Forskolin, Rolipram £ MPA, jedoch
nicht mit den jeweiligen Substanzen alleine. (B) Die PDE3B-Transkription zeigte signifikante Anstiege nach
Behandlung der hESCs mit Forskolin und Rolipram sowie mit MPA fur beide Patientinnenkollektive. MPA hatte
hierbei einen erhéhenden Einfluss. (C) PDE4A zeigte ein heterogenes Bild der Transkription. Eine
Kombinationsbehandlung mit Forskolin und einem PDE-Inhibitor flhrte hier eher zu einer Reduktion. Die
Transkription von (D) PDE4B und (E) PDE4D wies deutliche Erhdhungen nach Behandlung der hESCs mit
Forskolin auf, die tendenziell durch die Zugabe der PDE-Inhibitoren und MPA gesteigert werden konnte. Hierbei
lieR sich fir beide Isoformen ein positiver Einfluss von MPA in Forskolin und Rolipram behandelten hESCs
erkennen, wahrend die Behandlungen mit PDE-Inhibitoren und MPA eher hemmenden Einfluss auf die PDE4B-
Transkription zeigten. Es wurde ein gepaarter t-Test durchgefiihrt: * p<0,05; ** p<0,01 zur unbehandelten Kontrolle/
zur jeweiligen Losungsmittelkontrolle; p<0,05 zu a) zu MPA; b) zu Forskolin; c) zu Forskolin+MPA,; d) zu Milrinone;
e) zu Milrinone+MPA; f) zu Rolipram; g) Rolipram+MPA; h) zu Forksolin+Milrinone; i) zu Forskolin+Rolipram;
j) Forksolin+Milrinone+MPA.
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Es zeigte sich somit parallel zu einer gesteigerten Induktion der Dezidualisierung ein
Anstieg einiger PDE-Isoformen in den hESCs nach Behandlung mit Forskolin alleine
und in starkerem Mal3e noch nach der Kombinationsbehandlung von Forskolin jeweils
mit den beiden PDE-Inhibitoren. Somit scheinen die Zellen gegen die dauerhafte

Aufrechterhaltung eines cAMP-Signals gegenzusteuern.

Es konnte in den oben dargestellten in vitro Versuchen gezeigt werden, dass die
Forskolin-induzierte Dezidualisierung unter Zugabe von PDE-Inhibitoren gesteigert
und durch die gleichzeitige Gabe des Progestins MPA noch verstarkt werden kann.
Hierbei zeigte die vergleichende Analyse des PDE3-Inhibitors Milrinone mit dem PDE4
Inhibitor Rolipram vor allem in der Kombination mit MPA einen tendenziell starkeren
Effekt von Rolipram auf die funktionelle Dezidualisierung der hESCs sowie auch auf
die Transkription einiger beteiligter Transkriptionsfaktoren und die Expression des
FOXO1-Proteins.
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3.6. Validierung der in vitro Ergebnisse in einem
humanisierten Endometriose Mausmodell in vivo

Da in vitro Experimente nie die komplexe in vivo Situation nachbilden kénnen, wurde
die in vitro nachgewiesene Steigerung der Forskolinwirkung durch den PDE-Inhibitor
Rolipram in Kombination mit dem Progestin MPA in vivo in einem etablierten
humanisierten Endometriose Mausmodell tGberprift. Hierzu wurde eutopes humanes
Endometriumgewebe  verschiedener Patientinnen in die Peritonealhdhle
immundefizienter Mause transplantiert und diese dann mit den Substanzen bzw.
Substanzkombinationen behandelt, um deren Auswirkung auf die ektopen

endometrialen Lasionen zu analysieren.

3.6.1. Analyse des eutopen Endometriums

Das humane eutope Endometrium fir diese Versuche wurde anamnestisch aus der
Sekretionsphase entnommen und die Zyklusphase anhand der Histomorphologie an
HE-gefarbten Schnitten und des Proliferationsstatus mittels Ki67-Farbung verifiziert.
Die HE-gefarbten Schnitte aller vier Patientinnen zeigten Epithel und Stroma. In allen
Fallen zeigten sich sezernierende Driisenanschnitte, die durch die charakteristische
Sageblattstruktur mit erweitertem Lumen und Sekretansammlungen auffielen. Das
Stroma zeigte sich 6dematts aufgelockert (Abbildung 28 A-D). Die bei einer Patientin
(Abbildung 28 D) noch vorhandenen dichteren Stromabereiche wiesen auf eine etwas
frihere Sekretionsphase hin. Auch die nur vereinzelt Ki-67-positiven Zellen im Stroma

und Epithel bestétigten das Vorliegen der Sekretionsphase (Abbildung 28 E-H).

Fur alle in vivo verwendeten endometrialen Gewebe konnte somit die anamnestisch

erhobene sekretorische Zyklusphase histologisch bestatigt werden.
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&

Abbildung 28: Histologische Untersuchung der in den in vivo Versuchen eingesetzten eutopen humanen
Endometriumgewebe

Die verwendeten humanen endometrialen Gewebe (208, 213, 215, 218) wurden vor der Transplantation in die
Nacktméause histomorphologisch nach Hamatoxylin und Eosin (HE)-Farbung (A-D) sowie nach Anti-Ki-67-Detektion
(E-H) an Paraffinschnitten analysiert. (A-D) Der sekretorische Phéanotyp ist durch eine ausgepragte
Sageblattstruktur der Driisen, der Sekretansammlung im Drisenlumen und einer Auflockerung des Stromas sowie
(E-H) einer sehr geringen Anzahl Ki-67-positiver Zellen (Pfeile) und damit einer geringen Proliferationsrate
charakterisiert. Das Endometriumgewebe 215 (C) zeigte zudem Driisenepithelzellen mit randstandigen Vakuolen,
die ebenfalls ein typisches Merkmal dieser Phase sind und schon auf eine etwas fortgeschrittenere
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Sekretionsphase hinweisen. S 2 Stroma, DE 2 Driusenepithel, DL £ Drisenlumen, Se = Sekret, Mal3stab 2=
100 pm.

Wie zuvor fur die Ausgangsgewebe der in vitro Versuche wurde auch in diesen fur die
in vivo Versuche eingesetzten nativen Endometriumgeweben der Status der
Steroidhormonrezeptoren PRA, PRB und GR untersucht. Die Isoformen PRA und PRB
waren in den Geweben aller Patientinnen nachweisbar (Abbildung 29 A, B), wobei das
Endometrium der Patientin 213 eine stark erhéhte Expression fur beide Isoformen
auswies. Auch der GR in den Geweben aller Patientinnen nachweisbar (Abbildung 29
C, D), wobei sich hier im Gewebe der Patientin 213 eine deutlich h6here Expression
als in den Endometrien der drei anderen Patientinnen zeigte. Diese Ergebnisse
bestatigten die Prasenz dieser Steroidhormonrezeptoren in allen fur die in vivo
Versuche verwendeten Endometriumgewebe, wobei sich grof3e inter-individuelle

Unterschiede in der Expressionsstarke der untersuchten Hormonrezeptoren zeigten.
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Abbildung 29: Western blot-Analyse fur die Progesteronrezeptoren (PRA und PRB) und den
Glukokortikoidrezeptor (GR) in den fir die in vivo Versuche verwendeten eutopen humanen Endometrien

Die nativen eutopen Endometrien von vier Patientinnen (208, 213, 215, 218) wurden mittels Western blot-Analyse
auf die Présenz der Steroidhormonrezeptoren PRA und PRB (A, B) und GR (C, D) uberpruft. (B, D) Bei der
densitometrischen Auswertung wurde das PR/GR-Signal jeder Probe auf ihr jeweiliges GAPDH-Signal normiert.
Die verwendeten Endometriumgewebe exprimierten alle drei untersuchten Rezeptoren, wobei individuelle
Unterschiede in der Expressionsmenge vorlagen.
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3.6.2. Analyse der ektopen endometrialen Lasionen nach
Transplantation und Behandlung in der Nacktmaus

3.6.2.1. Gewichte und Morphologie der ektopen humanen
Endometriumgewebe

Das oben beschriebene endometriale Gewebe der vier Patientinnen wurde
intraperitoneal in athymische weibliche Nacktmause (NMRI, nu/nu) implantiert, die in
den darauffolgenden 6 Tagen mit den jeweiligen Substanzen oder
Substanzkombinationen behandelt wurden. Je Versuchsansatz wurde 6 Mausen
parallel das Endometrium derselben Patientin transplantiert, wobei jede Maus 4
Gewebefragmente mit einer Kantenlange von 1,5-2 mm erhielt. Nach der 6-tagigen
Behandlung der Nacktméuse wurden die ektopen Endometriumfragmente
entnommen, gewogen und zum einen histomorphologisch, zum anderen im Hinblick

auf die Expression Dezidualisierungs-assoziierter Transkriptionsfaktoren analysiert.

Abbildung 30 zeigt beispielhaft das makroskopische Erscheinungsbild der Fragmente
einer Patientin vor Transplantation (Abbildung 30 A), am Peritoneum der Maus
angenéaht (Abbildung 30 B) sowie am Tag des Versuchsendes nach Entnahme
(Abbildung 30 C). Makroskopisch liel3en sich keine gravierenden Unterschiede vor und
nach Transplantation erkennen. Das humane Gewebe war intakt und zeigte keine
Unterschiede in der Konsistenz. Die transplantierten Gewebe lieRen sich nach der
Behandlung sehr gut wiederfinden und isolieren. Jedoch kam es in einigen Fallen vor,
dass die Fragmente so im Fettgewebe der Maus verwachsen waren, dass eine
Entnahme nicht mdglich war, was zu einer abweichenden n-Zahl zwischen den

Behandlungsgruppen fiuhrte.
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Endometriumfragmente

vor Transplantation am Peritoneum nach Transplantation

Abbildung 30: Makroskopisches Erscheinungsbild der humanen endometrialen Gewebefragmente vor
Transplantation, angendht am Peritoneum sowie nach Entnahme aus der Nacktmaus

Exemplarisch ist das verwendete Gewebe einer Patientin dargestellt. (A) Fragmente aus eutopen Endometrien vor
Transplantation. (B) Am Peritoneum (roter Pfeil) der Bauchwand einer Nacktmaus fixierte endometriale Fragmente
(blauer Pfeil) am Tag der Entnahme. (C) Ektope Fragmente nach Entnahme aus der Bauchhéhle. Das Gewebe

erschien nach der Behandlungsdauer intakt und es lie3en sich keine makroskopischen Unterschiede vor und nach
Transplantation erkennen.

Die Nacktmause wurden beginnend am Tag nach Transplantation fir 6 Tage mit
Forskolin (100 ug / Tag i.p.) alleine, Rolipram (12,5 ug / Tag i.p.) alleine oder in
Kombination mit Forskolin und/oder MPA (50 ug / Tag s.c.) behandelt. Dariber hinaus
wurde fur jeden Versuchsansatz eine Vehikelkontrolle (25 pl DMSO / Tag i.p.; 25 pl
EtOH / Tage s.c.) mitgefuihrt. Nach Abschluss der Behandlung wurden die Fragmente
jeder Maus enthommen und gewogen. Abbildung 31 stellt zusammenfassend die
Gewichte aller transplantierten Fragmente jedes Versuchsansatzes fir die jeweiligen
Behandlungen graphisch dar. Gezeigt wird der Median im Boxplot mit den zugehdrigen
Einzelwerten. Es liel3en sich keine signifikanten Gewichtsunterschiede zwischen den

einzelnen Versuchsgruppen erkennen (Median 1,7-2,1 mg).

121



Ergebnisse

Gewicht [mg]
i

0 n=15 n=12 n=16 n=15 n=17 n=16
T T T T T T
VK Forskolin - MPA Forskolin Forskolin+MPA
Rolipram

Abbildung 31: Gewichte der ektopen Endometriumfragmente nach 6-tadgiger Kultur in unterschiedlich
behandelten Nacktmé&usen

Nach 6-tégiger Behandlung der Nacktmause mit Forskolin (100 pg / Tag i.p.) alleine, Rolipram (12,5 ug / Tag i.p.)
alleine und in Kombination mit Forskolin und/oder MPA (50 pg / Tag s.c.) sowie der Vehikelkontrolle (VK, 25 pl

DMSO / Tag i.p. & 25 pl EtOH / Tag s.c.) wurden alle Fragmente enthommen und gewogen. Die verschiedenen
Behandlungen hatten keine signifikanten Effekte auf das Fragmentgewicht zur Folge.

Die entnommenen Fragmente wurden anschlieRend histomorphologisch an HE-
gefarbten Paraffinschnitten analysiert. Alle humanen ektopen endometrialen
Fragmente wiesen nach 6-tagigen Behandlungen eine gut erhaltene Morphologie auf.
Abbildung 32 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Versuchsreihe fur die
durchgefiihrten Behandlungsgruppen. Es lassen sich deutlich endometriale Driisen
mit teilweise gut sichtbarem Drlisenepithel erkennen. Zudem sind in einigen Schnitten
sezernierende Driisen zu verzeichnen (Abbildung 32 B, C, E, F). Das Stroma war
ebenfalls gut erhalten und wies in allen Ansatzen eine dicht gepackte Morphologie mit
weniger ©Odematdsen Bereichen im Vergleich zum Ausgangsgewebe vor
Transplantation auf (Abbildung 28). Eine eindeutige morphologische ldentifizierung
dezidualisierter Bereiche, charakterisiert durch einen epitheloiden Phanotyp, war in

den ektopen Fragmenten jedoch nicht moglich.
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Abbildung 32: Histomorphologie der ektopen humanen Endometriumfragmente nach Transplantation in
Nacktméause und 6-tagiger Behandlung mit Forskolin, Rolipram und MPA alleine oder in Kombination

Das humane endometriale Gewebe wurde in die Peritonealh6hle von Nacktmausen transplantiert, die anschliel3end
fur 6 Tage mit Forskolin (100 pg / Tag i.p.) alleine (B), Rolipram (12,5 pg / Tag i.p.) alleine (C) und in Kombination
mit Forskolin und/oder MPA (50 g / Tag s.c.) (D-E) sowie der Vehikelkontrolle (25 pl DMSO/Tag i.p. & 25 pl EtOH
/ Tag s.c.) (A) behandelt wurden. Exemplarisch gezeigt wird ein Beispiel einer Behandlungsreihe eines
verwendeten humanen Endometriums. Alle Fragmente wiesen eine gut erhaltene Morphologie auf und zeigten
endometrium-typisches Drusenepithel und Stroma. (B, C, D, F) Es waren sezernierende Driisen in den
Gewebeanschnitten erkennbar. Das Stroma erschien jedoch dichter gepackt vorzuliegen im Vergleich zum nativen
Endometrium vor Transplantation. S 2 Stroma, DE 2 Drisenepithel, DL 2 Driisenlumen, Se 2 Sekret, Maf3stab &
100 pm.

3.6.2.2.  Analyse der Genexpression Dezidualisierungs-
assoziierter Transkriptionsfaktoren in den ektopen
humanen Endometriumfragmenten

Um Riuckschlisse auf eine moglich beginnende Dezidualisierung ziehen zu kénnen,
wurden die nach der Behandlung enthommenen ektopen Endometriumfragmente
hinsichtlich der Transkription Dezidualisierungs-spezifischer Faktoren, die in der
vorliegenden Arbeit auch bereits in den in vitro Versuchen evaluiert wurden, analysiert.
Da bekannt ist, dass in diesem in vivo Modell bereits nach vier Tagen murine Gefal3e
in die humanen Fragmente eingewachsen sind (Grummer et al. 2001), enthalten die
humanen ektopen Fragmente somit auch immer eingewachsenes murines Gewebe.
Um bei den folgenden molekularbiologischen Analysen humane von murinen
Expressionssignalen unterscheiden zu koénnen, wurden daher zundchst Primer
generiert, die eine reine humane Spezifitat aufweisen sollten. Diese wurden vor
Durchfihrung einer Realtime-PCR mittels einer qualitativen RT-PCR fur alle
verwendeten spezifischen Primer verifiziert. Zur Austestung der Spezies-Spezifitat
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wurde murines Gewebe der Bauchwand, des Uterus sowie des Darms von drei
verschiedenen Mausen verwendet. Als Positivkontrolle dienten humane endometriale
mit 0,25 mM 8-Br-cAMP plus 1 pM MPA dezidualisierte Stromazellen. Zusétzlich
wurde ein -RT-Ansatz mitgefuhrt, um genomische Kontaminationen auszuschliel3en
(fir humane Zellen in Vorversuchen durchgefihrt, hier nicht gezeigt). Die RT-PCR mit
GAPDH-Primern, die murines GAPDH detektieren kodnnen, bestatigen eine
erfolgreiche RNA-Isolation und deren Umschreibung in cDNA aus den murinen
Geweben. Hingegen zeigten die human-spezifischen GAPDH-Primer ausschliellich
mit der humanen Probe ein Signal. Ebenso zeigten fast alle verwendeten Primer, mit
Ausnahme der fir HAND2 sowie fir CREB1, eine spezifische Bande fir die
amplifizierte humane Probe und wiesen keine Kreuzreaktionen mit den murinen
Geweben auf. HAND2 wurde in murinem Uterus- und Darmgewebe transkribiert,
jedoch nicht in Gewebe aus der Bauchwand. Da die Fragmente an die Bauchwand der
Nacktmause implantiert wurden, ist davon auszugehen, dass das aus den humanen
Fragmenten amplifizierte HAND2-Genprodukt Giberwiegend humanen Ursprungs ist.
Die verwendeten CREB1-Primer hingegen zeigten Kreuzreaktionen mit dem murinem

Bauchwandgewebe, sodass hier keine Spezies-Spezifitdt gegeben war.
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Abbildung 33: Uberpriifung der Humanspezifitat verwendeter Primer mittels RT-PCR

Gezeigt ist die Agarosegelelektrophorese der amplifizierten Produkte nach RT-PCR mit den verwendeten
spezifischen Primern fir die verschiedenen analysierten Gene. Es wurde murines Gewebe des Darms, des Uterus
und der Bauchwand aus drei verschiedenen Méausen (A, B, C) verwendet. Als Positivkontrolle (+) dienten mit
0,25 mM 8-Br-cAMP plus 1 pM MPA dezidualisierte hESCs. Um genomische Kontaminationen ausschlieRen zu
kénnen, wurde ein -RT Ansatz der murinen Proben durchgefuhrt, indem die DNasel-behandelte RNA als Template
in der PCR diente. Fiir die humanen Zellen wurde die -RT bereits in Vorversuchen Uberprift (nicht gezeigt). Die
verwendeten Primer fur die Housekeeping-Kontrolle des humanen GAPDH wiesen eine humane Spezifitat auf. Der
Nachweis von GAPDH mittels Primer, die auch murines GAPDH erkennen (GAPDH Maus) bestatigten die korrekte
RNA-Isolation aus murinem Gewebe. Es zeigte sich, dass die Primer mit Ausnahme von CREB1 und HAND2
human-spezifisch sind, HAND2 jedoch nicht in den murinen Proben aus der Bauchwand exprimiert wird.

Die so generierten und verifizierten Primer wurden im Folgenden zur Untersuchung
von an der Induktion der Dezidualisierung beteiligten Faktoren eingesetzt. Aus den
ektopen Fragmenten wurden nach deren Entnahme die RNA isoliert und die daraus
umgeschriebene cDNA mittels Realtime-PCR in technischen Triplikaten eingesetzt. Es
wurden zwei Housekeeping-Kontrollen (GAPDH, HPRT1) mitgefuhrt. Das Signal von
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GAPDH und HPRT1 wurde zusammengerechnet und von dem Signal des zu
analysierenden Gens abgezogen. Der so erhaltene Wert wurde auf die
Vehikelkontrolle (Linie = 1) normiert. Da  bekannt ist, dass  der
Dezidualisierungsmarker Prolaktin von den dezidualisierten Zellen sehr schnell
sezerniert wird und das Protein in den ektopen Fragmenten schwer nachweisbar ist,
wurde hier auch das Transkriptlevel des Prolaktingens untersucht. In Abbildung 34
sind die Ergebnisse als Balkendiagramm mit Median und Interquartilsabstand mit den

Einzelwerten dargestellt.

In den entnommenen endometrialen Gewebefragmenten war ein Anstieg der
Prolaktin-Transkription nach Behandlung mit Rolipram plus MPA erkennbar
(Abbildung 34 A). Eine zuséatzliche Gabe von Forskolin zeigte ebenfalls eine Erh6hung
der Prolaktin-Transkription jedoch zeigten sich hier im Vergleich zu Rolipram plus MPA
transkriptionell geringere Werte. Parallel zu dem beobachteten Anstieg der Prolaktin-
Transkription in diesen Behandlungsansatzen wurde FOXO1 (Abbildung 34 B) leicht
erhoht transkribiert. Der Faktor HAND2 (Abbildung 34 C) zeigte lediglich nach
Rolipram plus MPA-Behandlung eine gering gesteigerte Transkription auf. Eine
alleinige Behandlung mit Forskolin fihrte sowohl fir Prolaktin (Abbildung 34 A) und
FOXOL1 (Abbildung 34 B) als auch fur HAND2 (Abbildung 34 C) und PDE4A (Abbildung
34 H) zu erniedrigten transkriptionellen Werten. Die Transkription von CEBPS
(Abbildung 34 D), STAT5 (Abbildung 34 E) und AKT1 (Abbildung 34 F) wurde hingegen
durch die alleinige Forskolin-Behandlung leicht erhoht. Der Transkriptionsfaktor
CREB1 (Abbildung 34 G) wurde in allen Behandlungskombinationen mit Rolipram
gesteigert transkribiert. Dabei gilt es jedoch zu bedenken, dass die verwendeten
Primer fur dieses Gen nicht eindeutig human-spezifisch waren. Es zeigte sich, dass
die Kombinationsbehandlung aus Forskolin, Rolipram und MPA lediglich fir PDE4A
erhohte Transkriptlevel aufwies (Abbildung 34 H). Neben der Isoform PDE4A wurden
ebenfalls die Transkriptionslevel der PDE3-Isoformen (A und B) sowie der PDE4-
Isoformen (B und D) Uberprift, welche jedoch in den humanen ektopen

Endometriumfragmenten nicht nachgewiesen werden konnten.

Insgesamt zeigte sich fur keines der untersuchten Gene eine signifikante Steigerung
durch die unterschiedlichen Behandlungen. Zudem wurde deutlich, dass die vier
verwendeten Endometriumgewebe unterschiedlich auf die einzelnen Behandlungen

nach Transplantation in die Nacktmaus reagierten. Dabei lie3en sich keine eindeutigen
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Zusammenhange zwischen den untersuchten Genen und den analysierten Proben
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Abbildung 34: Realtime-PCR-Analyse der relativen Expression von Dezidualisierungs-spezifischen
Faktoren in humanen ektopen Endometriumfragmenten nach Transplantation in Nacktmé&use und 6-tagiger
Behandlung mit Forskolin, Rolipram und MPA alleine oder in Kombination

Fragmente von humanem Endometriumgewebe von vier Patientinnen (208, 213, 215, 218) wurden in die
Bauchhohle von Nacktméusen transplantiert. Die Nacktmé&use wurden anschlieend 6 Tage mit Forskolin (100 pg
/ Tag i.p.) alleine, Rolipram (12,5 pg / Tag i.p.) alleine und in Kombination mit Forskolin und/oder MPA (50 ug /
Tag s.c.) sowie der Vehikelkontrolle (25 ul DMSO / Tag i.p. & 25 pl EtOH / Tag s.c.) behandelt. Die fir jede Probe
ermittelten Signale der Zielgene wurden auf die Housekeeping-Kontrollen (GAPDH und HPRT1) normiert und
anschlielRend auf die Vehikelkontrolle (Linie = 1) bezogen. Dargestellt sind Balkendiagramme mit Median und
Interquartilsabsténden sowie die Einzelwerte der vier Versuchsdurchfihrungen. Die Zahlen bezeichnen die
Gewebeproben, die einen deutlich erhéhten Wert fiir die jeweils untersuchte Gentranskription aufzeigten. (A) Die
Prolaktin-Transkription war nach Behandlung mit Rolipram plus MPA gesteigert. Parallel hierzu erfolge auch ein
Anstieg der (B) FOXO1- und (C) HAND2-Transkription. Zudem konnten auch erhéhte Werte fir FOXO1 durch die
zusétzliche Behandlung mit Forskolin verzeichnet werden. Diese waren jedoch geringer als die entsprechende
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Behandlung ohne Forskolin (B). Die Transkriptionsfaktoren (D) CEBPB, (E) STAT5 und (F) AKT1 wurden nach
alleiniger Forskolin-Behandlung gesteigert transkribiert. (G) CREB1 Transkripte waren in allen
Behandlungsansatzen mit Rolipram erhéht und (H) PDE4A wies fiir die Kombination aus Forskolin, Rolipram und
MPA eine gesteigerte Transkription auf. Insgesamt zeigten sich jedoch keine eindeutigen Korrelationen der
Behandlungsansatze mit den transkriptionellen Erhéhungen in den verschiedenen Gewebeproben.

Auch wenn fur alle untersuchten Gene keine signifikanten Effekte detektiert werden
konnten, so zeigte sich doch in der Tendenz eine beginnende Dezidualisierung bei der
kombinierten Behandlung aus Rolipram plus MPA sowie nach zusatzlicher Gabe von
Forskolin. Hierbei fielen jedoch auch die starken Variabilititen zwischen den
verwendeten Endometriumgeweben und der jeweilig ermittelten Gentranskription auf.
In diesen in vivo Versuchen fiel die Dezidualisierungsinduktion deutlich geringer aus
als in den zuvor durchgefiihrten in vitro Versuchen und war in den humanen ektopen
Endometriumfragmenten nach einer 6-tagigen Behandlung histomorphologisch noch
nicht nachweisbar. Somit zeigte sich, dass die vielversprechenden in vitro getesteten
Substanzkombinationen nicht so einfach auf die in vivo Situation Ubertragen werden
kénnen und es weiterfiihrende Analysen mit langeren Inkubationszeiten und groRRerer

Probenzahl bendtigt, um genauere Aussagen treffen zu kénnen.
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4. Diskussion

Die Dezidualisierung endometrialer Stromazellen stellt einen entscheidenden Prozess
fur die Implantation des Embryos und eine erfolgreiche Schwangerschaft dar (Brar et
al. 1997; Dunn et al. 2003; Gellersen et al. 2007; Logan et al. 2012). Unter der Kontrolle
der Hormone Ostrogen und Progesteron (Queckbdrner et al. 2020) fuhrt dieser
zellulare Differenzierungsprozess zum Zellzyklusarrest sowie zur Inhibition der
Zellproliferation (Logan et al. 2012). Bei Endometriosepatientinnen kann dieser
Prozess der Dezidualisierung bedingt durch eine Progesteronresistenz gestort sein
und so die Bildung ektoper L&sionen begunstigen (Attia 2000; Klemmt et al. 2006;
Patel et al. 2017), die Beschwerden wie chronische Unterbauchschmerzen bis hin zu
einer Subfertilitdt verursachen (Zondervan et al. 2020; Giudice 2010). Da die
endometrialen Stromazellen eine entscheidende Rolle bei der Etablierung von ektopen
Lasionen haben konnen (Nisolle et al. 2000), kann die Foérderung der
Dezidualisierungsreaktion einen mdglichen Therapieansatz zur Behandlung der
Endometriose darstellen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
Aktivierung der intrazellularen cAMP-Synthese in Kombination mit einer Hemmung des
intrazellularen cAMP-Abbaus eine gesteigerte Dezidualisierungsreaktion nicht nur von
eutopen endometrialen Stromazellen von gesunden Patientinnen, sondern auch von
an Endometriose erkrankten Patientinnen induzieren kann. Diese Induktion konnte

durch die Gabe des synthetischen Progestins MPA verstarkt werden.

4.1. Einfluss der Dezidualisierung auf zytologische Parameter

Die Dezidualisierung der im undifferenzierten Zustand spindelférmigen endometrialen
Stromazellen fuhrt zu abgerundeten, epitheloiden, hoch spezialisierten sekretorischen
Deziduazellen (Pan-Castillo et al. 2018; Gellersen et al. 2007). Diese bereits in der
Literatur beschriebenen morphologischen Veranderungen (Gellersen et al. 2007)
waren auch in der vorliegenden Arbeit nach erfolgreicher Induktion der
Dezidualisierung zu erkennen, indem die Zellen eine Transformation zu einer
epitheloiden Morphologie durchliefen. Der durch den Dezidualisierungsprozess
induzierte Einfluss auf die Zellgréie wurde in dieser Arbeit mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei zeigte sich eine Verringerung der Zellgréf3e
in allen mit 8-Br-cAMP behandelten Zellen, wohingegen die mit Forskolin-behandelten
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Zellen eine vergleichsweise geringere Reduktion aufwiesen. Eine Veranderung der
ZellgroRe ist moglicherweise eine Folge des Remodellings der Zellen wahrend der
Dezidualisierung und &hnelt einer mesenchymal-epithelialen Transition (MET). Hierbel
verandert sich die Form der Zellen sowie ihre elastischen Eigenschaften aufgrund von
Veranderungen des Zytoskeletts im Zuge der MET (Pan-Castillo et al. 2018). Diese
Veranderungen werden zusammen mit einer Umverteilung von Vinculin sowie einer
Destabilisierung von F-Aktin beschrieben, was zu einer abgerundeten Zellmorphologie
fuhrt (Pan-Castillo et al. 2018). Entgegen der in der Literatur beschrieben
ZellgréRenzunahme in dezidualisierten Zellen (Wu et al. 1995; Wynn 1974), zeigte die
Behandlung mit 8-Br-cAMP in dieser Arbeit eine Abnahme der Zellgrof3e nach 6 Tagen
Behandlung in vitro. Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten
in vitro Studien wurden die Arbeiten von Wu et al. jedoch an fixiertem Deziduagewebe
von Plazenten durchgefuhrt (Wu et al. 1995). Auch Untersuchungen von Wynn et al.,
die eine VergrofRerung der Deziduazellen an Tag 24 im Mensturationszyklus zeigten,
wurden an fixiertem endometrialen Gewebe durchgefuhrt (Wynn 1974). In der
vorliegenden Arbeit hingegen wurden primdre hESCs genutzt, welche in vitro
dezidualisiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert wurden. In der Verwendung
unterschiedlicher Ausgangsgewebe und Analysemethoden koénnte der beschriebene
Unterschied in der Zellgro3e begrindet sein. Es ist zudem nicht auszuschliel3en, dass
sich die hESCs bei einer langeren Behandlungsdauer zur Induktion der
Dezidualisierung in vitro vergréf3ern wirden. Darliber hinaus haben Wu et al. eine
Korrelation zwischen der Zellgro3e und der gesteigerten Expression von Prolaktin
beschrieben. Auch wenn dezidualisierte Zellen Prolaktin nicht speichern, ermgglicht
ihnen die ZellvergroRerung eine hoéhere Synthesekapazitat und Freisetzung von
Prolaktin (Wu et al. 1995). Da in dieser Arbeit keine VergréRerung der Zellen gefunden
werden konnte, jedoch eine gesteigerte Prolaktinsekretion kann diese These hier nicht
bestétigt werden.

In dieser Arbeit wurde neben der Zellgré3e auch die Zellgranularitéat analysiert. Es ist
bekannt, dass die wéhrend des Dezidualisierungsprozesses differenzierenden
endometrialen Stromazellen Glykogen und Lipide anreichern (Wynn 1974; Pan-
Castillo et al. 2018). Parallel kommt es zur Ausdehnung des rauen Endoplasmatischen
Retikulums sowie des Golgi Komplexes und zu einer gesteigerten Expression
verschiedener extrazellularer Matrixproteine und dem Anstieg der Produktion

sekretorischer Proteine (Christian et al. 2002a; Pan-Castillo et al. 2018). In vitro
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Studien mit priméren endometrialen Stromazellen zeigten zudem, dass die deziduale
Transformation zu einer geanderten Expression von Steroidhormonrezeptoren mit
Folgen fur den Steroidmetabolismus, einer gednderten Expression von intrazellularen
Enzymen, Wachstumsfaktoren, Zytokinen und deren Rezeptoren sowie zur Induktion
von Apoptose-Modulatoren und Dezidua-spezifischen Transkriptionsfaktoren fihrt
(Christian et al. 2002a).

In der vorliegenden Arbeit flhrte eine Behandlung mit MPA alleine oder in Kombination
mit 8-Br-cAMP zu einem Anstieg der Granularitat der Zellen, wohingegen die mit
Forskolin-behandelten hESCs eine Verringerung der Zellgranularitat aufwiesen. Es
konnte vermutet werden, dass die gesteigerte Granularitit nach 8-Br-cAMP
Behandlung der hESCs mit den intrazellularen Prozessen der Dezidualisierung in
Verbindung stehen, da sich in diesen Ansatzen im Vergleich zu denen mit Forskolin
auch eine erhohte Prolaktinsekretion detektieren lasst. Hierbei fallt jedoch auf, dass
auch die alleinige MPA-Behandlung zu einem Anstieg der Granularitat, nicht jedoch
der Prolaktinsekretion fihrte. Somit kdnnte diesbeziiglich keine eindeutige Korrelation

beobachtet werden.

4.2. Wirkung von Progestinen auf die in vitro Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen

In dieser Arbeit zeigten sich unterschiedliche Effekte von Progesteron und dem
Progestin MPA in Kombination mit der Aktivierung des cAMP-Signalweges. Die
alleinige 6-tagige in vitro Behandlung mit einem der untersuchten Progestine
(Progesteron oder MPA) fuhrte nicht zu einer Induktion der Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen von Patientinnen mit und ohne Endometriose. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Progestine nur schwache Induktoren der Dezidualisierung
in vitro darstellen und die in vitro Behandlung von Stromazellen mit Progestinen alleine
nur geringe Auswirkung auf den dezidualen Phanotypen hat (Gellersen und Brosens
2003). Anzeichen einer Dezidualisierung wurden erst nach 8 bis 10 Tagen Stimulation
der Stromazellen beobachtet (Gellersen et al. 2007; Brar et al. 1997; Brosens et al.
1999). Ein Grund hierfur kbnnte sein, dass die Dezidualisierungsreaktion neben dem
Progesteronsignal auch ein erhohtes cAMP-Level bendtigt, woraus sich ein
sogenannter ,cross-talk” in humanen endometrialen Stromazellen zwischen cAMP und
Progesteron ergibt (Gellersen und Brosens 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte
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die durch Forskolin/8-Br-cAMP-induzierte gesteigerte Prolaktinsekretion der hESCs
durch die Kombination mit dem Progestin MPA, jedoch nicht mit Progesteron
signifikant gesteigert werden. Bereits Brosens et al. konnten zeigen, dass die CAMP-
induzierte funktionelle Dezidualisierung priméarer ESCs, markiert durch den Anstieg
des Markerproteins Prolaktin, deutlich durch die gleichzeitige Zugabe von MPA erhdht
wird (Brosens et al. 1999). Houserman et al. hingegen zeigten, dass die Forskolin-
induzierte Steigerung des cAMP-Levels in endometrialen Stromazellen durch die
zusatzliche Gabe von Progesteron ansteigt, wobei hier keine funktionellen Versuche
im Hinblick auf die Uberpriifung der Prolaktinsekretion der Stromazellen durchgefiihrt
wurden (Houserman et al. 1989). In beiden vorgenannten Studien wurden jedoch die
Wirkungen von Progesteron und MPA nicht miteinander verglichen. In der Literatur
wird beschrieben, dass eine Konzentration von 100 nM Progesteron (getestete Range
0,01 nM bis 10 uM) in Kombination mit Ostradiol die Induktion der in vitro
Dezidualisierung bzw. die hochste intrazellulare cAMP-Level in hESCs bewirkt
(Kasahara et al. 2001). Im Hinblick auf den Einsatz von MPA zur Induktion der
Dezidualisierung hingegen wird im Uberwiegenden Teil der Publikationen eine
Konzentration von 1 uM eingesetzt, sowohl alleine als auch in Kombination mit cAMP
(Brar et al. 1997; Brosens et al. 1999; Matsuoka et al. 2010). Auch in dieser Arbeit
wurde mit den in der Literatur beschrieben Konzentrationen fur diese Progestine
gearbeitet, obwohl die eingesetzte Konzentration von MPA 10-fach héher war als die
fur Progesteron. Um auszuschliel3en, dass die in der vorliegenden Arbeit gezeigte
selektive Steigerung der 8-Br-cAMP/Forskolin-induzierten Dezidualisierung nur durch
MPA nicht durch den Unterschied in den verwendeten Konzentrationen bedingt war,
wurden beide Progestine in vergleichbaren Konzentrationen ausgetestet. Hierbei
zeigte sich, dass eine 10-fach héhere Konzentration an Progesteron in Kombination
mit 8-Br-cAMP keine zusatzliche Steigerung der Prolaktinmenge im Zelliberstand
bewirkte. Zudem hatte auch eine Reduktion der MPA-Konzentration keinen merklichen
Einfluss auf die beobachtete MPA-vermittelte Steigerung des cAMP-Effektes. Somit
kann der beobachtete Unterschied von MPA und Progesteron auf die cAMP-vermittelte
Induktion der Dezidualisierung nicht auf die eingesetzten Konzentrationen der
verschiedenen Progestine zurtickgefiihrt werden, sondern liegt in der Substanz an sich

begrindet.

MPA ist ein 17a-Hydroxyprogesteron Derivat, welches aufgrund seiner
pharmakologischen Ahnlichkeiten zu Progesteron als synthetisches Progestin (Ghatge
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et al. 2005) in der Kontrazeption sowie in der first-line Endometriose-Therapie
Verwendung findet (Kalaitzopoulos et al. 2021). In der Literatur wird eine hohe
Bindungsaffinitdt sowie eine agonistische Wirkung von MPA auf den Progesteron-
Rezeptor (PR) beschrieben (Schindler et al. 2008). Studien in ovarektomierten
Meerschweinchen bestatigen die Bindungsaffinitait von MPA an den PR, zeigten
jedoch auch eine schnellere Dissoziation vom PR als das Progesteron (Feil et al.
1976). Der PR ist an der Dezidualisierung von hESCs beteiligt und kann mit
verschiedenen Dezidua-spezifischen Transkriptionsfaktoren interagieren (Gellersen
und Brosens 2003). Die PR-Isoformen PRA und PRB zeigen ein Zyklus- und Zelltyp-
abhangiges Expressionsprofil (Gellersen und Brosens 2014). Wahrend die PRB-
Expression in der proliferativen Phase im Stroma und Epithel des Endometriums
deutlich ansteigt und danach wieder absinkt, zeigt der PRA wéhrend des gesamten
Zyklus und in der Schwangerschaft eine starke Expression in den Stromazellen
(Gellersen und Brosens 2014). Die Expression in den Stromazellen wurde in den fur
die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Versuche verwendeten nativen eutopen
Endometrien Uberprift. Hier zeigte sich eine erhdhte Expression fir PRA in
Patientinnen ohne Endometriose. Im Gegensatz hierzu wies das eutope Endometrium
der Patientinnen mit Endometriose eine geringere PRA- als PRB-Expression und eine
im Vergleich mit den Patientinnen ohne Endometriose erhéhte PRB-Expression auf.
Eine gesteigerte PRB-Expression konnten auch Wolfler et al. in ihren Studien
beschreiben. Sie zeigten in ihren immunhistochemischen Untersuchungen, dass im
Endometrium von Endometriosepatientinnen in der mittleren bis spaten sekretorischen
Phase eine hohere PRB-Expression im Vergleich zu der Kontrollgruppe ohne
Endometriose gefunden wurde. Dariber hinaus haben sie auch starke intra- und inter-
individuelle Varianzen und kein zyklusabhangiges Expressionsbild fur beide Rezeptor-
Isoformen festgestellt (Woélfler et al. 2016). Solche Unterschiede zeigten sich auch in
der vorliegenden Arbeit. Die Isoform PRA gilt als die dominant vorkommende Form im
endometrialen Stroma (Critchley und Saunders 2009; Gellersen und Brosens 2014),
wird aber als die transkriptionell weniger aktive Form beschrieben, die jedoch ein
Inhibitor der Isoform PRB darstellt (Christian et al. 2002a; Gellersen und Brosens
2003). Es wird vermutet, dass der aktivierte PRA eine fordernde Rolle bei der
Interaktion mit dem cAMP-Signalweg wahrend der Dezidualisierungsreaktion von
hESCs spielt (Brosens und Gellersen 2006). Da die Promotorregion des dezidualen
Prolaktins kein klassisches palindromisches Progesterone Response Element (PRE)
besitzt (Christian et al. 2002a; Gellersen und Brosens 2003), wird angenommen, dass
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der PRA hier als eine Art Scaffold dient und mit dem transkriptionellen
Aktivierungskomplex, bestehend aus Dezidua-spezifischen Transkriptionsfaktoren
und Co-Aktivatoren, interagiert (Christian et al. 2002a; Brosens und Gellersen 2006).
So lasst sich eine Steigerung der dezidualen Prolaktinexpression durch Progestine
erklaren (Christian et al. 2002a). Die auch in dieser Arbeit gezeigte verminderte
Expression des PRA im Endometrium von Endometriosepatientinnen kdnnte somit

eine Ursache fir eine eingeschrankte Dezidualisierungsreaktion der hESCs darstellen.

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte steigernde Effekt des MPA auf den
cAMP/Forskolin-vermittelten Anstieg der Prolaktinkonzentration im Zelliberstand der
hESCs ist moglicherweise auf die Bindung des MPA an den PR zurtckzufuhren,
koénnte jedoch auch durch seine Bindung an andere Steroidrezeptoren aufgrund von
Sequenzhomologien bedingt sein (Ghatge et al. 2005; Moore et al. 2012). Fiur MPA
wurden Bindungsaffinitaten fur den Androgen- (AR), den Mineralocorticoid- (MR)
sowie den Glukokortikoidrezeptor beschrieben (Schindler et al. 2008), wobei jedoch
Studien zur Wirkung von MPA im Gegensatz zu anderen synthetischen Progestinen
(Levonorgestrel u. a.) geringere Effekte auf den MR belegten (Louw-du Toit et al.
2020). Der AR wird im zyklischen Endometrium mit einer Verringerung in der
sekretorischen Phase exprimiert, jedoch bleibt der Rezeptor in der Dezidua der frihen
Schwangerschaft detektierbar (Cloke et al. 2008). MPA fuhrt nach Induktion der
Dezidualisierungsreaktion in hESCs zu einer Erhéhung des AR und zu seiner
Transaktivierung (Cloke et al. 2008). Dabei kann der AR an der
Zytoskelettorganisation, der Zellmotilitat und der Zellzyklusregulation beteiligte Gene
regulieren (Kajihara et al. 2012; Kuroda et al. 2013), welche mit der Transformation
dezidualisierender Stromazellen assoziiert sind (Kajihara et al. 2014). Neben der
Bindungsaffinitat fir den AR weist MPA ebenfalls eine Affinitat fur den
Glucocortikoidrezeptor (GR) auf (Bamberger et al. 2001; Schindler et al. 2008). Der
PR und GR weisen eine 90-%ige Sequenzidentitat innerhalb ihrer DNA-Bindedomane
auf, sodass sie damit eine ahnliche Bindungskapazitat fur die gleichen
Chromatinbereiche inne haben (Ogara et al. 2019). Der GR wird in endometrialen
Stromazellen wahrend des Zyklus mit einer starkeren Expression in der proliferativen
Phase exprimiert (Bamberger et al. 2001). Er agiert als transkriptioneller Co-Aktivator
fur STATS5, induziert die STAT5-abhangige Transkription und kann zusammen mit
STATS die Transkriptionsfaktoren CEBPs binden (Petta et al. 2016). Sowohl STAT5

als auch CEBP werden im Zusammenhang mit der Dezidualisierung beschrieben und
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kénnen mit dem PR interagieren (Gellersen und Brosens 2003). Zudem kann der GR
die Induktion von WNT4, einer Komponente in der Progesteronantwort im Uterus und
in der Mamma, stimulieren und dariiber hinaus an einer anhaltenden cAMP-Aktivitat
in dezidualisierenden Zellen beteiligt sein (Kuroda et al. 2013). Auf3erdem wirkt der GR
auf die katalytische Untereinheit der PKA und ist an einer anhaltenden cAMP-Antwort
in dezidualisierenden Zellen mit beteiligt (Kuroda et al. 2013). Der GR wurde im Kern
von endometrialen Stromazellen, nicht jedoch in den Epithelzellen, Gber den gesamten
Menstruationszyklus hinweg nachgewiesen (Bamberger et al. 2001; Critchley und
Saunders 2009). Mittels Western blot-Analyse wurde auch in der vorliegenden Arbeit
eine GR-Expression im eutopen Endometrium beider Patientinnenkohorten
nachgewiesen. Hierbei wiesen die Endometrien der Endometriosepatientinnen ein
homogeneres inter-individuelles Bild in der Expressionsstarke des Rezeptors auf im
Vergleich zu denen der nicht erkrankten Frauen, jedoch gab es keinen Unterschied in
der Gesamtexpression zwischen diesen beiden Kohorten. Das zeigt, dass die
Expression des GR scheinbar nicht durch die Endometrioseerkrankung, welche
oftmals auch mit Entziindungsprozessen verknipft ist (Greene et al. 2016), beeinflusst
war. Dennoch konnte der GR auch als anti-inflammatorischer Faktor agieren (Petta et
al. 2016), da eine Rolle wahrend der Schwangerschaft beschrieben wurde, indem er
Inflammationsprozesse in der Plazanta unterdrickt (Moutsatsou und Sekeris 2003).

Der GR wurde in den hier verwendeten eutopen Endometrien nachgewiesen und
konnte somit eine Rolle bei der Induktion der Dezidualisierung in den in vitro
Versuchen spielen. Die vielseitigeren Bindungsaffinitaten von MPA gegeniber denen
von Progesteron und der damit verbundenen Wirkungsweisen kénnten die Befunde
dieser Arbeit erklaren, dass die 8-Br-cAMP/Forskolin-induzierte Dezidualisierung

durch MPA, nicht aber durch Progesteron gesteigert wurde.

4.3. Vergleich des Effektes von 8-Br-cAMP und Forskolin auf
die in vitro Dezidualisierung von hESCs

Neben der Progesteronwirkung bendétigt die Initierung der Dezidualisierung ein
erhohtes intrazellulares cAMP-Level sowie die Aktivierung des Proteinkinase A (PKA)-
Signalweges (Gellersen und Brosens 2003). cAMP ist ein ubiquitéarer second
messenger, welcher Uber die Bindung von Liganden an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren produziert wird. Hierbei aktiviert das G-Protein die membranstandige
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Adenylatcyclase, welche wiederrum cAMP aus ATP bilden kann (Gellersen und
Brosens 2014). Das gebildete cAMP bindet an die regulatorische Untereinheit der
PKA, wodurch die katalytische Untereinheit abgegeben wird und diese dann weiteren
Einfluss auf an der Dezidualisierungsreaktion beteiligter downstream targets nehmen
kann (Gellersen und Brosens 2003; Gellersen und Brosens 2014; Yan et al. 2016). Die
Dezidualisierung von hESCs kann in vitro nach wenigen Tagen durch die alleinige
Gabe von 0,5 mM cAMP induziert werden (Brosens et al. 1999; Pohnke et al. 1999;
Hwang et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits
geringere Konzentrationen von 8-Br-cAMP (0,1 mM; 0,25 mM) ausreichen, um eine
funktionelle Dezidualisierung auszuldsen. In einer Studie von Tang et al. wurden die
Auswirkungen verschiedener Konzentrationen von Dibutyryl- (db)-cAMP (0,02; 0,1;
0,5; 2,5 mM) auf endometriale Stromazellen untersucht (Tang et al. 1993). Tang et al.
konnten  zeigten, dass db-cAMP die Prolaktinproduktion in  einer
konzentrationsabhéngigen Weise beeinflusst und 0,5 mM db-cAMP die hochsten
Prolaktinlevel im Uberstand der endometrialen Stromazellen induzierte (Tang et al.
1993). In der vorliegenden Arbeit wurde fir die konzentrationsabhéngige
Untersuchung des cAMP-Effektes auf die Dezidualisierung das cAMP-Analog 8-Br-
cAMP verwendet. Im Gegensatz zu Tang et al. konnte hierbei jedoch bereits bei einer
Konzentration von 0,25 mM 8-Br-cAMP die héchste Prolaktinkonzentration im
Zelliberstand der hESCs gemessen werden. Grund hierfur kdnnte eine abweichende
Wirkung des hier verwendeten cAMP-Analogs sein. Weitere Experimente von Tang et
al. zeigten, dass db-cAMP geringere Auswirkungen auf die Prolaktinmenge im
Vergleich zu 8-Br-cAMP hat (Tang et al. 1993). Zudem koénnen auch die inter-
individuellen Unterschiede der verwendeten primaren Stromazellen in der Studie von
Tang et al. im Vergleich zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten priméaren
Stromazellen fur die beobachteten Unterschiede verantwortlich sein. Es konnte in der
vorliegenden Arbeit jedoch gezeigt werden, dass eine gesteigerte Dezidualisierung
auch mit geringeren Konzentrationen an 8-Br-cAMP zuverlassig ausgeldst werden
kann. Im Vergleich zwischen Tang et al. und der hier vorliegenden Arbeit wird deutlich,
dass verschiedene cAMP-Derivate genutzt werden koénnen, um in priméren

endometrialen Stromazellen in vitro eine Dezidualisierungsreaktion auszulésen.

Neben der direkten Gabe von cAMP lasst sich das intrazellulare cAMP-Level in
verschiedenen Zellentitaten in vitro auch durch Forskolin erhéhen (Sapio et al. 2017).

Forskolin ist ein direkter Aktivator der Adenylatcyclase, welche intrazellular cAMP aus
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ATP generiert und somit die cCAMP-Konzentration steigert (Sapio et al. 2017). Auch in
endometrialen Stromazellen fuhrte die Gabe von Forskolin innerhalb weniger Stunden
zu einem gesteigerten cAMP-Level (Houserman et al. 1989). Dabei zeigte sich bei
einer untersuchten Range von 1pM bis 50 uM eine Dosis-Abhéngigkeit in
endometrialen Stromazellen, wobei eine Konzentration von 25 uM Forskolin zur
starksten Steigerung der cAMP-Produktion fuihrte (Houserman et al. 1989). Auch in
der vorliegenden Arbeit wurde der konzentrationsabhéngige Effekt von Forskolin auf
die Prolaktinproduktion von endometrialen Stromazellen untersucht. In einer
untersuchten Range von 1 uM bis 100 uM Forskolin konnten nur geringe Effekte auf
die Prolaktinkonzentration im Zelliberstand verzeichnet werden. Durch die zusatzliche
Gabe des Progestins MPA hingegen wurde die Prolaktinproduktion in den getesteten
Konzentrationen von 10 uM und 25 pM Forskolin deutlich erhéht. Hierbei induzierte
die Kombination mit 10 uM Forskolin die hochsten Konzentrationen von Prolaktin im
Zelluberstand. Auch Houserman et al. zeigten einen steigernden Effekt von zusétzlich
zu Forskolin applizierten Steroidhormonen auf die Prolaktinproduktion von hESCs,
wobei hier eine Kombination von Ostradiol- und Progesteron eingesetzt wurde
(Houserman et al. 1989). Diese Daten unterstitzen die in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse, dass Forskolin alleine eine geringere Auswirkung auf die
Prolaktinsekretion der Stromazellen hat, diese aber durch die zusatzliche Gabe des

hier angewendeten Progestins MPA erhéht wird.

Auch in Studien von Tang et al. wurden signifikante Steigerungen der Prolaktinmenge
nach Behandlung mit db-cAMP/8-Br-cAMP oder Forskolin in Kombination mit MPA
gezeigt, wobei Forskolin zu einem schwacheren Effekt fuhrte (Tang et al. 1993). Die
héheren durch 8-Br-cAMP-induzierten Prolaktinwerte konnten dadurch bedingt sein,
dass 8-Br-cAMP resistenter gegenuber dem Abbau durch Phosphodiesterasen ist und
diese Enzyme vermutlich sogar inhibieren kann (Muneyama et al. 1971). Jedoch
zeigten andere Analysen auch, dass 8-Br-cAMP trotz hoher Stabilitat durch die
Phosphodiesterasen zu 8-Br-AMP hydrolisiert werden kann (Xu et al. 2004). DarlUber
hinaus ist 8-Br-cAMP membrangangig (Werner et al. 2011), wodurch die intrazellulare
cAMP-Konzentration unmittelbar erhéht wird und somit direkt wirken kann. Forskolin
hingegen wirkt als Aktivator der Adenylatcyclase auf die katalytische Untereinheit des
Enzyms (Sapio et al. 2017). Somit ist es moglich, dass die Behandlung mit Forskolin
zu einer verzogerten intrazellularen Erh6hung des second messengers cAMP fihrt.

Second messenger-Signalwege kdnnen an vielen unterschiedlichen physiologischen
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Zellprozessen, wie z. B. dem Wachstum, der Reproduktion, der Differenzierung und
der Apoptose beteiligt sein. Eine Rolle dieses Signalweges wurde daher auch bei
diversen Erkrankungen, wie zum Beispiel Entziindungsreaktionen, Krebs,
myokardialer Atrophie und Depression beschrieben (Yan et al. 2016). Fur einige
Erkrankungen wie Herzinsuffizienz, Asthma und Adipositas wird Forskolin bereits
eingesetzt, um in den cAMP-Signalweg einzugreifen (Kavitha et al. 2010; Sapio et al.
2017). Dies macht die Verwendung von Forskolin auch fir mogliche
Behandlungsoptionen fir die Erkrankung Endometriose interessant, bei der eine
maogliche Progesteronresistenz, die zu einer verminderten Dezidualisierung

endometrialer Stromazellen fuhren kann, umgangen werden kann (Patel et al. 2017).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine verringerte Dezidualisierungsreaktion der aus
eutopem Endometrium von erkrankten Frauen isolierten hESCs im Vergleich zu denen
nicht-erkrankter Frauen nach Behandlung mit 0,25 mM 8-Br-cAMP/10 uM Forskolin
plus MPA festgestellt. Auch Klemmt et al. konnten zuvor zeigen, dass aus
Endometrioseldsionen sowie auch aus eutopem Endometrium von Frauen mit
Endometriose isolierte Stromazellen eine reduzierte Dezidualisierungskapazitat
aufwiesen. Dabei zeigten sie, dass das Level an Prolaktin im Zelliiberstand an Tag 6
der cAMP-Behandlung den héchsten Peak aufwies, jedoch fur das eutope
Endometrium von erkrankten Frauen signifikant niedriger war als fir die nicht an
Endometriose erkrankten Frauen (Klemmt et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit
wurde nachgewiesen, dass die 8-Br-cAMP/Forskolin-vermittelte Induktion der
Dezidualisierung nicht nur bei den endometrialen Stromazellen gesunder Frauen,
sondern auch bei denen von an Endometriose erkrankter Frauen durch die
gleichzeitige Behandlung mit MPA signifikant gesteigert werden kann. In beiden
Kohorten erwies sich die Forskolin-induzierte Dezidualisierung jedoch als deutlich
weniger effektiv als die durch 8-Br-cAMP-induzierte Differenzierung. Zur Entwicklung
neuer Optionen fir die Endometriosetherapie auf der Basis von Forskolin war ein Ziel
dieser Arbeit, den Effekt von Forskolin neben der Applikation von MPA durch andere

synergistisch wirkende Substanzen weiter zu verstarken.
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4.4. Steigerung der Forskolin-induzierten Dezidualisierung
von hESCs von Patientinnen mit und ohne Endometriose

Das intrazellulare Level von cAMP kann neben der Stimulation der Adenylatcyclase
auch durch einen verminderten Abbau durch die Inhibition der Phosphodieserasen
(PDEs) gesteigert werden (Harris et al. 1973). PDEs beschreiben eine Familie von
Phosphohydrolasen, die selektiv die Hydrolyse von 3"-zyklischen Phosphatbindungen
von Adenosin- und/oder Guanosin-3°,5-zyklischem Monophosphat katalysieren
(Bender 2006). Damit spielen sie eine kritische Rolle in der intrazellularen
Signalgebung, die durch second messenger vermittelt wird (Keravis und Lugnier
2012). Erhéhte Konzentrationen der zyklischen Nukleotide fihren zur Aktivierung der
PKA und der Proteinkinase G (PKG). Diese Kinasen phosphorylieren eine Vielzahl an
Substraten und Transkriptionsfaktoren, wodurch wiederum zahlreiche verschiedene
zellulare Prozesse reguliert werden (Card et al. 2004). Die im Zuge der
Dezidualisierung gesteigerte Aktivierung der PKA sorgt flr die Expression von cAMP-
spezifischen PDEs (Gellersen und Brosens 2014), um somit hohen und
langanhaltenden Steigerungen des intrazellularen cAMP-Levels entgegen zu wirken
(Rosselli et al. 2021). Um die durch Forskolin-induzierte Dezidualisierung zu erhéhen,
sollte hier durch die zusatzliche Gabe von PDE-Inhibitoren das intrazellulare Level von
CAMP gesteigert werden. Es zeigte sich, dass die Forksolin-induzierte
Dezidualisierung signifikant durch die zusatzliche Gabe von PDE-Inhibitoren
gesteigert werden konnte. Diese Steigerung wurde durch MPA weiter erhoht. Die
Ergebnisse untermauern den Befund, dass das erhoéhte intrazellulare cAMP-Level
bendtigt wird um die Zelle fur Progesteron zu sensibilisieren und den cross-talk beider
Wege miteinander zu verstarken (Gellersen und Brosens 2003). In dieser Arbeit wurde
mit dem PDES3-Inhibitor Milrinone und dem PDE4-Inhibitor Rolipram gearbeitet.
Milrinone ist ein Klinisch zugelassener PDE3-Inhibitor, welcher vor allem fir
Kurzzeittherapien von schweren Herzinsuffizienzen und zur Stabilisierung und
Vorbereitung einer Herztransplantation Verwendung findet (Bender und Beavo 2006;
Banner und Press 2009; Azevedo et al. 2014). Bei Rolipram handelt es sich um einen
effektiven PDE4-Inhibitor, der vor allem die Isoformen PDE4B und 4D mit grol3er
Affinitat inhibiert (Card et al. 2004). Rolipram wurde bereits in verschiedenen Studien
verwendet, welche sich mit anti-depressiven Wirkungen (Zeller et al. 1984), anti-
inflammatorischen Effekten auf Multiple Sklerose (Bielekova et al. 2009) und

schutzenden Effekten nach Ruckenmarksverletzungen (Schaal et al. 2012)
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beschaftigten. Jedoch zeigten diese Studien starke Nebeneffekte von Rolipram,
sodass dieser Wirkstoff klinisch nicht weiterentwickelt wurde (Tenor et al. 2011) und
klinisch nicht zugelassen wurde (Azevedo et al. 2014). Allerdings kann dieser Wirkstoff

zur Grundlagenforschung genutzt werden (Card et al. 2004).

In Kombination mit Forskolin fihrte die Behandlung der hESCs mit Rolipram generell
zu einer deutlich héheren Prolaktinsekretion im Vergleich zu Milrinone, was auf einer
starkeren Steigerung der intrazellularen cAMP-Konzentration beruhen kdnnte. Bartsch
et al. konnten zeigen, dass die Behandlung von hESCs mit Rolipram nach drei Tagen
zu einer Erhdhung des intrazellularen cAMP-Levels fihrt, welches durch Progesteron
gesteigert werden konnte (Bartsch und Ivell 2004). Eine Steigerung der Forskolin-
induzierten intrazellularen cAMP-Produktion durch Milrinone wurde von Rosselli et al.
an isolierten Zellen des bovinen Eileiters gezeigt, die jedoch geringer war als die durch
den dort verwendeten PDE4-Inhibitor Ro-20-1724 (Rosselli et al. 2021). Somit zeigen
sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in vorangegangenen Arbeiten PDE4-
Inhibitoren einen starkeren Effekt als PDE3-Inhibitoren. Nach Angaben des "The
Human Protein Atlas” (https://www.proteinatlas.org/) sind die PDE3-Isotypen gering
bzw. kaum im weiblichen Reproduktionstrakt exprimiert, wohingegen die PDEA4-
Isotypen gesteigert vorkommen. In hESCs gilt PDE4 als wesentliche cAMP-
spezifische Isoform (Gellersen und Brosens 2014) und eine gesteigerte Transkription
der Isoform PDE4D konnte in 8-Br-cAMP-behandelten hESCs ermittelt werden
(Bartsch und Ivell 2004). Hingegen werden die PDES3-Isotypen laut Literatur
Uberwiegend in Fettgewebe, in der Leber sowie in Herz- und glatten Muskelzellen
exprimiert (Bender und Beavo 2006; Keravis und Lugnier 2012). In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PDE3-Isoformen A und B auch in hESCs
exprimiert werden und ihre Transkription nach einer Kombinationsbehandlung mit
Forskolin, PDE-Inhibitoren und MPA signifikant anstieg, wobei es keine deutlichen
Unterschiede zwischen beiden Patientinnenkohorten gab. Die Transkription der PDE4-
Isotypen B und D zeigte ebenfalls einen signifikanten Anstieg nach Behandlung mit
Forskolin alleine und in Kombination mit PDE-Inhibitoren mit/ohne MPA bei
simultanem Anstieg der Prolaktinsekretion in den hESCs von Patientinnen mit und
ohne Endometriose. Laut Literatur fihrt die Induktion der Dezidualisierung von hESCs
mit 8-Br-cAMP nach wenigen Stunden zu einem deutlichen Anstieg von PDE4D,
wohingegen keine Erhéhung der anderen Isoformen erfolgt (Bartsch und Ivell 2004).
Hierbei konnte die zeitliche Komponente eine Rolle spielen, da Bartsch et al.
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Transkripte der PDE4-Isoformen nach 20 min und 4 h analysiert haben, hier in dieser
Arbeit die Analyse jedoch nach 6 Tagen erfolgte. Zudem untersuchten Bartsch et al.
die PDE-Transkription in den hESCs nur nach Behandlung mit 8-Br-cAMP, nicht aber
wie in dieser Arbeit nach Behandlung mit PDE-Inhibitoren. Fir PDE3 wurden bisher
keine vergleichbaren Analysen in hESCs publiziert. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die durch Forskolin-induzierte Dezidualisierungsreaktion mit
Hilfe von PDE-Inhibitoren gesteigert werden kann. Der simultane Anstieg der
Transkription der untersuchten PDEs zeigt, dass der allgemeine Mechanismus der
Zelle  funktioniert, um  einem  dauerhaften  gesteigerten  cAMP-Signal
entgegenzuwirken. Vor allem die Kombinationen mit Rolipram zeigten
vielversprechende Ergebnisse, weshalb eine Kombination aus Rolipram, Forskolin
und MPA fur die weiterfihrenden in vivo Versuche ausgewahlt wurde.

In der vorliegenden Arbeit reagierten die hESCs aller Patientinnen mit einer signifikant
erhodhten Prolaktinsekretion nach Induktion der Dezidualisierung, wobei jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den hESCs der Kohorten ohne und mit
Endometriose ermittelt werden konnte. Obwohl sich die Patientinnen, aus deren
Gewebe die hESCs gewonnen wurden, hinsichtlich der Zyklusphase und dem Alter
nicht unterschieden, zeigten in manchen Versuchsansatzen die hESCs der
Patientinnen ohne Endometriose, in manchen die hESCs der Patientinnen mit
Endometriose eine tendenziell héhere Prolaktinkonzentration im Zelliiberstand. Da in
den Versuchsreihen verschiedene Kohorten von hESCs verwendet wurden, weist dies
auf inter-individuelle Unterschiede in der Reaktion auf die Induktion der
Dezidualisierung hin, was bei der zukinftigen Entwicklung von Therapeutika nicht

aul3er Acht gelassen werden sollte

4.5. Analyse von am Dezidualisierungsprozess-beteiligten
Transkriptionsfaktoren

Ein spezifisches Markerprotein fur eine erfolgreiche Dezidualisierung ist das Prolaktin
(Telgmann und Gellersen 1998). Die Promotorregion des dezidualen Prolaktingens
wird durch einen multimeren Transkriptionsfaktorkomplex aktiviert, welcher aus cCAMP-
und Progesteron-abhéngigen Signalen zusammengesetzt ist. Hierbei induziert das
erhohte CAMP-Level die Expression verschiedener downstream
Transkriptionsfaktoren in  hESCs (Kajihara et al. 2013). Zu diesen
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Transkriptionsfaktoren zahlen u. a. CREB1, FOXO1, CEBPB und STAT5 (Gellersen
und Brosens 2003; Kajihara et al. 2013; Joshi et al. 2020; Murata et al. 2022). Dartber
hinaus wird der Faktor HAND2 in Zusammenhang mit der Progestin-abhangigen
Dezidualisierung hESCs gebracht (Okada et al. 2018; Murata et al. 2022). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Transkription dieser Faktoren bei

Induktion der Dezidualisierung durch verschiedene Substanzen aktiviert wird.

Ein Transkriptionsfaktor, der bekanntermaf3en durch das ansteigende cAMP-Level
und der damit aktivierten katalytischen Einheit der PKA phosphoryliert wird, ist CREB1
(Christian et al. 2002a; Gellersen und Brosens 2003; Gellersen und Brosens 2014).
CREBL1 ist ein Leucinzipper, der als Transkriptionsfaktor zusammen mit dem CRE
modulator (CREM) und dem CREB binding protein (CBP) agieren kann und an das
palindromische cAMP response element (CRE) in Promotorregionen bindet. Durch die
Histonacetyltransferase-Aktivitéat von CBP wird die Chromatinkonformation moduliert,
was die Transkriptionsinitiation erleichtert (Gellersen und Brosens 2014). Es ist
bekannt, dass der deziduale Prolaktinpromotor eine moégliche CRE-Sequenz an
Position -12 innehat und sich phosphoryliertes CREBL1 bereits 30 min nach Stimulation
des Signalweges auf die Transkription von CRE-enthaltenden Promotoren auswirkt
(Telgmann et al. 1997; Gellersen und Brosens 2014). In hESCs wird CREB1
unabhangig des Differenzierungsstadiums exprimiert (Gellersen und Brosens 2014)
und das Transkriptlevel bleibt auch wahrend der Dezidualisierung konstant (Gellersen
et al. 1997). Dies zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit, in der sich ein
homogenes Transkriptionslevel von CREBL1 in fast allen hESCs unabhéngig von der
Behandlung, zeigte. Allein die Kombination von Forskolin, Rolipram und MPA flihrte
zu einem signifikanten Anstieg des CREB1 mRNA-Levels, die auch die starkste
funktionelle Dezidualisierung in Form einer gesteigerten Sekretion von Prolaktin
bewirkte. Forskolin als Aktivator der Adenylatcyclase sowie der PDE-Inhibitor Rolipram
sorgten flr eine Steigerung des intrazellularen cAMP-Levels, was sich wiederum auf
den PKA-Weg auswirken und so eine erhdhte Phosphorylierung von CREB1 zur Folge
haben kann. Zudem ist aus der Literatur bekannt, dass der CREB1 Coaktivator CBP
mit dem PR interagieren kann (Rowan 2000). Der transkriptionelle Coaktivator CBP
hat nicht nur die Fahigkeit CREB1 zu binden, sondern auch mit verschiedenen
Faktoren der basalen Transkriptionskomplexmaschinerie zu interagieren (Gellersen
und Brosens 2003). Hierbei kann CBP auch mit CEBPf3, einem wichtigen Mediator des
cAMP-Signals in hESCs, zusammenwirken (Pohnke et al. 1999; Gellersen und
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Brosens 2003). CEBP gehdrt zu den Leucinzipper DNA-bindenden Proteinen und
wird durch cAMP in hESCs induziert (Christian et al. 2002b; Gellersen und Brosens
2003; Maruyama und Yoshimura 2008). Es gilt als essentieller Faktor fiir die weibliche
Reproduktion (Maruyama und Yoshimura 2008), kann den Prolaktin Promotor

induzieren und so die Dezidualisierung voranbringen (Gellersen und Brosens 2003).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in den mit 8-Br-cAMP-inkubierten hESCs ein
Anstieg der CEBPB-Transkription, welcher fir hESCs von Patientinnen mit und ohne
Endometriose ahnlich war, jedoch stéarkere Streuungen in der Endometriose Kohorte
aufzeigte. Dass im eutopen Endometrium von Patientinnen mit Endometriose eine
Transkription von CEBP3 gefunden werden kann, wurde bereits in einer Studie von
Yang et al. gezeigt, die eine mogliche Herunterregulation von CEBPJ in ektopen
endometrialen Lasionen, nicht aber im eutopen Endometrium der erkrankten Frauen
zeigte (Yang 2002). Der in der vorliegenden Arbeit fehlende Effekt von Relaxin und
hCG alleine oder in den unterschiedlichen Substanzkombinationen auf die
Transkription von CEBP in hESCs parallel zur fehlenden Prolaktinsekretion spricht
dafir, dass hier die intrazellulare cAMP-Konzentration noch nicht ausreichend war, um
die Transkription von CEBPB zu induzieren und damit den Prozess der
Dezidualisierung der hESCs anzustof3en. Im Gegensatz hierzu war nach Behandlung
von Forskolin in Kombination mit PDE-Inhibitoren und MPA ein Anstieg der CEBP3-
Transkription zu beobachten, der parallel zu einer Erh6hung der Prolaktinsekretion in
diesen Zellen fuhrte. Somit kann postuliert werden, dass CEBP@ hier durch eine
CAMP-Erh6hung induziert wurde und sich auf die Prolaktinsekretion auswirkt. Bei der
transkriptionellen Aktivierung des dezidualen Prolaktinpromotors durch CEBPB
(Pohnke et al. 1999), interagiert dieses mit weiteren Faktoren wie STAT5 und FOXO1
(Maruyama und Yoshimura 2008). STATS wird als Mitglied der STAT-Familie durch
Phosphorylierung aktiviert, sodass es dimerisieren und in den Zellkern translozieren
kann. Dort reguliert es verschiedene Wachstums- und Differenzierungsprozess-
beteiligte Gene (Maruyama und Yoshimura 2008). Die in vivo Expression von STAT5
im humanen Endometrium ist auf die sekretorische Phase des Zyklus beschrankt (Mak
et al. 2002), und eine Expression von STAT5 und dessen Phosphorylierung und
Dimerisierung in hESCs fuhrt zu einer gesteigerten Aktivitdt des dezidualen
Prolaktinpromotors in vitro (Gellersen und Brosens 2003; Maruyama und Yoshimura
2008). Die Transkription von STAT5 in hESCs zeigte in dieser Arbeit einen
signifikanten Anstieg durch die Inkubation mit 8-Br-cAMP, der sich durch die Zugabe
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von Progestinen nicht steigern liel3. Hierbei wurde die Transkription von STAT5 durch
die zusatzliche Inkubation mit MPA inhibiert, was gegenlaufig zu der ermittelten
Prolaktinsekretion in diesen Ansatzen war. Dagegen fiihrte die Behandlung der hESCs
mit Forskolin und MPA bei gesteigerten Prolaktinsekretionen parallel auch zu einer
Erh6éhung des Transkriptionslevels von STAT5. Studien von Mak et al. zeigten, dass
im Zuge eines Dezidualisierungsstimulus mit 8-Br-cAMP plus MPA eine
Phosphorylierung und nukleare Translokation von STATS5 stattfindet, sodass sie
rickschlieBen konnten, dass die Expression von STAT5 einen wichtigen Schritt
wahrend der Dezidualisierung darstellt (Mak et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Transkription von STAT5 im Zusammenhang mit
einem erfolgreichen Dezidualisierungsstimulus und der daraus resultierenden
Steigerung der Prolaktinsekretion stehen kénnte. Wie oben beschrieben wirkt STAT5
zusammen mit CEBPB und FOXO1 auf die Regulation des Prolaktinpromotors.
FOXOL1 gehdrt zur Forkhead box class O-Familie, die als Transkriptionsfaktoren an
zellularen Funktionen wie der Zellproliferation, der Apoptose und der Differenzierung
beteiligt sind (Maruyama und Yoshimura 2008; Kajihara et al. 2013; Gellersen und
Brosens 2014). Im humanen Endometrium wird FOXO1 deutlich wéhrend der
Dezidualisierung hochreguliert (Gellersen und Brosens 2014) und gilt als ein friher
Schlisseltranskriptionsfaktor in diesem Prozess (Joshi et al. 2020). Dabei ist FOXO1
unabdingbar fir die Induktion der meisten Dezidualisierungs-spezifischen Marker wie
Prolaktin, IGFBP1 und WNT4 (Kajihara et al. 2013; Gellersen und Brosens 2014). In
vitro wird die FOXO1-Expression in hESCs parallel zu CEBPB durch cAMP induziert
(Gellersen und Brosens 2003). Diese cAMP-vermittelte Induktion der Dezidualisierung
fuhrte auch in der vorliegenden Arbeit zu einem signifikanten Anstieg der FOXO1-
Transkription. Kaum Auswirkungen auf die FOXO1-Transkription zeigten die
Behandlungen mit Relaxin oder hCG alleine oder in Kombination mit PDE-Inhibitoren,
was der bereits fur CEBPB- und STAT5-beobachteten Transkription entspricht und
sich ebenfalls auch durch eine geringe Prolaktinkonzentration im Zelliberstand zeigte.
Die kombinierte Behandlung von Forskolin und PDE-Inhibitoren fiihrte hingegen zu
einem deutlich starkeren signifikanten Anstieg der FOXO1-Transkription und der
Prolaktinkonzentration in den hESCs. Diese Ergebnisse unterstreichen den Einfluss
des intrazellular angestiegenen cAMP-Levels und die damit verbundene
Auswirkungen auf FOXO1 und den Prolaktinpromotor. Bereits Labied et al. konnten
zeigen, dass innerhalb von drei Tagen 8-Br-cAMP Behandlung sowohl die FOXO1
MRNA sowie das Protein hochreguliert werden. Dieser Effekt konnte deutlich durch
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die Kombination des cAMP mit MPA erhoht werden, nicht aber durch MPA alleine
(Labied et al. 2006). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte die Zugabe von MPA bei
den Inkubationen mit 8-Br-cAMP, Forskolin alleine und in Kombination mit PDE-
Inhibitoren einen zusatzlichen Anstieg der FOXO1-Transkription sowie dessen
Proteinexpression. Hierbei waren deutliche Unterschiede zwischen mRNA- und
Proteinlevel zu erkennen. Auf Proteinebene wurde FOXO1 bei allen Behandlungen
ahnlich exprimiert, wahrend auf mRNA-Ebene deutlich héhere Werte in den
Behandlungen mit Forskolin in Kombination mit PDE-Inhibitoren und MPA im Vergleich
zu den alleinigen Behandlungen zu verzeichnen waren. Die Unterschiede zwischen
MRNA- und Proteinlevel konnen verschiedene Grinde haben, wie post-
transkriptionelle Regulationen und Halbwertszeit des Proteins (Greenbaum et al.
2003), aber auch Proofreading Mechanismen (Isken und Maquat 2007). Der
steigernden Einfluss von MPA auf FOXO1 kénnte darin begrindet sein, dass hierdurch
eine partielle Translokation und Akkumulation von FOXO1 in das Zytoplasma von
dezidualisierenden hESCs stattfindet (Gellersen und Brosens 2014). Durch den
Entzug der Progestine hingegen kommt es zu einer raschen nukleéren Re-Lokalisation
des Transkriptionsfaktors und einer gesteigerten Expression von pro-apoptotischen
Genen gefolgt von einer erhdhten Apoptose in den dezidualisierenden hESCs
(Brosens und Gellersen 2006). Somit kommt FOXO1 nicht nur eine Rolle in der
Aufrechterhaltung des differenzierten Zustandes und Prolaktinsekretion zu, sondern
auch in der Apoptoseregulation nach Progesteronentzug. Es ist bekannt, dass nur eine
geringe Menge an FOXO1l Protein bendtigt wird, um die Transkription von
Dezidualisierung-spezifischen Faktoren wie Prolaktin zu erhdhen (Brosens und
Gellersen 2006). Die Inhibition der transkriptionellen Aktivitdt von FOXO1 verbunden
mit der zytoplasmatischen Speicherung des FOXO1 Proteins ist das Ergebnis von
gezielten Phosphorylierungen. Diese MPA-vermittelten Phosphorylierungen sind
abhangig von der PI3K/AKT-Aktivierung (Labied et al. 2006). Hierbei handelt es sich
um einen autokrinen Effekt durch Progestine, da diese bekanntermaflen auch die
Expression von verschiedenen Wachstumsfaktoren in differenzierenden hESCs
steigern, die den PI3K/AKT-Signalweg ansteuern (Labied et al. 2006). Das Signal
durch Wachstumsfaktoren fiihrt Uber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zur
Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase AKT (auch Proteinkinase B), die
wiederum FOXO-Transkriptionsfaktoren phosphorylieren kann und Bindestellen flir ein
14-3-3 Chaperon Protein generiert (Brosens und Gellersen 2006). Die Bindung durch
das Chaperon sorgt fur die Translokation des Transkriptionsfaktors vom Kern ins
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Zytoplasma (Brosens und Gellersen 2006) und damit zu seiner Inaktivierung (Joshi et
al. 2020). Die AKT-Proteinfamilie besteht aus den drei Isoformen AKT1-3, die eine
hohe Sequenzhomologie sowie funktionelle und strukturelle Ahnlichkeit zueinander
aufweisen (Fabi und Asselin 2014). Fabi et al. zeigten in ihren Studien an
immortalisierten humanen endometrialen Stromazellen, dass hier die Isoform AKT1
am starksten exprimiert ist (Fabi et al. 2017), wie auch im eutopen Endometrium in
vivo (The Human Protein Atlas). Daher wurde diese Isoform in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Tendenziell wurde AKT1 nur gering in den hESCs transkribiert, jedoch
zeigte sich bei der Kombinationsbehandlung mit Forskolin, Rolipram und MPA ein
signifikanter Anstieg der AKT1-Transkription, parallel zu einer hoheren FOXO1-
Transkription sowie einer gesteigerten Prolaktinsekretion. Diese signifikante Erhéhung
zeigte sich auf Proteinebene jedoch weder fir AKT1 noch fiir seine phosphorylierte
Form. Es ist bekannt, dass AKT1 die Phosphorylierung von FOXO1 beeinflussen kann
(Klotz et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Phosphorylierung von
FOXOL1 in den hESCs nachgewiesen, die durch die unterschiedlichen Behandlungen
jedoch nicht signifikant beeinflusst wurde. Fabi et al. hingegen zeigten, dass das AKT1
Protein sowie auch seine phosphorylierte Form unter dem Einfluss von 8-Br-cAMP
plus MPA in immortalisierten hESCs reduziert wurde, bei gleichzeitig steigender
FOXOL1 Proteinexpression (Fabi et al. 2017). Dieser beobachtete Unterschied kdnnte
dadurch bedingt sein, dass Fabi et al. immortalisierte hESCs verwendeten wahrend in
der vorliegenden Arbeit primdre hESCs von verschiedenen Patientinnen verwendet
wurden. Primare Zellen stammen direkt von entnommenem Gewebe ab und haben
eine limitierte Lebensspanne in Kultur aufgrund ihrer replikativen Seneszenz. Daruber
hinaus sind primére Zellen im Gegensatz zu immortalisierten Zellen genetisch nicht
modifiziert, sodass sie ihre genetische Integritat behalten (Pamies et al. 2018) und
somit der in vivo Situation eher entsprechen. Ein signifikanter Unterschied der
Regulation des AKT1 Proteins in den hESCs von Frauen mit Endometriose im
Vergleich zu denen von Frauen ohne Endometriose zeigte sich in der vorliegenden
Arbeit nicht. In der Literatur wird beschrieben, dass die Aktivierung des AKT-Weges in
dezidualisierenden hESCs unterdrickt wird, jedoch im ektopen Endometrium
gesteigert vorkommen und so die Dezidualisierung beeintrachtigen kann (Joshi et al.
2020). Da hier jedoch nur eutopes Endometrium untersucht wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass aus ektopen Lasionen isolierte endometriale
Stromazellen eine abweichende Reaktion auf die untersuchten Behandlungen zeigen
wirden.
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Neben den bereits genannten Transkriptionsfaktoren spielt auch der Helix-Loop-Helix
Transkriptionsfaktor HAND2 eine Schlisselrolle bei durch Progestinen-induzierten
Dezidualisierung von hESCs (Okada et al. 2018; Fukuda et al. 2015) und ist in diesen
Zellen auch entscheidend fur die IL-15 Transkription (Murata et al. 2022). In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die HAND2-Transkription nicht durch 8-Br-cAMP
induziert werden konnte. Jedoch zeigten alle Behandlungen in denen das Progestin
MPA hinzugegeben wurde eine Steigerung der HAND2-Transkription im Vergleich zu
den jeweilig zugehoérigen Behandlungen ohne MPA. Dies entspricht Studien von Cho
et al. die zeigten, dass das HAND2 mRNA-Level in hESCs durch die Behandlung mit
MPA, nicht aber durch eine Behandlung mit 8-Br-cAMP erhdht wurde (Cho et al. 2013).
Auch die alleinigen Behandlungen mit Forskolin, Milrinone oder Rolipram sowie die
Kombination dieser Substanzen konnte die HAND2-Transkription im Gegensatz zu der
zusatzlichen Inkubation MPA in diesen Substanzkombinationen nicht steigern. Das
unterstreicht die Beobachtung, dass HAND2 nicht durch die Steigerung des
intrazellularen cAMP-Levels reguliert wird, sondern ein durch Progestine regulierter
Faktor ist. Cho et al. zeigten in ihren Studien zudem, dass auch weitere Progestine
(Norethisteron, Levonorgestrel, Dienogest und Progesteron) zu einem Anstieg der
HAND2-Transkription fiihrten (Cho et al. 2013). Die Progestin-induzierte HAND2-
Expression in hESCs der Patientinnen mit Endometriose zeigte keine signifikante
Erhéhung im Vergleich zu den hESCs der Patientinnen ohne Endometriose. Kato et
al. konnten in ihren Studien ebenso keine signifikanten Unterschiede in der HAND2-
Expression in eutopem Endometrium von Frauen mit und ohne Endometriose ermitteln
(Kato et al. 2019), jedoch war die Progestin-induzierte HANDZ2-Transkription in
endometriotischen Stromazellen im Vergleich zu aus dem eutopen Endometrium
isolierten Stromazellen geringer (Kato et al. 2019). Verschiedene Studien zeigten,
dass HAND2 die Expression des fibroblast growth factors (FGF) in hESCs wéahrend
der Dezidualisierung inhibiert (Murata et al. 2019; Kato et al. 2019). Diese Faktoren
sind in endometrialen und endometriotischen Stromazellen nach Zugabe von HAND2
small-interfering RNA (siRNA) hochreguliert, was eine Migration und Invasion von
endometriotischen Stromazellen induziert (Kato et al. 2019). Somit kann sich fur
HAND?2 eine entscheidende Rolle in der Invasionskapazitdt von endometriotischen
Zellen ergeben (Kato et al. 2019). Dartber hinaus lasst sich durch Runterregulation
von HAND2 mittels siRNA eine geschwachte morphologische Differenzierung sowie
ein geringeres Prolaktin- und FOXO1-Level beobachten, was HAND2 eine
entscheidende Rolle in der Dezidualisierung zukommen lasst (Shindoh et al. 2014).
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An dem Prozess der Dezidualisierung sind eine Vielzahl von Faktoren beteiligt. Hierbei
zeigte sich, dass der Transkriptionsfaktor HAND2 Uber ein Progesteron-abhéngiges
Signal reguliert wird, wahrend die Transkriptionsfaktoren CREB1, CEBPf3, STAT5 und
FOXO1 vor allem utber ein cAMP-Signal induziert werden. FOXO1 wies dabei die
starkste Reaktion auf und konnte noch weiter durch ein zusatzliches Progesteron-
abhangiges Signal gesteigert werden, wobei hier Parallelen zu dem Anstieg des von
den hESCs sezernierten Prolaktin gezeigt werden konnten. Eine mogliche Regulation
von FOXO1 durch eine gesteigerte AKT1-Transkription konnten nicht beobachtet

werden.

4.6. Induktion der Dezidualisierung von hESCs durch
Liganden G-Protein gekoppelter Rezeptoren

Der cAMP-Signalweg kann auch tber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren angesteuert
werden. Ein Ligand fur G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ist das humane
Choriongonadotropin (hCG), eines der ersten Signale, das vom Embryo sezerniert
wird (Tapia-Pizarro et al. 2017). Bei hCG handelt es sich um ein Glykoprotein, welches
eine ahnliche Struktur und Funktion wie das luteinisierende Hormon (LH) aufweist
(Hudelist et al. 2008). Beide Hormone kodnnen ihre biologische Funktion Uber
denselben 7-Transmembran G-Protein-gekoppelten Rezeptor (LHCGR) auslésen, zur
Aktivierung der Adenylatcyclase fuhren und damit zum Anstieg des cAMP-Levels in
den Zellen beitragen (Hudelist et al. 2008; Sacchi et al. 2018). Auch wenn hCG vor
allem den Rezeptor in gonadalen Zellen ansteuert, um die Steroidgenese zu
stimulieren, wurde der Rezeptor auch in Gewebe auRRerhalb der Gonaden, wie dem
Myometrium, dem Endometrium, der Dezidua, der Plazenta und den Einleitern
detektiert (Hudelist et al. 2008). Tang et al. konnten zeigen, dass eine Inkubation mit
hCG einen Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration in hESCs bewirkt und
dartber hinaus auch zu einer erhéhten Prolaktinkonzentration im Zelliberstand
beitragt und somit einen Effekt auf die Dezidualisierung von hESCs hat (Tang und
Gurpide 1993). In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Inkubation von hESCs von
Patientinnen mit und ohne Endometriose mit hCG jedoch kaum zu einer Induktion der
Prolaktinsekretion, was sich auch durch die zusatzliche Gabe von MPA und PDE-
Inhibitoren nicht steigern liel3. Der Unterschied zu den Ergebnissen von Tang et al.

konnte darin begriindet sein, dass diese dem Kulturmedium auch Insulin zugesetzt
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hatten (Tang und Gurpide 1993). Insulin kdnnte einen zuséatzlichen Einfluss auf die
Dezidualisierung der Zellen haben, da es das Potential hat u. a. Prolaktin hoch zu
regulieren (Hirschberg et al. 2021). In den Studien von Han et al. wurde ebenfalls ein
Effekt von hCG auf die Dezidualisierung von hESCs beschrieben. Zwar konnten sie
keine funktionelle Differenzierung nach alleiniger hCG-Behandlung nachweisen, hCG
konnte aber den Effekt von durch Ostradiol- und Progesteron-induzierter
Differenzierung nach 10 Tagen deutlich erhdhen (Han et al. 1999). Studien von
Kasahara et al. stehen diesen Ergebnissen jedoch gegeniber, da sie inhibitorische
Effekte von hCG auf die Ostradiol- und Progesteron-induzierte Dezidualisierung von
hESCs vermuteten (Kasahara et al. 2001).

Auch durch Relaxin konnte in dieser Arbeit kaum eine Prolaktinsekretion der hESCs
induziert werden. Relaxin ist ein heterodimeres Peptidhormon mit strukturellen
Homologien zu Insulin, was als Ligand eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors, den
Relaxinrezeptor (LGR7), auf die Zellen wirken kann (Bond et al. 2004). Sowohl Relaxin
als auch sein Rezeptor werden im humanen Endometrium exprimiert, sodass potentiell
die Férderung der Dezidualisierung der Stromazellen hierdurch maglich ist (Morelli et
al. 2010; Tang et al. 2005). Zudem lasst sich die Expression des Relaxinrezeptors
durch Progestine erh6hen, was einen mdglichen synergistischen Effekt der Progestine
und Relaxin sowie der G-Protein-gekoppelten Aktivitaten unterstreicht (Tang et al.
2005). In den Studien von Bartsch und Ivell konnte gezeigt werden, dass die
intrazellulare cAMP-Konzentration in hESCs nach Behandlung der Zellen mit Relaxin
alleine erhoht ist und durch sowohl Progesteron als auch durch den PDE-Inhibitor
Rolipram gesteigert werden kann (Bartsch und Ivell 2004). Zudem konnten sie einen
Anstieg der Prolaktin-Transkription an Tag 3 in ihren Behandlungskombination aus
Relaxin, Rolipram mit und ohne Progesteron zeigen (Bartsch und Ivell 2004; Bartsch
et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden keine Erhéhungen des Prolaktin
Proteins durch die Behandlung mit Relaxin festgestellt. Im Unterschied zu der
vorgenannten Arbeit wurde jedoch hier das Protein im Zelliberstand nach einer
langeren Kulturdauer an Tag 6 analysiert und keine Untersuchungen auf
transkriptioneller Ebene durchgefiihrt. Hierbei ist aul3erdem zu bedenken, dass in der
Studie von Bartsch et al. Insulin zu dem Kulturmedium zugesetzt wurde (Bartsch und
Ivell 2004), was wie bereits weiter oben beschrieben wurde, eine Auswirkung auf die

Induktion der Dezidualisierung haben konnte.
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Die Forskolin-induzierte Erhéhung der Prolaktinsekretion konnte weder durch die
Kombination mit hCG noch mit Relaxin bewirkt werden. In dieser Arbeit zeigten sich
somit keine signifikanten Auswirkungen von hCG oder Relaxin auf die funktionelle
Dezidualisierung der hESCs sowohl von Patientinnen mit als auch ohne Endometriose.
Moglicherweise liegt eine Ursache hierfir darin, dass eine Erhdéhung des
intrazellularen cAMP Uber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor erst verzdgert
einsetzt. Fir den hCG-Rezeptor LHCGR ist bekannt, dass er Uber das gekoppelte Gas
G-Protein die Adenylatcyclase ansteuert, welche dann wiederrum cAMP generiert
(Tapia-Pizarro et al. 2017; Mann et al. 2022). Der Relaxinrezeptor LGR7 wird ebenfalls
mit einem Gas gekoppeltem G-Protein beschrieben, da er in dauerhaft aktiven LGR7-
Mutanten auch Liganden-unabhangig die cAMP-Produktion erhoht (Bartsch et al.
2004; Hsu et al. 2002). Auch wenn die Rezeptoren fir hCG und Relaxin in hESCs
exprimiert werden (Morelli et al. 2010; Dimitriadis et al. 2005; Bond et al. 2004; Hudelist
et al. 2008; Tapia-Pizarro et al. 2017), kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass
die Rezeptormenge in den in der vorliegenden Studie verwendeten hESCs nicht

ausreichte, um eine funktionelle Dezidualisierung auszulésen.

4.7. Induktion der Dezidualisierung im humanisierten
Endometriose Mausmodell in vivo

Die Verwendung von in vitro Systemen ermdglicht einfache und schnelle Analysen der
zellularen und molekularen Mechanismen im Zusammenhang mit einer
Endometrioseerkrankung (Fan 2020; Grimmer 2012). Jedoch decken die in vitro
Studien nicht die Komplexitat von Organsimen mit ihren systemischen Effekten von
Substanzen ab (Grimmer 2012). Im Folgenden sollte daher die Wirkung der in vitro
effektivsten Substanzkombinationen in vivo Uberprift werden. Da die spontane
peritoneale Endometriose Uberwiegend durch die Menstruation initiiert wird, ist das
physiologische Vorkommen dieser Erkrankung auf Menschen und einige nicht-
menschliche Primaten beschrankt (Grimmer et al. 2001). Zur Entwicklung von im
Labor verfigbaren Tiermodellen wurden daher vor allem induzierte Endometriose
Mausmodelle etabliert. Hierbei stellte das heterologe Mausmodell, in dem humanes
endometriales Gewebe in die Bauchhdhle transplantiert wird, eine etablierte Methode
zur Analyse von therapeutischen Strategien dar (Grimmer 2006). Dieses Modell

wurde bereits in anderen Studien der Arbeitsgruppe erfolgreich eingesetzt (Fechner et
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al. 2007; Monckedieck et al. 2009; S6hngen et al. 2014; Koch et al. 2018) und fand
ebenfalls in der vorliegenden Arbeit Anwendung. Das humane endometriale Gewebe
wurde in athymische Nacktmduse (NMRI nude) transplantiert und die Mause
systemisch mit den Substanzen behandelt, die sich zuvor in den in vitro Versuchen als
geeignet erwiesen hatten. Bereits Koch et al. zeigten, dass die Dezidualisierung durch
eine systemische Behandlung in ektopen humanen endometrialen Geweben
erfolgreich im in vivo Endometriose Mausmodell ausgelést werden kann. Dabei
konnten sie eine gut erhaltene Morphologie in den transplantierten Fragmenten mit
typischen von Stroma umgebene endometrialen Drisen vorfinden (Koch et al. 2018).
Das lasst sich in den Ergebnissen dieser Arbeit ebenfalls erkennen. Die Morphologie
der entnommenen transplantierten Gewebe war nach 7 Tagen mit gut erkennbarem
Stroma, Drusen und Drisenepithel sowie teilweise sezernierenden Driisen intakt.
Obwohl zum Teil eine Erhdhung der untersuchten am Dezidualisierungsprozess
beteiligten Transkriptionsfaktoren beobachtet wurde, lieRen sich jedoch keine
histomorphologisch deutlich identifizierbaren dezidualisierten Bereiche in den
Geweben nach Behandlung mit den Testsubstanzen erkennen. Koch et al. konnten in
ihren Studien zeigen, dass eine Kombination von Forskolin und Progesteron zu einer
Erhohung des Transkriptionsfaktors FOXO1 und zu einer veranderten Morphologie mit
dezidualisierten Bereichen und einer Erh6hung der Dezidualisierungsmarker Prolaktin
und IGFBP-1 nach 7 Tagen fuhrt. Zudem zeigten sie, dass die Induktion der
Dezidualisierung nach Behandlung mit hCG und Progesteron signifikant starker war
als mit Forskolin und Progesteron (Koch et al. 2018). Diese Dezidualisierungsreaktion
hielt auch nach 10 Tagen Behandlung mit hCG und Progesteron mit anschlie3endem
Entzug der Substanzen fur weitere 7 Tage an (Koch et al. 2018). Somit zeigte in dieser
Arbeit Forskolin im Vergleich zu hCG eine geringere Induktion der Dezidualisierung in
vivo (Koch et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdgliche Verstarkung
des Dezidualisierungseffektes von Forskolin untersucht. Hier fuhrte die kombinierte
Behandlung mit Forskolin, Rolipram und MPA zu tendenziell starkeren Erhéhungen
Dezidualisierungs-spezifischer Faktoren in dem transplantierten humanen
Endometrium als eine alleinige Behandlung mit Forskolin. Dieser Effekt war in vivo
jedoch deutlich schwacher als der zuvor in vitro beobachtete Effekt flr diese
Substanzkombination. Dies kénnte darin begriindet sein, dass die Substanzen in vitro
unmittelbar auf die Stromazellen einwirken, fur die systemische Wirkung im in vivo
Modell der gewahlte Zeitraum jedoch mdglicherweise nicht ausreichend und hier eine
langere Behandlungsdauer notwendig sein kodnnte, um eine funktionelle
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Dezidualisierung zu induzieren. Zudem konnte die Versorgung der transplantierten
Gewebe eine Rolle spielen. Auch wenn bereits nach 4 Tagen ein Einwachsen von
murinen Blutgefal3en in die ektop transplantierten Fragmente erfolgt (Grimmer et al.
2001), kdénnte im hier durchgefiihrten Versuchszeitraum von 7 Tagen die Angiogenese
noch nicht weit genug fortgeschritten gewesen sein, um eine ausreichende
Versorgung der endometrialen Fragmente mit den Testsubstanzen zu gewahrleisten.
Darlber hinaus kénnte es eine Rolle spielen, dass in vitro lediglich isolierte hESCs in
einem zweidimensionalen Kultursystem verwendet wurden, wahrend es sich in vivo
um dreidimensionale Gewebefragmente handelte, die sowohl aus Stroma- als auch
aus Epithelzellen bestehen. Aus der Literatur ist bekannt, dass in einem humanen
Endometrium-ahnlichen 3D-Kultursystem der direkte Kontakt von Stroma- und
Epithelzellen einen positiven Einfluss auf die Dezidualisierung haben kann (Wang et
al. 2013). 2D-Zellkulturstudien in der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass Epithelzell-
konditioniertes Medium einen tendenziell eher hemmenden Effekt auf die
Dezidualisierung primarer hESCs von Patientinnen mit Endometriose hat (Schmidt
2022). Hierbei verwendeten Wang et al. eine immortalisierte Stromazelllinie fir ihre
Analysen (Wang et al. 2013), sodass der moglicherweise veranderte Metabolismus
der Zelllinie zu diesen abweichenden Befunden beigetragen haben konnte. Da in
unseren vorangegangen 2D-Kulturen die Epithelzellen eher einen negativen Effekt auf
die Dezidualisierung von hESCs hatten (Schmidt 2022), kdnnte in der vorliegenden
Arbeit ein hemmender Effekt der Epithelzellen auch in den Geweben im in vivo
Mausmodell, in denen sowohl Stroma als auch Epithelzellen vorhanden waren, eine

Rolle spielen.

Koch et al. konnten in ihrer Arbeit einen starkeren Anstieg der relativen Prolaktin- und
FOXO1-Expression durch die kombinierte Behandlung mit Forskolin und Progesteron
zeigen. Die in der Arbeit von Koch et al. verwendeten Mengen an Forskolin entsprach
der in dieser Arbeit verwendeten Menge, jedoch verwendeten Koch et al. NOD/SCID
Mause, wahrend hier Nacktmause verwendet wurden (Koch et al. 2018). Nacktméause
sind T-Zell defizient, wohingegen NOD/SCID Mause ein B-, T- und NK-Zell Defizit
aufweisen (Belizario 2009). Es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass
Unterschiede in den Ergebnissen dieser Arbeit mit denen von Koch et al. im

verwendeten Maussystem begriindet liegen.

Auch in dem humanisierten in vivo Modell zeigten die implantierten ektopen

Endometriumgewebe tendenziell eine beginnende Dezidualisierung, jedoch mit einer
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starken Streuung in der Reaktion zwischen den Geweben der verschiedenen
Patientinnen. Die Transkription der Dezidualisierungs-assoziierten Faktoren zeigte in
den in vivo Versuchen deutlich starkere inter-individuelle Unterschiede als in den in
vitro Versuchen. Die Behandlungen wiesen fur einzelne Patientinnengewebe ein
Anstieg von Prolaktin auf, wahrend fur andere Patientinnen erhéhte Transkriptionen
von FOXO1 und HAND2 erkennbar waren. Somit reagierten die Gewebe der
verschiedenen Patientinnen unterschiedlich und zudem reagierte das Gewebe
derselben Patientin nicht fir alle untersuchten Faktoren gleich. Da anhand der
histomorphologischen Kriterien alle transplantierten Ausgangsgewebe der
sekretorischen Zyklusphase zugeordnet werden konnten, war die Zyklusphase des
Endometriums zum Entnahmezeitpunkt nicht die Ursache fur diese starken inter-
individuellen Unterschiede bei den Analysen des humanen Endometriums. Die
Uberprifung des Rezeptorstatus fiir den PR sowie GR ergab deutliche Unterschiede
in der Expressionsstarke zwischen den einzelnen Patientinnen, jedoch lief3 sich hier
kein Zusammenhang der Starke der Rezeptorexpression vor sowie der analysierten
Faktoren nach der Transplantation erkennen. Insgesamt verdeutlichen die starken
inter-individuellen Reaktionen das eine grolRere Fallzahl von primarem
Patientinnengewebe untersucht werden muss, um eine allgemeingultige Aussage
treffen zu kdnnen, was im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich war. Als proof-of-
principle konnte hier jedoch demonstriert werden, dass die zuvor in vitro effektiven
Testsubstanzen die Dezidualisierungsreaktion der hESCs auch in vivo einleiten
konnen. Somit kann der synergistische Effekt unterschiedlicher Substanzen, die in die
Induktionskaskade der Dezidualisierung eingreifen, zur Entwicklung neuer
Therapieansatze beitragen. Zudem kann die Analyse der Reaktion der Gewebe
einzelner Patientinnen die Entwicklung individuell angepasster Therapien

unterstitzen.

4.8. Schlussfolgerung

Endometriale Stromazellen unterlaufen in der Lutealphase des Menstruationszyklus
eine durch Progesteron-gesteuerte Differenzierung zu Deziduazellen. Eine zu
schwache Dezidualisierungsreaktion konnte ein ursachlicher Faktor bei der
Entstehung der Endometriose sein. Da dies bei Endometriosepatientinnen durch eine

Progesteronresistenz verursacht werden kénnte, wurde in der vorliegenden Arbeit zur
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Diskussion

Verstarkung der Dezidualisierungsreaktion zusatzlich der cAMP-Signalweg
vergleichend in endometrialen Stromazellen von Patientinnen mit und ohne
Endometriose angesteuert. In in vitro Versuchen mit aus dem Endometrium beider
Patientinnenkohorten isolierten Stromazellen (hESCs) konnte gezeigt werden, dass
die Dezidualisierung in beiden Versuchsgruppen kaum durch Progestine oder
Liganden des G-Protein-gekoppelten Rezeptors, aber erfolgreich durch die Inkubation
mit 8-Br-cAMP und in deutlich geringerem Mal3e durch den Adenylatcyclaseaktivator
Forskolin induziert werden konnte. Es konnte hier jedoch gezeigt werden, dass die
Wirkung des Forskolins durch die zusatzliche Gabe von PDE-Inhibitoren signifikant
und durch das Progestin MPA noch weiter erhdht werden konnte. Die hESCs von
Patientinnen mit Endometriose zeigten hierbei sogar eine hohere Prolaktinsekretion
als Marker fur eine funktionelle Dezidualisierung als die der Patientinnen ohne
Endometriose. Die Steigerung der Prolaktinsekretion ging far beide
Patientinnenkohorten mit einem simultanen Anstieg Dezidualisierungs-assoziierter
Transkriptionsfaktoren einher. Die in vitro effektivste Substanzkombination aus
Forskolin, Rolipram und MPA zeigte in einem humanisierten Endometriose
Mausmodell in vivo nach 6 Tagen Behandlung eine schwache Induktion der am
Dezidualisierungsprozess beteiligten Transkriptionsfaktoren mit starken individuellen
Unterschieden. Fur eine Induktion der Dezidualisierung bereits existenter ektoper
Lasionen in vivo ist moglicherweise eine langere Behandlungsdauer notwendig.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Dezidualisierung
endometrialer Stromazellen von Patientinnen mit Endometriose erfolgreich durch die
Aktivierung des cAMP-Signalweges induziert werden und dass man sich Synergien
unterschiedlicher Substanzen zunutze machen kann, die auf unterschiedlichen Wegen
den intrazellularen cAMP-Spiegel erhéhen. Das kann zur Entwicklung personalisierter
Therapieansatze fur die Endometriose genutzt werden, indem zum einen die
Dezidualisierung wahrend der Lutealphase geférdert werden kann, sodass nur
differenzierte Endometriumzellen durch eine retrograde Menstruation in die
Bauchhohle gelangen, zum anderen konnten bereits existente Lasionen zur
Differenzierung anregt werden. Ziel ware es, dass die in den L&sionen ausgeldste
Dezidualisierung letztlich zum Absterben des ektopen Endometriumgewebes fluhren

wiurde.
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