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1 Einleitung

Es gibt viele verschiedene Faktoren, die die Entstehung und Austragung einer
Schwangerschaft beeinflussen und mit denen sich die Reproduktionsmedizin
beschiftigt. Einer der wichtigsten ist ein entsprechendes Endometrium, das eine
erfolgreiche Implantation der Blastozyste und eine plazentare Umwandlung moglich
macht. Mit der Zellbiologie des Endometriums, dessen Rezeptoren und spezifischen
Proteinen wie zum Beispiel Uteroglobin sowie Implantationsmarkern beschéftigt sich
unser Institut schon seit Jahren. So wurden extrazellulire Matrixbestandteile,
Implantationsmarker und Hormonrezeptoren identifiziert und charakterisiert (Beier und
Beier-Hellwig 1998; Classen-Linke et al. 1998; Hey et al. 1999; Classen-Linke et al.
2000; Alfer 2000).

Die zyklischen Verdnderungen, denen das Endometrium unterliegt, werden durch die
Hormone Ostrogen und Progesteron gesteuert. Vor allem in der zweiten Zyklushilfte, in
der die sekretorische Umwandlung und eventuell die Implantation erfolgt, iiberwiegt das

Hormon Progesteron.

Um die Wirkung von Progesteron zu begreifen, muss man die Rezeptoren verstehen,
iber die dessen Wirkung vermittelt wird. Diese gehoren zur Superfamilie der
Steroidhormonrezeptoren, welche im Zytoplasma lokalisiert sind und nach Bindung
ihres Liganden die Gentranskription im Zellkern regulieren. Fiir den menschlichen
Progesteronrezeptor sind zwei Isoformen beschrieben worden: PR-B und PR-A
(Horwitz und Alexander 1983), die sich in ihrer GroBe unterscheiden. PR-B besteht aus
933 Aminosduren, wiahrend PR-A eine verkiirzte Form ist, der die ersten 164
Aminosduren am N-Terminus fehlen. PR-B und PR-A sind Produkte eines einzelnen
Gens und werden unter der Kontrolle von eigenen Promotern von unterschiedlichen
Messenger RNAs translatiert (Kastner et al. 1990b). Dieses Gen befindet sich auf dem
Chromosom 11 q22-23 (Rousseau-Merck et al. 1987; Mattei et al. 1988).

In den letzten Jahren fanden sich vermehrt Publikationen, in denen weitere Isoformen
des Progesteronrezeptors erwahnt wurden. So wurde zum Beispiel von Wei und Miner

(1994) eine dritte Isoform - genannt PR-C - in T47D Zellen nachgewiesen. Diese hatte
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ein Molekulargewicht von 60 kDa und war eine um 594 Aminosduren am N-Terminus
verkiirzte Isoform. Fiir diese Isoform konnte eine Bindung von Progesteron und eine
darauf folgende Lokalisation in den Zellkern nachgewiesen werden, wie auch fiir die
beiden bekannten groBeren Isoformen PR-B und PR-A (Wei et al. 1996). In
weitergehenden Untersuchungen konnte eine Bildung von Dimeren mit PR-B sowie
eine mit der von PR-B und PR-A vergleichbare Reaktion auf die Behandlung mit
verschiedenen Hormonen nachgewiesen werden (Wei et al. 1997). Da dieses Protein
eine am N-Terminus stark verkiirzte Form des Progesteronrezeptors darstellt, kann es
nur durch Antikorper erkannt werden, welche am C-Terminus binden. In den meisten
Studien, die in den folgenden Jahren zu den Isoformen des Progesteronrezeptors
verdffentlicht worden sind, wurden allerdings Antikdrper verwendet, die am N-
Terminus binden. Dies geschah vor allem deswegen, da es hierdurch mdglich war,
zwischen den Isoformen PR-B und PR-A zu unterscheiden und deren unterschiedliche

Expressionen und auch Funktionen herauszuarbeiten.

1 933
N Domain pep ] tep PR-B
AF-3 AF-1 DI AF-2
165
N Domain peo [l 6D PR-A
ID AF-1 DI AF-2
595
LBD PR-C
oI AF-2
DBD = DNA bindende Domdne H = Hinge Region
LBD = Liganden bindende Domdne AF = Aktivierungsfunktion
ID = Inhibierende Domdne DI = Dimerisierungs Domdne

Abb. 1: Domdnen des Progesteronrezeptors abgewandelt nach Leonhardt,
Boonyaratanakornkit and Edwards (2003), Isoform C hinzugefiigt nach Misao et
al. (2000)
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Ob die in T47D Zellen beschriebene Isoform PR-C auch in anderen Geweben
vorkommt, in denen der Progesteronrezeptor exprimiert wird, ist bisher nicht

ausreichend untersucht worden.

Bei der Verwendung von Antikorpern, welche am C-Terminus binden, wurden in
anderen Studien zum Beispiel im Western Blot mehr als die beiden Isoformen PR-B und
PR-A nachgewiesen. Die Expression von PR-C wurde durch Schams et al. (2003) im
Brustgewebe und im Endometrium des Rindes beschrieben; Ogle (2002) fiihrte
genauere Untersuchungen zur Regulation dieser Isoform in Ovarien von Ratten durch.
In anderen Studien, beispielsweise zur Regulation der Progesteronrezeptor-Isoformen in
humaner Dezidua, wurden im Western Blot mehrere Banden nachgewiesen und alle als

Isoformen des Progesteronrezeptors bezeichnet (Goldman et al. 2005).

Prinzipiell ist es durchaus vorstellbar, dass mehr als zwei Isoformen des
Progesteronrezeptors existieren, da in verschiedenen Studien der Nachweis diverser
mRNAs erbracht werden konnte und diese nach der Translation auch zu verkiirzten
Proteinen fithren konnten (Misao et al. 1998). Zum anderen ist es moglich, dass Formen
des  Progesteronrezeptors  existieren, die = vom  klassischen Typ  des
Steroidhormonrezeptors abweichen. Nicht alle beobachteten Wirkungen von
Progesteron konnen durch die beiden Isoformen des Progesteronrezeptors erklart
werden. So konnte zum Beispiel eine schnellere Wirkung des Progesterons
nachgewiesen werden, die nicht liber den klassischen Weg laufen kann, da die
Transkription von Zielgenen eine ldngere Zeit beansprucht als beispielsweise die
Offnung von Ionenkanilen. Eine Erklirungsmoglichkeit fiir dieses Phinomen wiren
membranstindige Progesteronrezeptoren, wie sie inzwischen in der zytoplasmatischen
Membran von Spermien nachgewiesen werden konnten (Luconi et al. 1998). Da der
Isoform PR-C die DNA-Bindungsdomine fehlt, kann man vermuten, dass diese ihre

Wirkung iiber nicht-klassische Wege vermittelt.

Wenn in normalen Geweben mehr als die zwei Isoformen B und A exprimiert werden,
konnte das zu verdnderten Reaktionen auf Progesteron fiihren als normalerweise
beobachtet. Eine detaillierte Analyse der exprimierten Isoformen konnte die

verschiedenen Reaktionen der Gewebe auf Progesteron erklaren.
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In dieser Arbeit wurde deshalb die Expression der Isoform PR-C im humanen

Endometrium untersucht und deren Regulation in verschiedenen Zellkompartimenten

und Zelltypen {iber den Verlauf des Zyklus erforscht.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte in Zusammenarbeit mit folgenden Frauenkliniken:
Universitatsklinikum Aachen, Leitung: Prof. Dr. W. Rath, St. Antonius-Hospital
Eschweiler, Leitung: Prof. Dr. C. Karl, Marienhospital, Leitung: Prof. Dr. M. Kusche,
Luisenhospital, Leitung: Dr. D. Crommelinck. Hierdurch hatten wir die Mdglichkeit, im
Rahmen von Hysterektomien direkt nach der Entfernung aus dem Cavum uteri

Endometrium zu gewinnen.

Die Endometriumproben stammen aus Uteri von Frauen mit regelmifligem Zyklus,
welche unter keinerlei hormoneller Therapie standen und sich seit mindestens einem
Jahr keiner Abrasio unterzogen hatten. Die Entnahme der Gewebeproben zu
Forschungszwecken aus den Uteri nach ihrer Entfernung wurde durch die
Ethikkommission Nr. EK 347 genehmigt. Weiterhin wurde zur Bestimmung der
Hormonwerte im Rahmen der Routinediagnostik eine Blutprobe entnommen. Die
héufigsten Operationsindikationen waren ein Uterus myomatosus oder ein Descensus

uterdi.

Kurz nach der Hysterektomie wurde aus dem Bereich des Corpus bzw. Fundus uteri ein
Gewebeblock von ungefdhr 0,5 x 0,5 x 1,0cm (L x B x H) herausgeschnitten, der
sowohl Endometrium als auch Myometrium enthielt. Dieser wurde sofort in Formalin
fixiert und spéter in Paraffin eingebettet. Weiterhin wurde mit Hilfe eines Skalpells
etwas Endometrium von dem darunterliegenden derberen Myometrium abgetrennt und
unmittelbar in fliissigem Stickstoff eingefroren. Im Labor wurden die Proben bis zu

ihrer Aufarbeitung bei -40°C aufbewahrt.
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2.1.2 Getrennte Zellen

Diese Methode ermdglicht es, die Expression der Progesteronrezeptoren in Epithelzellen

bzw. Fibroblasten zu vergleichen.

Das gewonnene Abradat wurde nicht eingefroren, sondern auf Eis aufbewahrt, bis es im
Labor verarbeitet werden konnte. Hier wurde es zundchst mit Skalpellen auf einem
Uhrglaschen zerkleinert, um dann mit einer Collagenase Losung (32 mg Collagenase
auf 25 ml DMEM:F12, CCpro GmbH) fiir 1h bei 37°C angedaut zu werden, was unter
sterilen Bedingungen stattfand. Zur Vereinzelung der Zellmasse wurde das Abradat mit
einer Stahlkaniile mehrfach umpipettiert, danach folgten Trennungsschritte mit
Metallsieben unterschiedlicher Porengrofe. Im ersten Schritt wurde ein Sieb mit einer
PorengroBBe von 250 um verwendet, bei dem sowohl Epithel- als auch Stromazellen
filtriert wurden. Hierbei wurden grofere Verbidnde extrazelluliren Gewebes sowie
Blutkoagel entfernt. Bei der Porengrofe des zweiten Siebes von 35 pum verblieben nur
noch die kleineren Stromazellen im Filtrat, wahrend die groferen Epithelzellen im Sieb
aufgefangen wurden. Bei Proben, die anamnestisch auf den 22. Zyklustag oder spiter
datiert waren, erfolgte noch eine Abtrennung der dann vermehrt vorkommenden
Lymphozyten. Im Folgenden wurden die vom Sieb geldsten Epithel- sowie die
Stromazellen mit sterilem Medium (DMEM, CCpro GmbH) gespiilt und zentrifugiert,

um Collagenasereste zu entfernen. Das Pellet wurde bei -40°C eingefroren.

2.1.3 Kontrolle: T47D-Zellen

Die T47D-Zellen sind eine menschliche Zelllinie, bei der es sich um Epithelzellen
handelt, die aus einem duktalen Mammakarzinom gewonnen wurden; erworben wurden
diese bei ATCC, Rockville, Maryland, USA. Diese Zellen sind als Kontrollzellen fiir
Versuche zum Nachweis des Progesteronrezeptors sehr gut geeignet, da bekannt ist,
dass sie alle Isoformen exprimieren. Die T47D-Zellen wurden in mit fetalem
Kélberserum (FCS, Ccpro GmbH) versetzten Medium kultiviert, welches vor seiner
Verwendung mit Sieben von 0,2 um PorengréBe steril filtriert wurde (Sartorius,
Deutschland). Zum Abbruch einer Kultur wurde pro Kulturschale 2ml Trypsin auf die

Zellen gegeben. Nach 5 — 15 min unter mikroskopischer Kontrolle begannen die Zellen

10
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sich zu 16sen und die Reaktion des Trypsins wurde durch Zugabe von FCS gestoppt.

Nach einer Zentrifugation wurde das Pellet bei -40°C eingefroren.

2.2 Datierung des Zyklustages

Zur Bestimmung des Zyklustages wurden drei Parameter herangezogen:

1. die anamnestischen Angaben der Patientinnen,

2. die Beurteilung histologischer Schnitte und

3. die Messergebnisse bestimmter Hormonwerte aus dem Serum der Patientinnen.

Die Proben, bei denen diese drei Werte nicht miteinander vereinbar waren oder die

Histologie pathologisch erschien, wurden von den Versuchen ausgeschlossen.

2.2.1  Einteilung der Zyklusphasen

Nach Hendrikson und Kempson (1997) kann man die Unterteilung nach proliferativer
und sekretorischer Phase noch in friih-, mittel- und spétproliferativ bzw. -sekretorisch

prézisieren:

Friihe Proliferationsphase: 4.-7. Zyklustag
Mittlere Proliferationsphase: 8-10. Zyklustag
Spite Proliferationsphase: 11.-14. Zyklustag
Friihe Lutealphase: 15.-19. Zyklustag
Mittlere Lutealphase: 20.-23. Zyklustag
Spéte Lutealphase: 24.-28. Zyklustag

Im Verlauf der Proliferationsphase entwickeln sich die zunichst kleinen und runden
Driisen zu langen und gewundenen Schlduchen, das Oberflichenepithel wird
zunehmend zylindrischer. Das Stroma zeigt in der mittleren Proliferationsphase ein

Odem, nimmt aber zum Ende der Proliferationsphase an Dichte zu.

In der Sekretionsphase schldangeln sich die Driisen vermehrt und es treten subnukledre
Vakuolen auf, welche Glykogen enthalten. Diese nehmen ab dem 18. Zyklustag wieder

ab und ab dem 19. Zyklustag ist eine intraluminale Sekretion zu beobachten. Ab dem

11
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21. Zyklustag findet sich im Stromakompartiment ein zunehmendes Odem, welches am
22. Zyklustag sein Maximum erreicht und ab dem 23. Zyklustag als Pridezidua in
Erscheinung tritt. In dieser Phase treten auch die Spiralarterien auf und die Driisen

erreichen ab dem 24. Zyklustag die typische Sdgeblattform.

222 Immunhistochemische Methoden

Die histologischen Schnitte wurden HE (H&matoxylin-Eosin) gefdrbt sowie mit
Antikdrpern gegen den Progesteronrezeptor und Ki67 (MIB) reagiert. Anhand der HE-

Férbung ist es mdglich, die Morphologie des Endometriums zu beurteilen.

Die Lokalisation des Progesteronrezeptors und die Verteilung auf Driisen- und
Stromagewebe erleichtert die Einordnung im Zyklus, ebenso der Nachweis von Ki67,
einem Marker fiir Proliferation, der wéhrend der Proliferationsphase vor allem im
Driisengewebe eine stirkere Reaktion aufweist. Zwischen dem 11. und 14. Zyklustag
erreicht die mitotische Aktivitdt und somit der Nachweis von Ki67 sein Maximum, in
der spiaten Sekretionsphase ist dieser nur noch im Stroma und nicht mehr im Epithel

nachweisbar.

Die immunhistochemische Reaktion erfolgte nach dem Prinzip der Streptavidin-Biotin-
Methode. Die Gewebeschnitte wurden an einem Schlittenmikrotom der Firma Leica mit
einer Dicke von 4-5 pm hergestellt und auf mit Aminopropyltriethoxysilane
beschichtete Objekttrager aufgebracht. Nach der Entparaffinisierung in Xylol und der
Rehydratisierung folgte ein Spiilschritt in PBS (9,55 g ad 11 Aqua dest., pH 7,5). Die
Freilegung der Bindungsstellen der Antigene erforderte eine Mikrowellenbehandlung in
Citratpuffer (4,5 ml 0,1M Zitronensdure + 20,5 ml 0,1M Natriumcitrat auf 250 ml Aqua
dest.) fiir 4 x 5 Minuten bei 600 Watt. Daraufhin wurde eine Blockierung der endogenen
Peroxidase mit 0,3% Wasserstoffperoxyd in Methanol durchgefiihrt (30 Minuten bei
Raumtemperatur), welche wie die nachfolgende Serumblockierung zur Vermeidung der
unspezifischen Farbreaktionen dient. Fiir diese wurde Serum des Tieres, aus dem der
Primérantikdrper stammt, verwendet, in diesem Falle Serum der Maus, die Serumldsung
1A des Histostain Kits der Firma Zymed (San Francisco, USA). Die Inkubation der
Primérantikdrper erfolgte in Verdiinnung mit PBS + 1,5% BSA {iber Nacht, die der
Sekundirantikorper, welche wiederum aus dem Zymed Kit stammten, bei

Raumtemperatur fiir 20 Minuten. Dieser an Biotin gekoppelte Antikorper reagiert mit

12
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der im ndchsten Schritt aufgebrachten Streptavidinperoxidase, welche vier Molekiile
Biotin binden kann und somit die Reaktion verstirkt. Das Enzym Peroxidase katalysiert
die Reaktion mit AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol, Zymed), einer chromogenen
Substanz, so dass ein Farbniederschlag entsteht und die durch den ersten Antikorper

gebundene Struktur sichtbar wird.

Tab. I: Liste der fiir die Immunhistochemie verwendeten Antikorper

Antikorper Klon Firma Verdinnung
Progesteronrezeptor PGR 636 Dako 1:50
Ki67 MIB-1 Dako 1:100

2.2.3  Hormonbestimmungen

Am Tag der Hysterektomie wurde bei der Blutentnahme ein zusétzliches
Serumrohrchen abgenommen. Folgende Werte wurden durch das Labor der
Frauenklinik fiir Gynékologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin,
Universititsklinikum Aachen (Prof. Dr. Neulen) bestimmt: Ostradiol, Progesteron und
LH. Anhand folgender Referenzwerte fiir Progesteron konnte eine Zuordnung zu den

Zyklusphasen erfolgen:
Follikuldre Phase: 150-1.000 pg/ml, hochstens aber 2.000pg/ml

Luteale Phase: 5.000-18.000 pg/ml, mindestens aber 1.200pg/ml

2.3  Aufarbeitung

Die bei -40°C gelagerten Abradate wurden mit einer H-Nummer. versehen und in der
Hand aufgetaut. Sofort erfolgte die Zugabe von Proteaseinhibitoren in einer fertigen
Kombination (Complete mini - Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche). Um den
grofiten Teil des NH4HCO3 entfernen zu konnen, wurde das aufgetaute Abradat bei 4°C
und 400 g iber 5 Minuten anzentrifugiert. Wiahrend des gesamten folgenden
Aufarbeitungsprozesses wurden die Abradate sowie benétigte Puffer und Gerite auf Eis

gelagert, um Degradationsprozesse zu verhindern.

Dem Abradat wurde TEDG Puffer hinzugegeben, welcher ebenfalls mit der

entsprechenden Menge an Proteaseinhibitoren versetzt wurde. Daraufhin folgte ein

13
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mechanischer Homogenisationsschritt zum Zerstéren der Plasmamembran. Das
Homogenat wurde im Folgenden bei 800 g und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Dieser
Schritt fithrte zu einer Trennung der Kerne, welche die Homogenatbestandteile sind, die
am schnellsten sedimentieren und sich somit im Pellet (nuc) befanden (Cells, Kap.34,
Subcellular Fractionation). Der entstehende Uberstand enthielt also das Cytosol (cyt)
mit den restlichen Zellkompartimenten, dieser wurde wiederum zentrifugiert, diesmal
fiir 30 Minuten bei 4°C mit 104.000 g. Dabei wurde das Cytosol von allen anderen

Kompartimenten befreit.

Das Pellet wurde in mit 0,5 Molarem Natriumchlorid versetztem TEDG Puffer gelost
und dann ebenfalls fiir 30 Minuten bei 4°C mit 104.000 g zentrifugiert. Bei diesem
Schritt verbleiben nur noch die Molekiile im Uberstand, der somit das Kernplasma

darstellt.

Die Uberstiinde des Ultrazentifugationsschrittes (Beckmann Ultrazentrifuge) werden als

Zytoplasma bzw. Nukleoplasma bei -40°C eingefroren.

TEDG Puffer: 10 mM Tris base, | mM EDTA, 1mM Dithiothreitol, 10% Glycerol, 20
mM Natrium Molybdate, pH 7,4

Die Aufarbeitung der getrennten Zellen erfolgte nach einer anderen Methode. Dabei
wurden direkt beim Auftauen des Pellets NH4HCO3 und Proteaseinhibitoren
zugegeben. Sobald die Zellen aufgetaut waren, wurden sie erneut in fliissigem Stickstoff
eingefroren, was dreimal hintereinander geschah. Hier geht man von dem Prinzip aus,
dass die Kristalle, die bei diesen schnellen Gefriervorgdngen entstehen, die
Cytoplasmamembranen der Zellen zerstdren. Dann wurden die Zellen noch mechanisch
homogenisiert und bei 10600 g und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
(U2) wurde bei — 40 °C aufbewahrt. Das Pellet wurde in Lysispuffer (0,5% Triton, 300
mM NaCl und 50 mM Tris-HCI bei einem pH-Wert von 7,0 — 7,5) und Protease-
Inhibitoren Complete mini (Roche) aufgenommen und erneut bei gleichen Bedingungen

zentrifugiert. Der Uberstand (U3) wurde ebenfalls bei — 40 °C eingefroren.
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2 Material und Methoden

2.4 Proteinbestimmung

Um die Intensitit der Banden im Western Blot vergleichen zu konnen, ist es
erforderlich, von jeder Probe die exakt gleiche Menge an Protein aufzutragen. Daher
schloss sich an die Aufarbeitung direkt eine Proteinbestimmung nach Lowry et al.

(1951) an.

Zunichst erfolgte die Erstellung einer Eichreihe, bei der man sich aufsteigender
Konzentrationen von Bovinem Serumalbumin bediente. Dieses sowie 25ul der zu
bestimmenden Proben wurden zunédchst mit 125ul Losung A vermischt (Bio Rad Dc
Protein Assay). Hierbei verbinden sich die darin enthaltenen Kupferionen mit den
Peptidbindungen der Proteine zu einem stabilen Komplex, der nach Zugabe von 1000ul
Losung B, einem Phenolreagenz, durch Reduktion eine Blaufarbung entwickelt. Die
Intensitit dieser Farbung korreliert direkt mit der in der Probe enthaltenen Menge an
Protein und wurde bei 750 nm photometrisch gemessen (Platten Reader und Programm

SLT Rainbow, beides Tecan, Crailsheim/D).

Zur Reduktion groBerer Volumina wurden die entsprechenden Proben lyophilisiert

(Gefriertrocknungsanlage Alpha I-6, Christ, Osterode).

2.5  SDS-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erfolgte nach dem Prinzip von Laemmli (1970). Beim Herstellen
eines Gels kann man durch Variation der Acrylamid-Konzentration die Auftrennung der
geladenen Proteine verdndern. Fiir die Beurteilung der Progesteronrezeptoren wurde ein
7,5%iges Gel verwendet, welches in diesem Bereich zwischen 120 und 60kDa die

groBten Abstidnde zwischen den aufzutrennenden Proteinbanden ermdglicht.

Die Trenngele wurden in einem Vertikalsystem polymerisiert, bei dem die Glasplatten
einen Abstand von 750um hatten. Sofort wurden die Gele mit Aqua dest. {iberschichtet,
um bei der Polymerisation iiber Nacht keinen Sauerstoff an das Gel gelangen zu lassen;
dies erfolgte bei Raumtemperatur. Danach wurde das Wasser entfernt und ein
Sammelgel aufgebracht. In dieses wurde ein 15zidhniger Kamm einpolymerisiert, so

dass 15 Taschen zum Aufgeben der Proben entstanden.
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Das sowohl im Gel als auch im Proben- sowie Elektrodenpuffer enthaltene
Natriumdodecylsulfat (SDS) 16st die Sekundér- und Tertidrstruktur der Proteine durch
Spaltung der Wasserstoffbriicken auf und fiihrt zu einer ihrer Masse proportionalen
negativen Beladung. Somit werden die Proteine ausschlieBlich entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt. Das im Probenpuffer befindliche Mercaptoethanol
erzeugt durch Reduktion eine Spaltung der Disulfidbriicken in den Proteinen und fiihrt
damit zu einer Entfaltung. Zusétzlich wurden die Proben nach der Aufnahme in
Probenpuffer 5 Minuten bei 100°C gekocht, wodurch ebenfalls eine Denaturierung
erreicht wurde. AnschlieBend wurde mit einer Hamiltonspritze in jede Tasche die
gleiche Menge an Protein eingefiillt. Bei jedem Gel wurde aullerdem ein Bandenmarker
verwendet, welcher bestimmte Molekiile enthilt, deren Grofe bekannt ist. Die Marker
stammten von der Firma Amersham Biosciences (Rainbow Markers) bzw. Fermentas.

Somit lassen sich die in der Antikorperreaktion nachgewiesenen Proteine einordnen.

Zur elektrophoretischen Trennung wurden die Gele in den Glaskiivetten in die
Pufferkammer eingesetzt, so dass sie unmittelbaren Kontakt zum Elektrodenpuffer
hatten. Bei einer Spannung von 500 V und einer maximalen Stromstirke von 80 mA

dauerte dies 1,5 bis 2 Stunden.

7,5% homogene SDS-Gele | Sammelgel Stopgel

40% 2250 ul - |40% 800 pl 40% 100 pl
Acrylamid Acrylamid Acrylamid

H,O 6995 ul  |HxO 5570 ul

Trenngel- 2620 ul | Sammelgel- 524 ul Trenngel- 400 pl
puffer puffer puffer

10% SDS 108 ul 10% SDS 57 ul

Temed 9l Temed 7 ul Temed 2,5l
10 % Per** 20 ul 10% Per 35l 10% Per 10 pl

* Sodiumdodecylsulfat

** Ammoniumperoxodisulfat
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Trenngelpuffer Probenpuffer Elektrodenpuffer
20 g Tris (1,65 M) 0,378 g Tris (0,0625 M) 12,12 g Tris (0,025 M)
50ml H,O 5,0 ml Glycerin (10%) 57,60 g Glycin (0,192 M)

mit 6 N HCL pH 8,8 2,5 ml Mercaptoethanol (5%) |4,0 g SDS (0,1%)

ad 100 ml H,0 1,5 ¢ SDS (3%) ad 4000 ml H,O

pH 6,8

ad 50 ml H,O

1 mg Bromphenolblau

2.6 Western Blot

Das Prinzip des Western Blots beruht darauf, die im Gel aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine immobilisierende Membran zu transferieren. Auf der

Oberflache dieser Membran sind die Proteine flir Antikdrper frei zugdnglich.

Hier wurde das Semidry-Blotting Verfahren mit einem diskontinuierlichen Puffersystem
angewandt, bei dem zwei horizontal angeordnete Graphitplatten als Elektroden dienten.
Das diskontinuierliche Puffersysten wurde mit Filterpapier hergestellt, das in den
entsprechenden Pufferlosungen dquilibriert wurde. Bei der Blotfolie handelte es sich um
eine PVDF Membran (Immobilon-P, Porengrof3e 0,45um, Millipore Corporation, USA).
Diese wurde vor dem Aufbau des Blotters mit Methanol benetzt, um ihre
Aufnahmefahigkeit fiir die Proteine zu erhohen. Dabei wurden die Membran und die

Filterpapiere auf die Grofle des Gels zugeschnitten (ca. 13x17cm).

Zwischen den Elektrodenplatten gestaltete sich der Aufbau des Blots folgendermaf3en:
Auf die Anode wurden zwei in Anodenpuffer 1 (AP 1) getrinkte Filterpapierblitter
gelegt. Darauf folgte ein Blatt Filterpapier, welches zuvor in Anodenpuffer 2 (AP 2)
eingelegt worden war und die Membran. Das Aufbringen des in Anodenpuffer 2
dquilibrierten Gels erfolgte ohne Verschieben und unter der Vermeidung von

Luftblasen. Zuletzt wurden auf dem Gel drei Blétter Filterpapier getrdnkt in

17



2 Material und Methoden

Kathodenpuffer (KP) sowie die als Kathode dienende zweite Graphitplatte angeordnet.
Die Anodenpuffer 1 und 2 unterscheiden sich durch unterschiedliche Gehalte an Tris,

der Kathodenpuffer enthélt zusétzlich Capronséure.

@ Kathode

} e

(T I T T T T T T T M T T T T e—Gel

\ | = \Membran
- AP 2

Transfer

—} AP 1
v

@ Anode

Abb. 2: Blotaufbau

Der Transfer dauerte 40 Minuten und wurde bei einer Spannung von 40 Volt und einer
Stromstdrke von 0,7-1,3 Ampere durchgefiihrt. Das Gewicht auf der Kathodenplatte
verursachte ein seitliches Herausdriicken der Elektrolysegase; die Temperatur wurde bei

15°C gehalten.

Nach dem Blotting wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler mit
Blockierungs-Puffer (TBS + 0,1% Tween + 5% Milcheiweiss) inkubiert, was
erforderlich ist, um die unbesetzten Bindungsstellen zu blockieren, die nicht an der

nachfolgenden Immunreaktion teilnehmen sollen.
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Kathodenpuffer Anodenpuffer 2 Anodenpuffer 1

3,03 g Tris (25mM) 3,03 g Tris (25mM) 36,34 g Tris (0,3M)

5,20 g e-Amino-Capronsédure

(40mM)
200 ml Methanol (20%) 200 ml Methanol (20%) |200 ml Methanol (20%)
ad 1000 ml H,O ad 1000 ml H,O ad 1000 ml H,O

TBS + 0,1% Tween: 0,61g Tris (SmM) + 7,65g Natriumchlorid ( 0,13mM)
+ 1000ml Aqua dest. pH 7,6

+ 1ml Tween

2.7 Reaktionen am Western Blot

Nach einem kurzen Abspiilen der Blockierungslosung unter gereinigtem Wasser wurde
der 1. Antikorper, der in 5% Milchpulver TBS Tween gelost wurde, aufgebracht. Diese
Inkubation sowie die folgende mit dem Sekundérantikorper dauerte jeweils eine Stunde
und erfolgte bei Raumtemperatur. Zwischen den Antikorperreaktionen sowie vor der
Reaktion mit ECL wurde die Membran immer mindestens eine halbe Stunde mit
TBS+0,1%Tween gespiilt. Der Sekunddrantikdrper wurde in 1% Milchpulver auf
TBS+0,1%Tween geldst und ist an Meerrettichperoxidase gekoppelt, die dann mit dem
Substrat des Detektionsreagenz reagiert. Hierfiir wurde ECL bzw. ECL plus verwendet
(Enhanced Chemiluminescence, Amersham Biosciences, USA). Das in ECL plus
enthaltene Substrat ist PS-3 Acridan, welches durch die Meerrettichperoxidase (MRP)
oxidiert wird und dazu fiihrt, dass pro Minute tausende Acridiniumester entstehen. Die
Acridiniumester produzieren ein sehr intensives Licht von ldngerer Dauer als bei der

Luminolreaktion beim ECL.
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Film

; 5Acridinium- PS-3

Ester Acridan

Q/
Z.

ekundarantikdrper-MRP

/ k\ Primarantikorper
Membran

Abb. 3: ECL plus Reaktion

Die Membran wurde mit Saranfolie bedeckt und die Intensitit der Lichtemission durch
Auflage von Filmen (X-OMAT UV Film, Kodak, Frankreich) in einer Filmkassette
(Hypercassette, Amersham, UK) gemessen. Diese korreliert dann mit der Menge an im

aufgetragenen Abradat vorhandenen Progesteronrezeptors.

Zur Bestimmung der Beta-Aktin Menge in den aufgetragenen Proben wurde die
Membran im Anschluss an die Detektion der Progesteronrezeptoren fiir 45 min mit dem
Anti-Beta-Aktin Antikorper inkubiert. Dabei wurde eine Konzentration von 1:50.000 in
TBS Tween verwendet. Der Sekundarantikorper Anti-Mouse wurde iiber eine Zeit von
25 min mit einer Konzentration von 1:5.000 aufgebracht. Beta-Aktin ist ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 42 kDa, das einen Riickschluss auf die aufgetragene

Menge erlaubt, da es eine gleichmiBige Verteilung aufweist. Diese ist im Gegensatz zur
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Coomassie-Farbung densitometrisch messbar und somit mit den gemessenen
Intensitdten des Progesteronrezeptors verrechenbar. Dadurch kénnen Ungenauigkeiten

in der Auftragung kompensiert werden.

Die Filme wurden entwickelt und eingescannt. Die Membran wurde mit Coomassie
gefirbt, um die gesamten Proteine sowie die nicht farbigen Marker sichtbar zu machen.
Zuletzt wurde die Membran noch kurz entfarbt, um das nicht an Protein gebundene

Coomassie zu entfernen.

Coomassie fiir Membranen Entféarber fiir Membranen
2,5 g Coomassie G (Serva Blue G) 490 ml Methanol

454 ml Methanol 490 ml H,O

454 ml Essigsaure 20 ml Essigsdure

92 ml H,O
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Tab. 2: Verwendete Antikérper im Western Blot
Priméarantikorper Klon Terminus | Spezies | Firma Verdunnung
Monoklonal

Coulter
Progesteronrezeptor | PR10A9 | C Mouse | Immunotech | 1: 6000
Progesteronrezeptor | MAB462 | C Mouse | Chemicon 1: 4000
Progesteronrezeptor, | hPRa2+ NeoMarkers, | 1:200
Isoform B+A, Ab-8 hPRa3 N Mouse | USA
Progesteronrezeptor, hPRa6 | N Mouse | NeoMarkers, | 1:200
Isoform B, PR Ab 6 USA
Progesteronrezeptor, | hPRa7 | N Mouse | NeoMarkers, | 1: 100
Isoform A, PR Ab 7 USA
Beta-Aktin Ab6276 | N Mouse | Abcam, UK | 1:50.000
Sekundéarantikorper
goat anti mouse DAKO 1: 10.000

Die Antikdrper PR10A9 und MAB462 binden an die identische Sequenz am
Progesteron Rezeptor: 922AGMVKPLLFHKKO933.
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2.8 Densitometrische Messung der Banden

Um die Intensitdit der Banden und damit die Menge an exprimiertem
Progesteronrezeptor quantitativ auswerten zu konnen, erfolgte eine densitometrische
Messung. Dabei kann man immer nur Banden auf einem Film miteinander vergleichen.
Daher wurden zu jedem untersuchten Merkmal Gele erstellt, auf denen maximal zwolf

Proben beispielhaft das Ergebnis darstellen.

Die entwickelten Filme wurden mit dem Programm Labscan eingescannt. Dazu wurde

ein Scanner der Firma Amersham Biosciences verwendet.

Die densitometrische Messung der Banden erfolgte mit dem Programm Image Master
1D Elite, Version 4.20 von Amersham Biosciences. Die gemessenen Daten wurden zur

Veranschaulichung mit Microsoft Excel graphisch dargestellt.
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Die Abbildung zeigt die erste Spur aus dem Gel zum Vergleich der
Antikorper. Auf dieser wurde der Antikérper PR10A9 verwendet. Uber die zu
messende Spur wurde ein Fenster gelegt, in dem das Programm Image
Master 1D automatisch die Banden erkennt. Die photometrisch gemessene
Dichte wird graphisch dargestellt und das Volumen unter der Kurve
ausgerechnet. Dieses korreliert direkt mit der Menge an nachgewiesenem

Protein.

1+2  PR-Bbei 114 kDa
3 PR-A bei 94 kDa

4 PR-C bei 65 kDa

Abb. 4: Densitometrische Messung der Banden
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3.1 Datierung des Zyklustages

Zur endgiiltigen Festlegung des Zyklustages einer Probe wurden neben den
anamnestischen Angaben der Patientin die Serumwerte fiir LH, Ostradiol und
Progesteron herangezogen. Diese wurden durch das Labor der Frauenklinik fiir
Gynékologische Endokrinologie und Reproduktionsmedizin, Universitdtsklinikum
Aachen (Prof. Dr. Neulen) bestimmt. Die Liste mit den Messwerten der Hormone fiir
die einzelnen Proben findet sich im Anhang. AuBlerdem wurde eine
immunhistochemische Reaktion mit Antikdrpern gegen den Progesteronrezeptor und
den Proliferationsmarker MiB sowie eine HE-Féarbung erstellt. Dabei handelt es sich um
eine erweiterte histologische Bestimmung nach Noyes et al. (1950). Die eingefiigten
Bilder sind beispielhafte Ergebnisse der histologischen Fiarbungen. Auf diese Art ist
durch erfahrene Untersucher eine Datierung der Proben mit einer Genauigkeit von +/— 1

Zyklustag moglich (Classen-Linke, Habilitation 2000).
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obere Reihe: Proliferationsphase, 12./13. Zyklustag

A) HE, B) MiB, C) PR
untere Reihe: Sekretionsphase, 23./24. Zyklustag

D) HE, E) MiB, F) PR

Abb. 5: verwendete Firbungen zur Datierung des Zyklustages

Anhand der HE-Féarbung ldsst sich schon erkennen, wie weit das Endometrium
aufgebaut ist und ob sich schon Merkmale der Sekretionsphase zeigen, wie zum
Beispiel Spiralarterien oder die Priddezidualisierung. In der Proliferationsphase zeigt die
Reaktion mit dem Antikorper gegen den Proliferationsmarker MiB sowohl in den

Epithelzellen als auch in den Stromazellen eine starke Anfarbung. In der
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Sekretionsphase findet sich eine deutliche Verschiebung der Anfarbung fiir diesen
Proliferationsmarker zugunsten der Stromazellen. Der Progesteronrezeptor zeigt in der
Proliferationsphase eine deutliche Expression in den Epithelzellen, in der
Sekretionsphase werden diese negativ, in den Stromazellen ist der Progesteronrezeptor

jedoch weiterhin stark exprimiert.

3.2  Vergleich der Antikorper

Fiir die Immunreaktion am Western Blot wurden verschiedene Antikorper verwendet.
Zum direkten Vergleich wurden alle monoklonalen Antikorper an jeweils einer Spur der
Abradatprobe vom 19. Zyklustag (H3505) verwendet, welche auf einem Gel mehrfach
aufgetragen und demnach unter den gleichen Bedingungen -elektrophoretisch

aufgetrennt und geblottet wurde.

Der Antikérper PR10A9 ist gegen die letzten zwolf Aminosduren am Carboxyterminus
des menschlichen Progesteronrezeptors gerichtet: 922AGMVKPLLFHKK933. Daher ist
er fahig, alle am N-Terminus verkiirzten Isoformen zu erkennen. Auf dem Immunoblot
sind drei Banden sichtbar: Die Isoform B bei 114 kDa, die Isoform A bei 94 kDa
(Horwitz und Alexander 1983) und ein Protein zwischen 60 und 70 kDa. Diesen
Antikorper haben wir im Folgenden fiir die Analyse der Progesteronrezeptor-Isoformen

verwendet.

Der Antikérper MAB462, der in der zweiten Spur verwendet wurde, hat am C-Terminus
exakt die gleiche Bindungssequenz wie der Antikorper PR10A9. Er ldsst das gleiche
Bandenmuster erkennen. Die Intensitit ist zwar schwacher, dies lasst sich aber durch
andere Konzentrationen des Antikorpers und die Verwendung von ECL anstelle von

ECL plus erkléren.

Der Antikdper Ab-8 bindet am N-Terminus des Proteins und erkennt die beiden

Progesteronrezeptor-Isoformen B (bei 114 kDa) und A (bei 94 kDa).

Der Antikdrper Ab-6 erkennt spezifisch die Isoform B. Die Bindungsstelle ist am N-
Terminus und befindet sich innerhalb der ersten 164 Aminosiuren, da die Isoform A um

diese verkiirzt ist (Kastner et al. 1990b).
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Der Antikérper Ab-7 erkennt in immunhistochemischen Untersuchungen spezifisch nur
die Isoform A des Progesteronrezeptors (Clarke et al. 1987). Dabei bindet er an ein
Epitop, das laut Mote et al. (1999) bei PR-B aufgrund einer unterschiedlichen
Konformation dieses Bereiches durch die zusétzliche N-terminale Sequenz, die PR-A
fehlt, dem Antikorper nicht zuganglich ist. Die Fahigkeit, spezifisch PR-A zu erkennen,
ist bei der Anwendung im Western Blot nicht mehr gegeben, da die urspriingliche
Konformation des Proteins durch verschiedene Reaktionsschritte verdndert wurde und
die Aminosdurensequenz identisch ist. Somit erkennt der Antikdrper auch die Isoform

B, da er an den N-terminalen Bereich des Progesteronrezeptor-Proteins bindet.

- 44— PR-C

PR10A9 MAB462 Ab-8 Ab-6 Ab-7

Abb. 6: Vergleich der Antikérper am Abradat H3505 vom 18./19. Zyklustag

3.3 Progesteronrezeptor-Isoformen

3.3.1 T47D-Zellen

Zu Beginn der Untersuchungen wurden als Untersuchungsmaterial T47D-Zellen

herangezogen. Diese Zellen werden als Kontrollzellen verwendet, da sie die
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verschiedenen Isoformen des Progesteronrezeptors in hohen Konzentrationen
exprimieren. Die Methode der Aufarbeitung folgt dem Protokoll von Weigel et al.
(1992), welches auch Wei und Miner (1994) zum Nachweis des PR-C in T47D-Zellen

verwendet haben. Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit reproduziert werden.

Rechts von dem Marker erkennt man einen Kultur-Abbruch, der wie die Abradate mit
der Methode nach Weigel et al. (1992) in Zytosol und Nukleosol aufgetrennt wurde.
Zwischen 60 und 70 kDa erkennt man die Bande fiir die Isoform C (Wei und Miner
1994). Bei der Angabe des Molekulargewichtes fiir diese Isoform C finden sich in der
Literatur hidufig voneinander abweichende Ergebnisse. Die Zahlen schwanken in einem
Bereich von ca. 5 kDa. Dies konnte zum Beispiel an unterschiedlichen
Phosphorylierungsgraden  bei  unterschiedlichen = Aufarbeitungsmethoden, der
Verwendung unterschiedlicher Antikdrper und auch unterschiedlicher Marker liegen.
Die Intensitdt der Banden zeigt, dass PR-C eindeutig im Zytosol stirker exprimiert ist.

Dies ist auch bei Wei und Miner (1994) derart beschrieben worden.

4— 120 kDa
44— 100 kDa
44— 85kDa
p— 4— 70kDa
il
a S 44— 60kDa
- <4—PR-B
B <—PRA
44— PR-C
Cyt Nuc

Abb. 7: T47D Zellen
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3.3.2 Humanes Endometrium

Die Isoform C des Progesteronrezeptors wurde in T47D-Zellen nachgewiesen (Wei und
Miner 1994). So wie diese Brustkrebszellen ist auch das Endometrium ein
progesteronabhingiges Gewebe. Bisher war nicht bekannt, ob die Isoform C im
menschlichen Endometrium exprimiert wird. Bereits beim Vergleich der Antikorper an
einem Abradat vom 19. Zyklustag ldsst sich eine Bande im Bereich von 60 bis 70 kDa
nachweisen. Dies ist nur bei der Verwendung von Antikdrpern moglich, die am C-
Terminus des Proteins binden. Die Bande befindet sich auf der gleichen Hohe wie der

PR-C, der in den T47D-Zellen nachgewiesen wurde.

Somit ist die Aussage moglich, dass sich im humanen Endometrium im Western Blot

eine Bande nachweisen ldsst, die der des PR-C in T47D-Zellen entspricht.

Die Moglichkeit, dass die Bande bei 65 kDa durch eine unspezifische Bindung des
zweiten Antikorpers hervorgerufen wurde, konnten wir durch einen Western Blot, bei
dem der Inkubationsschritt mit dem ersten Antikorper ausgelassen wurde, ausschlief3en.
Auch eine unspezifische Reaktion des ersten Antikorpers mit anderen Proteinen als dem
Progesteronrezeptor in dem Bereich zwischen 60 und 70 kDa konnten wir durch eine

Auftragung von humanem Serum ausschliefen.
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4—220kDa

R <—PR-A

<4—PR-C

Cyt  Nuc Mar HSE
18./19. ZT

Abb. 8: Reaktion Humanes Serum (HSE), Mar=Marker

3.3.3  Verteilung im Zyklus

Nach Ausschluss der pathologischen Proben wurden insgesamt 46 Abradatproben in die
zytosolische und die nukledre Fraktion aufgetrennt und im Western Blot mit dem
Antikorper PR10A9 untersucht. Beim Vergleich der Banden auf verschiedenen Filmen,
kann man nur eine Aussage iiber stirkere oder schwéchere Intensitidten machen. Diese
Art der Beurteilung ist subjektiv und somit durch den Untersucher beeintrachtigt. Daher
wurde in unserer Auswertung nur eine Skala von 0-3 verwendet. Eine 0 wurde
vergeben, wenn kein Rezeptor nachweisbar war, eine 1, wenn eine schwache Bande
nachweisbar war, eine 2 bei einer Bande mittlerer Intensitét und eine 3 bei einer starken

Bande. Bei dieser Auswertung ldsst sich ein Trend erkennen, feine Unterschiede in der
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Expression lassen sich nur durch eine densitometrische Messung der Banden auf einem

einzelnen Gel nachweisen.

Die Ergebnisse fiir jede einzelne Probe sind der Tabelle Nr. 8 im Anhang zu entnehmen.
Hier werden zur besseren Darstellung Graphen gezeigt, welche den Verlauf der
Expression der Isoformen in den verschiedenen Fraktionen veranschaulichen. Die
Abradate wurden fiir die graphische Darstellung in Gruppen entsprechend der
verschiedenen Zyklusphasen aufgeteilt und Mittelwert sowie Standardabweichung

ausgerechnet.

Die Beurteilung der Abradate mittels dieser Skala von 0-3 ergab fiir die zytosolische
Fraktion eine relativ starke Expression der Isoformen B und A bereits in der friihen und
mittleren Proliferationsphase. Im Verlauf der Proliferationsphase steigert sich die
Expression, vor allem der Isoform A. Diese ist bereits in der spiten Proliferationsphase
stark exprimiert, wiahrend PR-B erst zu Beginn der Sekretionsphase eine starke
Expression aufweist. PR-C hingegen weist im Zytosol in der Proliferationsphase eine
mittelstarke Expression auf, welche sich in der frithen Sekretionsphase wie bei den
Isoformen B und A steigert und im Verlauf der mittleren und spéten Sekretionsphase
wieder abnimmt. Ab dem 24./25. Zyklustag ist PR-C nicht mehr nachweisbar. Die
Regulation in der Sekretionsphase entspricht der von PR-B und PR-A, welche ab dem
19./20. Zyklustag nur noch in mittlerer Intensitit nachzuweisen sind. Allerdings bleibt
diese auch bis zum Ende des Zyklus erhalten. In der frithen Proliferationsphase ist PR-C
in einigen Abradaten gar nicht nachzuweisen. Das erkldrt die erkennbare grofe
Standardabweichung. Vom 9. bis zum 24. Zyklustag ist diese Isoform aber regelméBig
nachzuweisen, wenn auch immer in geringerer Intensitdt als die beiden groferen

Isoformen B und A.
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Im Nukleosol zeigt sich ein prinzipiell dhnliches Verteilungsmuster: Die stédrkste
Expression der Progesteronrezeptoren findet sich in der frithen Sekretionsphase, doch
auch in der spiten Proliferationsphase sind vor allem fiir PR-B hohe Level zu
verzeichnen. Diese Isoform ist auch in der mittleren Proliferationsphase schon stark
exprimiert. PR-A zeigt ein sehr dhnliches Expressionsmuster, wie bei PR-B ist in der
mittleren aber vor allem in der spdten Proliferationsphase die stirkste Expression
nachweisbar. Mit dieser Auswertungsmethode lassen sich kaum Unterschiede zwischen
PR-B und PR-A darstellen. PR-C ist wie im Zytosol durchgehend in schwécherer
Intensitdt nachweisbar. Die stirkste Expression zeigt sich auch hier in der frithen
Sekretionsphase. Im Verlauf der spéten Proliferations- und frithen Sekretionsphase
finden sich immer wieder einzelne Proben, in denen PR-C im Nukleosol nur sehr
schwach exprimiert wird. Ab dem 19./20. Zyklustag ist PR-C durchgehend schwach
exprimiert, ab dem 24./25. ist diese Isoform nicht mehr nachweisbar. PR-B und PR-A

sind ab dem 22./23. Zyklustag in mittelstarker Expression nachweisbar.
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Um den direkten Vergleich zwischen den Intensititen der Banden ziehen zu koénnen,
wurde eine densitometrische Messung durchgefiihrt. Dabei ist es immer nur moglich,
Proben, die auf einem Gel unter identischen Bedingungen reagiert haben, zu
vergleichen. Daher wurden aus den 46 Abradatproben, die in Zytosol und Nukleosol
aufgetrennt wurden, je elf bzw. zwolf beispielhafte Proben ausgewéhlt und auf ein Gel

geladen.

Es lassen sich drei deutliche Banden nachweisen: PR-B bei 114 kDa, PR-A bei 94 kDa
und PR-C bei 65 kDa.

Abgesehen von der Probe vom 6. Zyklustag findet sich in der spaten Proliferationsphase
und der frithen Sekretionsphase die stirkste Expression der Progesteronrezeptoren. Die
Isoform C wird wie PR-B und PR-A zwischen dem 13. und dem 19. Zyklustag am
stirksten exprimiert. Dabei zeigen sich allerdings erhebliche Schwankungen, da in

einigen Proben auch sehr geringe Level auftreten.

Ab dem 22. Zyklustag nimmt die Progesteronrezeptor-Expression stark ab und ldsst sich
ab dem 26. Zyklustag nicht mehr nachweisen. Nur die Isoform A ist noch gering
exprimiert. Die zwolfte Spur mit der Probe vom 26.Zt ist auf dem Film nicht mehr, auf
der Coomassie-gefiarbten Membran aber ebenso stark wie die anderen Proben zu
erkennen. Dies zeigt an, dass von jeder Probe 30 pg Protein aufgetragen wurden, ab
dem 26. Zyklustag aber so wenig Progesteronrezeptor exprimiert wird, dass dieser nicht
mehr nachweisbar ist. Sehr gut ist aber auf dem Film auch die B-Aktin-Bande zu
erkennen. Diese Probe ist also korrekt aufgetragen, es wird aber kein messbarer

Progesteronrezeptor mehr exprimiert.
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<— 120kDa
<— 100 kDa
<— 85kDa
<4— 70kDa
4— 60kDa
<—PR-B
<€—PR-A
<€—PR-C
WP e —————— D |\
6. 7. 0. 14./ 18. 19. 22.- 24. 26.
15. 24.
Abb. 9: Abradate iiber den Zyklus — Zytosol (67)
67 cyt H3522 H3516 H3515 H3448 H3523 Marker
6.ZT 7.ZT 97T 13.ZT 14/15.ZT
PR-B 8151 861 64 2636 429
PR-A 9935 3453 809 5312 2813
PR-C 9359 347 326 5866 157
B-Aktin 21853 18312 12108 11091 18499
cyt H3445 H3524 H3505 H3517 H3518 H3533
17.ZT 18.ZT 19.ZT 22-24.7T 24.7T 26.ZT
PR-B 4506 5925 5740 4 1 0
PR-A 5201 3505 2973 45 76 0
PR-C 2814 118 2268 2 0 0
B-Aktin 11796 17456 17143 15271 17830 14796
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Mit B-Aktin verrechnet:

67 cyt H3522 H3516 H3515 H3448 H3523 Marker
6.ZT 7.2ZT 9.7T 13.ZT 14/15.ZT
PR-B 0.373 0.047 0.005 0.238 0.023
PR-A 0.455 0.189 0.067 0.479 0.152
PR-C 0.428 0.019 0.027 0.529 0.008
cyt H3445 H3524 H3505 H3517 H3518 H3533
17.ZT 18.ZT 19.ZT 22-247T 24.7T 26.ZT
PR-B 0.382 0.339 0.335 0.000 0.000 0.000
PR-A 0.441 0.201 0.173 0.003 0.004 0.000
PR-C 0.239 0.007 0.132 0.000 0.000 0.000
0.600
0.500 +
0.400 +
OPR-B
0.300 + BPR-A
OPR-C
0.200 —
0.100 4 —1
0.000 + 'I_‘ =
6.ZT 7.2T 9.Z2T 13.ZT 14/15.ZT 17.ZT 18.ZT 19.ZT 22-24.ZT 24.ZT 26.ZT
H3522 H3516 H3515 H3448 H3523 H3445 H3524 H3505 H3517 H3518 H3533
Abb. 10: Abradate iiber den Zyklus — Zytosol (67)
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Im Nukleosol zeigt sich fiir die Isoform B eine doppelte Bande. Interessant ist die
Beobachtung, dass bei den beiden Banden der Isoform B bis zum 14. ZT die jeweils
kleinere (betrachtet man das Molekulargewicht) die intensivere ist, ab dem 14./15.
Zyklustag ist aber die groBere Bande stirker exprimiert. Die Duplett- bzw.
Triplettformation ist fiir die Isoform B bei Beck et al. (1992) beschriebenen worden.
Diese findet sich ebenfalls bei dem Gel Epithelzellen liber den Zyklus, wobei die
Intensitit innerhalb dieser schwankt und nicht dem hier imponierenden Muster

entspricht.

Im Nukleosol lieB sich schon ab dem 6. Zyklustag eine sehr starke Expression der
Isoform A nachweisen, die sich auch im Verlauf der Proliferationsphase durchsetzt. Erst
ab dem Beginn der Sekretionsphase konnte PR-B diese Level erreichen. In der mittleren

Sekretionsphase ist PR-B die stirker exprimierte Isoform.

PR-C war im Nukleosol ab dem 6. Zyklustag nachweisbar. Insgesamt kann man keine
Steigerung in der Sekretionsphase erkennen und die Werte sind sowohl schwécher als
im Zytosol als auch schwicher als die anderen beiden Isoformen. Ab dem 22. Zyklustag
kann man PR-C nicht mehr nachweisen, doch auch die beiden groferen Isoformen

verlieren an Intensitit.

ﬁ-— - p - <4— 120 kDa
5 | ___t‘ <4— 100kDa
- 44— 85kDa
-
> e 4— 70kDa
4— 60kDa

L1 a1 1 <—PRB
—— D w— — - <4—PR-A
- -— - <4—PR-C

W e ey  esemeEea ~= < [-Aktn

6. 7. 9. 11. 14. 14/ 17. 18. 19. 22.- 24 26.
15. 24,
Abb. 11: Abradate iiber den Zyklus — Nukleosol (68)
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68 nuc H3522 H3516 H3515 H3455 H3496 H3523
6.ZT 7.ZT 9.ZT 11.ZT 14.ZT 14/15.ZT
PR-B 185 717 726 5055 734 227
PR-B 452 944 760 5590 908 121
PR-A 3977 4461 6178 7527 3284 1880
PR-C 396 81 1079 375 111 22
B-Aktin 14422 13041 15069 14474 13635 16700
nuc H3445 H3524 H3505 H3517 H3518 H3533
17.ZT 18.ZT 19.ZT | 22.-247ZT | 24.ZT 26.ZT
PR-B 6984 7493 3972 240 21 0
PR-B 1225 1726 609 92 25 0
PR-A 5512 4752 1834 358 42 0
PR-C 882 104 1008 1 0 0
B-Aktin 13648 18080 18794 14531 17752 10396
Mit B-Aktin verrechnet:
68 nuc H3522 H3516 H3515 H3455 H3496 H3523
6.ZT 7.ZT 9.ZT 11.ZT 14.ZT 14/15.ZT
PR-B 0.013 0.055 0.048 0.349 0.054 0.014
PR-B 0.031 0.072 0.050 0.386 0.067 0.007
PR-A 0.276 0.342 0.410 0.520 0.241 0.113
PR-C 0.027 0.006 0.072 0.026 0.008 0.001
nuc H3445 H3524 H3505 H3517 H3518 H3533
17.ZT 18.ZT 19.ZT | 22.-24ZT | 24.ZT 26.ZT
PR-B 0.512 0.414 0.211 0.017 0.001 0.000
PR-B 0.090 0.095 0.032 0.006 0.001 0.000
PR-A 0.404 0.263 0.098 0.025 0.002 0.000
PR-C 0.065 0.006 0.054 0.000 0.000 0.000
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0.600

0.500

0.400
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OPR-B
BPR-A
OPR-C

0.300
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0.100 -

0.000 -

9.7T 11.ZT 14.ZT |14/15.ZT| 17.ZT 18.ZT 19.ZT |22.-24.ZT| 24.ZT 26.ZT

H3522 H3515 H3455 H3496 H3523 H3445 H3524 H3505 H3517 H3518 H3533

Abb. 12: Abradate iiber den Zyklus — Nukleosol (68)

3.3.4  Verteilung in den Zellkompartimenten

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, welche Isoform in welchem Kompartiment
— Zytosol oder Nukleosol — stirker exprimiert ist und wie sich das eventuell in den
verschiedenen Zyklusphasen dndert, wurden die Intensititen der Banden auf allen
Western Blots dahingehend beurteilt und tabellarisch erfasst. Dabei wurde fiir jede
Isoform festgehalten, ob sie sich in der entsprechenden Probe im Zytosol oder

Nukleosol in einer stirkeren Intensitét darstellt. Siehe Tabelle Nr.10 im Anhang.

Dabei konnten von den 46 Abradaten nur 43 ausgewertet werden, da bei drei Proben im
Rahmen der Aufarbeitung die nukledre Fraktion verloren ging und somit ein Vergleich
nicht mehr moglich war. Von diesen 43 Proben war PR-B bei 38 Proben im Nukleosol
starker exprimiert als im Zytosol. Dies betrifft also 88 % der untersuchten Abradate.

PR-A war in 27 Proben im Nukleosol stirker exprimiert, das sind 63%. Bei PR-C lief3
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sich bei 35% der Proben nicht eindeutig zuordnen, in welchem Kompartiment diese
Isoform stdrker exprimiert wurde. Somit stellen die 51% im Zytosol eine eindeutige

Mehrheit dar, eindeutig im Nukleosol waren ndmlich nur 14% stérker exprimiert.

Tab. 3: Verteilung der Isoformen in den Zellkomartimenten - Auswertung fiir den
gesamten Zyklus
n=43 PR-B PR-A PR-C
n>c 38 88% 27 63% 6 14%
c>n 4 9% 9 21% 22 51%
n=c 1 2% 7 16% 15 35%
Tab. 4: Verteilung der Isoformen in den Zellkompartimenten - Auswertung fiir die
verschiedenen Zyklusphasen
Zyklusphase PR-B PR-A PR-C
3.-10. ZT | n>c 11 92% 8 67% 1 8%
(n=12) c>n 1 8% 2 17% 6 50%
n=c 0 - 2 17% 5 42%
11.-14.ZT | n>c 4 67% 3 50% 2 33%
(n=6) c>n 1 17% 2 33% 2 33%
n=c 1 17% 1 17% 2 33%
15.-19.ZT | n>c 12 100% 10 83% 2 17%
(n=12) c>n 0 - 1 8% 9 75%
n=c 0 - 1 8% 1 8%
20.-23.ZT | n>c 4 80% 2 40% 0 -
(n=5) c>n 1 20% 2 40% 1 20%
n=c 0 - 1 20% 4 80%
24.-28.ZT | n>c 7 88% 4 50% 1 13%
(n=8) c>n 1 13% 2 25% 4 50%
n=c 0 - 2 25% 3 38%

PR-B ist liber den gesamten Zyklus im Nukleosol stirker exprimiert als im Zytosol.

Dabei zeigen sich keine deutlichen Schwankungen.

PR-A ist ebenfalls im Nukleosol stirker exprimiert, dies ist aber nicht so eindeutig wie
bei der Isoform B. Bei PR-A =zeigt sich zudem in der mittleren und spédten

Sekretionsphase der Trend, dass diese Isoform teilweise dhnlich stark wie im Zytosol
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exprimiert wird. Wenn man nur nach Proliferations- und Sekretionsphase auftrennt, fallt
dieser Trend nicht auf, da in der friihen Sekretionsphase von einer grolen Anzahl

Proben 83% im Nukleosol stirker exprimiert sind.

PR-C ist mit wechselnder Deutlichkeit im Zytosol stirker exprimiert. Es fdllt auf, dass
in der frilhen und mittleren Sekretionsphase die Zuordnung leichter fallt, somit das

Uberwiegen im Zytosol eindeutiger ist.

Tab. 5: Verteilung der Isoformen in den Zellkompartimenten - Auswertung fiir die
Proliferations- und Sekretionsphase
Zyklusphase PR-B PR-A PR-C
3.-14.ZT | n>c 15 83% 11 61% 3 17%
(n=18) c>n 3 17% 4 22% 8 44%
n=c 1 6% 3 17% 7 39%
15.-28. ZT | n>c 23 92% 16 64% 3 12%
(n=25) c>n 2 8% 5 20% 14 56%
n=c 0 - 4 16% 8 32%
Legende: n>c  Die Isoform ist im Nukleosol stirker exprimiert als im Zytosol

c>n  Die Isoform ist im Zytosol stirker exprimiert als im Nukleosol

n=c  Die Isoform ist in beiden Kompartimenten gleichstark exprimiert

3.3.5  Verteilung in verschiedenen Zelltypen

Die bisher beschriebenen Abradate enthielten alle sowohl Stroma- als auch
Epithelzellen. Um genauer differenzieren zu konnen, wie sich die Expression der
Progesteronrezeptor-Isoformen in den verschiedenen Zelltypen unterscheidet, wurden
28 gewonnene Abradatproben wie in Absatz 2.1.2 beschrieben in Epithelzellen und
Stromazellen aufgetrennt. Die Aufarbeitung erfolgte nach der Methode, die die Zellen in
die Fraktionen U2 und U3 auftrennt; siehe dazu Absatz 2.3. Dabei wurde bei der
Auswertung nur die Fraktion U2 bewertet, da das Bandenmuster in der Fraktion U3
nicht mit dem der als Kontrolle dienenden T47D-Zellen zu vereinbaren war. Dies wird

ausfiihrlich in Absatz 3.4.1 erklart.
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Ebenso wie die Abradate wurden in den in Epithel- und Stromakompartiment getrennten
Zellen die Expression der Progesteronrezeptor-Isoformen mit einer Skala von 0-3
beurteilt. Hierbei war das Ziel, den Trend des Verteilungsmusters bei allen Proben zu
erfassen. Die detaillierten Ergebnisse dieser Bewertung fiir die einzelnen Proben finden

sich in der Tabelle Nr. 9 im Anhang.

Es zeigt sich in den Epithelzellen in der Proliferationsphase eine ansteigende Intensitét
der Progesteronrezeptoren, wobei sich die drei Isoformen sehr gleichsinnig verhalten.
Sehr ausgeprigt ist dieser Anstieg aber bei der Isoform C. In der periovulatorischen
Phase findet sich die stirkste Expression. In der frithen Sekretionsphase sind die drei
Isoformen stark exprimiert, auch am 19./20. Zyklustag ist ebenfalls noch eine starke
Expression nachweisbar. Sehr deutlich ist der starke Abfall ab dem 21. Zyklustag.
Danach lassen sich alle drei Isoformen nur noch schwach nachweisen und ab dem 25.
Zyklustag findet sich in den Epithelzellen nur noch PR-B, aber ebenfalls in schwacher

Intensitit.
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In den Stromazellen verhalten sich die drei Isoformen nicht so gleichsinnig wie in den
Epithelzellen. Die stérkste Expression findet sich in der mittleren und spdten
Proliferationsphase und in der frithen Sekretionsphase. In der frithen Proliferationsphase
ist PR-B stirker exprimiert als PR-A und PR-C. Im Verlauf der Proliferationsphase
zeigt PR-C bei starken Intensititen der beiden groBeren Isoformen ein wechselndes
Bild. Auch in den Proben der friilhen Sekretionsphase schwanken die Intensititen
zwischen schwach und stark. Daher errechnet sich im Mittel eine mittelstarke
Expression mit einer relativ groBen Standardabweichung. Ab dem 19./20. Zyklustag
findet sich fiir PR-C aber durchgehend eine schwache Expression, hier sind auch die
Isoformen PR-B und PR-A nur noch in mittlerer Intensitit auszumachen. Ab dem 25.
Zyklustag ist PR-C gar nicht mehr nachzuweisen, PR-B und PR-A bleiben aber in

schwacher bis mittelstarker Intensitdt exprimiert.

PR-C ist in den Epithelzellen wie die beiden groferen Isoformen reguliert. In den
Stromazellen stellt sich PR-C in den meisten Proben mit einer schwécheren Intensitét
dar, als PR-B und PR-A. Zudem erreicht diese Isoform nicht die starken Intensitidten der
beiden anderen Isoformen in der Proliferationsphase und ist auch in der mittleren und

spéten Sekretionsphase sehr viel schwicher nachweisbar.
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Um eine genaue Auswertung der Intensitidt der Banden vornehmen zu konnen, wurden
die Filme eingescannt und densitometrisch ausgewertet. Dabei ist es wiederum nur
moglich Vergleiche zwischen Proben auf einem Gel zu ziehen. Zur Veranschaulichung
der Beurteilung der Verteilung der Progesteronrezeptoren iiber den gesamten Zyklus

wurden elf Proben der Epithelzellen und zwolf Proben der Stromazellen ausgewéhlt.

In den Epithelzellen sind die Banden am 2. Zyklustag noch schwach ausgeprigt, in der
weiteren Proliferationsphase und der frithen Sekretionsphase sind diese aber fiir alle drei
Isoformen deutlich nachweisbar. Dabei finden sich in der frithen und mittleren
Proliferationsphase die stirksten Signale. Die Isoform C ist oft etwas schwicher
exprimiert als PR-B und PR-A. In der Sekretionsphase sind bis zum 20. Zyklustag fiir
alle drei Isoformen deutliche Banden nachweisbar, deren Intensitét ist aber schwécher
als in der Proliferationsphase. Die flir die Isoform B beschriebene Duplett- bzw.
Triplettformation (Beck et al. 1992) ist gut zu erkennen, wobei die Intensitét innerhalb
dieser schwankt. Es ldsst sich keine Aussage dariiber treffen, ob entweder die grof3ere
oder die kleinere in bestimmten Zyklusphasen stirker exprimiert ist. Ab dem 24.
Zyklustag ist die Expression der Progesteronrezeptoren sehr stark reduziert und im
Western Blot nicht mehr nachweisbar. Sowohl die mit Coomassie gefarbte Membran als
auch die Bande fiir B-Aktin lassen aber gut erkennen, dass die Proben gleichméBig

aufgetragen wurden.
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Abb. 13: Getrennte Zellen tiber den Zyklus Epithel
65 14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 05.02.03 | Marker 18.03.03
E E E L E
2 5. /6. 10 14 15./16.
PR-B 271 4531 534 692 305
PR-B 470 15536 8389 628 750
PR-A 208 9083 11131 1435 449
PR-C 192 801 4505 1949 918
B-Aktin 19713 19740 15535 16087 17374
02.12.03 | 11.04.03 | 07.02.03 | 28.10.03 | 18.02.03 | 26.03.03
M E E L E E
17 18./19. 19. /20. 24 25 26
PR-B 1225 802 395 209 181 183
PR-B 927 739 781 326 259 143
PR-A 1482 367 809 247 236 326
PR-C 6771 1708 491 283 316 306
B-Aktin 15163 16337 19938 17353 19086 12678
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Mit B-Aktin verrechnet:

65 14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 05.02.03 Marker 18.03.03
E E E L E
2 5.7/6. 10 14 15./16.
PR-B 0.014 0.230 0.034 0.043 0.018
PR-B 0.024 0.787 0.540 0.039 0.043
PR-A 0.011 0.460 0.717 0.089 0.026
PR-C 0.010 0.041 0.290 0.121 0.053
02.12.03 | 11.04.03 | 07.02.03 | 28.10.03 | 18.02.03 | 26.03.03
M E E L E E
17 18./19. 19. /20. 24 25 26
PR-B 0.081 0.049 0.020 0.012 0.009 0.014
PR-B 0.061 0.045 0.039 0.019 0.014 0.011
PR-A 0.098 0.022 0.041 0.014 0.012 0.026
PR-C 0.447 0.105 0.025 0.016 0.017 0.024
0.900
0.800 =
0.700
0.600
0.500 OPR-B
OPR-B
] BPR-A
0.400 OPR-C
0.300
0.200 [
0.100 [] ]
0.000 =l
2 5./6. 10 14
14.02.03 E|22.07.03 E|12.02.03 E|05.02.03 L |18.03.03 E| 02.12.03 [{11.04.03 E|07.02.03 E|28.10.03 L|18.02.03 E|26.03.03 E
Abb. 14: Getrennte Zellen iiber den Zyklus Epithel
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In den Stromazellen findet sich ein &hnliches Expressionsmuster. Die stirksten Banden
sind hier in der mittleren Proliferationsphase nachweisbar. Schon in der spdten
Proliferationsphase nimmt die PR-Expression ab und gleicht sich damit dem Level der

Sekretionsphase an.

Anders als in den Epithelzellen nimmt die Progesteronrezeptor Expression in den
Stromazellen im Verlauf der Sekretionsphase nicht stark ab. Die Banden bleiben bis in
die spite Sekretionsphase gut nachweisbar und zeigen eine &dhnliche Intensitét. Es fallt
auf, dass die Bande fiir PR-C im Verhéiltnis zu den beiden anderen Isoformen an
Intensitét verliert. In der Sekretionsphase erscheint die Bande fiir PR-A intensiver als
die meist als Duplett erscheinende Bande fiir PR-B. Die Messergebnisse der
Densitometrie sind aber nicht immer hoher. Das ldsst sich dadurch erkldren, dass die

Banden fiir PR-B breiter streuen.

Fiir die Expression des PR-C bei 65 kDa ldsst sich feststellen, dass diese in der spaten
Sekretionsphase in den Stromazellen abnimmt. Dies findet nicht proportional zu den

anderen Isoformen statt, die ein gleich bleibendes Level aufweisen.

€4— 120 kDa
<€— 100 kDa
<4— 85kDa
<«— 70kDa
<— 60kDa
<—PR-B

<—PR-A

<—"PRC

2. 5/6. 10. 14. 180 154 174 184 21.. 24. 25. 26.
16. 16. 18. 19.

Abb. 15: Getrennte Zellen iiber den Zyklus Stroma
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66 14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 19.02.03 | 18.03.03 | 15.05.03
E E E E E K
7T 2. 5./6. 10. 13./14. 15./16. 15./16.
PR-B 397 2019 995 251 237 241
PR-B 500 1538 5107 785 748 123
PR-A 230 1336 6898 2096 950 159
PR-C 56 415 2933 198 410 182
B-Aktin 11405 19958 19968 16311 17169 15716
21.03.03 | 11.04.03 | 24.06.03 | 28.10.03 | 02.10.03 | 26.08.03
E E M L L E
7T 17./18. 18./19. 21. 24, 25. 26.
PR-B 238 317 945 630 1087 788
PR-B 253 335 393 673 493 167
PR-A 195 214 100 300 167 248
PR-C 120 439 95 100 18 176
B-Aktin 16530 17048 14904 12010 17572 18515
Mit B-Aktin verrechnet:
66 14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 19.02.03 | 18.03.03 | 15.05.03
E E E E E K
7T 2. 5./6. 10. 13./14. 15./16. 15./16.
PR-B 0.035 0.101 0.050 0.015 0.014 0.015
PR-B 0.044 0.077 0.256 0.048 0.044 0.008
PR-A 0.020 0.067 0.345 0.129 0.055 0.010
PR-C 0.005 0.021 0.147 0.012 0.024 0.012
21.03.03 | 11.04.03 | 24.06.03 | 28.10.03 | 02.10.03 | 26.08.03
E E M L L E
7T 17./18. 18./19. 21. 24, 25. 26.
PR-B 0.014 0.019 0.063 0.052 0.062 0.043
PR-B 0.015 0.020 0.026 0.056 0.028 0.009
PR-A 0.012 0.013 0.007 0.025 0.010 0.013
PR-C 0.007 0.026 0.006 0.008 0.001 0.010
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2. 5./6. 10. 13./14. 21. 24. 25. 26.
14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 19.02.03 | 18.03.03 | 15.05.03 | 21.03.03 | 11.04.03 | 24.06.03 | 28.10.03 | 02.10.03 | 26.08.03
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Abb. 16: Getrennte Zellen iiber den Zyklus Stroma

Spéte Sekretionsphase

Zur genauen Beurteilung der Expression in der spdten Sekretionsphase mittels
densitometrischer Messung wurden sieben Proben aus dieser Phase mit drei
beispielhaften Proben aus der Proliferationsphase im direkten Vergleich auf einem Gel

vermessen.

In den Epithelzellen lassen sich die Banden der drei Progesteronrezeptor Isoformen in
der Proliferations- und frithen Sekretionsphase kriftig darstellen. Die Bande fiir PR-B
bei 114 kDa ist als Duplett zu erkennen. Das stirkste Signal findet sich am 10.
Zyklustag. Ab dem 24. Zyklustag lassen sich diese Banden nur noch sehr schwach
nachweisen. Dabei verhalten sich alle Isoformen tendenziell gleichsinnig. Nur die
groflere Bande von PR-B ist noch gut darstellbar, teilweise sogar mit Intensititen, die

denen der spdten Proliferationsphase entsprechen.
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-

<4—PRC

e St T S S —— o €— [-Aktin

10. 14. 14 19./20. 23. 24. 25. 26.
Abb. 17: Getrennte Zellen sekretorisch Epithel — Vergleich proliferativ
62 12.02.03 | 05.02.03 | 04.11.03 | 07.02.03
E L E E
7T 10. 14. 14. 19./20.
PR-B 2633 1776 1059 1040
PR-B 15334 2160 2172 9412
PR-A 10813 4854 718 2753
PR-C 4239 2518 1396 606
B-Aktin 2913 5804 5108 7093
25.06.03 | 28.10.03 | 18.0203 | 02.10.03 | 26.08.03 | 26.03.03
E L E L E E
7T 24, 24, 25. 25. 26. 26.
PR-B 129 655 192 1157 1503 308
PR-B 148 538 332 702 780 285
PR-A 62 168 180 175 304 113
PR-C 33 124 242 216 498 113
B-Aktin 7583 8555 7097 4029 2431 2676
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Mit B-Aktin verrechnet:

62 12.02.03 | 05.02.03 | 04.11.03 | 07.02.03
E L E E
ZT 10. 14. 14. 19./20.
PR-B 0.904 0.306 0.207 0.147
PR-B 5.264 0.372 0.425 1.327
PR-A 3.712 0.836 0.140 0.388
PR-C 1.455 0.434 0.273 0.085
25.06.03 | 28.10.03 | 18.0203 | 02.10.03 | 26.08.03 | 26.03.03
E L E L E E
ZT 24. 24. 25. 25. 26. 26.
PR-B 0.017 0.077 0.027 0.287 0.618 0.115
PR-B 0.019 0.063 0.047 0.174 0.321 0.106
PR-A 0.008 0.020 0.025 0.043 0.125 0.042
PR-C 0.004 0.015 0.034 0.054 0.205 0.042

6.000

5.000

4.000

3.000

2.000

1.000

0.000

10.

14.

19./20.

24, 24,

25.

26.

OPR-B
OPR-B
BPR-A
OPR-C

26.

12.02.03 E | 05.02.03 L | 04.11.03 E | 07.02.03 E | 25.06.03 E | 28.10.03 L | 18.02 03 E | 02.10.03 L | 26.08.03 E | 26.03.03 E

Abb. 18:

Getrennte Zellen sekretorisch Epithel — Vergleich proliferativ
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In den Stromazellen sind die Unterschiede zwischen der Proliferationsphase und der
Sekretionsphase nicht so stark ausgeprédgt. Die Tendenz zur geringeren Expression in
der Sekretionsphase ist aber auch hier gut zu erkennen. Am 2. Zyklustag sind die
Banden fiir die Isoformen noch schwach, vergleichbar mit der Sekretionsphase. In den
Proben der frithen und mittleren Proliferationsphase finden sich die stirksten Signale.
Diese sind in der mittleren und spéten Sekretionsphase deutlich schwicher, bleiben aber

durchgehend nachweisbar.

Die Messwerte am 25. Zyklustag sind fiir PR-B sehr hoch. Dieses Ergebnis fallt aus
dem allgemeinen Trend heraus. Hier wurde am 25. Zyklustag im Vergleich zu den
restlichen Werten von B-Aktin ein sehr niedriger Wert gemessen, sodass sich sehr hohe
PR-Werte errechnen. Der B-Aktin Wert passt nicht zur Intensitit der Coomassie-
Féarbung dieser Spur, sodass ich einen Reaktionsfehler annehme. In der Spur vom ersten
26. Zyklustag findet sich in der Mitte der B-Aktin-Bande ein ebenfalls blasserer Bezirk.
Ich nehme an, dass sich dieser Fehler auf die gesamte Bande am 25. Zyklustag
ausdehnt. Solche blassen Bezirke im Bereich einer Bande - im Vergleich zum restlichen
Anteil dieser Bande - konnen durch Luftblasen verursacht werden, die den Kontakt mit

der Losung verhindern und somit auch die Reaktion der Proteine mit den Antikorpern.

Obwohl das Signal fiir die Bande des PR-A teilweise dem Untersucher optisch stirker
erscheint, sind die densitometrischen Messwerte fiir PR-B hoher. Dies liegt wiederum
an der Breite der Bande. Die Intensititen der Bande von PR-C sind in der
Proliferationsphase mit denen von PR-B und PR-A vergleichbar. In der spiten

Sekretionsphase ist PR-C aber deutlich schwicher exprimiert.
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2. 56, 10 20./22. 21. 24. 24. 25. 26.
Abb. 19: Getrennte Zellen Stroma sekretorisch
63 14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 25.03.03 | 24.06 03
E E E E M
7T 2. 5./6. 10. 20.-22. 21.
PR-B 1196 8604 1130 380 1022
PR-B 2609 17544 5751 775 2172
PR-A 1197 8012 10254 420 472
PR-C 805 6230 13886 240 576
B-Aktin 21794 25979 28310 18854 18341
25.06.03 | 28.10.03 | 02.10.03 | 26.03.03 | 26.08.03
E L L E E
7T 24, 24, 25. 26. 26.
PR-B 1166 2160 3143 283 2315
PR-B 5503 7473 7230 539 2625
PR-A 3133 4151 1291 656 2157
PR-C 1170 937 706 504 577
B-Aktin 22064 20846 3058 19765 15636
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20,000.00
18,000.00
16,000.00
14,000.00
12,000.00
10,000.00
8,000.00
6,000.00
4,000.00
2,000.00

0.00

Abb. 20:

Mit B-Aktin verrechnet:

5./6.
14.02.03 E | 22.07.03 E | 12.02.03 E | 25.03.03 E | 24.06 03 M| 25.06.03 E | 28.10.03 L | 02.10.03 L | 26.03.03 E | 26.08.03 E

10 20-22

21

24

25 26

OPR-B
OPR-B
EPR-A
OPR-C

Getrennte Zellen Stroma sekretorisch — ohne Verrechnung mit [-Aktin

63 14.02.03 | 22.07.03 | 12.02.03 | 25.03.03 | 24.06 03
E E E E M
ZT 2. 5./6. 10. 20.-22. 21.
PR-B 0.055 0.331 0.040 0.020 0.056
PR-B 0.120 0.675 0.203 0.041 0.118
PR-A 0.055 0.308 0.362 0.022 0.026
PR-C 0.037 0.240 0.490 0.013 0.031
25.06.03 | 28.10.03 | 02.10.03 | 26.03.03 | 26.08.03
E L L E E
ZT 24. 24. 25. 26. 26.
PR-B 0.053 0.104 1.028 0.014 0.148
PR-B 0.249 0.358 2.364 0.027 0.168
PR-A 0.142 0.199 0.422 0.033 0.138
PR-C 0.053 0.045 0.231 0.025 0.037
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2.500

2.000

1.500
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25. 26. 26.
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Abb. 21: Getrennte Zellen Stroma sekretorisch

Vergleich Epithel und Stroma

Im direkten Vergleich von Epithel- und Stromazellen ldsst sich die Entwicklung der
Expression in der mittleren und spdten Sekretionsphase noch deutlicher darstellen.
Hierzu wurden von vier Proben die Lysate der Epithel- und Stromazellen direkt
nebeneinander aufgetragen. Am 10. Zyklustag sind die stirksten Signale fiir die
Isoformen des Progesteronrezeptors zu messen. Dabei sind die Intensititen der
Stromazellen etwas hoher. Am 15./16. Zyklustag sind die Signale sowohl in den
Epithel- als auch in den Stromazellen schwicher. In den Proben vom 24. und 25.
Zyklustag wird der Unterschied zwischen den Zelltypen sehr deutlich: In den
Epithelzellen lassen sich keine Banden mehr nachweisen, wiahrend in den Stromazellen
PR-B und PR-A noch gute Signale erkennen lassen. Dabei fillt auf, dass PR-C, der am
10. und am 15./16. Zyklustag hochstens etwas schwécher als PR-B und PR-A

nachweisbar war, in der spiten Sekretionsphase fehlt oder aber extrem schwicher
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nachweisbar ist als die beiden anderen Isoformen. PR-B ist in den Stromazellen der
spiten Sekretionsphase die dominierende Isoform. Dies ist aber vor allen Dingen bei
diesen beiden ausgewihlten Proben der Fall, im Gel Stroma sekretorisch ist dies nicht so

eindeutig.

.- -v- ‘ _— 4—IR-A

v X3 <4—PRC

el e S, PGP — B-Aktin

10. 15./16. 24. 25.
Epithel Stroma Epithel Stroma Epithel Stroma Epithel Stroma

Abb. 22: Getrennte Zellen Epithel und Stroma iiber den Zyklus
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64 12.02.03 E 12.02.03 E 15.05.03 K 15.05.03 K
Epi Str Epi Str
7T 10 10 15/16 15/16
PR-B 671 3247 816 526
PR-B 5546 15875 359 1746
PR-A 9161 12521 460 2810
PR-C 2266 12366 915 924
B-Aktin 14175 15781 19353 8835
28.10.03 L 28.10.03 L 02.10.03 L 02.10.03 L
Epi Str Epi Str
7T 24 24 25 25
PR-B 410 2000 908 2086
PR-B 167 6614 541 2491
PR-A 114 3240 14 286
PR-C 48 212 8 25
B-Aktin 14694 15332 19416 3207
Mit B-Aktin verrechnet:
64 12.02.03 E 12.02.03 E 15.05.03 K 15.05.03 K
Epi Str Epi Str
7T 10 10 15/16 15/16
PR-B 0.047 0.206 0.042 0.060
PR-B 0.391 1.006 0.019 0.198
PR-A 0.646 0.793 0.024 0.318
PR-C 0.160 0.784 0.047 0.105
28.10.03 L 28.10.03 L 02.10.03 L 02.10.03 L
Epi Str Epi Str
7T 24 24 25 25
PR-B 0.028 0.130 0.047 0.650
PR-B 0.011 0.431 0.028 0.777
PR-A 0.008 0.211 0.001 0.089
PR-C 0.003 0.014 0.000 0.008
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Abb. 23: Getrennte Zellen Epithel und Stroma iiber den Zyklus

3.4  Beeinflussung durch unterschiedliche Aufarbeitungsmethoden

34.1 Endometrium

In Kapitel 2.3 wurden zwei verschiedene Methoden der Aufarbeitung der gewonnenen
Zellen beschrieben. Die Methode, nach der die Getrennten Zellen aufgearbeitet worden
sind, wurde zundchst auch fiir die Abradate angewendet. Dabei wurden die Zellen in die
Uberstinde 2 (U2) und 3 (U3) aufgetrennt. Man geht davon aus, dass das im fiir die
Gewinnung von U3 verwendeten Lysispuffer enthaltene Detergenz Triton eine
Zerstorung der Kernmembran verursacht und somit ermoglicht, dass man die Verteilung
der Rezeptoren zwischen Zytosol und Nukleosol beurteilen kann. Sowohl bei den
Getrennten Zellen als auch bei den Abradaten war eine sinnvolle Auswertung der
Reaktionen im Western Blot an U3 allerdings nicht moglich. PR-B war in U2 meistens
stirker nachweisbar, aber auch in U3 vorhanden. PR-A dagegen war in U3 iiberhaupt

nicht nachweisbar. Dafiir detektierte der Antikorper eine Bande bei etwas tiber 100 kDa
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und eine Bande bei ca. 80 kDa. PR-C war ebenfalls in U2 nachweisbar, in U3 war die
entsprechende Bande bei ca. 10 kDa geringerem Molekulargewicht nachweisbar und

schien daher wie nach unten verschoben.

Die Abbildungen verdeutlichen den Unterschied zwischen U2 und U3 und erméglichen

einen direkten Vergleich zwischen U3 und cyt und nuc.

Dieses Bandenmuster war nicht mit dem Rezeptorprofil der als Kontrolle dienenden
T47D Zellen vereinbar. In den vorangegangenen Studien zu der Isoform C war fiir die
Aufarbeitung ein anderes Protokoll verwendet worden. Diese Methode nach Weigel et
al. (1992) trennt nach Zytosol (cyt) und Nukleosol (nuc) auf und verwendet fiir die
Aufarbeitung der Kerne einen mit 0,5 M Natriumchlorid versetzten Puffer. Laut Wei et
al. (1996) ist es ein Charakteristikum der Progesteronrezeptor Isoformen B und A, dass
nach einer Hormonbehandlung fiir deren Extraktion aus den Kernen ein hoher

Salzgehalt erforderlich ist. Dies treffe fiir PR-C ebenfalls zu.

Die Fraktion U3 wurde in den Versuchen nicht weiter verwendet. Die Fraktion U2,
deren Bandenmuster dagegen gut mit dem der Methode nach Weigel et al. (1992) zu

vergleichen war, wurde fiir die Versuche mit den Getrennten Zellen verwendet.
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A) Hier sind die verschiedenen Bandenmuster in U2 und U3 am Abradat H3306
mit dem AK MAB462 gezeigt. PR-B war in U2 meistens stéirker nachweisbar,
aber auch in U3 vorhanden. PR-A war in U3 nicht nachweisbar. Dafiir
detektierte der Antikorper eine Bande bei etwas iiber 100 kDa und eine Bande
bei ca. 80 kDa. Die Bande bei 65 kDa war ebenfalls in U2 nachweisbar, in U3
war die Bande um ca. 10 kDa nach unten verschoben.

B) Verdeutlichung besonders des kompletten Verschwinden von PR-A (H3309,

PR10A49)

C) Direkter Vergleich von U3 und nuc, welche beide den Inhalt der Zellkerne

darstellen (H3309 U3 vs. H3445 nuc, MAB462) )
D) Darstellung von Abradaten Zytosol bzw. Nukleosol im Vergleich zu U3 (H3447,
H3448, H3445 cyt und nuc vs. H3309 U3, MAB462)

Abb. 24:

Beeinflussung durch verschiedene Aufarbeitungsmethoden
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3.4.2 T47D-Zellen

Bei den T47D-Zellen wurden ebenfalls beide Methoden der Aufarbeitung verwendet.
Anders als bei den Abradatproben und den Getrennten Zellen war im Western Blot in
U3 das charakteristische Bandenmuster nachweisbar. Der einzige Unterschied zeigte

sich in der Verteilung der Isoformen der Rezeptoren.

Auf einem die Untersuchungsergebnisse zusammenfassenden Gel wurden T47D-Zellen
aufgetragen, die nach verschiedenen Verfahren aufgearbeitet wurden. Dabei wurden von
einem Zellkulturabbruch jeweils die zytosolische und die nukledre Fraktion
nebeneinander aufgetragen. Man erkennt von links nach rechts zunéchst zwei Abbriiche,
die wie die getrennten Zellen in U2 und U3 aufgetrennt wurden, und rechts von dem
Marker zwei Abbriiche, die wie die Abradate mit der Ultrazentrifugationsmethode nach

Weigel et al. (1992) in Zytosol und Nukleosol aufgetrennt wurden.

Bei der ersten Methode finden sich die Isoformen B und A verstirkt in U2. Zwischen 60
und 70 kDa erkennt man die Bande fiir die Isoform C (Wei und Miner 1994). Diese ist
in U2 und U3 etwa gleichstark nachzuweisen. Bei der Charge, die am 15.06.04
abgebrochen wurde, ist diese in U3 zwar etwas schwiicher als in U2, der Unterschied
zwischen der Intensitit der Banden fiir PR-B und PR-A in U2 und U3 ist aber auch

starker ausgeprégt als bei der Charge, die am 30.05.04 abgebrochen wurde.

Die zweite Methode der Aufarbeitung folgt dem Protokoll von Weigel et al. (1992),
welches auch Wei und Miner (1994) zum Nachweis des PR-C in T47D-Zellen
verwendet haben. Die Intensitit der Banden zeigt, dass PR-B im Nukleosol stirker
exprimiert wird als im Zytosol. PR-A ist unterschiedlich stark exprimiert. PR-C ist
eindeutig im Zytosol stirker exprimiert. Dies ist auch bei Wei und Miner (1994) derart

beschrieben worden.
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- - e —rrB

<—PR-A

4—PR-C

@ PP <— (-Akin

U2 U3 02 U3 Cyt Nuc Cyt Nuc
Abb. 25: T47D Zellen
70 T47D | 30.05.04 | 30.05.04 | 15.06.04 | 15.06.04
02 U3 02 U3
PR-B 2719 943 7674 542
PR-A 1308 349 4265 198
PR-C 149 146 130 84
B-Aktin 20234 22277 23223 18854
04.08.04 | 04.08.04 | 23.09.04 | 23.09.04
cyt nuc cyt nuc
PR-B 869 7230 548 2889
PR-A 1760 296 85 96
PR-C 421 51 263 45
B-Aktin 19018 17628 24617 13114
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Mit B-Aktin verrechnet:

70 T47D | 30.05.04 | 30.05.04 | 15.06.04 | 15.06.04
02 U3 02 U3
PR-B 0.134 0.042 0.330 0.029
PR-A 0.065 0.016 0.184 0.010
PR-C 0.007 0.007 0.006 0.004
04.08.04 | 04.08.04 | 23.09.04 | 23.09.04
cyt nuc cyt nuc
PR-B 0.046 0.410 0.022 0.220
PR-A 0.093 0.017 0.003 0.007
PR-C 0.022 0.003 0.011 0.003
0.450

0.400

0.350

0.300

0.250

0.200

0.150

0.100

0.050

0.000

02
30.05.04

Abb. 26:
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4 Diskussion

4.1 Isoformen des Progesteronrezeptors

In diversen Geweben sind bisher zwei funktionell unterschiedliche Progesteronrezeptor-
Isoformen, PR-B und PR-A, identifiziert worden (Horwitz und Alexander 1983). Diese
zwel Proteine unterscheiden sich morphologisch nur darin, dass der Isoform A die
ersten 164 Aminosiuren fehlen, welche in der Isoform B enthalten sind. PR-B und PR-
A werden von unterschiedlichen mRNAs translatiert, welche unter der Kontrolle von
unterschiedlichen Promotoren von demselben Gen transkribiert werden (Kastner et al.
1990b). In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien verdffentlicht, in denen mehr als
diese beiden Isoformen beschrieben wurden. In dieser Arbeit wurden Untersuchungen
zu einer weiteren kleineren Isoform vorgenommen, die in der Literatur als PR-C
bezeichnet wird. Dabei ist es von groBBer Bedeutung, welche Antikdrper zum Nachweis
der Progesteronrezeptoren verwendet werden, da nicht jede Isoform von jedem

Antikorper liberhaupt detektiert werden kann.

4.1.1  Spezifitat der Antikorper

Die zur Untersuchung der verschiedenen PR-Isoformen verwendeten Antikdrper Ab-6,
Ab-7 und Ab-8 wurden von Clarke et al. (1987) hergestellt. Bei der Verwendung in der
Immunhistochemie erkennt der Antikorper Ab-6 spezifisch die Isoform B, der
Antikdrper Ab-7 spezifisch die Isoform A und der Antikdrper Ab-8 beide Isoformen B
und A. Diese drei Antikorper binden am N-Terminus des Progesteronrezeptor Proteins

und wurden von uns verwendet, um das Protein bei 65 kDa zu charakterisieren.

Anhand der Reaktion mit dem Antikorper Ab-6 ist die Aussage mdglich, dass das
Protein bei 65 kDa den N-Terminus des Progesteronrezeptors nicht enthilt. Dieser
Antikorper erkennt PR-B, nicht aber PR-A und somit ein Epitop am N-Terminus des
Progesteronrezeptors, welches spezifisch fiir PR-B ist (Clarke et al. 1987). Weder PR-A

noch das Protein bei 65 kDa wurden durch den Antikorper erkannt. Dies zeigt an, dass
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dem Protein bei 65 kDa die N-terminale Bindungsregion fehlt, gegen die der Antikorper
Ab-6 gerichtet ist.

Das Protein bei 65 kDa wurde aber auch durch die Antikérper Ab-7 und Ab-8 nicht
erkannt. Diese Antikorper erkennen im Western Blot beide Isoformen B und A. Aus den
Angaben des Herstellers geht hervor, dass sich das Epitop am N-Terminus befindet.
Eine genaue Bindungssequenz ist dabei nicht angegeben. Bei einer Verwendung in der
Immunhistochemie erkennt der Antikdrper Ab-7 spezifisch die Isoform A. Das Epitop
auf PR-B, welches von dem Antikdrper Ab-7 im Immunoblot erkannt wird, ist nur nach
der denaturierenden Gel-Elektrophorese zuginglich. Mote et al. (1999) erkldren diese
Anderung der Spezifitit in verschiedenen Anwendungen folgendermaBen: Bei PR-B ist
eine zusitzliche N-terminale Sequenz vorhanden. Diese verdndert die Region mit der
Bindungsstelle des Antikdrpers Ab-7 derart in ihrer Konformation, dass das Epitop dem

Antikorper in der Immunhistochemie nicht zugénglich ist.

Dass das Protein bei 65 kDa von keinem dieser drei am N-Terminus des
Progesteronrezeptors bindenden Antikorper erkannt wird, ldsst darauf schlieBen, dass es

sich um eine verkiirzte Form von PR-A handelt.

Daher wurden in unseren Versuchen Antikorper verwendet, die an den C-Terminus des
Progesteronrezeptor-Proteins binden. Dabei standen zwei verschiedene Produkte zur
Auswahl, der Antikdrper PR10A9 der Firma Coulter Immunotech und der Antikdrper
MAB462 der Firma Chemicon. Bei beiden Antikorpern wurde die spezifische
Bindungssequenz von zwolf Aminoséduren als 922AGMVKPLLFHKKO933 am &uflersten
C-Terminus angegeben. Die Antikorper PR10A9 und MAB462 erkennen beide ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 65 kDa. Sie sind in der Lage, zusétzlich zu

PR-B und PR-A alle am N-Terminus verkiirzten Isoformen zu detektieren.

4.1.2 Nachweis des PR-C

Durch einen &hnlichen monoklonalen Antikorper C-262, der gegen die letzten 14
Aminosduren des C-Terminus gerichtet ist, wurde in T47D-Zellen ein 60 kDa Protein
entdeckt (Weigel et al. 1992). Dieser Antikorper wurde von Weigel et al. (1992)
entwickelt, um funktionelle Studien der komplexen C-terminalen Domine und den

Nachweis von verkiirzten Rezeptoren in Brustkrebszellen zu ermoglichen. Dieser
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Antikorper sollte mit den Progesteronrezeptoren in allen Spezies reagieren, da die
Bindungsregion in allen Progesteronrezeptoren, dessen Sequenzen bekannt sind, eine
Ubereinstimmung von 100% aufweist: Mensch (Kastner et al. 1990b), Kaninchen

(Loosfelt et al. 1986), Huhn (Gronemeyer et al. 1987; Conneely et al. 1986).

Der Antikorper wurde spiter von der Firma Stressgen Bioreagents, Victoria, Kanada
hergestellt, welche allerdings laut eigenen Angaben dieses Projekt beendet hat. Da die
Sequenz, die der Antikdrper C-262 und die beiden von uns verwendeten Antikorper
binden bis auf zwei Aminosduren identisch ist, sind die Ergebnisse der

Antikorperreaktionen vergleichbar.

Beim Testen dieses Antikorpers wiesen Weigel et al. (1992) im Zytosol von T47D
Zellen ein Protein mit der GroBe von 60 kDa sowie zwei weitere Banden mit einem
noch niedrigeren Molekulargewicht von 50-55 kDa nach. In Versuchen mit
Brustkrebszellen der Linie MDA231, welche den Progesteronrezeptor nicht
exprimieren, lie} sich das 60 kDa Protein nicht nachweisen. Die beiden Banden bei 50-
55 kDa aber waren nachweisbar und lieBen somit auf unspezifische Bindungen
schlieBen. Hier wurde die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei diesem 60 kDa-Protein
um ein Degradationsfragment des Rezeptors handele, da die relative Menge des
nachweisbaren Proteins von einer Aufarbeitung zur nichsten variierte und dieses Protein
von dem monoklonalen Antikdrper AB-52, der gegen den N-Terminus des

menschlichen Progesteronrezeptors gerichtet ist, nicht erkannt wurde.

Wei und Miner (1994) haben in T47D Zellen dieses Protein mit der Gro3e von 60 kDa
mit dem Antikérper C-262 nachweisen konnen und weitergehend untersucht. In
vorangegangenen Studien (Wei et al. 1990) waren bereits neun verschiedene
Progesteronrezeptor-Transkripte beschrieben worden und Hinweise auf eine dritte, am
N-Terminus verkiirzte Isoform erbracht worden. In der Studie von 1994 wurde mithilfe
der Messung der Photoaffinitdt festgestellt, dass das 60 kDa Protein in der Lage ist,
Progestin zu binden. In der Anwesenheit von R5020, Progesteron oder RU468 waren
sowohl die Isoformen B und A als auch die von hier an C genannte Isoform unféhig,
Progestin zu binden. Auch bei der Inkubation mit Progesteron oder R5020 verhielt sich
PR-C wie die beiden Isoformen B und A und wanderte in den Kern. Eine verldngerte

Inkubation der nukledren Extrakte bei erhohten Temperaturen resultierte nicht in einer
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Akkumulation des PR-C. Jedoch war die Menge an mittels der Photoaffinitit
messbarem PR-B und PR-A verringert. Dies stiitzte die Hypothese, dass das 60 kDa
Protein kein Degradationsprodukt der beiden grofBeren Isoformen sei, sondern ein
eigenes progestinbindendes Protein. Die beiden mRNAs 11.4I11 und IV waren nicht nur

in T47D Zellen sondern auch in MCF7 sowie im humanen Endometrium nachweisbar.

4.1.3 Funktion der Isoform C

In einer weiteren Studie zur Funktion der Isoform C des Progesteronrezeptors von Wei
et al. (1996) wurde nachgewiesen, dass PR-C in vitro durch Translation von einer
downstream Methionin Start Sequenz hergestellt werden kann und dass dieses Protein
fahig ist, R5020 sowie RU468 zu binden. Dazu wurde ein Teil der ¢cDNA des
Progesteronrezeptors, beginnend mit der moglichen Startregion Met595, bis zum C-
terminalen Ende des Progesteronrezeptors Lys933 in einen Expressionsvektor
eingebracht (pSG5). Da in progesteronrezeptor-negativen HelLa-Zellen eine
Progesteronbindung messbar war, nachdem die DNA des PR-C in diese transfiziert
worden war, wurde die Schlussfolgerung aufgestellt, dass PR-C auch in vivo von
Met595 translatiert werden kann. Weiterhin wurde festgestellt, dass in T47D Zellen
transfizierte PR-C ¢cDNA zu einer Verstiarkung der transkriptionellen Aktivitdt fiihrte,
allerdings nur in Anwesenheit von PR-B und PR-A. Die antagonistische Wirkung von
Antiprogestinen wurde nicht beeinflusst. Die Moglichkeit, dass PR-C von einer anderen
Startstelle Met632 translatiert werden konnte, wurde fiir unwahrscheinlich gehalten, da
mehrere Gruppen gezeigt hatten, dass beim Vorhandensein von zwei verschiedenen
Translationsstartstellen der Gebrauch des ersten Startcodons konsequent vorgezogen

wird (Kastner et al. 1990a); (Vegeto et al. 1993); (Sartorius et al. 1994).

PR-C wurde durch Wei et al. (1997) weitergehend charakterisiert. In einer Co-
Immunoprizipitationsstudie wurde gezeigt, dass PR-B und PR-C in vivo Dimere bilden.
PR-C  behindert allerdings die Bindung von PR-B an DNA. In
Hormonbehandlungsstudien wurde gezeigt, dass die nukledren Spiegel von PR-C
parallel zu denen der beiden groBeren Isoformen laufen, sowohl bei Progestinen als

auch bei Antiprogestinen.

Die Regionen, die fiir die Bildung von Rezeptor-Dimeren und fiir die Bindung von

Hitzeschockproteinen verantwortlich sind, befinden sich am C-Terminus im Bereich der
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Hormonbindungsdoméne. Auch wenn dieses Protein nicht in der Lage ist, an die DNA
zu binden, so konnte es doch durch die Bildung von Dimeren mit den beiden anderen

Isoformen diese antagonisieren.

Auch fiir die beiden groBeren Isoformen PR-B und PR-A sind unterschiedliche
Funktionen beschrieben worden. Wihrend PR-B als Aktivator der Transkription von
Zielgenen gilt, wirkt PR-A als Inhibitor. Morphologisch unterscheidet sich PR-A von
PR-B dadurch, dass dieser Isoform die ersten 164 Aminosduren am N-Terminus fehlen.
In diesen ersten 164 Aminosduren befindet sich eine dritte Aktivierungsdoméne (AF3)
(Sartorius et al. 1994). Diese besitzt somit nur die Isoform B und wird somit fiir die
unterschiedlichen Funktionen der beiden Isoformen verantwortlich gemacht. So kann
PR-A als sehr potenter Inhibitor auf die transkriptionelle Aktivitéit der Isoform B wirken
(Vegeto et al. 1993). Dies wird durch eine inhibierende Doméne (ID) ermdglicht,
welche sich innerhalb der ersten 140 Aminosduren der Isoform A befindet (Giangrande
et al. 1997). Diese ist somit ebenfalls in der Isoform B vorhanden, wird dort aber durch
die oben beschriebene dritte Aktivierungsfunktion aufgehoben (Hovland et al. 1998).
Die verschiedenen Dominen der Isoformen des Progesteronrezeptors sind in der

Abbildung 1 in der Einleitung graphisch dargestellt.

414 PR-Cim humanen Endometrium

Eine exakte Aussage, um was fiir ein Protein es sich bei der Bande bei 65 kDa handelt,
die wir im humanen Endometrium nachweisen konnten, ist nicht moglich. Dies liefe
sich nur durch eine Sequenzierung per Massenspektrometrie (MSMS) oder noch
genauer durch einen Edman-Abbau analysieren. Bei einem Edman-Abbau erfolgt ein
Abbau einer Peptidkette vom N-Terminus her und man erhdlt einzelne Aminosduren.
Bei der Massenspektrometrie werden die eingebrachten Proben verdampft und
destabilisiert. Danach werden die Ionen nach Threm Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis
aufgetrennt und anschlieBend detektiert. Unsere Versuche der Sequenzierung per
MSMS waren bisher leider erfolglos, nicht nur fiir PR-C, sondern auch die beiden
grofBeren Isoformen konnten nicht nachgewiesen werden. Mogliche Ursachen sind eine
zu geringe Konzentration der Progesteronrezeptoren in den Lysaten. Bei einem
Nachweis mittels spezifischer Antikorper und der nachfolgenden Chemilumineszenz-

Reaktion konnen ndmlich bereits sehr geringe Konzentrationen sichtbar gemacht

76



4 Diskussion

werden. Mithilfe dieser Sequenzierung per MSMS liee sich zumindest die Aussage
treffen, dass es sich bei dem nachgewiesenen Protein um einen Teil des

Progesteronrezeptors handelt.

Kastner et al. (1990b) hatten in T47D Zellen die Isoformen B und A sequenziert,
allerdings nicht mittels MSMS.

Es ist aber vorstellbar, dass wie in den T47D Zellen gezeigt (Wei und Miner 1994),
auch im humanen Endometrium mehr als zwei Isoformen des Progesteronrezeptors
exprimiert werden und es sich dabei nicht nur um proteolytische Spaltprodukte handelt.
So sind im humanen Endometrium verdnderte mRNAs des Progesteronrezeptors
nachgewiesen worden, denen verschiedene Exons fehlen (Misao et al. 1998). Nach der
Translation dieser mRNAs entstehen progesteronrezeptor-dhnliche Proteine, denen
funktionelle Doménen fehlen wiirden. Diese konnten die Funktionen der Wildtyp
Progesteronrezeptoren modulieren (Misao et al. 2000). Diese Gruppe hat mRNAs
amplifiziert, zum einen innerhalb der Region von Exon 1 bis Exon 8 — bezogen auf PR-
B und PR-A, zum anderen innerhalb der Region von Exon 3 bis Exon 8 — bezogen auf
PR-B, PR-A und PR-C. Die mRNA, der das Exon 5 und 6 fehlt, die im normalen
humanen Endometrium und endometriotischem Gewebe nachgewiesen werden konnte,
konnte nur innerhalb der Region zwischen Exon 3-8 nachgewiesen werden und somit
wurde angenommen, dass sie sich von PR-C ableitet. Die PR-C cDNA enthilt ndmlich

nur die Exons 3-8, Exon 1 und der groBte Teil von Exon 2 fehlen.
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Abb. 27: cDNAs der drei Isoformen abgewandelt nach Misao et al. (2000) mit den
Exons 1-8

Die ersten Beweise, dass zumindest in T47D Zellen eine dritte Progesteronrezeptor-
Isoform exprimiert wird, liegen nun seit 1994 vor (Wei und Miner 1994). Ob PR-C in
allen progesteronrezeptor-positiven Geweben vorkommt, ist nicht gut untersucht. Dieser
kann nur durch Antikorper, die an den C-Terminus des Progesteronrezeptor—Proteins
binden, erkannt werden, und in den meisten Studien zur Untersuchung der
Progesteronrezeptor—Isoformen werden N-terminal bindende Antikorper verwendet. In
den diversen Studien, die zu Progesteronrezeptoren verdffentlicht werden, wird diese
Isoform entweder ignoriert und weiterhin geschrieben, der Progesteronrezeptor existiere
in zwel Isoformen oder er wird als solcher beschrieben, meist im Western Blot und eine
Bande auf der Hohe von ca. 60 kDa als solche benannt (Goldman et al. 2005), was nicht
unbedingt ein Beweis ist, dass es sich tatsdchlich um eine Progesteronrezeptor-Isoform
handelt. In einigen Verdffentlichungen werden auch alle im Western Blot mit
Antikdrpern gegen den humanen Progesteronrezeptor nachweisbaren Banden als
Progesteronrezeptoren bezeichnet. Es stellt sich immer wieder die Frage, ob es sich nun
um Spaltprodukte handelt oder um Rezeptoren und wie man diese definiert. Saner et al.
(2003) konnten zum Beispiel in menschlichen Endothelzellen der Aorta mittels PCR ein

Transkript nachweisen, welches nach Expression in einem S9 Vektor ein Protein mit
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einem Molekulargewicht von 38 kDa ergab. Dieses wurde PR-M genannt und konnte
mithilfe der Antikérper C19 und C20 der Firma Santa Cruz auch in T47D Zellen

nachgewiesen werden.

Marshburn PB et al. (2005) konnten in 88 Proben normalem Endometriums, den
Nachweis mehrerer verdnderter mRNAs erbringen, denen Exons fehlen. Diese waren

gleichartig reguliert wie die Wildtyp mRNAs.

Theoretisch miissten bei der Entstehung von Spaltprodukten zumindest ein Teil dieser
einen N-Terminus aufweisen und in Western Blots bei Reaktionen mit N-terminal

bindenden Antikdrpern als zusdtzliche niedermolekulare Banden zu erkennen sein.

415 Unsere Ergebnisse der Regulation von PR-C

Die von uns erzielten Ergebnisse lassen sich mit keinen vorherigen Studien vergleichen,
da die Isoform C im Endometrium bisher nicht nachgewiesen wurde. In einigen Punkten

lassen sich aber Vergleiche zu den Studien an T47D Zellen ziehen.

Die Isoform C des Progesteronrezeptors ist dhnlich reguliert wie die beiden groBeren
Isoformen B und A. Dabei ist diese durchweg schwicher exprimiert. Dies ist
iibereinstimmend mit den Ergebnissen von Weigel et al. (1992) und Wei und Miner

(1994), welche diese Isoform in T47D Zellen untersucht haben.

Bei der Unterscheidung, ob die Isoformen des Progesteronrezeptors im Zytosol oder
Nukleosol stirker exprimiert werden, ist bei PR-C im Gegensatz zu den beiden anderen
Isoformen eine Festlegung hiufig nicht moglich, da nicht eindeutig zu erkennen ist, ob
die Bande der Isoform C im Zytosol oder Nukleosol eine stirkere Intensitit aufweist.
Wenn man allerdings in einem zweiten Schritt die Proben auswertet, bei denen eine
Festlegung moglich ist, so ist PR-C in 79% der Proben im Zytosol stirker exprimiert,
wobei sich diese Untersuchung auf Abradate bezieht. Auch Wei und Miner (1994)
konnten PR-C vornehmlich in der zytosolischen Fraktion der untersuchten T47D Zellen
nachweisen. In unseren Untersuchungen von T47D Zellen ist die Isoform C ebenfalls
eindeutig im Zytosol stirker exprimiert. In diesem Punkt stimmen unsere Ergebnisse
also iiberein und im humanen Endometrium gleicht die Verteilung in den verschiedenen

Zellkompartimenten der in T47D Zellen.
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4.1.6  Wirkungsmechanismus von PR-C in humanen Geweben

Insgesamt muss bedacht werden, dass je kiirzer die Isoform wird, sie in Funktion bzw.
Aufgabe nicht mehr den ,groBen” Isoformen entsprechen kann, da ihr die
entsprechenden Doménen fehlen. So ist PR-C nicht in der Lage, an die DNA zu binden,
die Bindung von Liganden ist aber ebenso noch mdglich wie die Bildung von Dimeren
z.B. mit PR-B, was in T47D Zellen zu einer Behinderung der Bindung von PR-B an die
DNA fiihrte (Wei et al. 1996). So konnte PR-C zum Beispiel eine Kontrollfunktion im
Bereich der Translationsregulation ausiiben, indem es wie oben beschrieben, die

Bindung von groBeren Isoformen an die DNA beeinflusst.

Da der Isoform C der erste Zinkfinger fehlt und diese damit nicht fahig ist, an die DNA
zu binden, ist zu vermuten, dass PR-C nicht liber die Aktivierung der Transkription und
demnach tiiber einen nicht-klassischen Weg wirkt. Fiir Progesteron sind mehrere Wege
der nicht klassischen Wirkungsweise diskutiert (Falkenstein et al. 2000). In
verschiedenen Geweben sind sehr schnelle Wirkungen des Progesterons nachgewiesen
worden, die in dieser Zeit nicht iiber den klassischen Weg laufen kénnen (Bielefeldt et

al. 1996, Sabeur et al. 1996; Revelli et al. 1998; Fomin et al. 1999).

417 PR-C in humanen Geweben

Condon et al. (2006) wiesen die Isoform C des Progesteronrezeptors im menschlichen
Myometrium des schwangeren Uterus nach. Sie zeigten eine vermehrte Expression
gegen Ende der Schwangerschaft der Isoformen B und C auf. Daraus schlossen sie eine
durch PR-C verminderte Fiahigkeit von PR-B, Progesteron zu binden, und somit eine
Abschwichung der Ruhigstellung des Myometriums durch Progesteron und eine

Einleitung der Geburt.

Ebenfalls konnte die Isoform C des Progesteronrezeptors durch Goldman et al. (2005) in
humaner Dezidua nachgewiesen werden. Unter der Verwendung eines polyklonalen
Antikorpers aus dem Kaninchen gegen den humanen Progesteronrezeptor konnte im
Western Blot PR-C bei einem Molekulargewicht von 60 kDa dargestellt werden.
Zusitzlich zu PR-B, PR-A und PR-C wurden zwei weitere potenzielle Isoformen bei 45
und 36 kDa gezeigt. Bei der Untersuchung der Verdnderung im Expressionsprofil der

Isoformen wurden Deziduaproben ohne und mit zuvor stattgehabten Kontraktionen
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verglichen. Dabei kam es durch die Kontraktionen zu einer starken Abnahme der
Expression aller fiinf Isoformen. PR-C konnte weiterhin im Amnion ohne
vorangegangene Kontraktionen nachgewiesen werden. Dort waren PR-C und die

Isoform bei 36 kDa die am stérksten exprimierten Isoformen.

Obwohl man die Moglichkeit nicht ausschlieBen kann, dass die beiden kleinen
Isoformen bei 45 und 36 kDa Degradationsprodukte sind, haben diverse Publikationen
iiber die Expression von  Progesteronrezeptor-Isoformen mit  kleinerem
Molekulargewicht berichtet, die in Struktur und Aktionsmechanismus vom klassischen
nukledren Rezeptor abweichen. El-Hefhawy et al. (2000) konnten in Leydig-Zellen der
Maus eine ungewohnliche Form eines Progesteronrezeptors nachweisen, die in Struktur
und Funktion wahrscheinlich mit einer in der Membran lokalisierten Form des
Progesteronrezeptors verwandt ist. Diese wurde in der zytoplasmatischen Membran von
Spermien charakterisiert (Luconi et al. 1998). Die Expression von einer ungewdhnlichen
Progesteronrezeptor-Isoform wurde in Granulosazellen des Rindes beschrieben, welche
in der Zellmembran lokalisiert ist. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Bindung von
Progesteron mit steigender FollikelgroBe signifikant abnahm, was andeuten konnte, dass
diese membranstindigen nicht-genomischen Rezeptoren entwicklungsgemill reguliert

sind (Rae et al. 1998a; Rae et al. 1998b).

4.1.8 PR-Cinanderen Spezies

In welchen Geweben oder Spezies PR-C nachweisbar ist, kann nur in Studien untersucht

werden, in denen ein C-terminal bindender Antikorper verwendet wird.

Inzwischen konnte die Isoform C des Progesteronrezeptors auch im Rind nachgewiesen
werden: So zum Beispiel von Schams et al. (2003) im Brustgewebe und im
Endometrium des Rindes. Dies erfolgte im Western Blot unter der Verwendung des
Antikorpers PR10A9, den auch wir fiir unsere Versuche benutzt haben. Dabei konnte
fiir PR-C eine Bande bei 65kDa gezeigt werden. Diese war bisher fiir das Rind nicht
beschrieben worden. Alle drei Isoformen lielen sich im Driisengewebe der Brust nur bei
nicht schwangeren Firsen, also jungen Kiihen nachweisen; dabei wurde Endometrium

als Positivkontrolle verwendet.
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Genauere Untersuchungen zu der Isoform C wurden durch Ogle (2002) an Ovarien der
Ratte durchgefiihrt. Hier wurde gezeigt, dass PR-C sowie die beiden groBeren
Isoformen B und A von zwei verschiedenen Antikérpern erkannt wurden, von denen
einer (h928) an die Hinge Region des Progesteronrezeptor-Proteins und der andere an
die Bindungsstelle fiir Liganden (C-262) bindet. Beide Bindungsstellen sind genau
definiert, liegen auf dem Protein aber weit voneinander entfernt. PR-C war
hauptsdchlich im Zytosol lokalisiert und war nach dem 10. Schwangerschaftstag die
dominanteste Form. Weiterhin flihrte eine Blockade der Progesteronwirkung durch
RU468 zu einem Verschwinden der Isoformen B und A, PR-C war aber weiterhin stark
exprimiert (Ogle et al. 1998). So waren in der Dezidua der Ratte nach in vivo
Hormonbehandlungen immer noch Hormonbindungsstellen mit hoher Affinitit
nachweisbar, obwohl PR-B und PR-A sehr gering oder gar nicht mehr vorhanden waren.
In vorangegangenen Studien hatte diese Gruppe gezeigt, dass in Homogenaten der
Dezidua Basalis der Spéatschwangerschaft noch Progesteron-Bindungsstellen vorhanden
waren, was mit einer weiterhin starken Expression von PR-C korrelierte, wobei PR-B
und PR-A nicht mehr exprimiert wurden (Ogle et al. 1997). Die primér zytosolische
Lokalisation wurde durch das Fehlen des ersten Zinkfingers, wie durch Wei et al. (1996)
beschrieben, erkldrt. Die Autoren stellten die These auf, dass PR-C eine Kdderfunktion
haben konnte und auf diesem Weg eine Art Senke fiir Progesteron darstellen konnte, um

die Stromazellen vor Progesteron und seiner apoptotischen Wirkung zu bewahren.

419 Andere Thesen

In einer Studie von Peluso et al. (2003) wurde im Western Blot bestétigt, dass der AK
C-262 ein 60kDa progesteronbindendes Protein in Lysaten aus Ovarien der Ratte
erkennt. In einer weiteren Studie dieser Arbeitsgruppe (Peluso et al. 2004) wurde das
durch den C-262 AK detektierte 60kDa Protein mit einer C-262 Affinititssaule isoliert
und mit Massenspektrometrie sequenziert. Diese Analyse deckte auf, dass das durch C-
262 detektierbare Protein ein unbenanntes Protein, bezeichnet als RDA288, ist. Eine
RT-PCR zeigte, dass RDA288 mRNA in SIGCs (Spontaneously Immortalized
Granulosa Cells), unreifer Rattenovarien, Lunge und Skelettmuskel vorhanden war,
nicht aber in verschiedenen anderen Organen (z.B. Uterus). Hier wurde also mit dem

gleichen Antikorper, den auch Wei und Miner (1994) verwendet hatten, ein
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progesteronbindendes Protein nachgewiesen, das sich aber in einer Sequenzierung

mittels Massenspektrometrie als ein bisher unbekanntes Protein herausstellte.

4.1.10 Weitere verkurzte Progesteronrezeptor-Proteine in Brustkrebszellen

Durch Yeates et al. (1998) konnte in T47D Zellen sowie in anderen Brustkrebszellen
durch ein Gemisch der Antikdrper Ab-6 und Ab-7 im Immunoblot ein Protein der Grofe
78 kDa nachgewiesen werden. Dieses war in der Lage, einen Liganden zu binden, und
es gab keine Beweise, dass das 78 kDa Protein durch proteolytische Spaltung aus den
Isoformen B und A entstehen konnte. Die gefundenen Progesteronrezeptor Transkripte,
denen Exons fehlten, hétten nur zu Isoformen mit einem kleineren Molekulargewicht
filhren konnen, was die Autoren zu dem Schluss kommen lief3, dass das 78 kDa Protein
von PR-A abstamme. So konnten posttranskriptionale Verdnderungen des Transkripts
oder eine Mutation des Progesteronrezeptor-Gens eine Ursache darstellen. Als weitere
Ursachen kdmen eine posttranslationale Modifizierung durch Phosphorylierung oder

eine in vivo Prozessierung in Frage.

4.2 Regulation der Isoformen im Endometrium

Da bei unseren Untersuchungen der Expression der Isoform C des Progesteronrezeptors
von dem verwendeten Antikdper die beiden groBeren Isoformen B und A ebenfalls
erkannt werden, lassen sich unsere Ergebnisse mit denen dhnlicher Untersuchungen
vergleichen. Da bei den bisherigen Studien zu PR-B und PR-A Antikorper verwendet
wurden, die am N-Terminus des Progesteronrezeptor-Proteins binden, konnte die dort

verkiirzte Isoform C nicht nachgewiesen werden.

4.2.1  Literaturvergleich

Die Expression der Isoformen B und A im menschlichen Endometrium und deren
zyklusabhéngige Schwankung wurde bereits von einigen Autoren beschrieben, jedoch
mit teilweise leicht abweichenden Ergebnissen und meist einer geringeren Anzahl an

Proben.

Mangal et al. (1997) haben an Endometriumbiopsien eine Zyklusabhingigkeit der

Isoformen A und B des Progesteronrezeptors nachgewiesen. Dabei wurde aufgrund der
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im Vergleich zu T47D Zellen geringeren Mengen an exprimiertem Progesteronrezeptor
vor der Analyse im Immunoblot eine Immunoprezipitation mit dem Antikdrper AB-52
(Santa Cruz) durchgefiihrt. In dieser Studie wurden die Proben, um bessere Vergleiche
ziehen zu kdnnen, in Gruppen eingeteilt, basierend auf der bekannten Fluktuation der

Steroidhormone:
- Friihe Follikelphase: 2-8, kein Progesteron, vor dem Ostrogenanstieg
- Spite Follikelphase: 9-13, Ostrogen steigt bis zum Héhepunkt

- Periovulatorische Phase: 14-16, Ostrogen fillt stark ab, Progesteron beginnt

anzusteigen
- Frithe Lutealphase: 18-23, steigende Werte fiir Ostrogen und Progesteron
- Spite Lutealphase: 23-Ende, sinkende Werte fiir Ostrogen und Progesteron

Es wurden die Verhéltnisse zwischen PR-B und PR-A bestimmt. Die Isoformen waren
den gesamten Zyklus iiber nachweisbar, aber PR-B war nur in der periovulatorischen
Phase stark ausgepragt, so dass sich das Verhéltnis von PR-A zu PR-B hier an den Wert
1 anndherte. In der friihen Follikelphase und der Lutealphase betrug es 10:1. Es wurde
die Schlussfolgerung gezogen, dass Ostrogen die Expression von PR-B induziere und
Progesteron diese im Gegenzug reduziere. PR-A sei im Gegensatz zu PR-B viel weniger

sensitiv auf hormonelle Manipulation.

Attia et al. (2000) haben ebenfalls mittels Western Blot nach Immunoprezipitation unter
der Verwendung des Antikorpers AB-52 (Santa Cruz) einen Vergleich der Level an PR-
B und PR-A angestellt. Dabei wurde an 18 Frauen mit Endometriose zu
unterschiedlichen Phasen des Menstruationszyklus eine simultane Biopsie des
Endometriums und des endometriotischen Gewebes vorgenommen. Dabei war es dieser
Gruppe moglich, zyklische Verianderungen in der Expression der Progesteronrezeptor-
Isoformen im eutrophen Endometrium zu zeigen. Die hochsten Level an PR-B wurden
in der periovulatorischen Phase (Zyklustag 10-14) beobachtet und nahmen im Verlauf
der Sekretionsphase ab. Obwohl die Level des PR-A einem &hnlichen Muster folgten,

waren hier die Verdnderungen nicht so stark ausgeprégt.

Durch die Analyse von einzelnen Zellen mittels Immunfluoreszenzdoppelmarkierung

konnten Mote et al. (1999) nachweisen, dass PR-A und PR-B in den Zielzellen des
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menschlichen Uterus koexprimiert sind. Diese Gruppe kam nach der Untersuchung von
26 Proben zu dem Ergebnis, dass in der Proliferationsphase PR-B und PR-A im Epithel
starker exprimiert wird als im Stroma und dass beide Isoformen im Verlauf der
Proliferationsphase zunehmen. Dies wird durch eine Induktion durch Ostrogen erklrt.
Im Epithel zeigten PR-B und PR-A dhnlich hohe Konzentrationen, im Stroma war PR-A
die stirker exprimierte Isoform. In der frilhen Sekretionsphase lieBen sich die
Progesteronrezeptoren im Epithel schwécher nachweisen als in der Proliferationsphase.
In der mittleren Sekretionsphase nahm die Expression weiter ab, wobei PR-B die
dominante Isoform war; in der spédten Sekretionsphase waren die Driisen
progesteronrezeptor-negativ. Im Stroma sank die PR-B Konzentration dhnlich wie im
Epithel, aber nicht ganz so stark. PR-A war wéhrend der gesamten Sekretionsphase
nachweisbar und immer als die stirkere Isoform, mit einer eventuellen Steigerung in der
mittleren Sekretionsphase. Dies wird hier auf den bekannten zweiten Ostrogen-Peak im

Serum zuriickgefiihrt.

Bei den Untersuchungen waren PR-A und PR-B im Driisenepithel vor der subnukleéren
Bildung von Vakuolen und Glykogenbildung in vergleichbaren Mengen exprimiert,
was den Autoren zufolge beide Isoformen in diesen Prozess verwickelt. Die Persistenz
von PR-B, nicht aber PR-A in den Driisen wédhrend der mittleren Sekretionsphase
suggeriere allerdings die Moglichkeit, dass PR-B in der glanduldren Sekretion eine
signifikantere Rolle spiele als PR-A in der spéten Sekretionsphase. In den Stromazellen
verwickle das Vorherrschen von PR-A iiber den Zyklus diese Isoform in
progesterongesteuerten Verdnderungen wie dem Stromaddem, den Stromamitosen und

der Pradezidualisierung.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen die Ansicht, dass PR-A und PR-B im
Driisengewebe und Stroma des menschlichen Uterus wahrend des Menstruationszyklus

unterschiedliche Reaktionswege der Progesteronwirkung vermitteln.

Wang et al. (1998) haben ebenfalls mittels Immunhistochemie an normalem
Endometrium und an Dezidua der Frithschwangerschaft die Expression der Isoformen B
und A untersucht. Dabei haben sie keinen spezifischen Antikorper gegen PR-A
verwendet, sondern nur einen spezifischen fiir PR-B, alle Analysen von PR-A sind also

subtraktive Riickschliisse. An 40 Endometriumproben, 5 von jeder Phase des Zyklus,
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und 10 Deziduaproben konnten sie mit einem monoklonalen Antikorper der Firma
Novocastra (NCL-PgR) hohe Level der beiden Progesteronrezeptor-Isoformen im
Epithel in der Proliferationsphase bis in die mittlere Sekretionsphase nachweisen, im
Stroma fanden sich in der Sekretionsphase immer hohe Level. Mit einem polyklonalen
Antikorper aus dem Kaninchen, der gegen den N-Terminus, den nur B hat, gerichtet ist,
fand sich ein Peak in der mittleren Proliferationsphase; danach waren die Level aber
abfallend und ab der mittleren Sekretionsphase sehr schwach. Daraus zogen Wang et al.
(1998) die Schlussfolgerung, dass in den Driisen in der Sekretionsphase ein
dramatischer Abfall der beiden Isoformen vorliegt, PR-A aber im Stroma in der

Sekretionsphase und Frithschwangerschaft als dominante Form erhalten bleibt.

4.2.2  Unsere Ergebnisse

In unserer Arbeit wurden an vergleichbarem Material Untersuchungen mittels Western
Blot durchgefiihrt. Dabei wurde allerdings ein anderer Antikdrper (PR10A9) verwendet,

der jedoch ebenfalls in der Lage war, die beiden Isoformen B und A zu erkennen.

In den Western Blots an Abradaten, die sowohl Epithel- als auch Stromazellen
enthalten, konnten wir wie auch Mangal et al. (1997) eine Dominanz von PR-A
gegeniiber PR-B nachweisen; allerdings war diese bei uns in der Zeit um den 17.-19.
Zyklustag aufgehoben, danach dominierte PR-B. Siehe hierzu Abb. 9 und Abb. 11. Dies
gilt sowohl fiir das Zytosol als auch fiir das Nukleosol. Bei Mangal et al. (1997)

erreichte PR-B in der periovulatorischen Phase die Level von PR-A.

Die bei uns erzielten Ergebnisse der Untersuchungen an den Getrennten Zellen kann
man gut mit der Studie von Mote et al. (1999) vergleichen. Dabei konnten bei uns
Epithel- und Stromazellen sowie die Isoformen B und A getrennt beurteilt werden. Wie
auch Mote et al. (1999) konnten wir in der Proliferationsphase die stirksten Signale
messen und zeigen, dass im Verlauf der Sekretionsphase in den Epithelzellen ein
starkerer Abfall auftrat als in den Stromazellen. In der Sekretionsphase konnten auch
wir im Epithel fiir PR-B eine stirkere Expression nachweisen als fiir PR-A. Siehe hierzu
Abb. 17. Von der mittleren Proliferationsphase bis in die frithe Sekretionsphase war PR-
A im Stroma stirker als PR-B. Allerdings konnten wir im Epithel auch in der spiten
Sekretionsphase noch ganz schwache Banden nachweisen. Und die Dominanz von PR-

A im Stromakompartiment war nicht eindeutig messbar, da die Banden von PR-B

86



4 Diskussion

hdufig breiter waren. Dass bei uns in den Driisen auch in der spéten Sekretionsphase
noch Progesteronrezeptoren nachweisbar sind, ldsst sich vor allem dadurch erklaren,
dass die Expression in der Basalis des Driisenepithels im Gegensatz zur Funktionalis
weniger starke Schwankungen aufweist. Diesen Unterschied kann man nur mit der
Methode der Immunhistochemie herausarbeiten; im Western Blot ist dies nicht moglich,
da bei der Gewinnung des Abradatmaterials das Endometrium samt der Basalis
abradiert wird. Somit werden bei den Reaktionen an den Getrennten Zellen beim Epithel

immer die Basalis und Funktionalis gemeinsam untersucht.

Den Peak fir PR-B, den Wang et al. (1998) in den Driisen der mittleren
Proliferationsphase nachweisen konnten, kénnen wir mit unseren Western Blots an

Getrennten Zellen bestétigen. Siehe hierzu Abb. 13.

Beim Vergleich der Ergebnisse muss man immer noch beachten, dass unterschiedliche
Antikorper verwendet wurden und es denkbar ist, dass diese auch entsprechend
unterschiedliche Affinitdten zu den verschiedenen Isoformen des Progesteronrezeptors

haben konnen, selbst wenn diese in gleichen Mengen vorhanden sein sollten.

Da das Protein der Isoform C noch nie im humanen Endometrium nachgewiesen wurde,
gibt es dementsprechend auch keine Studien zu deren eventuell zyklusabhingiger

Regulation. Ein Literaturvergleich ist somit nicht moglich.

4.3 Magliche klinische Relevanz

Die Expression und Verteilung der Progesteronrezeptor-Isoformen spielen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese und als Prognosefaktoren von gyndkologischen
Erkrankungen. Es besteht zum Beispiel die Moglichkeit, dass Varianten des
Progesteronrezeptors, die durch Splicen verdndert wurden, bei der Pathogenese von
hormonabhingigen Tumoren eine Rolle spielen. Als Beispiele seien hier das
Endometrium- und das Mammakarzinom sowie als pathologische Storung die

Endometriose diskutiert.

43.1 Endometriose

Endometriose ist definiert als das Vorkommen von dem Endometrium &hnelndem

Gewebe aullerhalb des Cavum uteri. Sie ist eine der hdufigsten Ursachen von Infertilitit
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und chronischem Unterbauchschmerz und betrifft eine von zehn Frauen im gebarfahigen
Alter (Eskenazi et al. 1997). Attia et al. (2000) haben in einer Studie die
unterschiedliche Expression von PR-B und PR-A in normalem Endometrium und
endometriotischem Gewebe verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass
endometriotisches Gewebe kein PR-B und nur sehr geringe Level an PR-A enthilt.
Zudem findet sich keine zyklische Variation von PR-A. Dadurch ldsst sich die Resistenz
gegeniiber Progesteron erkldren, die in endometriotischem Gewebe auftritt. Ob aul3er
einem verdnderten Verteilungsmuster der Progesteronrezeptoren in endometriotischem
Gewebe auch eventuell andere Isoformen zusétzlich zu PR-B und PR-A auftreten, ist

bisher nicht untersucht worden.

Weitere Unterschiede zu gesundem Endometrium zeigen sich in der Genexpression.
Durch Kao et al. (2003) konnte gezeigt werden, dass im Endometrium von Frauen, die
unter Endometriose leiden, Gene, die durch Progesteron beeinflusst werden, anders
reguliert werden als im Endometrium gesunder Frauen. Darunter waren auch Gene, die
die Einnistung embryonaler Strukturen beeinflussen und somit Erklidrung dafiir sein
konnen, dass bei vielen Frauen mit Infertilitit eine Endometriose nachgewiesen werden

kann.

In der Entwicklung und dem Fortbestehen einer Endometriose spielt das Hormon
Ostradiol (E2) eine wichtige Rolle. Durch das Enzym 17-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ 2 (17p-HSD) wird Ostradiol (E2) zu Ostron (E1) umgewandelt und
somit inaktiviert (Wu et al. 1993). Diese Umwandlung wird durch Progesteron
stimuliert (Satyaswaroop et al. 1982). In endometriotischem Gewebe konnte durch
Bulun et al. (2006) in der Sekretionsphase kein 178-HSD nachgewiesen werden, im
Gegensatz zu normalem Endometrium, wo es in Reaktion auf Progesteron exprimiert
wird. Histologisch lassen sich aber keine Unterschiede zwischen endometriotischem
Gewebe und gesundem Endometrium nachweisen, so dass eine selektive Resistenz
gegen bestimmte Wirkungsmechanismen des Progesterons wahrscheinlich ist. Durch
den Mangel an PR-B und die extrem niedrigen Level von PR-A kommt es zusitzlich zu
einem erhohten Ostradiol-Spiegel, da Progesteron die Transkription von 17B-HSD nicht

induzieren kann (Bulun et al. 2006).
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Zu der Progesteronrezeptorverteilung liegen allerdings auch widerspriichliche
Ergebnisse vor. So konnten Misao et al. (1999) einen hohen Anteil von PR-B mRNA in

Endometrioseherden nachweisen.

Somit ist sowohl die Expression der Rezeptoren als auch die Genexpression in
endometriotischem Gewebe auf jeden Fall anders als in gesundem Endometrium und es
bleibt weiterer Forschungsbedarf auch unter der Fragestellung, ob eventuell andere

Isoformen des Progesteronrezeptors exprimiert werden.

4.3.2 Endometriumkarzinom

Beim Endometriumkarzinom wird viel dariiber diskutiert, ob den haufig nachweisbaren

und vom Wildtyp abweichenden mRNAs eine Bedeutung in der Pathogenese zukommt.

Das Progesteronrezeptor-Gen besteht aus acht Exons, die durch sieben kleine Introns
getrennt werden (Kastner et al. 1990b). Misao et al. (2000) wiesen die Koexpression
von Progesteronrezeptor mRNA, bei der Exons fehlen, mit der Wildtyp mRNA nach.
Die natiirlich vorkommenden Varianten kdnnten durch veréndertes Splicen der priméren
Transkripte des Wildtyp Progesteronrezeptors entstehen. Einige mRNAs konnten in
normalem oder malignem Brustgewebe sowie normalem uterinen Endometrium und
endometriotischem Gewebe nicht nachgewiesen werden und wurden somit als
gewebespezifisch angesehen. Diese Gruppe hat mRNAs amplifiziert, zum einen
innerhalb der Region von Exon 1 bis Exon 8 — bezogen auf PR-B und PR-A, zum
anderen innerhalb der Region von Exon 3 bis Exon 8 — bezogen auf PR-B, PR-A und
PR-C. Die mRNA, der das Exon 5 und 6 fehlt, die in normalem humanem Endometrium
und endometriotischem Gewebe nachgewiesen werden konnte, konnte nur innerhalb der
Region zwischen Exon 3-8 nachgewiesen werden. Somit wurde angenommen, dass
diese sich von PR-C ableitet. Die PR-C ¢cDNA enthilt ndmlich nur die Exons 3-8, Exon
I und der groBite Teil von Exon 2 fehlen. Siehe dazu Abb. 27. Die im
Endometriumkarzinom nachgewiesenen mRNAs, die innerhalb der Region zwischen
Exon 3-8 nachgewiesen werden konnten, waren identisch mit denen, die in der Region
zwischen Exon 1-8 nachgewiesen werden konnten. Je geringer der Differenzierungsgrad

des Endometriumkarzinoms war, desto geringer war auch die Anzahl der nachweisbaren
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mRNAs. Dies lie3 die Autoren darauf schlieBen, dass mit Abnahme der histologischen

Differenzierung die normale Ansprechempfindlichkeit auf Steroide abnehmen konnte.

Die Moglichkeit, dass einige dieser verdnderten Transkripte als Proteine exprimiert
werden, erscheint plausibel, wenn man Ergebnisse von Immunoblots beurteilt, in denen
sich anomale Banden zeigen (Richer et al. 1998; Yeates et al. 1998). Richer et al. (1998)
konnten in progesteronrezeptor-positiven Brustkrebszellen kein PR-B, aber PR-A und
hier als Varianten des PR-A beschriebene Proteine nachweisen. Durch den verwendeten
Antikorper AB-52 konnten auch Progesteronrezeptor-Varianten nachgewiesen werden,
die durch Transfektion von mRNAs, denen bestimmte Exons fehlen, in COS-1 Zellen
exprimiert wurden. Yeates et al. (1998) haben in T47D Zellen eine verkiirzte Isoform
des Progesteronrezeptors mit einem Molekulargewicht von 78 kDa nachgewiesen und

aullerdem gezeigt, dass diese Isoform in der Lage ist, Progesteron zu binden.

Eine andere Studie zu verdnderten mRNAs konnte sowohl in normalem Endometrium
als auch im Endometriumkarzinom eine mRNA nachweisen, bei der zwischen dem

Exon 4 und dem Exon 5 eine Nukleotid-Sequenz von 323 Basenpaaren eingefiigt ist

(Yamanaka et al. 2002).

So gibt es viele Studien zu verdnderten mRNAs in Endometriumkarzinom, aber nur
wenige zu der Expression der Proteine, die von diesen verdnderten mRNAs translatiert
werden konnten. Diese Proteine wiren vermutlich Varianten des Progesteronrezeptors,
die von verschiedenen Antikdrpern gegen das Progesteronrezeptor-Protein auch erkannt
werden konnten. In unserer Arbeit zeigen wir die Verhdltnisse im normalen

Endometrium.

Das Verhiltnis der Isoformen B und A ist beim Endometriumkarzinom mit
fortschreitender Malignitdt gestort. In den Stadien FIGO 2 und 3 (Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) findet sich meist nur noch die
Expression einer Isoform (Arnett-Manstield et al. 2001). Die erniedrigten Level, die im
Vergleich zum normalen Endometrium beschrieben wurden, lassen sich also mit dem
Verlust einer Isoform erkldren. Eine Anderung des Verhiltnisses der Expression der
Isoformen konnte den Autoren zufolge zu einer gestdrten Regulation der Zielgene
fiihren. Eine dadurch verdnderte Wirkung von Progesteron konnte eine Rolle in der

Pathogenese des Endometriumkarzinoms spielen.
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In einer weiteren Studie konnten Arnett-Mansfield et al. (2004) eine ungleichméBige
Verteilung im Kern beim Endometriumkarzinom nachweisen, wobei sich im normalen
Endometrium gleichmifBige Verteilung fand. Zusédtzlich war die Kolokalisation der
Isoformen B und A im Endometriumkarzinom seltener, wihrend PR-B und PR-A im

normalen Endometrium kolokalisiert sind.

Fujimoto et al. (1997) konnten in hochmalignen Endometrium-, Zervix- und
Ovarialkarzinomproben hiufig eine Uberexpression des PR-B nachweisen. In diesen
Tumoren wurden die Level der mRNAs der Isoformen B und A verglichen. Dabei zeigte
sich tiberproportional hiufig ein Verlust der mRNA des Progesteronrezeptors A.
Fukuda et al. (1998) beschrieben beim Adenokarzinom des Endometriums eine
signifikante ~ Korrelation der immunhistochemischen = Nachweisbarkeit des
Progesteronrezeptors mit der Uberlebensrate unabhingig von anderen klinischen oder

pathologischen Parametern.

Leslie et al. (2005) untersuchten Zellen von Endometriumkarzinomen auf die Verteilung
der beiden Isoformen PR-B und PR-A. PR-A fand sich sogar in Abwesenheit von
Progesteron vorwiegend im Kern, PR-B dagegen vorwiegend im Zytosol, wurde aber in
Anwesenheit von Progesteron schnell in den Kern transloziert. Diese unterschiedliche
Verteilung im Gegensatz zu nicht malignem Gewebe halten die Autoren fiir ein

Kennzeichen des Endometriumkarzinoms.

4.3.3 Mammakarzinom

Beim Mammakarzinom stellt der Progesteronrezeptor einen wichtigen prognostischen
Marker und einen Marker fiir die Ansprechbarkeit auf eine hormonelle Therapie dar.
Mammakarzinom-Typen, die Ostrogen- oder Progesteronrezeptoren exprimieren, zeigen
einen anderen klinischen Verlauf als solche, die rezeptornegativ sind. Dabei besteht
zusitzlich ein  Unterschied darin, welche Rezeptoren exprimiert werden.
progesteronrezeptor-positive  Tumoren sind zum  Beispiel mit  gréBerer
Wahrscheinlichkeit hormonabhiingig und zeigen, unabhingig von Ostrogenrezeptoren,
geringere Aggressivitit und ein giinstigeres krankheitsfreies Uberleben (Balleine et al.
1999b; Arpino et al. 2005). Progesteronrezeptoren sind den Ostrogenrezeptoren als
prognostische Marker iiberlegen (Costa et al. 2002).
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Aktuelle Brustkrebs-Screening Untersuchungen verwenden immunhistochemische
Methoden, um die Menge an exprimiertem Progesteronrezeptor zu beurteilen. Diese
zurzeit gebrduchlichen Methoden zur Bestimmung der Progesteronrezeptor-Level in
Karzinomen konnen nicht zwischen den Isoformen unterscheiden und konnten auch
keine = Varianten = nachweisen. = Abweichende  Isoformen  kdnnten  als
Progesteronrezeptoren verbucht werden und zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren.
Dies konnte erkldren, warum ein Teil der progesteronrezeptor-positiven Karzinome

nicht auf eine Hormonbehandlung ansprechen.

Aktuelle Studien zeigen aber, dass es wichtig ist, das Verteilungsmuster zumindest der
Isoformen B und A zu messen, was durch diese Methode nicht moglich ist. Mittels der
Microarray Technik kann man eine groe Anzahl von Genen auf eine
Expressionsdnderung hin untersuchen. Dabei haben Jacobsen et al. (2003) gezeigt, dass
von 94 progesteronregulierten Genen, 59 nur durch PR-B hochreguliert werden, 4 nur
durch PR-A und 19 nur durch beide Isoformen. Daher scheint es wichtig zu sein, nicht
nur zu untersuchen, ob ein Tumor den Progesteronrezeptor exprimiert, sondern welche

Isoform vorherrscht.

In normalem Brustgewebe sind die Progesteronrezeptor-Isoformen B und A
koexprimiert. Dabei lassen sich beide in etwa gleichen Mengen nachweisen (Mote et al.
2002). In Brustkrebszellen ist das Verhéltnis der beiden Isoformen zueinander aber

ungleich und zeigt sich in fortgeschrittenen Krankheitsstadien zunehmend dysreguliert.

Balleine et al. (1999a) gelang der Nachweis der Koexpression von veranderten mRNAs
sowohl des Ostrogen- als auch des Progesteronrezeptors in den Zellen von
verschiedenen  Brustkrebsgeweben. Die Expression von einer verdnderten
Progesteronrezeptor mRNA, der Teile des Exons 4 fehlen (del-p4 PR) (Hisatomi et al.
2003), und einer mRNA, der die Exons 4 und 6 fehlen (Nagao et al. 2003), konnte im
Brustkrebsgewebe im Vergleich zu gesundem Brustgewebe signifikant haufiger
nachgewiesen werden. Leygue et al. (1996) konnten sowohl in normalem als auch
neoplastischem Brustgewebe mRNAs nachweisen, denen Exons fehlen. Fiir die mRNA,
der das Exon 6 fehlt, konnte in einer weiteren Studie (Leygue et al. 1999) nachgewiesen
werden, dass diese im Verlauf der Tumorigenese gesteigert nachzuweisen ist. Richer et

al. (1998) wiesen in normalem Brustgewebe und Brustkrebszellen vier veridnderte
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mRNAs nach. Diese wurden in COS-1 Zellen transfiziert und im Immunoblot
analysiert. Mit einem am N-Terminus bindenden Antikérper AB-52 konnten Proteine

mit unterschiedlichen Molekulargewichten nachgewiesen werden.

Graham et al. (1995) wiesen bei der Untersuchung von verdnderten
Konzentrationsverhéltnissen der Isoformen B und A zueinander zusétzlich ein Protein
von 78 kDa nach. Dieses Protein war in 52 von 202 Tumorproben, also in 25,7% der
Proben, nachzuweisen. Dabei unterschied sich die Verteilung der Isoformen B und A in

diesen Proben nicht von der in den restlichen Proben.

Bei den Studien zu der Expression von mRNA-Varianten des Progesteronrezeptors
muss noch erforscht werden, ob diese regelmiflig zu stabilen Proteinen translatiert
werden und wie diese die Gen-Expression, die durch Progesteronrezeptoren vermittelt
wird, beeinflussen. Die Tatsache, dass in normalem Gewebe abweichende mRNAs
vorkommen, ldsst zumindest vermuten, dass der Signalweg von Progesteron mehr als
die drei Protagonisten PR-B, PR-A und PR-C hat. Tumoren, die abweichende
Progesteronrezeptoren exprimieren, konnten in ebenfalls abweichender Weise auf eine
hormonelle Therapie reagieren. Wenn in normalen Geweben also mehr als die zwei
Isoformen B und A exprimiert werden, konnte das zu veranderten Reaktionen auf
Progesteron flihren, als normalerweise beobachtet. Eine detaillierte Analyse der
exprimierten Isoformen konnte die verschiedenen Reaktionen der Gewebe auf

Progesteron erkldren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde humanes Endometrium auf die Expression
verschiedener Isoformen des Progesteronrezeptors hin untersucht. Dabei war das Ziel,
festzustellen, ob die Isoform PR-C im Endometrium nachweisbar ist und ob und wie die
Expression dieser Isoform im Verlauf des Zyklus reguliert wird. Diese dritte Isoform
des Progesteronrezeptors war von Wei und Miner (1994) in der Brustkrebszelllinie

T47D nachgewiesen worden.

Unter der Verwendung eines am C-Terminus des Proteins bindenden Antikorpers
konnten im Western Blot zusétzlich die Isoformen PR-B und PR-A dargestellt werden.
Somit ist bei allen Untersuchungen auch immer eine Aussage iiber die Regulation dieser

beiden ,,groBeren* Isoformen und ein Vergleich zur Isoform PR-C moglich.
Ziel der Untersuchungen waren unterschiedliche Fragestellungen:
- Vergleich der im Western Blot verwendeten Antikorper

Hier konnte deutlich gezeigt werden, dass das Protein mit dem
Molekulargewicht von ca. 60 kDa nur von Antikoérpern detektiert wird, die am

C-Terminus des Progesteronrezeptors binden.
- Nachweis im humanen Endometrium

Nach der Detektion der Isoform C des Progesteronrezeptors in T47D Zellen, die
nach dem entsprechenden Protokoll aufgearbeitet wurden, das Wei und Miner
(1994) verwendeten, war auch im humanen Endometrium eine entsprechende

Bande nachzuweisen.
- Verteilung in verschiedenen Phasen des Zyklus

Bei der Beurteilung der Expression der verschiedenen Isoformen im Verlauf des
Zyklus wurden die Proben jeweils in Zytosol und Nukleosol getrennt und
entsprechend bewertet. Dabei ergab sich fiir die drei Isoformen in der
zytosolischen Fraktion ein dhnlicher Verlauf, der eine Steigerung der Intensititen

im Verlauf der Proliferationsphase und eine Abschwichung im Verlauf der
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Sekretionsphase zeigt. In der friihen Sekretionsphase erreichen die Isoformen
thre maximale Expression. PR-C ist zwischen dem 9. und 24. Zyklustag
regelmifig nachzuweisen, allerdings immer in schwicherer Intensitit als die
beiden groBeren Isoformen. Das Verteilungsmuster in der nukledren Fraktion ist
vergleichbar mit einem Maximum in der frithen Sekretionsphase, wobei die
Intensititen der beiden Isoformen B und A in der mittleren und spéten
Sekretionsphase stirker erhalten bleiben als im Zytosol. PR-C ldsst sich in diesen

Phasen nur schwach, ab dem 24. Zyklustag {iberhaupt nicht mehr nachweisen.

Um die Intensititen genau messen zu konnen, wurde eine densitometrische
Messung durchgefiihrt. Dabei ist allerdings immer nur eine begrenzte Anzahl an
Proben vergleichbar. Hier kann das Expressionsmuster generell bestitigt werden.
Allerdings ergibt sich in der Proliferationsphase fiir die Isoform A eine stdrkere
Intensitdt als flir die Isoform B. PR-C kann in insgesamt schwicheren und

oftmals stark variierenden Intensitdaten ermittelt werden.
Methodik: Unterschiedliche Aufarbeitungen

In einer Reihe von Vorversuchen wurden zwei verschiedene
Aufarbeitungsmethoden verglichen. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass in
der Fraktion U3, die bei der zweiten Methode entsteht, eine Bandenverschiebung
bei der Reaktion mit dem Antikdrper gegen den Progesteronrezeptor auftritt. Das
Bandenmuster dieser Fraktion U3 war mit dem der Kontrollzellen T47D nicht

vergleichbar und wurde in der Auswertung nicht verwendet.
Verteilung in verschiedenen Zellkompartimenten

Im direkten Vergleich der Intensitit der Isoformen in Zytosol und Nukleosol
konnte sowohl fiir PR-B als auch fiir PR-A eine eindeutig stirkere Expression im
Nukleosol ermittelt werden. PR-C ist in 35 % der Proben in den beiden
Fraktionen gleichstark exprimiert, in den restlichen Proben kann deutlich eine

stirkere Expression im Zytosol ermittelt werden.
Verteilung in verschiedenen Zelltypen

Eine Auftrennung der Endometriumproben in Epithel- und Stromazellen

ermdglichte eine gesonderte Auswertung der Verteilung der Isoformen des

95



5 Zusammenfassung

Progesteronrezeptors. In den Epithelzellen verhalten sich die drei Isoformen
gleichsinnig, mit einem Maximum in der spiten Proliferationsphase und einem
starken Abfall in der spédten Sekretionsphase. PR-C erreicht hier die Intensititen
der beiden groBeren Isoformen, anders in den Stromazellen. Hier zeigen PR-B
und PR-A ein dhnliches Muster, PR-C ist insgesamt schwicher exprimiert und
zeigt von der frithen Proliferations- bis zum Ende der frithen Sekretionsphase nur
wenig Schwankungen seiner Intensitdt. Bei einem genaueren Vergleich mittels
densitometrischer Messung konnten in den Stromazellen bis in die spéte
Sekretionsphase die Isoformen B und A deutlich nachgewiesen werden. Im
direkten Vergleich von Epithel- und Stromazellen zeigt sich vor allem in der
spiten Sekretionsphase ein deutlicher Unterschied zwischen diesen beiden
Zelltypen: Die beiden Isoformen B und A werden fast nur noch in den
Stromazellen exprimiert. PR-C zeigt in dieser Phase des Zyklus eine deutlich
geringere Intensitdt im Vergleich zu den anderen Isoformen als in fritheren

Phasen des Zyklus.

Nur bei genauer Kenntnis der Regulation des gesunden Endometriums ist eine
Beurteilung pathologischer Befunde moglich. Somit liefert diese Studie eine Grundlage
zur Bewertung der Verteilung der Isoformen bei gynédkologischen Erkrankungen wie

dem Endometrium- und Mammakarzinom sowie der Endometriose.
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6 Anhang
Tab. 6: Liste der Endometriumabradate
H-Nr. Klinik- Alter | Zyklustag LH Ostradiol | Progesteron
datum nachdatiert | mlu/ml pg/mi pg/mi
H 3444 | 03.06.03M | 43 7./8. 3,7 32,0 803
H 3445 | 02.12.03 M 44 17. 8,4 119,0 4507
H 3446 | 13.02.04 E 43 8.-10. 7,4 130,0 665
H 3447 | 01.07.03M | 47 8. 12,6 200,0 2544
H 3448 | 05.08.03K | 31 12./13 5,1 75,0 902
H 3449 | 03.02.04 L 43 18. 0,8 91,0 9543
H 3450 | 18.02.03 E 42 25. 2,9 117,0 19289
H 3451 | 21.03.03 E 36 17./18. 9,0 129,0 15843
H 3452 | 09.03.04 K 35 22./23. 1,7 72,0 5315
H 3454 | 06.05.03 M 40 18./19. 3,6 154,0 19950
H 3455 | 29.07.03 L 47 10. 6,2 132,0 774
H 3456 | 26.02.04 L 42 18./19. 2,8 111,0 11271
H 3457 | 11.04.03 E 38 18./19. 10,0 102,0 9718
H 3458 | 07.01.04L 43 24, 0,4 88,0 7839
H 3494 | 06.11.03 L1 | 42 8. 54 76,3 705
H 3495 | 15.01.04 L 41 8. 4,1 72,0 625
H 3496 | 04.11.03 E 48 14. 23,6 250,0 966
H 3497 | 26.08.03 E 35 26. 1,9 189,0 14120
H 3504 | 15.09.04 E 51 18./19. 53 59,0 11888
H 3505 | 24.08.04 M 42 18./19. 2.4 110,0 8790
H 3506 | 19.08.04 E 46 24, 3,2 98,0 7265
H 3507 | 13.08.04 E 47 3./4. 5,6 7,1 862
H 3508 | 13.08.04 L 40 18./19. 4,1 56,0 13364
H 3513 | 25.10.04 L 44 18. 3,98 54,0 10886
H 3515 | 05.08.03L 48 9. 9,1 163,0 1089
H 3516 | 26.10.04 L 44 7. 8,25 6.4 621
H 3517 | 20.10.03 E2 | 41 22.-24. 1,3 70,0 8450
H 3518 | 25.06.03 E 45 24, 4,3 21,0 3604
H 3519 | 24.06.03M | 39 21. 1,8 153,0 30808
H 3520 | 22.07.03 E 47 5./6. 5,8 52,0 1391
H 3521 | 02.10.03L 44 25./26. 2,64 48,0 13280
H 3522 | 05.11.04 L 44 6. 2,92 121,0 1011
H 3523 | 15.05.03 E 46 14./15. 15,0 42.0 3266
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H 3524 | 06.05.03 L 39 18. 3,8 90,0 21982
H 3525 | 09.04.03 L 25 18. 9,2 153,0 21028
H 3526 | 21.02.03 E 43 7. 9,8 34,0 876
H 3527 | 11.03.03 E2 | 46 12./13. 3,5 104,0 924
H 3528 | 18.03.03 E 49 15./16. 9,3 106,0 13192
H 3529 | 07.02.03 E 47 19./20 Keine | Bestimmung
H 3531 | 05.02.03 L 40 14. 18,9 181,0 1508
H 3532 | 19.02.03 E 42 13./14. 3,7 106,0 661
H 3533 | 07.01.03 L 44 26. 2,1 94,0 10310
H 3534 | 08.05.03L 41 24./25. Keine | Bestimmung
H 3536 | 06.08.04 L 51 15. 8,7 29,0 2040
H 3537 | 01.12.04K | 47 23. 3,81 45,0 3373
H 3538 | 03.12.04 E 40 24.-26. 2,14 47,0 4442
Tab. 7: Liste der Zelltrennungen
Klinik- Alter Zyklustag LH Ostradiol Progesteron
Datum nachdatiert miu/ml pg/mi pg/mi
05.02.03 L 40 14. 18,9 181,0 1508
07.02.03 E 47 19./20. Keine Bestimmung
12.02.03 E 38 10. 3,5 102,0 1804
14.02.03 E 47 3./4. 4,9 18,0 954
18.02.03 E 42 25. 2,9 117,0 19289
19.02.03 E 42 13./14. 3,7 106,0 661
21.02.03 E 43 7. 9,8 34,0 876
12.03.03 E 43 17. 2,7 86,0 12447
18.03.03 E 49 15./16. 9,3 106,0 13192
21.03.03 E 36 17./18. 9,0 129,0 15843
25.03.03 E 49 20.-22. 1,4 7,0 15263
26.03.03 E 48 26. 2,0 21,0 9564
09.04.03 L 25 18. 9,2 153,0 21028
11.04.03 E 38 18./19. 10,0 102,0 9718
06.05.03 L 39 18. 3.8 90,0 21982
06.05.03 M 40 18./19. 3,6 154,0 19950
15.05.03 K 41 15./16. 3,0 << 3040
24.06.03 M 39 21. 1,8 153,0 30808
25.06.03 E 45 24. 4,3 21,0 3604
03.07.03 L 41 13./14. 36,7 118,0 2172
22.07.03 E 47 5./6. 5,8 52,0 1391
29.07.03 L 47 10. 6,2 132,0 774
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26.08.03 E 35 26. 1,90 189,0 14120
02.10.03 L 44 25. 2,64 48,0 13280
20.10.03 E1 38 17. 7,90 131,0 5703
28.10.03 L 43 24. 2,24 42,0 4052
04.11.03 E 48 14. 23,60 250,0 966

02.12.03 M 44 17. 8,40 119,0 4507

Tab. 8: Liste Auswertung Abradate

HNr. | Zt. | U |PRB|PRA|PR-C| | U |PR-B|PR-A|PRC
Friihe und mittlere Proliferationsphase, n=12

H 3507 | 3./4. | Cyt 1 1 0 nuc 1 1 0
H 3520 | 5./6. | Cyt 2 2 0 nuc 2 2 0
H 3522 6. cyt 2 2 2 nuc 2 2 2
H 3516 7. cyt 2 2 2 nuc 3 3 2
H 3526 7. cyt 1 1 0 nuc 1 1 0
H 3444 | 7./8. | Cyt 1 1 0 nuc 1 1 0
H 3447 8. cyt 2 2 1 nuc 3 3 1
H 3495 8. cyt 2 2 0 nuc 3 3 1
H 3494 8. cyt 2 3 2 nuc 3 3 1
H 3446 | 8.-10. | Cyt 2 2 2 nuc 2 2 1
H 3515 9. cyt 3 3 3 nuc 3 3 3
H 3455 10. cyt 3 3 3 nuc 3 3 3
Spéte Proliferationsphase, n=6

H 3448 | 12./13. | cyt 2 2 2 nuc 3 2 1
H 3527 | 12./13. | cyt 2 3 1 nuc 3 3 2
H 3532 | 13./14. | cyt 2 2 1 nuc 2 2 1
H 3496 14. cyt 2 3 2 nuc 3 3 2
H 3531 14. cyt 2 3 1 nuc 3 3 1
H 3523 | 14./15. | cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
Friihe Sekretionsphase, n=14

H 3536 15. cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3528 | 15./16. | cyt 2 2 1 nuc 3 3 1
H 3445 17. cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3451 | 17./18. | cyt 3 3 2 nuc 0 0 0
H 3513 18. cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3524 18. cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3525 18. cyt 3 3 1 nuc 3 3 1
H 3449 18. cyt 3 3 2 nuc 3 2 1
H 3454 | 18./19. | cyt 3 3 2 nuc 0 0 0
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H 3457 | 18./19. | cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3504 | 18./19. | cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3508 | 18./19. | cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3505 | 18./19. | cyt 3 3 2 nuc 3 3 2
H 3456 | 18./19. | cyt 2 2 1 nuc 3 2 1
Mittlere Sekretionsphase, n=>5
H 3529 | 19./20. | cyt 2 2 1 nuc 3 3 1
H 3519 21. cyt 2 2 1 nuc 2 2 1
H 3452 | 22./23 | cyt 2 2 1 nuc 2 1 0
H 3517 | 22.-24. | cyt 2 2 1 nuc 2 2 |
H 3537 23. cyt 2 2 1 nuc 2 2 1
Spéte Sekretionsphase, n=9
H 3458 24. cyt 2 2 1 nuc 2 2 1
H 3506 24. cyt 2 2 1 nuc 2 2 1
H 3518 24. cyt 2 2 1 nuc 2 2 0
H 3534 | 24./25. | cyt 1 1 0 nuc 2 2 0
H 3538 | 24.-26. | cyt 2 2 0 nuc 2 2 0
H 3450 25. cyt 0 0 0 nuc 0 0 0
H 3521 | 25./26. | cyt 2 2 1 nuc 2 2 0
H 3497 26. cyt 2 2 0 nuc 2 2 0
H 3533 26. cyt 2 2 0 nuc 2 2 0
Tab. 9: Liste Auswertung Getrennte Zellen
Datum | Zt. | |PR-B|PR-A|PR-C| | |PR-B|PR-A[PR-C

Friihe und mittlere Proliferationsphase, n=5

14.02.03E | 3./4. | Epi 1 1 1 Str 2 1 1
22.07.03 E 5./6. | Epi 2 2 1 Str 3 3 1
21.02.03 E 7. Epi 2 2 1 Str 2 1 2
29.07.03 L 10. | Epi 3 3 2 Str 3 3 3

12.02.03 E 10. | Epi 3 3 3 Str 3 3 3
Spéte Proliferationsphase, n=3 bzw. 4

19.02.03 E | 13./14. | Epi | Keine | Probe Str 3 3 1
03.07.03 L | 13./14. | Epi 3 3 3 Str 3 3 3
05.02.03 L 14. | Epi 3 3 3 Str 3 3 2
04.11.03 E 14. | Epi 3 3 3 Str 3 3 2
Friihe Sekretionsphase, n=10

18.03.03 E | 15./16. | Epi 3 3 3 Str 3 3 2
15.05.03 K | 15./16. | Epi 3 3 3 Str 3 3 3
02.12.03 M 17. | Epi 3 3 3 Str 3 3 3
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12.03.03 E 17. Epi 2 2 2 Str 3 2 1
20.10.03 E1 17. Epi 2 2 2 Str 2 2 2
21.03.03 E | 17./18. | Epi 2 2 2 Str 3 3 3
09.04.03 L 18. Epi 2 2 2 Str 2 2 1
06.05.03 L 18. Epi 3 2 3 Str 2 1 2

11.04.03 E | 18./19. | Epi 3 3 3 Str 2 2 2
06.05.03M | 18./19. | Epi 2 2 2 Str 2 2 1
Mittlere Sekretionsphase, n=2 bzw. 3

07.02.03 E | 19./20. | Epi 3 3 3 Str 1 1
25.03.03 E | 20.-22. | Epi | Keine | Probe Str 2 1
24.06.03 M 21. Epi 1 1 1 Str 2 1
Spéte Sekretionsphase, n=6

25.06.03 E 24, Epi 1 1 1 Str 2 2 1
28.10.03 L 24, Epi 1 1 1 Str 2 2 1

18.02.03 E 25. Epi 1 1 1 Str 1 1 0
02.10.03 L 25. Epi 1 0 0 Str 2 2 0
26.03.03 E 26. Epi 1 0 0 Str 1 1 0
26.08.03 E 26. Epi 1 0 0 Str 2 2 0

Tab. 10:  Liste Auswertung Kompartimente
H-Nr. Zt. PR-B PR-A PR-C

H 3507 3./4. n>c n=c n=c

H 3520 5./6. n>c n=c c>n

H 3522 6. c>n c>n c>n

H 3516 7. n>c n>c c>n

H 3526 7. n>c n>c n=c

H 3444 7./8. n>c c>n c>n

H 3447 8. n>c n>c n=c

H 3494 8. n>c n>c c>n

H 3495 8. n>c n>c n=c

H 3446 8.-10. n>c n>c n=c

H 3515 9. n>c n>c n>c

H 3455 10. n>c n>c c>n

H 3527 12./13. n>c n>c n>c

H 3448 12./13. n>c c>n c>n

H 3532 13./14. c>n c>n n=c

H 3496 14. n>c n>c n>c

H 3531 14. n>c n>c n=c

H 3523 14./15. n=c n=c c>n
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H 3536 15. n>c n=c c>n
H 3528 15./16. n>c n>c n>c
H 3445 17. n>c n>c cn
H 3451 17./18. Keine Probe

H 3449 18. n>c c>n cn
H 3513 18. n>c n>c c>n
H 3524 18. n>c n>c cn
H 3525 18. n>c n>c n=c
H 3454 18./19. Keine Probe

H 3456 18./19. n>c n>c c>n
H 3457 18./19. n>c n>c n>c
H 3504 18./19. n>c n>c c>n
H 3508 18./19. n>c n>c c>n
H 3505 18./19. n>c n>c c>n
H 3529 19./20. n>c n>c n=c
H 3519 21. n>c n=c n=c
H 3452 22./23. n>c c>n c>n
H 3517 22.-24. n>c n>c n=c
H 3537 23. c>n c>n n=c
H 3458 24, n>c n>c n>c
H 3506 24, n>c n=c c>n
H 3518 24, n>c c>n n=c
H 3534 24./25. n>c n=c c>n
H 3538 24.-26. cn cn c>n
H 3450 25. Keine Probe

H 3521 25./26. n>c n>c n=c
H 3497 26. n>c n>c cn
H 3533 26. n>c n>c n=c
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