Embryo och endometrium maste
samspela for lyckad implantation

Okad kunskap kan ge nya preventivmetoder och béttre behandling vid barnloshet

Implantation utgors av ett handelsef
forlopp som leder till att blastocyste
faster i livmodern. For att implantatio
ska kunna ske kravs synkronisering
mellan embryots utveckling och livmo-

nad. Det ar endast under en begrans|? \
period, »the implantation window», |j;##% |
som endometriet &r receptivt och ka
svara pa signaler frdn embryot [1]. Ho
manniskan infaller denna fas fran o

gar efter LH(luteiniseringshormon)-{
peaken (LH +6-10). Endometriets lufg 1.\ "
minala epitel bestdmmer néar (oct
kanske var) embryot kan implanter:
och ar nédvéandigt for att det underlig:
gande stromat ska genomga decidua
sering [2].

Decidualiseringen innebér att stro
mat genomgar forandringar som lede
till 6kad vaskularisering och 6édembild-
ning. Om endometriet inte har uppnal
det receptiva stadiet eller om nago
blastocyst inte finns narvarande kan imeirka en dag innan den férbereder si
plantationen inte ske utan uterus reérimplantation. Under denna tid frigor
gredierar och cykeln startar igen. Milsig blastocysten fran sitt omgivandé
jon under den preimplantatoriska tideiglykoproteinmembran, zona pellucida
forefaller vara kritisk inte enbart for im-och orienterar sig i uteruskaviteten.
plantationen och den fortsatta gravidi- Den initiala fasen av implantationer
teten utan ocksa for halsotillstdndet sdmfattar vidhaftning (adhesion) och
val neonatalt som senare i livet. Utveckfdrankring (attachment) till uterus lu-
lingen av livmoderns receptivitet styraminala yta, foljt av epitelpenetration
primart av ovariets steroidhormonerpch invasion av endometriestromat (de
Ostrogen och progesteron. Alltfler stuciduan). Invasionen ar en valkontrolle
dier pekar dock pa att steroidhormonerad proteolytisk process som leder til
nas effekt pa cellproliferation och diffe-att embryot penetrerar deciduan och ir
rentiering i uterus medieras av lokalvaderar endometriets spiralartarer [4
producerade tillvaxtfaktorer och cyto-Faktorer involverade i samspelet oc
kiner. »dialoger» mellan embryo och endo-

v d i X ‘ A
Figur 1. Svepelektronmikroskopisk bild
av uterus luminalepitel pa cykeldag
LH+7. Bilden visar fyra tydliga pinopoder
och omgivande epitelceller med
mikrovilli. Adhesion av blastocysten till
luminalepitelet tycks ske just vid dessa
pinopoder. Foto: Ingrid Lindell/Kjell
Hultenby.

Efter befruktningen, som sker i tu-metrium inkluderar tillvéxtfaktorer och

Sammanfattat

Framgangsrik  implantation
kréaver synkronisering mellan
embryots utveckling och en-
dometriets mognadsgrad.

| »dialogen» mellan embryo
och endometrium involveras
tillvaxtfaktorer, cytokiner, ad-
hesionsmolekyler och pros-
taglandiner.

Endometriereceptivitet styrs
primart av 6strogen och pro-
gesteron men forefaller i stor
utstrackning medieras av lo-
kalt producerade tillvaxtfakto-
rer och cytokiner.

| endometriets epitelceller ut-
trycks vid implantationstid vis-
sa specifika integriner, vilka
har foreslagits som markorer
for endometriereceptivitet.

Forandringar i immunologis-
ka mekanismer i det pe-
riimplantatoriska endometriet
antas resultera it ex utebliven
implantation, habituell abort
och preeklampsi.

Okade kunskaper om faktorer
som paverkar implantationen
kan forvantas leda till battre
behandling vid ofrivillig barn-
l6shet men ocksa till utveck-
ling av nya preventivmetoder.

bans ampulléara del, delar sig agget samytokiner,
tidigt som det transporteras till uterusprostaglandiner.

adhesionsmolekyler och

kaviteten. Det humana embryot nar ute- Implantationen &r av kliniskt intres-faktorer som paverkar implantationen
rus pa dag 4-5 efter agglossningen [3$e kanske forst och framst med avseekan forvantas leda till forbattrade be-
| uteruskaviteten drojer blastocystemle pa IVF. Endast 10-20 procent av deandlingsmajligheter vid  ofrivillig
embryon som aterfors vid IVF resultebarnloshet men ocksa till utvecklingen
rar i fodelsen av ett barn [5, 6]. Dennav nya preventivmetoder [9-13].
. laga siffra beror delvis pa de cirka 30
Forfattare procent embryon som har en abnorm Morfologiska markérer
KRISTINA GEMZELL DANIELSSON kromosomuppsattning [7], men den hu- for endometriereceptivitet
med dr, avdelningslékare, kvinno-vudsakliga anledningen anses dock Adhesion av blastocysten sker till
kliniken, Karolinska sjukhuset, vara misslyckad implantation pa grundiet apikala plasmamembranet pa lumi-
Stockholm. av avsaknad av eller nedsatt endomaetalepitelcellerna. Under den receptiva
e-post: krgeda@obgyn.ks.se riereceptivitet [8]. Okade kunskaper onfasen genomgar cellmembranet specifi-
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Figur 2a och 2b.
LH+7 i a) kontrolicykel och b) under behandling med antiprogesteron (5 mg mifepriston en gang i veckan).
Vissa integriner som t ex a4-integrin uttrycks i endometriet vid implantationstid och har féreslagits som markér
for endometriereceptivitet.

ka morfologiska forandriray. Stort in  tionstid uttrycks vissa speitifiintegri- markorer i uterussekretet pa ett relati
tresse har agnats de sé kallade piropeer i endometriets epitelcellens, B3  enlelt satt kan esl6ja defekter i endo
der som utgorswestora gtoplasmatiska ochavp3 (Figur 2). Aen om funktie metriets fuktionella mognadsén i sa
utskott fran epitelet (Figur 1). Uack nen hos dessa igener fortfarande till dana &ll dar endometriets morfologis
ling av pinopoder krrelerar till ende stora delar ar okénd har de foreslagitea utweckling sler till synes normalt
metriets receptitet [14]. | humant en som markrer for endometrierecepti  [16].
dometrium karstar pinopoderna undettet. Kunskapen om den molgkira ba
24-48 timmar mellanykeldagrna 19 Avsaknad & avp3 har péisats vid sen for endometriereceyitiet ar dock
och 21 [15] och kan studeras iegv bl a oférklarad infertilitet, endometrios,fortfarande rudimentatOm markrer
elektronmikroskp. hydrosalpinx och under behandlingor receptvitet sdsom pinopodginte-
Hos gnagre har pinopoderna visataned lombinerade p-piller [21-23]. | griner och glylkproteiner spelar en vik
vara irvolverade i pinogtos a uterus epitel &ravB3 ett ovanligt integrin. Det  tig funktionell roll vid implantationen
sekret, medan de hos méanniska utgor émintegrin binder till Ag-Gly-Asp-ami  &r oklart. Genmanipulerade méss med
anvandbar martir for endometriere nosyrasekensen somirins ndrarande avsaknad @ individuella integriner vi

ceptvitet trots att derasgentliga roll i i bl a vitronektin och ibronektin och sar i stort sett ing defekter i adhesion
humant endometrium foetfande ar-o kan ing i bindningen mellan évceller och tidig implantation [33]. Detta kan
klar. som uttrycler samma ingrin och dé&r antas spgla en inbyggd reservkapacitet

Det har dock visats att uterussekreemellan binder en gemensamaligl. och beror sannolikt pa att flera igte
tets wlym och sammanséttning foraéndDet har visats attvén trofoblaster ut ner kan binda till &rje etracellular
ras under mengkeln &en hos manni tryckerav3-integrinet [24]. Subenhe matrix(ECM)-komponent [34].
skan med minskande sekrefymer pa ternaa4 ochal regleras & progesteron

rallellt med utecklingen & pinopoder medan férekmsten & B3 verkar rgle- Pluripotenta cytokiner frisétts

[16]. Nyligen har ocksa visats att vidras &en a andra &ktorer som txecy- av livmodems epitelceller
implantation in vitro skr adhesion\a tokiner [25-27]. Det ar numeraalkant att steroidher
blastogsten just till pinopoderna [17].1  Blastogstens vidhaftning kan ocksdmonerna, framforallt progesteron, ar

rattendometrium induceras pinopodeténkas inolvera bortéll av, eller nedre  nédvandiga for utwecklingen & det re

av progesteron medan Ostrogenstimuglering &, anti-adhesionsmolglersom ceptva endometriet Dessa hormoner
lering leder till rgression [18]. Det &r t ex en speciell typvamucin, MUC-1 verkar dock inte enbart via singra
inte kant om lokaladktorer spelar rd [28]. Stora moleider som MUC-1 har steroidreceptorer utan ocksd genom

gon roll i regleringen & pinopoder visats interferera med cell-till-cellHin parakrina eller autokrinafektorer som
teraktion genom att utgora ett steriskéxempelvis gtokiner Cytokiner styrs
Adhesionsmolelyler hinder Forsok dar implantationen hdm daremot inte enbart hormonellt utan re
nddvandiga for implantation mas & antikroppar mot oligosackarid glerar ocksd arandra i kaskadproces

Adhesion & blastogsten forankrar determinanten L'autgor ocksa stod for ser vilket ger systemet stor reservkapa
embryot till det luminala epitelet ochre att oligosackarider arwolverade i blas citet. En atraordinar formag att pre
gleras a& ovarialhormonerna via adhe tocystens adhesion till endometrieducera och frisatta en rad pluripotenta
sionsmolekler och gtokiner [19]. Ak  [29]. cytokiner i en gakt regglerad sekens
tuell forskning har visat att adhesiens Det receptia endometriet syntetise har p&isats hos {imoderns epitelcel
molekyler involverade i cell-till-cell- rar ett antal gly&proteiner med gemen ler. Dessa ytokiner identiferades fran
adhesion och cell-tillbaracellular mat  samma och vanliga oligosackarid borjan for sin formag att rglera lym
rixadhesion ar nédindiga for implan  strukturer som teleukemia inhibitory fohematopoetiska celler
tationen. factor (LIF) och glykdelin (PP14)  Attendometriets formamatt frisatta

Integriner &r endmilj a» membran [30]. Behandling med antiprogesterorytokiner ar & stor vikt for implanta
bundna glyloproteiner som uttrycks paleder till signifkant minskad sekretion tionen har demonstrerats genaxperi
i stort sett alla celltypeDe ar heterodi av galaktosinnehdllande oligosackariment pa mus. Fertiliteten hos moss som
merer uppbyggdavaen a- och enf- der vid implantationstid [31] och ham saknar spedka cytokiner har studerats
subenhet. Nyligen har visats att foremar epitelial gpressionaLIF ochgly och férsok med tillférselaexogena
komst och uttryckwaintegriner arierar kodelin [11, 32]. Det ar ténkbart att marcytokiner har visats férhindra embryo
under mensgkeln [20]. Md implanta i framtiden med hjélp \a biokemiska missbildningr och spontan abort elle
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. . . . . . , Figur 3. Schematisk illustration av hur
proliferation  differentiering  proliferation cytokiner frisatta fr&n epitelceller i tuba
> > och uterus reglerar embryoutvecklingen

under tidig graviditet hos get. Ett liknande
g scenario kan forvantas hos manniskan.
Illustration: Dr Sarah Robertson.

2 cell 8 cell blastocyst elongerad blastocyst
GM-CSF LUIF
? ‘ CSF1  IL-6 oTp /1IEN nodvandigt for implantationen visades
TNF TGF med hjalp & transgena moss [52]. Han
moss som saknar LIF (-/-) ar fertila me
dan LIF-ngativa mushonor (-/-) inte
producerade nagra uagtrots upprepa
de parningr. Narmare undersoékning a
. tubar epitel uterus luminal och kértelepitel dessa honor visade att blagtster som
\ / frigjorts fran zona pellucidahns i ute
rus lumen men att dessa inte implante

rade. Uterus visade inte heller nagra
tecken pa decidualisering.

D& dessa embryonveérfordes till
LIF-positiva honor implanterade de och
alternatvt forhindrat graiditet, bere (IFN-T) vilket bl a har antiluteolytisk ef utvecklades till viabel graditet. Im-
ende pé tidpunkten for administratiorfekt hos dessa arter [45]. Hos musenplantation skdde ocksd d& honor som
[35, 36]. bryon har mRM for colory stimula saknade LIF tillférdes detta. Dessa-for

Nar det gller aggledarens betydelsding factor1(CSF-1)-receptorn detek sok visade atberession a LIF inte ar
for den tidiga graviditeten och produk terats fran téicellstadiet [46]. beroende & nédnaron a ett embryo
tion a cytokiner inns myclet lite a Av de gtokiner som har en ham utan stadr under maternelloktroll.
publicerade data. Preliminara resultanande ekt pA musembryot &r tumorOférmagn hos embryot att implantera
tyder pa att syntevaytokiner tex gra  necrosisédctor alf (TNF-a) bastkarak berodde pa att endometriet inte kunde
nulogyte-makrofige colog stimulating teriserat. N fysiologiska nvder & svara pa blastosten. | &erensstam
factor (GM-CSF) och LIFsker &en TNF-o0 hdmmas proliferationervan- melse med detta har visats att blasto
hos manniskan, och att produktionenercellmassan (ICM) i blastpsten och cyster som saknar receptorer for LIF
varierar under mengkeln och i olika vid hdgre loncentrationer hAmmas-ut implanterar till synes normalt [53, 54].
delar & tuban [37, 38]. Cytokiner fri vecklingen & tvacellsembryon via Livmodern hos ooforektomerade LIF-
satta fran tubarepitelcellerna tycks reTNF-o-receptorn. Receptorer for TNF-negativa moss genongg normal proh
gleras & steroidhormonerna, men anda och CSF-1 har pésats fran técells feration d& dessa mdss behandlas med
ra faktorer t & komponenter i semi stadiet till blastogststadiet hos humanadstrogen och progesteron men genom
nalplasma, andraytokiner och signaler embryon och receptorer for LIF ochingar inte nagon deciduareaktion som
frisatta frdn embryot skulle kunna-in terleukin-6 (IL-6) uttrycks \ humana svar pa artiiciella stimuli. Uteblven

OSTROGEN PROGESTERON

fluera lokalt. blastogster [42] (Figur 3). implantation hos LIF-rgativa mdss
Cytokiner som stimulerar oclyio- framstar darfor dels som utel#n vid

kiner som hammar den preimplantato  LIF uttrycks maximalt haftning och foérankringvablastogs-

riska utecklingen hos musembryon vid implantationstid ten, dels som utebien decidualisering.

har kartlagts i in vitro-studieEn forF | humant endometrium uttrycks leu

mag att specikt binda flera & dessa kemiainhibitory fictor (LIF) underhela ~ EGF-cytokiner

cytokiner har visats hos musiddre ut  mensgkeln med signikant tkade ni Epidermal grath factor (EGF) ut

trycker musembryon mRAIfor ett stort  vaer & mRNA och protein vid implan trycks p& humana preimplantatoriska
antal gtokiner, vilka likasa har pdsats tationstid [47]. Under denna periodembryon och forediler vara irvolverat i

i epitelceller i uterus [39, 40]. Dessac aterinns LIF framforallt i epitelceller vidhaftning a blastogsten. Hos mus
tokinersinflytande p& embryotarierar na och hammas i dessa celler &2 kan heparine binding-EGF (HB-EGF)
beroende p& embryots etklingssta handling med antiprogesteron [32, 48]detekteras i luminalepitelet flera tim
dium, odlingsbetingelser och naren Om syntesenvalLlF regleras direkt@a mar innan forankringen har et men
av andra tilhaxtfaktorer Exempelvis steroidhormonerna eller via andra lekabegransat till omradet omkring blasto
stimulerar LIF utecklingen & murina la faktorer ar inte klarlagt, men s k stecysten [55]. Deletiomagener for EGF-
och baina embryon till blastogster roid respons element atienfis i tran  receptorer medfor alarliga konse
och LIF-receptorn har pésats hos tro  skriptet for LIF [49]. In vitro pderkas kvenser for implantationen och gidi-
foblastceller [41, 42]. GM-CSF bindsLIF-produktionen fran endometrieeel teten bl a genom att pérka uteck
specifkt till en receptor som uttrycks ler inte a dstrogen och progesteronjingen & innercellsmassan (ICM) [56].
hos murina embryon fran fertilisering men frisattning fran stromaceller kan

en till blastogststadiet. Hekten & péverkas & en rad gtokiner /interleu GM-CSF

GM-CSF \arierar beroende pa embrykin-1, (IL-1), TNFa, platelet desied | och med implantationerxponeras
ots utecklingsstadium. #tacellssta growth factor (PDGF), epidermal den maternella cirkulationen direkt for
diet har GM-CSF en hdammanddedt growth factor (EGF), transforming frammande, paternella antigen som ut
medan det senare har en embryagtof growth factoralfa (TGFe), inducerar trycks pa trofoblastcellerna. Antikrop

effekt [43]. En stimulerande fekt har och IFNy hammar/ [50]. par mot dessa paternella antigen kan pa
nu ocksa visats pa weklingen & hu- LIF-receptorn &r huvudsakligen-lo visas hos kvinnor med normal gidi-
mana blastogster [44]. kaliserad till luminalepitelet och i tet[58] och induceras hos gida moss

Hos far och k stimulerar GM-CSF mindre utstrackning till &rtelepitelet utan att p@erka embryoderlevnaden
blastogstens frisattningwinterferont  men saknas i stromat [51]. Att LIF &f59]. Lokala mekanismer i uterus syne »
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Figur 4. Blastocystimplantation in vitro.
Foto: Lennart Nilsson ur »Ett barn blir
till».

darfor bloclera en immunologiskva
stotningsreaktion.

GM-CSF rgleras & 6strogen men
aven a andra &ktorer framforallt en
faktor som isolerats fran seminalplag
ma. Hos mus stimulerar dennakfor
till en 20-faldig 6kning & GM-CSF i
uterussekretet vid parning [43]. Nyli
gen har denna seminalkponent iden
tifierats som seminalt TGB1 [57]. Ef
tersom seminalplasma inte innehallg
GM-CSF ar det sannolikt att den 6kad
koncentrationen\aintraluminalt GM-
CSF posthitalt beror pa en interaktion
mellan uterus epitelceller och semina
TGF1.

GM-CSF inducerar migration in
vitro av bade monoger och granulog
ter [60]. GM-CSF i uterussekret kar
téankas stimulera makrader och granu
locyter till fagogtos och antigen ned
brytning & seminaladktorer efter par
ning och pa detta séatt leda till maternePGE?2 frisatts frdn humana blasgeter pa& humana yaotrofoblastcellgr antas
hyposensibilisering for paternella anti [69]. att trofoblastcellernasvasion beror pa
gen [61]. Den s k decidualiseringern atromat sekretion & matrixmetalloproteinaser

| in vitro-studier stimuleras blasto dvs 6dembildning och Okadaskular (MMP) och framforallt MMP9 (gelati
cystutveckling och vidhaftning\aGM-  permeabilitet, &r beroendg att intakt nas). Dessa enzymer frisatts som inak
CSF. Detta giller &en humana embry luminalepitel. Bktorer som inducerartiva prekursorer och akgras & andra
on [44]. GM-CSF kan séledes antas ha@eciduareaktion, sonxempelvis olie enzym. MMP digererar endometriets
betydelse dels for lokaltokin—kemo  injektion, trauma och blastgster gor basalmembran octxeacellularmatrix
kinfrisattning samt rekrytering och-re detta enbart vid pé&rkan pa luminal sa att embryot kanvadera endometri
glering & endometriets lewdcytpopu  epitelet. Om stromat utsétts for sammaet. Sekretion\atrofoblast MMP rgle-
lation, dels for dialogen och synkreni stimuli eller om luminalepiteletdégs ras & flera faktorer bland annat irge-
seringen mellan embryot och endonas skr ingen reaktion [70-72]. ner, cytokiner och lokal sygasspan
metriet. Brandringr i den maternella  Cyklooxygenas (C®) 1 och 2 som ning. Trofoblastcellernas wrasion kan
immuniteten i det periimplantatoriskasyntetiserar prostaglandin uttrycks h&mmas in vitro genom tillsaty ane
endometriet kan antas resultera i- tilluterus vid implantationstid. OG1 in- dium fran deciduacellsodling. En nog
stdnd som utehlen implantation, habi duceras a 6strogen och progesterongrann lontroll a7 embryoivasionen

tuell abort och preeklampsi. hammas wa antiprogesteron och -ut tycks ske genom en intrikat balans mel
L _ trycks framforallt i luminalepitelet menlan MMP9 och MMP-hdmmare (sk
Ovriga cytokiner aven i ytliga kortelepitelceller [73, 74]. TIMPSs) [78].

Manga andra gtokiner har ocksa Moss som saknar OQL1 &r fertila [75]
rapporterats spela enrolliolikaser @ medan C3-2 negativa moss ar sterila, Framtida perspektiv
implantationen. T& o/tokiner som &g i forsta hand beroende pa amtation. Mycket arbete aterstar for att klar
nats oméattande studier & CSF-1 octDoforektomerade hormonbehandladkigga de lomplexa ostokinkaskader
IL-1. Nyligen utférda &periment pa mushonor som saknar G har dess som sler i livmodern vid tidpunkten for
genmanipulerade méss har dock visattom stérd implantation och deciduareimplantationen. Det preimplantatoriska

att &en om dessaktorer kan péerka aktion [76]. embryot &poneras for en standigt for
implantationsfrekensen ar de, till skil Uttrycket a PGE2-receptorernaéanderlig, hormonellt igderad gtokin-
nad fran LIF och HB-EGFnte nodén EP2-4 induceras i uterus strax fore tidmiljo under sin &rd genom &ggledare
diga for implantationen [62, 63]. punkten for implantationen.dficentra och uterus. Det &r sannolikt att desga c
tionen & EP2 och EP3 6kar sedan-untokiner spelar en viktig roll for gvédi-

Prostaglandiner der graiditeten. EP2 och EP4 atemis tetsuthllet genom rglering ar makro

Okad karlpermeabilitet &r etvale iluminalepitelet, EP3 och EP4istromafag aktvitet, vidhaftning, forankring
forsta tecknen pd implantation ho®ch EP3 den i myometriet [77]. och irvasion & blastogsten samt ge
mana arter [64]. Genom kaskadmeka nom embryotrad och placentastimule
nismer som imolverar Biktorer som IL- ~ Matrixmetallopr oteinaser rande efiekter.

1, EGF och LIF [8, 65-67] &t en 6k Humana embryon besitter en-in  Framtida arbetedmmer att fokuse
ning a prostaglandin E(PGE):PGF-byggd irvasiv potential och kan uppvi ras pa att uickla odlingsmedier som
kvoten i endometriet som i sin tur karsa implantationsliknande reaktioner p&rbattrar embryots viabilitet och dar
mediera asodilatation och deciduali olika platser utanfor uterus. Baserat pded Okar implantationsfreknsen vid
sering [68]. Det har ocksa visats atiakttagelser gjordaiin vitrox@eriment assisterad befruktning. Nar dedligr
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