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1. Einleitung

Endometriose ist charakterisiert durch das hetpe¥orkommen von Endometrium
aul3erhalb der Uterushdhle. 5-15 % aller Frauenab@géhigen Alter leiden an dieser
benignen Erkrankung. Klassische Symptome von Enttayee sind Dysmenorrhoe,
chronische Unterbauchschmerzen, positionsabhamyigpareunie und Infertilitat. Die
Diagnose ,Endometriose” sollte durch eine diagsosie Laparoskopie gesichert
werden.

Die bisher etablierten Therapien umfassen chirahgidnterventionen und/oder
Hormontherapien. Die sichtbaren Endometrioseheretelen operativ entfernt,
entweder durch Exzision, Elektrokoagulation odexcdwaporisation mittels Laser.
Ziel dieser Verfahren ist, vor allem auch durch Asiblyse, die Wiederherstellung
einer normalen Anatomie im kleinen Becken. Als laymative Behandlungs-
maflinahmen kommen Gestagene, GhnRH-Analoga und DanemdEinsatz. Durch
unterschiedliche Wirkmechanismen bewirken dieseikéadente eine Atrophisierung
des eutopen und ektopen Endometriums und wirkeardadjleichzeitig kontrazeptiv.
Das Rezidivrisiko schwankt unter den derzeitigerrépiemdglichkeiten je nach
Untersuchungszeitraum zwischen 7 und 35 %. Im esbdstoperativen Jahr kommt es
in 16 % und danach pro Jahr in 3-8 % der Falle ezidRven. Unter einer Gestagen-
therapie wird die Rezidivrate bei zweijahriger Niagbbachtung mit 16-34 %
angegeben. Uber Behandlungen mit GnRH-Analoga wepdekurzer Nachbeobach-
tungszeit Rezidivraten von 20 % berichtet. In 150der Falle ist nach Danazol-
therapie im ersten Jahr mit einem Rezidiv zu rechmal danach treten pro Jahr ca. 5 %
Rezidive auf (22,33,56,71,99-102,120).

Die Atiologie von Endometriose ist bis heute nieblistandig geklart. Die am

weitesten verbreitete Hypothese ist die Implantetioeorie von Sampson (96). Danach
wird endometriales Gewebe mittels retrograder Measibn in die Peritonealhdhle
verschleppt und extrauterin implantiert. Weitergbiyhesen umfassen die Metaplasie-
theorie (76), die lymphogene und hamatogene Meti@stang (34) und die iatrogene
Verschleppung (55). Keine einzige dieser Theor@mkjedoch alle klinischen
Erscheinungsformen der Endometriose erklaren. hstsdie retrograde Menstruation



einen physiologischen Prozess darstellt (38), vegtmaan, dass auch andere Faktoren
eine Rolle bei der Entstehung der Endometriosdespiélierbei werden immuno-
logische, genetische, hormonale, enzymatische undeltfaktoren diskutiert (89,118).
Kennedy (59) beschrieb eine siebenfach hohere rimaon Endometriose bei
Verwandten ersten Grades und auch bei entferntenarelten wurde ein 1,56-fach
hoheres Risiko postuliert (106). Trotz der zunehmeenHinweise beztglich einer
genetischen Komponente der Endometriose sind denpellen Gene, die diese
Erkrankung verursachen kénnen, immer noch relatbelannt (11). Die Entdeckung
von Genpolymorphismen ist aktuell Gegenstand imistes Forschungen.

Zahlreiche Arbeitsgruppen vermuten auch eine Bexiglzwischen der Erkrankung
und einer veranderten Immunitatslage dieser Patigan. In diesem Zusammenhang
wird Endometriose haufig als Autoimmunerkrankungesehen. Ein klassisches
Merkmal solcher Erkrankungen ist die verandertedaktivierung verbunden mit
hohen Immunglobulin- und Zytokinspiegeln (32,7378}, Es ist jedoch nicht nur die
humorale, sondern auch die zellulare Immunantwerdndert. Denn die mit der
Endometriose assoziierten Symptome scheinen dabgigglokaler Entzindungs-
reaktionen zu sein. Hohe Konzentrationen von aitign Makrophagen und
Lymphozyten und erhéhte Spiegel von spezifischeokigen und Wachstumsfaktoren
unterstitzen diese Hypothese (8,36,37,42,66-68,123},

RANTES (regulated on activation, normal T cell eegwed and secreted) ist ein 8 kDa
3-Chemokin (98). Chemokine sind Polypeptide, dieGuuppe der Zytokine gehdren
und chemotaktische und aktivierende Effekte in Emtizingsreaktionen vermitteln. Sie
werden in vier Gruppen eingeteilt. Diese Klass#iang beruht auf der Sequenz der
ersten beiden Cysteinreste. Somit unterscheidetdiga@XC-, CC-, C- und CX3C-
Klassen (48,92). Die zweite Gruppe, CC- oder 3-Glene, hat berwiegend
monozytische Affinitaten. Neben RANTES zahlen zesdr Gruppe unter anderem
MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) und MiPuhd -113 (macrophage
inflammatory protein-& und -13). Diese Chemokine binden mit untersclrcédli
Affinitat an CCR-1- bis CCR-5-Rezeptoren (92). CChst der Rezeptor mit der
hdchsten Affinitat fir RANTES (108).



RANTES wird gebildet von Makrophagen, T-Lymphozy{8i), Endothelzellen (72),
Stromazellen (46) und Thrombozyten (63). Es ishabtaktisch wirksam fir
Monozyten- hierzu zahlen auch CD68+ Makrophagen #5)-Gedéachtniszellen (97),
Eosinophile (12), Basophile, NK-Zellen (natirlididlerzellen) und dendritische
Zellen (30). Die Konzentration von RANTES ist inr dReritonealfliissigkeit von
Endometriosepatientinnen erh6ht und korreliertdein Schweregrad der Erkrankung
(60). RANTES ist zu 70 % fir die chemotaktische kfirg der Monozyten in der

Peritonealflissigkeit verantwortlich (30).

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, die beiden Zytokine Tumor necrosis
factor-alpha (TNFe) und Interferon-gamma (INf} den CCR-1-Rezeptor in
Makrophagen, Stromazellen und Epithelzellen ze#alig regulieren kénnen.
Daneben soll die CCR-1-Proteinexpression in Endoumtund Endometriosegewebe
quantifiziert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wiirden Hinweise dhdfiern, dass neben der autokrinen
Wirkung von RANTES auch ein positiver Feed-back-Netsmus vorhanden ist.
Diese positive Ruckkopplung ist folgendermaRenemstehen: Endometriome
sezernieren RANTES. Das Chemokin bewirkt die Migratzon Makrophagen und
Lymphozyten zum Ort des Geschehens. Des Weitemgmarren diese Immunzellen
vermehrt CCR-1-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflachd setzen Zytokine wie
RANTES, TNFa und IFNy frei. Das bedeutet, je hoher die Konzentration des
Mediators ist, desto mehr wird dessen Rezeptorireigt.

Neue therapeutische Ansatze konnten entwickelteverdm die bedeutsamen
Fertilitatschancen zu erhdhen. In Betracht kAmebkieder Einsatz von CCR-1-
Rezeptorblockern oder RANTES-Antikorpern. Aus meémeGrinden ist die klinische
Anwendung des Letztgenannten nicht mdglich. Abgeseton den hohen Kosten ware
zum einen die Bildung von Antikérpern gegen diegdNRES-Antikorper denkbar und
zum anderen ist die orale Anwendung nicht mégBxmit hoffen wir, durch eine
Therapie mit CCR-1-Blockern zunachst die Inflammatieduzieren zu kénnen, um
dadurch die mit der Endometriose assoziierten Symetzu mildern, und ferner eine

Erh6hung der Schwangerschaftsraten zu erzielen.



2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Nach dem Aufklarungsgesprach mit dem Arzt wurde den Patientinnen eine
Einwilligungserklarung zur ,Entnahme und Aufbewatnguon Blut, Peritoneal-
flussigkeit, Endometrium und Endometriosegeweb&ahmen erganzender
wissenschatftlicher Untersuchungdithik-Kommission AZ 340/2001V)
unterschrieben, wobei die gegebene Einwilligungitkg war und jederzeit ohne
Angabe von Grinden widerrufen werden konnte.

Die Proben wurden von Patientinnen im Alter vordB3Jahren entnommen, die
mindestens drei Monate vor der Operation keine GiTRerapie erhielten. Frauen mit
Endometriose (n=19) wurden entsprechend dem OR:Baerach dem rAFS- (revised
American Fertility Society-) System in Stadien aitejlt. Kontrollpersonen (n=15)
waren Frauen, die wegen Ovarialzysten, Wunsch Séatilisation, Infertilitat,
Unterbauchschmerzen, Leiomyomen oder Gebarmuttbiligimgen eine Laparoskopie
erhielten. Endometrium (n=25) wurde von Frauen@mimen, bei denen eine vaginale
oder abdominale Hysterektomie aufgrund yatenomyosis uteri, Leiomyomen,
Deszensus uteri oder Stressharninkontinenz erfolgte

Operativ erfahrene Gynakologen bestimmten den @eadEndometriose anhand der
laparoskopisch sichtbaren Adhésionen und der Guadnfiltrationstiefe der

Endometrioseimplantate.

2.2. Zellpraparation

2.2.1. Praparation von Peritonealflissigkeit zur Kitivierung von Makrophagen

Nach der sterilen Entnahme der Peritonealflissigikes dem Douglas schen Raum
wurde diese sofort in ein mit 0,5 ml Heparin (500, Braun, Melsungen) geflilltes 15
ml Falcon-R6hrchen (Becton Dickinson, New Jers&geaipen. AnschlieRend wurde die
Peritonealflissigkeit auf Eis ins Labor transpattiBort erfolgte eine 5-minditige
Zentrifugation bei 4°C und 200xg in einer Heraeestzifuge. Man erhielt einen
Uberstand bestehend aus Peritonealfliissigkeit imsh éJnterstand bestehend aus
Leukozyten und Erythrozyten. Der Uberstand wurdeéhrere 1,5 ml Tubes
(Eppendorf, Hamburg) geftllt und bei -80°C einged¢ra Circa 1,5 ml



Peritonealflissigkeit wurde im Réhrchen belassahmit den zellularen Bestandteilen
vermischt. Diese 2 ml wurden mit 2 ml DPBS (Bio-\Wéiker, Verviers) mit Kalzium
und Magnesium 1:1 verdunnt. Fir die AuftrennungZidten in Leukozyten und
Erythrozyten wurde zunéchst in ein frisches 15 altén-R6hrchen 2 ml Lymphoprep
(Axis-Shield, Oslo) gefillt. Uber diese Schicht wervorsichtig die vorhandenen 4 ml
verdinnte Peritonealfliissigkeit pipettiert. Nach nien folgenden Zentrifugation bei
20°C und 800xg fur 20 min erfolgte die Trennung\ahielt vier Phasen, die sich

folgendermal3en zusammensetzten:

Peritonealflissigkeit, DPBS

Lymphozyten, Granulozyten, Makagen

Lymphoprep

' Erythrozyten

Abb. 1: Separation der in der Peritonealfliissigkeit em¢imain Blutbestandteile in Leukozyten

und Erythrozyten durch Lymphoprep

Die Peritonealfllissigkeit wurde entfernt, die zwetchicht gro3zigig in ein frisches 15
ml Falcon-Réhrchen umgefullt, mit DPBS gewasched logi 20°C, 250%g fir 10 min
zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde zweimatHgefihrt. Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet mit 2 ml erwarmten Makrg@mMedium (PAA, Linz)
vermischt und Uber eine 10 cm @ Petrischale (GreMigrtingen), die bereits
erwarmtes Medium enthielt, pipettiert. Die nunifggtKultur wurde zur Bebritung in
einen Brutkasten (Heraeus, Hanau) bei 37°C und #6tCQ gestellt.



2.2.2. Praparation von Gewebe zur Kultivierung vorStroma- und Epithelzellen

Das Gewebe wurde nach dem operativen Eingriff ustegrlen Bedingungen in einem
Falcon-Rdhrchen mit 10 % FCS-RPMI-Medium in dasdrabansportiert. Im Labor
wurde das Gewebe samt Medium in eine sterile lebtale gegeben und das Medium
abgesaugt. Nach Entfernung von umgebendem Myomegiiolgte mit sterilen
Einmalskalpellen (Feather Fig. 21, KéIn) eine mexdsche Zerkleinerung des
Endometriums in ca. 1 mm grof3e Sticke. Nun wurdéaienase (2 mg/ml, Merck,
Darmstadt) zur enzymatischen Dissoziierung zugagebd die Losung mit einer
Pipette gemischt. Die so entstandene Suspensiateveg@chs mal 20 Minuten bei 37°C
zur Inkubation in den Brutschrank gestellt und ntetvall jeweils mit einer Pipette
gemischt.

Die Reaktion wurde mit 8 ml 10 % FCS-RPMI-Mediunstpgppt, die Suspension Uber
einen 70 um Filter (Becton Dickinson, New Yerseygin 50 ml Flacon-Réhrchen
pipettiert und der Filter mit 10 ml DPBS mit Ca/ldgspult. Durch diese erste Filtration
wurden unverdaute Stiicke entfernt.

Das Filtrat wurde zur Trennung von Epithel- uncdb8tazellen Gber einen 40 um Filter
(Becton Dickinson, New Yersey) gegeben. Epithelixiésenzellen verblieben auf dem
Filter und Stromazellen gelangten in das zweitegdtilDie Driisen wurden mit 3 ml 10
% FCS-RPMI-Medium auf eine Petrischale gespulicgaliig auf sechs Wells einer
48 Lochplatte (Costar, New Yersey) verteilt undién Brutschrank gestellt.

Das zweite Filtrat mit den Stromazellen wurde fiMiBiuten bei 200xg zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und die Pellets in 20 i FCS-RPMI-Medium
resuspendiert. Diese Losung wurde in eine 75 critRdrirflasche (Corning, New
York) gegeben und fir 60 Minuten in den Brutschrgaktellt. Nach dieser Zeit waren
die stromalen Zellen adharent, und frei schwimmeBldézellen wurden durch Spulung
mit 10 ml DPBS mit Ca/Mg entfernt. Die Flask wurtdé 20 ml 10 % FCS-RPMI-
Medium gefllt und in den Brutschrank gestellt.

Stromazellen und Epithelzellen wurden analog zuMekrophagen stimuliert und

eingefroren.



2.2.3. Herstellung der Medien

Die Kulturmedien fur Stroma- und Epithelzellen eelien alle 5 ml L-Glutamin (Gibco
BRL, Berlin), 5 ml Gentamycin (Gibco BRL, Berlinhd 5 ml Penicillin-Streptomycin
(Gibco BRL, Berlin). Es wurden RPMI 1640-Medien ¢BiVhittaker, Verviers) mit
zwei unterschiedlichen Konzentrationen an fotale@bkrserum (FCS, PAA, Linz)
verwendet. Zur Kultivierung wurde 10 % FCS-Mediuetwendet, die Stimulation der
Zellen erfolgte in 2,5 % FCS-Medium.

2.3. Zellkultur

2.3.1. Mediumwechsel der Makrophagen

Bis zum konfluenten Wachstum der Makrophagen watlde3-4 Tage das Medium
gewechselt. Das verbrauchte Medium wurde dabeanid® ml Falcon-Réhrchen
pipettiert und 5 min lang bei 20°C und 200xg zéngsiert. Die Petrischale wurde mit
10 ml frischem, erwarmten Makrophagen-Medium gefirid in den Brutschrank
gestellt. Nach der Zentrifugation wurde von dereraMedium 5 ml in die Petrischale

gegeben. Der Rest wurde verworfen.

2.3.2. Kultivierung der Makrophagen

Sobald die Zellkulturen konfluent waren, erfolgteeePassage der Zellen. Aufgrund der
geringen Anzahl und des langsamen Wachstums derddlaltgen war es nicht
maglich, gentigend Kulturschalen fir eine Stimuladi@ihe von einer einzigen
Patientin anzulegen. Deshalb konnte pro SchaleinerPassage durchgefiihrt werden.
Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt und dieretgi Zellen zweimal mit
erwarmter DPBS ohne Ca/Mg gewaschen. Die Zellem&mumit 3 ml Accutase (PAA,
Linz) fur 5-10 min im Brutschrank inkubiert. Duratehrfaches, kraftiges Klopfen der
Schale wurde der Ablésevorgang der Makrophagerrstiitet. Sobald sich die Zellen
geldst hatten, wurde die Wirkung der Accutase ddielZzugabe von 7 ml erwarmten
Makrophagen-Medium gestoppt. Die Flussigkeit mit dellen wurde in ein 15 ml
Falcon-Rdhrchen tberfihrt und 5 min bei 800xg uditC2zentrifugiert. 9 ml des
Uberstandes wurden abgesaugt und der verbliebestenie3 ml frischem, erwarmtem

Medium vermischt. In zwei Petrischalen, die bergisnl erwarmtes Makrophagen-



Medium enthielten, wurden jeweils 2 ml dieser Saspen gegeben und in den

Brutschrank gestellt.

2.3.3. Stimulation der Makrophagen mit TNFa und IFN-y

2.3.3.1. Ansetzen der Zytokine

TNF-a und IFNy wurden von der Firma R&D-Systems, Minneapolis,dgen. Zu 50
g TNFe und 100 pg IFN:wurden jeweils 495 pul DPBS mit Ca/Mg und 5 pl BSA
(Pierce, Rockford) hinzugefiigt. Um einen Wirkungtvst durch haufiges Aufwarmen
und Einfrieren zu verhindern, wurden die Losungef,b ml Tubes (Eppendorf,
Hamburg) zu je 20 ul aliquotiert. Die Aliquots werdin einem -20°C-Gefrierschrank

aufbewabhrt.

2.3.3.2. Stimulation der Makrophagen

Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie miglTNFo und 2 pug IFNy
stimuliert. Die Petrischale wurde mit 10 ml frisalmeerwarmtem Makrophagen-
Medium gefullt und mit 10 pl TNR-und 10 pl IFNy stimuliert. Die Makrophagen
wurden anschlieend fur 1 min, 10 min, 16 h, 286hh oder 48 h im Brutschrank
inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit weirdhs Medium fur spétere
Untersuchungen bei -80°C eingefroren. Die Schalelevdreimal mit DPBS ohne
Ca/Mg gewaschen und die Makrophagewie unter 2.3.4. beschriebenentnommen

und eingefroren.

2.3.4. Einfrieren der Makrophagen

Bei Konfluenz der Makrophagen wurde die Schalenda¢éimit DPBS ohne Ca/Mg
gewaschen. Mit einem Zellschaber (Corning, New Yarrden nun die am Boden
adharenten Makrophagen abgeschabt. Die Restfliggssigk den Zellen wurde
anschlielend in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube tberfiihd in der Kuhlzentrifuge fur 5
min bei 14.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstandrde vorsichtig mit einer
Pasteurpipette abgesaugt und die Makrophagen ®8C ir die weitere Verwendung

aufbewabhrt.



2.4. Protein-Assay

2.4.1. Herstellung des Lysispuffers

Lysispuffer wurde hergestellt aus 20 ml TBS-Pufr mM Tris (Sigma, Deisenhofen)
+150 mM NaCl (Merck, Darmstadt)] und 200 pl Tritg8igma, Deisenhofen). Zum
Ansetzen von PMSF (Sigma, Deisenhofen) wurden 3%@&4n 100 % Ethanol oder
100 % Methanol gel6st. Lysispuffer dient zur Zedlgrung, PMSF ist ein
Proteaseinhibitor. Es wurde 5 pl PMSF zu 1 ml Lysiter hinzugeflgt.

2.4.2. Praparation von Endometriosegewebe und Endagtrium

Die Gewebeproben wurden aus der -80°C Gefriertemtieommen und auf Eis gestellt.
In einer Petrischale wurden mit zwei sterilen Eitskalpellen die Proben auf Eis in
Stucke von 0,3 mm zerkleinert. Die Gewebestuckedemiin ein 1,5 ml Eppendorf-
Tube Uberfiihrt und je nach Menge wurden 100-200ygilspuffer zugegeben.
Anschliel3end wurden die Gewebeprobewie unter 2.4.3. beschriebenweiter

verarbeitet.

2.4.3. Bestimmung des Proteingehaltes

Der Proteinassay erfolgte nach der BCA-Methoder¢RieRockford). Die Proben
wurden je nach Pelletmenge in 10-200 ul Lysispustespendiert und fur 30 Minuten
auf Eis gestellt. Nach einer halben Stunde wurdd®iMinuten bei 5°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Tuberfithrt und das Pellet verworfen.
Nun wurde die BSA-Standardreihe hergestellt. 158ipgr Ampulle Albumin Standard
mit einer Konzentration von 2 mg/ml wurde mit 19Qdgstilliertem Wasser in einem
Verhaltnis von 1:1 verdinnt. Damit erhielt man ef@zentration von 1 mg/ml. Nun
wurde in Glasréhrchen die Verdinnungsreihe zu sokéedlichen Endkonzentrationen

folgendermal3en hergestellt:

BSA [ul] - 2 4 8 12 | 16 | 20 | 40 | 60 | 80
H20 dest. [ul]| 100 | 98 | 96 | 92 | 88 | 84 [ 80 | 60 [ 40 | 20

Tab. 1: Die BSA- (Bovine Serum Albumin-) Verdiinnungsreihe mastilliertem Wasser (40

dest.) dient als Standardreihe flr die BestimmuergRiioteinkonzentrationen der Proben.



Anschliel3end wurde die Probenreihe hergestellizslen 1 pl Probe mit 99 pl
destilliertem Wasser verdinnt. Der Rest der Protgmle erneut bei -80°C eingefroren.
Die Working-Reagenz wurde aus 50 Teilen BCA Readeond einem Teil BCA
Reagenz B hergestellt. Die 100 pl der Probenreigeder Standardreihe wurden
jeweils mit 2 ml Working-Reagenz aufgefullt, gentisand fir 30 Minuten bei 37°C

im Schittelwasserbad inkubiert. Danach lies marGdesrohrchen auf Raumtemperatur
abkuhlen. Es erfolgte die Kalibration mittels déaurglardreihe und hiernach wurden die
Probenkonzentrationen bei einer Wellenlange vonrB6yemessen. Dazu wurde 1 ml
Losung in eine 10x4x45 mm Kulvette (No./REF 67.8&stedt, NiUmbrecht) pipettiert,
die Ergebnisse mit Hilfe des BioPhotometers (EppeitHamburg) ermittelt und mit

dem Thermaldrucker (Seiko, Chiba) ausgedruckt

2.5. Westernblot

2.5.1. Herstellung der Pufferldsungen

Die unten angeflihrten Puffer wurden mit 3 | dastilém Wasser angesetzt und der pH-
Wert mit dem pH-Meter (WTW, Weilheim) und HCI (Mé&darmstadt) bzw. NaOH
(Fluka, Neu-Ulm) eingestellt. Der pH-Wert des Rumgpuffers musste nicht titriert

werden. Anschliel3end wurde den Lésungen 10 % Methanzugefiigt.

Anodenpuffer I:

= 109,02 g Trizma (Sigma, Deisenhofen)
* pH 10,4
Anodenpuffer I

= 9,09 g Trizma
» pH 10.4
Kathodenpuffer

= 9,09 g Trizma, 15,75 g Aminocaproicacid (SigmaisBehofen)

»pH 9,4

Runningpuffer:

= 9 g Trizma, 43,2 g Glycin (Roth, Karlsruhe), 3DS(Roth, Karlsruhe)
*pH 8,4
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Zur Herstellung von 10xTBS wurde in 800 ml destilem Wasser 80 g NaCl (Merck,
Darmstadt), 2 g KCI (Merck, Darmstadt) und 30 gs{®igma, Deisenhofen) geldst. Es
wurde mit HCI auf einen pH-Wert von 7,4 titriertdumit destilliertem Wasser auf 1 |

aufgefullt.

2.5.2. Westernblot

Zunachst wurde ein 10 % Ready Gel (Bio-Rad, Hes)ufedie Biorad-
Elektophoresekammer eingespannt. Der Runningpwiiede eingefullt, der Kamm des
Gels vorsichtig entfernt und die Kammern mit Ruigpaffer ausgespult. Damit die
Elektroosmose einen konstanten Wert erreicht, wiind&0 min bei 0,02 A ein
Gelvorlauf gestarteDer Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) wurde auf®8fhitzt.
Die Proben wurden aus der -80°C Gefriertruhe enmemund auf Eis gestellt. Der
Laemmli-Samplepuffer wurde unter dem Abzug aus|990aemmlipuffer (Bio-Rad,
Hercules) und 50 pl Mercaptoethanol (Sigma, Deistat) angesetzt. Anhand des
Protein-Assays wurde bei 15-45 ug ProteingehalPdigeinmenge (max. 16 pul) jeder
Probe ausgerechnet und mit destilliertem Wassermam einheitlichen Volumen (max.
16 pl) aufgefullt. Zu einem Teil Probe und zu einéeil RPN 800-Molekularmarker
(Amersham, Buckinghamshire) wurden zwei Teile Ladir8amplepuffer hinzugefigt.
Diese wurden fir 3 Minuten auf 95°C im Thermobleckitzt und anschlieRend auf
Raumtemperatur abgekunhlt. Der Gelvorlauf wurdeaygst In die erste Kammer wurde
der Molekularmarker pipettiert und nachfolgend varrdlie Proben eingebracht. Die
Elektrophorese wurde bei 0,02 A gestartet, in é¢&ztén 3 Minuten auf 0,03 A
gesteigert und bei 150-160 V gestoppt.

Das Gel wurde von der Glasplatte entfernt und deckihgteil mit einem Skalpell
vorsichtig abgetrennt. Es wurde fur 15 Minuten iegikodenpuffer equilibiert. Sechs
Filterpapiere (Schleicher & Schuell, Dassel) unted?VDF-Membran (Amersham,
Buckinghamshire) wurden passend zum Gel zugesehniitie PVDF-Membran wurde
15 Sekunden in Methanol (Merck, Darmstadt), 5 midestilliertem Wasser und
anschlieend 5 min im Anodenpuffer Il equilibiént.den letzten zwei Minuten wurden
zwei Filterpapiere in Anodenpuffer I, ein Filterpapin Anodenpuffer Il und drei
Filterpapiere in Kathodenpuffer gelegt. Fir dennBfar wurde die untere Elektrode

(Anode) des Semi-dry-Blotters (cti, ldstem)t Anodenpuffer 1 befeuchtet. Nun

11



wurden erst die beiden Filterpapiere des Anoderpsiffund dann das Filterpapier des
Anodenpuffers Il exakt Gbereinander auf die Gragite gelegt. Mit einer 10 ml
Pipette wurden die Luftblaschen aus den Filterpapiausgerollt. AnschlieRend
wurden die PVDF-Membran und dariber das Gel pldtZimter dem Gel liegende
Luftblasen wurden mit Kathodenpuffer befeuchtetargérn (Handschuhe!) entfernt.
Nachdem die drei Filterpapiere des Kathodenpuftdgtslaschenfrei auf das Gel gelegt
wurden, wurde der Deckel des Blotters (Kathode)Kaithodenpuffer befeuchtet, auf
den Gel-/Membran-/Filterpapierstapel gelegt undidansfer bei 0,05 A gestartet.
Nach 15 min wurde auf die doppelte Voltzahl (mad156 V) erhoht und bei 22 V
gestoppt. Die Banden des Molekulargewichtmarkenslem mit Bleistift auf der
PVDF-Membran verstarkt. Nun wurde die Membran figtande in 5 % Milchpulver
(Topfer, Dietmannsried) auf einem Schuttler gebilobslach einer Stunde wurde die
PVDF-Membran fir 10 min in 1xTBS gelegt und anssRéind Giber Nacht auf dem
Schttler bei 4°C mit 100 pl anti-hCCR-1-Antikorg&&D-Systems, Minneapolis)
inkubiert. Dieser Antikdrper wurde in einem Vermégdtvon 1:200 mit 20 ml 1 %
Milchpulver angesetzt. Am folgenden Tag wurde diasghlosung mit 500 pl Tween20
(Promega, Madison) und 500 ml 1xTBS hergestelltdiadMembran dreimal 10 min
lang darin gewaschen. Es folgte die InkubationZnit anti-mouse IgG HRP-
Antikdrper (Promega, Madison) in 20 ml 1 % Milchypert (Verdiinnung 1:10.000) fir
1,5 h in Raumtemperatur auf dem Schiuittler. AnsBelnel wurde die PVDF-Membran
dreimal 10 min in der Tween20-L6sung und 5 minestdliertem Wasser gewaschen.
Sie wurde 5 min mit der ECL-L6sung inkubiert, in@Entwicklerkassette gelegt und

zu unterschiedlichen Belichtungszeiten (15 seoir entwickelt.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression des CCR-1-Rezeptors in nativen urkltivierten
Peritonealmakrophagen
Der Westernblot wurde mit zwei monoklonalen IgG4RAatpern durchgefihrt, die
spezifisch fur den menschlichen RANTES-Rezeptor ACGfhd. Das bekannte
Molekulargewicht des Rezeptors betragt 41 kDa.
Zunachst wurden Peritonealmakrophagen kultivied der CCR-1-Proteingehalt
mittels Westernblot bestimmt (Abb. 2); in einem #eme Schritt wurde das CCR-1-
Protein in nativen Peritonealmakrophagen von Kdihtvod Endometriosepatientinnen
verifiziert (Abb. 3).
Abbildung 2 zeigt, dass kultivierte Peritonealmairagen von Endometriose-
patientinnen (Spalten 1-3) im Vergleich zu kulties Makrophagen aus der
Peritonealflussigkeit von Kontrollpatientinnen oHeredometriose (Spalten 4-7) eine 3-
fach hohere Expression des CCR-1-Rezeptors aufwedise Auswertung des
Westernblots erfolgte mit dem AIDA-Programm, weklden Schwarzungsgrad der
Proteinbande misst. Der Mittelwert des Proteingelsaler Peritonealmakrophagen von
Endometriosepatientinnen (274,02 + 136,7) wurdesdadit dem Mittelwert von
Kontrollpatientinnen (81,39 = 45,83) in Bezug getet

Ec]_EGE{}KKKK

. “ .

- - B » < 41kDa

1 2 3 4 3 6 7

Abb. 2: Westernblot von kultivierten Peritonealmakrophadem = Endometriosepatientinnen,
K = Kontrollpatientinnen. DeERANTES-Rezeptor CCR-1 mit einem Molekulargewichihvid
kDa wird von Peritonealmakrophagen von Endometgasentinnen (1-3) dreimal mehr

exprimiert als von Kontrollpatientinnen (4-7).
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In Abbildung 3 erkennt man, dass native Peritonakhwmphagen einer
Endometriosepatientin (Spalte 2) mehr CCR-1-Pra&primieren als die von
Kontrollpatientinnen (Spalten 3-5). In Spalte 1 dem kultivierte Makrophagen aus
dem Serum verwendet. Dabei ist bei Patientinneremitometriose festzustellen, dass
native Peritonealmakrophagen mehr CCR-1 exprimialeRkultivierte Monozyten aus
dem Blut.

Abb. 3: Westernblot von nativen Peritonealmakrophagen) (@38 kultivierten peripheren
Blutmakrophagen (1). 1 und 2 stammen von Endonsstpatientinnen (Eo) und 3-5 von
Kontrollpatientinnen (K). Der CCR-1-Rezeptor, derch die 41 kDa-Molekularbande
dargestellt ist, wird am starksten in Peritonealmpkagen von Endometriosepatientinnen
exprimiert (2). Monozyten aus dem Blut von Endomoesgpatientinnen (1) exprimierten den
Rezeptor mehr als Makrophagen aus der Peritonssiiieit von Kontrollpatientinnen (3-5),
jedoch weniger als Peritonealmakrophagen von Enttmeepatientinnen. Jeweils 15 g

Proteine wurden geladen.

3.2. Effekt von IFN-y und TNF-a auf die Expression des CCR-Rezeptors in
Peritonealmakrophagen

Um die Zytokinwirkung an Peritonealmakrophagendiedien zu konnen, wurde bei

zwei Endometriosepatientinnen (n=2) eine Unterkutan derselben Makrophagen-

population angelegt.

Nach 48-stundiger Stimulation der Makrophagen mug2FN+«y und 1 ug TNFs (2+4)

war ein zweifacher Anstieg der CCR-1-Expressiotzfestellen (Abb. 4).
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Abb. 4: Westernblot von unstimulierten (1,3) im Vergleiah48 Stunden mit 2 pg IFund 1
Hg TNFa stimulierten (2,4) Makrophagen. Bei zytokinstineuten Makrophagen ist ein
zweifacher Anstieg der CCR-1-Expression zu bemerkehsind Peritonealmakrophagen von
Endometriosepatientinnen (n=2). Der CCR-1-Rezeptaturch die 41 kDa-Proteinbande
dargestellt. Jeweils 15 pg Proteine wurden geladen.

Um Unterschiede in der Wirkungsdauer der ZytokestAustellen, wurde eine
Stimulationsreihe Uber drei Zeiten hergestellt. Vie13 Kontrollen wurde eine
Makrophagenkultur unstimuliert und jeweils eine inte und 10 Minuten mit 2 pg
IFN-y und 1 pg TNFe stimuliert. Dabei zeigten Peritonealmakrophagem vo
Kontrollpatientinnen schon nach kurzer Stimulagame zunehmende Expression des
CCR-1-Rezeptors (Abb. 5).

0 1 10 Minuten

Abb. 5: Westernblot einer Stimulationsreihe von Peritoneérmphagen von Kontroll-
patientinnen. Bereits nach kurzer Stimulation mitg2IFN+ und 1 pg TNFe ist eine
zunehmende CCR-1-Expression zu bemerken. Die Rb@ede bei 41 kDa stellt den CCR-1-
Rezeptor dar. Es wurden jeweils 15 pg Proteinedgela
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3.3. Expression des CCR-1-Rezeptors in Endometricgewebe und Endometrium
Natives, direkt nach der operativen Entnahme sajefckrenes Gewebe wurde fir die
Bestimmung des CCR-1-Proteins aufgetaut und - wieri2.4.2. beschrieben -
verarbeitet. Das Endometriosegewebe (n=10) stamameOvar oder Darm und
Endometrium wurde von Patientinnen mit Endometrmder Adenomyosis uteri (n=5)
oder von gesunden Patientinnen (n=5) verwendetllén Gewebearten wurde mittels
Westernblot der CCR-1-Rezeptor nachgewiesen (Ablié Resultate wurden durch
zwei weitere Westernblots (ohne Abbildung) bestakg zeigte sich, dass
Endometriosegewebe (Mittelwert: 108,94 + 24,23}a@ mehr CCR-1-Protein
enthielt als Endometrium von Patientinnen ohne Bretdose (MW: 43,52 + 22,2). Die
CCR-1-Expressionen waren beim Endometrium mit Adeyasis uteri und beim
Endometrium mit Endometriose (MW: 66,1 + 15,12)\fiergleich zum Endometrium

von gesunden Kontrollen etwa gleich erhoht.

1 2 3 4 5 6 7 & 9
I o B

_— . '-*_

(W]~ TR e— _'udq—mkﬂa
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Abb. 6: Westernblot von nativem Gewebe. 1+2=Endometrids8-Stadium IV,
3=Endometriose AFS-Stadium Ill, 4=Endometriose ARSdium |, 5-7=Endometrium ohne
Endometriose, 8+9=Endometrium bei Endometriose Skglium IIl. Der CCR-1-Rezeptor
wird am meisten von dem Endometriosegewebe (1-@imiert, und zwar 2,5-fach mehr als
von dem Endometrium von Kontrollpatientinnen unébifach mehr als von dem Endometrium
von Endometriosepatientinnen. Das Endometrium vogoetriosepatientinnen (8+9) bildet
wiederum 1,5-fach mehr CCR-1-Protein als das Endidune von Kontrollpatientinnen (5-7).
Jeweils 15 pg Proteine wurden geladen. Die Molekalade um 41 kDa weist die Expression
des CCR-1-Proteins nach.
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3.4. Effekt von IFN-y und TNF-e auf die Expression des CCR-1-Rezeptors in
Stromazellen von Endometriosegewebe und Endometrium
Um die Wirkung der Zytokine auf einzelne Zellarfestzustellen, wurde frisches
Endometrium oder Endometriosegewebe in Stroma-Hjpiithelzellen aufgetrennt und
kultiviert. Stromazellen wurden zu unterschiedlictgtimulationszeiten mit IFN-und
TNF-o inkubiert. Abbildung 7 zeigt in Spalte 1 unstinaute, kultivierte Stromazellen
von Endometriosegewebe und in Spalte 2 die 24-gj@raytokinstimulierte Zellkultur
von derselben Gewebeprobe. Man bemerkt unter Zyeakilul® eine deutliche
Zunahme der Expression des CCR-1-Proteins.

Oh 24h
& ’

] - -=— 4] kDa

Abb. 7: Westernblot von kultivierten Stromazellen. 0 h @4dh sind Stromazellen von einer
Endometriosepatientin. Nach 24-stiindiger Stimutatiot 2 pg IFNy und 1 pug TNFe ist eine
deutliche Zunahme der CCR-1-Expression zu bemeiBienMolekularbande um 41 kDa weist

die Expression des CCR-1-Proteins nach.

In Abbildung 8 wurde Endometrium von einer Kontpallientin mit dem Endometrium
einer Patientin mit gleichzeitiger Endometriose éa@&nomyosis uteri miteinander
verglichen. Die beiden Stromazellkulturen wurdeh 2nitg IFNy und 1 pg TNFs zu
denselben Stimulationszeiten inkubiert. Die Strosfian von dem Endometrium der
Kontrollpatientin exprimierten auch nach Stimulatkeinen CCR-1-Rezeptor.
Unstimulierte Stromazellen von der Endometriosepditn enthielten den CCR-1-
Rezeptor, wohingegen nach der ZytokinstimulatienEkpression deutlich down-

reguliert wurde.
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Abb. 8: Westernblot von kultivierten Stromazellen. Die &tazellen wurden jeweils von dem
Endometrium von einer Kontrollpatientin und vonegiRatientin mit Endometriose und
Adenomyosis uteri gewonnen. Auch nach Zytokinstatiah mit 2 pg IFNy und 1 pg TNFs
exprimierten Stromazellen von der Kontrollpatierk&in CCR-1-Protein. Bei den Stromazellen
von der Endometriosepatientin wurde der CCR-1-Rezapit zunehmender Stimulationsdauer

deutlich down-reguliert. Der Rezeptor hat ein Maolkekgewicht von 41 kDa.

3.5. Expression des CCR-1-Rezeptors in Epithelzeti

Wir haben mit Hilfe des Westernblots nachgewiesass in einem Pool von
Epithelzellen der CCR-1-Rezeptor vorhanden war.ildlobg 9 zeigt einen Vergleich
der Expression des RANTES-Rezeptors von unstintahekultivierten Stromazellen
(Spalte 1) mit der Rezeptorexpression von unstienign, kultivierten Epithelzellen
(Spalte 2). Es ist hierbei zu bemerken, dass Hpghen mehr CCR-1-Protein
exprimieren als Stromazellen. Leider konnten wigaund der geringen Ausbeute

keine Stimulationsreihe von Epithelzellen herstelle

Abb. 9: Westernblot von einem Pool aus unstimulierten,ikieltten Epithelzellen (2) im
Vergleich zu unstimulierten, kultivierten Stromdealvon einer Endometriosepatientin (1).

Epithelzellen exprimieren hierbei mehr CCR-1-Pmotdil kDa-Bande, als Stromazellen.
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4. Diskussion

Waéhrend der letzten Jahre wurden zahlreiche Urtktgwgen publiziert, die einen
Zusammenhang zwischen Endometriose und Storungeimgeunsystems vermuten
lassen. Da die retrograde Menstruation einen plogischen Prozess darstellt (38),
wurden nach Veranderungen im Immunsystem Endonsekranker gesucht, die eine
Implantation der Endometrioseherde beglnstigenetdahiede sowohl in der zellularen
als auch in der humoralen Immunabwehr wurden ingMg&h zu Gesunden entdeckt.
Veranderte B-Zellaktivierung verbunden mit hohemumglobulinspiegel, erhéhte
Konzentrationen von aktivierten Makrophagen und pimoeyten, sowie hohe Spiegel
an Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren emitzei Frauen mit
Endometriose beschrieben (8,32,36,37,42,66-68,7/87/413,119). Endometriale
Zellen zeigten sich ferner resistent gegentibeAgeptose (23).

Gegenstand aktueller Forschungen ist die AufdeckomgGenpolymorphismen im
Zusammenhang mit Endometriose (9,16,54,61,115,3&kutiert wird beispielsweise
die Variabilitat am Genlocus von Prol12Ala an PP&Rperoxisome proliferator-
activated receptor) (Dogan et al., zur Publikahogenommen). Semino et al. gehen
ferner davon aus, dass das HLA-B7-Allel, welchasubgefahr 6 % der weil3en
Bevolkerung zu finden ist, die zytotoxische Aktétider naturlichen Killerzellen
inhibiert (105). Die Aktivitat dieser Zellen ist grer Peritonealflissigkeit und im Serum
von Endometriosepatientinnen im Vergleich zu fertiPatientinnen nachweislich

vermindert (66).

Haney et al. (40) berichteten Uber Makrophageuial®aufigste Subpopulation der
Leukozyten in der Peritonealflissigkeit von Endameepatientinnen. Weitere Studien
zeigten, dass der Aktivierungsgrad der Makrophagghiht ist (37,95), und dass deren
Konzentration in der Peritonealflissigkeit propamal zum Schweregrad der
Endometriose gesteigert ist (60). Da aktivierte Makagen die dominierenden
Immunzellen in der Peritonealflissigkeit sind, fgmevermutlich auch ihre sezernierten
Produkte eine wesentliche Rolle bei der Endomedribs Betracht kommen dabei unter
anderem Zytokine wie TNE-und IFNy und das Chemokin RANTES.
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Tumor necrosis factor-alpha (TNE-wird von Makrophagen gebildet, aber auch von
Lymphozyten, Neutrophilen, NK-Zellen und einigeshtthdmatopoetischen Zellen
(66), wie z.B. endometrialen Stroma- und Epithédzre(51,84). Seine Hauptfunktion
besteht darin, eine Kaskade von Zytokinen und amdEaktoren, die mit
Entziindungsreaktionen verbunden sind, auszuldserK@nzentration von TNIle-ist

in der Peritonealflissigkeit von Patientinnen rmtdBmetriose erhoht (86) und
korreliert mit dem Schweregrad der Erkrankung (88,8s ist noch weitgehend
ungewiss, woher die erhdohten THHKonzentrationen stammen, abewitro Studien
zeigten, dass Peritoneal- (35,58) und Blutmakrophd®5) dieser Patientinnen
ebenfalls eine gesteigerte TNFProteinsekretion aufwiesen. Braun et al. (14) habe
kirzlich eine klinische Studie Uber die Beziehueg Eeritonealfliissigkeit zur
endometrialen Proliferation ver6ffentlicht. Dabeigte sich, dass die in der
Peritonealflissigkeit von Endometriosepatientinagrohten TNFe-Konzentrationen
die Proliferation von autologen und heterologenoanetrialen Zellkulturen von Frauen
mit Endometriose steigerten. Nach Zugabe des hismlid@ NF-Rezeptors Etanercept
wurde diese Proliferation blockiert.

Ein weiteres immunomodulatorisches Zytokin ist tfemn-gamma (IFNp. Abhéangig
von den Milieubedingungen bt es proliferierend#erenzierende, hemmende oder
apoptotische Funktionen aus. IFNvird von aktivierten T-Lymphozyten,
Makrophagen und NK-Zellen produziert (62). EndomaégrStromazellkulturen
produzierten ebenfalls IFM{110). Die Konzentrationen von Makrophagen und T-
Lymphozyten, die IFNr mMRNA bildeten, sind im Endometriosegewebe hoheimal
Endometrium (19,62).

Die Kombination von TNFe und IFNy induzierte in Endothelzellen (72) und in
eutopen und ektopen endometrialen Stromazellenesivihte RANTES-Produktion
(7). Dabei geht man davon aus, dass einerseity Ifi-Zellen fir den stimulierenden
Effekt von TNFea sensibilisiert und andererseits INds eine Art ,Makrophagen-
aktivierender Faktor” die Makrophagen zur Produktton TNFe stimuliert (30).

Da Makrophagen die vorherrschenden ImmunzellereirPéritonealfliissigkeit von
Endometriosepatientinnen sind und die beiden ertesihfiytokine, die von Makro-
phagen sezerniert werden, ebenfalls erhéht vorimasidel, wurde in dieser Forschungs-

arbeit der Effekt beider Mediatoren auf die Expi@ssles Rezeptors CCR-1 untersucht.
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RANTES ist ein 8 kDg-Chemokin, das Giberwiegend chemotaktisch auf Moteozy
wirkt. DiesesB-Chemokin (auch CC-Chemokin genannt) bindet miersahiedlicher
Affinitat an CCR-1- bis CCR-5-Rezeptoren. Die hdehaffinitéat besitzt dabei der
CCR-1-Rezeptor (108). Er wird unter anderem von tdpkagen gebildet und wirkt
chemotaktisch auf diese Immunzellen und auf T-Geiiégzellen, Eosinophile,
Basophile, NK-Zellen und dendritische Zellen (IDje Konzentration von RANTES
ist in der Peritonealflissigkeit von Endometriogegrdinnen erhdht und korreliert mit
dem Schweregrad der Erkrankung (60). Weitere Forsgtergebnisse zeigten, dass
RANTES nicht nur von Immunzellen gebildet wird, dem auch von eutopen und
ektopen endometrialen Stromazellen (42). Die Prodok/on RANTESINn vitro
erfolgte jedoch erst nach Stimulation der Stromarahit TNFe und IFNy. Dabei
lagen RANTES mRNA positive Stromazellen in der N&be TNF-a positiven
Epithel- und Stromazellen (Hornung et al., 2001peEhnliche Studie wurde an
Primaten durchgefiihrt (3). Hierbei wurde die RANTE®duktion in endometrialen
Epithelzellen untersucht. Nach 72-stindiger Stirtiohamit TNF-o und IFN«y erhielt
man im Vergleich zur basalen Produktion einen nata€f-fachen Anstieg der
RANTES-Bildung.

In beiden, voneinander unabhangigen Forschungsanbeurde der Ligand RANTES
nach Stimulation im endometrialen Gewebe erhohbhgewiesen. Aufgrund dieser
Resultate wurde in der vorliegenden Studie die &sgion des RANTES-Rezeptors
CCR-1 quantifiziert und dessen veranderter Stadich einer Stimulation verifiziert.

Andere tierexperimentelle Untersuchungen beschniele Wirkung von RANTES im
Sinne einer Produktion von proinflammatorischen Mtexen auf dendritische Zellen
von Mausen. RANTES induzierte die Expression vaansgkripten fir die CXC-
Chemokine KC und MIP-2, die CC-Chemokine MI&nd -3 und die Zytokine TNF-
a und IL-6 (Interleukin-6). AuRerdem wurde nach \@&unden eine Autoinduktion des
RANTES-Transkriptes beobachtet. Die Reaktionen wahemokinspezifisch, denn
obwohl MIP-1o und -3 strukturelle Homologen von RANTES sind und aucluin
CCR-1- und CCR-5-Rezeptoren binden, waren sie imctéer Lage, die Chemokin-

oder Zytokinsynthese zu stimulieren (29).
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In menschlichen Monozyten wurden &hnliche, jeddchtrin allen Fallen Gbereinstim-
mende Ergebnisse beobachtet. Von den untersucB@hGenen stimulierte RANTES
konsistent 42. Dabei waren unter anderem TrangkfiptiL-13, MCP-1, MIP-L, MIP-
1B, IL-8, C5a- und CCR-1-Rezeptoren vorhanden. Andgtekine wie TNFe und IL-

6 wurden nicht stimuliert (70).

Zusammenfassend kann man sagen, dass RANTES sdwdsildung seines eigenen
Rezeptors, als auch die seines eigenen Transkniateziert. Weshalb dieser doppelte
Verstarkermechanismus erfolgt, ist noch unklardamokine parakrin oder autokrin
wirken, aber nicht endokrin, konnte spekuliert vegrddass durch diese Wirkungsweise
eine einzelne Zelle in die Lage versetzt wird, @iméiner Kettenreaktion, benachbarte
Zellen zu stimulieren und unzahlige Immunzellenuoeken. Durch diesen Effekt
vermodgen Chemokine ihre lokal begrenzte Wirkungemstarken und eine weit
reichende, komplexe Reaktion hervorzurufen. Esistfexloch ein limitierender Faktor
vorhanden zu sein, denn nicht alle StromazellaehiRANTES (45). Ob und wie
diese Stromazellen Gbersprungen werden, damit ask&de nicht unterbrochen wird,

ist noch unbekannt.

Chemokine sind Entzindungsmediatoren, die die ctektischen und zytotoxischen
Funktionen verschiedener Zellen, wie z.B. Monozyteutrophilen, Eosinophilen,
Basophilen und Lymphozyten vermitteln. Die meisBdremokine aktivieren mehr als
einen Rezeptor auf der Oberflache von Leukozytemeterseits reagiert ein Rezeptor
auf mehrere Chemokine. So binden gi€hemokine RANTES, MIP-d, MCP-2,
MCP-3 und Leukotaktin-1 (122) mit unterschiedlicidgfinitdt an den CCR-1-
Rezeptor.

Der CCR-1-Rezeptor hat ein Molekulargewicht vork®h (108) und gehort zur
GrolRfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptorensiben transmembranare
Doménen besitzen (92). Die Chemokinese der CC-Razegprimierenden Zellen
wird Uber Phospholipase C-Aktivierung, intrazeltel&alziumfreisetzung und Exo-
zytose vermittelt. Diese durch CCR-1-vermittelteRenen auf RANTES, MIPd

und MCP-2 werden uber zwei verschiedene Mechanisegaliert. Einmal Gber die
Phosphorylierung mittels Rezeptor sowie Uber emmeh unbekannten Mechanismus,

der unabhangig von der Phosphorylierung zu seiaistB7).
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Hornung et al. zeigten, dass CCR-1 und CCR-5 inAB&len und Peritoneal-
makrophagen exprimiert wurden. Die Expression v@R€EL nach Stimulation mit
TNF-a und IFNy konnte in beiden Zellarten hochreguliert werde3).(4

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Westernlodlas CCR-1-Protein in eutopem
und ektopem Endometrium, Stromazellen, EpithelneReritonealmakrophagen und
Blutmakrophagen verifiziert. Daneben wurden dieskt® von TNFe und IFNy auf

die Rezeptorexpression untersucht.

Native Peritonealmakrophagen von Endometriosegdatign exprimierten mehr CCR-
1 als native Makrophagen von Kontrollpatientinn@aeim Vergleich der kultivierten
Peritonealmakrophagen beider Patientengruppenrezgich, dass der CCR-1-Rezeptor
auf Makrophagen bei Endometriose dreimal starkpriewert wurde. Die 48-stiindige
Stimulation der Peritonealmakrophagen mit TdlEnd IFN« flhrte ferner zu einem
deutlichen Anstieg des CCR-1-Rezeptors. Wahren&tewlationsdauer von 0 min, 1
min und 10 min bemerkten wir in Makrophagen von #olten eine zunehmende
Hochregulierung des Rezeptors.

In einem Fall konnten wir in kultivierten Blutmalpioagen von Endometriose-
patientinnen ebenfalls den CCR-1-Rezeptor nhachweise

Da RANTES, ein Chemokin mit der hochsten Affiniiét CCR-1, in Endometrium-
und Endometriosezellkulturen nachgewiesen wurdgt@dshaben wir den CCR-1-
Rezeptor in eutopen und ektopen Endometrium bedtikdnsere Ergebnisse
demonstrierten, dass CCR-1 in Endometriosegewébmal mehr exprimiert wurde als
im normalen Endometrium. Um Unterschiede in versgénen Zellarten zu
identifizieren, wurden Stroma- und Epithelzellkuén angelegt. Unsere Zellkulturen
waren von hohem Reinheitsgrad von 95 % und engmeiach der etablierten Methode
von Ryan et al. (94) nur sehr geringe Kontaminationn beiden Zellarten konnte der
Rezeptor nachgewiesen werden. Stromazellen vomraettimsegewebe waren in der
Lage, den CCR-1-Rezeptor zu exprimieren. Zudenteeig 24-stiindige Stimulation
mit TNF-o. und IFN«y die hochregulierte Expression des Rezeptors. |doEetrium

von Endometriosepatientinnen wurden bezlglich demfation andere
Beobachtungen gestellt. Eine StimulationsreiheOnmitin, 16 h, 24 h und 36 h zeigte,
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dass die Rezeptorexpression kontinuierlich dowmHred wurde. Endometriale
Stromazellen von gesunden Patientinnen exprimielégegen kein CCR-1, auch nach
Stimulation wurde der Rezeptor nicht synthetisiert.

Aufgrund der geringen Ausbeute an Epithelzellen @gauns nicht mdglich, diese zu
stimulieren. Wir haben jedoch nachgewiesen, das€G&-1-Rezeptor auch in dieser

Zellart exprimiert wurde. Die erhobenen Daten wartteAbb. 10 verdeutlicht.

v vy o v
d w7 d
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Makrophage Endometriose-Stromazelle Endometrium-
Skromazelle
TNF-alpha TMF-alpha TMF-alpha
IFN-gamma IFN-gamma IFN-gamma
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Abb. 10: Nach Stimulation von Makrophagen und Endometrissemazellen wurde der CCR-
1-Rezeptor vermehrt exprimiert. Im Endometrium gasunden Kontrollen wurden CCR-1-

Rezeptoren weder vor, noch nach Stimulation expermi
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Bei Vorlauferzellen der Monozyten, den hamatopsatten Stammzellen (CD34),
wurde Uber ahnliche Ergebnisse berichtet. Mit TadNld IFN+y stimulierte CD34+-
Zellkulturen exprimierten signifikant MIPetRezeptoren. Mit TGIB- (transforming
growth factor3) stimulierte Zellkulturen zeigten keinen EinfluGf aie Rezeptor-
expression, wohingegen Kulturen von Kontrollen een@edrigte Expression des MIP-
la-Rezeptors aufwiesen. Durch Immunfluoreszenz wudieriRezeptoren CCR-1,
CCR-4 und CCR-5 identifiziert, wobei mehr CCR-1dUDCR-5- als CCR-4-
Rezeptoren exprimiert wurden (25).

Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte in monozytiscb@B87-Zellen die Rezeptor-
expression nach Zugabe von IFNwf. Dabei wurde nach Stimulation die mRNA-
Expression von CCR-1, CCR-3 und CCR-5 hochreguliestwurde auch die Wirkung
derp-Chemokine RANTES und MIPeluntersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass mit
IFN-y behandelte U937-Zellen mit einer héheren intraglén Kalziumfreisetzung auf
die B-Chemokine reagierten als unstimulierte U937-Ze{lE2d).

Penton-Rol et al. (83) berichteten im selben Jabr den inhibierenden Effekt von
IFN-y auf die Expression des CCR-2-Rezeptors in mergwni Monozyten. Andere
Chemokinrezeptoren wie CCR-1, CCR-3 und CCR-5 wurdeht wesentlich
beeinflusst (83).

In menschlichen Neutrophilen bewirkte der Zusata NeN-y eine Hochregulierung der
CCR-1- und CCR-3-Rezeptoren. Durch diese Hochrégulaensibilisiert IFNy die
Zellen auf CC-Chemokine wie RANTES und MIR;nit einer Chemotaxis zu
reagieren (13).

Nicht nur IFN+y, sondern auch das Zytokin GM-CSF (Granulocyte-Mpkage Colony
Stimulating Factor) regulierte in Neutrophilen &epression von CCR-1-mRNA und
-Protein hoch, woraufhin RANTES, MIRtluind MCP-3 in der Lage waren, eine
Migration der Zellen zu bewirken. Unstimulierte &el zeigten keine Chemotaxis (17).

In einer kirzlich veroffentlichten Forschungsarleirde RANTES und dessen
Rezeptor, CCR-1, in oralen Flechten (OLP) untersutiich in dieser entziindlichen
Erkrankung exprimierten T-Zellen und Mastzellen RFE®6 und CCR-1. Der
Uberstand von T-Zelllinien, die von OLP-Patientsaliert wurden, stimulierte in einer

menschlichen, leukamischen Mastzelllinie (HMC-J GICR-1 mRNA-Expression. In
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diesem Uberstand wurde IFNentdeckt. Primar wurde jedoch die Wirkung von TiF-
uberprift, und es stellte sich dabei heraus, dasZgtokin die mRNA-Expression von
CCR-1, CCR-4 und CCR-5 in HMC-1 stimulierte (128an ging folglich davon aus,
dass das im Uberstand von T-Zellen vorhandene @NFMastzellen die CCR-1-
Expression hochregulierte.

Viele verschiedene Zytokine beeinflussen die CCepearen in unterschiedlicher
Weise. So verursachte IF-ahnlich wie IFNy, eine erhdhte Expression der CCR-1-
und CCR-3-Rezeptoren in menschlichen Blutmonoz{t@s). Colantonio et al. (21)
berichteten Uber einen additiven Effekt von IBNmd IL-12 auf die Expression von
CCR-1, jedoch nur in undifferenzierten Thl-Zellembereits differenzierten Zellen
tbten IL-12 und IFNa unterschiedliche Wirkungen aus. Wéahrend IL-12Ekpression
von CCR-1 erhohte, bewirkte IFdkeine Hochregulierung. Die Ergebnisse wurden
dadurch untermauert, dass die mit IL-12 behanddltgnZellen eine verstarkte
Reaktion zu MIP-@&, im Sinne einer erhdhten intrazellularen Kalziunbrsierung
aufwiesen (21).

Die CCR-1 mRNA-Expression wurde ferner durch Ilazadherenten NK-Zellen (52)
und durch TGH31 in Astrozyten der Maus (39) stimuliert.

Die Expression des CCR-2-Rezeptors wurde in Momoegtark durch LPS (bacterial
lipopolysaccharide) und geringer durch THBupprimiert, wohingegen IL-2
stimulierend wirkte. Das Endotoxin beeinflusstealaticht die Transkription, sondern
reduzierte die Halbwertszeit der CCR-2-mRNA vorMifuten auf 45 Minuten. Zwei
andere Rezeptoren, CCR-1 und CCR-5, wurden dur&hdlfénfalls geringgradig
down-reguliert (103).

Weitere Forschungsarbeiten wiesen den Rezeptoriawideren Korperzellen nach, so
enthielten auch Thrombozyten den CCR-1-Rezeptgr@0 synthetisierten RANTES
(63). Die Hauptfunktion der Thrombozyten ist dienitistase und die Instandhaltung
der GefaRwand, zusatzlich wurde Uber eine RolEnitziindungsreaktionen und
Abwehrmechanismen diskutiert (20).

Weber et al. (117) beschrieben die unterschiedkotgression der RANTES-
Rezeptoren CCR-1 und CCR-5 in Monozyten, T1-He#fitien und T-Gedachtniszellen.
Menschliche Blutmonozyten exprimierten hohe CCRpie§el und niedrige CCR-5-
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Spiegel, wohingegen Thl-Zellen und T-Gedachtnismajlenerell wenig CCR-1 und
viel CCR-5 bildeten. CCR-3, ein RANTES-Rezeptor ohir Th2-Zellen und
Eosinophilen assoziiert ist, wurde nicht von Morntemyoder Th1-ahnlichen Klonen
exprimiert. Die deutlichen Unterschiede in der CGRind CCR-5-Expression dieser
Zellen lassen darauf schlie3en, dass diese Reeepigihrend der entziindlichen
Rekrutierung der genannten Leukozytenarten selektiwendet werden.

Einen weiteren Beweis flr eine gewisse Rezeptdaseigt liefert die klinische
Untersuchung von Kaufmann et al. (57). Das verdadeezeptorprofil der
Zelloberflache wahrend des Differenzierungsprozedse Monozyten zu Makrophagen
wurde dabei beschrieben. Wahrend Monozyten vornehrGiCR-2-Rezeptoren
besalRen und auf MCP-1 reagierten, enthielten Malaggn vor allem CCR-1- und
CCR-5-Rezeptoren. Aus diesem Grund zeigten difteeste Makrophagen eine starke
chemotaktische Reaktion auf MIR-Lind nur eine schwache auf MCP-1. In
undifferenzierten Monozyten fielen die Reaktionehdiesep-Chemokine

entsprechend umgekehrt aus.

Endometriose ist vermutlich eine Erkrankung mizéntdlicher Komponente, die im
Gegensatz zur Endometritis nicht lokal begrenzimsmer mehr Forschungsergebnisse
untermauern diese Aussage. Neben den bereits smien Zytokinen TNe-und

IFN-y und dem Chemokin RANTES wurden weitere inflammatbre Substanzen
entdeckt, die bei Endometriosepatientinnen erh@mnew Darunter gehdrten Zytokine,
wie IL-1, IL-4, IL-6, IL-8 und IL-10, Chemokine, wiMCP-1 und Eotaxin und
Wachstumsfaktoren, wie TGF, PDGF (platelet-derigemvth factor), EGF (endothelial
cell growth factor), VEGF (vascular endotheliall@#rived growth factor), bFGF
(basic fibroblast growth factor), CSF-1 (colonyastilating factor-1) und GM-CSF
(1,4,6,10,50,66,75,79,85,90,91,112,114). Alle didseliatoren induzieren durch eine
zellvermittelte Kaskadenreaktion komplexe physiohe Reaktionen, deren Ursache
bei der Endometriose noch nicht geklart ist. Windrabei Endometriosepatientinnen
einen Rezeptor, der apfChemokine reagiert, nachgewiesen. Dieser CCR-EjRer
wurde wie sein Ligand, RANTES, vermehrt exprimi@¢r veranderte Rezeptorstatus,
den unsere Ergebnisse verdeutlichen, entsprichit siemm der propagierten veranderten

Immunitatslage dieser Patientinnen.
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Therapeutische Anséatze, die diesen Rezeptor uiitkein und somit die Wirkung der
Chemokine verhindern wirden, konnten in Betracabgen werden. Die im Zusam-
menhang mit der veranderten Immunabwehr stehengleptSme der Endometriose

konnten dadurch in einem gewissem Ausmal3 supptimenden.
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5. Zusammenfassung

Endometriose ist durch das heterotope VorkommerBratometrium auf3erhalb der
Uterushohle charakterisiert. Klassische Symptorasatibenignen Erkrankung sind
Dysmenorrhoe, Dyspareunie, chronische Unterbauahesiten und Infertilitat. Die
genaue Atiologie der Endometriose ist noch nicliiigygeklart. Die Theorie der
retrograden Menstruation verbunden mit Veranderamntge zellvermittelten und
humoralen Immunitat findet jedoch eine breite Akaeg. In diesem Zusammenhang
wird dem Chemokin RANTES (regulated upon activatimormal T cell expressed and
secreted) eine Schlusselrolle zugesprochen. Diefi@mmatorischer Mediator ist wie
seine Zielzellen, Makrophagen und T-Lymphozyterd daren sezernierenden Produkte
IFN-y und TNFe in der Peritonealfliissigkeit von Endometriosepdien vermehrt
vorzufinden. RANTES agiert hauptsachlich tber d&R€lL-Rezeptor. Der CCR-1-
Rezeptor hat ein Molekulargewicht von 41 kDa undégezur Grol3familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Er wird durch siglensmembranére Segmente auf
der Oberflache verschiedener Zellen exprimiertdi@sen Zellen gehéren Immunzellen
wie Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, NK-Ze|l&leutrophile und
Mastzellen, aber auch in anderen Korperzellen,aiBe Astrozyten und Thrombozyten
wurde der RANTES-Rezeptor CCR-1 beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde der CCR-1-Rezeptitels Westernblot in
Peritonealmakrophagen, Blutmonozyten, Endometrmsebe, Endometrium und in
Stroma- und Epithelzellen nachgewiesen. In deredealbn Endometriosepatientinnen
wurde das CCR-1-Protein im Vergleich zu den Zellen Kontrollpatientinnen
vermehrt exprimiert. Lediglich in den Stromazellem Patientinnen ohne
Endometriose wurde kein CCR-1 entdeckt. Auch ireifPool von Epithelzellen war
der CCR-1-Rezeptor vorhanden.

Da der Spiegel der Zytokine IFNund TNFe ebenfalls bei Endometriose erhéht ist,
wurde deren Wirkung auf die Expression des CCR-ZeR#rs in Peritonealmakro-
phagen und Stromazellen bestimmt. Es zeigte sads die Zytokine in Peritoneal-
makrophagen beider Patientinnengruppen die CCRptdssion im Sinne einer Up-
regulation beeinflussten. Die Stromazellen reagredauf die Zytokinstimulation
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unterschiedlich: Wahrend die EndometriosezellenRiereptor hochregulierten, wurde
in den Endometriumzellen der Patientinnen mit Enefiniose das CCR-1-Protein nach
einem kurzem Anstieg down-reguliert. In den Endometstromazellen von
Patientinnen ohne Endometriose wurde auch nachutstiion kein CCR-1-Rezeptor

exprimiert.

Auf der Grundlage unserer Resultate konnten nezrapleutische Ansatze entwickelt
werden, um die klinisch wichtigen Fertilitdtschama® erhohen. In Betracht kame
hierbei der Einsatz von CCR-1-Rezeptorblockern.chuliese neue Therapieoption
hoffen wir, zun&chst die Inflammation reduziererkdaunen, um dadurch die mit der
Endometriose assoziierten Symptome zu mildern femcer eine Erhéhung der

Schwangerschaftsraten zu erzielen.
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Schwestern Dilber und Nuran fir ihre Unterstitzbedanken. Meiner Schwester
Nuran gebuhrt ein besonderer Dank, sie hat versdahth ihre gutgemeinten
Ermahnungen und Aufmunterungen mich von meinewedigen Schreibfaulheit zu

kurieren.
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9. Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Songul Dogan

Geburtsdatum: 31. August 1978

Geburtsort: Ludwigsburg

Eltern: Kazim und Melek Dogan
Geschwister: Dilber, Ismail, Nuran und Zeki Dnga
Nationalitat: Deutsch

Familienstand: ledig

Schulausbildung

1985-1989 Oststadtschule Il - Grundschule, Lugimigg
1989-1995 Elly-Heuss-Knapp-Realschule, Ludwiggbur
1995-1998 Mathilde-Planck-Schule - Gymnasium,iggdburg
Studium

Seit SS 1999 Studium der Humanmedizin an dévdgsitat Tibingen
21.03.2001 Arztliche Vorprufung

21.03.2002 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

14.09.2004 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
18.11.2005 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung
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