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Zusammenfassung

v

Die Entwicklung des humanen Corpus luteum ist
durch ein streng reguliertes System von miteinan-
der kommunizierenden Zellen, den lutealen Ste-
roidhormon-produzierenden Zellen und den
Endothelzellen, geprdgt. Diese Zell-Zell-Kommu-
nikation erméglicht die Kontrolle von Neoangio-
genese, die fiir die Entstehung des Corpus luteum
Voraussetzung ist und deren Aufgabe die rasche
Freigabe von grofRen Mengen Progesteron ins Blut-
gefdlBsystem ist. Voraussetzung fiir diesen Vor-
gang ist die hormonelle Regulation der Endo-
thelzellproliferation sowie der GefdBpermeabili-
tat durch LH und hCG. Das morphologische Korre-
lat der endothelialen Permeabilitdt sind Zell-Zell-
Adhdsionsmolekiile wie Adherens Junctions (A])
und Tight Junctions (TJ), die , reiRverschlussartig*
den Spalt benachbarter interagierender Endothel-
zellen 6ffnen und schlieRen. Im Corpus luteum
konnten verschiedene Zell-Adhdsionsmolekiile
nachgewiesen werden, darunter Occludin, Clau-
din 1 und Claudin 5 sowie VE-Cadherin. Es ist da-
von auszugehen, dass die Regulation von AJ- und
TJ-Proteinen von besonderer Bedeutung fiir die
Permeabilitit und damit die Funktionalitdt des
Corpus luteum in der Frithschwangerschaft ist, da
hCG-Behandlung zu einer Herunterregulation der
Zell-Adhdsionsmolekiile in den LutealgefiRen
fiihrt. Offensichtlich ist dieser Effekt VEGF-vermit-
telt. Funktionell betrachtet fiihrt die hCG-abhan-
gige und VEGF-vermittelte Herunterregulation
von Zelladhdsionsmolekiilen zu einer verminder-
ten Durchlassigkeit der Zell-Zell-Kontakte und da-
mit zu gesteigerter endothelialer Permeabilitdt.
Dabei werden die verschiedenen Zell-Adhdsions-
molekiile nicht nur direkt durch VEGF reguliert,
sondern sie interagieren auch untereinander und
beeinflussen sich auf diese Weise gegenseitig.
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Abstract

v

The development of the human corpus luteum
(yellow body) is dictated by a strictly controlled
system of mutually communicating cells, the lu-
teal steroid hormone-producing cells and endo-
thelial cells. This cell-to-cell communication facil-
itates control of neoangiogenesis which is a pre-
requisite for the development of the corpus lu-
teum and its function, the rapid release of large
amounts of progesterone into the blood-vascular
system. Preconditions for this process are the hor-
monal regulation of endothelial cell proliferation
as well as of vascular permeability through LH
and hCG. The morphological correlates of endo-
thelial permeability are cell-to-cell adhesion mol-
ecules such as adherens junctions (AJ) and tight
junctions (TJ) that open and close the gaps be-
tween mutually interacting, neighbouring endo-
thelial cells like a “zip fastener”. Various types of
cell adhesion molecules have been detected in
the corpus luteum such as occludin, claudin 1
and claudin 5 as well as VE-cadherin. It may be as-
sumed that the regulation of A] and T] proteins is
of particular importance for the permeability and
thus for the function of the corpus luteum in early
pregnancy since hCG treatment leads to a down-
regulation of cell adhesion molecules in the luteal
vessels. This effect is apparently mediated by
VEGF. From a functional point of view, the hCG-
dependent and VEGF-mediated down-regulation
of cell adhesion molecules leads to a reduced
transmissibility of cell-to-cell contacts and thus
to an increased endothelial permeability. In this
process the various cell adhesion molecules are
not only directly regulated by VEGF but they also
mutually interact and thus influence one another.
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Einleitung

v

Das Corpus luteum ist eine intermedidr endokrin aktive Driise,
die im Rahmen des Zyklus alternierend einem Wechsel von Ent-
stehung und Degeneration unterliegt. Das Corpus luteum spielt
dabei eine zentrale Rolle fiir den Erhalt der Schwangerschaft.
Der prdovulatorische LH-Peak 16st zundchst die Ovulation und
danach sehr schnell die Umwandlung des gesprungenen Follikels
in ein Corpus luteum aus. Dieser Vorgang verlduft weitgehend
durch Progesteron gesteuert, das vom Corpus luteum syntheti-
siert wird und fiir die Implantation sowie den Erhalt der Schwan-
gerschaft essenziell ist [1]. Falls keine Schwangerschaft eintritt,
degeneriert das Corpus luteum 14 Tage nach der Ovulation zum
bindegewebig umgebauten Corpus albicans. Kommt es jedoch zu
einer Befruchtung der Eizelle, wird das Fortbestehen des Corpus
luteum sowohl direkt als auch indirekt durch die gemeinsamen
Effekte von LH und hCG gesichert [2-7]. Diese Beobachtung wird
durch die Tatsache untermauert, dass das Corpus luteum auch
auBBerhalb einer Schwangerschaft durch exogene Gabe von hCG
erhalten werden kann [8].

Das Corpus luteum besteht aus verschiedenen Zelltypen, u.a. aus
Endothelzellen, Granulosaluteinzellen und Thekaluteinzellen.
Die Endothelzellen sind dabei fiir die Kontrolle der GefdR3per-
meabilitdit verantwortlich, was eine unabdingbare Vorausset-
zung fiir die Entwicklung der Corpus luteum darstellt. Die Per-
meabilitit selbst wird durch streng reguliertes Offnen und
SchlieBen der Zell-Zell-Kontakte zwischen den Endothelzellen
kontrolliert [9-11]. Aus diesem Grund kann jede Beeintrdchti-
gung der Expression der AJ und TJ zu einer gestorten Endothel-
zellfunktion mit konsekutiven funktionellen Konsequenzen wie
z.B. Odemen oder Aszites im Rahmen eines ovariellen Hyper-
stimulationssyndroms (OHSS) fiihren [12-14]. Hierbei wirkt die
iatrogene Verabreichung von hCG als Unterstiitzung der Luteal-
phase, was die Lutealfunktion steigert, jedoch aber auch das Risi-
ko fiir die Entstehung eines OHSS erhoht [15]. Ein solches ist
durch eine vermehrte Durchldssigkeit der Kapillaren charakteri-
siert, was zu einem Fliissigkeitsshift von intravasal nach extra-
vasal und damit zu Aszites fiihrt [16]. Im Folgenden sind die ge-
nauen molekularen Mechanismen, die an der Regulation der En-
dothelfunktion und damit der Fliissigkeitsbarriere der Gefil3e
beteiligt sind, dargestellt. Ein besseres Verstdndnis dieser Mecha-
nismen kann dabei hoffentlich in der Zukunft helfen, neue thera-
peutische Optionen zu entwickeln und auf diese Weise den Ge-
webeschaden durch Beeinflussung der Gefidlipermeabilitdt be-
grenzen.

Molekulare Regulation endothelialer Permeabilitit

v

Die parazellulire endotheliale Permeabilitit wird zumindest
durch 2 verschiedene Typen von Zell-Zell-Kontakten gesteuert,
den AJ und den T]. Diese werden aus verschiedenen transmem-
brandren Proteinen gebildet, die homophile Zell-Zell-Interaktio-
nen férdern und intrazelluldre Signale weiterleiten [17]. Es wur-
de mehrfach gezeigt, dass diese Zell-Zell-Kontakte nicht nur
wahrend der Embryonalentwicklung, sondern auch in ruhenden
Zellen dynamisch umgewandelt werden [18]. Adhdsionsmole-
kiile wie AJ und TJ formen dabei Komplexe, die ,reifdverschluss-
artig” die Durchldssigkeit, also die Permeabilitdt des Spaltes zwi-
schen benachbarten, miteinander interagierenden Zellen regu-
lieren [19-22].
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Abb.1 Modell fiir die Regulation des GefdRsystems im Corpus luteum.

Endothelzellen exprimieren gewebespezifische Transmembran-
proteine: das AJ-Protein VE-(vascular-endothelial-)Cadherin und
das TJ-Protein Claudin 5 [9,23]. Claudin-5-defiziente Knockout-
Maduse zeigen eine normale Embryonalentwicklung, sterben aber
aufgrund einer defekten Blut-Hirn-Schranke bereits kurz nach
der Geburt [23]. Im Vergleich dazu erleiden VE-Cadherin-defi-
ziente Mduse mehrere schwere letale Defekte im Rahmen der
embryonalen Angiogenese [24]. Dies deutet darauf hin, dass Zell-
adhdsionsmolekiile neben der strukturellen auch eine grof3e
funktionelle Bedeutung haben.

Verteilung von Zelladhdsionsproteinen

im humanen Corpus luteum

v

Verschiedenste Zelladhdsionsproteine lassen sich im Corpus lu-
teum lokalisieren. Dazu gehoren die TJ-Proteine Occludin, Clau-
din 1 und Claudin 5 sowie das AJ-Protein VE-Cadherin. Die Ver-
teilung dieser Zell-Zell-Kontakte ist dabei naturgemdf in den
verschiedenen Kompartimenten des Corpus luteum unterschied-
lich. Im humanen Corpus luteum konnte Occludin ubiquitdr in
der Zellmembran von Endothelzellen im Bereich der Granulosa-
und Thekakapillaren als auch in der Membran von Granulosalut-
einzellen selbst nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wird
Occludin jedoch nicht im Bereich der Thekaluteinzellen expri-
miert [25]. Der Nachweis von Occludin in epithelialen und endo-
thelialen Zellen wurde auch fiir andere Gewebetypen wie z.B.
Rattenlunge, menschliche Leber, Maushirn u.a. beschrieben [26-
30].

Claudin 1 wird ausschlief3lich im Bereich der Membran der Gra-
nulosaluteinzellen exprimiert. Im Gegensatz zu Occludin ist
Claudin 1 nur diskontinuierlich nachweisbar und nicht bandfor-
mig. Dieses Verteilungsmuster ist vergleichbar mit dem, was auf
der Oberfldche des humanen Ovarepithels zu beobachten ist [31].
Im Gegensatz zu den Endothelzellen des Gehirns und der Spei-
cheldriisen wird Claudin 1 nicht im Bereich der Lutealgefde ex-
primiert [32,33]. Claudin 5 dagegen ist ausschlielich spezifisch
im Endothel des humanen Corpus luteum lokalisiert. Es ldsst sich
dabei v.a. in den Kapillaren des Granulosakompartiments und in
den grofReren GefdlRen der Theka nachweisen [25]. VE-Cadherin
dagegen wird sowohl im Kapillarendothel der Granulosa als auch
der Theka nachgewiesen. Es gibt keine eindeutige Erklarung fiir
das gewebespezifisch so unterschiedliche Vorkommen dieser
Proteine, aber es ist offensichtlich, dass in bestimmten Zell-Kom-
partimenten eine Kombination verschiedener AJ und TJ fiir die
Vermittlung von Zell-Zell-Kommunikation und -Adhésion ver-
antwortlich ist [25].
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Funktionelle Bedeutung von hCG in Bezug auf
Zell-Adhésionsproteine im humanen Corpus luteum

\/

Das zyklische Wachstum und die Entwicklung des Corpus luteum
wird durch Gonadotropine reguliert. Wéahrend des normalen Zy-
klus ist die Lebensspanne, beeinflusst durch LH, auf 14 Tage limi-
tiert. Kommt es jedoch zu einer Schwangerschaft, tiberlebt das
Corpus luteum durch den Effekt von hCG fiir mehrere Monate,
was als ,luteal rescue” bezeichnet wird. Fiir das humane Corpus
luteum konnte gezeigt werden, dass das ,luteal rescue* mit der
Expansion von LutealgefdfSen einhergeht [34], was vermutlich
ein Re-Arrangement von Zelladhdsionsproteinen beinhaltet. Da-
her ist es von besonderem Interesse, sich mit dem Effekt von hCG
auf A] und T] im humanen Corpus luteum zu beschaftigen:

Im , geretteten“ humanen Corpus luteum einer durch hCG in vivo
simulierten Schwangerschaft wird Claudin 1 und Occludin im
Granulosaluteinzell-Kompartiment signifikant herunterreguliert
[25]. Dariiber hinaus kommt es im Endothelzell-Kompartiment
zu einer Abnahme von Occludin, Claudin 5 und VE-Cadherin. Es
ist zu vermuten, dass diese hCG-abhdngige Regulation der AJ-
und TJ-Proteine durch die Unterstiitzung der Funktion des Cor-
pus luteum von auBerordentlicher Bedeutung fiir den Erhalt der
Frithschwangerschaft ist. Die Abnahme der Expression von Zell-
adhdsionsmolekiilen im Granulosaluteinzell-Kompartiment
scheint dabei die strukturelle Voraussetzung fiir die Freisetzung
steroidogener Molekiile wie Progesteron oder Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF) zu sein [35]. Die Entwicklung des Cor-
pus luteum nach dem ,luteal rescue“ ist gekennzeichnet durch
eine strukturelle Neuorientierung. Die Herunterregulation von
Zelladhdsionsmolekiilen fiihrt dabei zu einer Zunahme des inter-
zellularen Spaltes, was zum einen die Invasion und Expansion
neuer Gefil3e begiinstigt und zum anderen die Permeabilitdt des
Endothels steigert. Beides erleichtert die Verteilung bzw. Abgabe
von Hormonen an den Blutkreislauf, die fiir den Erhalt der Friih-
schwangerschaft notwendig sind. Dies wird zusatzlich durch die
Tatsache begiinstigt, dass hCG die GefdRBpermeabilitdt erhéht [36,
37]. In der Ratte ist dieser Anstieg mit erniedrigtem Claudin 5 as-
soziiert [37].

Einfluss von VEGF auf Zelladhdsionsmolekiile

im Corpus luteum von Primaten

v

Wie oben ausfiihrlich dargestellt wurde, konnte gezeigt werden,
dass hCG die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen reduziert,
und so luteale Angiogenese und GefdRBpermeabilitdt beeinflusst.
Zusdtzlich wurde nachgewiesen, dass Inhibition von VEGF hem-
mend auf die ovarielle Angiogenese, Entwicklung und Funktion
wirkt [38-40]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass VEGF
Zelladhadsionsmolekiile im Marmoset kontrolliert:

Die Menge des im Bereich der Zellmembran von Granulosalu-
teinzellen lokalisierten Occludins reduziert sich im Verlauf der
Ovulationsphase kontinuierlich, um schlieRlich gar nicht mehr
nachweisbar zu sein [41]. Dieser Verlust von Occludin scheint in
die Bildung des Antrums involviert zu sein [42,43]. Im Gegensatz
dazu fiihrt die Hemmung von VEGF in Marmosets in vivo durch
einen VEGF-Antagonisten (VEGF-Trap) zu einem signifikanten
Anstieg der Menge an Occludin [41], vor allem im zytoplasmati-
schen Bereich, wo das Occludin keine Funktion hat [44].

Das TJ-Protein Claudin 5 ist im Marmoset ausschlieBlich in den
Thekagefdlden nachweisbar, und seine Menge nimmt im Verlauf
der Follikelreifung zu. Im Corpus luteum wird Claudin 5 ebenfalls
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im Bereich der Gefd3e exprimiert. Hier fithrt die Hemmung von
VEGF zu einem Anstieg von Claudin 5. Offensichtlich spielt Clau-
din 5 eine wichtige Rolle bei der Kontaktinhibition von Endothel-
zellen. Dadurch wird die Proliferationsrate der Zellen reduziert,
und die Gefdf3e stabilisieren sich [41]. Sobald einzelne Endothel-
zellen in Kontakt mit benachbarten Zellen kommen, verbinden
sich die Adhdsionsmolekiile zu Komplexen und das Endothel
wird durch den proangiogenetischen Effekt von VEGF weniger
beeintrachtigt. Diese Zelladhdsion ist in Bezug auf die Regulation
von Angiogenese essenziell [45].

Fiir VE-Cadherin konnte nachgewiesen werden, dass dessen
Hemmung eine Abnahme der Angiogenese-Rate und damit der
GefdRentwicklung auslost [45]. VEGF agiert hier als Schliissel-
molekiil fiir die Regulation von Angiogenese im Ovar [34,35,38,
39,46]. Dariiber hinaus konnte, funktionell betrachtet, ein enger
Zusammenhang zwischen VEGF und der Signaltransduktion von
Zelladhadsionsmolekiilen gezeigt werden.

Zelladhdsionsproteine und Permeabilitadt

v

Vor einiger Zeit wurde in einem In-vitro-Endothelzell-Modell ge-
zeigt, dass hCG offensichtlich einen direkten Effekt auf die Ex-
pression von VE-Cadherin und auf die endotheliale Permeabilitat
hat [47]. Allerdings ist die Bedeutung und die Signaltransduktion
eines mutmaRglichen LH/hCG-Rezeptors unklar. Man geht davon
aus, dass der Rezeptor eine hormonelle Transzytosefunktion aus-
ibt und auf diese Weise Gonadotropine direkt zur Zielzelle befor-
dert [48]. Um die molekulare Regulation der Endothelzellen im
Corpus luteum zu untersuchen, wurde dann ein In-vitro-Co-Kul-
turmodell entwickelt. Dabei handelt es sich um ein 2-Kammer-
Modell aus Endothel- und Granulosaluteinzellen, deren Inter-
aktion als Reaktion auf stimulierende Substanzen untersucht
werden kann [49]. Im Corpus luteum wurde in vivo gezeigt, dass
das endotheliale Zelladhdsionsprotein Claudin 5 nach hCG-Be-
handlung im Sinne einer simulierten Schwangerschaft abfallt
[25]; dies konnte in oben beschriebenem Zellkulturmodell besta-
tigt werden. AufSerdem konnte durch hCG-Behandlung in co-kul-
tivierten Granulosaluteinzellen erstmals auch eine Auswirkung
auf die endotheliale Permeabilitit nachgewiesen werden [49].
Obwohl ein moglicher direkter Einfluss von hCG auf Endothelzel-
len nicht auszuschlieBen ist [47], ist es offensichtlich, dass der
hCG-Effekt auf Claudin 5 und auf die Permeabilitdt indirekter Na-
tur ist, da er nur in Anwesenheit von Granulosaluteinzellen be-
obachtet wird. Aus diesem Grund ist ein hCG-abhdngiger Faktor,
der von den Granulosaluteinzellen synthetisiert wird, vermutet
worden, und dieser Faktor ist VEGE. In der Tat ist es so, dass
hCG-Behandlung von Granulosaluteinzellen zu einem Anstieg
von VEGF fiihrt [49-51], und die Wirkung von VEGF auf die endo-
theliale Permeabilitit wurde in vitro mehrfach nachgewiesen
[36,47]. Daher gilt VEGF als wichtiger parakriner Faktor, der {iber
Beeinflussung von Adhdsionsproteinen die Regulation von Endo-
thelzell-Permeabilitdt kontrolliert [52,53]. Dies wird auch durch
die Beobachtung gestiitzt, dass die Hemmung von VEGF in vivo
neben Angiogenese auch Permeabilitdt supprimiert [45]. Umge-
kehrt betrachtet 16st VEGF in Endothelzellen eine Freisetzung
von VE-Cadherin aus, und dies wiederum resultiert in gesteiger-
ter endothelialer Permeabilitdt [49]. Diese Tatsache weist tat-
sdchlich auf einen direkten Zusammenhang zwischen hCG, VEGF,
Zelladhdsionsproteinen und gesteigerter Permeabilitét hin.
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Interaktion von Zelladhdsionsproteinen

in Endothelzellen

v

Funktionelle Interaktionen von Zelladhdsionsproteinen, die als
Regulator von vaskuldrer Permeabilitdt wirken, wurden fiir ver-
schiedenste Systeme gezeigt. Trotz der Tatsache, dass das Corpus
zu den mit Abstand am starksten vaskularisierten Gewebetypen
gehort, und dass die Kontrolle von Permeabilitat fiir dessen Funk-
tion von groRBer Bedeutung ist, sind diese Zusammenhdnge fiir
das Corpus luteum noch recht unbekannt geblieben.
Zelladhdsionsproteine als dynamische Komplexe verandern ihre
Konformation nicht nur wihrend der Embryonalentwicklung,
sonder auch in ruhenden Zellen des adulten GefdRBsystems [54].
Sie interagieren dabei auch untereinander im Sinne einer Ant-
wort auf extrazelluldre Signale [55,56]. Dementsprechend wurde
die Koexistenz verschiedenster Zelladhdsionsproteine fiir ganz
unterschiedliche Gewebetypen in unterschiedlichen Spezies
nachgewiesen. Fiir das GefdBsystem des humanen Corpus lu-
teum wurde gezeigt, dass das AJ-Protein VE-Cadherin sowie die
TJ-Proteine Nectin 2 und Claudin 5 in der mittleren Lutealphase
co-lokalisiert sind [57]. Die Behandlung von Granulosaluteinzel-
len mit hCG in vitro fiihrt dabei VEGF-vermittelt zu einer vermin-
derten Expression dieser Proteine. Dariiber hinausgehend be-
steht ein funktioneller Zusammenhang, da VE-Cadherin, Nectin
2 und Claudin 5 sich gegenseitig regulieren: Ausschalten von
VE-Cadherin oder Claudin 5 16st eine Herunterregulation der je-
weils anderen Proteine aus, wohingegen Nectin 2 nicht regulie-
rend auf VE-Cadherin und Claudin 5 wirkt. Diese Wechselwir-
kungen sind nicht nur struktureller Art, sondern haben auch ei-
nen funktionellen Einfluss auf die Permeabilitdt des Endothels.
hCG-induzierte Herunterregulation der oben genannten Proteine
fiihrt zu gesteigerter Permeabilitdt. Dazu kommt, dass das sepa-
rate Ausschalten von VE-Cadherin, Claudin 5 und Nectin 2 in vi-
tro ebenfalls jeweils zu einem Anstieg der Permeabilitdt fiihrt.
Zusammen genommen deutet dies darauf hin, das VE-Cadherin
und Claudin 5 offensichtlich eine bedeutende Rolle bez. der Re-
gulation von Permeabilitdt (iber Nectin 2 spielen. AuBerdem be-
einflusst auch Nectin 2 selbst die Permeabilitdt direkt.

Da diese 3 diskutierten Proteine im Gefdf3system des Corpus lu-
teum co-lokalisiert und durch hCG iiber VEGF herunterreguliert
werden, nimmt man an, dass hCG eine Kettenreaktion tiber VE-
Cadherin und/oder Claudin 5 ausldst, um so Nectin 2 und kon-
sekutiv die luteale Permeabilitdt zu kontrollieren (© Abb. 1) [57].
Diese Erkenntnis kdnnte in Situationen mit pathologisch gestei-
gerter Permeabilitdt des Endothels, wie z.B. dem OHSS, therapie-
relevant werden.

Fazit fiir die Praxis

v

Die Entstehung einer hCG-induzierten Steigerung der endothe-
lialen Permeabilitdt ist offensichtlich durch VEGF vermittelt. Im
Falle eines OHSS konnte dieser Mechanismus fiir die Entwicklung
von Aszites verantwortlich sein und einen méglichen therapeuti-
schen Angriffspunkt im Sinne einer VEGF-Antagonisierung dar-
stellen.

Interessenkonflikt
v
Nein.
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