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INTRODUCCION

1. Generalidades en Medicina de la Reproduccion

A nivel mundial, el 10% de las parejas son infértiles, estimandose entre 60 y 80
millones las parejas que sufren problemas reproductivos. Aunque la infertilidad “per
se” no implica enfermedad fisica, si produce un detrimento grave de la salud y el
bienestar psiquico y social de esas parejas (Diczfalusy y cols, 1995). En Espana,
aunque no existen estudios epidemioldgicos de infertilidad realizados mediante
encuestas directas, el 15% de las parejas que desean tener un hijo no pueden satisfacer
su deseo reproductor (Vanrell y cols, 1988), lo que implica que en Espaiia se calcula
una incidencia de 600.000 parejas infértiles, presentandose cada afio mas de 3000
nuevos casos. De ese 15% de parejas infértiles, a su vez el 15% padece una
infertilidad de origen desconocido (Peinado y cols, 1996). Muchos de estos casos se

relacionan con fallos de la implantacion embrionaria.

La implantacién embrionaria es la fijaciéon del blastocisto al endometrio
materno. El conocimiento de los factores moleculares implicados en su regulacion es
crucial para comprender los mecanismos que controlan la reproduccion humana. Su
mecénica es aun un enigma, lo que hace que su conocimiento tenga gran interés para
clinicos e investigadores. La mayoria de los datos sobre implantacion embrionaria se
han obtenido a partir del estudio de modelos animales, mayoritariamente en
mamiferos. Sin embargo, pese a las similitudes entre las distintas especies de
mamiferos, el modelo animal es solo parcialmente aplicable a los humanos, debido a

que la implantacion en los humanos es tnica (Bischof, y cols 1997).

En la especie humana se ha descrito que en condiciones naturales, alrededor
del 30% de los embriones consiguen implantarse; es decir, fisiologicamente s6lo 1/3
de los ciclos considerados fértiles acaban en embarazo (Miller y cols, 1980). Las
causas de esta baja tasa de éxito son compartidas entre el embrion (el 30% de los

blastocistos in vivo es morfologicamente andmalo en el momento de la implantacion,
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Herting y cols, 1952) y un defectuoso didlogo entre embrion y el endometrio materno
(el 30% de las pérdidas gestacionales precoces ocurre antes del momento de la
menstruacion, Wilcox y cols, 1988). Este porcentaje de pérdidas es aun mayor en
pacientes sometidas a tratamientos de reproduccion asistida (Simén y cols, 1999).
Paradojicamente, en las técnicas de reproduccion asistida, con los programas de
donacién de ovocitos, donde el ciclo menstrual es sustituido hormonalmente, esa
barrera natural del 30% de éxito se ha superado, alcanzdndose tasas de implantacion
cercanas al 20 % y de gestacion cercanas al 50% (Remohi y cols, 1995). En los
tratamientos de fecundacion in vitro (FIV) las tasas de parto a término por ciclo
comenzado son de un 29.4 %, mientras que el porcentaje de parto a término por
transferencia realizada alcanza el 31.6 % (Society for Assisted Reproductive

Technology, 2003).

Tras la fecundacion del ovocito, el embrion humano contintia su desarrollo y
divisién en la trompa, llegando al utero en estadio de morula entre los dias 4-5 después
de la ovulacion. La implantacion embrionaria no es un hecho puntual, se trata de un
proceso, dividido en dos periodos, y que consta de tres fases consecutivas:

A. periodo pre-implantatorio: fase de aposicion u orientacion del blastocisto
hacia una zona determinada del endometrio, donde, posteriormente, se adherira. Este
periodo implica una preparacion previa del embrion y del endometrio para un contacto
posterior.

B. periodo implantatorio: consta de la fase de adhesion, donde el
trofoectodermo del blastocisto contacta directamente con el epitelio endometrial, y de
la fase de invasion o penetracion del trofoblasto embrionario en el endometrio

materno.

Este modelo de implantacion humana esta regulado, a nivel sistémico
(endocrino), por la presencia y funcionalidad de las hormonas esteroideas y, a nivel
local (autocrino-paracrino), por tres tipos de moléculas: citoquinas, moléculas de
adhesion y proteinas de invasion, que actuan principalmente en las fases de adhesion e

invasion (ver figura 1).
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2. La implantacion embrionaria

2.1. Periodo pre-implantatorio. Fase de aposicion

2.1.1 Preparacion del endometrio

Las hormonas esteroideas desempefian un papel fundamental en la preparacion
del endometrio para la implantacion. Ademds, moléculas biorreguladas por estas
hormonas, principalmente citoquinas, actian a nivel autocrino-paracrino. Durante la
fase folicular, el endometrio, sometido a la accion de los estrogenos, prolifera y crece.
Tras la ovulacion, la secrecion de progesterona va a producir importantes cambios en
la morfologia y funcion endometrial. Los cambios morfoldgicos clasicos en el
endometrio secretor que han sido descritos son: disminucion progresiva de la mitosis,
aparicion de vacuolas basales ricas en glucogeno en el epitelio endometrial, edema en

el estroma y reaccion decidual e infiltracion leucocitaria, entre otros.

Tradicionalmente se habia considerado el endometrio como la parte pasiva del
proceso de implantacion. Sin embargo, el endometrio es un tejido regulado
hormonalmente que participa activamente en la implantacion embrionaria. Estd

formado por cuatro componentes basicos: epitelio endometrial luminal y glandular,

estroma y vasos.

El epitelio endometrial (EE) consiste en una monocapa de células cuboidales
polarizadas que tapizan el interior del utero. Esta monocapa, como el resto de las
mucosas que actian como barreras en el tracto reproductor, debe proporcionar
proteccion contra los patogenos que logran acceder hasta la cavidad endometrial, pero
también debe permitir y facilitar la implantaciéon embrionaria. El EE esta regulado de
forma especial por las hormonas esteroideas que inducen cambios morfologicos y
bioquimicos ciclicos que ayudan a mantener un microambiente adecuado para el
desarrollo del embrion pre-implantatorio. Su funcién en este proceso es basica, ya
que controla el impacto del embrién sobre el estroma y los vasos endometriales,
actuando como primer contacto mediador del didlogo entre el embridon implantatorio y

su lecho endometrial. El EE transforma en respuestas autocrino-paracrinas los
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estimulos hormonales. En esta respuesta estan implicadas moléculas como citoquinas,

factores de crecimiento y moléculas de adhesion, producidas de forma local.

El endometrio humano también contiene células del sistema inmunoldgico que
pueden ser relevantes para la funcion reproductora. Su respuesta se ha relacionado
con la regulacion de la respuesta inmune local en la implantacion. La poblacion
leucocitaria encontrada en un endometrio normal suele ocupar un 10-15% del estroma,
incrementandose hasta un 20-25% en la fase secretora tardia y premenstrual (Bulmer y
cols, 1985). La mayor parte de la poblacion la componen los linfocitos T y
macroéfagos. Los linfocitos T y los macréfagos se distribuyen de forma difusa por el
estroma y también formando agregados periglandulares; la poblacion citotoxica se
encuentra predominantemente en los noédulos estromales (Kamat y cols, 1986). Las
NK, o células asesinas naturales, se hallan principalmente en el estroma y en el interior

de los foliculos linfoides.

Durante la implantacion, la infiltracion de leucocitos en la decidua esta
formada principalmente por macrofagos y linfocitos T (Bulmer y cols, 1988). Sin
embargo, en roedores, los leucocitos que intervienen son granulocitos y macrofagos
(De y cols, 1991). La regulacion del reclutamiento de leucocitos en el utero durante la
implantacion podria estar dirigida por las células del epitelio endometrial. Estas
producirian una bateria de quimoquinas con un patrén temporal definido por los

esteroides ovaricos E2 y P y también por factores seminales (Robertson y cols, 1996a).

Todos estos descubrimientos sugieren que hay una liberacion de quimoquinas
como IL-8 RANTES, MCP-1 y GM-CSF en el periodo pre-implantatorio,
quimoquinas producidas por las células del epitelio endometrial en respuesta a las
hormonas esteroideas y otros mediadores, que contribuirian al inicio de Ia

implantacion.

2.1.2 Receptividad endometrial

La receptividad endometrial delimita un periodo de tiempo del ciclo menstrual
conocido como “ventana de implantacion”, en el que, de forma exclusiva, es posible la

adhesion del blastocisto al endometrio. Durante este periodo, en la membrana
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plasmatica de las células endometriales epiteliales (CEE) se producen cambios
morfoldgicos, bioquimicos y génicos conocidos como “transformacion de la
membrana plasmatica” (Murphy y cols, 1995). Estos cambios estructurales incluyen
modificaciones de la membrana plasmatica (Murphy, 2000) y el citoesqueleto (Thie y
cols, 1995). La zona apical de la membrana plasmatica desarrolla propiedades
adhesivas, aparecen microvillis largos que se trasforman poco a poco en proyecciones

aplanadas. (Murphy, 2000)

La remodelacion del tejido epitelial requiere la participacion del citoesqueleto y
en concreto la familia de la ezrina en la regulacion de la polaridad para pasar de un
fenotipo no receptivo a uno receptivo. Estos cambios ocurren junto con cambios en el

compartimento estromal (Irwin y cols, 1989) y la vasculatura endometrial.

En el lugar de implantacion, la membrana plasmatica del epitelio luminal es la
estructura materna que primero contacta con el embrion y define el limite que éste
debe atravesar para poder acomodarse en el tejido uterino. La expresion de diferentes
componentes moleculares en las CEE determina la identidad y funcién de la

membrana plasmatica.

Marcadores morfologicos de receptividad endometrial

En el periodo pre-implantatorio se produce un aplanamiento de las CEE y una
reduccion en la longitud de microvillis en el momento de la implantacion. Martel y
cols, en 1981, observaron la presencia de proyecciones ectopldsmicas, denominadas
pindpodos, como marcadores morfologicos del inicio de la ventana de implantacion
humana. A pesar de desconocerse su funcidon real, parecen ser inducidos por la
endocitosis de liquido endometrial por parte de las células epiteliales luminales y se
consideran unos marcadores morfologicos del periodo de receptividad uterino (Nikas y

cols, 1999).
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Marcadores bioquimicos de receptividad endometrial

Se han estudiado ampliamente las integrinas (Lessey y cols, 1992) como
marcadores bioquimicos de receptividad endometrial. Las integrinas son una familia
de receptores de moléculas de adhesion celular que median la adhesion a la matriz
extra celular (MEC) (Hynes, 1992). Los ligandos de la MEC, cuando se unen a las
integrinas, inducen la agrupacion de otras integrinas adyacentes de forma cooperativa.
Esta agrupacion de receptores y la union del ligando son aspectos criticos para que se
produzca la activacion de las sefiales intracelulares mediadas por integrinas (Miyamato
v cols, 1995). De este modo, la agrupacién conduce a la formacion de unos complejos
conocidos como adhesiones focales, donde integrinas se unen a proteinas del
citoesqueleto intracelular y filamentos de actina, continuando asi con la transduccion

de senales (ver figura 2)

Lessey y Castelbaum, 1995 han investigado la regulacion de la expresion de
integrinas en CEE. Estos autores consideran la B3, a4, y o; como marcadores
potenciales de receptividad uterina, aunque otros autores no han podido replicar estos
resultados (Creus y cols, 1998). El uso de estos marcadores de receptividad uterina
han sido muy controvertido en los ultimos afios (Murphy y cols, 2000; Creus y cols,

2003) y se ha ido abandonando como marcador morfolédgico.

Por otro lado, en experimentos in vitro, se ha demostrado una regulacion
positiva y selectiva embrionaria de la integrina B3 en CEE. El sistema embrionario de

la IL-1 parece estar implicado en esta regulacion (Simén y cols, 1997a).

Kumar y cols realizaron estudios de cribaje (“screening”) de expresion génica
durante el periodo pre-implantatorio y han descrito la induccion por la progesterona,
en el periodo pre-implantatorio, del gen de la calcitonina. Estos autores postulan que
la deteccion de la calcitonina podria ser un marcador bioquimico idoneo de

receptividad uterina (Kumar y cols, 1998).

Otros marcadores propuestos han sido LIF (Leucemia inhibitor factor), COX-2
(Ciclooxigenase 2) y la IL-1 (Interlequina 1). Los ratones con inactivacion génica del

COX-2 (Davis y cols, 1999) y del LIF (Stewart, 1992) tienen una alteracion del
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mecanismo de implantacion embrionaria. El bloqueo del receptor tipo I de la IL-1 por
su antagonista natural (IL-1R tI) previene la implantacion en los ratones (Simén y cols,
1994a). Otros genes implicados en la receptividad endometrial son HB-EGF (Heparan
binding EGF like growth factor), lactoferrina o el gen momeobox10 (HOX10). En
ratones, la expresion de HB-EGF aparece restringida al sitio de implantacion (Das y
cols, 1994). HOX10 es esencial para la implantacion en el raton y para la expresion
espacial/temporal en el endometrio humano, sugiriendo un papel en la receptividad

endometrial (Taylor y cols, 1999).

Marcadores génicos de receptividad endometrial y nuevas tecnologias

Pese a los numerosos avances en el descubrimiento de nuevos marcadores
bioquimicos, se precisa una perspectiva global de la regulacion génica de la
receptividad endometrial para comprender mejor este complicado proceso. Recientes
avances en la biologia molecular asi como en el conocimiento del genoma humano,

nos han llevado a reconsiderar este proceso desde este punto de vista.

Mediante la nueva tecnologia de hibridacion multiple, mas conocida como
“array”, es posible realizar comparaciones de hasta 12.000 genes en un solo
experimento, lo que permite un vision mucho mas global de los genes regulados al
alza o a la baja en una determinada situacion. Dependiendo del niimero de genes

estudiados en cada caso se denominan “macro” o “micro array”.

Con los “macroarrays” se pueden estudiar simultdneamente hasta unos 500
genes relacionados con algin campo de investigacion, como la apoptosis, cancer,
neogénesis, implantacion, etc, mientras que con los “microarrays” se puede llegar a
analizar de una forma mucho mdas global alrededor de 10.000 a 40.000 genes
simultaneamente. En el Gltimo afio se han publicado al menos 4 trabajos que exploran
el patron de expresion génica del endometrio receptivo comparado con el estadio pre-

receptivo y no receptivo.

La receptividad endometrial, como ya hemos visto, se caracteriza por dos

hechos principales: primero, que ocurre en un momento determinado de tiempo, en el
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cual el tejido endometrial adquiere una caracteristica funcional transitoria bien

definida y, segundo, por la capacidad de adherir un blastocisto.

En este trabajo hemos analizado mas de 375 genes utilizando la tecnologia de
“macroarray” para caracterizar la expresion de quimoquinas, citoquinas, factores de
crecimiento y sus receptores, tanto en un endometrio receptivo como en uno pre-
receptivo, asi como en dos lineas celulares derivadas de células epiteliales, como ya

veremos mas adelante.

Otros autores han investigado la receptividad endometrial utilizando el analisis
global mediante “microarrays”, con 12.000 genes estudiados (AFFIMETRRIX).
Mediante estos experimentos, Kao y cols han descrito mas de 150 genes regulados al
alza y 350 regulados a la baja. Entre los genes regulados al alza se encuentran
proteinas de trasporte de lipidos (apolipoproteina E ; ApoE), proteinas sintetizadoras
de protaglandinas (PLA2), sintesis de proteoglicanos (gluroniltrasferasa), proteinas
secretadas como la glicodelina o PP14, proteinas de union a IGF, proteinas
relacionadas con la familia TGF-beta, proteinas de transduccion de senal,
componentes de la matriz extracelular (osteopontina, laminina), numerosos
moduladores de inmunidad, genes detoxificadores (metalotioninas) y muchos otros

(Kao y cols, 2002).

Entre los genes regulados a la baja en el endometrio receptivo se encuentran,
entre otros, factores de transcripcion relacionados con la familia de TGF-beta,
moduladores de la inmunidad (subunidades del MHC II) y miembros de la familia de

receptores acoplados a proteina G (FrpHE).

Otro reciente trabajo basado en la tecnologia de “microarray” compara las
fases lutea temprana (pre-receptiva) y media lutea (receptiva). En este trabajo se
describen al menos 370 genes regulados a la baja en distintas medidas, mientras que
aproximadamente 320 se encontraron regulados al alza. Entre los genes mas
destacables se encuentran algunos de los ya descritos en el anterior trabajo, pero se
incluyen algunos nuevos como receptores de superficie celular, proteinas de adhesion
a matriz extracelular y factores de crecimiento. (Carson y cols, 2002). Asimismo,

Borthwick y cols, usando un “microarray” de mas de 60.00 oligonucleotidos,
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describen 149 transcritos, diferencialmente expresados entre endometrios

proliferativos y secretores.

Un ultimo trabajo recién publicado con el mismo disefio ha encontrado en 5
pacientes estudiadas mas de 170 genes regulados al alza, pero tan solo 60 regulados a
la baja (Riesewijk y cols, 2003). Algunos de esos genes coinciden con el resto de
trabajos como la glicodelina, osteopontina, IGFBP-3 o la integrina alpha3, pero
algunos genes no habian sido descritos todavia, como la glutation peroxidasa 3 (GPx-
3), claudina 4, o el transportador de alta afinidad de glutamato epitelial (SLC1A1). Se
han realizado tablas comparativas de los diferentes trabajos para intentar alcanzar un

consenso entre todos los estudios realizados. (Riesewijk y cols, 2003)

Se han completado otros estudios en el mismo sentido en otros organismos,
como el raton (Reese y cols, 2001; Yoshioka y cols, 2000), denotando numerosas
diferencias en los patrones de expresion de receptividad endometrial entre los dos
organismos. En este tipo de estudios, algunos de los genes utilizados como
marcadores bioquimicos clasicos de la implantacion ya citados, como LIF y COX-2,
no se han detectado en el organismo humano ni en el raton, por lo que poco a poco se
estan abandonando estas aproximaciones gen a gen y se estd buscando aproximaciones
mas globales que aporten una cantidad de informacién mucho mayor a la comunidad

cientifica.
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Figura 2: Estructura de la interaccion matriz extracelular-célula.

Las integrinas de la membrana plasmatica unidas a la Matriz extracelular
(MEC) se unen en la cara citoplasmatica a un complejo de proteinas
citoesqueléticas, como son a-actina, vinculina, talina que las unen a
filamentos de actina. Para la construccion de los complejos de
sefializacion, la quinasa asociada a las adhesiones focales (FAK) debe

interaccionar con la cola citoplasmatica de la subunidad-f3.
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2.1.3 Blastocisto y fase de aposicion

La salida del embrion de la zona pelucida (ZP), o “eclosion”, es un requisito
necesario para la implantacion. Es conocido que el embrion es capaz de salir de la
zona pelucida in vitro o fuera del endometrio en lugares ectopicos, indicando que no
necesita la interacciéon con el endometrio para este proceso. Sin embargo, cabe
destacar que en condiciones in vitro o fuera del endometrio, la salida de la zona
pelucida se retrasa al menos 1 dia en comparacién con las condiciones intrautero. Esta
rotura no implica capacidad de adhesion instantdnea, sino que debe ser adquirida en un

periodo que oscila entre minutos y horas.

Fase de aposicion

La fase de aposicion u orientacion es la menos estudiada y tiene lugar entre los
dias 5 6 6 postovulatorios cuando el blastocisto tiene un tamafio aproximado de 300-
400 pum de diametro. El blastocisto humano permanece libre en el lumen uterino, que
se ha estrechado, haciéndose practicamente virtual. EIl blastocisto se posiciona
habitualmente en una zona determinada del ttero que depende de la especie; en
humanos es el fundus uterino tercio superior, en su cara posterior. Esto es importante,
porque va a determinar la localizacion de la placenta. El disco embrionario (masa
celular interna), que dard origen al embridon propiamente dicho, se sitlia en un lugar
especifico también segin la especie. En el caso del hombre se halla en la zona donde

se va a desarrollar el trofoblasto invasor, al contrario que en el raton.
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2.2. Periodo implantatorio

2.2.1. La fase de adhesion

En el proceso de la implantacion, la fase de adhesion es el resultado de los
cambios moleculares en la superficie del trofoblasto y del endometrio. Es
particularmente interesante porque estdn implicadas la adhesion de células de dos
origenes distintos y, especificamente, las superficies apicales de éstas (Enders y cols,
1994). Esta adhesion podria estar mediada por la induccion esteroidea (Aplin, 1997)
y/o embrionaria (Simoén y cols, 1998b) de una o mas moléculas de adhesion en la

superficie celular del epitelio luminal durante la ventana de implantacion.

El estudio de la relacion entre el sistema inmune y el sistema reproductor ha
permitido demostrar la funcion de determinadas citoquinas, factores de crecimiento y
moléculas de adhesion en los 6rganos del tracto reproductor, como es el caso de la IL-
1, presente en ovario (Simén y cols, 1994b) y endometrio (Hall y cols, 1998). En
concreto, el endometrio y otros 6rganos del sistema reproductor contienen células del
sistema inmune que pueden desempefiar papeles especificos en la funcion

reproductora.

En cuanto a las moléculas y mediadores que participan en la implantacion
embrionaria, existe una serie de moléculas de accion local (autocrino-paracrino) como
las citoquinas, LIF, CSF-a y en especial el sistema de la IL-1, las integrinas y las
proteasas (revisado por Simén y cols, 1996). Este modelo esta centrado en las
interacciones a nivel molecular entre el embrion y el endometrio materno (Simén y
cols, 1998b). Es un modelo dindmico que va evolucionando a medida que se hacen
nuevos descubrimientos y se va teniendo mas informacién sobre la funcionalidad de

los factores implicados

Por otro lado, las moléculas de adhesion implicadas en la adhesion célula-
célula y en la adhesion célula-MEC son cruciales para la adhesion del blastocisto al
endometrio materno. Asi pues, estas primeras interacciones que comentabamos
anteriormente podrian venir seguidas de eventos de adhesion mediados por integrinas

y caderinas. La presencia de integrinas ha sido descrita tanto en las células epiteliales
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endometriales (Lessey y cols, 1994), como en el embrion (Campbell y cols, 1995).
Estas moléculas son proteinas esenciales para la correcta morfogénesis y el

mantenimiento de la integridad en organismos multicelulares.

En conjunto, toda esta informacidon parece indicar que entre las moléculas de
adhesion mas relevantes en el proceso de implantacion se encuentran las integrinas
implicadas en la fase de adhesion, como, por ejemplo, la integrina 33, cuya expresion
se ve reducida en mujeres infértiles (Lessey y cols, 1994; Gonzalez y cols, 1999).
Ademas, como posteriormente profundizaremos, el blastocisto es capaz de aumentar
selectivamente la expresion de esta molécula a través del sistema de la IL-1 (Simén y
cols, 1994c). No solo las integrinas intervienen en el proceso, sino que la expresion de
las cadherinas también ha sido descrita en el epitelio endometrial y en el trofoblasto

(MacMalman y cols, 1996; Genbachev y cols, 2003).

2.2.2. Fase de invasion

El siguiente paso en el proceso de implantacion es la penetracion del
blastocisto a través del epitelio endometrial y la invasion del estroma por parte del
trofoblasto. Es la llamada fase de invasion, que tiene lugar ocho dias después de la
fecundacion. El blastocisto se embebe en el estroma y el sitio de entrada en el epitelio
es rapidamente cubierto por fibrina, sobre la cual las células epiteliales crecen de
nuevo. Para las especies con implantacion invasiva, la membrana basal es la primera
barrera que debe ser atravesada por el blastocisto. Después el trofoblasto invadira el
compartimento estromatico, llegando hasta los capilares maternos para su
alimentacion. Es necesario un control exhaustivo de este proceso para prevenir
posibles invasiones patologicas, como ocurre en los casos de placenta acreta o en la

preeclampsia (Zhou y cols, 1993).

El control de este proceso invasivo es mediado por diversas proteasas que
degradan MEC, entre ellas las serinproteasas, metaloproteasas y colagenasas
(Alexander y cols, 1991). Otras moléculas de vital importancia en este proceso son las

moléculas de adhesion como las integrinas, selectinas, etc.
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Entre las serinproteasas mas relevantes en este proceso nos encontramos con
los Activadores del Plasmindgeno Uroquinasa (uAP) y de tejido (tAP), que catalizan
la conversion del plasmindgeno a plasmina, con una amplia actividad proteolitica

capaz de degradar directamente la matriz celular.

Durante la invasion, las células trofoblasticas poseen propiedades migratorias e
invasivas que han sido relacionadas con su actividad AP. El citotrofoblasto humano
produce uAP y su secrecion se ve aumentada por el AMPc. La expresion de estos
receptores en el trofoblasto puede representar un posible mecanismo que facilite la
remodelacion de la vasculatura uterina y el desarrollo de la placenta (Zini y cols,

1991).

Por lo que sabemos, la invasion del trofoblasto es un mecanismo
autocontrolado. Hasta hoy se han propuesto dos posibles mecanismos. El primer
mecanismo se basa en el hecho de que la gonadotropina coridonica humana (HCG)
disminuye la actividad proteasa in vitro de una manera dosis-dependiente por
competicion directa con la actividad uroquinasa, reduciendo también la invasividad
del trofoblasto, sin afectar la adhesividad del mismo a la membrana basal. Es
interesante destacar que ain a elevadas concentraciones de HCG, la invasion del
trofoblasto no se inhibe completamente, indicando que existen otros tipos de

regulacion en este proceso.

Un segundo mecanismo, propuesto por Graham y Lala en 1991, est4 basado en
que la invasividad del trofoblasto estd inhibida al afiadir medio condicionado de
células deciduales in vitro. La extrapolacion de estos datos a los sucesos ocurridos en
el periodo pre-implantatorio sugiere que, bajo un control con progesterona, el IAP-1
derivado de células deciduales puede restringir la invasion del blastocisto en el
estroma por la inhibicion de la actividad uAP asociada al trofoblasto (Shatz y cols,

1995).

Las metaloproteinasas de matriz (MMPs) son una familia de endopeptidasas
dependientes de Zinc que poseen actividad proteolitica contra muchos de los
componentes de la MEC. Son secretadas como proenzimas inactivas y se activan tras

cortar una region de su zona amino terminal. De acuerdo a su especificidad de
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sustrato, se distinguen tres grupos: colagenasas, gelatinasas y estromalisinas. El papel
de la colagenasa tipo IV es crucial en el proceso de implantacion e invasion del
trofoblasto. El blastocisto que se implanta penetra en el epitelio hasta llegar a la
membrana basal. El colageno tipo IV es el componente principal de esta membrana y
debe ser disgregado para proseguir con la invasion. /n vitro, la secrecion de colagenasa
tipo IV se halla relacionada con el proceso de implantacion, sugiriendo que sus
propiedades invasivas son responsables de la habilidad del embrion para atravesar la
membrana basal uterina. El coldgeno tipo IV es, ademds, una de las estructuras
principales de la matriz extracelular uterina en la interfase maternofetal (Emonard y

cols, 1990).

El proceso de invasion se caracteriza por el cambio a fenotipo invasivo
mediante la expresion de integrinas del trofoblasto y posiblemente de la decidua. El
trofoblasto extravelloso despolariza la integrina as B4 (receptor de laminina) y
comienza a migrar y secretar proteasas para digerir la MEC (Bischof y cols, 1997).
Una vez el blastocisto ha atravesado la membrana basal, la migracion del trofoblasto
invasivo de primer trimestre necesita, al menos in vitro, una expresion de integrinas os
y B1. Esta migracion se encuentra estimulada por el Factor de Crecimiento similar a
Insulina II (IGF-II) y por la Proteina de union al Factor de Crecimiento similar a
Insulina I (IGFBP-I) y puede ser inhibida por el Factor de Crecimiento Transformante

B (TGF-B) (Irving y cols, 1995).

Bischof y cols. en 1995 demostraron que el citotrofoblasto extravelloso con
capacidad invasiva (secrecion elevada de gelatinasas y secrecion reducida de
fibronectina) expresa mayoritariamente la subunidad os y que, cuando se activa la
expresion de la subunidad as, el comportamiento invasivo cesa, acompafiado de una

reduccion en la secrecion de gelatinasas y una elevada secrecion de fibronectina.

Otro tipo de moléculas importantes en el proceso de invasion, y, en general en
toda la implantacion, son las citoquinas. Estas proteinas estan en relacion directa con
las proteinas invasivas citadas en este apartado, que, a su vez, se encuentran reguladas

por hormonas.
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La progesterona parece ser una de las hormonas que mayor control ejerce sobre
las moléculas de adhesion en el endometrio humano, especialmente sobre las
integrinas. Citoquinas y factores de crecimiento también presentan una regulacion
sobre estas moléculas de adhesion (ver figura 3); por ejemplo, IL-1f3 parece modular la
expresion de la subunidad ; y sus subunidades o asociadas en células MG-63 de
osteosarcoma humano. IL-1p también aumenta los niveles de ARNm de o, as y o,
mientras que disminuye los de o. IL-1 junto con TNF-a controlan la expresion del
heterodimero a;f;. En células endoteliales humanas, IL-13 modula la expresion del
complejo aef; e IL-1p junto con TNF-a, mientras que el IFNy (Interferén y) induce la

expresion de ICAM-1, Selectina-E y VCAM proteina y ARNm.

El TGFp-1 es el principal candidato para regular la invasividad del trofoblasto.
Se expresa en la decidua humana, es capaz de estimular la expresion de TIMP-1 en
fibroblastos y se ha demostrado su capacidad para inhibir la estromalisina. Sin
embargo, animales transgénicos deficientes para el gen TGFB-1 son capaces de

implantarse sin ningn problema.
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Figura 3: Representacion esquematica de la interaccion citoquinas-

control endocrino durante la implantacion
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3. Inmunologia de la reproduccion

Los primeros descubrimientos de la interrelacion entre el sistema reproductor y
el sistema inmunolégico comenzaron en 1898, cuando Calzoralli observé que el timo
de los conejos castrados antes de la madurez sexual era mas grande que el de los
controles no castrados. La interaccion entre ambos sistemas esta apoyada en una serie
de descubrimientos clave realizados durante los ultimos 25 afios. Entre ellos cabe
destacar: en los humanos, la gonadectomia y reemplazamiento con hormonas
esteroideas produce alteraciones en la liberacion de citoquinas (Grossman, 1985).
Los linfocitos humanos producen hormona foliculo estimulante (FSH), hormona
luteinizante (LH) y gonadotrofina corionica humana (hCG), tanto bioactiva como
inmunorreactiva. En los linfocitos de cerdo estan presentes los receptores para la
hormona liberadora de LH (GnRH), lo que pudiera sugerir su implicacion en la

liberacion de gonadotropinas (Grossman, 1985; Standaert y cols, 1992).

El endometrio tiene una poblacion importante de células del sistema inmune
que son necesarias para la funcion reproductora. En concreto, su presencia se ha
relacionado con la regulacion de la respuesta inmune local y con la implantacion. Para
situar este trabajo dentro del contexto inmunoldgico, puesto que las quimoquinas
actian como mediadores de la respuesta inmune, a continuacién se mencionaran

brevemente unos conceptos generales de inmunologia.

3.1 Sistema Inmune. Conceptos generales

El sistema inmune constituye en los mamiferos un mecanismo adaptado de
defensa, capaz de protegerlo de la invasion de organismos infecciosos, de sus
productos toxicos y de células anémalas. Para ello se han desarrollado una serie de
mecanismos de localizacion de células extrafias, virus y macromoléculas, para
neutralizarlos y poder eliminarlos del organismo. Dentro de este sistema de vigilancia
hay dos categorias: la inmunidad natural, mediada por células que responden
inespecificamente, y la inmunidad adquirida, mediada por linfocitos capaces de

sintetizar receptores de superficie o de secretar proteinas especificas (anticuerpos) que
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se unen a las moléculas extrafias, respetando al mismo tiempo las moléculas del propio
organismo (tolerancia). La respuesta adquirida se puede dividir en dos clases: la
humoral, que resulta de la generacion de anticuerpos, y la celular, que supone la
generacion de células citotoxicas encargadas de provocar la lisis celular de las células

extrafias o propias infectadas por agentes externos.

Todas las células del sistema inmunitario proceden de células primordiales
pluriponteciales a través de dos lineas principales de diferenciacion:

a) La linea linfoide, que da lugar a la formacion de los linfocitos.

b) La linea mieloide, que conduce a la formacién de fagocitos (monocitos y

granulocitos polimorfonucleares) y de otras células.

Los linfocitos constituyen aproximadamente el 20% del total de los leucocitos.
Cada uno de estos linfocitos es capaz de reconocer un Unico antigeno, debido a que
todos los receptores antigénicos de un mismo linfocito son idénticos. Existen dos tipos

principales de linfocitos: By T.

Linfocitos B

Se desarrollan en la médula dsea o en el higado fetal, y pueden diferenciarse en
células plasmaticas productoras de anticuerpos. Reconocen el antigeno mediante las
inmunoglobulinas de la superficie. Para dar lugar a una respuesta de produccion de
anticuerpos precisan del antigeno y, generalmente, de la ayuda de las células T
colaboradoras, aunque existen antigenos que generan respuesta inmune independiente
de linfocitos T. Las células B activadas por el antigeno proliferan y maduran bajo la
influencia de las células T y se diferencian finalmente en las células plasmaticas

productoras de anticuerpos.

Linfocitos T

Se desarrollan en el timo y llevan a cabo diferentes funciones: ayudan a los
linfocitos B a fabricar anticuerpos, matan células infectadas por virus, y estimulan la
actividad microbicida y citotoxica de otras células efectoras (macrofagos) (Van

Ewick,1991). Para poder llevar a cabo todas estas funciones es necesaria la
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transmision de sefiales entre las diversas células, y ésta se realiza mediante contacto
directo o a través de factores solubles, como son las citoquinas (Mossman y Coffman,
1989, Powrie y Coffman 1993). Funcionalmente, los linfocitos T pueden dividirse en

colaboradores (helper) y citotoxicos.

Células asesinas naturales (NK)

Se encuentran en el endometrio en elevado ntimero (20% de las células
inmunes endometriales), estan localizadas principalmente en el estroma y en el interior
de los foliculos linfoides e intervienen en la mayor parte de los procesos
reproductores. Son células que derivan de los linfocitos granulares grandes (LGL),
pero, a diferencia de éstos no expresan receptores antigénicos o inmunoglobulinas en
su superficie. La poblacion celular es muy heterogénea, teniendo en cuenta su
morfologia y marcadores superficiales. Las NK tienen como células diana ciertas
c¢lulas malignas, asi como células infectadas por virus tanto in vivo como in vitro

(Kissling y col, 1975; Trinchieri, 1989).

Cuando el sistema inmune encuentra por primera vez un antigeno, hay
relativamente pocos linfocitos con el correspondiente receptor capaces de llevar a cabo
una respuesta inmune. Pero, durante la primera respuesta, la poblacion respondedora
sufre una expansién y desarrollo que permite, en un segundo reconocimiento
antigénico, la presencia de una poblacion celular mayor capaz de reconocerlo y que,
ademas, estd mas diferenciada, lo que explica que la respuesta secundaria sea mucho
mas rapida y efectiva. A su vez, los linfocitos estimulados por el antigeno podran
diferenciarse completamente en células efectoras o bien podran pasar a formar parte de
un grupo celular expandido (células memoria) que intervendra en la respuesta

secundaria sobre el mismo antigeno.

Como las células B, los linfocitos T también reconocen el antigeno utilizando
un receptor que se genera por un proceso de recombinacion a partir de un juego de
genes de la linea germinal, produciendo asi una gran diversidad de receptores. A
diferencia de los linfocitos B, los T no reconocen los antigenos aislados, sino
asociados a las moléculas codificadas por el complejo principal de

histocompatibilidad.
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El complejo principal de histocompatibilidad se divide en dos clases: clase I,
presente en todas las células nucleadas del organismo, y las moléculas de clase II,
presentes s6lo en la superficie de determinadas células presentadoras de antigeno. En
el hombre se denomina HLA-DP, DG y DR (Banchereau y Rousset, 1992). La
mayoria de las células T colaboradoras reconocen un fragmento del antigeno asociado
a moléculas de la clase II, mientras que las células T citotoxicas reconocen una

combinacion de las moléculas de clase I més fragmento del antigeno.

Las células capaces de presentar el antigeno a los linfocitos en forma
inmunogénica se denominan colectivamente células presentadoras de antigeno e
incluyen una gran variedad de células, como las células de Langerhans, los

macrofagos y los monocitos.

Monocitos-Macrofagos

Los macréfagos son por excelencia las células presentadoras de antigenos a los
linfocitos T helper. Se originan en la médula 6sea, gracias a la intervencion del factor
estimulador de colonias (CSF) (Sief, 1987). Los monocitos, al salir de la médula 6sea,
circulan por el torrente sanguineo, donde permanecen 24 horas, tras las cuales
abandonan los vasos y pasan a los tejidos, donde se convierten en macrofagos. Al
penetrar en los tejidos, donde permanecen 60 6 mas dias, algunos de los monocitos se
convierten en células fagocitarias. De acuerdo con su morfologia y el sitio en el que se
localizan, reciben nombres diferentes, tienen funciones distintas, asi como procesos
metabolicos especializados. En los tejidos los macréfagos se inmovilizan adhiriéndose
a la red intercelular formada por membranas, fibras de colageno, proteoglicanos, etc

(Jonhson 1988).

Las funciones de los macréfagos son muchas y muy variadas: participan de
forma activa en el proceso de inflamacidn, tienen un papel activo en la respuesta
inmune y, ademads, intervienen en la remodelacion de los tejidos, cicatrizacion de
heridas, destruccion y remodelacion de tejidos envejecidos, regulacion de mecanismos

de trombosis y regulacion del metabolismo de los lipidos.
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Presentan, ademas, una amplia funcion secretora. Se han descrito mas de 100
sustancias diferentes secretadas por los macrofagos, entre ellas: enzimas proteoliticas
(colagenasa, elastasa, lisozima), hidrolasas acidas (ribonucleasas, fosfatasas, lipasas),
lipidos bioactivos (tromboxano, leucotrienos, PGE2) inhibidores de enzimas
(inhibidores de plasmina 2 microglobulina) componentes del complemento, proteinas
de ligacion (fibronectina), citoquinas y quimoquinas. Muchas de estas moléculas
desempefian un papel fundamental en la implantacion embrionaria, en concreto en la

invasion del embrion en el endometrio materno.

3.2 Mediadores de la respuesta inmune. Cascada inmunolégica

Las citoquinas son un grupo de polipéptidos producidos, sobre todo, por las
células del sistema monocito-macrofago y linfocitos-T que, ademas de actuar en la
respuesta inmune, estan implicadas en un amplio espectro de funciones biologicas.
Las citoquinas, o glicoproteinas reguladoras, pueden ser virtualmente producidas por
cualquier tipo celular nucleado del organismo. Tienen efectos reguladores sobre las
células hematopoyéticas y otros tipos celulares. Las citoquinas funcionan como
importantes reguladores de la comunicacion celular, con una mision prioritaria en el
crecimiento, desarrollo y reparacion histologica (desarrollo embrionario), en las
reacciones inmunolégicas y en los procesos inflamatorios. Su produccion esta
controlada por un complejo sistema de induccion, donde intervienen e interaccionan
con otros reguladores celulares como hormonas y neuropéptidos (Nicocola, 1994).
Estan presentes tanto en situaciones fisioldgicas, como en gran variedad de patologias
de distinta etiologia (por ejemplo, sindromes autoinmunes tipo artritis reumatoide o

colitis ulcerosa). Por ello, son la base de estudios de nuevas formas terapéuticas.

La activacion de los macréfagos implica un incremento en la capacidad de
destruir los patégenos internalizados, asi como de incrementar la secrecion de
diferentes citoquinas, entre ellas la interleuquina-1, (IL-1), interleuquina-6, (IL-6),
factor de necrosis tumoral, (TNF), interferon-y (INF-1), factor estimulador de colonias

de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de colonias granulocito-macréfago
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(GM-CSF), en respuesta del INF-y liberado por los los linfocitos T helper activados
(Reed y cols, 1987). EIl material procesado por los macréfagos es presentado a los
linfocitos en combinacidon con el complejo principal de histocompatibilidad clase II

(Jonhson, 1988).

Los monocitos y los macrofagos tisulares constituyen la fuente principal de
IL-1. El incremento de la sintesis de la IL-1 contribuye al aumento de la respuesta
inmune. La activacion de las células T y B es, probablemente, la funcion biologica
mas caracteristica de la IL-1, ya que, tanto los linfocitos T, como los B, poseen
receptores para la IL-1. La ocupacién de éstos receptores cuando se activan los
receptores propios del antigeno inducira la proliferacion de ambos tipos de células,

aumentando la respuesta inmunitaria.

La activacion de los linfocitos T en respuesta a un antigeno o a un mitégeno
desencadena tanto la secrecion de la IL-2, como la induccion de la expresion de
receptores para la IL-2 (Smith, 1984), observandose, ademds, que esta respuesta, es
decir, la adquisicion de receptores para la IL-2, se ve incrementada por la estimulacion

sinérgica de la IL-1 y la IL-2 (Ménnel y cols, 1985).

Otra de las acciones mas importantes de la IL-1 consiste en la induccién de la
produccioén de otras citoquinas, como el TNF, por los macrofagos y el endotelio, IL-6

por los fibroblastos y GM-CSF por los linfocitos T.

En el inicio de la proliferacion de los linfocitos T interviene, no solo el
reconocimiento del antigeno y de los determinantes del complejo principal de
histocompatibilidad, sino también las sefiales entre las células presentadoras de

antigenos y los linfocitos T por via de diferentes citoquinas como la IL-1 y el INF-y.

Las citoquinas no sélo son importantes en la respuesta inmune, sino también en
otros procesos fisiologicos incluyendo la reproduccion (Tabibzadeh, 1991). Entre
ellas existe una subfamilia de caracteristcas definidas denominada quimoquinas o
quimiocinas (del inglés “chemokines’), descubiertas hace relativamente poco tiempo.
Son factores con capacidad quimiotictica para determinadas poblaciones de

leucocitos.
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3.3 Quimoquinas y sus receptores

3.3.1 Definicion y clasificacion

Las quimoquinas pertenecen a la familia de las citoquinas y el descubrimiento
de la primera quimoquina con todas sus caracteristicas, data de hace apenas 15 afios
(Rollins y cols, 1997). Se caracterizan porque ademéas de su actividad
autocrina/paracrina, poseen la interesante capacidad de ejercer quimiotaxis sobre
distintos tipos celulares. Son capaces de estimular el reclutamiento de leucocitos
(Oppenheim y cols, 1991), actuando como mediadores secundarios pre-inflamatorios
en el proceso de la inflamacion, inducidos por mediadores pro-inflamatorios primarios
como la IL-1 o el TNF y son reguladas tanto hormonalmente, progesterona (P) (Kelly

y cols, 1994), como por las propias citoquinas (Chia y cols, 1995).

Estas moléculas son polipéptidos de bajo peso molecular (entre 8-10 KDa) con
secuencias de entre 70 y 80 aminodcidos (Nicocola, 1994). Gendmicamente
comparten una estructura similar consistente en 3 exones y 2 intrones. Son factores
solubles que actian tanto a concentraciones elevadas como a concentraciones medias
y su liberacién es facilmente inducible en diversos tejidos. Su peculiaridad mas
importante es su funcionalidad. Atraen a diferentes tipos de células que intervienen en
el proceso inflamatorio, fundamentalmente células blancas, las sacan del torrente
circulatorio y las llevan hacia las zonas afectadas (Del Pozo y cols, 1996). Por ello
tienen una gran relevancia en los procesos de inflamacion, actuando como mediadores
secundarios. En los tltimos afios se estan descubriendo nuevas funciones de estas

moléculas en muchos campos, entre ellos, la reproduccion.

La importancia de esta familia de citoquinas radica en parte, en su relativa
especificidad en el reclutamiento de determinados tipos de leucocitos dependiendo del
estatus fisiologico-patoldgico (Nicocola y cols, 1994). Esto se ha observado en
situaciones fisiologicas, como la menstruacion (Kelly y cols, 1994), o en distintas
patologias ginecologicas como el parto pretérmino, donde intervienen sobre el tejido

endometrial (Dudley y cols, 1995) o en la endometriosis (Khorram y cols, 1993).
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Hasta la fecha se han descrito alrededor de 45 quimoquinas diferentes. Su
nimero crece constantemente debido a un mayor interés de la comunidad cientifica
por el estudio de las citoquinas, asi como al desarrollo de los ensayos de quimiotaxis.
En un corto periodo de tiempo se han descrito y caracterizado un gran nimero de
quimoquinas diferentes. Algunas de ellas ya habian sido caracterizadas de forma

bioquimica, aunque no se habia determinado su actividad quimiotactica (Ver Figura

4).

Tradicionalmente, las quimoquinas se han clasificado en dos subfamilias en
funcion de la posicion de dos de sus residuos de cisteina. Las quimoquinas
pertenecientes a la subfamilia a o C-X-C tienen un aminoacido (aa) situado entre el
2° y el 4° aa, que son los dos residuos de cisteina antes mencionados. Los genes que
las codifican estdn mayoritariamente agrupados en el cromosoma 4 (Luster y cols,
1987, Mukeida y cols, 1989). Generalmente, se considera que los miembros de la
subfamilia C-X-C son quimioatrayentes para neutrofilos (Huber y cols, 1991). Estas
quimoquinas contienen una secuencia en el extremo amino-terminal Glu-Leu-Arg
(ELR), que es esencial para la union a su receptor (Clark-Lewis y cols, 1991, Hébert y

cols, 1991).

Los miembros de la subfamilia B8 6 C-C (Huber y cols, 1991) tienen
adyacentes los dos residuos de cisteina sin aminoacido intercalado. Los genes que
codifican estas quimoquinas se encuentran localizados en el cromosoma 17. Los
miembros de la subfamilia C-C son atrayentes para monocitos, eosinofilos, linfocitos-

T, células NK (Natural Killers) y un pequefio niimero de linfocitos (Carr y cols,

1994).

Existen quimoquinas que difieren de la estructura general de las dos categorias
anteriormente descritas. Una excepcion es la linfotactina, un potente atrayente de
linfocitos T, pero no de monocitos. Aunque su tamafio coincide con la mayoria de
quimoquinas y comparte algunas caracteristicas con las CC, s6lo contiene dos cisteinas
(posicion 2 y 4), se ha colocado esta quimoquina en una tercera clase denominada C,

debido a la cisteina solitaria en el extremo amino-terminal (Kennedy y cols, 1995).
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Otra excepcion es la familia CX;C, denominada fractalquina o neurotactina,
proteina integral de membrana con un dominio de quimoquina como extremo N
terminal (Bazan y cols, 1997). Este dominio se diferencia del resto de quimoquinas por
la presencia de tres aminoacidos entre las dos cisteinas. Como la linfotactina, el gen se

halla situado en un cromosoma distinto.

En los ultimos afios se ha desarrollado una clasificacion sistematica que ha
renombrado todas las quimoquinas descubiertas hasta el momento. Esta nueva
clasificacion denomina a todas las quimoquinas CCL o CXCL dependiendo de a qué
familia pertenezca. Asi la nomenclatura sistematica para IL-8 seria CXCLS8, mientras
que RANTES seria CCL5, MCP-1 ahora se llamaria CCL2 y SDF-1 se denominaria
CXCL12 (ver figura 4)

Estas moléculas realizan su accion mediante la union a receptores especificos.
Los receptores de estas quimoquinas pertenecen a la superfamilia de las proteinas de
membrana. Como ya se ha mencionado, su union, y con ello, su actividad bioldgica,
estd relacionada con una secuencia tripeptidica ELR (glutamato-leucina-arginina) (del
Pozo y cols, 1995). Los receptores tienen 7 dominios transmembrana que se unen a
proteinas G por un dominio extracelular y un dominio citoplasmatico (Murphy, 1994)

(ver figura 5).

Debido a esta estructura caracteristica estos receptores se engloban dentro de
las proteinas de unién a proteina G (GPCRs). La principal funcién de dichos

receptores es la de trasmitir informacion del exterior celular al interior de la célula.

Estos receptores comparten multiples caracteristicas, teniendo entre ellos al
menos un 20 % de homologia. Muchas de sus estructuras se han determinado a partir
de la clonacion de sus ADNc, como el receptor para la IL-8 tipo A (IL-8RA 6 CXCR1),
IL-8RB (CXCR?2), el receptor MIP-10/RANTES y el receptor MCP-1 (Van Damme y
cols, 1992, Sozzani y cols, 1994, Wang y cols, 1993). Algunos de los agonistas se unen
a sus respectivos ligandos con afinidad elevada, como el receptor IL-8RA o CXCRI
(Lee y cols, 1992), pero existen otros receptores que no tienen una especificidad tan

elevada, como IL-8RB o CXCR2 al que se uniran la mayor parte de las quimoquinas de
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Quimoquina

Receptor Nombre Clasificacion
Quimoquinas comun sistematica
LB CXCL8
= CXCAT GCP-2 CXCLB
E;E% CHCLT
CXCLS
Gro-o CXCLA
Gro-p CXCL2
I%f%f CXCL3
- cL10
ey V7 S -
—_ I-TAC CXCL11
SDF-1 CXCL12
CXCR5 BCA-1 CXCL13
CXCL16
RANTES CCL5
-GGH1 MIP-1¢x CCL3
MCP-3 CCL7
—_ MCP-1 CCL2
| CCR2 MCP-2 CCL8
MCP-4 CCL13
Eotaxin CCL11
TARC CCL17
 CCR4 _ MDC CCL22
[ CCR5 MIP-1pB CoL4
| CCR6 MIP-3cc CCL20
— ELC CCL19
_CCRT SLC cCL21
| CCR8 \ -309 CCL1
LOCRY. MEC CCL28
[CCR10 CTACK coLe?
TECK CCL25
=l Fractalkine/
X3CH Neurotactin  CXaCL1
XCR1, Lymphotactin  XCL1

Figura 4. Tabla de representacion de las principales quimoquinas y sus

correspondientes receptores, asi como su nomenclatura sistematica.
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la subfamilia CXC (ver figura 4).

Muchos de estos receptores se han relacionado con diversas afecciones y
enfermedades (Ver figura 6) como es el caso del receptor CCRS, que ha sido
relacionado con asma, nefritis, VIH, (Mulherin y cols, 2003) o el receptor CCR2,
relacionado con arterioesclerosis o trasplantes (Segerer y cols, 2001). Algunos de estos
receptores se expresan de forma constitutiva en las células blancas, mientras que otros

tan solo se expresan en situaciones inflamatorias (ver figura 6).

Las quimoquinas se activan mediante las interacciones célula-célula entre
leucocitos y también entre endotelio vascular y leucocitos (del Pozo y cols, 1996).
Estas interacciones regulan las propiedades de adhesion de las integrinas leucocitarias.
Se cree que las quimoquinas son responsables de la formacion de urdpodos
(modificaciones del citoesqueleto Ca*'-dependientes que favorecen la migracion
celular), asi como de la regulacion de la expresion y redistribucion de las moléculas de

adhesion como las integrinas (del Pozo y cols, 1997).

En cuanto a su mecanismo de accion, las quimoquinas actiian a través de sus
receptores que pertenecen a la familia de las proteinas de membrana ligadas a las

proteinas G. Las quimoquinas, al unirse a su receptor, inducen cambios en su

estructura que lo activaran; con ello movilizaran el Ca2+ intracelular, activando la via
del 2° mensajero mediado por enzimas como la adenilato ciclasa. Varios agonistas del
AMPc como la forscolina (forskolin), la prostaglandina E2 o su andlogo de
permeabilidad de membrana, 8-bromoadenosina-cAMP, son capaces de inducir la
formacion de urépodos y la redistribucion de ICAM-3 (Intra celular adhesion
molecule-3) por ellos mismos (Sozzani y cols, 1994), lo que apoya la hipotesis del

mecanismo de interaccion ligando-receptor.

Nuestro estudio se va centrar en cuatro de estas quimoquinas y sus receptores.
La quimoquina IL-8, antes conocida como NAP-1 (“neutrophil attractant/activating
protein-17), y madas recientemente renombrada CXCLS, es un potente factor

quimioatrayente y activador para neutrofilos. Pertenece a la subfamilia o o
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quimoquinas CXC. En respuesta a estimulos proinflamatorios como IL-1, TNF, LPS
(lipopolisacéridos) y virus, es producida por una gran variedad de células, como
monocitos, macréfagos, neutrofilos, fibroblastos, células endoteliales, linfocitos T etc,

(Taub y Oppenheim, 1994).

La secuencia del ADNc de IL-8 codifica para una proteina precursora de 99
aminoacidos que genera una proteina no-glicosilada madura de aproximadamente 8
kDa, variable en tamafio en funcién de la fuente celular de produccion de IL-8
(Matsushima y cols, 1992). Ademas de ser un potente agente quimioatrayente para
neutréfilos y angiogénico, IL-8 también tiene la capacidad de inducir moléculas de
adhesion (CD11/CD18) y activar la adhesion de neutrdfilos a células endoteliales y
proteinas de la MEC (Oppenheim, 1991). IL-8 produce su efecto bioldégico mediante la
union a dos receptores, denominados tipo I o IL-8RA 6 CXCRI y tipo II o IL-8 RB ¢
CXCR?2 (ver figura 4). Mientras que el tipo I es especifico de IL-8, el tipo II puede
unir tanto IL-8 como GRO/MGSA (Murphy y cols, 1994). Debido a su gran variedad
de acciones se piensa que IL-8 desempefia un papel muy relevante en la mediacion de

la respuesta inmune.

IL-8 es producida por cultivos de células del epitelio y estroma endometrial y
ha sido inmunolocalizada tanto en glandulas como en el lumen a lo largo del ciclo
menstrual. Esto sugeriria la posible implicacion de esta molécula en el reclutamiento
hacia el endometrio de neutrofilos y linfocitos (Arici y cols, 1998). La produccion e
induccion de IL-8 puede ser inhibida por dexametasona y progesterona; los explantes
en cultivo producen IL-8, que es inhibida por P (Kelly y cols, 1994). El E2 (estradiol)
también ha sido relacionado con el control de la migracion de leucocitos mediado por
la produccion del factor de estimulacion de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) en las
células del epitelio endometrial (Robertson y cols, 1996b). En resumen, P y E2 podrian
iniciar la cascada de eventos que regularian la produccion de IL-8, MCP-1 y GM-CSF

por el epitelio endometrial, que a su vez inducirian el influjo de leucocitos.
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Fraccion Extracelular
Sitio de Glicosilacion

NH; Dominios Transmembrana

Cola Citoplasmatica

HCOO Proteina
G

Figura 5. Estructra general de un receptor de quimoquina perteneciente a
la familia de las proteinas asociadas a proteina G, con 7 dominios
transmembrana, una cola citoplasmatica y un dominio extracelular en el

que se encuentran uno o varios sitios de glicosilacion.
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La quimoquina MCP-1, también conocida como MCAF (“monocyte
chemotactic and activating factor”) o CCL2 es el miembro mejor estudiado de la
subfamilia B o quimoquinas CC. Tras su clonacién y secuenciacion (Furutani y cols,
1989) se apreci6 una gran homologia con el gen JE del raton que resultd ser el
homologo del MCP-1 humano. Existe un solo gen que codifica para una proteina
monomeérica de 76 aa (Yoshimura y cols, 1989), secretada en dos formas de 9 y 13
kDa, ambas con idéntica actividad in vitro (Jiang y cols, 1992). MCP-1 actlia de forma
selectiva sobre poblaciones de monocitos, macréfagos, linfocitos T y basofilos,
mediante unidn a receptores especificos (ver figura 4). Se piensa que la capacidad de
MCP-1 de activar la quimiotaxis sobre estos tipos celulares estd relacionada con la

inflamacion cronica.

La quimoquina RANTES (“Regulated upon activation, normal T cell expressed
and secreted”, denominada por algunos autores: “Regulated upon activation, normal T
cell expressed and presumably secreted”) ahora denominada CCLS, pertenece a la
subfamilia B o quimoquinas CC. El ADNc de RANTES codifica para una proteina
madura de 68 aa que actia, principalmente, sobre monocitos mediante la uniéon a
receptores (Schall y cols, 1994). Los receptores de RANTES no son especificos (Gao y
cols, 1993), ya que comparten aproximadamente el 30% de la secuencia de
aminoacidos de los receptores de IL-8 tipo I y tipo II (Neote y cols, 1993). Resulta
interesante, que en la regidon proxima al extremo amino-terminal, en el dominio
transmembrana del receptor para RANTES, comparte una secuencia homoéloga con el
gen US28 de citomegalovirus humano, esto implicaria al receptor de RANTES en el
proceso de infeccidon por el virus (Gao y cols, 1994). RANTES, al igual que IL-8 y
MCP-1 parecen desempeiar papeles importantes en la mediacion de procesos

inmunolodgicos e inflamatorios en distintas localizaciones.

43



Constitutivas: trafico basal

cxcre  xcR1

CX3CR1

VIH
Cancer
CCRS8
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Compartidas CXCR1 ‘
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Atrterio-
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CXCR3
— Trasplantes
EM
AR
EM i CCR4
RA ccr3 CCR2
Trasplantes \
AIs)ma \ \ ol - ] Tf&:iplantes
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EIB Asma 7 Arterioesclerosis
VIH EM
AR

Inducibles: Inflamacion

Figura 6. Representacion de un linfocito con los distintos receptores de
quimoquinas, funciones relacionadas y clasificaciéon en inducibles y
constitutivas.

AR: Artritis Reumatoide, EIB: Enfermedad Inflamatoria de Bowel, EM:

Esclerosis Multiple, VIH Virus Inmunodeficiencia Humana.
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“Stromal cell-derived factor-1” (SDF-1) o CXCL12 es una quimoquina miembro de la
familia CXC (Bleul y cols, 1996) y atrae tanto a linfocitos B como T. Su papel en la
infeccion linfocitaria por el virus del SIDA ha sido exhaustivamente caracterizado
(Littman, 1998). Estudios realizados en ratones deficientes en SDF-1 y su receptor
CXCR4 confieren un papel significativo en la linfopoyesis, asi como en el desarrollo

neural y cardiaco (Nagasawa y cols, 1996; Tachibana y cols, 1998; Zou y cols, 1998).

3.3.2. Importancia actual de las quimoquinas en inmunologia

Las quimoquinas son producidas por una gran diversidad de células en
respuesta a estimulos externos o mediadores celulares. Se asocian con varias
enfermedades en las que intervienen procesos inflamatorios, incluyendo la artritis
reumatoide (IL-8) (Koch y cols, 1995), alteraciones respiratorias como el asma (IL-8,
MIP-1a, RANTES) (Neote y cols, 1993, Sim y cols, 1995 ), alergias (IL-8, MIP-1a.,
MCP-1-3, RANTES) (Baggiolini y cols, 1994) o incluso en la arteriosclerosis (MIP-
la, MCP-1, 2, 3) (Charo y cols, 1994) (ver figura 6). De hecho, se pensé que el
desarrollo de farmacos inhibidores especificos de quimoquinas podria ser 1util para
bloquear procesos patologicos en inflamaciones destructivas como los que acabamos

de exponer, incluso en algunas enfermedades cardiacas (Seiko y cols, 1995).

La idea de “selectividad” en la atraccion de determinadas células blancas
resultaba muy interesante para los investigadores. Parecia que si se conseguia bloquear
una quimoquina, se inhibiria la accidon especifica sobre un tipo de células. Es decir, si
bloquearamos la MCP-1, podriamos inhibir la reaccion inflamatoria especifica de los
neutréfilos sobre el tejido articular, esto es, la artritis reumatoide. Sin embargo, dicha
selectividad entre quimoquinas y células blancas sobre las que ejercen quimiotaxis es
menor de lo que se pensoé inicialmente (Gura, 1996). Su especificidad depende del tipo
de receptor que se encuentre en la superficie de dicha célula blanca. Por ejemplo, el
receptor de MCP-1 es especifico para MCP-1, asi como el receptor CC de
quimoquinas 1 (CC-CKR receptor) lo es para MIP-1ao y RANTES. La mayoria de los
receptores que se estdn clonando en la actualidad no son especificos para una sola

quimoquina sino que pueden unirse a varios ligandos (ver figura 4). Por ejemplo, el
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MIP-1a puede reclutar al menos 6 tipos diferentes de leucocitos, y dos tipos distintos
de células no inflamatorias ademas de los macréfagos (Gura, 1996, Matsushima y cols,

1988, Larsen y cols, 1989, Schall y cols, 1990, Baggiolini y cols, 1989).

Quimogquinas, receptores y VIH

El descubrimiento de la funcion de los receptores de quimoquinas como
cofactores o co-receptores necesarios en los humanos para la fusion e infeccion de los

CD-4 (linfocitos-T) por el virus VIH, ha abierto nuevas direcciones en la investigacion

del SIDA (D’Souza y Harden, 1996).

El conocimiento adquirido entre los campos de las quimoquinas y el VIH ha
abierto nuevas perspectivas para el entendimiento de los mecanismos patogénicos del
SIDA, asi como el desarrollo de terapias y vacunas mas o menos efectivas. Estos
conocimientos refuerzan el papel de algunos receptores de quimoquinas como CCRS,
CCR2, CXCR4 y, mas recientemente, CX3CR1 como via de entrada del virus en los
linfocitos humanos. Multiples evidencias demuestran que algunos ligandos de estos
receptores como RANTES, MIP-1alpha y beta, MCP-2, y HCC-1, en el caso de CCRS,
y SDF-1 en el caso de CXCR4, pueden ofrecer cierta proteccion contra la infeccion

virica (Ver figura 7).

Las quimoquinas representan un nuevo tipo de vacunas “inteligentes”, capaces
de controlar las respuestas tanto humorales como celulares reclutando células
especificas al lugar de inmunizacién. Las quimoquinas que se unen a CCRS y CXCR4,
son potentes inhibidores del VIH, aunque una potencial limitacion a su uso terapéutico
seria el riesgo de producir efectos inflamatorios colaterales. Aunque es cierto que
algunos estudios clinicos recientes demuestran que se puede bloquear la entrada del
virus sin producir esta inflamacion. Mas atn, los determinantes estructurales del
reconocimiento del virus del receptor CCR5 ya han sido elucidados, con lo que se
podria llegar al disefio de co-receptores de VIH que inhibieran la entrada del VIH en los

linfocitos.

También se ha visto que polimorfismos de estos genes influyen en la evolucion
de la enfermedad, ya que presentan un efecto protector o deletéreo. Uno de ellos, una

mutacion natural de la poblacion denominada Delta 32, es frecuente en la poblacion de
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origen europeo y codifica para una proteina truncada no funcional que no se transporta a
la superficie celular del linfocito. Homocigotos para esta mutacidon presentan una
resistencia (aunque no completa) frente al SIDA (Mulherin y cols, 2003). También se
empiezan a estudiar algunos de estos polimorfismos para valorar el desarrollo de la

enfermedad.

CCRS es el principal co-receptor usado por las cadenas M del virus VIH-1 y
VIH-2, responsable de la transmision viral, y es considerado como objetivo para el uso
y creacion de nuevas drogas y tratamientos, en los cuales se incluyen nuevos
anticuerpos monoclonales que bloqueen la entrada del virus, creacion de quimoquinas
modificadas, y pequefios antagonistas sintéticos, como un nueva sustancia denominada
TAK-779, la cual presenta una potente pero variable actividad anti VIH (De Clercq,
2002).

3.4 Implicaciones de las quimoquinas en la reproduccion

Tanto en el proceso de la ovulacion, de la menstruacion, del parto, como en el
de la implantacion embrionaria, encontramos migracion de células blancas en los
tejidos afectados (Kelly y cols, 1994). Si tenemos en cuenta las semejanzas entre estos
procesos con la inflamacion (Simoén y cols, 1998a), esto hace que estas moléculas

tengan un destacable interés en dichos procesos reproductivos.

Ovulacion

La completa explicacion fisioldgica del proceso de la ruptura folicular suscita
un gran interés entre la comunidad cientifica. La hipdtesis de un aumento de la
presion intrafolicular como causa de la ruptura y expulsion del complejo ovocito-
cimulo no parece ser totalmente satisfactoria. Se han realizado medidas directas de la
presion intrafolicular aproximandose el momento de la ovulacion en distintas especies:
rata (Blandau y cols, 1963), conejo (Espey y cols, 1963) y cerdo (Bronson y cols,
1979), y no se encontraron aumentos significativos. Los cambios estructurales que

sufre la matriz del tejido conectivo que protege el foliculo preovulatorio maduro en el

47



momento de la ovulacién parecen tener mds consistencia como explicacion de la
ruptura folicular. A medida que se aproxima la ovulacién hay una disolucion de la
matriz extracelular y una disociacion del colageno tecal (Espey y cols, 1967a, 1967b).
Estos cambios en el tejido conectivo van acompafiados de un aumento de la
permeabilidad de los capilares sanguineos. Esto lleva a una extravasacion de
eritrocitos y un edema folicular (Abisogun y cols, 1988, Bjersing y cols, 1974, Janson,
1975, Parr, 1974, Zachariae, 1958). En estos cambios que acontecen en el tejido
conectivo del ovario, intervienen en forma de cascada proteolitica, el activador del
plasmindgeno (Beers y cols, 1975 y 1978) y la colagenasa (Fukumoto y cols, 1981,
Morales y cols, 1978 y 1983). También intervienen los eicosanoides incrementando la
sintesis de prostaglandinas tras estimulacion con gonadotropinas (Ainsworth y cols,
1975, Le Marie y cols, 1973) y la ampliamente estudiada influencia de los esteroides,
fundamentalmente la progesterona. Existe una relaciéon entre estos mediadores

(prostaglandinas y progesterona) y las quimoquinas.

La ovulacion, en muchos aspectos, es un proceso parecido a la reaccion de
inflamacion, incluyendo la participacion de leucocitos y los mediadores clasicos del
proceso inflamatorio como eicosanoides, histamina y bradiquinina (Espey, 1980). El
numero y tipo de leucocitos en el ovario humano varia a lo largo del ciclo ovérico. Se
ha observado que, tras el pico de la LH, existe un marcado aumento en la densidad de
neutrofilos en la teca concomitante (Hellberg y cols, 1991). Se ha demostrado
actividad quimiotactica principalmente para neutroéfilos en el liquido folicular humano
(Herriot y cols, 1986, Harkin y cols, 1994) basicamente debido a la IL-8. Se podria
pensar que el aumento de actividad de la IL-8 como quimioatrayente y activador de
neutrofilos, a la par que como potente agente angiogénico, es un importante
modulador de la quimiotaxis de leucocitos en la funcidén ovarica. Se han estudiado la
expresion y modulacion de la IL-8 en el liquido folicular de pacientes de FIV y en
modelos in vitro. La actuaciéon de la IL-8 en estos cultivos sugiere que puede
desempefiar una funcion relevante en la fisiologia de la ovulacién, en la ruptura
folicular y en la neovascularizacion del cuerpo luteo (Arici y cols, 1996a). Runesson y
colaboradores (Runesson y cols, 1996) también estudiaron la presencia de IL-8 en el
foliculo preovulatorio de 12 pacientes de FIV y determinaron que la presencia de esta
quimoquina en el liquido folicular era 30 veces mayor que en plasma. También es

destacable que cultivos de células de la granulosa producen grandes cantidades de 1L-8
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Figura 7. Esquema de la invasion del virus del SIDA en los linfocitos
humanos. A. El VIH utiliza como co-receptores para la infeccion CD4 y
los receptores de quimoquinas CCR5 y CXCR4. B. En el caso de que los
ligandos naturales de los receptores CXCR4 y CCRS5, SDF-1 y RANTES
se hallen unidos a su receptor, el VIH es incapaz de proceder con la

infeccion

Bloqueo de la
infeccion

Membrana
plasmatica
del linfocito

Receptores CCR5/CXCR4

Infeccion virica
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siendo esta produccion modulada de forma positiva por IL-1a. (Runesson y cols,

1996).

Menstruacion

Las poblaciones de leucocitos varian a lo largo del ciclo menstrual. Estudios
clasicos se referian a poblaciones de linfocitos-T del tipo CD2+, CD3+ en la fase lutea
precoz y a un posterior aumento de poblaciones menos usuales de linfocitos del tipo
CD56+, CD2+, CD3- al llegar a la fase lutea tardia (Coditz, 1990; Bulmer y cols, 1988
y 1991; King y cols, 1989). En estudios mas recientes donde se realizaron biopsias de
endometrio los dias 4, 7, 10 y 13 tras el pico de LH en una poblacion de mujeres
fértiles normales, se determind mediante métodos inmunohistoquimicos que la
poblacion total de leucocitos aumentd desde el dia LH + 4 hasta el dia LH + 13.
Igualmente mostraron que los linfocitos-T y los macrofagos aumentan en ciertos
estadios de la fase lutea, y que en mujeres fértiles el aumento de la poblacion de
células NK era muy escaso (Klentzeris y cols, 1992). Si el sinergismo, que se
menciond anteriormente, entre prostaglandina-E (PGE) y quimoquinas fuera
importante, la distribucion de IL-8 en el tejido endometrial seria critico como

modulador de la funcidon endometrial.

En relacion con la modulacién de la funcidon endometrial, existen evidencias
de que explantes de células endometriales producen IL-8, produccion que es inhibida
por la progesterona (Kelly y cols, 1994). La IL-8 a nivel d¢ ARNm se ha encontrado
en células del estroma endometrial (Arici y cols, 1992 y 1993). En cuanto a su
funcionalidad, la IL-8 y la PGE tienen efectos sinérgicos en relacion con el
reclutamiento y la activacion de leucocitos, fundamentalmente neutrofilos (Jones y

cols, 1997).

No se ha querido olvidar la relacion de estas moléculas con otros procesos
patolégicos muy estudiados en ginecologia y medicina de la reproduccion pero no por
ello mejor comprendidos, que son la endometriosis, el parto pretérmino y el sindrome

de hiperestimulacion ovarica.
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Endometriosis

Una de las teorias etiopatogénicas mas comuinmente aceptadas sobre esta
enigmatica enfermedad es la implantacion de células endometriales que refluyen
retrogradamente a través de las trompas durante la menstruacion hacia los 6rganos
abdominopélvicos. El hecho de que, pese a ser la menstruacién retrograda un
fenémeno universal, tan solo de 2 a 5% de las mujeres sanas y hasta un 25% de
aquellas con historia de esterilidad desarrollan dicha enfermedad (Valbuena y cols,
1995), nos hace pensar sobre los factores que van a modular la posible atraccion de las
células endometriales hacia la cavidad peritoneal y su capacidad de implantar y crecer

en ella.

Existen evidencias indirectas que relacionan el liquido peritoneal de mujeres
con endometriosis con concentraciones mas altas y mayor numero de macrofagos
activados (Halme y cols, 1982), asi como una mayor concentracién de los factores
secretados por éstos (Fakih y cols, 1987, Halme y cols, 1988 y 1989). También es
conocida la capacidad quimioatrayente para neutrofilos que posee el liquido
peritoneal, aunque no esta claro de donde proviene esta capacidad (Leiva y cols,
1993). La IL-8, una quimoquina con capacidad de atraer y activar a los neutréfilos
(Baggioline y cols, 1989), es producida en las células mesoteliales (Goodman y cols,
1992, Arici y cols, 1996), y en las células del estroma endometrial (Arici y cols,
1993). Es, ademas, un potente agente inductor de la angiogénesis (Koch y cols, 1992),
lo que lo involucra atn mas en la patogénesis de la endometriosis. De hecho, las
concentraciones de IL-8 en el liquido peritoneal de mujeres con endometriosis son
superiores a los de mujeres sanas, y tanto la IL-la como el TNF-a son capaces de
potenciar la expresion del ARNm de la IL-8 de forma, dosis y tiempo-dependiente

(Goodman y cols, 1992) (figura 1.4).

Otra de las quimoquinas implicadas en la endometriosis es RANTES. Se trata
de una proteina cuya liberacion puede ser facilmente inducible en diferentes tejidos
por estimulos especificos. Se expresa en células de tejido endometrial normal y con
endometriosis tanto in vivo como in vitro. En la endometriosis, esta citoquina
inflamatoria aumenta su produccion tanto a nivel de proteina (liquido peritoneal) como

de ARNm (explantes endometridticos). Interviene en la fisiopatologia de la
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endometriosis mediante el reclutamiento de macrofagos en la cavidad peritoneal

(Khorram y cols, 1993).

También se ha sugerido que MCP-1, al aumentar la quimiotaxis de leucocitos
en el liquido peritoneal, podria participar activamente en la reaccidon inflamatoria del

peritoneo asociada a esta enfermedad (Akoum y cols, 1996a).

Parto pretérmino

Desde hace afios se sabe que en la fisiopatologia del parto pretérmino
interviene decisivamente la infeccion subclinica/clinica, cuya consecuencia inmediata
es la liberacion de prostaglandinas, que al desencadenar contracciones ponen en
marcha el proceso (Romero y cols, 1988, Garcia-Velasco y cols, 1995). Lo que no se
sabe es si la infeccion subclinica pone en marcha el proceso, o si en el parto
pretérmino, en su inicio, al desencadenarse las contracciones, se favorece la migracion

o el ascenso de las bacterias desde el canal del parto (MacGregor y cols, 1996).

Como la infeccion/colonizacion bacteriana activa los macrofagos, €éstos liberan
IL-1 (pir6geno enddgeno), IL-6, TNF y otras sustancias, comprobandose como los
niveles de estas citoquinas en el liquido amnidtico y en las secreciones
cérvicovaginales se correlacionan con la existencia de corioamnionitis
histoldégicamente comprobada (Romero y cols, 1988). Ademas, los niveles en liquido
amniotico de IL-1, IL-6 (Romero y cols, 1993) e IL-8 (Cherouny y cols, 1993) se ven
significativamente elevados en aquellas mujeres con amenaza de parto pretérmino que
acaban en parto prematuro. Cuando actian como mediadores de la inflamacion, se
libera al aparecer la corioamnionitis, haciendo que se acumulen granulocitos en el
cuello uterino, por debajo de la membrana basal. Mas tarde penetran entre las células
epiteliales del endocérvix llegando al canal endocervical, donde liberan su contenido
enzimatico rico en proteasas que, al degradar la matriz extracelular, madurarian el

cuello del cérvix favoreciendo el parto pretérmino (Junqueira y cols, 1980).
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Sindrome de hiperestimulacion ovarica

El sindrome de hiperestimulacion ovérica (SHO) es una complicacion
iatrogénica derivada del uso de gonadotropinas en los tratamientos de estimulacion
ovarica. Sin embargo los mecanismos que desencadenan este sindrome son todavia
desconocidos, aunque parece que la administracion de la hCG desencadena este
proceso en el que se produce un aumento de la permeabilidad capilar mediada por el
aumento de sustancias vasoactivas secretadas a nivel sistémico y/u ovérico. Induce una
pérdida elevada de fluido intravascular y consecuentemente una deplecion de

volumen.

IL-8, junto con otras citoquinas y quimoquinas, ha sido encontrada aumentada
en el liquido peritoneal de mujeres con SHO, sugiriendo la implicacion de estas
moléculas en dicha entidad patologica (Abramov y cols, 1996; Revel y cols, 1996). Es
bien sabido que IL-8 in vitro es capaz de aumentar la liberaciéon de enzimas
lisosomales, asi como aumentar la expresion de su receptor, e, in vivo, puede inducir
quimiotaxis sobre neutrofilos y aumento de la permeabilidad vascular (Larsen y cols,
1989). No so6lo IL-8, sino un gran nimero de diferentes citoquinas y quimoquinas
estan potencialmente implicadas en este particular sindrome, aunque hasta la fecha no

se conoce mucho sobre su mecanismo de accion.

4. SUPERFAMILIA IGFBPs
4.1. Generalidades

El eje de los factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGFs) desempefia
un papel central en la fisiologia del organismo al regular, entre otras, las siguientes
funciones bioldgicas: proliferacion, diferenciacion, supervivencia y metabolismo
celular; diferenciacién y estructura tisular; carcinogénesis; funcién y maduracion de

organos; crecimiento y desarrollo del organismo.

En los ultimos afios, la familia de IGFBPs se ha ampliado con la descripcion de
nuevas proteinas con similitud estructural con las IGFBPs y afinidad (en rango menor
que las IGFBP-1 a -6) por los IGFs. Estas proteinas han sido denominadas IGFBP-rPs

(proteinas relacionadas con las IGFBPs) y constituyen un grupo heterogéneo con al
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menos diez miembros. Los conocimientos que se tienen hasta la fecha indican que las
IGFBP-rPs regulan funciones bioldgicas diversas: proliferacion, adhesion y migracion
celular, sintesis de sustancia extracelular; reproduccion y desarrollo fetal; angiogénesis

y reparacion tisular; inflamacion y crecimiento tumoral, entre otras.

En resumen, la superfamilia de IGFBPs retine a los transportadores de alta
afinidad (las IGFBP-1 a -6 kd ~ 10-10 M) y a transportadores de baja afinidad (las
IGFBP-rP1 a -10), encargados de regular las acciones biologicas de los factores de
crecimiento pero que se caracterizan también por presentar funciones bioldgicas

propias.

En la actualidad se conocen al menos seis proteinas transportadoras de los IGFs:
las IGFBP-1 a -6, que no sélo transportan a los factores de crecimiento en liquidos
biologicos sino que regulan también la biodisponibilidad de los mismos en células y
tejidos. Ademas, se han descrito recientemente acciones propias (independientes de su

interaccion con los IGFs) de estas proteinas en la modulacion del crecimiento celular.

El eje de los factores de crecimiento similares a insulina esta constituido por dos
ligandos: el IGF-I e IGF-II, dos receptores, los de tipo I y tipo II, seis proteinas
trasportadoras, las IGFBPs y una serie de proteinas de reciente descripcion con

caracteristicas parecidas, las IGFBP-rPs (ver Tabla 1).

Los IGFs son proteinas de bajo peso molecular ampliamente distribuidas por
todo el organismo, tanto el IGF-I como el II desarrollan funciones fundamentales en la
fisiologia celular sistémica, pero IGF-I se ha estudiado con un gran interés por el hecho
de que representa una clara regulacion por la hormona GH (Hormona de crecimiento) y

por el estado nutricional del individuo.

Después de su union al receptor tipo I, las IGFs ejercen acciones bioldgicas
diversas, entre ellas la regulacion del crecimiento, diferenciacion, metabolismo, y
supervivencia celular implicada en el proceso de carcinogénesis, control de la
estructura y diferenciacion de tejidos, regulacion de la funcion de maduracion de
organos y el control del desarrollo embriolégico y del crecimiento longitudinal del

organismo (Jonesycols,1995;Lopez-Bermejo,2000).
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Afinitat per Unio a Expressio tissular Funciens biclogiques Valors en sérum
IGF-I/1GF-11 heparina (liquids biolagics)
IGFBPs (transportadors d’alta afinitat)
IGFBP-1 o - Fetge, ronyg, Hiperglucemiant 10-500 ng/ml
decidua (liquid (regula els IGFs lliures)
amnidtic, plasma) Creixement fetal
IGFBP-2 > IGF-II - Teixits fetals, Fisiologia cerebral i 50-270 ng/ml
cervell, prostata prostatica.
(plasma, LCR) Glucohomeostasi
IGFBP-3 o + Fetge i altres Principal transportador 2200-4600 ng/ml
(plasma, altres) séric d'IGFs
Fetge, cervell, os Inhibicié tumoral
IGFBP-4 o - (plasma) Fisiologia ossia 300-700 ng/ml
Ronyé, os {plasma, HOVEICS
IGFBP-5 = |GF-I + LCR) Fisiologia dssia 200-700 ng/m|
Diversos teixits NOVEICS
IGFBP-6 >> |GF-II + (LCR, plasma) Fisiologia dssia 65-425 ng/ml
i ovarica
IGFBP-rPs (transportadors de baixa afinita
IGFEP-rP1 o + Diversos teixits Secretagoc de d
{liguid amniotic, prostaciclina.
LCR, plasma) Inhibicio tumoral
IGFBP-rP2 o + Diversos teixits Fibrosi, angiogénesi, d
(plasma, altres) reparacio tissular
IGFBP-rP3 o d Diversos teixits Nefrogénesi d
Prote-oncogen
IGFEP-rP4 d + Diversos teixits Chemotaxina, adhesio d
cel-lular, angiogénesi
IGFBP-rP5 d + Diversos teixits Proteasa de serina d
IGFBP-rPg d d Pulmo, ronyo d d
IGFBP-rP7 > IGF-II d Diversos teixits Carcinogénesi d
Remodelat ossi
IGFBP-rP8 d d Diversos teixits Carcinogénesi d
IGFBP-rP9 d d Diversos teixits Carcinogénesi d
IGFBP-rP10 d d Membrana cel-lular Neuroembriogénesi
Tabla 1. Clasificacion de IGFBPs y IGFBP-rPs, expresion

tisular y funciones bioldgicas.
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Las IGFBP son actualmente 6. Estas proteinas de peso molecular mas elevado
que IGF, no solo trasportan y estabilizan los factores de crecimiento en liquidos
biolodgicos (especialmente IGFBP-3 e IGFBP-5 cuando forman complejos), sino que
también regulan su disponibilidad en células y tejidos (Jones y cols, 1995; Lopez-

Bermejo, 2000).

Estos descubrimientos indican que tanto trasportadores de alta afinidad
(IGFBPs) como de baja afinidad (IGFBP-rPs) pueden modular las acciones biologicas
de IGF. Ademas, tanto las IGFPBs como las IGFBP-rPs pueden presentar funciones

especificas de cada molécula.

4.2 Estructura

Ambas clases de proteinas (IGFBPs e IGFBP-rPs) son proteinas modulares y
que pueden reconocer distintos dominios de su estructura primaria (ver figura 8). Estas
proteinas se caracterizan también por su riqueza en residuos de cisteina (16 a 20
residuos en las proteinas maduras) reunidas en los dominios amino y carboxiterminal

conservados, necesarios para conferir a la propia molécula su estructura terciaria.

Las IGFBPs se dividen arbitrariamente en tres regiones, el extremo amino y
carboxi terminal y la region intermedia. Hoy se sabe que la alta afinidad por IGF de las
IGFBPs se debe a los extremos de la proteina, razén por la cual no es sorprendente que
exista un alto grado de conservacion entre ellas en distintas especies. La zona

intermedia es bastante divergente en cada especie y molécula.

Las IGFBP-rPs conservan tan solo el extremo aminoterminal, lo que hace que
posean una menor afinidad por IGF (Oh y cols, 1996; Kim y cols,1997). Mas alla de
este dominio, las IGFBP-rPs presentan modulos bien definidos que son los mismos que
comparten multitud de proteinas no relacionadas con esta superfamilia. Las

caracteristicas estructurales y sus modulos se describen en la tabla y figura 2.
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4.3 Fisiologia

Los estudios originales referentes a las IGFBPs han demostrado que su alta
afinidad por IGF y la capacidad de estabilizar a los factores de crecimiento en
circulacion sanguinea, por lo que, durante mucho tiempo, se les ha considerado como
simples transportadores séricos de IGF (Rajaram y cols, 1997). Estudios posteriores
han revelado que las IGFBPs son capaces de modular las acciones biologicas de los

factores de crecimiento en el medio extracelular.

Estos descubrimientos han hecho que ahora se les considere capaces de ejercer
por si mismos funciones de factores de crecimiento, estimuladores o inhibidores.

Muchas de las funciones de estas proteinas se detallan en la tabla 2.

La estructura similar de IGFBPs y IGFBP-rPs se debe a su extremo N terminal.
(Burren y cols, 1999). En el grupo de IGFBP-rPs se incluyen IGFBP-rP1 (también
llamada mac25), el grupo de proteinas CCN (IGFBP-rP2 a 4), L56 (IGFBP-rP5) y
ESM-1 (IGFBP-rP6). Mac25 es una proteina de 31kd, originalmente clonada de
leptomeninges, y mas recientemente clonada de células tumorales de mama (Kim y
cols, 1997). La misma proteina ha sido purificada y nombrada independientemente de
una linea de carcinoma humano (Kolle y cols 2000) (TAF-tumor adhesion factor), de
fibroblastos diploides humanos (Brigstock y cols 1999) (PSF-protacyclin-stimulating
factor). El extremo N terminal contiene 12 de 12 cisteinas conservadas desde IGFBP1 a
5, y comparte aproximadamente el 53% de similaridad con el extremo N terminal de las

IGFBPs.

Entre alguna de las funciones de IGFBP-rP1 se halla su habilidad para unir
insulina al menos con la misma afinidad que IGF. Buscar la unién a insulina parece
mediada a traves del extremo N terminal, ya que la generacion in vitro del extremo N
terminal de IGFBP-3 (Clemmons y cols, 2000), asi como los fragmentos proteolizados
de esta region de orina humana han demostrado su union a la insulina, ademas de su

reducida afinidad con IGF.
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Regién comun Regién diferencial

IGFBP-1-6 o
IGFBP-rP2,3,4,8,9
Familia
CCN
IGFBP-rP7 (WISP2)
IGFBP-rP1 (MAC25)
Familia
IGFBP-rP5 (L56) MAG25
IGFBP-rP6 (ESM-1)
IGFBP-rP10 (CRIM1)

Figura 8. Estructura general de las proteinas IGFBPs y IGFBP-rPs

Ig: Inmunoglobulina, vWC: factor Von Willebrand tipo C,
Tb:Trombospondina tipo I, Sp: Serin Proteasa, TM Tg:Tiroglobulina tipo
I, CT:extremo Carboxi Terminal, KI: Inhibidor de serina proteasa tipo

Kazal.
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El extremo N terminal sintético, asi como la propia IGFBP-rP1, pueden inhibir
efectivamente la autofosforilacion de la subunidad b del receptor de insulina en
determinados tipos celulares, indicando un efecto bioldgico del extremo N terminal en
la inhibicion de esta accion. Se postula que el extremo N terminal de IGFBP-3 y de las

IGFBP-rPs pueden tener importancia biologica en la modulacién de IGF y de insulina.
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OBJETIVOS

Diversas quimoquinas funcionan atrayendo distintos subtipos de células
blancas hacia focos de inflamacion, heridas o, simplemente, para trasvasar dichas
células desde el torrente sanguineo hacia los tejidos internos. Sabemos que
determinados grupos de células immunes son atraidos hacia la zona de implantacion
en el momento en que el blastocisto humano se dispone a implantar en el utero
materno. Pero la intervencion de estas quimoquinas y sus receptores sobre el proceso

implantatario permanece sin revelar todavia.

Por tanto nuestros objetivos son:

e Investigar la expresion y localizacion de la quimoquinas IL-8, MCP-1,

RANTES y SDF-1 en el endometrio humano.

e Estudiar la expresion y localizacion de los receptores de las quimoquinas antes

citadas CXCR1, CCR2b, CCR5 y CXCR4 en el endometrio humano.

e Determinar la presencia de dichos receptores en el blastocisto humano.

e Determinar la expresion de qué genes estan regulados en el endometrio durante
la ventana de implantacion y establecer su implicacion en la receptividad

endometrial humana.

e Evaluar la expresion y localizacion de IGFBP-rP1 en el endometrio humano.
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Hormonal and embryonic regulation of chemokines
IL-8, MCP-1 and RANTES in the human endometrium
during the window of implantation
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Chemokines are a Family of small polypeptides which specialize in the attraction of leukocytes. The presence of
spevific leukecyte subsets af the implantation site is an important element of the complex, and not completely
understond, process of embryonic implantation. This report includes the investigation of the in-vive immunaelocaliz-
ation and hormonal regulation of interleukin (11 j-8, monoeyte chemotactic protein (MO P3-1 and RANTES (regulated
upon activation nermal T-cell expressed and secreted) in the human endometrium during hormoene replacement
therapy cycles For oscyvile recipients in an IVE programme. In addition, we have analysed the embryonic regulation
of these endometrial epithelial chemokines (1L-8 and MOP-13 using an in-vitro maodel for the apposition phase of
human implantation by co-colturing single human embryos until the blastecyst stage with human endometrial
epithelial cells (ERCL IL-8 and MCP-1 were immunolocalized in the human endometrium to the glandular and
lumenal epithelivm as well as to the endothelial cells. RANTES was mainly lecalized to the stromal compartment
and endothelial cells. The immunoreactive levels of endometrial 1L-8 and MCOP-1 were up-regulated by the
administration of progesterone during the receptive phase of the cycle. Furthermore, it was demonstrated that,
im vitro, the human blastocyst does not produce measurable amounts of 1L-8, MOP-1 or RANTES: however, it does
up-regulate EEC TL-8 mENA expression (fF < 0.05) and protein production (FF < .05, but not 11.-8 secretion. The
human embryo did not regulate EEC MOP-1 expression. These resulis provide evidence of hormenal and embry onic
regulation of specific endometrial chemokines, suggesting two different but related mechanisms to induce the
preduction of chemokines by the EEC, thus centributing to the attraction of specific leukocyte populations during
the peri-implantation phase.

Kew wends: chemokinesfembryonic implanta tonfendometromhuman blasiocyst

Intraduction

Chemokines (short for chemoattractant cytokines) are a newly
identified Family of small polypeptides (7080 amino acids)
specialized in the atiraction of specific levkocyte subsets. In
reproductive biology, these molecules and related cells have
been implicated in owvualation, menstmation, parturition and
embryo implantation as well as in pathological processes such
as pretemm delivery, endometriosis, ovarian hyperstimulation
syndrome and HIV infection (Simdn et af, 1998 3.
Traditionally, chemokines ane classified into two groups, the
o or UXC chemokines and the [ or CC chemokines, according
to the position of the first two of the four consecutive cysteine
resicues. Interlenkin (I1L}-8. an o-chemokine, is a potent
chemoattractant and activator of neutrophils (Mukaida er al.,

D Enropeas Society of Homan Reproduction and Ewbryology

1989 and T-lymphocytes (Larsenef all, 1989). IL-8 is produced
by a varety of cells types. including monccytes, Abroblasis,
lymphocytes and epithelial and endothelial cells (Baggiolini
and Dahinden, 19943, In the human reproductive ract, 11-3
has heen detected in the cervix (Barclay ef al., 19933, placenta
(Saibo er al, 1994), choro-decidua (Dodley e al. 1993)
and endometrium (Arici & al, 1993). Although monocyte
chemeoatiractant protein (MCF-1 belongs o the P-chemokine
subfamily. it is a closely related protein and a potent chemo-
attractant and activator of monocytes, macmophages, T-cells,
basophils, mast cells and natural killer cells. MICP-1 is secreted
by a number of cell types such as endothelial cells (Sica et al,
1951y, Abrohlasis (Yoshimura and Leonard, 19900, monocy tes
and lymphocytes (Yoshimura and Leonard, 199030, 1t has been
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detectend in normal endometriom (Arici e al. [995) and
encdometriotic cells (Akoum e al. 1996). The P-chemokine,
RANTES (regulated upon activation normal T-cell expressed
and serebed), is a chemoattractant for monocyles, eosinophils
and basophils. and has been localized to eutopic endometrinm
and ectopic endometriotic implants (Homung ef al, 1997).

During the peri-implantation perind in the ahsence of

embryo, there is an accumulation of specific leukocyte subsets
in the endometrial stroma due b migration from hlood vessels
and neighbouring tissues (Bulmer and Johnson, 1991). During
implantation, when the human blasiocyst is present, this
specific leukocyte infiltration pattern into the endometrinm
continues (Bulmer & al, 1985). The existence of a cyclical
pattem of specific leukocytes during the implantation window
is sugpestive of stemid contml, but the fact that they do not
possess either estrogen or progesterone receplors (King & al.,
1996 suggests that this regulation may be exerted indirectly
(el Pozo eral., 1997). Therelore, the molecular medhanisms
implicated in the atiraction of specific leukocyte subsets during
the peri-implantation pericd remain ynknown.

A specific molecular cross-talk between the embryo and
endometrivm has been reportad during the human implantation
process (Glasser ef al, 1991 De los Sanlos ef al, 199%6G), The
encometrial epithelium s an imporant element where the
molecular interactions between the embryo and the endomet-
rivm =sem to be initiaied (Simon e al, 1997, 1999 Galan
el al, 2000; Mesegoer of al, 2601}, and where chemokines
are produced and received.

In this investigation, we have siudied the immunolocalization
of endometrial chemokines (1L-8, MCP-1 and RANTES) in
an in-vivo maodel for ukerine receptivity. Furthermore, the
embryonic regulation of chemokines (IL-8 and MOCP-1) pro-
duced by endometrial epithelial cells (EEC) was assessed
using an in-vitro model for the apposition phase of human
implantaticn.

Materials and methods

Institetional approval and i formwed consem

Thiz study wns approved by the instiitional review board oo the use
of human subjects in research at the Instituto Malenciano de Infertilidacl
(1¥T nnd complics with the Spanish Law of Assisied Reproductive
Technologies (3588, All patients participaiing in this study signed
a writlen stabement of comsent and  reccived  infoomation about
the siudy.

Experimental design

To stdy the immunolecalization of endomeinnl chemokines (1L-8,
BICT-1 and BANTES ), endometrinl samples from bormone replace-
ment thempy (HRT) cveles of cocybe recipionts were obisined during
mot-reooplive, pre-receplive and recoptive phases.

The embryonic regulation of EEC IL-B and MCP-1, in an in-vits
mixlel for apposition. was investigated ot the mBENA kvel iby
Morthemn blot analysis) and ot the levels of protein production: by
o cyviometry amd immunohisiochemisiy) and  protein secretion
thy ELISA)

Sereen awd endometrial savgples obtaiwed v from HRT cpeles

Patienits ondergoing cocyle donation os embryo recipicnts inged 23—
39 vears) received HRT in o mock cycle prior o the cycle of treaiment
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(Remohi ef ., 1995), Briefly, patients were desensitized for ovarian
function with kenpralide soetnte (1 mafday) starting ot the secreary
pluse of the previous memstrual cyele. In addition, estmcdiol Bz
vilerate i(Progynova: Schering. Madrid, Spain) 2 mgfiday was started
on doy 1 of the next cwele and continued until day 5. and then
incressed o 4 mpflay from days 9-11. and o 6 mafdoy ffom days
12-22. Matuml micronmzed progesierone (Progehk: Efik Lab.. Madnd.
Spain) ot 800 mgfday was wlministored vaginally from days 16-22.

Aceonding o the pericd of clinical receptivity, endometnial hiopsics
iB) amd serum zamples (8) were obimined in three differont phases:
non-receplive (51, Bl: day 130, pre-receptive (52, B2: day 187 and
recoptive 153, B3 dme 210,

Ez wmns mensured in the serum s ples using an immuonoeneyim fic
msny (MELA, Tmx: Abbot Scientific, Madrid, Spain). The inter- snd
intrn-nssay  coofficient of varations (CVs) for B at 00827 nmold
were 6.7 and 63% respeotively. Progeseorone was measored by
relicimmuresassay (Biomedeonx, Charbonnicres Les Bains, France).
The CWe forprogestemne Gt 0659 nmol’]l were 9 and 1065 respectively.

Erdomeinial biopsics were fimctioned and o porion was weighed.
frowen in liquid mitrogen ard stared st -T07C until used for modecnlar
bickogy. Other portions of the endometrial biopsies were dated by
hiztodosgy nccording o the criterin of Moves of ol (Moves of @l 19500,

T anehistochemisin

Formalin-ixed and pamffin-embedded  endomeinal biopsics were
sectioned and mounted on glass slides conted with Vecinbond Th
iVector Lab, Barclingame. CAL TISA). Twelve serial sections (G [lm )
from each =ample were preparcd amd the (st amd lst sections
were stained with haematxvhon-eosin, After depamfiinimion and
rehyedmtion, sections were rinsed three times with phosphate-buffered
zaline (PFRS) for 5 min. Mon-specific kinding wme blocked with mom
fat milk (30 mgfmlin PES). Then, sections were dnsed three times
with PRSDCEE Tween 200 (PRS-T). pH 7.4 and incubated for 1.5 h
at 37°C with the ollowing specific antibodics: mouse anti-buman
[L-8 (Cenzyme Dingnestics. Combridge, KA, LISA), mouse anli-
humnn MCP-1 ard mouse anti-homan RANTES (Phanmigen. San
Diegn, CA, USA), each at 10 ggiml. After rinsing four times with
PRE-T, sections were tncubabed for 15 b ot 3770 with the secondary
antibeely, flucrescsin isothiceyanabe (FITCroonjugnted goat anti-
mewEe Il whole molecule (Sigmo. 5t Louis, MO, LISA) Sections
were then washed four times with PBE-T and genthy rinsed with
distilled waler. Sections were mounbed in agueous mounting mediom
iDako, Farcelona, S paind and immuonalocalizsion of chemokines was
vistmlized and phobogmphed wsing an Olvnpus 35 mm camem
attnched oo luorescence micoscops (Mikon, Japani. Immuomosiaining
intemsity was evaluated in at kast three different specimens obimined
from four different patients and interpreted s oabsent (03, weak ().
medemte () orinlemse b b ) by o independent observers in
5 blinded Exshion,

Endonmsirial separation, coltnre and embryo co-crnfinre

Emlometnial biopsics were minesd inio small pieces (<21 mm) and
digested with o mild collagenme solution (0.1% 9 at 37°C for 1 h
Erdometial epithelium  was isclated and podfied as previously
described (Simdn ef al. 19933 EEC were culivred o confluence in
a sterid-depleted medivm (Simén & @l 15994 contnining a 3:1
mixiure of Dulbecco’s modificd Eagle's medium, MODE-105 and
5 e arealin (all Sigma), supplemented with 1065 charcoal-deximn-
treabed fetal bevine serum (Hyelone, Logan, UTT, USAY, The bomogen-
wity of EEC cultnres anus assessed by morpholegical chometerstics
iscanning clectran microscopy ) | Simn o al. 19597 and using specilic
antibcadies for the immunocyiochemicnl smining of cvtokemtin (an
epithelial cell marker) (5imén e al., 1994y, EEC culiures showed



<2 1% oontamination with endometrial stromal colls (vimetin- positive)
arel macrphages (CT6R anligen-positive) (Simon ef al. . 15943, Afler
confluence. the culture mediawas ropleosd by o 121 mixture of IVE:52
medivm i Scandinavian 1VE Science AR, Gothenborg, Sweden ). Forty-
cight hours after imsemination of cocyies. cach 2- o d-coll human
embrvo wue tmnsfered o on EEC monolover. When  embryos
reached the S-cell sage. the medium woms reploced by o 52 medinm
iScandinavian [VF)up tothe blmstocyst stnge. Embrvonic development
wurs chiocked daoily and media was changed every 24 h. On day 6 of
coculiure, blastooysts were tmnsfored o the recipiont using a
Frvdman catheter. EEC that had been cultured alone under the same
conditions were used as controls. Conditioned media from coliores
af ERC withoutembeves, EECwith bletacysts and EEC with arrested
embryos were collected each day from doys 36 {tmmsfer day)y and
stoned ot =20°C uniil chemokine delerminations were perfonmed.

RVA iselation, ofiponncieoiide probe symthesic amd Northern biot
analysis

Toml RMA whe isolated from endomeinial tissue samples and from
EEC cultures by o modification of the goanidinium isothiocyanaic
method (Chomeeynski ef @l 1987 using BRNAzol nccording o the
manufncturer’s instrocions (Tel-Test Ine., Priomdswocod, Texas, LISAN,
REMA concentmtions were determined by optical demsity (Shimadzo
1201 Spectophotometer, Japan), The A26IVAZR0 mlio for ench RNA
sample was always between 1.6 and 1A,

For Morthern bkt snalvsis, specihe oligonuclectide probes far
IL-8, BMCP-1 and BANTES were synthesized, The sequence of [L-8
oligonuclectide  probe (TOTTOOOGGOGCAGTOTGOTCCACTC-
TCAATCA) comresponds 10 o pottion of exon 2 of the [L-8 gene
ibdntsshimn of @l 1985, The seque
probe (TTGOGTTTOCTTOTOCAGGTGGTE
plemeniary o nocleotides 256-285 of the coding region of human
BACTP-1 e DNA ( Yoshimum ef al.. 19895, The RANTES probe aus an
oligonuclectide  (GCTCATCTOOAA A GACTTON TG TACTOCCG-
AMCTTTCTTCTTETETGOOTT ) synihesized based on the reported
soequence of the ooding region for human RANTES (Oppenheim
et al. 15910, Probes were end-labelled wvith I*!I’I ATP i Arici ef al,
1983, 1995, Manni er al, 1996).

To normalizs the amount of ol RNA mmnsfemesd o the blon, we
vz aclMNA probe o 28 tRNA, kindly provided by DeL L. Ganzibez,
Hahmemen University, P, USAL Plosmid was amplified and isolated,
ared the 1.6 kb insert in vector pOEMz (2.7 kb Promega Corporation,
Mlaclison, W1, USA) was removed using EcoRY FamHl double diges-
tion and mdinlabelled with I":I’I ATP with o mndom primer DA
Inbelling kit iRoche, Barcelona, Spain).

Far Morthern blot analvsis, Wwinl REMA samples (10-15 L) were
clkcirophoresed on a 1% agarcse/fonmaldehyde denaturing gl for
2 hoat TAY in 3N-morpholine-propanesolfonic add baffer (Sambnook
e a@l, 1989 The integrity of the BMA was amlysed by ethidiom
bromide siining. Samples with evidence of RNA degmdation were
exchuded from subsequent analysis. RMA wos trnsfermed onio posii-
ively changed nylon membmne (Roche) by capillary action in a 10
concenimubed sinmdand sahne citmie (550 buffer. Finally, RNA aas
cross-linked o the membtane by UV ireatment.

For 1L-8 and MCP-1 oligonuclentides and 285 BNA probes, the
blots were pre-hybodized cvernight ab 65°C in o buffer conmining
G2 BRC, 53 Denharndt's solution, 0,15 sodinm dodecyl sul phate 51008
arel 200 ml of salman sperm DA (Sigma) according o Sambrook
of il (Bambmook er all, 1989, Hybridization s perfoomed overnight
ab 65°C in the same buffer with 5310°% cpm of mdiclabelled
probes, For RANTES pre-lvbridization and hyvbrdizmtion, a solution
contmiming 0% formamide, 5®Denhard s salotion, 02 % (aiv)
515, 530 nmoll scdium phosphate boffer, pH 7.4, 5 mgfm] dextmn

cr of KICP-1 oligonucleotide
e

A wns com-
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sulphate and 200 mg'ml salmon sperm DNA wrs uscl. Blois
were pre-hvbridized overmght at 42°C and hybodized in the same
corglitions with the mdiolabslled RANTES olipooucleotide prbe.
Adber hybriclization all blots were woshed roice with 6 <5500 1%
SDE for 13 mins ot room lempemture and with 2<5850001% 508
fior 15 min of 657C, Antondicgmphy was performed ot =807 msing
Kodak X-Omat AR films. Blols were then siripped for 10 min at
95°C in 0% DS prior o being reprobed . Bands from at Jeast four
bliz for eoch chemokine were analvsed by lmer dersitomeiry
iTecnologin pamn Diagndstico ¢ lovestigacidn, Madrd, Spainy and
normulized wing the 288 rRIA band for each sample anobesed.

Flow cytomssiry

Intrncellulsr detection af chemokines in EEC coliures was perfonmed
by Ao cviomeiry based on previously developed procedores (Jung
afal, 1993 Prossinand Metcalfe, 1995; Simon e al, 1997), Cultured
EEC were deinched with o cell scmper, reieved, contrifuged and
blcked with 1% bowvine senam albumin in PES for 2 hoat 47C The
ool pellet v resuspended in T0% sthanol at -20°C for 20 min and
econtrifuged. After woshing with PBS-T, cells were incubated overmight
gt 70 with [L-8 (Genevmied and MOP-1 (Pharmigen) monse onfbi-
humun antibodies (10 pe'ml). EEC suspensions were washed with
PRE-T nnd mized with FITC-conjugnted anti-mouse 1gl whole
mekecule (Sigma) diluted 1:64 for 1530 min at 47C, Call suspensions
were fmed with 1% pamformaldehyde for 1 h ot 47 Begative
conlrols were peformed in cach experiment by omitling the primary
antiboady, Cells were suspended in PES and analyscd in an Epics
Elite flowe cxvtometer (Coulier Cvtownetry, Hialesh, FL, USA) msing
an argon ion laser tuned at 458 nm and 15 mW, Doboz was exclded
kv analysis of soafter properbies. At beast 10 000 events per sample
were stored in list-mode Gles, Datnwere expressed o the percentange of
Nuorezcent cells (5P C) ared as dntensity of luminasity in Quonescence
arbitrary units (FALTY. Varahility in the intensity of the fucrescent
sigrunl e chimined with full peak of W

Determination of chemakine secre tian

IL-% and MCP-1 concen imtioms were measured on dovs 3 and 6 of
embryvo development in the 24 b conditioned media from EEC
cultures ol coculiures with blastcoysts amed arresicd embryvos (n
14 per growp for 1L-B and w 12 per group for MOP-1) by
ELIEA (R&D Systems, Minoeapolis, MM, USA) According to the
munuisciurer’s infanmation, the sensitivity of [L-8and MOCP-1 ELISA=
were 10 and 3 pgfml respectively. Inim- and interassay CWs werne
respectively 6.5 ond 6% for 1L-8, and 5.9 and 4.9% for MOP-1.

The stge of human emwbryo development during the culture period
wis also determined (day 3: 8-10 cells: doy 4: morula stage: day 5:
bilmtoeyst: m 150 ench). In addition, we investigated the secretion
of chemokines o the culture medinm by blastocysts of amested
embryvos alone (withoot EEC).

We also studied the influence of Ez and progesterone on chemokine
secretion by EEC enltures. The experimental design fior Bz and
progesierone effects was sct by comparing two coliure media: 52
mizclium ( Scarelinavian IVE) sopplemented with B2 0002 nmald) and
progesterone {10 nmoll) and M3 medivm (Medicult, Copenhagen.
Denmark) without hormones.

Statistical analmi

Data of chemokine concentmtions (from ELISA). %P, intensity of
oty FA LY from Aow cviometyi and densiiomeine units i from
Mortbern blot analysis) were expressed as means = SERM. Statistical
nnitvsis aue peformed teing the Smtistical Packnge for the Social
Science (3PS5 Inc., Chicago. 1L, USA). The analvsis of varianoe



P aballero-Caompo o al

CANOWAY For multiple comparisons was cartied out among gronps
arel P = 0005 was considered 1o be statistically significant.

Hesults

Immunolocalization and  hormonal  regrilation
MOP-§ and RANTES in human endomatninm.
Peripheral E; and progesterone levels were determmined al the
same time as endometrial biopsies were aken (non-receplive,
pre-receptive and receptive phases) and were consistent with
the expected physiological hommonal levels. On day 13 (non-
receplive phase) E, levels were 3332 + 920 pg/ml and
progesterone was undetectable. On day 18 (pre-receptive
phase) E; and progesterone levels were 3316 + 391 pe/ml
and 9.5 * 38 ng/ml respectively. On day 21 {receptive phase)
E- and progesterone levels were 362.6 + TR S pg/mland 10,5 2
6.1 ng/ml mespectively. These hormonal levels effectively
stimulated endometrial differentiation, as assessed by Noyes
histalogical criteria (Moyes ef al., 19500,

Endometrial samples showed a specific immunomeactive
staining For 11-8, MOCP-1 and RANTES (Figure 13. On day
13, when patients wene treated with E; valernte only, 11L-8 and
MCP-1 staining was localized at the lumenal and glandular
epithelium and perivascular endothelial cells (Figure 1, panels
C1, F1). During the pre-receptive and receplive periods, on
days 18 and 21, an increase in skaining intensity at the same
localizations was ob=served (Figure 1. panels D1, E1, G1. HI;
Table I}, RANTES was immunolocalized mainly at the stromal
compartment and perivascular cells. Significant variation in
staining intensity for RANTES on different days was not
observed (Figure 1. panels 11, 11, K1; Tahle T}, We attempied
to study the pattemn of mRMA expression of these chemokines
in the whole endometrium, but the comesponding band fior
IL-8 and MCP-1 was not detected (Figure 2) due o the
small contribution of the epithelial fraction o the complete
endometrial sample. A band of 1.25 kb comesponding to
RANTES was detected in tolal RNA from endometrial hiopsies
(Figure 3).

alf [L-8,

f'.'r.lll'J.l:I-'l-'.ln'n:n.' reptilalion r-:f'-:'ll.'e'r.llr-'.'h'.n’l.‘- of the mRNA fevel in
crilfzred EEC

Northem hlot analysis to detect 1L-8 mRNA with the control
285 hybridization signal was performed with otal RNMA from
EEC aultured without embryos, with arrested embryos or with
blastocysts and from endometrial biopsies. Although T1L-8
mEMNA was not detected in any of the whole endometrial
biopsies at any phase swdied. a band of 1.8 kb comesponding
to IL-8 mRNA expression was detected in the ol RNA
from EEC. Quantitative densitometric analysis showed an up-
regulation of IL-8 mRNA in EEC co-cultured with human
embryos compared with EEC without embryos (P < 0L05)
Data were expressed as mean + SEM from four patients in
each group (Figure 2).

Likewise, MCP-1 mRMNA was not detected by Morthem hlot
analysis in whole endometrial samples, but MCP-1 mRNA (a
band of (L7 kb) was detected in RNA prepared From EEC
culires. However, EEC MCP-1 mRNA did not show any
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changes in expression in the presence or absence of humean
blastocysts (Figure 2.

Unlike the previous chemokines, a hand of 1.2 kb corres-
ponding o RANTES was detected in total RNA from endomet-
rial hiopsies, and no evidence of RANTES mRENA expression
in EEC was detected (Figure 3). Since RANTES mRNA was
ot detected in EEC cultures we did pot follow-up the study
al this molecule in EEC at the protein level.

Embhryvonic regulation of IL-8 and MOP-1 pratein produced
by EEC
To quantify the intracellular expression of IL-8 and MCP-1 in
cultured EEC, fow cytomeiry was performed on EEC using
the present in-vitm maodel For apposition, and the results were
expressed as the percentage of stained cells (5C) and FAL
(Figure 4.

IL-& expression was significantly up-regulated in EEC in
the presence of hlastocysts (286 + 5.2% 50 163 = 014
FALT compared with the control EEC ¢without embryos) (15.9
tOAGS RO OTT & 006 FALL P 0005 Figore 4. Flow
cytometric analysis showed gquantitatively that EEC expressed
higher intracellular MCP-1 concentrations than [L-8. However,
MCP-1 flow cytometry analysis did not demonstrate any
regulation by the presence of hlastocysts (46.72 * 6.27% 8C;
367 + 047 FALD compared with the absence of humean
embryos (419 * G6% 50C; 3,31 + 059 FALD or the presence
of amested embryos (52,39 + Q5% 5C; 500 *= 115 FAL).

Embrvonic regrlation af TL-8 and MOP-1 pratein secreted
by EEC

T confinm that the chemokines investigated originated exclus-
ively from EEC, the conditioned media from blastocysts and
arrested embryos cultured without EEC were analysed. In the
conditionad media from human embryos, no measurahle level
of [L-8, MCP-1 or RANTES was discovered. confinming that
these chemokines originate from EEC cultures.

To investigate the effect of E; and progesterone on the
secretion of EEC chemokines, two different culiure media
wemre used: 52 (Scandinavian I¥F) supplemented with B, (0.2
nmald) plus progesterone (10 nmol/) and M3 (Medicult)
without honmones. Mo statistical  differences in chemokine
secretion were found in EEC without blastocysts, EEC with
blastocysts or EEC with arrested embryos, with or without B,
and progesterone,

EEC secreted 1L-8 and MCP-1 at the ngf/ml range. EEC
IL-& secretion was investigated on days 3 and 6 of embryonic
development. On day 3, EEC that had been cultured alone
secreted more 11-8 than EEC that had heen co-cultured with
mommal  developed or armested embryos (EEC 455 ¢
2.7 ngiml; EEC-hlasiocyst 305 + 1.7 ng'ml; EEC —amested
embryo 31.3 * 1.4 ng/ml; P = 0005; Figure 5A). However,
on day 6 o differences were observed (EEC: 283 ¢
2.3 ng/ml; EEC-hlastocyst: 299 + 18 ngf/ml; EEC —amested
embryos: 26,3 + 2.3 ng/ml; Figure 5A).

MCP-1 secretion by EEC exhibited a similar pattern 1o
IL-8&. On day 3, EEC that had been cultured alone secreted
more MOP-1 than EEC that had been co-culiured with normal
developad or arrested embryos (EEC: 41+ 3.9 ngifml; EEC-
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Cl

DAY 13

D1

DAY 18

MCP-1 EANIES

Figure L Immunolecalization of chemokines 1L-8, MICP-1 and EANTES in human endometriom durirg an HET cyele oo days 13 jnon-
receplive phase), 18 pre-receptive plume) and 21 ireceptive plurse). (A1) Megative contmol by cmission of the fimst antibody, (B Positive
contral af [L-% in onsil. On day 13, modemble staining for [L-8 was present on perivascular lining, and glandulsr snd lomenal epitheliom
(10 Stmiming inbensity incrensed on doys 18 (005 and 21 {E 1) in the same areas. On day 13, helerogeneous stmmng for MIOP-1 aus
present in glandular and lomenal epitheliom and homogeneons expresson was present on penvescular hoing (P Stmming inbensity
increased on days 18 (€210 and 21 ¢H1. RANTES sinining wus moink immunalocalized at the stromal compartment, forming closters, ard
at the perivascular lining. Mo vadation wus observed during the three phases stodied (11, 71, K1),

Table 1. Summary of the immunshisioche mical experiments ientifyiog [L-8. MCP-1 and BANTES in diffzrent compaiments of the humn ¢ ndometrium
during, the non-receptive {doy 13}, pre-receptive iday 185 mod receptive iday 215 phses in HET cycles, Desigrations of + (wedkly positivel o + + +
{inlemsely positive) indicate the relative inkeresities of the signals averaped For o Jeast three differeot samples. Yarabiliy betwesn readers is ndicaled with o
lash murk

Day 13 Dy 12 Diay 21

ERIT 5T ENDY EPIT =T EXD ERIT =T EXD
I.= 4 Wi 14+ [[1E% 44 4 14 4444
ACP-1 14 it} } b4 (11} } F44 TR N [T TR N
RANTES (1] R Nt 14 4 R TR i) e Nt b4

EPIT = epithelial ealle; 8T = smomal exlls: EXD = endothelial cells:; 115 = inlerlenkin®; MOP.] = monocyte chemoloctic protein |

normal developed embryos: 3008 + 4.6 ng/ml; EEC-amested EEC-hlastocyst: 234 + 1.8 ng/ml; EEC-amestad embryos:
embryos: 34.7 * 0.5 ng/ml; P = 0.05). However, on day 6 257 * 33 ng/ml).

of culwre, no differences were ohserved in MOP-1 secretion In order to study the influence of embryonic quality on
hetween different EEC groups (EEC: 294 + 3.3 ng/ml; IL-& secretion pattems. the conditioned media of EEC in

68



P abullera-Campo o al.

< [L-§ < MCP-1
- 1.8 Kh 0.7 Kb
" = 285 rRMNA - B
T 4T Kb
C A B E C A B E
14
3
nmd . 12 nmd |
2.5 [
1 :
e
5 2 08
s 1.4 . 0.6
E | 0.4
]
E 0.5 0.2
g . - B 0
C A B c A B

Figure 2 iLeft pancl) Northern hlot analvsis of 1L-8 mRMA with the control 285 hybridization signal in total REA from EBC aaltured
without an embrvo (contral, O, with an arrested embrvo (A, o with 6 blastscvet (B and receptive phase endometrial biopsy (samples
obtrined on day 21 from o pormal menstual cycle) (B Appromimately 10 g of oianl RNA per lans was electrophoresed. tmnsferred toa
v o membrmane aml bvbridized with “"P-labelled 11-8 amd 285 probes, Mo band weas detectad in the ol BENA from the whole

erelomeiniom: however. o band of 1.8 kb corpesponcdi

2 o [L-8 mEMA expression wus detecbed in the ol BNA from EEC, Densibometric

analysis of 1L-8 mRMNA kvels after normalimtion agninst the housckeeping probe (lower panely reveaksd an up-regulation of 1L-8 in EEC
that had been oo-culiured with homan blastooysis compared with the control EEC, Data were expressed os mean * SEM and cells were
obtiined from four patientz for each group. (Right peanel ) Similse o [L-8, 6 bard of 0.7 kb comresponding o MOCP-1 mBMNA expression aume
detected in the toil RNA from EEC and no band o detected 1o the oia] BNA from the whole receptive phase endometriom.
Diensitometric analysis of MOP-1 mENA levels after normalization against the conimol probes showed an up-regolation of [L-5 mBENA in
EEC that had been co-culiured with human blastocysis comparsd with the control EEC. Cells were obinined from four patients for cach

group. Daln were expressed as mean = SER.

=18 4.7 Kb
1.2 Kb

- g

el ]

C A B BIBIB3

Figure 3. Morthemn blot annlysis of EANTES mEMNA in toial RINA
from ERC and endomeinal biopsics. A band of 1.2 kb
corresponding o RANTES mEMA aas detected in the ioiml RNA

koaded from all af the endometnal biopsies (Bl doy 13, B2 day 15,

B3 day 213, and no band was detecied in the toial RNA fom EEC
cultured without an embryo iconimol. ). with an arrested embryvo
tA) of with o blastoovst (B,

contact with developing embryos (m = 100 was analysed each
day (days 3-6). Groups were divided according to the stage
ol embryonic development on each day. Results showed that,
within the same day. those embryos with a nommal development
(day 3. B- to 10-cell embryos; day 4. momla; day 5, eary
blastocyst) induce higher IL-8 secretion in EEC cultures
compamed with those embrycs with retarded development or
controls without embryos (Figure 5R). This effect was evident
on days 3-5 of embryo development and disappeared on day
i (Figune 5H).

Ihscussien

The development of the wierine receptive siage is regulated
by owarian sterodds and involves a multistep process, which
includes plasma membrane ransformation of the endomeirial
epithelinm, changes in the cytoskeleton, decidualization of the
stromal compartment and a specific recruitment of leukocy @
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subsets within the stroma. During implantation, leukocyle
infiltration occurs in the decidua in humans, comprising of
mainly large granular lymphocytes or natural killer cells and
al=o macrophages and T-cells (Bulmer e al., 1991, whereas
in modents the leukocybes implicatsd are granulocyles and
macrophages (Tremellen et al., 1998). Regulation of lenkocyle
recriitment in the uterus during implantation may be orches-
trated by uterine epithelial cells which release an ammay of
chemokines in a precise temporal pattem driven by ovarian
steroids in humans (Critchley e al, 1996) and rodents
(Robertson et al., 1996).

O sidy is Focused on the expression and prosduction of
endometrial chemokines during the implantation window. For
this purpose, we first studied the immunolocalization of chemo-
kines IL-8, MCP-1 and RANTES in the human endometrinm.
Owr findings confimmed previous reports on the endometrial
expression of these chemokines (Arici e al, 1993, 1995;
Critchley ef al.. 1994; Tones et al., 1997, Inmunohistochemical
experiments showed a different localization pattem: 1L-8 and
MCP-1 wer mainly expressed in glandular and lumenal
epithelium and endothelial cells, whereas RANTES staining
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wis localized mainly in the stromal and endothelial cells.
Morthem blot analysis was not sensitive enough o detect
IL-8 and MCP-1 mRMA btands from total endometrial RNA.
However, these chemokine mRNAs were detected in otal
RMA from EEC culwres. Since endometrial stromal cells ane
the principal constitbents of endometrial tissoe, RANTES
mRNA was detected in the entire endometrial RNA extract,
and was absent in EEC culiures.

The hommonal regulation of these chemokines during this
period was semi-guantitatively assessed at the immunoreactive
protein level in an in-vive model of hormonal regulation
(Meseguer o wl, 20013 After previous estradiol stimuolus,
progesterone up-regulated the immunoreactive presence of
IL-8 and MCP-1 in endometrial epithelivm in the pre-receptive
(day 18) and receptive (day 21} periods of the secretory phase
ol the menstrual cycle. This data is consistent with previous
findings in natural menstrual cycles (lones ef al . 1997; Arici
et al, 1998; Milne ef al, 1999). However, using an in-
vivo model of progesterone withdrawal and maintenance, an
elevation of IL-8 mRNA after progesterone withdrawal has
been documented (Critchley e al, 1999), These Ondings
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suggest the implication of these chemokines in endometrial
receplivity by progesterone presence and in the premenstmal
migration of leukocytes into the endometrinm regulated by
progesterone withdrwal.

The second significant informmation presented in this report
concems the embryonic production and regulation of these
EEC chemokines, Meither IL-8. MCP-1 nor RANTES are
secreted by the human emhbryo. However, this report uniguely
demonstrates that the human blastocyst up-regulates EEC
mRMA expression and peptide production of 1L-E. This inding
strongly sugpests that the human embryo provides an important
contribution 0 the endometrial chemokine network at the
time of embryo implantation. Therefore, we hypothesized the
existence of two separate EEC chemokine inducing “pro-
grammes’, one regulated by matemal hormones and one by
the human emhbryo.

Amnother important point 0 be noted is that the bonmonal
induction of EEC 1L-8 and MCP-1 production was not under
direct steroid coniral in our in-vitro model. This Anding
indicates that steroid regulation of EEC 1L-8 and MCP-1
profein in vive might be through an indirect mechanism which
involves stromal cells or other endometrial cells (King ef al.,

1996), However, the embryonic regulation of EEC 1L-8 was
exerted through a direct mechanism. which invalves soluble
embryonic factors and their receplons, locatad in EEC, Never-
theless, the msults of the embryonic regulation of endometrial
chemokines should ke interpreted within the limitations of an
in-vitm mocke ],

Paracrine regul ation of endometrial epithelialcells by embry-
onic cytokines, i.e. LIF, HR-EGE and 111, has been implicated
in the implantation process (Simén e @l 199%5). Embryonic
cylokines may be involved in the release of endometrial
chemokines, which in tum may induce leukocyle attraction
and the activation of endometrial adbhesion molecules (Del
Pogos et ail., 1997, Siman ef al, 1997; Garcia-Velasco and Arici,
1999, b) during the adbesion phase of human implantation.

Further investigations are needed 1o assess the precise
mechanism by which chemokines and lenkocyte subsets parti-
cipate in the acquisition of the endometrial receptive state
within a spatial and temporally defined period of maximal
ulering receptivity. The identification of signalling pathways
and target czlls responsible for this stage will prowvide imporant
data to improve our understanding of the implantation process
for ferility or contraceplive purposes.
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Chemokines are implicated in the implantation process. The aim of this study was to investigate mRNA expression and protein
levels of chemokine receptors CXCR1, CXCR4, CCRS and CCR2B in human endometrium throughout the menstrual cycle,
during HRT and in the human blastocyst. The regulation of chemokine receptors in the endometrial epithelium was also studied
using an in-vitro model for the apposition phase of human implantation. We found up-regulation of endometrial CXCR1 mRNA
(419-fold increase), CCRS mRNA (612-fold increase) and CCR2B mRNA (657 fold-increase) during the luteal phase peaking in
the pre-menstrual endometrium. CXCR4 mRNA levels presented a specilic although modest (18-fold increase) up-regulation
during the implantation window. These findings were corroborated at the protein level in natural and HRT cycles.
Immunoreactive CCRS and CCR2B receptors were detected in human blastocysts whereas CXCR4 and CXCR1 were not pre-
sent. Chemokine receptors in cultured endometrial epithelial cells showed an up-regulation and polarization of CXCR1, CXCR4
and CCRS receptors when a human blastocyst was present. The specific distribution and regulation of chemokine receptors in
the endometrial epithelium and the human blastocyst suggest a possible implication of these receptors in the apposition and
adhesion phases of human implantation.

Key words: blastocyst/chemokine receptors/endometrial epithelial cells/human endometrium/implantation

Introduction (Arici ef al., 1993). Monocyte chemotactic protein (MCP-1; B-
Chemokines (short for chemoattractant cytokines), a family of small chemokine) has been reported to attract NK cells (Loetscher er al.,
polypeptides with a molecular weight in the range of 8-12 kDa, are 1996) as well as T lymphocytes (Loetscher er al., 1994). MCP-1 is
specialized in the attraction of specific leukocyte subsets through their secreted by a number of cell types such as endothelial cells (Sica ef al.,
binding to cell-surface receptors. In reproductive biology, these 1990), fibroblasts (Yoshimura and Leonard, 1990), monocytes and
molecules have been implicated in crucial processes such as ovulation, lymphocytes (Yoshimura and Leonard. 1989). It has been detected in
menstruation, embryo implantation, parturition and pathological normal endometrium (Arici er al., 1995) and endometriotic cells
processes such as preterm delivery, HIV infection, endometriosis (Akoum er al., 1996). The B-chemokine RANTES (regulated upon
and ovarian hyperstimulation syndrome (Cocchi ez al., 1995; Simdén activation normal T cell expressed and secreted) is a chemoattractant
et al., 1998). for monocytes, eosinophils and basophils, and is localized in eutopic
Chemokines and their receptors are divided into two families based endometrium and ectopic endometriotic implants (Hormung er al.,
on structural and genetic considerations. All chemokines are struc- 1997). Stromal-derived factor-1 (SDF-I; ot-chemokine) is involved in
turally similar, having at least three B-pleated sheets and a C-terminal regulating a wide array of leukocytes, lymphopoiesis and controls
o-helix. Most chemokines also have at least four cysteines in integrin-dependent adhesion of T-cells to the endothelium (Campbell
conserved positions (Kayisli ef al., 2002). In the CXC chemokine et al., 1998). Most chemokines bind to the cell-surface or connective-
family (¢-chemokines), the two nearest cysteines (C) to the N-termini tissue components such as glycosaminoglycans. Therefore, dimeriza-
of family members are separated by a single (and variable) amino acid tion is favoured when chemokines associate with these molecules
(X). Interleukin-8 (IL-8) (xt-chemokine) is a potent chemoattractant (Witt er al., 1994). These interactions provide strong evidence that
and activator for neutrophils (Mukeida et al., 1989) and T chemokine dimerization is a critical process in vivo.
lymphocytes (Larsen er al., 1989). IL-8 is produced by a variety of Chemokine receptors belong to the superfamily of G-protein-
cell types: monocytes, fibroblasts (Dudley er al.. 1993), Ilymphocytes, coupled receptors (GPCR). The former receptors have seven
epithelial and endothelial cells (Baggiolini and Dahinden, 1994). It sequences of 20-25 hydrophobic residues that form an o-helix and
has been detected in the human reproductive tract, at the cervix span the plasma membrane, an extracellular N-terminus, three
(Barclay er al., 1993), placenta (Saito ef al.. 1994) and endometrium extracellular loops, three intracellular domains and an intracellular
@ European Society of Human Reproduction and Embryology 189
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Table 1. Oligonucleotide primers with predicted respective PCR product sizes.

Gene Sense Primers Antisense Primers bp
CXCR1 5- ACACGCACACTGACCCAGGAA -37 5-CATCCGCCATTTTGCTGTGT- 3" 174
CXCR4 5-TTGTGGGTGGTTTGTGTTCCA -3 5 -CTGTGGTCTTGAGGGCCTTG- 37 145
CCR2 5- AGTGGGTCTTTGGGAATGCA -3° 5-CCGTCCTGGCTTTTAAAGCA- 3° 147
CCRS 5-GGACCAAGCTATGCAGGTGAC -3 5 -TTGGCAATGTGCTTTTGGAA- 3" 129
GAPDH 5°-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC -3° 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3" 192

C-terminal tail. These receptors transmit information to the cell about
the presence of chemokine gradients in the extracellular environment.
They are named depending on the structure of their ligand (CXC or
CC). CXCR4 is expressed on neutrophils, monocytes, B and T
lymphocytes, and its primary ligand is SDF-1 (Nagasawa er al., 1996).
CCRS, receptor for RANTES and macrophage inflammatory protein-1
(MIP-1) o and P is expressed on monocytes, dendritic cells, activated
T lymphocytes and natural killer (NK) cells (Chantakru et al., 2001).
CCR2B, expressed in monocytes, basophils, dendritic cells, NK cells
and activated T Iymphocytes is the main receptor for MCP-1, -2, -3
and -4 (Polentarutti ef al., 1997). CXCRI, a receptor for interleukin 8
(IL-8) and GCP-2, is expressed mainly in neutrophils and dendritic
cells (Wuyts er al., 1998).

The binding of chemokines to their receptors is followed by the
mvolvement of heterotrimeric G proteins (Reif and Cantrell, 1998;
Ward et al., 1998) and the triggering of intracellular second
messengers such as cAMP and calcium. One of the most impressive
effects of the binding of chemokines to their receptors on leukocytes is
the morphological change which this provokes; the cytoskeleton 1s
rearranged, integrin-mediated focal adhesions are formed and the cell
binds and detaches from the substrate in a coordinated manner, with
extension and retraction of pseudopods responsible for directional
migration (Bokoch, 1995; Ward ef al., 1998).

A specific molecular crosstalk between embryo and endometrium
has been reported during the human implantation process (Glasser
et al., 1991: De los Santos ef al., 1996). The endometrial epithelium is
an important element where the molecular interactions between the
embryo and the endometrium seem to be initiated (Simén et al., 1997;
Galan er al., 2000; Meseguer ef al., 2001). The endometrial epithelium
produces and secretes chemokines (Arici ef al. 1998; Caballero-
Campo er al., 2002).

In the present study, we have analysed mRNA expression and
immunaolocalization of chemokine receptors (CXCR1, CCRS, CXCR4
and CCR2B) in the human endometrium throughout the natural
menstrual and HRT cycles and in the human blastocyst. Furthermore,
we have also studied the embryonic regulation of these endometrial
chemokine receptors using an in-vitro model for the apposition phase
of human implantation.

Materials and methods

Institutional approval and informed consent

This study was approved by the Institutional Review Board on the use of human
subjects in research at the Instituto Walenciano de Infertilidad (IV1), and
complies with Spain’s Law of Assisted Reproductive Technologies (35/88). All
patients participating in this study signed a written statement of consent and
were informed of the details of the study.
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Experimental design

To investigate the mRNA expression of endometrial chemokine receptors
(CXCRI1, CXCR4, CCR2B and CCRS5) throughout the menstrual cycle and
their hormonal regulation in vive, we used two different models: (1) endometrial
samples from fertile patients undergoing natural cycles and (ii) HRT in mock
cycles from participants in the ovum donation programme. To study the
embryonic regulation of endomeitrial chemokine receptors, we have used anin-
vitro model of the apposition phase of human implantation, with endometrial
epithelial cells co-cultured with or without human blastocysts. Triploid
embryos were analysed in order to localize the chemokine receptors on the
human blastocyst.

Endometrial samples

Human endometrial tissues were obtained throughout the menstrual cycle from
nomal fertile women aged 23-39 years (n = 15). A small portion of each
specimen was histologically examined and dated according to Noyes er al.
(1950). Endometrial biopsies were distributed into five groups: group I,
early-mid-proliferative (days 1-8): group 11, late proliferate phase (days 9-14);
group III, early secretory phase (days 15-18); group IV, mid-secretory phase
(days 19-22); and group V, late secretory phase (days 23-28). Endometrial
expression (real time PCR) and localization (immunohistochemistry) of the
four receptors were analysed using these samples.

Hormonal regulation of these receptors was also investigated at the protein
level in endometrial biopsies from ovum donation recipients undergoing HRT
(Meseguer er al., 2001; Martin er al., 2000). Serum and endometrial samples
were obtained in mock cycles from five patients (23-29 years) receiving ovum
donation and HRT, as previously described (Caballero-Campo et al., 2002).
Briefly, serum samples (S) and uterine biopsies (B) were taken from each
patient at day 13 (S1, B1), 18 (82, B2) and 21 (S3, B3). Therefore, at the time
when serum and biopsies were collected, patients were treated for 3 days with 6
mg/day of estradiol valerate (EV) and for 6 days with 6 mg/day of EV plus 800
mg/day of progesterone. Biopsies were dated histologically according to Noyes
et al. (1950). E; was measured in the serum by immunoenzymatic assay
(MEIA, Imx; Abbot Scientific, Madrid, Spain). Progesterone was measured by
radioimmunoassay (biomerieux, Charbonnieres Les Bains, France).

RNA isolation

RNA extraction was performed according to Chomczynski and Sacchi
(1987), with minor meodifications using the Trizol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Briefly, each tissue was weighed and 500 ul Trizol
reagent was added for every 100 mg. Total RNA was separated from DNA and
proteins by adding chloroform, and was precipitated with isopropanol
(overnight, ~20°C). The precipitate was washed twice in ethanol, air-dried
and resuspended in 75% diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water. RNA was
quantified by spectrophotometry on a SmanSpec 3000 spectrophotometer
(Biorad, Barcelona, Spain). A260/A280 ratios for all samples used varied
between 1.6 and 1.9.

Reverse transcription

RT was camried out using a Advantage RT-for-PCR kit (Clontech, Palo Alto,
CA, USA). The mastermix per sample was prepared as follows: 5xreaction
buffer, INTP mix (10 mmol/l each), recombinant RNase inhibitor and MMLV
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{Moloney-Murine Leukemia Virus) reverse transcriptase. One pg of each
sample was diluted in DEPC-treated water with oligo (dT)18. The mixture was
then heated for 2 min at 70°C and kept on ice until the mastermix was added.
For each RT. a blank was prepared using all the reagents except the RNA
sample, for which an equivalent volume of DEPC-treated water was
substituted. The RT blank was used to prepare the PCR blank (below). Once
all the components were mixed, the samples were incubated for 1 h at 42°C, and
heated for 5 min at 94°C to prevent cDNA synthesis and destroy DNAse
activity. The product was diluted with DEPC-treated water to a final volume of
100 pl and stored at —20°C until PCR analysis was performed.

Real time fluorescent PCR

The LightCycler (Roche Diagnostics, GmbH Mannheim, Germany) Instrument
was used to determine the relative quantification of gene expression of CXCR1,
CXCR4, CCR2B and CCRS receptors; GAPDH was chosen as the housekeep-
ing gene control. The SYBR® Green I double-stranded DNA binding dye
{Roche Diagnostics, GmbH Mannheim, Germany ) was chosen for these assays.
Oligonucleotides were designed using Primer Express® software (AB, Foster
City, CA, USA). Oligonucleotide sequences designed for the amplification of
the different genes are shown in Table L All real time PCR assays were mun
using SYBR® Green PCR Master Mix and the universal thermal cycling
parameters indicated by the manufacturer (60°C annealing temperature for all
primers). Relative quantification was carried out by employing the standard
curve method using the SYBR® Green 1 dye. Data were presented as the
relative average value for each gene investigated and then normalized with the
average value of the housekeeping gene obtained on different days of each
designated phase of the menstrual cycle. No direct comparison among different
genes could be made as the standard was composed of different cDNA species,
each at different concentrations. Quantification data were analysed at the
beginning of the exponential phase (cycles 30-35) with the LightCycler
analysis software 3.5 version. Background fluorescence was removed by setting
a noise band. Duplicates showing >5% variation were discarded. To validate a
real time PCR, standard curves with r > (.95 and slope values between 3.1 and
3.4 were required. To explore whether other non-expected products were also
amplified, PCR products after 40 cycles were subjected to a subsequent agarose
2% gel electrophoresis with ethidium bromide to confirm amplification
specificity (data not shown).

Immunohistochemistry of human endometrium

Formalin-fixed and paraffin-embedded endometrial biopsies were sectioned
and mounted on glass slides coated with Vectabond™ (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Twelve serial sections (6 pm) from each sample were
prepared and the first and last sections stained with haematoxylin-eosin. After
deparaffinization and rehydratation, sections were washed three times for 5 min
with phosphate-buffered saline (PBS). Non-specific binding was blocked with
non-fat milk (50 mg/ml in PBS). Sections were then washed three times with
PBS/0.05% Tween 20, pH 7.4 (PBS-T) and incubated for 1.5 h at 37°C with the
following specific antibodies: primary monoclonal antibody (Ab) against
human CXCR4 and CCR5 from Pharmingen (San Diego, CA, USA), primary
rabbit polyclonal Ab for human CXCR1 and CCR2B from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), each at 10 mg/ml. Negative controls
were incubated with PBS with 1% bovine serum albumin (BSA) and 0.1%
Tween 20. After being washed four imes with PBS-T, sections were incubated
for 1.5 h at 37°C with the secondary antibody, fluorescein isothiocyanate
(FITC)-conjugated goat anti-mouse 1gG whole molecule (Sigma, St Louis,
MO, USA). Afterwards, sections were washed four times with PBS-T and
gently washed with distilled water. Sections were mounted in aqueous
mounting medium (Dako, Barcelona, Spain) and immunolocalization of HRT
endometrial chemokines was visualized and photographed using an Olympus
35 mm camera attached to a fluorescence microscope (Nikon, Japan). Natural
cycle endometrium photomicrographs were obtained using a Nikon digital
camera coolpix 995.

Immunostaining intensity was evaluated in at least three different specimens
and interpreted as absent (0), weak (+), moderate (++) or intense (+++) by three
independent observers. Positive controls were tonsil sections and negative
controls were endometrial samples incubated in PBS with 1% BSA and 0.1%
Tween 20 without primary antibody.

Chemokine receptors in human endometrium/blastocyst

Immunocytochemistry of human blastocysts

For the immunostaining of human blastocysts, we employed an avidin—
peroxidase staining method using primary monoclonal antibody (Ab) against
human CXCR4 and CCRS5 (Pharmingen), primary rabbit polyclonal Ab for
human CXCRI1 and CCR2B (Santa Cruz) each at 10 mg/ml. Embryos were
previously fixed for 30 min at 4°C with freshly prepared 2% paraformaldehyde
in PBS micro-drops covered by oil (Simon er al., 1994). After fixation,
blastocysts were treated with 0.2% Triton X-100 (Sigma) in PBS for 10 min at
4°C to permeabilize the fixed cells and thereby facilitate the access of the
antibody. Biotin-labelled goat secondary antibodies (Sigma) were incubated for
30 min at 37°C. Incubation for 4-6 min with a working substrate solution of
avidin-peroxidase (Sigma), diluted 1/40, was carried out. Blastocysts were
photographed using an Olympus 35 mm camera attached to an inverted
microscope (Nikon, Japan). Of a total of 24 blastocysts used, six human triploid
blastocysts were analysed for each molecule and three were used as negative
controls.

In-vitro model for apposition

Based on our previous study, we have developed an in-vitro model to observe
interactions between the human embryo and endometrial epithelial cells (EEC).
This model has led to a clinical programme in which embryos are co-cultured
with EEC until blastocyst stage and then transferred back to the mother (Simén
et al., 1999). Embryos were obtained after ovulation induction and
insemination, employing routine IVF or ICSI procedures.

Endometrial biopsies from patients were minced into small pieces (<l mm)
and digested with a mild collagenase solution (0.1%) for 1 h at 37°C. The
endometrial epithelium was isolated and purified as previously described
(Simén er al., 1993). EEC were cultured to confluence in a steroid-depleted
medium containing a 3:1 mixture of DMEM (Sigma), MCDB- 105 (Sigma) and
5 mg insulin (Sigma) and supplemented with 10% charcoal-dextran-treated
bovine fetal serum (Hyclone, Logan, UT, USA). The homogeneity and purity
of EEC cultures were assessed using immunohistochemical markers (Simon
et al., 1994) and morphological characteristics (scanning electron microscopy)
(Simon et al., 1999). After confluence, the culture media were replaced by a 1:1
mixture of IVF:52 medium (Scandinavian IVF Science AB, Gothenburg,
Sweden).

Forty-eight hours after insemination of oocytes, each 2-4-cell human
embryo was transferred to an EEC monolayer. When embryos reached the 8-
cell stage, the medium was replaced by 52 medium (Scandinavian IVF) until
blastocyst stage. Embryonic development was checked daily and the medium
changed every 24 h. On day 6 of co-culture, blastocysts were transferred to the
recipient using a Frydman catheter. EEC cultured alone under the same
conditions were used as controls. Individual human embryos were co-cultured
with EEC for 5 days (from day 2 to day 6 of embryonic development). After
embryo transfer, EEC wells were divided into two groups: EEC with embryos
which had reached the blastocyst stage and EEC without embryos (controls).

Confocal analysis

Immunocytochemistry was performed following the same protocol as that
previously described with the same antibodies but using EEC from our in-vitro
apposition model. Confocal analysis was performed with an NRC 1024
instrument (Bio-Rad, Hempstead, UK). The excitation line used was 488
(FITC). The filter used was HQ515/10 (FITC). Transmitted light images were
acquired for every field.

Results

mRNA expression and protein localization of CXCRI,
CXCR4, CCR2B and CCRS5 receptors throughout the
menstrual cycle

The mRNA expression of the four chemokine receptors was analysed
throughout the menstrual cycle in three separate experiments each
with five patients using real time PCR. Data is presented as a relative
average value for each gene investigated and normalized with the
average value of the housekeeping gene obtained on different days of
each phase of the menstrual cycle in three different experiments. The
lowest value for each receptor in each phase of the menstrual cycle
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was considered as basal expression and quantified as 1. The intensity
of expression for a given receptor in a specific phase of the menstrual
cycle is expressed as fold increase compared with the basal
expression.

CXCRI (Figure 1A), CCR2B (Figure 1C) and CCR5 (Figure 1D)
mRNA are highly regulated throughout the menstrual cycle with
maximal expression in the luteal phase. The mRNA expression of
these three receptors suggested a progesterone-dependent pattern
starting low in the early secretory phase and continuing through the
mid-secretory phase and peaking in the late secretory phase (612-fold
increase for CCRS5. 419-fold increase for CXCRI1 and 657-fold
increase for CCR2b).

Unlike the other receptors, CXCR4 receptor mRNA (Figure 1B)
presented a specific increase in the mid-luteal phase compared to the
early and late luteal phases (17.7-fold increase in mid-luteal phase
versus 1- and 6.8-fold increase in early and late luteal phases
respectively). This illustrates that this receptor is specifically up-
regulated during the implantation window and its lowest expression is
noted in the early secretory phase.

We have also studied the four receptors at the protein level,
throughout the natural menstrual cycle (see Table III for semi-
quantitative analysis). CXCRI1 receptor shows higher staining when
compared to the other receptors. CXCRI1 peaks in the early and mid-
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secretory phases (groups III and IV) (Figure 2A and B). CXCR4
receptor also displays high staining across the whole cycle as in the
case of CXCRI receptor, it shows maximal expression in the mid-
secretory phase (group IV) (Figure 2C), confirming the real time
RT-PCR experiments. CCR receptors in general show lower expres-
sion in the endometrium than CXC receptors. CCR2B staining appears
in the late proliferate phase (group II) and reaches a moderate signal in
the early secretory phase (group III), maintaining a low-to-moderate
staining in the rest of the cycle (Figure 2D and E). CCRS5 receptor
signal starts in the late proliferate phase (group II) and remains low to
moderate in different compartments (Figure 2F and G) (see Table II
for localization and semi-quantitative analysis).

Hormonal regulation of immunoreactive CXCRI1, CXCR4
CCR5 and CCR2B in human endometrium

Peripheral E; and progesterone levels were determined at the time of
obtaining endometrial biopsies (non-receptive, pre-receptive and
receptive phases) and were consistent with the physiological hormone
levels expected. Atday 13 (non-receptive phase), E» levels were 333.2
= 02.9 pg/ml and progestecrone was undetectable. At day 18 (pre-
receptive phase), E; and progesterone levels were 331.6 = 39.1 pg/ml
and 9.5 = 3.8 ng/ml respectively. At day 21 (receptive phase) E; and
progesterone levels were 362.6 = 78.5 pg/ml and 10.5 = 6.1 ng/ml

B

mRNA GXCR4 expression
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Group | Growp 1 Group Al Group I Group V

Figure 1. Quantitative mRNA analysis of chemokine receptors in human endometrium throughout the menstrual cycle by real time fluorescent RT-PCR. (A)
CXCRI receptor expression. (B) CXCR4 receptor. (C) CCR2B receptor. (D) CCRS receptor. Endometrial biopsies were distributed in five groups, each
corresponding to a different phase: group I; early-mid-proliferative (days 1-8), group 11; late proliferative (days 9-14), group llI; early secretory (days 15-18),
group 1V; mid-secretory (days 19-22), and group V; late secretory (days 23-28). Data are presented as mRNA expression fold increase compared with the
group of basal expression for each receptor. Three experiments were performed in a total of 15 endometrial samples to obtain the mean shown in the graphs.
CXCRI, CCR2B and CCRS show a typical pattern of decidualization increasing their expression in the late proliferative phase (group V) whereas CXCR4
shows an implantation expression pattern, increasing in the mid-secretory phase (receptive phase). Error bars show SD.
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respectively. These hormonal levels stimulated endometrial differen-
tiation as assessed by classical histological criteria (Noyes et al..
1950).

Onday 13 (n =3). when patients were treated solely with estradiol.,
a very weak staining for CCR2B. CCRS5 and CXCR4 was localized in
the luminal and glandular epithelium and endothelial cells
(Figure 3A—C). During the pre-receptive and receptive periods (days
18 and 21 respectively), an increase in staining intensity was noted for
CXCRI receptor at the glandular compartment (Figure 3D, G). A
slight signal was observed in stromal cells. CCRS receptor was also
immunolocalized, mainly at the luminal epithelium but also at the
stromal and perivascular cells (Figure 3E. H), showing a slight
increase compared with the non-receptive phase. CCR2B receptor
shows a moderate increase in staining on day 18 and 21 in the luminal
epithelium, while no staining was observed in endothelial cells or
stroma (Figure 3F. L). CXCR4 receptor shows the same staining as
CCRS, mainly expressed in epithelium on days 18 and 21 (data not
shown). Endothelial and stromal cells were also positive.

We used human tonsil sections (data not shown) as positive controls
and negative controls were performed by deletion of the first antibody.
Immunostaining intensity was evaluated in at least three different
specimens and interpreted as absent (0), weak (+), moderate (++) or
intense (+++) by three independent observers (Table IT).

Immunolocalization of CXCRI, CXCR4, CCR2B and
CCRS5 in human blastocysts

We have detected immunoreactive CCR2B (Figure 4A, B) and CCRS
receptors (Figure 4E, F) in the human blastocyst. CCR2B staining is
localized mainly at the inner cell mass, whereas CCRS staining can be
visualized across the trophectoderm. In all cases (n = 3) CCRS staining

Chemokine receptors in human endometrium/blastocyst

was more intense than that of CCR2B receptor and the pellucide zonae
was not stained in any case. Immunoreactive CXCR4 and CXCRI1
were nol detected in human blastocysts when the same technique was
used (Figure 4C, D, G, H).

Embryonic regulation of chemokine receptors in human
EEC
The embryonic impact on immunolocalization and polarization of
chemokine receptors CXCR1, CXCR4, CCRS and CCR2B in cultured
EEC was investigated using our apposition model for human
implantation. Chemokine receptors CXCRI (Figure 5A), CXCR4
(Figure 5D) and CCRS (Figure 5G) produced a barely detectable
staining in few cells at the EEC monolayer when the blastocyst was
absent. However, when a human blastocyst was present there was an
increase in the number of stained cells for CXCRI (Figure 5B),
CXCR4 (Figure 5E), and CCRS (Figure SH) and polarization of these
receplors in one of the cell poles of the endometrial epithelium
(Figure 5I).

Immunelocalization and polarization changes in CCR2B receptor
were not present in the EEC monolayer and this receptor was not up-
regulated by the presence of the human blastocyst.

Discussion

Chemokines were originally defined as host defence proteins and it is
now clear that their repertoire of functions extends well beyond this
role. Chemokines can mediate or inhibit angiogenesis and may be
important targets for leukocyte adhesion (Payne and Cornelius, 2002).
In this study, we present data that highlight the involvement of
chemokine receptors at the human blastocyst—endometrial interface

Figure 2. Immunolocalization of CXCRI1, CXCR4, CCRS and CCR2B in human endometrium throughout the menstrual cycle. (A) Group 1. CXCR1 receptor
shows moderate staining in glandular epithelium (arrow). (B) Group 1I. CXCR1 receptor. Arrows indicate strong staining in luminal epithelium and stromal
cells. (C) Group I CXCR4 receptor. Moderate-to-strong staining is observed in luminal, glandular and stromal cells. (D) Group 1. CCR2 receptor. Faint
staining in luminal epithelium and some stromal cells. (E) Group 1L CCR2 receptor. Arrows show moderate staining in luminal epithelium. Glandular
epithelium also stained. (F) Group III CCRS receptor. Faint-to-moderate staining in the three compartments. (G) Group V CCRS receptor. Gland showing
staining in the lumen. (H) negative control. (I) Positive control ThP1 cells. The semi-quantitative analysis of the data is presented in Table IIL
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Table 1I. Semi-quantitative analysis of immunochistochemistry in human endometrium

Day 13 Day 18 Day 21
Epit. St End. Epit. St. End. | Epit. St. End.
CXCR1 [0/0 000 ++ | +HH++ piky H | HE +/+
CXCR4 |0/0 0/0 ++ |+H++  H+ HA |+ +H+  HH
CCR2 | +H+ 0/+ +H+ |+ 0+ A+ | A O+ +/+
CCR5 +/0 0/+ ++ | A A A | A +/+ +/+

Summary of the immunohistochemical experiments identifying CXCRI1. CXCR4. CCRS5 and CCR2 in different
compartments of the human endometrium during the non-receptive (day 13), pre-receptive (day 18) and receptive phases
(day 21) in hormone replacement therapy cycles. Designations of 0 (negative), + (weakly positive) to +++ (intensely
positive) indicate the relative intensities of the signals averaged for at least three different samples. Variability between

readers is indicated with a slash mark.

Epit. = epithelial cells; St. = stromal cells; End. = endothelial cells.

Figure 3. Immunolocalization and hormonal regulation of CXCR1, CCRS5 and CCR2B in human endometrium. (A, D, G) CXCRI1 receptor. (B. E, H) CCRS
receptor. (C. F, L) CCR2B receptor. Endometrial samples from hormonal replacement therapy cycles in ovum donation recipients were obtained during non-
receptive (day 13; A, B, C), pre-receptive (day 18: D. E, F) and receptive phases (day 21: G, H, I). The semi-quantitative analysis of the data is presented in

Table 11.

and which expand the biological relevance of chemokines in the
embryonic implantation process.

In this paper, we have detected that the protein staining for CXCR1,
CCR2B and CCRS receptors in epithelium and stroma decreases in the
late secretory phase whereas mRNA expression for these receptors
analysed by real time RT-PCR is maximal in this phase of the
menstrual cycle. Therefore, a possible explanation to reconcile these
findings is the high number of white blood cells which express
chemokine receptors recruited during this period in the human
endometrium.

Remarkably, CXCR4 mRNA levels present a specific though
modest up-regulation (18-fold) during the implantation window
versus the early implantation phase. These findings echoed the
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semi-quantitative immunohistochemical data and were corroborated
using an in-vivo model of hormonal regulation. Our in-vivo model
demonstrated that these receptors were present mainly in the
endometrial epithelium but they were also present in the stromal
and endothelial cells. The selective hormonal-dependent up-regulation
of these receptors suggests that CXCRI, CCR2B and CCRS display
specific function(s) in the pre-menstrual endometrium, whereas
CXCR4 seems Lo be implicated in endometrial receptivity. A possible
limitation of the in-vivo model of hormonal regulation used in this
study 1s that three consecutive endometrial biopsies (day 15, 18 and
21) were obtained in the same patient and therefore a non-specific
imflammatory reaction in the last biopsy may be present.
Nevertheless, this possibility seems unlikely because the pattern of
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Table 1. Semi-quantitative analysis of immunohistochemistry results of chemokine receptors CXCR1, CXCR4, CCR2B and
CCRS in different compartments of the human endometrium throughout the menstrual cycle

Group 1 Group I1 Group 11T Group [V Group V
LE GE SC LE GE 8C LE GE SC LE GE SC LE GE SsC
CXCR1 ++ ++ ++ e 4 + + t | A + 4+ HH HH o+
CXCR4 i+ HEH I o H O A A A
CCR2 0+ 0+ 0+ + + + 4+ ++ +H++ ¥ + HH+ + =+
CCR5 o+ 0+ O+ L A s HE HE HH HHE H

Designations of — (negative), + (weakly positive), ++ (intensely positive) and +++ (strongly positive) indicate the relative
intensities of the signals averaged for three different blind observers.
LE = luminal epithelium; GE = glandular epithelium; SC = stromal cells.

-ve control

recepror

CXCR4

CCR3

CXCRI

Figure 4. Immunoclocalization of chemokine receptors in human blastocysts. (A) Negative control for CCR2B
receptor. (B) Arrow indicates the staining for CCR2B at the inner cell mass. (C) CXCR4 negative control. (D)
CXCR4 staining in the human blastocyst (E). CCRS negative control. (F) Arrows indicate the positive
staining for CCRS at the trophectoderm. (G) CXCR1 negative control. (H) A human blastocyst stained for

CXCR1 receptor. The staining for CCR2B is localized mainly at the inner cell mass whereas CCRS staining
can be visualized across the trophectoderm. CXCR1 and CXCR4 staining was not detected in the human

blastocyst.
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Figure 5. Embryonic effect on immunolocalization and polarization of chemokine receptors CXCR1, CXCR4, CCRS and CCR2B in cultured endothelial
endometrial epithelial cells (EEC). (A, B) CXCR1 receptor staining in non-polarized EEC cultured without and with an individual blastocyst respectively. (C)
Phase contrast of EEC monolayer. (D, E) CXCR4 receptor staining in EEC without or with blastocyst, respectively. (F) Negative control with deletion of the
first antibody. CCRS staining in EEC cultured without (G) or with an individual blastocyst (H). (I) Detail of a single non-polarized epithelial cell expressing
CXCRI receptor (see arrows). Inner square: contrast phase of the EEC monolayer with the stained cell. CXCRI1, CXCR4 and CCRS5 staining were barely
detected only in a few cells at the EEC monolayer without the blastocyst. Staining for CCR2B was not present in cultured EEC in the presence or absence of a

human blastocyst.

chemokine receptors expression reported in this model was repro-
duced when single biopsies were obtained in natural cycles from
different patients.

The chemotactic response is fundamental in leukocyte physiology
and implies recognition of an external gradient of chemokines
(Sanchez-Madrid and Del Pozo, 1999). Leukocyte trafficking through
the endothelium is. in some aspects, comparable to the implantation
process, where the contact and invasion of the endometrium with and
by the blastocyst is similar to the rolling, attachment and crossing
process of the lymphocytes through the endothelium. It has been
demonstrated that CCR2B and CCRS receptors are polarized at the
leading edge of migrating lymphocyles (Nieto ef al., 1997) and that
leukocyte adhesion through integrins is required to induce cell
polarization (Del Pozo et al., 1997) and redistribution of chemokine
receptors (Del Pozo er al., 1995). These data further suggest that
chemokines may act in combination with adhesion molecules to steer
leukocyte traffic to tissues (Butcher, 1991; Moser and Loetcher, 2001).
Leukocyte migration is a complex phenomenon where chemokines
and their receptors are important players. The patching of chemokine
receptors to the leading edge of a cell implies two remarkable
consequences: (1) the functional specialization of this cell’s domain in
signal transduction: and (ii) the establishment of an endogencus
polarity in the cell, which may be crucial for chemotaxis and other
immune responses involving chemokines (Nieto ez al., 1998).

In our study. when a human blastocyst was present, there was an
increase in the number of endometrial epithelial cells stained for
CXCRI, CXCR4 and CCRS. and polarization of these receptors in one
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of the cell poles became evident. These chemokines, secreted locally
by the endometrium in the implantation window or by the human
blastocyst in the apposition phase (Caballero-Campo er al., 2002),
may act as a signal for receptor polarization/dimerization, thereby
acting as a sensor mechanism for increasing local cell responsiveness
in the activation of endometrial adhesion molecules.

Recently, it has been shown that the binding of a chemokine Lo its
receptors induces homo or heterodimerization of the latter
(Rodriguez-Frade et al., 2001). This effect has been noted on
CCR2B and CCRS receptors (Mellado er al., 2001). The simultancous
presence of RANTES and MCP-1 induces the heterodimeric receptor
complex CCR2ZB-CCRS, which has unique features, including the
reduction of the threshold concentration of chemokine required to
induce a response. This might have functional relevance in the cell.
The formation of these complexes in lymphocytes activates cell
adhesion in contrast to the cell migration triggered by homodimers.
We have demonstrated that immunoreactive CCR2B and CCRS
receptors are localized at the human blastocyst. Could the blastocyst
form these complexes in response to endometrial chemokines and
therefore trigger a similar response?

An array of different chemokines is expressed (Kao er al., 2002) and
produced in the human endometrium at the time of implantation
(Caballero-Campo et al., 2002: Kayisli er al., 2002). These
chemokines could be immobilized by low-affinity binding to
heparin-bearing proteoglycans on the vascular endothelial or epithelial
surface, thereby facilitating the oligomerization of chemokines
(Hoogewerf er al., 1997). This effect permits effective presentation
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of chemokines to cells or groups of cells, which are then able to
respond to the chemokines’ presence. In this way, variations in the
availability of these chemokines would affect the ability of a ligand to

trigger homo- or heterodimerization. At low concentrations of

chemokines, receptor heterodimerization is favoured and cell adhe-
sion is triggered (Mellado er al., 2001). Caballero-Campo et al. (2002)
have investigated the hormonal and embryonic regulation of IL-8,
RANTES and MCP-1 in the endometrium. IL-8 and MCP-1 were
present in the glandular and luminal epithelium, and RANTES was
mainly localized on stromal cells. IL-8 and MCP-1 were up-regulated
in the presence of E, and progesterone. IL-§ mRNA expression and
protein were up-regulated in the presence of the human blastocyst
using our co-culture model.

In this paper, we have detected that some chemokine receptors
(CXCRI, CXCR4 and CCRS5) are present and regulated hormonally in
EEC. They display the typical polarization present in lymphocytes,
creating a polarized cell capable of responding to different
chemokines. We have also detected two of these receptors, CCRS
and CCR2B, in the human blastocyst. White blood cells are not an
organized group of cells such as the cells which form the human
blastocyst, but the polarization of the latter at the time of adhesion is a
constant process that is intriguing and deserves special consideration.
The blastocyst is guided to the implantation site in a polarized manner
that is species specific, driven by unknown mechanisms and crosses
the epithelial barrier penetrating into the stroma. Although the
chemokine receptor expression in the blastocyst is homogeneous over
the surface of the blastocyst, including the trophectoderm and the
inner cell mass, these receptors may polarize if they encounter an
adequate gradient of chemokines secreted by the endometrium,
(epithelium, stroma or white blood cells) either free or bound to
proteoglycans of the epithelial surface. The blastocyst could respond
at this point with chemokine polarization andfor homo/heterodimer-
ization. The possible heterodimerization of receptors, in our case
CCR2B and CCRS receptors, might develop in the human blastocyst
an expression pattern of different integrins and adhesion molecules
such as B, B5, o6 or E-cadherin. These have been discovered in the
blastocyst at the time of implantation and are necessary for the first
steps of embryo adhesion (Bloor et al., 2002). Further studies of
chemokine polarization and blastocyst chemotaxis are needed to
confirm our hypothesis.
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In the past, human endometrial receptivity has been investi-
gated by chasing specific molecules thronghout the menstrual
eyele. Now the genomic approach allows us to investigate the
hierarchical contribution of a high number of genes {o a spe-
cific function. In this study, we analyzed differentially the
gene expression patiern of 375 human eytokines, chemokines,
and related factors, plus that of their receptors, in endome-
trial receptivity. To do this, we used a combined approach of
human endometrinm and cell lines. We have compared the
gene expression pattern in receplive va. prereceptive human
endometria and contrasted the resulis with gene expression
in the highly adhesive cell line (to JAR cells and mouse blas-
toeystsih RLO5-2 pe. HEC-1A, a cell line with markedly less ad-
hesiveness, 1GF-binding protein-related protein 1 (IGFBP-
rP1)y, also known as IGFBP-T/mac 25, was the second mosi
up-regulated gene in both of the investigated models. These
resulits were corroborated by performing RT-PCR on the same
RMA samples and validated by quantitative fluorescent RT-

PCR and in sife hybridization in endometrium throughout
the menstrual eycle. Interestingly, a 25-fold increase in ex-
pression during the receptive phase was compared with the
prereceptive phase followed by a sharp increase in the late
luteal. Further gquantitative luorescent RT-PCR experiments
using the epithelial and stromal endometrial fraction
throughout the menstrual eycle confirmed that IGFBEP-ri'l
expression was localized in the epithelial and stromal com-
partments and up-regulated mainly in the latter. In sife ox-
periments confirmed the endometrial localization and regu-
lation of IGFBP-rP1 mRNA. At the protein level, IGFBP-ri*l
was localized by immunohistechemistry at the apical part of
the luminal and glandular epithelivm, stromal, and endothe-
lial cells. In conclusion, using a genomic approach with a
combined experimental design of receplivity in wiro and in
vifra, we have discovered the implication of IGFEP-rP1 in
endometrial physiology, which seems related to endometrial
receptivity. F Clin Endocrinal Mefnb 88: 1840 -1857, 2003)

NDOMETRIAL RECEPTIVITY 1S a self-limited pericd
in which the endometrial epithelivm acquires a func-
tional and transient ovarian steroid-dependent status, which
in turn permits allowing blastocyst adhesion (1. In humans,
the luminal endometrial epithelium acquires this status si-
multaneously with the development of the decidualization
process in the stromal compartment (2, which is due mainly
to the presence of progesterone (F) after appropriate 174-
estradiol (Ex) priming.

This period, termed the window of implantation, opens
4-5d and closes 9 -10d after ' production or administration.
Therefore, the receptive window is limited to d 19-24 of the
menstrual cycle in humans (3) and 8-10 d post cvalation in
other primates (4). Indeed, the administration of I’ antagonist
(5, 6 or E; antiserum (7) during the preimplantation period
disrupts endometrial receptivity in primates. Using this con-
cept of E, and P priming, a clinical endometrial receptivity

Abbreviations: E;, 17g-Estradiol; EEC, endemetrial epithelal cell;
IGFRP, IGF-binding protein; IGFRP-rI'L, 1GF-binding protein-related
protein 1; LH+2, pramceptive phasa; LH+7, receptive phasa; P, pro-
gesterone; QF-PCR, quantitative flucrescent RT-PCR; S5C, saline so-
dium citrate: TIMP, tissus inhibitor of metalloproteinase.

window is routinely induced in ovum donmation programs to
syrnichronize the timing of embryo transfer (8).

Lsing different animal models, including the human, we
have learned that to acquire the functional receptive phenc-
tvpe, the endometria suffers structural and biochemical mod-
ifications that must be induced by specific gene regulation.
These morphological changes include modifications in the
plasma membrane (49 and cytoskeleton (10, 111, A number of
biochemical markers for endometrial receptivity have been
proposed (12, until now withont clinical application. How-
ever, a hierarchical perspective of the genes modified durin
this process in humans is still lacking,

The human endometrial cell line RLY5-2 is an epithelial cell
line derived from a moderately differentiated endometrial
adencearcinoma (13) with specific morphological and bic-
logical characteristics (14, This cell line exhibits more pro-
nounced adhesiveness for trophoblast-derived cells (JAR
cells) (15) and mouse blastooysts (11) than any other human
endometrial epithelial cell (EEC) line, including HEC-1-4
and primary epithelivm. The HEC-1-A cell line, in contrast,
has poor adhesive properties and exhibits a polarized dis-
tribution of integrins, but the RLY95-2 cell line shows atypical
features in adherens junctions, with nonpolarized actin cy-

g
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toskeleton and integrin distribution (16). Embryonic adhe-
sion experiments using mouse blastocvsts showed  pro-
nounced receptive and nonreceptive phenotypes in RLY5-2
and HEC-1-A cells (81% s 46% of blastooyst adhesion,
spectively), when compared with an intermediate adhesion
rate in primary EEC cultured on extracellular matrix (67% of
blastocyst adhesion) (11). Therefore, we used these cell lines
as i vitro models for higher receptivity (RL95-21 and lower
receptivity (HEC-1-4).

In the present study, we differentially analyvzed the ex-
pression pattern of 375 human genes including cytokines,
chemokines, adhesion molecules, and their receptors in re-
ceptive (LH+7) vs. prereceptive (LH+2) human endome-
trivm and human endometrial cell lines with higher { RL95-2)
and lower (HEC-14) adhesiveness to JAR cells and mouse
blastocysts. Using this combined approach, we found that
IGF-binding protein-related protein 1 (IGFBP-rI'1) was the
second mostup-regulated genein the receptive status inboth
models. In addition, its quantitative mRMNA expression,
mRMNA and the gene’s protein localization was assessed
throughout the human menstrual cycle by quantitative
fluorescent RT-PCR (QF-PCR), in sitw hybridization, and

immunohistochemistry,

Materials and Methods
Endometrial biopsies and cell lines

Human endome trial samplas were obtainad For research after writen
consent from patients. This IFlrl:\n'r:*u:l: was approved by the Insttutional
Review Board on the usa of human subjects in research at the Instituto

falenciano de Infertilidad and complies with Spanish Law of Assisted
Reproductive Technologies (25/1958). To investigate the differental
expression patem betwoen LH+2 and LHA47 phaszes, two endo metrial
samples from each of the two fertile patients faged 2329 yr) were
-.1I.'ut.1||1-.\:l in the lubeal phase at LH+2 and LH+7 d. A portion of each

specimen was dated according b the Critera of Moyes et @l (17). We also
abtained endometrial bicpsies from 10 additional patients at different
days of the menstrual cyele b analyze the expression pattern of the
safactd goene by QF- PO and immunchistochemistry. Endometrial bi-
opsies wre distributed in five groups acconding o sach phase group
I aary-mid-proliferative (d 1-5); --rnulp 1, late prodiferate phase (d

S-14; group 1, eardy secmtory (d 15-18); group IV, midsecretory id
1922y and group WV labe sacmtory (d 23-28).

RLSS-2 (C RL-1671) and HEC-1-A {HTB-112) human endometrial cell
lines were cbtalned from American Type Culture Collecton iManassas,
WAY and eultured and grown as described pravicusly (115,

Separation af epithelial and stromal vells

The endometrial samples were minced into less than 1-mm pleces
with two starile blades, and we separated blood and mucus. Pleces were
diges=tad for 1 hina 37 C shaker bath with 0.1% (wi/vol)collagenase typa
14 (Slgma, St. Louks, MOG in DMEM (Sigma).

Endometrial stromal cells were solabad by fltration through a 30-pm
slave, and the apithalial faction was obtainad by gravity sedimentation
as previously described (15 -20). Samples were -.nllu:t_bt--:l in Trzol (Liks
Technologies, Inc./BEL, Madrid, Spain) and immediately frozen for
RMA extraction, The purity of the fractons cbtalned has bean assessed
by Immunchistochemistry using cytokeratin, vimentin, and COES an-
I:IL";E'I1"~ (19, Tworsamp las of each |;~h;|l.|.~ of the cycle were saparated in this
IMANMer.

RBNA isolafion and DNase I digestion

Total BMA was extractad from whole endometrial biopsies obtained
at LH+2 and LH+7 and fresh KL252 and HEC-1 human endometrial
cell lings. Samples weme collected and processed in Trizol (Life Tech-
nokogles, Inc. /BRLY according o the manufacturer's instructions. This
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was follkvwed by two mounds of phanol /chloroform cleanup, precipi-
tated overnight at =20 C with 0.5 volumes of Ilan}prnp'lml and washed
with T0% (vol Avol) ethancl, Total MA (20 pgh of endometrial biops ies
and cell lines wara treated for 20 min with 5 pl Diase [ (CLONTECH
Laboratories, Inc., Palo Alks, CA) at 37 C, followed by one mound of
phenaol/ chlo roform and ancther solely with chloroform. The RMA was
then precipitated ovemight at -20 C, using 0.1 volume of 2 s sodium
acatatz (pH 5.2 and 2.5 volumes of 100 athanol. The RN A was washed
with 8 ethanol and the pellat diEsolved in 20 p ] BNase-free water, The
integrty of the RNA was assessad using a 1% (wt/vol) guanidinium
Eothincyanabe agarcsa gel. The RMA concentrations were determined
by O with a fﬂm{!uant II spactrophotometer (Fhammacia, Uppsala,
Swaden). The 260/ 280nm absorbance raio for each sample was be-
twieen Lo and 1.9,

cDINA array hybridization and sfatistical analvsis

Twe identical cDNA arrays membranes (human cytoking expresicn
army;: R&D Systems, Minneapolis, MN) and thair gene-specific primers
wara usad. For the praparation of cOMA probes, the Atlas cOMNA ex-
pression array kit (CLONTECH Laboratories, Inc.) was usad, and the
meommended protoods wers followed. The cDMA probes were syn-
thesizad from purified total RNA using [= =-F] d ATP, dCTF, dCTP and
deoxythymidine 5-triphosphate. L'nlrf_t1r|:~nrabe'd *Ilabeled nucleo-
tides were removed by CHROMA SPIN-200 column chromatography
(CLONTECH Laboratories, Inc. ). Afer prehybridization for 20minatés
C in Express Hyb solutlon iCLOMTECH Laboratores, Inc.), the probas
ware hybrdized ovemight with the cONA arry Hlbers. Membranes
wara washed at 48 C tI1rL-v- times in 2 saline sodium citrate (55C), 1%
505 (wt/volhand once In 0.1 S5C, 0.5% 505 (wt/ vol), Following this
they were washad in 2x 55C at room temperature. After ovemight
exposlre, mambranes ware analyzed using abiolmaging analy zor(BAS-
MIP20240; Fuji Photo Film Co., Lid., Tokyo, | ah\nn_l The imagg fles wara
quantified using both the manufacturer and NIH Image 1.62 software.,
In addition, arrays wera subjected for 3 d o x-ray flm autoradiog@phy
(RioMax M5, Kodak, Rochastar, NY), and the Alms were scannad using
an Agla StudioStar scanner (Agfa Corp, Mortsel, Balgium). The imags
files were quantified as before, The nommalized signals on both arrays
wara used o determinge fold induction or Fold reduction in expression
of gens-specihic RMAs bebweon samples.

RT-PCE and QF-PCR

Tostal RMA (] pgd weas reverse ranscribed and PCR amplifiad by maans
of a single-bubfer system {Access KT-PCE; Promega Corp,, Wadison, W,
using oligonuclectide primers specific o human If.'FEI1 ] trarscript hor-
ward primer 5-CATCTOCAATCTCACTOCTCOCOOCAG-Y and revarsa
primer 5-CACCTITATACCTCOOC ACCTTC ACC-3T or human g-actin
trarscipt (forward primer 5-OCATCCACTCCTOTOOCATOC ACCS!
and reverse primer 5-COTCTAACCCAACTAACTCATAC-3" L Equiva-
kent aliqucts of each am plification reaction were separated in a 2% (wt/vol)
agarces gel in 1= Tris-acetate,/EDTA bufker and stained with sthidium
brormidea.

DMase I-treabed RNA (50 ng) was reverse transcribed and PCIE am-
|I:-I|F|ﬂ:| using the ene-step LightCycler-RNA amplification SYBR Green

kit with the LightCycler instrument (Roche, Mannheim Cermany).
f-Actin was used as a housakeeping intemal control and RT-PCR am-
plifiad in all the RNA samples. Oligonuclectide sequences designed for
the amplification of both genes were those previously described. Rek
ative quantification. was carried out using the standard curve method
and the SYBR Creen | dye Data are |:-nu~nb'.-d as a relative average
valug + sem for IGFRP-ri'l gena and then normallzed with the averags
value of the g-actin gena obtained at different days In each designatsd
phase of the menstrual cycle.

In sifu hybridizaion

Total ENA (1 pg) was reverse transcribad and PCR amplified using
a single-buffer system {Access RT-PCH; Promega Corp.) and nll-mnu—
cleotide-spacific prlmt-r\ to human 1CFBEP-rI? I,-hIAC?. mEMN& §=erEe
S-OCACCTOOCAGCAACGCTOC-3" and antisanse 5-0C ACCTTCAC
CTTITTTCACTOCC-2"). PCR products (282 bp) wera inserted in the
Ecol W site of pBluescript K5I (Stratagene, La Jolla, CA) via thymidine-
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adening cloning and characterizad by restriction analysis. DMA sa-
quence was eeonfrmad using T3 and T7 primers. quuxl ronin cRMA
antiserse and sense probes were created by either T3 fantisenss) or 17
(sense) RMA polymerase-mediated tanscrption of linearized plasmids
with EcoRIand Hind1ll. Paraffir-e mbedded sections were bakad for2 h
at 5 C, dewaxed with two baths of xylene and hydrated in a series of
alcohols. A further bath with 02 M HCI and diathy lpyrocarbonata-
treated water was performed. Digestion was Implemented with pro-
teinasa K (10 mg/ ml) (Life Technologies, Inc./ BRL) for 30 min at 37 C.
Following this, a further wash with 0.1 s triethanolamine with acetic
.1n|'|'. dride (0.25% val/ vol was performad. Sectons were prohybridized
for 2 h at 50 C with hybrdization buffer containing 607 delonized
Formarmicle, 25 mat Tris (pH7.4), 1ms EDTA (pH 8), 0.4 M Nacl, dextran
sulfata (12% wi/ voly, and Denharts solution (1), Then, 5 pe/ml tRNA
and 5 pg/ml salmon sparm DA wer added o the buffer. Ovemight
hybridization was performad 1n hybridization buffer with 0.1 ms di-
thiothraltol, sodium trisulfate (01% vol /vol), and SOS (0.1%) at 50 C
with 50 |15_f ml=ense and antisense probes, Sections were consacutvely
wiashed in 2= 55C at room temperatue, 2= 550 at 50 C, 1= 5CC, and
finally 0.1 SCC. RNase A& (20 po/ml) digestion for 1 hat 37 C shaking
was implamented. Afterward, % l\lu.kln-\ solution (Rocha) was added
in buffer 1 {pH 7.5 contalning 100 mx |11.1b'. ic acid and 150 mw MaCl.
Secions werg incubated for 1 h at mom emperature with alkaline
phosphatase antl-DIC antibody (casa commercial, diluted  1:500) in
buffar 1 containing 1 blocking solution. Color development was per-
formad for 2 h at mom_ tempe@ture in buffer 3 [0 v MNaCl, 50 ms
MeCl,, 0.1 m Tris (pH 9.51] contalning MET/BCIP (oche) (1% vol fvol)
and | mu kevamisola, Counterstaining was performed with 0.1% methy
green for M) sac, Sectons were Mo pad using Kalser's glycerol galatin
L‘ul:_,m.u Photomicrographs were obtained using a digital camera (coolk
pix 995; Mikon, Tokye, Japan).

Immunohistochemisry

Immunohistochemistry was performed on endometrial sections us-
ing an LSAB peroxidase kit (DAKO Corp., Barcelona, Spain). Briefly,
sactions were incubated with 2% hydmgen peroxide for 5 min at room
temperature (RT). After each step, the Sactions were washed with PES
incubated for 20 min at room tempa@ture with andhuman 1GFEP-rF]
pelyelonal antiserum fobained froam rabbis immuonized with a syn-
thetic peptide of human IGFREP-rP1; IBT-Immunological and Biocham-
Ical Testsystems GmbH, Reudingen, Germany) dilutad 1:1000, Mo cross-
raactvity was found with human ICFBPs 1-6. Afkar 25-min incubation
with the linker, streptavidin-pemxidase was added for 15 min and the
substrate-chromogen solution used For 5 min o stain the slides. &
counterstain with bMayer's hama toaylin was parformed. The slides wera
mountad with entellan (Merck, Darmstadt Germany). Negative control
wias provided by a commercial kitand performed by daletion of primary
antibody.

Resulis

Comparative gene analyses of LH+2 ve. LH+ 7 endometria
and HEC-1-A vs. RL95-2 cell lines

The results of the differential gene expression pattern in
LH+2 ns. LH+7 endometrinvm when 375 candidate genes
were analyzed are shown in Table 1. In the list of regulated
genes, we identified genes that were already known to be
expressed differently in the LH+2and LH+7 phases, such as
placental protein 14 (FP14) (14.4 fold-up), csteopontin (3.7
fold-up), integrin alpha3 (2.3 fold-up), and [L-TEt (1.8 fold-
upl. Howewver, we also detected a number of genes that have
not been previcusly identified in the human endometrium
and whose difference of expression in the LH+2 and the
LH+7 phases has not been described (Table 1), These genes
can be classified in different groups: extracellular matrix
proteins  (decorin), heparin-binding molecules  (pleiotro-
phin), genes related to tyrosine kinases (EFMAZ), and growth
factors {bone morphogenetic protein-7).
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Other well-studied genes in the human end ometrinm are
expressed in different change fold in receptive end ometrinm;
tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP) protease inhib-
itors such as TIMIM, 2, and 3 matrix metalloproteinase 13;
and IGFI among others,

Oinly four genes were minimally down-regulated in the re-
ceptive endometrium (between 1.32- and 1.89-fold change).
These genes were two [L receptors (IL-15R o and 1L49R); bone
morphogenetic protein 7; a growth factor of the TGF-A family;
and ephrin-A2 (a tyrosine kumu: ligand).

[n Table 2 we present the comparative results obtained
after the cOMA array hybridization of the endometrial cell
lines, HEC-1-A s, RL95-2. The two highly expressed genes
in the RLY5-2 cell line were neurite grow th- -promoting factor
2 (NEGF2/midkine) and IGFBP-r'1, with a 16- and 12-fcld
change, respectively. The rest of the up-regulated genes were
chemokines (GRO cnoogene 1and 2), growth factor receptors
(erbBl and TNFRSF1&), and growth factors (TG Fe). The
group of adhesion molecules appears minimally up-regu-
lated {between 1.30- and 3.69-fold change) and includes Ep-
CAM, integrins B 1, & 4, and al.

Remarkably, IGFEP-rT*] was the second most up-regu-
lated gene in the bwomodels investigated , 4 6-fold change in
LH+7 ws. LH+2 endometria and 11.8-fold change in high-
adhesive vs. low-adhesive cell lines, respe -.tn*elv (Fig. 1, A
and B). RT-FCR was performed using the same ENA of both
cell lines and endometrial biopsies to confirm the RNA ex-
pression of the cOMA arrays (Fig. 101 IGFBP-r Pl expression
in both models exhibits a clear trend, reflecting the results
obtained in the cDNA arrays (Fig. 1C).

OF the remaining genes, only the inhibitor of the metal-
loproteinase 3 (TIMP-2) and integrin #-4 were up-regulated
in both models. There were some discrepancies between
these two models; up-regulated genes in the receptive en-
dometrium, such as osteopontin and integrin -3, were
down-regulated in the high-adhesive cell line and down-
regulated genes in the receptive endometrium, such as eph-
rin-A2, were up-regulated in the high-adhesive cell line.

Expression and localization of IGFBP-rP1 mBNA in the
human endometrinm

To further corroborate these findings, we investigated the
expression pattern and distribution of IGFEP-1F'1 in the hu-
man endometrinm. QF-PCR for this gene was investigated in
different patients in = 10) throughout the menstrual cycle.

QF-PCR experiments in total endometrium throughout
the menstrual cycle revealed that npl'ﬁﬂinn increases 35-
fold during the LH+7 phase (d 19-22), compared with the
LH+2 pl'mm (d 15-18), followed by a sharp increase in the
late luteal phase. This conforms to a profile consistent with
a marker of endometrial decidualization (Fig. 2A).

Further QF-PCR experiments using the epithelial and stro-
mal endometrial fraction throughout the menstroal cvele
confirmed that IGFEP-T1 expressionwas present in both the
epithelial and stromal fractions. Furthermore, up-regulation
during the pericd of endometrial receptivity (group [V af-
fected both compartments but to a higher extent in the stro-
mal compartment; 150-fcld up-regulation, compared with
the epithelial fraction 8-fold up-regulation (Fig. 2B). A similar
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TABLE 1. Human eytokine and cytokine-related genes differentially expressad in receptive vs. preveceptive endometrium

Relative-

Cone™ I"""“I..' Bk Gane deseripbion eRprEsEinn” "I':.:::Illltf' Protein category
(%)

FAEP ST Flacental protein 14 ¢PP-145, FEP 100 14.410 Glyoodelin
IGFEFT 5400 IGFEF 7, MAC25 a7 460  IGF-binding
SPP1 [ Osteopontin (0PN 39 376 Extraeellular matrix
TIMP2 7078 Inhibitor of the matrix metallo-proteinase 3 (TIMP-3) 31 334 Protease inhibitor
IGF2 3481 IGF-11, somatomedin A ar 280  Cytokine
DCM 1634 Decorin, DSPGE a1 246  Extracellular matrix
ITGAR 3678 Integrin « 3, CD49C 18 237  Integrin, cell surface
TIMP1 7076 Inhibitors of the matrix metallo-proteinase 1 (TIMP-1) 17 1.88  Protease inhibitor
IL1R1 3564 IL-1 recepior, type 1(IL1R) 15 1.85  Interlenkin receptor
MMP13 4322 Matrix metalloproteinase 13, collagenase 3 (CLG3 ) 23 1.83  Matrix metalloproteinase
ITGRA 3601 Integrin @ 4 51 179  Integrin, cell-surface
IGFEFPS 488 IGFRF &, IBFS T 176  IGF-binding
FTN 5764 Pleiotrophin, HENF, NEGF1 a3 1.65  Heparine-binding, extracellular
FGFR2 2263 Fibroblast growth factor receptor 2, BEK, K-SAM 11 1.38  Growth factor receptor
TIMPZ2 o077 Inhibitors of the matrix metallo-proteinase 2 (TIMP-2) 3a 132 Protease inhibitor
IL15RA 3601 IL-15 receptor, o 1 -1.88  Interlenkin receptor
[LAR 8581 IL-8 receptor 1 -175  Interlenkin receptor
RMEPT (5141 Bone morphogenetie protein 7, OP-1 2 -183  Growth factor, TGF-g family
EFMNAZ 1043 Ephrin-A2, ELF-1 18 —1.32  Ligand of tyrosine kinases

= Official gene symbol. HUUGO Gene Nomenelature Committes ( HGNC)

b LocusLink chitprasww nebinlm.nih gow'LocusLink; Ref. 590,

“ The relative gene-sxpression of these genes in receptive endometrium eells.
* Positive number indicates up-regulation in receptive re. prereceptive phase, whereas negative number indicates down-regulated genes in
receptive phase. The fold change in gene expression was determined by comparison of mean average difference scores in two patients.

TABLE 2. Human evtokine and cytokine-related genes differentially expressed in RLS5-2 and HEC-1-A endometrial cell lines

Ceme™ = IIII?!.'"* Gena deseription : :E‘ﬁ:' Profein category
MDK 4182 Midkine, nenrite growth-promoting factor 2, NEGF2 15.03 Heparine-binding, exiracellular
IGFRPT 3480 IGFEP 7, MAC2S 11.56 IGF-binding
EFPHA4 2043 Eph-related receptor tyresine kinase A4, HEKS 6.60 Ephrin receptar
GROZ 2020 GRO oneogene 2, GRO-g 646 Chemokine
EGFR 1856 Epidermal growth factor receptor, erbB1 6.80 Growth factor receptor
TIMPA ToTE Inhibitor of the matrix metallo-proteinase 3 (TIMP-3) 6.20 Protease inhibitor
NGFR da04 Nerve growth factor receptor, TNFRSF16 532 Growth factor receptor
MMP14 4323 Matrix metalloproteinaze 14, MT1-MMP 4.87 Matrix metalloproteinase
TGFA 7034 TGF-w 4.05 Growkh fackbor
GRO1 2014 GRO oneogene 1, GRO-x 4.53 Chemokine
EPHAT 2045 Eph-related receptor trresine kinase AT, HEK11 3.60 Ephrin receptor
EFMAZ 1843 Ephrin-A2, ELF-1 280 Ligand of TEreceptors
TACSTDZ 4070 Tumor-assceiated caleinm signal transducer 2, EpCAM 273 Adhesion maoleculs
GRO3A 2021 GRO oneogene 2, GRO-y 247 Chemokine
EDNZ 1807 Endothelin 2, ET2 241 Angiogenic factor
ITGRL 3688 Integrin @ 1, fibronectin receptor, CD29, MDF2 236 Integrin, cell-=urface
[FMNGR2 R Interferon v receptor 2, AF-1, IFGR2 216 Interferon receptor
ITGAY 678 Integrin, « 4, CD400 2.01 Integrin, cell surface
CCRA 1234 Chemokine (C-C motif) receptor 5, CKR-S 180 Chemokine receptor
ITGRY 681 Integrin g 4 175 Integrin, cell=urface
MIF 4282 Maerophage migration inhibitary factor, GIF 131 Criokine
SEPL [0 Osteopontin (OFN -1.63 Extracellular matrix
ITGAS q675 Integrin « 3, CIMGC -148 Integrin, cell surface

= (fficial gene symbal. HITGO Gene Nonenelature Committes (HGNO). Underacore indieates genes also expressed in Table 1.

b LeeusLink (hitprasww nebinlm. nih gowLomsLink; Ref. 350

© Positive mumber indicates up-regulation in RLOS-2 va. HEC-1-A cells, whereas negative number indicates down-regulated genes in RI95-2
celle. The fold change in gene expression was determined by eomparison of mean average difference scores in two patients.

experiment was performed using glyceraldehyde-3-phos-
phate dehyd rogenase as anintemal housekeeping gene, with
identical results.

To confirm these results, in sity hybridization was per-
formed using endometrial tissue throughout the menstroal
cvele, Our results indicated that IGFEPT1 mENA is local-
ized to the luminal and glandular epithelium, stromal cells,
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and blood vessels (Fig. 3). In the laminal epitheliom, higher
expression is noted in the early secretory phase (group 1),
with a slight decrease in mid and late secretory phases
(groups IV and V) (Table 3). Glandular epithelium has a
different expression pattern, showing minimal expression in
early secretory (group ) and increasing in mid and late
luteal phases. Finally, stromal cells show very slight expres-
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sion in proliferative and early secretory phases, which in-
creases sharply in the luteal phase (groups IV and V).
At the protein level, IGFEFP-T1 was morphologically in-

A +2 +7

rri4 |0 D
icrep-P1 [ o I
acte | I
cPoH |

H

MDK
IGFBP-rP
ACTB
GPDH

C
IGFBP-rP1

ACTB

Fia. 1. A, Spot density of the eDNA array ehowing the two most
up-regulated genes iPP-14 and IGFEP-rP1y and housekeeping genes
(ACTR and GPDH vin LH+2 rs. LH4 T endometrium. B, Spot density
of the same cDNA array in HEC-1-A (H) and RLOS-2 (Ri eell lines.
Remarkably, IGFEPrF1 wae the second most np-regulated gene in
the two models investigated. C, RT-PCH using the same RNA of both
cell lines and endometria eonfirm the RNA expression of the eDNA
arrars. PP14, Placental protein 14; ACTR, g-actin; GPDH, glyceral-
dehyde 3-phosphate dehydrogenase; MDE, midkine.

Fra. 2. Quantitative fluorescent RT-PCR of IGFBP-rP1 in
human endometrium throughout the menstroal opcle. A,
The mBMNA expression of IGFEP-rP1 aerces the menstrual
erele in total endometrium. Two different samples wers
obtained from each group: group 1, early-mid-proliferative
phase ¢d 1-85; group II, late proliferate phase (d 9-14%
group I, early secretory phase d 15-18); group IV, mid-
gecretory (d 19-22); and group V, late secretory phase od
23-28). B, The mENA expression of IGFRP-rP1 aeross the
human menstrual eyele in endometrial epithelial 29 and
stromal (M fraction separated from the above-mentioned
endometrial samples. Three independent experiments
were performed with each eample, and data are presented
as a relative average value + sem for IGFEP-rP 1 gene and
then normalized with the average value of the g-actin gene
obtained at different dayein each designated phase of the
menstrual eyele. EEC, Endometrial epithelial eells; 5C,
stromal eells.

IGFBP-rP1 mANA (Fold Induction) T
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vestigated throughout the menstroal cycle. The five groups
corresponding to the different phases of the menstrual cycle
were analyzed. Immunchistochemical results of IGFEF-rP]
showed that cytoplasmic staining was localized at the apical
zone of the luminal and glandular epithelinm and stromal
cells (Fig. 4). The intensity of staining increases in the mid-
secretory phase igroup [V) (Fig. 4F) but remains throughout
the cyele with more or less intensity. Endothelial cells were

al=o positive for IGBEPP1 (Fig. 41).

Discussion

Profiling of RNA on cDNA arrays provides a method for
screening the hierarchical contribution of the genes investi-
gated in a given situation or function. Human endometrial
receptivity is characterized by two main features. First, it
oceurs ina specific period of time in which this Hssoe ac-
quires a differential functicnal and transient status, and,
second, this new status is characterized by the development
of adhesiveness to the blastocyst. Therefore, we used this
approach to profile the similarity between the differential
transcriptional response in two related models: receptive s,
prerecephive human endometrinm and human end ometrial
cell lines with higher (RL95-2) and lower (HEC-14) adhe-
siveness to [AR cells and mouse blastocysts. There was re-
markable concordance in the up-regulation of IGFEP-rT'1 in
both of the imvestigated models, which was further cormob-
orated by RT-FCR, QF-PCR, and immunohistochemistry. We
also confirmed that other known genes are up-regulated in
the receptive endometrium. The most expressed gene was
the well known PI'4, studied in the endometrium and con-
sidered to be one of the principal markers of uterine recep-
tivity (21). These results reflect those of a recent publication
using a global gene pmofile of secretory vs. late proliferative
endometrium (22, in which osteopontin (23, 24) and TIMP-3
(251 were shown to be up-regulated.

The IGF axis is a network of ligands {(1GF-1 and -II), re-
ceptors (IGF-RI and 1GF-RIT), and binding proteins (1GFBFs)
(26), The actioms of [GFs are regulated in part by [GFBEFs,
which are responsible for the former’s bicavailability for
activating the receptors. IGFEPs are subdivided into two
groups: high-affinity binding proteins (IGFEP-1 to -&) and
lovwe-affinity IGFBPs (IGFEP-7 to-10) 270, Their low affinity
for IGF and the conserved structural homology with the
IGFEF family suggests that these molecules may have unique
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Fua. 3. I atta hybridization of [IGFRP-rP1 in human endometrinm throughont the menstruaal eyele. A, g-Actin sense (gronp I, negative contral.
B, g-Actin antisensze igroup 1) is expressed thronghout the complete endometrium, positive coniral. C, IGFBEP-rP1 sense probe (gronp L. 0,
1GFEP-rP1 antisense probe (gronp Iiin which moderate expression at the glandular epithelinm ean be doserved (arrom i E, Group 1T IGFEP-rP1
genge, F, Group 11 IGFEP-rPl antisense-detecting glandular staining (wrreecs. G, Gronp I IGFEP-1P1 sense. H, Group 11 IGFRPrP1
anfisense with higher expression in luminal epithelivm (arrows) and moderate expression in glande and some stromal cells, 1, Group IV
1GFRP-1P1 semse. . Gronp IV IGFRP-rPl antisense dbserving moderate staining in glandular epithelium and stromal eells (arrows). K, Group

VIGFEP-rPl sense. L, Group V IGFRP-rPl antizense localizing an intense staining in stromal cells and glandular epithelinvm. Endothelial eells
also stained tarrowa ). Magnification, = 200,

biological properties independent of their capacity to bind ~ meningicma cells and twmor-related leptomeningeal cells

[GF (281 and subsequently reisolated, through differential dis-
Mac-25 {also known as IGFBEP-7 or IGFBP-r'l) was ini- play as a sequence preferentially expressed in senescent hu-
tially cloned as a gene whose expression was decreased in-~ man mammary epithelial cells (24). The deduced amino acid
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TABLE 3. Semiquantitative analysis of in aite hybridization results of IGFEP-rP1 in different ccompartments of the human endometrinm
throughout the menstrmal cyele

Croap | Cronp 11 Crooap 1 Gromp [V Group vV
Luminal epithelium =i+ “ it ++ +i+
Glandular epithelinm i+ + - Hi4+ +4
Stroma -+ —i+ i+ +Hi++ ++

Diesignations of — (negativey + (weakly positivey, ++ imoderately positive), and ++ + (strongly pesitive) indicate the relative intensities
of the signals averaged for three different blind observers.

Fiza. 4. Immumnchistochemical localization of IGFRP-rP1 in human endometrium throughout the menstrual eyele. A and B, Negative controls.
C and D), Groupe 1 and II: proliferative endometrium faint staining is present at the apical part of glanduolar and luminal epithelinm and some
stromal cells imagnification, = 1000, E, Group II: staining increases at luminal epithelium wwerees), F, Group IV, midsecretory endometrium,
maximal staining inluminal epithelivm (dlack arrow yand stromal cells dmagnifieation, = 1000 G, Group V:late seeretory endometrinm showing
the glandular epithelinm and stramal cells (magnification, =403 H, Detail of the luminal epithelium of midsecretory endom etrium. IGFEP-rP1
showe a fypieal distribution of a secveted profein, with maximal staining at the apical. Stromal eells aleo show strong staining (arrows;
magnifieation, =«200i. 1, Detail of stained endothelial cells iqrroes; =200 magnification).

sequence of the human mac25 polypeptide shares a 20-25%, well as its protein localization, throughout the menstroal
identity with human [CFBEPs, and recombinant mac2s was cyele, QF-PCR experiments identified a 35-fold increase dur-
found to function as an IGFBP (30). Mac25 was, therefore, ing the receptive phase when compared with the prerecep-
renamed as [GFBEP-7 and, more recently, as IGFEP-r["1 (31). tive phase, followed by a sharp increase in the late luteal

This molecule was the second most expressed gene of the phase. Inaddition, QF-PCR experiments using the epithelial
375 analyzed in the receptive endometrium and adhesive cell and stromal endometrial fraction separately confirmed that
line (RLY5-2). Becanse a role for IGFEP-1T] in human endo- [GFBP-rI'l expression was presentin both compartments but
metrial receptivity has not been previously described, we ma inly up-regulated in the stromal fraction. In general, in sita
have investigated its gene expression and localization, as hybridization experiments corroborate the quantitative re-



1866 J Clin Endoerinal Metab, April 2008, B84 1840 18587

sults obtained in the QF-PCR experiments. However, there
were some discrepancies; QF-PCR showed minimal expres-
sion in the epithelial compartment in the early secretory
phase tgroup 11, but we detected, through i sihe hybrid-
ization, higher expression of IGFEP-1'1 in the luminal epi-
thelinm when compared with the glandular epithelium.
Considering that glandular epithelium represents almost
B0% of the epithelial compartment, probably this may be the
reason mRMNA expression for this molecule is not picked up
when the complete compartment is analvzed by QF-PCE.
Immunohistochemical experiments corroborated the epithe-
lial and stromal localization for this molecule and showed to
be also IGFEPT] localized at the endothelial cells. The lo-
calization of this protein reflects find ings of a previous study
thatexplored the distribu tion of IGFEP-rI'] in normal human
tissues (32).

Although the function of this molecule remains tobe dem-
onstrated, this study strongly suggests that IGFEP-7 /mac25 /
IGFEP-rP'l is implicated in human endometrial receptivity.
It is unlikely that the role of this molecule in endometrial
receptivity is that of IGFEF because of the low affinity of the
former for IGF, However, several independent functions of
vascular biclogy that may be involved in endometrial re-
ceptivity have been attributed to this molecule. IGFEP-rPl
has been reported as a prostacyclin-stimulating factor in
vascular endothelial cells (33) and has been shown to con-
tribute to the organization of new capillary vessels in tumor
tissues by modulating the interaction of endothelial cells
with tvpe IV -.nlla;__-:n (34, IGFEP+Pl contains an amino-
terminal domain with homology with IGFBEPs thatis respon-
sible for low-affinity binding to IGFs. This sequence is fol-
loweed by a follistatin-like module that has a low but
significant homology with the cysteine-rich, follistatin-like
module of hevin /SC1, which is known to mediate cytokine
binding in other proteins, These two modules in IGFEPF1
are likely to be involved in growth factor binding and maw
facilitate the retention of growth factors or chemokines (35]).
This molecule has also been defined as a tumor-derived
adhesion factor (recently renamed angiomoduling (367, At
the ultrastructural level, a noteworthy feature asscciates
[GFBEP-rP'l with microvillous structures that constitute the
initial point of contact between the endothelium and the
adherent lvmphocytes. It has been demonstrated that this
molecule may harbor chemokines (37) and adhesion mole-
cules such as the L-selectin countereceptor CO353 and L-
selectin ligands (38), suggesting that this molecule maw
contribute to the lymphooyte migration through high endo-
thelial venules.

Therefore, in addition toits vascular functions, these prop-
erties indicate that IGFEP-rTl is a good candidate for the
presentation of adhesion-triggering cytokines to the lym-
phocytes rolling on, or migrating across, in and through the
human endothelial epithelium, this process being remark-
ably similar to the implantation process. We hypothesized
that this molecule acts in this way in the luminal endome-
tritm. As we have seen with the immunohistochemistry,
IGFEP-rI'l behaves as a secreted protein, perhaps secreted by
stromal cells and transported to the luminal and glandular
epithelivm in which it accumulates, mainly in the receptive
phase. In this localization, it is possible that IGFEP-rP1 binds
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cvtokines, chemokines, growth factors, or key adhesion mol-
ecules |mp||mh :d in the implantation process,

In suimmary, using this combined approach, we have dis-
covered that IGFEP-rP'1 is the second most up-regulated gene
in both medels of endometrial and epithelial receptivity.
These results have been validated by QF-FCE and immu-
nohistechemistry and suggest a novel function for this mol-
ectilein human endometrial receptivity. Further experiments
need to be undertaken to unravel the implication of this
molecule in the human endometrinm at the time of
implantation.
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS

. Hormonal and embryonic regulation of chemokines IL-8, MCP-1 and RANTES

in the human endometrium during the window of implantation. Mol. Hum.Reprod.
vol.9 n°4 189-198. 2003 (“Regulacién hormonal y embrionaria de las quimoquinas
IL-8, MCP-1 y RANTES en el endometrio humano durante la ventana de

implantacion”).

En este trabajo, nuestro interés se centrd, en principio, en investigar la
inmunolocalizacion y regulacion hormonal de las quimoquinas IL-8, MCP-1 y
RANTES en el endometrio humano. También analizamos la regulacion embrionaria
de dichas quimoquinas en las células epiteliales endometriales (CEE) cultivadas in

Vitro .

Para el primer objetivo (localizacion y regulacion hormonal) el disefio
experimental se bas6 en ciclos hormonales sustituidos, en los cuales se obtuvieron
biopsias endometriales en los dias 13 (fase no receptiva), 18 (pre-receptiva) y 21
(receptiva) respectivamente (ver Material y Métodos “Serum and endometrial samples

obtained from HRT cycles”).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 1 y se cuantificaron por tres
observadores independientes. Estos datos se hayan reflejados en la tabla 1. En el dia
13, cuando el endometrio ha sido tratado s6lo con E,, IL-8 y MCP-1 se localizaron en
el epitelio glandular, luminal y zonas perivasculares endoteliales (Fig.1 C1 y F1). En
las fases pre-receptiva y receptiva, se observo un incremento de la tincion en todas las
localizaciones (Fig.1 D1, E1, G1, H1). RANTES fue inmunolocalizado en células del
estroma y en zonas perivasculares. No se observaron cambios significativos de

RANTES en ninguno de los dias estudiados.

El segundo objetivo fue investigar el impacto del embrion en la regulacion de

las tres quimoquinas en las CEE in vitro (ver Materiales y Métodos “Endometrial
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separation, culture and embryo co-culture”). El disefio es simple: se trata de estudiar
la expresion génica de dichas moléculas de las CEE cultivadas en presencia o en
ausencia de un blastocisto humano (co-cultivo) (Fig. 2). Este andlisis se llevo a cabo
mediante la técnica de Northern Blot. (ver Materiales y Métodos “ARN isolation,

oligonucleotide probe synthesis and Northern blot analysis™)

Mediante Northern Blot se obtuvieron los siguientes resultados: se detecto el
ARNm de la IL-8 de forma constitutiva, tanto cuando habia blastocisto como cuando
no lo habia. El andlisis densitométrico de las bandas demostr6 una regulacion positiva
significativa de la IL-8 cuando un blastocisto estaba presente (Fig. 2 izquierda). No se
pudo detectar IL-8 en el endometrio completo, probablemente por la elevada cantidad
de células del estroma en comparacion con las células epiteliales. Tampoco se pudo
detectar MCP-1 en biopsia completa; sin embargo, si se detecté en CEE, aunque no
se observd ninguna regulacion por la presencia o ausencia del blastocisto (Fig. 2
derecha). RANTES se detectdé en endometrio completo, pero no se detectd ninguna

evidencia de RANTES en EEC, con lo que no se siguio el estudio con esta quimoquina

(Fig.3).

Para cuantificar la IL-8 y MCP-1 a nivel de proteina en estos co-cultivos se
realiz6 citometria de flujo (ver Material y Métodos “flow cytometry) y se obtuvieron
los siguientes resultados: La IL-8 estaba ligeramente aumentada por la presencia de
blastocistos competentes (Fig. 4). En el caso de blastocistos bloqueados, el aumento
no fue significativo. Los resultados se expresaron en porcentaje (%) de células tenidas
y en unidades arbitrarias de fluorescencia (FAU). No se detectaron variaciones
significativas en cuanto a la expresion de MCP-1, aunque la expresion de MCP-1 fue

mayor que la de IL-8.

Posteriormente, se midi6 en los medios de los co-cultivos la proteina secretada
por las CEE con o sin blastocisto. Para ello, se utilizo ELISA (ver Material y Métodos
“determination of chemokine secretion”). En los medios condicionados de
blastocistos sin EEC no se detectd ninguna de las quimoquinas estudiadas, con lo que
confirmamos que las quimoquinas secretadas procedian de las CEE en cultivo. Pese a
que no se obtuvieron diferencias significativas entre cultivos con o sin blastocisto, se

detecto IL-8 y MCP-1 en un rango de ng/ml (Fig. 5A), en medios que habian estado 3
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0 6 dias en contacto con los embriones. También se estudio la relacion entre la
calidad embrionaria y la secrecion de IL-8. Se analizaron los medios desde el dia 3 al
6. Los resultados concluyen que, en el mismo dia, aquellos embriones con un
desarrollo normal inducen mayores tasas de produccion de IL-8 en CEE que aquellos
que mostraban un retraso en el desarrollo (Fig. 5 B). Este efecto se exhibe de los dias

3 al 5 y desaparece en el dia 6.

Las conclusiones mas importantes de este trabajo son que, durante la ventana
de implantacion, se produce un aumento de IL-8 y MCP-1 en el endometrio y,
ademas, que el blastocisto humano es capaz de estimular la produccion de IL-8 tanto a

nivel de ARNm como de proteina.
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2. Hormonal and Embryonic regulation of chemokine receptors CXCRI,
CXCR4, CCR5 and CCR2B in the Human Endometrium and the Human
Blastocyst. Mol. Hum.Reprod. vol. 9 n°4 pp 189-198, 2003 (“Regulaciéon hormonal y
embrionaria de los receptores de quimoquinas CXCR1, CXCr4, CCRS5 y CCR2B en el

endometrio humano y el blastocisto humano™).

Nuestro objetivo en este trabajo fue investigar los receptores de las
quimoquinas previamente mencionadas, denominados CXCRI1, CXCR4, CCRS,
CCR2B, en el endometrio y blastocisto humanos a nivel d¢ ARNm y proteina. Para
cuantificar la expresion de cada uno de los receptores de quimoquinas estudiados a lo
largo del ciclo menstrual, utilizamos biopsias endometriales de todo el ciclo menstrual
(ver Material y Métodos “Endometrial samples”) y las analizamos mediante PCR

cuantitativa fluorescente (ver Material y Método: “Real Time fluorescent PCR”).

Los resultados obtenidos (Fig.1) nos muestran que tres de los cuatro receptores
tienen un comportamiento similar. CXCR1, CCR2B y CCRS5 presentan un patrén de
expresion minimo durante la fase proliferativa (grupos I y II), comienzan a elevarse
en la fase secretora temprana, contintian incrementandose durante la fase media
secretora (Grupo 1V) y alcanzan su maximo en la fase secretora tardia (grupo V). Su
clara regulacion positiva (entre 400 y 650 veces) nos indica su relacion con el proceso
de decidualizacion y menstruacion. Sin embargo, uno de estos receptores, CXCR4, se
comporta de forma completamente distinta, ya que presenta un tipico patroén
implantatorio, con una expresion ligera durante las primeras fases del ciclo y un
aumento moderado (unas 18 veces), pero brusco en la fase receptiva (grupo IV),
seguido de un nuevo descenso a niveles practicamente basales en la fase secretora

tardia (ver fig.1D).
El siguiente paso fue inmunolocalizar las proteinas de estos cuatro receptores

en el endometrio humano. Para ello, se realizaron técnicas inmunohistoquimicas (ver

Materiales y Métodos: “immunohistochemistry of human endometrium™). Los

99



resultados obtenidos se pueden observar en la tabla II, donde se muestra una

valoracion semi-cuantitativa de los cuatro receptores estudiados.

CXCRI presentd una tincion mas elevada que el resto de receptores, mostrando
un pico de expresion en las fases temprana y media secretora (Fig. 2A y B). Su
expresion se localizd principalmente en epitelio luminal y glandular. CXCR4 también
presentd una intensidad de tincion elevada a lo largo de todo el ciclo menstrual, como
CXCRI1 mostrando maxima intensidad en la fase secretora media (grupo IV, Fig. 2C),

confirmando los experimentos de PCR cuantitativa.

Los receptores CC, en general, presentaron una tincion mucho mas baja que los
CXC. CCR2B aparecio en la fase media proliferativa y alcanzé una tincion moderada
en la fase temprana secretora, manteniendo una tincion baja-moderada en el resto del
ciclo menstrual (Fig. 2D y E). CCRS5 empez6 a expresarse en fase proliferativa tardia
y permaneci6 en expresion baja a moderada en diferentes compartimentos epiteliales y

estromales (Fig. 2F y 2G).

Posteriormente, se realizo la localizacion de estos receptores en el blastocisto
humano  mediante = inmunohistoquimica  (ver =~ Material y  M¢étodos:
“immunocytochemistry of human blastocysts™). Se detectaron dos de los cuatro
receptores: CCR2B y CCRS (Fig. 4 B y F), mientras que no se consiguio detectar
CXCR4 y CXCR1 mediante esta técnica (Fig. 4 D y H). La localizaciéon de CCR2B se
estableci6 principalmente en la zona de la masa celular interna (ver flechas), mientras
que la tincion de CCRS se visualizd por todo el trofoectodermo. En todos los

experimentos realizados, la expresion de CCRS5 fue mas intensa que la de CCR2B.

También nos interesaba saber cual era el papel de las hormonas esteroideas
progesterona y estradiol (necesarias para una correcta receptividad uterina) en la
regulacion de la expresion de los receptores de quimoquinas. Para ello, recogimos
biopsias endometriales de ciclos hormonales sustituidos (ver Material y Métodos:
“Endometrial samples”) y realizamos cortes de endometrio, que analizamos mediante
inmunohistoquimica fluorescente (Fig. 3). La semi cuantificacién de los resultados

obtenidos se muestra en la tabla III.
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En el dia 13, cuando las pacientes solo habian sido tratadas con estradiol, se
obtuvo una sefial muy débil de los receptores CCR2B, CCR5 y CXCR4, localizados
principalmente en el epitelio glandular y luminal, asi como en algunas células
estromales. Durante las fase pre-receptiva (dia 18) y receptiva (dia 21) se observo un
ligero incremento en la sefial de CXCR1 en el compartimento glandular (Fig. 3D y G),
con una ligera tincién en las células del estroma. CCRS, también localizado
principalmente en el epitelio luminal y glandular en las fases pre-receptiva y receptiva,
aunque también se observaron algunas células estromales tefiidas (Fig. 3E y H). Un
patrén similar presentd CXCR4. CCR2B presentd tincion moderada en los dias 18 y
21, fundamentalmente en el epitelio luminal, pero no se observo tincion ni en células

endoteliales ni estromales. (Fig. 3F. y L).

Por ultimo, también nos interesaba comprender si el blastocisto humano era
capaz de regular la expresion y/o localizacion de dichos receptores en el endometrio
humano. Para ello, utilizamos cultivos primarios de células epiteliales humanas y las
co-cultivamos con blastocistos humanos (ver material y métodos: “in vitro model for
apposition”). Los resultados obtenidos analizados por microscopia Confocal (ver
material y métodos: “Confocal analysis”) demostraron que los receptores CXCRI,
CXCR4 y CCRS apenas se visualizaban en células epiteliales primarias cuando el
blastocisto estaba ausente (Fig. SA, D y G) , mientras que, cuando se co-cultivaron con
un blastocisto humano, la expresion aumentaba drasticamente y, mdas aun, se
polarizaba hacia uno de los polos de la célula. La presencia de CCR2B
inmunorreactiva en monocapas epiteliales primarias fue indetectable. No se
encontraron cambios en la expresion del receptor CCR2B en presencia o ausencia de

blastocistos humanos.

La conclusion mas importante de este trabajo es que los receptores CXCRI,
CCR2B y CCRS aumentan su expresion en la fase secretora tardia, mientras que
CXCR4 presenta un aumento durante la ventana de implantacion. EI blastocisto
humano es capaz de polarizar estos receptores en células epiteliales en cultivo.
Asimismo, los receptores CCR5 y CCR2B se encuentran en la superficie del

blastocisto.
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3. A Combined Approach for Gene Discovery Identifies Insulin-like Growth
factor- Protein-Related Protein 1 as a New Gene Implicated in Human
Endometrial Receptivity. Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism. Vol.
88 n°4 pp 1849-57 (“Una estrategia combinada para el descubrimiento de genes
identifica la proteina relacionada con el factor de crecimiento tipo insulina 1 en la

receptividad endometrial humana™)

Nuestro objetivo principal en este trabajo fue identificar y cuantificar
jerarquicamente los genes implicados en la receptividad endometrial mediante el
estudio comparativo del endometrio receptivo (LH+7) versus endometrio pre-
receptivo (LH+2) y dos lineas celulares paradigma de alta y baja adhesividad. RL95-2
(R) es una linea celular procedente de células epiteliales tumorales y tiene propiedades
adhesivas, mientras que HEC-1-A (H) no presenta dichas propiedades (ver Material y
Meétodos “endometrial biopsies and cell lines”). De esta forma, pretendemos descubrir

genes asociados con receptividad endometrial.

Para llevar a cabo este trabajo, se utiliz6 un “macroarray” con 375 genes (ver
Material y Métodos: “cDNA array hybridization and statistical analysis”). Ademas, se
realizo el mismo disefio experimental (ver Material y Métodos: “endometrial biopsies

and cell lines™).

Los resultados de las hibridaciones realizadas en ambos experimentos se
muestran en la tabla 1 y 2 de este articulo. El gen mas expresado en el endometrio
receptivo (LH+7) versus el pre-receptivo (LH+2) fue Placental Protein 14, mas
conocido por PP14 o glicodelina. La literatura publicada sobre este gen es muy
abundante y, actualmente, se considera uno de los marcadores de receptividad
endometrial mas importante, debido a su abundante expresion en el endometrio
receptivo. El segundo de los genes mas regulados positivamente fue IGFBP-7,
también denominado mac25 y actualmente renombrado como IGFBP-rP1. Otro gen
importante es la Osteopontina, inhibidor de metaloproteinasas como 7IMP-3 o la
propia IGF-II. En la Tabla I se indica su nombre, regulacion asi como la abundancia

relativa de su expresion. También se incluye la categoria a la que pertenece.
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En la Tabla 2 se muestran los datos referidos al mismo “macroarray”, pero esta
vez utilizando las lineas celulares. El gen mas expresado en la linea RL95-2 con
respecto a la HEC-1-A es midkine, una quimoquina, pero, curiosamente, el segundo
gen regulado al alza de nuevo es IGFBP-rP1. Este dato nos confirma la participacion

de este gen en la receptividad endometrial.

El siguiente paso fue reconfirmar la expresion de IGFBP-rP1 mediante RT-
PCR (Fig. 1C) en los dos modelos in vitro e in vivo. Extrajimos ARN de lineas
celulares HEC-1-A (H) y RL95-2 (R) y de biopsias endometriales de LH+2 y LH+7,
obteniendo los mismos resultados. Una elevada expresion en LH+7 comparado con
LH+2 y en la linea celular R comparada con la H. Para cuantificar la expresion de
IGFBP-rP1, utilizamos PCR cuantitativa fluorescente (QF-PCR) y no sélo nos
centramos en los dias LH +2 y +7, sino que analizamos el ciclo menstrual completo
para determinar la expresion de dicho gen (ver Material y Métodos “RT-PCR and QF-
PCR”).

Los resultados obtenidos (Fig. 2 A) demuestran que la expresion de IGFBP-rP1
es leve en las primeras fases del ciclo menstrual, fase temprana, media y tardia
proliferativa y temprana secretora (Grupos I, II y III). EI ascenso en la expresion
comienza en la fase secretora media (grupo IV), convirtiéndose en maxima en la fase
secretora tardia (80 veces superior). Un experimento posterior se realizd separando los
dos tipos principales celulares del endometrio, células epiteliales y células del estroma.
Para ello, y siguiendo el protocolo de separacion (ver Material y Métodos: “separation
of epithelial and stromal cells”), extrajimos ARN de estos dos tipos celulares y
repetimos el experimento. Los datos obtenidos (Fig.2B) nos demuestran que la
cantidad de ARN mensajero de IGFBP-rP1 se debe, principalmente, a las células del
estroma (cuadrados negros) y no a las células epiteliales, tanto luminares como

glandulares (circulos blancos) (Fig. 2 A).

Para localizar en el tejido endometrial dicha molécula a nivel de proteina y
ARNmMm procedimos a realizar inmunohistoquimica e hibridacion in situ (ver Material y
Métodos “immunohistochemistry” e “in situ hybridization). Los resultados a nivel de

proteina (Fig. 4) indican tincion citoplasmatica en la zona apical del epitelio glandular
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y luminar, principalmente. La intensidad de la tincidon permanecié constante durante
todo el ciclo y aumentd en la fase media secretora (grupo IV). También se observod
marcada tincién en las células endoteliales (Fig. 4 I). Una vez obtenidas las sondas
sentido y antisentido de nuestro gen control (Beta-actina) y de IGFBP-rP1, procedimos
con la hibridacion in situ: el ARN m de IGFBP-rP1 se localiza principalmente en el
epitelio glandular y luminal, en las células del estroma y también en los capilares
sanguineos. En el epitelio luminar, la maxima expresion se detecta en la fase secretora
temprana (Grupo III), con un ligero aumento en las fases media y tardia secretora. El
epitelio glandular presenta un patréon de expresion ligeramente distinto, con expresion
minima en la fase secretora temprana e incrementando su expresion en las fases media
y tardia. Las células del estroma presentan expresion minima en fase proliferativa y
temprana secretora, seguido de un brusco aumento en las fases media y tardia

secretoras (Grupos [V y V).
Las conclusiones més importantes de este trabajo son la investigacion del

patron génico del endometrio receptivo, asi como la caracterizacion de IGFBP-rP1 en

el endometrio humano.
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DISCUSION

Nuestro trabajo ha pretendido investigar la existencia y posible funcion de las
quimoquinas IL-8, MCP-1, RANTES, y SDF-1, sus receptores CXCR1, CXCR4,
CCR2b, CCRS5,y una molécula de union a IGF, IGFBP-rP1, en el endometrio.

Nuestra hipotesis presenta a las quimoquinas IL-8, MCP-1 y RANTES (sin
descartar el resto de moléculas quimiotacticas) como candidatos, a nivel local, para
modular el reclutamiento y funcién de los leucocitos en el endometrio/decidua, ademas
de participar en el proceso de implantacion del blastocisto a través de sus receptores.
Los resultados de estos trabajos pretenden avanzar en el entendimiento de este proceso,

investigando las implicaciones de las quimoquinas en la implantacién embrionaria.

Debido a que la accion de estas quimoquinas se produce a traves de su union a
receptores, también se pretendid analizar la expresion de dichos receptores, tanto en el
endometrio, como en el blastocisto humano. Para ello, se llevo a cabo un ambicioso
estudio de 4 receptores CXCR1, CCR2B, CXCR4 y CCRS. Nuestro ultimo objetivo
fue detectar genes regulados positivamente en el endometrio receptivo relacionados con
citoquinas, quimoquinas, factores de crecimiento y sus receptores. Curiosamente, el

gen mayormente regulado fue IGFBP-rP1.

La funcion endometrial estd modulada por dos procesos interrelacionados entre
si, uno endocrino u hormonal y otro paracrino mediante mediadores locales. En la
regulacion hormonal, los esteroides ovaricos desempefian una funciéon fundamental,
preparando el endometrio para la implantacion embrionaria, induciendo toda una
cascada de factores encargados de modular la expresion, regulacion y accion de las
citoquinas/quimoquinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesién durante la
ventana de implantacion (Tabidzadeh, 1991; Giudice y cols, 1994) (revisado por Simon,

y cols, 1997).
En nuestro primer trabajo, no se aprecié ningun efecto regulador del E2 y la P

sobre la secrecion de IL-8 en nuestro modelo de cocultivo embrionario. Si se

considera que otros modelos in vitro, (Kelly y cols, 1994) si responden al tratamiento
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hormonal, el efecto observado sobre la IL-8 en nuestro modelo podria explicarse por la
falta de capacidad de respuesta a los tratamientos con E2 y P de un cultivo primario de
CEE; no obstante, las células del estroma endometrial mantienen esa capacidad de
respuesta (Glasser y cols, 1993). En cultivos primarios de CEE los receptores de E2 y
P estan presentes, aunque no son funcionales debido a la incapacidad de estas células

de mantener la polaridad (Glasser y cols, 1993).

En los estudios in vivo de localizaciéon y regulacion hormonal en el endometrio
humano, la IL-8 ha sido detectada en la zona perivascular del endometrio, en el epitelio
glandular y en el epitelio luminal; como demuestran nuestro trabajo y otros (Critchley y
cols, 1994), su expresion aumenta con la aparicion de la P en los dias 18 y 21,
sugiriendo que esta molécula podria participar en el reclutamiento de neutrodfilos vy,

adicionalmente, en el proceso de angiogénesis (Koch y cols, 1992).

MCP-1 también tiene actividad quimiotactica y es un potente activador de
macrofagos, células T (Cai y cols, 1995; Roth y cols, 1995), basofilos, mastocistos
(Feliciani y cols, 1995) y células “asesinas” (NK) (Allaveda y cols, 1994). En este
trabajo se ha encontrado MCP-1 en el endometrio tanto en localizacidon perivascular,
como en el epitelio luminal y glandular. Su expresion aumenta con la aparicion de la P
en los dias 18 y 21. RANTES acttia principalmente en el reclutamiento de monocitos
(Wiedermann, 1993); se localizd mayoritariamente a nivel perivascular y en el estroma

endometrial, adyacente a glandulas o formando acumulos estromales.

Estas quimoquinas presentes en el endometrio podrian actuar reclutando y
dirigiendo células blancas. Los leucocitos estan implicados en la funcion uterina y su
actividad varia de una manera predecible durante el ciclo ovulatorio y el embarazo
(Bulmer y cols, 1985); en la fase proliferativa aumenta el nimero de neutrofilos, en la
fase secretora media aumenta el numero de macrofagos y células NK, en la fase
premenstrual aumenta el numero de macréfagos. En el embarazo, en el sitio de
implantacion, embarazo ectdpico tubarico y en la decidua aumentan los macréfagos. En
el endometrio, los macrofagos tienden a agregarse alrededor de las arteriolas y, en
localizacién adyacente, a las glandulas endometriales (Arici y cols, 1993, 1995), lo que

explicaria el acuimulo de quimoquinas a nivel perivascular y glandular.
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El aumento y acumulacion de leucocitos en el endometrio podria explicarse
por un aumento de su proliferacion “in sifu”, o mediante una migracion leucocitaria
procedente de la circulacion periférica. Sin embargo, parece que la migracion de
leucocitos de la circulacion periférica contribuye con este acimulo de un manera mas

relevante (Pace y cols, 1989; King y cols, 1991).

No soélo el endometrio/decidua produce citoquinas (PDGF, IFN vy, TNF-a o IL-
1) (revisado por Simén y cols, 1996) (moduladores primarios), también el embrion
(blastocisto) (De los Santos y cols, 1996) es capaz de producir estas moléculas, que
actuarian sobre el endometrio y la decidua induciendo la expresion de quimoquinas y,
con ello, modulando el reclutamiento de neutrofilos/monocitos/macréfagos (Chard,

1995; Simén y cols, 1996; Tabibzadeh y Babaknia 1995; Glasser y cols, 1991).

Este trabajo considera que sefales locales (como las descritas anteriormente),
procedentes del embrion preimplantatorio, podrian inducir la produccion de citoquinas
y/o quimoquinas por el endometrio, que, a su vez, y mediante la unidon a receptores
especificos de membrana, activarian la expresion de moléculas de adhesion - tanto en
el endometrio como en el blastocisto- como las integrinas, encargadas de mediar la

adhesion del blastocisto (revisado por Simon y cols, 1996).

En las fases iniciales (aposicion, adhesion) de la implantacion, los factores
embrionarios secretados (IL-1, HB-EGF, LIF etc) (De los Santos y cols, 1996) podrian
actuar sobre las quimoquinas endometriales, como el PAF (“platelet activating
factor”), secretado por la decidua y los embriones, que aumenta la expresion de la
proteina y el ARNm de IL-8 en células endometriales (Nasu y cols, 1999). Las
quimoquinas, a su vez, serian responsables de dirigir y reclutar distintas poblaciones
de células blancas (como ocurre en el modelo de la inflamacion), que proporcionarian
la secrecion leucocitaria (citoquinas, factores de crecimento, proteasas) necesaria para
el desarrollo del proceso (revisado por Simoén y cols 1996; Simoén y Caballero-Campo,
1998c). Otra posibilidad seria la actuacion directa de las quimoquinas sobre las
moléculas de adhesion (integrinas) y los componentes de la matriz extracelular del
epitelio endometrial. Tanto las citoquinas TNF-o, CSF-1 y, en especial, el sistema de
la IL-1 (De los Santos y cols, 1996), como las integrinas (Simoéon y cols, 1997a)

desempefian un papel importante en la implantacion embrionaria.
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En nuestro segundo trabajo, hemos detectado que las proteinas de los receptores
CXCR1, CCR2B y CCRS se expresaron en el epitelio y estroma, principalmente en las
fases proliferativa tardia y secretora inicial/media, mientras que, a nivel de ARNm,
parece ser maximo en la fase secretora tardia. Esta discrepancia se debe a que, al
tratarse de endometrio completo, gran cantidad de linfocitos son atraidos al endometrio
premenstrual y pueden enmascarar la presencia de receptores en el endometrio. Sin
embargo, CXCR4 se comporta de forma totalmente distinta, ya que su expresion
aumenta en fase media secretora (durante la ventana de implantacion), tanto a nivel de
ARN como de proteina. Ademas, nuestro modelo in vitro demostré que los receptores
estaban presentes principalmente en el epitelio endometrial, pero también se hallaron en
células estromales y endoteliales. Si a esto le anadimos nuestros resultados sobre
regulacion hormonal, todo parece indicar que CXCR1, CCR2b y CCRS5 desempefian
funciones especificas en el endometrio premenstrual, mientras que CXCR4 puede estar

mas implicado en receptividad endometrial.

La respuesta quimiotactica es fundamental en la fisiologia leucocitaria e implica
el reconocimiento de un gradiente externo de quimoquinas (Sanchez-Madrid, 1999). El
trafico leucocitario a través de los capilares sanguineos es, en cierta forma, comparable
al proceso implantatorio, donde el contacto y la posterior invasion del blastocisto es
similar al “rolling” linfocitario a través del endotelio. Se ha demostrado que los
receptores CCRS y CCR2b se encuentran polarizados en el eje lider de los linfocitos
que migran (Nieto y cols, 1997) y que la adhesion leucocitaria a través de integrinas (al
igual que se sugiere en el blastocisto) es necesaria para producir la polarizacion y
redistribucion de receptores (Del Pozo y cols, 1995 y 1997). Estos datos sugieren que
las quimoquinas pueden actuar junto con moléculas de adhesién, como integrinas y

otras, para dirigir el trafico leucocitario.

Diversos estudios han demostrado la expresion de algunas moléculas de
adhesion en el blastocisto humano como integrinas Betal, Beta5, Alpha6 o E-Cadherin
(Bloor y cols, 2002) y en el nuestro se ha demostrado la presencia de dos receptores de

quimoquinas, CCR5 y CCR2b.
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La migracion leucocitaria es un complejo fenomeno, en el cual quimoquinas y
receptores juegan un importante papel. Los receptores de quimoquinas se colocan
generalmente en el polo lider de la célula, y esto implica la especializacion de funciones

en dos polos a la célula y el establecimiento de una polaridad endégena.

En nuestro estudio, cuando se co-cultivé CEE con blastocistos humanos, vimos
como los receptores CXCRI1, CXCR4 y CCRS se polarizaban, es decir, aparecian
claramente en un polo de la célula, indicando asi una particular funcion de estos
receptores. Estas quimoquinas secretadas, como ya hemos visto en este trabajo, por el
endometrio, o bien por el propio blastocisto, podrian inducir una sefal de polarizacion o
dimerizacion en los receptores del endometrio o el propio blastocisto, activando
mecanismos para incrementar la respuesta local y la activacion de moléculas de
adhesion como integrinas u otras, que llevarian al contacto celular blastocisto-

endometrio.

Estudios recientes han demostrado la capacidad de algunos receptores de
quimoquinas, como CCRS y CCR2b, para homo o heterodimerizarse cuando
determinados ligandos se unen a estos receptores (Mellado y cols, 2001, Rodriguez-
Frade y cols 2001). La presencia simultdnea de RANTES y MCP-1 induce la formacién
de un dimero CCR2b-CCRS, con propiedades distintas para cada uno de los receptores
por separado, incluyendo la reduccion del nivel de quimoquinas necesario para que el
receptor sea activado. Este hecho tiene una relevancia muy importante en la célula, ya
que la formacion de este tipo de dimeros activa la adhesion linfocitaria en vez de la
migracion que se produce cuando sélo se dan homodimeros. El blastocisto, por el
mismo mecanismo, podria formar esta clase de dimeros CCRS5-CCR2b cuando
encontrara de forma local una expresion determinada, por parte del endometrio, de las
quimoquinas MCP-1 y RANTES. La formacion de estos dimeros produciria un cambio
en el patron de expresion del blastocisto, comenzando a producir moléculas de adhesion

y consiguiendo adherirse al endometrio cercano.

Multitud de quimoquinas se expresan en el momento de la implantacién (Kao y
cols, 2002); algunas de ellas son las estudiadas en este trabajo (Kayisli y cols, 2002).
Estas quimoquinas pueden ser inmovilizadas en la superficie epitelial o endotelial por

proteoglicanos de membrana o incluso moléculas como IGFBP-rP1, facilitando la
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oligomerizacion de quimoquinas (Hoogewerf y cols, 1997) y variando localmente la
concentracion de dichas quimoquinas. Este efecto de presentacion podria activar la
homo/heterodimerizacion de receptores y desencadenar una respuesta de adhesion en el
blastocisto. Debemos tener en cuenta que la concentracion de quimoquinas es un factor
importante a la hora de la homo o heterodimerizacién. A bajas concentraciones de
quimoquinas, la heterodimerizacion se favorece, mientras que a elevadas
concentraciones, se favorece la adhesion. Este fenomeno es altamente logico, ya que,
en el caso de una inflamacion, en el foco inflamatorio la concentracion de quimoquinas

es localmente muy fuerte, disminuyendo poco a poco conforme nos alejamos del foco.

Los linfocitos que deban responder a este foco primero “sentirdn” a través de sus
receptores una baja concentracion de quimoquinas y migraran hacia el foco
inflamatorio; una vez llegados a ¢€l, cuando la concentracion de quimoquinas libre es
maxima, se favorece la heterodimerizacion y, con ello, el cambio del patrén génico a
adhesion y posterior infiltracion. Este fendmeno podemos trasladarlo a la implantacion.
De la misma forma, el blastocisto podria “sentir”, gracias a sus receptores en superficie,
determinadas concentraciones de quimoquinas secretadas por el endometrio y guiarse o
ser guiado hacia ellas. Una vez llegado a ese foco de quimoquinas, sus receptores
podrian crear heterodimeros en funcién de qué tipo de quimoquinas sean secretadas y

cambiar su patron de expresion hacia uno adhesivo y proceder a la implantacion.

Hoy en dia todavia se desconoce como el blastocisto se mueve o desplaza hacia
el lugar de implantacion, pero, al igual que ocurre con los linfocitos, en los cuales la
polarizacion de sus receptores produce un fenotipo distinto en cada polo celular, podria
ocurrir lo mismo con el blastocisto.  Estimulado correctamente por distintas
concentraciones de quimoquinas, el blastocisto podria polarizarse, expresando distintas
moléculas y propiedades, lo que explicaria porqué en determinadas especies es siempre
una zona especifica del trofoblasto la que contacta con el endometrio, por ejemplo, la

zona de la masa celular interna en humanos y la zona contraria en ratones.

El rastreo de genes por medio de la tecnologia de “arrays” nos permite investigar
multitud de genes en dos situaciones distintas. En nuestro tercer trabajo, caracterizamos
génicamente la propiedad del endometrio para poder implantar un blastocisto también

llamada “receptividad endometrial”. En este estudio se usaron dos modelos: el primero
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constituido por endometrio en fase receptiva (LH+7) y pre-receptiva (LH+2) y el
segundo por dos lineas celulares, una de ellas (R) mucho mas “receptiva” (81% de
adhesion de blastocistos) versus (H) (40% de adhesion de blastocistos). IGFBP-rP1 fue
la segunda molécula mas expresada entre los mas de 375 genes analizados en

endometrio receptivo (LH+7) y nuestra linea celular “receptiva” RL-95-2.

Esta proteina, también conocida como mac25 e IGFBP-7, fue clonada
originariamente como un gen cuya expresion era regulada negativamente en células
tumorales de meninges y leptomeninges (Murphy y cols, 1993) y fue posteriormente
reaislada como una secuencia que se expresaba principalmente en las células mamarias
senescentes (Swisshelm y cols, 1995). IGFBP-rP1 comparte entre un 20-25% de
secuencia de nucledtidos con otras IGFBPs descritas. Debido a que el papel de esta
molécula en el endometrio humano no habia sido descrito, investigamos su expresion y
localizacion de su ARNm, asi como la localizacion de su proteina en el ciclo menstrual

humano.

Mediante PCR cuantitativa demostramos el incremento de IGFBP-rP1 durante
la fase receptiva (fase lutea media), seguido de un fuerte aumento de la expresion en la
fase lutea tardia. Posteriores experimentos aislando las células epiteliales y estromales
confirmaron que la expresion se encontraba principalmente en las células del estroma.
Los experimentos de hibridacion in situ confirmaron nuestros resultados de PCR
cuantitativa, pero se encontraron pequefias discrepancias, ya que, mediante PCR
cuantitativa, detectamos una minima expresion de IGFBP-rP1 en las células epiteliales
en la fase lutea temprana (grupo III), mientras que, mediante hibridacion in situ, se
encontrd un aumento de expresion en el epitelio luminal en dicha fase. Considerando
que el epitelio glandular representa, aproximadamente, un 80% del total del epitelio, es
probable que en la PCR cuantitativa se esté detectando tan solo la expresion del epitelio
glandular y el ligero aumento del epitelio luminal quede eclipsado por la expresion del

epitelio glandular.

Aunque la funcion de esta proteina en el endometrio permanece sin esclarecer
todavia, nuestro estudio sugiere que IGFBP-rP1 estd implicada de cierta forma en la
receptividad endometrial humana. Es poco probable que esta molécula desempefie un

mero papel de transportador de IGF, debido a su baja afinidad por este factor. Se han
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descrito varias funciones para esta proteina, fuera del contexto de la biologia vascular,
como la angiogénesis (Akaogi y cols 1994; Gunn y cols, 1998). 1GFBP-rP1 contiene
un extremo amino terminal que presenta un dominio con elevada homologia a las
IGFBPs, responsable de la union con baja afinidad por IGF, y seguido de este dominio
posee otro de elevada riqueza en cisteinas, denominado Hevin/CS-1, caracterizado en
otras moléculas por la unién a citoquinas. Ambos dominios hacen de esta proteina una
candidata ideal para la retencion de este tipo de factores y citoquinas o quimoquinas.
De hecho, ha sido demostrado que IGFBP-rP1 se asocia a estructuras tipo microvilli en
el endotelio vascular, que constituyen el principal punto de encuentro entre el endotelio
y los linfocitos circulantes. Esta molécula podria presentar quimoquinas (Middelton y
cols, 1997) y otras sustancias como moléculas de adhesion (Girard y cols, 1999),

contribuyendo a la migracion leucocitaria a través de vénulas endoteliales.

Estas propiedades de IGFBP-rP1 hacen de esta nueva molécula una buena
candidata para la presentacion de diversos factores como citoquinas y quimoquinas en la
superficie epitelial, donde se haya localizada principalmente la proteina. Como hemos
descrito, IGFBP-rP1 se comporta como una molécula secretada, ya que es sintetizada
principalmente por las células del estroma y transportada hacia el epitelio luminal y
endotelial, donde se acumula, probablemente para ejercer su funciéon. Es probable,
pues, que IGFBP-rP1 sirva de molécula presentadora de algunas de la quimoquinas
estudiadas en esta tesis o de otras moléculas de adhesion implicadas en el proceso de
implantacion embrionaria, ya que su aumento tiene lugar, principalmente, en el periodo

receptivo y post-receptivo.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

IL-8 y MCP-1 a nivel de proteina se localizan en el epitelio luminal y
glandular, asi como en células endoteliales. RANTES fue localizada

principalmente en células del estroma y endoteliales.

Los niveles de IL-8 y MCP-1 aumentaron debido a la administraciéon de

progesterona durante la fase receptiva del ciclo menstrual.

El blastocisto humano no produce cantidades medibles de IL-8, MCP-1 y
RANTES, pero induce un aumento en el ARN mensajero de IL-8 en células

epiteliales endometriales en cultivo.

Los receptores de quimoquinas CXCR1 (IL-8), CCRS (RANTES) y CCR2b
(MCP-1) a nivel de ARNm estd aumentado en el endometrio premenstrual,
mientras que CXCR4 (SDF-1) se encontr6 aumentado ligeramente durante la

ventana de implantacion (fase secretora media).

El blastocisto humano posee los receptores CCRS5 (RANTES) y CCR2b
(MCP-1) a nivel de proteina.

Las células endometriales epiteliales en cultivo poseen los receptores CXCR1
(IL-8), CCR5 (RANTES) y CCRb (MCP-1). El embrion humano induce una

polarizacion de dichos receptores endometriales.

IGFBP-rP1 fue la segunda molécula mas expresada, tanto por el endometrio
receptivo (LH+7) como en la linea celular RL95-A (receptiva), entre mas de
375 genes analizados de citoquinas, quimoquinas, factores de crecimiento y

sus receptores.
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10.

El ARN mensajero de IGFBP-rP1 aument6 unas 35 veces durante la fase
receptiva comparado con el endometrio pre-receptivo, mostrando ademds un
pico de expresion en la fase lutea tardia. La separacion de estroma y epitelio
demostr6 que la expresion de IGFBP-rP1 aumentaba principalmente en células

del estroma.

La localizacién del ARNm de IGFBP-rP1 por hibridacion in situ confirmo la
localizaciéon de dicha molécula en células del estroma, aunque también se
observd en epitelio y células endoteliales. La localizacion de la proteina se
concentr6 en la superficie apical del endometrio, sugiriendo su posible funcion

en la fisiologia de la receptividad endometrial.

Concluimos que algunas quimoquinas secretadas por el endometrio de forma
local como IL-8, RANTES, MCP-1 u otras pueden activar sus receptores en la
superficie del blastocisto, lo que supondria su heterodimerizacion y, con ello,
se provocaria un fenotipo adhesivo en el blastocisto y su posterior

implantacion (ver Figura 9).
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Figura 9. Esquema de la hipdtesis de trabajo

A. El blastocisto estimula la produccién de IL-8, MCP-1 y RANTES
en el endometrio, lo que conlleva la infiltracion de multitud de
células blancas hacia el tejido endometrial. El blastocisto también
produce la polarizacion de algunos receptores de quimoquinas

sobre la superficie epitelial.

B. El blastocisto presenta en superficie los receptores CCR5 y CCR2
(RANTES y MCP-1). MCP-1 y RANTES (entre otras
quimoquinas) es secretada por los linfocitos y el endometrio, con
lo que se produce la union ligando receptor en la superficie del

blastocisto.

C. La formacion de heterodimeros entre los dos receptores en la
superficie del blastocisto provoca el cambio de estatus
embrionario hacia la adhesion, con la consecuente expresion de

moléculas de adhesion.
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