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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Endometriose

Die Endometriose' ist eine der hiaufigsten, gutartigen gynikologischen Erkrankungen junger
Madchen und Frauen. Sie ist eine chronische, inflammatorische Erkrankung, bei der endo-
metriales Driisengewebe? ektop, also auerhalb der Gebarmutterhéhle auftritt. Endometriotische
Lésionen befallen dabei unterschiedliche Gewebe und Organe des Bauchraums. Uberwiegend
betroffen sind das Peritoneum?, die Ovarien und Tuben*, das Myometrium®, die Blasen- und
Darmwand sowie der Bereich zwischen Vagina und Kolon (siehe Abbildung 1.1). In sehr sel-
tenen Fallen werden Endometrioseherde auch aufierhalb der Bauchhohle beschrieben, wie

beispielsweise in der Lunge, der Nasenschleimhaut oder dem Gehirn (184, 212).

1.1.1 Epidemiologie

Die Endometriose zdhlt neben den Myomen zu der haufigsten, gutartigen proliferativen Erkran-
kung der Frau im geschlechtsreifen Alter. Schatzungsweise sind 10 bis 15 % der Frauen im Alter
zwischen 15 und 50 Jahren von der Erkrankung betroffen. Fiir Deutschland bedeutet das etwa
1,5 Millionen Endometriosepatientinnen und etwa 40.000 Neuerkrankungen pro Jahr. Weltweit
sind es bis zu 176 Millionen Frauen, die an Endometriose leiden (190). Hinzu kommt, dass ein
Teil der Frauen asymptomatisch ist und eine Diagnose in vielen Féllen erst sehr spat gestellt

wird.

von altgr. endon 'innen’, metra’Gebarmutter’ und osis "Erkrankung’
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Abbildung 1.1: Mégliches Vorkommen der Endometrioselasionen im Bauchraum der Frau (15).

1.1.2 Krankheitsbild

Endometriose ist assoziiert mit einer Vielzahl von Symptomen. Die meisten Frauen leiden vor
allem unter starken chronischen Unterbauchschmerzen. Diese konnen sich auch als sekundare
Dysmenorrhé®, Dyspareunie’ oder Riickenschmerzen duflern. Je nach Ausprigung der Symp-
tome sind Leistungs- und Arbeitsfahigkeit, Sexualleben sowie die allgemeine Lebensqualitat
mehr oder weniger stark beeintrachtigt (190). Nicht zu unterschétzen ist auch die psychische

und mentale Belastung, unter der die betroffenen Frauen leiden.

Dariiber hinaus wird ein enger Zusammenhang zwischen Endometriose und Infertilitat be-
schrieben. Studien konnten zeigen, dass 25 bis 50 % der Frauen mit unerfiilltem Kinderwunsch
an Endometriose leiden (150). Umgekehrt ist bei jeder zweiten Endometriosepatientin eine
reduzierte Fertilitit zu beobachten (150). Die genaue Ursache ist noch unklar. Vermutet wird
unter anderem, dass die erhohten Spiegel verschiedener Entziindungsmediatoren, induziert vor
allem durch Tumornekrosefaktor & (TNFx) und Interferon gamma (IFNy) die Spermienmotilitat

sowie die Implantation des Embryos negativ beeinflussen (155, 233).

Smit krampfartigen Schmerzzustinden einhergehende Menstruation
7Schmerzen beim Geschlechtsverkehr



Endometriose

1.1.3 Definition und Klassifizierung

Als Endometriose wird das Vorkommen von endometriuméhnlichen Zellverbunden aus Epithel
und Stroma auflerhalb der Gebarmutterhdhle bezeichnet. Verschiedene Wachstumsformen
werden als kleinherdig-peritoneal, zystisch-ovariell oder tief infiltrierend beschrieben (154).
Anhand ihrer Lokalisation wird die Endometriose in der deutschsprachigen Literatur in drei

verschiedene Formen unterteilt (80):

« Endometriosis genitalis interna:

auch Adenomyosis uteri genannt, Lokalisation innerhalb des Myometriums;

« Endometriosis genitalis externa:

Lokalisation im Bereich der inneren weiblichen Genitalien (insbesondere an den Ovarien);

« Endometriosis extragenitalis:

Lokalisation z. B. an Darm, Harnblase, Vagina, Lunge und allen weiteren Organen.

Die Klassifizierung der Endometriose wird noch immer unterschiedlich gehandhabt. Es gibt ver-
schiedene Ansétze, die Vergleichbarkeit der Befundauspragung zu erméglichen. Dabei werden
verschiedene Kriterien, wie die Lokalisation, die Ausdehnung und die Gréfle der Herde sowie
deren Folgeschaden herangezogen. Verschiedene Schweregrade werden heute meist mit Hilfe
des revised American Fertility Society (rAFS)-Systems klassifiziert (242). Dieses ist international
am weitesten verbreitet und arbeitet mit einem Punktesystem, bei dem in vier Stadien von leicht
bis schwer unterschieden wird (154). Beurteilt werden Grof3e und Infiltrationstiefe von Lisionen
im Bereich des Peritoneums und der Ovarien sowie die Ausdehnung und Beschaffenheit von
Adhisionen. Anhand der Gesamtpunktzahl erfolgt die Einteilung in die Stadien rAFS I bis
rAFS IV. Extragenitale Befunde gehen in die Beurteilung jedoch nicht mit ein und auch tief

infiltrierende Endometriose wird in dieser Einteilung nicht beriicksichtigt (154).

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

Obwohl die Endometriose bereits im spaten 17. Jahrhundert erstmals beschrieben wurde (112),
sind Ursache und Pathophysiologie bis heute ungeklart. Es existieren verschiedene Theo-
rien iiber die Entstehung, wobei keine davon allgemeingiiltig die bekannten Formen erklaren
kann. Vermutlich findet ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren statt. Die unterschied-
lichen Hypothesen lassen sich auf zwei Grundideen zuriickfithren: Eine geht davon aus, dass
Endometriumszellen unter anderem iiber lymphatische oder vaskuldre Wege sowie bei inva-
siven chirurgischen Eingriffen verschleppt werden. Anschlieffend sind diese aufgrund noch
ungeklarter immunologischer Verdnderungen in der Lage, am Peritoneum und den betrof-
fenen Organen zu adhérieren. Die bekannteste und verbreitetste Theorie dieser Gruppe ist
die ,Transplantationstheorie® nach Sampson, die auf der Annahme beruht, dass vitale Endo-
metriumszellen durch retrograde Menstruation in das Abdomen gelangen und dort Lasionen
ausbilden (180).
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Weniger verbreitet sind Theorien iiber metaplastische Vorgange im Peritoneum. Diese besagen,
dass pluripotente Zellen des Zolomepithels in der Lage sind, sich durch verschiedene Stimuli
(z. B. Inflammation oder Hormone) in Endometriumszellen umzuwandeln (143). Gerne wird
diese Theorie mit der Beobachtung begriindet, dass in Ausnahmefillen auch Manner mit
Prostatakarzinom unter Estrogentherapie endometriuméhnliches Gewebe ausbildeten (158, 164).
Unerwahnt bleibt meist, dass es sich dabei um Lasionen im Karzinomgewebe der Prostata
und nicht etwa auf dem Peritoneum handelte. Dies weist vielmehr auf durch Estrogentherapie

stimulierte Uberreste des Miiller’schen Gangs hin (59).

1.1.5 Diagnostik

Typische Symptomatiken wie starke Unterbauchschmerzen und andere uncharakteristische
Bauch- und Riickenbeschwerden kénnen nur als Hinweis auf eine vorhandene Endometriose
dienen. Problematisch ist die fehlende Spezifitit sowie die Tatsache, dass auch asymptomatische
Formen auftreten konnen. Da die Symptomatik so variabel und individuell ist, kommt es meist
zu einer erheblichen Verzogerung der Diagnosestellung von durchschnittlich sechs Jahren (189).
Eine frithzeitige Diagnose ist jedoch ausgesprochen wichtig, da frithe Erkrankungsformen
noch deutlich besser auf medikamentose Therapien ansprechen (187). Dies liegt unter anderem
daran, dass in den frithen Stadien noch eine hohere Aktivitat der Lasionen vorliegt und es
zu einer vermehrten Prostaglandin- und Zytokinausschiittung kommt als in fortgeschrittenen
Stadien (190).

Zur differentialdiagnostischen Abklarung werden unter anderem folgende nicht-invasive Unter-
suchungsmethoden herangezogen: griindliche Anamnese, Beurteilung der Schmerzintensitét,
gynékologische Untersuchung und bildgebende Verfahren wie Ultraschall oder Magnetreso-
nanztomographie. Biochemische Marker wie Cancer-Antigen 125 (CA 125) konnen erhoht sein,
haben sich zur Diagnosestellung der Endometriose jedoch nicht bewéhrt (152). Keine dieser
Methoden ist in der Lage, den Goldstandard, die Biopsie mit histologischer Sicherung von
endometrialem Driisengewebe aus Stroma- und Epithelzellen zu ersetzen. Die histologische
Abklarung muss im Rahmen einer Laparoskopie erfolgen und ist bis heute die einzige sichere
Moglichkeit der Diagnosestellung in der Endometriose. Alle Bemithungen, die Endometriose
nicht invasiv anhand von verschiedenen potenziellen Biomarkern im peripheren Blutkreislauf

zu diagnostizieren, waren bisher vergeblich.

1.1.6 Hormonelle Aspekte

Die Endometriose tritt fast ausschlie8lich bei Frauen im reproduktionsfihigen Alter auf und
bildet sich in der Menopause oder nach Ovarektomie wieder zuriick (149). Dies beruht vor allem
auf dem Einfluss von Estrogen, welches das Wachstum endometrialer Zellen steuert und somit

auch fur die Aktivitat von Endometrioseherden verantwortlich ist.



Endometriose

Im Rahmen des Menstruationszyklus durchlauft das eutope Endometrium im Uterus verschie-
dene Phasen des Auf- und Abbaus (siche Abbildung 1.2). In der Proliferationsphase regeneriert
sich unter dem Einfluss von Estradiol die bei der Menstruation abgestofiene Funktionalis
(oberste Endometriumsschicht) und wird neu aufgebaut. Nach der Ovulation kommt es zu
einer vermehrten Produktion von Progesteron durch das Corpus luteum (Gelbkérper). Dies
bewirkt die Differenzierung der endometrialen Stromazellen in Deziduazellen, welche durch eine
gesteigerte sekretorische Aktivitat das Endometrium optimal fiir die mogliche Einnistung einer
befruchteten Eizelle vorbereiten. Bei nicht erfolgter Befruchtung kommt es durch Niedergang
des Corpus luteums zu einem Abfall des Progesteronspiegels und zu einer Minderdurchblutung
der Funktionalis mit der Folge nekrotischer Veranderungen. Durch Einleiten der Menstruation

kommt es schlie8lich zur Ausscheidung des abgestof3enen Gewebes.
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Abbildung 1.2: Menstruationszyklus der Frau (Abb. modifiziert nach (16)). Die Dauer eines Menstruations-
zyklus betragt im Durchschnitt 28 Tage. Die hormonelle Regulation wird durch die Synthese und Sekretion von
Follikel-stimulierendem (FSH) und luteinisierendem Hormon (LH) durch die Hypophyse gesteuert. Der erste
Tag des Zyklus beginnt mit der Menstruation, bei der die oberste Schicht des Endometriums, die Funktionalis,
abgestoflen und mit der Menstruationsblutung ausgeschieden wird. Wahrend der darauf folgenden proliferativen
Phase reifen in den Ovarien mehrere Follikel heran. Der dadurch ansteigende Estrogenspiegel fiihrt zu einer
Regeneration und Proliferation des Endometriums. Zwischen dem 12. und 14. Zyklustag kommt es zu einem
maximalen Estrogenanstieg, welcher durch eine positive Riickkopplung zu einer massiven Freisetzung von LH
aus der Hypophyse fiihrt. Durch diesen LH-Peak kommt es etwa 24 h spater zur Ruptur des ausgereiftesten
Follikels und somit zur Ovulation. Der kollabierte Follikel wandelt sich anschlieBend unter Einfluss von LH in das
Progesteron-ausschiittende Corpus luteum (Gelbkorper) um. Unter dem Einfluss des Progesterons kommt es in der
sekretorischen Phase zu einer Umwandlung des Endometriums (Dezidualisierung), welches anschlieend optimal
fur die Einnistung einer befruchteten Eizelle vorbereitet ist. Erfolgt keine Befruchtung, geht das Corpus luteum
zu Grunde. Dies fithrt zum Absinken des Progesteronspiegels und somit zu einer regressiven Veranderung der
Funktionalis. Durch die Verengung von Gefafien kommt es zu einer lokalen Minderdurchblutung (Ischamie) mit
nachfolgender Gewebeschadigung. Kontraktionen des Myometriums bewirken anschliefflend die Ausscheidung der
abgestoflenen Funktionalis im Rahmen der Menstruation mit Beginn eines neuen Zyklus.

1.1
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Die zyklischen Veranderungen im Endometrium werden vorwiegend durch das Zusammenspiel
von Estrogen und Progesteron gesteuert. Ihre Wirkung wird durch intrazelluldre Rezeptoren ver-
mittelt: Estrogenrezeptor o (ERx) und 3 (ER3) bzw. Progesteronrezeptor A (PR-A) und B (PR-B).
In den Rezeptoren kommt es nach Bindung der Liganden zu einer Konformationsanderung
mit anschlieBender Dimerisierung. Die Rezeptorpaare sind nun in der Lage, als Transkriptions-
faktoren an bestimmten Erkennungssequenzen der DNA, den estrogenresponsiven Elemen-
ten (ERE), anzudocken und somit eine gesteigerte Abschreibung estrogenregulierter Gene zu

bewirken.

Zahlreiche Studien zeigten ein abweichendes Expressionsmuster von Progesteron- und Estrogen-
rezeptoren in den Endometrioseherden, im Vergleich zum normalen Endometrium (19, 29, 168).
Zum einen fiel die Rezeptordichte in den ektopen Lasionen insgesamt deutlich niedriger aus, was
eine Ursache fiir die Therapieresistenz gegeniiber Steroidhormonen, insbesondere Progesteron,
sein konnte (28). Zum anderen wird eine von Lasion zu Lasion variierende Verteilung beider
Rezeptorarten beschrieben, was vermutlich die unterschiedliche Erfolgsrate der Hormonthe-
rapie bei Endometriose erklart (30, 130). Des Weiteren wurde ein verandertes Verhiltnis der
beiden Estrogenrezeptoren zugunsten des ER[3 beschrieben (32). Wahrend durch den ERo vor
allem die proliferative Wirkung von Estradiol vermittelt wird, fihrt die Aktivierung des ERf3
zu einer verstarkten Expression von Cyclooxygenase 2 (COX-2) (10). COX-2 katalysiert die
Synthese verschiedener Prostaglandine, die wiederum die Inflammation verstarken und als
Schmerzmediatoren agieren. Prostaglandin E ist durch Stimulation der Aromatase-Expression
auch an der lokalen Estrogenproduktion beteiligt (157). Aromatase steuert die Synthese von
Estradiol aus Androgenen und wurde in ektopen Lésionen, nicht aber im eutopen Endometrium
beschrieben (27). Andere Autoren halten hingegen nicht etwa eine gesteigerte Aromatase-
aktivitat, sondern vielmehr einen verdnderten Estrogenmetabolismus fiir die lokal erhohte

Estradiolkonzentration verantwortlich (51).

1.1.7 Therapie

Es gibt bis heute keine dauerhafte Heilung fiir Endometriose. Basierend auf der noch immer
ungeklarten Pathogenese stehen nur symptomatische, aber keine kausalen Therapieansatze zur
Verfiigung. Diese bestehen aus medikamentoser oder operativer Behandlung sowie aus einer
Kombination von beiden. Schmerzsymptomatik, Alter und eventueller Kinderwunsch sind bei

der Auswahl der Therapie entscheidende Faktoren.

1.1.7.1 Operative Therapie

Standardméflig werden heute minimal-invasive Operationstechniken angewandt. Im Rahmen
der diagnostischen Laparoskopie mit histologischer Sicherung werden kleinere und mittlere

Befunde meist im selben Eingriff entfernt (190). Ziel der Operation ist in der Regel die Beseitigung
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aller sichtbaren Endometrioseherde, was zu einer nachweislichen Reduktion der Schmerzsymp-
tomatik fithrt (101). Die operative Entfernung der Lésionen ist allerdings kein Garant fiir das
Ausbleiben der Beschwerden. Retrospektive Studien zeigten, dass in etwa der Hilfte aller
operierten Frauen innerhalb eines Jahres erneut Schmerzen auftraten und jede vierte Frau sich
einer weiteren Operation unterziehen musste (222). Auffallend ist, dass die Wahrscheinlichkeit
sich einem neuen Eingriff unterziehen zu miissen, bei Frauen unter 30 Jahren um ein Vielfaches
hoher war. Bis heute fehlen kontrollierte Studien; somit sollte der langfristige Wert einer

alleinigen operativen Behandlung nicht iiberschatzt werden (190).

1.1.7.2 Medikamentose Therapie

Ziele der medikamentdsen Therapie sind zum einen die Reduktion der Schmerzsymptomatik
und zum anderen die Hemmung der proliferativen Estrogenwirkung in den Endometrioseherden.
Darauf basierend konnen die aktuellen Medikationsmoglichkeiten in zwei Gruppen unterteilt

werden: Schmerztherapie und Hormontherapie.

Schmerztherapie

Zur Behandlung der oft durch inflammatorische Prozesse hervorgerufenen chronischen Schmer-
zen werden als Mittel der Wahl nicht-steroidale Antirheumatika (NSARs) eingesetzt. Durch die
Hemmung der Prostaglandinsynthese werden Schmerz- und Entziindungsprozesse reduziert,
was bei 72 % der betroffenen Frauen zu einer Schmerzreduktion fiithrte (219). In erster Linie
werden Ibuprofen und Diclofenac eingesetzt, die in ihrer Wirksamkeit in etwa vergleichbar
sind (154). Als unerwiinschte Arzneimittelwirkungen treten jedoch bei einer regelmafiigen
Einnahme nicht zu vernachlassigende gastrointestinale Schadigungen auf.

Da die vermehrte Prostaglandinausschiittung auf einer erhohten Aktivierung von COX-2 beruht,
konnten die seit einigen Jahren zur Verfiigung stehenden selektiven COX-2-Hemmer zukiinftig
eine Rolle in der Endometriosetherapie spielen. Der gastrointestinalen Vertraglichkeit und der
fehlenden thrombozytenaggregationshemmenden Wirkung steht jedoch ein erhéhtes Risiko fiir
kardiovaskulare Ereignisse gegeniiber. Klinische Studien miissen erst zeigen, ob ihr Einsatz in

der Endometriosetherapie Vorteile gegeniiber den herkdmmlichen NSARs bietet (96).

Hormontherapie

Estrogen fordert nicht nur das Wachstum des eutopen Endometriums, sondern auch das der
endometriotischen Lasionen. Aus diesem Grund basieren viele endokrinen Therapieformen
auf der Unterdriickung der endogenen Estrogensynthese (59). Zur Anwendung kommen zum
Beispiel Wirkstoffe, die durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus die Freisetzung
von Gonadotropin-Releasinghormon (GnRH) unterbinden. GnRH ist normalerweise fiir die
Freisetzung der Gonadotropine LH und FSH in der Hypophyse verantwortlich, welche wiederum

die Estrogenproduktion in den Ovarien steuern.

1.1
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Heute bedeutend in der Endometriosetherapie sind:

+ Gestagene (Monotherapie);
« Estrogen-Gestagen-Kombinationen (Kontrazeptiva) im Langzyklus;

+ GnRH-Analoga mit und ohne Add-back-Therapie.

In den letzten Jahren sind wieder vermehrt Gestagene in den Fokus der Endometriosetherapie
geriickt. Gestagene haben dieselben protektiven Eigenschaften auf das Endometrium wie das
physiologische Gelbkérperhormon Progesteron. Durch Herunterregulation von Estrogenrezep-
toren hemmen sie die estrogenbedingte Proliferation des Endometriums. Diese Wirkung tritt
sowohl in eutopem als auch in ektopem Endometrium auf. Seit 2010 fiir die Behandlung von
Endometriose zugelassen ist bisher nur Dienogest (Visanne®). Dienogest verfiigt iiber eine
ausgepragte anti-proliferative Wirkung sowie iiber anti-inflammatorische und anti-angiogene
Effekte. Gleichzeitig reduziert es den Estrogeneinfluss auf das Endometrium (190). Zwei iiber
15 Monate angelegte klinische Studien konnten zeigen, dass Dienogest zu einer kontinuierlichen
Verbesserung der Symptomatik bei gleichbleibend gutem Sicherheits- und Vertraglichkeitsprofil
fithrte. Als haufige Nebenwirkung traten Zwischenblutungen auf, die mit Dauer der Einnahme
jedoch zuriickgingen (188). Dienogest gilt heute als Gestagen der Wahl und wird aufgrund der
guten Vertraglichkeit vorerst auch zur Langzeittherapie empfohlen (59, 191).

Kombinierte orale Kontrazeptiva, besser bekannt als ,die Pille®, sind trotz des Off-Label-Use die
am haufigsten eingesetzte hormonelle Therapieform bei Endometriose. Sie sind indiziert bei
geringfigigen Befunden, Dysmenorrho oder im Anschluss an GnRH-Analoga-Gabe und wirken
durch die zentrale Unterdriickung der endogenen Estrogenproduktion (154). Am héufigsten
kommt dabei die Kombination aus Ethinylestradiol und Dienogest (Valette®) im Langzyklus
oder in kontinuierlicher Langzeiteinnahme zum Einsatz (75). Nach dem Absetzen kehren die
Beschwerden jedoch meist schnell wieder. Von Vorteil ist hingegen, dass es wahrend der Behand-
lung zu keinen Estrogenmangelsymptomen kommt, was eine Langzeittherapie ermdglicht (154).
Als Nebenwirkung tritt ein deutlich erhohtes Thromboserisiko auf. Daher miissen vor Therapie-

beginn Kontraindikationen geklart werden.

GnRH-Analoga werden vor allem bei ausgepragter Endometriose eingesetzt. Sie sind in der
Lage, den Organismus der Frau in einen postmenopausalen Zustand zu versetzen. Durch die
kontinuierliche Gabe fiihren sie nach einem initialen Anstieg der FSH- und LH-Sekretion zu ei-
ner Herunterregulation der GnRH-Rezeptoren in der Hypophyse. Dies fithrt wiederum zu einer
Hemmung der GnRH-Ausschiittung im Hypothalamus und somit zu einer Unterdriickung der
Estrogenproduktion. Als Nebenwirkung treten typische Symptome der Wechseljahre auf, wie
Hitzewallungen, Depressionen, Libidoverlust und ein deutlich erhohtes Osteoporoserisiko (153).
Um diesen negativen Auswirkungen entgegenzuwirken, besteht die Moglichkeit einer sogenann-

ten Add-back-Therapie (59). Dabei werden zusétzlich niedrigdosierte Estrogene in Kombination
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mit Gestagenen verabreicht, wobei die Dosierung so gewahlt werden muss, dass der eigentliche
Therapieeffekt der GnRH-Analoga nicht gefahrdet ist. Die Add-back-Therapie weist eine osteo-
protektive Wirkung auf und ermoéglicht in Einzelfallen eine Verlangerung der im Schnitt drei
bis sechs Monate dauernden Behandlung mit GnRH-Anloga (59).

1.1.8 Ausgewihlte Pathophysiologie

1.1.8.1 Immunologische und inflammatorische Aspekte

Die in Abschnitt 1.1.4 beschriebene retrograde Menstruation ist ein physiologischer Vorgang,
der in den meisten Frauen zu beobachten ist (82, 133). Dabei gelangen vitale Endometriumszellen
in den Bauchraum, die jedoch nur in bestimmten Frauen an das Peritoneum adhérieren und
sich zu Endometrioseherden ausbilden. Es liegt nahe, dass neben genetischen, hormonellen und
enzymatischen Faktoren, vor allem eine verdnderte Immunantwort Grund dafiir sein kénnte (109,
127, 227). Mehrere Studien zeigten trotzt erhohter Konzentrationen, eine verminderte Aktivitat
oder Funktion von natiirlichen Killerzellen und T-Lymphozyten (77, 91, 121). Bis heute ist unklar,

ob Endometriose Ursache oder Folge der gestorten immunologischen Kompetenz ist.

Neben einer verminderten Zytotoxizitit peritonealer Immunzellen ist eine lokale chronische
Inflammation im Peritonealraum betroffener Frauen zu beobachten. Die durch aktivierte Leu-
kozyten sezernierten pro-inflammatorischen Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie die ver-
anderte Expression bzw. Aktivitiat von Zelladhdsionsmolekiilen und Matrix-Metalloprotein-
asen (MMPs) sind vermutlich fiir die Adhdsion und nachfolgende Invasion in das betref-
fende Gewebe von entscheidender Bedeutung (127, 128, 231, 241). Neben Zytokinen wie
Interleukin (IL)-1 und IL-6 wird vor allem dem Tumornekrosefaktor-o (TNF«x) eine zentrale
Rolle eingerdaumt (20, 100, 108). Er wird in Frauen mit Endometriose von aktivierten Makropha-
gen und neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet und ist in Peritonealfliissigkeit und Serum
sowie in Endometrium von Endometriosepatientinnen im Vergleich zu gesunden Frauen deutlich
erhoht (108, 122). TNF« fithrt zu einer gesteigerten Prostaglandin- und Interleukinausschiittung,
kann das B- und T-Zellsystem aktivieren und induziert die Vermehrung von Monozyten und
Makrophagen (119). Gemeinsam mit weiteren Faktoren moduliert TNFx die Adhasion von
ektopen endometrialen Zellen an das Peritoneum sowie deren Proliferation und Invasion (239).
Zusatzlich werden ihm pro-angiogene Eigenschaften zugesprochen und daher eine Beteiligung

an allen Stufen der Implantation.
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1.1.8.2 Bedeutung epithelialer Zell-Zell-Kontakte

Epitheliale Zellverbande sind dafiir verantwortlich, Organe und Gewebe von der dufleren
Umgebung abzutrennen. So auch das Mesothel, ein einschichtiges Plattenepithel, welches die
Innenseite des Peritoneums auskleidet und als eine natiirliche Barriere fungiert. Membrangebun-
dene Zelladhasionsmolekiile, wie die Cadherine, sind fiir die Integritit und den Zusammenhalt
der Epithelzellen verantwortlich und stellen den Kontakt iiber sogenannte Adherens Junctions
zu den benachbarten Zellen her. E-Cadherin, das bekannteste Mitglied dieser Gruppe, besitzt
funf extrazellulare, eine transmembranire und eine intrazellulire Domane, welche wiederum an
p120-Catenin und [3-Catenin bindet (siehe Abbildung 1.3). Diese intrazellulare Doméne verfiigt
iiber eine stark phosphorylierte Region, welche fiir die Bindung an [3-Catenin essentiell ist.
a-und 3-Catenin stellen gemeinsam die Verbindung von E-Cadherin mit den Aktinfilamenten
des Zytoskeletts her. Daneben agiert (3-Catenin im Wnt-Signalweg als Transkriptionsfaktor

zahlreicher z.B. an der Differenzierung, Migration und Proliferation beteiligter Gene (42).

Zell-Zell-
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Abbildung 1.3: Zelladhasionskomplex und Wnt-Signalweg (Abb. modifiziert nach (86)). 3-Catenin vermittelt
die Bindung des transmembranaren E-Cadherins an das Aktinzytoskelett der Zelle. Freies 3-Catenin wird durch
den Degradationskomplex gebunden und abgebaut. Durch Aktivierung des Wnt-Signalwegs wird dieser Abbau
inhibiert. Freies 3-Catenin kann daher in den Zellkern wandern und als Transkriptionsfaktor agieren.

Veranderte Expressionsmuster oder Mutationen der am Zelladhésionskomplex beteiligten Prote-
ine stehen in Verbindung mit infiltrierendem Wachstum und Metastasierung einer Vielzahl von
Tumoren (216). Eine verminderte E-Cadherin-Expression fiithrt zu einer gesteigerten Invasivitat
und zu einer verringerten Differenzierung maligner Zellen (18, 69). Adenomatous polyposis
coli (APC) ist Teil des Degradationskomplex, welcher tiberschiissiges 3-Catenin dem Proteasom
zum Abbau zufiihrt. Mutationen des APC-Gens sind daher oft Ursache fiir eine intrazellulédre

Kumulation von 3-Catenin mit unkontrollierter Aktivierung des Wnt-Signalweg (18).
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Fiir ein invasives Wachstum bei der Endometriose ist nicht nur die Integritat des Mesothels ent-
scheidend, sondern auch die der, durch retrograde Menstruation eingewanderten, endometrialen
Fragmente. Auch in endometriotischen Lasionen wurde der Verlust von E-Cadherin mit einem
einhergehenden invasiven Wachstumsverhalten beobachtet (72, 199). Im eutopen Endometrium
findet sich der Cadherin-Catenin-Komplex in den luminalen und glanduldren Epithelzellen (204).
Die Expression ist in der sekretorischen Phase am starksten, wahrend durch Estradiol in-vitro

eine Herunterregulation beobachtet wurde (70).

1.1.8.3 Bedeutung der Matrix-Metalloproteinasen

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) spielen eine bedeutende Rolle bei der Invasion endo-
metrialer Zellen in das Peritoneum. Sie sind in der Lage, extrazellulare Matrix (bestehend aus
Basalmembran und interzellularen Proteinen) abzubauen, Zell-Zell-Kontakte zu 16sen und eine
aktive Neubildung oder einen Umbau von Bindegewebe zu bewirken. Die Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases (TIMPs) wirken als ihre physiologischen Gegenspieler und sind somit fiir
deren Regulierung verantwortlich. Erst das Zusammenspiel beider Enzymgruppen bestimmt
den eigentlichen Umfang des Gewebeumbaus (96). Die Expression und Aktivitat der MMPs
werden im wesentlichen durch Steroidhormone, verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine
reguliert (161). Eine wichtige Rolle spielen sie vor allem beim Auf- und Abbau des Endometri-
ums im Rahmen des Menstruationszyklus (siehe auch Abbildung 1.2) (96). In der proliferativen
Phase bewirkt der ansteigende Estrogenspiegel die Erneuerung der Funktionalis. Dabei steigt
die Expression von MMPs vor allem im Stroma an. Durch den mittelzyklischen Anstieg von
Progesteron kommt es zu einer Hemmung der estrogenabhéngigen MMP-Expression und zu
einer sekretorischen Umwandlung des Endometriums. Durch den pramenstruellen Progeste-
ronabfall kommt es erneut zu einer vermehrten Aktivierung und Expression von MMPs (47).
MMPs unterstiitzen die menstruelle Gewebsablosung und -abstoflung durch Degradierung der

extrazellularen Matrix (96).

Eine pathologisch veranderte Regulation der MMPs kann an der Entstehung von Tumoren und
anderen Erkrankungen beitragen. Auch fiir die Endometriose wurden veranderte Level von
MMP-1, MMP-2. MMP-3, MMP-7 und MMP-9 sowie TIMP-1 und TIMP-2 beschrieben (161, 241).
Dies ist vermutlich unter anderem auf die Wirkung von TNF« zuriickzufithren, welches in
der Lage ist, die MMPs heraufzuregulieren und somit zu deren erhohter Aktivitit beizutra-
gen (196). Die Expression der MMPs korreliert direkt mit dem Aktivitdtsgrad endometriotischer
Lasionen (114). Auch fiir das eutope uterine Endometrium von Patientinnen mit Endometriose
wurde eine veranderte Expression der MMPs gezeigt (40). Dies konnte ein moglicher Grund
fiir die erhohte Implantationsbereitschaft der abgeldsten Endometriumszellen sein. Im ektopen
Endometrium fiihrt die Expression von MMPs zu einem enzymatischen Umbau extrazelluldrer
Matrix und somit zu einer erleichterten Invasion in das Peritoneum, was zudem die Versorgung
durch neue Blutgefifle begiinstigt (96, 161).

1.1
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1.1.8.4 Bedeutung von Wachstumsfaktoren

Neben den Estrogenen spielen noch verschiedene weitere Wachstumsfaktoren eine Rolle in der
Endometriose (160). In der Peritonealfliissigkeit erkrankter Frauen finden sich unter anderem
erhohte Konzentrationen von Epidermal Growth Factor (EGF), Vascular Endothelial Growth Fac-
tor (VEGF), Transforming Growth Factor [3 (TGFf), Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimu-
lierender Faktor (GM-CSF) und Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF) (94, 160).
Wachstumsfaktoren kénnen zum einen die Proliferation endometriotischer Zellen stimulieren
und sind zum anderen an der Differenzierung und Neoangiogenese sowie an der Produktion
von Immunzellen beteiligt. Sezerniert werden sie neben mesothelialen oder endometriotischen
Zellen vor allem von aktivierten Makrophagen (160). Fir die Endometriose von Bedeutung ist
insbesondere EGF. Durch seine Bindung an den EGF-Rezeptor ist es in der Lage, die Differenzie-
rung und Proliferation endometrialer Zellen zu stimulieren (98). Diese Wirkung ist vermutlich
die Folge einer indirekt vermittelten Aktivierung intrazellularer Estrogenrezeptoren (21, 48).
Analog dazu, ist die EGF-Rezeptorexpression in der Proliferationsphase des Menstruationszyklus
am starksten (117).

1.1.9 Tiermodelle

Fir die Erforschung der pathophysiologischen Vorgange bei der Entstehung und Entwicklung
der Endometriose ist die Verwendung von Tiermodellen unabdingbar. Menstruierende Pri-
maten, die selbst spontan Endometriose entwickeln, kommen der menschlichen Physiologie
am nachsten. Spontan auftretende Endometriose wurde fiir elf nicht-humane Primatenspezies
beschrieben, wobei die meisten Studien in Rhesusaffen und Pavianen erfolgten (201). Da auch
in Primaten Endometriose nicht in allen weiblichen Tieren auftritt und sich meist iiber Jahre
hinweg entwickelt, wurden alternative Methoden entwickelt, um das Auftreten von Endome-
triose zu induzieren (78). Bereits 1950 wurde in Rhesusaffen durch Reposition der Zervix der
Menstruationsfluss in das Abdomen umgeleitet und nach 10 Monaten in 50 % der Tiere die
Ausbildung von Lasionen beobachtet (210). Es folgten weitere Ansétze mit einer Steigerung der
retrograden Menstruation durch Zervixverschluss sowie die Induktion durch intraperitoneale

Inokulation oder autologe® Transplantation von Endometrium in das Abdomen (53, 66, 235).

Die Kosten und der Aufwand von Primatenstudien sowie ethische Aspekte schrianken deren
Einsatz ein (78). Aus diesem Grund ist die Etablierung weiterer Modelle notwendig. Heutzutage
kommen verschiedene Nagermodelle in Kaninchen, Hamster, Ratte oder Maus zur Anwen-
dung (217). Dabei wird Endometrium autolog oder syngen’ in das Abdomen transplantiert oder
inokuliert. Das Gewebe implantiert innerhalb weniger Tage und bildet Endometriose-dhnliche,

estrogensensitive Lasionen aus, mit den typischen histologischen Merkmalen von humanem

8autolog: kérpereigenes Gewebe
syngen: Gewebe aus eines genidentischen Spenders
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ektopen endometriotischem Gewebe (46, 201). Im heterologen Xenograft-Modell, unter Ver-
wendung immundefizienter Tiere, kann auch humanes Endometrium implantiert und in-vivo
untersucht werden (79, 156).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die experimentelle Induktion der Endometriose im Maus-
modell mittels Transplantation von Uterusfragmenten aus Spendertieren an das Peritoneum
genidentischer Empfinger nach dem Vorbild einer von Laschke et al. etablierten Methode (125).
Als ein Nachteil muss die dabei erforderliche Laparotomie der Tiere erwahnt werden und die
damit verbundene Verletzung durch die Operation und die Transplantation an sich (34, 55).
Die anschlieflende Wundheilung fiithrt zu einer inflammatorischen Verdnderung des die Lasion
umgebenden Milieus im Bauchraum und kann somit Einfluss auf deren Entwicklung neh-
men. Typische Mediatoren wie TNFx und IL-6 werden durch den Eingriff heraufreguliert
und sind gleichzeitig auch bei der Entwicklung der Endometriose als wichtige pathogene und
wachstumsfordernde Faktoren bekannt (54, 131). Nichtsdestotrotz wurden fiir transplantierte
Lasionen gleiche Wachstums- und Entwicklungsstadien beobachtet wie bei inokulierten Implan-
taten (177). Ein entscheidender Vorteil bei der Transplantationsmethode ist die deutlich bessere
Wiederfindungsrate der Lasionen am Tag der Sektion. Gleichzeitig schafft sie reproduzierbare
Bedingungen fiir die einzelnen Lasionen und fithrt so zu aussagekréaftigeren Resultaten, was

eine kleinere Tierzahl bei den Versuchen erlaubt.

Bei Verwendung von humanem Endometrium zeigten Nisolle et al., dass die Anheftung der
Transplantate an das Mesothel bereits innerhalb eines Tages nach Transplantation erfolgte (156).
Becker et al. entwickelten ein Modell, in dem die Entwicklung transplantierter Uterusfragmen-
te nicht-invasiv beobachtet werden konnte (17). Das verpflanzte Uterusgewebe entstammte
dabei transgenen Luziferase-exprimierenden Tieren und konnte in den nicht-lumineszenten
Empfangern nach intravendser Luziferin-Applikation durch eine Lumineszenzmessung darge-
stellt werden. In diesem Modell wurde gezeigt, dass unmittelbar nach erfolgter Transplantation
keine Lumineszenz messbar war, jedoch nach drei bis vier Tagen ein Signal detektiert werden
konnte. Das applizierte Luziferin kam in den Transplantaten zur Wirkung, nachdem erste
Gefafle der Empfangermaus in die Lasionen vorgestof3en waren und diese mit Blut versorgten.
Diese Daten zeigen, dass das transplantierte Gewebe bereits nach drei Tagen vom Organis-
mus der Maus versorgt wird. Die gesamte Neovaskularisierung war nach etwa 7 bis 14 Tagen
abgeschlossen (17, 131).

Auch wenn sich die im Nager experimentell erzeugte Endometriose von der in der Frau unter-
scheidet, sind diese Modelle fiir die Erforschung der Endometriose von grofier Bedeutung. Sie
bieten die Moglichkeit, pathophysiologische und immunologische Prozesse vor allem frither
Stadien der Erkrankung zu studieren sowie neue Wirkstoffkandidaten in der Entwicklungsphase
zu testen (78, 177).

1.1
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1.2 Trefoil factor 3

1.2.1 Familie der Trefoilpeptide

Zur Familie der Trefoilpeptide (Trefoil Factor Family, TFF) gehoren bislang die drei Vertreter
TFF1, TFF2 und TFF3. Sie werden von Schleimhautepithelien verschiedener Gewebe sezerniert,
insbesondere des Gastrointestinaltrakts, wo sie gemeinsam mit Muzinen fiir die Viskositat des
Mukus und die Oberflachenintegritat der Mukosa verantwortlich sind (92, 214). Im gesunden
Organismus werden TFF1 und TFF2 vorwiegend in den Epithelzellen des Magens exprimiert,

TFF3 hingegen insbesondere in Becherzellen entlang des gesamten Diinn- und Dickdarms.

Als erstes Trefoilpeptid wurde TFF1 im Jahr 1982 bei der Suche nach estrogenregulierten
Genen der Brustkrebszelllinie MCF-7 entdeckt und zunachst als Human Breast Cancer Associated
Peptide 2 (pS2) bezeichnet (139). Im selben Jahr fand man TFF2, damals bezeichnet als Spasmolytic
Polypeptide (SP), bei der Gewinnung und Isolierung von Schweineinsulin im Pankreas (104). Als
letztes Trefoilpeptid wurde TFF3 im Jahr 1991 unter dem Namen Intestinal Trefoil Factor (ITF)
erstmals im Rattenkolon beschrieben und nur zwei Jahre spater auch als ein Sekretionsprodukt
der Darmmukosa im Menschen (166, 202).

@?@@E

Abbildung 1.4: Struktur der humanen Trefoilpeptide TFF1, TFF2 und TFF3 (von links nach rechts). TFF1
und TFF3 besitzen jeweils eine Trefoil-Domane, TFF2 besteht aus zweien. (Abb. modifiziert nach (192, 213)).

Die strukturelle Gemeinsamkeit der Trefoilpeptide basiert auf einer Sequenz von 42-43 Amino-
sauren, der sogenannten Trefoil-Domaéne (siehe Abbildung 1.4). Diese bildet die namensgeben-
de kleeblattartige Tertidrstruktur durch Cysteinreste mit Ausbildung dreier intramolekularer
Disulfidbriicken (215). TFF1 und TFF3 besitzen jeweils eine solche Trefoil-Domiane, TFF2 be-
steht aus zweien. Durch die kompakte Struktur der Trefoil-Domine weisen die Peptide eine
auflerordentliche Resistenz gegeniiber enzymatischen Abbau und saurer Hydrolyse auf und sind

daher auch bei den extremen Bedingungen entlang des Gastrointestinaltrakts stabil (215).
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Trefoilpeptide sind vor allem an Schutz- und Regenerationsprozessen der gastrointestinalen
Mukosa beteiligt (209). Im Rahmen der Wundheilung werden sie innerhalb kiirzester Zeit nach
Schleimhautschiadigungen in groflen Mengen sezerniert. Au3erdem zeigten In-vitro-Studien
anti-apoptotische, immunmodulatorische, chemotaktische sowie pro-angiogene Eigenschaften
fiir Trefoilpeptide (14, 41, 45, 175, 208). Bis heute konnte noch kein TFF-Rezeptor isoliert werden,

daher sind die genauen Funktionen und Signalwege noch immer nicht genau verstanden.

Die Regulation der Trefoilpeptide erfolgt offenbar iiber verschiedenste chemische Stimuli,
Transkriptionsfaktoren und epigenetische Faktoren, welche wiederum an unterschiedlichsten
Prozessen von Embyrogenese, Wundheilung bis hin zur Tumorgenese beteiligt sind. Genannt
seien beispielsweise pro-inflammatorische Zytokine (TNF«, IL-1, IL-6), Estrogene, Wachstums-
faktoren (EGF) oder Hypoxie (14, 63).

1.2.2 Vorkommen und Funktion von TFF3

Das in dieser Arbeit untersuchte TFF3 besteht aus 59 Aminoséureresten und hat ein Molekular-
gewicht von etwa 6,6 kDa (215). Wie bereits erwahnt, wird es physiologisch vorwiegend in
Becherzellen entlang des Dinn- und Dickdarms exprimiert (166). Neben dem Gastrointes-
tinaltrakt wird TFF3 noch von weiteren Epithelien verschiedenster Organe sezerniert, wie
zum Beispiel des Respirationstrakts, der Brust, des Uterus, des Auges und der Speicheldrii-
sen (88, 124, 167, 229, 230). Im Gehirn und im Pankreas kommt es zudem auch in nicht-epithe-

lialen Geweben vor.

Im Darm ist TFF3 verantwortlich fiir die Oberflachenintegritiat der Mukosa und somit fiir den
Schutz vor verschiedenen pathogenen Einfliissen. Im Rahmen der Wundheilung, auch Rekonsti-
tution genannt, ist TFF3 in der Lage, die Migration von Epithelzellen in das geschadigte Areal zu
bewirken (57, 111). Wie es dabei fiir die notwendige Aufhebung der Zell-Zell-Kontakte kommt ist
noch nicht sicher geklart. TFF3 bewirkt vermutlich iiber eine Aktivierung des EGF-Rezeptors die
Phosphorylierung von (3-Catenin, was nachfolgend zur Destabilisierung des Zelladhasionskom-
plex fihrt (60, 132). Dabei erfolgt die Aktivierung des EGF-Rezeptors jedoch ohne eine direkte
Bindung von TFF3 (207). Zudem wurde in TFF3-transfizierten Zellen eine Herunterregulation
von E-Cadherin beobachtet (144). Daneben konnte durch TFF3-Stimulation eine verminderte
Apoptose und Anoikis' in Darmzellen festgestellt werden, was fiir das Uberleben der Zellen
wahrend der Migration Voraussetzung ist (38, 208). Eine verringerte Apoptose fordert allerdings
auch die Entstehung und Metastasierung von Tumoren. Pathologisch erhéhte Expressionslevel
von TFF3 wurden neben einer Reihe chronisch entziindlicher Erkrankungen (Morbus Crohn,
Colitis ulcerosa, Magenulkus, Pankreatitis) auch in verschiedenen Tumoren (Ovar, Endometrium,
Mamma, Kolon, Magen, Pankreas, Lunge) beschrieben. Durch seine ebenso pro-invasiven wie
angiogenen Eigenschaften wird eine Beteiligung von TFF3 an der Tumorgenese und -progression
vermutet (163).

Wgor.: heimatlos; Sonderform der Apoptose: programmierter Zelltod nach Verlust des Zell-Matrix-Kontakts
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1.3 Arbeitshypothese und Fragestellung

Obwohl die Endometriose zu den héaufigsten gynédkologischen Erkrankungen gehort, sind Ursa-
che und Pathophysiologie bis heute ungeklart. Aus diesem Grund ist es von grofier Wichtigkeit,
mehr iiber ihre Entstehung und Entwicklung zu erfahren, um anschlieffend neue Therapiean-

satze durch Eingriff in spezifische Signalwege entwickeln zu kénnen.

TFF3 ist ein typisches Sekretionsprodukt verschiedener Schleimhautepithelien, insbesondere des
Gastrointestinaltrakts und der Endozervix. Es wirkt anti-apoptotisch, initiiert die Zellmigration
und moduliert immunologische Prozesse. Neben seinen protektiven Aufgaben in der gastrointes-
tinalen Mukosa ist es durch seine pro-invasiven und pro-angiogenen Eigenschaften vermutlich
an der Entstehung und Entwicklung verschiedener Tumore, wie z. B. dem Endometriums- oder
Mammakarzinom mit beteiligt (62). Die bisher beschriebenen Eigenschaften von TFF3 lassen
einen Zusammenhang mit den pathologischen Prozessen bei der Entstehung und Entwicklung
der Endometriose vermuten. Um dies zu untersuchen, wurden die in der vorliegenden Arbeit

beschriebenen Studien durchgefiihrt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden zunéchst die Expression und Regulation von TFF3 sowie
dessen Eignung als systemischer Biomarker in der klinischen Endometriose untersucht. Dafiir
wurden eutope und ektope Endometriumsproben, Peritonealfliissigkeiten und Seren erkrankter
Frauen analysiert. Zuséatzlich erfolgte die Bestimmung lokaler Proteine in der Peritonealfliissig-

keit und deren Betrachtung hinsichtlich potenzieller Korrelationen mit TFF3.

Analog erfolgte im zweiten Abschnitt die Untersuchung von TFF3 in einem syngenen Maus-
modell fiir Endometriose. Dafiir wurden die Expression und Regulation von TFF3 in murinen
Peritoneallavagen und Seren sowie histologisch in eutopen und ektopen Endometriumsproben
der Tiere analysiert. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Beziehung von TFF3 zu

systemischen Markern fiir Inflammation gelegt.

Im dritten Teil der Arbeit standen Studien zu TFF3 im endometrialen Zellkulturmodell beziiglich
seiner funktionellen Wirkung und Regulation im Fokus. Dabei wurde zunéchst in ECC-1-
Zellen die Genregulation von TFF3 durch 173-Estradiol und TNF« analysiert. Des Weiteren
erfolgte nach Stimulation mit rekombinantem TFF3 die Untersuchung der Genexpression von
Zelladhasionsproteinen und Muzinen sowie der Einfluss auf die Zellviabilitat, Apoptose und

Proliferation.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit erstmalig Hinweise dafiir, dass TFF3 nicht nur in endo-
metriotischen Lasionen exprimiert wird, sondern auch Eigenschaften aufweist, mit denen es
an der Entstehung der Endometriose beteiligt sein konnte. Daneben wurde fiir TFF3 eine
zyklusabhangige Regulation im Serum von Frauen beobachtet, was moglicherweise auf eine

physiologische Bedeutung von TFF3 im Rahmen des Menstruationszyklus hindeutet.
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Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Alle Losungen und Puffer wurden, falls nicht anders angegeben, mit Reinstwasser (Typ 1) aus
einer Wasseraufbereitungsanlage der Firma Millipore hergestellt. Der Reinheitsgrad entspricht
dem von bidestilliertem Wasser. Die verwendeten Materialien fiir tierexperimentelle Arbeiten
sowie fiir die Zellkultur waren entweder steril verpackte Einwegartikel oder wurden vor ihrer

Benutzung in einem Autoklaven (121 °C, 30 min, 1 bar) dampfsterilisiert.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien und Gerite sind in den

folgenden Tabellen zusammengestellt.

2.1.1 Medien, Puffer und Lésungen

Produkt Hersteller
Charcoal Stripped Serum (CCS) Genetex
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco

DMEM / Ham’s F-12 Gibco
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Einfriermedium Gibco

FBS Superior Biochrom
Isotone Kochsalzlosung 0,9 % Braun
Nuclease-free Water Life Technologies
Phosphat Buffered Saline (PBS) Gibco

TrypLE™ Express Enzyme, no phenol red Gibco
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien, Proteine und Arzneimittel

Produkt Hersteller
Antibody Diluent Dako
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe Bayer
[3-Mercaptoethanol Sigma
173-Estradiol Sigma
DAB+, Liquid Dako
Eosin Dako
Ethanol absolut Merck
Ethanol 96 % Merck
Eukitt® Mounting medium Kindler
Erdnussol - Arachidis Oleum BUFA
Formalinlosung 4 %, gepuffert Merck
Goat Serum (Normal) Dako
Hamatoxylin Dako
Histoacryl® Tissue Adhesive Braun
Insulin, rekombinantes humanes Biochrom
Isopropanol Merck
Ketavet (Ketamin) Bayer
L-Glutamin Gibco
Penicillin/Streptomycin Losung Gibco
Peroxidase Blocking Solution Dako
RNase Zap Sigma
Rompun (Xylazin) Bayer
Target Retrieval Solution, pH 9 Dako
TFF3, rekombinantes humanes ProSpec
TNF«, rekombinantes humanes InvivoGen
Trypanblau-Lésung 0,4 % Gibco
Tween® 20 Sigma
Schwefelsaure Merck
Xylol Merck




2.1.3 Kits, Assays und Mastermixe

Verwendete Materialien

Produkt

Hersteller

ApoLive-Glo™ Multiplex

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)
CellTiter-Glo®

TagMan® Fast Advanced Mastermix

Milliplex xMAP Mouse Acute Phase Panel 1/2
RNAscope® 2.0 High Definition Assay
RNeasy® Mini Kit

Promega

Roche Diagnostics
Pomega

Applied Biosystems
Millipore

Advanced Cell Diagnostics
Qiagen

Zellkulturplatten, 96-Well, Flachboden, weif}
Zellkulturflaschen und -platten

RNase-Free-DNase Set Qiagen
SuperScript® VILO™ ¢DNA Synthesis Kit Invitrogen
TFF3 ELISA, human Biovendor
TFF3 ELISA, mouse BlueGene
2.1.4 Labor- und Verbrauchsmaterialien
Produkt Hersteller
384-Well PCR Platten Applied Biosystems
Countess® Cell Counting Chamber Slides Invitrogen
Dako Pen Dako
Deckglaschen Menzel
Histokassetten Simport
Kaniilen Sterican (verschiedene Grofen) Braun
Kryordhrchen CryoTube Greiner
Spritzen (verschiedene Grofien) Braun
Pipettenspitzen (verschiedene Grofien) Eppendorf
Polypropylen-Réhrchen (15 mL, 50 mL) Falcon
Reagiergeféfie (verschiedene Grofen) Eppendorf
Softasept N Braun
S-Monovetten Sarstedt
Superfrost Plus Gold Objekttrager Thermo Fisher Scientific
Trockenfutter, pelletiertes Altromin
Zellkulturplatten, 96-Well, Flachboden, klar TPP

Perkin Elmer

Corning

2.1
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2.1.5 Laborgerite

Produkt Hersteller
7900HT Fast Real-Time PCR Sytem Applied Biosystems
Autoklav Systec D-65 Systec
Biopsiestanze Fine Science Tools
Brutschrank BDD6220 Heraeus
Countess® Automated Cell Counter Invitrogen
Dampfgarer MultiGourmet FS10 Braun
Digitalkamera Power Shot A640 Canon
Einbettsystem Leica EG1150 H Leica

epMotion 5075 Eppendorf
Gewebeinfiltrationsautomat Leica ASP200 S Leica

MS-2010 1.2 Laminar Flow Cabinet
Mikroskop IM35
Mikrotiterplatten-Waschgerat Wellwash AC
Analysenwaage ME

Mirax-Imaging System

NanoDrop ND-8000

Plattenschiittler

Pipetten

QiaCube

Rasierer Eco-S, elektrischer
Rotationsmikrotom HM355S

Tecan

Tischzentrifuge

Vortexer Genie 2

Wasserbad

Water Purification System Milli-Q
Zellkulturbank HERAsafe

Zentrifuge 5424R und 5804R Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Zeiss

Thermo Fisher Scientific
Sartorius

Zeiss

Peqlab

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Qiagen

Tondeo

Leica

Tecan

VWR

Scientific Industries
GFL

Millipore

Heraeus

Eppendorf




2.1.6 Verwendete Software

Verwendete Materialien 2.1

Produkt Hersteller
AxioVision Zeiss
Graph Pad Prism V6.0 GraphPad Software Inc.

Magellan tm V6.5

MS Office 2010

MikTex

Pannoramic Viewer V1.15.2
RQ Manager

SDS V2.4

Tecan Group
Microsoft
OpenSource

3D Histech
Applied Biosystems
Applied Biosystems

21
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2.2 Probenmaterial von Patientinnen mit Endometriose

2.2.1 Eutopes und ektopes Endometrium

Zur histologischen Untersuchung der TFF3-Expression in eutopem Endometrium des Uterus
sowie in ektopen endometriotischen Lasionen wurden in 4 %-iger Formalinlosung fixierte
und in Paraffin eingebettete Gewebeproben verwendet. Diese stammten aus einer fritheren
Kollaboration der Bayer Pharma AG mit dem Universitatsklinikum der Humboldt Universitat
Berlin (Charité). Das Gewebe war pramenopausalen Frauen entnommen worden, die sich einer
Laparoskopie aufgrund eines Endometrioseverdachts oder im Rahmen einer Hysterektomie

unterzogen hatten.

2.2.2 Peritonealfliissigkeit

2.2.2.1 Probengewinnung und Patientenkollektiv

Zur Untersuchung von TFF3 in Peritonealfliissigkeiten wurden Proben von 50 Patientinnen
mit und ohne Endometriose auf verschiedene Proteinkonzentrationen hin analysiert. Die Peri-
tonealfliissigkeiten waren zuvor wéihrend Laparoskopien gewonnen und die diagnostizierte
Endometriose durch erfahrene Operateure nach dem rAFS-System verschiedenen Schwere-
graden zugeordnet worden (von rAFS I =leicht bis rAFS IV = schwer). Als Kontrollen dienten
Frauen ohne Endometriose (n=16), die sich der Laparoskopie aufgrund einer Sterilisation
oder zur Entfernung von Leiomyomen, Dermoid- oder Gelbkdrperzysten unterzogen hatten.
Die Aspiration der Peritonealfliissigkeit erfolgte unter sterilen Bedingungen unmittelbar nach
Eintritt in das Abdomen. Anschlieflend waren zellulare Bestandteile bei 400 g fiir 10 min ab-
zentrifugiert und die Uberstinde bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C eingefroren worden.
Die Probengewinnung fiir wissenschaftliche Zwecke erfolgte unter der Verantwortung von
Prof. Dr. Daniela Hornung und wurde zuvor von der Ethikkomission des Universitatskranken-
hauses Litbeck genehmigt. Alle Frauen wurden iiber den genauen Ablauf aufgeklart und gaben

anschlieflend ihr schriftliches Einverstandnis.

Tabelle 2.3: Patientendaten mit rAFS-Stadium (rAFS I=Ileicht bis rAFS IV =schwer). Insgesamt wurden
Peritonealfliissigkeiten von 50 Frauen mit und ohne Endometriose untersucht.

Kontrollen rAFS 1 rez. rAFS 1 rAFS 111 rAFS IV

Anzahl der Frauen n=16 n=12 n=12 n=5 n=>5
Alter (Jahre) 351+99 31,0+7,1 38,0 + 10,7 30,2+40 324+5,1
BMI (kg/m2) 229 +3,6 22,0+3,2 242 + 3,4 224 +2,6 225+3,0

rAFS: revised American Fertility Society, rez.: rezidivierende Endometriose, BMI: Body Mass Index
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2.2.2.2 Multiplexanalyse von Proteinen in Peritonealfliissigkeiten

Die Multiplexanalyse der gesammelten Peritonealfliissigkeiten erfolgte durch die Firma Myriad
RBM, Inc (Austin, USA) mit der Luminex® xMAP® (MAP) Technologie. Als Multiplexverfahren
erlaubt die xMAP®-Technologie wihrend einer Messung bis zu hundert Parameter in einem
sehr kleinen und verdiinnten Probenvolumen zu bestimmen.

Das Prinzip basiert auf mikroskopisch kleinen Polystyrolpartikeln, sogenannten Mikrospharen
oder Beads, die als Festphase fiir Antikorper-Antigen-Reaktionen agieren (siehe Abbildung 2.1).
Jeder Bead-Typ ist eindeutig durch einen bestimmten Fluoreszenzfarbstoff definiert und bindet
durch an der Oberflache konjugierte spezifische Antikorper ein bestimmtes Antigen. Nach
Zugabe eines biotinylierten Zweitantikorpers und eines Fluoreszens-Reportermolekiils kon-
nen die gebundenen Antigene in einem Luminex-Reader quantifiziert und die detektierten
Beads klassifiziert werden. Das System basiert auf dem Prinzip der Durchflusszytometrie unter

Verwendung zweier unterschiedlicher Laser.
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Abbildung 2.1: Prinzip der Luminex® xMAP® Technologie (Abb. modifiziert nach (23)). Farbcodierte Mikro-
spharen binden mit an der Oberflache gekoppelten Antikorpern spezifisch bestimmte Antigene in der Probe. Die
gebundenen Antigene werden mit fluoreszenzmarkierten Detektionsantikorpern gekoppelt und anschlieflend
die entstandenen Antigen-Antikorper-Komplexe in einem Luminex-Analysesystem qualitativ und quantitativ
ausgewertet.

Mit dem Kit Human DiscoveryMAP® v. 1.0 wurden die Konzentrationen von insgesamt 189 Pro-
teinen in den Peritonealfliissigkeitsproben bestimmt. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die
statistische Auswertung aller detektierbaren Proteine. Eingegangen werden soll aber nur auf
solche mit Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit. Diese waren: TFF3, Cancer-Antigen 125
(CA 125), Cancer-Antigen 19-9 (CA 19-9), IL-8, Monozyten-Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1),
Vaskulires Zelladhasionsmolekiil-1 (VCAM-1), Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
(G-CSF), Matrix-Metalloproteinase (MMP)-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10 und Tissue
Inhibitor of Metalloproteinases-1 (TIMP-1).

2.2
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2.2.3 Serum

2.2.3.1 Probengewinnung und Patientenkollektiv

Zur Untersuchung systemischer TFF3-Spiegel wurde die Konzentration im Serum von 118 Frauen
mit und ohne Endometriose bestimmt. Die Gewinnung des Serums erfolgte im Rahmen einer
umfangreichen prospektiven Endometriose-Biomarker Studie der Bayer Pharma AG Berlin unter
der Verantwortung von Dr. Kathrin Machens. Die Durchfithrung erfolgte deutschlandweit in
13 verschiedenen Studienzentren und wurde von den Ethikkommissionen der Arztekammer
Berlin sowie der teilnehmenden Bundesldnder genehmigt. Jede Frau wurde ausfiihrlich tiber das
Ziel der Studie sowie die dadurch notwendigen Interventionen aufgeklart und gab anschlieffend

ihr schriftliches Einverstindnis.

Blutabnahme

Tag 1 Tag 9 LH+3 LH+11 Laparoskopie Ta

1 Tag 9 LH+3 LH+11

I
9
lly l l l . + Biopsie l.' l l l ot
' Zyklus 1 ' Zyklus 2 ' Zyklus 3 '
Pra-laparoskopisch Post-laparoskopisch

Abbildung 2.2: Studiendesign. Die Observation der Frauen erfolgte Giber drei Menstruationszyklen hinweg.
Im ersten sowie im dritten Zyklus wurden an den Zyklustagen 1 und 9 sowie an den Tagen 3 und 11 nach dem
LH-Peak (LH) Blutabnahmen durchgefiihrt. Im zweiten Zyklus erfolgte wahrend der proliferativen Phase die
Laparoskopie einschliefilich Biopsie zur histologischen Sicherung einer Endometriose bei auffalligem Befund.

Wie in Abbildung 2.2 ersichtlich, wurden die Patientinnen iiber drei vollstdndige Menstruations-
zyklen hinweg beobachtet. Diese waren definiert als Zyklus mit LH-Peak und somit erfolgter
Ovulation. Die Frauen kontrollierten selbststindig jeden Tag mithilfe des ClearPlan® Fertili-
tatsmonitors die Konzentrationen von Luteinisierendem Hormon (LH) und Estrogen im Urin.
Wihrend des ersten und dritten Zyklus erfolgten jeweils vier Blutabnahmen an den Zyklusta-
gen 1 und 9 sowie an den Tagen 3 und 11 nach dem LH-Peak. Im zweiten Zyklus wurde zwischen
Tag 4 und Tag 11 (proliferative Phase) die Laparoskopie einschliefllich Biopsie durchgefiihrt. Die

Biopsie diente dabei der histologischen Sicherung einer Endometriose bei auffalligem Befund.

In die Studie wurden anfangs 164 Frauen eingeschlossen, bei denen eine laparoskopische Unter-
suchung zur Abklarung einer moglichen Endometriose oder Infertilitat bevorstand. Zusatzlich
eingeschlossen waren Frauen, bei denen eine Sterilisation mit Durchtrennung der Eileiter

geplant war.
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Abbildung 2.3: Studienteilnehmerinnen. Im Rahmen der Studie unterzogen sich 124 Frauen einer Laparoskopie.
Sechs Frauen wurden aufgrund einer Protokollabweichung nachtraglich ausgeschlossen. Somit ergab sich eine
finale Anzahl von 118 Studienteilnehmerinnen. In 75 dieser Frauen wurde Endometriose diagnostiziert. In 43 Frauen
konnten keine endometriotischen Lasionen gefunden werden.

Aufgrund einer ausbleibenden Ovulation im ersten Zyklus mussten 40 der 164 Frauen vorzeitig
ausgeschlossen werden. Von den 124 Patientinnen, die sich im Rahmen der Studie der Lapa-
roskopie unterzogen, wurden weitere 6 Frauen nachtraglich aufgrund von Abweichungen des
Studienprotokolls ausgeschlossen (begleitende chronisch entziindliche Erkrankungen, Einnahme
von Phytoestrogenen bzw. von hochdosierten Antidepressiva). In den 118 verbliebenen Frauen
wurde bei 75 eine Endometriose diagnostiziert, 43 der Frauen blieben ohne erkennbare Léasionen
(siehe Abbildung 2.3).

Tabelle 2.4: Patientendaten der in die Studie eingeschlossenen Frauen mit und ohne Endometriose. Insgesamt
wurde TFF3 im Serum von 118 Frauen bestimmt.

Endometriose + Endometriose —

Anzahl der Frauen n =175 n =43
Alter (Jahre) 32,1 + 4,8 31,0 & 6,4
BMI (kg/m?) 22,8 +3,6 23,9 £5,0

2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von TFF3 in Seren

Die Konzentrationsbestimmung von TFF3 in den Seren erfolgte mit einem ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) der Firma BioVendor (RD191160200R). Das Prinzip und die Durchfithrung
werden im Abschnitt 2.5.2.1 auf Seite 39 erlautert.

2.2
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2.3 Tierexperimentelle Methoden

Samtliche Tierversuche erfolgten gemafl den Vorgaben des Tierschutzgesetzes und wurden
durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales in Berlin (LaGeSo) genehmigt. Die Endo-
metrioseinduktion erfolgte in der vorliegenden Arbeit in einem Mausmodell durch Trans-
plantation von Uterusfragmenten einer Spendermaus in die Bauchhohle genetisch identischer
Empfangerméuse (syngenes Transplantationsmodell) nach einer von Laschke et al. beschriebe-
nen Methode (125).

2.3.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit 8 bis 12 Wochen alten weiblichen C57BL/6-Mausen der Firma Charles
River mit einem Korpergewicht von 19 bis 23 g durchgefiihrt. Die Tierhaltung erfolgte in den
Riumen der Bayer Pharma AG Berlin in Makrolonkéafigen unter kontrollierten Aufienbedin-
gungen und regulierten Tag- und Nachtzyklen. Entkeimtes Trinkwasser sowie pelletiertes

Trockenfutter stand den Méausen nach Belieben zur Verfiigung.

2.3.2 Syngenes Transplantationsmodell

2.3.2.1 Experimentelles Design

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unabhéngige Experimente unterschiedlicher Dauer
durchgefiihrt. In allen Versuchen wurde den Mausen eine unterschiedliche Anzahl an Uterus-
fragmenten transplantiert, um den Einfluss des Volumens von endometriotischem Gewebe auf
die Entwicklung der Endometriose zu untersuchen. Als Kontrollgruppen dienten zum einen
naive Tiere, die keinem operativen Eingriff unterzogen wurden, und zum anderen Tiere, denen
statt der Uterustransplantate nur Suturen, also Faden, gesetzt wurden. Das Setzen der Suturen
kam einer Scheinoperation gleich, bei der die Verletzung des Peritoneums durch den operativen

Eingriff simuliert werden sollte, ohne einer Transplantation von uterinem Gewebe.

Die Sektion erfolgte nach einer Versuchsdauer von 2, 4, 8 bzw. 14 Wochen. Dabei wurden
Peritoneallavagen gesammelt, um die lokale Konzentration von TFF3 in der Bauchhohle zu
ermitteln. Die Grof3e und das Gewicht der implantierten endometriotischen Lasionen wurde
dokumentiert und das Gewicht von Uteri und Milzen bestimmt. Lasionen und Uteri wurden

anschlieffend fiir histologische Untersuchungen in 4 %-iger Formalinlosung fixiert.

Zu Beginn eines jeden Experiments erfolgte die Auswahl der Spender- und Empfangertiere nach
dem Zufallsprinzip. Die Empfangertiere wurden daraufhin nochmals randomisiert in verschie-
dene Versuchs- und Kontrollgruppen unterteilt. Die Anzahl der Tiere pro Gruppe variierte je

nach Versuchsansatz.
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Experiment A: 2 und 4 Wochen

' y | : oP Sektion
e K
0 2w 4w

Naiv - ohne OP 2 Transplantate 4 Transplantate 8 Transplantate

Experiment A setzte sich aus einer naiven Kontrollgruppe ohne operativen Eingriff sowie aus
je einer Versuchsgruppe mit 2, 4 bzw. 6 Uterustransplantaten zusammen. Jede der Gruppen
bestand anfangs aus 14 Tieren. Die Sektion erfolgte fiir jeweils 7 Tiere einer Gruppe entweder

nach 2 oder erst nach 4 Wochen.
Experiment B: 4 und 8 Wochen

' * ] ' ‘ oP Sektion
¥ 'l l
0 2w 4w 6w ™

Naiv - ohne OP 2 Transplantate 6 Transplantate 4 Suturen 2 Transplantate # Blutabnahme
+ 4 Suturen

Experiment B bestand aus einer naiven Kontrollgruppe sowie aus je einer Versuchsgruppe mit
2 bzw. 6 Uterustransplantaten. Zusétzlich wurden Tieren einer Gruppe neben 2 Transplantaten
noch 4 Suturen (Faden) gesetzt und in einer weiteren Gruppe wurden 4 Suturen ohne die
Transplantation von Uterusgewebe gesetzt. Jede der Gruppen bestand anfangs aus 14 Tieren.
Die Sektion erfolgte fiir jeweils 7 Tiere einer Gruppe einmal nach 4 und einmal nach 8 Wochen.

Zusétzlich wurde den Tieren nach 2, 4, 6 und 8 Wochen Blut abgenommen.

Experiment C: 12 Wochen

OP Sektion

L |

0 14w

2 Transplantate 6 Transplantate

Experiment C setzte sich aus zwei Versuchsgruppen mit je 2 bzw. 6 Uterustransplantaten zu-

sammen. Jede Gruppe bestand aus 12 Tieren. Die Sektion aller Tiere erfolgte nach 14 Wochen.

2.3
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2.3.2.2 Narkose

Vor chirurgischen Eingriffen wurden die Mause mit 20 mg/kg Koérpergewicht (KG) Xylazin und
mit 100 mg/kg KG Ketamin durch intraperitoneale Applikation narkotisiert. Dafiir wurden fiir
eine bessere Dosiergenauigkeit jeweils ein Teil der Losungen mit steriler Kochsalzlosung auf
insgesamt zehn Teile verdiinnt. Von dieser Mischung wurden jedem Tier 10 mL/kg KG bzw.
0,1 mL/10 g KG appliziert.

Ansatz Narkose
1Teil Rompun 2% (Xylazin)
1Teil Ketavet 100 mg/mL (Ketamin)
8 Teile Isotone Kochsalzlosung 0,9 %

2.3.2.3 Gewinnung von Uterusfragmenten

Um ein gleichméaflig stark ausgebildetes Endometrium aller Spendermiuse zu gewahrleisten,
wurden die Tiere 3 Tage vor Versuchsbeginn téglich mit 3 pg 173-Estradiol pro kg KG behan-
delt (gelost in Arachisol). Am Operationstag wurden die Spender wie beschrieben narkotisiert.
Nach Desinfektion der Bauchhaut erfolgte eine Laparotomie mit Entfernung des Uterus. Dieser
wurde zunichst mit wenigen Tropfen 37 °C warmen Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
befeuchtet und anschlieffend beide Uterushdrner mit einer Gefaf3schere der Lange nach aufge-
schnitten und ausgebreitet. Mit einer kreisformigen Biopsiestanze (Fine Science Tools) konnten
nun 3,14 mm? grof8e Uterusfragmente herausgestanzt und in eine mit vorgewirmten DMEM
gefiillte Petrischale iiberfithrt werden. Die Spendertiere wurden unmittelbar nach der Uterusent-

nahme mittels zervikaler Dislokation getotet.

2.3.2.4 Transplantation von Uterusfragmenten

Zur Transplantation der im vorherigen Abschnitt gewonnenen Uterusfragmente wurden die
Empféangertiere narkotisiert. Mit einem elektrischen Rasierer wurde das Fell am Bauch entfernt
und die Augen mit Bepanthen® Augen- und Nasensalbe (Bayer) bedeckt. Die Tiere wurden in
Riickenlage auf dem Operationstisch fixiert und die Bauchregion grof3ziigig desinfiziert. Etwa
8 mm oberhalb der Harnréhrendffnung folgte ein gerader medianer Hautschnitt. Nach vorsichti-
gem Ablosen der Haut vom Peritoneum wurde dieses durch Anheben mit einer Pinzette an der
Linea alba mit einem etwa 1 cm langen Schnitt ge6ffnet. Je nach Versuchsgruppe erfolgte nun auf
die Innenseite des Peritoneums die Transplantation von 2, 4 bzw. 6 Uterustransplantaten. Diese
wurden links und rechts etwa 1 cm lateral vom Einschnitt, mit einem Doppelknoten (6-0 Pro-
lene Faden, Ethicon) fixiert. Die endometriale Innenseite der Uterusfragmente wurde dabei im
direkten Kontakt zum Peritoneum ausgerichtet. Bei Tieren aus bestimmten Kontrollgruppen
wurden Suturen (Faden) ohne die Transplantation von Gewebe gesetzt. Vor dem Verschlieflen

der Tiere wurde ein Tropfen isotoner Kochsalzlosung in den Bauchraum gegeben, um den
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Flissigkeitsverlust durch die gedffnete Bauchhohle auszugleichen. Anschlielend wurde das
Peritoneum mit einem fortlaufenden 5-0 Prolene Faden zugenéht und die aulere Hautschicht
der Bauchdecke mit Histoacryl® Gewebekleber (Braun) verschlossen. Die Tiere wurden bis zum
vollstandigen Erwachen auf einer mit Zellstoff ausgelegten Warmeplatte bei 37 °C gehalten. Die
Operationswunde wurde innerhalb der ersten Tage nach dem Eingriff regelmaflig auf ordnungs-
geméafle Heilung kontrolliert und wenn notwendig, neu geklebt. Insgesamt erholten sich die

Tiere ziigig von dem Eingriff.

2.3.2.5 Sektion und Probengewinnung

Je nach Experiment erfolgte die Sektion entweder 2, 4, 8 bzw. 14 Wochen nach Endometriose-

induktion. Die einzelnen Tiere wurden zunachst gewogen und anschlieflend narkotisiert.

Peritoneallavagen

Nach grof3ziigiger Desinfektion der Bauchregion wurde die obere Bauchdecke vorsichtig geoft-
net, wobei eine Verletzung des Peritoneums unbedingt vermieden werden musste. Drei Milliliter
eisgekiihltes Phosphate-Buffered Saline (PBS) (+0,5 % FCS) wurden mittels Kaniile intraperitoneal
appliziert. Um die gesamte Benetzung der Bauchhdhle durch das PBS zu gewéhrleisten, wurden
darauthin die Bauchdecke massiert und die Maus vorsichtig geschiittelt. Anschlielend wurde
die Fliissigkeit moglichst vollstandig mit einer Spritze aufgezogen, in ein 15 mL Falcon-Réhrchen

tberfithrt und bis zur weiteren Aufarbeitung auf Eis gelagert.

Blutgewinnung

In Experiment B wurde zusitzlich an vier Zeitpunkten Blut der Tiere entnommen. Im Rahmen
der Sektion (4 und 8 Wochen) wurde Blut aus der Vena cava gewonnen. Dafiir erfolgten nach
grofzigiger Offnung des Peritoneums die Freilegung der Vene und dann deren Punktion. Das
Blut wurde anschlieflend mit Hilfe einer S-Monovette (Sarstedt) entnommen.

In der Zeit zwischen den Sektionen (2 und 6 Wochen nach Transplantation) erfolgte die Blut-
abnahme mittels retrobulbdrer Punktion. Dafiir wurden die Tiere kurzzeitig mit Isofluran
narkotisiert und durch einen Nackengriff die Halsvenen gestaut. Gleichzeitig konnte nun eine
sterile Pasteurpipette unter leicht drehender Bewegung in den inneren Augenwinkel eingefiithrt
werden. Durch Kapillarkréfte wurde Blut aus dem retrobulbiaren Venenplexus angesaugt und

anschlieflend in ein Eppendorfgefa} entleert.

Fotografische Vermessung der Lisionen

Zur fotografischen Gréflenvermessung der Lasionen wurde das Peritoneum kranial' der Trans-
plantate eréffnet und kaudal? aufgeklappt. Alle transplantierten Lésionen und Suturen konnten
somit auf einen Blick betrachtet und fotografiert werden (Power Shot A640, Canon). Mittels der
AxioVision Software (Zeiss) wurde die Flache der fotografierten Lasionen in Quadratmillimetern

(mm?) ermittelt.

1zum Kopf hin
2zum Schwanz hin

2.3
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Organentnahme

Die einzelnen Lasionen, Uteri und Milzen wurden aus den Tieren heraus prapariert und gewogen.
Lasionen und Uteri wurden anschlieffend fiir die spétere Paraffineinbettung fiir 24 h in 4 %-iger
Formalinldsung fixiert. Die narkotisierten Mause wurden im Anschluss an die Organentnahme

mittels zervikaler Dislokation getotet.

2.3.2.6 Aufarbeitung von Peritoneallavagen und Blutproben

Peritoneallavagen

Die bei der Sektion gewonnenen und auf Eis gelagerten Peritoneallavagen wurden im An-
schluss bei 4 °C fiir 10 min mit 300 g zentrifugiert, um zelluldre Bestandteile abzutrennen. Zwei
Milliliter des Uberstandes wurden in einer Zentrifuge mittels Ultrafiltration (Vivaspin 6, Viva-
products) auf ein Volumen von 300 uL konzentriert und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C

eingefroren.

Blutproben

Nach Entnahme aus dem Tier wurden die Blutproben zunéchst fiir mindestens 30 min bei
Raumtemperatur (RT) ruhen gelassen, um eine vollstindige Gerinnung zu gewéahrleisten. An-
schlielend erfolgte die Zentrifugation bei 2000 g fiir 10 min. Das zellfreie Serum wurde als

Uberstand abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C aufbewahrt.
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2.4 Zellbiologische Methoden

Samtliche Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an Laminar-Air-Flow-Béanken.
Alle verwendeten Materialien und Losungen wurden autoklaviert oder sterilfiltriert bzw. steril
verpackt vom Hersteller geliefert. Die Arbeitsfliche der Werkbank sowie alle darunter verwen-

deten Gegenstiande wurden vor der Benutzung mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert.

2.4.1 Verwendete Zellen und Zellkulturmedien

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Zellkulturexperimente wurde die gut diffe-
renzierte, endometriale ECC-1-Zelllinie verwendet. Die epithelialen Zellen entstammen dem
humanen Adenokarzinom EnCa-101, welches in Nacktmausen kultiviert und anschlieflend
fir die In-vitro-Zellkultur etabliert wurde (185). Im 3D-Modell mit Matrigel sind die Zellen in
der Lage, glandulére Strukturen auszubilden und Muzine zu sekretieren (186). ECC-1-Zellen
reagieren duflerst sensitiv auf Estrogenstimulation. Wie normale endometriale Epithelzellen
exprimieren sie beide Estrogenrezeptoren, ERx und ER[3, sowie Progesteron- und Androgen-
rezeptoren zusammen mit verschiedenen Koaktivatoren. Zusatzlich weisen sie charakteristische
Marker des luminalen Epithels auf (151). Ein entscheidender Faktor fiir die Auswahl der ECC-1-
Zelllinie fur diese Arbeit war insbesondere deren sehr gute Expression von TFF3, welche in
anderen haufig eingesetzten endometrialen Zellkulturmodellen (Ishikawa, EM42) gar nicht oder
nur sehr gering ist. Die verwendeten ECC-1-Zellen wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, USA) bezogen.

Folgende Medien kamen fiir die Kultivierung der ECC-1-Zellen zum Einsatz und sind im

nachfolgenden Text durch kursive Schreibweise hervor gehoben:

Kulturmedium: 1% CCS Hungermedium:
DMEM ohne Phenolrot DMEM ohne Phenolrot
10 % FCS 1% CCS
1% L-Glutamin 1% L-Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin 1 % Penicillin/Streptomycin
0,01 % Insulin 0,01 % Insulin

Serumfreies Medium:
DMEM ohne Phenolrot
1% L-Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin
0,01 % Insulin
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2.4.2 Zellkultivierung

Die Zellkultivierung erfolgte in Kulturmedium im Brutschrank bei 37 °C unter wasserdampfgesét-
tigter Atmosphare mit 5% CO,. Alle drei bis vier Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt.
Bei Erreichen einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen passagiert. Dafiir wurde das Medi-
um abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte zur Ablsung eine etwa
dreiminiitige Inkubation bei 37 °C unter Verwendung der TrypLE™ Express-Losung (Gibco).
Das darin enthaltene rekombinante trypsinahnliche Enzym wirkt spezifischer und schonender
als herkommliches Trypsin. Die dadurch abgeldsten Zellen wurden nach Zugabe von frischem
Medium und durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Zur Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung
wurden 10 pL der Zellsuspension entnommen und mit 10 pL Trypanblau-Losung vermischt.
AnschlieSend wurden 10 pL der gefirbten Zellen auf eine Countess® Zdhlkammer gegeben und
die Anzahl der vitalen Zellen pro Milliliter mittels des automatischen Zellzédhlgerats Countess®
(Invitrogen) bestimmt. Die Zellen wurden daraufhin in Kulturflaschen mit einer Dichte von

1-2x10* Zellen/cm? neu ausgesit.

Zum Einfrieren der Zellen wurde die erhaltene Zellsuspension, nach Ablésung der Zellen, fiir
5min bei 300 g zentrifugiert und anschlieffend in 4 °C kaltem Einfriermedium (Gibco) resuspen-
diert. Aliquots von 1-2x 10° Zellen in 1 mL Kryo-Vials wurden nach kurzer Kiithlung auf Eis
direkt bei —80 °C eingefroren. Die langfristige Lagerung der Kryokulturen erfolgte bei —196 °C
in flissigem Stickstoft.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und die Zellsuspen-
sion in eine mit 10 mL Kulturmedium vorgelegten 75 cm?-Kulturflasche gegeben. Der erste

Mediumwechsel erfolgte innerhalb der ersten 24 h.

2.4.3 TFF3-Stimulation in ECC-1-Zellen

Am Vorabend der jeweiligen Experimente wurden die Zellen in den erforderlichen Well-Platten
in Kulturmedium ausplattiert. Dies entsprach bei 96-Well-Platten 1x 10* Zellen/Well und bei
24-Well-Platten 4 x 10* Zellen/Well. Am Versuchstag wurde das Medium der iiber Nacht adhi-
rierten Zellen abgesaugt und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Das neuen Medium enthielt
unterschiedliche Konzentrationen von TFF3. Bei den in dieser Arbeit durchgefithrten Expe-
rimenten kamen folgende TFF3-Losungen zum Einsatz: 30, 100, 1.000 und 10.000 ng/mL. Bei

Kostimulation mit TNFa wurde dieses in einer Konzentration von 10 ng/mL eingesetzt.
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2.4.4 Herstellung von estrogenfreiem Serum

Das in der Zellkultur eingesetzte fetale Kalberserum (FCS) welches meist ein essenzieller
Zusatz verwendeter Zellkulturmedien ist, enthilt neben verschiedenen Wachstumsfaktoren auch
Estrogene. Um in 173-Estradiol (E2)-stimulierten Zellen die erwiinschten Effekte beobachten
zu konnen, ist vor Versuchsbeginn der Einsatz von sogenanntem Hungermedium notwendig,
welches estrogenbefreites Serum enthalt. Die in FCS enthaltenen Steroidhormone kénnen durch
Inkubation mit Aktivkohle an diese gebunden und aus dem Serum entfernt werden. Nach
Sterilfiltration kann das Charcoal Stripped Serum (CCS) fiir die Herstellung von Hungermedien
verwendet werden. Fiir alle in dieser Arbeit beschriebenen E2-Versuche wurde ein kommerziell

hergestelltes CCS der Firma Genetex verwendet.

2.4.5 173-Estradiol-Stimulation in ECC-1-Zellen

Fiir die Untersuchungen von E2-bedingten Effekten wurden die Zellen fiir zwei Tage in 1 % CCS
Hungermedium kultiviert, um einen Estrogen-Entzug in den Zellen zu bewirken und somit
die E2-Sensitivitat der Zellen zu erh6hen. Am Vorabend des jeweiligen Experiments wurden

die Zellen in den erforderlichen Well-Platten in 1% CCS Hungermedium ausplattiert. Dies

entsprach bei 96-Well-Platten 1x 10 Zellen/Well und bei 24-Well-Platten 4 x 10* Zellen/Well.

Am Versuchstag wurde das alte Medium abgesaugt und die iiber Nacht adharierten Zellen mit
serumfreien Medium bedeckt. Nach 4 h erfolgte die Zugabe von E2 mit einer Endkonzentration
von 10 nM. Die zeitversetzte Stimulation nach Mediumwechsel war notwendig, um mégliche
Stressreaktionen der Zellen durch den kompletten Entzug des Serums in den Messungen
auszuschlieffen. Bei Kostimulation mit TNFx wurden die Zellen analog vorbereitet. Da die
verwendete E2-Stammlésung Dimethylsulfoxid (DMSO) als Losungsmittel enthielt, welches
zytotoxische Eigenschaften aufweist, wurden die Kontrollzellen mit 0,0001 % DMSO versetzten
Serumfreien Medium inkubiert. Dies entsprach der gleichen Konzentration an DMSO dem die

E2-behandelten Zellen ausgesetzt waren.
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2.4.6 Zellviabilitits-Assays

2.4.6.1 CellTiter-Glo® Viabilitits-Assay

Zur Messung der Zellviabilitat wurde der CellTiter-Glo®-Assay der Firma Promega verwendet.
Sein Prinzip basiert auf der Messung von Adenosintriphosphat (ATP) in einer ATP-abhéngigen
Luziferasereaktion, wobei der ATP-Gehalt als Maf3 fir die metabolische Aktivitit der Zellen
gilt (169). Bei der durch Luziferase katalysierten Reaktion wird das aus den Zellen vorhandene
ATP mit Luziferin umgesetzt und es entstehen Oxyluziferin und Licht (siehe Abbildung 2.4). Das
Lichtsignal kann im Luminometer gemessen werden und ist proportional zur Anzahl lebender
Zellen.

LicHT

Oxyluciferin

O, S N_ O
\©:N>—</sj/ A

A A

A
AA
ra-Glo™ 9, A
Lﬂ:}cifecralse IATP (. ................... A AA A

Mg2+

HO S N__COOH
AT

Luciferin

Abbildung 2.4: Prinzip des CellTiter-Glo® Assays (169).

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt wurden die Zellen in weiflen 96-Well-Platten ausplattiert und
wie beschrieben mit den jeweiligen Stimulanzien TFF3 und TNF« behandelt. Je nach Versuch
wurden die zu messenden Platten nach einer Inkubationszeit zwischen 1h und 48 h aus dem
Brutschrank genommen und aufgrund der temperatursensitiven Reaktion fiir etwa 30 min auf
RT gebracht. AnschlieBend wurden in jedes Well 100 uL CellTiter-Glo® Reagenz pipettiert und
fiir 2 min auf einem Plattenschiittler geschiittelt, um eine gleichmafige Zelllyse zu gewahrleisten.
Nach einer Inkubationszeit von weiteren 10 min bei RT wurde das Lumineszenzsignal gemessen.
Mit Medium gefiillte Kontrollwells ohne Zellen dienten der Bestimmung des Hintergrundsignals,

welches fiir die finale Auswertung von den erhaltenen Messwerten subtrahiert wurde.

2.4.6.2 ApoLive-Glo™ Multiplex Viabilitiats- und Apoptose-Assay

Der ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay der Firma Promega ermdglicht die Bestimmung von Via-
bilitat und Apoptose in Zellen desselben Versuchsansatzes. Dabei wird im ersten Schritt die
Zellviabilitat iiber die Aktivitat der sogenannten Live-Cell-Protease bestimmt, welche nur in

lebenden Zellen aktiv ist. Die Aktivitdtsmessung erfolgt iiber das pro-fluorogene, zellpermeable
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Peptidsubstrat Gly-Phe-Aminofluorocoumarin (GF-AFC), das intrazelluldr zu dem fluoreszieren-
den Produkt Aminofluorocoumarin (AFC) umgesetzt wird. Im zweiten Schritt wird die Apoptose
der Zellen bestimmt. Dies basiert auf der Aktivititsmessung der Caspasen-3 und -7 durch
Spaltung eines pro-lumineszenten Substrates (DEVD-Aminoluziferin). Das dabei entstehende
Aminoluziferin dient als Substrat fiir die UltraGlo™-Luziferase, welche eine Luziferasereaktion

unter der Entstehung eines Lichtsignals katalysiert.

1. Schritt: Bestimmung der Viabilitét

GF
Aktive Live-Cell /
]

Protease \ irg
A

CF,

‘/\j =y Live-Cell Substrat:

GF-N NS ~07\,. Pro-fluorogenes Substrat

H fiir die Live-Cell Protease
(Gly-Phe-AFCoumarin)

A
AFC

o

Live-Cell Protease Substrat
passiert die Zellwand

Zellkern

Lebende
Zelle

2. Schritt: Bestimmung der Apoptose
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Abbildung 2.5: Prinzip des ApoLive-Glo™ Multiplex Assays (Abb. modifiziert nach (169, 170)).

Zur Bestimmung der Zellviabilitat und Apoptose wurden die Zellen in weiflen 96-Well-Platten
ausplattiert und wie beschrieben mit den jeweiligen Stimulanzien behandelt. Nach einer Inku-
bationszeit zwischen 1h und 48 h wurden 20 uL des im Kit enthaltenen Viability-Reagenz
in jedes Well pipettiert. Nach kurzem Schiitteln wurden die Platten fiir weitere 30 min bei
37 °C im Brutschrank inkubiert und anschlieBend fluorometrisch vermessen (Ag, =400 nm,
AEm =505 nm). Im néchsten Schritt wurden in jedes Well 100 puL des Caspase-Glo® 3/7 Reagenz
hinzugefiigt, kurz geschiittelt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die Caspase-
Aktivitat im Luminometer bestimmt. Mit Medium gefiillte Kontrollwells ohne Zellen dienten
der Bestimmung des Hintergrundsignals, welches fiir die finale Auswertung von den erhaltenen

Messwerten subtrahiert wurde.
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2.4.6.3 BrdU Cell Proliferation ELISA
Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde der BrdU Cell Proliferation ELISA (colorimetric)

von Roche eingesetzt. Dabei wird Bromdesoxyuridin (BrdU) als chemisches Thymidinanalogon
zur Markierung von proliferierenden Zellen verwendet. BrdU wird von der Zelle aufgenommen
und anstelle des Thymidins wahrend der Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus in die neu
synthetisierte DNA eingebaut. Mit Hilfe eines markierten Antikorpers gegen BrdU kann die

erfolgte DNA-Synthese und damit die Proliferation der Zellen gemessen werden.
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Fixierte Zellen mit Anti-BrdU-Peroxidase- Substrat TMB
BrdU-gelabelter DNA Antikodrper

Abbildung 2.6: Prinzip des BrdU Cell Proliferation ELISA (Abb. modifiziert nach (174)).

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden die ECC-1-Zellen in klaren 96-Well-Platten
ausplattiert und wie beschrieben mit den jeweiligen Stimulanzien behandelt. Vier Stunden vor
Ablauf der eigentlichen Inkubationszeit wurden die Platten aus dem Brutschrank genommen,
in jedes Well 10 uL BrdU-Labeling-Losung hinzupipettiert und fiir die noch verbliebenen 4 h
weiter im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der gesamten Inkubationsdauer wurde das
Medium abgesaugt und die Platten fiir 1 h bei 60 °C im Ofen getrocknet und anschlief3end bis
zur Weiterverarbeitung maximal 7 Tage bei 2 °C bis 8 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Sobald
fiir alle Zeitpunkte eines Experiments genannte Prozedur durchlaufen war, wurden die Platten
gemeinsam auf RT gebracht. Das inkorporierte BrdU in den getrockneten Zellen wurde durch
Zugabe von 200 pL FixDenat-Losung/Well fiir 2 h fixiert. Nach Entfernung der FixDenat-Losung
wurden 100 pL frisch hergestellte Anti-BrdU-POD-Losung in jedes Well pipettiert und fiir
60 min inkubiert. Anschliefend wurden die Wells dreimal mit 300 uL. Waschpuffer gewaschen.
Im letzten Schritt wurden 100 pL Substratlosung (TMB) pro Well pipettiert und fiir 15 min
inkubiert. Nach Zugabe von 25 pL Stopplésung (1 M HySO4) wurden die Platten fiir 1 min
geschiittelt und die Absorption umgehend bei 450 nm und der Referenzwellenldnge von 690 nm
photometrisch vermessen. Als Negativkontrolle wurden mit BrdU inkubierte Leerwertwells

ohne Zellen vermessen.
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2.5 Immunologische und molekularbiologische Methoden

2.5.1 Histologische Untersuchungen zur TFF3-Expression in humanen

und murinen Endometriumsproben

Zum Nachweis von TFF3 auf Protein- und mRNA-Ebene in humanem und murinem Endo-
metrium wurden histologische Farbungen in Formalin fixierten und in Paraffin eingebettetem
Gewebe durchgefiihrt. Die in dieser Arbeit bei den Sektionen gewonnenen murinen Proben
wurden nach Fixierung in 4 %-iger Formalinlésung in einem Gewebeinfiltrationsautomat (Leica)
entwassert und anschlieflend in Paraffinblécke eingebettet. Die humanen Gewebeproben lagen
bereits in Paraffin eingebettet vor und konnten direkt verwendet werden. Mit Hilfe eines
Mikrotoms (Leica) wurden von jedem Block 4 um dicke Serienschnitte angefertigt und im
angewarmten Wasserbad auf Objekttrager (Superfrost Plus Gold, Thermo Scientific) aufgezogen.
Zur Entfernung von Restwasser und zur optimalen Anhaftung an die Objekttrager wurden die
Schnitte iber Nacht bei 40 °C getrocknet.

2.5.1.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Fiir eine erste morphologische Analyse wurde standardmifig eine Ubersichtsfarbung der
Schnittpraparate mit Himatoxylin und Eosin angefertigt. Himatoxylin ist in der Lage, im
Alkalischen basophile anionische Strukturen wie DNA im Zellkern blau zu farben, wahrend
Eosin als saurer Farbstoff kationische Verbindungen wie basische Zytoplasmaproteine sowie
Kollagenstrukturen rot farbt. Die Farbung erfolgte nach einem Standardprotokoll per Hand
durch Eintauchen der Objekttrager in mit Alkohol bzw. Farbelosung gefillten Glaskiivetten.

Die gefarbten Schnitte wurden am Mirax-Imaging-System (Zeiss) eingescannt und mit Hilfe
der Software Pannoramic Viewer untersucht und ausgewertet. Fiir TFF3-spezifische Farbungen
wurden entsprechend nur Schnitte beriicksichtigt, die endometriale Stroma- und Epithelzellen

aufwiesen.

2.5.1.2 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Analyse diente dem Nachweis und der Lokalisation von TFF3 auf Pro-
teinebene in humanen und murinen endometrialen Gewebeproben. Dafiir kam die sogenannte
LSAB-Methode (Labelled Streptavidin Biotin) zur Anwendung, welche sich die Affinitat von
Streptavidin zu Biotin zu nutze macht. Das Prinzip basiert auf der spezifischen Bindung des Erst-
antikorpers an ein bestimmtes Epitop des gesuchten Proteins. Der im Nachhinein aufgetragene
biotinylierte Zweitantikérper, auch Briickenantikorper genannt, reagiert mit einem Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat, welches dann durch das chromogene Substrat Diaminobenzidin (DAB)

farblich markiert werden kann.
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Fiir die Farbung verwendet wurden, wenn nicht anders angegeben, Reagenzien der Firma Dako
sowie die in der Tabelle 2.5 aufgefithrten Antikorper. Als Waschpuffer diente mit Tween® 20
versetztes PBS (0,01 %). Zu Beginn erfolgte die Rehydrierung der Paraffinschnitte mittels Xylol
und absteigender Alkoholreihe. Anschlieffend wurde eine Antigendemaskierung fiir 30 min bei
98 °C in einem Dampfgarer unter Verwendung der Target-Retrieval-Losung (pH 9) durchge-
fihrt. Nach 30-miniitiger Abkiihlung in der selben Losung wurde das Gewebe fiir 10 min mit
Peroxidase-Blocking-Losung behandelt und zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen fiir
weitere 10 min mit 5 %-igem Ziegenserum inkubiert. Anschlieffend erfolgten nacheinander fiir je
30 min zunéchst die Inkubation mit dem Erst- und dann mit dem biotinylierten Zweitantikorper.
Danach wurde fiir 15 min ein mit dem Enzym Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelter Strep-
tavidinkomplex auf das Gewebe gegeben, welcher an das Biotin des Zweitantikorpers binden
konnte. Zur Visualisierung des entstandenen Antigen-Antikorper-Antikorper-Komplexes mittels
des HRP-Enzyms wurden die Schnitte mit dem Substrat DAB fiir 10 min inkubiert. Abschlielend
erfolgte mittels Himatoxylin eine Gegenfarbung der Kerne im Gewebe. Die Schnitte wurden in

einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Eukitt® (Kindler) eingedeckt.

Analog wurden Negativkontrollen durchgefiihrt, bei denen statt des Erstantikorpers eine Inkuba-
tion mit Waschpuffer erfolgte. Als Positivkontrollen fiir die TFF3-Farbung diente humanes bzw.
murines Kolongewebe. Die gefiarbten Schnitte wurden am Mirax-Imaging-System eingescannt

und mit Hilfe der Software Pannoramic Viewer untersucht und ausgewertet.

Tabelle 2.5: Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie.

Zielprotein Herkunft Verdiinnung Katalog-Nr. Hersteller
TFF3 (human)  Kaninchen (polyklonal) 1:200 ab101099 abcam
TFF3 (murin) Kaninchen (polyklonal) 1:400 bs-0535R BIOSS
Kaninchen IgG  Ziege (polyklonal) 1:500 E0432 Dako

2.5.1.3 In-situ-Hybridisierung

Zum Nachweis von TFF3-mRNA in Schnittpraparaten von humanem Endometrium wurde eine
In-situ-Hybridisierung durchgefithrt durch welche Nukleinsauren, also DNA und RNA, in Gewe-
ben oder einzelnen Zellen nachgewiesen werden konnen. Der hierfirr verwendete RNAscope®
2.0 High Definition Assay (Advanced Cell Diagnostics) bietet die Moglichkeit mit komplemen-
taren Sonden einzelne RNA-Molekiile durch eine besondere Methode der Signalverstarkung
sichtbar zu machen. Zusitzlich werden durch den Einsatz zweier unabhéngiger Sonden, die
nur als Paar von den Verstarkermolekiilen erkannt werden, unspezifische Bindungen auf ein

Minimum reduziert und dadurch Hintergrundrauschen vermieden (226).

Die Durchfithrung der In-situ-Hybridisierung erfolgte durch das Labor von Dr. Oliver von

Ahsen der Bayer Pharma AG. Zur Erfassung humaner TFF3-mRNA wurde ein eigens herge-
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stelltes Sondenpaar der Firma Advanced Cell Diagnostics verwendet (Hs-TFF3, UniGenelD
Hs.82961 Exon 2-3 boundary). Vor Anwendung des RNAscope®-Assays erfolgte die Rehydrie-
rung der Paraffinschnitte mittels Xylol und absteigender Alkoholreihe. Anschlieffend wurde
eine Antigendemaskierung fiir 30 min bei 98 °C in einem Dampfgarer unter Verwendung der
Target-Retrieval-Losung (pH 9) durchgefithrt und die Objekttrager 30 min bis zur Abkithlung
in der Losung belassen. Nachfolgende Schritte entsprachen dem Protokoll des Herstellers (2).
Zum Abschluss erfolgte mittels Himatoxylin eine Gegenfarbung der Kerne im Gewebe. Die
Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Eukitt® eingedeckt.
Anschlielend wurden die gefarbten Schnitte am Mirax-Imaging-System eingescannt und mit

Hilfe der Software Pannoramic Viewer untersucht und ausgewertet.

£ Z Spezifisches Sondenpaar fiir Ziel-RNA Vorverstarker Verstarker “ Detektorsonde
Z Zo Z

< z 2z
-

1. Zellpermeabilisierung 2. Hybridisierung an Ziel-RNA 3. Signalverstarkung 4. Bildgebung

Abbildung 2.7: Prinzip der In-situ-Hybridisierung mittels RNAscope® 2.0 (Abb. modifiziert nach (2)). Im
ersten Schritt erfolgt durch einen Proteaseverdau die Zellpermeabilisierung (1) wodurch der Eintritt des spezifisch-
en Sondenpaares in die Zelle und deren nachfolgende Hybridisierung an die Ziel-RNA erméglicht wird (2). Im
nachsten Schritt werden multiple Verstarkermolekiile an die gemeinsam vorliegenden Sondenpaare gebunden
(3), welche durch HRP-gekoppelte Detektorsonden und das Substrat DAB sichtbar gemacht und unter dem
Lichtmikroskop ausgewertet werden konnen (4).

2.5.2 TFF3-Bestimmung in biologischen Fliissigkeiten mittels ELISA

Zur Konzentrationsbestimmung von TFF3 in Seren sowie in Peritoneallavagen der Mause
kamen zwei verschiedene Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Anwendung. Das
Prinzip eines ELISAs basiert auf einer Antigen-Antikdrper-Reaktion und einer anschliefenden
enzymgekoppelten Farbreaktion zu deren Visualisierung, welche mittels Standardkurve eine

quantitative Analyse des nachzuweisenden Proteins erlaubt.

2.5.2.1 TFF3-Bestimmung in humanen Seren

Zur TFF3-Bestimmung der in Abschnitt 2.2.3 auf Seite 24 beschriebenen humanen Serumproben
kam ein TFF3-Sandwich-ELISA der Firma BioVendor (RD191160200R) zur Anwendung (Prinzip
siehe Abbildung 2.8 A). Die Proben waren 1:5 mit dem im Kit enthaltenen Dilution-Buffer
verdiinnt worden und zur Einfachbestimmung in die mit dem Erstantikorper beschichteten
96-Well-Platten pipettiert. Die TFF3-Standardreihe (0,075-2,4 ng/mL) wurde nach dem beigefiig-

ten Protokoll hergestellt und jeweils in Duplikaten eingesetzt. Nachfolgende Inkubationszeiten

2.5
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beider Antikorper und dem Substrat mit der Probe erfolgten nach dem Herstellerprotokoll (24).
Die finale Farbentwicklung wurde nach 10 min mittels der enthaltenen Stop-Losung beendet
und die Platten umgehend bei der Wellenldnge 450 nm und der Referenzwellenlange von 630 nm
photometrisch vermessen. Anhand der gemessenen TFF3-Standardreihe wurde eine Standard-
kurve erstellt und darauf basierend die Konzentrationen in den einzelnen Proben ermittelt. Das
minimale Detektionslimit des ELISAs lag laut Hersteller bei 0,009 ng/mL TFF3.

. TFF3-Antigen Y Antikérper \ Enzym
A Ve Vo 1 . Wash
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2 i Ny s e o i e s By o o s
1. Antigenbindung 2. Zweitantikérper/ 3. Waschschritt 4. Farbentwicklung
Enzym-Konjugat nach Substratzugabe

Abbildung 2.8: Prinzip von Sandwich- und Kompetitiven ELISA (Abb. modifiziert nach (134).

2.5.2.2 TFF3-Bestimmung in murinen Peritoneallavagen und Seren

Fir die Bestimmung von murinem TFF3 in Peritoneallavagen und Seren kam ein kompetitiver
TFF3-ELISA der Firma BlueGene (E03T0134) zur Anwendung (Prinzip siehe Abbildung 2.8 B).
Die in Abschnitt 2.3.2.6 auf Seite 30 gesammelten Peritoneallavagen wurden unverdiinnt ein-
gesetzt, die Serumproben 1:2 mit PBS verdiinnt. Die vom Hersteller bereits fertig angesetzte
Standardreihe wurde in je zwei Wells und die zu bestimmenden Proben in je ein Well der mit
TFF3-Antikorper beschichteten Platte pipettiert (50 puL). Direkt im Anschluss wurden jeweils
100 pL TFF3-Enzym-Konjugat dazu gegeben und gemeinsam mit den Proben inkubiert. Das
enthaltene TFF3 konkurrierte nun mit den ebenfalls hinzugefiigten TFF3-Konjugaten um die
Bindungsstellen des Festphasen-Antikorpers. Nach einem Waschschritt und anschlieBender
Zugabe eines farbgebenden Substrats, entwickelten die gebundenen TFF3-Enzym-Konjugate
einen blauen Farbkomplex. Nach Stoppen der Reaktion durch die enthaltene Stopp-Losung
wurde die Absorption bei 450 nm gemessen. Die erhaltene Farbintensitat war dabei umgekehrt
proportional zur TFF3-Konzentration in den Proben. Anhand der TFF3-Standardreihe wurde
die Standardkurve erstellt und darauf basierend die genauen Konzentrationen in den Proben
ermittelt. Die Sensitivitat des ELISAs lag laut Hersteller bei 1 pg/mL TFF3 (25).



Immunologische und molekularbiologische Methoden

2.5.3 Bestimmung Akuter-Phase-Proteine in murinen Seren

Die Bestimmung Akuter-Phase-Proteine in murinem Serum erfolgte mittels Luminex Multiplex-
Analyse mit den beiden Mouse Acute Phase Magnetic Bead Panels 1 und 2 der Firma Millipore
(MAP1MAG-76K, MAP2MAG-76K). Dabei kommt das selbe Prinzip der Luminex® xMAP®
Technologie zur Anwendung, welches bereits im Abschnitt 2.2.2.2 auf Seite 23 beschrieben
wurde. Die Durchfithrung der Messung erfolgte durch die toxikologische Abteilung der Bayer
Pharma AG.

Die Herstellung der Reagenzien (Bead-Gemisch, Kontrollen, Standards) und die Durchfithrung
des Assays erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers (147, 148). Lediglich die verwen-
deten Verdiinnungen der Serumproben wurden nach Erfahrungswert festgelegt und sind in
Tabelle 2.6 dargestellt. In einer ersten Messung wurden fir die Zeitpunkte 2 und 4 Wochen
folgende neun Akute-Phase-Proteine vermessen: Serum Amyloid A3 (SAA-3), Haptoglobin,
Serum Amyloid P (SAP), Pentraxin, Lipocalin, Adipsin, Saures Glykoprotein, «2-Makroglobulin
und C-reaktives Protein (CRP). Die Konzentrationen von SAA-3, Haptoglobin und SAP wurden

in einer darauffolgenden zweiten Messung auch fiir die Zeitpunkte 6 und 8 Wochen bestimmt.

Tabelle 2.6: Eingesetzte Verdiinnungen fiir die Messung der Akute-Phase-Proteine.

Akute-Phase-Protein 1. Messung 2.Messung MDC’
2und 4 Wochen 6 und 8 Wochen  (ng/mL)
Serum Amyloid A3 (SAA-3) 1:25 1:10 0,899
Pentraxin 1:25 - 0,007
Lipocalin 1:25 - 0,013
Haptoglobin 1:5.000 1:2.000 0,621
Serum Amyloid P (SAP) 1:5.000 1:2.000 6,944
Adipsin 1:5.000 - 0,004
Saures Glykoprotein 1:5.000 - 0,001
«2-Makroglobulin 1:5.000 - 7,495
C-reaktives Protein (CRP) 1:5.000 - 0,009

*Minimal Detectable Concentration: Minimales Detektionslimit (laut Hersteller)
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2.5.4 Genexpressionsanalyse aus Zelllysaten mittels RT-PCR

2.5.4.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus Zelllysaten

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Zelllysaten der durchgefiithrten Zellkulturexperimente
wurde das RNeasy® Mini-Kit (Qiagen) verwendet. Bei dieser Methode handelt es sich um
eine spezifische Aufreinigung der RNA iiber hydrophile Siliziumgel-Séulen unter Verwendung

geeigneter Puffersysteme.

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeiten, der im Abschnitt 2.4 beschriebenen Stimulations-
versuche, wurden die Zellen nach einmaligen Waschen mit PBS direkt in den Zellkulturplatten
in RLT Lyse Puffer (Qiagen) lysiert. Bei Versuchen in 24-Well-Platten erfolgte die Zelllyse in je
350 uL RLT Puffer pro Replikat und Well. Um eine ausreichende RNA-Ausbeute zu gewahrleisten,
erfolgte bei Versuchen in 96-Well-Platten eine Zusammenfithrung von vier Einzelwells mit je
88 uL RLT Puffer. Die eigentliche RNA-Isolierung erfolgte im QIACube™ unter Verwendung des
RNeasy® Mini Kits gemaf3 dem Protokoll Purification of Total RNA from Animal Cells Using Spin
Technology. Der QIAcube™ erlaubte dabei die vollautomatische Aufarbeitung der Spinsaulen
mithilfe der integrierten Zentrifuge. Zur Entfernung genomischer DNA erfolgte mittels des
RNase-Free-DNase Sets (Qiagen) zudem ein DNase-Verdau. Die isolierte RNA wurde am Ende

in 30 uL RNasefreiem Wasser eluiert und bis zur weiteren Analyse auf Eis gelagert.

2.5.4.2 Quantitative Analyse isolierter RNA

Die quantitative Analyse und Reinheitsbestimmung der zuvor isolierten Gesamt-RNA erfolgte
mit einem NanoDrop® ND-8000 Spektralphotometer durch Absorptionsmessung bei 260 und
280 nm. Fiir die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde jeweils 1,5 L. Probenvolumen
eingesetzt. Ausgegeben wurde die RNA-Konzentration in ng pro pL. Das Verhiltnis der optischen
Dichte bei 260 und 280 nm gilt als Maf fiir die Reinheit der extrahierten RNA. Ein Wert von 2,0
fiir RNA gilt als optimal. Fiir nachfolgende molekularbiologische Analyseverfahren wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit Proben mit entsprechenden Absorptionsquotienten zwischen

1,8 und 2,2 verwendet.

2.5.4.3 Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Durch Umschreiben der isolierten RNA in complementary DNA (cDNA) wird diese fiir eine
quantitative Bestimmung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zuganglich gemacht. Bei
der Synthese von cDNA wurde die in der isolierten Gesamt-RNA enthaltene mRNA mittels des
SuperScript® VILO™ ¢cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) umgeschrieben. Die Probenvorbereitung
wurde entsprechend den Angaben des Herstellers in einem Ansatz von 20 uL durchgefiihrt,

wobei jeweils 350 ng Gesamt-RNA eingesetzt wurden.
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Das Reaktionsvolumen fiir die Reverse Transkription setzte sich wie folgt zusammen:

4ul. 5% VILO® Reaction Mix
2uL 10X SuperScript® Enzyme Mix
xuL  RNA (350 ng)

ad 20 uL.  Nukleasefreies Wasser

Die eigentliche cDNA-Synthese erfolgte im ThermoCycler GeneAmp® PCR System 2700 nach fol-
gendem Temperaturprofil: 10 min bei 25 °C, 60 min bei 42 °C und 5 min bei 5 °C. Die synthetisierte
cDNA wurde anschlielend bei —20 °C gelagert.

2.5.4.4 Real-Time TagMan® Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Real-Time TagMan® PCR, ist eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsauren, die auf
dem Prinzip der herkdémmlichen PCR beruht, und zusétzlich eine quantitative Bestimmung der
gewonnenen cDNA ermdglicht. Mithilfe der Quantifizierung lasst sich eine Aussage tiber die

urspriingliche mRNA-Menge jedes Zielgens und dessen Expression machen.

Die Quantifizierung erfolgt unter Zuhilfenahme der sogenannten TagMan® Sonden, die inner-
halb der jeweils verwendeten Primer-Paare an die RNA binden. Die Sonden enthalten einen
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (hier: Carboxyfluorescein (FAM)) und einen Quencher?, welcher
aufgrund der raumlichen Néhe die Fluoreszenz zunéchst durch einen Energietransfer unter-
driickt. Im Verlauf der PCR baut die Taq-Polymerase die Sonde ab. Dadurch entfernen sich
Quencher und Fluorophor voneinander und eine proportional zum PCR-Produkt ansteigende
Fluoreszenz kann gemessen werden, welche in Echtzeit erfasst wird.

Fiir die relative Quantifizierung wird ein sogenanntes Housekeeping Gen als endogene Kontrol-
le herangezogen. Dieses ist ungeachtet aller Versuchsbedingungen im untersuchten Gewebe
gleichbleibend exprimiert. Die Normierung auf ein solches Referenzgen hat den Vorteil, dass

unterschiedliche Ansétze miteinander verglichen werden konnen.

Die Durchfithrung der Real-Time PCR erfolgte innerhalb 40 Zyklen unter Verwendung einer
384-Well-Platte an einem 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Fiir jedes
Zielgen wurde ein speziell entworfener TagMan® Gene Expression Assay mit genspezifischem
Primer- und Sonden-Set (Assay-on-Demand™, Applied Biosystem) bezogen (siehe Tabelle 2.7).
HPRT]1 fungierte als Housekeeping Gen. Die Bestimmung aller cDNA-Proben erfolgte mindes-

tens in Triplikaten.

4Loschsubstanz
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Das Reaktionsvolumen von 10 pL fiir die PCR setzte sich wie folgt zusammen:

0,5uL cDNA

0,5uL  Assay-on-Demand™ (Applied Biosystems)

50uL  TagMan® Fast Advanced Mastermix (Applied Biosystems)
4,0 uL  Nuklease-freies Wasser

Die PCR verlief nach folgendem Temperaturprofil:

PCR Vorlauf PCR (40 Zyklen)
UNG -Aktivierung  Polymerase-Aktivierung Denaturierung Annealing/Extension
Temp. 50°C 95°C 95°C 60°C
Zeit 2 min 20s 1s 20s

*Uracil-N glycosylase

Der eingesetzte TagMan® Fast Advanced Master Mix bestand aus folgenden Komponenten:
- AmpliTaq® Fast DNA Polymerase
- Uracil-N glycosylase (UNG)
- ANTPs mit dUTP
- ROX Farbstoff (passive Referenz)

- optimierte Puffer Komponenten

2.5.4.5 Berechnung der relativen Expression von Zielgenen

Zur Auswertung wurden die von der Software SDS ausgegebenen C'r-Werte herangezogen.
Der Schwellenwert-Zyklus Cr gibt die Zyklenzahl an, in dem das spezifische Fluoreszenz-
signal einen bestimmten Schwellenwert erreicht. Je niedriger der C'r-Wert, desto hoher ist das

Expressionsniveau des Zielgens in der Probe.

Die Berechnung der relativen Expression der gemessenen Zielgene erfolgte mittels der soge-
nannten Vergleichenden C'r-Methode. Dafiir wurde zunéchst die Differenz aus dem C'p-Wert des
Zielgens X und dem C'p-Wert des Housekeeping Gens (HPRT1) gebildet:

AACT = ACr x — ACT,HPRT
Die relative Expression des Zielgens X ergab sich anschlieBend nach folgender Formel:

rel. Expr. (X) = 278ACT
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Tabelle 2.7: Verwendete Assays-on-Demand™.

Genbezeichnung Kodierendes Protein Assay-on-Demand™

HPRT1 Housekeeping Gen Hs99999909_m1
APC Adenomatous polyposis coli  Hs01568269_m1
CDH1 E-Cadherin Hs01023894 m1
CTNNA1 o-Catenin Hs00944794_m1
CTNNB1 [3-Catenin Hs00355049_m1
CTNND1 v-Catenin Hs00609738_g1

ESR1 Estrogenrezeptor o Hs00174860_m

FOS c-Fos Hs99999140 m1
MUC1 Mucin 1 Hs00159357_m1
MUC5B Mucin 5B Hs00861595 m1
MYC c-Myc Hs00153408_m1
PGR Progesteronrezeptor A/B Hs01556702_m1
TFF1 Trefoil factor 1 Hs00907239_m1
TFF2 Trefoil factor 2 Hs00193719_m1
TFF3 Trefoil factor 3 Hs00902278_m1

2.6 Statistische Analyse

Aufbereitung und Normalisierung erhaltener Messdaten erfolgte mittels Excel 2010 (Microsoft).
Die anschlieffende grafische Darstellung sowie die Durchfithrung statistischer Analysen wurde
unter Verwendung der Software GraphPad Prism 6.0 durchgefiihrt.

Zu Beginn der statistischen Auswertung wurden Human- und In-vivo-Daten mit Hilfe des
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung iiberpriift. Dabei ergaben sich normalverteil-
te Werte fiir die In-vivo-Daten des Mausmodells. Die Humandaten aus Peritonealfliissigkeit
und Serum zeigten keine Normalverteilung und wurden daraufhin mit nicht-parametrischen
Testverfahren analysiert. Bei den Zellkulturexperimenten wurde von einer Normalverteilung
ausgegangen und ausschliefilich der Mittelwert mit Standardabweichung (SD) aller Replikate
dargestellt. Statistische Test-Ergebnisse mit einem p-Wert von p<0,05 wurden als signifikant
bezeichnet (*p<0,05: signifikant; **p<0,01: sehr signifikant; ***p<0,001: hochsignifikant).

Humandaten

Unterschiede der Proteinkonzentration in Peritonealfliissigkeiten von Frauen mit und ohne
Endometriose wurden paarweise mittels des Mann-Whitney-Test, einem Rangsummen-Test fiir
unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Die Korrelation verschiedener Proteine mit TFF3 wurde
mittels des Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten dargestellt. Bei der TFF3-Analyse im Serum
wurden Unterschiede von aufeinanderfolgenden Zeitpunkte wahrend des Menstruationszyklus
mit dem Wilcoxon-Test, einem Test fiir nicht-parametrische, gepaarte Werte gepriift (Day 1 -
Day 9; Day 9 - LH+3; LH+3 - LH+11).

2.6
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In-vivo-Daten (Mausmodell)

Zur Betrachtung einer Behandlungsgruppe an verschiedenen Zeitpunkten wurde ein zweiseiti-
ger t-Test fiir ungepaarte Stichproben durchgefiihrt (Lasionswachstum einer Gruppe tiber die
Zeit). Beim Vergleich verschiedener Versuchsgruppen zu einem bestimmten Zeitpunkt erfolgte
eine Varianzanalyse mittels One-Way Analysis of Variance (ANOVA) (Einfluss unterschiedlicher
Anzahl an Lasionen). Zur Untersuchung der Abhéngigkeit zwischen dem Milzgewicht und der
TFF3-Konzentration in Peritoneallavagen wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient r bestimmt,

der das Ausmaf eines linearen Zusammenhang normalverteilter Daten ausdriickt.

In-vitro-Daten (Zellkulturmodell)

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Zellkulturexperimenten wurden mindestens
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. In Versuchen, in denen neben verschiedenen Behand-
lungsgruppen auch unterschiedlich lange Inkubationsdauern als zweiter Faktor beriicksichtigt
werden musste, kam die Two-Way-ANOVA zur Anwendung. Da ANOVA nur eine allgemeine
Aussage zur Variation von Mittelwerten gibt, wurde im Anschluss stets ein paarweiser Vergleich
einzelner Gruppen mit der Kontrolle mittels des Post-hoc-Test nach Dunnett durchgefiihrt, zur
Darstellung signifikanter Unterschiede der Behandlungsgruppen. Bei nur zwei zu vergleichen-
den Gruppen (Kontrolle und E2-Stimulation) kam ein ungepaarter t-Test, mit Beriicksichtigung

einer multiplen Bestimmung nach der Holm-Sidak-Methode, zur Anwendung.
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Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde TFF3 in Hinblick auf seine Expression und Regulation
in Endometriose untersucht. Dafiir erfolgten zu Beginn Untersuchungen in Endometriumspro-
ben, Peritonealfliissigkeit und Serum erkrankter Frauen. Im zweiten Teil wurden Studien zur
TFF3-Expression in einem Mausmodell fiir Endometriose durchgefiihrt. Dabei wurde die TFF3-
Konzentration in Peritoneallavagen und Serum sowie die Expression in murinem Endometrium
untersucht. Im dritten Teil dieser Arbeit erfolgten Studien in einem endometrialen Zellkultur-
modell. Dabei wurde zunéchst die Regulation von TFF3 durch 173-Estradiol (E2) und TNFx
in ECC-1-Zellen analysiert und anschlielend der Effekt von rekombinantem TFF3 auf die

Genexpression verschiedener Gene sowie auf Zellviabilitat, Apoptose und Proliferation.

3.1 TFF3-Studien in klinischer Endometriose

3.1.1 TFF3-Expression in eutopem und ektopem Endometrium

Neben widerspriichlichen Literaturdaten zur TFF3-Expression in eutopem Endometrium von
Frauen gibt es bis dato noch keine Veroffentlichung zur TFF3-Expression in Endometrioseherden.
Aus diesem Grund wurde zu Beginn dieser Arbeit eutopes proliferatives Endometrium (n = 2)
sowie ektopes Endometrium peritonealer Lasionen (n=3) auf das Vorhandensein von TFF3
mittels In-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie analysiert. Durch In-situ-Hybridisierung
konnte TFF3 auf mRNA-Ebene und durch Immunhistochemie auf Proteinebene dargestellt

werden.
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In-situ-Hybridisierung Immunhistochemie
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Abbildung 3.1: TFF3-Expression im eutopen proliferativen Endometrium des Uterus (A+B) und im ekto-
pen Endometrium peritonealer Endometrioseherde (C-F). Durch In-situ-Hybridisierung (links) wurde TFF3
auf mRNA-Ebene und durch Immunhistochemie (rechts) auf Proteinebene angezeigt. TFF3 ist primar lokalisiert in
den glandularen Epithelzellen der Driisen des eutopen und ektopen Endometriums. TFF3-mRNA wird in Form klei-
ner dunkelbrauner Punkte angezeigt (links), TFF3-Protein durch zytosolische Braunfarbung der Zellen (rechts). Im
Lumen der ektopen Driisen sind Ansammlungen von Lymphozyten und roten Blutkérperchen zu sehen, die bei der
Immunhistochemie zu einer unspezifischen Braunfarbung fithren. Dr: Driisen, Ep: Epithelzellen, St: Stromazellen.
Die Farbung erfolgte auf Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten humanen Schnittpraparaten (4 pm). Als
farbgebendes Substrat kam DAB zum Einsatz.
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Auf der linken Seite in der Abbildung 3.1 A und B ist die Expression von TFF3 in humanem

eutopen Endometrium des Uterus dargestellt. Durch In-situ-Hybridisierung angefarbte TFF3-

mRNA fand sich vorzugsweise im Driisenepithel (A). Die immunhistochemische Farbung zeigte

ein dhnliches Bild mit der TFF3-Expression in den glandularen Epithelzellen und vereinzelt auch

in Stromazellen (B). Im ektopen Endometrium peritonealer Endometrioseherden war TFF3 auf
mRNA- (C, E) und Proteinebene (D, F) ausschliellich im Epithel lokalisiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TFF3 im Driisenepithel des eutopen und ektopen

Endometriums sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden konnte.

Erstmalig wurde gezeigt, dass TFF3 auch in endometriotischen Lasionen exprimiert ist.

3.1.2 Proteinanalyse in Peritonealfliissigkeiten

Fir Endometriose werden verschiedene Faktoren in der Peritonealfliissigkeit als herauf- oder

herunterreguliert beschrieben. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Peritonealfliissigkeiten

von 50 Frauen mit und ohne Endometriose mittels Multiplexanalyse auf die Konzentration von

TFF3 und potenziell relevanten Proteine untersucht.

3.1.2.1 TFF3-Konzentrationen in Peritonealfliissigkeiten

Abbildung 3.2 zeigt die TFF3-Konzentration in Peritonealfliissigkeiten der Kontrollfrauen im

Vergleich zu Frauen mit Endometriose verschiedener Schweregrade (rAFS-Score).
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Abbildung 3.2: TFF3-Konzentrationen in Peritonealfliissigkeiten. TFF3-Konzentrationen von Frauen mit
Endometriose waren signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Endometriose (p=0,0219). C: Kon-
trollpopulation ohne Endometriose, EM: Frauen mit Endometriose aller Stadien, rAFS: revised American Fertility

Society Score, rez.: rezidivierende Endometriose.

Anzahl der Frauen: C: n=16; EM: n=34; rAFS |: n=12; rez. rAFS |: n=12; rAFS Ill: n=5; rAFS IV: n=5.
Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Statistik: zweiseitiger Mann-Whitney-Test, “p<0,05.
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Die Gesamtheit aller erkrankten Frauen (EM, n=34) wies signifikant erhohte TFF3-Level
(p=0,0219) mit einem Medianwert von 956,5 ng/mL auf. Im Gegensatz dazu ergab sich fiir
Frauen ohne Endometriose ein Median von 294,0 ng/mL (n=16). Bei Betrachtung aller ein-
zelnen rAFS-Klassen im Vergleich zur Kontrolle waren deutlich erhchte Werte zu erkennen,
die bei Frauen im Stadium rAFS III (n =5) signifikant waren (p=0,0476). Eine Korrelation des

TFF3-Anstiegs mit dem Erkrankungsstadium war nicht zu erkennen.

3.1.2.2 Regulierte Proteine in Peritonealfliissigkeiten

Abbildung 3.3 auf der rechten Seite zeigt die Proteine, die neben TFF3 im Rahmen dieser Arbeit
genauer analysiert wurden. Das in der Literatur sicher am haufigsten beschriebene CA 125 wurde
durch seine Heraufregulation in Endometriose zeitweise auch als diagnostischer Biomarker
gehandelt. In den hier untersuchten Peritonealfliissigkeiten war CA 125 in der Gesamtpopulation
aller Frauen mit Endometriose sowie in den Subgruppen rez. rAFS I und rAFS IV signifikant
erhoht. CA 19-9 wies keinen signifikanten Unterschied zwischen allen erkrankten Frauen und
der Kontrollgruppe auf, was aber auf die grofle Streuung einzelner Frauen zuriickzufithren
sein konnte. Nur Frauen mit ausgepragter Endometriose (rAFS IV) wiesen signifikant erhohte
CA 19-9-Konzentrationen auf. IL-8 war in den Subgruppen rAFS I und IV signifikant erhoht,
moglicherweise ergab sich aufgrund eines Ausreiflers keine statistische Signifikanz fiir die
Gesamtheit aller Endometriosepatientinnen. MCP-1 wies in den gemessenen Proben keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf. G-CSF war in der Gesamtheit aller erkrankten
Frauen sowie in der Subgruppe rez. rAFS I signifikant heraufreguliert. Losliches VCAM-1 war
in Frauen mit Endometriose signifikant erniedrigt. Auch in der Subgruppe rAFS I war eine
signifikante Erniedrigung zu verzeichnen, die bei fortgeschrittenen Stadien leicht riicklaufig

war.

MMP-1, MMP-7 und MMP-10 sowie der MMP-Gegenspieler TIMP-1 waren in den Peritoneal-
fliissigkeiten aller erkrankten Frauen und/oder in einzelnen Stadien signifikant erhoht. Auch
MMP-9 zeigte einen erhohten Trend, welcher aber aufgrund einzelner Ausreifler nicht sta-
tistisch signifikant gegentiber der Kontrolle war. MMP-3 war als einzige Metalloproteinase
signifikant erniedrigt. Sie war sowohl in der Gesamtheit aller erkrankten Frauen als auch in der

der Subgruppe rAFS III signifikant herunter reguliert im Vergleich zur Kontrolle.

3.1.2.3 Zusammenhang von TFF3-Spiegeln mit denen regulierter Proteinen

Um einen potenziellen Zusammenhang der erhohten TFF3-Spiegel in Peritonealfliissigkeiten
erkrankter Frauen mit ebenfalls regulierten Proteinen zu untersuchen, wurde paarweise der
Rangkorrelationskoeffizient r nach Spearman bestimmt. Dieser gibt Auskunft iber die Korrelati-
on zweier ordinalskalierter Variablen, wahrend er gleichzeitig Ausreiflern gegentiber robust ist.

Einbezogen wurden dabei die Werte aller Frauen mit Endometriose ohne die Kontrollgruppe
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Abbildung 3.3: Konzentrationen ausgewihlter Proteine in Peritonealfliissigkeit. Proteinkonzentrationen
von Frauen mit Endometriose im Vergleich zur Kontrolle ohne Endometriose. C: Kontrollpopulation ohne Endome-
triose, EM: Frauen mit Endometriose aller Stadien, rAFS: revised American Fertility Society Score; rez.: rezidivierende

Endometriose.

Anzahl der Frauen: C: n=16; EM: n=34; rAFS 1: n=12; rez. rAFS |: n=12; rAFS lll: n=5; rAFS IV: n =5. Darstellung:
Tukey Box Plots mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Statistik: zweiseitiger Mann-Whitney-Test, “p<0,05,

p<0,01.
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(n=34). In Tabelle 3.1 sind die positiven Korrelationen von TFF3 mit CA 125, IL-8, MCP-1,
MMP-7 und G-CSF dargestellt. Trotzt vereinzelter physiologischer Ausreifier zeigte die Ge-
samtheit aller Werte eines jeden Proteins demnach eine dhnliche Regulation wie TFF3 in der
Peritonealfliissigkeit erkrankter Frauen. Ein besonderes Augenmerk ist auf die hochsignifi-
kante Korrelation zwischen TFF3 und G-CSF zu legen. G-CSF wurde im Zusammenhang mit
Endometriose bisher noch nicht beschrieben. Wie in Abbildung 3.3 auf der vorherigen Seite dar-
gestellt, zeigten unsere Daten neben der positiven Korrelation mit TFF3 auch eine signifikante

Heraufregulation von G-CSF in der Peritonealfliissigkeit von Frauen mit Endometriose.

Tabelle 3.1: Korrelation von TFF3 mit Proteinen in Peritonealfliissigkeiten von Frauen mit
Endometriose. Konzentrationen der Proteine sind dargestellt als Median (mit Minimal- und Maximalwert).

Kontrollen (n=16) EM (n=34) Spearmans r p-Wert
TFF3 (ng/mL) 294,0 (119,0 - 2.670)  956,5 (119,0 - 5.280) - -
CA125 (U/mL) 193,0 (23,7 -20.000) 279,0 (112,0 - 40.000) 0,4227 0,0064 (**)
IL-8 (pg/mL) 13,5 (8,3-29,3) 17,4 (4,4 -195,0) 0,5433 0,0004 (***)
MCP-1 (pg/mL) 2865 (82,7 -882,0) 242,0 (67,9 - 1.700) 0,5806 0,0002 (***)
MMP-7 (ng/mL) 11,8 (2,8-72,3) 28,5 (4,6 - 55,4) 0,5777 0,0002 (***)
G-CSF (ng/mL) 275 (9,9-76,1) 56,2 (12,3 - 214,0) 0,6159 0,0001 (***)

EM: Frauen mit Endometriose aller Krankheitsstadien; **p<0,01; ***p<0,001

In Abbildung 3.4 sind exemplarisch die Messwerte von TFF3 paarweise gegen G-CSF, MCP-1
und MMP-7 aufgetragen. Eine lineare Regression der Werte unterstreicht den Zusammenhang

von TFF3 mit jedem der Faktoren grafisch.
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Abbildung 3.4: Positive Korrelationen von TFF3 mit G-CSF, MCP-1 und MMP-7 in Peritonealfliissigkei-
ten von Frauen mit Endometriose.

Aufgetragen sind n=34 Frauen mit Endometriose verschiedener Stadien. Die lineare Regression (Gerade) stellt den
Zusammenhang beider Faktoren grafisch miteinander dar. Spearmans r und p-Wert beschreiben den Grad der
Korrelation zwischen TFF3 und dem jeweiligen Protein.
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3.1.3 TFF3-Spiegel in Seren

Um die Eignung von TFF3 als potenziellen systemischen Biomarker in der Endometriose
zu Uberpriifen, wurde dessen Konzentration mittels ELISA im Serum von 118 Frauen mit
und ohne Endometriose bestimmt. Dafiir erfolgten pro Frau vier Blutabnahmen vor und vier
Blutabnahmen nach Durchfithrung einer Laparoskopie mit der Entfernung moglicherweise
vorhandener endometriotischer Lasionen. Die vier Blutabnahmen erfolgten jeweils innerhalb
eines Menstruationszyklus am ersten und neunten Tag sowie am dritten und elften Tag nach der
Ovulation (definiert durch den LH-Peak). Die Laparoskopie selbst erfolgte im zweiten Zyklus

wihrend der proliferativen Phase.
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Abbildung 3.5: TFF3-Konzentrationen vor und nach Laparoskopie (Zyklus 1 bzw. 3) im Serum von
Frauen mit und ohne Endometriose. Dargestellt sind jeweils die Werte an vier verschiedenen Zeitpunkten des
jeweiligen Menstruationszyklus: Tag 1, Tag 9, LH+3d, LH+11d. Die Zahl in Klammern steht fiir die Anzahl der
Blutproben pro Zeitpunkt. LH: LH-Peak (Ovulation).

Darstellung: Median als Balkendiagramm mit den Einzelwerten als Punkte. Statistik: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test, "p<0,05; “"p<0,0T; p<0,001.

Abbildung 3.5 zeigt die TFF3-Spiegel in Frauen ohne und mit Endometriose und zu den vier
Zeitpunkten der Blutabnahmen wahrend eines Menstruationszyklus vor und nach Laparo-
skopie. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die TFF3-Konzentrationen in Frauen mit und

ohne Endometriose nicht unterschieden. Ebenso wenig gab es einen Unterschied zwischen den

3.1
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TFF3-Spiegeln vor und nach Laparoskopie. Auffillig ist aber die Variation der Mediane zwischen
den aufeinanderfolgenden, untersuchten Zyklustagen in allen Frauen sowohl vor als auch nach
Laparoskopie. Zur statistischen Analyse dieses Phinomens wurde ein paarweiser Vergleich
aufeinanderfolgender Zeitpunkte mittels des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests durchgefiihrt.
Wie durch die Sternchen in Abbildung 3.5 dargestellt, wiesen alle Frauen, ob mit oder ohne
Endometriose, zwischen den einzelnen Zeitpunkten signifikante Unterschiede der TFF3-Level im
Serum auf. Dies wies, unabhingig vom Krankheitsstatus, auf eine zyklusabhéngige Regulation
der TFF3-Spiegel im Serum der Frauen hin. Die hochsten Werte wurden dabei zum einen in
der proliferativen (Tag 9) und zum anderen in der spaten sekretorischen Phase des Menstruati-
onszyklus (LH+11d) gemessen, wahrend niedrigere TFF3-Konzentrationen am ersten Tag der

Menstruation (Tag 1) und wenige Tage nach Ovulation (LH+3d) zu messen waren.

Abbildung 3.6 zeigt zwei Frauen mit Endometriose (A und B), die im Zyklus 1 vor der Lapa-
roskopie sehr stark erhohte TFF3-Spiegel im Serum aufwiesen. Nach Entfernung der endo-
metriotischen Lasionen fielen diese im Zyklus 3 deutlich ab, was durch die nun fehlenden

Endometrioseherde als TFF3-Quelle bedingt sein konnte.
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Abbildung 3.6: Abfall stark erh6hter TFF3-Spiegel im Serum nach Laparoskopie mit Entfernung endo-
metriotischer Lasionen. Aufgetragen sind die jeweiligen Einzelwerte zweier Patientinnen mit Endometriose (A
und B), welche im Zyklus 1 vor der Laparoskopie ungewshnlich hohe TFF3-Werte aufwiesen. (Von Patientin B
standen post-laparoskopisch im Zyklus 3 nur drei Blutproben zur Verfiigung.)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TFF3 im Serum erkrankter Frauen nicht heraufreguliert
war und daher keine Eignung als systemischer Biomarker fiir die Endometriose aufweist. Sowohl
Frauen mit als auch ohne Endometriose wiesen insgesamt vergleichbare Serumspiegel an den
untersuchten Zyklustagen auf. Dennoch zeigten zwei Frauen mit pra-laparoskopisch sehr
hohen TFF3-Spiegeln einen deutlichen Abfall nach Laparoskopie. Zudem zeigte TFF3 eine
zyklusabhingige Regulation im Serum wéhrend des Menstruationszyklus der untersuchten

Frauen.
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3.2 TFF3-Studien im Mausmodell fiir Endometriose

Wie im ersten Teil der Ergebnisse gezeigt werden konnte, war TFF3 in humanen endometrio-
tischen Lasionen exprimiert und in der Peritonealfliissigkeit von Frauen mit Endometriose
signifikant erhéht. Untersuchungen zu TFF3 im experimentellen Mausmodell fiir Endometriose

werden im vorliegenden Abschnitt beschrieben.

3.2.1 Syngenes Transplantationsmodell

Die Endometrioseinduktion in Méusen erfolgte mittels der Transplantation von Uterusfrag-
menten aus syngenen Spenderméusen an das Peritoneum. Insgesamt wurden drei unabhéngige
Experimente mit unterschiedlicher Dauer durchgefiithrt: A: 2 und 4 Wochen, B: 4 und 8 Wo-
chen, C: 14 Wochen. In jedem Versuch wurde den Mausen eine unterschiedliche Anzahl an
Uterusfragmenten transplantiert, was der Simulation verschiedener Endometriose-Schwere-
grade diente. Als Kontrollgruppen kamen zum einen naive Tiere (C) zum Einsatz, die keinem
operativen Eingriff unterzogen wurden, und zum anderen scheinoperierte Tiere (4S), denen statt

Uterustransplantaten vier Suturen, also Faden, gesetzt wurden.

3.2.1.1 Hormonstatus der Tiere anhand des Uterusgewichts

Endogenes Estrogen ist in der Lage iiber Aktivierung der Estrogenrezeptoren (vornehmlich
ERw), proliferative Effekte im Uterus auszulosen und somit Einfluss auf dessen Grofle zu
nehmen (56, 232). Da fiir die vorliegenden Versuche bewusst intakte und keine ovarektomierten
Maéuse zum Einsatz kamen, wurde das Uterusgewicht im Nachhinein als eine Art Indikator fiir

den Hormonstatus der Tiere herangezogen.
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Abbildung 3.7: Uterusgewicht der Tiere zum Zeitpunkt der Sektion (Experiment A, B und C). Die mittle-
ren Uterusgewichte lagen in einem physiologischen Bereich zwischen 0,2 und 0,4 % des Kérpergewichts. Es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. KG: Kérpergewicht; C: naive
Kontrollgruppe; L: Lasionen; S: Suturen (Faden)

Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: Experiment A+B:
n=7; Experiment C: n=12. Statistik: One Way ANOVA.
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Die relativen Uterusgewichte der Versuchstiere sind in Abbildung 3.7 im Verhaltnis zum Kor-
pergewicht dargestellt. Sie lagen im Mittel in einem physiologischen Bereich zwischen 0,2
und 0,4 % des Korpergewichts, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen feststellbar waren. Ein méglicher Einfluss auf die Entwicklung der Lasionen aufgrund
eines unterschiedlichen endogenen Hormonstatus zwischen den Versuchsgruppen konnte somit

vernachléssigt werden.

3.2.1.2 Wachstum und Entwicklung der Lisionen iiber die Zeit

Um die Entwicklung der aus den transplantierten Uterusfragmenten entstandenen Lasionen an
den verschiedenen Zeitpunkten der Sektionen beurteilen zu kénnen, wurden Gréfle, Gewicht
und Erscheinungsbild aller Lasionen in den Tieren dokumentiert. Abbildung 3.8 zeigt die
Lasionsgrofien und -gewichte mit anhaltender Versuchsdauer in den jeweiligen Versuchen A,
B und C. Aufgetragen wurde der Mittelwert aller Lasionen eines Tieres. Fehlende Lésionen,

aufgrund nicht angewachsener Transplantate, wurden mit Null berechnet.
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Abbildung 3.8: Lasionsgrofie (oben) und Lasionsgewicht (unten) zu den Zeitpunkten der Sektion (Expe-
riment A, B und C). Sowohl Gréfle als auch Gewicht der Lasionen nahmen mit der Versuchsdauer zu. Die
gepunktete Linie (obere Grafik) symbolisiert die Ursprungsgrofie transplantierter Uterusfragmente (3,14 mm?) am
Tag der Transplantation. KG: Kérpergewicht; C: naive Kontrollgruppe; L: Lasionen; S: Suturen (Faden).
Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: Experiment A+B:
n=7; Experiment C: n=12. Statistik: zweiseitiger t-Test, " p<0,05; * " p<0,01; p<0,001.
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8 Wochen 14 Wochen

2 Lasionen

6 Lasionen

Abbildung 3.9: Aufnahmen endometriotischer Lisionen an den jeweiligen Sektionszeitpunkten. Gezeigt
sind exemplarisch die Lasionen von Tieren mit 2 bzw. 6 Lasionen (2L bzw. 6L) nach 2, 4, 8 und 14 Wochen. Blaue
Pfeile zeigen ausgebildete Lasionen oder gesetzte Suturen. Medial ist die Naht der urspriinglichen Operations-
wunde zu sehen (blauer Faden). A: 2L Tier 2 Wochen nach Endometrioseinduktion. Links ben sich bereits eine
flissigkeitsgefiillte Zyste entwickelt und sichtbar neue Gefafie ausgebildet. Die rechte Lasion hat diese Wandlung,
erkennbar durch die weifle Farbung, noch nicht durchgemacht. B: Unterschiedlich stark ausgebildete Lasionen
nach 4 Wochen. C: Deutlich an Volumen zugenommene Lasionen nach 8 Wochen. D: Grofe sekretgefiillte Lasio-
nen nach 14 Wochen. E: Lasionen in 6L Tier 2 Wochen nach Transplantation. Alle Transplantate weisen bereits
zystenartige Veranderungen auf. F: Tier nach 4 Wochen mit gleichmaflig an Grofie zugenommenen Lésionen.
G: Unterschiedlich stark entwickelte Lasionen nach 8 Wochen. weist auf eine fehlende, nicht ange-
wachsene Lasion hin; nur der Faden ist zu erkennen. H: Sehr grofie fliissigkeitsgefiillte Lasionen nach 14 Wochen.
Vermutlich fuihrte bei der mittleren Lasion auf der rechten Seite der gesetzte Knoten zur Ausbildung einer Art
Doppelzyste.

Vaskularisierung ,»Blaschen“-Bildung Blutgefiillte Lasionen Kontrolle mit 4 Suturen

Abbildung 3.10: Morphologische Besonderheiten. A: Endometriotische Lasion nach 2 Wochen. Deutlich
erkennbar sind die neu ausgebildeten Gefafle in der Lasion sowie im sie umgebenden Peritoneum. B: Nach
14 Wochen war auf einigen der Lasionen in Form von ,Blaschen“-Bildung die Entwicklung weiterer Driisen zu
erkennen, die . C: Ein Tier wies nach 14 Wochen 2 blutgefiillte Lasionen auf, dhnlich den ,Schokoladenzysten® in
der Frau. D: Exemplarisch ein scheinoperiertes Tier (4S) am Tag der Sektion. Zu sehen sind anstatt der Lasionen
die in Form von Knoten am Peritoneum befestigten Suturen.
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Zwei Wochen nach Transplantation der Uterusfragmente waren die Lasionen bereits gut ange-
wachsen und eine Vielzahl neuer Geféflen auf der Lasion sowie auf dem umgebenden Peritoneum
zu erkennen (siehe Abbildung 3.10 A). Die meisten Lésionen hatten sich bereits in sekretgefiillte
Zysten umgewandelt, was eine typische Beobachtung in Nagermodellen ist (46, 68, 156). His-
tologisch waren sie durch eine dilatierte Endometriumsdriise mit umgebenden Stromazellen
charakterisiert. Im Zeitraum bis zu 14 Wochen nahmen die Zysten stets weiter an Volumen zu.
Abbildung 3.9 zeigt exemplarisch Fotos der Lasionen jeweils eines Tieres der Gruppen 2L bzw.
6L an den einzelnen Sektionszeitpunkten. Nach 14 Wochen hatten sich an einigen Léasionen
neben ihrer eigentlich ellipsoiden Form Ausstiilpungen in Form kleiner Blaschen ausgebildet
(siehe Abbildung 3.10 B). Dies war auf weitere sich dilatierende Driisen in der Lasion zuriick-
zufiihren, die ebenfalls begannen sich mit Sekret zu fiillen und daher morphologisch von der
Hauptzyste unterschieden werden konnten. In einem Tier waren zwei der Lasionen mit Blut
gefiillt, was zu einer tiefschwarzen Farbung fithrte und an die sogenannten ,Schokoladenzysten®
in der Frau erinnerte. Schokoladenzysten bilden sich normalerweise durch die zyklusabhéngige
Veranderung des Endometriums mit einhergehender Menstruationsblutung aus. Da die Maus
jedoch keinen klassischen Menstruationszyklus aufweist, ist davon auszugehen, dass wahrend
der Transplantation ein Gefaf3 getroffen wurde, was moglicherweise zu der Einblutung in die

Zysten fiihrte.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Uterustransplantate gut am Peritoneum der Tiere
anwuchsen und bereits nach 2 Wochen durch Ausbildung neuer Blutgefafie vollstdndig vom
Organismus der Maus versorgt wurden. Die zystenartigen Lasionen nahmen iiber den gesamten
Zeitraum signifikant an Gréfle und Gewicht zu. Nach 14 Wochen hatte sich das durchschnittliche
Volumen der Léasionen in den Tieren im Vergleich zum Zeitpunkt nach 2 Wochen in etwa
vervierfacht. Insgesamt kann von einer geeigneten Simulation frither pathologischer Vorgiange
bei der Endometriose ausgegangen werden, die demnach eine Untersuchung von TFF3 bei der

Entstehung endometriotischer Lasionen am Peritoneum erlaubt.

3.2.2 Milzgewicht als Indikator fiir systemische Inflammation

Die Milz ist ein lymphatisches Organ und erfillt wichtige Aufgaben im Immunsystem. Ihre
Vergrofierung kann als Marker fiir das Vorhandensein einer Inflammation im Organismus
herangezogen werden (195). Das in Abbildung 3.11 aufgetragene relative Milzgewicht aus den
durchgefiithrten Experimenten konnte somit Hinweise auf das systemische Entziindungsgesche-

hen in den einzelnen Versuchsgruppen liefern.

Tiere mit transplantierten Uterusfragmenten wiesen im Vergleich zu den Kontrollen ein deutlich
grofleres Milzgewicht auf, welches nach 4 Wochen in Tieren mit 6 Lasionen (6L) statistisch
signifikant erhoht war. Deutlich wurde dies vor allem in Experiment B: Tiere die einer Schein-

operation mit dem Setzen von Suturen unterzogen wurden (4S), ohne Transplantation von
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Uterusfragmenten, hatten ein vergleichbar niedriges Milzgewicht wie die naive Kontrollgruppe
(C), welche keinem operativen Eingriff unterzogen wurde. In allen weiteren Versuchsgruppen, in
denen uterines Gewebe transplantiert wurde, schien das erhohte Milzgewicht eine systemische
Inflammation anzuzeigen. Dieser Effekt war nur zu frithen Zeitpunkten, 2 und 4 Wochen nach
Transplantation, zu beobachten. In dieser Zeit war die Aktivitat der Lasionen durch Anwachsen
an das Peritoneum und Ausbildung neuer Blutgefifle am grofiten. Nach 8 und 14 Wochen
hatten die Milzen aller Versuchsgruppen wieder das Gewicht der Kontrollgruppe angenommen,

demnach war kein erhohter systemischer Inflammationsstatus mehr in den Tieren erkennbar.
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Abbildung 3.11: Milzgewicht an den Zeitpunkten der Sektion (Experiment A, B und C). Das Milzgewicht
in Tieren mit Lasionen war nach 2 und 4 Wochen erhoht im Vergleich zur naiven und zur scheinoperierten
Kontrolle. Tiere mit 6 Lasionen wiesen signifikant erhohte Werte nach 4 Wochen auf. Nach 8 und nach 14 Wochen
normalisierte sich das Milzgewicht in allen betroffenen Gruppen zuriick auf das Kontrollniveau. KG: Kérpergewicht;
C: naive Kontrollgruppe; L: Lasionen; S: Suturen (Faden).

Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: Experiment A+B:
n=7; Experiment C: n=12. Statistik: One Way-ANOVA, “p<0,05; *" p<0,01.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Tiere mit induzierter Endometriose nach 4 Wochen
ein erhohtes Milzgewicht aufwiesen, was gleichbedeutend mit einer verstarkten systemischen

Inflammation in den Tieren war.
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3.2.3 Akute-Phase-Proteine in Seren

Die durch das erhohte Milzgewicht angedeutete systemische Inflammation in den Tieren, sollte
durch die Analyse systemischer Akute-Phase-Proteine weiter untersucht werden. Dafiir wurden
in Experiment B Blutproben 2, 4, 6 und 8 Wochen nach Transplantation der Uterusfragmente

gesammelt und die Konzentration Akuter-Phase-Proteine im Serum bestimmt.
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Abbildung 3.12: Akute-Phase-Proteine SAA-3, Haptoglobin und SAP im Serum. Nach 2 und 4 Wochen
wiesen Tiere mit transplantierten Uterusfragmenten zum Teil signifikant erh6hte Werte im Vergleich zu den
Kontrollen auf. C: naive Kontrollgruppe; L: Lasionen; S: Suturen (Faden).

Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: n=7. Statistik:
One Way-ANOVA, "p<0,05; *"p<0,01; p<0,001.

Fir die Zeitpunkte 2 und 4 Wochen wurden Serum Amyloid A3 (SAA-3), Haptoglobin, Serum
Amyloid P (SAP), C-reaktives Protein (CRP), «2-Makroglobulin, Adipsin, Lipocalin, Saures
Glykoprotein und Pentraxin mittels Luminex® Multiplexanalyse vermessen (Abbildungen 3.12
und 3.13). Die drei Proteine SAA-3, Haptoglobin und SAP fielen durch signifikante Hochregu-
lation nach 2 und 4 Wochen in Tieren mit endometriotischen Lasionen auf (6L, 4S+2L) und
wurden daher zusétzlich fir die Zeitpunkte 6 und 8 Wochen bestimmt (Abbildung 3.12). Zu
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diesen spateren Zeitpunkten nach Endometrioseinduktion konnte keine Erh6hung der Proteine
mehr beobachtet werden. Insgesamt wurden die hchsten Level nach 2 Wochen in der Gruppe
45+2L gemessen. Nach 4 Wochen zeigten sich dann nur noch die SAA-3- und Haptoglobin-Level
der Gruppe 6L signifikant erhoht.
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Abbildung 3.13: Nicht signifikant erhhte Akute-Phase-Proteine im Serum. Experimentelle Endometriose
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderungen der Konzentrationen von CRP, a2-Makroglobulin, Adipsin, Lipocalin,
Saures Glykoprotein und Pentraxin. C: naive Kontrollgruppe; L: Lasionen; S: Suturen (Faden).

Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: n=7. Statistik:
One Way ANOVA.

Ahnlich wie das vergrofierte Milzgewicht bereits vermuten lieS, wiesen erhohte Konzentrationen
von SAA-3, Haptoglobin und SAP nach 2 und 4 Wochen auf eine systemische Inflammation in
Tieren der Gruppe 6L und 45+2L hin. Tiere mit 2L erreichten keine statistische Signifikanz, wie-
sen aber dennoch ebenso erhéhte Werte im Vergleich zur naiven (C) sowie zur scheinoperierten

Kontrollgruppe (4S) auf.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Induktion von Endometriose durch Transplantation
von uterinem Gewebe in das Abdomen der Méuse zu einer signifikanten Erhohung der Akute-
Phase-Proteine SAA-3, Haptoglobin und SAP nach 2 und 4 Wochen fiihrte.
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3.2.4 TFF3-Konzentrationen in Peritoneallavagen

Nachdem bereits eine signifikante Erhohung von TFF3 in Peritonealfliissigkeiten von Frauen
mit Endometriose gezeigt werden konnte (Abschnitt 3.1.2.1 auf Seite 49), war die Bestimmung

der TFF3-Konzentration in den Peritoneallavagen im Mausmodell von besonderem Interesse.
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Abbildung 3.14: TFF3-Konzentrationen in Peritoneallavagen zum Zeitpunkt der Sektion (Experiment
A, B und C). TFF3 war nach 4 Wochen in allen Tieren mit Lasionen signifikant erh6ht im Vergleich zur naiven und
zur scheinoperierten Kontrolle. Tiere mit 6 Lasionen hatten bereits nach 2 Wochen signifikant erhohte TFF3-Werte.
C: naive Kontrollgruppe; L: Lasionen; S: Suturen (Faden).

Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: Experiment A+B:
n=7; Experiment C: n=12. Statistik: One Way ANOVA, "p<0,05; *“p<0,01; ** " p<0,001.

Die TFF3-Messung in den wahrend der Sektion gewonnenen und anschliefend aufkonzen-
trierten Peritoneallavagen erfolgte mittels ELISA. Die Induktion von Endometriose fithrte in
den betreffenden Tieren nach 4 Wochen zu maximalen Werten von 1,323 ng/mL TFF3 (Ab-
bildung 3.14). Bereits nach 2 Wochen stiegen die lokalen TFF3-Level in der Gruppe mit der
maximalen Anzahl an 6 Lasionen hochsignifikant an (6L), wihrend Tiere mit 2 oder 4 Lasionen
nur eine sehr geringe Verdnderung nach oben zeigten (2L, 4L). Nach 4 Wochen wiesen dann alle
Gruppen in Experiment A und B, in denen Endometriose induziert wurde, signifikant erhohte
TFF3-Werte (2L, 4L, 6L, 45+2L) auf. Die naive Kontrollgruppe (C), die keinem operativen Eingriff
unterzogen wurde, hatte zu allen Zeitpunkten eine gleichbleibend niedrige TFF3-Konzentra-
tion (n=28: 0,566 ng/mL + 0,094 ng/mL). Hingegen zeigte die scheinoperierte Kontrollgruppe
aus Experiment B, welcher 4 Suturen gesetzt aber kein uterines Gewebe transplantiert wurde,
nach 4 Wochen ebenso signifikant erhéhte TFF3-Spiegel in den Lavagen (n="7: 0,941 ng/mL
=+ 0,126 ng/mL). Nach 8 und nach 14 Wochen fielen die erhohten TFF3 Level in allen Tieren auf

das Ausgangsniveau der naiven Kontrollgruppe zuriick.
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Die erhohten TFF3-Spiegel in den Experimenten A und B korrelierten hochsignifikant mit
dem jeweiligen Milzgewicht der Tiere (siehe Abbildung 3.15). Gemeinsam mit den erhdhten
Serum-Spiegeln von Akute-Phase-Proteinen zu frithen Zeitpunkten lassen diese Ergebnisse eine
Beteiligung an frithen inflammatorischen und immunologischen Prozessen vermuten, die das

Anwachsen, die Neoangionese und somit die Invasion der Transplantate in das Peritoneum

vorantreiben.
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Abbildung 3.15: Korrelation von TFF3 in Peritoneallavagen mit den Milzgewichten der Tiere. Dargestellt
sind die Versuche A und B. Aufgetragen sind jeweils alle Gruppen zu beiden Zeitpunkten (A: n=56; B: n=70).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass TFF3 in Peritoneallavagen von Tieren mit induzierter
Endometriose zu frithen Zeitpunkten (nach 2 und 4 Wochen) signifikant erh6ht war. Da auch
scheinoperierte Mause erhohte Konzentrationen aufwiesen, wurde TFF3 offenbar auch durch
die eigentliche Verletzung des Peritoneums vermehrt sezerniert, was vermutlich auf seine
Beteiligung an der Wundheilung zuriickzufithren ist. Dieser Effekt wurde aber durch das
Vorhandensein endometriotischer Lisionen noch verstarkt, und fithrte somit zu den hochsten
TFF3-Werten in Tieren mit induzierter Endometriose. Die erhohten TFF3-Level korrelierten

zudem mit dem ebenso erhéhten Milzgewicht der Tiere.
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3.2.5 TFF3-Konzentrationen in Seren

Da TFF3 in Peritonealfliissigkeiten erkrankter Frauen sowie in Mausen mit induzierter Endome-
triose signifikant erhéht war, sollten auch im Mausmodell die TFF3-Spiegel im Serum tiberpriift
werden. Dafiir wurde mittels ELISA die TFF3-Konzentration im Serum ausgewéhlter Gruppen

von Experiment B bestimmt.
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Abbildung 3.16: TFF3-Konzentrationen in Seren ausgewdhlter Gruppen aus Experiment B. Tiere mit
6 Lasionen wiesen nach 4 und 8 Wochen signifikant erniedrigte TFF3-Spiegel im Serum auf. C: naive Kontrollgruppe,
L: Lasionen, S: Suturen (Faden).

Darstellung: Tukey Box Plot mit Median (Querstrich) und Mittelwert (+). Anzahl Tiere/Gruppe: n=7. Statistik:
One Way ANOVA, "p<0,05; ““p<0,01.

In Abbildung 3.16 ist zu sehen, dass die experimentelle Endometriose keine Erh6hung der TFF3-
Konzentration im Serum nach sich zog. Dies deckte sich mit den im Abschnitt 3.1.3 auf Seite 53
dargestellten Serumwerten von Frauen mit Endometriose. Auch in Patientinnen konnten keine

systemisch erhéhten TFF3-Spiegel durch Endometriose beobachtet werden.

Die Daten im Mausmodell zeigten, dass die Induktion von Endometriose in Tieren mit 6 La-
sionen zu einer signifikanten Erniedrigung von TFF3-Leveln im Serum nach 4 und 8 Wochen
fithrte. Dieser Trend war, wenn auch nicht immer signifikant, in allen Tieren mit Lasionen zu
beobachten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass experimentelle Endometriose zu einer Erniedrigung
der TFF3-Serumspiegel fithrte. Dieser Effekt nahm mit der Menge an transplantierten Uterus-

fragmenten zu.
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3.2.6 TFF3-Expression in Lasionen und Uteri

Nachdem TFF3 durch Endometrioseinduktion in Peritoneallavagen betreffender Mause signifi-
kant erhoht war, sollte im nachsten Schritt die Expression von TFF3 mittels immunhistoche-

mischer Farbung in endometrialem Gewebe der Tiere iiberpriift werden.

Abbildung 3.17 zeigt die TFF3-Expression exemplarisch in einer endometriotischen Lasion und
einem Uterus einer Maus 14 Wochen nach Transplantation der Uterusfragmente. Lokalisiert war
TFF3 wie bereits in humanen Endometrioseherden in glandularen und luminalen Epithelzellen.
Auch im Stroma des eutopen und ektopen Endometriums zeigten sich vereinzelte Zellen positiv
gefarbt. TFF3 war in den Lasionen unabhéngig vom Zeitpunkt der Sektion exprimiert. Auch zu
spaten Zeitpunkten, an denen die TFF3-Spiegel in Peritoneallavagen bereits zuriickgegangen
waren, wurde TFF3 in den Lasionen exprimiert. Dies konnte auf eine gewisse ,Verkapselung®
der Lasionen hindeuten. TFF3 war jedoch nicht in allen Lasionen gleich stark vorhanden. Auch

hier war keine Abhangigkeit zum Zeitpunkt nach Transplantation ersichtlich.

Lasion

Uterus

Abbildung 3.17: Immunhistochemische Lokalisation von TFF3 in murinen Lisionen und Uteri. Darge-
stellt ist die TFF3-Expression exemplarisch in einer Lasion sowie im Uterus (14 Wochen nach Transplantation).
TFF3 konnte sowohl im glandularen als auch im luminalem Epithel von Lasionen und Uteri dargestellt werden.
Im Lumen der ektopen Driisen sind Ansammlungen von Lymphozyten und roten Blutkdrperchen zu sehen, die
bei der Immunhistochemie zu einer unspezifischen Braunfarbung fiihren. Pt: Peritoneum; St: Stromazellen; Ep:
Epithelzellen; Gl: glandulares Epithel; Lu: Lumen.

Die Farbung erfolgte auf Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten humanen Schnittpraparaten (4 um). Als
farbgebendes Substrat kam DAB zum Einsatz.
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3.3 TFF3-Studien im endometrialen Zellkulturmodell

3.3.1 TFF3-Regulation durch Stimulation mit 17 3-Estradiol und TNF«x

In nur zwei Publikation wurde bisher die Regulation von TFF3 durch 173-Estradiol (E2) in einem
Zellkulturmodell untersucht und beschrieben (11, 141). Im Zusammenhang mit Endometriose
wire ein solcher E2-Effekt auf die TFF3-Expression von Bedeutung. Wie bereits erlautert, handelt
es sich um eine estrogenabhingige Erkrankung, in der die Aktivitat der Endometrioseherde
durch lokale Estrogenlevel gesteuert wird.

Nach TNF«x-Stimulation wurde in verschiedenen Darmkrebszelllinien eine Herunterregulation
von TFF3 beschrieben. TNF ist bei Endometriose stark heraufreguliert, somit ist auch sein

moglicher Effekt auf die TFF3-Expression von Bedeutung,.

TFF1
TFF3
150 _
*kk EE
S
— A
c -
w
.g 1004 = e T l :l_ i
(7] wk ®
2 * *k%k
o
X
w
] o TFF2
& 50 400+
= -
— s
e '5 300+
0n
g
2 200
0
1h 2h 4h 24h 48h F 100
[3

[ Kontrolle I E2 EE TNFoe EE E2+TNFo

Abbildung 3.18: Relative Genexpression der Trefoilpeptide nach Stimulation mit 17(3-Estradiol
(E2) (10nM), TNFx (10 ng/mL) in ECC-1-Zellen. Die Stimulation erfolgte in serumfreiem Medium, nach-
dem die Zellen zuvor fiir 48 h in Hungermedium (1% CCS) inkubiert wurden.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Expression des jeweiligen Gens normiert auf
HPRT1 als endogenem Referenzgen (= 100 %). Replikate: n = 3. Statistik: Two Way ANOVA; “p<0,05; ““p<0,01; **“p<0,001.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ECC-1-Zellen mit 10 nM E2, mit 10 ng/mL TNFx und mit einer
Kombination beider Stimulanzien behandelt. Um die Zellen fir E2 zu sensibilisieren, wurden sie
zwei Tage vor Versuchsbeginn in Hungermedium (1 % Charcoal Stripped Serum) kultiviert. Die
Stimulation erfolgte in serumfreien Medium mit unterschiedlichen Inkubationsdauern: 1 h, 2 h,
4h, 24h und 48 h.

Abbildung 3.18 zeigt die Expression der Trefoilpeptide in den stimulierten Zellen. Nach bereits
2-stiindiger Inkubation mit E2 wurde TFF3 signifikant heraufreguliert. Nach 4 h erreichte die



TFF3-Studien im endometrialen Zellkulturmodell

Expression wieder annidhernd Kontrollniveau, um nach 24 h erneut leicht, aber nicht signifikant
anzusteigen. Nach 48 h war die Expression zuriick auf Kontrollniveau. Die TNFo-Stimulation
fithrte ab 1h zu einer kontinuierlichen Herunterregulation der TFF3-Expression und erreichte
nach 48h einen hoch signifikanten Tiefpunkt. Bei der TFF3-Expression nach gemeinsamer
Stimulation von E2 und TNF« fiel auf, dass der eigentlich heraufregulierende E2-Effekt génzlich
unterdriickt wurde und nur der herunterregulierende TNFo-Effekt signifikant, bereits nach 4 h
zum Tragen kam. Nach 48 h war die TFF3-Expression durch die Kostimulation sogar starker

erniedrigt als bei alleiniger TNFot-Behandlung.

TFF1 wurde sowohl durch E2 als auch durch TNFa ab 24 h Inkubation signifikant heraufreguliert.
Die kombinierte Gabe von E2 und TNF« fiithrte zu einem additiven Effekt beider Stimulanzien.
Die TFF2-Expression war in ECC-1-Zellen insgesamt nur sehr niedrig ausgepragt. Aus diesem
Grund kam es zu einer breiten Streuung der erhaltenen Werte an der Nachweisgrenze. Die ge-
meinsame Inkubation mit E2 und TNF« fithrte zu einer statistisch signifikanten, aber fraglichen,

Heraufregulation von TFF2 nach 1h und nach 4 h.

Zur Sicherung der gewonnenen Daten beziglich der TFF3-Regulation durch E2, wurde ein
Wiederholungsversuch mit alleiniger E2-Stimulation durchgefiihrt. Statt der tiblichen Triplikate
wurden diesmal neun Replikate bestimmt, um die Aussagekraft des Experiments zu erh6hen.
Da E2-regulierte Gene dafiir bekannt sind, innerhalb sehr kurzer Zeit auf E2-Stimulation zu
reagieren, entfiel fiir das zweite Experiment die Inkubationsdauer von 48 h, dafiir erfolgte ein

zusatzlicher Zeitpunkt nach 40 min.
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Abbildung 3.19: Expression estrogenresponsiver Gene durch E2-Stimulation (10 nM) zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten. Die Stimulation erfolgte in serumfreiem Medium, nachdem die ECC-1-Zellen zuvor fiir 48 h
in Hungermedium (1% CCS) inkubiert wurden.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Expression des jeweiligen Gens normiert
auf HPRT1 als endogenem Referenzgen (= 100 %). Replikate: n=9. Statistik: multipler t-Test mit Beriicksichtigung mehrerer
Zeitpunkte nach der Holm-Sidak-Methode; “"p<0,01; p<0,001.

Um die Sensitivitat der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten ECC-1-Zellen sicherzustellen,
wurde zunéchst die Expression sogenannter estrogenresponsiver Gene bestimmt. FOS und

MYC sind Gene, die mit einer early response (frithen Antwort) in Form von Uberexpression auf
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E2-Stimulation reagieren. Gemeinsam mit PGR (kodierendes Gen fiir den Progesteronrezeptor)
wurden sie im vorliegenden Experiment genauer betrachtet. Abbildung 3.19 zeigt die Expression
von FOS, MYC und PGR nach der E2-Stimulation. Alle drei Gene wurden signifikant heraufre-
guliert, wobei FOS und MYC besonders deutlich nach sehr frithen Zeitpunkten (40 min bis 4 h)
exprimiert wurden. PGR stieg 2 h nach E2-Kontakt kontinuierlich an und hatte sich nach 24 h

im Vergleich zur Kontrolle bereits verdreifacht.
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Abbildung 3.20: Expression der Trefoilpeptide durch E2-Stimulation (10 nM) zu unterschiedlichen Zeit-
punkten. Die Stimulation erfolgte in serumfreiem Medium, nachdem die ECC-1-Zellen zuvor fiir 48 h in Hunger-
medium (1% CCS) inkubiert wurden.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Expression des jeweiligen Gens normiert
auf HPRTT1 als endogenem Referenzgen (= 100 %). Replikate: n=9. Statistik: multipler t-Test mit Beriicksichtigung mehrerer
Zeitpunkte nach der Holm-Sidak-Methode; “p<0,05; ““p<0,01; =" "p<0,001.

Abbildung 3.20 zeigt die Expression aller Trefoilpeptide nach E2-Stimulation. Wie bereits im
ersten Versuch (Abbildung 3.18 auf Seite 66), wurde TFF3 signifikant durch E2 nach 2h und
zuséatzlich nach 24 h heraufreguliert. Auch TFF1 wurde wie zuvor durch E2 ab 2 h konstant
heraufreguliert. Die TFF2-Expression war, wie bereits erwédhnt, nahe der Nachweisgrenze,
weshalb es insgesamt zu einer grofien Streuung der normalisierten Werte kam. Beziiglich seiner

E2-Stimulation ist daher keine Aussage zu treffen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in zwei unabhédngigen Experimenten bereits nach
2h eine signifikante Heraufregulation von TFF3 durch Anwesenheit von 17(3-Estradiol in
ECC-1-Zellen beobachtet werden konnte. Die Stimulation von TNF« fiithrte nach 48 h zu einer

signifikanten Herunterregulation von TFF3.
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3.3.2 Stimulation mit rekombinantem TFF3

Zur Untersuchung der TFF3-Wirkung auf humane endometriale Zellen wurden Stimulationen
mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombinantem TFF3 und verschiedenen Inkuba-
tionsdauern (4 h, 24 h, 48 h) in ECC-1-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde die Wirkung auf die
Expression verschiedener Gene sowie auf die Viabilitat, Proliferation und Apoptose der Zellen

analysiert.

3.3.2.1 Genexpression nach Stimulation mit TFF3 und Kostimulation mit TNF«x

Die Untersuchung von verandertem Expressionsverhalten ausgewéhlter Gene durch TFF3-
Stimulation erfolgte in zwei unabhangigen Versuchen. Im ersten Versuch wurden die Zellen
mit 30 und 100 ng/mL TFF3 sowie mit 10 ng/mL TNF« stimuliert. Da sich keine signifikanten
Effekte bei diesen niedrigen TFF3-Konzentrationen ergaben, wurde ein zweiter Versuch mit 100,
1.000 und 10.000 ng/mL TFF3 durchgefiihrt.

Um den Effekt von TFF3 auf eine durch TNF«x induzierte Wirkung zu beobachten, wurde im
Rahmen des ersten Versuchs auch eine Kostimulation von TFF3 mit TNFx durchgefiihrt. Diese
ergab jedoch keinen Unterschied zu einer alleinigen TNFo-Behandlung. Aufgrund des fehlenden
Effekts wird in den folgenden Abbildungen nur die Expression nach alleiniger TNFo-Stimulation

neben denen der unterschiedlichen TFF3-Konzentrationen dargestellt.
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Abbildung 3.21: Genexpression von TFF3 und TFF1 nach Stimulation mit TFF3 sowie mit TNFx.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Expression des jeweiligen Gens normiert auf
HPRT1 als endogenem Referenzgen (= 100 %). Replikate: n= 3. Statistik: Two Way ANOVA; “p<0,05; ““p<0,01; **“p<0,001.
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In Abbildung 3.21 ist zu sehen, dass durch Stimulation mit TFF3 (1.000 und 10.000 ng/mL) nach
48h in den ECC-1-Zellen die zelleigene Expression von TFF3 signifikant herunterreguliert war.

Die Stimulation mit TNF« fithrte nach 48 h zu einer signifikanten Herunterregulation von
TFF3.

Die TFF1-Expression in den Zellen blieb durch das von aufien zugefiihrte TFF3 unbeeinflusst
und zeigte keinerlei Verdnderungen. Im Gegensatz zu TFF3 wurde TFF1 jedoch durch TNFx ab
24 h deutlich und kontinuierlich heraufreguliert. Nach 48 h zeigte sich die TFF1-Expression im
Vergleich zur Kontrolle verdoppelt.

Eine Eigenschaft von TFF3 ist es, im Rahmen der Wundheilung die Migration von Epithelzellen
zu bewirken. Dafiir ist eine Auflosung des Zell-Zell-Kontaktes Voraussetzung, welche durch
Herunterregulation bestimmter Adhasionsmolekiile gesteuert werden kann. Um dies im vor-
liegenden Modell zu untersuchen, wurde die Expression von «-, 3- und y-Catenin sowie von
E-Cadherin und Adenomatous polyposis coli (APC) bestimmt. Abbildung 3.22 auf der nachsten
Seite zeigt, dass TFF3-Stimulation keinen Einfluss auf die Expression von «-, 3- und y-Catenin
hatte. TNFx hingegen fiihrte zu einer Heraufregulation aller drei Catenine. y-Catenin war
nach 24 h, x- und 3-Catenin waren nach 48 h signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrolle.
Auch die Expression von E-Cadherin blieb von einer Stimulation durch TFF3 unbeeinflusst
(Abbildung 3.22), wurde aber wie die der Catenine durch TNF« signifikant heraufreguliert (ab
24 h).

APC hingegen wurde ab einer Konzentration von 1.000 ng/mL TFF3 bereits nach 4 h und mit
einer Konzentration von 100 ng/mL nach 48 h signifikant herunterreguliert.

Die Stimulation mit TNF« fithrte dhnlich wie bei den Cateninen zu einer signifikanten Uberex-
pression von APC (nach 48 h).

Im Rahmen des ersten Experiments, bei der eine Stimulation nur mit niedrigen TFF3-Konzentra-
tionen (30 und 100 ng/mL) bzw. mit TNFx erfolgte, waren zusétzlich auch die Expression von
TFF2, ERx und MUCS5B bestimmt worden, welche in Abbildung 3.23 dargestellt sind. TFF2 zeigte
sich insgesamt in ECC-1-Zellen nur sehr gering exprimiert, deshalb kam es bei den normali-
sierten Werten teilweise zu einer groflen Standardabweichung der ermittelten Expressionsdaten.
Nach 48 h ergab sich ein signifikanter Anstieg von TFF2 durch 100 ng/mL TFF3 sowie durch
TNF«x-Stimulation. Die Expression von ERx wurde durch TFF3-Stimulation nicht signifikant
beeinflusst. Durch TNF«x ergab sich eine Heraufregulation von ER«, die nach 48 h signifikant
war. Die Expression von MUC5B, welches im Uterus gemeinsam mit TFF3 vorliegt, wurde durch
die Stimulation mit TFF3 nicht beeinflusst.
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Abbildung 3.22: Genexpression von «-, 3-, y-Catenin, E-Cadherin und APC nach Stimulation mit TFF3
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Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Expression des jeweiligen Gens normiert auf
HPRT1 als endogenem Referenzgen (= 100 %). Replikate: n= 3. Statistik: Two Way ANOVA; “p<0,05; ““p<0,01; “**p<0,001.
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Abbildung 3.23: Genexpression von TFF2, ERxt und MUC5B nach Stimulation mit TFF3 sowie mit TNFx
in ECC-1-Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der relativen Expression des jeweiligen Gens normiert auf
HPRT1 als endogenem Referenzgen (= 100 %). Replikate: n = 3. Statistik: Two Way ANOVA; “p<0,05; ““p<0,01; **“p<0,001.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Stimulation mit TFF3 zu einer signifikanten Herun-
terregulation der zelleigenen TFF3-Expression fithrte. Des Weiteren wurde APC durch TFF3
bereits nach 4 h signifikant herunterreguliert, wobei die Expression der Catenine und von
E-Cadherin unverandert blieb. APC ist im Rahmen des Wnt-Signalwegs am Abbau von (3-
Catenin beteiligt und hat somit modulierende Wirkung auf die Stabilitat des Zelladhésionskom-
plex aus Cateninen und E-Cadherin. Dies konnte im Rahmen der Endometriose von Bedeutung

sein.

3.3.2.2 Zellviabilitat, Apoptose und Proliferation nach Stimulation mit TFF3 und Ko-

stimulation mit TNFx

Fiir die physiologische Funktion von TFF3 werden in der Literatur die Beteiligung an Repara-
turvorgingen der beschadigten Darmmukosa beschrieben sowie Effekte auf die Zellviabilitat.
Zudem zeigten In-vitro-Untersuchungen in Darmzellen anti-apoptotische Eigenschaften fiir

TFF3, wohingegen die Beeinflussung der Zellproliferation unklar ist.

Um den Effekt von TFF3 auf Viabilitat, Apoptose und Proliferation von endometrialen Zellen zu
untersuchen, wurden ECC-1-Zellen zunachst mit 30 und 100 ng/mL TFF3 stimuliert (A), parallel
erfolgte eine Kostimulation von analogen TFF3-Konzentrationen gemeinsam mit 10 ng/mL
TNFo. Neben seiner pro-apoptotischen Wirkung, spielt TNFx eine wichtige Rolle bei der
progressiven Entwicklung der Endometriose. Es ist sowohl im Serum als auch in Peritonealfliis-
sigkeiten betroffener Frauen erhoht. Die hier durchgefiihrte kombinierte Stimulation von TFF3
mit TNFx sollte einen inflammatorischen Zustand in den Zellen simulieren, so wie er auch in

der Endometriose auftritt.
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Um die Wirkung hoherer TFF3-Konzentrationen zu untersuchen, wurde wie bereits im vorherge-
henden Kapitel beschrieben, ein zweiter unabhangiger Versuchsdurchgang (B) durchgefiihrt mit
100, 1.000 und 10.000 ng/mL TFF3. Auch hier erfolgte parallel eine Kostimulation mit 10 ng/mL
TNF«. Im Folgenden werden die Versuche A und B mit den verschiedenen eingesetzten TFF3-

Konzentrationen jeweils mit Mono- und Kostimulation untereinander aufgefiihrt.

Zellviabilitiat mittels CellTiter Glo®

Mittels des CellTiter-Glo® (Promega) wurde der Einfluss von TFF3 alleine und in Kombination
mit TNF« auf die Viabilitit endometrialer Zellen untersucht. Sein Prinzip basierte auf der
Bestimmung des ATP-Gehalts als Maf} fiir die metabolische Aktivitat der Zellen.

Wie in Abbildung 3.24 zu erkennen, kam es bei der Stimulation mit TFF3 ab einer Konzentration
von 100 ng/mL zu einer erh6hten Viabilitdt endometrialer Zellen nach 48 h (A+B). Bei einer
gleichzeitigen Gabe von 10 ng/mL TNFx kehrte sich dieser Effekt hingegen ins Gegenteil um.
Je hoher die gleichzeitige TFF3-Konzentration, desto geringer war die Viabilitat der Zellen im
Vergleich zur Kontrolle. Dies war schon nach einer 4-stiindigen Inkubation zu erkennen und

verstarkte sich nach 24 h und 48 h weiter.
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Abbildung 3.24: Zellviabilitit mittels CellTiter Glo® in endometrialen ECC-1-Zellen nach Stimulation mit
verschiedenen TFF3-Konzentrationen fiir 4 h, 24 h, oder 48 h (links). A: 30 und 100 ng/mL TFF3, B: 100, 1.000 und
10.000 ng/mL TFF3. Parallel erfolgte eine Kostimulation mit 10 ng/mL TNF« (rechts). RFU: Relative Fluorescence
Unit, griine gepunktete Linie: Kontrollwert nach 4 h ohne TFF3- oder TNFax-Stimulation.
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Zellviabilitat und Apoptose mittels ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay

Zur genaueren Analyse der in dem Viabilititsassay beobachteten Wirkung von TFF3 alleine
sowie in Kombination mit TNFx in endometrialen Zellen wurde im Folgenden auf einen
Multiplex-Assay der Firma Promega zuriickgegriffen. Dieser ermoglichte es in ein und demselben
Well neben der Viabilitat auch die induzierte Apoptose in den Zellen zu messen. Dadurch
konnten interindividuelle Variationen zwischen verschiedenen Versuchsplatten vermieden und
eine Aussage zum Zusammenhang zwischen Viabilitdt und Apoptose in den verschiedenen

Behandlungsgruppen gemacht werden.

Die in griin dargestellte Viabilitdt in Abbildung 3.25 zeigte denselben Verlauf wie bereits durch
Messung mit dem CellTiter-Glo® in Abbildung 3.24 beobachtet wurde. Die Stimulation mit
TFF3 ab einer Konzentration von 100 ng/mL lief eine verbesserte Viabilitat der endometrialen
Zellen erkennen. Bei einer gleichzeitigen Gabe von 10 ng/mL TNF«x kehrte sich dieser Effekt
ins Gegenteil um. Je hoher die TFF3-Konzentration bei der Kostimulation, desto geringer war
die Viabilitat der Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Dieser Effekt war bei einer Konzentration
von 100 ng/mL TFF3 mit TNF« bereits nach 4 h zu erkennen. Eine Konzentration von nur
30 ng/mL TFF3 schien nicht ausreichend zu sein, um einen Effekt auf die Zellviabilitit zu haben,
sowohl mit als auch ohne TNFx-Kostimulation. Der in Abbildung 3.25 rot dargestellte Verlauf
der Apoptose zeigt nur geringe Verdnderungen zwischen den einzelnen Konzentrationen bei
alleiniger Stimulation mit TFF3. Bei der Kostimulation mit TNFx nach 48 h wurde deutlich,
dass TFF3-Konzentrationen ab 1.000 ng/mL die pro-apoptotische Wirkung des TNF« noch
verstarkten, wahrend zeitgleich die Viabilitat deutlich absank.
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Abbildung 3.25: Zellviabilitit und Apoptose mittels ApoLive-Glo™ Multiplex-Assay in endometrialen
ECC-1-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen TFF3-Konzentrationen fiir 4 h, 24 h, oder 48 h (links). A: 30 und
100 ng/mL TFF3, B: 100, 1.000 und 10.000 ng/mL TFF3. Parallel erfolgte eine Kostimulation mit 10 ng/mL TNFx
(rechts). RFU/RLU: relative fluorescence/luminescence unit; gepunktete Linie: Kontrolle nach 4 h ohne TFF3- bzw.
TNFa-Stimulation.
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Zellproliferation mittels BrdU-Inkorporations-Assay

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, war die reduzierte Viabilitat bei hohen TFF3-
Konzentrationen mit TNFo-Kostimulation vermutlich auf einen Anstieg der Apoptose zuriickzu-
fithren. Die gesteigerte Viabilitat war jedoch durch alleinige TFF3-Gabe sowie die Reduzierung
bei niedrigen TFF3-Konzentrationen mit TNFo-Kostimulation nicht durch eine veranderte Apop-
tose erklarbar. Aus diesem Grund wurde ein BrdU-Inkorporations-Assay angeschlossen, welcher
Informationen iiber die Proliferation der Zellen liefern sollte. Durch den Einbau des Thymidin-
Analogon BrdU in die DNA wéhrend der Zellteilung konnte das Ausmafl der Proliferation

bestimmt werden.

Abbildung 3.26 zeigt die Proliferation der Zellen nach Stimulation mit verschiedenen TFF3-
Konzentrationen. Analog der Viabilitatsmessung war durch steigende TFF3-Konzentration ein
ahnlich leichter, aber nicht signifikanter Anstieg der Proliferation zu erkennen. Auffallig war der
sehr deutliche Abfall der Proliferationsrate bei einer kombinierten Gabe von TFF3 und TNF .
Nach 24 h fiihrte bereits eine Konzentration von 30 ng/mL TFF3 bei der Anwesenheit von TNFo

zu einer deutlichen Herabsetzung der Proliferationsrate im Vergleich zu TNF«x alleine.
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Abbildung 3.26: Proliferation mittels BrdU-Inkorporations-Assay von endometrialen ECC-1-Zellen nach Sti-
mulation mit verschiedene TFF3-Konzentrationen fiir 4 h, 24 h, oder 48 h (links). A: 30 und 100 ng/mL TFF3, B: 100,

1.000 und 10.000 ng/mL TFF3. Parallel erfolgte eine Kostimulation mit 10 ng/mL TNF« (rechts). A: Absorption;
blaue gepunktete Linie: Kontrollwert nach 4 h ohne TFF3 oder TNFo Stimulation.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TFF3 alleine ab einer Konzentration von 100 ng/mL
zu einer gesteigerten Viabilitat der Zellen fithrte. Durch gleichzeitige Stimulation mit TNFx
hingegen kehrte sich dieser Effekt deutlich um: Mit steigender TFF3-Konzentration war ein
sehr deutlicher Riickgang von Viabilitat und Proliferation zu verzeichnen. Der pro-apoptotische
Effekt des TNFo« wurde nach 48 h durch die Anwesenheit von TFF3 drastisch verstarkt.

3.3
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Die Endometriose ist eine der haufigsten gynakologischen Erkrankungen und betrifft in etwa
jede zehnte Frau im Alter zwischen 15 und 50 Jahren. Da die genaue Ursache und Entstehung
der Endometriose bis heute nicht geklart ist, stellt sie ein noch immer deutlich unterschatztes
Problem von medizinischer und volkswirtschaftlicher Relevanz dar. Aus diesem Grund ist es
von grof3er Wichtigkeit, weitere an der Pathophysiologie beteiligte Faktoren zu identifizieren,

um darauf basierend neue Therapieansatze zu entwickeln.

Das in den 90er Jahren erstmals beschriebene Schleimhautprotein Trefoil factor 3 (TFF3) ist ne-
ben seinen protektiven und regenerativen Eigenschaften, vermutlich durch seine pro-invasiven
und pro-angiogenen Wirkungen auch an der Entstehung und Entwicklung verschiedenster

Tumore, wie z. B. dem Endometriumskarzinom beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Expression von TFF3 in Endometriose gezeigt
werden. Es war sowohl in peritonealen Endometrioseherden exprimiert als auch signifikant in
der Peritonealfliissigkeit erkrankter Frauen und im Mausmodell erh6ht. Zudem korrelierten die
TFF3-Spiegel mit weiteren an der Pathophysiologie beteiligten Faktoren. Im Serum erkrankter
Frauen waren keine erhohten TFF3-Konzentrationen zu beobachten. Dafiir zeigte sich eine
zyklusabhangige Regulation systemischer TFF3-Spiegel wahrend des Menstruationszyklus. Im
endometrialen Zellkulturmodell wurde die TFF3-Expression durch 17(3-Estradiol (E2) herauf-
reguliert und durch TNFx herunterreguliert. Die Behandlung mit rekombinantem TFF3 fiihrte in
den Zellen zu einer Herunterregulation von Adenomatous polyposis coli (APC) und verstéarkte

durch eine gemeinsame Stimulation mit TNFx dessen pro-apoptotischen Effekte deutlich.

Zusammenfassend geben die in dieser Arbeit prasentierten Daten erstmals Einblick in die
Expression und Regulation von TFF3 in der Endometriose und erlauben erste Vermutungen tiber
dessen Wirkung im Rahmen der Pathogenese. Diese sollen im Folgenden genauer betrachtet

und diskutiert werden.
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4.1 TFF3 in klinischer und experimenteller Endometriose

4.1.1 Regulierte Proteine in der Peritonealfliissigkeit

Die Peritonealfliissigkeit ist ein sogenanntes Transsudat, das aufgrund kolloidosmotischer Druck-
gefille (vorwiegend aus Plasma und Ovar) durch Gefalwande und Epithelien in den Bauchraum
hindurch treten kann (115). Die grofle Oberflache des Peritoneums erlaubt zudem die Diffusion
zahlreicher niedermolekularer Stoffe aus dem Plasma in das Abdomen (238).

Die Zusammensetzung zwischen der Peritonealfliissigkeit gesunder und an Endometriose
erkrankter Frauen unterscheidet sich durch eine erhéhte Anzahl an Immunzellen sowie ei-
ner erhohten Konzentration von pro-inflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfakto-
ren (116, 159). Endometriotische Lasionen im Bauchraum fithren zu einem lokalen Anstieg
aktivierter Makrophagen, die unter anderem TNFe, IL-1 und IL-6 freisetzen und die Entste-
hung lokaler Entzindungsherde begiinstigen (81, 233). Durch den inflammatorischen Einfluss
werden auch mesotheliale und endometriotische Zellen zur Freisetzung weiterer Zytokine und
Wachstumsfaktoren stimuliert (159). Daneben ist in der Peritonealfliissigkeit von Frauen die
freie E2-Konzentration deutlich hoher als im Plasma, wo Steroidhormone zu einem Grof3teil
an Transportproteinen gebunden vorliegen (116). Wahrend der ersten Halfte des Menstrua-
tionszyklus wird durch den heranwachsenden Follikel im Ovar zunéchst konstant E2 in den
Peritonealraum abgegeben. Bei der durch die Ovulation bedingten Ruptur des Follikels wird sein
gesamter Inhalt in den Bauchraum entleert, was kurzzeitig zu einer 100-mal héheren E2-Kon-
zentration, als zu der im Plasma fithrt (116). Da die Peritonealfliissigkeit in direktem Kontakt mit
den im Bauchraum befindlichen Lasionen steht, beeinflussen die enthaltenen pro-inflammato-
rischen Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone die Invasion und Proliferation von ektopen

endometriotischen Zellen starker als etwa zirkulierende Faktoren im Plasma (159, 238).

4.1.1.1 TFF3

Die vorliegende Arbeit zeigte erstmals eine signifikante Erh6hung der TFF3-Konzentration in
Peritonealfliissigkeiten von Frauen mit Endometriose. Die histologische Analyse von endome-
triotischen Lasionen bestatigte deren lokale TFF3-Expression im glanduldren Epithel. Daher ist
anzunehmen, dass die Ursache der erhohten TFF3-Konzentration auf die peritonealen Endome-
trioseherde zuriickzufiihren ist. TFF3 wird vermutlich durch diese in den Bauchraum sezerniert
und kann dadurch sowohl auto- als auch parakrin auf benachbarte Zellen eine Wirkung austiben.
Die TFF3-Konzentration in den Peritonealfliissigkeiten zeigte keine Korrelation mit dem rAFS-
Schweregrad der Endometriose (revised American Fertility Society Score). Dies konnte auf eine
unterschiedliche Aktivitit einzelner Lasionen zuriickzufithren sein, welche bei der angewende-
ten Klassifizierungsmethode nur ungeniigende Beriicksichtigung findet.

Auch durch experimentell erzeugte Endometriose im Mausmodell waren signifikant erhéhte



TFF3 in klinischer und experimenteller Endometriose

TFF3-Spiegel in den Peritoneallavagen der Tiere zu verzeichnen. Die Endometrioseinduktion war
durch Transplantation von Uterusfragmenten aus syngenen Spendern an das Peritoneum erfolgt.
Zur Simulation verschiedener Endometriose-Schweregrade war den Tieren eine unterschied-
liche Anzahl an Uterusfragmenten transplantiert worden. Die hochsten TFF3-Spiegel wurden
in den Tieren mit den meisten Lasionen gemessen. Im Mausmodell kann davon ausgegangen
werden, dass alle Lasionen in einem vergleichbaren Aktivitatsstadium waren und daher bei
insgesamt mehr endometriotischem Gewebe dementsprechend mehr TFF3 in den Peritoneal-
raum sezerniert werden konnte. Die erhohten TFF3-Spiegel in den murinen Peritoneallavagen
waren bis vier Wochen nach Transplantation zu beobachten. Zu spateren Zeitpunkten wiesen
Tiere mit und ohne induzierter Endometriose vergleichbar niedrige TFF3-Konzentrationen auf.
Dies konnte ein Indiz dafiir sein, dass TFF3 vor allem zu Beginn an der Implantation von ekto-
pen endometrialen Zellen in das Peritoneum beteiligt ist. Die immunhistochemische Analyse
muriner Lasionen zeigte allerdings auch zu spéteren Zeitpunkten eine TFF3-Expression in den
Epithelzellen. Das Ausbleiben erhéhter TFF3-Spiegel in Peritoneallavagen zu dieser Zeit konnte
mit der morphologischen Umwandlung des murinen endometriotischen Gewebes in Zysten und
mit der Ausbildung nach aufen hin abgeschlossener Driisen in Verbindung stehen. Nachdem
Implantation und Neoangiogenese des endometriotischen Gewebes abgeschlossen waren, wurde
TFF3 womdglich durch die luminalen Epithelzellen in das Innere der Zyste sezerniert und
gelangte von Stromazellen umschlossen vermutlich nicht mehr in den Peritonealraum der Tiere.
TFF3 wird als eine Art lokales Akute-Phase-Protein unmittelbar nach mukosalen Verletzungen
heraufreguliert und starker sekretiert (209). Diese Eigenschaft konnte der Grund des leichten
TFF3-Anstiegs auch in den scheinoperierten Kontrollen sein. Wahrend die naive Kontrollgruppe
keinem operativen Eingriff unterzogen wurde, waren den scheinoperierten Tieren zur Simula-
tion der Transplantation, Suturen in das Peritoneum gesetzt worden. Die durch die Operation
entstandene Verletzung des peritonealen Mesothels konnte zu dem leichten TFF3-Anstieg in
den Peritoneallavagen gefiihrt haben. Dies zeigt, dass vermutlich auch mesotheliale Epithel-
zellen in der Lage sind, TFF3 zu produzieren. In Tieren mit induzierter Endometriose waren
die hochsten TFF3-Konzentrationen zu messen, was demzufolge auf das Vorhandensein der

endometriotischen Lasionen zuriickzufithren war.

4.1.1.2 Auswahl relevanter Proteine

In den humanen Peritonealfliissigkeiten wurden neben TFF3 noch weitere fiir die Pathophysio-
logie der Endometriose potenziell relevanten Proteine bestimmt. Dabei wiesen die lokalen
Konzentrationen von Cancer-Antigen 125 (CA 125), Interleukin (IL)-8, Monozyten-Chemo-
attraktorprotein-1 (MCP-1), Matrix-Metalloproteinase (MMP)-7 und Granulozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor (G-CSF) signifikant positive Korrelationen mit den gemessenen TFF3-
Spiegeln auf. TFF3 konnte demzufolge an dhnlichen Prozessen der Endometriose-Entwicklung

involviert sein, wie die genannten und in der Literatur teils haufig beschriebenen Faktoren.

4.1
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Das bekannteste Markerprotein fiir Endometriose ist CA 125. Es wurde durch seine Herauf-
regulation in erkrankten Frauen zeitweise als systemisch-diagnostischer Biomarker gehan-
delt (152). Da es aber genauso oft bei anderen benignen und malignen Erkrankungen erhoht ist,
insbesondere beim Ovarialkarzinom, hat es durch seine geringe Spezifitit keine Bedeutung in
der Endometriose-Diagnostik erlangt (152). CA 125 ist ein membranintegriertes Glykoprotein
und wird unter anderem von Epithelzellen des Reproduktionstrakts und des Peritoneums expri-
miert. Im Serum von Frauen mit Endometriose ist es insbesondere bei fortgeschrittenen Stadien
erhoht (12, 44), wahrend es in der Peritonealfliissigkeit fiir die Erkennung frither Stadien eine
bessere Sensitivitat aufzuweisen scheint (6). Amaral et al. beschrieb eine positive Korrelation
zwischen CA 125-Spiegeln in Serum und Peritonealfliissigkeit (6), wéahrend andere Autoren
keinen Zusammenhang zwischen systemischen und lokalen Konzentrationen feststellen konn-
ten (67, 99, 203). In der vorliegenden Arbeit war CA 125 in den Peritonealfliissigkeiten von
Frauen mit Endometriose im Vergleich zu den Kontrollen signifikant heraufreguliert. Dabei
zeigten sich die hochsten Mittelwerte sowohl fiir das fortgeschrittene Stadium rAFS IV als auch
bei Rezidiv-Patientinnen im Stadium rAFS I. Auch fiir einen weiteren membranintegrierten
Tumormarker, CA 19-9, sind erhéhte Spiegel in Frauen mit Endometriose beschrieben wor-
den (84, 120). Korrelationen mit dem Erkrankungsstadium zeigten sich im Serum, nicht aber in
der Peritonealfliissigkeit. In der vorliegenden Studie ergab sich zwar fiir das rAFS-Stadium IV
eine signifikante Heraufregulation, jedoch wiesen die Werte insgesamt viele Ausreifler und

daher eine grof3e Streuung auf. Eine eindeutige Aussage zu CA 19-9 war daher nicht méglich.

Das pro-inflammatorische Zytokin IL-8 wird von Makrophagen sowie von endometriotischen
und mesothelialen Zellen sezerniert. Durch seine pro-angiogenen Eigenschaften wird eine
Beteiligung an der Neoangiogenese ektoper Lasionen vermutet (172). Arici et al. beobachteten
nach IL-8-Stimulation in-vitro eine gesteigerte Zellproliferation und Adhésionsbereitschaft
endometrialer Stromazellen (7, 9). In Peritonealfliissigkeiten wurden bereits mehrfach erhohte
IL-8-Konzentrationen fiir Frauen mit Endometriose beschrieben. Dabei zeigten sich sowohl
positive (33, 137, 165, 178) als auch negative Korrelationen mit dem jeweiligen Erkrankungssta-
dium (73). In Einklang mit den widerspriichlichen Literaturdaten waren in der vorliegenden
Studie IL-8-Spiegel in Frauen mit den rAFS-Stadien I und IV signifikant erhoht. IL-8 konnte dem-
nach sowohl zu Beginn bei der Implantation und Neoangiogenese als auch in fortgeschrittenen

Stadien an der Proliferation ektoper Endometriumszellen beteiligt sein.

Daneben spielen Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) in der Endometriose eine bedeutende Rolle
durch den Ab- und Umbau extrazellularer Matrix bei der Invasion endometrialer Zellen in das
Peritoneum. Es konnte wiederholt gezeigt werden, dass MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 und
MMP-9 in Endometrioseherden ein verandertes Expressionsmuster im Vergleich zum gesunden
Endometrium aufweisen (96). Ihre Expression wird vor allem durch E2 und Zytokine, wie IL-1
und TNF« induziert (176). In dieser Arbeit waren MMP-1, MMP-7, MMP-10 und TIMP-1 in der

Peritonealfliissigkeit von Frauen mit Endometriose zum Teil signifikant erhéht. MMP-3 zeigte
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sich als einzige Metalloproteinase signifikant erniedrigt. In-vitro-Studien in einem Arthrosemo-
dell zeigten, dass TFF3 die Expression von MMPs aktivieren konnte und somit vermutlich in
der Lage ist, modulierend auf Umbauprozesse extrazellularer Matrix zu wirken (176). MCP-1 ist
eines der wichtigsten und potentesten chemotaktischen Zytokine zur Rekrutierung und Aktivie-
rung von Monozyten und Makrophagen (198). Es wird von verschiedenen Immunzellen sowie
von endometriotischen und mesothelialen Zellen sezerniert (197, 236, 237). Die Produktion von
MCP-1 wird durch IL-1 und TNF« stimuliert (61). In Frauen mit Endometriose wurden erhohte
Konzentrationen beschrieben, wobei in der Peritonealfliissigkeit die hochsten Werte wéahrend
friher Stadien gemessen wurde (5, 8). Die Autoren vermuteten daher eine wichtige Rolle fir
MCP-1 insbesondere bei der Entstehung der Erkrankung (197). In der vorliegenden Studie zeigte
MCP-1 aufgrund einer grofien Streuung von Einzelwerten keinen signifikanten Unterschied
zwischen Frauen mit und ohne Endometriose, auch wenn ein Trend zu hoheren Werten bei
erkrankten Frauen zu erkennen war. Da besonders hohe Einzelwerte sowohl in frithen als auch
in spaten Stadien auftraten, konnte kein Zusammenhang mit dem Schweregrad ausgemacht

werden.

Kolonie-stimulierende Faktoren (CSFs) sind in erster Linie hdmatopoetische Wachstumsfaktoren,
die stimulierend auf die Proliferation unreifer Vorlauferzellen des hamatopoetischen Systems
wirken. In Frauen mit Endometriose wurden in vorangegangenen Studien erhohte Konzentratio-
nen von Makrophagen-Kolonie-stimulierenden-Faktor (M-CSF) und Granulozyten-Makropha-
gen-Kolonie-stimulierenden-Faktor (GM-CSF) beschrieben. G-CSF fand im Zusammenhang mit
Endometriose bisher noch keine Erwahnung.

In der vorliegenden Studie waren die Konzentrationen von G-CSF in den Peritonealfliissigkeiten
erkrankter Frauen signifikant heraufreguliert. Die Werte zeigten zudem eine hochsignifikante
Korrelation mit den TFF3-Spiegeln. G-CSF wird bei Entziindungen und Infektionen ausgeschiit-
tet und wirkt aktivierend auf neutrophile Granulozyten sowie stimulierend auf deren Produktion.
Exprimiert wird es sowohl in Makrophagen als auch in Mesothelzellen des Peritoneums und in
endometrialen Epithel- und Stromazellen, insbesondere in Deziduazellen wahrend der Sekre-
tionsphase und in der Plazenta (123, 179, 205). In-vitro lief sich die G-CSF-Produktion durch
Stimulation mit IL-1 und TNF«x aktivieren (113, 123, 221). G-CSF war zudem in der Lage, die
Proliferation und Migration endothelialer Zellen zu bewirken und scheint daher auch in der
Neoangiogenese eine Rolle zu spielen (31, 221).

Neutrophile Granulozyten (kurz: Neutrophile) stellen die groite Gruppe der Leukozyten im Blut
dar und sind die ersten Immunzellen in geschadigtem oder entziindetem Gewebe. Sie gehoren
wie die Makrophagen zum angeborenen unspezifischen Immunsystem und sind in der Regel
fir die Phagozytose von Krankheitserregern zustédndig. Neben der initialen Immunantwort
spielen sie auch eine wichtige Rolle bei der Wundheilung. Nach Aktivierung schiitten Neutro-
phile verschiedene pro-inflammatorische Zytokine, MMPs und VEGF aus und sind demnach

an Umbauprozessen extrazelluldrer Matrix und an der Angiogenese beteiligt (89). Wahrend
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vor allem in frithen Stadien der Endometriose die Anzahl an Makrophagen besonders hoch ist,
wurden fiir Neutrophile zu allen Zeitpunkten und Schweregraden deutlich erhohte Werte in der
Peritonealfliissigkeit beschrieben (206). Dennoch finden sich bisher nur wenige Studien, die die
Rolle der Neutrophilen im Rahmen der Endometriose genauer untersuchten (89). Insgesamt kann
G-CSF demnach nicht nur als reiner hdmatopoetischer Wachstumsfaktor betrachtet werden,

sondern auch als ein Modulator akuter und chronischer Inflammation (65, 87, 103).

Dartiber hinaus spielt das vaskuldre Zelladhdsionsmolekiil-1 (VCAM-1) eine wichtige Rolle bei
der systemischen Rekrutierung von Leukozyten, durch seine Beteiligung an deren transendothe-
lialer Migration in inflammatorische Areale. VCAM-1 ist ein transmembranédres Glykoprotein
und gehort der Immunglobulin-Superfamilie an. Neben Endothelzellen und Makrophagen wird
es auch auf stromalen und epithelialen Endometriumszellen exprimiert (50, 110). Die Expression
wird durch Stimulation mit TNF, IL-1 und IFNYy aktiviert (50). Auch wenn es bisher nur
wenige Daten zu VCAM-1 in der Endometriose gibt, ist eine Beteiligung an Entziindungs- und
Adhésionsvorgiangen basierend auf den vorhandenen Publikationen denkbar. Bisherige Studien
zeigten systemisch erhohte Konzentrationen von in Plasma gelostem VCAM-1, insbesondere
bei fortgeschrittener Endometriose (13, 49). In der Peritonealflissigkeit von fiinf Frauen mit
Endometriose und acht Kontrollen, zeigte sich kein Unterschied zwischen den VCAM-1-Kon-
zentrationen (49). In der vorliegenden Studie hingegen war es in der Peritonealfliissigkeit von
Frauen mit Endometriose signifikant erniedrigt, insbesondere im Stadium rAFS I. Dies konnte
zum einen darin begriindet sein, dass die Zellen bei Endometriose weniger VCAM-1 exprimieren
oder es aus unbekannten Griinden zu einer reduzierten Ablésung von der Zellmembran kommt

und demnach weniger 16sliches VCAM-1 nachzuweisen ist.

4.1.2 TFF3 im Rahmen systemischer Inflammation

Die Reaktion verschiedener Gewebe auf Verletzungen und Infektionen driickt sich meist in
Form einer unspezifischen Immunantwort mit lokaler Entziindung aus. Die dabei stattfindende
Permeabilisierung von Gefafien erlaubt die Leukozyteninfiltration in das geschéadigte Areal. Die
aktivierten Immunzellen setzen verschiedene Mediatoren, wie z. B. IL-1, IL-6 und TNF« frei und
initiieren dadurch die systemische Immunantwort mit dem Anstieg von Akute-Phase-Proteinen
im Serum (200). Durch die wahrend der Menstruation retrograd in den Bauchraum eingewan-
derten Endometriumszellen, konnen dhnliche Prozesse ausgeldst werden, wobei noch unklar ist,
ob und inwiefern eine systemische Immunantwort in der Endometriose von Bedeutung ist (3).
Akute-Phase-Proteine sind in der Lage durch Neutralisierung inflammatorischer Agenzien eine
Schadigung des umliegenden, nicht betroffenen Gewebes zu reduzieren, die Ausbreitung von
Infektionen zu verhindern und die Wundheilung zu unterstiitzen. Sie werden primar von Hepa-
tozyten in der Leber gebildet. Einige wenige konnen auch von anderen Zelltypen, wie etwa von

aktivierten Makrophagen oder Endothelzellen sezerniert werden (142, 200). Die Konzentrations-
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bestimmung von Akute-Phase-Proteinen im Serum wird sowohl beim Menschen als auch beim
Tier im Rahmen der Diagnostik fiir im Organismus stattfindende inflammatorische Prozesse

herangezogen.

Im Mausmodell dieser Arbeit konnten bis zu vier Wochen nach Endometrioseinduktion syste-
misch erhohte Spiegel der Akute-Phase-Proteine Serum Amyloid A3 (SAA-3), Serum Amyloid P
und Haptoglobin beobachtet werden.

SAA-3 gehort zu der Familie der Apolipoproteine und liegt im Serum an High-Density-Lipopro-
teinen (HDLs) gebunden vor. Im Gegensatz zu SAA-1 und SAA-2 wird es auch von Makrophagen
gebildet und kann daher ohne systemische Aktivierung lokal sezerniert werden (142). SAP ge-
hort wie das C-reaktive Protein (CRP) zur Pentraxin-Familie. Speziesabhingig agiert meist nur
eines der beiden als Akute-Phase-Protein. Im Menschen wird CRP im Rahmen einer Inflam-
mation innerhalb weniger Stunden heraufreguliert, wahrend die SAP-Konzentration konstant
bleibt. In der Maus ist es insbesondere SAP, das nach einem inflammatorischen Stimulus her-
aufreguliert wird (126, 200). Haptoglobin ist primar fiir die Bindung von freiem Hdmoglobin
zustandig und wurde in Frauen von endometriotischen Zellen sezerniert gefunden. Daneben
besitzt es immunmodulierende und angiogene Eigenschaften (193, 194). Abrao et al. beobachtete
in Frauen mit Endometriose eine systemische Heraufregulation der Akute-Phase-Proteine SAA
und CRP in den Stadien rAFS IIT und IV (1). Andere Studien zeigten fiir CRP nur sehr schwache
oder gar keine erhchten Werte (129, 140, 173). In Frauen mit Endometriumskarzinom war SAA
im Serum signifikant heraufreguliert (43). In endometriotischen Lésionen, nicht aber im eutopen
Endometrium, wurde die Expression eines Proteins Endo 1 beschrieben, das sich vom humanen
Serum-Haptoglobin nur durch ein verandertes Glykosylierungsmuster unterscheidet (193). Es
ist in der Lage, an Makrophagen zu binden und deren Phagozytoseaktivitit zu verringern.
Gleichzeitig stimuliert es die Ausschiittung von IL-1, IL-6 und TNF«&, wodurch wiederum in
Form eines positiven Riickkopplungsmechanismus die Produktion von Akute-Phase-Proteinen

stimuliert bzw. aufrechterhalten wird (194).

Im vorliegenden Mausmodell zeigte der Anstieg der Akute-Phase-Proteine zu frithen Zeit-
punkten in Tieren mit induzierter Endometriose einen dhnlichen Verlauf wie die peritoneal
erhohten TFF3-Spiegel. Auffallig war hingegen, dass nach zwei Wochen nicht etwa Tiere mit
sechs Uterustransplantaten die hochsten Konzentrationen an SAA-3, Haptoglobin und SAP
aufwiesen, sondern Tiere, denen neben zwei Uterustransplantaten, vier Suturen gesetzt wurden
und die demnach weniger endometriotisches Gewebe im Bauchraum aufwiesen. Die erhéhten
Spiegel fielen in dieser Gruppe nach vier Wochen deutlich ab, wohingegen in Tieren mit den
sechs Transplantaten die Werte erst nach sechs Wochen wieder auf Normalniveau sanken. Fiir
die initiale systemische Antwort der Akute-Phase-Proteine scheint die Anzahl der Lasionen
zweitrangig zu sein. Hingegen wird die Nachhaltigkeit einer systemischen Reaktion offenbar

durch eine grofiere Menge an endometriotischem Gewebe verstarkt.
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Nach sechs Wochen waren in keiner Versuchsgruppe mehr erhéhte Werte von Akute-Phase-
Proteinen zu beobachten. Demnach schien nach abgeschlossener Implantation des transplan-
tierten Gewebes die systemische Inflammation zuriickzugehen. Dies deckt sich, neben den
beschriebenen peritonealen TFF3-Werten, auch mit dem Milzgewicht der Tiere. In murinen
Kolitismodellen verursachen systemische Entziindungsreaktionen eine Splenomegalie, welche
im Menschen fiir gewohnlich nicht zu beobachten ist (118, 195). Auch wenn die Ursache der
Vergrofierung des lymphatischen Organs unklar ist, kann das Milzgewicht im Mausmodell als
Marker fiir im Organismus ablaufende inflammatorische Erkrankungen herangezogen werden.
Experimentell induzierte Endometriose fiihrte in der vorliegenden Studie durch die aktivierten
inflammatorischen Prozesse zu einer Splenomegalie. Das erhéhte Milzgewicht korrelierte hochsi-
gnifikant mit den peritonealen TFF3-Konzentrationen der Tiere. Der lokale TFF3-Anstieg stand
demnach in den betreffenden Tieren im Zusammenhang mit der jeweiligen Immunantwort.
Passend dazu wiesen Cook et al. die Expression von TFF3 in lymphatischen Geweben der Ratte
nach (Lymphknoten, Knochenmark und Milz) (45). Auch wenn die Konzentration im Vergleich
zum Gastrointestinaltrakt gering war, lie3 sich in der Milz die TFF3-Genexpression durch intra-
peritoneale Injektion von Endotoxinen innerhalb von 14 h signifikant heraufregulieren. Die
erhohte Expression hielt wenigstens 14 Tage an. In-vitro beobachteten Cook et al. zudem eine
durch TFF3 gesteigerte Monozytenmigration (45). Eine andere Gruppe zeigte in einem autologen
Mausmodell, dass im Peritonealraum der Tiere nach Transplantation von Uterusfragmenten die
Leukozytenzahl signifikant anstieg (131).

Zusammen mit der im vorangegangenen Abschnitt 4.1.1 gezeigten Korrelation von TFF3 mit
MCP-1- und G-CSF-Konzentrationen in Peritonealfliissigkeit erkrankter Frauen, weisen die
Daten auf eine mogliche Beteiligung von TFF3 an der Leukozytenrekrutierung hin. Demnach
konnte TFF3 durch seine immunmodulierenden Eigenschaften die Entstehung der Endometriose

begiinstigen.

4.1.3 TFF3-Expression in eutopem und ektopem Endometrium

Erstmalig wurde in dieser Arbeit histologisch die Expression von TFF3 in endometriotischen
Lasionen auf Protein- und mRNA-Ebene gezeigt. Bisher gibt es nur wenige Publikationen, die
TFF3 im Uterus der Frau beschreiben und das mit widerspriichlichen Ergebnissen beziiglich der
Expression im Endometrium. Madsen et al. zeigten mittels der Immunhistochemie zwar eine
deutliche Expression von TFF3 im Schleimhautepithel der Vagina, jedoch nur vereinzelt positive
Zellen im Drisenepithel des proliferativen Endometriums (136). Haroun et al. wiesen hinge-
gen eine starke Expression von TFF3 sowohl in epithelialen als auch in stromalen Zellen von
sekretorischem Endometrium nach (85). In der vorliegenden Arbeit war TFF3 im untersuchten
proliferativen Endometrium vorwiegend im Driisenepithel und vereinzelt auch in Zellen des
Stromas exprimiert. Im ektopen Endometrium endometriotischer Lasionen war die Lokalisation
von TFF3 auf das Epithel beschrankt.
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Wiede et al. konnten zwar kleine Mengen TFF3-mRNA, aber kein TFF3-Protein mittels Western-
Blot in Endometrium feststellen (230). Dafiir zeigten sie eine starke TFF3-Expression im Driisen-
epithel der Endozervix und identifizierten TFF3 als ein Hauptbestandteil des zervikalen Mu-
kus (230). Wie Samson et al. mittels ELISA herausfanden, war die TFF3-Konzentration zum
Zeitpunkt der Ovulation im zervikalen Mukus am hochsten, wahrend sie in der sekretorischen
Phase deutlich absank (182). Dieser Abfall konnte im Endometrium auch auf mRNA-Ebene
beobachtet werden. Eine Genexpressionsstudie von Borthwick et al. zeigte in der Sekretions-
phase ein 50-fach niedrigeres Transkriptionslevel von TFF3 als in der Proliferationsphase (26).
Analog dazu war in einer Mikroarray-Studie von Kao et al. TFF3 wéhrend des ,Implantations-
fensters” (mittlere sekretorische Phase) das am starksten herunterregulierte Gen von rund 12.000

untersuchten Genen (107).

Zervikaler Mukus dient in der Regel als Schutz insbesondere gegeniiber Mikroorganismen.
Im Rahmen des Menstruationszyklus kontrolliert er das Eindringen von Spermien. TFF3 ist
neben der protektiven und regenerativen Wirkung vermutlich gemeinsam mit Muzinen fiir
die viskoelastischen Eigenschaften des Zervixmukus verantwortlich (88, 214). Wahrend TFF3
von den Becherzellen des Darms gemeinsam mit MUC2 sezerniert wird, liegt es im Uterus
vorwiegend mit MUC5B zusammen vor (228). Fur eine gemeinsame Sekretion spricht, dass
sowohl fiir TFF3 als auch fiir MUC5B zum Zeitpunkt der Ovulation die hochsten Konzentratio-
nen im zervikalen Mukus beschrieben wurden (74, 93). Zudem wird in-vitro sowohl fiir TFF3
als auch fir MUC5B eine durch E2 stimulierbare Expression beschrieben (39, 141). Auch eine
Proteom-Analyse des endometrialen Sekrets wies TFF3 und MUC5B gemeinsam nach (35). Die
zyklische und vermutlich hormonregulierte Expression konnte ein Hinweis darauf sein, dass
TFF3 im Rahmen des Menstruationszyklus an den Auf- und Umbauprozessen des Endometriums

beteiligt ist.

Im Mausmodell war TFF3 ebenfalls sowohl im eutopen als auch im ektopen Endometrium
exprimiert. TFF3 war zu allen Sektionszeitpunkten (2 bis 14 Wochen) in Lasionen und Uteri
nachweisbar. Dabei fiel auf, dass die TFF3-Expression zwischen einzelnen Tieren zum Teil
unterschiedlich stark war. Dies konnte wie in der Frau, auf eine zyklisch regulierte TFF3-
Expression in murinem Endometrium zuriickzufiihren sein. Auch Nager weisen einen vier bis
fiinf Tage dauernden, sogenannten Estruszyklus mit unterschiedlichen Entwicklungsstadien des
Endometriums auf. In der Literatur fand sich lediglich ein Bericht, der die Genexpression von
TFF3 im murinen Uterus untersuchte und auch bestatigen konnte (138).

Im Gegensatz zum eutopen Endometrium unterscheiden sich Endometrioseherde hinsichtlich
der im Rahmen des Menstruationszyklus ablaufenden morphologischen Verdanderungen. Dies
ist vermutlich auf das verdnderte Expressionsmuster und die verringerte Anzahl von Steroid-
rezeptoren zurlickzufiithren (19, 102). Eine unterschiedliche TFF3-Expression zwischen ektopem
und eutopem Endometrium ist denkbar, konnte aber aufgrund der wenigen zur Verfiigung

stehenden Endometriumsproben in der vorliegenden Studie nicht untersucht werden.
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4.1.4 Regulation systemischer TFF3-Spiegel

4.1.4.1 TFF3-Regulation bei Endometriose

Als typisches sekretorisches Protein findet sich TFF3 auch im systemischen Blutkreislauf. In
verschiedenen Krebserkrankungen (Endometrium, Pankreas, Magen, Kolon und Lunge) wurden
zudem erhohte Serum- bzw. Plasmaspiegel fiir TFF3 beschrieben. Diese korrelierten zwar mit
der lokalen Expression im Tumorgewebe, jedoch nicht mit dem Erkrankungsstadium (4, 95,
105, 171, 225). Daneben sind erhohte TFF3-Serumspiegel auch bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen und bei chronischer Niereninsuffizienz zu beobachten (58, 76, 223, 224).

Im Endometriumskarzinom wurde bereits mehrfach eine heraufregulierte Expression von TFF3
beschrieben (22, 83, 145, 146). Bei der Verwendung von TFF3 als diagnostischen Serummarker
fiir das Endometriumskarzinom, zeigten Bignotti et al. eine deutlich hohere Sensitivitat als bei

der Messung des klassischen und haufig verwendeten Tumormarkers CA 125 (22).

Um die Eignung von TFF3 als potenziellen systemischen Biomarker in der Endometriose zu
untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Konzentration in Seren von 75 Frauen mit und
43 Frauen ohne Endometriose bestimmt. Dafiir erfolgten pro Frau vier Blutabnahmen vor und
vier Blutabnahmen nach Durchfithrung einer Laparoskopie mit Entfernung vorhandener endo-
metriotischer Lasionen. Die jeweiligen Probenahmen erfolgten einmal am ersten Tag des Zyklus
mit Beginn der Menstruation, einmal am neunten Tag des Zyklus wahrend der proliferativen
Phase sowie zweimal in der sekretorischen Phase, drei und elf Tage nach erfolgter Ovulation
mit LH-Peak. Die Messung mittels ELISA ergab sowohl pra- als auch post-laparoskopisch kei-
nen Unterschied der TFF3-Konzentration im Serum von Frauen mit und ohne Endometriose.
Vereinzelte Ausreilerwerte nach oben wurden nur in Frauen mit Endometriose beobachtet,
welche nach Entfernung der endometriotischen Lasionen wieder absanken. Insgesamt scheinen
die Endometrioseherde im Bauchraum aufgrund ihrer verhéltnismaflig geringen Grofie nur sehr
wenig oder gar kein TFF3 in den Blutkreislauf zu sezernieren. Tumore oder inflammatorische
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts weisen oft ein deutlich groleres Volumen bzw. Areal
auf und scheinen daher in der Lage zu sein, systemische TFF3-Konzentrationen zu beeinflussen.
Basierend auf diesen Resultaten ist TFF3 nicht zur Verwendung als systemischer Biomarker fiir

Endometriose geeignet.

Auch im Endometriose-Mausmodell war kein systemischer TFF3-Anstieg in Tieren mit endo-
metriotischen Lasionen zu beobachten. Stattdessen wurde in Tieren mit sechs Lasionen sogar
eine signifikante Herunterregulation der TFF3-Spiegel im Serum gemessen. Ob die bestehende
Inflammation mit diesem Effekt in Verbindung stand, lasst sich nicht klaren. Die erniedrigten
Konzentrationen waren bis zu acht Wochen nach Transplantation zu beobachten. Das entspricht
einem ldngeren Zeitraum als die Heraufregulation von TFF3 in Peritoneallavagen und von
Akute-Phase-Proteinen im Serum andauerte. Ein TFF3-Rezeptor konnte bis heute nicht iden-

tifiziert werden, dennoch wird davon ausgegangen, dass TFF3 die meisten seiner Wirkungen
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rezeptorvermittelt ausiibt (111, 162). In welchen Geweben oder Organen dieser moglicherweise
exprimiert wird und wann, ist unbekannt. Die erniedrigten TFF3-Spiegel im Serum lieflen
sich durch die Bindung des zirkulierenden Peptids an seinen Rezeptor in bestimmten Organen
erklaren. Dieser konnte durch einen bestimmten Stimulus im Zielgewebe vermehrt exprimiert
worden sein und TFF3 binden, um eine TFF3-vermittelte Wirkung in Gang zu setzen. Dadurch

wiirde TFF3 im Serum ,verbraucht® werden und die erniedrigten Konzentrationen erklaren.

4.1.4.2 TFF3-Regulation wihrend des Menstruationszyklus

Unabhingig von einer diagnostizierten Endometriose wurde in allen untersuchten Frauen eine
zyklusabhingige Regulation der systemischen TFF3-Spiegel beobachtet, welche sich durch
eine statistisch signifikante Variation zwischen aufeinanderfolgenden Blutabnahmen zeigte.
Wie bereits in Abschnitt 4.1.3 genauer erlautert, weist lokales TFF3 im eutopen Endometrium
eine zyklusabhéngige Expression auf. Hohe mRNA-Level werden vorwiegend im prolifera-
tiven Endometrium beobachtet, niedrige wahrend der sekretorischen Phase. Im endometrialen
Zellkulturmodell zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine Heraufregulation fiir TFF3 nach
E2-Stimulation. Dies deckt sich mit den Literaturdaten (141). Trotzt dieser offensichtlich estro-
genregulierten Expression von TFF3, konnte bis heute keine Zyklusabhangigkeit im Serum von
Frauen nachgewiesen werden. Eine vorangegangene Studie untersuchte biologische Schwan-
kungen von systemischen TFF3-Spiegeln, konnte in den sieben untersuchten Frauen jedoch
keinen Unterschied zwischen Menstruation, proliferativer Phase, Ovulation und sekretorischer
Phase feststellen (223). Eine andere Studie zeigte zur Zeit um die Ovulation eine signifikant
hohere Sekretion von TFF3 in den zervikalen Mukus, systemische Spiegel der 18 untersuchten
Frauen blieben hingegen unveréndert (182). Wahrend der Schwangerschaft wurde in Frauen
ein massiver Anstieg von TFF3 im Serum beobachtet (181). Die Konzentrationen erreichten
dabei bis zu 47-mal hohere Konzentrationen als acht Wochen nach der Geburt. Die genannten
Untersuchungen zur TFF3-Regulation wéhrend des Menstruationszyklus erfolgten an sehr klei-
nen Patientenkollektiven, was vermutlich ein Hauptgrund fiir die nicht signifikanten Resultate
war. In der vorliegenden Arbeit wurde Serum von insgesamt 118 Frauen analysiert. Sowohl
in Frauen mit als auch ohne Endometriose und sowohl vor als auch nach Laparoskopie mit
Entfernung vorhandener endometriotischer Lasionen, zeigten die TFF3-Spiegel eine zyklusab-
hangige Regulation im Serum. Die hochsten Werte wurden dabei zum einen in der proliferativen
(Tag 9) und zum anderen in der spaten sekretorischen Phase des Menstruationszyklus (LH+11d)
gemessen, wahrend niedrigere TFF3-Konzentrationen am ersten Tag der Menstruation (Tag 1)
und wenige Tage nach Ovulation (LH+3d) zu messen waren. Die Heraufregulation wihrend der
proliferativen Phase ist vermutlich auf die hohen systemischen Estrogenspiegel wihrend dieser
Zeit zuriickzufithren. Verschiedene Autoren postulieren aufgrund der erhohten Expression eine
Beteiligung von TFF3 an den regenerativen Prozessen des Endometriums nach der Menstruati-

on (26, 183, 230). Wahrend der sekretorischen Phase werden die niedrigsten Expressionslevel
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von TFF3 im Endometrium beschrieben (26, 107). Auch im Serum waren zu Beginn der sekre-
torischen Phase niedrige TFF3-Konzentrationen zu messen, die in der spaten sekretorischen
Phase wieder anstiegen. In der Literatur gibt es keine Daten zur lokalen Expression von TFF3 im
Endometrium wahrend der spat-sekretorischen Phase oder der Menstruation. Die Zeit kurz vor
der Menstruation ist gepragt von niedrigen Estrogen- und fallenden Progesteronspiegeln (siehe
auch Abbildung 1.2 auf Seite 5). Progesteron besitzt anti-inflammatorische Eigenschaften und
sein Entzug resultiert in einer Induktion inflammatorischer Gene und einer Vasokonstriktion
von Spiralarterien im Endometrium mit einhergehender Ischéamie. In-vitro konnte bei hypox-
ischen Bedingungen eine Hypoxy Inducible Factor 1 (HIF-1)-abhéngige Heraufregulation von
TFF3 in Magen- und Kolonkarzinomzellen gezeigt werden (71, 90).

Auch durch inflammatorische Stimuli wird die Produktion von TFF3 heraufreguliert. Da die
Menstruation ein hoch-inflammatorisch gepréagter Prozess ist, war es daher verwunderlich,
dass die systemischen TFF3-Spiegel zu dieser Zeit wieder abfielen. Moglicherweise sind die
nekrotischen Verdnderungen, mit dem einhergehenden Niedergang des endometrialen Gewebes
Grund fiir die absinkenden TFF3-Spiegel im Blutkreislauf.

4.1.5 TFF3 im endometrialen Zellkulturmodell

4.1.5.1 TFF3-Regulation durch 17(3-Estradiol

Sowohl die TFF3-Expression im Endometrium als auch die Regulation in Serum weisen auf
eine estrogenabhingige Regulation von TFF3 hin. Bisher untersuchten nur zwei Gruppen die
TFF3-Regulation durch E2 im Zellkulturmodell genauer (11, 141). Die Beobachtung, dass TFF3
gemeinsam mit TFF1 nur in Estrogenrezeptor-positiven Brustkrebsarten exprimiert wurde (211),
lie May et al. annehmen, dass die TFF3-Expression, ahnlich wie die von TFF1 in Brustkrebs,
unter der Kontrolle von Estrogenen steht (141, 211). Sie untersuchten daher die TFF3-Regulation
in fiinf estrogenresponsiven Brustkrebszelllinien. In allen Zellen war nach E2-Stimulation ein
leichter bis starker Anstieg von TFF3-mRNA zu messen. In der Brustkrebszelllinie MCF-7 war
eine gesteigerte Expression nach 2h zu beobachten und erreichte nach 24h ein Maximum.
Auch Balcer-Kubiczek et al. wiesen nach 24-stiindiger E2-Stimulation in MCF-7-Zellen und in
estrogenresponsiven Magenkarzinomzellen eine signifikante Heraufregulation von TFF3-mRNA
nach (11). Durch Behandlung mit dem selektiven Estrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen lief3
sich die TFF3-Expression steigern, wenn auch in einem kleineren Ausmaf}. Die Stimulation mit
dem Antiestrogen ICI 164,384 fithrte zu keinem messbaren Effekt(141).

Um eine Estrogenregulation von TFF3 auch im endometrialen Zellkulturmodell zu untersuchen,
wurden in der vorliegenden Arbeit ECC-1-Zellen fiir unterschiedliche Zeitraume (40 min bis
48 h) mit E2 stimuliert und anschlieflend die mRNA-Konzentrationen der Trefoilpeptide be-

stimmt. Die Expression von TFF1 stieg durch E2-Stimulation kontinuierlich an und erreichte
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vergleichbare Werte wie die typischen estrogenresponsiven Gene FOS, MYC und PGR. TFF3 zeig-
te zwar insgesamt einen niedrigeren, aber dennoch signifikanten Expressionsanstieg durch die
Stimulation mit E2. In zwei unabhiangigen Studien wies die Expression nach 2 h ein Maximum
auf, wahrend die Konzentration nach 4 h wieder annihernd Kontrollniveau erreichte. Nach 24 h
zeigte sich ein erneuter Anstieg der TFF3-Expression. Das Auftreten dieser zwei Expressions-
Peaks ist zunéchst erstaunlich, konnte aber ein Hinweis darauf sein, dass die TFF3-Expression
tiber unterschiedliche Stimuli oder Signalwege aktiviert wurde. Zum Beispiel wire es denkbar,
dass die durch E2 heraufregulierten Faktoren verantwortlich fiir den erneuten Anstieg der TFF3-
Genexpression waren. Fiir Trefoilpeptide konnte gezeigt werden, dass sie in der Lage sind, ihre
Expression gegenseitig durch eine indirekte Aktivierung des EGF-Rezeptors zu stimulieren (207).
Somit wire es denkbar, dass der erste TFF3-Anstieg nach 2 h auf die Stimulation mit E2 und der
zweite Peak nach 24 h auf die durch E2 induzierbaren Faktoren, wie z. B. TFF1 zuriickzufithren

ist.

4.1.5.2 Funktionelle Wirkung von TFF3

Nachdem in der vorliegenden Arbeit die Expression und die Regulation von TFF3 in klinischer
und experimenteller Endometriose untersucht wurden, war es ebenso von Interesse, mit welchen
Funktionen TFF3 an der Entstehung und Entwicklung der Erkrankung beteiligt sein konnte.
In der Literatur werden fiir TFF3 vor allem anti-apoptotische und motogene Eigenschaften
beschrieben (57, 111). Ob TFF3 auch eine Wirkung auf die Zellproliferation aufweist ist auf-
grund widerspriichlicher Daten unklar. TFF3 scheint in verschiedenen Zellen unterschiedliche
Effekte zu vermitteln. Mit TFF3 transfizierte MCF-7-Brustkrebszellen wiesen eine gesteigerte
Proliferation mit gleichzeitig verringerter Apoptose auf (106). Eine anschlieBende PCR-Analyse
ergab die Heraufregulation am Zellzyklus beteiligter Gene die fiir einen schnelleren Uber-
gang von der G;- zur S-Phase verantwortlich waren und zudem eine Herunterregulation von
Apoptose-beteiligter Gene wie Caspase-7. Analog fithrte die Hemmung der TFF3-Expression
mittels Antisense-Molekiil in einer Magenkarzinomzelllinie zu einem verringerten Zellwachstum
und einer reduzierten Tumorigenitét (36). Dahingegen wiesen wiederum TFF3-transfizierte
Kolonkarzinomzellen in-vitro und in-vivo ebenfalls ein reduziertes Zellwachstum auf (218).

Um die Wirkung von TFF3 im Rahmen dieser Arbeit in endometrialen Zellen zu untersuchen,
wurden Stimulationsversuche in ECC-1-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
TFF3 durchgefithrt. Zur Simulation der inflammatorischen Umgebung ektoper Lasionen erfolgte
zusitzlich eine Kostimulation mit TNF«x. In der vorliegenden Arbeit konnte durch TFF3 alleine
kein Effekt auf die Proliferation oder Apoptose beobachtet werden. Dafiir war eine geringfiigig
verbesserte Viabilitat der Zellen zu erkennen. Auffallend war, dass sowohl Viabilitat als auch
Proliferation der endometrialen Zellen bei einer gleichzeitigen Stimulation mit TNF«x rapide
absanken. Dieser Effekt nahm mit steigender TFF3-Konzentration sowie mit der Zeit deutlich

zu. TFF3 schien demnach die Wirkung von TNF«x zu verstarken.
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Verschiedene Autoren zeigten zudem, dass TFF3 in der Lage war, die Expression von E-Cadherin
herunterzuregulieren und tiber eine indirekte Aktivierung des EGF-Rezeptors die Phosphory-
lierung von (3-Catenin zu bewirken (60, 132, 144). Beides fiihrt zu einer Destabilisierung des
Zelladhasionskomplex und erméglicht somit vermutlich eine Aufhebung der Zell-Zell-Kontakte.
Um diesen Effekt auch in endometrialen Zellen zu untersuchen, wurde die Genexpression von
Zelladhasionsproteinen nach TFF3-Stimulation untersucht. Weder fiir E-Cadherin, noch fir
-, 3 oder y-zeigte sich eine signifikante Veranderung der mRNA-Konzentration. Stattdessen
war die Expression von Adenomatous polyposis coli (APC) durch TFF3-Stimulation signifikant
herunterreguliert. APC ist ein wichtiges Protein im Rahmen des Wnt-Signalwegs. Es ist Teil
des Degradationskomplex, welcher freies 3-Catenin dem Proteasom zum Abbau zufiihrt (siehe
auch Abbildung 1.3 auf Seite 10). Durch Aktivierung des Wnt-Signalwegs wird der Degrada-
tionskomplex inhibiert und tiberschiissiges [3-Catenin wandert in den Zellkern, um dort als
Transkriptionsfaktor fiir an der Migration und Proliferation beteiligter Gene zu agieren (42).
Die beobachtete Herunterregulation von APC kénnte eine unvollstandige Ausbildung des De-
gradationskomplex bedingen und somit eine unkontrollierte Aktivierung des Wnt-Signalwegs

bewirken.



TFF3 und seine potenzielle Beteiligung an der Pathogenese der Endometriose

4.2 TFF3 und seine potenzielle Beteiligung an der Patho-
genese der Endometriose

Die genaue Entstehung der Endometriose konnte bis heute nicht geklart werden. Als am
weitesten verbreitet gilt die Transplantationstheorie nach Sampson (180), welche besagt, dass
abgeloste vitale Endometriumszellen durch retrograde Menstruation in den Bauchraum gelangen
und dort aufgrund immunologischer Verdnderungen an das Peritoneum adhérieren (siehe auch
Abbildung 4.1). Basierend auf dieser Theorie sind Migration, Adhasion, Invasion, Proliferation
und Neoangiogenese entscheidende Faktoren bei der Entstehung endometriotischer Lasionen.
Daneben spielt auch das Immunsystem eine wichtige Rolle.

Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse in Verbindung mit bekannter Literatur,
liegt die Vermutung nahe, dass TFF3 durch seine multiplen Eigenschaften in vielerlei Hinsicht
in diese Prozesse involviert ist. Abbildung 4.1 zeigt die potenzielle Beteiligung von TFF3 an
Migration, Invasion, Neoangiogenese und Immunmodulation im Rahmen der Pathogenese von

Endometriose und soll zudem im Folgenden zusammenfassend erldutert werden.
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Abbildung 4.1: TFF3 im Uterus und seine potenzielle Beteiligung an der Pathogenese der Endometriose
(Abb. modifiziert nach (135)). TFF3 ist vermutlich in der Lage, die Migration vitaler Endometriumszellen im Rahmen
der retrograden Menstruation zu begiinstigen und ihre Invasion in das Peritoneum sowie die Neoangiogenese zu
unterstitzen. Zudem erfolgt durch TFF3 womdglich eine Immunmodulation mit verstarkter Rekrutierung von
Immunzellen.
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Physiologische Funktion von TFF3 in eutopem Endometrium

In Epithelzellen des eutopen Endometriums wird TFF3 zyklusabhangig gemeinsam mit MUC5B
sezerniert. Es ist vermutlich fiir die Integritat und den Schutz der endometrialen und zer-
vikalen Mukosa verantwortlich sowie fiir die viskoelastischen Eigenschaften des zervikalen
Mukus. Zudem ist TFF3 aufgrund der lokalen und systemischen Heraufregulation wahrend der
proliferativen Phase wahrscheinlich an der Regeneration des Endometriums im Rahmen des

Menstruationszyklus beteiligt.

Migration — Retrograde Menstruation

Wihrend der Menstruation kommt es zur Ablosung endometrialer Zellfragmente, die retrograd
in den Peritonealraum wandern. Zahlreiche Publikationen beschreiben eine TFF3-vermittelte
Induktion der Zellmigration im Rahmen gastrointestinaler Wundheilung mit gleichzeitiger
Hemmung von Apoptose und Anoikis. Auch die ektopen Endometriumszellen kénnten von

dieser Wirkung durch TFF3 profitieren und ein vorzeitiges Absterben verhindern.

Adhision an das Peritoneum

Das Mesothel stellt normalerweise eine natiirliche Barriere gegeniiber Adhésion und Invasion
ektoper Endometriumszellen dar. Inflammatorische Prozesse, die Exposition von Menstruati-
onsblut oder auch endometriales Gewebe selbst konnen eine Schadigungen des empfindlichen
Epithels bewirken und ein Anhaften begiinstigen (52). Die Adhésion an sich wird vermutlich
iiber Integrine vermittelt, welche in der Lage sind, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte auszu-
bilden (220). Exprimiert werden Integrine sowohl auf Mesothel- als auch auf endometrialen
Zellen (97). Zudem wird eine durch Cadherin vermittelte Zell-Zell-Adhé4sion der endometrialen
Zellen mit dem Mesothel diskutiert (220). TFF3 scheint keinen adhésionsférdernden Einfluss
auf Endometriums- und Mesothelzellen auszuiiben. Im Gegenteil, TFF3 bewirkt vielmehr ei-
ne Auflosung bereits bestehender Zell-Zell-Kontakte, was bedeutend fiir die nachfolgende

Invasion ist.

Invasion in das Peritoneum

Um implantierte Lasionen ausbilden zu kénnen, miissen adharierte Endometriumszellen neben
dem Mesothel die Basalmembran durchdringen. Diese befindet sich unter der Mesothelschicht
und grenzt das Epithel von dem darunter liegenden Zellverbund ab. TFF3 besitzt modulierende
Eigenschaften auf Zelladhasionsmolekiile (E-Cadherin, o-Catenin, 3-Catenin, APC), die fiir
den Zellverbund insbesondere von epithelialen Zellen verantwortlich sind. Durch Herunter-
regulation oder Phosphorylierung der genannten Proteine erfolgt eine Destabilisierung des
Zelladhasionskomplexes. Dies fiihrt zu einer Aufhebung der Zell-Zell-Kontakte im Mesothel
und induziert somit das Vorstoflen zur Basalmembran (37). Um diese zu durchdringen, sind
proteolytische Enzyme wie die MMPs notwendig, die fiir den Umbau der extrazelluldren Ma-
trix verantwortlich sind. In-vitro-konnte durch TFF3-Stimulation eine erhéhte Produktion der
MMPs nachgewiesen werden. Zudem wurde ein gesteigertes invasives Wachstum beobach-
tet (37, 62, 240).



TFF3 und seine potenzielle Beteiligung an der Pathogenese der Endometriose

Proliferation endometriotischer Zellen

Ob TFF3 einen Einfluss auf die Zellproliferation hat, ist aufgrund widerspriichlicher Daten
unklar. Vermutlich ist die Beobachtung eines gesteigerten Wachstums meist auf eine durch TFF3
verringerte Apoptose zuriickzufithren. In der vorliegenden Arbeit konnte nur eine geringfiigig
verbesserte Viabilitat und Proliferation in endometrialen Zellen beobachtet werden, wahrend
andere Publikationen einen positiven, negativen bzw. gar keinen Effekt durch TFF3 auf die
Zellproliferation zeigten (36, 106, 218).

Neoangiogenese in endometriotischen Lisionen

Kleine Zellverbande ektoper endometriotischer Zellen sind in der Lage, sich durch Diffusion
mit den notwendigen Nihrstoffen zu versorgen. Groflere Implantate ab 1 mm? hingegen sind
zum Uberleben auf die Bildung neuer Blutgefaf3e angewiesen (64). Als wichtigster und in der
Peritonealfliissigkeit erkrankter Frauen erhohter Angiogenesefaktor ist VEGF zu nennen. Er
aktiviert Endothelzellen bereits vorhandener Blutgefaf3e, welche dadurch beginnen sich zu teilen
und proteolytische Enzyme wie MMPs zu produzieren. Anschlieflend erfolgt die Migration der
Endothelzellen in Richtung des Stimulus mit Entstehung neuer kapillarer Blutgefafie. Neben
VEGEF existieren noch zahlreiche weitere Angiogenesefaktoren, wie z. B. IL-8, EGF, Angiopoietin
und TNF«. Die Expression der Angiogenesefaktoren wird genauso wie die von TFF3 durch
hypoxische Zustinde und Aktivierung der HIFs stimuliert. Im HET-CAM-Assay (Hiithnerei-
Test an der Chorion-Allantois-Membran) wurde fiir TFF3 eine dosisabhiangige pro-angiogene
Wirkung beschrieben, die mit der von VEGF vergleichbar war (175). Diese fiir die Wundheilung
wichtige Eigenschaft, wiirde auch die Versorgung von Endometriumszellen nach erfolgter

Implantation unterstiitzen.

Immunmodulation

Durch TFF3 wird in-vitro eine gesteigerte Monozytenmigration beschrieben (45). Zudem wiesen
in der vorliegenden Arbeit die TFF3-Spiegel in der Peritonealfliissigkeit von Frauen mit Endo-
metriose eine hochsignifikante Korrelation mit MCP-1 und G-CSF auf. TFF3 konnte demnach
immunmodulatorische Eigenschaften aufweisen und in der Endometriose an der Leukozytenre-

krutierung beteiligt sein.

4.2
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4.3 Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigte zum einen die Expression von TFF3 in eutopem und ektopem
Endometrium und zum anderen Hinweise fiir eine mogliche Beteiligung von TFF3 an der Ent-
stehung der Endometriose.

Aufbauend auf den gezeigten Daten sind jedoch weiterfithrende Studien notwendig, um die Rolle
von TFF3 in der Endometriose genauer zu studieren. Zu Beginn sollte insbesondere tiberpriift
werden, ob auch Mesothelzellen in der Lage sind, TFF3 zu exprimieren. Dies ist notwendig, um
zu klaren ob die erhohten TFF3-Spiegel allein auf die Sezernierung durch endometriotische
Lasionen oder durch den inflammatorischen Stimulus auch auf Mesothelzellen zuriickzufithren
ist. Von Interesse ist auflerdem, ob TFF3 in tief infiltrierender Endometriose verstarkt exprimiert
wird. In invasiven und infiltrierenden Brust- und Magenkarzinomen konnte eine deutlich hohere
TFF3-Expression nachgewiesen werden als in anderen Formen (106, 234). Des Weiteren sollte
sowohl im eutopen als auch im ektopen Endometrium die zyklusabhangige Expression von TFF3,
insbesondere wihrend der pramenstruellen Phase sowie der Menstruation, untersucht werden.
Dies ist wichtig, um festzustellen ob TFF3 auch bei Prozessen wahrend der Menstruation im
eutopen Endometrium eine Rolle spielt. In einem experimentellen Endometriosemodell mit
TFF3-Knockout-Méusen konnte zudem untersucht werden, inwiefern sich die Implantation des
endometrialen Gewebes im Vergleich zum Wildtyp verhalt. Daraus wiirden wichtige Erkennt-
nisse iiber die Beteiligung von TFF3 an der Invasion und Neoangiogenese von endometrialem
Gewebe gewonnen werden.

Da die Entstehung und Entwicklung der Endometriose bis heute nur unzureichend geklart ist,
sind die neuen Daten zu TFF3 vor allem fiir das Verstidndnis der pathophysiologischen Prozesse
von grofler Bedeutung. Dariiber hinaus konnten die neu gewonnenen Erkenntnisse fiir die

Entwicklung zukiinftiger Therapieansitze eine Rolle spielen.



Zusammenfassung

Endometriose ist eine der hdufigsten gynédkologischen Erkrankungen und betrifft im Durch-
schnitt jede zehnte Frau im reproduktiven Alter. Sie wird definiert als das Vorkommen von
endometrialen Stroma- und Epithelzellen au3erhalb der Gebarmutter. Bis heute ist die genaue
Ursache und Pathophysiologie noch nicht génzlich geklart.

Trefoil Factor 3 (TFF3) ist ein Protein, welches fiir den Schutz und die Regeneration der gastro-
intestinalen Mukosa mitverantwortlich ist. TFF3 wird auch in anderen Schleimhautepithelien
exprimiert, wie z. B. in der Brust oder dem Uterus. Pathologisch wird es bei inflammatorischen
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts sowie in verschiedenen Tumoren als heraufreguliert
beschrieben.

Bisher liegen keine Daten zu TFF3 in der Endometriose vor. Die in der Literatur beschriebenen
anti-apoptotischen, pro-invasiven und pro-angiogenen Eigenschaften lassen eine Beteiligung an
den pathophysiologischen Prozessen bei der Entstehung und Entwicklung von Endometriose
vermuten. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Expression und Regulation von TFF3 in
klinischer und experimenteller Endometriose untersucht und seine mogliche Beteiligung an der

Pathogenese diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels histologischer Methoden die TFF3-Expression in
Epithelzellen des eutopen Endometriums sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene besta-
tigt werden. Erstmals wurde die Expression in endometriotischen Lasionen der Endometriose
gezeigt. Bei der Untersuchung von Peritonealfliissigkeiten war die TFF3-Konzentration in Frauen
mit Endometriose (n =34) signifikant hoher als in Frauen ohne der Erkrankung (n=16). Die
erhohten TFF3-Level korrelierten mit weiteren, ebenso heraufregulierten Proteinen: CA 125 -
einem bekannten Tumor- und Endometriosemarker, IL-8 — einem pro-inflammatorischen und
pro-angiogenen Zytokin, MMP-7 — einem am Gewebeumbau beteiligten proteolytischen Enzym
sowie MCP-1 und G-CSF - zwei an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligten Faktoren.

Im Serum von Frauen mit Endometriose (n=75) war keine Erhéhung der TFF3-Konzentrationen
im Vergleich zu der Kontrolle (n = 42) messbar. Dafiir zeigte sich eine signifikante zyklusabhén-
gige Regulation der systemischen TFF3-Spiegel wihrend des Menstruationszyklus. Die hochsten
Werte wurden dabei in der proliferativen und in der spéten sekretorischen Phase detektiert,
wihrend die niedrigsten TFF3-Konzentrationen am ersten Tag der Menstruation und drei Tage
nach der Ovulation wahrend der frithen sekretorischen Phase zu messen waren.

Fir weitere Untersuchungen wurde in einem In-vivo-Modell Endometriose durch syngene
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Transplantation von Uterusfragmenten an das Peritoneum von C57BL/6-Méausen induziert.
Immunbhistologische Studien zeigten zu allen Sektionszeitpunkten (2, 4, 8 bzw. 14 Wochen) die
Expression von TFF3 in den endometriotischen Lasionen und Uteri der Tiere. In den Perito-
neallavagen waren die TFF3-Konzentrationen zu frithen Zeitpunkten (2 und 4 Wochen nach
Transplantation) signifikant erhoht. Die heraufregulierten TFF3-Spiegel korrelierten mit Mar-
kern fiir systemische Inflammation wie Milzgewicht und Akute-Phase-Proteinen (SAP, SAA-3,
Haptoglobin).

In endometrialen ECC-1-Zellen konnte durch Stimulation mit 17(3-Estradiol nach 2 h eine signi-
fikant erhohte Genexpression von TFF3 gemessen werden. Die Stimulation mit TNF«x fiihrte
nach 24h zu einer signifikanten Herunterregulation von TFF3-mRNA. Die Stimulation mit
rekombinantem TFF3 fithrte in ECC-1-Zellen zu einer erniedrigten Expression von Adenoma-
tous polyposis coli (APC), wiahrend die von E-Cadherin und den Cateninen unverandert blieb.
Die TFF3-Stimulation fithrte zu einer verbesserten Zellviabilitat wahrend es bei Kostimulation

mit TNFx dessen pro-apoptotische Wirkung signifikant verstarkte.

Die vorliegende Arbeit liefert erstmalig Hinweise dafiir, dass TFF3 an der Pathogenese der
Endometriose beteiligt sein konnte. Nach der Transplantationstheorie von Sampson entsteht
Endometriose durch retrograde Menstruation mit der Migration vitaler Endometriumszellen
in den Bauchraum und ihrer Implantation in das Peritoneum. TFF3 weist eine Vielzahl von
Eigenschaften auf, die die Migration, Invasion und Neoangiogenese von Endometriumszellen
begiinstigen konnten. Auch eine Beteiligung von TFF3 an der Immunmodulation durch Leuko-
zytenrekrutierung ist denkbar. Die neugewonnen Erkenntnisse dieser Arbeit tragen insgesamt
zum Verstandnis pathophysiologischer Prozesse in der Endometriose bei und kénnten fiir die

Entwicklung zukiinftiger Therapieansatze von Bedeutung sein.



Summary

Endometriosis is a chronic gynecological disease, characterized by endometrial tissue outside the
uterus. It affects 10 % of women during reproductive age. The pathogenesis and pathophysiology
of this disease is still unsolved. Trefoil factor 3 (TFF3) is a peptide involved in the protection and
regeneration of the small and large intestinal epithelia. In a smaller amount it is also expressed
from a various amount of mucous epithelia, like in the breast or the uterus. It is pathologically
elevated in a wide range of human carcinomas and gastrointestinal inflammatory conditions.

Until today, nothing is known about the expression and regulation of TFF3 in endometrio-
sis. Literature data describes anti-apoptotic, pro-invasive and pro-angiogenic effects of TFF3.
Therefore, TFF3 might be involved in the pathogenesis and progression of endometriosis. The
aim of this study was to examine whether TFF3 is expressed and regulated in clinical and

experimental endometriosis and if it plays a role in the development of this disease.

Using immunohistochemistry and in situ hybridization TFF3 was localized in glandular epithelia
cells of eutopic endometrium. For the first time TFF3 expression in endometriotic lesions was
shown. In peritoneal fluids of women with endometriosis TFF3 concentrations were significantly
elevated and correlated with regulated factors, such as CA 125, IL-8, MMP-7, MCP-1 and G-CSF.
TFF3 serum levels showed no difference between endometriosis patients and controls but
revealed a significant cycle dependency throughout the menstrual cycle of women with highest
levels in proliferative and late secretory phase.

In an experimental mouse model for endometriosis TFF3 expression was shown in endometriotic
lesions and uteri using immunohistochemistry. TFF3 levels in peritoneal lavages of mice were
significantly increased during early stages. Elevated TFF3 values correlated with systemic
parameters for inflammation such as spleen size and acute phase proteins in serum.

In endometrial ECC-1 cells TFF3 expression was upregulated by stimulation with estradiol and
downregulated by TNFo. Incubation with recombinant TFF3 led to decreased expression of
adenomatous poli catenin (APC), while the expression of E-cadherin and catenins remained
unchanged. TFF3 improved cell viability, whereas in combination with TNF«x it augmented

apoptotic effects.

This study indicates for the first time a potential role for TFF3 in the pathogenesis of endome-
triosis. Regarding transplantation theory, endometriosis is a result of retrograde menstruation
including the migration of vital endometrial cells into the peritoneal cavity and their implanta-

tion at ectopic sites. Based on the expression and regulation in endometriosis shown in this
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study, combined with its functions described in previous publications, TFF3 seems to be involved
in migration, invasion and neoangiogenesis of endometrial cells as well as in immunomodulation.
In conclusion, the findings of this study contribute to the understanding of pathophysiological
processes in endometriosis and might be of relevance for the development of future therapeutic

approaches.
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