Aus der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe
der Universitat zu Libeck
Direktor: Prof. Dr. med. K. Diedrich

Expression von Angiopoietin-1 und
Angiopoietin-2 im ektopen Endometrium auf der

Chorioallantoismembran

Inauguraldissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Universitat zu Lubeck

- aus der Medizinischen Fakultat -

Vorgelegt von
Merle Drenkhahn

aus Bad Oldesloe

Libeck 2004



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Eduard Malik

2. Berichterstatter: Prof. em. Dr. med. Dr. h.c. Wolfgang Kihnel

Tag der mundlichen Prafung: 03.03.2005
Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 03.03.2005

gez. Prof. Dr. med. Peter Dominiak

- Dekan der Medizinischen Fakultat -



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
1R S N 3|
[ JAbkirzungen und EINNEITEN.........c..ccceuiieeiiiecieeeeie e 6|
[ L EINTEIHUNG . .coiiiiiiiicciiieeeeeee ettt e e e e e eaaeaeeeeaennnes 8|
e - 8|
I e e e = = 10|
(IS Y N oY = 15|
(.4  FrageStellUNG ..........cocceeeieeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeea e 16|
P Material und METNOUEN ..........ceeeeiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaeaaaas 17|
R Materiali€n ........ocueveeeieieeeeeeieeeeee e 17|
P.1.1 Reagenzien und Chemikalien.............ccooweeeeeeeeeeeeeeeseeeeeean. 17|
P.1.2 Enzyme Und ProteiNe ...........c.ceeeeuueeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeneaann 17|
2.1.3 Gerate und sonstige Materialien................cccccccccoovveeecvinennnnnanann. 17|
R.1.4 Puffer und LOSUNGEN .........cccuvuiveeeiiiiiieeeeiiieeeeeiieaeeeeieaaeeeeeeeaes 18|
R.1.5 Primer/OgonUKICOtAE ............oceoveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeee. 19|
2.1.6 DNA-Langenstandard..................coooeuuueeeeeeceeeeeeeeeineeeeeraaaaannen. 19|
R.2  Extraktion der Gesamt-RNA ..........occooviiiiiiiiiieieieieeeeeeee e 20|
P.3  Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdure-Ldsungen.............. 20|
R4  Reverse Transkription...........coovocoeveeeeerieiiiiereeesieieeeeeer e, 20|
R.5  Qualitative PCR ......iooioeiiiiesieiiieiesiseiesiesiesseeeiessessesarsaessssaeearsaneeans 21|




INHALTSVERZEICHNIS

P66 QUANItAtIVE PCR ... 22|
P.6.1 Herstellung der Kompetitoren................cocouueeeeeecnereeeeecreaaeeannn.. 22|
2.6.2 Kompetitive PCR .........c...oooeeiiuiiiieeeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeaee e 24|
P.6.3 Konzentrationsbestimmung der MRNA .............cccouveeeeeeeeaaaannn. 25|

R.7  GeleleKtrOPNOIESE. . ... 25|

R.8  Verdau mit Restriktionsenzymen ................ccccceecvuveeeeecveneaeeecrveenannn., 25|

R.9  Immunhistochemie (IHC) .........occooiiuiiiiiiieiiieieeeieeeee e 25|

N S 27|

R.11 Préparation des GEeWEDES .......coccoveeeeeeeeieeeeieeeeieeeeieeeeraenns 27|

.12 DiagnOSESEIUNG ...t eeeeeeeeeeeaeeeeane 28|

P.13 Kultivierung des Gewebes (CAM-Modell) .............cooceeeeeeeeveeeeeaann.... 28|

P.14 StatistiSche AUSWEIUNG..............cocouuiieieieiiiieeeieiieeeeeeieeeeeeeieeeeaanne 29|

B ErgEDNISSO. ittt e e raaaean 31|

B.1 Etablierung eines quantitativen Nachweises fur Ang1 und Ang2........ 31|
B.1.1 Optimierung der PCR fur Ang1 und ANG2 ...........coooeeeueeeeeaaaannn 31|
B.1.2 Herstellung der internen Standards als Kompetitoren..................... 34|

B.2 mRNA-Expression von Ang1 Und ANG2 .......ccooeeueeeeeeeeeeeeeeeeeann. 35|

B.3  Proteinexpression von ANg1 und ANQ2..........cccuueeeeeeeeeeeaaeane... 39|

B DiSKUSSION ittt 43|
B ZuSammeNfaSSUNQ ...cociiiiiiieeiseeeee e 54|
S r N L 55|
A Y TR 66|




INHALTSVERZEICHNIS

7.1 DANKSAQUNGEN.........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeanas 66|
Y T A T 67|
[7.3  Veroffentlichungen/Vortrage ..............ocoeeeuueeeeeeecueeeeeeeciieaeeeceeann, 68|




ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

Abklrzungen und Einheiten

% (vIv)
% (w/w)
Abb.
amol
Ang

bp
bFGF
CAM
cDNA
DAB
DEPC
DNA
dNTP
dsDNA
EDTA
EGF
fg

fmol
GAPDH
GnRH

HCG
IHC

min

pl

ml

Mm
MMP
mMRNA
ng
nmol

Volumenanteil

Gewichtsanteil

Abbildung

Attomol (1078 Mol)

Angiopoietin

Basenpaare

basischer Fibroblastenwachstumsfaktor
Chorioallantoismembran
komplementare DNA
3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangige DNA
Ethylendiamintetraacetat
epidermaler Wachstumsfaktor
Femtogramm (107'° Gramm)
Femtomol (10™"° Mol)
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
Gonadoliberin

Stunden

menschliches Choriongonadotropin
Immunhistochemie

Interleukin

Minuten

Mikroliter (10°® Liter)

Milliliter (107 Liter)

Mikrometer (10 Meter)
Matrixmetalloproteinase
Boten-RNA

Nanogramm (10° Gramm)
Nanomol (10°° Mol)

6



ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

NK-Zellen
PCR
PDGF
pmol

Rantes

RNA
RT
SD
sek
Tab.
TAE
TBS
TGF
TNF

Tris

VEGF

naturliche Killerzellen
Polymerase-Kettenreaktion

aus Plattchen stammender Wachstumsfaktor
Pikomol (1072 Mol)

,Regulated upon Activation, Normally T-Expressed,
and presumably Secreted®

Ribonukleinsaure

reverse Transkription

Standardabweichung

Sekunden

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Tris-gepufferte Salzlésung

transformierender Wachstumsfaktor
Tumornekrosefaktor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Einheit fur Enzym-Aktivitat

vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Endometriose

Als Endometriose bezeichnet man das Auftreten von Gewebe aullerhalb der
Gebarmutterhdhle, das eutopem Endometrium morphologisch und funktionell
ahnlich ist. Dies fuhrt bei den betroffenen Patientinnen zu Beschwerden wie
Dysmenorrhoe, Dyspareunie, chronischen Unterbauchschmerzen und Sterilitat.
Die Endometriose stellt eine der haufigsten gutartigen gynakologischen
Erkrankungen dar. Die Angaben uber ihre Pravalenz schwanken zwischen 1%
und 18% bei Frauen, die auf laparoskopischem Wege sterilisiert wurden
(Hasson 1976; Moen 1987; Kirshon und Poindexter 1988). Bei Frauen mit
unerfulltem Kinderwunsch steigt die Pravalenz auf 20-71% (Martin et al. 1989;
Cornillie et al. 1990; Klein und Olive 1993). Die Lokalisation der Endometriose
beschrankt sich meist auf Herde im kleinen Becken, seltener kommt es zu
extraabdominalem Auftreten. Etwa 70% der endometriotischen Lasionen
weisen Hormonrezeptoren fiir Ostradiol und Progesteron auf und sind daher
ahnlich dem eutopem Endometrium physiologischen zyklischen Anderungen
unterworfen (Schweppe 1989). Im Mittelpunkt der Behandlung stehen einerseits
endokrine Therapieprinzipien, mit denen die ovarielle Ostrogensynthese
supprimiert werden soll z. B. durch GnRH-Agonisten, Gestagene oder Danazol.
Andererseits werden ablative Verfahren wie z. B. die pelviskopische Sanierung
angewandt (Schweppe 1995). Die Rezidivraten sind allerdings hoch: 20-40%
innerhalb von finf Jahren nach konservativer Therapie (Schweppe 1995).
Weitere Untersuchungen fur die Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten sind

deshalb notig.

Die Pathogenese der Endometriose ist nicht vollstandig geklart. Verschiedene
Theorien werden zur Erklarung ihrer Entstehung herangezogen. Die
Metaplasie-Theorie erklart die Entwicklung von Endometrioseherden mit der
metaplastischen Veranderung von pluripotentem Coelomepithel (Meyer 1919)
bzw. Epithel der Muller-Gange (Novak 1931). Die Entstehung von extra-
abdominellen Herden wird durch eine diskontinuierliche Aussaat der

Endometriose Uber Lymph- und Blutgefalde erklart (Javert 1949). Am meisten
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EINLEITUNG

anerkannt ist jedoch die Transplantationstheorie, die auf Sampsons Hypothese
der retrograden Menstruation grundet (Sampson 1927). Danach gelangen
Endometriumfragmente wahrend der Menstruation retrograd durch die Tuben in
die Peritonealhdhle. Die Implantation dieser Fragmente soll zur Ausbildung
einer Endometriose fuhren. Zum Zeitpunkt der Menstruation sind bei 90% aller
Frauen mit durchgangigen Tuben vitale Endometriumfragmente in der
Peritonealhdhle nachweisbar (Halme et al. 1984). Davon leiden allerdings nicht
alle an Endometriose. Welche Faktoren eine Rolle dabei spielen, ob bei einer
Frau nur Endometriumfragmente in der Peritonealhdhle nachweisbar sind oder
ob es auch zur Entwicklung von Endometrioseherden kommt, ist zur Zeit

Gegenstand der Forschung.

Nisolle und Donnez postulierten ein Modell zur Histogenese der Endometriose,
das auf der Transplantationstheorie basiert (Nisolle und Donnez 1997): Im Zuge
der retrograden Menstruation gelangt Uberlebensfahiges Zellmaterial in die
Peritonealhdhle. Die Endometriumfragmente haften am Peritoneum mit Hilfe
von Adhasionsmolekulen wie Laminin, Fibronektin, Cadherinen und Integrinen
(van der Linden et al. 1994; van der Linden et al. 1995; Beliard et al. 1997; Hii
und Rogers 1998). Nach der Adhasion erfolgt die lokale Degradation der
Extrazellularmatrix durch Proteinasen wie die Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
(Kokorine et al. 1997; Sillem et al. 1998; Koks et al. 2000). AuRerdem scheinen
immunologische Aspekte eine Rolle zu spielen (Steele et al. 1984, Kiesel et al.
1999). Oosterlynck et al. stellten fest, dass die naturlichen Killer-(NK-)Zellen
von Frauen mit Endometriose eine herabgesetzte Zytotoxizitdt gegenuber
Endometriumzellen aufweisen (Oosterlynck et al. 1991). Alle Gewebe, deren
Durchmesser das Diffusionslimit von Sauerstoff (100-200 pm) Uberschreitet,
mussen, um zu Uberleben, vaskularisiert werden (Carmeliet und Jain 2000).
Von herausragender Bedeutung scheint deshalb - ahnlich wie beim Wachstum
eines Tumors - auch bei der Pathogenese der Endometriose die Ausbildung
einer suffizienten Gefallversorgung durch Angiogenese zu sein (Nisolle et al.
1993; Nisolle und Donnez 1997). Einer der wichtigsten und am meisten
untersuchten Angiogenesefaktoren in diesem Zusammenhang ist der vaskulare
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) (Donnez et al. 1998; Smith 1998;
McLaren 2000; Kressin et al. 2001c). Bei Frauen mit Endometriose wurde im

Endometrium der spaten Sekretionsphase ein hoherer VEGF-Gehalt gefunden
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als bei gesunden Frauen, was die Implantation und Vaskularisierung der
Endometriumfragmente beglnstigen konnte (Donnez et al. 1998). VEGF wird in
Endometrioseherden exprimiert (McLaren et al. 1996b). Frihe Manifestations-
formen der Endometriose (rote Lasionen) weisen eine starkere Vaskularisierung
und eine hohere VEGF-Expression auf als spatere, weniger aktive Herde
(Donnez et al. 1998). Fur die Bedeutung der Angiogenese bei der Endo-
metriose spricht auch, dass die Peritonealflissigkeit von Endometriose-
patientinnen eine starkere angiogenetische Aktivitat besitzt als die von Frauen
ohne Endometriose (Oosterlynck et al. 1993). Neben hoheren VEGF-
Konzentrationen (McLaren et al. 1996a) enthalt sie auch andere Wachstums-
faktoren in erhdhten Konzentrationen. Dazu gehéren Interleukin-5 (IL-5), IL-6
(Koyama et al. 1993; Mahnke et al. 2000), Rantes (Akronym flr ,Regulated
upon Activation, Normally T-Expressed, and presumably Secreted®) (Khorram
et al. 1993), IL-8 (Ryan et al. 1995), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Rana et al.
1996) und der transformierende Wachstumsfaktor-3 (TGF-B) (Oosterlynck et al.
1994).

1.2 Angiopoietine

Mit den Angiopoietinen wurde eine weitere Familie von Angiogenesefaktoren
entdeckt. Als Vertreter dieser Gruppe sind bisher Angiopoietin-1 (Ang1) (Davis
et al. 1996), Angiopoietin-2 (Ang2) (Maisonpierre et al. 1997), Angiopoietin-3
(Ang3), Angiopoietin-4 (Ang4) (Valenzuela et al. 1999) und Angiopoietin-like 5
(Angptl5) (Zeng et al. 2003) bekannt. Ang3 wird in der Maus durch Abschnitte

kodiert, die zu Ang4 des Menschen homolog sind.

Ang1 und Ang2 sind Glykoproteine mit einer Lange von 498 bzw. 496
Aminosauren (Davis et al. 1996; Maisonpierre et al. 1997). lhre Sequenzen
weisen 60% homologe Abschnitte auf. Beide Proteine bestehen aus einer
Domane mit einer ,coiled-coil* Struktur am Aminoterminus, die verantwortlich ist
fur die Bildung von Oligomeren, und einer Fibrinogen-ahnlichen Domane am
Karboxylende, die fur die Phosphorylierung des Rezeptors eine Rolle spielt
(Procopio et al. 1999). Beide Angiopoietine sind Liganden des Tyrosinkinase-
Rezeptors Tie2, der fast ausschliellich auf Endothelzellen und Zellen der

frihen Hamatopoese (Dumont et al. 1992; lwama et al. 1993; Maisonpierre et
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al. 1993; Sato et al. 1993) zu finden ist. Allerdings unterscheiden sie sich in
ihrer Reaktion mit dem Rezeptor und in ihrer Funktion.

Ang1 verursacht eine Autophosphorylierung und Aktivierung des Tie2-
Rezeptors. In der frihen Embryonalentwicklung findet man Ang1 vorwiegend im
Myokard, das dem Endokard direkt anliegt. Spater ist es in der Nahe von
Endothelzellen Gberall dort lokalisiert, wo sich neue Gefalde entwickeln (Davis
et al. 1996). Ang1-mRNA wird vorwiegend in Perizyten und glatten Muskel-
zellen, nicht aber in Endothelzellen gebildet (Davis et al. 1996; Suri et al. 1996;
Kim et al. 2000a). Bei Mausen fuhrt das Fehlen des Gens fur Ang1 zur Letalitat
am Tag 12,5 der Embryonalentwicklung. Diese Mausembryonen weisen
Defekte bei der Bildung des Herzens und der Gefale auf (Suri et al. 1996), die
den Veranderungen ahneln, die Mause ohne das Gen fur den Rezeptor Tie2
aufweisen (Sato et al. 1995). Diese Defekte tauchen spater in der Embryonal-
entwicklung auf als Defekte in der Angiogenese bei VEGF-defizienten Mausen
(Carmeliet et al. 1996; Ferrara et al. 1996). Ang1 ist also zu einem spateren
Zeitpunkt als VEGF von Bedeutung fur die Angiogenese (Suri et al. 1996).
AulBer den weniger komplex entwickelten Herzen und Gefallen fallt bei den
Ang1-defizienten Mausembryonen auf, dass die Endothelzellen kaum mit der
umgebenden Matrix assoziiert sind und dass periendotheliale Zellen fehlen.
Ang1 scheint also an der Regulation von Interaktionen zwischen Endothel und
Matrix und somit an der Reifung der Gefale beteiligt zu sein (Suri et al. 1996).
Transgene Mause mit einer Uberexpression von Ang1 besitzen eine gesteigerte
Vaskularisation mit mehr Gefalien, die zusatzlich groRer und starker verzweigt
sind als in Wildtypmausen (Suri et al. 1998). In vitro hat Ang1 auRerdem einige
spezifische Wirkungen auf Endothelzellen. Es wirkt chemotaktisch auf sie, fuhrt
aber nicht zu ihrer Proliferation (Witzenbichler et al. 1998). Ang1 kann in vitro
die Bildung von Kapillarsprossen in Fibringel induzieren (Koblizek et al. 1998;
Kim et al. 2000c). In anderen Untersuchungen wurde dieser Effekt von Ang1
auf Endothelzellkulturen jedoch nicht festgestellt (Davis et al. 1996). Daruber
hinaus hemmt Ang1 die Apoptose von Endothelzellen (Kwak et al. 1999;
Papapetropoulos et al. 1999).

Die Regulation der Bildung von Ang1 ist noch nicht vollstandig geklart. Die

Untersuchungsergebnisse widersprechen sich zum Teil. Im Versuch mit
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Endothelzellkulturen hat weder Hypoxie, noch VEGF eine Veranderung der
Ang1-mRNA-Expression verursacht (Oh et al. 1999). In Glioblastomzellen von
Ratten sinkt sie jedoch unter dem Einfluss von Hypoxie (Enholm et al. 1997). In
einem Schlaganfallmodell mit Ratten wurde ein spater Anstieg der Ang1-mRNA
festgestellt mit einem Maximum zwei Wochen nach der Ischamiephase des
Gehirns (Lin et al. 2000). In humanen Fibroblasten sinkt die Ang1-mRNA nach
Stimulation mit fetalem Kalberserum und verschiedenen Wachstumsfaktoren
(aus Plattchen stammender Wachstumsfaktor (PDGF), epidermaler
Wachstumsfaktor (EGF), TGF-B, IL-18) (Enholm et al. 1997; Ristimaki et al.
1998). Hazzard et al. untersuchten die periovulatorische mRNA-Expression von
Ang1 in Granulosazellen von Rhesusaffen. Dabei zeigte sich 12 h nach Gabe
von menschlichem Choriongonadotropin (HCG) eine gonadotropinabhangige
Verminderung und 36 h nach HCG-Gabe kurz vor der Ovulation ein steroid-
abhangiger Anstieg der mRNA (Hazzard et al. 2000).

Ang2 ist zwar auch ein Ligand von Tie2, aber an Endothelzellen flhrt es nicht
wie Ang1 zu dessen Autophosphorylierung, sondern blockiert die Ang1-Aktivitat
(Maisonpierre et al. 1997). Somit stellt es einen endogenen kompetitiven
Antagonisten von Ang1 dar. Das Vorkommen zweier Faktoren mit einem direkt
antagonistischen Verhalten gegenuber einer Rezeptor-Tyrosinkinase ist vorher
nur bei Drosophila beobachtet worden (Schweitzer et al. 1995). Im Mausembryo
ist Ang2 im Gegensatz zu Ang1, das im Herz und an Orten der Gefalbildung
eher diffus verteilt ist (Davis et al. 1996), vorwiegend punktuell lokalisiert. Es ist
nicht an allen Gefallen zu finden und fehlt im Herz. Hieraus wurde geschlossen,
dass Ang2 nur an bestimmten Orten und in bestimmten Stadien der
Gefalbildung flr die Regulation des Ang1-Signals sorgt (Maisonpierre et al.
1997). Ang2 wird vermutlich von Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskel-
zellen produziert (Maisonpierre et al. 1997; Mandriota und Pepper 1998). Im
adulten Organismus ist die Ang1-Expression weit verbreitet, wohingegen Ang2
nur an Orten mit physiologischer Neoangiogenese, wie z.B. Ovarien, Plazenta
und Uterus (Maisonpierre et al. 1997) oder im Zuge der Tumorangiogenese
(Holash et al. 1999a; Holash et al. 1999b) exprimiert wird. Die Uberexpression
von Ang2 in transgenen Mausembryonen fuhrt zur Letalitat an Tag 9,5-10,5 der
Entwicklung. Die Embryonen sind kleiner als bei vergleichbaren Wildtypmausen

und weisen ein abnormes Gefallsystem auf, das z.B. durch Gefalzabbriche
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gekennzeichnet ist. Die Defekte ahneln denen in transgenen Mausembryonen
ohne Ang1 oder Tie2, sind aber schwerwiegender (Maisonpierre et al. 1997).

Es sind verschiedene Faktoren bekannt, die an der Regulation von Ang2
beteiligt sind. Hypoxie und verschiedene Zytokine wie VEGF, basischer
Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) oder TNF-a verursachen einen Anstieg
der Ang2-mRNA in verschiedenen Endothelzellkulturen (Mandriota und Pepper
1998; Oh et al. 1999; Krikun et al. 2000; Kim et al. 2000b). Ang1 und TGF-
fuhren zum Absinken von Ang2-mRNA (Mandriota und Pepper 1998). In einem
Schlaganfallmodell mit Ratten wurde in vivo eine biphasische Induktion von
Ang2-mRNA mit einem fruhen Maximum 24 h und einem spaten Maximum zwei
Wochen nach Ischamie beobachtet (Lin et al. 2000). In Granulosazellen von
Rhesusaffen wurde periovulatorisch 12 h nach HCG-Stimulation eine steroid-

abhangige Expression von Ang2-mRNA festgestellt (Hazzard et al. 2000).

Aus den verschiedenen Expressionsorten und der zeitlichen Abfolge der
Expression der Angiopoietine im Vergleich zum VEGF wurde auf die Funktion
der Angiopoietine und ihr Zusammenspiel mit VEGF bei der Angiogenese
geschlossen (Davis et al. 1996; Suri et al. 1996; Maisonpierre et al. 1997; Davis
und Yancopoulos 1999). Als Beispiel fur ein adultes Gewebe mit starken
Umbauvorgangen im Gefallsystem wurde das Rattenovar untersucht
(Maisonpierre et al. 1997). Der Umbau des Follikels zum Corpus luteum nach
dem Eisprung ist mit intensiver Vaskularisierung durch das Einsprossen von
Gefallen verbunden. In dieser Phase ist viel VEGF-mRNA im sich
entwickelnden Corpus luteum zu finden, auch an Stellen, an denen noch keine
Gefalke vorhanden sind. Ang1-mRNA wird in der Nahe bereits eingesprosster
Gefalke entdeckt bzw. scheint diesen zu folgen. Dieses Expressionsmuster
passt zur Hypothese, dass Ang1 eine spatere Rolle als VEGF in der
Angiogenese hat und fur eine Stabilisierung und Reifung der Gefalle sorgt (Suri
et al. 1996). Im Gegensatz dazu findet man Ang2-mRNA an der Spitze neuer
Gefale, die in das Corpus luteum vordringen. Ang2 scheint also zusammen mit
VEGF an den frihen Phasen der Gefalinvasion mitzuwirken, indem es das
stabilisierende Ang1-Signal blockiert, damit die Gefalze auf den proliferations-
fordernden Effekt von VEGF reagieren kdnnen (Maisonpierre et al. 1997). In

alternden Corpora lutei oder in atretischen Follikeln, in denen es zur
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Gefaliregression kommt, findet man kaum VEGF- aber viel Ang2-mRNA.
Maisonpierre et al. folgerten hieraus, dass Ang2 in Gegenwart von viel VEGF
zu neuen GefalRaussprossungen fihrt, indem es ein konstitutives
stabilisierendes Ang1-Signal blockiert, dadurch zur Destabilisierung beitragt und
einen vaskularen Umbau ermoglicht. In Abwesenheit von VEGF fuhrt die durch
Ang2 vermittelte Destabilisierung zur Gefaliregression (Maisonpierre et al.

1997). Abb. 1 zeigt diese Zusammenhange schematisch.

friihe Entwicklung spitte Entwicklung, erwachsen
\ I ; Gafafredf X
Endothalzell- alirgfung
VEGF o ANG1 &
Differenzierung, _
Proliferation & (Agonist)  Stabilisiarung
Gelanbildung
ANG2
{Antagonist)
Gafal-

Destabilisierung

Meovaskularsiemning, Liefafragression
Angiogenese

Abb. 1

Abb. 1: Schematische Darstellung der Interaktionen und Wirkungen von VEGF, Ang1 und Ang2. VEGF induziert
Angiogenese und fuhrt zur GefaRbildung. Ang1 hat einen stabilisierenden Effekt auf das Gefal. Dieser Effekt wird durch
Ang?2 blockiert. Unter dem Einfluss von Ang2 kommt es in Gegenwart von VEGF zum Aussprossen neuer Gefale, in

dessen Abwesenheit zur Gefalregression (nach Davis und Yancopoulos 1999).

Beide Angiopoietine wurden im weiblichen Reproduktionstrakt nicht nur im
Ovar, sondern auch in der Plazenta, im Endometrium und in Endometriose-
lasionen nachgewiesen (Dunk et al. 2000; Krikun et al. 2000; Kressin et al.
2001a; Li et al. 2001). Bei Frauen mit Menorrhagien ist der Gehalt von Ang1 im
Endometrium vermindert, was an einer fehlerhaften Entwicklung der
endometrialen Gefalle bei diesen Patientinnen beteiligt sein konnte (Hewett et
al. 2002). Es wird angenommen, dass eine veranderte Expression der
Angiopoietine auch bei anderen gynakologischen Erkrankungen wie
Endometriose, Endometriumpolypen oder Myomen von Bedeutung ist (Geva
und Jaffe 2000).

14
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1.3 CAM-Modell

Das Modell der Chorioallantoismembran (CAM) des befruchteten Huhnereies
ermoglicht es, die Angiogenese als dynamischen Prozess im Zeitverlauf zu
untersuchen (Gerlach 1887). Zum einen wird es zur Beobachtung der
Angiogenese und deren Beeinflussung durch pro- oder antiangiogenetische
Faktoren genutzt (Oosterlynck et al. 1993; Brooks et al. 1994a; Brooks et al.
1994b). Zum anderen ist es mdglich, verschiedene Gewebe auf der CAM zu
kultivieren, bevor das Immunsystem des Hihnerembryos am 16. bzw. 17. Tag
der Bebrutung suffizient ausgebildet ist (Ausprunk et al. 1975). Zu den
humanen Geweben, deren Implantation auf die CAM gelang, gehdren Haut,
Endometrium, Ovarialzellen, Pankreas- und Blasenkarzinomzellen (Rubovits
und Abrams 1951, Kunzi-Rapp 1995).

Als Schlusselpunkt fur die Pathogenese der Endometriose gilt die Implantation
ektoper Endometriumzellen, wobei die angiogenetische Aktivitat dieser Zellen
uber die Etablierung von Lasionen entscheidet. Analog zu diesem Vorgang
lasst sich mit dem CAM-Modell Endometriumgewebe in einer vergleichbaren
ektopen Situation untersuchen. Die fur die Implantation notwendigen
angiogenetischen Prozesse konnen einerseits anhand von Veranderungen der
Gefalkdichte und andererseits anhand der Expression angiogeneserelevanter
Faktoren untersucht werden. Deshalb ist das CAM-Modell auflderordentlich gut
fur die Erforschung der Pathogenese der Endometriose geeignet. 72 h nach
Transplantation von Endometriumgewebe lassen sich sogar Endometriose-
ahnliche Lasionen auf der CAM nachweisen (Maas et al. 2001). Auf die CAM
transplantiertes Endometrium erwies sich als geeignetes Endometriosemodell
fur die Etablierung der Fluoreszenzdiagnostik der Endometriose (Malik et al.
2000a). Anhand dieses Modells gewonnene Erkenntnisse konnten dabei
anschliefend auf die Anwendung beim Menschen Ubertragen werden (Malik et
al. 2000b). mRNA-Analysen von Endometriumfragmenten, die Uber 72 h auf der
CAM Kkultiviert worden waren, zeigen einen signifikanten Anstieg der mRNA-
Expression von Angiogenesefaktoren wie VEGF und MMP1. Parallel dazu lasst
sich eine signifikante Angiogeneseinduktion durch das Endometriumgewebe auf
der CAM beobachten (Kressin et al. 2001b; Kressin et al. 2001c). Im

Zusammenhang mit der zentralen Stellung der Angiogenese fur die
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Pathogenese der Endometriose ist das VEGF als wichtiger Angiogenesefaktor
intensiv untersucht worden. Die Bedeutung der Angiopoietine 1 und 2, welche
eng mit dem VEGF interagieren, ist allerdings noch weitgehend ungeklart. In
ersten Experimenten wurden Ang1 und Ang2 in Endometrioselasionen
nachgewiesen (Greb et al. 2001; Kressin et al. 2001a). Weitere Unter-
suchungen am CAM-Modell erscheinen sinnvoll, um ein besseres Verstandnis
von den komplexen Mechanismen, die zur Entstehung von Endometriose
fuhren, zu erlangen. Dies kann letztlich zur Etablierung neuer Therapieansatze

fuhren.

1.4  Fragestellung

An einem Modell der Endometriose auf der CAM wurde nach Applikation von
humanem Endometrium die Expression von Ang1 und Ang2 Uber einen
Zeitraum von 72 h unter Berucksichtigung folgender Fragestellungen

untersucht:

» Sind Ang1- und Ang2-mRNA in den Transplantaten nachweisbar? Lasst
sich durch die Etablierung einer RT-PCR fur diese mRNA ein

quantitatives Nachweissystem entwickeln?

* Verandert sich die Ang1- und Ang2-mRNA-Expression nach Trans-
plantation und Kultivierung auf der CAM?

» Sind Ang1 und Ang2 in den Transplantaten auf Proteinebene immun-
histologisch nachweisbar? In welchen Kompartimenten (Drisen, Stroma)
|asst sich das Protein lokalisieren? Gibt es Unterschiede im Expressions-

bzw. Verteilungsmuster vor und nach Transplantation?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Agarose

DEPC

dNTPs

EDTA

Ethidiumbromid

Puffer B

Puffer Y

Tris

Trizol® Reagent

Allgemeine Laborchemikalien und

Lésungsmittel in p.a. Qualitat

2.1.2 Enzyme und Proteine

Ang1-blocking peptide
Ang2 (rekombinant)

goat polyclonal anti-hAng1
goat polyclonal anti-hAng2
KspAl (10 U/ul)

M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/pl)

Pdil (10 U/ul)
Taqg DNA Polymerase (5 U/pl)

2.1.3 Gerate und sonstige Materialien

Axio Vision Release 2.05

DAB substrate kit for peroxidase

GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Takara Biomedicals, Shiga, Japan
Sigma, Deisenhofen

GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Merck, Darmstadt

GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

R&D Systems, Wiesbaden
Santa Cruz Biotechnology, USA
Santa Cruz Biotechnology, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Promega, Madison, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe

Carl Zeiss Vision GmbH, Minchen-Hallbergmoos

Vector Labaratories, Burlingame, USA
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Easy Gel-Dokumentationssystem Herolab, Wiesloch
Falcon-Gewebekulturschalchen, 35x10 mm Becton Dickinson u. Company,

Franklin Lakes, USA
Microcomputer Electrophoresis Power Supply Renner GmbH, Dannstadt
Mikroskop Axioplan2 imaging Carl Zeiss Mikroskopie, Jena
Mikrozentrifuge MC-13 Millipore/Amicon, Eschborn
Trio-Thermoblock Biometra, Goéttingen
UV-Fotometer GenQuant Pharmacia Biotech

(jetzt Amersham Biosciences, Freiburg)

Ultra-Turrax T25 IKA Labortechnik, Staufen
Vectastain® Elite® ABC Kit Vector Labaratories, Burlingame, USA
Wizard PCR Preps Purification System Promega, Madison, USA
Zentrifuge Hettich Rotanta/RP Hettich RotantaTuttlingen
Zentrifuge 2K15 Sigma Laborzentrifugen, Osterode

2.1.4 Puffer und Lésungen

Citratpuffer:
9,5 mM Citronensaure-Monohydrat, pH 6,0

DEPC-Wasser:

0,1% (v/v) DEPC in Wasser Uber Nacht rihren, autoklavieren

75% (v/v) Ethanol:
75% (v/v) Ethanol in DEPC-Wasser

TAE-Puffer:
10 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA

TBS-Puffer:

50 mM Tris-HCL, pH 7,7
150 mM NacCl
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2.1.5 Primer/Oligonukleotide
Oligo-dT+s MWG Biotech, Ebersberg

Die fur die PCR als Startermolekiile verwendeten Primer wurden alle von der

Firma MWG Biotech, Ebersberg bezogen.

Name Position Sequenz Tan Gen Genbank-

nummer*

5’-Ang1 1441-1461 | 5-ATG GAC TGG GAA GGG AAC CGA-3

3-Ang1 [ 1770-1749 | 5-ACG TAA GGA GTAACT GGG CCC T-3’
62°C | Ang1 |[NM_001146

1770-1749, [ 5-ACG TAA GGA GTAACT GGG CCC T =
k-3’-Ang1
1714-1695 [ CAT GGT TTT GTC CCG CAG TA-3’

5-Ang2 | 1314-1334 | 5-GGA CAATTATTC AGC GAC GTG-3’

3-Ang2 | 1801-1782 | 5-GAG CGA ATA GCC TGA GCC TT-3
54°C| Ang2 |[NM_001147

1801-1782, | 5-GAG CGA ATAGCC TGAGCC TT =
k-3’-Ang2
1719-1700 | CCG TTC AAG TTG GAA GGA CC-3’

5-Gapdh | 4296-4315 | 5-ATC ATC CCT GCC TCT ACT GG-3’
59°C | GAPDH | NM_014364

3'Gapdh | 4552-4533 | 5-TGG GTG TCG CTG TTG AAG TC-3’

Tab. 1
= kennzeichnet Stelle, an der eine Deletion von 34 bp bei Ang1 und von 63 bp bei Ang2 im Vergleich zur cDNA erzeugt
wurde
Tan: Anheftungstemperatur (Annealing) in der PCR
* NCBI Accession: Unter dieser Nummer ist die betreffende Gensequenz in der GenBank des ,National Center for

Biotechnology Information* archiviert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide)

2.1.6 DNA-Langenstandard

100 bp DNA ladder (1pg/ul) GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe
bp: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400,
1500, 2072
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2.2 Extraktion der Gesamt-RNA

Die Extraktion der Gesamt-RNA wurde nach der sauren Phenol-Chloroform-
Methode (Chomczynski und Sacchi 1987) unter Verwendung von Trizol®
Reagent (GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) durchgefuhrt. Das
explantierte Gewebe wurde jeweils in 1 ml Trizol® Reagent fur 30 sek mit dem
Ultra-Turrax T25 homogenisiert. Anschliellend wurde das Homogenisat fur 15
min bei 2000 * g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, damit die Nukleoprotein-Komplexe vollstandig
dissoziieren konnten. Nach der Zugabe von 0,2 ml Chloroform wurde der
Ansatz 15 sek geschuttelt, fur 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und fur 15
min bei 12000 * g und 4°C zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde mit 0,5 ml
Isopropanol gemischt. Zur Prazipitation der RNA wurde der Ansatz nun fur 10
min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend fur 10 min bei 12000 * g
und 4°C zentrifugiert. Die pelletierte RNA wurde in 1 ml 75% (v/v) Ethanol
gewaschen und fur 5 min bei 7500 * g und 4°C zentrifugiert. Zum Schluss
wurde die RNA getrocknet, in 20 pl DEPC-behandeltem Wasser gelost und bei
— 80°C aufbewahrt.

2.3 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdure-L6ésungen

Die Konzentration von DNA-LOsungen wie den Kompetitoren (2.6.1) und von
RNA-L6sungen wurde durch photometrische Messung der Extinktion bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt. Bei dieser Wellenlange und 1 cm Schicht-
dicke entspricht eine Absorption von 1,0 einer dsDNA-Konzentration von
50 pug/ml und einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml (Sambrook et al. 1989).
Aulerdem wurde der Quotient der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm als
Mald flr Verunreinigungen durch Proteine oder Phenol bestimmt. Er sollte

zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.4  Reverse Transkription

Zur Herstellung von cDNA durch reverse Transkription (RT) wurde 1 ug

Gesamt-RNA eingesetzt. Der vollstandige Reaktionsansatz von 25 pl enthielt
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aulRerdem 500 ng oligo-dT s als Startermolekdl, je 12,5 nmol dNTPs und 100 U
reverse Transkriptase im vom Hersteller mitgeliefertem Einfach-Puffer
(Promega, Madison, USA). Als Negativkontrollen wurden Ansatze ohne RNA

mitgefuhrt.

Zunachst wurden RNA und oligo-dT-Primer in 14,5 yl DEPC-behandeltem
Wasser fur 15 min in einem Wasserbad von 68°C inkubiert, um die
Sekundarstruktur der RNA aufzulésen. Die Renaturierung wurde durch
anschlieBende Inkubation auf Eis fir 15 min verhindert. Nach Hinzufligen der
restlichen Reagenzien wurde der Ansatz fur 45 min bei 42°C und fur 45 min bei
52°C inkubiert. Durch 10-minutiges Erhitzen auf 100°C wurde das Enzym
inaktiviert. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung kurzfristig bei 4°C,
langerfristig bei - 20°C aufbewahrt und konnte in dieser Form direkt zur PCR-
Analyse eingesetzt werden.

2.5 Qualitative PCR

Die PCR fur GAPDH wurde nach einem bereits veroffentlichten Protokoll
durchgefuhrt (Kressin et al. 2001c). Fur Ang1 und Ang2 wurden neue PCR-
Protokolle etabliert. Die Angiopoietin-Primer sind in ihrer Sequenz human-
spezifisch, die GAPDH-Primer kdonnen mit der cDNA von humaner und Huhner-
GAPDH reagieren. Allerdings wurden die PCR-Bedingungen so gewahlt, dass

die Primer ausschlief3lich an die humane cDNA banden.

Fiar die gewahlten Primerpaare (s. Tab. 1) ergeben sich folgende Fragmente:
Ang1 (330 bp), Ang2 (488 bp), GAPDH (256 bp).

Als Matrize flir die DNA-Polymerase wurde die durch reverse Transkription
gewonnene cDNA eingesetzt (s. 2.4). Jeder PCR-Ansatz hatte ein Gesamt-
volumen von 50 pl. Dabei wurden jeweils 1 pl cDNA, 0,75 U Taq DNA
Polymerase (GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe), 20 pmol von jedem
zugehorigen Primer und 10 nmol von jedem dNTP im vom Enzymhersteller
mitgelieferten Einfach-Puffer eingesetzt. Nach Optimierung ergaben sich

folgende PCR-Bedingungen:
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Programm fur Angl:

- Denaturierung der cDNA (1x): 3 min bei 94°C

- Amplifizierung (37x):
Denaturierung: 1 min bei 94°C
Primerannealing (Anheftung): 1 min 30 sek bei 62°C
Elongation: 3 min bei 72°C

- terminale Extension (1x): 7 min bei 72°C

Programm fur Ang2:

- Denaturierung der cDNA (1x): 3 min bei 94°C

- Amplifizierung (32x):
Denaturierung: 1 min bei 94°C
Primerannealing (Anheftung): 1 min 30 sek bei 54°C
Elongation: 3 min bei 72°C

- terminale Extension (1x): 7 min bei 72°C

Programm fur GAPDH:

- Denaturierung der cDNA (1x): 3 min bei 94°C

- Amplifizierung (28x):
Denaturierung: 1 min bei 94°C
Primerannealing (Anheftung): 1 min 30 sek bei 59°C
Elongation: 3 min bei 72°C

- terminale Extension (1x): 7 min bei 72°C

Die PCR-Ergebnisse wurden anhand von Agarosegelen untersucht (2.7).

2.6 Quantitative PCR

2.6.1 Herstellung der Kompetitoren

Die fur die kompetitive PCR (s. 2.6.2) bendtigten internen Standards fur Ang1
und Ang2 wurden mittels PCR unter den oben beschriebenen Bedingungen
hergestellt. Als cDNA-Matrize diente dabei Ang1- bzw. Ang2-PCR-Produkt.
Anstelle der 3’-Primer wurden jedoch spezielle 3’-Primer verwandt, die fur eine
Deletion von 34 bp flir Ang1, bzw. 63 bp fir Ang2 im jeweiligen Kompetitor-

fragment im Vergleich zum regularen PCR-Produkt sorgten. Die Sequenzen
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dieser speziellen Kompetitorprimer (k-3’-ang1, k-3’-ang2) sind in Tab. 1
angegeben. Eine schematische Darstellung der Herstellung der Kompetitoren
zeigt Abb. 2.

A

5'-Primer

S OuooUToOUTInom .. -

mmm  3'-Primer

PCR

'JOODDDDDTTIIL revsome

Deletion
B

5’-Primer

‘TODDDDDLODTITL e

sz K-3'-Primer

deletiertes
Fragment

11

3
o

JOODDDDII, werwer +

Abb. 2

Abb. 2: Herstellung der internen Standards fur die kompetitive PCR. (A) zeigt schematisch die RT-PCR, die zur
Entstehung der Ang1- und Ang2-PCR-Produkte fiihrt. Unter Verwendung des jeweiligen PCR-Produktes als Matrize und
spezieller k-3'-Primer wurden die Kompetitorfragmente erzeugt (B). Die k-3'-Primer sind zu zwei Bereichen der cDNA
komplementar, die 34 bp (Ang1), bzw. 63 bp (Ang2) auseinander liegen, sodass eine Deletion im Kompetitorfragment
erzeugt wird.

Die Herstellung des GAPDH-Kompetitors erfolgte im Zusammenhang mit einer
vorangegangenen Studie durch die Einfuhrung einer Deletion (43 bp) mittels
uberlappender PCR in das normale GAPDH-PCR-Produkt (Kressin et al.
2001c).
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Die korrekten Fragmentlangen dieser PCR-Produkte (Ang1: 296 bp, Ang2: 425
bp, GAPDH: 213 bp) wurden durch eine Agarose-Gelelektrophorese bestimmt
(s. 2.7). Aus den PCR-Ansatzen, die ein kraftiges Signal in der Elektrophorese
zeigten, wurde das PCR-Produkt mit dem Wizard PCR Preps Purification
System gemafll den Angaben des Herstellers aufgereinigt (Promega, Madison,
USA). Die Konzentrationen der neu gewonnenen Kompetitoren wurde wie in
Abschnitt 2.3 beschrieben gemessen. Die Kompetitorstammlosungen wurden
bei —20°C aufbewahrt. Nach Bedarf wurden 1:2-Verdlinnungsreihen im
Konzentrationsbereich zwischen 140 fg/ul und 2 ag/pl fir Ang1 und Ang2 bzw.
zwischen 1150 fg/ul und 1 fg/pl fur GAPDH hergestellt.

2.6.2 Kompetitive PCR

Zur quantitativen Bestimmung der relativen cDNA-Konzentration von Ang1,
Ang2 und GAPDH wurde fur jede Probe und jeden Faktor eine kompetitive PCR
durchgefuhrt. Das Prinzip der kompetitiven PCR beruht auf der gleichzeitigen
Amplifikation von cDNA und einem als Kompetitor eingesetzten internen
Standard in einer bekannten Konzentration (Siebert und Larrick 1992). Beide
konkurrieren um Polymerase, Primer und dNTPs. lhre PCR-Produkte unter-
scheiden sich jedoch in ihrer Fragmentlange, so dass man durch Vergleich ihrer
beiden Banden in der Agarose-Gelelektrophorese auf die Konzentration der
cDNA des betreffenden Faktors in der jeweiligen Probe schlieBen kann. Aus

diesem Wert lasst sich der mRNA-Gehalt der betreffenden Probe berechnen.

Nach einer qualitativen Ubersichts-PCR (s. 2.5) zur groben Abschatzung der
Konzentration des untersuchten Faktors wurde die kompetitive PCR unter den
gleichen Reaktionsbedingungen wie die qualitative PCR durchgefuhrt.
Zusatzlich zu 1 pl eingesetzter cDNA-LAsung (s. 2.4) enthielt jeder Ansatz auch
1 pl Kompetitor in bekannter Konzentration. Fur jede Probe und jeden Faktor
(Ang1, Ang2, GAPDH) wurden vier Reaktionsansatze mit unterschiedlichen
Konzentrationen des jeweiligen Kompetitors in einer 1:2-Verdinnungsreihe
bereitet. Anhand der zuvor erfolgten Ubersichts-PCR konnte das jeweils
entsprechende Konzentrationsfenster dieser Verdunnungsreihe abgeschatzt
werden. Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.7)

analysiert.
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2.6.3 Konzentrationsbestimmung der mRNA

Aus den Ansatzen, in denen cDNA und Kompetitor gleich stark fluoreszierende
Banden aufwiesen, wurden die Kompetitor-Konzentrationen notiert. Mit Hilfe
dieser Aquivalenz-Konzentrationen und unter Beriicksichtigung der molekularen
Masse des jeweiligen Kompetitors, der in der RT eingesetzten Menge Gesamt-
RNA, der RT-Effizienz (Wolber et al. 1999) und der Tatsache, dass der
Kompetitor im Gegensatz zur einzelstrangigen cDNA doppelstrangig ist, wurden

die mRNA-Konzentrationen in fmol berechnet.

2.7 Gelelektrophorese

Zur Analyse der PCR wurden 30 pl PCR-Produkt in einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurde 2% (w/w) Agarose in TAE-Puffer
erhitzt und geldést. Nach moderatem AbkuUhlen wurde Ethidiumbromid
zugegeben (Endkonzentration 0,5 pyg/ml). Die Proben wurden bei einer
Spannung von 90-120 V in TAE-Puffer aufgetrennt. Zur Dokumentation wurden
die Gele im durchscheinenden UV-Licht fotografiert. Die Lange der PCR-
Produkte wurde durch Vergleich mit einem 100 bp DNA-Marker (GibcoBRL Life
Technologies, Karlsruhe) bestimmt.

2.8  Verdau mit Restriktionsenzymen

FUr den Verdau wurden PCR-Produkte beider Angiopoietine mit dem Wizard
PCR Preps Purification System gemal den Herstellerangaben aufgereinigt
(Promega, Madison, USA). Es wurden fur jedes Angiopoietin je 2 pl bzw. 10 pl
PCR-Produkt (s. 2.5) mit 5 U KspAl bzw. Pdil in einem Gesamtvolumen von
20 pl im Originalpuffer B*, bzw. Y* (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) bei 37°C fiir
90 min inkubiert. Die Analyse der nach dem Verdau erhaltenen Fragmentlangen

erfolgte im Agarosegel (s. 2.7).

2.9 Immunhistochemie (IHC)

Zum qualitativen Nachweis der Proteinexpression von Ang1 und Ang2 wurden

paraffinierte Gewebeschnitte der Transplantate von zwei der funf Patientinnen
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immunhistochemisch behandelt. Dafur wurde als Modifikation eines Protokolles
von Otani (Otani et al. 1999) eine indirekte Peroxidase-Farbung etabliert.
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Inkubationsschritte bei Raum-

temperatur durchgefinhrt.

Die Paraffinblocke wurden mit einem Schlittenmikrotom etwa 4 um dick
geschnitten. Vor dem Farbevorgang wurden die Gewebeschnitte durch eine
absteigende Alkoholreihe entparaffiniert. AnschlieRend wurden die Schnitte zur
Freilegung des Antigens 5 min (Ang1) bzw. 2,5 min (Ang2) in Citratpuffer im
Dampfdrucktopf gekocht und 15 min im heien Citratpuffer inkubiert. Danach
wurden sie mit TBS-Puffer gespult und zur Hemmung der endogenen
Peroxidase fur 10 min in 7,5% (v/v) Wasserstoffperoxid in Wasser inkubiert.
Nach einer weiteren Spulung mit TBS wurden die Schnitte fur 20 min zur
Blockierung von unspezifischen Antigenstrukturen mit Kaninchen-Normalserum
(Vectastain® Elite® ABC Kit; Ang1: 2 Tropfen auf 3300 ul TBS, Ang2: 1 Tropfen
auf 3300 ul TBS) inkubiert, um spater unspezifische Bindungen des
Sekundarantikérpers und damit die Hintergrundreaktivitdt zu verringern.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikorper fur
30 min (goat polyclonal anti-hAng1 in einer Verdinnung von 1:50, bzw. goat
polyclonal anti-hAng2 in einer Verdinnung von 1:40), gefolgt von einer Spulung
mit TBS und der Inkubation mit dem Sekundarantikoérper (Vectastain® Elite®
ABC Kit; rabbit-anti-goat in einer Verdunnung von 1:400) far 30 min. Nach
einem weiteren Spulschritt wurden die Schnitte fur 30 min mit einem Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex in der vom Hersteller angegebenen Konzentration
inkubiert (Vectastain® Elite® ABC Kit, Vector Labaratories, Burlingame, USA).
Danach wurden die Schnitte noch einmal mit TBS gespult und fir 8 min mit
dem Chromogen DAB gemal} Herstellerangaben inkubiert (Vector Labaratories,
Burlingame, USA). Die Detektion mit diesem Chromogen resultiert in einer stark
dunkelbraunen Farbung. Eine Gegenfarbung erfolgte am Schluss fur 20 sek mit
Hamatoxylin nach Mayer. Als Positivkontrollen wurden Schnitte von Plazenta-
und Endometriumgewebe mitgefuhrt (Dunk et al. 2000; Krikun et al. 2000;
Hewett et al. 2002), bei den Negativkontrollen wurde der Primarantikorper
weggelassen. Um die Spezifitat dieser immunhistochemischen Farbungen
nachzuweisen, wurden einige Schnitte mit Primarantikérpern behandelt, die mit

Ang1-blocking peptide in achtfachem Uberschuss im Vergleich zur Ang1-
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Primarantikorper-Konzentration bzw. mit rekombinantem Ang2 in zweifachem
Uberschuss im Vergleich zur Ang2-Primarantikdrper-Konzentration fiir 2 h
vorinkubiert worden waren. Diese Schnitte wiesen keine immunhistochemische

Positivitat auf.

2.10 Patientinnen

FiUr die Untersuchungen wurde Endometrium von funf Patientinnen verwendet,
bei denen aufgrund von gutartigen gynakologischen Erkrankungen eine
Hysterektomie in der Frauenklinik der Universitat zu Libeck durchgeflhrt
wurde. Bei vier der Patientinnen lag ein Uterus myomatosus, bei einer ein
Deszensus uteri et vaginae vor. Die Patientinnen waren im reproduktiven Alter
und befanden sich in der Proliferationsphase des Menstruationszyklusses.
Keine der Patientinnen nutzte ein intrauterines Kontrazeptivum oder befand sich
in den drei Monaten vor der Hysterektomie in Behandlung mit Medikamenten,
die Steroidhormone enthielten, wie 2z.B. steroidale Kontrazeptiva. Die
Patientinnen wurden Uber die Studie aufgeklart und gaben vor der Operation ihr

schriftliches Einverstandnis. Ein Votum der értlichen Ethikkommission lag vor.

2.11 Préaparation des Gewebes

Nach der Hysterektomie wurde der Uterus auf der anterioren Seite durch einen
Schnitt von der Cervix bis zum Fundus erdffnet und eine Endometriumprobe
aus dem Cavum entnommen. Gewebeproben, die fur die Transplantation auf
die CAM vorgesehen waren, wurden in steriler physiologischer Kochsalzlésung
transportiert und in einer sterilen Petrischale mit einem sterilen Skalpell zu
1 mm?3 grolRen Praparaten zerkleinert. Gewebematerial, das nicht mehr rosig
erschien, wurde nicht verwendet. Zwischen Materialentnahme und Applikation

des Endometriums auf die CAM (s. u.) vergingen maximal drei Stunden.
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2.12 Diagnosestellung

Die histologische Sicherung der Diagnose sowie die genaue Bestimmung der
Zyklusphase erfolgte durch einen Mitarbeiter des Institutes fur Pathologie der

Universitat zu Liubeck.

2.13 Kultivierung des Gewebes (CAM-Modell)

Die Untersuchung des Implantationsprozesses und der angiogenetischen
Aktivitat von ektopem Endometrium erfolgte am Modell der Chorioallantois-

membran (CAM) des befruchteten Hlhnereies.

Die befruchteten Huhnereier wurden von der Firma Lohmann Tierzucht
(Cuxhaven, Deutschland) bezogen. Nach Ankunft im Labor wurden die Eier an
ihrem spitzen Pol mit Klebeband beklebt, damit spater beim Eroffnen des Eies
die Schale nicht splitterte und keine kleinen Bruchsticke auf die CAM
gelangten. Die Eier wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 60%
Luftfeuchtigkeit gelagert. Am sechsten Tag der Bebrutung wurde in den
abgeklebten Pol jedes Eies mit einer Schere ein ca. 3 cm durchmessendes
Fenster geschnitten, das danach mit einem kleinen Plastikdeckel verschlossen
wurde. Die Eier wurden nun mit dem Fenster nach oben gelagert, und die
Bebrutung wurde fortgesetzt, bis am 10. Tag die Transplantation des
Endometriums auf die CAM erfolgte. Untersuchungen von Malik et al. (Malik et
al. 2000a) zeigten, dass man bei Transplantation des Gewebes zu diesem
Zeitpunkt Praparate mit den besten Vitalitdtszeichen erhalt. Dazu wurde das
Fenster in der Eierschale soweit vergrolRert, dass die wie oben beschrieben
erhaltenen 1 mm?® grollen Endometriumfragmente nun mit einer sterilen

Pinzette mittig auf der CAM platziert werden konnten (s. Abb. 3).
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Abb. 3

Abb. 3: Menschliches Endometriumtransplantat nach 96 h Kultivierung auf der CAM.

Dabei wurde fur jede CAM nur ein Endometriumfragment verwendet. Nach dem
Aufbringen des Gewebes auf die CAM wurde der Plastikdeckel wieder
verschlossen und mit Isolierband verklebt. Fir die mRNA-Analysen wurden je
drei Praparate vom Endometrium jeder Patientin 24 h, 48 h und 72 h unter den
oben beschriebenen Bedingungen auf der CAM Kkultiviert. Zur Explantation
wurde die CAM in der Nahe des Transplantats mit einer Pinzette angehoben
und das Transplantat mit etwas CAM-Gewebe mittels einer Schere abgetrennt.
Die Praparate, die der mRNA-Analyse dienten, wurden sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Fir die Bestimmung des Wertes zum Zeitpunkt t = 0
wurden jeweils drei Endometriumfragmente jeder Patientin direkt nach der
Hysterektomie ohne Kultivierung auf der CAM eingefroren. Fur die immunhisto-
logischen Farbungen wurden zusatzlich von zwei der funf Patientinnen in
gleicher Weise Praparate zu den vier Zeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h, 72 h)
gewonnen. Diese wurden in einer 4,5% (v/v) Formalinldsung fixiert, dehydriert

und in Paraffin gebettet.

2.14 Statistische Auswertung

Fir die mRNA-Konzentrationsbestimmung wurden von jeder Patientin jeweils
drei Endometriumproben zu jedem Untersuchungszeitpunkt analysiert. Um die
GroRenunterschiede der Transplantate auszugleichen und die dazugehdrenden
Werte vergleichbar zu machen, wurden die Konzentrationen der Ang1- und
Ang2-mRNA auf die Konzentration der GAPDH-mRNA jeder Probe bezogen.
Es sollte untersucht werden, wie sich der mRNA-Gehalt der Angiopoietine im
Zeitverlauf verhalt. AuRerdem sollte das Verhaltnis der Ang1- und Ang2-Werte

zueinander beurteilt werden. Dazu wurde fur jedes Transplantat der
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Ang2/Ang1-Quotient gebildet. Die Quotienten Ang1/GAPDH, Ang2/GAPDH und
Ang2/Ang1 wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert. Als statistisch
signifikant erachtet wurden Werte fir P < 0,05. Die statistischen Berechnungen

wurden mit dem Programm SPSS 9.0 flr Windows durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines quantitativen Nachweises fur Angl und Ang2

3.1.1 Optimierung der PCR fur Ang1 und Ang2

Nach RNA-Extraktion (s. 2.2) und reverser Transkription (s. 2.4) der Endo-
metriumproben ergab die PCR mit den als Primer verwendeten Oligo-
nukleotiden 5’-ang1 und 3’-ang1 ein Produkt mit der erwarteten Lange von
330 bp. Nach PCR mit den Starteroligonukleotiden 5’-ang2 und 3’-ang2 erhielt

man ein Fragment mit einer Lange von 488 bp (s. Abb. 4).

Ang1 Ang?2

Abb. 4

Abb. 4: Qualitative PCR fiir Ang1 und Ang2. Die Gelelektrophorese zeigt die erwartete Bande fir das Ang1-PCR-
Produkt bei 330 bp (weiller Pfeil) und die erwartete Bande fir das Ang2-PCR-Produkt bei 488 bp (schwarzer Pfeil). M:
100 bp DNA-Molekulargewichtsstandard; +: PCR-Ansatz mit cDNA; &: Negativkontrolle ohne cDNA.

Zur Optimierung der PCR-Bedingungen wurde untersucht, welchen Einfluss die
Anzahl der Zyklen auf das Ergebnis der PCR hatte und ob mit den gewahlten

i

Zykluszahlen die Amplifikation der entsprechenden cDNA im linearen™ Bereich

liegt.

Dafur wurden jeweils drei Ansatze cDNA aus Endometriumgewebe einer PCR
mit 23-43 (Ang1) bzw. 22-39 Zyklen (Ang2) unterzogen. Die PCR-Produkte
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, und die Bandenintensitat wurde
densitometrisch gemessen. Durch graphische Auftragung der mittleren Banden-
intensitat gegen die Zykluszahlen wurde der lineare Amplifikationsbereich
ermittelt. Abb. 5 zeigt die PCR-Produkte mit verschiedenen Zykluszahlen fur
Ang1 und Ang2. Mit steigenden Zykluszahlen nimmt auch die Bandenintensitat

zu. In Abb. 6 werden die densitometrisch gemessenen Intensitatsunterschiede

' Rechnerisch handelt es sich um eine exponentielle Vervielfaltigung der Fragmente
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in Abhangigkeit zur Anzahl der Zyklen dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass mit
den gewahlten Zykluszahlen (Ang1: 37, Ang2: 32) die Amplifikation von Ang1
und Ang2 vor der Plateauphase im linearen Bereich liegt. In diesem Bereich
besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl von Ausgangs-
moleklilen und der Menge an PCR-Produkt, und aufgrund der groften
Intensitatsunterschiede ist hier die beste Differenzierung der Banden im

Agarosegel maoglich.

M 26 27 29 31 33 35 37 39 41 43 Zyklen

Ang1
M 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 Zyklen

Abb. 5

Abb. 5: Uberpriifung der PCR-Zykluszahlen fiir die Ang1- und Ang2-PCR: Gelelektrophoresen mit Ang1- (weier Pfeil:
330 bp) bzw. Ang2-PCR-Produkten (schwarzer Pfeil: 488 bp). Oberhalb der Banden sind die jeweiligen Zykluszahlen
angegeben. M: 100 bp DNA-Molekulargewichtsstandard.
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Abb. 6

Abb. 6: Uberpriifung der PCR-Zykluszahlen fiir die Ang1- und Ang2-PCR: Densitometrisch bestimmte Bandenintensitét
in Abhangigkeit der Zykluszahlen (Mittelwert £ SD von Dreifachbestimmungen). Fir Ang1 wurden 37 und fur Ang2 32
Zyklen gewahlt.
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Um auszuschlieBen, dass cDNA von CAM-Gewebe die Untersuchungs-
ergebnisse beeinflusst, wurde die am humanen Endometrium etablierte PCR
auf ihre Speziesspezifitat hin getestet. Dazu wurde mRNA aus reinem CAM-
Gewebe extrahiert (s. 2.2) und nach reverser Transkription (s. 2.4) neben cDNA
von humanem Endometrium als Matrize eingesetzt. Nach PCR mit den Primern
5’-Ang1 und 3’-Ang1 bzw. 5-Ang2 und 3’-Ang2 sowie 5-Gapdh und 3’-Gapdh
wurden in der Gelelektrophorese nur PCR-Produkte detektiert, wenn als Matrize
cDNA von reinem humanen Endometrium diente. Wurde in der PCR cDNA
einer CAM ohne Transplantat als Matrize verwandt, erhielt man kein Signal in
der Gelelektrophorese (s. Abb. 7).

Ang1 Ang2 GAPDH

600 bp
>

Abb. 7

Abb. 7: Testung der Speziesspezifitdt von Primer und PCR-Bedingungen. Agarosegel von PCR-Produkten nach PCR
fur Ang1 (Bahn 1-3, weilRer Pfeil: 330 bp), Ang2 (Bahn 4-6, schwarzer Pfeil: 488 bp) und GAPDH (Bahn 7-9, grauer
Pfeil: 256 bp) mit cDNA aus Endometrium (Bahn 1, 4, 7) und aus CAM-Gewebe (Bahn 2, 5, 8); Negativkontrollen ohne
cDNA (Bahn 3, 6, 9). Nur die PCR mit Endometrium-cDNA zeigt Signale. M: 100 bp DNA-Molekulargewichtsstandard.

Um nachzuweisen, dass die verwendeten Primerpaare tatsachlich spezifisch an
die humane cDNA von Ang1 bzw. Ang2 binden und dass es zu keinen Kreuz-
reaktionen eines Primerpaares mit cDNA des jeweils anderen Angiopoietins
kommt, wurde ein Verdau der Ang1- und Ang2-PCR-Produkte mit zwei
verschiedenen Restriktionsenzymen durchgefuhrt. Jedes der Enzyme schneidet
eine Sequenz, die in einem der beiden PCR-Produkte vorkommt und im
anderen fehlt. Das Enzym KspAl schneidet eine Sequenz, die nur im PCR-
Produkt von Ang1 (Davis et al. 1996) enthalten ist. Pdil dagegen schneidet eine
Sequenz, die nur im PCR-Produkt von Ang2-cDNA (Maisonpierre et al. 1997)
vorkommt. Der Verdau von PCR-Produkten nach PCR mit §’-Ang1 und 3’-Ang1
durch das Enzym KspAl fuhrte zum Erhalt von zwei Fragmenten mit einer
Lange von 198 bp und 132 bp. Nach Verdau mit Pdil wurden diese PCR-
Produkte nicht geschnitten. Durch Verdau von PCR-Produkten nach PCR mit
5’-Ang2 und 3’-Ang2 mit dem Enzym Pdil erhielt man zwei Fragmente mit einer
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Lange von 267 bp und 221 bp. Nach Verdau mit KspAl wurden diese PCR-
Produkte nicht geschnitten. Wie erwartet schnitt das Enzym KspAl also nur eine
Sequenz, die in Produkten vorkommt, die durch PCR mit den Ang1-Primern
erhalten wurden. Pdil hingegen schnitt nur eine Sequenz, die in Produkten
vorkommt, die durch PCR mit den Ang2-Primern gewonnen wurden. Somit
konnten Kreuzreaktionen zwischen den verschiedenen Primerpaaren aus-

geschlossen werden. Die Produkte des analytischen Verdaus zeigt Abb. 8.

Ang1 Ang?2
17/] KspAl Pdil /] KspAl Pdil

<« 488 bp
330bp » 267 bp
221 bp
198 bp P
132bp »

Abb. 8

Abb. 8: Testung der Primerspezifitat. Agarosegel von PCR-Produkten von Ang1 und von Ang2 nach Verdau mit KspAl
bzw. Pdil. KspAl schneidet eine Sequenz im Ang1-PCR-Produkt nicht aber im Ang2-PCR-Produkt. Pdil schneidet eine
Sequenz im Ang2-PCR-Produkt nicht aber im Ang1-PCR-Produkt, so dass Kreuzreaktionen zwischen den Primer-
paaren ausgeschlossen werden konnten. Eingesetzt wurden jeweils 2 pl und 10 pl PCR-Produkt. M: 100 bp DNA-
Molekulargewichtsstandard, &: unverdautes PCR-Produkt.

3.1.2 Herstellung der internen Standards als Kompetitoren

Die PCR-Amplifikation von Ang1-cDNA mit den Primern 5-ang1 und dem
kompetitorspezifischen k-3’-ang1 ergab wie erwartet ein einzelnes Fragment mit
einer Lange von 296 bp. Nach Aufreinigung des Fragmentes wurde dieses als
Matrize fur eine PCR mit dem Ang1-Primerpaar benutzt, wobei man wiederum
nur Ang1-Kompetitorfragmente mit einer Lange von 296 bp erhielt (Abb. 9; s.
auch Abb. 2 in Abschnitt 2.6.1).
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M % N Q IND 7
Abb. 9

Abb. 9: Ang1-PCR-Produkt (schwarzer Pfeil: 330 bp) im Vergleich zu PCR-Produkten einer 1:2-Verdliinnungsreihe des
Ang1-Kompetitors (weil3er Pfeil: 296 bp). M: 100 bp DNA-Molekulargewichtsstandard, @: Negativkontrolle ohne cDNA.

Entsprechend fuhrte die PCR von Ang2-cDNA mit den Primern 5-ang2 und
dem kompetitorspezifischen k-3’-ang2 zu einem einzelnen Fragment mit einer
Lange von 425 bp. Nach einer PCR mit diesem aufgereinigten Fragment als
Matrize und den Ang2-Primern erhielt man ausschlieRlich Ang2-Kompetitor-
fragmente der gleichen Lange (s. Abb. 10). Weder nach PCR von Ang1-
Kompetitor als cDNA mit Ang2-Primern noch nach PCR von Ang2-Kompetitor

als cDNA mit Ang1-Primern erhielt man ein Signal in der Gelelektrophorese.

M ¥ P N 6T 9 N ¥ @
s ——— &
Abb. 10

Abb. 10: Ang2-PCR-Produkt (schwarzer Pfeil: 488 bp) im Vergleich zu PCR-Produkten einer 1:2-Verdinnungsreihe des
Ang2-Kompetitors (weiler Pfeil: 425 bp). M: 100 bp DNA-Molekulargewichtsstandard, &: Negativkontrolle ohne cDNA.

3.2 mRNA-Expression von Angl und Ang2

Um die Integritat der cDNA und den Gehalt der genannten Faktoren abzu-
schatzen, wurden qualitative Analysen der mRNA-Expression von Ang1, Ang2
und GAPDH mittels PCR (s. 3.1) durchgefuhrt. Wahrend das PCR-Signal fur
GAPDH zu jedem Zeitpunkt ungefahr gleich stark war, anderten sich die
Signale fir Ang1 und Ang2 in den Proben aus unterschiedlich langer
Kultivierung auf der CAM (s. Abb. 11).
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Ang1

Ang2

GAPDH

Abb. 11

Abb. 11: Qualitative Analysen der mRNA-Expression von Ang1-, Ang2- und GAPDH. Abgebildet sind Gelelektro-
phoresen von Ang1-, Ang2- und GAPDH-PCR-Produkten nach PCR mit cDNA von Endometriumfragmenten einer
Patientin, die 0 h, 24 h, 48 h und 72 h auf der CAM kultiviert wurden. Die schwacheren Ang2-Banden in den 72-h-
Proben sind PCR-Artefakte, wie sich nach Wiederholung der PCR und nach kompetitiver PCR zeigte.

Mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR wurden die mRNA-Konzentrationen von
Ang1, Ang2 und GAPDH aus den Endometriumtransplantaten ermittelt. Die
abgebildeten Gelelektrophoresen (s. Abb. 12-14) zeigen reprasentative Resul-

tate der kompetitiven PCR.

(e Abb. 12-14: Agarose-

O
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Y Kompetitor: 213 bp
Abb. 14 T

Fir die Auswertung wurde der mRNA-Gehalt der Angiopoietine ins Verhaltnis
zum GAPDH-Wert der entsprechenden Probe gesetzt, um die Ergebnisse flr
unterschiedlich groRe Transplantate vergleichbar zu machen. Dabei zeigte sich,
dass der Gehalt an Ang1-mRNA im nicht-kultivierten Endometrium (0 h) am
hdchsten war und nach 24 h Kultivierung auf der CAM signifikant absank
(P <0,001). Im weiteren Verlauf der Kultivierung blieb dieser Wert niedrig, und

es kam zu keiner signifikanten Anderung (s. Abb. 15).

Der Median der Ang1-Konzentration betrug im Endometrium zum Zeitpunkt O h
5,07 amol Ang1-mRNA/fmol GAPDH-mRNA (Streubreite: 0,51-22,53), im
Endometrium nach 24 h Kultivierung auf der CAM 0,31 (0,05-1,69) amol Ang1-
MRNA/fmol GAPDH-mRNA, nach 48 h 0,19 (0,04-1,27) amol Ang1-mRNA/fmol
GAPDH-mRNA und nach 72 h 0,25 (0,02-1,68) amol Ang1-mRNA/fmol
GAPDH-mRNA.

w
o

N
o

Ang1/GAPDH [amol/fmol]
o

*%* sk *%

I

Abb. 15

Abb. 15: Konzentration von Ang1-mRNA in humanen Endometriumtransplantaten nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h
Kultivierung auf der CAM. Die Werte fir die Ang1-mRNA sind auf den GAPDH-Gehalt der einzelnen Probe normiert.
Der Median des Verhaltnisses betragt nach 0 h 5,07 amol Ang1-mRNA/fmol GAPDH-mRNA. Im Vergleich zu diesem
Wert fallt das Verhaltnis im weiteren Verlauf signifikant ab. (0 h und 72 h: n =13, 24 h und 48 h: n = 14; Boxplot zeigt
Median mit 25er und 75er Perzentilen; Fehlerbalken entsprechen 10er und 90er Perzentilen; Ausreif3er = O;
** P < 0,001, Kruskal-Wallis-Test)
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Der Gehalt an Ang2-mRNA war ebenfalls am hochsten im Endometrium zum
Zeitpunkt 0 h. Nach langerer Kultivierung des Endometriums nahm er in den
Transplantaten ab. In den ersten 24 h kam es zu keiner signifikanten Anderung
im Vergleich zur Ang2-mRNA-Konzentration im eutopen Endometrium (P = 0,4
nach 24 h). Nach 48 h und 72 h kam es allerdings zu einer signifikanten
Abnahme im Vergleich zum 0 h-Wert (P < 0,05 nach 48 h, P < 0,001 nach 72 h;
s. Abb. 16).

Der Median der Ang2-Konzentration betrug im Endometrium zum Zeitpunkt 0 h
126,1 (7,88-252,1) amol Ang2-mRNA/fmol GAPDH-mRNA und im Endometrium
nach 24 h Kultivierung auf der CAM 79,4 (9,00-158,0) amol Ang2-mRNA/fmol
GAPDH-mRNA, nach 48 h 47,4 (3,36-474,0) amol Ang2-mRNA/fmol GAPDH-
mRNA sowie nach 72 h 7,56 (0,76-63,0) amol Ang2-mRNA/fmol GAPDH-
mRNA.
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Abb. 16: Konzentration von Ang2-mRNA in humanen Endometriumtransplantaten nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h
Kultivierung auf der CAM. Die Werte flr die Ang2-mRNA sind auf den GAPDH-Gehalt der einzelnen Probe normiert. In
den ersten 24 h kommt es zu keiner signifikanten Anderung. Nach 48 h und 72 h sinkt das Verhaltnis Ang2-
MRNA/GAPDH-mRNA im Vergleich zum 0 h-Wert signifikant ab. (0 h und 24 h: n=13, 48 h: n=15, 72 h: n=14;
Boxplot zeigt Median mit 25er und 75er Perzentilen; Fehlerbalken entsprechen 10er und 90er Perzentilen;
Ausreiller = O; * P < 0,05; ** P < 0,001, Kruskal-Wallis-Test)

AuRerdem wurde fur jedes Praparat der Quotient aus dem Ang2-mRNA-Gehalt
und dem Ang1-mRNA-Gehalt gebildet, um das funktionelle Verhaltnis beider
Angiopoietine beurteilen zu kdnnen. Zu jedem Zeitpunkt enthielten alle Proben
mehr Ang2- als Ang1-mRNA. Der Median lag im Endometrium zum Zeitpunkt
O h bei 18,65 (4,7-93,51) fmol Ang2-mRNA/fmol Ang1-mRNA. Der hdchste
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Unterschied konnte nach 24 h Kultivierung auf der CAM gemessen werden, als
der Median des Ang2/Ang1-Verhaltnisses 282,80 (31,09-1468,90) fmol Ang2-
mRNA/fmol Ang1-mRNA betrug. Das Verhaltnis beider Angiopoietine stieg in
den ersten 48 h im Vergleich zum 0 h-Wert signifikant an (P < 0,001). Im
Vergleich zum 48 h-Wert von 188,03 (63,80-621,70) fmol Ang2-mRNA/fmol
Ang1-mRNA sank der Wert des Ang2/Ang1-Verhaltnisses nach 72 h signifikant
ab auf 18,70 (6,00-248,70) fmol Ang2-mRNA/fmol Ang1-mRNA (P < 0,003).
Verglichen mit dem 0 h-Wert anderte sich das Verhaltnis nach 72 h jedoch nicht
signifikant (P = 0,5; s. Abb. 17).
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Abb. 17

Abb. 17: Verhéltnis von Ang2-mRNA und Ang1-mRNA in humanen Endometriumtransplantaten nach 0 h, 24 h, 48 h
und 72 h Kultivierung auf der CAM. Im Vergleich zum 0 h-Wert steigt das Verhaltnis wahrend der ersten 48 h
Kultivierung signifikant an. Das Verhaltnis nach 72 h unterscheidet sich nicht signifikant vom 0 h-Wert. (0 h, 24 h und
72 h: n =13, 48 h: n = 14; Boxplot zeigt Median mit 25er und 75er Perzentilen; Fehlerbalken entsprechen 10er und 90er
Perzentilen; AusreiRer = O; **P < 0,001, Kruskal-Wallis-Test)

3.3 Proteinexpression von Angl und Ang2

Endometriumproben von zwei der funf Patientinnen wurden zu den Zeitpunkten
Oh, 24 h, 48 h und 72 h mittels Immunhistochemie (IHC) untersucht, um die
Proteinexpression und —lokalisation von Ang1 und Ang2 im Zeitverlauf zu
beobachten. Von den insgesamt 20 paraffinierten Gewebeproben wurde nicht in
allen Schnitten ausreichend endometriales Drisen- und Stromagewebe
getroffen, deshalb wurden exemplarisch insgesamt zwdlf (Ang1), bzw. neun

(Ang2) Gewebeschnitte immunhistochemisch gefarbt.
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Abb. 18

Abb. 18: Humanes Endometrium in einer Negativ-
kontrolle aus einer Farbeserie fir Ang1. Der Primar-
antikorper wurde durch Puffer ersetzt. Es ist kein
braunes immunhistochemisches Signal erkennbar (Ver-
groflerung X 100).

Abb. 19

Abb. 19: Humanes Endometrium in einer Positiv-
kontrolle aus einer Farbeserie fir Ang1. Die durch DAB
braun gefarbten Bereiche stellen das positive Signal
dar. Ang1-Protein ist lokalisiert im Drisenepithel, im
Stroma und im GefaRendothel (Vergréfierung X 200).

Abb. 20

Abb. 20: Humanes Plazentagewebe in einer Negativ-
kontrolle aus einer Farbeserie fur Ang2. Der Primar-
antikérper wurde durch Puffer ersetzt. Es ist kein
braunes positives Signal erkennbar (Vergréerung X
100).

Abb. 21

Abb. 21: Humanes Plazentagewebe in einer Positiv-
kontrolle aus einer Farbeserie fiir Ang2. Der Synzytio-
trophoblast reagierte in der IHC-Farbung positiv fir
Ang2-Protein (Vergréferung X 100).
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Als Positivkontrollen diente normales Endometriumgewebe und Plazenta-
gewebe, in denen beide Angiopoietine bereits nachgewiesen wurden (Dunk et
al. 2000; Krikun et al. 2000; Hewett et al. 2002; Wulff et al. 2002). Als
Negativkontrollen wurde Plazenta- bzw. Endometriumgewebe verwandt, bei

dem der betreffende Primarantikdrper weggelassen wurde (s. Abb. 18-21).

Positiv fur Ang1 reagierten elf, fur Ang2 acht Praparate. Tab. 2 zeigt die
Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen unter Berlcksichtigung der

Kultivierungsdauer der Endometriumfragmente auf der CAM.

Angl Ang2

Dauer der CAM-

Kultivierung Anzahl der Positiv reagierende | Anzahl der Positiv reagierende
geféarbten Schnitte Schnitte geféarbten Schnitte Schnitte

Oh 3 3 1 1

24 h 5 4 5 5

48 h 2 2 2 1

72 h 2 2 1 1

Tab. 2

Ang1 wurde in Drusen- und Stromazellen von elf verschiedenen Gewebeproben
detektiert. Es war hauptsachlich am Rand des Transplantates in der Nahe des
CAM-Gewebes lokalisiert. In diesem Bereich erschien die Ang1-Immuno-
reaktivitat starker zu sein als die von Ang2. Ang2 wurde ebenfalls in Drusen-
zellen (n = 5) und Stromazellen (n = 7) gefunden. Seine Immunoreaktivitat wies
ein eher fokales oder punktuelleres Muster auf als diejenige von Ang1. Es
bestand keine offensichtliche Korrelation zwischen der Ang1- oder Ang2-
Immunoreaktivitat und der Dauer der Kultivierung auf der CAM. Beispiele fur
beide immunhistochemischen Farbungen zeigen Abb. 22-25.
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Abb. 22

Abb. 22: Immunhistochemie fiir Ang1. Humanes
Endometrium vor Transplantation auf die CAM (0 h-
Wert). Positiv reagierten Drisenepithelzellen, Zellen im
Stroma und Endothelzellen (fehlen auf der Abbildung;
VergroRerung X 200).

Abb. 23

Abb. 23: Immunhistochemie fiir Ang1. Humanes
Endometrium nach 24 h Kultivierung auf der CAM.
Positiv reagierten Driusenepithelzellen und Zellen im
Stroma (Vergréferung X 200).

Abb. 24

Abb. 24: Immunhistochemie fiir Ang2. Humanes
Endometrium vor Transplantation auf die CAM (0 h-
Wert). Das Driisenepithel weist punktuell ein positives
Signal auf, Zellen im Stroma sind schwach positiv
(VergroRerung X 200).

Abb. 25

Abb. 25: Immunhistochemie fiir Ang2. Humanes
Endometrium nach 72 h Kultivierung auf der CAM.
Positiv reagierten Driusenepithelzellen und Zellen im
Stroma (Vergréferung X 200).
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4 Diskussion

Bei der Entstehung von endometriotischen Lasionen ist der Vorgang der
Implantation der wesentliche Schritt, der daruber entscheidet, ob ektope
Endometriumzellen zum Krankheitsbild der Endometriose fuhren oder nicht. Fur
diesen Prozess ist eine suffiziente Angiogenese essentiell (Nisolle und Donnez
1997; McLaren 2000). Sie wird reguliert durch ein komplexes Zusammenspiel
einer Vielzahl angiogenetischer Faktoren. Unter ihnen sind das VEGF, das
Ang1 und das Ang2 vielfach untersucht worden. Dennoch ist Uber die Rolle der
Angiopoietine im Zusammenhang mit der Entstehung der Endometriose noch
wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde ein dynamisches Modell der
Endometriose, das Chorioallantoismembran (CAM)-Modell genutzt, um den
Implantationsprozess anhand der Expression von Ang1 und Ang2 in
Endometriumproben zu untersuchen.

Mit der Applikation menschlichen Endometriums auf die CAM wird ein wichtiges
Charakteristikum der Transplantationstheorie nachgestellt, namlich die ektope
Kultivierung von Endometrium auf einer Membran auf3erhalb des Uterus. Auf
der CAM unterliegt das Endometrium ahnlichen Gegebenheiten wie Endo-
metriumfragmente auf dem Peritoneum des kleinen Beckens, wo sich
Endometrioselasionen am haufigsten ausbilden. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass es sich hierbei um ein geeignetes Endometriosemodell handelt,
dessen Ergebnisse auch klinische Relevanz haben (Malik et al. 2000a; Malik et
al. 2000b). Das Modell ermoglicht es, die Eigenschaften von ektopem Endo-
metrium wahrend der frihen Vorgange bei der Implantation zu untersuchen.
Innerhalb von 72 h nach Transplantation von humanem Endometrium auf die
CAM entwickeln sich Endometriose-ahnliche Lasionen (Maas et al. 2001). Um
die Vorgange im Zusammenhang mit dieser Entwicklung zu untersuchen,
wurden deshalb in der vorliegenden Arbeit als Beobachtungszeitpunkte 0 h,
24 h, 48 h und 72 h nach Transplantation gewahlt.

Andere in vivo Modelle fir die Endometriose sind an Tierversuche gebunden,
wohingegen das CAM-Modell als Tierversuchsersatzmodell anerkannt ist.
Beispielsweise wurde humanes Endometrium in die Peritonealhdhle von
immundefizienten Mausen implantiert (Nisolle et al. 2000). Auch die

Transplantation von Endometrium in die Peritonealhdhle von Kaninchen
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(Dunselman et al. 1989) und Ratten (Sharpe et al. 1991) und die subkutane
Injektion von humanem Endometrium in Mause mit kongenitalen Immun-
defekten (Aoki et al. 1994), wurden zur Nachahmung der Vorgange wahrend
der Entstehung von Endometriose benutzt. Das CAM-Modell bietet im
Gegensatz zu diesen Modellen die Moglichkeit, das transplantierte Material
direkt zu beobachten, die Angiogenese als dynamischen Prozess zu verfolgen
und das Wachstum des Gewebes durch lokale Applikation von Modulatoren zu
beeinflussen. Aullerdem ist das CAM-Modell mit einem geringeren technischen

Aufwand und mit niedrigeren Kosten verbunden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Ang1- und Ang2-mRNA sowie -Protein in
humanem Endometrium vor und erstmals auch 24 h, 48 h und 72 h nach
Applikation auf die CAM nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen eine starkere
Expression von Ang2-mRNA als Ang1-mRNA im eutopen Endometrium und im
Endometrium auf der CAM. Wahrend des Kultivierungsprozesses wurde die
Expression von Ang1-mRNA nahezu vollstandig herabreguliert, wahrend die
Expression von Ang2-mRNA anfangs persistierte und erst spater und
langsamer abfiel. Uber die Funktion von Ang1 ist bekannt, dass es durch
Interaktionen zwischen Endothel und umgebender Zellmatrix an der Aus-
differenzierung und Reifung der Gefalie beteiligt ist (Suri et al. 1996). Beide
Angiopoietine konkurrieren als kompetitive Antagonisten um den gleichen
Rezeptor, Tie-2. Auf Endothelzellen fuhrt Ang1 zu dessen Aktivierung, Ang2
hingegen nicht (Maisonpierre et al. 1997). Ang2 bewirkt in Gegenwart von
VEGF die Entstehung neuer Gefallaussprossungen, indem es das Gefal-
stabilisierende Signal von Ang1 blockiert. In Zonen, in denen Ang2 so zur
lokalen Destabilisierung der Gefallwand fuhrt, kommt es durch den Einfluss von
VEGF zur Einwanderung von Endothelzellen und zu deren Proliferation
(Maisonpierre et al. 1997; Davis und Yancopoulos 1999). Das quantitative
Verhaltnis von Ang2 zu Ang1 scheint also eine wichtige Rolle in der Regulation
der Gefalreifung und Stabilisierung zu spielen. In der vorliegenden Arbeit stieg
das Verhaltnis der Ang2- zur Ang1-mRNA-Konzentration in den Endometrium-
transplantaten mit einem Maximum nach 24 h Kultivierung auf der CAM
signifikant an. Parallel zu den hier dargestellten Resultaten kommt es zu einem

Anstieg der mRNA-Expression von VEGF und MMP1 im ektopen Endometrium
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auf der CAM (Kressin et al. 2001c; Wolber et al. 2003). Diese proangio-
genetische Konstellation im Expressionsmuster der genannten Faktoren zeigt
deutlich, dass das ektope Endometrium auf der CAM angiogenetisch aktiv ist.
Bestatigt wird dies durch die Beobachtung, dass das Endometrium nach 72 h
Kultivierung auf der CAM eine signifikante, messbare Angiogenese induziert
(Kressin et al. 2001b).

Die hier dargestellten Ergebnisse der mRNA-Expression werden durch andere
Studien bestatigt: Eine insgesamt hohere mRNA-Expression von Ang2
gegenuber Ang1 im nicht kultivierten Endometrium aus der Proliferationsphase
findet sich wieder in Analysen von eutopem Endometrium, bei denen wahrend
des ganzen Menstruationszyklusses mehr Ang2- als Ang1-mRNA gemessen
wurde (Li et al. 2001; Hewett et al. 2002). Greb et al. haben einen biphasischen
Verlauf des Verhaltnisses von Ang2- zu Ang1-mRNA parallel zum Verlauf der
VEGF-mRNA-Expression beobachtet. Dabei korreliert das eine Expressions-
maximum der genannten Faktoren mit der Gefaliregeneration in der frihen
Proliferationsphase und das andere mit der funktionellen Gefalireifung wahrend
der Sekretionsphase (Greb et al. 2001). Diese Ergebnisse weisen auf ein
Uberwiegen der Ang2- iber die Ang1-mRNA-Expression in retrograd
menstruierten Endometriumfragmenten zum Implantationszeitpunkt wahrend
der Entstehung von Endometrioselasionen hin. Das oben beschriebene Muster
der Ang1-, Ang2- und VEGF-Expression wurde auch in anderen Arbeiten als
Parameter einer angiogenetischen Aktivitat interpretiert. So zeigen Ergebnisse
von Goede et al. am Beispiel des Ovars, dass wahrend der Luteolyse das
Ang2/Ang1-Verhaltnis stark ansteigt. Parallel dazu sinkt die VEGF-Expression.
Dies wurde als mogliche Ursache fur die Regression von Corpus-luteum-
Kapillaren interpretiert (Goede et al. 1998).

In den in dieser Arbeit untersuchten Endometriumfragmenten auf der CAM
sanken die mMRNA-Konzentrationen beider Angiopoietine nach langerer
Kultivierung ab. Als Grunde dafur kdnnte man eine generelle Herabregulation
der Genexpression oder das Absterben der Transplantate annehmen. Dagegen
sprechen allerdings die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen. Die

Kultivierung der Endometriumfragmente erfolgte nach den Bedingungen, fur die
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Malik et al. die besten Vitalitatszeichen des Gewebes festgestellt hatten (Malik
et al. 2000a). Es wurden nur Transplantate untersucht, die auf der CAM
weilklich bis hellrosa erschienen. Abgestorbenes Material, das sich 1-2 Tage
nach Transplantation auf die CAM schwarz verfarbte, wurde nicht in die
Auswertung miteinbezogen. Daruber hinaus blieb die mRNA-Expression von
GAPDH uber den Zeitraum der Kultivierung nahezu konstant. In derselben
Versuchsreihe zeigte sich sogar ein Anstieg der VEGF- und MMP1-mRNA-
Expression in den Endometriumtransplantaten (Kressin et al. 2001c; Wolber et
al. 2003). Diese Resultate widersprechen einem Absterben des Endometriums
auf der CAM oder einer allgemeinen Herabregulation der Genexpression in den
Transplantaten.

FUr die im Verlauf der Kultivierung auftretende Verringerung der absoluten
Ang1- und Ang2-mRNA-Konzentration in den Transplantaten sind verschiedene
Ursachen denkbar. Es ist bekannt, dass beide Angiopoietine vorwiegend in
Gefalk-assoziierten Zellen wie Perizyten und glatten Muskelzellen und
zumindest Ang2 auch in Endothelzellen produziert werden (Davis et al. 1996;
Suri et al. 1996, Maisonpierre et al. 1997; Mandriota und Pepper 1998; Kim et
al. 2000a). Da die endometrialen Gefal3e in den Transplantaten zu Beginn der
Kultivierung nicht mit den CAM-GefalRen in Verbindung stehen, verlieren sie
mdglicherweise ihre Funktion und gehen zugrunde. Dies wird erhartet durch
Untersuchungen zur Kapillardichte, die zeigen, dass die Immunoreaktivitat far
den endothelzellspezifischen Faktor VIII in den Transplantaten im Gegensatz
zum eutopen Endometrium schwacher ist (Malik et al., unveroffentlicht).
Endothelzellen, Perizyten und glatte Muskelzellen der regredienten Gefalle
fallen nun wahrscheinlich als Produktionsorte fur Ang1 und Ang2 aus, und ihre
MRNA-Konzentrationen im gesamten Endometriumfragment sinken. Daneben
wurde mit den hier verwendeten Methoden die mMRNA-Konzentration
gemessen, die alle Zellen im Transplantat gemeinsam bildeten. Dabei konnte
nicht berlcksichtigt werden, wie hoch der mRNA-Gehalt in einzelnen Zellen
war. Fur Ang2 wird ein fokales Expressionsmuster beschrieben (Maisonpierre
et al. 1997). Es konnte sein, dass die Expression der Ang2-mRNA auch
innerhalb eines Transplantates ein inhomogenes Verteilungsmuster aufweist
mit Bereichen mit hoher Ang2-mRNA-Expression bis hin zu Bereichen ohne

Ang2-mRNA-Expression. Wenn wenige Zellen lokal relativ viel Ang2-mRNA
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produzieren wurden, worauf die Ergebnisse der IHC-Farbungen (s. 3.3)
hinweisen, konnte die Konzentration verteilt auf das ganze Transplantat
trotzdem niedrig sein. Protein- und mRNA-Gehalt missen allerdings nicht
unbedingt parallel verlaufen. mRNA reagiert sehr empfindlich auf sie
zerstorende RNAsen und besitzt eine kirzere Halbwerstzeit als Proteine.
Deshalb geht ein Abfall der mRNA-Konzentration nicht zwingend mit einem
gleichzeitigen Abfall der Proteinkonzentration einher. Leider konnte der
Proteingehalt aus methodischen Griinden nicht quantifiziert werden (s. u.).
Moglicherweise spielen noch andere Faktoren fur die Regulation der
Expression von Ang1- und Ang2-mRNA in den Endometriumtransplantaten eine
Rolle. In den vorgestellten Ergebnissen sank die Ang1-mRNA-Konzentration
schon nach 24 h Inkubation auf der CAM sehr stark ab und blieb wahrend der
nachsten 48 h konstant niedrig. Das Ang1-Signal scheint nach Transplantation
auf die CAM ,abgestellt” worden zu sein. Demgegenuber war die Ang2-mRNA-
Expression nach 24 h etwa gleich hoch wie vor der Transplantation auf die
CAM. Fur Ang1 wird eine Verminderung der mRNA-Konzentration durch den
Einfluss von Hypoxie beschrieben (Enholm et al. 1997; Ding et al. 2001).
Obwohl die Huhnereier in den hier durchgefihrten Versuchen unter
normoxischen Bedingungen inkubiert wurden, ist es mdglich, dass aufgrund der
limitierten Diffusionskapazitat von Sauerstoff im Inneren der Endometrium-
fragmente hypoxische Bedingungen vorlagen. Denn die Transplantate hatten
keine Verbindung zu den CAM-Gefalden, so dass die Sauerstoffversorgung
Uber den Blutkreislauf der Hihnerembryonen nicht moglich war. Es ist moglich,
dass der niedrige Sauerstoffgehalt im Inneren des Transplantates verant-
wortlich flr das starke Absinken der Ang1-mRNA-Expression ist.

Fir Ang2 wird in verschiedenen Untersuchungen eine Hypoxie-abhangige
Induktion der Transkription beschrieben (Mandriota und Pepper 1998; Oh et al.
1999). Trotzdem wurde in der vorliegenden Arbeit kein Anstieg der Ang2-
MRNA-Expression in den kultivierten Endometriumfragmenten beobachtet. Eine
Ursache dafur konnte sein, dass Ang2 zeitlich sehr fruh in den Angiogenese-
prozess eingebunden ist (Maisonpierre et al. 1997; Zagzag et al. 1999). In
Endothelzellkulturen zeigt sich ein Maximum der Ang2-mRNA-Konzentration
nach 2 h unter hypoxischen Bedingungen, wahrend nach 4 h die Ang2-mRNA-
Expression wieder auf den Ausgangswert abfallt (Oh et al. 1999). In der
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vorliegenden Arbeit wurde die mRNA-Konzentration erst nach 24 h bestimmt,
so dass nicht beurteilt werden kann, ob die Ang2-mRNA-Expression wahrend
der ersten Stunden nach Transplantation angestiegen und anschlieRend wieder

abgesunken ist.

Da eine bestimmte mRNA-Konzentration nicht unbedingt mit der betreffenden
Proteinkonzentration korreliert, wurde auch die Proteinexpression von Ang1 und
Ang2 untersucht. Aufgrund der geringen TransplantatgroRe konnte leider kein
semiquantitatives Verfahren wie z. B. Western Blot eingesetzt werden. Deshalb
wurde die Proteinlokalisation durch Immunhistochemie(IHC)-Farbungen unter-
sucht. Dabei wurden beide Angiopoietine im eutopen und im ektopen
Endometrium auf der CAM bis 72 h nach der Transplantation in Drisen und
Stroma nachgewiesen. In einigen Schnitten wurde kein Protein gefunden.
Parallel dazu wiesen die mMRNA-Konzentrationen in den Endometrium-
fragmenten starke Schwankungen auf. Es ist mdglich, dass in Transplantaten
mit niedriger mMRNA-Konzentration auch der Proteingehalt sehr gering war und
deshalb nicht mittels IHC nachgewiesen werden konnte. Die Intensitat der
Immunoreaktivitat wies fur beide Angiopoietine keine Korrelation zur Dauer der
Kultivierung auf der CAM auf. Dies koénnte daran liegen, dass die im
Gewebeschnitt erfassten Transplantatbereiche sehr unterschiedlich grofl3 waren
und dass darin nicht immer gleich viele Drusen und gleich viel Stroma
vorhanden waren, was eine Beobachtung der zeitlichen Veranderung der
Proteinexpression nicht erlaubte.

Weiterhin ist flr die Analyse der Proteinexpression im Zeitverlauf die Berlck-
sichtigung des Einflusses von Transkriptionsfaktoren, posttranslationalen
Modifizierungen oder Eigenschaften wie der Protein-Halbwertszeit, die an der
Regulation der Proteinexpression beteiligt sind, bedeutsam. Diese konnen aus
der immunhistologischen Untersuchung jedoch ebenfalls nicht ersehen werden.
Deshalb wurde eine qualitative Beschreibung der IHC-Farbungen einer
quantitativen Auswertung vorgezogen. Beide Proteine wurden im Stroma und
im Drusenepithel gefunden. Die Immunoreaktivitat fur Ang2 zeigte ein fokales
Muster, z. B. in einzelnen DriUsenzellen, wohingegen ganze Drisen positiv fur
Ang1 waren. Ein ahnlich punktuelles Expressionsmuster von Ang2 wurde

bereits im Ovar beobachtet und als Zeichen dafur interpretiert, dass Ang2 nur
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an eng umgrenzten Stellen das Ang1-Signal blockiert und zur Destabilisierung
von Gefallen fuhrt (Maisonpierre et al. 1997). Ebenso beschreiben Kressin et
al. das Expressionsmuster von Ang2-Protein in den verschiedenen Mani-
festationsformen von Endometrioseherden (braun, weil3, rot, andere nicht-
pigmentierte) (Kressin et al. 2001a). Dort ist das Protein hauptsachlich in endo-
und periendothelialen Zellen der Endometrioselasionen lokalisiert, aber eine
fokale Immunoreaktivitat fir Ang2 zeigt sich auch in Stroma und Drusen-
epithelzellen.

Wie oben bereits erwahnt wurde, hatten die Endometriumgefalle in den
Transplantaten keine primare Verbindung zur Blutzirkulation der CAM, so dass
es zur Gefallregression darin kam. Im Transplantat fehlten regelrechte Gefalie,
deshalb konnte keine Angiopoietin-Proteinexpression in Endothel- oder in peri-
endothelialen Zellen beobachtet werden. Anders als in den Endometrium-
fragmenten auf der CAM wurden Ang1 und Ang2 im nicht-kultivierten
Endometrium auch in unmittelbarer Nahe zu Gefalden nachgewiesen, wie es
den publizierten Expressionsorten der Angiopoietine entspricht (Davis et al.
1996; Maisonpierre et al. 1997). Im Endometrium auf der CAM hingegen war
besonders die Immunoreaktivitat fir Ang1 am Rand der Transplantate, wo die
Versorgung des ektopen Gewebes uber Diffusion vom CAM-Gewebe
ubernommen wird, starker als im Zentrum.

In der gegenwartigen Literatur finden sich hinsichtlich der Lokalisation und der
Produktionsorte von Angiopoietinen im Endometrium widerspruchliche
Angaben. Mittels in-situ-Hybridisierung entdeckten Li et al. Ang2-mRNA
wahrend der Sekretionsphase ausschlieBlich in den uterinen NK-Zellen im
Endometriumstroma (Li et al. 2001). Die Hybridisierung wahrend der
Proliferationsphase, aus der auch das Endometrium in der hier vorliegenden
Arbeit stammt, war schwacher, aber nicht auf einzelne Zelltypen beschrankt. Da
in der vorliegenden Arbeit die Zellen im Stroma nicht naher spezifiziert wurden,
kann Uber die NK-Zellen keine genaue Aussage gemacht werden. Mit
immunhistochemischen Methoden fanden Krikun et al. in humanem
Endometrium eine schwache Immunoreaktivitat fur Ang1- und Ang2-Protein im
Stroma (Krikun et al. 2000). In Endothelzellen war das Signal fir Ang1-Protein
ebenfalls schwach, fur Ang2-Protein war es intensiv. Die Expression von Ang2-

Protein war wahrend der Proliferations- und Sekretionsphase ahnlich hoch. Die
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Proteinexpression von Ang1 wurde ausschliellich wahrend der Sekretions-
phase untersucht. Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit
angefertigten IHC-Farbungen fanden Krikun et al. keine Immunoreaktivitat im
Drisenepithel. Die Proteinexpression der Angiopoietine im Driusenepithel wird
in einer Untersuchung von Hewett et al. allerdings bestatigt (Hewett et al. 2002).
So wurden Ang1 und Ang2 mittels IHC im Stroma, im Drusenepithel und im
Endothel der Blutgefalle lokalisiert. Dabei war die Immunoreaktivitat im Stroma
fur beide Angiopoietine wahrend der Sekretionsphase schwacher als in der
Proliferationsphase. Das Signal fur Ang2 war im Drusenepithel besonders
intensiv.

Die zitierten Arbeiten widersprechen sich zwar teilweise bezuglich der
Lokalisation der Angiopoietine, sie belegen aber, dass das Angiopoietin-System
auch im humanen Endometrium aktiv ist. Abweichungen von den physio-
logischen Interaktionen der Angiopoietine mit dem VEGF tragen moglicher-

weise zur Ausbildung pathologischer Prozesse bei.

Uber die Angiopoietin-Expression in Endometrioseldsionen ist noch nicht viel
bekannt. Wie oben bereits erwahnt, lasst sich Ang2-Protein mittels IHC im
Endothel und in Perizyten, aber auch im Stroma und in Drisen von
Endometriosebiopsien finden (Kressin et al. 2001a). Bisher unveroffentlichte
Ergebnisse der Arbeitsgruppe Malik zeigen immunhistochemisch Unterschiede
in der Expression von Ang2 und VEGF in den verschiedenen Lasionsarten der
Endometriose. Die in den schleierartigen Lasionen am starksten ausgepragte
VEGF-Expression nimmt Uber die blaschenartigen, roten, weil’en, und braunen
Lasionen hin ab. Parallel fallt auch die Expression von Ang2 von den schleier-
artigen uber die blaschenartigen bis zu den roten Herden ab. Sie steigt jedoch
in den weillen und braunen Lasionen wieder an. Diese Expressionsmuster
wurden interpretiert als Ausdruck einer proangiogenetischen Situation in den
schleierartigen Herden, deren Starke in den blaschenartigen, roten, weilden bis
hin zu den braunen Herden abnimmt. Die verstarkte Angiogenese in den
schleier- und blaschenartigen sowie den roten Lasionen gilt als Ausdruck einer
héheren Aktivitat dieser Lasionsarten (Nisolle et al. 1993; Donnez et al. 1998).

Durch Untersuchungen mit RT-PCR fanden Greb et al. eine héhere Ang2-
MRNA-Expression in Endometrioselasionen im Vergleich zu eutopem Endo-
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metrium (Greb et al. 2001). Ein Anstieg der Ang2-mRNA-Konzentration im
ektopen Endometrium auf der CAM wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
beobachtet. Dabei ist zu beachten, dass bei den von Greb untersuchten
Endometrioselasionen in die Analysen wahrscheinlich auch unmittelbar
angrenzendes Peritoneum miteinbezogen wurde. In diesem Zusammenhang
stellt sich die Frage, wo die Angiogenesefaktoren gebildet werden, die an der
Vaskularisierung des ektopen Endometriums beteiligt sind. Als Produktionsorte
kommen z. B. das Endometriumfragment, aktivierte Makrophagen oder das
umgebende Peritonealgewebe in Frage. Es ist moglich, dass Signale vom
ektopen Endometriumfragment das umgebende Peritoneum zur Bildung von
Angiogenesefaktoren stimulieren, die zum Einsprossen von Peritonealgefalien
in das Implantat fihren. Bei der Untersuchung durch RT-PCR von humanen
Endometrioselasionen kann nicht unterschieden werden, ob die mRNA aus
dem Endometriumfragment selbst oder aus dem angrenzenden Peritoneum
stammt. Hingegen wurde in der vorliegenden Arbeit ausschliel3lich die mRNA
des Transplantates analysiert. Die PCR-Bedingungen wurden spezifisch fur die
menschliche cDNA gewahlt, wahrend die CAM als Korrelat zum Peritoneum
vom Huhnerembryo stammt. Zuklnftige Untersuchungen konnen zeigen, ob die
CAM auf das Endometriumtransplantat mit der Bildung von Angiogenese-
faktoren reagiert.

Ein anderer Aspekt bei den Untersuchungen von Greb ist, dass dort eutopes
Endometrium von Frauen ohne Endometriose mit Biopsien von Endometriose-
|lasionen verglichen wurde, wohingegen in der vorliegenden Arbeit aus-
schlieBlich Endometrium von Frauen ohne Endometriose unter eutopen und
unter ektopen Bedingungen auf der CAM untersucht wurde. Es stellt sich die
Frage, ob eutopes Endometrium von Endometriosepatientinnen und Endo-
metriumfragmente, die bei ihnen in die Bauchhohle gelangen, einen hdheren
Gehalt an Angiogenesefaktoren aufweisen als Endometrium von gesunden
Frauen. Ein hoherer Ang2-Gehalt koénnte durch eine Instabilisierung
bestehender Peritonealgefalle zu einer leichteren Vaskularisierung der
Endometriumfragmente fuhren. In neuen Untersuchungen von Malik et al.
wurden die angiogenetischen Prozesse in auf der CAM kultivierten
Endometriumfragmenten von Patientinnen mit und ohne Endometriose

miteinander verglichen (zum Teil unverdffentlicht). Dabei zeigte sich jedoch
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zwischen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied in der mRNA-
Expression von VEGF, Ang1 und Ang2 sowie einem durch die Transplanate
induzierten Anstieg des Gefalidichte-Indexes (Gescher et al. 2003). Diese
Untersuchungen zeigen, dass die genannten Wachstumsfaktoren an der
Angiogenese und Implantation von ektopem Endometrium auf der CAM beteiligt
sind, dass sich aber das Endometrium von Patientinnen mit bzw. ohne
Endometriose in seiner angiogenetischen Aktivitat auf der CAM per se nicht
unterscheidet. Auch wenn die Angiogenese fir die Implantation von ektopen
Endometriumzellen von essentieller Bedeutung ist, wird der Implantations-
vorgang vermutlich durch weitere Einflussfaktoren wie z. B. Steroide oder
Zytokine reguliert. Fur die MMPs, die bei der Implantation von Endometriose-
herden ebenfalls von Bedeutung sind (Kokorine et al. 1997; Sillem et al. 1998),
konnte der regulierende Einfluss von Progesteron, Ostradiol und TGF-B bereits
gezeigt werden (Osteen et al. 2002).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass mRNA und Protein der Angiopoietine 1 und 2
in eutopem und auf der CAM Kkultiviertem Endometrium produziert werden. Der
Verlauf des Verhaltnisses von Ang2- zu Ang1-mRNA, das nach Kultivierung auf
der CAM in den Transplantaten ansteigt, erscheint sinnvoll gemald der
gegenwartigen Auffassung von der Wirkungsweise der Angiopoietine
(Maisonpierre et al. 1997; Davis und Yancopoulos 1999) und spiegelt eine
proangiogenetische Situation wider. Gemal} der Transplantationstheorie ist die
Implantation von Endometriumfragmenten der entscheidende pathogene
Mechanismus fur die Entstehung von Endometrioselasionen. Die Angiogenese
ist fur die Implantation essentiell und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
legen nahe, dass die Angiopoietine an der Regulation der Angiogenese im
ektopen Endometrium auf der CAM beteiligt sind. Moglicherweise kann die
Ang2-Expression wie die Expression anderer Wachstumsfaktoren als Para-
meter der Angiogenese Aussagen uber die Aktivitat der Endometrioselasionen
liefern (Donnez et al. 1998). In ahnlicher Weise wurde es experimentell als
Prognosefaktor beim Magenkarzinom genutzt (Etoh et al. 2001). Anhand des
CAM-Modells wird es aullerdem mdglich sein, die Angiogenese auf der CAM zu
beobachten und diese durch Applikation von Angiogenese-hemmenden oder

—fordernden Faktoren zu beeinflussen. Daraus konnten Erkenntnisse
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gewonnen werden, ob die Beeinflussung der Angiogenese mittels
neutralisierender Antikorper, I6slichen Rezeptoren oder Tyrosinkinase-

inhibitoren neue Therapieansatze fur die Endometriose bieten kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die Endometriose ist eine der haufigsten benignen Erkrankungen in der
Gynakologie. Gemaly der Transplantationstheorie entsteht sie durch die
retrograde Menstruation und peritoneale Implantation von Endometrium-
fragmenten. Fir die Implantation ist die Angiogenese eine wichtige Voraus-
setzung, die durch die klassischen Angiogenesefaktoren VEGF, Ang1 und Ang2
vermittelt wird.

An einem Modell der Endometriose auf der Chorioallantoismembran (CAM)
wurde die Expression von Ang1 und Ang2 in eutopem und ektopem Endo-
metrium untersucht. Nach Applikation von Endometriumproben auf die CAM
konnte die mRNA beider Angiopoietine in allen Transplantaten vor (0 h) und
nach Kultivierung auf der CAM nachgewiesen werden. lhre Konzentration war
im eutopen Endometrium (0 h) am hochsten und sank nach 24 h (Ang1), bzw.
48 h (Ang2) Kultivierung signifikant ab. Im Vergleich zum eutopen Endometrium
stieg das Verhaltnis von Ang2- zu Ang1-mRNA-Konzentration nach 24 h und
48 h Kultivierung signifikant an. In dem kultivierten Endometrium veranderte
sich die mRNA-Konzentration der Angiopoietine somit zugunsten eines
Ubergewichts von Ang2. Das Protein beider Angiopoietine wurde im eutopen
und im ektopen Endometrium nach 24 h, 48 h und 72 h Kultivierung auf der
CAM immunhistochemisch nachgewiesen. Dabei bestand keine Korrelation
zwischen der Ang1- oder Ang2-Immunoreaktivitat und der Dauer der
Kultivierung.

Die Ergebnisse zeigen, dass beide Angiopoietine im eutopen Endometrium und
in Endometriumfragmenten nach Kultivierung auf einer ektopen Membran
gebildet werden. Dabei entspricht der Verlauf des Expressionsmusters des
Ang2/Ang1-Verhaltnisses der gegenwartigen Auffassung von der Wirkungs-
weise der Angiopoietine und spiegelt eine proangiogenetische Situation wider.
Ang1 und Ang2 sind somit vermutlich an der Regulation der Angiogenese im
ektopen Endometrium beteiligt und spielen in diesem Zusammenhang bei der

Pathogenese der Endometriose eine Schlusselrolle.
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