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1 Einleitung

1.1 Die Embryo-Implantation bei der Ratte

Bei Mammalia ist neben der erfolgreichen Fertilisation die Implantation des
Embryos in das Endometrium mit folgender Ausbildung eines feto-maternalen
Austauschorgans der Plazenta von grundlegender Bedeutung fir ene
erfolgreiche Schwangerschaft. Klinische Untersuchungen an Menschen zeigten,
dass mindestens 20 % der erfolglosen Schwangerschaften auf Stérungen in der
frbhen Phase wahrend der Implantation (Peri-Implantationsphase)
zurUckzufihren sind (Wilcox et al. 1988). Als allgemein gesichert gilt, dass die
Steroidhormone  Progesteron  und  Ostrogen  speziesabhangig  den
Implantationsprozef3 steuern (Psychoyos 1973, Finn et al. 1974, Glasser et al.
1975, Psychoyos 1976 ). Nur wenig bekannt hingegen ist, welche
zellbiologischen Mechanismen und Signalkaskaden fir den Implantationprozess

notwendig sind.

Nach der Befruchtung der Oozyte kommt esin der Tuba uterina zu einer Anzahl
von Furchungsteilungen. Uber das 2-, 4-, 8-, 16-Zellstadium entwickelt sich
schliefdich die Blastocyste, die zunéchst noch frel im Uteruslumen liegt. Die
Blastocyste 183t eine Differenzierung in eine aul3ere und eine innere Zellschicht
erkennen. Aus der auflleren Zellschicht, dem sogenannten Trophoblasten,
entwickelt sich im spéteren Verlauf der Schwangerschaft die Plazenta. Die
Trophoblastzellen Gbernehmen auf3erdem bel der Implantation der Blastocyste in
das Endometrium die Rolle der Kontaktaufnahme und Invasion. Die innere
Zellmasse bezeichnet man als Embryoblast; aus ihr entwickelt sich der Embryo
(Abb. 1).



T Monda 8-Zell- a-Zel-  2-Zel-  Zygote
& Stadium Stadium  Stadeum

Endomatnum \\

Myomatrium ﬁll— L

\ | J ! %

"n, | Tertiagr-  Owulation \ : Fimbria
i | A Tedlibial Sakundare
" Doryle

Abb. 1
Schematische Darstellung der Préimplantationsphase beim Menschen. T = Trophoblast,
E = Embryoblast.

Zu Beginn des Implantationsvorganges schlUpft die Blastocyste aus der sie bis
dahin umgebenden Zona pellucida. Danach ist sie in der Lage, Uber die
Trophoblastzellen Kontakt mit dem Uterusepithel aufzunehmen. Die Annadherung
der Blastocyste an das Uterusepithel wird als Apposition bezeichnet. Erst mit
dem Prozeld der Adhasion kommt es zu einem stabilen Kontakt zwischen den
Trophoblastzellen und dem Uterusepithel. Diese Zell-Zell- Interaktion zwischen
den Epithelzellen des Trophoblasten mit dem Uterusepithel wird auch als
zellbiologisches Paradoxon beschrieben, da,,normalerweise* Epithelien nicht die
Eigenschaft besitzen, mit ihrem apikalen Zellpol adhsiv zu sein (Denker 1990,
1993). Die Voraussetzung fur die Interaktion der Epithelien ist die hormonelle
Uberfiihrung des Endometriums in die sogenannte rezeptive Phase. Nur in dieser
rezeptiven Phase des Endometriums ist eine Implantation der Blastocyste

(,,implantation window*) moglich (Psychoyos 1995).

Die Implantation der Blastocyste kann speziesabhangig in unterschiedlichen
Aredlen der Uteruswand stettfinden. Bel der Ratte liegt die Adhasionsstelle

zwischen der Blastocyste und dem Uterusepithel an dem Mesometrium



entgegengesetzten Pol. Man spricht daher von einer antimesometralen
Implantation. Im Unterschied zum Meerschweinchen, Schimpansen und
Menschen, bei der die Blastocyste direkt in das endometriale Stroma eindringt,
entwickelt sich bei der Ratte die Blastocyste in ener taschenformigen
Einsenkung des Uteruslumens und ist vorerst vom Uterusepithel umgeben
(Abb.2). Man spricht daher von einer exzentrischen antimesometralen
Implantation; der Embryo liegt bel diesem Implantationstypus in einer
interstitiellen Implantationskammer (Abb.2). Dieser Vorgang findet bel der Ratte
ca. am Tag 5,5 post coitum (p.c.) statt (Starck 1975).

Durch die Anwesenheit der Blastocyste im Uterusumen kommt es zu
dramatischen morphologischen und biochemischen Verdnderungen im
endometrialen Stroma, die Dezidualisierungsreaktion. Ein morphologisches
Charakteristikum der Dezidualreaktion ist die Transformation der Fibroblasten
des Endometriums in grofe polygonale Deziduazellen (Abb.2). Die
Transformation des Endometriums fihrt zu ener Etablierung eines
schwangerschaftserhaltenden  Gewebes, welches mit dem  zyklischen
Endometrium kaum  zellbiologische Gemeinsamkeiten aufweist. Die
Dezidualisierungsreaktion, die von der Reaktion auf den invadierenden Embryo
erfolgt, steht unter Kontrolle der mutterlichen Steroidhormone Progesteron und
Ostrogen. Dabei nimmt der Uterus an Gewicht und Umfang deutlich zu. Dieses
Wachstum ist nicht nur auf die Proliferation und Differenzierung des
endometrialen Stromas, sondern auch auf die erhthte Permeabilitdt und
Neubildung von Blutgefél3en zurtickzufiihren, die mit der Deziduaisierung
einhergeht (Abb.2) (Christofferson und Nilsson 1988).

Die lokal erhthte Gefél3permeabilitét im Bereich der Implantationsstelle kann
durch die Pontamin blue Farbung, 10 - 15 min nach der intravendsen Injektion,
makroskopisch sichtbar gemacht werden und dient als Hinweis fir den Bereich
der Uteruswand, in den die Blastocyste invadiert (Psychoyos 1960, 1961). Es ist



allgemein akzeptiert, dass die erhdhte Gefél3permeabilitét und Angiogenese —
Neubildung von Gefél3en - vom 7. bis 10. Tag der Schwangerschaft im
endometrialen Stroma eine Voraussetzung sowohl fir die Entwicklung der
Placenta als auch fur den Erhalt der Schwangerschaft darstellt (Christofferson
und Nilsson 1988, Folkmann und Shing 1992).

Abb. 2

Schematische Darstellung der Embryo-Implantation bei der Ratte (~Tag 5,5 p.c.)., Blastocyste
(B), Uterusepithel (UE), Dezidualzellen (DZ), Blutgefél3e (BI) (aus Enders und Schlafke, 1974).

Nach der Adhasion folgt die Penetration der Trophoblastzellen durch das
Uterusepithel. Dieser Vorgang zur Uberwindung des Uterusepithels ist
speziesabhangig und wird bei der Ratte und bel der Maus als ,, Displacement
Penetration” bezeichnet. Bei diesem Penetrationstypus wird der Kontakt
zwischen den Uterusepithelzellen aufgebrochen und der Kontakt zwischen den
Uterusepithelzellen und der Basalmembran gelockert. Die Trophoblastzellen
kodnnen nun in die Spaltraume eindringen und die Basalmembran Uberwinden
(Enders 1972, Schlafke und Enders 1974). Nachdem die Trophoblastzellen das

Uterusepithel Gberwunden haben, proliferieren diese sehr stark, wandern in das



Endometrium ein und arrodieren die Blutgefalle, um den Stoffaustausch
zwischen der maternden und embryonaden Seite zu erméglichen. Die
Trophoblastzellen haben dabel invasive Fahigkeiten und &hneln  damit
Tumorzellen. Allerdings stehen die Trophoblastzellen unter Kontrolle und ihr
invasiver Charakter kommt mit der Ausbildung der Plazenta zum Stillstand
(Strickland und Richards 1992). Das Uterusepithel, welches den Embryo bisher
umgeben hat, wird letztendlich durch den Vorgang der Apoptose aufgel st (Parr
et al. 1987). Zusdtzlich kommt es zu der sogenannten ,closure reaction des
Uterusepithels zum Lumen hin Damit liegt der Embryo umgeben von
Deziduazellen im endometrialem Stroma (Abb.3).
A B C

Abb. 3

Schematische Darstellung des Implantationsvorganges bei der Ratte mit der ,, closure reaction”.
1 = Stroma des Endometriums, 2 = Uterusepithel, 3 = Schlieffung des Uterusepithels zum
Lumen hin (,closure reaction“), 4 = Uteruslumen, 5 = Blastocyste, 6 = beginnende
Dezidualreaktion, 7 = Uterusepithel, 8 = beginnende Deziduabildung, 9 = Blutgefél3e, 10 =
Dezidua, AM = Antimesometrale Seite, M = mesometrale Seite (verdndert nach Blim 1985).

Das Deziduagewebe entwickelt sich in einem zeitlichen und rdumlichen Muster.
Auf der antimesometralen Seite die primére und die sekundére Dezidual zone und

die sich spéter entwickelnde Dezidua auf der mesometralen Seite.

Die priméare Dezidua auf der antimesometralen Seite beschrénkt sich auf die

Region, die den heranwachsenden Embryo direkt umgibt. Die Fibroblasten dieser



Region am Tag 6 p.c. sind die ersten, die sich in Deziduazellen transformieren
und einige Besonderheiten aufweisen. So sind diese sehr dicht gepackt und
weisen interzellulare Kontakte wie gap junctions, Desmosomen und sogar
vereinzelnt tight junctions auf. Im Gegensatz zu der sekundaren Dezidua und der
Dezidua auf der mesometralen Seite ist die primére Dezidua gefél¥frel (Enders
und Schlafke 1967, Tachi et a. 1970). Es wird vermutet, dass die primére
Dezidua eine Barriere bildet, die den Embryo vor immunologischen Reaktionen
der Mutter schitzt und die Trophoblast Invasion begrenzt (Kirby 1965, Parr und
Parr 1986).

Die sekundére Dezidualzone umfasst den Hauptanteil der antimesometralen
Dezidua. Diese Phase der Hypertrophie und Hyperplasie der Fibroblasten beginnt
am Tag 6 p.c. Die Deziduazellen auf der antimesometralen Seite sind grof3,
polyploid und besitzen oft 2 - 5 Nucleoli. Wahrend der Dezidualisierungsreaktion
wird der Interzellularraum stark reduziert und es kommt unter anderem zu einem
Abbau des dazwischen liegenden Kollagens und des Fibronectins der
extrazelluldren Matrix durch Matrix Metalloproteinasen (MMP-2, MMP-9)
(Martello und Abrahamson 1986, Zorn et al. 1986, Matrisan 1990). Das
Cytoplasma der Deziduazellen ist reich an Glykogen, Mitochondrien und
Endoplasmatischem  Retikulum. Ein  besonderes Charakteristikum  der
Deziduazellen ist die starke Expression von intermedidren Filamenten. Neben
Vimentin wird besonders Desmin in den Zellen stark exprimiert und akkumuliert
und wird daher as Marker fur die Differenzierung der Stromazellen in
Deziduazellen verwendet (Glasser und Julien 1986, Glasser et al. 1987,
Winterhager et a. 1991) konnten zeigen, dass Connexind3 (CX 43) zwischen
Tag 7 - 9 p.c in der Dezidua in grofen Mengen als Transmembranprotein

exprimiert wird und als Marker fir den Dezidualisierungsprozess geeignet ist.

Die Stromazellen auf der mesometralen Seite unterliegen ebenfalls der

Dezidualisierung - allerdings zu einem spéteren Zeitpunkt wéhrend der



Implantation -, haben im aber Vergleich mit der antimesometralen Dezidua
morphologisch ein anderes Aussehen. Die Dezidua auf der mesometralen Seite
scheint weniger kompakt und die Deziduazellen erscheinen kleiner, sind mehr
oder weniger spindelformig und scheinen weniger differenziert zu sein. Einen
deutlichen Unterschied erkennt man zwischen dem 7. — 9. Tag p.c. in der
Entwicklung der Gefal3e zwischen der anti- und mesometralen Seite der Dezidua.
Wahrend auf der antimesometralen Seite die Kapillare scheinbar ihre Form und
Anordnung beibehalten, erkennt man auf der mesometralen Seite eine Dilatation
der Sinusoide, die einhergehen mit ener Proliferation des Endothels.
Prostaglandine scheinen bei diesem Prozess eine wichtige Rolle zu spielen
(Kennedy et al. 1989, Parr und Parr 1989). Die Dilatation der Sinusoide und die
Angiogenese auf der mesometralen Seite ist eine Voraussetzung fur die
Trophoblastinvasion und der Entwicklung einer chorioalantoiden Plazenta
(Welsh und Enders 1991).

1.2 Bedeutung von Progesteron fur den Implantationsvor gang

Be allen Mammaliern wird der Uterus nach dem Ostrus in eine sogenannte
rezeptive Phase gebracht, die die beste Voraussetzung fir die Implantation der
Blastocyste bietet. Diese essentielle Differenzierung wird von den ovariellen
Steroidhormonen Ostrogen und Progesteron bewirkt. Progesteron wird aufer im
Corpus luteum hauptséchlich in der Plazenta gebildet und ist unerlaich fir den

Implantationprozef? und fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft.

Beim Meerschweinchen, Kaninchen und bei Primaten ist Progesteron alein fir
die erfolgreiche Implantation verantwortlich. Bei Nagetieren (Maus, Ratte) ist,
neben Progesteron, Ostrogen essentiell fir eine erfolgreiche Implantation der
Blastocyste, wie sich aus Embryotransferversuchen mit ovarektomierten Ratten,
die nur mit Progesteron supplimiert wurden, herausstellte (Psychoyos 1986).

Inwieweit Progesteron essentiell fur den Adhésionsprozess und fur die



Implantation der Blastocyste ist, wurde anhand von Versuchen mit
Antiprogestinen untersucht. Ersetzt man Progesteron zum Zeitpunkt der
Implantation durch ein Antiprogestin  (Onapriston), so kann man das
»implantation window* am Endometrium, welches fir eine definierte Zeit der
Blastocyste erlaubt zu implantieren, schliefen. Dieses Schlief3en des
»implantation windows* konnte anhand von Embryotransferexperimenten in
Kaninchen demonstriert werden (Hegele-Hartung et al. 1992; Beler et al. 1994).
Die Embryotransferexperimente zeigten aber auch, dass die Rezeptivitdt am
Endometrium und ene efolgreiche Implantation zusédtzlich vom
Aktivitétszustand der Blastocyste abhangt (Paria et al. 1993). Die Blastocyste ist
daher neben dem Endometrium en moglicher Angriffspunkt von
Antiprogestinen/Antihormonen (Chwalisz et al. 1997). Weitere Untersuchungen
mit  Antiprogestinen (RU 486, Onapriston) zeigten, dass fur den
Dezidualisierungprozess - Proliferation und Transformation der Fibroblasten -
Progesteron essentiell ist. Ohne Progesteron ist eine DNA-Replikation in den
Deziduazellen und eine nachfolgende Differenzierung nicht mdglich (Rider and
Psychoyos 1994, Cullingford and Pollard 1988). Progesteron ist damit nicht nur
mitverantwortlich fr die Aufrecherhaltung des ,,implantation windows®*, sondern
ist auch essentiell fur die Dezidualisierungreaktion und damit fir die
Aufrecherhaltung der Graviditat.

In den letzten Jahren konnte jedoch fir die Implantationsreaktion gezeigt werden,
dass nicht nur Progesteron allein Proliferations-, Differenzierungs- und
Signalvorgadnge am Endometrium steuert, sondern dass Faktoren eine wichtige
Rolle spielen, die vor allem bel Entziindungsreaktionen exprimiert werden
(Salvemini et a. 1995, Chard 1995). Da die Implantation der Blastocyste in das
Endometrium eine Entzindungsreaktion darstellt — aus zwe genetisch
unterschiedlichen Geweben entsteht ein neuer Organismus - kommen den
Prostaglandinen (PGE;), Prostazyklinen (PGl,), Cytokinen (Interleukin-1,
Interleukin-8), Wachstumsfaktoren (u.a. TGF, TNF-a) und neuerdings den



Stickstoffmonoxidsynthasen  (NOS) eine wichtige Rolle in diesem
proinflammatorischem Implantationsprozefd zu. (Kennedy 1983, 1985, Bhatt et
al. 1991, Stewart et a. 1992, Novaro et al. 1997, Purcell et al. 1999).

Die Ubergeordnete Rolle von Progesteron spielt bel diesen Vorgangen jedoch
eine entscheidende Rolle, obwohl die Abhangigkeit von anderen Faktoren (LIF,
CSF-1) fur eine erfolgreiche Implantation gezeigt wurde (Pollard et al. 1991,
Stewart et a 1992). Diese und andere Ergebnisse wahrend des
Implantationsprozesses zeigen, dass nicht alle Vorgénge am Endometrium allein
auf das Progesteron zuriickzufhren sind. Ein Synergismus von Progesteron und
NO waéhrend der Implantation konnte bereits von unserer Gruppe gezeigt werden
(Chwalisz et al. 1999).

Bis heute ist jedoch nur unzureichend geklért, welche Gene direkt Uber
Progesteron und den Progesteronrezeptor im Endometrium reguliert werden.
Eine grole Bedeutung zur Aufkl&rung der Regulation der unter
Progesteroneinfluss stehenden Gene im Endometrium kommt dabel den
unterschiedlichen Antiprogestinen zu (Chwalisz et a. 1994). So konnte mit Hilfe
der Antiprogestine fir einige Gene (HB-EGF, bFGF, Connexin (CX) 26, 43)
gezeigt werden, dass diese im Endometrium direkt unter Progesteroneinfluss
stehen (Grummer et al. 1994, Zhang et a. 1994, Rider et al. 1997, Grimmer
1998).

1.3 SignalUbertragung Gber Steroidrezeptoren

Die Steroidhormone werden uber den Blutkreislauf im Organismus verteilt und
gelangen durch Diffusion in die Zelle. Die Wirkung der Steroide beruht im
wesentlichen auf der Bindung an spezifische Steroidrezeptoren, die im

Cytoplasma im inaktiven Zustand, an Hitzeschockproteine gebunden, liegen. Fur
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den Progesteronrezeptor gibt es mindestens zwei Formen, namlich den A- und
den B-Rezeptor. Die Bindung des Progesterons fuhrt zu einer Aktivierung des
Rezeptors mit einer Dissoziation der Hitzeschockproteine, die zu einer
Translokation des Rezeptors in den Kern fuhrt. Die Steroidhormon-Rezeptoren
enthalten sequenzspezifische DNA-Bindungsproteine, deren zugehtrige DNA-
Elemente as Hormone-Responsive-Elements (HRE) bezeichnet werden. Die
Rezeptoren binden dabei in Form als Dimere, sowohl als Homodimere (A/A
bzw. B/B) ds auch Heterodimer (A/B) an die HRE und fihren zu
Transkriptionsaktivierung. Neben der Bindungsaffinitét zwischen dem Steroid
und seinem Rezeptor spielen Phosphorylierungsvorgdnge im N-terminalen
Bereich des Rezeptors eine grof3e Rolle. Als Folge der Phosphorylierung wird die
hormonvermittelte Aktivierung des Rezeptors noch verstérkt. Die Bedeutung der
Phosphorylierung der Steroidrezeptoren durch MAPKinasen wurde bereits
beschrieben und gilt als Beispiel fir einen ,crosstalk zwischen dem Signalweg
der Steroidrezeptoren und anderen Signalwegen (Kato et al. 1995, Lange et al.
2000).

Die Steroidhormon-Rezeptoren kodnnen nicht nur transkriptionsaktivierenden,
sondern auch einen reprimierenden Einflufd auf die Transkription haben (Beato et
al. 1995). Dieser noch wenig verstandene Mechanismus der Steroidrezeptoren
wurde an Genen beobachtet, deren Kontrollregion neben den HRES noch
Bindungsstellen fir andere Transkriptionsfaktoren wie NFkappaB aufweisen. In
NFkappaB kontrollierten Genen wurde beobachtet, da? die Steroidhormon-
Rezeptoren einen inhibierenden Einflul? auf die transkriptionssteigernde Aktivitét
von NFkappaB austiben. Die Eigenschaft der Steroidhormon-Rezeptoren, andere
Transkriptionfaktoren Uber Komplexbildung zu inaktivieren, zeigt, wie sich zwel
Signalwege beeinflussen und modulieren kénnen (Bart van der Burg et al. 1996,
Mc Kay et al. 1998).
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1.4 Progesteronantagonisten

Die Entdeckung und Synthese des ersten Progesteronantagonisten (RU 486) in
den achtziger Jahren durch die Firma Roussel—-Uclaf war ein Meilenstein in der
Steroidforschung, da nun Stoffwechselvorgange, die durch Progesteron reguliert
werden, systematisch untersucht werden konnten (Phillibert et al. 1981, 1985).
Neben RU 486 wurde spéter von der Schering AG eine Anzahl von
Progesteronantagonisten synthetisiert und charakterisiert wie z. B. Onapriston
(ZK 98.299) (Neff et al. 1984). RU 486 und Onapriston sind hinsichtlich ihrer

Wirkmechanismen die am besten untersuchten Antigestagene.

Alle Progesteronantagonisten zeichnen sich durch eine hohe Bindungsaffinitét
zum Progesteronrezeptor (PR) aus. Durch eine direkte Interaktion mit der
Liganden- Bindungsdomane (LBD) des PR wird die Bindung des Progesterons
gehemmt. Man unterscheidet vom molekularen Mechanismus her zwel

unterschiedliche Typen von Progesteronantagonisten:

Typ I: 13 a-Methyl-substituierte 19- Nor-Steroide vom Onapriston-Typ und
Typll: 133-Methyl-substituierte 19- Nor Steroide vom RU 486-Typ.

Progesteronantagonisten (PA) vom Typ | verhindern bzw. verschlechtern die
Bindung des PA/PR-Komplexes an die DNA, wohingegen
Progesteronantagonisten vom Typ |l die Dimerisierung des Progesteronrezeptors
fordern und an die DNA binden (Klein-Hitpass 1991). RU 486 bindet aber nicht
nur mit hoher Affinitét an den PR, sondern auch an den Glucocorticoidrezeptor
und weist in vivo ene starke antiglucocorticoide Wirkung auf. Die
antiglucocorticoide Wirkung von Onapriston hingegen ist wesentlich geringer.
Ebenso binden beide PAs (RU 486 und Onapriston) an den Androgenrezeptor
(AR) und zeigen aber erst bei sehr hohen Dosierungen (>30 mg/kg)
antiandrogene Eigenschaften. Weder RU 486 noch Onapriston bindet an den
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Ostrogenrezeptor (ER). Dennoch werden verschiedene Ostrogene Wirkungen
durch die Antigestagene indirekt stark moduliert (Chwalisz et al. 1997). PA wie
RU 486 konnen unter bestimmten Umstanden, wie z. B. unter einem erhohten
CAMP Spiegel im Primaten Endometrium auch agonistische Wirkungen zeigen
(Koering et al. 1986). Onapriston hingegen zeigt auschliefdlich antagonistische
Wirkungen und wird daher als ,reines‘ Antigestagen angesehen.

1.5 Das Stickstoffmonoxid(NO)system

Die Entdeckung des ,endothelium-derived relaxing factor* und seine
Identifikation als Stickstoffmonoxid (NO) war eine der bedeutendsten
medizinischen Entdeckungen der achtziger Jahre (Pamer et al. 1987, Ignarro
1989). 1992 wurde NO im ,, Science Journal“ as Molekil des Jahres auserwahlt.
Seitdem ist NO as universeler interzellularer Botenstoff, der in
unterschiedlichen Signalwegen und in der Modulation der Genexpression

involviert ist, etabliert.

NO gehdrt zu den Kkleinsten Botenstoffen im Organismus. Es ist en
wasserlosliches Radikal mit einer Habwertzeit von ca. 4 sec und kann
Membranen durch Diffusion weitgehend frei passieren. NO besitzt die Fahigkeit,
sich an Proteine anlagern oder sogar mit ihnen eine chemische Reaktion
einzugehen. Die dadurch herbeigefiihrte Modifikation durch NO kann
Signalkaskaden ausl6sen und dadurch Proliferations und

Differenzierungszustande beeinflussen (Moncada et al. 1991).

NO wird enzymatisch aus L-Arginin mit Hilfe der NO-Synthasen gebildet, wobei
L-Citrullin entsteht. NO-Synthasen sind Hamoproteine, die diese Umwandlung
von L-Arginin unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff und NADPH

katalysieren. Derzeit sind drei Arten von NOS-Isoenzymen bekannt. Das
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endotheliale NOS (e-NOS, Typlll), das neuronale NOS (nc-NOS, Typ I) und das
Zytokin induzierte NOS (iNOS, Typ 1) (Nathan und Xie 1994). Die beiden
konstitutiv exprimierten Isoformen, eNOS und nc-NOS werden in ihrer
Aktivitét durch freie intrazelluldre Kalzium - Konzentrationen reguliert.
Endotheliales NOS kontrolliert vor alem tber NO die Vasodilatation und die
Vasokonstriktion der Blutgefée (Knowles and Moncada 1994). Neuronales
NOS kommt in einer Reihe von neuronalen Zelltypen vor und wirkt im
peripheren und zentralem Nervensystem als Neuromodulator oder retrograder
Neurotransmitter (Huang 1993). Demgegeniber ist die induzierbare Isoform (i-
NOS) konstitutiv aktiv, da sie auch bei den niedrigen freien
Kalziumkonzentrationen Calmodulin hochaffin bindet. Induziertes NOS, durch
IL-1 oder TNF-a, kann Uber einen langeren Zeitraum NO in einer 1000fach
hoheren Konzentration freisetzen und hat dadurch einen anderen Wirkungseffekt
als as eNOS oder nNOS. Man findet die induzierte Form vor alem in
Entzindungszellen, Epithelien und in der glatten Muskulatur (Knowles and
Moncada 1994).

Die Lokalisation der Gene fur die drei humanen Isoformen ist bereits bekannt.
Sie liegen fur eNOS auf Chromosom 7, nNOS auf Chromosom 12 und iNOS auf
Chromosom 17 (Geller et a. 1993). Alle Gene fur die drei NOS Isoformen sind
strukturell eng miteinander verwandt und evolutiondr hoch konserviert. So weist
die cDNA-Sequenz der drei NOS Isoformen von Drosophila eine 40%ige
Homologie zu den Gensequenzen der Saugetiere auf (Regulski and Tully 1995).
Eine hohe Ubereinstimmung ergibt sich ebenfals in der iNOS cDNA-Sequenz
zwischen der Ratte und dem Menschen und betragt ca. 80% (de Veraet a. 1996).
Die Promoter Region des iNOS Gens der Ratte weist typische Elemente wie eine
TATA Box und zahlreiche Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren wie
NFkappaB und NF-IL-6 auf (Niwaet a. 1997, Keindnen et al. 1999).
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1.5.1 Signaltubertragung durch dieinduzierte NO Synthase

Das durch die induzierte NO Synthase gebildete NO reagiert vor allem gerne an:

1. Nucleophilen Zentren (SH-Gruppen der Cysteinreste) von Peptiden und
Proteinen
2. Metalionen

Durch die Nitrosylierung der SH-Gruppe durch NO, wie beim p21 " Protein,
kann eine Signalkaskade ins Zellinnere ausgel6st werden, die letztendlich zur
Phosphorylierung und zur Aktivierung von regulatorischen  Proteinen
(Transkriptionsfaktoren) oder von Enzymen fihrt (Krauss 1997). Die
intrazelluldre Signallbertragung durch NO Uber Ras Proteine wurde bereits fir
den MAPKinase (Mitogen aktivierte Protein Kinasen)-Weg beschrieben (Lander
et al. 1995, Yun et a. 1998). Andererseits scheint NO in der Lage zu sein,
Phosphorylierungsreaktionen  Uber Modifikation an Cysteinresten von
Phosphatasen zu regulieren. Dabel konnen Phosphatasen direkt aktiviert oder
deaktiviert werden (Callsen et al. 1998, Kaur et a. 1998). Ebenso gibt es
Hinweise dafir, dass durch die Nitrosylierung von Cystein-Resten im N-
terminalen Bereich bel Transkriptionsfaktoren die DNA-Bindung, Dimerisierung
und die nukledre Translokation beeinflusst wird. Eine direkte Inhibierung der
DNA-Bindung durch NO wurde in vitro fir den Transkriptionsfaktor NFkappaB
gezeigt (Matthews et a. 1996). Ebenso scheint der Transkriptionfaktor c-jun in
vitro durch Nitrosylierungen direkt durch NO modifiziert zu werden (Tabucchi et
al. 1994).

Eine physiologisch wichtige Reaktion ist die Reaktion des NO an Metallionen-
Zentren von Enzymen. Die dadurch ausgel 6sten Signalkaskaden haben ein grof3e
Bedeutung fur Proliferation und Differenzierungszusténde. Man unterscheidet

dabei zwischen Signalwegen, die cGMP abhangig und unabhéngig ablaufen.
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Bei cGMP abhéngigen Signawegen fihrt eine erhohte NO Synthese zur
Aktivierung der l6slichen Guanylat-Cyclase, indem NO an dessen prosthetische
Hamgruppe bindet (Gerzer et al. 1981). Die reversible Bindung von NO an die
Guanylat-Cyclase bewirkt eine 200fache Steigerung der Aktivitéat und fihrt dazu,
dass daraufhin der intrazellulére Botenstoff cGMP gebildet wird, der pleiotrope
Wirkungen entfaltet. So kénnen verschiedene cGM P-abhéngige Proteinkinasen,
Phosphodiesterasen oder Ionenkanéle aktiviert oder inhibiert werden. Die durch
NO aktivierten Guanylatcyclasen sind damit ein zentraler Bestandtelil
verschiedenste Signaltransduktionswege (Frey te al. 1998, Beck et al. 1999). NO
kann aber auch physiologische Prozesse steuern, indem NO direkt an Enzyme
bindet, die im aktiven Zentrum Metalle enthalten und diese dadurch direkt
aktiviert oder deaktiviert werden. So kann NO an die induzierte Cyclooxygenase
[l binden, diese aktivieren und daraufhin die Prostaglandin (PGE;)- und
Prostacyclin (PGI, )-Synthese in Geweben steuern (Salvemini et a. 1993, Wu
1995). Ebenso kann NO (ber die Bindung an Zn** die Aktivitét
unterschiedlichster Matrix-Metalloproteinasen (MMP-2, MMP-9 u. a) direkt
steuern (Trachtmann et al. 1996).

1.5.2 Bedeutung von NO fur die Reproduktion

NO ist bel alen wichtigen Prozessen der weiblichen Reproduktion wie dem
Zyklus, der Menstruation, Ovulation, Implantation, der Erhaltung der
Schwangerschaft sowie bel der Auslésung des Geburtsvorganges beteiligt.
Neuere Untersuchungen bestédtigen, dal3 NO ebenfalls bei der Entwicklung der
Préimplantationsembryonen eine Rolle spielt (Barroso et al. 1998). So konnte
neben eNOS auch iNOS in den Praimplantationsembryonen nachgewiesen
werden. Die Entwicklung der Prédimplantationsembryonen konnte in vitro nach
Gabe von NO-Inhibitoren ins Medium deutlich beeintrachtigt werden (Gouge et
al. 1998). Wahrend der Schwangerschaft ist NO auflerdem fir die uterine
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Kontraktilitat, Wehenausldsung und fir den utero-fotalen-plazentaren Blutfluss
mitverantwortlich (Izumi et a. 1993, Sladek et al. 1993, Buhimschi et al. 1996,
Liao et al. 1997). Wéhrend der Implantations- und Postimplantationsphase im
Uterus und in der Spétgraviditdt zur Zeit der Zervixreifung Uberwiegt eindeutig
die induzierte Form der NO-Synthasen. Biochemische und Westernblot-
Analysen an Mausen und Ratten zeigten eindeutig, dass iNOS in der Dezidua
wahrend der Implantationsphase und in der Postimplantationsphase hochreguliert
wird (Novaro et al. 1997, Purcell et a. 1999). E-NOS hingegen l&sst sich in
diesen friihen Phasen der Schwangerschaft in der Dezidua nur in geringem Mal3e
und n-NOS Uberhaupt nicht nachweisen (Buhimschi et al. 1996). Neben der
Dezidua sind die Plazenta und die Zervix bel der Ratte weitere Orte, an denen
eine iINOS-Expression nachgewiesen werden konnte. Studien an Ratten und
M eerschweinchen zeigten ein gegensétzliches Verhaten der iINOS Expression im
Uterus und in der Zervix wahrend der Schwangerschaft; eine Abnahme der iINOS
Expression im Uterus und einen starken Anstieg der iINOS-Expression in der
Zervix (Chwalisz et al. 1996, Ali et al. 1997).

Sexualsteroide greifen sowohl in die Expression der konstitutiven wie auch der
induzierbaren NOS en, wobei vor alem Progesteron as
schwangerschaftserhaltendes Hormon die iNOS-Expression und dadurch die NO
Freisetzung direkt oder indirekt steuert (Weiner et a. 1994, Buhimschi et al.
1996, Miller et al. 1996). Durch Antigestagenbehandlungen (Onapriston) bei
graviden Ratten und Meerschweinchen konnte gezeigt werden, dass im Uterus
und in der Zervix das NO-System durch Progesteron gesteuert wird (Izumi et al.
1993). Allerdings ist die Regulation der iINOS-Expression durch Progesteron
gewebespezifisch. Inwieweit Progesteron fir die Regulation der iINOS-
Expression in den Prémplantationsembryonen verantwortlich ist, bleibt unklar.
Fur die Implantationphase, vor allem zwischen Tag 7 - 9 p.c., konnte eindeutig
bei Mausen gezeigt werden, dass die iINOS-Aktivitat in der Dezidua mit

steigendem Progesteronspiegel zunimmt und am Tag 9 p.c. einen Hohepunkt
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erreicht (Purcell et al. 1998, 1999). Danach kommt es allerdings zu einem Abfall
der INOS-Aktivitéat in der Dezidua. Behandelt man Ratten in der Spétgraviditét
mit Onapriston, so kommt es im Uterus zu einem Abfall und in der Zervix zu
einen Anstieg der iINOS-Expression. Die erhohte iINOS-Expression (niedriger
Progesteronspiegel) am Ende der Graviditdt induziert schliedlich die
Zervixreifung und leitet die Geburt ein (Chwalisz et al. 1996).

1.5.3 Inhibitoren der NO Biosynthese

In den letzten Jahren wurden eine Anzahl von NO-Inhibitoren entwickelt, um die
vielfaltigen Funktionen des NO und insbesondere der drei Isoformen (eNOS,
NNOS, iNOS) in vivo besser untersuchen zu konnen. Die ersten Inhibitoren
waren relativ einfache Substratanaloga zu L-Arginin, wie das N-Methyl-L-
Arginin (L-NMMA) und das L-Canavine (Hibbs et al. 1987, Sakuma et al. 1988,
Mc Call et a. 1989). Die Blockierung der enzymatischen NOS-Aktivitét erfolgt
durch eine kompetitive Hemmung. Zwar blockierten die ersten L-Arginin
Derivate die Aktivitét aller NO Isoformen, hatten allerdings den Nachteil, nicht
sehr selektiv die Aktivitét der NO Synthasen zu beeinflussen. Auch das bekannte
Substratanaloga N-Nitro-L-Arginin-Methylester (L NAME) wirkte zwar sehr
potent auf die Aktivitét der konstitutiven NOS Isoformen (eNOS, nNOS), aber
nur sehr schwach auf die INOS Aktivitéat (Furfine et al. 1993, Bougthon-Smith
and Tinker 1998). Die ersten selektiveren iNOS Inhibitoren wurden durch das
Einfligen einer Guanidin-Gruppierung synthetisiert. So waren die ersten
selektiveren iINOS Inhibitoren das N-(2-Mercapto(ethyl)guanidin (MEG) und vor
allem das Aminoguanidin (Pimagedine) (Southan et al. 1995). Aminoguanidin
hat nur einen marginalen Effekt auf die konstitutiven Isoformen, wirkt aber in
vivo sehr selektiv, obwohl schwach auf die induzierte NO Synthase (Corbett et
al. 1995, Wolff et al. 1995). Ein weiterer sehr effektiver iNOS Inhibitor ist das
Guanidin Derivat, N-(Iminoethyl)-L-lysin (L-NIL) (Moore et al. 1994).
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1.6 Eingesetzte Marker fur die zelbiologische Wirkung von
Progesteron und Stickstoffmonoxid (NO) wahrend der Embryo-

I mplantation

1.6.1 PCNA (,Proliferating cell nuclear antigen*)

PCNA ist ein 36 kDa Molekil, welches wahrend der Evolution (Vertebraten,
Insekten, Pilzen) hoch konserviert wurde und wird als Prozessivitétsfaktor fur die
DNA-Polymerase d und fur die Replikation der DNA in der S-Phase bendtigt
(Lee and Hurwitz 1990; Waseem and Lane 1990). Zellen, die sich aul3erhalb des
Zellzyklus befinden, zeigen nur eine geringe Expression des PCNA. Treten
Zellen in den Zellzyklus ein, wird das PCNA sofort hochreguliert. Die PCNA
Expression kann in vivo als auch in vitro durch Wachstumsfaktoren induziert
werden (Hall et al. 1990).

1.6.2 Desmin

Desmin gehort zu einer der funf Hauptgruppen von Intermediérfilamenten (10
nm A) und ist neben den Aktinfilamenten und Mikrotubuli Bestandteil des
Cytoskeletts. Besonders gut ausgebildet sind die Intermediarfilamente im
Cytoplasma von Zellen, die einer mechanischen Belastung ausgesetzt sind (glatte
Muskulatur). Wahrend der Implantationsreaktion bei der Ratte ist Desmin en
wichtiger Marker fir die Differenzierung der zyklischen endometrialen
Fibroblasten in Deziduazellen (Glasser et al. 1987).
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1.6.3 COX Il (Cyclooxygenasell)

COX Il ist ein ca. 74 kDa Metalloprotein, welches bei inflammatorischen
Prozessen in zahlreichen Zellen, inklusive Fibroblasten und Makrophagen,
induziert wird. Die Induktion von COX |1 durch proinflammatorische Zytokine
(IL-13, TNF-a) metabolisiert die Arachidonsdure (AS) zur Prostaglandin (PG)-
oder zur Prostazyklinsynthese (PGI), die unter anderem fir die vasoaktiven
Funktionen im Uterus mitverantwortlich sind (Seibert and Maferrer 1994). Da
COX Il von denselben Zytokinen wie iNOS induziert wird, findet man diese
beiden induzierten Formen oft in Geweben exprimiert, die enem
Entzindungsprozess gleichen (Wu 1995). Es ist bekannt, dass COX Il eine
wichtige Rolle wahrend der Implantations- und Dezidualreaktion tbernimmt.
COX Il, aber nicht COX I-knockout-Mause zeigen eine Stérung im
Implantations und Dezidualisierungsprozess (Lim et al 1997).

1.6.4 CD 90 (Thy-1)

Thy-1 ist ein 25-kD Zelloberflachen-Glykoprotein und ist in Wachstums- und
Differenzierungprozesse von unterschiedlichen Zelltypen involviert. Die
Expression von Thy-1 konnte auf Endothelzellen, die mit inflammatorischen
Prozessen einhergehen, beobachtet werden. Seitdem dient Thy-1 bel der Ratte als
Marker fur unterschiedliche Angiogenese Modelle (Risau 1998). Besonders in
der frihen Schwangerschaft bel adulten Ratten wurde auf uterinen
Endothelzellen eine hohe Expression von Thy-1 beobachtet. Thy-1 hingegen
wird nicht auf Endothelzellen exprimiert, die mit der embryonalen Angiogenese
zusammenhangen und ist daher gut von der uterinen Angiogenese in der frihen
Schwangerschaft abzugrenzen (Lee et al. 1998). Fur die Regulation der Thy-1-
Expression auf Endothelzellen bei inflammatorischen Prozessen scheinen
insbesondere Interleukine (IL-1, IL-8) und der Tumornekrosefaktor a eine
wichtige Rolle zu spielen (Ishizu et al. 1997).
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1.6.5 NFkappaB (p65 Untereinheit)

Der Transkriptionsfaktor NFkappaB reguliert eine Vielzahl von Genen, die an
der Immunantwort und an Entziindungsprozessen beteiligt sind. Die aktive Form
von NFkappaB ist ein Heterodimer, bestehend aus einer p50- und einer p65-
Untereinheit. Im Cytosol liegt NFkappaB in Form eines inaktiven Komplexes mit
dem gebundenen Inhibitorprotein IkappaB vor. IkappaB maskiert das nucledre
Translokationssignal des Heterodimers und verhindert so die Transokation in
den Kern. Durch ein extrazellulares Signal wird IkappaB phosphoryliert und
NFkappaB in den Kern transportiert, um seine regulatorischen Aufgaben
wahrzunehmen (Abb.4) (Krauss 1997).

Abb. 4
Regulation und Proteolyse des Transkriptionsfaktors NFkappaB (verdndert nach Krauss 1997).
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1.6.6 Aktiviertes DiphophoryliertesERK 1& 2

Die durch proinflammatorische Signale (NO, IL-1, TNF-a) aktivierte
MAPKinase ERK1&2 steht am unteren Ende des MAPkinaseweges im
Cytoplasma (Lander et al.1996). Durch vorgeschaltete Proteinkinasen wird
ERK1&2 letzendlich durch Phosphorylierung an Threonin (183)- und Tyrosin
(185)-Seitenketten aktiviert. Durch diese Aktivierung ist ERK1&2 in der Lage,
sein Phosphorylierungspotential an unterschiedliche regulatorische Elemente wie
Transkriptionsfaktoren (NFkappaB, NF IL-6, c-jun, Elk-1) in den Kern, aber
auch an Zytoskelettproteine im Cytoplasma weitezugeben (Seger and Krebs
1995, Su and Karin 1996) (Abb. 5). Der MAPkinase Weg stellt daher eine
wichtige Signalkaskade fur die Ubermittiung von Proliferations und

Differenzierungsignalen dar.
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Abb.5
Komponenten des MAPKinase-Signalweges und Aktivierung von ERK1&2. (veréndert
nach Krauss 1997).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die erfolgreiche Implantation der Blastocyste am Tag 5,5 p.c. nach erfolgreicher
Fertilisation bei der Ratte ist abhéngig von der richtigen Differenzierung des
Endometriums. Wahrend der Pré&, Peri- und Postimplantationsphase kommt es
zu einer Vielzahl von morphologischen und biochemischen Verénderungen im
endometrialen Stroma in Abhangigkeit von ovariellen Steroidhormonen.
Progesteron as das schwangerschaftserhaltende Hormon kontrolliert mit
Ostrogen diese zellbiologischen Verdnderungen wahrend dieser Phasen, aber
auch embryonale Signale beeinflussen die Zellbiologie des Endometriums. Unter
vielen anderen Faktoren induziert der erhdhte Progesteronspiegel wahrend und
nach der Embryo-Implantation eine erhthte Expression von induzierter
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) im Endometrium und fuhrt damit zu einer
Erhohung des Stickstoffmonoxid(NO)-Spiegels. Welche Bedeutung iNOS/NO in
den unterschiedlichen frihen Graviditétsphasen zukommt, ist bis heute

grofitenteils ungeklart.

Das wesentliche Ziel der Arbeit bestand darin, die Wirkung von Progesteron und
NO auf die Implantationsrate und Geburtenrate zu evaluieren. Mogliche
zellbiologische Veranderungen am Endometrium sollten anhand von
Proliferations- und Differenzierungsmarkern untersucht werden. Dartberhinaus
sollte die Frage beantwortet werden, welche gemeinsamen Signalwege von
Progesteron und NO beschritten werden, die zu einem synergistischen Effekt fir

die Differenzierung der Dezidua wahrend der Implantation fuhren.

Die morphologischen Daten und zellbiologischen Untersuchungen sollten
letztendlich zu der Aussage fuhren, ob die Hemmung der NO-Synthese in
Kombination mit einer geringen Dosis (,ultra low dose*) eines potenten
Antigestagens grundsétzlich geeignet sind, als alternatives Kontrazeptivum
eingesetzt zu werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Tierexperimente und Auswertungen

Alle Tierexperimente wurden von mir in den Forschungslaboratorien der
Abteilung Fertilitétskontrolle und Hormontherapie bel der Schering AG, Berlin
durchgefihrt und bei der Senatsverwaltung fir Gesundheit in Berlin
vorschriftsméllig angezeigt. Die zellbiologischen Auswertungen erfolgten am

Institut fir Anatomie in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Winterhager.
3.2 Versuchstiere

Fur die in vivo Untersuchungen zum Synergismus von Progesteron und NO
wurden zyklische gravide Wistar-Ratten (Schering Tierzucht und —haltung) mit
einem Korpergewicht von 190 - 220 g eingesetzt. Die Tiere wurden in
Makrolonké&figen in kontrolliert belichteten Raumen (10 Stunden Dunkelheit, 14
Stunden Helligkeit) gehalten und mit ener Standarddidt (pelletiertes
ACTROMIN-R 2) ad libitum (a. d.) ernéhrt.

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere 2-3 Zyklen lang anhand von
Vaginalabstrichen beobachtet und nur Tiere mit regelméldigen 4-Tage-Zyklen
wurden in die Versuche aufgenommen. Die Zuordnung zu den
Behandlungsgruppen erfolgte randomisiert. Bel regelmélligem Zyklus wurden
die Tiere im Pro6strus zur Anpaarung zum Bock gesetzt. Die Paarung erfolgt
normalerweise um Mitternacht (ca. 24.00 Uhr) und wurde durch einen
Spermiennachweis am nachfolgenden Tag um ca. 8.00 Uhr im Vaginalabstrich
gesichert. Nur welbliche Tiere mit einem positiven Spermiennachwels wurden
fur die nachfolgenden Versuche eingesetzt. Ein positiver Spermiennachwels
wurde als Tag 1 der Graviditéat (Tag 1 p.c.) definiert. Die Tiere wurden vor alen
Autopsien mit CO, getotet.
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3.3 Applizierte Substanzen

Der spezifische Progesteronantagonist Onapriston (ZK 98 299; 11 b-[4-
(Dimethylamino) phenyl]-17 a-hydroxy-17b-(3-hydroxypropyl)-13a-estra-4,9-
dien-3-on) wurde in 0,2 ml Benzylbenzoat und Rizinusdl im Verhdtnis 1+4
(vol/vol) gelost und subkutan (s.c.) appliziert. Bel alen Versuchen wurde
Onapriston in einer sehr niedrigen Dosierung (,ultra low dose*) von 0,3
mg/Ratte/Tag verabreicht, die in Vorversuchen keine oder nur marginale Effekte
auf die Implantationrate zeigte. Das Antigestagen Onapriston ist ein
synthetisierter Wirkstoff der Schering AG, Berlin.

Der spezifische kompetitive iNOS Inhibitor Aminoguanidin (Firma Sigma
Aldrich) wurde im Wasserbad (40 °C) unter Zugabe von 4N HCL gelost, mit 1N
NaOH auf ph 6 titriert und mit Leitungswasser aufgefillt. Die Applikation von
120mg/Ratte/Tag erfolgt ora (p.o.). Die Dosierung wurde nach Vorversuchen
bei der Schering AG als die maximale pharmakologische Hochstdosis festgel egt,
bei der weibliche adulte Ratten auch bel einer taglichen Applikation Uber 4
Wochen keinen erhdhten diastolischen und systolischen Wert zeigen (Schering,

nicht publizierte Daten).

3.4 Antikorper

3.4.1 Primér-und Sekundarantikor per

Alle nachfolgend aufgefihrten Primér- und Sekundarantikorper wurden kauflich
erworben und fur die nachfolgenden zellbiologischen Untersuchungen an
Rattengewebe eingesetzt. Die Verdinnungen, fals vom Hersteller nicht
ausdriicklich  angegeben, wurden  grofdtenteils selbst anhand von
Verdunnungreihen (Schachbrett-Titration) ausgetestet (Tabelle 1+2).
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Tab. 1. Eingesetzte Priméarantikorper

Primar- Wirt Antigenspezifitat Verdinnung |Firma
antikor per
PCNA monoklona Maus Unspezifisch gegen ale | 1:100 DAKO
(Klon PC 10) Wirbeltierklassen (Produkt Nr. M 0879)
Desmin polyklona Kaninchen |gegen Huhn, Maus, 1:20 Sigma
Ratte, Mensch, Rind (Produkt Nr. D-8281)
CD 90 (Thy-1) | monoklona Maus gegen Ratte 1:100 Pharmingen
(Klon OX-7)
cox i polyklonal Ziege gegen Maus, Ratte 1:200 Santa Cruz
(Produkt Nr. sc-1747)
NFkappaB polyklonal Kaninchen |gegen Maus, Ratte, 1:50 Santa Cruz
Mensch (Produkt Nr. sc-372)
ERK1&2 monoklona Maus gegen Maus, Ratte 1:50 Sigma
Rind, Mensch (Produkt Nr.M8159)
iNOS polyklonal Kaninchen |gegen Maus, Ratte, 1:50 Santa Cruz
Mensch (Produkt Nr.sc-651)
Tab. 2: Eingesetzte Sekundarantikorper
Sekundarantikdrper  |konjugiert mit ... Verdinnung Firma
Schwein anti- Fluoreszein- 1:40 DAKO
Kaninchen I1gG isothiocyanat (FITC) (Produkt Nr. F205)
Schwein anti-Ziege 1gG | Fluoreszein- 1:40 DAKO
isothiocyanat (FITC) (Produkt Nr. F205)
Esel anti-Maus 1gG Cy3 1:200 Dianova
(Produkt Nr. 715-165-151)
Brickenantikorper anti- | biotinyliert nicht notwendig |DAKO
maus/Kaninchen 1gG (Produkt Nr. K 609)
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3.5 Invivo Experimente zum Synergismus von Aminoguanidin (iNOS
Inhibitor) und Onapriston (,ultra low dose”) in der

Frihgraviditat zu ver schiedenen I mplantationsphasen

Um zu kléren, ob ein Synergismus zwischen Progesteron und Stickstoffmonoxid
(NO) wéhrend der Praimplantationsphase (d1 - d4 p.c.), Implantationsphase (d5 -
d8 p.c.) und Postimplantationsphase (d6 - d9 p.c.)/(d7 - d10 p.c.) existiert,
wurden gravide Ratten sowohl mit Antigestagen Onapriston in der ,ultra low
dose” (0,3mg/Ratte/Tag) und mit Aminoguanidin (120mg/Ratte/Tag) in der
Einzeldosis als auch in der Kombination beider Wirkstoffe behandelt. Als
Kontrolle dienten gravide Ratten, die mit dem Vehikel fir Onapriston
(Benzylbenzoat/Rizinusdl) und mit dem Vehikel fir Aminoguanidin (H,0O)
behandelt wurden.

3.5.1 Experimentein der Praimplantationsphase

Experiment 1. Gravide Wistar Ratten (n = 6) wurden Uber 4 Tage (d1 - d4 p.c.)
in der Einzeldosis mit Onapriston (0,3 mg/Tag/ Tier) und Aminoguanidin
(120mg/Tag/Tier), sowie in der Kombination mit Onapriston (0,3 mg/Tag/Tier)
und Aminoguanidin (120 mg/Tag/Tier) um jewells 8.00 Uhr behandelt. Um eine
Aussage Uber die Anzahl der Implantationrate und/oder Uber Resorptionen zu
erhalten, wurden die behandelten Ratten am Tag 9 p.c.um 10.00 Uhr autopsiert.
Dazu wurde die Bauchhohle der Tiere getffnet und die Uteri herausprépariert.
Um die Anzahl der Implantationsrate/Resorptionsstellen beurteilen zu kdnnen,
wurden die Uteri mit ener 10%igen Ammoniumsulfididsung angeférbt,

fotografiert und die Uterusgewichte notiert.

Experiment 2. Graviden Ratten (n = 8) wurden aufgrund der Ergebnisse aus
dem Experiment 1 Uber 4 Tage (d1 - d4 p.c.) die Substanzen Onapriston (0,3
mg/Tag/ Tier) und Aminoguanidin (120 mg/Tag/Tier) in der Kombination
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appliziert. Um ene Aussage Uber die Implantationsfahigkeit bzw.
Implantationsrate nach Applikation der Substanzen in der Frigraviditéat zu
erhalten, wurde den Tieren am Tag 6 p.c. um ca. 10.00 Uhr eine 1%ige Pontamin
blue Lésung in die Schwanzvene injiziert. Nach einer Einwirkzeit von ca. 10
min. wurden die Ratten autopsiert. Nach Psychoyos (1961) ist die Pontamin blue-
Farbung geeignet, eine erhdhte Gefal3permeabilitét der Kapillaren im Bereich der
Implantationstelle anzuzeigen. Die Uteri wurden zur Beurteilung der

Implantationsstellen fotografiert und nachfolgend die Uterusgewichte notiert.

Experiment 3: Um ene Aussage Uber einen mdoglichen Effekt der
Wirksubstanzen auf die Embryonen zu tétigen, wurden gravide Wistar Ratten zu
folgenden Tagen mit Onapriston (0,3 mg/Tag/Tier) in Kombination mit
Aminoguanidin (120 mg/Tag/Tier) behandelt und am darauffolgenden Tag um
10.00 Uhr autopsiert:

Behandlung d1 p.c. Autopsied2 p.c. (n = 6)
Behandlung d1 + d2 p.c. Autopsied3 p.c. (n=6)
Behandlung d1 + d2 + d3 p.c. Autopsied4 p.c. (n=8)
Behandlung d1+ d2+ d3+ d4 p.c. Autopsied5 p.c. (n=8)

Bei allen autopsierten graviden Ratten wurde eine mehrmalige Tuben-, und/oder
Uterusspilung mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) unter dem
Binokular durchgefihrt, um eine Aussage Uber die Anzahl und Uber das
morphologische Erscheinungsbild der Embryonen treffen zu konnen. Dazu
wurden die Embryonen in Petrischalen aufgefangen, danach fixiert und mit
einem Axiophot Photomikroskop (Zeiss Oberkochem, Germany) ausgewertet
und fotografiert.
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3.5.2 Experimentein der Peri- und in der Postimplantationsphase

Experiment 4 (d5 - d8 p.c.): Gravide Wistar Ratten (n = 7) wurden Uber 4 Tage
(d5 - d8 p.c.) in der Einzeldosis mit Onapriston (0,3mg/Tag/Tier) und
Aminoguanidin (120mg/Tag/Tier). as auch in der Kombination mit Onapriston
(0,3mg/Tag/Tier) und Aminoguanidin (120mg/Tag/Tier) um jeweils 8.00 Uhr
behandelt. Um eine Aussage Uber die Anzahl der Implantationrate und/oder tber
Resorptionen zu erhalten, wurden die behandelten Ratten am Tag 9 p.c.
autopsiert. Anschlief3end wurden die Uteri angefarbt, fixiert, fotografiert und die
Anzahl der Implantationsstellen/rate und die Uterusgewichte notiert.

Experiment 5 (d7 - d10 p.c.): Gravide Wistar Ratten (n = 8) wurden tber 4
Tage (d7 - d10 p.c.) entsprechend Experiment 4 behandelt. Um eine Aussage
uber die Anzahl der Implantationsrate und/oder Uber Resorptionen am zu
erhaten, wurden die behandelten Ratten am Tag 11 p.c. autopsert.
Anschlief?end wurden die Uteri angefarbt, fixiert, fotorafiert und die Anzahl der
Implantationsstellen/rate und die Uterusgewichte notiert.

3.5.3 Experimente zu den Austragungsversuchen in der Peri- und in der

Postimplantationsphase

In den ersten Austragungversuchen (Experimente 6 - 8) wurden die
Auswirkungen von Aminoguanidin (120mg/Tag/Tier) und Onapriston (0,3
mg/Tier/Tag) in der Kombination auf die Anzahl der Nachkommen (F&ten)
untersucht. Dazu wurden den graviden Ratten in der Implantationsphase (d5 - d8
p.c.) und zu verschiedenen Tagen in der Postimplantationsphase (d6 - d9 p.c. / d7
- d10 p.c.) die Wirksubstanzen appliziert und die Tiere am 19 Graviditétstag

autopsiert. Nachfolgend wurden erneut Austragungsversuche (Experimente 9 -
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13) mit unterschiedlichen Behandlungstagen in  der  frdhen
Postimplantationsphase zwischen d7 - d9 p.c. durchgefiihrt, um eine Aussage
Uber die Anzahl der Nachkommen zu bekommen. Vorhandene Foten wurden

herausprapariert und die Anzahl protokolliert.

Experiment 6: Gravide Ratten (n
behandelt.

6) wurden Uber 4 Tage (d5 — d8p.c.)

Experiment 7: Gravide Ratten (n
behandelt.

6) wurden Uber 4 Tage (d6 - d9p.c.)

Experiment 8: Gravide Ratten (n = 6) wurden 4 Tage (d7 - d10 p.c.) behandelt.

Experiment 9: Gravide Ratten (n = 4) wurden fir ein Tag (d8 p.c.) behandelt.

Experiment 10: Gravide Ratten (n = 4) wurden fir ein Tag (d9 p.c.) behandelt.

Experiment 11: Gravide Ratten (n = 6) wurden 2 Tage (d7 + d8 p.c.) behandelt.

Experiment 12: Gravide Ratten (n = 6) wurden 2 Tage (d8 + d9 p.c.) behandelt.

Experiment 13: Gravide Ratten (n = 6) wurden 3 Tage (d7 - d9 p.c.) behandelt.

3.5.4 Experimentezur Zeitreihein der Postimplantationsphase

Aufgrund der Ergebnisse der Austragungsraten (Experimente 6 - 13) war es
notwendig, die Graviditétstage d7 - d9 p.c. nach der Behandlung mit Onapriston
(0,3mg/Tag/Tier) in Kombination mit Aminoguanidin (120 mg/Tag/Tier)

genauer zu untersuchen. Um die zellbiologischen Veranderungen, die durch die
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Kombination beider Wirksubstanzen entstehen, untersuchen zu kdnnen, wurden

folgende Experimente durchgefihrt:

Experiment 14: Gravide Ratten (n = 4) wurden von d7 - d9 p.c. in der
Kombination behandelt. Die letzte Behandlung erfolgte am Tag d9 p.c. um 8.00
Uhr. Die erste Autopsie wurde um 10.00 Uhr (2 Stunden nach der letzten
Behandlung) durchgefiihrt. Die Uteri wurden fotografiert, gewogen und fir
spétere histologische und immunhistochemische Untersuchungen unterschiedlich

fixiert.

Experiment 15: Gravide Ratten (n = 4) wurden von d7 - d9 p.c. in der
Kombination behandelt. Die letzte Behandlung erfolgte ebenfalls am Tag d9 p.c.
um 8.00 Uhr. Die zweite Autopsie wurde um 14.00 Uhr (6 Stunden nach der
|etzten Behandlung) durchgefiihrt.

Experiment 16: Gravide Ratten (n = 4) wurden von d7 - d9 p.c. in der
Kombination behandelt. Die letzte Behandlung erfolgte am Tag d9 p.c. um 8.00
Uhr. Die dritte Autopsie wurde um 18.00 Uhr (10 Stunden nach der letzten
Behandlung) durchgefihrt.

3.6 Fixierung des biologischen Unter suchungsmaterials

3.6.1 Préaimplantationsembryonen

Fir die morphologischen Untersuchungen der unterschiedlichen Teilungsstadien
und der Blastocysten wahrend der Praimplantationsphase wurden diese
unmittelbar nach der Autopsie und dem Spllen mit PBS eine Stunde in 2,5 %
Glutaraldehyd in 0,1 M Na Cacodylatpuffer, ph 7,4, fixiert, nachfolgend in PBS

gewaschen und unter dem Axiophot Photomikroskop ausgewertet.
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3.6.2 Implantationsstellen

Fur ale nachfolgenden lichtmikroskopischen und  zellbiologischen
Untersuchungen wurden die herauspréparierten Implantationsstellen entweder
Uber Nacht in 3,5% gepuffertem Formalin oder aber in Trockeneis bzw.

flissigemStickstoff kryofixiert.

3.7 Histologie

Zunachst wurde das Gewebe in 3,5%igem Formalin fixiert und Uber eine
aufsteigende Alkoholreihe 4 Tage lang entwéssert. Danach erfolgte die
Einbettung des Gewebes in Paraffin. Alle nachfolgenden Serienquerschnitte
durch die Implantationskammer wurden am Mikrotom mit einer Schnittdicke von
2-4 pm durchgefihrt. Zuvor wurden die Paraffinbléckchen fur ca. 10 — 15 min.
in Eiswasser gelegt um eine optimale Schnittdicke zu gewdhrleisten. Alle
Serienquerschnitte wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern
uberfuhrt und tUber Nacht bei 37 °C getrocknet.

3.7.1 Farbetechniken

Um eine histologische Diagnose der Schnittpraparate zu ermdglichen, wurden
diese unterschiedlich angefarbt und unter dem Axiophot ausgewertet. Dazu

wurden zwei Farbetechniken angewandt:

1. Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung
2. Die Azanfarbung

Beides sind Routinefarbungen der Histologie und werden hier nur kurz erwahnt.
Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden die Paraffinschnitte in Histoclear
entparaffiniert, anschlief3end in eine absteigende Alkoholreihe (96 - 40%)
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hydriert und mit einer Hamatoxylin-Ldsung nach Shandon geférbt. Anschlief3end
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 - 96%) dehydriert

mit Histomount eingedeckt, getrocknet und unter dem Axiophot ausgewertet.

Bel der Azanfarbung nach Haidenhein handelt es sich um eine Trichromfarbung.
Bei den dafUr verantwortlichen Farblosungen handelt es sich um Azokarmin,
Orange G und Anilinblau. Zun&chst wurden die Paraffinschnitte, wie bel der
Hamatoxylin-Eosin Féarbung entparaffiniert und in Alkoholreihe Gberfihrt. Zur
Vorbereitung auf die Azanfarbung wurden die Pr8parate in Anilinalkohol gelegt.
Nach der erfolgreichen Anfarbung wurde mit Aqua dest. gespilt und mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe die Schnitte dehydriert, getrocknet, mit Histomount

eingedeckt und unter dem Axiophot ausgewertet.

3.8 Immunhistochemische Unter suchungen (ICH)

Far die immunhistochemischen/zellbiologischen Untersuchungen an den
histologischen Préparaten wurden in Abhéngigkeit des/der nachzuweisenden

Antigens(e) drei unterschiedliche Techniken angewandt:

1. Paraffinschnitte mit der LSAB Methode (,Labeled StreptAvidin-Biotin
Staining*)

2. Paraffinschnitte mit der TUNEL Methode (, TdT-mediated UTP nick
end labeling”)

3. Kryostatschnitte mit Einfach- und Doppelfluoreszenzmarkierungen
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3.8.1 LSAB (Labeled StreptAvidin-Biotin Staining)

Die LSAB-Methode beruht auf der Fahigkeit des Eiweil3glykoproteins
StreptAvidin, das Vitamin Biotin physikalisch zu binden. Das Verfahren gehort
zur indirekten 3-Schritt-Methode, bel der 3 Reagenzien gebraucht werden. Das
erste ist ein Primérantikorper, spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen
gerichtet. Der Sekundarkorper (BrickenantikOrper), der sich an den ersten
Primarantikorper binden kann, ist mit Biotin konjugiert. Da dritte Reagenz ist ein
Peroxidase—konjugierter StreptAvidin-Komplex. Die freien Bindungsstellen des
StreptAvidinmolekils ermdglichen  die Bindung an das Biotin des
Sekundérantikérpers. Das Enzym Peroxidase — und damit das gesuchte Antigen —
wird mit einem geeigneten Chromogen (3,3 Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid)
sichtbar gemacht. DAB ruft eine braune Farbe hervor, die in Alkohol unléslich
ist. Die Schnitte kénnen anschliefiend dehydriert und mit Eukitt eingedeckt
werden. Die LSAB-Methode ist eine sehr sensitive Methode, die insbesondere
fur die Paraffintechnik entwickelt wurde. Voraussetzung fur die Anwendung
diesser Methode ist alerdings die Paraffingangigkeit des Primérantikorpers.
Besonders interessant ist diese Methode fir kernsténdige oder/und

cytoplasmatische Antigene.

Zunéchst wurden an einem  Mikrotom (Reichert-Jung)  Paraffin-
Serienquerschnitte (2 — 4 pum) hergestellt und diese auf Superfrost-Objekttréger
oder auf Poly-I-Lysin behandelten Deckgléaschen (A& 15 mm) aufgezogen und
getrocknet. Die Paraffinschnitte wurden fir die Immunhistochemie
entparaffiniert und hydriert. Eine Demaskierung der Antigene erfolgte mit
ProteinaseK und/oder Mikrowellenbehandlung. Danach erfolgte ene
Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitdt mit einer 3%igen H,O,. Nach
sorgféltigem Spllen wurde die Schnitte mit dem Primarantikorpers, danach mit
dem biotinylierten Briickenantikorpers und zuletzt mit StreptAvidins konjugiert

mit der Meerettichperoxidase inkubiert. Die Antigene wurden durch DAB



(Diaminobenzidin) sichbar gemacht, anschlief?end dehydriert mit Histomount
eingedeckt Uber Nacht bei 37 °C getrocknet und am néchsten Tag am Axiophot

ausgewertet.

3.8.2 TUNEL Methode (, Terminal desoxyribosyl Transferase-mediated
UTP nick end labeling®)

Die DNA-Fragmentierung wird als das biochemisches Schlisselereignis der
Apoptose (Zelltod) angesehen. Zur histologischen Diagnose der Apoptose an
Paraffinschnitten erfolgt eine enzymatische in situ Markierung der DNA-
Strangbriiche. Dazu werden Paraffinschnitte wie bei der LSAB Methode
entparaffiniert, hydriert mit Proteinase K und mit einer 3%igen H,O, behandelt.
Danach wurden die Terminale desoxyribosyl Transferase (TdT) mit einer Tris
Pufferlosung im Verhdtnis 1:5 verdinnt und die Fluorescein-markierten
Nucleotidderivate zugegeben. Die Inkubation der Schnitte erfolgt fir 60 min bei
37 °C. Danach erfolgt die Inkubation des anti-Fluorescein Antikorpers konjugiert
mit der Meerettich-peroxidase. Anschliefend wurde zur Farbreaktion DAB
hinzugfigt und die Schnitte mit PBS und H,O gewaschen, dehydriert und mit
Histomount eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mit dem Axiophot entweder im

Durchlichtverfahren oder mit der Auflichtfluoreszenzeinrichtung.

3.8.3 Einfach- und Doppelmarkierungen mit der Fluor eszenztechnik

Zur réaumlichen und zeitlichen Lokalisation von Antigenen wurde neben der
Immunperoxidasemethode (LSAB), die Fluoreszenztechnik angewandt. Fir die
Einzel- und/oder Doppelmarkierungen wurden folgende Primérantikorper
verwendet: CD 90 (Thy-1), COX II, iINOS und aktiviertes ERK1&2. Bei der
Fluoreszenztechnik handelt sich um eine indirekte Immunhistochemie, bel der
die Gewebeproben zuvor in flissigem Stickstoff oder in Trockeneis eingefroren

wurden.
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Von den Gewebeproben wurden an einem Gefriermikrotom 6 pm dicke
Gefrierschnitte hergestellt. Die Gefrierschnitte wurden kurz auf den
Deckglaschen angetrocknet und danach fir 5 min in eiskaltem 96%igem Ethanol
fixiert. FUr den iNOS Primérantikorper wurde fir die Fixierung statt 96%igem
Ethanol eine 3,5 % gepufferte Formalinldsung verwendet. Anschlief3end wurden
unspezifische Bindungsstellen mit 0,5%igem Rinderserumalbumin in PBS
abgeséttigt und der Priméarantikorper fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS/BSA wurde der FITC und/oder der Cy-3
konjugierte Sekundarantikorper aufgetragen und wieder bei Raumtemperatur fir
45 min inkubiert. Fur die Doppelmarkierungen an einem Schnitt erfolgte nach
der Inkubation mit dem FITC konjugierten Sekundarantikorper ein 10mindtiger
Waschvorgang, um dann am selben eine zweite Inkubation von 45 min mit dem
Cy-3 konjugierten Sekundérantikdrper durchzufiihren. Die Gefrierschnitte
wurden danach mit H,O gewaschen und mit 0,1 %igem p-Phenyldiamin
eingedeckt. Zur Auswertung von Einfach- und Doppelfluoreszenzmarkierungen
wurde ein Axiophot mit Auflichtfluoreszenzeinrichtung benutzt. Die FITC-
Auswertung erfolgte mit blauer Anregung bei 450 - 490 nm, wohingegen die Cy-
3-Auswertung bei 530 - 585 nm stattfand.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung von Aminoguanidin (iNOS Inhibitor) und Onapriston

(,ultralow dose") in ver schiedenen Phasen der Frihgraviditat

411 Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston in der

Praimplantationsphase

Allen Ratten, denen in der Praimplantationsphase (d1 - d4 p.c.) der iNOS
Inhibitor Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung appliziert
wurde, zeigen keinen hemmenden Effekt auf die Implantationsrate am Tag 9 p.c.
Onapriston in der ,ultra low dose* (0,3mg/Ratte/Tag) appliziert, erniedrigt im
Vergleich zu der Gesamtanzahl der Implantationsstellen der Kontrolltiere, die
Implantationsrate am Tag 9 p.c. um ca. 50 % (Abb.6, Tab.3). Bei keinem Tier
wurde allerdings nach der Applikation von Onapriston eine vollstandige
Hemmung der Graviditdt beobachtet (Abb.6, Abb.7, Tab.3). Die Applikation von
Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) in der Kombination mit Onapriston (0,3
mg/Ratte/Tag) von d1 - d4 p.c. hingegen fuhrt zu einer vollsténdigen Reduktion
der Graviditdt am Tag 9 p.c. Be alen Ratten, die in der Kombination
Aminoguanidin und Onapriston behandelt wurden, sind die Uteri am Tag 9 p.c.
ohne Implantationsstellen (Abb.6, Abb.7).
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Abb. 6

Anzahl der Implantationsstellen am Tag 9 p.c. nach Applikation der Substanzen in der
Einzeldosierung und in der Kombination Aminoguanidin und Onapriston in der
Préimplantationsphase (d1 - d4 p.c.).

Kontrolle Aminoguanidin
1 ml H20 p.o. + B/ R 0,2 ml s.c. 120 mg/ ml p.o. + B/R 0,2 ml s.c.
Behandlung d1 - d4 Behandlung d1 - d4
Autopsie d9 Autopsie d9

Onapriston Aminoguadinin + Onapriston
0,3 mg/ 0,2 ml s.c. + Tml/ H20 p.o. 120 mg/ ml p.o. + 0,3 mg/ 0,2 ml s.c.
Behandiung d1 - d4 Behandlung d1 - d4
Autopsie d9 Autopsie d9

Abb. 7

Uteri mit Implantationsstellen nach Applikation von Aminoguanidin, Onapriston in der
Einzeldosierung as auch in der Kombination Aminoguanidin und Onapriston in der
Préimplantationsphase (d1 - d4 p.c.) und Autopsie am Tag 9 p.c.
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4.1.2 Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston auf die fruhe

Implantation

Es stellte sich die Frage, ob Uberhaupt eine Implantation der Blastocysten
stattgefunden hat. Deshalb wurden die Uteri auf frihe Implantationsstellen
(erweiterte Gefdl3e) untersucht.

Die Kontrolltiere zeigen am Tag 6 p.c. eine blauliche Anférbung im Bereich der
Implantationsstellen durch die ,Pontamin blue*-Reaktion, die auf ene
GeféRRerweiterung aufgrund der Implantation der Blastocyste hindeutet (Abb. 8a).
Bei den graviden Ratten hingegen, die Uber 4 Tage in der Postimplantationsphase
(d1 - d4 p.c.) mit der Kombination Aminoguanidin und Onapriston behandelt
wurden, zeigt die ,Pontamin blue®-Farbung nur vereinzelt eine geringe
Geféllerweiterung im Bereich der Implantationsstellen (Abb. 8b). Die ebenfalls
mit der , Pontamin blue®-Reaktion auftretenden kndtchenartigen Verdickungen,
die in der Frihgravidité aufgrund des beginnenden Dezidualisierungsprozesses
zu sehen sind, wurden nicht ausgebildet (Abb. 8b).

Dieser Befund weist auf eine Storung der Implantation der Blastocyste am
Tag 6 p.c. hin, die durch die Applikation von Aminoguanidin und

Onapriston in der Praimplantationsphase (d1 - d4 p.c.) verursacht wurde.
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Kontrolle Aminoguanidin + Onapriston
1ml H20 p.o. + B/R 0,2ml s.¢c. 120 mg/ ml p.o. + 0,3 mg/ 0,2 m| s.c.
Behandlung d1 - d4 Behandlung d1 - d4
Autopsie dé Autopsie db

Abb. 8

Uteri mit Implantationsstellen (erhohte  Gefd3permeabilitét) nach  Applikation von
Aminoguanidin und Onapriston in der Kombination in der Prdimplantationsphase (d1 - d4 p.c.)
mit nachfolgender Pontamin blue Farbung und Autopsie am Tag 6 p.c. @ Kontrolle, b) nach
Behandlung.

4.1.3 Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston auf die

Praimplantationsembryonen

Da keine Implantation erfolgte, sollte geklart werden, ob die Wirksubstanzen
Aminoguanidin und Onapriston nach Applikation in der Prémplantationsphase
(d1 - d4 p.c.) einen Effekt auf die Entwicklung der Embryonen haben. Um dieses
zu beantworten, wurden nachfolgend Tuben- und/oder Uterusspllungen
durchgefihrt.

Die Applikation der Wirksubstanzen Aminoguanidin und Onapriston in der
Préimplantationsphase (d1 - d4 p.c.), fuhrt zu einer drastisch reduzierten Anzahl
von Praimplantationsembryonen, dabel nimmt besonders ab einer 3tégigen
Behandlungsdauer (d1 - d3 p.c.) die Anzahl der Embryonen im Morulastadium
deutlich ab (Abb. 9, Tab. 5). Im morphologischen Erscheinungsbild zeigen die
Embryonen im Morulastadium kleinere aussortierte Zellen (AZ) die auf eine
Storung in der Entwicklung deuten (Abb. 10). Besonders effektiv ist die Wirkung
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von Aminoguanidin und Onapriston nach einer 4tagigen Behandlungsdauer (d1 -
d4 p.c.). Nach der Uterusspilung am Tag 5 p.c. sind entweder keine oder nur
vereinzelnt Blastocysten in der SpulflUssigkeit nachzuweisen (Abb. 9). Die
vereinzelt gefundenen Blastocysten zeigen, ebenfalls wie im Morulastadium, im
peripheren Bereich der Blastocyste grofdere aussortierte Zellen (AZ) auf die auf
einen apoptotischen (Zelltod) Prozess deuten (Abb.10).

Die Applikation des iNOS-Inhibitors Aminoguanidin (120 mg/Tag/Tier) in
Kombination mit Onapriston (0,3 mg/Tag/Tier) in der
Praimplantationsphase (d1 - d4 p.c) fuhrt zu ener drastischen

Fehlentwicklung der Praimplantationsembryonen.

100

80

| OKontrolle

60 -

40 -

WA+O
20

0 , - | ==

Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Embryonen d2 Embryonen d3 Embryonen d4 Embryonen d5

Abb. 9

Anzahl der Embryonen an unterschiedlichen Tagen in der Préimplantationsphase (d2, d3, d4,
d5) nach Applikation von Aminoguanidin (A) und Onapriston (O) in der Kombination am Tag
di, d1+d2,dl-d3, dl- d4



41

Abb. 10

Morphologie der Embryonen vor/nach Behandlung a) Kontrolle: Morulastadium (d4 p.c.) b) A
+ O: Morulastadium (d4 p.c.) nach Behandlung (d1-d3 p.c.) ¢) Kontrolle: Blastocyste (d5 p.c.)
d) A+O: Blastocyste (d5 p.c.) nach Behandlung (d1-d4 p.c.).

4.1.4 Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston in der Peri- und Post-
implantationsphase

Um die Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston zu verschiedenen Zeiten
des Implantationsvorganges zu untersuchen, wurde die Behandlung wahrend
zwel unterschiedlicher Phasen durchgefihrt:

1. Inder Periimplantationsphase von d5 - d8 p.c. und in der

2. In der Postimplantationsphase von d7 - d10 p.c.
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Die Behandlung in der Periimplantationsphase von d5 - d8 p.c.

Die 4 tagige Behandlung der graviden Ratten in der Implantationsphase (d5 - d8
p.c.) in der Einzeldosierung mit Aminoguanidin oder mit Onapriston fuhrt zu
keiner Verringerung der Implantationsrate am Tag 9 p.c. im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Sowohl die Anzahl als auch das makroskopische Bild der
Implantationsstellen (Abb. 11, Tab. 6) am Tag 9 p.c. weisen nach den
Einzelapplikationen auf einen normaen Implantationsvorgang hin. Die
Behandlung tber 4 Tage in der Kombination mit Aminoguanidin und Onapriston
(d5 - d8 p.c.) hingegen, fuhrt am Tag 9 p.c. bei adlen Tieren zu pathologisch

verénderten Implantationsstellen, die auf eine Stérung der Implantationsreaktion

durch die Wirksubstanzen hinweisen, obwohl die absolute Anzahl der
verénderten Implantationsstellen im Vergleich zu den Kontrolltieren und den
Einzelapplikationen unbeeinflusst bleibt (Tab. 6).

120 mg/ ml p.o. + B/ R 0,2 ml s.c.
Behandlung d5 - d&
Autopsie d9

1 ml H3Op.o. + B/R 0,2 ml s.c.
handlung d5 - d8

Kontrolle ‘ Aminoguanidin
Autopsie d9

ok RS e

Onapriston Aminoguanidin + Onapriston
0,3 mg/ 0,2 ml s.¢. + 1mli H30 p.o. 120 mg/ ml p.o. + 0,3 mg/0,2 ml s.c.
Behandlung d5 - d8 Behandlung d5 - dé

Autopsie d9 _ _ Autopsie d9

Abb. 11

Uteri mit Implantationsstellen nach Applikation von Aminoguanidin, Onapriston in der
Einzeldosierung as auch in der Kombination Aminoguanidin + Onapriston in der
Implantationsphase (d5 - d8 p.c.) und Autopsie am Tag 9 p.c.



Die Behandlung in der Postimplantationsphase von d7 - d10 p.c.

Die Einzelapplikation des iNOS Inhibitors Aminoguanidin Uber 4 Tage in der
Postimplantationsphase (d7 - d10 p.c.) fuhrt zu keinen makroskopischen
Auffélligkeiten oder zu einer Reduzierung der Implantationsstellen am Tag 11
p.c. (Abb. 12, Tab. 7). Die Einzelapplikation mit Onapriston fuhrt vereinzelnt zu
pathologisch  veranderten Implantationsstellen, ohne jedoch deutliche
Resorptionen erkennen zu lassen (Abb. 12). Eine 4 tagige Behandlung der
graviden Ratten in der Kombination Aminoguanidin und Onapriston (d7 - d10
p.c) hingegen, fuhrt bel alen Tieren zu einer Hemmung der Graviditat mit
resorptiven Implantationsstellen am Tag 11 p.c., die makroskopisch kaum noch
sichtbar sind (Abb. 12, Tab. 7). Dies deutet daraufhin, das die
Postimplantationphase von d7 - d10 p.c., eine sehr sensible Phase fur die
Effektivitdt des INOS Inhibitors Aminoguanidin in Kombination mit
Onapriston dar stellt.

Kontrolle Aminoguanidin
1ml HaOp.o. + B R o2 ml s.c. 120 mg! ml p.o. + B/ R 0,2 ml 5.c.
ehandlung d7 - d10 Behandlung d7 - d10
Autopsie d11 Autopsie d11

Aminoguanidin + Onapriston
120 mgi ml p.o. + 0,3 mg/0,2 ml s.c.

Behandlung d7 - d10
Autopsie d11

Onapriston

0.3 mgi 0,2 ml 5.c. + 1mlf H2O0 p.o.

Behandlung d7 - d10
Autopsie d11

Abb. 12

Uteri mit Implantationsstellen nach Applikation von Aminoguanidin, Onapriston in der
Einzeldosierung as auch in der Kombination Aminoguanidin + Onapriston in der
Postimplantationsphase (d7 - d10 p.c.) und Autopsie am Tag 11 p.c.



4.1.5 Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston auf die Geburtenrate

wahrend der Applikation in der Peri- und Postimplantationsphase

Um letztendlich die Auswirkungen des iNOS Inhibitors Aminoguanidin
(120mg/Tag/Tier)in Kombination mit Onapriston (0,3mg/Tag/Tier) nach einer 4
tagigen Applikation in den unterschiedlichen Phasen (d5 - d8 p.c., d6 - d9 p.c.,
d7 - d10 p.c.) auf die Graviditét beurteilen zu kdnnen, wurden die Tiere am Tag

19 p.c. autopsiert, und die absolute Anzahl der Nachkommen (Foeten) ermittelt.

Nach Applikation der Einzelsubstanzen Aminoguanidin (120mg/Tag/Tier),

Onapriston (0,3mg/Tag/Tier) in alen drei Implantationsphasen (d5 - d8 p.c., d6 -
d9 p.c,, d7 - d10 p.c.), sind gesunde lebende Foeten-am Tag 19 p.c.-im Uterus
vorgefunden worden (Abb. 13, Tab. 8). Die Anzahl der Foeten am Tag 19 p.c.
scheint jedoch nach den jewelligen 4 tégigen Antigestagenbehandlungen mit
Onapriston leicht reduziert gegentber der Aminoguanidinbehandlung.
Aminoguanidin in der Einzelapplikation zeigt keine Auswirkungen auf die
Anzahl der Nachkommen im Vergleich zu den Kontrolltieren. (Abb. 9, Tab. 8).
Alle drei 4tagigen Behandlungsphasen zeigten letztendlich in den
Einzelapplikationen mit Aminoguanidin, Onapriston keine Hemmung der
Graviditat und fuhren zu einer Schwangerschaft, an deren Ende Foeten
entwickelt wurden (Abb 13, Tab 8).

Die Applikation von Aminoguanidin (120mg/Tag/Tier) und Onapriston
(0,3mg/Tag/Tier) in der Kombination tber 4 Tage (d5 - d8 p.c., d6 - d9 p.c., d7 -
d10 p.c.) fuhrten zu unterschiedlichen Auswirkungen auf auf die Anzahl der
Foeten am Tag 19 p.c. Wahrend nach der Applikation von Aminoguanidin und
Onapriston in der Phase d5 - d8 p.c. die Anzahl der Foeten im Vergleich zu den
Kontrolltieren nur leicht reduziert ist, wurden nach der Applikation der
Kombination in der Phase d6 - d9 p.c. nur vereinzelt Foeten detektiert (Abb. 13,
Tab. 8). Eine absolute Hemmung der Graviditét wurde aber auch hier nicht

erreicht. Behandelt man allerdings gravide Ratten in der Kombination mit
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Aminoguanidin und Onapriston von d7 - d10 p.c., so sind am Tag 19 p.c. keine
Foeten vorhanden (Abb. 13, Tab. 8). Es kommt zu einer vollstandigen Hemmung
der Graviditét.

Nur die Behandlung mit Aminoguanidin und Onapriston in der
Postimplantationsphase (d7 - d10 p.c.) ist geeignet, um eine vollstandige
Kontrazeption herbezufihren.

100 - - N
O Kontrolbe
75 -
A
50 -
ao
25 -
OA+0
0 . = T
Anzahl der Foeten Anzahl der Foeten Anzahl der Foeten
d5-d8 p.c. d6-d9 p.c. d7-d10 p.c.
Abb. 13

Anzahl der Foeten am Tag 19 p.c., nach Applikation der Einzeldosierung Aminoguanidin,
Onapriston und in der Kombination Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) in der Implantations-
(d5 - d8 p.c.) und in der Postimplantationsphase ( d6 - d9 p.c./ d7 - d10 p.c.)
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4.1.6 Wirkung von Aminoguanidin und Onapriston auf die Geburtenrate

bel kirrzerer Behandlungsdauer wahrend der Postimplantationsphase

Um zu klé&ren, ob eine Hemmung der Graviditat zwischen d7 — d10 p.c. auch mit
einer geringeren Behandlungsdauer zu bestimmten Tagen zu erreichen ist, wurde
den Tieren die Kombination Aminoguanidin und Onapriston am Tag d8 p.c., Tag
9p.c., Tag 7 p.c.und Tag 8 p.c., Tag 8p.c. und Tag 9 p.cundam Tag 7 - Tag 9
p.c. appliziert und die Anzahl der Foeten am Tag 19 p.c. ermittelt.

Eine eintégige (Tag 8 p.c oder Tag 9 p.c.) oder zweitagige Behandlung (d7 + d8
p.c. oder d8 + d9 p.c.) mit Aminoguanidin und Onapriston von d7 - d10 p.c. fuhrt
zu keiner vollstandigen Hemmung der Graviditét (Abb. 14, Tab. 9). Die eintégige
Behandlung am Tag 9 p.c. scheint jedoch eine grofdere Effektivitét auf die
absolute Anzahl der Nachkommen zu haben als die eintdgige Behandlung am
Tag 8 p.c. Nach einer zweitagigen Applikation von Aminoguanidin und
Onapriston (d7 + d8 p.c. oder d8 + d9 p.c.) nimmt die Anzahl der Foeten im
Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls ab, wobei die Tage d8 + d9 p.c. sensibler
auf die Wirksubstanzen reagieren als die Tage d7 + d8 p.c. (Abb. 14, Tab. 9). Die
eintagige bzw. zweitégige Applikation von Aminoguanidin und Onapriston zeigt,
dass der Tag 9 p.c. besonders sensibel auf die Wirksubstanzen reagiert. Eine
vollstandige Hemmung der Graviditét erreichte man aber erst mit einer 3tégigen
Behandlung von d7 - d9 p.c. (Abb. 14, Tab 9). Die Autopsie am 19.
Graviditétstag zeigt ausschliefdlich Uteri ohne Foeten.
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Die Austragungsversuche zeigen, dal3 nur eine 3tagigen Behandlung mit
Aminoguanidin und Onapriston von d7 - d9 p.c. in der
Postimplantationsphase zu einer vollstdndigen Hemmung der Graviditat
fahrt.

100 7—— —

75 A

O Kontrofle
50 -

EWA+O
25

n L] 1 T L] L]
d8 p. c. d9 p. c. d7+d8 p.c. d8+d9 p.c. d7-d9p.c.

Abb. 14

Anzahl der Foeten m Tag 19 p.c. nach Applikation von Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) in
der Kombination zu unterschiedlichen Tagen in der Postimplantationsphase (d8 p.c., d9 p.c., d7
+d8 p.c., d8 + d9 p.c.,und d7 + d9 p.c.).

4.1.7 Bestimmung des genauen Zeitpunktes der Resorptionen nach
dreitagiger Behandlung von Aminoguanidin und Onapriston in der

Postimplantations-phase

Um die sensible Phase, die nach einer 3 tagigen Behandlung (d7 - d9 p.c.) in der
Kombination Aminoguanidin und Onapriston zu einer schnellen Resorption der
Implantationsstellen  fihrt, genauer zu bestimmen und um nachfolgende

zellbiologische Untersuchungen zeitlich einengen zu kodnnen, wurden gravide
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Ratten von d7 — d9 p.c. in der Kombination behandelt und danach am Tag d9
p.c. im Abstand von 2, 4, und 8 Stunden (10.00 Uhr/14.00Uhr/18.00Uhr) nach
der letzen Applikation autopsiert.

Bei den Kontrolltieren ist am Tag 9 p.c innerhalb von 10 Stunden (10.00 - 18.00
Uhr) eine deutliche Zunahme des Umfanges der Implantationsstellen zu
beobachten. Dies deutet auf einen normalen Dezidualisierungsprozess hin. Bei
den in der Kombination Aminoguanidin und Onapriston behandelten Tieren
erkennt man makroskopisch eine drastische Abnahme im Umfang der
Implantationsstellen am Tag 9 p.c. innerhalb von 8 Stunden (10.00 - 18.00 Uhr)
(Abb. 15).

Um 10.00 Uhr, 2 Stunden nach der letzten Behandlung ist bel den meisten
Tieren die in der Kombination behandelt wurden, kaum ein Unterschied im
Ausmald der Dezidualisierung bzw. im Umfang der Implantationsstellen im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren festzustellen. Eine Abnahme der
Uterusgewichte im Vergleich zu den Kontrolltieren wurde ebenfalls nicht
festgestellt (Tab. 15).

Eine Reduzierung des Umfanges der Implantationsstellen und eine Abnahme der
Uterusgewichte 18f% sich erst am Tag 9 p.c. um 14.00 Uhr, 6 Stunden nach
Applikation von Aminoguanidin und Onapriston feststellen (Abb. 15).
Offensichtlich fuhren die Wirksubstanzen nun zu einer Beeintréchtigung der

Dezidualisierung mit einer Abnahme des Umfanges der Implantationsstellen.

Die Autopsie am Tag 9 p.c. um 18.00 Uhr, 10 Stunden nach der letzten
Behandlung mit Aminoguanidin und Onapriston fuhrt zu makroskopisch nur
noch rudiment&r vorhandenen Implantationsstellen. Vergleicht man
makroskopisch den Umfang der Implantationstellen der behandelten Tiere mit
den Implantationsstellen der Kontrolltiere, erkennt man deutlich die durch die
Wirksubstanzen ausgel 0ste Resorption (Abb. 15).
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Die Untersuchungen zur Zeitreihe zeigen, dass die Hemmung der Graviditat
duch eine 3tégige Behandlung (d7 - d9 p.c) mit Aminoguanidin und
Onapriston, die letztendlich zu keinen Nachkommen fuhrt, auf eine Stérung

des Dezidualisierungsprozesses zurlckzufihren ist und sich in ener

Resorption der Implantationsstellen am Tag 9 p.c. innerhalb weniger
Stunden zwischen 14.00 und 18.00 Uhr resultiert.

Kontrolle
1ml H2O + B/R 0,2ml 5.c.
Behandlung d7 - d8
Autopsie d9 (10°*h)

Aminoguanidin + Onapriston
120mg/ ml p.o. + 0,3mg/ 0,2ml 5.c.
Behandlung d7 - d®
Autopsie d9 (10*"h)

Keontrolle
iml H20 + B/IR 0 2ml s.c.
Behandlung d7 - d9
Autopsie d9 (14°°h)

Aminoguanidin + Onapriston
120mgi ml p.o. + 0,3mg/ 0,2ml s.c.
Behandlung d7 - d9
Autopsie d9 (14"h)

Kontrolle

Behandiung d7 - d9
Autopsie d9 (18°°h)

1ml H20 + B/R 0.2ml s.c.

Aminoguanidin + Onapriston
120mg/ ml p.o. + 0,3mgl 0,2ml s.c.
Behandiung d7 - d9
Autopsie d9 (18°°h)

Abb. 15 (Zeitreihe)

Uteri mit Implantationsstellen nach einer 3tégigen Applikation in der Kombination
Aminoguanidin + Onapriston in der Postimplantationsphase (d7 - d9 p.c.) und nachfolgenden
Autopsien am Tag 9 p.c. um 10.00/14.00/18.00 Uhr.
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4.2 Zédllbiologische Veranderungen in der Dezidua am Tag 9 p.c. nach
einer 3 tagigen Behandlung mit Aminoguanidin in Kombination

mit Onapriston

Die Experimente mit den iNOS Inhibitor Amminoguanidin in Kombination mit
dem Antigestagen Onapriston haben gezeigt, dass es eine synergistische Wirkung
gibt, die sich drastisch auf den Dezidualisierungsprozess auswirkt. Es sollten im
folgenden zellbiologische Mechanismen und Signalkaskaden gesucht werden, die
diese synergistische Wirkung erkléren, um damit den Pathomechanismus des

INOS-Inhibitors und des Antigestagens zu verstehen.

L ongitudinalschnitte durch die Implantationskammern zwischen dem Tag 7 p.c.
— Tag 10 p.c. lassen jeweils auf der antimesometralen Seite (AM) den Embryo
(E) eines Kontrolltieres erkennen (Abb. 16 a - d). Mit dem sich entwickelnden
Embryo &3 sich im Endometrium ein zeitliches und rdumliches Muster der
Dezidualisierung beobachten (Abb. 16 a- d). Am Tag 7 p.c. ist der Embryo noch
vom Uterusepithel umgeben (Abb. 16 a). Im histologischen Bild (Abb. 16 a)
erkennt man bereits auf der antimesometralen Seite eine Zone endometrialer
Fibroblasten, die sich in Dezidualzellen differenziert haben (dunkelrote
Anférbung), die primére Dezidualzone. Das restliche undifferenzierte
endometriale Stroma ist am Tag 7 p.c. noch sehr locker mit groféen
Interzellularraumen (hellere Anfarbung) (Abb. 16 a). In Abb. 16 b erkennt man
das die Deziduadisierung (D) am Tag 8 p.c.,, beinahe schon die ganze
antimesometriale Seite erfasst hat (sekundére Dezidualzone) und sich bereits zur
mesometralen (M) Seite hin orientiert. Nur im Randbereich auf der
antimesometralen Seite sind noch Fibroblasten zu erkennen, die nicht
dezidualisiert sind (Abb. 16 b). De Grenzbereich zwischen der
antimesometrialen und der mesometrialen Seite, die ,junctiona zone* (J), ist

ebenfalls am Tag 8 p.c. vom Dezidualisierungsprozef3 betroffen (Abb. 16 b).
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Am Tag 9 p.c. ist die antimesometrale Seite vollsténdig dezidualisiert (Abb. 16
c). Man erkennt dicht gepackte grofRe polygonale Deziduazellen, die
aneinandergrenzen und kaum Interzellularrume erkennen lassen (Abb. 16 e).
Am Tag 9 p.c. hat die Dezidualisierung auch fast die gesamte mesometrale Seite
erfasst, alerdings sind die Deziduazellen hier kleiner als auf der
antimesometralen Seite und lassen mehr Interzellularrdume erkennen. (Abb. 16
f). Im Zuge der Dezidualisierung entwickeln sich ab dem Tag 9 p.c. auf der
mesometralen Seite grofRere Sinusoide (S), die sich bis in den Bereich der
»junctional zone"(J) ziehen (Abb. 16 c). Diese strahlenformige Anordnung der
Sinusoide auf der mesometralen Seite ist besonders am Tag 10 p.c. deutlich zu
erkennen (Abb. 16d). Neben der Dezidualisierung des endometrialen Stromas
erkennt man ab Tag 9 p.c. eine Zunahme der Embryonalentwicklung die
einhergeht mit ener groleren Anzahl der Trophoblastzellen des
Ektoplazentarkonus (Abb. 16 c, d).
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Abb. 16

HE-Farbung. Kontrolle: a — d) Embryo-Implantation wahrend der Postimplantationsphase von
d7 - di10 p.c. € Polygonade Deziduazellen auf der antimesometralen Seite (d9 p.c.) f)
Deziduazellen auf der mesometralen Seite. (d9 p.c) Abk.. AM: Antimesometra, M:
Mesometral, E: Embryo, UL: Uterusumen, J Junctiona zone, D: Dezidua, S. Sinusoide, EK:
Ektoplazentarkonus (Balken = 400um a- d, 100 um e - f).
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4.2.1 1-NOSExpression in der Deziduaam Tag 8 p.c. und Tag 9 p.c.

Bisher war die Betelligung von iNOS an der Dezidualisierungsreaktion
unbekannt. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigen bereits am Tag 8
p.c. eine erhdhte Expression der induzierten NO Synthase (iNOS) im
endometrialem Stroma eines Kontrolluterus (Abb. 17 a). Die Ausbreitung der
induzierten NO Synthase reicht von der antimesometralen Seite bis in den
Bereich der ,junctional zone" (Abb. 17 a). Die erhéhte iINOS Expression am Tag
8 p.c. korreliert mit der Dezidualisierung der Fibroblasten im Stroma (Abb. 16 b,
17 a). Am Tag 9 p.c. erkennt man eine Ausbreitung der iINOS Expression von der
antimesometralen Seite bis zur mesometralen Seite in den Bereich des zu diesem
Zeitpunkt noch sichtbaren restlichen Uterusepithels bzw. Uteruslumens (Abb. 17
b). Besonders auf der antimesometralen Seite im Randbereich der sekundéren
Dezidualzone und auf der mesometraen Seite, in der sich die Sinusoide
entwickeln, ist eine erhohte INOS Expression sichtbar (Abb. 17 b).

Abb. 17

Expression der induzierten NO-Synthase (iNOS) im endometridlem Stroma wéhrend der
Postimplantationsphase am Tag 8 + 9 p.c.. Kontrolle : @ d8 p.c, b) d9 p.c. Abk.: AM:
Antimesometral, M: Mesometral, E: Embryo, UL: Uteruslumen, J: Junctional zone, D: Dezidua,
S: Sinusoide, (Balken = 450um).



4.2.2 Proliferation und Apoptose nach Applikation

Nach Applikation von Aminoguanidin in Kombination mit einer ultra-low-dose
Onapriston zeigten sich stark veranderte Differenzierungsmuster in der Dezidua,
die im folgenden beschrieben werden. Die PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) Markierung am Tag 9 p.c. zeigt bei den Kontrolltieren eine
unverminderte  Proliferationsfahigkeit der  Deziduazellen auf  der
antimesometralen und mesometralen Seite an (Abb. 18 @). Dievon d7 —d9 p.c. in
der Kombination behandelten und Tag 9 p.c. um 18.00 Uhr autopsierten Tiere,
10 h nach der letzten Applikation lassen auf der antimesometralen Seite nur
noch eine schwache und auf der mesometralen Seite der Dezidua eine bis zu
diesem Zeitpunkt unverminderte Proliferation der Deziduazellen erkennen. Der
Embryo =zeigt ebenfalls weiterhin Teilungsaktivitdt (Abb. 18 b). Ein
Proliferationsstop ist jedoch im Grenzbereich zwischen der antimesometralen
und mesometralen Seite der Dezidua, in der ,junctional zone* zu beobachten
(Abb. 18 b). Zusétzlich lassen sich in diesem Grenzbereich apoptotische Zellen
nachweisen (Abb. 18 c, d).
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Abb. 18

Proliferation/Apoptose in der Dezidua ohne/nach einer 3tégigen Behandlung (d7 — d9
p.c.) wahrend der Postimplantationsphase mit Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) und
nachfolgender Autopsie am Tag 9 p.c, 10 h nach der letzten Applikation. a)
Kontrolle (PCNA); b) PCNA Markierung von behandelten Ratten mit A + O. ¢ - d)
Apoptose Nachweis von behandelten Ratten mit A + O in der junctional zone. Abk.:
AM: Antimesometral, M: Mesometral, E: Embryo, J. Junctional zone, (Balken = 400um
a-c, 80 umind).
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4.2.3 Desmin-Expression nach Applikation

Die Kontrolltiere zeigen am Tag 9 p.c. in der Dezidua eine erhohte Desmin-
Expression, die sich von der antimesometralen zur mesometralen Seite erstreckt
(Abb. 19 a). Das Desmin Expressionsmuster korreliert mit der iNOS Expression
in der Dezidua am Tag 9 p.c. (Abb. 17 b). Besonders die differenzierten
polygonalen Deziduazellen auf der antimesometralen Seite lassen im Cytoplasma
eine Expression dieser Intermediéarfilamente erkennen (Abb. 19 b). Eine Storung
im Differenzierungsprogramm der Dezidualzellen zeigt sich nach einer 3t&gigen
Behandlung mit Aminoguanidin und Onapriston am Tag 9 p.c., 6 h nach der
letzten Applikation. Auf der antimesometralen Seite der Dezidua bis in die
.junctional zone“ hinein sind mehrere Bereiche sichtbar, die ihre
cytoplasmatische Desminexpression verlieren (Abb. 19 c). In der Vergrofierung
lassen sich Bereiche dieser undifferenzierten Deziduazellen beobachten (Abb. 19
d).
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Abb. 19

Desmin Expression in der Dezidua ohne/nach einer 3tagigen Behandlung (d7 — d9 p.c.)
wahrend der Postimplantationsphase mit Aminoguanidin + Onapriston und Autopsie am
Tag 9 p.c,, 6 h nach der letzten Applikation. @) Kontrolle (Desmin Expression in der
Dezidua), b) Kontrolle (Differenzierte Deziduazellen), ¢) Desmin Expression in der
Dezidua von behandelten Ratten mit A + O, d) Undifferenzierte Deziduazellen nach
Behandlung. Abk.: AM = Antimesometral, M = Mesometral, E = Embryo, D = Dezidua
(Baken =400 uma+ c, 100 umin b + d).

4.2.4 Sinusoidausbildung und COX |l Expression nach Applikation

Die induzierte Form der Cyclooxygenase (COX 1) wurde am Tag 9 p.c., vor
allem in Deziduazellen nachgewiesen die im Bereich der ,, junctional zone" liegen
(Abb. 20 b). In diesem Grenzbereich zwischen der antimesometralen/
mesometralen Dezidua 18/% sich zur selben Zeit am Tag 9 p.c. eine verstérkte
Sinusoidbildung erkennen (Abb. 20a). Nach einer 3tagigen Behandlung von d7 —
d9 p.c. mit Aminoguanidin und Onapriston ist die COX |1-Expression in diesem
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Bereich nicht mehr nachweisbar (Abb. 20 d). Die bei den Kontrolltieren in der
»junctional zone" vorhandene Sinusoidbildung ist nach der Behandlung nur noch

rudimentér nachzuweisen (Abb. 20 c).

Abb. 20

Sinusoidbildung und COX Il Expression in der ,junctional zone” ohne/nach einer
3tégigen Behandlung wahrend der Postimplantationsphase (d7 — d9 p.c.) mit
Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) und Autopsie am Tag 9 p.c., 6h nach der letzten
Applikation. @ Kontrolle (Sinusoide), b) Kontrolle (COX II-Expression), c)
Sinusoidbildung nach Behandlung mit A + O, d) COX Il-Expression nach Behandlung
mit A + O. Abk.: E = Embryo, UL = Uteruslumen, J = ,junctional zone", S = Sinusoide
(Balken = 250pumin a- d).
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4.2.5 Expression des Angiogenesemarkers CD 90 auf der mesometralen
Seite nach Applikation

Die CD-90 Markierung des Endothels der Ratte am Tag 9 p.c., zeigt ene
verstérkte Angiogenese mit weitlumigen Sinusoiden auf der mesometralen Seite
(Abb. 21 a). Die 3tégige Behandlung in der Kombination Aminoguanidin und
Onapriston fuhrt dagegen auf der mesometrale Seite der Dezidua zu englumigen
Gefélien. Dies weist auf eine Storung in der Entwicklung der Sinusoide hin (Abb.
21 b).

Abb. 21

CD-90 Expression auf der mesometralen Seite der Dezidua ohne/nach einer 3tégigen
Behandlung (d7 — d9 p.c.) mit Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) und Autopsie am
Tag 9 p.c., 6 h nach der letzten Applikation. @ Kontrolle, b) Sinusoide nach
Behandlung mit A + O. Abk.: S= Sinusoide ET = Endothel (Balken =50 umina+ b).
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4.2.6 Expression des Transkriptionsfaktors NFkappaB nach Applikation

Der Transkriptionsfaktor NFkappaB konnte bei den Kontrolltieren am Tag 9 p.c.
wahrend des Dezidualisierungsprozesses immunhistochemisch nachgewiesen
werden (Abb. 22 a). Das NFkappa Expressionsmuster, welches sich von der
antimesometralen zur mesometralen Seite ausdehnt, korreliert mit dem iNOS und
dem Desmin Expressionsmuster der Kontrolltiere am Tag 9 der Graviditéat (Abb.
17 b, Abb. 19 a). Die Deziduazellen zeigen ausschliefflich eine cytoplasmatische
Lokalisation von NFkappaB (Abb. 22 b). Die 3tégige Behandlung mit
Aminoguanidin und Onapriston fuhrt in der Dezidua zu einem Verlust von
NFkappaB (Abb. 22 c). Die Bereiche in der Dezidua, in denen sich eine
Abnahme der NFkappaB-Expression beobachten I&sst, zeigen eine Translokation
von NFkappaB vom Cytoplasma in den Kern (Abb. 22 d). Der Verlust von
NFkappaB, korreliert mit dem Verlust von Desmin in der Dezidua - ebenfalls
nach einer 3tagigen Behandlung - in einem identischen Muster am Tag 9 p.c., 6 h
nach der letzten Applikation (Abb. 19 c, 22 c).
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Abb. 22

Expression des Transkriptionsfaktors NFkappaB in der Dezidua ohne/nach einer
3tégigen Behandlung (d7 — d9 p.c.) mit Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) und
Autopsieam Tag 9 p.c., 6 h nach der letzten Applikation. & Kontrolle (Ubersicht), b)
Kontrolle (Cytoplasmatische Lokalisation von NFkappaB) , ¢) Behandlung mit A + O
(Verlust von NFkappaB in der Dezidua), d) Behandlung mit A + O (Nukledre
Trandokation). Abk.. AM = Antimesometra, M = Mesometral, E = Embryo, D =
Dezidua (Balken = 400 um a+ ¢, 100 pumin b + d).

4.2.7 Expression der aktivierten MAPKinase ERK1&2 am Tag 8 p.c. und
Tag 9 p.c. und am Tag 9 p.c. nach Applikation

Es konnte hier zum ersten Mal gezeigt werden, dass die aktivierte MAPkinase
ERK1&2 in der Dezidua exprimiert wird. Die aktivierte MAPkinase ERK1& 2 ist
entsprechend der Dezidualisierung der Fibroblasten am Tag 8 p.c. zunéchst in der
antimesometralen und dann zusétzlich in der mesometralen Seite exprimiert
(Abb. 233). Sie folgt damit wie ale Differenzierungsmarker dem raumlichen und
zeitlichen Muster des Dezidualisierungsprozesess. Die mesometrale Seite der

Dezidua - in den Bereichen der Sinusoidbildung - in denen bereits am Tag 8 p.c
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aktiviertes ERK1& 2 nachgewiesen wurde, differenzieren sich erst am Tag 9 p.c.
in Deziduazellen (Abb. 16 b, c). Am Tag 9 der Graviditét ist in der gesamten
Dezidua der mesometralen Seite aktiviertes ERK1& 2 nachzuweisen (Abb. 23 b).
Besonders in der Region der Sinusoide ist diese aktive MAPKinase kernsténdig
anzutreffen (Abb. 23 b). Die bereits differenzierten Deziduazellen auf der
antimesometralen Seite (Abb. 19 a b) zeigen am Tag 9 p.c. dagegen eine
deutlich schwéachere oder gar keine Expression der MAPKinase ERK1&2 (Abb.
23 b).

Abb. 23

Expression der aktivierten MAPkinase ERK1& 2 wahrend der Postimplantationsphase.
Kontrolle: @ d8 p.c. b) d9 p.c.. Abk.: AM =Antimesometral, M= Mesometral, E=
Embryo, S= Sinusoide, UL= Uteruslumen, D= Dezidua (Balken=400um a-c)

Die Kontrolltiere zeigen am Tag 9 p.c. auf der mesometralen Seite und in der
»junctional zone" eine im Bereich der Sinusoide hohe Expression der aktivierten
MAPkinase ERK1&2. Die 3tagige Behandlung mit Aminoguanidin und
Onapriston von d7 - d9 p.c. fuhrt in Abhéngigkeit von dem Zeitraum nach der

letzten Applikation am Tag 9 p.c. zu einem unterschiedlichem Verlust der
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aktivierten MAPKinase ERK1&2 in der Dezidua. Bereits 2 Stunden nach
Applikation |&3 sich eine Abnahme der aktivierten Form von ERK1& 2 auf der
mesometralen Seite der Dezidua und im Bereich der ,junctional zone
beobachten (Abb. 24 b). 6 Stunden nach Applikation ist ein vollstéandiger
Verlust von aktiviertem ERK1& 2 in der gesamten Dezidua beobachten (Abb. 24
c). Uberraschenderweise wird 10 Stunden nach Applikation ERK1&2 auf der
mesometralen Seite reexprimiert; nicht jedoch in der ,junctional zone* im
Bereich der Sinusoidbildung (Abb. 24 d). Mdoglicherweise héangt die
Reexpression der aktiven MAPkinase von der Abnahme des iNOS-Inhibitors und
dem Antigestagen im Serum der Ratte ab. Anscheint kann aber die aktive Form
von ERK1&2 nicht in allen Subpopulationen der Dezidua wieder exprimiert

werden.

Abb. 24

Expression der aktivierten MAPkinase ERK1&2 in der Dezidua ohne/nach einer
3tégigen Behandlung (d7 — d9 p.c.) mit Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) und
Autopsie am Tag 9 p.c., 2, 6, und 10 h nach der letzten Applikation. a) Kontrolle
(Ubersicht), b) Behandlung mit A + O (2h nach der letzten Applikation), ¢) Behandlung
mit A + O (6h nach der letzten Applikation), d) Behandlung mit A + O (10h nach der
letzten Applikation). Abk.: AM = Antimesometral, M = Mesometral, E = Embryo, J =
»Junctional zone" (Balken = 300 um a- d)
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4.2.8 Ko-lokalisation von aktiviertem ERK 1&2 und iNOS im Endothel
nach Applikation

Wiein Abb. 23 b zu sehen ist, wird die aktivierte MAPkinase ERK 1&2 am Tag
9 p.c. besonders auf der mesometralen Seite der Dezidua und in der ,,junctional
zone" im Bereich der Sinusoide exprimiert. Da am Tag 9 p.c. wahrend der
Dezidualisierung iNOS ebenfalls in diesem Bereich nachgewiesen wurde (Abb.
17 b), stellte sich die Frage nach einer gemeinsamen Beteiligung an der

Entwicklung der Sinusoide.

In den Endothelien der Sinusoide auf der mesometralen Seite konnte sowohl
INOS als auch die MAPkinase ERK1& 2 nachgewiesen werden (Abb.25 b, c, d).
Die 3tagige Behandlung mit Aminoguanidin und Onapriston fuhrt am Tag 9 p.c.,
6 Stunden nach der letzten Applikation zu einem Verlust von iNOS als auch der
aktiven MAPKinase ERK 1&2 im Endothel (Abb 25 f). Dies weist auf eine
Beteiligung sowohl von INOS as auch von ERK 1&2 an der

Sinusoidentwicklung auf der mesometralen Seite hin.



Abb. 25

Ko-lokalisation der aktivierten MAPkinase ERK1& 2 und iNOS im Endothel ohne/nach
einer 3tagigen Behandlung (d7 — d9 p.c.) mit Aminoguanidin (A) + Onapriston (O) und
Autopsie am Tag 9 p.c, 6 h nach der letzten Applikation. @ Kontrolle
(Phasenkontrast), b) INOS Expression ¢) ERK1&2 Expression, d) Kolokalisation von
INOS und ERK 1& 2, €) behandelte Tiere (Phasenkontrast), f) behandelte Tiere (Verlust
von iNOS und ERK1& 2 im Endothel). Abk.: Blutgef&ld (BL) (Balken =50 um a- f).
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429 Ko-lokalisation von aktiviertem ERK 1&2 und INOS im

Ektoplazentarkonus nach Applikation

Seit kurzer Zeit wird die Beteiligung von iNOS an der Trophoblastentwicklung
bei der Ratte/Maus und dessen Bedeutung fur die Angiogenese in den
verschiedenen Implantationsphasen diskutiert. Es konnte bel Kontrolltieren am
Tag 9 p.c eine deutliche INOS Expression im Ektoplazentarkonus gezeigt werden
(Abb. 26 b). Auch die aktivierte MAPkinase ERK1&2 wurde in den
Trophoblastzellen exprimiert (Abb. 26 c). In Abb 26 d erkennt man die Ko-
lokalisation in den Trophoblastzellen. Nach einer dreitdgigen Behandlung mit
Aminoguanidin und Onapriston, 6 Stunden nach Applikation werden beide
sowohl iNOS as auch ERK1& 2 in den Trophoblastzellen nicht mehr exprimiert
(Abb 26 f-h). Die erstmals detektierte Kolokalisation von iNOS und aktiviertem
ERK1&2 im Ektoplazentarkonus und der zeitgleiche Verlust kbnnte erneut ein
wichtiger Hinweis fir die gegenseitige Interaktion zwischen NO und ERK1& 2

san.
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Abb. 26

Kolokalisation der aktivierten MAPkinase ERK1&2 und iNOS im Ektoplazentarkonus
ohne/nach einer 3tdgigen Behandlung (d7 — d9 p.c) mit Aminoguanidin (A) +
Onapriston (O) und Autopsie am Tag 9 p.c. um 14.00Uhr, 6 Stunden nach der letzten
Applikation . a) Kontrolle (Phasenkontrast), b) iINOS Expresson c) ERK1&2
Expression, d) Co-Expresson von iNOS und ERK1&2, €) behandelte Tiere
(Phasenkontrast), f) behandelte Tiere (Verlust von iNOS im Ektoplazentarkonus), g)
behandelte Tiere (vollstdndiger Verlust von ERK1&2 im Ektoplazentarkonus), h)
behandelte Tiere (Verlust der Koexpresson von iNOS und ERK1&2 im
Ektoplazentarkonus).
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5 Diskussion

Eine normale Entwicklung der Oozyte nach der Fertilisation und die koordinierte
Implantation der Blastocyste in das endometridlen Stroma und die damit
verbundenen zellbiologischen Verdnderungen im Endometrium sind eine
Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche Schwangerschaft bei allen Mammalia.
Die zellbiologischen Entwicklungs- und Differenzierungsvorgange wahrend der
Pré&-, Peri-, und Postimplantationsphase stellen eine sehr sensible Phase fir den
Erhalt der Schwangerschaft dar. Trotz einer erfolgreichen in vitro-Fertilisation
(IVF) und einem gelungenen Embryotransfer bleibt oft eine Schwangerschaft bei
einer grofen Anzahl von Frauen aus. Daher steht gerade die Aufklarung
zellbiologischer Fragestellungen in diesen Phasen der Frihgraviditédt im
Mittel punkt reproduktionsmedizinischer Grundlagenforschung.

Andererseitsist die Frihgraviditét auch ein geeigneter Zeitraum um erfolgreich —
mittels einer postkoitalen Pille - eine ungewollte Schwangerschaft zu
unterbinden. Beides, eine gezielte Forderung oder eine Unterbindung der
Schwangerschaft mit neuen Therapeutika ist aber nur mdglich, wenn die
zellbiologischen Ablaufe in den unterschiedlichen Implantationsphasen besser

verstanden und interpretiert werden.

Aufgrund des schwierigen experimentellen Zuganges und des deutschen
Embryonenschutzgesetzes beim Menschen sind aber gerade diese Phasen bis
heute weitestgehend unverstanden (Bischof und Campana 1996). Der Ansatz zu
einem besseren Verstandnis der zellbiologischen Abléaufe in der Pré&-, Peri-, und
Postimplantationsphase beim Menschen bieten daher ausschlief3dlich in vitro- und

in vivo-Untersuchungen mit tierischem Gewebe.

In vitro Experimente bieten zwar die Moglichkeit der gezielten Untersuchung
spezieller zellbiologischer Fragestellungen, haben aber den Nachteil, die
komplexen physiologischen und zellbiologischen Vorgange der Frihgraviditét

nicht immer zu berlicksichtigen. Um diese komplexen Verflechtungen besser
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verstehen zu konnen, ist das in vivo-Experiment weiterhin ein wichtiges
Instrumentarium zum Verstandnis der Vorgange in der Frugraviditéat. Allerdings
haben in vivo-Experimente den Nachteil, dass die Ergebnisse von einer Spezies
nicht unbedingt auf andere Spezies Ubertragbar sind, da die zellbiologischen
Ablaufe beim Implantationsvorgang durchaus variieren kénnen. Selbst zwischen
dem Menschen und dem Primaten gibt es Unterschiede im Implantationsprozess
zu beobachten (Enders 1991). Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Wahl des
Tiermodells fur die in vivo-Untersuchungen. Mochte man die Auswirkungen
bestimmter Wirksubstanzen auf den Verlauf der Graviditdt beurteilen, sind

Spezies mit langen Tragzeiten denkbar ungeeignet.

Ratte und Maus mit ihren 8 - 14 Nachkommen/Tier und einer Tragzeit von ~ 22
Tagen stellen oftmals die geeignetere Wahl dar um erste in vivo-Experimente
durchzufihren. Letztendlich aber ist die Wahl des in vivo-Modells abhéngig von

der Aussage, die man mit dem experimentellen Ansatz erreichen méchte.

5.1 Bedeutung der NOS Expression in der Fruhgraviditéat

In den letzten Jahren mehrten sich speziell durch in vivo-Experimente bei Ratten
und Mé&usen Anzeichen, dass nicht nur Progesteron allein fur die zellbiologischen
Veranderungen im Endometrium wéhrend der Implantation verantwortlich ist,
sondern dass insbesondere NO, Uber iINOS und/oder eNOS synthetisiert, daran
beteiligt sind. Ebenso scheint die Expression von iNOS/eNOS bel der
Entwicklung der Préimplantationsembryonen, an der Trophoblastinvasion in das
Endometrium und an der Trophoblast-Interaktion mit dem endometrialen Stroma
eine Rolle zu spielen. Im einzelnen wurde diskutiert, ob iINOS/eNOS an der
Vasodilatation, Angiogenese, am Dezidualisierungsprozefd und an der Bildung
der Plazenta bel der Ratte und Maus involviert ist (Novaro et al. 1996, 1997,
Purcell et al. 1998, Chwalisz et a. 1999, Purcell et a. 1999). Knock-out-
Experimente fir das iNOS (Mac Micking et a. 1995) und eNOS Gen (Huang et
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al. 1995) zeigten alerdings keine Auswirkungen auf die Fertilitét und auf die
Graviditét bei Mausen. Unsere ersten in vivo-Untersuchungen zum Synergismus
von NO und Progesteron wéahrend der Pr&, und Periimplantationsphase an
Ratten, demonstrierten nach Applikation von Onapriston in einer ,ultra low
dose”, den unterstitzenden inhibitorischen Effekt des unspezifischen NO
Inhibitors L-NAME auf die Frihgraviditét (Chwalisz et a. 1999). Diese
Untersuchungen bestétigen eine Beteiligung von NO wéahrend der Pr& und
Periimplantationsphase, aber nur in Kombination mit einer leichten Reduktion
von Progesteron-Serumwerten. Auch die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit
unterstiitzen, dass NO an den zellbiologischen Vorgangen wahrend der
Frihgraviditét insbesondere tber iNOS betelligt ist.

Um zunéchst die Bedeutung von NO fir den Dezidualisierungsprozess bel der
Ratte zu bewerten, wurde eine rdumliche Lokalisation von iNOS in der Dezidua
anhand von immunhistochemischen Methoden durchgefiihrt. Es konnte eine hohe
Expression von iNOS in den differenzierten Fibroblasten der Dezidua in den
Endothelzellen der Sinusoide als auch in den Trophoblastzellen des

Ektoplazentarkonus detektiert werden.

In den letzten Jahren konnten bereits andere Arbeitsgruppen anhand von Enzym
Assays und durch Western blot-Analysen eine iINOS/eNOS Expression und
Aktivitét im Endometrium nachweisen (Novaro et a. 1996). Erst in letzter Zeit
wurde durch die Entwicklung spezifischer Antikorper die Lokalisation von iNOS
und eNOS im Endometrium und wahrend des Dezidualisierungsprozesses
ermdglicht (Purcell et al. 1998, 1999)

Mara Suburo et a. (1995) konnte durch eine NADPH Diaphorase Aktivitét im
normalen zyklischem Ratten Endometrium NO nachweisen. Die Anwesenheit
von iNOS in humanen dezidualisierten Stromazellen (Telfer et a. 1997) und im
sekretorischem Endometrium (Tschugguel et al. 1998) wurde anschlief3end durch
die Immunhistochemie bestétigt. Bei der Ratte wurden am Tag 5 p.c. und am Tag
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6 p.c. erstmals zum Zeitpunkt der Implantation eine erhohte iINOS/e-NOS
Aktivitdt im Endometrium gemessen (Novaro et a. 1997). Durch
immunhistochemische Untersuchungen an graviden Mausen wurde iNOS im
endometriallem Stroma und im Ektoplazentarkonus detektiert (Purcell et al.
1999). E-NOS hingegen wurde Uberwiegend am Tag 6 p.c. in der priméren
Dezidualzone und im Endothel von Blutgefal3en auf der antimesometralen Seite
nachgewiesen. Durch quantitative Western blot-Analysen wurde gezeigt, dass die
Expression der iNOS Isoform im Endometrium zwischen d 6 p.c. - d 9 p.c.
hochreguliert wird, wahrend das Protein fir die eNOS Isoform ab dem Tag 8 p.c.
nur noch in geringen Mengen nachgewiesen werden konnte (Purcell et a. 1998,
1999). Die Western blot-Analysen und die immunhistochemischen
Untersuchungen von Purcell et al. (1999) zur iINOS Expression unterstiitzen die
Ergebnisse zur iINOS Expression in der vorliegenden Arbeit mit einer hohen
INOS Expression am Tag 8 p.c. und am Tag 9 p.c. in der Dezidua und mit einer
Expression im Ektoplazentarkonus.Alle bisherigen Untersuchungen zeigten, das

dieiNOS Isoform am Tag 9 p.c. im graviden Endometrium die dominierende ist.

Die iINOS Expression im Endometrium geht dabei mit der Transformation der
Fibroblasten in Deziduazellen (Dezidualisierungsprozefd) einher. Inwieweit NO
Uber iINOS, insbesondere in der Phase von d8 - d9 p.c. den
Dezidualisierungsprozef3 unterstiitzt oder beeinflufl3t, ist bis heute unklar. In den
vorliegenden Untersuchungen konnte erstmals gezeigt werden, dal3 eine hohe
Ubereinstimmung im Expressionsmuster zwischen iNOS und dem
Differenzierungsmarker Desmin in der sich entwickelnden Dezidua zu
beobachten ist. Bel den weiteren Untersuchungen konnte ausgehend vom iNOS
Expressionsmuster nicht nur eine Korrelation mit dem Differenzierungsmarker
Desmin, sondern auch zum erstenma eine Korrelation mit dem
Expressionsmuster von NFkappaB in der Dezidua am Tag 9 p.c beobachtet
werden. Der Transkriptionsfaktor NFkappaB ist bei den Kontrolltieren
ausschliefdlich inaktiv im Cytoplasma der Deziduazellen lokalisiert. NFkappaB
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ist bekannt dafir, ebenso wie INOS an Entziindungsprozessen beteiligt zu sein
und kann Uber dieselben Zytokine (IL-1, TNF) aktiviert werden um anschlief3end
an zahlreiche Promotoren binden zu koénnen, um dann die Expression
inflammatorischer Zytokine zu bewirken (Manning und Rao 1997). Die
Aktivierung von NFkappa B verlauft dabel Uber eine Phosphorylierungsreaktion
an IkappaB. Durch die Phosphorylierung an IkappaB wird NFkappaB freigesetzt
und kann im Zellkern unterschiedlichste Genexpressionen aber auch apoptotische
Signalkaskaden ausl6sen. So kann NFkappaB auch an der Bildung von iNOS bei
der Ratte beteiligt sein, da fur NFkappaB zwe Bindungsstellen im

Promoterbereich desiNOS Gens zu lokalisieren sind (Keinanen et al. 1999).

NO ist bekannt dafir, dass es Uber eine direkte Interaktion mit NFkappaB
ebenfalls die Genexpression beeinflussen kann (Sen and Packer 1996). Die in
vitro Daten hierzu sind aber widersprichlich. Einerseits wurde berichtet, dass ein
erhohter NO Spiegel, ausgelost durch NO Donoren, zu einer Verstarkung
(Lander et al. 1993), andererseits zu einer Abschwachung der NFkappaB
Bindung an der DNA fihrt (Peng et al. 1995). Eine Inhibierung der DNA
Bindung erfolgt dabel Uber eine Bindung von NO an Cysteinresten von
NFkappaB, welche fur die DNA Bindung verantwortlich ist (Matthews et al.
1996). Insbesondere der inhibierende Einflufd von NO in progesteronabhéngigen
Geweben auf die NFkappaB Translokation wird diskutiert (Chwalisz,
Habilitationsschrift 1999). Die Lokalisation von NFkappaB im Cytoplasma der
Deziduazellen in Korrelation mit der iNOS Expression bei der Ratte am Tag 9
p.c. konnte daher ein Hinwels fur ein inhibierenden Einfluld von NO auf die

Translokation des NFkappaB sein.

Die Untersuchungen am Tag 9 p.c. bei der Ratte, zeigen nicht nur eine erhohte
INOS Expression in der Dezidua, sondern auch in den Trophoblastzellen des
Ektoplazentarkonus. Diese Beobachtungen wurden durch die Untersuchungen
von der Arbeitsgruppe Purcell et al. (1999) und Gagioti et al. (2000) bestétigt.

Die Bedeutung von NO im Trophoblasten des Ektoplazentarkonus und in den
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differenzierten Deziduazellen wahrend der Dezidualisierung ist unklar. Denkbar
ist jedoch, dass NO an der Proliferation der Trophoblastzellen und an der
Dilatation der Gefél3e auf der mesometralen Seite beteiligt ist (Welsh und Enders
1991).

Unterstitzt wird die Hypothese einer erhthten Proliferationstétigkeit der
Trophoblastzellen durch die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit , dass die
aktivierte diphosphorylierte  MAPkinase ERK1&2 am Tag 9 p.c. im
Ektoplazentarkonus kernsténdig nachzuweisen ist und ko-exprimiert mit iNOS
vorliegt. Die Eigenschaft des aktiviertem ERK1&2, Uber eine Translokation in
den Ken die Genexpresson Uber die Phosphorylierung  von
Transkriptionsfaktoren zu aktivieren, ist bekannt (Blumer und Johnson, 1994).
Die am besten untersuchte Aktivierung der Genexpression durch ERK1& 2 ist die
Phosphorylierung von ELK-1 und SAP-1 (Hill und Treismann 1995, Su und
Karin 1996). Beide Transkriptionsfaktoren binden mit einem weiteren Protein,
dem ,, Serum Response Faktor® an das ,, Serum Response Element”, das man als
regulatorische Sequenz vor verschiedenen Genen in hdheren Eukaryonten findet.
Zu den Genen, die von ELK-1 reguliert werden, gehort der Transkriptionsfaktor
c-fos, der mit c-jun den Transkriptionfaktor AP-1 bildet (Krauss 1997). AP-1 ist
bekannt dafir, an Proliferationsvorgdngen und Differenzierungsvorgéngen

entscheidend beteiligt zu sein.

NO ist im MAPkinase Signalweg involviert und in der Lage u.a ERK1&2 zu
aktivieren (Lander et al. 1995, 1996, Yun et a. 1998). So konnte Lander et al.
(1996) fur eine humane T-Zellinie zeigen, dass Uber eine Nitrosylierung des
p21"* Proteins direkt durch NO eine Phosporylierungskaskade bis zur
Aktivierung von ERK1&2 ausgeldst werden kann (Lander et al. 1996). Die
Phosphorylierung von ERK1&2 kann jedoch auch Uber eine indirekte
Aktivierung Uber cGMP vermittelte Vorgange, an denen auch NO beteiligt ist
erfolgen (Callsen et al. 1998). Extrazellulére Signale wie Interleukin-1 oder auch
TNF-a konnen ebenfalls ERK1&2 aktivieren. Interleukin-1 hat -wie bereits
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erwdhnt- einen starken induzierenden Effekt auf die NO Synthese und kann
daher Vorgange, die an der Aktivierung von ERK1&2 involviert sind
unterstiitzen. Ob dieser Mechanismus fur die Trophoblastzellen zutrifft bleibt zu
kl&ren.

Die Entwicklung und Dilatation der Sinusoide auf der mesometralen Seite hat
eine grof3e Bedeutung fir den Erhalt der Graviditét, da die Trophoblastzellen des
Ektoplazentarkonus in die Sinusoide invadieren und an der Bildung der Plazenta
beteiligt sind (Glasser et al. 1987, Welsh und Enders 1991). Diskutiert wird, ob
die INOS Expression in den Trophoblastzellen direkt oder indirekt mit der
Dilatation der Sinusoide und mit der stattfindenden Angiogenese auf der
mesometralen Seite zusammenhangt. So fuhren Nanaev et a. (1995) die
Dilatation der uteroplazentaren Arterien beim Meerschweinchen auf die

Expression der iNOS Isoform in den extravill6sen Trophoblastzellen zurtick.

Diskutiert wird auch die direkte Beteiligung von iNOS an der Angiogenese.
Anhand einen spezifischen uterinen Angiogenesemarkers (CD-90) konnten die
Endothelzellen der dilatierten Sinusoide markiert werden. Zusétzlich konnte eine
INOS Expression im Endothel der Sinusoide auf der mesometralen Seite der
Dezidua gezeigt werden. Inwieweit die iINOS Expression fir die Angiogenese
verantwortlich ist bleibt allerdings weiterhin unklar und wird zur Zeit intensiv
diskutiert (Radomski et al. 1987, Ignarro 1989, Vallance et a. 1989, Ahokas und
Sibai 1992, Conrad et al. 1993 Robbins et al. 1994, Pfeilschifter et al. 1996).

Wie schon im Ektoplazentarkonus wurde im Endothel auf der mesometralen
Seite eine Ko-Expression von iNOS Expression und der aktivierten Form der
MAPKinase ERK1&2 nachgewiesen. Denkbar wére, dass die Angiogenese
insbesondere auf der mesometralen Seite der Dezidua durch iINOS (NO) und
durch die aktivierte MAPkinase ERK1& 2 unterstiitzt wird. In vitro wurde bereits
in koronaren Endothelien die aktive Form dieser MAPKinase bestétigt (Parenti et
al. 1998). Die gleiche Arbeitsgruppe um Parenti et a. (1998) konnte zeigen, dass
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NO die proliferativen Effekte des endothelialen Wachstumsfaktors VEGF durch
eine Aktivierung der MAPKinase ERK1& 2 fordert. Weiterhin wurde bel in vitro
Untersuchungen nachgewiesen, dass die durch VEGF ausgelOsten Migrations-
und Wachstumsprozesse bei postkapillaren Endothelzellen der Cornea durch den
NO Inhibitor L-NAME gehemmt wurden (Ziche et al. 1997).

VEGF aber auch bFGF wurden in den letzten Jahren auch im Zusammenhang
mit der Angiogenese im humanen und im Ratten Endometrium diskutiert
(Carlone und Rider 1993, Greb et a. 1997). Besonders bFGF und nicht VEGF
scheint fir die Angiogenese im Uterus der Ratte von Bedeutung zu sein. So
konnte gezeigt werden, dass die Expression von bFGF auf mRNA Ebene zum
Zeitpunkt der Angiogenese auf der mesometralen Seite der Dezidua stark
hochreguliert wird, die VEGF Expression auf mRNA Ebene aber auf einem
niedrigem Niveau stagniert (Srivastava et al. 1998). Die Experimente mit VEGF
Antagonisten bei Ratten unterstiitzen diese Beobachtungen, da kein inhibierender
Effekt in der Frihgraviditéat auf die Geféalentwicklung gezeigt werden konnte
(Hef3-Stumpp, mundliche Mitteilung). Eine Beteiligung von bFGF und iNOS zur
Aktvierung der aktiven MAPKinase ERK1&2 ist bel Betrachtung der bisher

publizierten Daten in Betracht zu ziehen.

5.2 Bedeutung von Progesteron fur die Frihgraviditat

Progesteron  kontrolliert  direkt oder indirekt Proliferationss und
Differenzierungsvorgénge in der Pr&, Peri-, und Postimplantationsphase im
graviden Uterus der Ratte. Weiterhin reguliert Progesteron synergistisch mit
Ostrogen den Embryotransport in der Tube und ist verantwortlich fir die
Uberfiihrung des Endometriums in die rezeptive Phase, die eine Implantation der
Blastocyste ermoglicht. Auch fir den Dezidualisierungsprozess und fur die
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft ist Progesteron absolut essentiell. Die
Expression zahlreicher Wachstumsfaktoren, Zytokine, Transkriptionsfaktoren (c-
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myc, c-jun) (Fujimoto et al. 1994, Bany und Kennedy 1999) und spezifischer
Zellverbindungen wie die Connexine stehen in der Frihgraviditét bel der Ratte
unter Progesteroneinfluss (Winterhager et a. 1991, Tabidzadeh und Babaknia
1995). Auch die iINOS Expression wird im Endometrium zur Zeit der
Implantation und wahrend der Dezidualiserung bel der Ratte unter
Progesteroneinfluss hochreguliert, wobel aber nicht endgultig geklart ist, ob
Progesteron dafur allein verantwortlich ist oder auch andere Mechanismen eine
Rolle spielen (Dong et al. 1998). Diese Abhéngigkeit des | mplantationsprozesses
von Progesteron 183t diese Phase der Frihgraviditét besonders geeignet fir eine
endometriale Kontrazeption erscheinen, wobei die Transformation des
Endometrium in die rezeptive Phase ausschliefdlich vom Progesteron abhangig
ist. Progesteronabhangige Marker, die fur die rezeptive Phase des Endometriums
stehen, wurden bel unterschiedlichen Tierspezies identifiziert (Beler 1975, Fliss
et a. 1991, Faszleabas und Verhage 1994). Ein universaler Marker fur die
endometriale Rezeptivitdt, welche eine erfolgreiche Implantation voraussagt ist
alerdings bis heute nicht verfiigbar. Ebenso unbekannt sind die zellbiologischen
Vorgange die der Blastocyste erlauben zu implantieren. Es stellt sich daher die
Frage, ob die iINOS Aktivitdt zur Zeit der Implantation bei der Ratte

mitverantwortlich fir die Transformation und Erhaltung der Rezeptivitét ist.

Durch Applikation von Antiprogestinen wie dem Onapriston |&3 sich die
Rezeptivitdt am Endometrium beeinflu3en. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendete ,ultra low dose* Dosis von Onapriston (0,3 mg/Tier/Tag) wurde
appliziert um eine leichte Veradnderung der Rezeptivitdts am Endometrium zu
erreichen. Diese ,ultra low dose” Onapriston wirkt bei der Ratte nicht
ovulations-, oder implantationshemmend und verandert nicht den Zyklus der
Tiere. Diese Merkmale sind ist auch eine Grundvoraussetzung fur den Einsatz
von Antigestagenen fir therapeutische Zwecke. Eine vollstandige
Implantationshemmung in der Einzeldosierung mit Onapriston wird erst mit einer

zehnfach hoheren Dosierung erreicht.
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53 Zum Synergismus von NO und Progesteron in der

Préaimplantationsphase

Die Ergebnisse zu den Versuchen in der Préimplantationsphase demonstrieren,
dass durch die Applikation des spezifischen INOS (NO)-Hemmers
Aminoguanidin die inhibitorischen Effekte von Onapriston wahrend der
Pr&implantationsphase (d1-d4 p.c.) dramatisch erhoht werden und eine
vollsténdige Hemmung der Implantation erfolgt. Die gleichen Effekte wurden bel
vorangegangenen Versuchen nach Applikation des unspezifischen NO Hemmers
L-Name mit Onapriston beobachtet (Chwalisz et al. 1999). Es war unklar, ob
dieser synergistische Effekt von Aminoguanidin  und Onapriston nach
Applikation in der Préimplantationsphase auf eine Rezeptivitdtshemmung am

Endometrium oder auf andere Ursachen zuriickzufUhren waren.

Durch Tuben- und Uterusspilungen wurde deutlich, das die Anzahl der
Embryonen -zum Zeitpunkt der Differenzieeung vom Morula zum
Blastocystenstadium- dramatisch abnahm. Nur vereinzelt konnten Blastocysten
nachgewiesen werden, die alerdings Entwicklungsstérungen zeigten. Die Frage
stellte sich, warum die Applikation eines NO Hemmers in Kombination mit einer
sehr niedrigen Dosis Onapriston zu solchen dramatischen Effekten fuhrt. Eine
Beteiligung von NO an der Embryonalentwicklung wurde bis dahin nicht
beschrieben.

Erst vor kurzem wurde von einigen Arbeitsgruppen durch in vitro- und in vivo-
Experimente der Nachweis erbracht, dass Pramplantationsembryonen von
Méusen und Ratten in der Lage sind - Uber eNOS und/oder iNOS - NO zu
synthetiseren (Barroso et al. 1998). Zusétzlich zeigten einige in vitro-
Untersuchungen an Pramplantationsembryonen von Mausen die Mdoglichkeit,
dass NO an der Embryonalentwicklung in der Pramplantationsphase beteiligt ist.
So konnten sich nach Gabe von NO-Inhibitoren (L-NAME, N-nitro-L-arginine)
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Préimplantationsembryonen im Kulturmedium nicht bis zur Blastocyste
differenzieren (Biswas et a. 1998, Gouge et al. 1998). Die vorliegenden
Versuche zeigten aber, dass Aminoguanidin (iNOS Inhibitor) aleine in vivo
keinen Einflud auf die Entwicklung von Préimplantationsembryonen hat, sondern

nur bel zusétzlicher Reduktion von Progesteronwerten.

Der Einflu von NO und von Progesteron auf die Prdimplantationsembryonen
bleibt aber weiterhin unklar. Behandelte Blastocysten von Ratten mit RU 486
zeigten nach Embryotransferexperimenten eine verzogerte Implantation (Roblero
und Croxatto 1991), wahrend nach Applikation von verschiedenen
Progesteronantagonisten bei Kaninchen in der Préaimplantationsphase kein Effekt
auf die Embryonen beobachtet wurde, sondern eine Verschiebung des

»implantation window" erfolgt (Beier et al. 1994).

Die in vivo Experimente zum Synergismus in der Prdimplantationsphase zeigen
letztendlich eine Beteiligung von NO und Progesteron an der
Embryonalentwicklung bel Ratten, wobei die genauen zellbiologischen

Vorgange in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden

Gagioti et a. (2000) detektierten vor kurzem (in vitro) die Expression von iNOS
in den Trophoblastzellen von Mauspréimplantationsembryonen. Welche
Auswirkungen die iNOS/eNOS Expression fur die Invasion der Blastocyste und
fur die Implantation hat, ist nur hypothetisch zu beantworten. Denkbar ist jedoch,
dass NO einen positven Einflu auf die Permeabilitét und Erweiterung von
Gefélen hat (Wu et a. 1996, Ni et a. 1997). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefihrten ,, Pontamin blue® Farbungen zur Gefal3permeabilitét zeigen nach
der Kombinationsbehandlung in der Pramplantationsphase, neben einem
hemmenden Effekt auf die Embryonalentwicklung eine antidilatorischen zum
Zeitpunkt der Implantation. Ob dieser antidilatorische Effekt auf den Verlust der
Blastocysten im Uterus oder auf eine direkte Wirkung der Substanzen auf die

Gefalte im Endometrium zurtckzufihren ist, bleibt noch zu kléren.
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Biswas et al. (1998) konnten mit Hilfe der Pontamin blue-Farbung ebenfalls
einen inhibierenden Einfluld des NO Inhibitors L-NAME auf die Dilatation der
Geféle zum Zeitpunkt der Implantation feststellen. Eine direkter Effekt auf die
Gefélle ist eher unwahrscheinlich, da die iINOS Knock-out-Maus keinen
inhibierenden Einflul auf die GeféRentwicklung zeigt. Daher werden zur Zeit
einige Mediatoren diskutiert, die den dilatorischen Effekt von NO unterstiitzen.

Besonders Interleukin 1-f3 (IL-1R) wird im Zusammenhang mit der maternalen
Geféallentwicklung (Corbett et a. 1992, Inoue et a. 1993) in Verbindung
gebracht. Interleukinl und dessen Rezeptor wird bel Mé&usen in den
Pré mplantationsembryonen hochreguliert und erreicht sein
Expressionsmaximum mit dem Schlipfen der Blastocyste aus der Zona pellucida
(Kruessel et al. 1997). Daher ist die Hypothese, dass die Blastocyste selbst IL-1
bildet und dadurch eine Signalkaskade, unter Einbeziehung von NO in Gang
setzt die letztendlich in einer Erhohung der Gefédl3permeabilitdt im Bereich der
Implantationsstelle resultiert sehr wahrscheinlich.

5.4 Zum Synergismus von NO und Progesteron in der Peri- und in der

Postimplantationsphase

Die gleichzeitige Applikation des iINOS Inhibitors Aminoguanidin in
Kombination mit einer geringe Dosierung des Antigestagens Onapriston zeigten
in der Periimplantationsphase und vor allem in der Postimplantationsphase eine
synergistische Wirkung auf den Dezidualisierungsprozess. Dabel zeigte sich die
Behandlung in der Postimplantationsphase von d7-d9 p.c. effektiver auf den
Abbruch der Graviditét, als die Behandlung in der Periimplantationsphase von d5
— d8 p.c.. Der iNOS Inhibitor Aminoguanidin zeigte keine und das in einer
niedrigen Dosierung applizierte Antigestagen Onapriston hatte nur marginale

Auswirkungen auf den Dezidualisierungsprozess in den beiden Phasen.
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Die zum erstenmal durchgefiihrten Untersuchungen zur Rolle des NO in
Kombination mit Progesteron unterstitzten die Hypothese einer
progesteronabhéngigen Bedeutung von NO im Dezidualisierungsprozess. So
konnte gezeigt werden, dass die Applikation des iNOS Inhibitors in Kombination
mit einem niedrig dosierten Antigestagen Auswirkungen auf die Differenzierung
der endometrialen Fibroblasten und auf die Geféentwicklung in der
mesometralen Seite der Dezidua hat. Weiterhin konnte die Beteiligung von NO
und Progesteron auf Signalkaskaden wéhrend der Dezidualisierung aufgezeigt

werden.

So wurde die Expression des Differenzierungsmarker Desmin, der wahrend des
Dezidualisierungsprozesses in den Fibroblasten exprimiert wird durch Gabe des
INOS Inhibitors in Kombination mit dem Antigestagen gestort. Die Beteiligung
von Progesteron an der Differenzierung der endometrialen Stromazellen ist
beschrieben (Glasser und Julien 1986, Glasser et a. 1987). So sind nach
Applikation von hohe Dosierungen eines Antigestagens endometriale
Fibroblasten nicht mehr in der Lage sich zu differenzieren. Die Beteiligung von
NO an diesen Differenzierungsprozessen in der Frihgraviditét war bislang
alerdings unbekannt. Der Verlust von Desmin bedeutet letztendlich eine
Destabiliserung der Deziduazellen mit einer sich daraus ergebenden

Beeintrachtigung der geordneten Trophoblastinvasion.

Ein weiterer zu detektierender synergistischer Effekt des NO Inhibitors in
Kombination mit Onapriston sind englumige Sinusoide in der mesometralen
Seite der Dezidua, die anhand des Endothelmarkers CD-90 nachgewiesen
wurden. Durch diese sehr englumigen Sinusoide konnte die Erndhrung des
Embryos, die zu diesem Zeitpunkt noch histiotroph erfolgt zum spéteren
Zeitpunkt der Graviditét beeintrachtigt werden. Auch eine Beeintrachtigung der

Plazentaentwicklung durch diese englumigen Gefél3e ist moglich.
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Um ene Betelligung von Signalkaskaden an dem  gestOrten
Dezidualisierungsprozess und der Gefalzentwicklung, die durch Applikation des
INOS Inhibitor in Kombination mit dem Antigestagen ausgelost wurde, zu
untersuchen, sind verschiedene Signaltransduktionsmkarker auf ihre veranderte
Expression in der Dezidua, in den Geféf3en und in den Trophoblastzellen des
Ektoplazentarkonus detektiert worden.

Der erste Marker der auf Verénderungen im Expressionsmuster in der Dezidua
untersucht wurde, war die Cyclooxygenase Il (COX II). COX Il wird oft in
proinflammatorischen Prozessen mit iNOS zusammen induziert und exprimiert.
Die Expression der beiden Enzyme kann durch dieselben Zytokine wie z.b. das
Interleukin-1 erfolgen . Es ist bekannt das COX Il aber nicht COX | ene
wichtige Rolle im Implantationsprozess und in der Dezidualreaktion spielt. COX
Il knockout Mause zeigen eine verzogerte Implantation und eine Stérung des
Dezidualisierungsprozesses (Lim et al. 1997).

So wurde am Tag 9 p.c. eine hohe COX |l Expression in den Deziduazellen im
Bereich der ,junctional zone" in der die Sinusoide ausgebildet nachgewiesen.
Sowohl in der Einzelapplikation mit dem iNOS Inhibitor Aminoguanidin als
auch mit Onapriston wurde diese Expression beobachtet. Nach Applikation des
INOS Inhibitors in Kombination mit dem Antigestagen ist ein fast vollstandiger
Verlust der COX |l Expression beobachtet worden. Im Synergismus beider
Substanzen hat anscheint das Antigestagen Onapriston den Effekt des NO
Inhibitors Aminoguanidin verstarkt. Die Folge ist ein Verlust der COX |l
Expression und damit eine drastische Abnahme der Prostaglandinsynthese im

Bereich der Sinusoide.

NO ist in der Lage COX Il direkt zu aktivieren um letztendlich dartber die
Bildung von Prostaglandinen oder Prostazyklinen zu steuern (Salvemini et al.
1995). Prostaglandine (PG) und Prostazykline (PGl) sind mitunter for ihre

vasoaktiven Eigenschaften im Endometrium bekannt. Besonders Prostazykline
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(PGl) snd as sarke Vasodilatoren und as Inhibitoren der
Thrombozytenaggregation an inflammatorischen Prozessen beteiligt (Salvemini
1996).

Der Verlust der COX |1 Aktivitdt durch eine Abnahme des NO Spiegels und die
daraus resultierende Abnahme der Prostaglandinsynthese im Bereich der
Sinusoide konnte ein Grund fur die englumigen Sinusoide auf der mesometralen
Seite sein. Salvemini et al. (1995) konnten zeigen, dass eine Hemmung der iINOS
Aktivitdt durch NO Inhibitoren (L-NIL, Aminoguanidin) nicht nur den NO
Spiegel senkt, sondern auch dadurch direkt die Prostaglaninsynthese abnimmt.
Diese Abnahme der Prostaglandinsynthese konnte durch die Gabe von NO
Donoren wie Sodiumnitropusside (SNP) wieder rlickgangig gemacht werden. Es
ist daher moglich das COX Il Uber iNOS an der Dilatation der Sinusoide auf der
mesometralen Seite der Dezidua entscheident beteligt ist.

Einen entscheidenden Beitrag zu den Auswirkungen des Synergismus von NO
und Progesteron auf die Dezidualisierung konnte auch der Transkriptionsfaktor
NFkappaB haben. Progesteron ist bekannt dafir, durch seine
Immunsupprimierenden Eigenschaften den Erhat der Graviditdt zu
gewéhrleisten. Diese immunsupprimierende Eigenschaften des Progesteron
konnte unter anderem von NFkappaB vermittelt werden da der
Transkriptionsfaktor NFkappaB durch Progesteron inhibiert wird (Kakkhoven et
al. 1996) und zwar dadurch das Progesteron nachdem es an seinem
Steroidrezeptor gebunden hat, NFkappaB hemmt und eine Translokation in den

Kern verhindert wird.

Die gegenseitige Hemmung der Kofaktoren ist Folge einer direkten Protein-
Protein-Interaktion zwischen NFkappaB und den beiden Steroidrezeptoren
(Kakkhoven et al. 1996). Diese hemmende Interaktion von Progesteron kann
durch NO verstarkt werden (Baldwin 1996).
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Durch die Applikation beider Substanzen (iNOSInhibitor+Antigestagen) wurde
ein verandertes Expressionsmuster von NFkappaB in der Dezidua nachgewiesen.
Der sonst im inaktiven Zustand im Cytoplasma lokalisierte NFkappaB
Transkriptionsfakor ~ erfdhrt  durch die Gabe beider  Substanzen
(INOSInhibitor+Antigestagen) eine Translokation in den Kern (Thiend et al.
2000). Diese Trandokation in den Kern kénnte zur Folge haben, das eine Anzahl
von Gene aktiviert werden die sich auf den Dezidualisierungsprozess und auf den
Erhalt der Graviditdét hemmend auswirkt. In einigen Bereich ist die Expression
von NFkappaB-nach der Translokation- in der Dezidua nicht mehr nachweisbar.
Durch den Progesteronentzug und durch den NO Inhibitor ist es denkbar, das die
Interaktion zwischen dem Progesteronrezeptor und NFkappaB aufgehoben wird
und es zu einer Transokation kommen konnte. Inwieweit dieser molekulare

M echanismus tatsachlich zutrifft bleibt zu untersuchen.

Die Einzelapplikationen mit Aminoguanidin oder Onapriston zeigen keine

Translokationund keinen Abbau von NFkappa B in der Dezidua.

Zum erstenmal konnte ein synergistischer Effekt von NO und Progesteron —
neben dem Transkriptionsfaktor NfkappaB- auf die aktivierte diphosphorylierte
MAPKinase ERK1&2 in der Dezidua nachgewiesen werden. 6 Stunden nach
Applikation des iNOS Inhibitors in Kombination mit dem Antigestagen wurde
ein Verlust der diphosphorylierten Form von ERK1& 2 in der gesamten Dezidua
beobachtet (Thienel et a. 2000). Dieser Verlust der diphosphorylierten Form von
ERK1&2 konnte auch im Endothel und im Ektoplazentarkonus nachgewiesen
werden. Erst 10 Stunden nach der letzten Applikation beider Substanzen konnte
diphosphoryliertes ERK1&2 auf der mesometralen Seite der Dezidua wieder
detektiert werden. In der junctiona zone im Bereich der Sinusoide wurde diese
aktive Form nicht reexprimiert. In diesem Bereich wurden verstérkt apoptotische
Zellen nachgewiesen. In dieser Region mit ihren grof3en Sinusoiden scheint die

Abwesenheit von ERK 1& 2 sich dramatischer auszuwirken.
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Es liegt daher die Vermutung nahe das die Abnahme der Konzentration beider
Substanzen im Blut zu einer Reaktivierung der aktivierten MAPKinase ERK1& 2
auf der mesmetralen Seite der Dezidua fuhrt. Dies wirde auch erkléren, weshalb
man die Substanzen Uber 3 Tage geben muss um den Dezidualisierungsprozess

irreversibel zu unterbinden.

Diese Beobachtungen fihren zu der Annahme, das die MAPkinase ERK 1&2
synergistisch von NO und Progesteron geregelt wird, wahrscheinlich UGber ihren
Phosphorylierungszustand. Da Uber die MAPkinase ERK 1&2 zahlreiche
Transkriptionsfaktoren wie u.a. c-fos und ELK-1 aktiviert werden ist dieser
Signalweg im Bezug auf einen synergistischen Effekt als der Regulierende

elnzustufen.

Es bleibt jedoch weiteren Untersuchungen vorbehalten, welche Signalkaskaden
entscheident an dem synergistischen Effekt beteiligt sind.



6 Zusammenfassung

Nach der Fertilisation ist die Implantation der Blastocyste in das Endometrium
eine notwendige Voraussetzung fur ene erfolgreiche Schwangerschaft.
Progesteron, das schwangerschaftserhatende maternale  Steroidhormon,
kontrolliert nicht nur die Transformation des Endometriums in die rezeptive
Phase und ermdglicht damit der Blastocyste zu implantieren, sondern ist auch
verantwortlich fur die Transformation der endometrialen Fibroblasten in
Deziduazellen. Das kompakte Deziduagewebe ist auch an der Kontrolle der
Invasion der Trophoblastzellen beteiligt, die letztendlich fir die Entstehung eines

feto-maternalen Austauschorgans der Plazenta verantwortlich sind.

Unter vielen anderen Faktoren induziert der erhdhte Progesteronspiegel wahrend
und nach der Implantation eine erhohte Expression von induzierter Nitric Oxide
Synthase (iNOS) im Endometrium und fuhrt damit zu einer Erhthung des NO
Spiegels. Welche Rolle NO vor allem wéahrend und nach der Implantation der
Blastocyste zukommt ist unbekannt. Um die zellbiologischen Grundiagen der
Bedeutung von INOS zu erarbeiten und seine mogliche Interaktion mit
Progesteron zu evaluieren wurden im Rahmen der Promotionsarbeit gravide
Ratten in der Préimplantationsphase (d1-d4 p.c.), Periimplantationsphase (d5-d8)
und in der Postimplantationsphase (d7-d10 p.c.) mit jeweils dem iNOS Inhibitor
(Aminoguanidin) und dem Antigestagen (Onapriston) sowohl in der
Einzelapplikation, als auch in der Kombination behandelt.

Die Applikation der Einzeldosierungen in der Préimplantationsphase fihrte bei
Aminoguanidin (iNOS Inhibitor) zu keinem und bei Onapriston (Antigestagen)
zu einem geringen Effekt auf die Implantationsrate. Bei allen Tieren hingegen,
die in der Kombination behandelt wurden, zeigte sich eine drastische Erhéhung
des Onapriston Effektes durch den iNOS Inhibitor der zu einer vollstdndigen

Hemmung der Graviditét fuhrte. Diese drastische Auswirkung auf die Graviditét



85

ist auf einen Effekt auf die Pr&implantationsembryonen zurtickzufiihren. Im
Synergismus der beiden Substanzen entwickeln sich nur vereinzelt Blastocysten

die zudem morphologisch veréndert aussehen.

In der Peri- as auch in der Postimplantationsphase zeigte ebenfalls der iINOS
Inhibitor keinen und das Antigestagen nur einen marginaen Effekt auf den Erhalt
der Graviditét.. Die Kombination beider Substanzen fiihrte sowohl in der Peri-
als auch in der Postimplantationsphase zu einem Synergismus, der allerdings nur
nach Applikation in der Postimplantationsphase von d7-d9 p.c. zu einer
vollsténdigen Hemmung der Graviditét fuhrte. Diese Hemmung resultiert in einer
Storung des  Dezidualisierungsprozesses, bel dem  sowohl  die
Differenzierungsvorgange betroffen waren, as auch Markergene von

Signalkaskaden der Deziduazellen veréndert wurden.

So zeigte sich ein gestortes Expressionmuster des Differenzierungsmarkers
Desmin, der nicht mehr in allen Deziduazellen vorhanden war. Zusétzlich wurde
eine Beeintréchtigung der Sinusiodausbildung in der ,,junctionalen zone* und in
der mesometralen Seite nachgewiesen, die Sinusoide bleiben englumig. Zu einem
gpateren Zeitpunkt lasst sich in der ,junctionalen zone® zusdtzlich ein
Proliferationsstop, und apoptotische Zellen nachweisen. Dies deutet darauf hin,
dass dieser Bereich der Dezidua besonders sensibel auf die Kombination beider

Substanzen reagiert.

Die Applikation des iNOS Inhibitors in Kombination mit dem Antigestagen fuhrt
wahrend der Dezidualisierung zu einer veranderten Expression von COX Il und
NFkappa B ads auch der aktivierten MAPkinase ERK1&2. Die
Einzeldosierungen zeigen hingegen keine Auswirkungen auf diese

Signaltransduktionsmarker.
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Der Verlust von COX Il nach Applikation beider Substanzen im Bereich der
»junctionalen zone“ deutet auf eine Beteiligung der Prostaglandine bei der
Dilatation der dezidualen Geféal3e hin. Unter der synergistischen Wirkung der
Substanzen kommt es in den Deziduazellen zu einer Translokation des
Transkriptionsfaktor NFkappaB in den Kern mit folgendem Abbau. Die
aktivierte MAPKinase ERK1&2 konnte nach Gabe der Substanzen in der
gesamten Dezidua nicht mehr nachgewiesen werden, wird aber bei abnehmender
Wirkkonzentration beider Substanzen auf der mesometralen Seite reexprimiert.
Die Reexpression des aktivierten diphosphorylierten ERK1&2 weil3t auf eine
direkte Beteiligung von NO und Progesterons an der Aktivierung des MAPkinase
Signalweges in Abhangigkeit von der Konzentration der Substanzen im Blut hin.
Wie der Einsatz des iNOS-Inhibitors und des Antigestagens aufgezeigt haben,
liegt der synergistische Effekt von NO und Progesteron in der Induzierung und
Aufrecherhaltung von verstérkten Phosphorylierungsvorgangen, die fur die

Differenzierungskaskaden der Fibroblasten in Deziduazellen erforderlich sind.
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8 Anhang

8.1 Chemikalien

Hersteller:
Aether (Hoechst AG, Nurnberg)
Benzylbenzoat (Riedel de Haen AG, Seelze)

Bovine Serum Albumin Fraction V (Sigma)

DAB Konzentrat (DAKO)
Formaldehyd (Merck)
Glycerin (Sigma)
H,0, (Sigma)
HCL (Salzséure) (Merck)
NaCl (Merck)
NaOH (Merck)
Phosphatpuffer (Gibco)
Proteinase K (DAKO)
Rizinusdl (nach DAB 10) (Schering AG, Berlin)
Schaf sserum (Sigma)

Ziegenserum (Sigma)



8.2 Tabdlen



Tabelle 3 (1Teil) (Experiment 1)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung auf die Implantationsrate (AutopsieTag 9 p.c.)

nach Applikation in der Prémplantationsphase (d1-d4 p.c.).

Tier Applizierte Gesamtgewicht  |Gesamtgewicht [Gesamtgewicht [lmplantations-
Nummer |[Substanzen der Rattening Uterus (mg) Ovarien (mg) |stellenje
(Dosis) Ratte
dlp.c. d9p.c.

1 196,3 233,7 1689,5 66 13

2 Kontrolle 197,8 228,1 1686,3 69,7 11

3 M/NaCl (1 ml p.o.) 196,7 2238 1639,6 64,1 11

4 + 199,3 236,2 [856,7 98,2 14

5 B/R(1+4) (02ml 1068  [2394 [683,2 75,6 12

6 s.C.) 1972 [226,8 [5983 65,4 10

(n=6) Gesamtanzahl
71

7 191,5 2169 [521,3 63 9

8 Aminoguanidin 193,7 204,6 |523,3 64 9

0 (120 mg/ml) 2041 [233 4044 68,1 4

10 + 194,1 219,8 1682,1 68,8 13

11 B/R(1+4) 02ml [1921 1957 [451.4 63,6 11

12 s.C.) 1971 24 [7241 80,1 13

(n=6) Gesamtanzahl

59




Tabelle 3 (2Teil) (Experiment 1)

Auswirkungen von Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung und von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston
(0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Implantationsrate (AutopsieTag 9 p.c.) nach Applikation in der Préimplantationsphase
(d1-d4 p.c.).

Tier Applizierte Gesamtgewicht | Gesamtgewicht | Gesamtgewicht | mplantations-
Nummer Substanzen der Rattening Uterus(mg) | Ovarien (mg) stellen pro
(Dosis) Ratte
dlp.c. d9p.c.
13 2051 | 231,1 316,1 67,6 4
14 Onapriston 190 213,2 268,2 65,8 4
15 (0,3mg/0,2ml s.c.) | 1948 | 220,2 379,9 71,9 4
16 + 1935 | 2184 432,8 67 8
17 M/NaCl (1ml) 10918 | 222,0 2783 84,2 4
18 198,6 | 220,3 407,8 74,7 8
(n=6) Gesamtanzahl
32
19 194,2 | 2219 247,8 87,4 0
20 Aminoguanidin 191,9 217,8 314,0 64,3 0
21 (120 mg/ml) 1935 | 2037 256,6 93,0 0
22 + 206,8 | 226,0 229,3 75,2 0
23 Onapriston 194,1 | 216,0 288,8 815 0
24 | (03mg/0.2mlsc) [T1928 | 190,7 264,2 66,5 0
(n=6) Gesamtanzahl
0




Tabelle 4 (Experiment 2)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination nach
Applikation in der Préimplantationsphase (d1-d4 p.c.) und nachfolgender Pontamin blue Farbung mit Autopsie am Tag 6 p.c.

Tier Applizierte Gesamtgewicht | Gesamtgewicht | Gesamtgewicht Anzahl der
Nummer Substanzen der Rattening Uterus(mg) | Ovarien (mg) | Implantationsstellen
(Dosis) nach Pontamin blue
dlp.c. d6p.c d6 p.c. d6 p.c. Farbung
(Geféal3er weiterung)
1 215 226 416,2 79,2 10
2 2134 | 2244 4329 55,9 12
3 Kontrolle 2126 | 2251 408,3 59,1 9
4 |M/NeCl (1mlpo.)| 2106 | 227,8 370,4 77 14
5 + 2004 | 2126 335,6 68,4 8
6 | BIR(1+4) (02ml 2071 | 223 458,8 57,4 13
7 s.C.) 2021 | 2168 324,1 80,5 9
8 207,3 | 2236 329,1 69,2 10
(n=8) Gesamtanzahl
85
9 194,5 210 286,8 76,2 3
10 Aminoguanidin 205,1 209,5 2849 92,1 3
11 (120 mg/ml) 202,3 180 197,9 79,2 0
12 + 218,1 | 2199 285,8 84,0 1
13 Onapriston 204,0 | 2111 254,7 77,7 3
14 | (03mg/02mlsc) | 1046 | 1984 261,6 88,5 2
15 204,6 210 2349 76,4 2
16 204,8 | 2223 355,7 81,4 3
(n=8) Gesamtanzahl
17




VI

Tabelle5 (1Teil) (Experiment 3)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Anzahl
der Embryonen nach Applikation in der Préaimplantationsphase (d1, d1+d2) und nachfolgender Tubensptilung und/oder Uterusspulung

(d2, d3).

Tier Applizierte Gesamtgewicht Anzahl der Gesamtgewicht der Anzahl der
Nummer Substanzen der Rattening Embryonen Rattenin g Embryonen
(Dosis)
dlp.c. d2p.c. d2p.c. dlp.c. d3p.c d3p.c.

1 199 201 10 195 200.5 9

2 210 211 8 200 207 7

3 Kontrolle 195 197 12 197 204 13

4 |M/NaCl (1mlp.o)| 202 204 11 204 210 11

5 + 200,4 203 10 199 207 10

6 B/R (1+4) (0.2ml 196 | 1995 6 199 205,5 11
(n=6) S.C.)

Gesamtanzahl Gesamtanzahl
57 61

7 195 195,4 10 203 204 9

8 Aminoguanidin 197 200 5 198 201 4

9 (120 mg/ml) 201 199 6 199 205 8

10 + 200 202 9 196 204 10

11 Onapriston 196 197 11 197 205 8

12 | (03mg/02mlsc) 203 | 2035 6 204 210 7
(n=6)

Gesamtanzahl Gesamtanzahl
47 46




Vi

Tabelle5 (2Teil) (Experiment 3)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Anzahl
der Embryonen nach Applikation in der Praimplantationsphase (d1-d3, d1-d4) und nachfolgender Tubenspilung und/oder
Uterusspulung (d4, d5).

Tier Applizierte Gesamtgewicht Anzahl der Gesamtgewicht der Anzahl der
Nummer Substanzen der Rattening Embryonen Rattenin g Embryonen
(Dosis) (Morula Stadium) (Blastocysten)
dlp.c. d4p.c. d4p.c. dlp.c. d5p.c. d5p.c.

13 2126 | 2238 8 205,7 225 4
14 195,9 212,3 10 210,2 226 4
15 Kontrolle 202,8 218,2 9 196,2 2217 10
16 |M/NeCl (1 mlp.o)| 2020 | 2124 11 2028 | 2217 7
17 + 1954 | 219,5 4 202,7 220,8 12
18 | BIR(1+4) (02ml 1909 | 2149 11 2087 | 2278 13
19 s.c.) 2056 | 2199 10 196,7 | 2194 10
20 216,3 | 2293 11 206,8 2155 8

(n=8) Gesamtanzahl Gesamtanzahl
74 68
21 199,6 187,1 1 213,6 2175 2
22 Aminoguanidin 195,9 214,8 4 200,4 205,9 0
23 (120 mg/ml) 2137 | 2185 1 200,8 204 0
24 + 210,4 227,0 0 197,5 215,6 1
25 Onapriston 201,9 | 2101 3 2025 | 2112 0
26 | (03mg/02ml'sc) 1954 | 204, 5 2025 | 2127 0
27 2099 | 1789 6 199,5 200,1 0
28 202,6 2116 5 2111 220,9 0

(n=8) Gesamtanzahl Gesamtanzahl
25 3




VI

Tabelle 6 (1Teil) (Experiment 4)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung auf die Implantationsrate (AutopsieTag 9 p.c.)
nach Applikation in der Implantationsphase (d5-d8 p.c.).

Tier Nummer: Applizierte Gesamtgewicht |Gesamtgewicht Anzahl der
Substanzen der Rattening Uterus(mg) | Implantationsstellen
(Dosis):
dlp.c. d9p.c d9p.c. d9p.c.
1 204,2 | 2232 | 325,7 (krank) 1
2 201,1 | 2258 764,4 14
3 Kontrolle 208,5 228,1 699,6 11
4 M/NaCl (1 ml p.o) | 2053 | 2544 748,2 12
5 + 197,2 | 2147 619,9 9
6 BIR (1;’?) ©2m —o16 [ 2144 525,9 7
7 s 213,6 | 248,7 767,3 12
(n=7) Gesamtanzahl

66
8 196,1 | 217,7 681,8 11
9 Aminoguanidin 204,1 229 krank 0
10 (120 mg/ml) 199,3 | 2248 645,8 12
11 + 1953 | 211,6 403,9 4
12 B/R(1+4) (02ml [ 206 | 241,8 4494 7
13 sc) 2019 | 2277 584,2 12
14 194,2 | 2235 608,9 12

(n=7) Gesamtanzahl
58




Tabelle 6 (2Teil) (Experiment 4)

Kontrolle; Auswirkungen von Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung und von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) +
Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Implantationsrate (AutopsieTag 9 p.c.) nach Applikation in der
Implantationsphase (d5-d8 p.c.).

Tier Applizierte Gesamtgewicht |Gesamtgewicht Anzahl der
Nummer Substanzen der Rattening Uterus(mg) | Implantationsstellen
(Dosis)
dlp.c. d9p.c d9p.c. d9p.c.
15 194,9 227 538,5 9
16 207,8 | 229,0 693,6 13
17 Onapriston 195,5 2221 599,7 11
18 (0,3mg/0,2ml s.c) 206,8 | 2352 563,4 11
19 + 210,6 | 239,2 425,9 9
20 M/NaCl (1 ml) 2078 | 227,1 369,4 3
21 201,5 224 582,6 13
(n=7) Gesamtanzahl
69

alle pathologisch

22 207,6 | 2285 691,2 12
23 Aminoguanidin 206,2 241 470,0 2
2 (120 mg/ml) 2054 | 226,8 666,2 12
25 + 199,5 223 541,2 11
26 Onapriston 196,8 212 367,9 6
27 (0,3mg/0,2ml sc) 205 | 2114 401,2 8
28 209,9 | 2239 589,5 11
(n=7) Gesamtanzahl
62




Tabelle 7 (1Teil) (Experiment 5)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung auf die Implantationsrate (AutopsieTag 11

p.c.) nach Applikation in der Postimplantationsphase (d7-d10 p.c.).

Tier Nummer: Applizierte Gesamtgewicht |Gesamtgewicht Anzahl der
Substanzen der Rattening Uterus(mg) | Implantationsstellen
(Dosis):
dlp.c. dllp.c d1lp.c. d1lp.c.
1 194,1 228, 7 775 7
2 218,5 239,7 1167 12
3 Kontrolle 208,1 229,6 983 7
4 M/NaCl (1 ml p.o) | 2073 | 222,6 1390 11
5 + 2138 | 2394 1380 9
6 BR (1;’?) O2ml 576 | 2347 1170 11
7 e 210,8 227,2 1140 12
8 202 226 660 5
(n=8) Gesamtanzahl

74
9 205,5 209,1 939 10
10 Aminoguanidin 212,1 2223 937 11
11 (120 mg/ml) 209,9 | 2315 1464 13
12 + 218,1 233,1 1295 13
13 B/R(1+4) (02ml [ 2038 | 226 1110 12
14 s.C.) 2199 | 2351 840 8
15 195,8 221 650 4
16 214.6 2421 1230 9

(n=8) Gesamtanzahl
80




Xl

Tabelle 7 (2Teil) (Experiment 5)

Effekte von Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung und von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston
(0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Implantationsrate (AutopsieTag 11 p.c.) nach Applikation in der Postimplantationsphase
(d7-d10 p.c.).

Tier Applizierte Gesamtgewicht |Gesamtgewicht Anzahl der
Nummer Substanzen der Rattening Uterus(mg) | Implantationsstellen
(Dosis)
dlp.c. dllp.c d1lp.c. d1lp.c.
17 203 239,5 1210 12
18 2072 | 226,1 775 7
19 Onapriston 217,6 2477 1507 13
20 (0,3mg/0,2ml s.c.) 2152 | 2473 1281 12 |
21 + 210,8 | 2289 430 2 (pathologisch)
22 M/NaCl (1 ml) 2138 | 227,8 1470 13
23 2046 | 2022 940 6 (pathologisch)
24 188,8 | 203,9 1130 13
(n=8) Gesamtanzahl
78
25 208 215,9 475 0
26 Aminoguanidin 208,7 | 202,3 506 0
27 (120 mg/ml) 216,6 | 2296 453 0
28 + 212,4 | 220,9 452 0
29 Onapriston 2154 | 2379 417 0
30 (0,3mg/0.2ml sc) | "1975 | 2254 542 0
31 186,8 | 2154 415 0
32 187,7 | 226,7 543 0
(n=8) Gesamtanzahl
0




Xl

Tabelle 8 (1Teil) (Experiment 6-8; Austragungsversuch)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung auf die Anzahl der Foeten (AutopsieTag 19
p.c.) nach Applikation in der Implantationsphase (d5-d8 p.c.)./.Postimplantationsphase (d6/d9 p.c.)/ (d7-d10 p.c.).

Tier Nummer: Applizierte Anzahl der Foeten| Anzahl der Foeten |Anzahl der Foeten
Substanzen
(Dosis): d5-d8 p.c. d6-d9 p.c. d7-d10 p.c.

(Experiment 6) (Experiment 7) (Experiment 8)
1 11 8 11
2 12 9 11
3 Kontrolle 12 8 9
4 M/NaCl (1 ml p.o.) 13 13 10
> B/R (1+Z) (0,2ml H 10 L

,2m

6 sC) 6 10 8

(n=6) Gesamtanzahl Gesamtanzahl Gesamtanzahl
65 58 61
7 4 10 10
8 Aminoguanidin 13 13 8
9 (120 mg/ml) 11 3 12
10 + 9 10 4
11 B/R (1+4) (0.2 ml 13 14 13
12 s.C) 11 9 9

(n=6) Gesamtanzahl Gesamtanzahl Gesamtanzahl
61 59 56




X1

Tabelle 8 (2Teil) (Experiment 6-8; Austragungsversuch)

Auswirkungen von Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Einzeldosierung und von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston
(0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Anzahl der Foeten (AutopsieTag 19 p.c.) nach Applikation in der Implantationsphase

(d5-d8 p.c.)./.Postimplantationsphase (d6/d9 p.c.)/ (d7-d10 p.c.).

Tier Applizierte  |Anzahl der Foeten|Anzahl der Foeten| Anzahl der Foeten
Nummer Substanzen
(Dosis) d5-d8 p.c. d6-d9 p.c. d7-d10p.c.

(Experiment 6) | (Experiment 7) (Experiment 8)
13 5 nicht gravid 4
14 2 11 10
15 Onapriston nicht gravid 7 10
16 (0,3mg/0,2ml s.c.) 10 11 6
17 + 7 4 11
18 M/NaCl (1 ml) 13 13 11

(n=6) Gesamtanzahl Gesamtanzahl Gesamtanzahl
37 46 52
19 10 0 0
20 Aminoguanidin 2 2 0
21 (120 mg/ml) 0 0 0
22 + 13 5 0
23 Onapriston 14 0 0
24 (O,3mg/0,2m| S.C.) 5 0 0

(n=6) Gesamtanzahl Gesamtanzahl Gesamtanzahl
44 7 0




X1V

Tabelle 9 (Experiment 9-13; Austragungsver suche)

Kontrolle; Auswirkungen von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag) + Onapriston (0,3 mg/Ratte/Tag) in der Kombination auf die Anzahl
der Foeten (AutopsieTag 19 p.c.) nach Applikation zu verschiedenen Tagen in der Postimplantationsphase (d8, d9, d7+d8, d8+d9, d7-
d9); (*) =gleiche Kontrollgruppe.

Tier Nummer: Applizierte Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Substanzen Foeten Foeten Foeten Foeten Foeten
(Dosis): ds* do* d7+d8 d8+d9 d7-d9
(Experiment 9) | (Experiment10) | (Experiment 11) | (Experiment12) ((Experiment13)
1 10 10 12 9 10
2 13 13 11 13 10
3 Kontrolle 11 11 9 11 10
7 M/NaCl (1 ml p.o.) 11 11 12 12 12
(5) / + o - - 8 10 11
©) B/R (1;3))(0, m - - 1 3 3
(n=4/6) Gesamtanzahl | Gesamtanzahl | Gesamtanzahl | Gesamtanzahl |Gesamtanzahl
45 45 64 63 62
5 13 5 9 11 0
6 Aminoguanidin 7 0 11 0 0
7 (120 mg/ml) 9 9 0 13 0
3 + 11 11 9 0 0
9) Onapriston - - 12 7 0
(10) (0,3mg/0,2ml s.c.) - - 5 5 0
(n=4/6) Gesamtanzahl | Gesamtanzahl | Gesamtanzahl | Gesamtanzahl |Gesamtanzahl
40 25 46 35 0




XV

Tabelle 10 (Experimente 14-16; Zeitreihe)

Kontrolle; Auswirkungen einer 3tégigen Applikation (d7-d9 p.c.) von Aminoguanidin (120 mg/Ratte/Tag)+ Onapriston
(0,3 mg/Ratte/Tag) auf die Implantationsstellen am d9 p.c. und nachfolgender Autopsie zu unterschiedlichen Zeiten (10.00/14.00/18.00

uhr).
Tier Applizierte Anzahl der Uter usgewichte Anzahl der Uter usgewichte Anzahl der Uter usgewichte
Nummer: Substanzen Implantations- | inmg(d 9p.c. | Implantations- inmg(d9p.c. Implantations- | in mg (d 9 p.c.
(Dosis): stellen (d 9 p.c. 10.00 Uhr) stellen (d 9 p.c. 14.00 Uhr) stellen (d 9 p.c. 18.00 Uhr)
10.00 Uhr) 14.00 Uhr) 18.00 Uhr)
1 Kontrolle 9 555 14 802 12 1051
2 11 661 14 839 10 1044
M/NaCl (1 ml p.o.
3 /NaC (+ mi p.o) 4 504 13 717 10 959
4 B/R (1+4) (0,2l 11 733 12 658 12 953
S.C.)
(n=4) Gesamtanzahl Gesamtanzahl Gesamtanzahl
35 53 44
5 14 702 13 761 10 629
Aminoguanidin | (pathologisch) (pathologisch)
6 (220 mg/ml) 13 685 12 693 13 681
+ (pathologisch)
7 Onapriston 10 658 13 717 13 649
(0,3mg/0,2ml s.c.) (pathologisch)
8 9 641 11 505 14 641
(pathologisch)
(n=4) Gesamtanzahl Gesamtanzahl Gesamtanzahl
46 49 50
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