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1. Einleitung

1.1 Oxytozin und Oxytozin-Rezeptor: Struktur, Eigenschaften und Bedeutung

Oxytozin (OT), ein Neurohypophysenhormon, war das erste Peptidhormon, dessen Struktur
identifiziert wurde und somit in seiner biologisch aktiven Form synthetisiert werden konnte (Du
Vigneaud et al., 1953). Es ist wie alle Neurohypophysenhormone ein Nonapeptid, das durch eine
Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten in Position 1 und 6 den Charakter zyklischer Peptide
besitzt. Abhidngig von der Aminosduresequenz an Position 3 und 8 werden die
Nonapeptidhormone in die Oxytozin- und Vasopressingruppe eingeteilt. Sie werden
hauptséchlich aus dem Hypophysenhinterlappen sezerniert (Gimpl et al., 2001; Zingg et al.,
1995). Das Gen ist auf dem Chromosom 20p13 lokalisiert und besteht aus drei Exons (Gimpl et
al., 2001).

OT zirkuliert im Blut als freies Peptid und verteilt sich sowohl im intravasalem als auch
extravasalem Kompartiment.

Die biologische Halbwertzeit von OT liegt zwischen drei und zehn Minuten, es wird zum groéften
Teil in der Leber und in den Nieren inaktiviert und in biologisch inaktiver Form mit dem Urin

ausgeschieden (Zeeman et al., 1997).

Die Freisetzung von OT als Hormon wird stimuliert z.B. unter der Entbindung, beim Stillen als
auch bei einigen Stresszustinden, dabei erfolgt die Freisetzung aus der Hypophyse in den
systemischen Kreislauf.

Als Neurotransmitter erreicht OT Zielbereiche innerhalb des Gehirns und dient als
Neuromodulator im Zentralnervensystem.

Neben der Hypophyse kommt es zu einer Bildung von OT auch im peripheren Gewebe wie im

Herzen als auch in Uterus, Plazenta, Amnion, Corpus luteum und Testes (Gimpl et al., 2001).

Die klassischen Wirkungen von OT sind Stimulation der uterinen Muskulatur zur Induktion von
Uteruskontraktionen wihrend der Entbindung und Ejektion der Milch wihrend der Laktation

(Ivell et al., 2001). Dariiber hinaus werden auch analgetische Effekte von OT beschrieben, ferner
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scheint OT unter anderem einen Einflu3 auf die Thermoregulation, Osmoregulation und gastrale
Motilitét zu haben (Gimpl et al., 2001).

OT vermittelt seine biologische Aktivitit iiber lokale, spezifische Oxytozin-Rezeptoren (OTR).
Die Bindung von OT an OTR in der Dezidua fiihrt iiberwiegend iiber die Produktion von
Diacylgycerol und Arachidonsdure zur Produktion von uterotonen Prostaglandinen. Dagegen
kommt es im Myometrium im Wesentlichen durch Bildung von Inositoltriphophat (IP3) zur
Freisetzung von intrazellulirem Kalzium und damit zur direkten Induktion von Kontraktionen im
Gewebe (Friebe et al., 2004; Jeng et al., 2003; Rozen et al., 1995; Tahara et al., 2000).

Neben dem Uterus erfolgte ein Nachweis fiir OTR auch an Nieren, am Herzen, Thymus,
Pankreas, Fettzellen sowie am Zentralnervensystem (Gimpl et al., 2001; Zingg et al., 2003).
Kimura et al. (1992) isolierten und beschrieben erstmals Struktur und Expression der
komplementdiren DNA  (cDNA) des OTRs im humanen Myometrium nach
Expressionsklonierung. Der OTR ist ein Polypeptid, das aus 388 Aminosduren besteht. Er besitzt
die fiir ein guanylnukleotidbindendes Protein (G-Protein) typische Rezeptorstruktur mit sieben
transmembranalen Domédnen (Kimura et al, 1992). Die aminoterminale Region dieser
Rezeptoren enthilt N-gebundene Oligosaccharide und befindet sich auf der extrazelluldren Seite
der Membran. Sie dient als Bindungsdoméne fiir einen Agonisten, in diesem Fall OT, die
carboxyterminale Region auf der zytosolischen Seite ist die Bindungsstelle fiir das G-Protein. Die
humane OTR-mRNA liegt in zwei Isoformen vor, im Brustgewebe zeigt die dominante
Spleiform eine Grofe von 3,6 Kilobasen (kb) und in den Ovarien, Endometrium und
Myometrium eine Grof3e von 4,4 kb.

Inoue et al. (1994) gelang es mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung das Gen fiir den OTR auf
3p25-3p26.2 zu lokalisieren. Dabei iiberspannt das Gen ungefdhr 17 kb und besteht aus drei

Introns und vier Exons.

OT und sein Rezeptor spielen als Teil eines parakrinen Systems eine Schliisselrolle im Prozess
der Wehentétigkeit (Friebe et al., 2004).

Im Jahre 1909 demonstrierten Bell und Blair erstmals bei Kaiserschnitten die uterotonischen
Wirkungen von sekretorischen Produkten des Hypophysenhinterlappens.

Seit seiner synthetischen Herstellung durch Du Vigenaud et al. (1954) hat OT im klinischen
Alltag seine therapeutische Anwendung vor allem in der Geburtshilfe zur Geburtseinleitung, bei

Wehenschwiéche und postpartalen Blutungen gefunden.
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Abbildung 1:  Schematische Darstellung des humanen Oxytozin-Rezeptors mit dem aminoterminalen Ende
extrazelluléar und der carboxyterminalen Doméne auf der zytosolischen Seite (Gimpel et al.,

2001)

1.2 Oxytozin und der Oxytozin-Rezeptor wahrend der Schwangerschaft

Messungen der OT-Konzentration im miitterlichen Plasma weisen eine stetige und langsame
Erhohung der Konzentrationen mit einem Maximum in der 39. Schwangerschaftswoche (SSW)
auf. Dabei zeigt sich eine hoch signifikante Korrelation zwischen der mittleren
Plasmakonzentration von OT und dem Schwangerschaftsalter (Dawood et al., 1979).

Um seine Wirkung als Ausloser der Uteruskontraktionen zu Beginn des Geburtsvorganges
entfalten zu konnen, sind die Aktionen des OTs in vivo bestimmt durch die Konzentration der
OTR in den myometranen Zellen (Adachi et al., 1995).

Verschiedene Versuchsreihen sowohl beim Menschen als auch bei vielen Sdugetieren weisen
eine deutliche Zunahme der OTR-Konzentration im Myometrium des Uterus im Verlauf der

Schwangerschaft auf (Chwalisz et al., 1991; Kobayashi et al., 1999; Fuchs et al., 1984, 1989).
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Fuchs et al. (1984) beobachteten, dass die Konzentration der humanen myometranen OTR noch
relativ niedrig zwischen der 13. und 17. SSW war, jedoch eine 12-fache Zunahme bis zur 37.-41.
SSW erfuhr, dabei erreichte die Rezeptordichte ihr Maximum nach Einsetzen der Wehen. Parallel
dazu dokumentierten Kimura et al. (1996) im Verlauf der Schwangerschaft auch einen Anstieg
der OTR-mRNA-Konzentration, diese waren zum Zeitpunkt der Geburt in 300-fach hoherer
Konzentration messbar verglichen mit der OTR-mRNA-Konzentration im nicht schwangeren
Myometrium.

Gleichzeitig beobachteten Kimura et al. (1996), dass einige Zellen eine hohe Anzahl an OTR-
mRNA exprimierten, die wiederum von Zellen mit einem deutlich niedrigerem Niveau an OTR-
mRNA umgeben waren. Dieses Muster der OTR-Verteilung im Myometrium wird als heterogene
Verteilung benannt.

Die Konzentrationen der myometranen OTR waren im Fundus und Korpus uteri dhnlich und

deutlich hoher als im Zervixbereich (Fuchs et al., 1984).

Allerdings scheint die myometrane Aktivitdt auf einer Kombination aus dem Anstieg der OT-
Konzentration sowohl maternalen als auch fetalen Ursprungs und erhohter myometraner
Sensitivitdt zu beruhen (Chard et al., 1971; Wada et al., 1995)), wobei sowohl die Anzahl als
auch die Affinitit der OTR durch Ostrogen stimuliert wird (Soloff, 1975).

Eine erhohte Sensitivitdt der OTR scheint auf einer Erhohung der Gap-Junctions zwischen den
glatten Muskelzellen zu beruhen (Helmer et al., 2002). Chwalisz et al. (1991) untersuchten in
ihrer Studie die Rolle von Progesteron auf die myometrane Aktivitdt am Meerschweinchen in der
Spatschwangerschaft. Dabei wurde Onapriston, ein Progesteronantagonist verabreicht, das zu
einer Steigerung der OT-Wirkung fiihrte, allerdings keinen Anstieg der OTR im Myometrium zur
Folge hatte. Jedoch konnte ein Anstieg fiir myometrane Gap-Junctions nachgewiesen werden. Sie
postulierten daher, dass ein Anstieg der OTR nicht allein verantwortlich fiir das Ausmal} der OT-
Wirkung ist, sondern auch eine Reaktion auf der ,,Post-Rezeptor-Ebene* in Betracht kommt. Zu
gleichen Ergebnissen kamen auch Kimura et al. (1996).

Garfield et al. (1977) beschrieben einen Anstieg der Gap-Junction-Proteine wéahrend der
Schwangerschaft, wobei deren Expression durch Ostrogen, Progesteron und Prostaglandine

reguliert wurde.
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Auch im nicht graviden Uterus werden myometrane OTR exprimiert, deren Funktion allerdings
bisher noch weitgehend ungeklédrt bleibt. In einer Studie von Fuchs et al. (1998) wurde
immunhistochemisch eine zyklusabhéngige OTR-Expression nachgewiesen. Dabei zeigte sich in
der spiten Sekretions- und frithen Proliferationsphase eine deutlich hohere Rezeptordichte als zur
Zyklusmitte.

Dieses Ergebnis 146t sich durch Ligandenbindungsstudien von Maggi et al. (1992) bestitigen,
wobei ebenfalls eine gesteigerte [3H]Oxytozin-Bindung sowohl in der spédten Lutealphase als
auch zum Menstruationszeitpunkt festgestellt wurde. Die OTR-Dichte ist folglich zum Zeitpunkt
der Menstruation am hdchsten und entspricht somit dem Zeitpunkt, an dem die myometrane

Aktivitdt des nicht schwangeren Uterus am grof3ten ist.

1.3 Oxytozin-Rezeptor in Interaktion mit ovariellen Steroiden

Neben OT besitzen die Steroidhormone Ostrogen und Progesteron eine Hauptfunktion bei der
Modulation der OTR-Expression im Myometrium, wobei deren Einfluf auf die uterinen
Segmente variiert und abhingig vom ovariellen Zyklus ist. Progesteron und Ostradiol, die
biologisch aktivste Substanz der natiirlichen Ostrogene werden in groBen Mengen wihrend der
Schwangerschaft sowohl im Fetus als auch im maternalen Gewebe produziert und scheinen eine

Rolle bzgl. der Sensitivitét der uterinen Muskelzellen fiir OT zu spielen (Adachi et al., 1995).

In der Studie von Wathes und Hamon (1993) wurden Zellproben aus Uteri sowohl nicht gravider
Schafe als auch von Schafen in der Frithschwangerschaft (bis Tag 21) gewonnen. Dabei konnte
eine signifikant positive Korrelation zwischen der Zunahme des zirkulierenden Ostrogens und

dem Anstieg der OTR-Konzentration im Myometrium nachgewiesen werden.

Studien auf der Rezeptor-Ebene, von Soloff et al. (1975) mit Ratten und von Nissenson et al.
(1978) mit Hasen durchgefiihrt, ergaben eine Reduktion der Sensitivitit fiir OT nach Behandlung
mit Progesteron wohingegen eine Stimulation mit Ostradiol zu einer Steigerung fiihrte. Ahnliche
Ergebnisse lieferten auch Kao et al. (1964) und Miller et al. (1965), die erhdhte myometrane
Aktivititen bei Hasen und Ratten durch Ostrogengabe beobachteten und unter Progesterongabe

eine Abnahme dokumentierten.



12 Einleitung

Im Einklang dazu sind die Ergebnisse von Maggi et al. (1988), die eine Zunahme der OTR im
Rattenmyometrium durch 17B-Ostrogentherapie feststellen konnten, die durch Progesteron
gehemmt wurde. Dieser Effekt konnte wihrend der Geburt physiologisch relevant werden, da
hier die Zunahme der OTR-Expression mit dem Abfall der Progesteron/Ostrogen-Ratio im
peripheren Blut einhergeht (Challis et al., 1973; Fuchs et al., 1983). Bei Menschen und
Meerschweinen konnte im Gegensatz zu den Ergebnissen bei Ratten kein klarer Abfall des
Progesteronsspiegels zu Beginn der Wehentdtigkeit nachgewiesen werden und die myometrane
OT-Sensitivitdt entwickelte sich eher kontinuierlich mit Fortschreiten der Schwangerschaft
(Yannone et al., 1968; Elger et al., 1985). In einer weiteren Studie (Fuchs et al., 1960) konnten
selbst hohe Progesterondosen beim Menschen keine effektive Hemmung vorzeitiger
Wehentitigkeit bewirken. Adachi et al. (1995) berichteten jedoch von einer dstrogeninduzierten
OTR-Zunahme in humanen myometranen Zellkulturen, die durch simultane Progesterongabe
konzentrationsabhiingig gehemmt wurde. Somit bleibt die Rolle von Progesteron und Ostrogen

und deren EinfluB auf den OTR weiterhin widerspriichlich.

Eine Studie von Dawood und Kahn-Dawood (1986) zeigte zum einen, dass die Konzentration
von OT bei Anwesenheit eines Corpus luteum in den abfithrenden vendsen ovariellen Gefdflen
deutlicher hoher liegt (11,8 £ 1,5 pg/ml) als in Abwesenheit eines Corpus luteum (2,1 £+ 0,2
pg/ml). Zum anderen liegt die Konzentration von OT in den peripheren GefaBlen (2,9 + 0,3 pg/ml)
niedriger als in den abfithrenden vendsen ovariellen Gefd3en. Daher scheint der Anstieg des OT
auf einer erhohten Produktion im Corpus luteum zu beruhen. Weiterhin besteht eine signifikant
positive Korrelation zwischen der erhdhten intralutealen OT-Konzentration und der Ostrogen-

und Ostradiolkonzentration in den ipsilateralen ovariell vendsen Geféf3en.

In einer weiteren Studie von Horn et al. (1998) wurden endometriale Gewebekulturen von
Ochsen wihrend des Ovarialzyklus im Hinblick auf die Regulation des OTR untersucht. Dabei
wiesen Kulturen mit dissoziierten endometrialen Epithelzellen unter Ostrogen- oder
Progesteroninkubation keine Anderung der OTR auf, wohingegen Endometrium im Zellverband
auf die Steroide reagierte. Diese Beobachtungen fiihrten zu der Annahme, dass die
Steroidwirkung eventuell noch durch andere endometriale Zellkomponenten vermittelt wird und
dass somit die Integritdt des Organs bei in vitro Studien nicht auler Betracht gelassen werden

sollte.



Einleitung 13

1.4 Molekulargenetische Grundlagen zur Messung der Oxytozin-Rezeptor-Expression

Wie bereits unter 1.1 erwdhnt gehort der OTR zu der Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren.

Das G-Protein ist ein peripheres Membranprotein, das aus je einer a- (45 kd), - (35 kd) und y- (7
kd) Untereinheit besteht und an der Innenseite der Zellmembran gebunden ist. Es kommt in einer
Guanosindiphosphat (GDP)- und einer Guanosintriphophat (GTP)-Form vor, wobei ohne
Hormon fast das gesamte G-Protein in der inaktiven GDP-Form vorliegt. Durch Bindung des
Hormons, in diesem Fall OT, an den Rezeptor, bindet sich dieser Hormon-Rezeptor-Komplex an
das G-Protein, was eine Anderung der Konformation des G-Proteins zur Folge hat, so dass GDP
freigesetzt wird und die Bindung von GTP mdglich ist. AnschlieBend liegt das G-Protein nun in
seiner aktiven Form vor. Die GTP-aktivierte a-Untereinheit des G-Proteins spaltet sich von den
tibrigen Untereinheiten ab und aktiviert ihrerseits wiederum die Adenylatzyklase, die die
Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
katalysiert. Dieses guanylnukleotidbindende Protein ist somit ein Zwischenprodukt des

Aktivierungsprozesses und erhielt als Signalkopplungsprotein die Bezeichnung G-Protein.

cAMP ist ein wichtiger intrazellulirer Botenstoff, der unter Wirkung der Adenylatzyklase aus
ATP gebildet wird. Die Adenylatzyklase wiederum liegt an der Innenseite der Membran und wird
durch Bindung eines Hormons an einen extrazelluliren Rezeptor stimuliert. AnschlieBend
katalysiert sie die Umwandlung von ATP in cAMP. Auf diese Weise steigt die Menge an cAMP
im Zytosol an und veréndert anschlieend innerhalb der Zelle die Geschwindigkeit enzymatischer
Prozesse, daher wird cAMP auch second messenger genannt.

An die o-Untereinheit des G-Proteins gebundenes GTP wird langsam zu GDP hydrolysiert

wodurch der Aktivierungsvorgang der Adenylatzyklase beendet wird.

Ein weiteres Charakteristikum der G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist die Desensibilisierung.
Rezeptormolekiile, die ldngere Zeit einem konstanten Hormonspiegel ausgesetzt sind,
katalysieren den GTP-GDP-Austausch nicht mehr effektiv. Dabei spielt der carboxyterminale
Bereich des B-adrenergen Systems eine Schliisselrolle bei der Desensibilisierung. In diesem

Bereich werden Serinreste von einer spezifischen Kinase phosphoryliert. Die Phosphorylierung
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an mehreren Stellen verhindert, dass der Hormon-Rezeptor-Komplex den GTP-GDP-Austausch
katalysiert und blockiert auf diese Weise die Signaliibertragung. Die Sensibilitdt des Rezeptors
wird durch Abspaltung der Phosphatreste durch eine Phosphatase wiederhergestellt (Stryer,
1994).

Abbildung 2:  Schematische Darstellung des G-Protein Zyklus (modifiziert nach Wikipedia - Die freie
Enzyklopédie, 2005)
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OT-vermittelte Uteruskontraktionen beruhen auf einer Freisetzung von Kalzium aus dem
endoplasmatischen Retikulum. Die Bindung von OT an seinem Rezeptor fiihrt zu einer Spaltung
des Phosphaditylinositols, einem Lipid der Membran in Inositoltriphosphat (IP;) und
Diacylglycerin. IP; diffundiert als wasserloslicher Botenstoff in das Zytosol und fiihrt zu einer
vermehrten Ausschiittung von Kalzium. Die Kalzium-abhingige Phosphorylierung von Myosin

triggert die Interaktion zwischen Myosin und Aktin, die schlieBlich zur Uteruskontraktion fiihrt.
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In etwa 30% wird die Frithgeburtlichkeit durch vorzeitige Wehen ausgelost, deren Behandlung in
den letzten 30 Jahren zu keiner signifikanten Senkung der Frithgeborenenrate gefiihrt hat. Mit

Hilfe des Wissens der OTR-Signalkaskade wére hier ein weiterer Therapieansatz zu suchen.

1.5 Perfusionsmodell zur Materialgewinnung fiir die molekulargenetische Diagnostik

Extrakorporale Organperfusionen werden insbesondere bei klinischen Fragestellungen auf dem
Gebiet der Organtransplantation von Leber, Herz und Niere bereits erfolgreich eingesetzt
(Kamada et al., 1980; Swanson et al., 1979; Toledo-Pereyra et al., 1979; van der Wijk et al.,
1980).

Dariiber hinaus bieten Modelle zur Organperfusion eine ideale Mdglichkeit, um physiologische
und biochemische in vitro Studien am intakten Organ durchzufiihren.

Dabei wird eine oxygenierte Nahrlosung mit Hilfe eines Pumpsystems direkt {iber die
versorgenden Gefdle in das Organ geleitet, wodurch das Organ iiber einen langeren Zeitraum
extrakorporal in seiner Vitalitdt und Funktionalitét erhalten werden kann. Diese Methode wurde
bereits erfolgreich an verschiedenen Organen, unter anderem am Herzen, der Leber, der Lunge
und am Pankreas demonstriert (Edlund et al., 1981; Murdter et al., 2000; Lee et al., 2000;
Brunicardi et al., 2000).

Auch auf dem Gebiet der Reproduktionsmedizin konnten mit derartigen Modellen
vielversprechende Ergebnisse bei der Perfusion des menschlichen Uterus, der Plazenta und der

Ovarien erzielt werden (Bulletti et al., 1986; Maulik et al., 1981; Fukunishi et al., 1975).

Bulletti et al. etablierten erstmalig eine Versuchsapparatur zur Perfusion eines humanen Uterus,
mit der es ihnen gelang, die Organintegritidt zunichst iiber zwdlf Stunden, in Folgestudien sogar
bis zu 48 Stunden zu erhalten (Bulletti et al., 1986 und 1987).

Ostrogen- und Progesterongaben wihrend der extrakorporalen Perfusion bewiesen eindrucksvoll
den FErhalt der Gewebefunktion. Eine 48-stiindige Perfusion mit Ostrogen- und
Progesteronkonzentrationen, wie sie physiologischerweise bei der Frau in der Mitt-Lutealphase
vorkommen, waren ausreichend, um eine sekretorische Transformation des proliferierenden
Endometriums zu bewirken (Bulletti et al., 1987).

Durch Messungen der elektromechanischen Aktivitdt des perfundierten Uterus iiber endoluminal

platzierte Druckkatheter wurde die Abhéngigkeit der Uterusaktivitdt von ovariellen Steroiden
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demonstriert. 178-Ostradiolgabe fiihrte zu einer Erhdhung des endoluminalen Druckes, sowie zu
einer Zunahme von Dauer und Sequenz spontaner rhythmischer Kontraktionen.

Die Verabreichung von Progesteron hingegen hatte den entgegengesetzten Effekt und bestitigt
damit die Annahme, dass dieses Hormon verantwortlich fiir die Ruhigstellung des Uterus ist

(Bulletti et al., 1993).

Das in der vorliegenden Studie verwendete Perfusionsmodell wurde in Anlehnung an die
Versuchsapparatur von Bulletti konstruiert, mit dem Unterschied, dass statt einem offenen ein
geschlossenes Perfusionsmodell eingesetzt wurde.

Die Perfusion mit einer oxygenierten Néhrlosung unter Beachtung konstanter Perfusionsdriicke
und Flow-Raten bei Korpertemperatur sind Ausgangsgrundlagen, um ein anndhernd
physiologisches Milieu zu erreichen und das Organ in seiner Funktionalitit nicht zu

beeintrichtigen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Studie ist Teil einer Reihe von Untersuchungen zur weiteren Klarung des
Mechanismus der OTR-Regulation im uterinen Myometrium.

In dieser Arbeit wird die Interaktion von Ostrogen und OT auf die OTR-Expression im
Myometrium nicht schwangerer Frauen untersucht. Unter Einsatz des uterinen Perfusionsmodells
werden Uteri prdmenopausaler Frauen mit den Hormonldsungen stimuliert und die quantitative
OTR-mRNA-Expression des Myometriums zu verschiedenen Zeitpunkten der Perfusion und an

verschiedenen Lokalisationen des Uterus molekulargenetisch bestimmit.

Zum Nachweis der OTR-mRNA-Expression wird zundchst mRNA aus den Zellen der
gewonnenen Uterusbiopsien extrahiert, mit Hilfe der Reversen Transkriptase in cDNA {iberfiihrt
und anschlieBend mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert. Im Allgemeinen ist
die Menge der OTR-mRNA auch in OTR-reichem Gewebe immer noch zu niedrig, um sie mit
Hilfe von Northern-Blotting genau bestimmen zu konnen (Larcher et al., 1995), so dass sich die
kompetitive PCR zur Quantifizierung von mRNA in einer limitierten Anzahl von Proben

empfiehlt (Clerget et al., 1998; Liu et al., 1996 Wang et al., 1989), dabei wird die cDNA der zu
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untersuchenden mRNA mit einer in ihrer Konzentration bekannten DNA-Sequenz, dem internen
Standard, koamplifiziert.

In der hier vorliegenden Studie wurde die kompetitive PCR nach dem Protokoll von Leygue et al.
(1996) durchgefiihrt.

Zuletzt erfolgt die quantitative Analyse der PCR-Produkte mittels Fragmentanalyse auf einem

semiautomatischen Sequenzierer (ALF express ).

Als weitere Fragestellung ergibt sich, ob sich ein perfundierter Uterus durch gezielte
Hormongabe beziiglich seines Rezeptorstatus derart verdndern 146t, dass beliebige Phasen des
Zyklus oder der Schwangerschaft simuliert werden konnen.

Kurz vor Einsetzen der Wehentidtigkeit ist zum einem eine steigende Anzahl der OTR als auch
eine erhohte Sensitivitdt fiir OT im Myometrium nachzuweisen (Fuchs et al., 1984; Zeeman et al.,
1997). Diese Vorginge unterliegen vor allem einer Regulation der OTR-mRNA-Expression
wihrend der Entbindung, die noch immer nicht vollstindig geklirt ist (Zeeman et al., 1997; Inoue
et al., 1994). Aus dem beschriecbenen Versuchsansatz ergibe sich die Moglichkeit, das
Kontraktilititsmuster des Uterus bei Wehenbeginn und unter der Geburt eingehender zu studieren
und somit die Wirksamkeit und Auswirkungen von OTR-Agonisten sowie Antagonisten im

Vergleich mit anderen uterustonisierenden Substanzen oder Tokolytika zu testen.
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2. Material und Methoden

2.1 Extrakorporale Uterusperfusion

Prinzip:

Nach Etablierung eines Perfusionssystems zur extrakorporalen Uterusperfusion eines humanen
Uterus ist der nichste Schritt des Forschungsprojektes die Bestimmung der myometranen und
endometrialen OTR-Konzentration mittels Immunhistochemie sowie molekulargenetischen

Techniken.

Zur Durchfiihrung der Studie werden mit Einverstdndnis der Patientinnen und Zustimmung der
Ethikkomission der Universitit Bonn (Geschéftszeichen 146/97) Uteri nach abdominaler oder
vaginaler Hysterektomie verwendet.

AusschluBkriterien fiir die Aufnahme in die Studie bilden Uteri mit malignen Erkrankungen
sowie Patientinnen mit klinisch relevanten Vorerkrankungen wie Hypertonus, Diabetes mellitus,
Adipositas per magna sowie Zustand nach vorausgegangenen intraabdominalen und pelvinen
Entziindungen, um die Wahrscheinlichkeit von GefdBBveranderungen, die die Perfusion

erschweren konnten, so niedrig wie moglich zu halten.

2.1.1 Versuchsaufbau des Perfusionsmodells

Material:

e Krebs-Henseleit-Bicarbonat Pufferlosung

e Thermometer (Fa. Driger, Liibecker Modell GFTH 95)

e Hygrometer (Greisinger Electronic, Miinchen)

e Sterile 2-Liter-Beutel (Fresenius AG, Darmstadt)

e Schlauchsystem (Braun-Melsungen AG)

e Membranxoygenator (Jostra Medizintechnik GmbH, Artikel M5)
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e Flowmeter fiir O, (Oxygen-Blender-Modell 8711, Siemens-Elena, Schweden)
e Flowmeter fiir CO, (Rotameter, Typ TK 254, Fa. Yokogawa, Japan)

o Luftfalle (MF10, Biotestpharma, Dreieich)

e Rollerpumpen (Angiomat Modell 38332020, Fa. Storz, Tuttlingen)

e Heizelement (Fresenius AG, Modell BP742, Bad Homburg)

e Mefsonden (Baxter COM 2, Baxter Coorporation, Irvine-CA, USA)

Durchfithrung :

Die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte extrakorporale Uterusperfusion mittels des im
folgenden beschriebenen Perfusionsmodells hat die Ergebnisse der Voruntersuchungen von
Richter et al. (1998, 2000) zur Grundlage.

Zunachst wird eine Standardhysterektomie durchgefiihrt. Nach Erhalt des Uterus werden die Aa.
uterinae dargestellt, anschlieBend wird unter sterilen Bedingungen jeweils eine Knopfkaniile in
die Gefil3e eingefiihrt und mittels Ligatur fixiert.

Um thrombotische Ereignisse zu verhindern, wird der Uterus nach Darstellung und einwandfreier
Kaniilierung der beiden Aa.uterinae mittels einer heparinisierten Krebs-Henseleit-Bicarbonat
Pufferlosung ausgewaschen, bis das aus dem Uterus austretende Perfusat makroskopisch blutleer
erscheint.

Anschliefend wird der Uterus in einem Inkubator bei 37°C und 99%-iger Luftfeuchtigkeit
gelagert und an das Perfusionssystem tiber die Knopfkaniilen angeschlossen. Zur Kontrolle der

jeweiligen Parameter dienen Thermometer und Hygrometer.

Das Perfusat wird vor der Verwendung mittels Autoklavierung sterilisiert und anschlieBend in
sterile 2-Liter-Beutel umgefiillt, die als Reservoir dienen und iiber jeweils einen Ablauf am
arteriellen und einen Zulauf am vendsen Schenkel verfiigen.

Das an die Beutel angeschlossene Schlauchsystem besteht zum grofiten Teil aus
resterilisierbarem Silikon, der andere Teil aus Einmalmaterial.

Das nun ablaufende Perfusat gelangt iiber den arteriellen Schenkel zunédchst zu einem
Membranoxygenator, in dem es mit 95%-igem O; und 5%-igem CO, angereichert wird, wobei

die Regulierung der Gasfliisse iiber spezielle Flowmeter erfolgt.
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Zur Verhinderung von Luftembolien in den Gefden werden spezielle Luftfallen sowohl im
arteriellen als auch vendsen Schenkel im Perfusionskreislauf zwischengeschaltet.

Des Weiteren wird der PerfusionsfluB im arteriellen Schenkel mittels zweier Rollerpumpen
aufrechterhalten, um eine optimale Perfusion des Uterus iiber die beiden Aa. uterinae zu
erreichen, wobei sich die eingesetzten Flowraten von 20-30 ml/min bei Perfusionsdriicken
zwischen 70-130 mmHg im physiologischen Bereich befinden.

Beide Pumpen werden auf diese Druckbereiche eingestellt und gewihrleisten eine kontinuierliche
Perfusion im physiologischen Bereich, wobei bei Uberschreiten von 130 mmHg bzw.
Unterschreiten von 70 mmHg Warnsignale ertonen und die Perfusion unterbrochen wird.

Um eine Perfusion bei 37°C durchfithren zu koénnen, wird unmittelbar vor dem Uterus ein
thermostatisches Heizelement vorgeschaltet.

Die Temperaturkontrolle erfolgt durch im Perfusatstrom befindliche MeBBsonden.

Nach Durchstromen des Uterus iiber die Aa.uterinae wird das Perfusat in einem
Teflonsammelgefdl aufgefangen und mittels einer weiteren Rollerpumpe durch das vendse
Schlauchsystem dem Reservoir zugefiihrt.

Zur Stimulierung des Uterus werden iiber den arteriellen Schenkel des Organs iiber ein

gesondertes Schlauchsystem Hormonldsungen zugefiihrt.
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2.1.2 Versuchsdarstellung
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Abbildung 3:  Schematische  Darstellung  der  Perfusionsapparatur:  A:  Perfusatreservoir,  2:
Membranoxygenator, 3: Gasflasche mit O,, 4: Gasflasche mit CO,, 5: Gasflowmeter zur Regulierung des
Gasgemisches, 6: Filter mit Luftfalle, 7: Perfusionspumpen mit regulierbarem Perfusionsflow und -druck im
arteriellen Schenkel, 8: Thermostatisches Heizelement mit Regulierung der Perfusionstemperatur, 9: im Perfusat
befindliche Mef3sonden, 10: Inkubator mit regulierbarer Temperatur und Luftfeuchtigkeit, 11: Thermometer, 12:
Hygrometer, 13: kaniilierte Aa. uterinae, 14/15: vendser Schenkel mit PerfusatsammelgefédB, 16: Perfusionspumpe im

vendsen Schenkel, 17: Perfusorsystem fiir Hormonlsung
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2.1.3 Perfusionslésung

Die verwendete Perfusionslosung, eine modifizierte Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Pufferlosung
war bereits in Vorversuchen von Richter et al. (2000) als geeignet befunden worden, um
Gewebevitalitit und —funktionalitdt fiir die Dauer des Versuches aufrechtzuerhalten. Sie setzt sich

aus der in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Elemente zusammen:

Tabelle 1: Modifizierte Krebs-Henseleit-Bicarbonat-Pufferldsung

(1) NaCl 6,896 g/1 (0,118M) (7) D(+)Glukose 1,5 g/1(0,0825 M)
(2) KCL 0,372 g/1 (0,005M) (8) Saccharose 0,7 g/l

(3) MgS0O4 + H,0 0,246 g/1 (0,001 M) (9) Gluthation 0,05 g/1

(4) CaCl, + 6 H,O 0,547 g/1 (0,0025 M) (10) 1,4-Dithiotreitol 0,10 g/l

(5) KH,PO, 0,136 g/1(0,0016 M) (11) Altinsulin 50 LE./I

(6) NaHCO; 2,305 g/1 (0,028 M) (12) Refobacin 40 mg/1

Das Perfusat ist auf einen physiologischen pH-Wert von 7,4 eingestellt und wird {iber den
Membranoxygenator mittels Sauerstoff- und Kohlendioxidgabe im physiologischen Bereich
zwischen einem pH-Wert von 7,36 und 7,44 gehalten. Dariiber hinaus enthélt die Losung dem
Plasma isoosmolare Ionenkonzentration.

Zur Aufrechterhaltung des kolloid-osmotischen Drucks in den Gefdllen, welcher ca. 24 mmHg
betrdgt, wird Saccharose als ein impermeabler Zucker eingesetzt, um auf diese Weise einer
Odembildung im Gewebe vorzubeugen.

Weiterhin besitzt das Tripeptid Gluthation die Funktion eines Reduktionsmittels und bindet somit
stark reaktionsfiahige freie Radikale, wobei das Gleichgewicht zwischen seiner reduzierten und

oxidierten Form iiber das eingesetzte Dithiotreitol vermittelt wird.

Pharmaka und Material:

e Altinsulin (Fa. Hoechst)

e Refobacin (Fa. Merck, Darmstadt)

e Blutgasanalysator (Radiometer ABL 505, Kopenhagen, Danemark)
e Vitro-Analyzer (Johnson&Johnson, Rochester, NY,USA)
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Durchfiihrung:

Bei der Herstellung der Perfusionslosung wird beriicksichtigt, dass die Losung den osmotischen
Druck des Plasmas von 24 mmHg besitzt, einen definierten Gehalt an Kationen, Anionen und
Wasserstoffionen aufweist und ein pH-Wert von anndhernd 7,4 mittels Bicarbonat-Puffer
aufrechterhalten wird.

Des Weiteren werden vor Anhéngen eines neuen Perfusatbeutels mit einem Inhalt von 2 Liter 50
LLE/l Altinsulin zur Verstoffwechslung der Glukose sowie 40 mg/l Refobacin als
Infektionsprophylaxe beigefiigt.

Aus Voruntersuchungen von Richter et al. (2000) hat sich nach Messung biochemischer
Parameter gezeigt, dass ein Austausch des Perfusates in Intervallen von maximal vier Stunden
erforderlich ist, um pH, Sauerstoff und Kohlendioxid, sowie Laktat, Laktatdehydrogenase (LDH)
und Kreatininkinase (CK) im physiologischen Bereich zu halten. Dabei zeigte sich nach einer
Perfusionsdauer von sechs Stunden ohne Perfusataustausch eine Erhéhung der hypoxischen und
zytolytischen Parameter. In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wird die Perfusionslosung
nach drei Stunden ausgetauscht. Zur Kontrolle der biochemischen Parameter LDH, Kreatinin,
Harnstoff, Glukose, CK, Laktat sowie der Elektrolyte Natrium, Kalium und Kalzium wird jeweils
30 Minuten vor sowie 30 Minuten nach einem Perfusatwechsel 1 ml Perfusat aus dem arteriellen
Schenkel entnommen. Diese Probe wird im Labor zentrifugiert, der Uberstand in ein
Eppendorfgefd3 dekantiert und anschlieBend mit Hilfe des Vitro-Analyzers im klinisch
chemischen Labor analysiert.

Des Weiteren erfolgt stiindlich eine Blutgasanalyse aus dem arteriellen Schenkel zur Kontrolle
von p0,, pCO, pH-Wert, Siure-Base-UberschuB und Bicarbonat (HCOs;). Um einen
physiologischen Bereich des pH-Wertes (7,36-7,44) zu erhalten, kann mit Hilfe der gemessenen
pO, und pCO, am Flowmeter der Gasflull angepalit werden.
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2.1.4 Experimentelle Verfahrensweise

Material und Reagenzien:

e Mammastanze (BardTM MagnumTM, Serien Nr. L 1971451,Covington, USA)
o fliissiger Stickstoff

e Eppendorfgefilie (Fa. Sarstedt)

e Formalin (Fa. SIGMA)

o 2,5% Cacodylat-Puffer-Glutaraldehyd-Gemisch (10:1) (Fa. Merck)

e Ostrogen: 17B-Estradiol (Fa. SIGMA)

e Oxytozin: Orasthin (Fa. Hoechst AG)

e 4% Formalin-Methylenblau-Losung (Fa. SIGMA)

Durchfiihrung:

Bevor der Uterus an die Perfusionsanlage angeschlossen wird, erfolgt zunéchst eine
Gewichtsbestimmung, um nach Versuchsende, nach einer weiteren Gewichtsbestimmung
mogliche Fliissigkeitseinlagerungen ausschlieBen bzw. abschétzen zu konnen.

Anschlieend wird vor Beginn der Perfusion jeweils eine Gewebeprobe mittels einer
Mammastanze aus den Bereichen Fundus, Korpus und Zervix des Uterus entnommen, in
fliissigen Stickstoff schockgefroren und zur weiteren molekulargenetischen Analyse in
Eppendorfgefaflen bei —80°C aufbewahrt.

Weiterhin wird eine Stanzprobe aus dem oberen Drittel des Korpus zur histologischen
Aufarbeitung in Formalin fixiert sowie eine weitere Probe aus der gleichen Region fiir
elektronenmikroskopische Untersuchungen gewonnen, die in einem 2,5%-igen Glutaraldehyd-
Cacodylatpuffer-Gemisch autbewahrt wird.

Nach Anschluf3 des Uterus an das Perfusionssystem wird dem Uterus neben dem Perfusat iiber
die Aa.uterinae eine Ostrogenldsung fiir eine Dauer von sechs Stunden infundiert, die iiber ein
gesondertes Perfusionssystem in der Konzentration von 500 pg/min/Arterie die Aa.uterinae

erreicht.
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Nach drei Stunden wird erneut jeweils eine Gewebeprobe fiir die molekulargenetische
Auswertung aus den Bereichen Fundus, Korpus und Zervix mittels Stanzbiopsie gewonnen und
wie bereits oben erwihnt aufbewahrt.

Anschlielend werden nach weiteren drei Stunden, d.h. nach Stunde 6 der Versuchsreihe
Gewebeproben fiir die molekulargenetischen Untersuchungen, als auch fiir die Histologie sowie
fiir die Elektronenmikroskopie entnommen und wie oben beschrieben zur weiteren Verarbeitung
aufbewahrt. Der sechsstiindigen Perfusion mit Ostrogenldsung folgt die OT-Stimulation.
Basierend auf Daten von OT-Dosen zur Einleitung der Wehen (Muller et al., 1992) und
Beobachtungen der uterinen Sensitivitét fiir OT, die in friihen Schwangerschaftswochen niedriger
ist als zum Zeitpunkt der Entbindung werden steigende Konzentrationen fiir OT dem Perfusat
hinzugefiigt.

Nach Erreichen der sechsstiindigen Ostrogenstimulierung wird OT mit einer Konzentration von
10 I.LE./100 ml Perfusat aufgezogen und beginnend mit 1 ml.E./min iiber weitere drei Stunden in
ansteigender Konzentration verabreicht.

Dabei wird alle 15 min die vorangegangene Konzentration verdoppelt.

Folgende Abbildung und Tabelle sollen der Veranschaulichung der Hormonstimulation und der

ansteigenden OT-Konzentration dienen:

Abbildung 4:  Schematische Darstellung der Hormonstimulation wahrend der Perfusion

Stunde 0 Stunde 6 Stunde 9
| Perfusion mit Ostrogenstimulation | Perfusion mit Oxytozinstimulationl

}Jerfusionsbeginn | Plerfusionsende
Tabelle 2: Schema der Oxytozinperfusion mit steigenden Konzentrationen (Stunde 6-9)
T 0-15 | 15-30 |30-45 |45-60 |60-75 |75-90 |90- 105- |120- |[135- |150- |165-
(min) 105 120 135 150 165 180
Dosis |1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048
(mLE.
/min)
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Wiéhrend der OT-Stimulation erfolgt stlindlich, d.h. nach Stunde 7, 8 und 9 eine

Gewebeentnahme aus Fundus, Korpus und Zervix fiir die molekulargenetische
Weiterverarbeitung.
Nach Stunde 9 bzw. am Ende des Versuches werden weitere Biopsien fiir die
Elektronenmikroskopie sowie fiir die Histologie gewonnen und wie oben erwéhnt fiir eine
Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Nach Beendigung der Perfusion wird iiber die Aa.uterinae eine 4%-ige Formalin-Methylenblau-
Losung injiziert, um eine optimale Gewebefixierung zu erreichen und zum anderen die
Perfusatverteilung in den uterinen Gefaflen darstellen und beurteilen zu kénnen.

Folgende Tabelle dient zur Veranschaulichung der gewonnenen Gewebeproben wéhrend der

Perfusion:
Tabelle 3: Schematische Darstellung der Biopsiegewinnung aus den Uterussegmenten Fundus, Korpus
und Zervix zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Perfusion
Art der Zeitpunkt der Molekulargenetik Histologie Immunhistochemie
Hormonstimulation | Materialgewinnung
Ostrogenperfusion | Stunde 0 Fundus, Korpus, Oberes Drittel des Oberes Drittel des
von Stunde 0-6 Zervix Korpus Korpus
Stunde 3 Fundus, Korpus,
Zervix
Stunde 6 Fundus, Korpus, Oberes Drittel des Oberes Drittel des
Zervix Korpus Korpus
Oxytozinperfusion | Stunde 7 Fundus, Korpus,
von Stunde 7-9 Zervix
Stunde 8 Fundus, Korpus,
Zervix
Stunde 9 Fundus, Korpus, Oberes Drittel des Oberes Drittel des
Zervix Korpus Korpus




Material und Methoden 27

2.2 Molekulargenetische Messung der Oxytozin-Rezeptor-Expression

2.2.1 Separation und Reinigung der RNA

Prinzip:

Um RNA mit Hilfe einer Polymerase-Ketten-Reaktion vervielfaltigen zu konnen, mufl zunichst
die RNA aus den Gewebezellen gewonnen werden.

Die Extraktion von RNA aus Gewebe ist nicht unkompliziert, da RNA zum einen eine labile
Struktur aufweist und zum anderen sich im Gewebe selbst aktive Ribonukleasen befinden.
Ribonukleasen sind Enzyme, die RNA-Molekiile sowohl mittels Endonukleasen als auch
Exonukleasen abbauen. Dabei konnen gerade wihrend des Extraktionsvorganges durch Zell-Lyse
Ribonukleasen frei werden, die sowohl auf die zytoplasmatische als auch nukledire RNA
einwirken konnen. Standardisierte Protokolle zur RNA-Extraktion umgehen dieses Problem,
indem die Zell-Lyse unter Zusatz von Guanidin-Thiocyanat herbeigefiihrt wird, dabei kommt es
zu einer Denaturierung und Inaktivierung der Ribonukleasen. In dem hier verwendetem Protokoll
kommt das TRI REAGENT™ zum Einsatz, in dem das Guanidin-Thiocyanat zusammen mit
Phenol ein Gemisch bildet.

Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) ist ebenfalls ein effizienter, unspezifischer Inhibitor der
Ribonukleasen, das vor allem eingesetzt wird, um extrinsische Ribonuklease-Aktivititen oder
externe Quellen mit potentieller Ribonuklease-Aktivitdt, wie z.B. Flaschen mit Chemikalien,
Verpackungen jeglicher Art oder auch Reagenzgefil3e, zu neutralisieren. DEPC wird nicht direkt
zu einer Zellsuspension dazugegeben, da es die Effizienz einer PCR insbesondere auch der
Reversen Transkription (RT)-PCR reduzieren kann. Dagegen empfiehlt sich bei der RT-PCR der
Gebrauch von DEPC-behandeltem Wasser (DEPC H,0).

Das Prinzip der Isolation und Aufbereitung der RNA aus den uterinen Muskelzellen basiert auf
dem unterschiedlichen Losungsverhalten zelluldrer und nicht-zelluldrer Bestandteile des Gewebes
in organischen und wéssrigen Losungen.

Wihrend RNA sich in wissriger Losung 16st, befinden sich Proteine in der organischen Phase

und DNA in der Interphase.
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Material und Reagenzien:

TRI REAGENT™ (Fa. SIGMA)
e Isopropanol, 100% (Fa. SIGMA)
e Ethanol, 75% (Fa. Merck)
e Chloroform (Fa. SIGMA)
e DEPC H,O (Fa. SIGMA)

e Zentrifuge (Biofuge, Heraeus Instruments, Osterode)
e Vortex-Genie 2 (Vortex Genie 2™ Scientific Industries, Bohemia, USA)
e Heizblock (Techne, Dri-Block® DB-2A, thermo-Dux, Wertheim/Main)

Durchfiihrung:

Um das Gewebe zu zerkleinern wird zu Beginn das noch gefrorene Uterusmaterial mittels
sterilem Skalpell in einzelne Stiicke von ca. 3-4 mm geschnitten, diese Stiicke wiederum werden
durch eine Kaniile von 0,9x40 mm Dicke auf eine 1 ml Spritze aufgezogen und anschlieBend mit
1 ml TRI REAGENT™ versetzt und wiederum mehrmals durch die Kaniile gezogen. Auf diese
Weise wird eine Homogenisierung des Gewebes mit 1 mg pro 10 ul TRI REAGENT™ erreicht.
Die Zellsuspension wird dann zur weiteren Verarbeitung in Reagenzgefdfle auf Eis gelegt.

Nach der Homogenisierung wird das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 10 min bei 12000 rpm
(rounds per minute / Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert, wobei sich in der oberen wissrigen
Phase des Zentrifugats die RNA befindet.

Um eine komplette Dissoziation der einzelnen Nukleoproteinkomplexe zu erreichen wird die
wissrige Phase abpipettiert und fiir weitere 5 min auf Eis gelegt.

Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wird das Gemisch fiir 15 Sekunden geschiittelt, zundchst
bei Raumtemperatur 5 min inkubiert und weitere 10 min auf Eis gelegt.

Anschlieflend erfolgt eine weitere Zentrifugation bei Raumtemperatur fiir 15 min bei 12000 rpm,
wonach das Gemisch in drei Phasen aufgeteilt wird: eine rote organische Phase (bestehend aus
Proteinen), eine Zwischenphase (aus DNA) und eine farblose, wissrige Phase, dem Uberstand
mit der RNA.

Der Uberstand wird abpipettiert und, um eine Prizipitation der RNA zu erreichen, mit 500 pl

Isopropanol versetzt , weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann 5 min auf Eis gelegt.
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Nach Zentrifugation bei Raumtemperatur fiir 10 min bei 12000 rpm formt das RNA-Prézipitat ein
Pellet am Boden des Reagenzgefilies.

Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet in 1 ml 75%-igem Ethanol gewaschen, um
hochreine RNA zu erhalten, anschlieBend wird die Probe gevortext und nochmals bei
Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert.

Der Uberstand wird abpipettiert und das Pellet wird auf einem Heizblock bei 70°C getrocknet
und zur Weiterverarbeitung in 20 pl DEPC H,O resuspendiert.

2.2.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Prinzip:

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgt photometrisch durch Messung der optischen
Dichte (OD). Reine Nukleinsduren besitzen ein charakteristisches Absorptionsspektrum bei
Wellenldngen zwischen 240 nm und 320 nm.

Da das Absorptionsmaximum von Salzen bei 230 nm und das der Nukleinsduren bei 260 nm
liegt, kann aus der Absorptionskurve auf eine Verunreinigung der RNA geschlossen werden.
RNA und DNA haben bei einer optischen Dichte von 1 (OD,4=1) eine Konzentration von 40
pg/ml (RNA) bzw. 50 ng/ml (DNA).

Der Gehalt an Proteinen erhdht die Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm.

Die Berechnung der sogenannten 260:280 Ratio Verhiltnis der OD-Werte einer Probe bei 260
nm und 280 nm gibt AufschluB3 iiber die Reinheit der gewonnenen Probe. Reine RNA bzw. DNA
haben ein OD,,/OD>go-Verhiltnis von 1,7-2,0.

Material:

e Spektralphotometer mit Quarz-Kiivette (RNA/DNA-Calculator, Pharmacia Biotech,
Cambridge, England)

e DEPC H,O (Fa. SIGMA)

e Agqua dest. (Fa. Fresenius)

e 0,1 M NaOH (Fa. Merck)

e 0,1 M HCL (Fa. Merck)
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Durchfiihrung:

Die spektralphotometrische  Quantifizierung der extrahierten RNA  erfolgt durch
Absorptionsmessung gegen DEPC H,O in einer Quarz-Kiivette.

Zunichst werden 79 pl DEPC H,O und 1 pl der gewonnenen RNA-Probe in ein Reagenzgefal3
gegeben.

Nach Abgleich des Spektralphotometers mit 80 pl DEPC H,O als Referenzwert erfolgt die
Absorptionsmessung der 1:80 verdiinnten Probe bei 320 nm. Zwischen den Messungen der
einzelnen RNA-Proben wird die Kiivette in einer 0,1 M NaOH und einer 0,1 M HCL gespiilt, um
Verunreinigungen zu vermeiden wird sie anschlieBend mehrfach mit Aqua dest. gesdubert.

Die RNA-Konzentration in pg RNA/ml Losung kann direkt abgelesen werden.

2.2.3 Reverse Transkription

Prinzip:

Im Jahre 1970 fanden Temin und Baltimore unabhdngig voneinander das Enzym Reverse
Transkriptase, das nach einer RNA-Matrize DNA synthetisiert (Stryer, 1994).

Die Reverse Transkriptase beginnt dabei wie andere DNA-Polymerasen am 5’-Ende und setzt die
Synthese in Richtung 3’-Ende fort.

Auf diese Art und Weise kann man von der mRNA eine DNA-Kopie mit komplementérer
Basenfolge erstellen, die sogenannte cDNA.

Die reverse Transkription dient somit der Umschreibung von RNA in cDNA mit Hilfe einer
retroviralen Reversen Transkriptase. Als Primer wird ein Oligo-dT-Primer verwendet, der an den
Poly-A-Schwanz der mRNA hybridisieren kann, der am 3’-Ende der meisten eukaryontischen
Gene liegt.

Nach Hitzedenaturierung der RNA kann bei Zugabe der entsprechenden Nukleotide die

Transkription erfolgen.
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Reagenzien:

e RT-PCR Perle: Bei einem Gesamtansatz von 50 pl enthilt jedes Reaktionsgemisch
ca. 2,0 Einheiten einer Tag-DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCL mit
einem pH-Wert von 9,0 bei Raumtemperatur, 60 mM KCL, 1,5 mM
MgCl,, 200 uM der einzelnen ANTP, Moloney-Maus-Leukdmie-
Virus, Reverse Transkriptase, Ribonuklease-Inhibitoren (Ready-To-
Go™, Fa. Amersham Pharmacia-Biotech)

e DEPC H,O (Fa. SIGMA)

e Ty g-Primer: 55 ng; ausreichend fiir 100 Reaktionen bei einem Vebrauch bis zu

0,5 ng/Reaktion (Fa. Amersham Pharmacia-Biotech)

Durchfiihrung:

Zunichst wird die RT-PCR Perle in 40 ul DEPC H,O auf Eis gelegt und zum Aufldsen gebracht,
anschlieBend wird das Gemisch in Aliquots a 20 pl auf zwei Reagenzgefilie verteilt.

Zu den beiden Reagenzgefdfien gibt man jeweils 2 ul RNA und 1 pl Ty 13-Primer.

Die hier verwendete RT-PCR Perle enthilt eine aus dem Moloney-Maus-Leukdmie-Virus
(MMLV) gewonnene Reverse Transkriptase, ferner die Tag-Polymerase und
Desoxynukleiosidtriphosphate (ANTPs), die unter 2.2.4 niher erldutert werden.

Der Gesamtansatz von 23 pl pro Reagenzgefd3 wird 30 min bei 42°C inkubiert.

Wihrend dieser Zeit und bei dieser Temperatur erfolgt die Anlagerung des Ti,.1s-Primers an die
zu transkribierenden RNA-Sequenzen und die Umschreibung der RNA in cDNA.

Nach der cDNA-Synthese werden die Proben in einer Polymerase-Ketten-Reaktion wie unter

2.2.4 weiterverarbeitet.
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2.2.4 Kompetitive Polymerase-Ketten-Reaktion

Prinzip:

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) nach Mullis (1985) ist eine in vitro Technik, mit der man
gezielt Desoxyribonukleinsdure-(DNA-)Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen
eingerahmt werden, vervielféltigen kann.

Als Ausgangsmaterial dient genomische DNA oder cDNA, die in ihrem natiirlichen Zustand eine
Doppelhelix bildet.

Der zu amplifizierende DNA-Abschnitt wird bestimmt durch die Wahl sequenzspezifischer
Oligonukleotide, sog. Primer, die sich nach der Denaturierung der DNA an die komplementéren
Einzelstrdnge anlagern (Annealing) und den gesuchten DNA-Bereich am 5’-und 3’-Ende
flankieren.

Diese Oligonukleotidprimer, sogenannte Amplimere, sind kurze einzelstringige DNA-Molekiile,
die komplementir zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize (Template) sind.

Im Gegenwart von Desoxynukleiosidtriphosphaten (ANTPs) verldngert nun die DNA-Polymerase
(Extension) die Primer entlang der einzelstringigen denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert
auf diese Weise neue DNA-Stringe, deren Sequenz komplementér zur Matrize ist.

Zu den vier Desoxynukleosidtriphosphaten z&hlen Desoxyadenosintriphosphat (dATP),
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP), Desoxythymidintripohosphat (dTTP) und
Desoxycytidintriphoaphat (dCTP), welche als Cofaktoren fiir alle DNA-Polymerasen bendotigt
werden.

Um die DNA-Stringe vollstindig voneinander zu trennen, wird das Reaktionsgemisch initial fiir
einige Minuten auf 94°C erhitzt, bei dieser Temperatur trennt sich die doppelstringige DNA in
zwei Einzelstringe (Denaturierung), die anschlieBend als Matrizen fiir die Primer und die DNA-
Polymerasen dienen. Im ersten Zyklus wird die DNA oft fiir lingere Zeit erhitzt, um
sicherzustellen, dass sich sowohl Ausgangs-DNA als auch die Primer vollstindig voneinander
getrennt haben und nur noch als Einzelstrdnge vorliegen.

Nach der Trennung der Stringe wird die Temperatur wieder abgesenkt, so dass die Primer sich an
die komplementiren Sequenzen der DNA-Molekiile anlagern konnen (Annealing). Die
Annealing-Temperatur und Dauer des Annealing-Schrittes hdangen von den zu amplifizierenden

Sequenzen ab. Die Annealing-Temperatur liegt normalerweise 5°C unter dem Schmelzpunkt der
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Primer. Im néchsten Schritt erhoht man die Temperatur auf 72°C. Das ist die optimale
Reaktionstemperatur fiir die hitzestabile Tag-Polymerase.

Mit Hilfe der Tag-Polymersase erfolgt anschlieBend die DNA-Synthese (Extension).

Nach Abschlufl der DNA-Synthese wird die Temperatur erneut auf 94°C erhdht, so dass sich die
kurzen Stiicke doppelstrangiger DNA (der wurspriingliche und der neu synthetisierte
komplementére Strang) voneinander trennen. Diese Einzelstrdnge dienen nun in einer weiteren
Runde als Matrizen. Der gesamte Zyklus - Denaturierung, Annealing und Extension - wiederholt

sich 20 bis 30mal (siche Abbildung 5).

Um nicht nach jedem Denaturierungsschritt eine Enzymlosung mit DNA-Polymerasen erneut
zusetzen zu miissen, werden in einer PCR-Reaktion hitzestabile DNA-Polymerasen verwendet.
Eine hitzestabile DNA-Polymerase, die Tag-Polymerase, wurde in Bakterien (Thermus
aquaticus) entdeckt, die in heilen Quellen bei einer Temperatur von 75°C leben.

Die Tag-Polymerase besitzt ein Temperaturoptimum von 72°C und ist selbst bei 94°C stabil. Man
gibt die Tag-Polymerase daher nur einmal zu Beginn einer PCR-Reaktion dazu und bei
entsprechenden Reaktionsbedingungen fiihrt diese die Extension der Sequenz komplementér zum
DNA-FEinzelstrang ausgehend vom Primer durch.

Die Entwicklung verschiedener einfacher Gerite fiir die Steuerung der Temperaturzyklen,
sogenannte PCR-Maschinen, ermoglichen die Automatisierung der PCR, eine Reaktion aus

Denaturierung, Annealing und Extension.

Bei der fiir die beschriebenen Untersuchungen eingesetzten kompetitiven PCR handelt es sich um
Koamplifikation einer in ihrer Konzentration bekannten DNA-Sequenz (Standard) mit der cDNA
unbekannter Konzentration der zu untersuchenden mRNA (Probe). Es ist eine sensitive Methode
mit hoher Spezifitit (Zhang et al.,1997), um eine Quantifizierung von spezifischer mRNA in
Geweben vorzunehmen. Dabei ist dieses Verfahren 1000mal sensitiver als RNA-Dot-Blot-
Analysen und eignet sich daher ideal zur Untersuchung von mRNA auch in gering exprimierter
Konzentration. In der vorliegenden Studie wird eine modifizierte kompetitive PCR nach dem
Protokoll von Leygue et al. 1996, die sogenannte Triple Primer PCR durchgefiihrt und unter
2.2.4b ndher erliutert.
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Abbildung 5:  Schematische Darstellung der Polymerase-Ketten-Reaktion (modifiziert nach Wikipedia - Die
freie Enzyklopédie, 2005)
a) 5 3
3’ 5 doppelstrangige DNA
b) 5 3
M Primer 1
Trennung des  Doppelstrangs in  zwei
Einzelstrange durch Erhitzen (Denaturierung) und
anschliefend Anlagerung der Primer an das
jeweilige 3"-Ende nach Abkiihlung (Annealing)
3 5
[JPrimer 2
c) 5 3
3 s s
Komplementéir zur Ausgangsmatrize werden mit
Hilfe der Tag-Polymerase zwei neue DNA-
Stringe synthetisiert (Extension)
3 5
S5 e 3
d) Die beiden entstandenden DNA-Stringe bilden die Vorlage fiir den niachsten Zyklus

mit Wiederholung der Schritte a) bis c), so dass sich mit jedem neuen Durchlauf die

Menge an DNA verdoppelt (exponentieller Charakter der PCR).

2.2.4a Plasmid-Konstruktion

Prinzip:

Fiir die Quantifizierung der mRNA-Expression von OTR wird eine DNA-Sequenz mit bekannter

Konzentration (Standard) konstruiert. Der Standard muB3 in einer Primersequenz identisch mit der

zur Quantifizierung der zu untersuchenden cDNA-Sequenz eingesetzten Primern sein. In der

vorliegenden Studie wird das spezifische DNA-Fragment in das Plasmid pGEX-4T-1 ligiert.
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Zur Herstellung des Standards wird zundchst mRNA aus uterinen Biopsien von Frauen zum
Zeitpunkt der Entbindung gewonnen. Die mRNA wird mittels Reverser Transkriptase wie bereits
unter 2.2.3 beschrieben in cDNA umgeschrieben. In einem zweiten Schritt werden sequenz-
spezifische Primer fiir das humane OTR-Gen zu dem Ansatz dazugegeben. Die zur Amplifikation
verwendeten Primer sind in der Studie von Helmer et al. 1995 publiziert und wie folgt modifiziert
worden.

Um das cDNA-Fragment des OTR-Gens an den Restriktionsstellen des Plasmids einbauen zu
konnen, miissen dessen Enden in sogenannte kohdsive Enden umgewandelt werden. Hierzu wird
eine EcoRI-Restriktionsstelle sowie vier zusdtzliche Basen zu dem 5’-Ende des OTR-5"-Primers
hinzugefligt, ferner eine Xhol-Restriktionsstelle und vier weitere Nukleotide zu dem 3’-Ende des
OTR-3"-Primers. Auf diese Weise sind nun die Enden des cDNA-Fragments komplementér zu
den Restriktionsstellen des Plasmids.

Nach der Modifikation stellen sich die Primersequenzen wie folgt dar:

OTR-5"-Eco: 5'-GGCCGAATTCCTACCTGCTGCTGCTCATGTCC-3’

OTR-3"-Xho: 5"-ATATCTCGAGACCTCGCGCAGAGAGAAGATGT-3’

Material und Reagenzien:

e OTR-5"-Eco: 5'-GGCCGAATTCCTACCTGCTGCTGCTCATGTCC-3" (Fa. Pharmacia-
Biotech)

e OTR-3"-Xho: 5'-ATATCTCGAGACCTCGCGCAGAGAGAAGATGT-3" (Fa. Pharmacia-
Biotech)

e DEPC H,O (Fa. SIGMA)

e Plasmid pGEX-4T-1 (Fa. Amersham Pharmacia-Biotech, Schweden)

e Micro Amp® disposables (Perkin-Elmer, European Life Science Center, Langen)

e GFX ™Micro Plasmid Prep Kit (Fa. Amersham Pharmacia-Biotech, Schweden)

Durchfiihrung:

Nach Durchfithrung der einzelnen Methoden wie unter 2.2.1-2.2.3 beschrieben liegt nun ein
Reaktionsgemisch mit ¢cDNA der humanen Uterusproben, gewonnen zum Zeitpunkt der

Entbindung, vor. Zu dem Gemisch werden im nédchsten Schritt je 20 pmol sequenz-spezifische
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Primer, OTR-5"-Eco und OTR-3"-Xho dazugegeben. Die PCR erfolgt wie unter Tabelle 4
aufgefiihrt. Das resultierende PCR-Fragment von 284 Basenpaaren wird anschliefend in den
Vektor pGEX-4T-1 kloniert. Nach Identifikation und weiterer Kultur der positiven Klone wird
die Plasmid-DNA unter Verwendung des GFX ™Micro Plasmid Prep Kit nach Empfehlung des
Herstellers gereinigt. Die durchschnittliche Ausbeute an Plasmid-DNA betragt 150 pg/ml. Zur
weiteren Verarbeitung wird die Plasmid-DNA auf 1:10° (0,0000015 pg/ml) verdiinnt und in

konstantem Volumen und konstanter Konzentration dem RT-TP-PCR Cocktail zugesetzt.

Tabelle 4: PCR-Bedingungen fir die Plasmid-PCR

Gen PCR-Bedingungen

c¢DNA der humanen Uterusproben zum Zeitpunkt der | Denaturierung 5 min 95°C
Entbindung
Denaturierung 40 s 95°C
Annealing 40 s 62°C  } 15 Zyklen
Extension 1 min 72°C

Denaturierung 40 s 95°C
Annealing 40 s 70°C  } 25 Zyklen
Extension 1 min 72°C

2.2.4b Triple Primer PCR

Prinzip:

Zur Quantifizierung der mRNA fiir OTR wird die kompetitive PCR durchgefiihrt. Nach
Konstruktion eines spezifischen DNA-Standardfragments (sieche 2.2.4a) wird dieses den
einzelnen zu untersuchenden cDNA-Proben in definierter Konzentration zugegeben und in der
PCR koamplifiziert. Aufgrund identischer 5’'-Primersequenzen konkurriert das DNA-
Standardfragment mit der zu untersuchenden Probe um die PCR-Amplifikation, wodurch die
Quantifizierung desselben ermdglicht wird. Die 3’-Primersequenzen fiir Probe und Standard
haben dagegen unterschiedliche Sequenzen. In der vorliegenden Studie liegt die Standard-DNA
kloniert in dem Plasmid pGEX-4T-1 vor.

Die Plasmid-DNA besitzt dieselbe OTR-5"-Primerbindungsstelle wie die zu untersuchende
Probe, die beide somit um den OTR-5'-Primer konkurrieren. Dieser Primer wird mit 5-

Fluorocytosin (Cy5) versehen, um die PCR-Produkte spéter auf dem Sequenzierer sichtbar




Material und Methoden

detektieren zu konnen. Die beiden unterschiedlichen OTR-3’-Primer binden an die jeweilige
individuelle Sequenz des Plasmids bzw. der Probe.

Die quantitative Analyse der PCR-Produkte erfolgt mittels Fragmentanalyse auf einem

semiautomatischen Sequenzierer (ALF express ') und wird unter 2.2.5 niher erldutert.

Material und Reagenzien:

68,2°C) (Fa. Pharmacia-Biotech)

(Fa. Pharmacia-Biotech)

Temperatur 69,7°C) (Fa. Pharmacia-Biotech)

Durchfiihrung:

Zu dem Gesamtansatz von 23 pl aus 2.2.3, bestehend aus einem Aliquot a 20 pl und 2 pl RNA
und 1 pl Ty 18-Primer werden jeweils 2 ul der aufgefiihrten Primer und 1 pl Plasmid aus 2.2.4a

zugegeben, so dass man am Ende ein Gesamtreaktionsvolumen von 30 pl erhilt.

Dieser Ansatz durchlduft anschlieBend das PCR-Programm wie folgt:

Tabelle 5: PCR-Bedingungen fur die kompetitive PCR

OTR-5"-Primer: 5'-Cy5-CTACCTGCTGCTGCTCATGTCC-3" (Annealing-Temperatur

OTR-3"-Primer: 5’ TAGCGTGATCCATGTGATGTAGG-3" (Annealing-Temperatur 65,8°C)

OTR-3"-Primer-Plasmid: 5"-ATCGTCAGTCAGTCAGTCACGATGCG-3" (Annealing-

Gene Amp® PCR System 2400 (Perkin-Elmer, European Life Science Center, Langen)

Micro Amp® disposables (Perkin-Elmer, European Life Science Center, Langen)

Gen

PCR-Bedingungen

Plasmid und cDNA der perfundierten Uterusproben

Denaturierung 5 min 95°C

Denaturierung 30 s 95°C
Annealing 30 s 63°C
Extension 30 s 72°C

} 40 Zyklen

Die PCR-Fragmente haben eine Lénge von 234 bp fiir OTR und 187 bp fiir die Plasmid-DNA.

Aufgrund der sehr geringen Mengen an Plasmid-DNA als auch Ziel-cDNA befindet sich die

Amplifikation auch nach 40 Amplifikationszyklen noch im linearen Bereich.
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2.2.5 Semiquantitative Bestimmung der Oxytozin-Rezeptor-Expression

Prinzip:

Zur quantitativen Bestimmung der OTR-Expression erfolgt zuletzt eine Acrylamidgel-
Elektrophorese. Prinzip der Elektrophorese ist die Auftrennung von Proteinen und Nukleinsduren
in einem elektrischen Feld. Acrylamidgel ist im Gegensatz zu Agarosegel kleinporig und eignet
sich daher besonders gut zur Auftrennung von Proteinen und Nukleinsduren mit kleinen
Fragmentgroflen von 5-10 Basen bis zu 500-600 Basen.

Sichtbar werden die PCR-Produkte durch ihre fluoreszierende Eigenschaft, die durch eine
Markierung der Primer mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-Fluorocytosin erreicht wird.

Die Detektion der Fragmente erfolgt durch Laser im halbautomatischen Sequenzierer.

Material und Reagenzien:

o 40% Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) (Fa. SIGMA)

e UREA (Fa. SIGMA)

e EDTA-Dinatrium (Fa. SIGMA)

e Boric-Acid (Fa. SIGMA)

e Tris-Puffer (Fa. SIGMA)

e Ammoniumpersulfat (APS)-Losung, 10% (Fa. SIGMA)
e Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fa. SIGMA)

e ALFexpress™ Sizer® 50-500 (Fa. Pharmacia)

e Dextran Blue 2000 (Fa. SIGMA)

e 100% Deionized Formamide (Fa. SIGMA)

e Aqua dest. (Fa. Fresenius)

e ALFexpress™ Sequenzierer (Pharmacia Biotech, Cambridge, England)

e Vakuum-Membranpumpe NZ 2C (Fa. Vaccubrand)
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Durchfiihrung:

Zur Herstellung des 6%-igen denaturierenden Acrylamid-Bisacrylamid-Gels erfolgt zunichst die
Herstellung eines zehnfach TBE-Puffers, zusammengesetzt aus 9,2 g EDTA-Dinatrium, 55 g
Boric-Acid und 109 g Tris-Puffer. Diese Substanzen werden auf 800 ml mit Aqua dest. aufgefiillt
und aufgeldst. Nach Einstellen eines pH-Werts zwischen 8,3 und 8,4 mit Hilfe von Na'-Plitzchen
wird das Gesamtgemisch auf 1 1 aufgefiillt. AnschlieBend werden 36 ml des zehnfach TBE-
Puffers mit 252 g UREA und 90 ml des 40%-igen Acrylamid-Bisacrylamid-Gelpulvers mit Aqua
dest. auf 600 ml aufgeldst und mittels Vakuumpumpe bei einer PorengroBe von 0,45 mm
gefiltert.

Aus 60 ml des 6%-igen Acrylamid-Bisacrylamid-Gels, 210 ul der 10%-igen APS-Losung und 53
pul Temed wird unter Schwenken das Sequenziergel hergestellt. Das fliissige Gel wird
anschliefend zwischen zwei ethanolgereinigte Glasplatten gegossen, die wiederum von zwei 0,5
mm starken Spacern auseinandergehalten werden, so dass sich eine Geldicke von 0,5 mm ergibt.
Mit Hilfe eines Plastikkamms werden 40 Pipettierstellen im Gel freigehalten. Die Polymerisation
wird durch den Zusatz von APS gestartet und dauert ungefahr zwei Stunden.

Nach Polymerisation wird die Gelkassette mit 0,6%-igem TBE-Laufpuffer in die Elektrophorese-

Kammer tiberfiihrt.

5 ul der 1:10 verdiinnten PCR-Probe wird mit 5 pl Stop Solution versetzt und zusammen bei
98°C iiber 5 min im Wasserbad erhitzt, dabei denaturiert und zuletzt auf Eis gelegt.

Die Stop Solution setzt sich aus 100%-iger deionisiertem Formamid und Dextran Blue 2000
zusammen, dabei werden pro ml Dextran Blue 5 mg des 100%-igen deionisierten Formamides
angesetzt, bei 50 ml Dextran Blue 2000 ergeben sich somit 250 mg des 100%-igen deionisierten
Formamides , dieser Gesamtansatz wird zuletzt durch Filter mit einer Porengrofle von 0,8um
gegeben.

AnschlieBend wird das denaturierte PCR-Produkt auf das Acrylamidgel aufgetragen und mit
Hilfe des ALFexpress™ Sequenzierers bei 1500 V, 38 mA, 35 W und bei einer Temperatur von
56°C tiber 300 min mit 0,6%-igem TBE-Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt.
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Als interner Standard dient die koamplifizierte Plasmid-DNA. Diese wird von der Fragment
Manager Software dem Wert 100 gleichgesetzt, so dass die relative Konzentration der zu
untersuchenden Probe anhand des MeBwertes fiir die Plasmid-DNA ermittelt wird.

Neben dem internen Standard werden als externer Standard jeweils 0,6 ul ALFexpress™ Sizer®
50-500 in die erste und letzte Geltasche bzw. Pipettierstelle aufgetragen. Dieser Standard besteht
aus zehn gestaffelten Fragmenten, die eine bekannte MolekulargroBe zwischen 50 und 500 bp mit
einem jeweiligen GroBenunterschied von 50 bp besitzen. Mit Hilfe der Fragmente 148t sich eine
Standardkurve kalkulieren, die wiederum ihrerseits dazu dienen soll, die detektierten Peaks
beziiglich ihrer Fragmentgrofe zu identifizieren und zu differenzieren.

Um sowohl PCR bedingte Variationen als auch Variablen einzelner Gelldufe zu kompensieren,
werden insgesamt pro cDNA-Probe sechs unabhéngige PCR Ansitze durchgefiihrt, anschlieBend
erfolgten fiir jeden PCR Ansatz drei Gelldufe.
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3. Ergebnisse

3.1 Extrakorporale Uterusperfusion

Im ersten Schritt der Untersuchungen (s.2.1.4) wurden im Perfusionsmodell fiinf Uteri zunichst
iiber sechs Stunden mit einer Ostrogenldsung, spiter mit OT iiber einen Zeitraum von drei

Stunden hormonell stimuliert.

3.1.1 Biochemische Ergebnisse

Wie unter 2.1.3 beschrieben fanden wéhrend der einzelnen Versuchsreihen stiindlich arterielle
Perfusatgasanalysen statt.
Dabei zeigen die Tabellen 6-8 die gemessenen Werte und die ermittelten Mittelwerte mit den

jeweiligen Standardabweichungen fiir pH, Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdriicke sowie

Bikarbonatspiegel:

Tabelle 6: pH-Wert-Messungen

Stunden Uterus 1 Uterus 2 Uterus 3 Uterus 4 Uterus 5
0,5 7,46 7,48 7,30 7,56 7,42

1,5 7,46 7,58 7,47 7,58 7,45

2,5 7,46 7,55 7,48 7,48 7,39

3,5 7,62 7,47 7,50 7,41 7,36

4,5 7,42 7,53 7,42 7,32 7,40

55 7,38 7,42 7,53 7,37 7,42

6,5 7,42 7,44 7,48 7,37 7,41

7,5 7,44 7,49 7,43 7,37 7,36

8,5 7,38 7,41 7,39 7,40 7,41
Mittelwert + |7,44+0,06 |7,48+0,05 |7,44+0,06 |7,42+0,08 |7,40+0,02
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Tabelle 7: pO,-Messungen (mmHg)

Stunden Uterus 1 Uterus 2 Uterus 3 Uterus 4 Uterus 5

0,5 625,3 604,7 547,6 545,1 720,6

1,5 6272 626,4 534,6 558,2 625.,8

2,5 619,5 619,7 483.0 454.6 593,7

3,5 605,0 605,3 486.,4 4832 6233

4,5 594,7 655.,8 479,3 625,0 672,5

5,5 560,9 657,7 579.4 629.,0 5725

6,5 585.,8 641,1 520,3 589.,6 6194

7,5 476,0 513,3 483.,5 5743 580,0

8,5 561,8 658.,8 5233 591,5 574,5

Mittelwert = | 584,02 +(620,31 +(515,26 +(561,16 + (620,25 +
44,82 42,85 32,99 56,05 46,59

Tabelle 8: pCO,-Messungen (mmHg)

Stunden Uterus 1 Uterus 2 Uterus 3 Uterus 4 Uterus 5

0,5 343 33,0 50,5 26,1 39,1

1,5 35,6 20,2 323 23,8 36,4

2,5 33,5 21,5 31,6 28,3 41,4

3,5 223 26,4 29,2 39,3 50,2

4,5 37,0 29,9 36,9 49,2 40,9

5,5 38,2 39,7 26,3 42,4 39,4

6,5 40,4 36,9 31,0 43,8 41,1

7,5 34,3 33,7 33,8 43,8 42,7

8,5 38,2 38,8 34,2 41,5 40,2

Mittelwert = | 34,8 +£4,9 31,1 +6,7 28,3+ 8,6 37,5+8,5 412+3,5

Anhand der Werte aus Tabelle 6 erkennt man, dass sich der pH-Wert der verwendeten Krebs-
Henseleit-Pufferlosung wihrend der Perfusionsverldufe aller fiinf Uteri nicht signifikant dnderte
und mit einer Standardabweichung zwischen 0,02 und 0,08 um den Mittelwert schwankte. Uber
eine Regulation der Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdriicke konnte ein Abfall des pH-Wertes

in den azidotischen Bereich vermieden werden.
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Vor allem zu Beginn der einzelnen Versuche erkennt man einen Anstieg des pH-Wertes in den
alkalischen Bereich, welches darauf zuriickzufiithren ist, dass zu diesem Zeitpunkt eine
Einstellung zur Optimierung der O,- und CO,-Partialdriicke vorgenommen wurde.

Nach Optimierung der Partialdruckeinstellung und des Perfusataustausches konnte im weiteren
Verlauf der pH-Wert weitgehend konstant gehalten werden.

Die wihrend der Perfusion eingestellten Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdriicke ermoglichten
bei allen flinf Versuchsreihen iiber den gesamten Perfusionszeitraum eine 99%-ige

Sauerstoffsittigung des Perfusats.

Des Weiteren wurden halbstiindlich vor und nach jedem Perfusatwechsel Messungen der
Parameter Laktat, Kalium, Glukose, CK und LDH aus dem Perfusat durchgefiihrt, um eine
Aussage liber den metabolischen Gewebezustand und damit iiber die Perfusionsqualitdt treffen zu
konnen.

Die Ergebnisse mit den errechneten Mittelwerten sowie Standardabweichungen sind in den

folgenden Tabellen 9-11 dargestellt:

Tabelle 9: Laktat-Messungen (mmol/l)

Stunden Uterus 1 Uterus 2 Uterus 3 Uterus 4 Uterus 5

0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

2,5 1,7 <0,5 1,1 0,7 0,7
Perfusatwechsel bei Stunde 3,0

3,5 0,9 0,8 0,9 0,5 <0,5

5,5 1,2 0,8 1,7 1,2 0,6

Perfustawechsel bei Stunde 6,0

6,5 0,9 0,8 2,5 0,7 <0,5

8,5 1,7 1,5 2,5 1,2 0,8

Mittelwert+ | 1,06 +0,57 |0,65+0,52 |1,45+0,89 |0,71+1,02 |0,87+0,62

Tabelle 10: Kalium-Messungen (mmol/l)

Stunden Uterus 1 Uterus 2 Uterus 3 Uterus 4 Uterus 5

0,5 5,8 5,9 5,7 5,4 5,5

2,5 5,9 5,8 5,7 5,4 5,6
Perfusatwechsel bei Stunde 3,0
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3,5 5,6 5,8 6,0 5,5 5,5

5,5 5,8 5,9 6,1 5,6 5,6
Perfusatwechsel bei Stunde 6,0

6,5 5,9 5,6 6,3 5,7 5,7

8,5 6,0 5,7 6,5 5,8 5,8

Mittelwert + | 5,8 £0,1 5,7%+0,1 6,0+0,3 5,5+0,1 5,6 £0,1

Tabelle 11: Glukose-Messungen (mg/dl)

Stunden Uterus 1 Uterus 2 Uterus 3 Uterus 4 Uterus 5

0,5 135 144 134 116 123

2,5 126 128 130 114 119
Perfusatwechsel bei Stunde 3,0

3,5 131 134 134 123 121

5,5 125 131 130 113 120
Perfusatwechsel bei Stunde 6,0

6,5 133 127 121 120 124

8,5 120 119 109 110 120

Mittelwert £ | 128,3 £ 5,1 130,5+7,5 126,3 £8,8 116,0 £4,3 121,1+1,7

Laktat, das bei der Gewebshypoxie gebildet wird, wies bei allen fiinf Untersuchungsreihen

wihrend des gesamten Perfusionsversuchs im Referenzbereich liegende Konzentrationen auf,

welches ein Ausdruck einer ausreichenden Sauerstoffversorgung des Gewebes ist.

Die Zytolyseindikatoren LDH und CK lagen unter bzw. im physiologischen Messbereich.

Kalium, ein Ion, das ebenfalls bei der Zytolyse freigesetzt wird, war jedoch in allen fiinf

Versuchsreihen in leicht erhohter Konzentration nachweisbar. Im Verlauf der neunstiindigen

Perfusionen konnte bei vier von fiinf Uteri trotz Perfusatwechsel ein kontinuierlicher, allerdings

diskreter Anstieg dokumentiert werden, der durch eine beginnende Zell-Lyse verursacht worden

sein konnte.

Die gemessenen Glukosewerte spiegeln die Glukoseutilisation der Uteri wiahrend der gesamten

Perfusion wider.

Im Perfusat war dabei Glukose in einer Konzentration von 150 mg/dl aufgelost.
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Anhand der Daten aus Tabelle 11 kann man eine Reduktion des Ausgangswertes um
durchschnittlich 9,4% beobachten und somit annehmen, dass eine Glukoseaufnahme in die Zellen

stattfand. Hypoglykdmische Werte wurden wéhrend des gesamten Versuches nicht beobachtet.
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3.1.2 Histologische Ergebnisse

Bei allen Uteri wurden sowohl vor als auch nach der Perfusion eine Gewichtsbestimmung

vorgenommen. Dabei wurden folgende Ergebnisse erhoben:

Tabelle 12: Gewichtsbestimmung in g vor und nach der Perfusion

Perfundierte Uteri Gewicht vor Perfusion Gewicht nach Perfusion | Gewichtszunahme (%)
Uterus 1 102 g 105 ¢ 2,9 %

Uterus 2 88¢g 9% g 9,1 %

Uterus 3 183 g 187 g 2,2%

Uterus 4 113)5¢ 120 g 5,7 %

Uterus 5 978 ¢ 103 g 5,3 %

Wie aus den Werten hervorgeht, ist bei allen fiinf Uteri eine diskrete Gewichtszunahme zu
erkennen. Dabei resultiert die Gewichtszunahme am ehesten aus dem Perfusionsverfahren, da
hierbei iiber arterielle Zuginge das Perfusat dem Uterus zugefiihrt wurde, wogegen ein vendses
Drainagesystem nicht verwendet wurde.

Das aus dem Uterus austretende Perfusat wurde in einem Sammelbecken aufgefangen und dem
zirkulierenden System wieder zugefiihrt.

Des Weiteren trug die zum Versuchsende durchgefiihrte 4%-ige Formalin-Methylenblauinjektion

mit ca. I ml auf 10 ml je Arterie vermutlich ebenfalls zu einer Gewichtszunahme bei.

Die durch die Formalin-Methylenblauinjektion fixierten Gewebsschnitte bestétigten bei
lichtmikroskopischen Untersuchungen einen guten Erhalt der Zellmorphologie.

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen Ausschnitte aus dem Myometrium des Uterus vor und nach der
Perfusion. Erkennbar ist ein Geflige aus Biindeln glatter Muskelzellen, das von gefiaB3haltigem
Bindegewebe durchsetzt wird. Regressive Verdnderungen wie Verlust von Zellgrenzen oder
pyknotische Zellkerne bzw. intrazellulire Odembildung sind auch nach 9-stiindiger Perfusion
nicht nachzuweisen.

Makroskopisch erkennt man eine durchweg homogene Anfirbung des Uterusfundus und Korpus

uteri, wohingegen die Zervixregion eine deutlich schlechtere Gewebeanfarbung aufwies.
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Abbildung 7:  Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines Uterus zur Stunde O

Abbildung 8: Hamatoxylin-Eosin-Farbung des gleichen Uterus nach neunsttindiger Perfusion
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3.2 Molekulargenetische Ergebnisse

3.2.1 Semiquantitative Bestimmung der Oxytozin-Rezeptor-Expression

Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen der fiinf Uteri werden in den folgenden Tabellen
aufgefiihrt und graphisch dargestellt, wobei es sich bei den Daten um die ermittelten Mittelwerte
mit den jeweiligen Standardabweichungen aus sechs PCR-Ansétzen und den entsprechenden drei

Gelldufen pro PCR-Ansatz handelt.

Patientin 1:

Es handelte sich um eine 52-jdhrige Patientin, ohne Vorerkrankungen, ohne Geburten, mit einem
regelmifBigen, menstruellen Zyklusintervall von 28 Tagen, wobei die letzte Menses 14 Tage vor
dem operativen Eingriff eingesetzt hatte. Die Indikation zur Hysterektomie waren zystische
Ovarialtumoren beidseits. Geht man davon aus, dass die Menses vor 14 Tagen begonnen hatte,
befand sich die Patientin zum Zeitpunkt der Hysterektomie vermutlich in der periovulatorischen

Phase, wobei hier der Ostrogenspiegel seinen Gipfel erreicht.

Tabelle 13: Uterus 1: Quantitdt der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix unter Perfusion mit Ostrogen (17R-Estradiol) und nachfolgender Oxytozin-

Stimulation; Mittelwerte mit Standardabweichungen aus sechs PCR-Ansétzen

Ostrogenstimulation mit 178-Estradiol Oxytozinstimulation

Uterus 1| Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

(2810)

Fundus 68,5 +117,2+£28,2 | 18,1 £19,6+320 |64+£3,10 |64+2,11
38,62 25,38

Korpus 8,68 +16,14£4,98 (41,27 +|23,64 +| 14,04 +|1,63 +
12,27 77,26 16,07 8,67 0,67

Zervix 1,99 +1,31 |3,15+£ 1,40 |4,44£2,12 |3,54+296 |8,80+12,9 1,61 +1,27
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Abbildung 9a:

Abbildung 9b: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression als

Quantitat

Quantitat

Uterus 1: Quantitat der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix wahrend der neunstindigen Perfusion; Mittelwerte der Ergebnisse sind
dargestellt
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Gleich zu Beginn der Versuchsreihe noch vor der Hormonstimulation erfolgte der hochste
Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Fundus, der niedrigste Wert lag in der Zervix vor.
Unter der dreistiindigen Ostrogenstimulation kam es zu einem Absinken der Konzentration im
Fundus, die sich wéihrend der OT-Gabe fortsetzte. Auch im Korpus fand in den ersten drei
Stunden der Ostrogengabe eine Reduktion der OTR-mRNA-Expression statt, allerdings kam es in
den folgenden Stunden zu einem Anstieg mit Nachweis des Maximums der OTR-Synthese nach
Beendigung der Ostrogenstimulation, dem ein Abfall in den weiteren Stunden unter OT-Gabe
folgte.

Der Kurvenverlauf im Bereich der Zervix verlduft unter Beriicksichtigung der mittleren
Standardabweichung sowohl wihrend der Ostrogen- als auch OT-Stimulation relativ konstant, so

dass weder eine Reduktion noch eine Steigerung wihrend der gesamten Perfusion vorlag.

Patientin 2:

40-jahrige Patientin mit einem regelméBigen, menstruellen Zyklus von 28 Tagen, wobei die letzte
Menses 19 Tage vor dem Eingriff eingesetzt hatte. Die Indikation zur Hysterektomie erfolgte bei
Uterus myomatosus bei Zustand nach drei Geburten.

Ausgehend von dem 19. Tag des menstruellen Zyklus kann man annehmen, dass sich die
Patientin bereits in der postovulatorischen Phase befunden haben musste, was bedeutet, dass es
vermutlich bereits zu einem Absinken des Ostrogenspiegels und gleichzeitigem Ansteigen des
Progesteronspiegels gekommen war.

Anamnestisch war weiterhin eine Hyperthyreose bekannt.

Tabelle 14: Uterus 2: Quantitat der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix unter Perfusion mit Ostrogen (17B-Estradiol) und nachfolgender Oxytozin-

Stimulation; Mittelwerte mit Standardabweichungen aus sechs PCR-Ansétzen

Ostrogenstimulation mit 178-Estradiol Oxytozinstimulation

Uterus 2 | Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

(2611)

Fundus 534,75 (276,25 +(442,5 +1285+£178,10 | 921 £430,86 | 716 £370
381,7 159,85 212,83

Korpus 490,25 515,25 +|364,5 £40,40| 393,75 + (84,75 £12,73 1295 £47,42
139,43 150,58 51,33

Zervix 304 £256,98 |329,54299,51 (98,25 +£106,9 | 315+ 65,18 |169+95,82 |88,25+105,75
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Abbildung 10a: Uterus 2: Quantitdt der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix wahrend der neunstindigen Perfusion; Mittelwerte der Ergebnisse sind
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Abbildung 10b: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression als Balkendiagramm; Mittelwerte der
Ergebnisse mit Standardabweichungen sind dargestellt
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Ahnlich wie bei Uterus 1 konnte das Maximum der OTR-mRNA-Expression vor Versuchsbeginn

im Fundus nachgewiesen werden. Die niedrigste Ausgangskonzentration fiir OTR-mRNA-

Expression lag ebenfalls in der Zervix vor.
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Unter Ostrogenstimulation kam es zu einem diskreten Absinken der OTR-Synthese im Fundus,
im Gegensatz zu Uterus 1 jedoch erreichte die OTR-Expression ihren Hohepunkt bei Stunde 8
unter OT-Stimulation, wobei auch hier anschliefend ein Absinken der OTR-Werte zu bemerken
war.

Das Maximum der OTR-mRNA-Expression im Korpus war bereits unter Ostrogenstimulation
nach Stunde 3 zu beobachten, allerdings ist auch hier der Kurvenverlauf unter Beriicksichtigung
der mittleren Standardabweichung eher konstant und der Maximalwert nicht signifikant erhoht.
Nach Stunde 7 jedoch konnten signifikant niedrigere Werte fiir die OTR-Expression gemessen
werden, die am ehesten ebenfalls einen Abfall der OTR-Synthese widerspiegeln.

Die Konzentration der OTR-Expression war wie bereits in Uterus 1 im Berich der Zervix am
niedrigsten. Der Kurvenverlauf ist ebenfalls eher konstant und wies absteigende Werte ab Stunde
8 auf, so dass auch in diesem Uterussegment unter laufender OT-Stimulation scheinbar eine

Reduktion der OTR-mRNA-Expression erfolgte.

Patientin 3:

38-jdhrige Patientin, ohne Vorerkrankungen, kinderlos, ebenfalls mit einem regelméBigen
menstruellen Zyklus bei einem Intervall von 28 Tagen, wobei die letzte Menses genau vor einem
Monat erfolgt war. Dieses bedeutet, dass die Patientin sich vermutlich in der spédten Lutealphase
befand, wobei sowohl Ostrogen als auch Progesteron im niedrigen Konzentrationsbereich liegen.

Die Indikation zur Hysterektomie war ein Uterus myomatosus.

Tabelle 15: Uterus 3: Quantitdt der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix unter Perfusion mit Ostrogen (17B-Estradiol) und nachfolgender Oxytozin-

Stimulation; Mittelwerte mit Standardabweichungen aus sechs PCR-Ansétzen

Ostrogenstimulation mit 178-Estradiol Oxytozinstimulation

Uterus 3 | Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunden 9

(1612)

Fundus 14,6 + 1,31 255,0 £ 18,44 49,9 £28,21 |8,1 £2,36 27,7+ 15,01

Korpus 3,18£3,23 |1,86+1,32 |[520%+1,65 |821+£522 |[1,73+£0,27 |18,71£7,06

Zervix 15,73 +4,52 |39,60 £ 19,44 | 83,22 + 7,38 |69,10 +£/1,79+£0,41 [9,82+2,51
31,47
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Abbildung 11a: Uterus 3: Quantitdat der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus
und Zervix wahrend der neunstindigen Perfusion; Mittelwerte der Ergebnisse sind
dargestellt
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Abbildung 11b: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression als Balkendiagramm; Mittelwerte der
Ergebnisse mit Standardabweichungen sind dargestellt
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Abweichend von den zuvor beschriebenen Uteri 1 und 2 wiesen Fundus und Zervix dhnliche

Ausgangskonzentrationen fiir OTR-mRNA-Expression auf, die niedrigste Konzentration lag im
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Korpus vor. Unter der nachfolgenden Ostrogenstimulation war im Fundus das Maximum der
OTR-Synthese nach Beendigung der Ostrogenstimulation nachweisbar. AnschlieBend konnte
unter laufender OT-Stimulation eine Reduktion der OTR-mRNA-Expression dokumentiert
werden. Zur Stunde 3 im Fundus kann bei fehlendem Ergebnis keine Aussage zur OTR-mRNA-
Expression getroffen. Dabei konnte der fehlende Nachweis mit einer fehlenden Expression
begriindet werden. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Uteri lag die OTR-mRNA-
Konzentration im Bereich des Korpus unter der der Zervix. Wihrend der Ostrogenstimlutaion
war ein relativ konstanter Kurvenverlauf beziiglich der OTR-mRNA-Expression im Korpus zu
beobachten, erst zum Ende des Versuches hin war ein geringer Anstieg zu erkennen.

Im Bereich der Zervix war ein stetiger, allerdings geringer Anstieg der OTR-Konzentration unter
Ostrogengabe zu beobachten, wobei das Maximum unter Beriicksichtigung der mittleren
Standardabweichung zwischen Stunde 6 und 7 erreicht wurde, anschlieBend kam es unter

fortgefiihrter OT-Gabe zu einem signifikanten Abfall der OTR-Synthese.

Patientin 4:

Es handelte sich um eine 46-jahrige Patientin, die sich bei Metrorrhagien und Uterus myomatosus
zur Hysterektomie vorstellte. Weitere Vorerkrankungen waren nicht bekannt. Ein Zyklusintervall
von 26 Tagen wurde angegeben, wobei die letzte Menses 15 Tage zuvor eingetreten war, somit
befand sich die Patientin zum Zeitpunkt des Eingriffes wahrscheinlich in der periovulatorischen
Phase, in der die Ostrogenkonzentration ihr Maximum erreicht und der Anstieg des Progesteron

induziert wird.

Tabelle 16: Uterus 4: Quantitat der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus
und Zervix unter Perfusion mit Ostrogen (17B-Estradiol) und nachfolgender Oxytozin-

Stimulation; Mittelwerte mit Standardabweichungen aus sechs PCR-Ansétzen

Ostrogenstimulation mit 178-Estradiol Oxytozinstimulation

Uterus 4| Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9
(2601)

Fundus 1,0 £ 0,45 3,6 £3,42 1,8+ 0,59 2,3+£0,37 1,8 £0,41 2,4+1,43
Korpus 10,78 £4,97 16,39+2,59 10,50+ 0,05 2,09+£0,83 |[1,08+
Zervix 4,5+1,61 0,31 £ 0,15
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Abbildung 12a: Uterus 4: Quantitat der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

Quantitat

und Zervix wahrend der neunstiindigen Perfusion; Mittelwerte der Ergebnisse sind
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Abbildung 12b: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression als Balkendiagramm; Mittelwerte der

Quantitat
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Ergebnisse mit Standardabweichungen sind dargestellt

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Uteri lag die hochste Ausgangskonzentration fiir OTR-

mRNA-Expression im Korpus. Ferner lag die niedrigste Konzentration in der Zervix vor.
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Der Kurvenverlauf im Bereich des Fundus war wihrend des Versuches eher konstant, so dass
kein signifikanter Unterschied beziiglich der OTR-mRNA-Expression wéhrend der Stimulation
mit Ostrogen und anschlieBender OT-Gabe vorlag.

Das Maximum der OTR-mRNA-Expression im Korpus lag bereits zu Beginn des Versuches vor,
anschlieBend erfolgte wihrend der Perfusion mit Ostrogen und OT ein stetiger Abfall der Werte,
der wiederum einen Verlust der Zellfunktion durch Degeneration widerspiegeln konnte.

In der Zervix ist ebenfalls ein Abfall unter Ostrogenstimulation zu beobachten, allerdings
konnten bis auf Messungen bei Stunde 0 und Stunde 3 keine weiteren Daten erhoben werden, so
dass in diesem Fall keine weiteren Aussagen moglich waren.

Wie bereits bei Uterus 3 konnte der fehlende Nachweis von OTR-mRNA mit einer fehlenden
Expression zusammenhdngen. Alle sechs PCR-Ansitze fiir die gewonnenen Proben aus der
Zervix lieferten Ergebnisse fiir die Stunden 0 und 3, kein Nachweis gelang in den Stunden 6, 7, 8
und 9, so dass eine fehlerhafte PCR eher unwahrscheinlich ist. Alternativ kénnte der fehlerhafte

Nachweis von OTR-mRNA mit einer schlechten RNA-Extraktion zusammenhangen.

Patientin 5:

40-jdhrige Patientin, die eine Hysterektomie bei Ovarialzysten erhielt. In der Anamnese waren
Herzrhythmusstorungen sowie ein Zustand nach Lungenembolie bekannt. Bei einem
Zyklusintervall von 28-38 Tagen war die letzte Menses 13 Tage zuvor eingetreten, somit befand

sich die Patientin vermutlich in der pria-oder periovulatorischen Phase.

Tabelle 17: Uterus 5: Quantitdt der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix unter Perfusion mit Ostrogen (17B-Estradiol) und nachfolgender Oxytozin-

Stimulation; Mittelwerte mit Standardabweichungen aus sechs PCR-Ansétzen

Ostrogenstimulation mit 178-Estradiol Oxytozinstimulation

Uterus 5 | Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

(2901)

Fundus 9,0+£225 10,8 +12,8+£0,50 4,7+1,05 16,9+ 8,36 |33,7+2,85
8,56

Korpus 990 +£2,95 |5,19+0,55 |34,57 +(5,25+1,01

30,89

Zervix 2,38+0,66 |10,34 +/1,18£0,08 [0,70+0,11 |1,18£0,22 |1,16+0,90

21,23
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Abbildung 13a: Uterus 5: Quantitat der OTR-mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus

und Zervix wahrend der neunstiindigen Perfusion; Mittelwerte der Ergebnisse sind

dargestelit
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Abbildung 13b: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression als Balkendiagramm; Mittelwerte der
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Bei fehlendem Ausgangswert flir den Korpus lag die hochste Konzentration fiir OTR-mRNA-

Expression zu Beginn der Perfusion im Fundus vor.
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Der Kurvenverlauf im Bereich des Fundus hat in den Stunden der Ostrogenstimulation eine
fallende Tendenz, wihrend der OT-Stimulation war jedoch ein Anstieg erkennbar und zum Ende
des Versuches war im Gegensatz zu den vorangegangenen Perfusionen ein signifikanter Anstieg
der OTR-Expression zu beobachten.

Im Bereich des Korpus konnten in den ersten zwei Stanzproben bei Stunde 0 und nach Stunde 3
keine Ergebnisse gewonnen werden, so dass keine Aussage tliber eine OTR-Synthese wihrend der
Ostrogenstimulation méglich ist. Auch in diesen Fall kénnten die fehlenden Ergebnisse mit einer
fehlenden Expression fiir OTR-mRNA zusammenhingen. Die maximale OTR-Expression konnte
nach Stunde 8 unter bereits laufender OT-Stimulation gemessen werden, anschliefend kam es zu
einem Absinken der Werte.

Der Kurvenverlauf fiir die Zervix verlduft unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen
wihrend der gesamten Perfusion konstant, so dass weder eine Steigerung noch eine Reduktion

der OTR-mRNA-Expression zu beobachten war.
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3.3 Zusammenfassung

In den folgenden Abbildungen 14-16 sind die erhobenen Daten fiir die OTR-mRNA-Expression
der fiinf perfundierten Uteri in jeweils einem Diagramm fiir Fundus, Korpus und Zervix
dargestellt. Die ermittelten Mittelwerte aus sechs PCR-Ansétzen pro Uterus mit den jeweiligen
Gellaufen bzgl. der Quantitdt der OTR-Synthese sind zur besseren Veranschaulichung in den

Diagrammen nach logarithmischer Skalierung aufgefiihrt.

Abbildung 14: Quantitat der OTR-mRNA-Expression im Fundus der Uteri 1-5; Darstellung der Ergebnisse

als Balkendiagramm (@) und Kurvendiagramm (b) mit entsprechenden
Standardabweichungen
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Der hochste Nachweis fiir OTR-mRNA-Expression im Fundus vor Versuchsbeginn als auch
wihrend der gesamten Perfusion erfolgte in Uterus 2, der niedrigste Nachweis in Uterus 4.

Unter Stimulation mit 17B-Estradiol erkennt man einen relativ konstanten Verlauf mit allenfalls
sinkender Tendenz fiir die OTR-Synthese in Uterus 1, 2, 4 und 5. Lediglich bei Uterus 3 ist eine
Steigerung feststellbar, ferner steigt die Konzentration der OTR-mRNA iiber die von Uterus 1 an,
die vor Versuchsbeginn hoher lag.

Wiéhrend der Stimulation mit OT verhalten sich die Diagramme fiir Uterus 1, 3 und 4 mit einer

diskret abfallenden Tendenz. Im Fundus von Uterus 4 und 5 jedoch ist ein Anstieg zu erkennen.
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Abbildung 15: Quantitat der OTR-mRNA-Expression im Korpus der Uteri 1-5; Darstellung der Ergebnisse
als Balkendiagramm (a) und Kurvendiagramm (b) mit entsprechenden
Standardabweichungen
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Wie auch im Fundus erfolgte der hochste Nachweis fiir OTR-mRNA-Expression sowohl vor als
auch wihrend der Perfusion im Korpus von Uterus 2. Kein Nachweis vor der Perfusion gelang in
Uterus 5, die niedrigste Konzentration war in Uterus 3 nachzuweisen. Ahnlich wie im Fundus
blieben die Messwerte wihrend der Ostrogenstimulation in Uterus 2 konstant, korrelierend zu
den Ergebnissen im Fundus weist die OTR-Synthese auch im Korpus von Uterus 4 eine fallende
Neigung auf, eher ansteigende Werte unter Ostrogengabe konnten fiir Uterus 1 und 3
nachgewiesen werden, eine Aussage zu Uterus 5 war bei fehlenden Werten nicht moglich.

Unter nachfolgender OT-Stimulation konnte eine eher absteigende Tendenz fiir die OTR-mRNA-
Expression in den Uteri 1, 2, 4 und 5 dokumentiert werden. Im Gegensatz zum Fundus stieg die

OTR-mRNA-Konzentration im Korpus von Uterus 3 zum Versuchsende.
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Abbildung 16: Quantitat der OTR-mRNA-Expression in der Zervix der Uteri 1-5; Darstellung der

Ergebnisse als Balkendiagramm (a) und Kurvendiagramm (b) mit entsprechenden
Standardabweichungen
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Wie bereits im Fundus und Korpus erfolgte der hdchste Nachweis der OTR-Synthese sowohl vor
als auch wihrend der Perfusion in der Zervix von Uterus 2, der niedrigste Wert lag in Uterus 1
vor. Wihrend der Stimulation mit 17B3-Estradiol verlduft das Diagramm fiir Uterus 1, 2, 4 und 5
konstant bzw. eher sinkend. Korrelierend zum Fundus als auch Korpus erfolgte ein erhéhter
Konzentrationsnachweis in der Zervix von Uterus 3. Unter OT-Stimulation konnte eine
Reduktion der OTR-mRNA-Expression in der Zervix von Uterus 2,3 und 5 nachgewiesen
werden. Die Werte fiir Uterus 1 verhielten sich eher konstant und fiir Uterus 4 konnten keine

weitere Daten erhoben werden.

Zusammenfassend kann man als generellen Trend unter derzeitigen Versuchungsbedingungen
beobachten, dass eine Stimulation von OTR durch Oxytozin nur in Einzelfdllen nachweisbar ist

und kein einheitlicher Effekt erkennbar ist.
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4. Diskussion

Die Kenntnisse bzgl. regulierender Mechanismen der Wehentitigkeit sind noch immer
unzureichend, so dass in den fast unveridnderten Frithgeburtenraten weiterhin die Hauptursache
fiir perinatale Mortalitit und Morbiditdt liegt. Strategien zur Pridvention oder Behandlung
vorzeitiger Wehentétigkeit sind weitgehend erfolglos geblieben (Chibbar et al., 1995). OT, das
wirkungsvollste Hormon zur Auslosung von Kontraktionen an humanen Myometriumzellen,
sowie sein spezifischer Rezeptor spielen als Teil eines parakrinen Systems eine Schliisselrolle bei
diesen Prozessen.

Die Regulation der OTR-Expression sowohl im uterinen Myometrium als auch im Endometrium
ist trotz umfangreicher Studien nicht vollstindig geklart.

Die Steroidhormone Progesteron und Ostrogen, die wihrend der Schwangerschaft vermehrt
gebildet werden, besitzen eine Hauptfunktion bei der Modulation der OTR-Expression im
Myometrium.

Adachi et al. (1995) untersuchten die Effekte von Ostrogen und Progesteron auf die Regulation
der OTR-Expression in humanen uterinen Zellen in vitro. Unter einer Stimulation mit Ostradiol
in einer Konzentration von 10”7 M ergab sich ein Anstieg auf 180% fiir die Gesamtkonzentration
der OTR in Myometriumzellen im Vergleich zu nicht behandelten Zellkulturen. Die Ostradiol-
Konzentration im dritten Trimenon der Schwangerschaft betrigt zwischen 107 M und 10 M,
wobei die individuellen Schwankungen sehr gro sind (Oku et al., 1988). Der
Konzentrationsanstieg von OTR unter 107 M Ostradiol konnte unter einer gleichzeitigen Gabe
von Progesteron unterdriickt werden, wobei die Suppression bei einer Konzentration von 10° M
ausgeprigter war als bei einer Konzentration von 107 M.

In Tierexperimenten wurde vor allem der EinfluB von Ostradiol und Progesteron untersucht.
Maggi et al. (1988) stellten eine Zunahme der OTR-Konzentration im Rattenmyometrium durch
178-Ostrogentherapie fest, die durch Progesterongabe gehemmt wurde. Ferner lieferten zwei
weitere Studien an Ratten- und Hasenmyometrium (Soloff, 1975; Nissenson et al., 1978) dhnliche
Ergebnisse. Ostrogen fiihrte in beiden Studien zu einem Anstieg der OTR-Konzentration, wobei
es in einer deutlich hoheren Konzentration als Progesteron vorlag, Progesteron hingegen fiihrte

zu einer Suppression der Ostrogeninduzierten OTR-Expression.
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Allerdings zeigte eine Studie von Fuchs et al. (1960), dass selbst hohe Progesterondosen keine

effektive Hemmung vorzeitiger Wehentdtigkeit bewirken konnten.

Mit zunehmendem Schwangerschaftsalter kommt es zu einer vermehrten Expression uteriner
OTR, welche unmittelbar vor Wehenbeginn nochmals um das Zwei- bis Dreifache ansteigt
(Friebe et al., 2004).

Fuchs et al. (1984) berichteten iiber eine 80-bis 100-fach hohere OTR-Konzentration im
schwangeren Uterus verglichen zum nicht graviden Uterus. Tence et al. (1991) und Sakamoto et
al. (1981) beobachteten einen fiinf-bis zehnfachen Anstieg der OTR-Konzentration im dritten
Trimenon der Schwangerschaft.

Bei den meisten Spezies kommt es zu einem signifikanten Anstieg der uterinen OTR-
Konzentration wéihrend der Schwangerschaft (Fuchs et al., 1995; Soloff et al., 1979).

Die vermehrte Expression uteriner OTR fiihrt zu einer Sensibilisierung des Myometriums
gegeniiber OT, so dass zum Ende der Schwangerschaft schon geringe OT-Mengen geniigen, um
uterine Kontraktionen auszuldsen (Friebe et al., 2004).

Hierzu beschrieben Fuchs et al. (1970, 1983) eine erhdhte Sensitivitit fir OT 1im
Rattenmyometrium und Caldeyro-Barcia und Theobald (1968) den gleichen Effekt am humanen
graviden Myometrium. Wiahrend mehr als 100 mU/min OT benétigt wurden, um eine
Kontraktion am nicht graviden humanen Uterus zu erzeugen, reichten 1 bis 2 mU/min aus, um
eine entsprechende Antwort am graviden Uterus zum Zeitpunkt der Entbindung zu erhalten.
Diese Studien unterstiitzen somit die Ansicht, dass OT eine physiologische Rolle beim Vorgang

der Entbindung spielt.

OT ist das potenteste, endogene uterusstimulierende Hormon. Neben einer erhohten Expression
der uterinen OTR konnte auch eine OT-Sekretion wihrend der Schwangerschaft sowohl bei
Menschen (Fuchs et al.,1991), als auch bei Rhesusaffen (Hirst et al., 1993), Hasen (Fuchs et al.,
1964, 1980), Ratten (Fuchs et al., 1971; Higuchi et al., 1985, Larcher et al., 1995), Méausen
(Fuchs et al., 1980) und Rindern (Schams et al., 1979; Landgraf et al., 1983) nachgewiesen
werden. In Versuchen mit Hasen, Ratten und Meerschweinchen fiihrte eine Inhibition der OT-
Sekretion oder eine Hemmung der OT-Aktivitdt mittels Gabe eines Antagonisten zu einer

Verzogerung der Entbindung, zum Teil kam es zu Totgeburten. Bei Frauen mit vorzeitiger
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Wehentitigkeit kann die Gabe von OT-Antagonisten zum Sistieren der uterinen Kontraktionen
fithren.

Dawood et al. (1979) konnten eine positive Korrelation zwischen der OT-Konzentration und dem
Schwangerschaftsalter am humanen Myometrium feststellen, ferner berichteten die Autoren iiber
eine pulsatile Sekretion des OTs sowohl wihrend der Schwangerschaft als auch wihrend der
Wehentitigkeit, dabei kommt es zu zwei bis drei solcher ,,Pulsationen” pro Minute, deren
Ausschlige wihrend der Wehentitigkeit deutlich groBer sind als vorher. Ahnliche Ergebnisse
werden auch von Fuchs et al. (2001) beschrieben. Diese untersuchten die OT-Sekretion im
Plasma trachtiger Kiihe und fanden eine pulsatile, intermittierende OT-Sekretion mit niedriger
Amplitude. Zum Entbindungstermin hin konnte sowohl eine Zunahme der Pulsationen als auch
ein Anstieg der Amplitude festgestellt werden. Unter Wehentitigkeit konnte schlielich ein
dramatischer Anstieg der OT-Konzentration im Plasma auf das 200-fache verglichen zum

Ausgangswert nachgewiesen werden.

Aber auch am nicht graviden Uterus konnten zum einen erhohte OT-Spiegel als auch eine
vermehrte OTR-Expression nachgewiesen werden.

Akerlund et al. (1995) und Ekstrom et al. (1992) beschrieben einen Anstieg des OT- und
Vasopressinspiegels bei Frauen, die an Dysmenorrhoe litten.

Ferner beschrieben Lee et al. (1998) eine erhohte OTR-Expression in Leiomyomen und im
Myometrium humaner, nicht gravider Zellen wéhrend der praovulatorischen Phase verglichen zur

postovulatorischen Phase.

In der vorliegenden Versuchsreihe wurde mittels eines Perfusionsmodells, das in vorangegangen
Studien entwickelt wurde (Richter et al., 1998, 2000) der EinfluB von Ostrogen und OT auf die
OTR-Expression im humanen uterinen Myometrium untersucht.

Dabei wurde der in vivo Status des Organs durch die extrakorporale Perfusion simuliert, wobei
das an das extrakorporale Perfusionssystem angeschlossene Organ in einem temperatur- und
luftfeuchtigkeitsreguliertem Inkubator lag.

Die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit lagen zum einen in der Frage, welchen EinfluB} eine
konstante Ostrogenstimulation {iber einen bestimmten Zeitraum auf die OTR-Expression hat und

zum anderen, wie das Verhalten von OTR unter steigender OT-Konzentration war.
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4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Perfusionsmodell

Das in der vorliegenden Studie verwendete Perfusionsmodell wurde in Anlehnung an die
Versuchsapparatur von Bulletti (Buletti et al., 1986, 1987) konstruiert, dabei wurde in diesem
Fall ein geschlossenes Perfusionsmodell eingesetzt.

Um weitgehend den in vivo Status zu simulieren, wurde der an das Perfusionssystem
angeschlossene Uterus in einem temperatur- und luftfeuchtigkeitsregulierten Inkubator gelagert.
Auf diese Weise sollte ein physiologisches Milieu erstellt werden, um enzymkatalysierte
Stoffwechselabldaufe zu optimieren. In der Studie von Adachi et al. (1995) an myometranen
Zellkulturen konnten Verdnderungen der OTR-Expression durch OT-Behandlung bei
Korpertemperatur dokumentiert werden, diese Verdnderungen stellten sich jedoch bei einer
Temperatur von 4°C nicht ein.

Des Weiteren kamen autoregulierende Perfusionspumpen mit einstellbaren Maximum- und
Minimumwerten zum Einsatz, um einen Perfusionsdruck und Flow innerhalb der physiologischen
Grenzen zu gewihrleisten und mikrovaskuldre Schiden zu verhindern.

Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der iiber neun Stunden perfundierten
uterinen Gewebeproben zeigten gut erhaltene endo- und myometrane Zellstrukturen.

Intra- oder interzellulire Odeme konnten nicht nachgewiesen werden. Als weiterer Hinweis
dafiir, dass es nur zu einer geringen Odembildung nach der Perfusion gekommen war diente die
geringe Gewichtszunahme der perfundierten Uteri.

Zur Uberpriifung der Verteilung des Perfusionsmediums im uterinen GefiBsystem wurde im
Anschluf an die Perfusion eine Formalin-Methylenblauinjektion {iiber die Aa.uterinae
vorgenommen, dabei stellte sich eine vollstindige Verteilung des Perfusats im GefdBsystem von
Fundus und Korpus uteri dar, die Zervixregion war signifikant schlechter angefarbt.

Eine Ursache hierfiir konnte in der Operationstechnik und Kaniilierung der Aa.uterinae liegen,

die zu einer Verletzung der zervixversorgenden Seitendste gefiihrt haben konnte.

Als Perfusionslosung wurde eine modifizierte Krebs-Ringer-Bikarbonat-Pufferlosung verwendet,

die alle drei Stunden ausgetauscht wurde, um Organstruktur und Gewebevitalitit unter optimalen
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Oxygenierungs- und Nutritionsbedingungen unter Vermeidung von Infektionen tiber die gesamte
Perfusionsdauer aufrecht zu erhalten.

Der pH-Wert der Perfusionslosung konnte bei allen Uteri iiber die gesamte Perfusionsdauer
konstant aufrecht gehalten werden, zeitweise auBlerhalb des physiologischen Normbereiches
liegende alkalische pH-Werte sind auf iiberméfige regulative Partialdruckdnderungen
zuriickzufiihren.

Als Marker fiir zytolytische Prozesse diente zum einen die Laktatbestimmung und zum anderen
die Messung von weiteren Zytolyseindikatoren wie LDH, CK wund Kalium in der
Perfusionslosung, wobei sowohl die Laktatkonzentration als auch die Konzentrationen fiir LDH
und CK unter bzw. im physiologischen Messbereich lagen und somit einen guten Organzustand
wihrend der Perfusion widerspiegeln.

Allerdings waren bei allen Uteri grenzwertig erhohte Kalium-Konzentrationen in der
Perfusionslosung nachzuweisen. Dies konnte durch eine vermehrte Freisetzung durch zerfallende
Erythrozyten verursacht worden sein, die trotz Auswaschperfusion vor Versuchsbeginn nicht
vollstindig aus dem Perfusionsmedium entfernt werden konnten.

Die gemessenen Glukosewerte weisen darauf hin, dass wihrend der Perfusionsdauer eine
signifikante Glukoseutilisation stattgefunden hat, da eine Reduktion des Ausgangswertes von 150

mg/dl in der Perfusionsldsung dokumentiert werden konnte.

In einer vorangegangenen Arbeit (Richter et al., 2000) konnte bereits demonstriert werden, dass
das in dieser Studie angewandte Perfusionsmodell eine fiir physiologische und
pathophysiologische Untersuchungen am humanen Uterus anwendbare Versuchsanordnung

darstellt.

4.1.2 Reverse Transkription und kompetitive Polymerase-Ketten-Reaktion

Es ist nachgewiesen, dass OTR eine Schliisselrolle bei der Geburt innehaben, da bei Beginn der
Wehentitigkeit ein massiver Anstieg der Rezeptoren fiir OT im Uterus nachgewiesen werden
konnte (Fuchs et al., 1984; Chard T, 1989) und somit die myometrane Sensitivitit fiir OT ansteigt
(Caldeyro-Barcia et al., 1968).
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Dabei variiert die Wirkung des OTs an seinem Zielorgan abhéngig von der Anzahl der OTR als
auch von seinem Plasmaspiegel (Dawood et al., 1979; Fuchs et al., 1984; Fuchs et al., 2001,
Gibbens et al., 1976; Gimpl et al., 2001).

Eine Hauptfunktion bei der Modulation der OTR-Expression besitzen die Steroidhormone
Ostrogen und Progesteron. In einer Studie von Umscheid et al. (1998) wurde die Zervixregion
von Ratten nach einer kontinuierlichen Gabe von Ostrogen iiber 24 Stunden untersucht, dabei
wurde ein signifikanter Anstieg von OTR-mRNA in weichen Muskelzellen der Zervix
nachgewiesen.

Eine alleinige Gabe von Progesteron hatte keinerlei Effekt auf die Menge der OTR-mRNA, die
kombinierte Gabe von Progesteron und Ostrogen allerdings fiihrte zu einer Inhibition der Up-
Regulation von OTR-mRNA.

Um nun eine Aussage iiber die Expression von OTR an humanen Zellen nicht gravider Uteri
treffen zu konnen, wurden wihrend der Uterusperfusion Biopsien aus den Regionen Fundus,
Korpus und Zervix zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Hormonstimulation mit Ostrogen und
anschlieBend mit OT untersucht.

Dabei wurden die molekulargenetischen Untersuchungen mittels Reverser Transkription und
nachfolgender kompetitiver PCR durchgefiihrt.

Die PCR-Methode bendtigt keine hochgereinigte DNA und eignet sich zur Untersuchung von
Mustern der Genexpression: mRNA wird mit Hilfe von Reverser Transkriptase in cDNA
umgeschrieben, und die so entstandene cDNA dient dann als Matrize fiir die PCR. Man braucht
die gewiinschten DNA-Sequenzen vor der Vervielfiltigung durch PCR nicht zu isolieren, da die
eingesetzten Oligonukleotidprimer die Spezifitdt der Reaktion bestimmen.

Als Endergebnis einer PCR enthdlt das Reaktionsgemisch am Ende von n Runden ein
theoretisches Maximum von 2" doppelstringigen DNA-Molekiilen. Dieses theoretische
Maximum von 2" doppelstringigen DNA-Molekiilen wird allerdings von Zyklus zu Zyklus durch
mehrere Faktoren beeinfluBit. Nach 25 bis 30 Zyklen nimmt sowohl die Menge an aktiven
Enzymen als auch die Enzymaktivitdt ab, ursdchlich hierfiir ist die Deaktivierung bei hohen
Reaktionstemperaturen. Mit zunehmender Konzentration der PCR-Produkte nimmt auch die
Hybridisierung der PCR-Produkte untereinander ab, die mit der Primerbindung an der
Zielsequenz konkurriert. Daher ist es wichtig, die PCR zu standardisieren. Dennoch verlduft die
PCR nicht fehlerfrei. Durch den Einsatz der Tag-Polymerase, einem hitzestabilen Enzym

verbesserte sich sowohl die Spezifitit als auch die Empfindlichkeit der PCR-Methode. Die Tag-
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Polymerase besitzt jedoch im Gegensatz zu den zuvor fiir PCR eingesetzten DNA-Polymerasen
nicht die Fahigkeit des ,,Korrekturlesens®. Wéhrend der DNA-Replikation kommt es mit einer
Rate von 1 von 10° Nukleotiden zum Einbau eines falschen Nukleotids, das von der DNA-
Replikationsmaschinerie erkannt und entfernt wird. Bei den fiir die PCR-Methode typischen
Temperaturen und Salzkonzentrationen baut die Tag-Polymerase etwa alle 2x10* Nukleotide ein
falsches Nukleotid ein. Das ist bei einer Massenanalyse von PCR-Produkten kein
schwerwiegender Nachteil, da Molekiile mit falsch eingebauten Nukleotiden nur einen sehr
kleinen Anteil an der Gesamtzahl der synthetisierten Molekiile bilden, gilt jedoch nicht fiir den
Mutationsnachweis und fiir Expressionsanalysen. Ferner wirkt sich ein solcher Fehleinbau aus,
wenn PCR-Fragmente fiir eine Klonierung verwendet werden sollen.

Fiir unsere Fragestellung jedoch stellt dieses kein Problem dar.

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte geht man prinzipiell davon aus, dass zwischen der Zahl an
eingesetzten Molekiilen und der Zahl der entstandenen Molekiile ein linearer Zusammenhang
besteht, so dass theoretisch ein Riickschlu} auf die Ausgangszahl moglich sein sollte.

Die PCR verlduft exponentiell und endet in einer Plateau-Phase oder Sattigungsphase, in der kein
einfacher Zusammenhang zwischen der Menge an Produkt und der Menge an
Ausgangsmolekiilen besteht, so dass die Quantifizierung wihrend der exponentiellen Phase
erfolgen muss. Die Kopienzahl nach Abschlul der Reaktion 146t sich nach der Gleichung N=Nj
(1+E)" berechnen, dabei ist N die Anzahl der amplifizierten Molekiile, Ny der Ausgangswert des
Materials, E ist die Amplifikationseffizienz und n die Anzahl der Vermehrungszyklen. Bereits
geringste Anderungen von E fiihren zu erheblichen Unterschieden in den Resultaten der PCR-
Produkte. Dabei wird E unter anderem von Reaktionsbedingungen wie Konzentration der
Polymerase, dNTP’s als auch Renaturierung der PCR-Produkte und Primer-Sequenz bzw. -linge
beeinflufit.

In der vorliegenden Studie lag auch nach 40 Zyklen die Amplifikation im exponentiellen Bereich,
so dass ein linearer Zusammenhang zwischen der Menge der Ausgangsmolekiile und Endprodukt

vorlag.

Als eine weiterentwickelte Variante der PCR wurde in dieser Studie die kompetitive PCR nach
Reverser Transkription der mRNA angewendet, da sie sich aufgrund ihrer hohen Sensitivitit und

Spezifitit vor allem dazu eignet, mRNA bereits in einer niedrig exprimierten Menge zu



72 Diskussion

untersuchen und zu quantifizieren (Zhang et al., 1997; Clerget et al., 1998). Dieses Verfahren ist
1000-fach sensitiver als andere RNA-Dot-Blot-Analysen. Ein weiterer Vorteil ist die schnelle,
einfache und unkomplizierte Durchfithrung des Verfahrens.

Die kompetitive PCR erlaubt eine relative Quantifizierung der zur untersuchenden mRNA.

In der vorliegenden Studie wurde die kompetitive PCR in Anlehnung an das Protokoll von
Leygue et al. (1996) durchgefiihrt. Bei dieser Technik der kompetitiven PCR wurde sowohl ein
exogener als auch endogener Standard verwendet. Zur Herstellung des internen Standards wurde
ein DNA-Fragment mit derselben Primerbindungsstelle wie die zu untersuchende cDNA
hergestellt und in definierter Konzentration mit den einzelnen cDNA-Proben zu einem PCR-
Gemisch angesetzt. Aufgrund identischer Primersequenzen kompetierte das Standardfragment die
PCR-Amplifikation des Zielgens. Der interne Standard wird dem Wert 100 gleichgesetzt, so dass
die Quantifizierung der OTR-mRNA-Expression in Relation zu diesem Wert angegeben wurde.
Als externer Standard diente ALFexpress™ Sizer® 50-500. Mit Hilfe des externen Standards lief3
sich eine Standardkurve kalkulieren, die wiederum ihrerseits dazu diente, die detektierten Peaks
zu unterscheiden und identifizieren zu konnen.

Die semiquantitative Bestimmung der OTR-Expression und gleichzeitige Kontrolle der PCR

erfolgte schlieBlich mittels Fragmentanalyse in einem semiautomatischen Sequenzierer.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Als Ostrogene bezeichnet man alle Wirkstoffe, die beim ovarektomierten Nager Brunft
hervorrufen und bei der Frau in der ersten Zyklushilfte die Funktionen des Ovars ersetzen
konnen. Die natirlichen Ostrogene sind C,g-Steroide, wobei die wichtigsten, natiirlichen Steroide
Ostradiol, Ostron und Ostriol sind, dabei ist Ostradiol die biologisch aktivste Substanz. Ostron
weist etwa 1/3, Ostriol nur 1/10 der biologischen Wirksamkeit von Ostradiol auf. Ostriol wird im
Zyklus als weitgehend inaktives Abbauprodukt angesehen, ist jedoch das vermutlich wichtigste
Ostrogen withrend der Schwangerschaft (Schmidt-Matthiesen et al., 1998).

Die Sekretionsrate der Ostrogene ist zyklusphasenabhiingig und unterliegt dem Ovarialzyklus,
welche sich in Follikelphase, Ovulationsphase und Lutealphase einteilen 148t.

Normalwerte fiir Ostradiol bei der geschlechtsreifen Frau betragen wihrend der Follikelphase 30-
50 pg/ml, in der prdovulatorischen Phase 150-350 pg/ml und in der Lutealphase 100-200 pg/ml,

die Halbwertszeit fiir das freie Ostradiol betréigt 15 min.
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Die biologische Wirkung der Ostrogene beruht vor allem auf einer Stimulation der DNA-
abhéngigen RNA-Synthese und damit einer Steigerung der Proteinsynthese, so dass deren volle
Wirkung erst nach Stunden und nicht innerhalb von Minuten erreicht wird.

Der menstruelle Zyklus dauert im Normalfall 28 Tage mit einer Schwankung von + drei Tagen,

die Ovulation findet am 12.-14. Zyklustag statt.

Die Expression von OTR-mRNA in den reproduktiven Organen ist organ-und phasenspezifisch,
wobei die Steroidhormone Ostrogen und Progesteron regulierende Funktionen erfiillen sollen
(McCracken et al., 1984; Sheldrick und Flint, 1985). Sheldrick und Flint untersuchten die OTR-
Konzentration am nicht graviden Uterus von Schafen wéhrend des Ovarialzyklus und
dokumentierten die hochste OTR-Konzentration sowohl im Endometrium als auch Myometrium
zum Zeitpunkt der Ovulation. 14 bis 19 Tage nach der Ovulation hingegen war die Konzentration
am niedrigsten. Der Anstieg der OTR-Konzentration fiel zum einen mit einem Abfall der
Progesteron-Konzentration und zum anderen mit einem Anstieg der Ostrogen-Konzentration
zusammen.

Kimura gelang es 1998, das hochste Expressionsniveau fir OTR-mRNA im Endometrium
humaner Zellen, gewonnen von Frauen mit einem normalen Zyklus, um den Zeitpunkt der
Ovulation an Tag 14 des Ovarialzyklus nachzuweisen.

Wendet man nun diese Ergebnisse auf die untersuchten Uteri an, so konnte man signifikant
hohere Ausgangswerte zu Beginn der Perfusion fiir die in der periovulatorischen Phase
gewonnenen Uteri erwarten. Wie bereits unter 3.2.1 erwihnt befanden sich Uterusl, 4 und 5 am
chesten in der Ostrogenbetonten, periovulatorischen Phase, die hochste Quantitit der OTR-
Expression jedoch konnte am Uterus 2 nachgewiesen werden, entnommen am ehesten in der
postovulatorischen Phase. Allerdings wurde bei den Patientinnen zum Zeitpunkt der
Hysterektomie kein Hormonspiegel bestimmt, so dass keine sichere Aussage iiber die
entsprechende Phase des Ovarialzyklus getroffen werden kann. Somit ist nicht ausgeschlossen,
dass sich Patientin 2 bei fehlender Ovulation zum Zeitpunkt der Hysterektomie auch in der
periovulatorischen Phase befand.

Die niedrigste Konzentration an OTR-mRNA konnte in Uterus 4 nachgewiesen werden, am
ehesten in der periovulatorischen Phase oder noch Follikelphase entnommen.

Von der Follikelphase ausgehend wire die niedrige Konzentration an OTR-mRNA auf die noch

ebenfalls niedrige Ostradiol-Konzentration im Plasma zuriickzufiihren.
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Ferner bestand bei Patientin 4 die Indikation zur Hysterektomie bei Uterus myomatosus, wobei
Ostrogene in Abhingigkeit vom Rezeptorstatus der Myome, der héher als der des normalen
Myometrium ist, eine begiinstigende Rolle beim Myomwachstum zu spielen scheinen (Schmidt-
Matthiesen et al., 1998).

Geht man nun von einer periovulatorischen Phase aus und bezieht die Entstehungstheorie der
Myome mit ein, so erwartet man am ehesten einen Nachweis erhohter Konzentration fiir OTR-
mRNA in Uterus 4. Lee et al. (1998) versuchten, OTR mittels Immunhistochemie an
Leiomyomen und angrenzendem Myometrium aus Proben von 20 Frauen wihrend des
Ovarialzyklus, der Menopause und unter Hormonbehandlung zu lokalisieren. Dabei gelang ihnen
ein erhohter Nachweis von OTR in Leiomyomen wihrend der prdovulatorischen Phase
verglichen zu der postovulatorischen Phase. Aufgrund der jedoch fehlenden Hormonbestimmung
ist bei den untersuchten Uteri keine Aussage iiber die OTR-Expression in Abhédngigkeit vom

Ovarialzyklus moglich.

In der Schwangerschaft nimmt die OTR-Expression kontinuierlich zu und erreicht ihren
Hohepunkt zu Beginn der Wehentitigkeit (Maggi et al., 1990).

In der Studie von Umscheid et al. (1998) wurde durch in situ Hybridisation und
immunhistochemische Verfahren OTR-mRNA in der Zervixregion von nicht schwangeren Ratten
nach Hormonstimulation untersucht. Nach einer 24-stiindigen Behandlung mit Ostrogen war ein
signifikanter Anstieg der OTR-mRNA in den weichen Muskelzellen der Zervix nachzuweisen,
Progesteron alleine hatte keinen Effekt, wohingegen Progesteron kombiniert mit Ostrogengabe
zur Inhibition der Synthese fiihrte.

In der Studie von Jacobsen et al. (1987) wurde die Konzentration von OTR am Myometrium von
Hasen untersucht, dabei kam es auch hier zu einem Anstieg der OTR-Konzentration unter einer
Ostrogengabe iiber acht Tage. Simultan zu der Ostrogengabe wurde Progesteron in den letzten
vier Tagen dazugegeben, dieses hatte zur Folge, dass es zu einer Abnahme der OTR-
Konzentration kam.

Eine weitere Studiengruppe um Liu et al. (1996) beschrieb einen Anstieg der uterinen OTR-
mRNA von Ratten nach einer dreitigigen Behandlung mit Ostrogen, wohingegen jedoch die
gleichzeitige Gabe von Progesteron keinen EinfluB} auf den Ostrogeneffekt hatte.

Chibbar et al. (1995) untersuchten die Konzentration von OTR-mRNA in der menschlichen



Diskussion 75

Dezidua und kamen dabei zu der Aussage, dass Ostrogen die OTR mRNA-Konzentration
signifikant erhoht.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiinf Uteri zundchst {iber sechs Stunden konstant mit 178-
Estradiol in einer Konzentration von 500 pg/min/Arterie stimuliert. Dabei war {iberwiegend ein
konstanter Verlauf mit allenfalls fallender Tendenz der OTR-Expression innerhalb der einzelnen
Uterusbereiche Fundus, Korpus und Zervix zu erkennen, nur in Uterus 3 konnten steigende
Konzentrationen sowohl im Fundus als auch Korpus und in der Zervix nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse konnten darauf zurlickzufithren sein, dass der Uterus vermutlich in der
postovulatorischen Phase gewonnen wurde und folglich sensibler auf die Ostrogenstimulation
reagierte. Insgesamt jedoch verliefen die Kurven eher konstant und konnten mit einer zu kurzen
Zeit der Stimulation zusammenhiingen, da wie bereits erwihnt Ostradiol seine volle Wirkung erst
nach Stunden entfaltet. Die positive Korrelation der OTR-Expression in Abhéngigkeit von der
Linge der Ostradiolstimulation demonstrierten Adachi et al. (1995). Diese untersuchten humane
Myometriumzellen, welche sie in vitro mit Ostradiol iiber 24, 48 und 72 Stunden inkubierten und
dabei die hochste OTR-Konzentration nach 72 Stunden nachwiesen.

Im Gegensatz dazu erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine Stimulation mit Ostradiol mit einer

Dauer von sechs Stunden.

Phaneuf et al. (1997) untersuchten in ihrer Studie die Rolle des OT beziiglich der
Desensibilisierung von OTR in menschlichen myometranen Zellen.

Nach einer 24-stiindigen OT-Exposition in einer Konzentration von 1 uM war eine Abnahme der
OT-Bindungen an der Zellmembran um 90% zu beobachten, wohingegen die Gesamtanzahl der
OTR auch nach einer OT-Exposition {liber 48 Stunden nicht betroffen war.

Allerdings konnte mit Hilfe von RNA-Analysen nachgewiesen werden, dass korrelierend zum
Verlust von OT-Bindungsstellen an den Zellmembranen auch eine Abnahme der OTR-mRNA
auf 10-20% des Ausgangswertes eingetreten war.

In einer weiteren Arbeit von Adachi et al. (1995) wurde die OTR-Konzentration an myometranen
Zellkulturen nach alleiniger Ostrogenstimulation, Ostrogen- und Progesteronstimulation und nach
OT-Gabe untersucht. Dabei ergab diese Studie einen Anstieg der OTR-Konzentration auf 180%
unter Ostradiolgabe von 107 M bei einer Dauer zwischen 24 und 72 Stunden, bei gleichzeitiger
Gabe von Progesteron wurde dieser Anstieg supprimiert. Keine Anderung der OTR-

Konzentration konnte nach Inkubation der Zellen mit einer 1 nM OT-Losung in den ersten 30
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min beobachtet werden, aber schon eine Stunde nach der Gabe von OT war eine deutliche
Abnahme der membranstéindigen OTR-Konzentration nachzuweisen.

Kimura et al. (1992) haben den OTR als G-Protein gekoppelten Rezeptor dhnlich den [B—
adrenergen Rezeptoren beschrieben. Ein Phidnomen, das bei diesen Rezeptoren beschrieben ist, ist
die Desensibilisierung (Hasbi et al., 2004; Plested et al., 2001). Die Desensibilisierung ist eine
allgemeine Eigenschaft sensorischer Systeme, bei der die Signaliibertragung so angelegt ist, dass
sie auf Verdnderungen der Konzentrationen eines Reizstoffes anspricht, nicht aber auf deren
absolute Konzentration. Werden Rezeptormolekiile {iber einen ldngeren Zeitraum einem
konstanten Hormonspiegel ausgesetzt, katalysieren sie den GTP-GDP-Austausch nicht mehr
effektiv. Von einer spezifischen Kinase wird der Rezeptor mehrfach phosphoryliert und auf diese
Weise inaktiviert.

Nach Expositionsende kdnnen diese Rezeptoren wieder reaktiviert werden oder nach Abkopplung
von dem G-Protein eine Down-Regulation erfahren, definiert als Abfall der Gesamtzahl der
Rezeptoren.

Mit der Down-Regulation des OTRs beschéftigt sich auch die Studie von Di Scala-Guenot und
Strosser (1995). Intakte Astrogliazellen wurden bei 37°C mit 1 uM OT behandelt, wobei
innerhalb von sechs Stunden ein maximaler Verlust der OT-Bindung nachzuweisen war,
allerdings konnte nach Absetzen der OT-Gabe ein partielles Wiedererlangen der

Bindungsfihigkeit an der Zelloberfliche dokumentiert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie ergab nach einer dreistiindigen Stimulation mit OT einen
konstanten oder absteigenden Kurvenverlauf der OTR-mRNA-Expression fiir die Uteri 1 und 4.
Ein einheitliches Muster der Desensibilisierung in den Uteri 2,3, und 5 war weder in den
Bereichen Fundus, Korpus und Zervix noch im Vergleich der Uteri untereinander. Ahnlich wie
bei der Ostrogenstimulation sind die diskrepanten Ergebnisse am ehesten auf die Dauer der
gesamten Perfusion als auch auf die geringe Anzahl der Uteri mit unterschiedlichen

Vorerkrankungen und deren Untersuchung zu unterschiedlichen Zyklusphasen zuriickzufiihren.

Eine weitere Studie von Fuchs et al. (1984) untersuchte die Konzentration und Verteilung von
OTR im Myometrium und Dezidualgewebe, das von Uteri nach Kaiserschnitt oder Hysterektomie
von schwangeren Frauen gewonnen worden waren. Im Myometrium war die OTR-Konzentration

in der 13.-17. Schwangerschaftswoche (SSW) zunéchst niedrig, allerdings erfolgte ein Anstieg
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auf das Zwolffache in der 37.-41. SSW. Mit Beginn der Wehentitigkeit erreichte die
Konzentration der OTR ihr Maximum. Beziiglich der Verteilung war die Konzentration der OTR
in den Regionen Fundus und Korpus &hnlich, in den unteren Abschnitten des Uterus niedriger
und im Bereich der Zervix am niedrigsten.

In den fiinf untersuchten Uteri der vorliegenden Studie kamen wir zu dhnlichen Resultaten. Die
OTR-Expression in der Zervixregion der Uteri 1, 2 und 5 war bereits zu Beginn der
Versuchsreihe deutlich niedriger als in den Bereichen Fundus und Korpus und korrelierte mit den
Ergebnissen der oben erwdhnten Studien.

Bei Uterus 3 und 4 lagen die Konzentrationen fiir OTR-mRNA zu Beginn der Versuchsreihe in
der Zervix hoher als im Korpus. Als Ursache hierfiir konnte die Tatsache, dass die Patientinnen
an einem Uterus myomatosus litten Erkldrung bieten. Durch die Myome kdnnte ein
unterschiedliches Verteilungsmuster der Myometriumzellen verglichen zum gesunden Gewebe zu
Gunsten der Zervix vorliegen, welche eine mdglich hohere OTR-Expression in der Zervix als im
Korpus erkliren konnte.

Allerdings lag auch bei Patientin 2 ein Uterus myomatosus vor, so dass zur weiteren Kliarung die

Lokalisation der Myome interessant gewesen ware.

Zusammenfassend ergaben sich unterschiedliche Ergebnisse fiir die OTR-Expression innerhalb
der einzelnen Uterusbereiche als auch im Vergleich der Uteri untereinander sowohl zu Beginn
der Perfusion als auch wihrend bzw. nach der Ostrogen- und OT-Stimulation. Die
Schwankungen der Messungen fiir die Uteri untereinander konnten mit fritheren
Untersuchungsergebnissen erklart werden, die am Myometrium von Uteri aus der Pramenopause
erhoben worden waren. Um die Regulation des humanen OTRs im Uterus besser verstehen zu
konnen, untersuchten Kimura et al. (1998) die OTR-Expression am Endometrium und
Myometrium schwangerer und nicht gravider Frauen. Dabei ergab die Konzentration der OTR-
Expression einerseits eine grofle Variationsbreite zwischen den einzelnen Patientinnen und
andererseits eine Heterogenitit der OTR-Expression innerhalb eines Organs. Auch die
vorliegende Studie ergab nicht einheitliche Ergebnisse innerhalb eines einzelnen Uterus, diese
konnten zum einen durch den Uterus myomatosus, der bei Uterus 2, 3 und 4 vorlag, verursacht
worden sein. Des Weiteren wire eine unterschiedlich schnell einsetzende Degeneration der

Zellen mit konsekutivem Funktionsverlust wihrend der Perfusion denkbar.
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Um eine zuverlissige Aussage iiber einen Einflu auf die Synthese von OTR durch Ostrogen und
OT treffen zu kdnnen wire eine groflere Anzahl von Perfusionen {iber einen ldngeren Zeitraum
sicherlich erforderlich. Ferner sollten normierte Bedingungen bzgl. Anamnesen und

Zyklusphasen der Patientinnen gelten.

Der genaue Mechanismus, der zu einer Desensibilisierung der OTR im uterinen Gewebe,
getriggert durch OT fiihrt ist noch ungeklért und bedarf weiterer Studien, vor allem zur Funktion
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ihrer Mechanismen zu Beginn der Wehentétigkeit.
Dadurch konnten neue Pharmaka und Strategien zur Verhiitung von vorzeitiger Wehentétigkeit

entwickelt werden.
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5. Zusammenfassung

Oxytozin und Oxytozin-Rezeptor sind malgeblich beteiligt an der Initiation des
Geburtsvorganges, so dass es weiterer Kldrung bzgl. der Mechanismen der OT-induzierten
Kontraktion am Uterus bedarf, um den dynamischen Vorgang zwischen OT und seinem Rezeptor
zum Zeitpunkt der Geburt aufschliisseln zu konnen.

Obwohl man davon ausgeht, dass sowohl Ostrogen als auch Progesteron einen EinfluB auf die
Expression von OTR haben sollen, herrscht trotz etlicher vorangegangener Studien keine
einheitliche Meinung. Aufgrund begrenzter Untersuchungsmoglichkeiten an humanen
Myometriumzellen in vivo wurde in der vorliegenden Studie unter Verwendung eines bereits
etablierten Modells zur extrakorporalen Perfusion eines humanen Uterus die Abhédngigkeit der
OTR-Expression unter Stimulation mit 17B-Estradiol und nachfolgender OT-Gabe sowie das
Verteilungsmuster der OTR in den Uterussegmenten Fundus, Korpus und Zervix untersucht.
Insgesamt wurden fiinf Uteri, gewonnen von Patientinnen in der Pridmenopause nach
Hysterektomie bei benigner Grunderkrankung, iiber eine Zeitdauer von neun Stunden perfundiert,
dabei erfolgte in den ersten sechs Stunden eine konstante Stimulation mit 178-Estradiol, der eine
dreistiindige Stimulation mit OT folgte, dessen Konzentration alle 15 min im Vergleich zum
Vorwert verdoppelt wurde.

Biochemische Ergebnisse der iiber neun Stunden perfundierten Uteri ergaben Normwerte fiir
Zytolyse- und Hypoxieparameter  im zirkulierenden  Perfusat, licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchungen wiesen gut erhaltene endo- und myometrane
Zellstrukturen auf, so dass man auf eine gut erhaltene Organvitalitét schlieen konnte.

Fiir die molekulargenetische Untersuchung erfolgte der Nachweis von OTR-mRNA-Expression
mittels kompetitiver Polymerase-Ketten-Reaktion, da diese sich aufgrund ihrer hohen Spezifitat
und Sensitivitit besonders dazu eignet, nRNA in geringen Mengen nachzuweisen.

Nach Gewinnung der Gesamt-RNA aus den uterinen Proben wurde diese zunidchst mittels der
Reversen Transkriptase in cDNA {iberfithrt. Zur Quantifizierung wurde ein spezifisches DNA-
Standardfragment konstruiert, welches den einzelnen cDNA-Proben in definierter Konzentration
zugegeben und in der PCR koamplifiziert wurde (interner Standard). Aufgrund identischer 5'-
Primersequenzen kompetierte dieses Fragment die PCR-Amplifikation des Zielgens, wodurch die

Quantifizierung desselben ermoglicht wurde. Durch eine Markierung der Primer mit dem
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Fluoreszenzfarbstoff 5-Fluorocytosin konnte die Detektion der PCR-Fragmente zuletzt mittels
Laser in einem halbautomatischen Sequenzierer erfolgen. Die kompetitive PCR erlaubt eine
relative Quantifizierung der zu untersuchenden mRNA im Verhéltnis zum internen Standard als
Referenzwert.

Zusammenfassend ergaben sich unterschiedliche Ergebnisse fiir die OTR-Expression sowohl
innerhalb der einzelnen Uterusbereiche Fundus, Korpus und Zervix als auch im Vergleich der
Uteri untereinander. Dies gilt sowohl zu Beginn der Perfusion als auch wéhrend bzw. nach der
Ostrogen- und OT-Stimulation.

Tendenziell war die Menge von OTR-mRNA in den Segmenten Fundus und Korpus sowohl zu
Beginn als auch unter der Perfusion hoher als in der Zervix. Im Vergleich der Uteri untereinander
variierten die Ergebnisse der OTR-mRNA in ihren Konzentrationsbereichen stark. Ein direkter
Zusammenhang mit der entsprechenden Phase des Ovarialzyklus der Patientinnen konnte bei
fehlender Hormonbestimmung im Serum nicht hergestellt werden.

Des Weiteren konnte weder ein linearer Zusammenhang der OTR-Synthese unter
Ostrogenstimulation noch wihrend bzw. nach OT-Stimulation dokumentiert werden. Tendenziell
erfolgte am ehesten eine Reduktion der OTR-Synthese, die Ausdruck einer Zelldegeneration mit
Funktionsverlust wihrend der Perfusion sein konnte.

Um eine zuverlissige Aussage iiber einen Einflu auf die Synthese von OTR durch Ostrogen und
OT treffen zu kdnnen wire eine groflere Anzahl von Perfusionen {iber einen ldngeren Zeitraum

sicherlich erforderlich.
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Aa.
APS
Aqua dest.
ATP
bp
bzgl.
bzw.
C

°C
Cat
CaCl,
cAMP
cDNA
CK
cm
CO,
DEPC
DNA
dATP
dCTP
dGTP
dl
dTTP
dNTP
Fa.

g
GDP
G-Protein
GTP

Arteriae

Ammoniumpersulfat

Aqua destillata
Adenosintriphosphat
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beziiglich

beziehungsweise

Cytosin

Grad Celsius
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Kalzium-Chlorid

zyklisches Adenosinmonophophat
komplementire Desoxynukleinsdure
Kreatininkinase

Zentimeter

Kohlendioxid
Diethyl-Pyrocarbonat
Desoxynukleinsdure
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Deziliter
Desoxythymidintriphosphat
Desoxynukleosidtriphosphat
Firma

Gramm

Guanosindiphopsphat
Guanylnukleotidbindendes Protein

Guanosintriphosphat
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HCO;
H,O
HCL
LE.
IP;

KCL
kd
KH,PO4

LDH

mA

ng

mg
MgCl,
MgSO4
min

pl

ml

pum

mm
mM
mmHg
MMLV
mmol
mRNA
mU
Na"
NaCl
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Bikarbonat

Wasser

Salzsdure

Internationale Einheiten
Inositoltriphosphat
Kalium

Kalium-Clorid
Kilodalton
Kalium-Phosphat

Liter
Laktatdehydrogenase
Molar

Milliampere
Mikrogramm
Miligramm
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Magnesium-Sulfat
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Mikroliter
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Mikrometer
Mikromolar

Milimeter

Milimolar

Millimeter Quecksilbersiule
Moloney-Maus-Leukdmie-Virus
Millimol

Messenger Ribonukleinsédure
Milliunit

Natrium
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Reverse Transkription
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8. Anhang

In den folgenden Tabellen 18-32 sind die Ergebnisse von fiinf Uteri fiir die Quantitit der OTR-

mRNA-Expression in den Uterussegmenten Fundus, Korpus und Zervix aus den einzelnen

Gelldufen der sechs PCR-Ansitze aufgefiihrt.

Tabelle 18: Uterus 1: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Fundus aus sechs PCR-
Anséatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Fundus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 31 4,9 2,01 11,3 13,01 4,19

II 72 4,11 9,2 10,83 6,81 6,85

I 62 2,27 3,21 13,75 5,83 5,2

v 134 80 74 3,5 4 4

v 94 10 5 8 5 10

VI 18 1,93 15 10 4 8

Mittelwert + 68,5+38,62 17,2+£28,20 18,1+£25,38 9,6£3,20 6,4+3,10 6,4+2,11

Tabelle 19: Uterus 1: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Korpus aus sechs PCR-
Anséatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Korpus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 36 4 214 28 25 2

II 1,94 1,8 4,7 32 2,14 1,04

1T 34 1,22 9,02 6,66 15,83 1,03

v 5 15,89 8,71 28 2,64 1,16

\% 4,2 5,33 5,64 38 18,66 1,66

VI 1,53 8,58 5,56 9,18 19,96 2,91

Mittelwert + | 8,68+£12,27 6,14+4,98 412747726 | 23,64+16,07 | 14,04+8,67 1,63+0,67

Tabelle 20: Uterus 1: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression in der Zervix aus sechs PCR-
Ansétzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Zervix Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 1,28 2 4,92 2 37 4

II 4,25 43 0,01 1,25 9,06 0,79
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1T 1,98 3,62 5,78 9,25 1 0,33

v 3,02 4,43 3,9 5,61 1,19 1,1

A" 0,25 3,97 6,06 1,19 2,86 0,86

VI 1,14 0,56 5,99 1,94 1,7 2,55

Mittelwert + 1,99+1,31 3,15+1,40 4,44+2,12 3,54+2,96 8,80+12,90 1,61+1,27

Tabelle 21: Uterus 2: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Fundus aus vier PCR-
Ansétzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Fundus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 218 162 194 94 304 271

II 333 149 392 254 1280 1269

I 402 249 402 216 734 524

v 1186 545 782 576 1366 800

Mittelwert + 534,75+381,70 | 276,25+159,85 | 442,5+212,83 | 285+178,10 921+430,86 716+370

Tabelle 22: Uterus 2: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Korpus aus vier PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Korpus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 373 377 333 344 64 260

II 717 768 395 475 85 378

I 378 482 413 356 93 267

v 493 434 317 400 97 305

Mittelwert + 490,25+139,43 | 515,25+150,58 | 364,5+40,40 393,75€51,33 | 84,75+12,73 295+47.42

Tabelle 23: Uterus 2: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression in der Zervix aus vier PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Zervix Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 163 826 47 407 303 39

II 196 140 27 264 117 22

I 111 55 36 274 86 21

v 746 297 283 271

Mittelwert + 304+256,98 329,50+£299,51 | 98,25+106,90 |315+65,18 169+95,82 88,25+105,75
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Tabelle 24: Uterus 3: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Fundus aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Fundus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 12,02 279,61 111,82 3,4 8,36

II 14,53 250,07 35,29 8,97 8,11

I 14,46 235,22 46,19 7,12 24,8

v 15,8 34,38 8,64 39,99

\% 14,25 29,62 10,57 41,4

VI 15,78 41,99 9,94 43,45

Mittelwert + | 14,6+1,31 255+18,44 49,9+2821 8,1+2,36 27,7+15,01

Tabelle 25: Uterus 3: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Korpus aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Korpus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 8,36 0,64 2,43 8,19 1,76 8,39

11 7,08 0,88 7,88 3,41 2,11 12,41

III 0,99 1,14 6,12 5,12 1,27 15,9

v 1 1,16 4,66 6,79 1,77 21,99

A" 0,91 3,7 5,29 6,32 1,52 28,32

VI 0,75 3,77 4,83 19,4 1,95 25,23

Mittelwert + | 3,18+3,23 1,88+1,32 5.2+1,65 8.21+5,22 1,73£0,27 18,71+7,06

Tabelle 26: Uterus 3: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression in der Zervix aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Zervix Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 15,14 57,38 89,36 73,67 2,4 12,95

i 8,73 23,41 68,8 86,01 1,71 54

11 19,02 7421 85,11 104,04 1,28 8,95

v 11,19 21,9 89,26 78,54 2,1 12,54

v 18,86 32,22 87,94 68,99 1,25 9,94

VI 21,42 28,46 78,82 3,33 1,97 9,14

Mittelwert + 15,7344,52 39,6+19,44 83,22+7,38 69,1+31,47 1,79+0,41 9,82+2,51
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Tabelle 27: Uterus 4: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Fundus aus sechs PCR-
Ansétzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Fundus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 0,51 1,86 1,8 1,57 0,86 0,96

II 0,69 2,33 3,04 2,55 1,78 33

I 0,9 7,95 1,06 2,19 1,94 0,93

v 1,12 0,4 1,61 2,24 2,01 4

\Y% 0,84 8,73 1,78 2,24 2,02 1,03

VI 1,93 0,41 1,71 2,79 1,94 4,1

Mittelwert = | 120,45 3,6+3,42 1,8+0,59 2,3+0,37 1,8+0,41 2,4+1,43

Tabelle 28: Uterus 4: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Korpus aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Korpus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 8,89 6,32 0,43 3,19 1,08

II 7,72 9,57 0,55 2,51

I 4,05 1,36

v 7,18 2,45 0,53 3,23

v 19,34 9,46 1,13

VI 6,46 1,1

Mittelwert + 10,78+4,97 6,39+2,59 0,5+0,05 2,09+0,83 1,08+

Tabelle 29 Uterus 4: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression in der Zervix aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Zervix Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 0,55

II 1,65 0,36

I 6,14 0,17

v 5,93 0,16

\Y% 4,09

VI 4,68

Mittelwert + | 4,5+1,61 0,31%0,15
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Tabelle 30: Uterus 5: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Fundus aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Fundus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 6,72 2,96 2,89 3,94 4,46 34,74

II 6,03 2,81 2,29 4,09 15,47 37,71

I 10,42 2,44 3,6 6 20,2 30,69

v 12,35 24,5 2,05 6,22 21,89 29,94

\Y 10,46 17,51 2,89 342 30,05 36,5

VI 7,98 14,37 3,06 4,32 9,53 32,85

Mittelwert + 9+2.25 10,8+8,56 2,8+0,5 4,7+1,05 16,9+8,36 33,7+2,85

Tabelle 31: Uterus 5: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression im Korpus aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Korpus Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

| 5,86 4,46 14,99 6,21

il 13,62 4,62 10,21 3,51

I 7,39 5,76 14,71 3,63

v 13,77 5,99 11,25 7,17

\% 9,03 5,2 80,98 5,51

VI 9,7 5,13 75,27 5,47

Mittelwert + 9,9+2.95 5,19+0,55 34,57+30,89 5,25+1,31

Tabelle 32: Uterus 5: Quantitativer Nachweis von OTR-mRNA-Expression in der Zervix aus sechs PCR-
Ansatzen mit Mittelwert und Standardabweichung

Zervix Stunde 0 Stunde 3 Stunde 6 Stunde 7 Stunde 8 Stunde 9

I 1,53 57,82 1,13 0,71 0,91 0,69

II 2,15 0,68 1,14 0,59 1,35 0,57

I 2,63 0,87 1,33 0,68 0,86 0,52

v 3,6 0,8 1,11 0,9 1,3 0,99

A% 2,57 1,14 1,11 0,61 1,46 1,03

VI 1,81 0,7 1,24 1,21 3,13

Mittelwert + 2,38+0,66 10,34+21,23 1,18+0,08 0,7+0,11 1,18+0,22 1,16+0,9
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