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ENDOKBINOLOGIE & FERTILITAT
FUR KLINIK & PRAXIS

Universitdtsmedizin Mainz

Einladung zu unserer wissenschaftlichen Veranstaltung Endo-Ferti-Forum

Briicke(n) zwischen Unikliniken und Praxen an Rhein und Main(z)

— die aus dem bisherigen Format ,Ferti Forum* ab 2026 hervorgeht —

Freuen Sie sich auf spannende Vortrage und den lebendigen Austausch mit Kolleg:innen und Expert:innen aus Klinik und
Praxis. Freitagabend laden wir Sie herzlich zu einem entspannten Empfang ein —
eine perfekte Gelegenheit, Kontakte zu kniipfen und den Tag genussvoll ausklingen zu lassen.

Wissenschaftliche Leitung: Univ.-Professorin Annette Hasenburg, Dr. Susanne Theis, Universitatsmedizin Mainz,
Sanitatsrat Dr. Werner Harlfinger, BVF Rheinland-Pfalz Dr. Rudiger Gaase, BVF Hessen Dr. Klaus J. Doubek

Schirmherrschaften: Prof. Nicole Sanger, Uniklinik Bonn, Prof. Jan-Steffen Krissel, Uniklinik Diisseldorf,
Dr. Annette Bachmann, Uniklinik Frankfurt am Main, Prof. Christine Skala, Uniklinik K&In
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& Anmeldung unter




8. ARBEITSKREIS MOLEKULARBIOLOGIE DER
DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR GYNAKO-
LOGISCHE ENDOKRINOLOGIE UND FORT-
PFLANZUNGSMEDIZIN (DGGEF)

29.-30. AUGUST 2008, ESSEN (ABSTRACTS?)

Einfiihrung

In den vergangenen 8 Jahren hat sich das jahrliche Meeting des Arbeitskreises Molekularbiologie der DGGEF zu einer festen
GrolBe entwickelt, das vor allem jiingeren Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern, die sich im Rahmen ihrer Forschungs-
projekte mit molekularbiologischen Aspekten der Reproduktionsmedizin beschéftigen, eine informelle Méglichkeit bietet, ihre
Arbeiten vorzustellen. Die Tagung, deren Teilnehmerzahl auf 30 begrenzt ist, ist so konzipiert, dass viel Raum fiir Diskussionen
bleibt und die Teilnehmer so auf &hnlichem Gebiet arbeitende Forschergruppen kennenlernen und neue Kooperationen etab-
lieren kénnen.

Das 8. Treffen dieses Arbeitskreises fand dieses Jahr in Essen statt. Der Hauptteil des Treffens wurde durch Vortrage der einzel-
nen Teilnehmer gestaltet. Zur Eréffnung wurde auf Einladung der Veranstalter von Frau Dr. Birgit Gellersen, ENDOKRINO-
LOGIKUM Hamburg, ein Ubersichtsvortrag zu den molekularen Mechanismen der Progesteronwirkung gehalten. Wie in je-
dem Jahr wurde von der Firma Serono ein Preis fiir den besten freien Vortrag ausgelobt. Dieser Preis in Hohe von € 500,—
wurde in diesem Jahr zweimal vergeben. Er ging zum einen an Anna Schneider, Universitatsfrauenklinik Heidelberg, fir ihren
Vortrag iiber den ,Einfluss von endometrialem Stroma und Dezidua auf die Genexpression des Zytotrophoblasten in einem
Kokulturmodell”, zum anderen an Dunja Baston-Blist, Uniklinikum Disseldorf, fiir ihren Vortrag iber die ,Rolle der Zystein-
proteinase Cathepsin S und ihrer Inhibitoren in der friithen embryonalen Implantation der Maus”.

Die Auswahlbegutachtung der wissenschaftlichen Abstracts erfolgte durch die Organisatoren des Treffens, Prof. Dr. Ruth
Griimmer und Prof. Dr. Peter Bielfeld, Essen. Die Vergabe des Vortragspreises erfolgte — wie bei diesem Arbeitstreffen iiblich —

durch geheime Wahl aller Teilnehmer.

DiE ROLLE DER ZYSTEINPROTEINASE
CATHEPSIN S UND IHRER INHIBITOREN IN
DER FRUHEN EMBRYONALEN IMPLANTATION
DER MAUS

D. M. Baston-Biist, A. Schanz, C. Hélling,
J. Hirchenhain, J.-S. Kriissel, A. P. Hess
UniKiD-Zentrum fiir Reproduktions-
medizin der Universititsfrauenklinik
Diisseldorf

Einleitung: Die Familie der Cathepsine
besteht beim Menschen aus 11 Mitglie-
dern, die eine konservierte Sequenz aus
Cystein- und Histidinresten in ihrem ak-
tiven Zentrum aufweisen. Die Aktivie-
rung erfahren die proteolytisch inakti-
ven Vorstufen in der sauren Umgebung
der Lyso- und Endosomen. Eine Ausnah-
me stellt hierbei Cathepsin S (CtsS) dar,
das auch im neutralen pH-Bereich sta-
bil und aktiv ist. Die gewebsspezifisch
lokalisierten Cathepsine sind sowohl in

* In alphabetischer Reihenfolge
nach Erstautoren. Begutachtet und
zusammengestellt von den Orga-
nisatoren Prof. Dr. Ruth Griimmer
und Prof. Dr. Peter Bielfeld, Essen.

@ Ein alphabetisches Verzeich-
nis der Erstautoren finden Sie auf
Seite 372.

physiologische — z. B. Angiogenese,
Waundheilung, Apoptose, Antigen-Pro-
zessierung fur die MHC-II-Prdsentation
—als auch in pathologische Prozesse —
z. B. Alzheimer-Demenz, Kanzerogene-
se und Arthritis — involviert.

lhre Inhibitoren, die zur Familie der
Cystatine (Cst) gehéren und intra- und
extrazelluldr bzw. intravaskuldr lokali-
siert sind, dienen vorwiegend dem
Schutz von Zellen und Geweben vor
der proteolytischen Aktivitat lysosoma-
ler Proteinasen. In bisher veroffentlich-
ten Studien zur Bedeutung der Cathep-
sine innerhalb der Implantation fiel das
Augenmerk vorwiegend auf Cts B und L.
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgrup-
pe zeigten eine vielfache Steigerung der
CtsS-mRNA-Expression in humanen en-
dometrialen Stromazellen nach Koinku-
bation mit Trophoblast-konditioniertem
Medium gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle auf [Hess et al., 2007].

Material und Methoden: Basierend
hierauf wollten wir die In-vivo-Situation
der Lokalisation von CtsS und ihren
Inhibitoren CstC (auch Cst3) bzw. CstF
(auch Cst7) in Ostrogen- und Progeste-
ron-dominanten Zyklen der Maus in
Embryo und Endometrium auf mRNA-
und Proteinebene untersuchen. Die
Proben fiir die Progesteron-dominanten
Zyklen wurden an den Tagen 2,5; 3,5;
5,5 und 7,5 (mit Implantationsstellen)
nach Verpaarung entnommen. Die mit-

Prof. Dr. Ruth Griimmer
Organisationskomitee

tels reverser Transkription mit nachfol-
gender Nested-PCR untersuchten Blas-
tozysten wurden an Tag 3,5 nach Ver-
paarung aus den Uteri superovulierter
Weibchen der Stimme B6C3F1 bzw.
B6129F2 gespiilt.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: Neben
einer ubiquitdren Expression der Zyste-
inprotease CtsS im murinen Endometri-
um mit einem Anstieg unter Progeste-
roneinfluss konnten wir die Expression
des Inhibitors CstC im Embryoblasten
detektieren. Wider unsere Erwartung
exprimierten die untersuchten Embryo-
nen nicht die proteolytisch aktive und
folglich implantationsférdernde Protein-
ase CtsS. Vielmehr scheint auch der Em-
bryo selbst an der Reglementierung sei-
ner Invasion beteiligt zu sein.

PROGESTERONREZEPTOREN IM REPRODUK-
TIONSTRAKT — KONZEPTE UND IRRWEGE

B. Gellersen
ENDOKRINOLOGIKUM Hamburg

Das Steroidhormon Progesteron spielt
eine unerldssliche Rolle in der Kontrolle
reproduktiver Vorgange wie der Ovula-
tion, Implantation der Blastozyste, Auf-
rechterhaltung der Schwangerschaft und
Entwicklung der Brustdrise. Viele dieser
Prozesse werden durch die klassischen
Progesteronrezeptoren PR-B und PR-A
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vermittelt, die als ligandenabhidngige
Transkriptionsfaktoren fungieren. Neben
langsamen genomischen Effekten 16st
Progesteron jedoch auch schnelle nicht-
genomische zelluldre Antworten aus.
Obwohl gezeigt worden ist, dass die
Aktivierung von Signaltransduktions-
kaskaden durch eine extranukledre Sub-
population des klassischen PR moglich
ist, wurde immer wieder die Existenz
distinkter membranstandiger Progeste-
ronrezeptoren postuliert. Ein Kandidat
ist das PGRMC-1 (,progesterone recep-
tor membrane component-1*), ein Pro-
tein mit einer singuldren Transmem-
brandomdne, das einen Komplex mit
SERBP1 eingehen kann (,serpine RNA
binding protein 1*). Dieser Komplex ist
an der anti-apoptotischen Wirkung von
Progesteron in Granulosa- und Luteal-
zellen beteiligt; die Progesteronbin-
dungsfahigkeit von PGRMC-1 ist jedoch
noch nicht abschliefend charakterisiert.

Als besonders vielversprechende Ent-
deckung galt die Klonierung der soge-
nannten Membran-Progestinrezeptoren
mPRaa, mPRb und mPRg. Die Mitglie-
der dieser Familie wurden als G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren mit 7 Trans-
membrandomanen beschrieben, die
nach Ligandenbindung einerseits eine
Aktivierung der MAP-Kinasen p42/p44
oder p38, andererseits tiber eine Hem-
mung der Adenylatzyklase eine Sen-
kung des cAMP-Spiegels auslésen. Eine
Hochregulierung der mPRs am Ende der
Schwangerschaft bot sich als attraktive
Erkldrung fiir das Enigma des ,funktio-
nellen Progesteronentzugs” zu Beginn
der Wehentitigkeit an. Dieser Begriff
beschreibt das Phanomen, dass trotz
anhaltend hoher Progesteronspiegel die
progesteronabhéngige Ruhigstellung
des menschlichen Myometriums beim
Geburtsvorgang aufgehoben wird. In
eigenen Untersuchungen konnten wir
jedoch weder bestétigen, dass die mPR-
Expression bei Wehentatigkeit erhoht
ist, noch, dass die humanen mPRs die
ihnen zugeschriebenen Eigenschaften
besitzen. Wir fanden die mPRs nicht in
der Plasmamembran, sondern im endo-
plasmatischen Retikulum lokalisiert, be-
obachteten keine durch mPRs vermittel-
te Verdnderung der Adenylatzyklase-
oder MAP-Kinase-Aktivitdt und konnten
nicht einmal bestétigen, dass die mPRs
Progestine binden.

Eine andere Hypothese zur Erklarung
des funktionellen Progesteronentzugs

besagt, dass es im Myometrium am
Ende der Schwangerschaft zu einem
dramatischen Anstieg einer kurzen,
inhibitorischen Isoform des klassischen
PR kommt. Dieser als PR-C bezeichnete
Rezeptor ist N-terminal trunkiert und
besitzt zwar die Liganden-, jedoch kei-
ne intakte DNA-Bindungsdomane.

Es wurde postuliert, dass er wie ein
Schwamm das Progesteron in Myo-
metriumzellen abfangt und es den
transkriptionell aktiven nukledren PRs
entzieht. PR-C wurde als ein 60 kDa-
Protein beschrieben, das durch Trans-
lationsinitiation am Methionin-595-
Kodon des PR-Transkripts entsteht. In
systematischen Untersuchungen stellten
wir jedoch fest, dass Methionin-595 in
vivo nicht als Startkodon genutzt wird,
und dass gegen den C-Terminus gerich-
tete PR-Antikorper ein hohes Maf8 an
unspezifischer Kreuzreaktivitit aufwei-
sen und somit zu Fehlinterpretationen
von Western Blots fiihren kdnnen.

Somit bleibt die klinisch hochrelevante
Aufklarung der genomischen und nicht-
genomischen Wirkungsweisen von Pro-
gesteron ein von Kontroversen gekenn-
zeichnetes Forschungsgebiet.

Die ReauLATION DER CCN-PROTEINE
CYR61 unp NOV UBER HYPOXIE IN
PRAEKLAMPTISCHEN PLAZENTEN UND IM
HUMANEN TROPHOBLASTEN

A. Gellhaus’, N. Wolf', J. Scheidler?,

M. Schmidt?, C. Dunk?, R. Kimmig?,

S.J. Lye’, E. Winterhager'

'Institut fiir Molekularbiologie, *Klinik
fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe,
Universitatsklinikum Essen, *Department
of Obstetrics and Gynecology, Mount
Sinai Hospital, Toronto, Kanada

Die Praeklampsie ist immer noch eine
der Hauptursachen maternaler und feta-
ler sowie neonataler Mortalitat. 5-10 %
der Schwangeren entwickeln eine Pra-
eklampsie, die fir ca. 25 % der Friih-
geburten verantwortlich ist. Ganz be-
sonders schwerwiegend ist die ,Early-
onset”-Praeklampsie, bei der die Leit-
symptome Hypertonie und Proteinurie
schon vor der 34. Schwangerschafts-
woche auftreten. Die Pathogenese der
Praeklampsie ist weitgehend ungeklart.
Eine der Ursachen ist die unzureichen-
de Einwanderung des extravillésen Tro-
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phoblasten in das mitterliche Gewebe
und die Gefdfe. Dies wiederum fihrt
zu einem reduzierten Blutstrom in den
intervillosen Raum der Plazenta, beglei-
tet durch Hypoxie und damit zu einer
Unterversorgung des Kindes mit Nahr-
stoffen und Sauerstoff und zu einer er-
heblichen Wachstumsretardierung.

Da die Angiogenese und/oder Migration
des Trophoblasten in dieser Erkrankung
beeintrachtigt sind, haben wir uns auf
eine Proteinfamilie fokussiert, die eine
wichtige Rolle in diesen Prozessen
spielt, die CCN-Proteine CYR61 (CCN1)
und NOV (CCN3). Diese Molekiile sind
matrizelluldre Proteine, die an der Re-
gulation von Adhdsion, Migration, Proli-
feration und Differenzierung beteiligt
sind. Kirzlich konnten wir zeigen, dass
die beiden Proteine sehr stark in der
humanen Plazenta in den Gefdllen und
besonders im invasiven Trophoblasten,
der in die Dezidua und in die materna-
len Spiralarterien einwandert, exprimiert
werden. Interessanterweise konnte eine
signifikante Downregulation von CYR61
und NOV im villésen Kompartiment,
der fiir den feto-maternalen Austausch
verantwortlich ist, in friihen praeklamp-
tischen Plazenten im Vergleich zu Kon-
trollen nachgewiesen werden. Es ist be-
kannt, dass in der Praeklampsie viele

z. B. angiogene Faktoren durch Sauer-
stoff reguliert werden. Daher haben wir
die Expression von CYR61- und NOV-
Transkripten und Protein in der huma-
nen Trophoblastzelllinie Jeg3, einem
Modell fiir den invasiven extravillosen
Trophoblasten, unter hypoxischen Be-
dingungen untersucht. Es zeigte sich
eine transiente Zunahme der CYR61
mRNA und des intrazelluldren und
sekretierten Proteins unter 1 % O,,
verglichen mit Standardbedingungen
(20 % O,). Dagegen konnte neben einer
Hochregulation der NOV mRNA und
des intrazelluldren Proteins eine Abnah-
me des sekretierten NOV-Proteins fest-
gestellt werden. Die erh6hten Level von
CYR61 und NOV wurden durch eine
Stabilisierung des HIF1a-Proteins be-
gleitet. Ob dieser Effekt Giber HIFTo ver-
mittelt wird, wurde zum einen mit dem
Prolylhydroxylase-Inhibitor Dimethyl-
oxalylglycin (DMOG), der die hypoxi-
sche Situation durch Stabilisierung von
HIFTa simuliert, und mithilfe von HIFTa
siRNA analysiert. Es konnte nachgewie-
sen werden, dass eine Stabilisierung
von HIF1a tiber DMOG zu einem dhn-
lichen Anstieg der CYR61- und NOV-
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Expression fiihrt wie unter Hypoxie.
Ebenfalls kam es zu einer Abnahme der
CYR61- und NOV-Expression nach Be-
handlung der Jeg3-Zellen mit HIFTa
siRNA unter Hypoxie.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei
der Analyse einer anderen Proteinfami-
lie der Gap Junction-Proteine Connexin
40 und 43, die beide eine wichtige Rol-
le in der humanen Plazentaentwicklung
spielen, gefunden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergeb-
nisse, dass CYR61 und NOV sowie die
Connexine Cx43 und Cx40 Hypoxie-
induzierte Gene im invasiven Tropho-
blasten sind. Daher vermuten wir, dass
ein Ungleichgewicht in der Expression
dieser Molekiile an der feto-maternalen
Grenzschicht, hervorgerufen durch Hy-
poxie, ein Grund dafir sein kann, dass
es zu einer verringerten Invasion in der
Praeklampsie kommt. Zurzeit untersu-
chen wir die Expression dieser Molekd-
le und die Wirkung auf Proliferations-
und Invasionseigenschaften unter Hypo-
xie in plazentalen Explantkulturen, die
der Situation in vivo eher entsprechen.

REGULATION VON APOLIPOPROTEIN D UND E
IM HUMANEN ENDOMETRIUM

A. Germeyer!, F. Schlicksupp’, U. von
Rango?, J. Jauckus', R. M. Popovic’,

T. Strowitzki', M. von Wolff’

'Abteilung fir Gynéakologische Endokrino-
logie und Fertilititsstérungen, Universi-
tatsklinikum Heidelberg, 2Institut fir
Anatomie, Universitdtsklinikum Aachen

Einleitung: Das Endometrium stellt ein
plastisches Gewebe mit zyklischen
Genverdnderungen dar, die die opti-
male Implantation des Embryos ermog-
lichen sollen. Zahlreiche dieser Gen-
verdanderungen wurden durch Einzel-
genanalysen, ebenso wie durch globale
Mikroarrayuntersuchungen aufgedeckt.
Beim Vergleich von proliferativem mit
sekretorischem Gesamtendometrium
fand sich in einer solchen globalen
Genuntersuchung u. a. eine vermehrte
Genexpression von Apolipoprotein D
und E. Einzelnen Apolipoproteinen
(Apo), welche tiberwiegend als Lipid-
transporter im peripheren Blut beschrie-
ben sind, wurde bereits friither eine
Funktion im Reproduktionstrakt zuge-
schrieben, so u. a. beim pramenstruellen

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 6/2008

Apoptosevorgang im humanen Endome-
trium (Apo J) und in der murinen Friih-
schwangerschaft von Mausen (Apo E),
sodass im Rahmen dieser Studie Lokali-
sation und Regulation im humanen En-
dometrium untersucht werden sollen.

Material und Methoden: Nach Einver-
standniserklarung (Ethikprotokoll der
Universitdt Heidelberg) wurden dezi-
duale Proben aus legalen Schwanger-
schaftsabbriichen und endometriale
Biopsien von gesunden, regelmafig
menstruierenden Frauen gewonnen.

Genexpressionsanalysen mittels Tagman-
Realtime-PCR erfolgten an proliferativem
und mittsekretorischem Gesamtendo-
metrium (n = 14). Des Weiteren erfolgte
eine Auftrennung des Gesamtendome-
triums in Einzelzellfraktionen (Epithel-
[EZ], Stroma- [SZ] und CD45-positive
Immunzellen [IZ]) mittels magnetischer
Beads. Zur Kontrolle der hormonellen
Regulation dieser Proteine wurden SZ
und EP nach hormoneller Stimulation

in vitro untersucht. Die Proteinexpres-
sionsanalyse erfolgte mittels Immunhis-
tochemie und Western Blot im Gesamt-
endometrium.

Ergebnisse: Apo D- und -E-mRNA fan-
den sich in allen untersuchten endome-
trialen Einzelzellfraktionen sowohl in
der proliferativen als auch in der sekre-
torischen Phase. Die zuvor im Mikro-
array beschriebene vermehrte Expression
von Apo D und E im Gesamtendometri-
um in der sekretorischen Phase konnte
bestatigt werden. In Einzelzellfraktionen
fand sich diese zyklusabhdngige mRNA-
Regulation fiir Apo D deutlich in EZ, SZ
und 1Z, wahrend Apo E nur geringe Ver-
anderungen in SZ und 1Z aufwies. Mittels
In-vitro-Dezidualisierung von SZ konnte
ein hormoneller Einfluss auf die Gen-
expression von Apo D bestadtigt werden.

Auch im Western Blot fand sich bei
Apo D und E ein geringer Anstieg in der
sekretorischen Phase. Die Proteinlokali-
sation mittels Immunhistochemie ergab
eine deutliche Expression von Apo D im
glandularen Epithel sowie im Stroma mit
einem Anstieg der Proteinexpression im
sekretorischen Epithel. Apo E jedoch war
fast ausschlieRlich in Endothelzellen
nachweisbar mit minimaler Expression
in endometrialem Stroma.

Schlussfolgerung: Wir konnten erstmals
die zyklusabhdngige und zelltypspezifi-

sche Lokalisation von Apo D und Apo E
im humanen Endometrium beschreiben.
Wir vermuten, dass diese Proteine den
vermehrten Nahrstoffbedarf der Zellen
in der zweiten Zyklushélfte unterstiitzen
und somit die Voraussetzungen zur Im-
plantation des Trophoblasten verbessern.
Die definitive Kldarung der Funktion die-
ser Proteine im Endometrium steht je-
doch noch aus.

ERHOHTE EXPRESSION DES STAMMZELL-
MARKERS MUSASHI-1 IM ENDOMETRIUM —
POTENZIELLE BEDEUTUNG FUR DIE PATHO-
GENESE VON ENDOMETRIOSE UND ENDO-
METRIUMKARZINOM

M. Gétte’, M. Wolf', N. Schulte’,

A. Staebler?, O. Buchweitz', A. Schiiring’,
L. Kiesel

'Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, 2?Gerhard-Domagk-
Institut fir Pathologie, Universitatsklini-
kum Miinster

Einleitung: Wéhrend des Menstruations-
zyklus laufen im humanen Endometrium
zyklische Prozesse der Regeneration,
Zelldifferenzierung und Desquamation
ab. Als Grundlage dieser regenerativen
Kapazitdt wird eine Beteiligung endo-
metrialer Stammzellen angenommen [1,
2]. Weiterhin wird deren Beteiligung an
der Pathogenese von Endometriose und
Endometriumkarzinom diskutiert. Hier-
bei stellt das RNA-bindende Protein
Musashi-1 (Msi1) einen potenziellen
Marker dar, da es die Pluripotenz von
Progenitorzellen durch Modulation des
Notch-Signalweges aufrechterhalt [3].

Patienten und Methoden: Die Expression
von Msil wurde mittels Immunhistoche-
mie, quantitativer RT-PCR und Immun-
fluoreszenzmikroskopie in endometria-
len Stromazellklonen [4], in Endometri-
ums-, Endometriose- und Endometrium-
karzinomgewebe von 46 Patientinnen
charakterisiert. Das osteogene Differen-
zierungspotenzial endometrialer Stro-
mazellklone wurde in vitro untersucht.

Ergebnisse: Endometriale Stromazell-
klone exprimieren Msil1 und Notch-1.
Eine Subpopulation der Stromazellklone
liel} sich osteogen differenzieren. Im
Gewebe war der Prozentsatz Msi1-posi-
tiver Zellen in der Basalis im Vergleich
zur Functionalis signifikant erhoht. Die



Zahl MsiT-exprimierender Zellgruppen
war im proliferativen Endometrium, im
Endometriumkarzinomgewebe und in
Endometrioseldsionen gegeniiber sekre-
torischem Endometrium signifikant er-
hoht. Eine hohe Expression von Msi1
und Telomerase wurde im Endometri-
um, nicht aber im Myometrium nach-
gewiesen. Im Endometriumkarzinom-
gewebe mit hoher Leukozyteninfiltra-
tion wurde eine partielle Kolokalisation
von Msi1 mit CD45 beobachtet.

Schlussfolgerungen: Unsere Daten stiit-
zen aktuelle Hypothesen iiber Stamm-
zell-vermittelte Pathogenesemechanis-
men endometrialer Erkrankungen [1, 2].
Die induzierte Differenzierung von Pro-
genitorzellen konnte daher einen zu-
kiinftigen therapeutischen Ansatz dar-
stellen [5, 6]. Unsere Daten zur In-vitro-
Differenzierung endometrialer Stroma-
zellklone zeigen jedoch die Notwendig-
keit einer genauen immunophédnotypi-
schen Charakterisierung endometrialer
Stammzellen auf.
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and committed progeny in a breast cancer
xenograft model. Cancer Res 2007; 67:
8643-52.

UNTERSUCHUNG VON SIGNALKASKADEN DER
|GF-I[-VERMITTELTEN TROPHOBLASTEN-
INVASION IN VITRO

A. P Hess'2, D. M. Baston-Blist?,

A. Schanz?, M. Nyegaard', J.-S. Kriissel?,
L. C. Giudice’

'Department of Obstetrics & Gynecology,
Stanford University, Stanford, CA, USA,
2UniKiD-Zentrum fir Reproduktions-
medizin der Universitdtsfrauenklinik
Duisseldorf

Einleitung: Insulin-like growth factor
binding protein 1 (IGFBP-1) wird pro-
gesteronabhdngig in dezidualisierten
endometrialen Stromazellen (ESC) ex-
primiert und ist im Rahmen der Etablie-
rung einer Schwangerschaft an entschei-
denden Vorgangen auf maternaler und
fetaler Seite, z. B. Wachstum, Differen-
zierung und Implantation, beteiligt.
Aufseiten des Trophoblasten nimmt
Insulin-like growth factor- (IGF-) Il
wahrend der embryonalen Invasion die
vorherrschende Rolle als implantations-
forderndes Sekretionsprodukt ein.

Das Ziel unserer Studie war es, die Sig-
nalwege in in vitro dezidualisierten pri-
maren endometrialen Stromazellen
(ESC) zu untersuchen, die an der IGF-II-
regulierten Expression von IGFBP-1 be-
teiligt sind und somit Riickschlisse auf
Interaktionen im Rahmen der regelrech-
ten Implantation erlauben.

Material und Methoden: Hierfir wurden
ESC aus Endometriumbiopsien von Pati-
entinnen im reproduktiven Alter isoliert
und kultiviert. Die Dezidualisierung er-
folgte mit Progesteron und Estradiol und
wurde mittels IGFBP-1-ELISA verifiziert.
Im Anschluss an die Dezidualisierung
wurden die Zellen mit IGF-1I, dem
P13-Kinase-Inhibitor Wortmannin bzw.
PD98059 als MAP-Kinase-Inhibitor und
einer Kombination beider Inhibitoren
inkubiert.

Ergebnisse: Die Analyse der Expression
von IGFBP-1 erfolgte anhand von
Western Blots fiir die Produkte der

P13- bzw. MAP-Kinase-Aktivierung,
phosphoryliertes ERK (Extracellular-
signal Regulated Kinase) und AKT
(Proteinkinase B). Wir konnten fest-
stellen, dass IGF-II die Expression von
IGFBP-1 in endometrialen Stromazellen
erniedrigt und diese Reduktion vorwie-
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gend Uber den MAP-Kinase-Signalweg
erfolgt.

Schlussfolgerungen: Diese Ergebnisse
legen nahe, dass der Embryo seine eige-
ne Invasion mittels IGF-1I vor allem
Uber eine Aktivierung der MAP-Kinase-
Signalkaskade zur Erniedrigung des
anti-invasiven IGFBP-1 reguliert.

METHYLENTETRAHYDROFOLAT-REDUKTASE
(MTHFR)-677C > T-MUTATION VERMIN-
DERT CYP17- UND CYP19-ABHANGIGE
STEROIDMETABOLITE

K. Keck’, R. Pavlik', S. Hecht', U. Noss?,
S. J. Soldin3, C. J. Thaler’

Klinik und Poliklinik ftir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, Klinikum der Univer-
sitit Minchen-GroBhadern, 2Zentrum
fiir Reproduktionsmedizin, Miinchen,
’Bioanalytical Core Laboratory, General
Clinical Research Center, Georgetown
University Medical Center, Washington,
D.C., USA

Wir konnten zeigen, dass die MTHFR-
677C>T-Mutation mit einer erniedrigten
Estradiol- (E2-) Konzentration in der
Follikelfliissigkeit (FF) und einer deut-
lich verminderten E2-Syntheseleistung
humaner Granulosazellen (GZ) assozi-
iert ist [1]. Wir haben untersucht, ob
neben E2 weitere Metabolite im Steroid-
stoffwechsel des Ovars von dieser Mu-
tation beeinflusst werden.

FF und GZ wurden aus Follikelpunkta-
ten von IVF-/ICSI-Patientinnen gewon-
nen. Nach Aufreinigung mittels Percoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation und
Anti-CD14- und Anti-CD45-Dynalbeads
wurden die GZ fiir insgesamt 5 Tage in
FCS-haltigem M199-Medium kultiviert.
Die MTHFR-677C>T-Genotypisierung
wurde mittels PCR-RFLP durchgefiihrt.
Zur weiteren differenzierten Hormon-
analyse wurden FF und Zellkulturiiber-
stande von jeweils 5 homozygoten (T/T-)
Patientinnen und 5 Wildtyp- (C/C-) Indi-
viduen ausgewadhlt. Bei diesen wurde
mittels HPLC-Tandem-Massenspektro-
metrie im Uberstand der kultivierten GZ
Estron (E1), E2, 17-OH-Progesteron und
Progesteron (P4) quantifiziert.

In den FF und Kulturiiberstinden der

homozygoten T/T-Patientinnen fand sich
im Vergleich zum Wildtyp (C/C) eine
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signifikante Verminderung der CYP17-
und CYP19-abhingigen Metabolite
17-OH-Progesteron (GZ: p < 0,009), E1
(p < 0,045) und E2 (p <0,033). Die Ver-
minderung von 17-OH-Progesteron in
der FF der T/T-Patientinnen erreichte
noch kein statistisches Signifikanzniveau
(p < 0,09). Das HSD3B-abhangige Pro-
gesteron zeigte weder in der FF noch in
den GZ-Kulturiiberstinden Unterschie-
de zwischen den T/T- und C/C-Geno-

typen.

Diese Ergebnisse deuten auf einen spe-
zifischen Einfluss der MTHFR-677C>T-

Mutation auf den ovariellen CYP17- und
CYP19-abhidngigen Steroidmetabolismus
hin.

1. Hecht S, Pavlik R, Lohse P, Noss U, Friese
K, Thaler CJ. Common 677C-->T mutation of
the 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase
gene affects follicular estradiol synthesis. Fertil
Steril 2008, Feb 2; [Epub ahead of print].

DAS SYSTEM VON JANUS KINASEN (JAKS),
SIGNAL TRANSDUCERS UND ACTIVATORS OF
TRANSCRIPTION (STATS) UND DEREN INHI-
BITOREN REGULIERT DIE INVASIVITAT VON
TROPHOBLASTAREN ZELLEN

L. Khachaturyan, T. G. Poehlmann,

D. M. Morales, A. L. Forti, C. Ermisch,

M. Weber, M. Triick, T. de la Motte,

J. S. Fitzgerald, E. Schleussner, U. R. Markert
Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, Friedrich-Schiller-Universitit Jena

Hintergrund: Signal Transducer und
Activator of Transcription 3 (STAT3) ist
ein intrazellulares Signalmolekil in tro-
phoblastiren Zellen, das durch Leuka-
mie-Inhibitorische-Factor- (LIF-) Rezep-
torbindung durch Janus Kinasen (JAKs)
an seinem tyr705-Rest phosphoryliert
werden kann. Diese Phosphorylierung
korreliert mit der Invasivitat. Suppres-
sors of Cytokine Signalling inhibieren
die Phosphorylierung der STATs und
Protein Inhibitors of Activated STATs
(PIAS) inhibieren bereits phosphorylierte
STATs. Deswegen wird erwartet, dass
beide die Trophoblastinvasion regulieren.

Methoden: Wir haben die spontane Ex-
pression verschiedener JAKs, STATs und
PIAS in den folgenden 6 qualitativ ver-
schiedenen trophoblastdren Zelllinien
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durch Gel-Elektrophorese und Western
Blot analysiert: Jeg-3 (Chorionkarzi-
nom), ACH-3P (Hybrid von Jeg-3 und
1. Trimester-Trophoblast), AC1-M59
(Hybrid von Jeg-3 und 3. Trimester-Tro-
phoblast), HTR (Trophoblast), Jar (Chori-
onkarzinom), Jar SOCS3 (Suppressor of
Cytokine Signaling 3)-,knockdown”
(transfizierte, small hairpin-RNA fiir
SOCS3 exprimierende Jar-Zellen). Die
Expression wurde auflerdem immun-
histochemisch in Plazentagewebe des
1. und 3. Trimesters analysiert. Wir
haben zahlreiche Faktoren des Systems
mittels spezifischer small interfering-
RNA (siRNA) oder small hairpin-RNA
ausgeschaltet und jeweils die Wirkung
auf Proliferation, Migration und Inva-
sion untersucht.

Ergebnisse und Fazit: Die Untersuchun-
gen unterstreichen, dass das gesamte
System die Invasivitat trophoblastérer
Zellen reguliert. Ein interessanter Aspekt
ist, dass einige Zelllinien kein nach-
weisbares PIAS3 exprimieren, sodass
dessen Prasenz oder Abwesenheit gut
mit der Auspragung von Zellfunktionen
korreliert werden kann.

SURFACE ENHANCED LASER DESORPTION
UND loNISATION (SELDI) MASSENSPEK-
TROMETRIE ZUR UNTERSUCHUNG VON FOL-
LIKELFLUSSIGKEIT

S. Neubeck, I. Hoppe, F. von Eggeling,
W. Starker, E. Schleussner, U. R. Markert
Plazenta-Labor, Abteilung fir Geburts-
hilfe, Institut fiir Humangenetik, IVF-
Labor, Abteilung fiir Ffrauenheilkunde,
Friedrich-Schiller-Universitét Jena

Einleitung: Das Proteom der Follikel-
flussigkeit (FF) und seine Unterschiede
zum Serum sind noch nicht detailliert
bekannt. Massenspektrometrie ist eine
sehr sensitive Methode zur Erkennung
des Proteinprofils von biologischen
Flissigkeiten. Surface Enhanced Laser
Desorption lonisation-Time of Flight-
(SELDI-TOF-) Massenspektrometrie ist
eine weiter fortgeschrittene Methode zur
Reduzierung tiberlappender Signale.

Patienten und Methoden: 150 verblin-
dete FF von 18 hormonell stimulierten
Patientinnen wurden mittels SELDI-TOF
mit Protein-Chips unterschiedlich
beschichteter Oberflachen analysiert.

Parallel wurde Serum analysiert, um
Unterschiede zur FF zu erkennen.

Ergebnisse: In Abhdngigkeit der jeweili-
gen Protein-Chip-Oberflache und an-
schlieBender Massenspektrometrie war
die biostatistische Software des SELDI-
TOF-Systems in der Lage, die verblin-
deten FF korrekt jeder Patientin zuzu-
ordnen und somit die FF der verschie-
denen Individuen zu unterscheiden.
Gleichzeitig unterschieden sich ver-
schiedene Follikel innerhalb einer Pati-
entin durch mindestens 30 differenziell
exprimierte Proteine. Es wurden 5 Pro-
tein Peaks gefunden, die ausschliefSlich
in FF, aber nie im Serum nachweisbar
waren, sowie 17, die nur im Serum,
aber nie in FF gefunden wurden.

Fazit: Proteinprofile und einzelne Pro-
teine, die mittels SELDI-TOF detektiert
wurden, kénnen fir die Diskriminierung
verschiedener Patientinnen und unter-
schiedlicher Follikel genutzt werden.
Diese Methode konnte sich zu einem
wichtigen Instrument fir die prognosti-
sche Evaluierung von Follikeln und Ei-
zellen im Hinblick auf die Fertilisierung
und Implantation entwickeln.

CXCL12 ALS MARKER DER TROPHOBLAST-
ZELLDIFFERENZIERUNG UND PRAEKLAMPSIE

A. Schanz', A. P. Hess!, D. M. Baston-
Biist!, J.-S. Kriissel', S. J. Fisher?
'Department of Obstetrics and Gyn-
ecology, Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf, 2Department of Cell and
Tissue Biology, University of California,
San Francisco, CA, USA

Hintergrund: Humane Plazentation ist
durch Trophoblastzelldifferenzierung in
den invasiven Trophoblast oder den
Synzytiotrophoblast gekennzeichnet.
CXCL12, ein angiogenetisches Chemo-
kin, wird vom invasiven Trophoblast
exprimiert. Mechanistisch spielt CXCL12
eine Rolle bei der Chemokinesis und
Chemotaxis dieser Zellen. Weiterhin
vermittelt es die Rekrutierung von natir-
lichen Killerzellen in die Dezidua. In
Praeklampsie ist die Invasionstiefe der
Trophoblastzellen deutlich vermindert
und es wird vermutet, dass dieser friihe
Differenzierungsdefekt essenziell an der
Pathogenese der Praeklampsie beteiligt
ist. In dieser Studie haben wir die Ex-
pression von CXCL12 im miitterlichen
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Blut und in der Plazenta von praeklamp-
tischen Patientinnen und einem gesun-
den Kontrollkollektiv untersucht.

Methoden: Plazentagewebe wurde
nach elektiven Interruptiones im ersten
(n = 12) und zweiten Trimenon (n = 12)
gewonnen. Plazenten aus dem dritten
Trimenon (n = 16) wurden nach Entbin-
dung von Patientinnen mit (n = 14) oder
ohne (Kontrollgruppe) praeklamptischen
Symptomen untersucht (n = 14). Das
Gewebe wurde immunhistochemisch
auf CXCL12-Expression untersucht. Pla-
zentavillus-Kulturen und isolierte Tro-
phoblastzellen wurden in Zelldifferen-
zierungsassays mit Immunohistochemie
oder Western Blot analysiert. CXCL12
wurde via ELISA im Blut der folgenden
Untersuchungsgruppen untersucht: (1)
schwangeren Patienten zum Zeitpunkt
von klinischen Symptomen einer Pré-
eklampsie (n = 14) und (2) Kontrollkol-
lektiv mit unpathologischer Schwanger-
schaft (n = 14); (3) Patientinnen in der
20. Schwangerschaftswoche (n = 20) vor
dem Auftreten von klinischen Praeklamp-
siesymptomen, die jedoch im spateren
Verlauf eine Praeklampsie entwickelten
oder (4) einen unpathologischen Verlauf
(n = 20) (Kontrollgruppe) zeigten.

Ergebnisse: Die Immunhistochemie des
Plazentagewebes von unkomplizierten
Schwangerschaften aus allen Trimestern
zeigte, dass invasive Trophoblastzellen
eine starke CXCL12-Expression aufwei-
sen, wahrend der Synzytiotrophoblast
keine CXCL12-Farbung zeigte. Auch in
den Differenzierungsassays zeigte sich,
dass differenziertes, invasives Tropho-
blast CXCL12 exprimiert. Im Gegensatz
dazu zeigte die Plazenta von Patientin-
nen mit Praeklampsie zusatzlich eine
starke Farbung des Synzytiotrophoblas-
ten. Die Messung von CXCL12 im miit-
terlichen Blut zeigte eine signifikant
erhohte CXCL12-Konzentration in Pra-
eklampsie, sowohl bei Patientinnen,
welche noch keine Symptome aufzeig-
ten, als auch bei Patientinnen mit klini-
schen Zeichen der Praeklampsie.

Diskussion: Unsere Daten zeigen, dass
in dem Differenzierungsprozess des
Trophoblasten die CXCL12-Expression
hochreguliert wird. Im Gegensatz hier-
zu zeigte sich bei Praeklampsie zusatz-
lich eine Expression im Synzytiotropho-
blasten, welcher im direkten Kontakt
mit dem miitterlichen Blut steht. Wir
postulieren, dass die Hochregulation

von CXCL12 im Synzytiotrophoblasten
eine Differenzierungsstérung aufzeigt
und zu einer Zunahme der CXCL12-
Konzentration im mdtterlichen Blut
fihrt. Wir vermuten, dass eine hohe
Konzentration von CXCL12 zu einer
Dysregulation von Immunzellrekrutie-
rung fihrt und so an der Pathogenese
der Praeklampsie beteiligt sein konnte.
Zusétzlich postulieren wir, dass
CXCL12, welches schon vor dem Auf-
treten von klinischen Symptomen der
Praeklampsie erhoht ist, als pradiktiv-
diagnostischer Marker verwendet wer-
den und somit eine friihzeitige Therapie
ermoglichen konnte.

EINFLUSS VON ENDOMETRIALEM STROMA
UND DEZIDUA AUF DIE GENEXPRESSION DES
/YTOTROPHOBLASTEN IN EINEM KOKULTUR-
MODELL

A. Schneider, B. Marsch, T. Strowitzki,
M. von Wolff, R. M. Popovici

Abteilung fiir Gynédkologische Endokrino-
logie und Fertilitétsstérungen, Heidelberg

Einleitung: Wéhrend der Invasion des
Trophoblasten in das miitterliche Endo-
metrium erfolgen auf beiden Seiten
multiple Verdnderungen, welche in vivo
nicht untersucht werden kénnen. Mit-
hilfe eines Kokulturmodells haben wir
die Genexpression von Zytotrophoblast-
zellen nach Kokultur mit endometrialen
Stromazellen, nach Kultur mit Uberstand
von endometrialen Stromazellen und
nach Kultur mit Uberstand von Schwan-
gerschaftsdezidua analysiert, um den
Einfluss von endometrialem Stroma auf
Zytotrophoblast zu untersuchen.

Material und Methoden: Explantate von
Trophoblast des ersten Trimenons wur-
den in 6 verschiedenen Gruppen kulti-
viert. Zum Teil erfolgte die Kultur direkt
auf Stromazellen, zum anderen Teil mit
Uberstand von Stromazellen sowie mit
Uberstand von Dezidua. Nach 48 Stun-
den wurden die herausgewachsenen
Zytotrophoblastzellen jeder Versuchs-
gruppe isoliert und die RNA extrahiert.
Nach Aufreinigung erfolgte die Real-
Time-PCR-Untersuchung von Glyco-
delin, Hypoxia responsive Factor-1,
IGFBP-3, INSL-4, LOX und HSD11B2.

Ergebnisse: In Zytotrophoblast des ers-
ten Trimenons wird von den untersuch-
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ten Genen in allen Gruppen PP14
mRNA deutlich hochreguliert. Die
hochste Regulation von PP14 wird bei
der Kokultur von Zytotrophoblast auf
dezidualisierten endometrialen Stroma-
zellen sowie bei der Kultur von Zyto-
trophoblast mit Uberstand von Schwan-
gerschaftsdezidua beobachtet. Eine Re-
gulation von anderen Genen im Zyto-
trophoblasten, welche mit der Implanta-
tion in Verbindung gebracht wurden, wie
Hypoxia responsive Factor-1, IGFBP-1,
INSL-4 LOX und HSD11B2, konnten
wir nicht nachweisen.

Schlussfolgerung: Ein direkter Einfluss
von endometrialem Stroma und Dezi-
dua auf den invasiven Zytotrophoblas-
ten wird hier erstmalig anhand eines
Gens, PP14, gezeigt. Andere Zytotro-
phoblastgene missen im Weiteren noch
untersucht werden, um ein genaueres
Bild des Einflusses des Endometriums
auf den Trophoblasten zu erhalten.

HOHERE AMH-SERUMKONZENTRATIONEN
KONNTEN REDUZIERTE FSH-EFFEKTE BEI

TRAGERINNEN DER MTHFR-677C>T-

MUTATION MITERKLAREN

A. Schréder?, S. Hecht!, R. Pavlik’,

P Lohse?, U. Noss3, C. J. Thaler?
'Gynékologische Endokrinologie und
Reproduktionsmedizin, Klinik und Poli-
klinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe der LMU Miinchen-GrofShadern,
2[nstitut fiir Klinische Chemie der LMU
Miinchen-GroBhadern, 3Zentrum fiir
Reproduktionsmedizin, Miinchen

Wir konnten zeigen, dass Tragerinnen
der MTHFR-677C>T-Mutation bei der
kontrollierten ovariellen Hyperstimula-
tion ein deutlich erniedrigtes Serum-
estradiol aufweisen [Thaler et al., Am ]
Reprod Immunol 2006; 55: 251-8].
Dieser Effekt konnte auf eine Verminde-
rung der FSH-induzierten Follikulo-
genese und Aromataseaktivitdt zuriick-
zufithren sein. Da AMH das FSH-indu-
zierte Follikelwachstum und die Gen-
expression der Aromatase hemmt,
haben wir untersucht, ob die MTHFR-
677C>T-Mutation einen Einfluss auf die
AMH-Konzentration im Serum hat.

Es wurden 92 Patientinnen untersucht,

bei denen aufgrund méannlicher Sub-
fertilitdt (n = 49) oder tubarer Sterilitat
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(n = 43) eine IVF oder ICSI durchgefiihrt
wurde. Die kontrollierte Hyperstimula-
tion fand mit rekombinantem FSH im
,long protocol” statt. Die Blutentnahme
zur AMH-Bestimmung erfolgte nach
Downregulation und vor Beginn der Sti-
mulation. Die AMH-Bestimmung wurde
mittels ELISA-Kit gemessen und die
MTHFR-Genotypisierung mittels PCR-
RFLP durchgefihrt.

Die MTHFR-Genotypen waren folgen-
dermalien verteilt: C/C: n = 36; C/T:
n=41;T/T: n =15. Die AMH-Serum-
konzentration homozygoter T/T-Indivi-
duen war mit 2,34 + 1,48 ng/ml signifi-
kant hoher als bei C/C-Wildtyp- (1,25 +
0,89 ng/ml; p = 0,012) und heterozygo-
ten (C/T-) Patientinnen (1,53 + 1,44 ng/ml;
p =0,047).

Die signifikant erhohten AMH-Serum-
konzentrationen bei T/T-Patientinnen
kénnten tber die resultierende Hem-
mung der FSH-induzierten Aromatase-
aktivitat die von uns gezeigte Minde-
rung der Estradiolproduktion bei T/T-In-
dividuen miterklaren.

Expression oF VEGF, PLGF, FLr-1, anD
FLk-1 IN HuMAN CHORION VILLI OF EARLY
GESTATIONAL AGE AND CORRELATION WITH
PREGNANCY OUTCOME

A. N. Schiiring, B. Krause, R. Schmitz,
W. Klockenbusch, L. Kiesel, J. Steinhard
Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe, Universititsklinikum
Miinster

Introduction: Altered angiogenesis com-
promising placental development and
function is considered a key element in
the etiology of frequent pregnancy dis-
orders, e. g. pre-term birth, pre-eclamp-
sia and abnormal fetal growth. Whereas
the correlation of angiogenic factors
with pregnancy outcome has been ana-
lyzed in serum and placental tissue after
birth, their role in placental tissue of
early, ongoing pregnancies has not been
investigated. We studied the expression
of angiogenic factors in chorion villi of
ongoing pregnancies and correlated
findings with pregnancy outcome.

Material and Methods: Placental speci-
mens were derived by chorion villi bi-
opsy during pre-natal diagnostics from

J. REPRODUKTIONSMED. ENDOKRINOL. 6/2008

October 29 to April 22, 2003 in the
Department of Prenatal Medicine at the
University Clinic of Miinster. Tissue not
used for routine diagnostics was ac-
quired for the study. Correlation with
fetal weight at birth was performed in
the group of 119 live births. Specimens
underwent an antigen demasking proc-
ess and were immunostained with Anti-
Human VEGF, Anti-Human PIGF, Anti-
Human Flt-1 and Anti-Human Flk-1.
Staining intensities of chorion villi were
analyzed microscopically (CON) and
with a newly developed computer as-
sisted method using Image-Pro® Plus
(CASCA). The non-parametric Wilcoxon
test, the Mann Whitney U-test and the
non-parameteric Kruskal Wallis test were
used to compare groups. A p < 0.005
was considered as statistically signifi-
cant. ROC (receiver operating curve)
analysis, analysis of sensitivity, specifity
and positive and negative likelihood
quotient and univariate parametric dis-
crimination analysis and the calculation
of relative risk were performed to test
for eligibility of the studied parameters
as a diagnostic test.

Results: Comparing staining intensities of
normotrophic, hypotrophic and hyper-
trophic newborns, VEGF (CASCA), VEGF
(CON), PIGF (CASCA), PIGF (CON) and
FIk-1 (CASCA), the group of hypotrophic
children displayed the least staining in-
tensity, normal weight children repre-
sented a middle position and hyper-
trophic children showed the strongest
intensity. FIt-1 (CON) and Flt-1 (CASCA)
showed the lowest intensity in normo-
trophic children, whereas hypotrophic
and hypertrophic children showed
stronger and comparable intensities.
Staining intensities were significantly
different for VEGF (CASCA) comparing
the hyper- with normotrophic children
(p = 0.043) and for PIGF (CASCA), com-
paring the hypo- with the normotrophic
children (p = 0.036). Analyzing staining
intensities of hypotrophic newborns
compared with all other newborns in-
cluding the hypertrophic children, the
significant differences could be con-
firmed for PIGF (CASCA) (p = 0.019).
For VEGF (CASCA), the integral below
the ROC curve was 0.65 and for PIGF
(CON), the integral under the ROC
curve was 0.63.

Conclusion: As a novelty, this study ana-
lyses the expression of angiogenic factors
in chorion villi of ongoing pregnancies

Table 1: A. N. Schiiring et al. Eligibility as a diag-
nostic test of PIGF and VEGF predicting abnormal
birth weight.

PIGF VEGF
(CON) (CASCA)
Sensitivity (%) 94.12 52.63
Specifity (%) 25.3 65.06
Positive likelihood
quotient 1.26 1.51
Negative likelihood
quotient 0.23 0.73
Relative risk 4.51 1.79

derived at routine chorion villi biopsy.
We observed significant correlations of
the expression of angiogenic factors
with pregnancy outcome, e. g. abnor-
mal birth weight. The precision of corre-
lations is underlined by the fact that
some of the studied parameters showed
theoretical eligibility for a diagnostic
test predicting these prevents (Tab. 1).

ANGIOGENESE UND LYMPHANGIOGENESE IN
HUMANEN EKTOPISCHEN ENDOMETRIALEN
LASIONEN IN IMMUNDEFIZIENTEN MAUS-
MODELLEN

L. S6hngen', M. Schmidt?, R. Kimmig?,

E. Winterhager!, R. Grimmer!

'Institut fir Molekularbiologie und *Klinik
fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe,
Universitdtsklinikum Essen

Einleitung: Mit einer Pravalenz von 15—
20 % der gebarfahigen Frauen ist die
Endometriose eine der fiihrenden benig-
nen gyndkologischen Erkrankungen.
Die Symptomatik beinhaltet starke
Unterbauchschmerzen, Dyspareunie
und eine verminderte Fertilitit. Da die
gangigen medikamentésen Therapien
eine hohe Rezidivrate sowie starke
Nebenwirkungen aufweisen, ist die Ent-
wicklung neuer, spezifischerer Thera-
pieansdtze wiinschenswert. Ein wesent-
licher Parameter fr die Entwicklung
und Persistenz endometrialer Lasionen
und damit ein mogliches Target fiir neue
innovative Therapieansatze ist die
Angiogenese. Im Gegensatz dazu ist die
mogliche Rolle von Lymphgefalen fiir
die Pathogenese der Endometriose noch
unbekannt.

Methode: Humanes proliferatives Endo-
metrium wurde subkutan (s.c.) und in-



traperitoneal (i.p.) in immundefiziente
Mause (Rag1--- und Nacktmduse) im-
plantiert und iiber einen Zeitraum von
bis zu 12 Wochen kultiviert. Wéahrend
Nacktmdusen funktionelle T-Lympho-
zyten fehlen, weisen Rag1-—-Md&use zu-
satzlich einen B-Zell-Defekt auf. Nach
4, 8 und 12 Wochen wurden die Lasio-
nen histologisch aufgearbeitet. Die Dar-
stellung von GefaBendothelien der in-
vadierenden Wirtsgefdlse erfolgte im-
munhistochemisch mittels eines CD31-
Antikorpers, die Lokalisation von Peri-
zyten reifer GefalRe mit anti-alpha-
Smooth muscle actin und Lymphgefélie
wurden mit Hilfe des gegen den Hyalu-
ronsdurerezeptor der Lymphgefalendo-
thelzellen gerichteten Antikorpers Lyve-1
gefdrbt und quantitativ ausgewertet.

Ergebnisse: Die in die Mduse implan-
tierten humanen endometrialen Lésio-
nen zeigten tiber den beobachteten
Zeitraum von bis zu 12 Wochen unab-
hdngig von der Lokalisation (s.c. oder
i.p.) und vom Mausstamm eine gut er-
haltene Morphologie. Die Einsprossung
von Blut- sowie auch von Lymphgefa-
Ben zeigte sich in den intraperitoneal
implantierten Lasionen deutlicher als
nach subkutaner Implantation, wobei
die Himangiogenese generell starker
war als die Lymphangiogenese. Interes-
santerweise zeigte sich bei den intrape-
ritoneal in Rag1---Mdusen, nicht aber
in den in Nacktmausen kultivierten
Fragmenten nach 12 Wochen eine Ver-
schiebung von unreifen zu reifen, von
Perizyten umgebenen Blutgefallen.

Schlussfolgerungen: Humane endo-
metriale Lasionen kdnnen tber einen
Zeitraum von 12 Wochen erfolgreich in
immundefizienten Madusen kultiviert
werden. Es konnte ein Einwachsen so-
wohl von Blut- als auch von Lymph-
gefalBen in die ektopischen Lasionen
nachgewiesen werden. Hierbei zeigte
sich nach langerer intraperitonealer
Kultur in dem in Rag1--Mausen kulti-
vierten Endometrium eine hohere An-
zahl reifer, von gefdRstabilisierenden
Perizyten umgebener BlutgefdlRe als
in dem in Nacktm&usen kultivierten
humanen Gewebe.

YB-1-EXPRESSION BEI ENDOMETRIOSE

C. Thaler, S. Djalali, A. Agic, D. Finas,

K. Diedrich, D. Hornung

Klinik fiir Gyndkologie und Geburtshilfe,
Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein,
Campus Liibeck

Einleitung: Die Endometriose zdhlt zu
den haufigsten benignen gynékologi-
schen Erkrankungen. Sie ist charakteri-
siert durch Ausbreitung und Wachstum
von endometrialem Gewebe aufSerhalb
des Endometriums, also z. B. in Myo-
metrium, Eileitern, Ovarien oder Orga-
nen des Gastrointestinal- und Urogeni-
taltraktes.

Das Y-Box-bindende Protein (YB-1) ist
ein stressregulierter Transkriptionsfaktor,
der die Expression unterschiedlicher
Gene steuert, die fiir DNA-Synthese und
Zellwachstum relevant sind. Bisher wurde
eine erhthte Expression von YB-1 u. a. in
Mamma-, Bronchial-, Prostata-, Ovarial-
und hepatozelluldren Karzinomen so-
wie im Rahmen inflammatorischer Pro-
zesse nachgewiesen. In unserer Studie
wurde diese YB-1-Uberexpression erst-
mals auch bei Endometriose festgestellt.

Material und Methoden: Der Nachweis
von YB-1 aus ektopem Endometriosege-
webe sowie aus Endometrium von Frauen
mit und ohne Endometriose erfolgte auf
Proteinebene durch Immunhistologie,
Immunzytologie (nach Zellkultur von Epi-
thel- und Stromazellen) und Western
Blot. YB-1-mRNA-Mengen wurden be-
stimmt durch quantitative RT-PCR von
Gesamtgewebe, Zellkulturen (Epithel
und Stroma getrennt) sowie von Endo-
metrium-Epithel und -Stroma, welches
durch Mikrodissektion getrennt wurde.

Resultate: Immunhistochemisch konnte
im glandularen Anteil des Endometri-
ums eine deutlich starkere Expression
von YB-1 als im stromalen Anteil nach-
gewiesen werden, wobei das Gewebe
von Patientinnen mit Endometriose eine
signifikant starkere Farbung im Vergleich
zu dem Gewebe von Frauen ohne Endo-
metriose zeigte. Immunzytochemisch
fand sich ebenfalls signifikant mehr
YB-1 in Epithelzellen als im Stroma.
Die quantitative Bestimmung von YB-1-
mRNA mittels RT-PCR aus nativem En-
dometrium ergab eine um 65 % erhohte
Expression bei Endometriose- im Ver-
gleich zu Kontrollpatientinnen. Fiir eine
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differenziertere Darstellung wurden pri-
mare Zellkulturen jeweils aus Epithel-
und Stromazellen angelegt und wieder-
um mittels RT-PCR untersucht. Im epi-
thelialen Teil des Endometriums von
Endometriosepatientinnen war die YB-1-
Expression um 40 % hoher als bei Kon-
trollpatientinnen.

Zusammentassung: Die erhohte YB-1-
Expression bei Frauen mit Endometriose
konnte durch die ausgepragte metaboli-
sche und proliferative Aktivitdt des en-
dometrialen Driisenepithels erklart wer-
den. YB-1 wurde aullerdem als wichti-
ger Faktor in der Pathogenese maligner
Tumoren beschrieben. Ein Zusammen-
hang zwischen p53-Mutationen und
YB-1-Expression wurde vermutet. YB-1
ist ein Zellzyklus-regulierter Faktor fiir
die Transkription und Translation. Durch
YB-1 kann z. B. auch die Transkription
des Proteins CCL5 (RANTES) stimuliert
werden, welches die inflammatorische
Dimension von Endometriose belegt.

POLYMORPHISMEN IM LEPTIN-, LEPTIN-
REzEPTOR- UND PPARGAMMA-GEN BEI
HYPERTENSIVEN SCHWANGERSCHAFTS-
ERKRANKUNGEN

A. Wiedemann’, F. Vocke', C. Deppe’,
K. Friese’, P Lohse?, B. Toth'

'Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe
und Frauenheilkunde, Klinikum der Uni-
versitit Miinchen-GrofShadern, 2Institut
fiir Klinische Chemie der Universitat
Miinchen

Einleitung: Hypertensive Schwanger-
schaftserkrankungen (SIH, Praeklamp-
sie, Eklampsie und HELLP-Syndrom) be-
treffen 10-15 % aller Schwangerschaf-
ten. Ursachen und Risikofaktoren fiir
deren Auftreten sind bis heute nicht
vollstandig geklart. Leptin und Peroxiso-
men-Proliferator-aktivierter Rezeptor y
(PPARYy) spielen eine wesentliche Rolle
bei der Plazentation und fetalen Ent-
wicklung, weshalb in dieser Studie
Polymorphismen im Leptin-, Leptin-Re-
zeptor- (LepR-) und PPARy-Gen bei Pati-
entinnen mit hypertensiven Schwanger-
schaftserkrankungen analysiert wurden.

Methoden: Mittels PCR und Restrik-

tionsverdau wurde die Haufigkeit des
Leptin-Tetranukleotid-Repeat (TTTC), -,
LepR Q223R- und PPARy P12A-Geno-
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typs bei 103 Patientinnen mit hyper-
tensiven Schwangerschaftserkrankungen
(SIH n = 39, Praeklampsie n = 27, Ek-
lampsie n = 5, HELLP n = 32) im Ver-
gleich zu 100 Kontrollpatientinnen
(unauffélliger Schwangerschaftsverlauf)
bestimmt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Chi-Square-, Mann-
Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Test

(p < 0,05 signifikant).

Ergebnisse: Die Genotyp-Frequenzen
der Patienten- und Kontrollgruppe und
der einzelnen Patientengruppen wiesen
keinen statistisch signifikanten Unter-
schied auf (Leptin [TTTC] : p = 0,43;
LepR Q223R: p = 0,94; PPARy P12A:

p = 0,94). Klinisch zeigte sich bei homo-
zygoten Tragern der LepR-Q223R-Sub-
stitution ein niedrigerer diastolischer
Blutdruck im postpartalen Verlauf (vs.

Heterozygote p = 0,02 vs. Wildtypen
p <0,01).

Zusammenfassung: Es konnte kein Zu-
sammenhang zwischen Polymorphis-
men im Leptin-, LepR- und PPARy-Gen
und hypertensiven Schwangerschafts-
erkrankungen gefunden werden. Auf-
grund der niedrigen Fallzahl sind je-
doch weitere Untersuchungen geplant.
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