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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das humane Myometrium
1.1.1  Aufbau und Funktion

Der weibliche Uterus besteht aus drei Schichten: Dem innen anliegenden Endometrium, einer
Schleimhautschicht, dem Myometrium in der Mitte und dem auflen anliegenden Perimetrium, einer
Bindegewebsschicht. Das Myometrium besteht aus drei kriftigen Schichten glatter Muskulatur, die
zirkuldr und longitudinal angeordnet sind, sowie aus Fibroblasten, Nervengewebe und Blutgefdfen.
Eine Besonderheit der glatten Muskulatur liegt in der strukturellen Kopplung der einzelnen
Muskelfilamente tiiber Intermedidrfilamente und Verdichtungszonen (,,dense bodies”). Das so
entstehende Netzwerk ermdglicht die flexible Anpassung an die hohen Anforderungen, die
beispielsweise wihrend der Schwangerschaft oder der Geburt an das Myometrium gestellt werden. Bei
nicht schwangeren Frauen dndert sich die Kontraktilitit des Myometriums je nach hormoneller
Zyklusphase der Frau. Bei Schwangeren hingegen muss durch Relaxation des Myometriums die
storungsfreie Austragung des Kindes gewihrleistet werden. Erst gegen Ende der Schwangerschaft
erfolgt durch kréftige und rhythmische Kontraktionen eine Wehentétigkeit, die die Geburt des Kindes
einleitet (Aguilar and Mitchell, 2010; Jollie and Wynn, 2013).

Die grundlegende Funktionseinheit der Muskulatur bilden das Aktin- und das Myosinfilament. Am
Myosinkopfchen befinden sich drei funktionell wichtige Bereiche: Ein Bereich fiir die Interaktion mit
Aktin, eine Bindestelle fiir ATP, das mithilfe des Enzyms ATPase hydrolysiert werden kann, und eine
leichte Kette, die wichtig fiir die Regulation des Kontraktionszykluses ist. Im Ruhezustand liegt Aktin
mit Myosin im 90° Winkel fest verbunden vor, am Myosinkdpfchen ist ein ATP-Molekiil gebunden.
Der Querbriickenzyklus, also der Ablauf einer vollstindigen Kontraktion, wird durch das intrazellulire
Vorhandensein von freiem Ca?" iniziiert. Vier Ca**-Ionen binden an das Regulatorprotein Calmodulin,
der Komplex aktiviert die Mysin-Leichtketten-Kinase (myosin light chain kinase, MLCK). Die MLCK
phosphoryliert die Leichtkette des Myosins, was zur Hydrolyse des gebundenen ATP durch die ATPase-
Aktivitdt der schweren Kette des Myosins fiihrt. Durch die so freiwerdende Energie und die Dissoziation
des abgespaltenen ADP und des Phosphatrests klappt die Aktin-Myosin-Verbindung in einem 45°
Winkel um, dabei wird das Aktin-Filament verschoben. Da alle Aktin-Filamente gegeneinander
verschoben werden, verkiirzt sich der Muskel innerhalb eines solchen Zyklus, er kontrahiert. Um den
Ausgangszustand wieder zu erreichen, wird ein neues ATP-Molekiil am Myosinkopfchen gebunden,

wodurch die Verbindung mit Aktin wieder im 90° Winkel vorliegt (Adelstein and Eisenberg, 1980).
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1.1.2  Regulation der Kontraktilitit des Myometriums

Die Kontraktilitit des humanen Myometriums wird iiber ein Zusammenspiel verschiedener
Regulationswege beeinflusst. Viele der beteiligten Signalwege sind bisher nicht vollstindig geklart.
Bekannt ist, dass die intrazellulidre Konzentration von Ca®*-Ionen, welche eine Grundvorraussetzung fiir
das Auslosen von Kontraktionen ist, iiber neuronale, hormonelle, parakrine und autokrine Faktoren
beeinflusst werden kann. Aber auch ohne eine direkte Erhéhung der intrazelluliren Ca**-Konzentration
konnen Kontraktionen iiber eine Ca**-Sensitivierung ausgeldst werden (Aguilar and Mitchell, 2010).
Die elektrische Erregung wird dhnlich wie bei den Muskelzellen des Herzens von den Myozyten im
Myometrium selbst generiert. Ein grofer Unterschied besteht allerdings darin, dass es beim
Myometrium kein festes Reizleitungssystem und keinen lokalisierbaren Ausgangspunkt der
Erregungsbildung gibt. Spontane Depolarisationen einzelner Myozyten iibernehmen eine Art
Schrittmacherfunktion, moglicherweise gesteuert durch eine verminderte Permeabilitit fiir K'- und eine
erhohte Permeabilitit fiir Na'-Ionen. Die rhythmische Kopplung der Myozyten wird iiber Gap Junctions
gewihrleistet. Es besteht die Annahme, dass sich ausbreitende Aktionspotenziale rdumlich und zeitlich
koordinierte Ca**-Wellen, also plotzliche Konzentrationszunahmen von Ca**-Ionen, auslésen kdnnen
(Garfield and Maner, 2007).

Die neuronale Beeinflussung der Kontraktilitit des humanen Uterus erfolgt zu grolen Teilen durch
sympathische Nervenfasern, vor allem der Tubenwinkel und die Zervix sind dicht innerviert. Corpus
und Fundus uteri weisen eine eher geringe Dichte an Nervenfasern auf. Die vier Rezeptortypen, die im
humanen Uterus im Rahmen der sympatischen Innervation nachgewiesen wurden, sind a.i-, a»-, Bi1- und
B:-adrenerge Rezeptoren (Bottari et al., 1985; Jacobs et al., 1985). Die Aktivierung von a;- und a,-
adrenergen Rezeptoren 16st in der Regel eine Verstérkung der Kontraktionen aus (Bottari et al., 1985),
iiber den B.-adrenergen Rezeptortyp kann eine Verstiarkung der Relaxation erreicht werden (Liu et al.,
1998). Die Parasympathikus-vermittelnde Innervation des Uterus zeigt ein dhnliches Muster wie die
sympatische Versorgung. Auch hier ist die gro3te Dichte von Nervenfasern im Bereich der Zervix zu
finden, der Rest des Uterus ist geringer innerviert (Morizaki et al., 1989). Im Tiermodell der Ratte konnte
Carbachol, ein synthetisches Strukturanalogon des Acetylcholins, Kontraktionen des Uterus auslosen
(Kitazawa et al., 2008).

Die hormonelle Regulation der Kontraktilitit des Myometriums erfolgt mafBgeblich {iber die
Geschlechtshormone Ostrogen, Progesteron und Oxytocin, die je nach Zyklusphase unterschiedliche
Funktionen iibernehmen. Der weibliche Menstruationszyklus ist in zwei Phasen unterteilt: Der
Follikelphase zu Beginn und der Lutealphase, die nach dem Eisprung an die erste Phase anschlief3t. In
der Follikelphase wird die Gebarmutterschleimhaut aufgebaut. Progesteron ist hier in geringer
Konzentration vorhanden, die Ostrogenkonzentration hingegen steigt stetig. In dieser Phase wird die
sonst negative Riickkopplung iiber die gonadotropen Hormone der Hypophyse LH und FSH in eine

positive Riickkopplung umgewandelt. Durch den so entstechenden LH-Peak wird die Ovulation
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ausgeldst. Die anschlieBende Lutealphase ist vom Endometriumwachstum und vom Driisen- und
Glykogeneinbau geprégt, am Ende wird durch die einsetzende Menstruation die oberste Schicht des
Endometriums abgestoBen und der Zyklus beginnt von Neuem. Die Konzentration von Ostrogen sinkt
in der Lutealphase ab, hier wird nun aus dem Gelbkorper sezerniertes Progesteron das dominierende
Hormon (Reed and Carr, 2000). Durch den Einfluss von Ostrogen werden im Myometrium vermehrt
gap junctions eingebaut, die Zahl an Oxytocinrezeptoren steigt an. Durch diese und viele weitere
Umbauvorginge wird durch die Ostrogen-Wirkung die Kontraktilitit des Myometriums in der
Follikelphase erhoht (Aguilar and Mitchell, 2010; Bulletti et al., 2000). Dies kann den
Spermientransport und die Befruchtung der Eizelle erleichtern. Die Wirkung von Progesteron hingegen
ist kontraktionshemmend. Damit wird in der Lutealphase die AbstoBung einer befruchteten Eizelle

verhindert und deren Einnistung in die Gebarmutterwand erleichtert (Csapo, 1956).

Growing follicle OVl;latiOl‘l Corpus luteum Corpus albicans

Ovarian
cycle

Body
temp.

Lutenizing hormone (LH)

Follicle-stimulating
e hormone (FSH)

Anterior
pituitary
hormones

Estradiol (E2)

Ovarian
hormones

Uterine
cycle

i% ; 58 8§ &3S

Menses | Menses

<«— Follicular phase —» ! <«— Luteal phase ———>» !

o days 14 days 28 days

Ovulation

Abildung 1: Der weibliche Zyklus (https://microbenotes.com/menstrual-cycle Stand 23.03.2021).
In der Proliferationsphase (1. Zyklushilfte, hier Follikelphase genannt) ist Ostradiol das dominierende
Hormon, die steigende Konzentration fiihrt {iber eine positive Riickkopplung mit LH zur Ovulation am
14. Zyklustag. Die Gebdrmutterschleimhaut beginnt nach erfolgter Menstruation den erneuten Autbau.
In der Lutealphase (2. Zyklushilfte) proliferiert die Schleimhaut verstirkt, Progesteron und Ostradiol

liegen in hoher Konzentration vor.
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Das Neuropeptid Oxytocin wird im Hypothalamus synthetisiert und tiber die Hypophyse ausgeschiittet,
aufgrund seiner nachgewiesenen kontraktionsfordernden Wirkung wird es in der Geburtshilfe als
Medikament eingesetzt. Oxytocin spielt im Korper nicht nur eine wichtige Rolle bei der Geburt, sondern
ist auch bei der Laktation und beim Festigen von sozialen Bindungen beteiligt (Blanks and Thornton,
2003; Jenkins and Nussey, 1991).

Uber parakrine Regulationsmechanismen beeinflussen Prostaglandine die Kontraktilitit im humanen
Myometrium. Sie werden im nicht schwangeren Zustand hauptséchlich in den glanduléren Zellen des
Endometriums sezerniert (Leidenberger et al., 2014). Uber eine Erhdhung der intrazelluliren Ca*'-
Konzentration wirken die beiden Prostaglandine PGE; und PGF,, kontraktilitdtssteigernd. PGE, wirkt
hierbei iiber EP;- und EPs3-Rezeptor-vermittelte Signalwege und PGF,, iiber den FP-Rezeptor-
vermittelten Signalweg. Prostaglandine, die im Myometrium iiber parakrine Mechanismen einen
hemmenden Einfluss auf die Kontraktilitét erzielen, sind beispielsweise Prostaglandine wie PGI, oder
PGD; (Arulkumaran et al., 2012; Mueller et al., 2006a).

Eine weitere Moglichkeit der Regulation der uterinen Kontraktilitit ist die Ca®" -Sensitivierung, ein
Signalweg, der ohne eine Erhohung der Ca®" - Konzentration zur Verstirkung der Kontraktilitit des
Myometriums fithrt. Diesem Mechanismus liegen zwei Schliisselenzyme zugrunde, die auf die MLC
und somit auf die Kontraktionen des Myometriums Einfluss nehmen konnen: Die
Myosinleichtkettenkinase (myosin light chain kinase, MLCK) und die Myosinleichtkettenphosphatase
(myosin light chain phosphatase, MLCP). Die MLCK phosphoryliert die MLC, wihrend die MLCP eine
Dephosphorylierung der MLC bewirkt. Wie zuvor beschrieben, fiihrt die Phosphorylierung von MLC
zum Umklappen der Aktin-Myosin-Verbindung, das Muskelfilament kontrahiert. Somit fiihrt eine
Aktivierung der MLCK oder eine Inaktivierung der MLCP zur Ausldsung von Kontraktionen. Die
Aktivitit der MLCP hingt maBgeblich von der Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit
MYPTI ab. Die Phosphorylierung von MYPTT1 fiihrt hierbei zu einer verminderten Aktivitiat der MLCP.
Beide Schliisselenzyme konnen durch die Rho-Kinase (ROCK) im Sinne einer Kontraktionsforderung
beeinflusst werden, entweder durch direkte Phosphorylierung von MLC oder durch Phosphorylierung
von MYPT1. ROCK selbst kann iiber RhoA, einem Mitglied der Familie der monomeren GTPasen der
Ras-dhnlichen Proteine (Ras homolog, Rho) aktiviert werden (Grassie et al., 2011; Sward et al., 2003).
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Abildung 2: Regulation der Kontraktilitiit des humanen Myometriums (modifiziert nach Meinert
Breckwoldt, 2011) Die Kontraktilitit des humanen Myometriums wird iiber viele verschiedene
Hormone und Neuropeptide reguliert. Eine Forderung der Kontraktilitét erfolgt iiber Oxytocin, PGFa,
Acetylcholin (ACH) oder a-Adrenergika, eine Herabsetzung der Kontraktilitdt kann tiber Progesteron,
cAMP, oder PB,-Sympathomimetika erreicht werden. Auch iiber die RhoA/ROCK-vermittelte
Phosphorylierung von MLC oder iiber die Hemmung der MLCP werden Kontraktionen des

Myometriums gefordert.

1.1.3 Verinderungen des Myometriums wihrend der Schwangerschaft

Im Rahmen einer Schwangerschaft durchléuft der Uterus Verédnderungen auf struktureller, hormoneller
und auf zelluldrer Ebene. Nicht nur die Gro8e muss um ein Vielfaches ansteigen um dem wachsenden
Fetus ausreichend Platz zu bieten, auch beziiglich der hormonellen Regulation, der Protein-Expression,
dem Besatz an Rezeptoren und der nervalen Innervation gibt es viele Unterschiede im Vergleich zum
nicht schwangeren Zustand (Knight et al., 2018; Tingaker and Irestedt, 2010; Zhou et al., 2000). Die
Uterusmuskulatur liegt wéhrend der Schwangerschaft physiologischerweise in einem dauerhaft
relaxierten Zustand vor, um die Austragung des Kindes nicht zu gefdhrden (Garfield and Maner, 2007).
Eine zentrale Rolle spielen die Verdnderungen des hormonellen Einflusses. Wo sich bei nicht
schwangeren Frauen je nach Zyklusphase die Dominanz von Ostrogen oder Progesteron abwechseln,
liegen im schwangeren Uterus beide Hormone zur gleichen Zeit in erhdhter Konzentration vor. Die
Progesteron-Konzentration fallt nicht wie nach der zweiten Zyklushélfte ab, um die Menstruation und
somit Abstofung der Gebarmutterschleimhaut einzuleiten. Die im schwangeren Zustand bleibend hohe
Konzentration von Progesteron, das nun auch von der sich ausbildenden Plazenta sezerniert wird, sorgt

fiir die Einnistung der befruchteten Eizelle. Weitere Progesteron-vermittelte Wirkungen sind die
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Unterdriickung der Ausbildung und Funktion von Gap junctions, die Verzdgerung der
Ostrogenrezeptorsynthese und die Zunahme der Synthese von B,-Rezeptoren, wodurch es zu einem
Uberwiegen der Pr-adrenergen Wirkung im graviden Uterus kommt. Die Konzentration von Ostrogen
steigt kontinuierlich bis zur Geburt an. Auch hier wird ein Teil der Hormonproduktion von der sich
bildenden Plazenta iibernommen. Ostrogene fithren withrend der Schwangerschaft zu einer Zunahme
der Connexin- und somit auch Gap junctions- Bildung und fordern die Bildung von Prolaktin gegen
Ende der Schwangerschaft, was fiir die Laktation notwendig ist. Als drittes zentrales Hormon wird
humanes Gonadotropin (hCG) zunichst durch den Gelbkdrper im Ovar gebildet, bis schlieflich die
entstandene Plazenta die Hormonproduktion iibernimmt und der Gelbkdrper degeneriert. Eine
Hauptfunktion von hCG ist durch Stimulation der Progesteron- und Ostrogen-Bildung die
Schwangerschaft aufrecht zu erhalten (Costa, 2016; Kumar and Magon, 2012). Eine Vielzahl weiterer
Hormone und Neuropeptide wie zum Beispiel Vasopressin, Corticotropin Realising Hormone (CRH),
Relaxin oder die Gruppe der Prostaglandine konnen regulierend auf die Kontraktilitat einwirken (Kumar
and Magon, 2012; Vannuccini et al., 2016). Auch einige Signalwege des Immunsystems konnten den
Kontraktilitidtszustand beeinflussen. Es wurde gezeigt, dass Mediatoren wie Interleukine
kontraktionsfordernd oder relaxierend am Myometrium wirken kdnnen (Osman et al., 2003).

Die nervale Innervation, die schon im nicht schwangeren Zustand eher schwach ausgepréigt war, bildet
sich wiahrend der Schwangerschaft noch stirker zuriick. Am Uterus der Ratte und auch am humanen
Uterus konnte gleichermaflen ein Riickgang von adrenergen und cholinergen Nervenfasern gezeigt
werden (Brauer and Smith, 2015; Haase et al., 1997; Morizaki et al., 1989).

Zur Vorbereitung der Geburt steigt gegen Ende der Schwangerschaft auf hormoneller Ebene der Besatz
mit Oxytocin-Rezeptoren an. Dieser Umbau steht im Verdacht eine Vorbereitung auf die
Geburtsauslosung zu sein, da gezeigt werden konnte, dass Oxytocin maB3geblich an den Geburtswehen
beteiligt ist (Blanks and Thornton, 2003). Auch die Anzahl an gap junctions steigt am Ende der
Schwangerschaft, was ebenfalls der besseren Kopplung der Geburtswehen dienen konnte (Garfield and
Hayashi, 1981). Das Progesteron-Level sinkt vor der Geburt ab, die Prostaglandin-Produktion steigt an
(O'Brien, 1995; Sellers et al., 1982). Beziiglich des Signalwegs der Ca”—SensitiVierung konnte gezeigt
werden, dass RhoA im schwangeren humanen Myometrium exprimiert wird und dass die Expression
der beiden Effektorproteine von RhoA ROCK1 und ROCK2 am Ende der Schwangerschaft erhoht
vorlag (Moran et al., 2002).

Neben den hormonellen Verdnderungen am Ende der Schwangerschaft und der verdnderten
Proteinexpression, konnten mechanische Faktoren ebenfalls zur Geburtsauslosung beitragen. Es
herrscht ein grofes Uterusvolumen und damit eine hohe Wandspannung. Wie genau all diese Faktoren
zur Einleitung der Geburt zusammenspielen, um die rdumlich und zeitlich koordinierten kréftigen
Kontraktionen auszuldsen, die als Wehen das Kind zur Welt bringen sollen, ist bislang noch ungeklért

(Aguilar and Mitchell, 2010; Garfield et al., 1978). Etwa 77% der perinatalen Todesfélle sind durch das
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frithzeitige Einsetzen der Wehen unter einer Schwangerschaftsdauer von 37+0 Wochen begriindet.
Durch welche Mechanismen es zur Auslosung vorzeitiger Wehen kommt und wie man dies frithzeitig
erkennen und verhindern kann, bendtigt in Zukunft noch viele weitere Untersuchungen und
Erkenntnisse (Schleussner, 2013). So ist beispiclsweise die wichtige wehenausldsende Rolle von
Oxytocin bekannt, aber auch nach Ausschaltung des Oxytocin-Rezeptors durch Gendepletion in Madusen
konnte eine normale Geburt stattfinden (Nishimori et al., 1996; Young et al., 1996). Weiterhin konnten
veroffentlichte Untersuchungen keinen Wirksamkeitvorteil von Atosiban, einem Antagonisten am
Oxytocin-Rezeptor, gegeniiber anderen tokolytischen, also wehenhemmenden Stoffen bei Frauen mit
frithzeitigen Wehen finden (Papatsonis et al., 2005) Die Riickbildung der neuronalen Strukturen
wahrend der Schwangerschaft und die Moglichkeit der vaginalen Geburt bei Patientinnen mit
Riickenmarksverletzungen (Sterling et al., 2013) zeigen dennoch, wie wichtig die parakrine Regulation
zur Einleitung der Geburt sein kdnnte. Die Vermittlung {iber G-Protein gekoppelte Rezeptoren konnte
hierbei eine bedeutende Rolle spielen, da viele Hormone und parakrine Faktoren ihre Wirkung iiber

einen solchen Signalweg entfalten.

1.2 Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine stellen einen zentralen Schaltermechanismus in der Signaliibertragung von
extra- nach intrazelluldr dar. Sie bestehen aus drei Polypeptiden, der a-Untereinheit (39-45 kD), der B-
Untereinheit (35-39 kD) und aus der y-Untereinheit (6-8 kD). Die a-Untereinheit besitzt eine
Bindungsstelle fiir GTP oder GDP und eine funktionelle GTPase-Doméne, die die Hydrolyse von
gebundenem GTP zu GDP katalysiert. Es gibt 28 verschiedene Formen der a-Untereinheit, die durch 16
Gene kodiert werden. Aufgrund der Homologien in der Aminosiuresequenz und der Funktion existiert
eine Einteilung in vier Familien anhand der o-Untereinheiten. Diese sind die Gos-, Gatijo-, GOlg/11-, und
Gouyz-Familie. Uber die a -Untereinheit erfolgt zudem die Namensgebung fiir das jeweilige
heterotrimere G-Protein. Eine Moglichkeit zur experimentellen Differenzierung zwischen Gas und Gaio
ist die Sensitivitit gegeniiber Toxinen. Gos-Proteine werden durch ADP-Ribosylierung durch das
Cholera-Toxin permanent aktiviert, wahrend nur Mitglieder der Gai,-Proteine durch das Pertussis-
Toxin ADP-ribosyliert und damit von der Aktivierung durch Rezeptoren (siche 1.2.1) entkoppelt
werden. Die beiden anderen Untereinheiten  und y bilden {iber eine nicht-kovalente Bindung einen
Komplex und agieren als funktionelle Einheit. Die B-Untereinheit besitzt fiinf Isoformen, die y-
Untereinheit 12 Isoformen (Milligan and Kostenis, 2006). In GTP-gebundener Form sind heterotrimere
G-Proteine aktiv und kdnnen nachgeschaltete Effektormolekiile aktivieren, in GDP-gebundener Form

liegen sie im inaktiven, heterotrimeren Zustand vor (McCudden et al., 2005).
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1.2.1 Funktion und Regulation der Aktivitiit heterotrimerer G-Proteine

Der Aktivierungszyklus eines heterotrimeren G-Proteins beginnt mit der Aktivierung eines G-Protein
gekoppelten Rezeptors (G protein coupled receptor, GPCR) durch Bindung eines Liganden an der N-
terminal gelegenen Bindungstasche. Die Ligandenbindung bewirkt eine Konformationsénderung des
nun aktivierten Rezeptors und diese iibertrdgt sich auf das heterotrimere G-Protein, das mit der C-
terminalen Seite des Rezeptors interagiert. Die Konformationsénderung induziert eine Freisetzung des
im inaktiven Zustand in der a-Untereinheit gebundenen GDP. Da die zytosolische Konzentration von
GTP viel hoher liegt als von GDP, bindet nun ein GTP-Molekiil an die Bindungsstelle der a-
Untereinheit. Dieser Austausch fiihrt zu einer erneuten Konformationsianderung und das heterotrimere
G-Protein dissoziiert in zwei Teile, in die GTP-gebundene a-Untereinheit (Go-GTP) und den By-
Komplex (GBy). Ga-GTP und GPy konnen jeweils verschiedene Effektormolekiile und somit
Signalwege in der Zelle regulieren, wodurch eine Vielzahl an Prozessen, wie Zellwachstum,
Differenzierung, Metabolismus oder auch Neurotransmission und Chemorezeption stimuliert oder
gehemmt werden konnen (Wall et al., 1998). Der By-Komplex kann zum Beispiel zusétzlich direkt
Ionenkanile regulieren (Clapham and Neer, 1993). Durch Hydrolyse des gebundenen GTPs in GDP
durch die intrinsische GTPase-Aktivitit der a-Untereinheit dndert sich deren Konformation erneut, was
eine Wiederanlagerung des By-Komplexes ermoglicht. Das Signal ist somit abgeschaltet, das G-Protein
liegt wieder im inaktiven Zustand vor. Die Aktivitit der GTPase-Doméne der a-Untereinheit wird durch
die intrinsische Hydrolyserate bestimmt. Zusétzlich kénnen Regulatoren wie die Phospholipase C- und
die Gruppe der ,,Regulator of G-Protein Signaling” (RGS) die GTPase-Doméne beeinflussen. Beide
beschleunigen als GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) die Hydrolyse des gebundenen GTPs, der
inaktive Zustand des G-Proteins wird somit schneller erreicht (Berstein et al., 1992; Wieland and Chen,

1999).
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Abbildung 3: Aktivierungszyklus heterotrimerer G-Proteine (Stewart et al., 2012). Bindung eines
Agonists fithrt zur Aktiverung des GPCRs, GDP dissoziiert und GTP wird an die a-Untereinheit
gebunden. Durch Konformationsénderung teilt sich das G-Protein in a-GTP und den By-Komplex, die
beide mit nachgeschalteten Effektoren interagieren kénnen. Durch Hydrolyse des GTPs wird der

Aktivierungszyklus beendet.
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1.3 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) ist mit etwa 800 Mitgliedern eine der
grofiten Proteingruppen des menschlichen Genoms. Die meisten GPCRs sind in der Plasmamembran
lokalisiert und dienen zur Ubersetzung extrazelluldrer Stimuli in intrazellulire Signale. Aufgrund ihrer
zentralen Rolle in vielen verschiedenen Signalwegen sind GPCRs ein wichtiger Angriffspunkt fiir die
Pharmakotherapie (Klabunde and Hessler, 2002; Sriram and Insel, 2018). Es werden vier verschiedene
Klassen unterteilt: Die Rhodopsin-dhnlichen GPCRs (Klasse A), die Sekretin-dhnlichen (Klasse B), die
metabotropen Glutamatrezeptoren (Klasse C) und die Frizzled-Klasse. Die Rhodopsin-dhnlichen
Rezeptoren stellen die weitaus grofite und am besten untersuchteste Gruppe dar (Jacoby et al., 2006).
GCPRs sind heptahelikale Proteine, da sie aus sieben membrandurchspannenden Helices bestehen, die
drei intrazellulire und drei extrazellulire Schleifen bilden. Uber die N-terminale Seite im
Extrazelluldrraum kann die Interaktion mit einem spezifischen Liganden vermittelt werden. Weitere
mogliche Angriffspunkte fiir die Ligandenbindung sind die extrazelluldren Schleifen oder die
Transmembrandoménen (Oldham and Hamm, 2008). Das C-terminale Ende im Intrazelluldrraum
interagiert meistens iiber eine Konformationsidnderung mit einem gekoppelten heterotrimeren G-
Protein, allerdings sind auch G-Protein-unabhéngige Signalwege iiber Proteine wie Tyrosinkinasen, G-
Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen oder Arrestine moglich (Pierce et al., 2002; Ritter and Hall, 2009).
GPCRs konnen als Homodimere, Heterodimere oder in komplexen Rezeptosomen organisiert vorliegen.
Die Aktivierung erfolgt {iber eine Vielzahl verschiedener Liganden wie biogene Amine, Nukleinsdure-
Derivate, Lipide, Peptide, Proteine oder bei den verschiedenen Rhodopsinen sogar {iber Photonen
(Jacoby et al., 2006). Auch ohne Ligandenbindung kénnen GPCRs konstituiv aktiv sein, das heil3t es
liegt fiir jeden Rezeptor ein spezifisches Gleichgewicht zwischen dem aktiven und inaktiven Zustand

des Rezeptors vor (Weiss et al., 1996).

1.3.1 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

Es gibt zwei verschiedene Arten von Acetylcholinrezeptoren: Die muskarinischen
Acetylcholinrezeptoren (mAChRs), welche als metabotrope GPCRs unterschiedliche intrazelluldre
Signalkaskaden auslosen konnen und die nikotinischen (nAChRs), die ligandgesteuerte lonenkanélen
sind. Muskarinische Acetylcholinrezeptoren werden im zentralen und auch peripheren Nervensystem
exprimiert, sowie in in vielen Erfolgsorganen des parasympathischen Nervensystems wie dem Herzen,
den Atemwegen, dem Magen-Darm-Trakt, der Blase oder dem Auge. Es werden fiinf Typen (M1-M5)
unterschieden, die aufgrund ihrer Signalweiterleitung in zwei Gruppen eingeteilt werden konnen: Die
Gruppe der M1-dhnlichen Rezeptoren besteht aus dem M1-, M3-, und M5 mAChR. Diese Gruppe ist
an ein Gog-Protein gekoppelt und erhoht nach Aktivierung iiber die PLC-B die intrazelluldre

Konzentration von IP; und DAG. Die Wirkung ist je nach Expressionsort sehr vielfaltig, der M1-Typ
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wird vorrangig im Gehirn exprimiert und beeinflusst kognitive Funktionen, wie Lernen oder
Aufmerksamkeit. Der M3-Typ wirkt an den Atemwegen bronchokonstriktorisch, an der glatten
Muskulatur des Magen-Darm-Trakts fordert er die Peristaltik, am M. detrusor vesicae wirkt er
kontraktionssteigernd. Der M5-Typ konnte eine Rolle im Belohnungssystem spielen, er wurde in
dopaminergen Neuronen des ZNS nachgewiesen (Vuckovic et al., 2019) . Die zweite Gruppe der M2-
dhnlichen mAChRs besteht aus dem M2- und dem M4-Typ. Nach Agonistenbindung am Rezeptor wird
iiber das inhibitorische G-Protein Go; die Aktivitit der Adenylylcyclase gehemmt, und damit
intrazelluldr weniger cAMP produziert. Dariiberhinaus kann z.B. der PBy-Komplex des Gi-Proteins
spezifische Kaliumkanile, so gennante GIRKs, aktivieren (Logothetis et al., 1987). Der M2 mAChR ist
vorrangig am Herzen lokalisiert. Seine Aktivierung senkt die Frequenz des Herzschlags und die
Kontraktionskraft des Herzmuskels. Der M4-Typ wurde im ZNS, der Lunge und im Ileum
nachgewiesen, eine mogliche Beteiligung an Dopamin-vermittelten Signalwegen wird diskutiert (Fink-

Jensen et al., 2003).

1.3.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren im Myometrium

GPCR-abhéngige Signalwege spielen im Myometrium bei der Regulation von Wachstum und
Differenzierung, vor allem aber bei der Beeinflussung des kontraktilen Apparats eine zentrale Rolle. Je
nach gekoppeltem heterotrimeren G-Protein und nachgeschaltetem Signalweg konnen GPCRs entweder
die Kontraktion oder Relaxation der Uterusmuskulatur fordern. Als Liganden spielen die Katecholamine
Noradrenalin und Adrenalin, Acetylcholin, Hormone wie Oxytocin oder Neuropeptide wie Vasopressin

eine wichtige Rolle.

Tabelle 1: Ubersicht der G-Proteine im Myometrium (Fuchs, 1995; Sanborn et al., 1998).

Heterotrimeres Funktion im
Wirkung auf Effektormolekiile GPCRs
G-Protein Myometrium
Stimulation Adenylylcyclase ) B2-Adrenorezeptoren,
Gug . relaxierend
(cAMP 1), Offnung Ca**-Kanile 5-HT-Rezeptoren
Hemmung Adenylylcylase
s Yy . ' OXTR, M2 mAChR,
Gaif (cAMP |), Ga; zusiétzlich: Offnung = kontraktionsférdernd
Gaz, Goir-3 oz-Adrenorezeptoren
von K*-Kanile
Stimulation Phospholipase Cf3 ) OTXR, M3 mAChHR,
Gaq, Gorr kontraktionsfordernd
(IP; & DAG 1) ai-Adrenorezeptoren
Stimulation Phospholipase Cj3 )
Gay kontraktionsfordernd OTXR
(IP; & DAG 1)
Gaiz13 unbekannt Na'/H" - Austausch unbekannt
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Die meisten Untersuchungen von GPCRs im Myometrium wurden bislang am Oxytocin-Rezeptor
(OTXR) durchgefiihrt. Er zdhlt zur Klasse A der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren und wird in
verschiedenen Geweben des Korpers exprimiert. Im Myometrium ist die Expression von Oxytocin-
Rezeptoren maBgeblich an der Entstehung und Anpassung der Wehentitigkeit bei vorliegender
Schwangerschaft beteiligt. Dies wird tiber den Gag -gekoppelten Signalweg vermittelt, was durch
Aktivierung des OTXRs zur Aktivierung der PLC-$ und zur Erh6hung von IP; und DAG fiihrt. Durch
die so erreichte verstirkte Ca*'-Freisetzung wird die Kontraktilitit des Myometriums erhdht (Blanks
and Thornton, 2003; Gimpl and Fahrenholz, 2001). Am Myometrium von Ratten konnte gezeigt werden,
dass der Oxytocin-Rezeptor auch an Gai-Proteine gekoppelt werden kann. Diese Kopplung trat bei
schwangeren Ratten verstirkt auf, wihrend in nicht schwangeren Ratten die Stimulation Gag-
gekoppelter Signalwege dominierte (Strakova and Soloff, 1997; Zhou et al., 2007).

Eine weitere wichtige Gruppe von GPCRs im Myometrium sind die Adrenorezeptoren, von denen vier
verschiedene Typen im humanen Myometrium exprimiert werden: oi, o2, Bi und B.. Je nach
Rezeptorbesatz konnen gegensitzliche Wirkungen erzielt werden: Uber den a;-Adrenorezeptor wird
durch den Gaog-gekoppelten Signalweg eine Erhohung von IP;und DAG erreicht, was intrazellular mehr
Ca*" freisetzt und somit zur Erhdhung der Kontraktilitit fiihrt. Ebenfalls kontraktionssteigernd wirkt die
Aktivierung von az-Adrenorezeptoren, hier jedoch iiber den Gaoi-vermittelten Signalweg durch die
Hemmung der Adenylylcyclase und der Senkung von freiem cAMP. Dem entgegen steht die Wirkung
des B2-Adrenorezeptors, tiber ein Gos-Protein wird die Adenylylcyclase stimuliert, was iiber mehr cAMP
zur Proteinkinase A vermittelten Erhohung der Aktivitit der MLCP und somit zur Relaxation der
Uterusmuskulatur fiihrt (Sanborn et al., 1998). Dieser Signalweg kann medikamentds im Rahmen der
Tokolyse, also der Wehenhemmung, beeinflusst werden. Durch Gabe von [,-Sympathomimetika wie
zum Beispiel Fenoterol kann bei vorzeitigen Wehen eine Verzogerung oder sogar der Geburtsstillstand
erreichen werden. In einer veroffentlichten Untersuchung wurde gezeigt, dass die beschriebene
gegensitzliche Wirkung der o,- und B-Adrenorezeptoren im Myometrium von nicht schwangeren
Frauen in Proben von schwangeren Frauen in eine eher synergistische Wirkung umschlug, weshalb die
Autoren weiterfilhrende Analysen beziiglich einer mdglichen effizienteren Tokolyse durch
Verabreichung eines Agonisten des a,-Adrenorezeptors zusétzlich zu Fenoterol vorschlugen (Zhou et
al., 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass bei schwangeren Frauen der Anteil an Gos-Proteinen im Myometrium
hoher liegt als bei nicht schwangeren Frauen, wihrend der Anteil an Ga; und Gog unveréndert war. Dies
konnte iiber die Gas-gekoppelte Adenylylcyclase und {iber die Erhéhung von cAMP einen moglichen
Mechanismus fiir die verstérkte Relaxation wéhrend der Schwangerschaft darstellen (Europe-Finner et
al., 1993). Spitere Untersuchungen stimmten mit dieser Theorie iiberein, da dort Hinweise aufgezeigt

wurden, dass die anfingliche Dominanz des Gas-gekoppelten Signalweges wihrend der

11



Einleitung

Schwangerschaft gegen Ende in ein Gaiq11-gekoppeltes System wechseln konnte (Europe-Finner et al.,
1996; Lajat et al., 1996).

Es wurden nur wenige Studien durchgefiihrt, um die Expression und mogliche Beteiligung
muskarinischer Acetylcholinrezeptoren an der Auslosung und Regulation der Kontraktilitidt des
Myometriums zu untersuchen. Auch liegen bisher funktionelle Erkenntnisse nur aus Tierversuchen mit
Meerschweinchen, Schweinen, Ratten und Méusen vor. Zwar war in verschiedenen Spezies oftmals eine
deutlich héhere Menge des M2 mAChR vorhanden, an Meerschweinchen konnte aber eine
hauptsichlich durch M3 mAChR-vermittelte kontraktile Antwort beobachtet werden, wéihrend der M2
mAChR nur eine untergeordnete, eher modulierende Rolle spielte (Leiber et al., 1990). Diese Ergebnisse
konnten bei Untersuchungen an Ratten bestétigt werden (Abdalla et al., 2004). Im Uterus des Schweins
konnte zwar der M3 mAChR nachgewiesen werden, nicht jedoch der M2-Typ, was Spezies-spezifische
Unterschiede in der Expression des Rezeptortyps vermuten lédsst (Kitazawa et al., 1999). Neuere
Erkenntnisse bestétigten die Co-Expression von M2- und M3 mAChR auch im Uterus der Maus, wobei
auch hier der M3-Typ hauptséchlich fiir die Carbachol-induzierten Kontraktionen verantwortlich war
und tiber eine M2 mAChR-Aktivierung nur eine Verstarkung des M3 mAChR-vermittelten Signalweges
erreicht werden konnte (Kitazawa et al., 2008). Eine weitere Arbeit untersuchte erstmals die Expression
von mRNA der muskarinischen Rezeptoren im humanen Myometrium. Es konnte die mRNA des M2,
M3 und M5 mAChR nachgewiesen werden (Saar, 2009). Welche Rezeptortypen am humanen
Myometrium an der Auslésung und Regulation von Kontraktionen beteiligt sein konnten, wurde bislang

nicht untersucht.

M2 receptor M3 receptor
M Brain Uterus

M Brain Uterus

441 bp
244 bp

Abbildung 4: Expression von M2 und M3 mAChR im Maus-Uterus (Kitazawa et al., 2008). Die
Expression von mRNA des M2 und M3 mAChR konnte im Uterus der Maus nachgewiesen werden. Zur

Positivkontrolle diente Gehirngewebe von Miusen.
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1.4 Regulators of G-protein Signaling (RGS)

Erstmals charakterisiert wurden die RGS Proteine in drei voneinander unabhingigen Arbeitsgruppen
(Druey et al., 1996; Koelle and Horvitz, 1996; Siderovski et al., 1996). Sie zeigten, dass die neue
Proteinfamilie den Zyklus von heterotrimeren G-Proteinen beeinflussen kann. Diese Erkenntnis
stammte von Studien mit Hefen wie A. nidulans und C. elegans (Wieland and Mittmann, 2003). Spétere
funktionelle Analysen prézisierten diese Entdeckung, indem sie zeigten, dass RGS-Proteine als GAPs
die intrinsische GTPase-Aktivitét der heterotrimeren G-Proteine Go; und Goq um ein Vielfaches steigern
konnen. Es wurden bislang 37 Familienmitglieder identifiziert, darunter befinden sich RGS und RGS-
dhnliche Proteine (Jules et al., 2015). Alle Mitglieder besitzen eine homologe, etwa 125 Aminoséduren
lange RGS- oder RGS-&hnliche Doméne, die unerlésslich fiir die GAP-Funktion ist, da sie die Bindung
an die Ga-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins vermittelt. Weitere Doménen, wie zum Beispiel
die GGL-Doméne, die eine By-Bindung vermittelt, die PDZ-Domine, die fiir die Interaktion mit anderen
Proteinen wichtig ist oder auch die Kinase-Doménen deuten auf zusitzliche Funktionen neben der GAP-
Funktion der RGS-Proteine hin. RGS-Proteine werden in 8 Unterfamilien unterteilt: RZ, R4, R7, R12,
RA, GEF, GRK, SNX. Die atypischen RGS-Proteine RGS22 und D-AKAP2 koénnen zu keiner

Unterfamilie zugeordnet werden.

GRK

PDZ-RhoGEF

RGS22® RGS22° LARG

115-RhoGEF
B GEF

Abbildung 5: Die Familie RGS-Proteine (Siderovski and Willard, 2005). RGS-Proteine werden in 8

Unterfamilien eingeteilt: RZ, R4, R7, R12, RA, GEF, GRK, SNX.
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Die Einteilung erfolgt anhand struktureller Merkmale, so sind beispielsweise die sieben Mitglieder der
R4 Unterfamilie mit 20-30 kD relativ kleine Proteine, die meist nur eine kurze Sequenz zusétzlich zur
C-terminalen RGS-Doméne aufweisen. Fast alle RGS-Proteine besitzen eine GAP-Funktion fiir Gaiyg,
wodurch ein Signalweg inaktiviert oder dessen Bindungskinetik und Spezifitét beeinflusst werden kann.
Eine Ausnahme stellt die RA-Unterfamilie dar, die aber aufgrund der sequenziellen Ahnlichkeiten
trotzdem zu den RGS-Proteinen gezéhlt wird (Ross and Wilkie, 2000). RGS-Proteine werden im
menschlichen Kdrper weit verbreitet und in unterschiedlichen Mustern exprimiert. Im Gehirn wurde die
mRNA von nahezu allen RGS-Typen nachgewiesen, in anderen Geweben fand man nur einzelne Typen,
wie beispielsweise in der Lunge die mRNA von RGS1, RGS12 und RGS13 (De Vries et al., 2000). Die
Funktion der RGS-Proteine ist abhéngig vom jeweiligen Expressionsort, auch hier herrscht eine groBe
Variabilitit. Aufgrund der Expression in T-Lymphozyten werden einigen RGS-Proteinen wichtige
Regulatorfunktionen im Immunsystem zugeschrieben (Wang, 2018), die exprimierten Formen am
Herzen, besonders RGS3 und RGS4, stehen im Zusammenhang mit der Pathophysiologie von akutem
Herzversagen und Herzinsuffizienz. RGS5 wurde in vaskulidren Endothelzellen entdeckt, es steht im
Verdacht, ein Regulator fiir die Angiogenese oder des kapillaren Wachstums zu sein (Wieland and

Mittmann, 2003).

141 RGS3

RGS3 ist der grofite Vertreter der RGS-Untergruppe R4. Die GAP-Funktion von RGS3-Proteinen ist
spezifisch fiir Gi, und Gg11 Proteine. Es sind vier Isoformen von RGS3 bekannt: Die grofte Isoform ist
PDZ-RGS3, dessen PDZ-Domine an das PDZ-Bindemotiv von B-Ephrinen binden kann und somit ein
wichtiges Bindeglied in der Kopplung von heterotrimeren G-Proteinen und B-Ephrinen darstellt. Die
beiden kleinsten Isoformen RGS3S (351-519aa) und RGS3T (314-519aa) entstanden wahrscheinlich
durch alternatives Spleifien iiber eine N-terminale Verkiirzung. RGS3S ist mit der Plasmamembran
assoziiert (Chatterjee et al., 1997) und kann zusétzlich zur Beeinflussung des G-Protein-Signalwegs
auch die Adenylylcyclase hemmen. RGS3T ist hauptsidchliche im Zellkern lokalisiert und kann dort in
bislang unbekannten Mechanismen die Apoptose induzieren (Mittmann et al., 2001). Die Isoform
RGS3L besitzt durch das ldngere N-terminale Segment eine Lange von 518 aa. Zusétzlich zur RGS-
Doméne unterscheidet RGS3L von den anderen Familienmitgliedern das Vorhandensein einer Gy-
Bindungsdomine. Uber die so vermittelte Bindung mit GBy-Untereinheiten konnen RGS3L-Proteine
die Produktion von IP;, die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Aktivierung und die Akt-Aktivierung
hemmen (Shi et al., 2001). In bereits verdffentlichten Daten konnte gezeigt werden, dass die Gy-
Bindungsdoméne eine zentrale Rolle bei einem RGS3L-vermittelten Switchmechanismus in der
Aktivierung der RhoGTPasen-Familienmitglieder Racl und RhoA durch Gi-gekoppelte Rezeptoren wie
den M2 mACHhR spielt (Vogt et al., 2007).
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Abbildung 6: Aufbau von RGS3L. Neben der RGS-Doméne (zwischen Aminoséure 394 und 509,
blau) gibt es eine GPy-Bindungsstelle (grau) und ein langes N-terminales Ende (weiB3).

1.4.2 RGS-Proteine im humanen Myometrium

Obwohl die Beteiligung von RGS-Proteinen an der Muskelaktivitét in glatten GefdBmuskelzellen (Hu
et al., 2008), im intestinalen glatten Muskelgewebe (Tang et al., 2003) und auch in Kardiomyozyten
(Hao et al., 2006) nachgewiesen wurde, liegen bislang zur RGS-Expression und zur méglichen Funktion
im glatten Muskelgewebes des Uterus nur wenige Erkenntnisse vor. Es konnten mRNA-Transkripte von
fast allen RGS-Proteinen im humanen Myometrium nachgewiesen werden, vor allem die mRNA von
RGS2 und RGSS5 war reichlich zu finden. Fiir diese zwei Formen konnte eine direkte Interaktion mit
dem zytoplasmatischen Teil des Oxytocin-Rezeptors nachgewiesen werden (Ladds et al., 2009). Eine
Analyse der Proteinexpression verschiedener RGS-Proteine im Vergleich von nicht schwangeren zu
schwangeren Frauen ergab eine erhdhte Konzentration von RGS4 und RGS15 bei den schwangeren
Frauen. Eine mogliche funktionelle Bedeutung dieser Erhohung wurde allerdings nicht untersucht
(Ladds et al., 2009). Eine Northern Blot Analyse zeigte, dass im Uterus im Vergleich zu anderen
Organen eine relativ hohe Expression der Formen RGS3S, RGS3L und auch der PDZ-Isoform vorlag
(Kehrl et al., 2002). Uber das Vorliegen von mRNA und iiber die Proteinexpression von RGS3 im

humanen Myometrium gibt es bislang keine Erkentnisse.
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Abbildung 7: Northern Blot Analyse von RGS3-Isoformen in unterschiedlichen Geweben der
Maus (Kehrl et al., 2002). Die mRNA von RGS3S und RGS3L wird im Uterus verstéirkt exprimiert im

Vergleich zu anderen Geweben der Maus.

1.5 Monomere G-Proteine (monomere GTPasen)

Monomere GTPasen sind wichtige Mediatoren in der Signaltransduktion, dhnlich den heterotrimeren
G-Proteinen regulieren sie als molekulare Schalter die Aktivierung nachgeschalteter Effektoren, da sie
durch Bindung und Hydrolyse von Guaninnukleotiden in einem aktiven, also GTP-gebundenen und
einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand vorliegen konnen. Monomere GTPasen bestehen aus einer
einzigen Polypeptidkette, sie sind mit 20-40kD viel kleiner als die heterotrimeren G-Proteine. Uber eine
GTPase- oder GTP-bindende Doméne wird die Bindung und Hydrolyse der Nukleotide vermittelt. Eine
weitere variable Region vermittelt die Interaktion mit nachfolgenden Effektormolekiilen. Die Familie
der monomeren GTPasen wird auch als Ras-Superfamilie bezeichnet. Ras ist ein Akronym der Worter
,rat sarcoma’, da die ersten Vertreter als Onkogene in Sarkom-Viren charakterisiert wurden. Bislang
wurden iiber 100 verschiedene monomere G-Proteine identifiziert und anhand ihrer Struktur und
Funktion in 5 Familien eingeteilt: Ras, Rho, Rab, Arf und Ran (Boguski and McCormick, 1993).
Die Lokalisation monomerer GTPasen weist eine groBe Heterogenitit auf: Sie sind an der
Plasmamembran, an intrazelluliren Membranen, im Zytosol oder auch im Zellkern lokalisiert (Takai et
al., 2001). Einige Mitglieder der Untergruppen konnen posttranslational modifiziert werden, was
ebenfalls die Lokalisation des Proteins beeinflussen kann. Bei Ras-, Rab- und einigen Mitgliedern der
Rho-Familie kann am C-terminalen Ende ein Lipidrest gekoppelt werden. Haufig ist dies ein Farnesyl-
oder Geranylgeranylrest, bei Ras kann ein Palmitoyl- und bei Arf-Proteinen ein Myristolrest von einer

Lipidtransferase angebunden werden. Durch die Modifizierung und durch eine hypervariable Region
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kann zusétzlich zur Lokalisation die Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt werden (Mitin et al.,
2012; ten Klooster and Hordijk, 2007). Monomere G-Proteine sind Regulatoren vieler wichtiger
Zellfunktionen. Die 39 Mitglieder der Ras-Familie beeinflussen hauptsichlich das Zellwachstum, die
Differenzierung und die Apoptose. Es konnte ihr hohes onkogenes Potenzial gezeigt werden, da eine
dauerhafte Aktivierung von Ras-Proteinen zu Tumorwachstum fiihrte (Hall, 1994). Die Ran-Familie
(Ras-like nuclear) besteht bislang aus nur einem Protein, welches den Transport zwischen Zytosol und
Zellkern und auch die Mitose reguliert (Weis, 2003). Die 61 Rab- (Ras-like proteins in brain) und 30
bekannten Arf-Proteine (ADP-ribosylation factor) haben &hnliche Funktionen, sie regulieren den
intrazelluldren Membrantransport zwischen Vesikeln und dem jeweiligen Zielort in verschiedenen
Zellkompartimenten (Chavrier and Goud, 1999). Die 25 Mitglieder der Rho-Proteine (Ras homologues)
beeinflussen maBgeblich das Aktin-Zytoskelett. Hierdurch sind sie wichtige Regulatoren fiir die
Zellgestalt, den Zellzyklus und die Zellmigration (Etienne-Manneville and Hall, 2002).

1.5.1 Die Rho-GTPase-Familie

Die Familie der Rho-GTPasen ist mit 25 Mitgliedern eine der kleineren Gruppen der monomeren
GTPasen. Sie sind hauptsédchlich in Plasmamembranen und dem Zytosol lokalisiert und iibernechmen
wichtige Aufgaben wie die Regulation des Aktin-Zytoskeletts, wodurch die Zellgestalt, -migration und
der Zellzyklus beeinflusst werden. Rho-GTPasen kdnnen auflerdem die Genexpression beeinflussen.
Die strukturelle Besonderheit der Rho-GTPasen liegt in der sogenannten Rho-Insert Doméne. Diese
Sequenz befindet sich zwischen dem filinften B-Strang und der vierten a-Helix (Valencia et al., 1991)
und weist innerhalb der Proteinfamilie eine Homologie von 40-95% auf (Wennerberg and Der, 2004).
Die meisten Mitglieder der Rho-Proteinfamilie sind 20-30 kD groB, einzelne groBere Rho-GTPasen
besitzen zusétzlich zur GTP-bindenden Sequenz weitere Doménen. Es wurden bislang 25 verschiedene
Rho-Proteine charakterisiert. Anhand struktureller und auch funktioneller Aspekte wurden sechs
Subfamilien festgelegt: Die RhoA-dhnliche Subfamilie (bestehend aus RhoA, RhoB, RhoC), die Racl-
dhnliche Gruppe (Rac 1, Raclb, Rac2, Rac3 und RhoG), die Cdc42-dhnliche Gruppe (Cdc42, G25K,
TC10, TCL, Chp/Wrch-2, Wrch-1), die Rnd-Subfamilie (Rnd1, Rnd2, RhoE/Rnd3), die RhoBTB-
Gruppe (RhoBTB1, RhoBTB2, RhoBTB3) und die MIRO-Subgruppe (MIRO1, MIRO2). Zu keiner
Untergruppe zugeordnet werden konnten RhoH/TTF, RhoD und RhoF/Rif (Boureux et al., 2007).
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Abbildung 8: Die Familie der Rho-GTPasen. (Wennerberg and Der, 2004) Einteilung in 6
Subfamilien: Rho-A-Ahnliche (blau), Rac-1-Ahnliche (rot), Cdc42-Ahnliche (gelb), Rnd (griin),
RhoBTB (tiirkis), MIRO (lila).

RhoA, Racl und Cdc42 sind die bekanntesten Vertreter der Gruppe der Rho-GTPasen. Sie sind zentrale
Regulatoren des Aktin-Zytoskeletts und somit an vielen wichtigen Prozessen wie Migration,
Proliferation, Zellkontraktion, beim intrazelluldren Vesikeltransport, der Zellpolaritdt und -adhédsion
beteiligt (Hall, 1998). Es konnten bisher rund 50 Effektorproteine von RhoA, Racl und Cdc42
identifiziert werden, darunter sind Enzyme wie Serin/Threonin-Kinasen, Tyrosin-Kinasen, Lipid-
Kinasen, aber auch komplexbildende Proteine (Jaffe and Hall, 2005). Die Durchfithrung von
Uberexpressionsexperimenten erbrachte neue Erkenntnisse iiber die spezifischen Funktionen der
einzelnen Proteine. So wurde gezeigt, dass durch Uberexpression oder Aktivierung von RhoA die
Bildung von Stressfasern und fokalen Adhésionen erreicht wird (Ridley and Hall, 1992a). Die
Signalkaskade wird einerseits {iber mDia vermittelt, das die Aktin-Polymerisierung steuert (Bishop and
Hall, 2000). Andererseits aktiviert RhoA die Rho-Kinase (ROCK), die ihrerseits die Myosin-Leichtkette
phosphoryliert und die Myosinleichtkettenphosphatase iiber Phosphorylierung ihrer regulatorischen
Untereinheit MYPT1 hemmt. So wird die Dephosphorylierung der Myosin-Leichtkette gehemmt
(Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996). Diese zwei Signalwege flihren zur Vernetzung von

Aktin-Filamenten und zur Aktivierung der Aktin-Myosin-Bindung, was die Kontraktilitét erhoht und
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die Zelle zur Migration befihigt. Durch Uberexpression konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
Aktivierung von Rac zur Neubildung adhésiver Kontakte durch die Formation von Lamellopodien
fithren kann (Ridley and Hall, 1992b). Cdc42 hingegen fiihrt zur Ausstiilpung von feineren Filopodien,
die als Antennen Kontakt zur extrazelluldren Umgebung der Zelle aufnehmen kénnen (Mattila and

Lappalainen, 2008).

1.5.2 Regulation von Rho-GTPasen

Rho-GTPasen liegen entweder im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand, oder im aktiven, GTP-
gebundenen Zustand vor. Der Aktivierungszyklus und dessen Beendigung werden durch drei
unterschiedliche Proteingruppen reguliert: Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (guanine exchange
factors, GEFs), Guaninnukleotid-Dissoziations-Inhibitoren (GDIs) und GTPase-aktivierende Proteine
(GAPs). GEFs destabilisieren die GDP-Bindung, das GDP wird frei und aufgrund der hoheren
zytosolischen Konzentration durch ein GTP ersetzt. Der Nukleotid-Austausch fiihrt zu einer
Konformationsdnderung des monomeren G-Proteins, wodurch der GEF dissoziiert. Die nun aktivierte
RhoGTPase kann mit nachgeschalteten Effektormolekiilen interagieren. Im Gegensatz zu den
heterotrimeren G-Proteinen ist die intrinsische GTP-ase Aktivitdt der a-Untereinheit monomerer G-
Proteine sehr gering, daher spielt das Vorhandensein von zusétzlichen regulatorischen Proteinen, den
GAPs, eine zentrale Rolle. GAPs beschleunigen die Hydrolyse von gebundenem GTP in GDP um ein
Vielfaches; sie versetzen die Rho-GTPasen also schneller in den inaktiven Zustand. Fiir Rho-GTPasen
sind etwa 80 verschiedene GEFs und 70 unterschiedliche GAPs bekannt. Ein Regulatorprotein kann mit
verschiedenen monomeren G-Proteinen interagieren, umgekehrt kann ein monomeres G-Protein von
verschiedenen Regulatoren beeinflusst werden, wodurch eine grofle Variabilitdt der Beeinflussung
moglich ist. Die dritte Gruppe regulatorischer Proteine sind die GDIs (guanine dissocitating inhibitors).
Durch sie wird der GDP-gebundene, also inaktive Zustand der monomeren GTPase beibehalten und der
Zugang fiir weitere Regulatorproteine erschwert, indem durch Einschluss der Prenylierung im GDI die
Rho-GTPase aus der Zellmembran geldst wird. Durch ,,GDI dissociation factors® (GDFs) kann der

Komplex zwischen GDI und Rho-GTPasen wieder getrennt werden.
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Abbildung 9: Aktivierungszyklus von Rho-GTPasen (Schmidt and Hall, 2002). Im inaktiven
Zustand hat die Rho-GTPase GDP gebunden, durch Aktivierung iiber einen GEF erfolgt der Austausch
mit GTP, die aktivierte GTPase interagiert mit Effektormolekiilen. Uber ein GAP wird die Hydrolyse
des GTPs beschleunigt, die GTPase liegt wieder inaktiv vor. Der inaktive Zustand kann von GDIs

gefordert werden, indem sie die Rho-GTPase von regulatorischen Proteinen abschirmen.

1.5.3 Rho-GTPasen im Myometrium

Die Expression der Rho-GTPase RhoA und deren Effektormolekiile ROCK1 und ROCK2 im humanen
Myometrium konnte bereits gezeigt werden (Moran et al., 2002). Da verschiedene ROCK-Inhibitoren
zu einer Reduktion der Kontraktionen fithrten (Domokos et al., 2017; Oh et al., 2003) und die
Phosphorylierung von MYPT1, der regulatorischen Untereinheit der MLCP, im humanen Myometrium
nachweislich ROCK-abhingig war (Hudson et al., 2012), ist es moglich, dass die Ca’"-unabhiingige
Auslosung von Kontraktionen {iiber den RhoA-ROCK-vermittelten Signalweg im humanen
Myometrium genauso wie in anderen glatten Muskelgeweben erfolgt. In einer weiteren Studie wurde
das Vorliegen der mRNA der RhoGEFs ARHGEF1, ARHGEF11, ARGEF 12 und der RhoGAPs
ARHGAPS und ARHGAP 24 und von zwei weiteren regulatorischen Proteinen, ARHGDIA und MSN
im humanen Myometrium gezeigt. Die nachgewiesenen GEFs aktivierten selektiv RhoA, B und C, fiir
die im Myometrium gefundenen GAPs konnten keine Spezifitdt fiir bestimmte Rho-GTPasen
nachgewiesen werden (O'Brien et al., 2008). Funktionelle Untersuchungen mdglicher Regulationswege
von Rho-GTPasen im humanen Myometrium sind bis dato nicht bekannt, das Vorliegen von mehreren

GEFs und GAPs lésst ein Zusammenspiel komplexer regulatorischer Prozesse vermuten.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

RGS3 wurde als regulierendes GAP-Protein fiir die a-Untereinheit von heterotrimeren Gy, und Ggi1
Proteinen charakterisiert. Dariiberhinaus gibt es eine weitere Funktion der langen Isoform RGS3L. Es
erlaubt eine iber M2 mAChR vermittelte Aktivierung von RhoA bei gleichzeitiger Hemmung der
Aktivierung von Racl (Vogt et al., 2007) RhoA hat viele verschiedene Funktionen, darunter eine
zentrale Rolle bei der Regulation von Kontraktilitit in glatten Muskelzellen. Die Expression von RGS3L
wurde bislang nur im Uterus der Maus nachgewiesen, iiber eine Expression im humanen Myometrium
und die mdgliche Beteiligung an einer RhoA-vermittelten Regulation der Kontraktilitit des Uterus gibt
es keine Erkenntnisse. Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Expression von RGS3L im humanen
Myometrium untersucht und die Frage geklart werden, ob die M2 mAChR vermittelte Aktivierung von
RhoA iiber RGS3L im humanen Myometrium ebenfalls zur Steigerung der Kontraktilitdt beitragen

konnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen Calbiochem, Roth,

Serva, Sigma-Aldrich und Merck bestellt.

2.1.2 Antikorper

Priméarantikorper

Anti-RGS3 (CCQ-7) Santa Cruz (sc-100762)
Anti-Gp Santa Cruz (sc-380)
Anti-Racl BD Transd. Laboratories (61065)
Anti-RhoA (26C4) Santa Cruz (sc-418)
Anti-p190RhoGAP A BD (610150)

Anti-MLC 2 Cell Signaling (3672)
Anti-Phospho-MLC 2 Cell Signaling (3675)
Anti-MYPTI1 Cell Signaling (2634S)
Anti-Phospho-MYPT1 Cell Signaling (4563S)
Anti-CHAT Holzel (M01192)
Anti-VAMP-2 R&D Systems (AF5136)
Sekundirantikorper

Anti mouse-IgG-Peroxidase Konjugat Sigma-Aldrich (A-9044)
Anti rabbit-IgG-Peroxidase Konjugat Sigma-Aldrich (A-9169)
Anti goat-IgG-Peroxidase Konjugat Sigma-Aldrich (A-8919)

2.1.3 Genspezifische Primer

B-Aktin Forward Primer - ACGGCTCCGGCATGTGCAA
Reverse Primer - GTACATGGCTGGGGTGTTGAA

hRGS3L Forward Primer - TCAGCTACCTCTGAAGGATCG
Reverse Primer - GAGAGGTCTTGGGCTGGAG
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2.1.4 Sonden fiir die Real Time PCR

RGS3 Thermofisher Scientific (Hs00981005 m1)
18S Thermofisher Scientific (Hs03003631 gl)
ARHGAP35 Thermofisher Scientific (Hs00534180_m1)
CHAT Thermofisher Scientific (Hs00758143 ml)
VAMP-2 Thermofisher Scientific (Hs00360269 m1)

2.1.5 Primirzellen

Uterusmuskelzellen der Ratte

glatte Muskelzellen humaner Uterus

2.1.6 Zellkultur

DME-Medium
Fotales Kélberserum (FCS)
Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich (D 6546)
Promocell (C-37350)
Sigma-Aldrich (P4333)

L-Glutamin Sigma-Aldrich (G7513)

PBS Sigma-Aldrich (D-5652)
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich (T3924)

Kollagenase Typ II Worthington (4177)

Kollagenase Typ XI Sigma-Aldrich (C7657)

Kollagenase Typ | Cell system/Worthington (LS004196)
Opti-MEM Invitrogen (11058-021)
Pipettenspitzen Sarstedt

Zellkultur-Materialien Sarstedt, Nalge Nunc Int.

Zellsiebe BD Biosciences
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2.1.7 Stimulatoren und Inhibitoren

Carbachol Carbamoylcholine chloride, Sigma-Aldrich (C4382)

AF-DX116 11-[[2-[(Diethylamino)methyl]-1-piperidinyl]acetyl]-5, 1 I-dihydro-6H-
pyrido[2,3-b][1,4]benzodiazepin-6-one, Sigma-Aldrich (SML0435)

4-DAMP 1, 1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidiniumiodide, Sigma-Aldrich
(SMLO0255)

H1152P (S)-(+)-2-Methyl-1-[(4-methyl-5-isoquinolinyl)sulfonyl]-hexahydro-1H-1,4-
diazepine dihydrochloride, Torcis (2414)

B-Ostradiol 17p-Estradiol, Sigma-Aldrich (E2758)

PTX Pertussis Toxin, Sigma-Aldrich (P2980)

2.1.8 Adenoviren

AdGFP
AdRGS3 (N460A)

2.1.9 Weitere Substanzen und Materialien

Nitrocellulose-Membran
Proteinmarker
Blockierungsreagenz
Chemiluminenszenz-Reagenz
Protease Inhibitor

PhosphoStop

Lipofectamine 3000

DNA - Marker: 1kB DNA Leiter
SuperScript VILO MasterMix
Kapa2G Fast Readymix

Taqman Fast Advanced Master Mix

Susanne Lutz, Mannheim

Andreas Vogt, Mannheim

Protran BA 85, Schleicher & Schuell
Roti-Mark Standard, Roth
Roti-Block 10x, Roth
Lumi-Light-Plus, Roche
cOmplete, Roche
EASYpack, Roche
Invitrogen

PeqLab

invitrogen

KAPA Biosystems
Applied Biosystems
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2.1.10 Puffer und Medien

Medien fiir die Zellkultur:

Zellkultur-Medium:

Einfrier-Medium:

Verdaul6sung:

IP-Puffer fiir Zelllyse:

Puffer und Medien fiir Pulldown Assay:

2 x YT-Medium:

PBS:

DMEM

0-10 % FCS

2 mM L-Glutamin

100 U / ml Penicillin

0,1 mg / ml Streptomycin

200 pl DMSO
1,8 ml DMEM
10 % FCS

10 mg / ml Kollagenase Type 11 / la & XI
in DMEM-Medium

die Losung wurde durch Filtration sterilisiert

50 mM TrisHCI, pH 7,4
150 mM NaCl

2 mM EDTA

0,1 % SDS

1 % Nonidet P-40

10 mM NaF

in HO

16 g Trypton

10 g Hefeextrakt
5 g NaCl

ad 1 1 H,O

das Medium wurde autoklaviert

148 mM NaCl
2,7mM KCl

6,5 mM Na,HPO4
1,5 mM KH>PO,4
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GST-Fish-Puffer:

Puffer fiir die Proteingewinnung:

Kranias-Puffer:

Puffer fiir die Immunoblot Analyse:

4x SDS-PAGE-Probenpuffer:

(Laemmli-Puffer)

Elektrophoresepuffer:

Western-Blot-Puffer:

Ponceau-S-Firbelosung:

pH 7,4

der Puffer wurde autoklaviert

50 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NaCl

4 mM MgCl,

10 % Glycerin (v/v)

1 % Igepal CA630 (v/v)

30 mM Tris-HCI pH 8,8
5mM EDTA

30 mM NaF

3% SDS (v/v)

10% Glycerol

0,3 M Tris-HCI pH 6,8

7,5 % SDS (w/v)

0,25 % Bromphenolblau (w/v)
10 % B-Mercaptoethanol (v/v)

0,2 M Tris-HCI pH 6,8
1,25 M Glycin

0,5 % SDS (v/v)

in H,O

25 mM Tris-HCI
190 mM Glycin

20 % Methanol (v/v)
in HO

0,2 % Ponceau S (w/v)
5 % Essigséure (v/v)
in H,O
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TBST-Puffer:

Losung fiir die Kontraktionsmessung:

2,5 mM Ca**-Losung:

2.1.11 Laborgeriite

Feinwaage

Waage

Schiittler
Gelelektrophorese-Kammer
Gel Imager

Heizblock

Multilabel Reader

NanoDrop Spektrophotometer
Homogenisator

Zentrifugen

Laminar-Flow-Werkbank
Zellkulturbrutschrank
PCR-Maschine

Real Time PCR Gerit

10 mM Tris / HCI pH 7,4
0,15 M NaCl
0,1 % Tween-20 (v/v)

119,5 mM NaCl

3 mM KC1

2,4 mM KH,PO,
1,2 mM MgSO,
2,5 mM CaCl,
24,9 mM NaHCOs
10 mM Glucose
2,2 mM Mannitol

Sartorius

Mettler

Neolab

Mini Protean II, Biorad
Alphalmager™ 2200, Alpha-Innotech
Thermomixer comfort, Eppendorf
EnVision, Perkin Elmer

PEQLAB Biotechnologie GmbH
TissueLyser II, Qiagen

Centrifuge 4125C, Eppendorf

Hettich Rotixa K

Ultrazentrifuge J2-21, Beckmann
HeraSafe, Heraecus

HeraCell, Heraeus

Master cycler gradient, Eppendorf
Quant Studio 3, Thermofisher Scientific
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Das humane Uterusgewebe wurde in der Frauenklinik des Universitdtsklinikums Mannheim gewonnen.
Der Ethikantrag wurde am 10.02.2016 von der Medizinischen Ethik-Kommission II der Ruprecht-Karls-
Universitdt Heidelberg, Medizinische Fakultdt Mannheim angenommen. Es wurden 43 schwangere und
45 nicht schwangere Patientinnen ausgewéhlt, die zuvor eine schriftliche Einverstindniserklérung
unterzeichnet hatten. Die Myometriumproben der schwangeren Frauen wurden im Rahmen eines
elektiven Kaiserschnitts entnommen. Zeitpunkt der Entnahme war gegen Ende der Schwangerschaft,
zwischen 35 +4 und 39 + 1 Schwangerschaftswochen, die Frauen hatten noch keine Wehen. Die Proben
der nicht schwangeren Frauen stammten aus gesundem Gewebe, das bei Hysterektomien im Rahmen
von benignen Grunderkrankungen (Uterus myomatosus, Descensus uteri, Hypermenorrhoe) entnommen
wurde. Das durchschnittliche Alter der schwangeren Frauen lag bei 31 Jahren, die nicht schwangeren
Frauen waren durchschnittlich 47 Jahre alt. Erfasst wurde das Geburtsdatum der Frauen, das OP-Datum,
die Art der Grunderkrankung bzw. die Dauer der Schwangerschaft. Das entnommene Gewebe wurde

zerteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -60°C gelagert.

2.2.2 RNA-Extraktion

Das humane Uterusgewebe wurde unter fliissigem Stickstoff pulverisiert und die Zelllyse durch Zugabe
von Trizol eingeleitet. Durch Chloroform und anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min entstand eine
Phasentrennung in eine obere wéssrige und eine untere proteinhaltige Phase. Die obere Phase wurde in
ein neues Gefdf iiberfiihrt und mit Isopropanol aufgrund der verminderten Loslichkeit zur Fallung
gebracht. Durch erneute Zentrifugation von 10 min entstand ein RNA-Pellet, das nach Waschen mit

70%igem Ethanol in RNAse-freiem Wasser gelost wurde.

2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration der RNA wurde mithilfe des Spektrometers bestimmt, da sich die Absorption der
Nukleinsédurelosung bei einer Wellenlédnge von 260 nm direkt proportional zur RNA-Konzentration
verhdlt. Um eine ausreichende Reinheit der Ribonukleinsduren sicherzustellen, wurde folgender
Absorptionsquotient bei zwei Wellenldngen vorausgesetzt: E260 / E280 = 1,8 - 2,0. Fiir jede Probe

wurde der Mittelwert aus drei Messungen gebildet.
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2.2.4 Umschreibung der RNA in cDNA

Die isolierte RNA wurde mithilfe des Synthese Kits in cDNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde den
Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen der Reaktion von 20 pl setzte sich
aus 4 pl Master Mix, der je nach RNA-Konzentration berechneten Probenmenge und der verbleibenden
Menge an Millipore-Wasser zusammen. Die Reaktionszyklen wurden bei 25°C fiir 10 min, bei 42°C fiir

60 min und abschlieBend bei 85°C fiir 5 min durchgefiihrt.

2.2.5 Real Time PCR (qPCR)

In einem Gesamtvolumen von 20 pl befanden sich 2 pl der 1:5 verdiinnten cDNA und 18 pl Tagman
Fast Mix. Die Menge der amplifizierten RGS3-Fragmente wurden anhand der fluoreszierenden Sonden
mit der Menge von 18S-mRNA verglichen. Die Auswertung erfolgte {iber den Mittelwert des Ct-Values
aus drei Probenreihen, die normiert und graphisch dargestellt wurden. Es wurde das Fast Programm
verwendet, die Proben wurden auf eine 96-well Platte mit einem Volumen von 0,2 ml aufgetragen. Die

Zyklen des Programms liefen wie folgt:

Tabelle 2: Reaktionszyklen der Real Time PCR
Hold Stage PCR Stage (40 x)

Step 1 Step 2 Step 1 Step 2
50°C — 2 min 95°C—-20s 95°C—1s 60°C—-20s
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Priparation von humanen Myometriumzellen

Das humane Uterusgewebe wurde in angewédrmtem PBS in etwa 1 mm? groBe Stiicke zerteilt. Nach
Zugabe der Verdauldsung, bestehend aus DMEM und 10 mg / ml Kollagenase II, wurden die
Gewebestiicke fiir 30-45 min auf dem Schiittler im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Die Verdauldsung
wurde durch ein Zellsieb pipettiert und fiir 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt,
das entstandene Zellpellet in Wachstumsmedium resuspendiert und auf 10 cm groBe Schalen verteilt.
Die Gewebestiicke, die das Zellsieb nicht passieren konnten, wurden erneut mit der Kollagenaselosung
im Wasserbad inkubiert wie beim ersten Schritt. Diese Abfolge wurde so lange wiederholt, bis alle
Gewebestiicke verdaut waren. Es zeigte sich, dass das Aufbringen groerer Gewebestiicke, die sich nur
schwer auflosten, auf 10 cm-Schalen mit entsprechender Menge an Wachstumsmedium ebenfalls zu
einem Auswachsen von Myometriumzellen fiihrte. Die Praparation wurde mit Kollagenase II oder auch

mit einer Mischung von Kollagenase [ / XI (je 10 mg / ml) mit vergleichbarem Ergebnis durchgefiihrt.

2.3.2 Priparation von Myometriumzellen von Ratten

Zur Entnahme des Uterusgewebes fiir die Zellkultur wurden die Ratten mit Isofluran betéubt, getotet
und der Uterus entnommen. Die Muskelschlduche wurden von jeglichen Fettresten freiprépariert, der
Lénge nach aufgeschnitten und das innen anliegende Endometrium entfernt. Die weitere Priparation
wurde gleichermaBlen durchgefiihrt wie bei den humanen Myometriumzellen. Es wurde Kollagenase 11

(10 mg / ml) verwendet.

2.3.3 Kultivierung und Passagieren der Zellen

Sowohl die humanen, als auch die Uteruszellen von Ratten wurden in 10 cm - Schalen mit 8-10 ml
Wachstumsmedium in wasserdampfgeséttigter Atmosphire bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
kultiviert. Als Wachstumsmedium wurde Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10%
(w/v) FCS, 2 mM L-Glutamine, 100 U / ml Penicillin und 100 pg / ml Streptomycin verwendet. Beim
Erreichen einer 80-100%igen Konfluenz wurden die Zellen gesplittet. Fiir die Passage der Uteruszellen
wurde das Wachstumsmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2-3 ml Trypsin-EDTA-
Losung 5 min bei 37°C inkubiert. Nach Abldsen der Zellen wurde der Verdau durch Zugabe von 3 ml
Wachstumsmedium gestoppt. Die Zellen wurden resuspendiert und fiir 5 min bei 150 g zentrifugiert.
Das entstandene Zellpellet wurde in Wachstumsmedium aufgenommen, resuspendiert und je nach
Bedarf in 6 cm oder 10 cm groBe Schalen ausgesit. Alle Medien wurden vor Gebrauch in einem

Wasserbad auf 37°C erwirmt.
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2.3.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um die Zellen aufbewahren zu kénnen, wurden sie in Einfriermedium bei -80°C gelagert. Hierzu
wurden die trypsinierten und abzentrifugierten Zellen in 1-2 ml Einfriermedium pro 10 cm grofe Schale
resuspendiert und in ein Kryorohrchen pipettiert. Die Kryorohrchen wurden schonend heruntergekiihlt
und in fliissigen Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen in ein 37°C warmes
Wasserbad gestellt. Die Zellen wurden sofort nach dem Auftauen in eine 25 cm*-Zellkulturflasche mit
25 ml Wachstumsmedium iiberfiihrt. Nach Adhérenz der Zellen wurde das Medium durch neues

Wachstumsmedium ersetzt.

2.3.5 Adenovirale Infektion der Primirzellen

Fiir die adenoviralen Infektion der Uterus-Primédrzellen wurde das Wachstumsmedium von den Zellen
abgesaugt und die Zellen mit angewiarmtem PBS gespiilt. Anschliefend wurde eine addquate Menge
serumfreien Mediums und der jeweilige rekombinante Adenovirus auf die Zellen gegeben. Die Zellen
wurden fiir 24 h — 48 h mit den Adenoviren in wasserdampfgesittigter Atmosphire bei 37°C und 5%
CO; im Brutschrank inkubiert. Nach dreimaligem Mediumwechsel konnten die infizierten Zellen

weiterverwendet werden.

2.3.6 Herstellung von Beads fiir den Effektor-Pulldown-Assay

Der Pulldown-Assay diente zum Nachweis der zelluldren Menge von aktiviertem, GTP-gebundenem
RhoA und Racl (Benard and Bokoch, 2002; Ren et al., 1999). Hierbei wird die Eigenschaft genutzt,
dass aktiviertes RhoA und Racl mit hoher Affinitdit an die GTPase-bindende Doméne von
Effektormolekiilen binden. Zur Aufreinigung der aktivierten GTP-asen wurde die Rho-Bindedoméne
von Rhotekin (GST-RBD) und die p21-Bindedomédne von PAKI1 fiir Racl-GTP (GST-PBD) in
Escherichia coli Bakterien liberexprimiert und an Glutathion-Sepharose gekoppelt, indem 12 ml von
einer 50 ml Ubernachtkultur der Bakterien in 800 ml 2xYT-Medium (100 pg / ml Ampicillin) angeimpft
wurden. Die anschlieende Inkubation bei 37°C auf dem Schiittler mit 250 upm fand bis zum Erreichen
einer optischen Dichte von 0,5-0,7 bei 600 nM statt. Durch Zugabe von 1 mM IPTG bei 25°C und 250
upm fiir 1 h wurde die Proteinsynthese induziert. Nach dem Abzentrifugieren der Bakterien fiir 10 min
bei 5000 upm bei 4°C wurde das entstandene Pellet in 8 ml kaltem PBS resuspendiert, sechsmal fiir 30
s mit Ultraschall lysiert und anschlieBend bei 13000 upm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde zu
800 pl Glutathion-Sepharose-Beads gegeben. Das Lysat wurde nun mit den Beads fiir 4-5 min auf Eis
geschiittelt und bei 4°C und 2500 upm fiir 2 min zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen der
proteingebundenen Beads mit 50 ml PBS wurden diese in 8 ml Einfrierpuffer aufgenommen, in 250 pl

oder 500 pul Aliquote verteilt und bei -60°C aufbewahrt.
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2.3.7 Effektor-Pulldown-Assay

Myometriumzellen von Ratten wurden in 6-well Schalen gesplittet und nach 24 — 48 h mit 0,1 ul/3 ml
und 1 pl /3 ml RGS3L Adenovirus infiziert. Hierbei wurde das Wachstumsmedium durch serumfreies
Medium ersetzt. Nach erneuten 24 h und unmittelbar vor der Durchfiihrung des Assays wurde ein Teil
der Zellen fiir 5 min mit 1 mM Carbachol stimuliert. Das Medium wurde ziigig abgeschiittet und die
Kulturschalen auf Eis gestellt. Im Kiihlraum bei 4°C wurde anschlieBend das restliche Medium mit einer
Saugpumpe entfernt und pro Schale 500 pl gekiihlter GST-Fish-Puffer zugegeben. Die Zellen wurden
abgeschabt und in ein neues Reaktionsgefédl liberfiihrt. Durch Zentrifugieren bei 13000 upm und 4°C
fiir 1 min entstand ein wissriger Uberstand, von dem jeweils 30 ul entnommen wurden, um spéter die
Gesamtmenge des GTPase-Gehalts zu bestimmen. Der restliche Uberstand wurde zu je 100 pl
Glutathion-Sepharose gegeben und 1 h im Kiihlraum im Uberkopfschiittler auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Ansétze zweimal mit je 1 ml gekiithltem GST-Fish-Puffer gewaschen und auf
ein Volumen von etwa 20-30 pl reduziert. Die Proben wurden mit 4 x SDS-PAGE-Probenpuffer
versetzt, fiir 5 min bei 95°C erhitzt und mittels Immunoblot-Analyse der Anteil der gebundenen GTP-

ase dargestellt.

2.3.8 Untersuchung des Einflusses von Ostradiol auf die RGS3-Proteinexpression

Sowohl die humanen, als auch die Uteruszellen der Ratten wurden in 6 / 12-well Platten ausgesét und
24 h mit serumfreiem Zellkulturmedium inkubiert. Die Zellen wurden mit aufsteigenden Ostradiol-
Konzentrationen fiir 48 h stimuliert (10 ng / ml, 30 ng / ml, 100 ng / ml, 300 ng / ml, 1 pg/ml, 3 ug/
ml). Nach erfolgter Stimulation wurde das Medium ziigig entfernt, pro well 100-300 pul GST-Fish-Puffer
hinzugegeben, die Zellen abgeschabt und 3 min zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde dann in
ein neues Eppendorf-Gefil iiberfithrt und mit 4 x SDS-PAGE-Probenpuffer fiir 5 min bei 95°C

denaturiert. Die Proteinexpression von RGS3L wurde anschlieBend mittels Imunoblot analysiert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteingewinnung und Vorbereitung fiir die SDS - PAGE - Gelelektrophorese

Zur Proteingewinnung wurde das pulverisierte humane Uterusgewebe mit Kranias Puffer (100 pl/ 10
mg Gewebe) und Protease-Inhibitor (1 Tablette pro 10 ml) versetzt, 3 x 30 s bei einer Frequenz von
30 / s im Tissue Lyser homogenisiert und 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues

Gefal tiberfiihrt und mit 4 x SDS-PAGE-Probenpuffer fiir 5 min bei 95°C denaturiert.

2.4.2 Proteinbestimmung mittels BCA

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem ,Bicinchoninic acid Assay’ (BCA) (Smith et al., 1985). Die
Methode basiert auf der Umwandlung von Cu®* in Cu, welches dann mit dem BCA-Reagenz reagiert.
Die Losung dndert hierbei ihre Farbe in ein dunkles Violett mit einem Absorptionsmaximum bei
562 nm. Da die Cu®** -Umwandlung von der Proteinkonzentration abhingig ist, konnen die
Konzentrationen der unbekannten Proben im Vergleich zu bekannten Standardproben berechnet werden.
Zur Durchfiihrung des Assays wurde zunéchst auf eine 96-well Platte der Proteinstandard (BSA) in einer
Konzentrationsreihe aufgetragen (2000 ug / ml, 1000 pg / ml, 500 ug / ml, 250 pg / ml), sowie 10 pul
jeder Probe in doppelter Ausfiihrung. In jedes well wurde zusétzlich 100 pl der ABC-Reagenz zugefiigt,
bestehen aus einer Pufferlosung (A), der BCA-Losung (B) und der Kupfersulfatlosung (C). Das
Verhiltnis der Komponenten lag bei A : B : C=150:48 : 2. Nach Inkubation fiir 30 min bei 37°C konnte
die Absorption mittels Multilabel Reader (Perkin Elmer) gemessen und die Proteinkonzentration der

Proben mittels mathematischer Funktion aus der Standardreihe berechnet werden.

2.4.3 Imunoblot-Analyse

Die Elektrophorese wurde bei 12 - 15%igem Gel in einer mit Gelelektrophorese-Puffer gefiillten
Apparatur von Biorad durchgefiihrt. Die aufgetrennten Proteine wurden dann im Nassblottverfahren
bei 100 V fiir 60 min auf eine Nitrozellulosemembran (0,2 pm) tibertragen. Die Apparatur war hierbei
mit Western-Blot-Puffer gefiillt. Die Membran wurde mit Ponceau-S-Losung gefarbt, um die GroBe
der Banden zu beschriften und um die Membran in Streifen zu schneiden. Die Entfarbung wurde durch
Waschen mit TBS-T erreicht. Anschliefend wurden die Membranstreifen 60 min bei Raumtemperatur
mit Roti-Block auf dem Schiittler inkubiert, um die freien Bindungsstellen zu blockieren. Die
Membranstreifen wurden {iber Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen 1. Antikorper auf dem Schiittler
gelagert, dreimal 10 min mit TBS-T gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen, und
schlieBlich fiir 1 h mit dem 2. Antikdrper auf dem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach

ermneutem dreimaligem Waschen konnten die Proteine mit einem Chemiluminenszenz-Reagenz
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sichtbar gemacht werden, das Ergebnis wurde mit dem Imager dokumentiert.

2.5 Kontraktionsmessungen

2.5.1 Material und Vorbereitung

Die Ratten, die zur Priparation der Muskelstrips verwendet wurden, waren weiblich und nicht
schwanger. Nach Eroffnung des Bauchraums wurden unter sterilen Bedingungen beide Uterushorner
entnommen. Die Horner wurden jeweils in drei gleich groe Abschnitte unterteilt, der Lénge nach
aufgeschnitten und jeweils lidngs in zwei gleich grole Muskelstreifen geteilt. So konnten pro Ratte 2 x
6 Muskelstrips verwendet werden. Einige der Muskelstrips wurden vor Durchfithrung der Messung 48
h mit Ostradiol (1 pg / ml), mit PTX (100 ng / ml) oder mit beiden Substanzen gleichzeitig bei 37°C
und 5% CO; im Brutschrank inkubiert. Nach den ersten 24 h der Inkubationszeit wurde das bis dahin
verwendete Wachstumsmedium durch ein serumfreies Medium ausgetauscht. Falls eine stimulierende

Substanz verwendet wurde, wurde diese nach dem Mediumtausch neu hinzugefiigt.

2.5.2 Messung der Kontraktilitit der Uterus-Muskelstrips

Zur Kontraktionsmessung der Muskelstrips wurde eine Radnoti Organ Bath Apperatur von AD
Instruments verwendet. In jede der vier Messkammern wurden 25 ml der zuvor hergestellten 2.5 mM
Ca*" -Losung eingefiillt. Die Losung wurde auf 37°C erwirmt und durch stetige Zufuhr eines
Gasgemischs der Firma Deuste Gas Solutions GmbH mit 95% O, und 5% CO, versetzt. Die
Muskelstrips wurden am oberen und unteren Ende mit einem chirurgischen Faden festgebunden und in
die Einrichtung gespannt. Jeweils einer der zuvor léngs zerteilten Muskelabschnitte wurde als Kontrolle
verwendet, der zugehorige andere wurde mit Inhibitoren (H-1152P 100 nM, 4-DAMP 30 nM, AF-DX
100 uM) behandelt. Nachdem alle Muskelstrips spontane Kontraktionen aufwiesen wurden die
Inhibitoren hinzu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurde eine Carbachol-
Konzentrationsreihe (10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 mM, 10 mM, 30 mM, 100 mM, 300 mM)
jeweils im Abstand von 5 min durchgefiihrt. Nach Beendigung der Kontraktionsmessungen wurden die
Muskelstrips  in  fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Die
Kontraktionsmessung wurde mittels LabChart 7.0 von AD Instruments aufgezeichnet und analysiert.
Als Anstieg der Kontraktilitit wurde ein Anstieg des Parameters Height gewertet. Es wurde jeweils ein
Mittelwert erstellt fiir die spontanen Kontraktionen, die Kontraktion unter Behandlung mit einem

Inhibitor, sowie fiir alle Werte der Carbachol-Konzentrationsreihe.
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2.5.3 Immunoblot-Analyse der Muskelstrips

Die vor der Messung mit PTX inkubierten Muskelstreifen wurden zusammen mit den unbehandelten
Kontrollstreifen wie zuvor beschrieben pulverisiert und ein Lysat von jedem Strip hergestellt. Mit diesen
Lysaten wurde eine SDS-PAGE-Gelelektrophorese durchgefiihrt, dafiir wurde jeweils ein Gel mit 15%
SDS mit und ohne 6 M Urea verwendet. Durch die Zugabe von Urea lief} sich die ADP-Ribosylierung
der a-Untereinheit des G-Proteins durch PTX {iber eine Verinderung der Gréfe sichtbar machen

(Codina et al., 1991).

2.6 Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten zur Berechnung der Signifikanz wurde mit der
Software GraphPad Prism 8.0 durchgefiihrt. Hierbei wurde der ungepaarte t-Test angewendet. Die
Mittelwerte wurden mit +/- SEM angegeben, als Signifikanzlevel wurde p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der RGS3L-Expression im humanen Myometrium

3.1.1 Untersuchung der Expression von RGS3L im Myometrium von schwangeren und nicht

schwangeren Frauen

RGS3L ist die aus 518 Aminosauren bestehende lange [soform von RGS3, einem Regulatorprotein von
heterotrimeren G-Proteinen. Neben seiner GAP-Funktion, also der Beschleunigung der GTPase-
Reaktion im Aktivierungszyklus heterotrimerer G-Proteine, konnte eine weitere Funktion charakterisiert
werden: RGS3L vermittelte nach Stimulierung des M2 mAChRs einen Umschaltmechanismus
monomerer GTPasen der Rho-Familie, ndmlich weg von der iiblichen Racl-Aktivierung und hin zur
Aktivierung von RhoA (Vogt et al., 2007). Die Expression der monomeren GTPase RhoA, sowie deren
Beteiligung an der Regulation der uterinen Kontraktilitdt konnte fiir das humane Myometrium
nachgewiesen werden (Lartey and Lopez Bernal, 2009), eine mogliche Epression von RGS3L im
humanen Myometrium wurde bislang nicht untersucht. Zwar wurde die Expression der RGS3L-Isoform
im Uterus der Maus nachgewiesen (Kehrl et al., 2002), jedoch gibt es noch keine Erkenntnisse, ob
RGS3L bei der Aktivierung von RhoA und in der Myometriumkontraktilitdt eine Rolle spielen konnte.
Um eine mogliche Funktion von RGS3L beziiglich der Myometriumkontraktilitdt untersuchen zu
konnen, sollte zunéchst die Frage nach der Expression von RGS3L im humanen Myometrium geklért
werden. Hierzu wurden Myometriumproben von nicht schwangeren und schwangeren Frauen
pulverisiert, Proteinlysate und cDNA-Proben hergestellt und mittels Imunoblot- und gPCR-Analysen
untersucht. Abb. 10 zeigt, dass sowohl bei nicht schwangeren als auch schwangeren Frauen RGS3L im
Myometrium exprimiert wurde. Interessanterweise lag in den Gewebeproben der schwangeren Frauen
die RGS3L-Proteinexpression um 64% hoher und die RGS3L-mRNA-Konzentration um 60% hoéher vor

im Vergleich zu den nicht schwangeren Frauen.
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Abbildung 10: Die Expression von RGS3L im humanen Myometrium von schwangeren und nicht

schwangeren Frauen. Die humanen Gewebeproben wurden pulverisiert, Lysate hergestellt und zur

Untersuchung der Proteinexpression eine 12%ige SDS-PAGE-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Zur

Untersuchung der mRNA-Konzentration wurden die gesamte mRNA der pulverisierten Proben in

cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. A Reprédsentative Immunoblots von RGS3L und Gf3

im humanen Myometrium. (K): Kontrolle (RGS3L-N460A adenoviral iiberexprimiert) B Relative

Proteinexpression von RGS3L im nicht schwangeren (NS) und schwangeren Myometrium (S), G

wurde als Ladekontrolle benutzt. n = 34 nicht schwanger, 43 schwanger. Mittelwerte + SEM. ** p <

0,01. C mRNA Expression von RGS3L im humanen Myometrium, 18S wurde als housekeeping gene
benutzt. n = 43 nicht schwanger (NS), 41 schwanger (S). Mittelwerte £ SEM. ** p <0,01.
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3.1.2 Untersuchung der Altersabhiingigkeit der Expression von RGS3L

Die analysierten Gewebeproben stammten von Patientinnen der Frauenklinik, die deutliche
Unterschiede beziiglich ihres Alters aufwiesen. Die nicht schwangeren Frauen waren zwischen 30 und
77 Jahre alt, der Mittelwert des Alters dieser Gruppe lag bei 46,7 Jahren. Die schwangeren Frauen waren
im Mittel 31,2 Jahre alt, hier wurden Proben von Frauen zwischen 20 und 47 Jahren verwendet. Um zu
untersuchen, ob es eine Abhéngigkeit zwischen dem Alter und der Expression von RGS3L gab, wurden
die in der qPCR-Analyse ermittelten Werte des RGS3L mRNA-Gehalts mit dem zugehorigen Alter der
Frauen fiir beide Gruppen graphisch dargestellt. Es zeigte sich, wie in Abb. 11 dargestellt, kein
Zusammenhang zwischen der RGS3L mRNA-Expression und dem Alter der Frauen, die Unterschiede
in der RGS3L Expression lagen daher nicht im unterschiedlichen Altersdurchschnitt der schwangeren

und nicht schwangeren Frauen begriindet.
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Abbildung 11: Analyse der Altersabhingigkeit der RGS3L mRNA-Expression im humanen
Myometrium von schwangeren und nicht schwangeren Frauen. Die RGS3L mRNA-Expression
wurde in Abhéngigkeit des Alters der Frauen dargestellt und eine lineare Regression durchgefiihrt. n =

42 nicht schwanger, 41 schwanger. r*> nicht schwanger: 0,01406. r* schwanger: 0,01486.
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3.2 Untersuchung des RhoA-Regulatorproteins p190RhoGAP und der ROCK-
Effektorproteine MLC und MYPT1 im humanen Myometrium

3.2.1 Untersuchung der Expression von p190RhoGAP bei schwangeren und nicht schwangeren

Frauen

Bei der Regulation der monomeren GTPase RhoA spielt p190RhoGAP (auch als ARHGAP35 bekannt)
nachweislich eine wichtige Rolle, indem es dessen intrinsische Hydrolyserate und somit die Beendigung
des Aktivierungszyklus beschleunigt (Herbrand and Ahmadian, 2006). Da RhoA eine Rolle in der
Regulation der Kontraktilitdt des humanen Myometriums spielt (Lartey and Lopez Bernal, 2009) und
unverdffentlichte Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe eine Komplexbildung von p190RhoGAP
mit RGS3L nachweise konnten, sollte eine mogliche Verdnderung der Expression von pl90RhoGAP
wihrend der Schwangerschaft ebenfalls im humanen Myometriumgewebe untersucht werden. Die
Proben des humanen Myometriums wurden pulverisiert, Proteinlysate und cDNA-Proben hergestellt
und mittels Immunoblot- und qPCR- Analysen untersucht. In Abb. 12 wird gezeigt, dass sowohl die
Proteinexpression, als auch die mRNA-Konzentration von pl90RhoGAP keinen Unterschied zwischen

den schwangeren und nicht schwangeren Frauen aufwiesen.
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Abbildung 12: Die Expression von p190RhoGAP im humanen Myometrium von schwangeren und
nicht-schwangeren Frauen. Die humanen Gewebeproben wurden pulverisiert, Proteinlysate und

cDNA-Proben hergestellt und mittels 12%iger SDS-PAGE-Gelelektrophorese und qPCR-Analysen
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untersucht. A Représentativer Immunoblot von p190RhoGAP. Als Ladekontrolle wurde Gf§ benutzt. B
Ubersicht aller analysierten Proben. p190RhoGAP / Gp. Mittelwerte + SEM. n = 35 nicht schwanger
(NS), 42 schwanger (S) p = 0,5541. C mRNA-Expression von pl90RhoGAP. 18S wurde als
housekeeping gene benutzt. n = 15 nicht schwanger (NS), 22 schwanger (S). Mittelwerte £ SEM. p =
0,5603.

3.2.2 Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von MYPT-1

MYPTI1, die regulatorische Untereinheit der MLCP, wird {iber eine Phosphoylierung durch ROCK
gesteuert. Durch die Phosphorylierung von MYPT1 wird die MLCP inaktiviert, was im glatten Muskel
zur Erhohung der Kontraktilitit fiihrt, da so das Vorliegen der phosphorylierten Form der MLC
beglinstigt wird (Grassie et al., 2011). Eine Erhéhung der Phosphorylierung von MYPT-1 kdnnte somit
als indirektes Zeichen fiir eine erhohte Aktivitit des RhoA/ROCK-vermittelten Signalweges dienen. Um
zu untersuchen, ob Unterschiede zwischen schwangeren und nicht schwangeren Frauen beziiglich
Expression und Phosphorylierung von MYPT1 vorliegen kdnnten, wurden die humanen Gewebeproben
pulverisiert, Proteinlysate hergestellt und mittels Immunoblot-Analyse analysiert. In Abb. 13 ist
dargestellt, dass in den analysierten humanen Myometriumproben kein Unterschied in der MYPT1
Proteinexpression festgestellt werden konnte. Die Phosphorylierung (P-MYPT1) erschien bei den
schwangeren Frauen leicht erhoht, das zuvor festgelegte Signifikanzlevel konnte allerdings nicht

erreicht werden.
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Abbildung 13: MYPT1 Proteinexpression und Phosphorylierung im humanen Myometrium von
schwangeren und nicht schwangeren Frauen. Die humanen Gewebeproben wurden pulverisiert,
Lysate hergestellt und die Proteinexpression von MYPT1 und der Gehalt an P-MYPT]1 mittels 12%iger
SDS-PAGE-Gelelektrophorese untersucht. A Représentativer Immunoblot von MYPT1, P-MYPT1 und
GB als Ladekontrolle. B Ubersicht aller analysierten Proben. n = 36 nicht schwanger (NS), 43 schwanger
(S), Mittelwerte = SEM. p=0,7582 (MYPT1 /GB), p=0,0743 (P-MYPT1 /MYPT1)

3.2.3 Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von MLC

Zur Auslosung einer Kontraktion kann die MLC entweder iiber den Ca**-abhiingigen Weg durch die
MLCK phosphoryliert werden, oder diese durch den RhoA/ROCK-vermittelten Signalweg gegeniiber
Ca*'-sensitiviert werden. Da die bisher durchgefiihrten Analysen bei den schwangeren Frauen eher fiir
eine Erhohung der MYPT-1-Phosphorylierung sprachen, lag die Annahme nahe, dass die
Phosphorylierung der MLC bei schwangeren Frauen im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen
ebenfalls erhoht sein konnte. Die bisherige Datenlage zeigt sich allerdings uneinig beziiglich einer
moglichen Erhohung der RhoA und ROCK-Aktivitét. Beziiglich der Phosphorylierung von MLC wurde

dagegen in einer Publikation von einer Erniedrigung der Phosphorylierung der MLC in der
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Schwangerschaft berichtet (Riley et al., 2005). Um eigene Erkenntnisse beziiglich der MLC-Expression
und -Phosphorylierung zu gewinnen, wurden die Proben der Frauen pulverisiert, Proteinlysate
hergestellt und mittels Immunoblot analysiert. Wie in Abb. 14 dargestellt, zeigte sich bei den
schwangeren Frauen gegen Ende der Schwangerschaft sowohl die Proteinexpression, als auch die
Phosphorylierung von MLC erhoht im Vergleich zu den Myometriumproben der nicht schwangeren
Frauen. Wihrend der Anstieg der Proteinexpression der MLC in der Schwangerschaft moderat ausfiel,
zeigte sich deren Phosphorylierung in den Proben aus dem Myometrium der Schwangeren um das 2,5-

fache erhoht.
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Abbildung 14: Die MLC-Proteinexpression und -Phosphorylierung im humanen Myometrium
von schwangeren und nicht schwangeren Frauen. Die humanen Gewebeproben wurden pulverisiert,
Lysate hergestellt und die Proteinexpression von MLC und deren Phosphorylierung (P-MLC) mittels
12%iger SDS-PAGE-Gelelektrophorese untersucht. A Repréasentativer Immunoblot von MLC, P-MLC
und G als Ladekontrolle. B Ubersicht aller analysierten Proben. Mittelwerte + SEM. n = 28 nicht
schwanger (NS), 32 schwanger (S). ** p <0,01. *** p <0,001.
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3.3 Einfluss von RGS3L auf die Carbachol-induzierte Aktivierung von RhoA und
Racl

3.3.1 RGS3L erhoht die Carbachol-induzierte Aktivierung von RhoA und erniedrigt die

Carbachol-induzierte Aktivierung von Racl in glatten Muskelzellen des Myometriums der Ratte

In Experimenten mit HEK-Zellen (,,human embryonic kidney cells*) und einer von neonatalen
Kardiomyozyten abstammenden Zelllinie von Ratten konnte gezeigt werden, dass RGS3L die
Carbachol-induzierte Aktivierung von RhoA erhéhen und die Carbachol-induzierte Aktivierung von
Racl erniedrigen konnte (Vogt et al., 2007). Da die verstérkte Aktivierung von RhoA zu einer Erh6hung
der Kontraktilitdt im Myometrium beitragen kann (O'Brien et al., 2008), sollte an kultivierten glatten
Muskelzellen des Myometriums, die aus nicht schwangeren Ratten isoliert wurden, untersucht werden,
ob dieser RGS3L-vermittelte Switch-Mechanismus zwischen der RhoA- und Racl-Aktivierung
ebenfalls stattfinden kann. RGS3L wurde mittels eines Adenovirus in Myometriumzellen von nicht
schwangeren Ratten {iberexprimiert und anschlieBend die Aktivierung von RhoA und Racl durch die
Féllung der GTP-gebundenen Form (Pulldown Assay) untersucht. In Abb. 15 ist dargestellt, dass die
Ergebnisse in den Myometriumzellen von Ratten mit den bereits publizierten Daten in anderen Zellen
iibereinstimmen. Auch im Myometrium von Ratten konnte iiber RGS3L die Carbachol-induzierte
Aktiverung von RhoA signifikant erhoht und die Aktivierung von Racl erniedrigt werden. Diese
Anderungen waren abhéngig von der Menge des exprimierten RGS3L: Bei einer Verwendung der 10-
fachen Menge des Adenovirus war die RGS3L-Expression deutlich erh6ht, was mit einer Verstirkung

vorallem im AusmaR der RhoA-Aktivierung einherging.
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Abbildung 15: Einfluss von RGS3L auf die Carbachol-induzierte Aktivierung von RhoA und
Racl. RGS3L wurde in Uteruszellen der Ratte mittels Adenovirus in einfacher (0,1 pl Virus /3 ml) und
10-facher Konzentration (1 pl Virus / 3 ml) {iberexprimiert. 24 Stunden nach adenoviraler Transduktion
wurden die Zellen fiir 5 min mit I mM Carbachol stimuliert. Mit dem Effektor-Pulldown-Assay wurde
jeweils die Gesamtmengen von RhoA und die Menge an GTP-gebundener, also aktivierter Form von
RhoA bzw. von Racl und GTP-Racl durch eine 12%ige SDS-PAGE-Gelelektrophorese ermittelt.
Auswertung eines reprasentativen Versuchs ** p < 0,05 (10x RGS + Carb gegen Kontrolle + Carb)
*p < 0,05 (Kontrolle + Carb gegen 10x RGS + Carb)
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3.4 Einfluss von Ostradiol auf die RGS3L-Proteinexpression im humanen

Myometrium

3.4.1 Ostradiol erhéht die Proteinexpression von RGS3L

Ostradiol ist in der ersten Zyklushilfte der Frau das dominierende Hormon, die Kontraktilitit des
Myometriums ist in dieser Phase hoher als in der zweiten Zyklushilfte. Ostradiol kann die
Genexpression vieler kontraktilititssteigernder Proteine induzieren, darunter Oxytocin-Rezeptoren,
PGF,.-Rezeptoren oder auch Proteine fiir die gap junction Formation (Nissenson et al., 1978; Pinto et
al., 1966), weshalb Ostradiol eine wichtige Rolle in der Regulation der uterinen Kontraktilitit
zugeschrieben wird. Um zu untersuchen, ob auch die Proteinexpression von RGS3L im humanen
Myometrium durch Ostradiol beeinflusst werden kann, wurden isolierte Uteruszellen aus humanem
Gewebe kultiviert und fiir 48 h mit steigenden Konzentrationen von Ostradiol stimuliert. AnschlieBend
wurde die Proteinexpression von RGS3L mittels Immunoblot-Analyse untersucht. In Abb. 16 ist

dargestellt, dass RGS3L mit steigender Ostradiol-Konzentration verstéirkt exprimiert wurde.
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Abbildung 16: Wirkung von Ostradiol auf die RGS3L-Proteinexpression in humanen
Myometriumzellen von nicht schwangeren Frauen. Die humanen Myometriumzellen wurden aus den
Gewebeproben isoliert, fiir 48 h mit Ostradiol (E2) stimuliert und die RGS3L-Proteinexpression mittels
12%iger SDS-PAGE-Gelelektrophorese analysiert. A Reprisentativer Immunoblot von RGS3L und Gf§
als Ladekontrolle ohne Vorbehandlung und mit 0,003 M, 0,01 M, 0,03 M, 0,1 M, 0,3 M, 1 M Ostradiol.
B Ubersicht aller ausgewerteter Immunoblots mit 0,1M und 1M E2. n = 2 unabhiingige Versuche

45



Ergebnisse

3.5 Untersuchung der Kontraktilitit an Uterus-Muskelstrips von Ratten

3.5.1 Einfluss von Ostradiol auf die M2 mAChR-vermittelte Kontraktilitit

Das weibliche Geschlechtshormon Ostradiol stellt einen wichtigen Regulator der Kontraktilitit des
humanen Uterus dar. Am Myometrium von Miausen wurden der M2 und M3 mAChR als vermittelnde
Rezeptortypen des parasympathischen Nervensystems nachgewiesen. Dem M2 mAChR wird eine eher
modulierende Rolle zugeschrieben, wihrend der M3 mAChR fiir die hauptsidchliche Auslésung von
parasympathisch vermittelter Kontraktionen verantwortlich sein soll (Kitazawa et al., 2008). Da zuvor
gezeigt werden konnte, dass Ostradiol die Proteinexpression von RGS3L in Myometriumzellen erhhen
konnte, und dass iiber den M2 mAChR-vermittelten Signalweg RGS3L zu einer erhohten Aktivierung
von RhoA fiihren kann, sollte der Einfluss von Ostradiol auf die M2 mAChR-vermittelte Kontraktilitit
untersucht werden. Hierzu wurden Kontraktionsmessungen an Uterus-Muskelstrips von nicht
schwangeren Ratten mit und ohne 48-stiindiger Inkubation mit Ostradiol durchgefiihrt. Um den Einfluss
des M3 mAChR auszuschalten, wurden die Muskelstrips fiir 20 min mit dem irreversiblen Hemmstoff
des M3-Rezeptortyps 4-DAMP inkubiert. AnschlieBend wurden die Muskelstrips mit einer
Konzentrationsreihe von Carbachol stimuliert. In Abb. 17 ist dargestellt, dass ohne Inkubation mit
Ostradiol und unter der irreversiblen Hemmung durch 4-DAMP iiber den M2 mAChR-vermittelten Weg
keine signifikante Erhohung der Kontraktilitit durch Carbachol ausgelost werden konnte. Durch
vorherige Inkubation mit Ostradiol konnte jedoch auch nach 4-DAMP Gabe eine signifikante Zunahme

der Kontraktilitdt der Uterusstrips durch die Stimulation mit Carbachol erreicht werden.
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Abbildung 17: Wirkung von Ostradiol auf die M2 mAChR vermittelte Kontraktilitit von Uterus-
Muskelstrips von Ratten. Die Uterus-Muskelstrips von nicht schwangeren Ratten wurden prépariert.
Die Hilfte der Strips wurde mit 1 ug / ml Ostradiol (E2) fiir 48 h inkubiert (rechtes Schaubild), die
andere Hailfte blieb unbehandelt (links). Zur Messung der Kontraktionen wurden die Strips in ein
Organbad in einer auf 37°C erwirmten 2,5 mM Ca?" enthaltenden Badldsung eingespannt. Alle Strips
wurden nach dem Einsetzen vollstindig spontaner Kontraktionen mit 30 nM 4-DAMP fiir 20 min
behandelt und mit steigenden Konzentrationen an Carbachol stimuliert. Gezeigt ist hier die Stimulation
nach Gabe von 100 pM Carbachol (+ Carb), n = je 10 Strips aus je 4 Ratten. Mittelwerte + SEM.

Normiert jeweils auf den Ausgangswert der spontanen Kontraktionen. ns: p = 0,1439. *** p <0,0001.
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3.5.2 Einfluss von H1152-P auf die M2 mA ChR-vermittelte Kontraktilitit

H1152-P ist ein reversibler Hemmstoff von ROCK, durch dessen Wirkung die ROCK-abhéngige
Phosphorylierung der MLC und die so erreichte Zunahme der Kontraktilitit blockiert werden kann. Da
zuvor gezeigt werden konnte, dass RGS3L in Myometriumzellen eine Aktivierung von RhoA iiber einen
M2 mAChR-vermittelten Signalweg verstérken konnte und RhoA im aktiven Zustand ROCK aktiviert,
sollte untersucht werden, ob die Hemmung von ROCK einen Einfluss auf die M2 mAChR-vermittelten
Kontraktionen der Uterus-Muskelstrips ausiibt. Um die Beeinflussung der Kontraktilitdt durch den M3
mAChR auszuschalten, wurden einige der Muskelstrips mit dem irreversiblen M3 mAChR Inhibitor 4-
DAMP inkubiert. Anschlieend wurden die Uterusstrips durch steigende Konzentrationen an Carbachol
stimuliert. In Abb. 18 (A) wird zunichst die Bestitigung schon veroffentlichter Ergebnisse gezeigt.
Durch Behandlung mit H1152-P wurde eine Carbachol-vermittelte Erhohung der Kontraktilitdt der
Muskelstrips gehemmt. Wo ohne den Einfluss von H1152-P die normierte Kontraktionskraft relativ um
77% durch Stimulation mit 100 uM Carbachol erhéht werden konnte, wurde nach Behandlung mit
H1152-P das zuvor festgelegte Signifikanzniveau nicht erreicht. Die erzielte Erhohung der
Kontraktionen lag unter dem Einfluss von H1152-P relativ bei 29%. Im zweiten Teil von Abb. 18 (B)
ist dargestellt, dass unter dem Einfluss von H1152-P und unter Hemmung der M3 mAChR durch 4-
DAMP eine Steigerung der Kontraktilitdt durch Carbachol nicht mehr moglich war.
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Abbildung 18: Wirkung von H1152-P auf die Carbachol-vermittelte Kontraktilitiit nach
Hemmung des M3 mAChR. Die Uterus-Muskelstrips von nicht-schwangeren Ratten wurden pripariert
und zur Kontraktionsmessung in ein Organbad in eine 37°C warme 2,5 mM Ca*'-haltige Badldsung
eingespannt. A Die Haélfte der Strips wurde mit 100 nM H1152-P fiir 20 min behandelt (rechtes
Schaubild), dann wurden alle Strips mit einer Konzentrationsreihe von Carbachol stimuliert. Gezeigt ist
hier die Stimulation nach Gabe von 100 uM Carbachol (+ Carb), normiert jeweils auf den Ausgangswert
der spontanen Kontraktionen. n = je 4 Strips (2 Ratten), Mittelwerte + SEM. ns: p =0,1235. B Die Strips
wurden fiir 20 min mit 30 nM 4-DAMP behandelt. Die Hélfte der Strips wurde zusétzlich mit 100 nM
H1152-P fir 20 min behandelt (rechtes Schaubild), dann wurden alle Strips mit einer
Konzentrationsreihe von Carbachol stimuliert. Normiert jeweils auf den Ausgangswert der spontanen

Kontraktionen. n = je 5 Strips (3 Ratten). Mittelwerte = SEM. links: p = 0,1978. rechts: p = 0.6973.
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3.5.3 Einfluss von PTX auf die Carbachol-vermittelte Kontraktilitit

Bei Kontraktionsmessungen an Uterus-Muskelstrips von Méusen wurde gezeigt, dass die M2 und M3
mAChRs an der Auslésung von Kontraktionen im Myometrium beteiligt waren, der M3 mAChR jedoch
eine dominierende, der M2 mAChR eher eine modulierende Rolle einnahm (Kitazawa et al., 2008). Um
den Einfluss des M2 mAChR bei den Kontraktionen in Muskelstrips von Ratten zu untersuchen, wurden
Kontraktionsmessungen nach Inkubation der Strips mit PTX durchgefiihrt. PTX ist ein iiber ADP-
Ribosylierung wirkender Hemmstoff der Ga; vermittelten Signaltransduktion und somit ein Hemmstoff
des M2 mAChR-vermittelten, nicht aber des M3 mAChR vermittelten Signalwegs. In Ubereinstimmung
mit den publizierten Daten zeigte sich, dass eine unverdnderte Steigerung der Kontraktilitdt der

Muskelstrips durch Gabe von Carbachol erreicht werden konnte.
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Abbildung 19: Wirkung von PTX auf die Carbachol-vermittelte Kontraktilitiit. Die Uterus-
Muskelstrips von nicht schwangeren Ratten wurden prépariert, die Halfte wurde 48 h mit 100 nM PTX

inkubiert. Zur Kontraktionsmessung wurden sie in ein Organbad in eine auf 37°C erwérmte 2,5 mM
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Ca*"-haltige Badldsung eingespannt und mit einer Konzentrationsreihe von Carbachol stimuliert. A
Ubersicht aller durchgefiihrten Untersuchungen. Links unbehandelte Strips, rechts inkubiert mit PTX.
Normiert jeweils auf den Ausgangswert der spontanen Kontraktionen. n = je 6 Strips (3 Ratten). B
Relative Zunahme der Kontraktionskraft zwischen Kontroll-Strips (weil) und PTX-behandelten Strips
(griin), jeweils bei Stimulation mit 100 uM Carbachol. Mittelwerte = SEM. +Carb vs. PTX + Carb, ns
p=10,9639.

3.5.4 Einfluss von PTX auf die Carbachol-vermittelte Kontraktilitit nach Inkubation mit
Ostradiol

Da Ostradiol in Myometriumzellen von Ratten die RGS3L-Proteinexpression erhdhen konnte und somit
moglicherweise auch den M2 mAchR-vermittelten Signalweg zur Erh6hung der Kontraktilitit durch die
Aktivierung von RhoA verstirken konnte, wurde der Einfluss von PTX nach Inkubation der
Muskelstrips mit Ostradiol untersucht. In der Tat zeigte sich nach Ostradiolvorbehandlung ein deutlicher
Anstieg der durch 100 uM Carbachol ausgeldsten Zunahme der Kontraktionskraft von ca. 40% ohne
Ostradiolbehandlung (Abb. 19 B) auf ca. 80% (Abb. 20 B). Durch gleichzeitige Behandlung mit PTX
lies sich diese Zunahme der Kontraktilitit nach Carbacholgabe wieder auf das Ausmaf} der Stimulation
in nicht-Ostradiol-vorbehandelten Strips reduzieren (Abb. 20). Zum Nachweis der ADP-Ribosylierung
durch PTX an der Goj-Untereinheit wurde an einigen der zuvor gemessenen Strips eine Immunoblot-
Analyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden 15%ige Gele mit und ohne 6M Urea verwendet. Der Zusatz von
Urea fithrt durch ADP-Ribosylierung von Gai-Untereinheiten zu einer Anderung des
Migrationsverhaltens der modifizierten Goj-Proteine aufgrund eines nun héheren Molekulargewichts.
Fiir beide in myometrialen glatten Muskelzellen exprimierten Gai-Isoformen, Gai, und Goyz war diese
Mobilitétsverdnderung nach PTX-Behandlung in Gegenwart von Urea deutlich erkennbar (Abb. 20 C),

was die nahezu vollstindige Modifikation der Ga;-Proteine belegt.
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Abbildung 20: Wirkung von PTX auf die Carbachol-vermittelte Kontraktilitit nach Inkubation
mit E2. Die Uterus-Muskelstrips von nicht schwangeren Ratten wurden prapariert und 48 h mit 1 pg/
ml Ostradiol (E2) und 100 nM PTX inkubiert. Zur Kontraktionsmessung wurden sie in ein Organbad in
eine 37°C warme 2,5 mM Ca*'-haltige Lésung eingespannt und mit einer Konzentrationsreihe von
Carbachol stimuliert. A Ubersicht aller durchgefiihrten Untersuchungen. Links inkubiert mit E2, rechts
mit E2 + PTX. Normiert jeweils auf den Ausgangswert der spontanen Kontraktionen. n =7 Strips E2, 8
Strips E2 + PTX (3 Ratten). B Relative Anderung der Kontraktionskraft zwischen E2-behandelten Strips
(blau) und E2 und PTX-behandelten Strips (dunkelgriin), jeweils bei Stimulation mit 100 uM Carbachol.
Mittelwerte + SEM. * p < 0,05. C Immunoblot-Analyse einiger bei A dargestellten Strips, jeweils mit
einem 15%igen SDS Gel mit und ohne 6M Urea mit subtypspezifischen Antikorpern gegen Goix bzw.
Gais.
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3.6 Untersuchung der CHAT und VAMP-2 Expression im humanen Myometrium

3.6.1 Anlayse der CHAT und VAMP-2 Expression bei schwangeren und nicht schwangeren

Frauen

Wihrend der Schwangerschaft kommt es im weiblichen Uterus zu einer Riickbildung der neuronalen
Strukturen (Morizaki et al., 1989). Da durch Carbachol, einem synthetischen Strukturanalogon von
Acetylcholin, eine Erhohung der Kontraktiltiit im Myometrium von Ratten durch
Kontraktionsmessungen von Muskelstrips gezeigt werden konnte, sollte untersucht werden, ob
Acetylcholin eventuell auch in nicht-neuronalem Gewebe gebildet werden konnte, falls sich die
neuronalen Strukturen wahrend der Schwangerschatft tatséchlich zuriickbilden wiirden. Als Indikator fiir
die Synthese von Acetylcholin wurde die Expression der Cholino-Acetyl-Transferase (CHAT), ein
Schliisselenzym des Synthesewegs, untersucht. An den humanen Gewebeproben von schwangeren und
nicht schwangeren Frauen wurde daher eine Immunoblot-Analyse durchgefiihrt, um die
Proteinexpression von CHAT zu untersuchen. In einer weiteren Analyse mit den gleichen Proben wurde
die Expression von VAMP-2, einem neuronalen Marker, untersucht, um Erkenntnisse iiber das
Vorhandensein neuronaler Strukturen im Bezug zur moglichen Acetylcholin-Synthese zu gewinnen. In
Abb. 21 A wird gezeigt, dass die Proteinexpression von CHAT in den untersuchten Proben der
schwangeren Frauen im Vergleich zu denen der nicht schwangeren Frauen signifikant um ca. 50% hoher
war. In Abb. 21 B ist dargestellt, dass sowohl die Proteinexpression, als auch der mRNA-Gehalt an
VAMP-2 bei den schwangeren Frauen signifikant um 30% bzw. 50% erniedrigt war. Bei einigen Proben
von schwangeren Frauen war keine Proteinexpression von VAMP-2 mehr nachweisbar. Aufgrund der
Literaturlage ldsst sich der Riickgang der Expression von VAMP-2 im Gewebe der schwangeren Frauen
als Zeichen des Riickgangs der nervalen Innervation wéhrend der Schwangerschaft interpretieren.
Dagegen zeigen diese Ergebnisse, dass im Uterus von schwangeren Frauen eine erhohte Acetylcholin-
Synthese stattfinden konnte, deren Ausgangspunkt dann allerdings nicht-neuronale Zellen, z.B. die

glatten Muskelzellen selbst sein miissten.
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Abbildung 21: Proteinexpression von CHAT und Protein- und mRNA-Expression von VAMP-2
im humanen Myometrium von schwangeren und nicht schwangeren Frauen. Die humanen
Gewebeproben wurden pulverisiert, Proteinlysate oder cDNA-Proben hergestellt und die
Proteinexpression von CHAT mittels 15%iger SDS-PAGE-Gelelektrophorese untersucht. Die
Proteinexpression von VAMP-2 wurde mit einer 8%igen SDS-PAGE-Gelelektrophorese analysiert, fiir
die Untersuchung der mRNA-Expression wurden qPCR-Analysen durchgefiihrt. A Représentativer
Immunoblot von CHAT und Gp als Ladekontrolle, Kontrolle (K): Gehirngewebe der Maus. B Ergebnis
aller analysierten Proben. n = 8 nicht schwanger (NS), 15 schwanger (S). Mittelwerte £ SEM. *** p <
0,0001. C Représentativer Immunoblot von VAMP-2 und G als Ladekontrolle. Kontrolle (K):
Gehirngewebe der Maus. D Ergebnis aller analysierten Proben. N = 4 nicht schwanger (NS), 7
schwanger (S). Mittelwerte + SEM. *p < 0.05. E Gehalt an mRNA VAMP-2 normiert auf 18S-RNA.
n = 5 nicht schwanger (NS), 5 schwanger (S). Mittelwerte + SEM. *** p <(,0001.
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4. Diskussion

Die Regulation der Kontraktilitét des weiblichen Uterus ist in vielen Details noch ungeklért. Zwar sind
beteiligte Faktoren bekannt, wie beispielsweise neuronale und hormonelle Einfliisse (Jollie and Wynn,
2013; Morizaki et al., 1989; Vannuccini et al., 2016), jedoch bleiben vor allem das Zusammenspiel
regulatorischer Mechanismen, sowie die Regulation der Anpassung an die verschiedenen
Anforderungen der Uterusmuskulatur wahrend des weiblichen Zyklus oder der Schwangerschaft noch
aufzukldren. Die Gewinnung von neuen Erkenntnissen beziiglich dieser Regulationsmechanismen wire
von grofler Bedeutung, da so auch pathologische Mechanismen, wie die Frithgeburtlichkeit mit
verbundenen Risiken, wie einer erhohten Sterblichkeit oder einer bleibenden Schidigung des Kindes,
besser verstanden und damit eventuell verhindert werden konnten.

RGS3 ist bekannt als regulierendes GAP-Protein fiir die a-Untereinheit von heterotrimeren Gis- und
Gg/11-Proteinen. Die lange Isoform RGS3L kann dariiber hinaus iiber die Aktivierung eines M2 mAChR-
und Gi,- abhiingigen Signalweges eine Aktivierung des monomeren G-Proteins RhoA vermitteln (Vogt
et al., 2007). Eine der zentralen Rollen von RhoA ist die Forderung der Kontraktilitit in glatten
Muskelzellen, so auch in den Myozyten des Myometriums (Lartey and Lopez Bernal, 2009). Ziel der
experimentellen Arbeiten zu dieser Dissertation sollte deshalb die Gewinnung von Erkenntnissen
beziiglich der Expression von RGS3L im humanen Myometrium sein, sowie die Untersuchung der
Frage, ob die M2 mAChR-vermittelte Aktivierung von RhoA tiber RGS3L im humanen Myometrium
ebenfalls zur Regulierung der Kontraktilitit beitragen kdnnte.

Die bisherige Datenlage beziiglich der Expression von RGS3 im humanen Myometrium war bestimmt
von sich widersprechenden Verdffentlichungen. Eine Analyse des mRNA-Gehalts einer Vielzahl von
RGS-Proteinen zeigte das Vorhandensein vieler RGS-Formen im humanen Myometrium, nicht aber von
RGS3 (Ladds et al., 2009). Dem gegeniiber stand eine Northern Blot Analyse von Geweben der Maus,
bei der die Expression verschiedener RGS3-Isoformen deutlich in Uterusgewebe nachweisbar war
(Kehrl et al., 2002). Auch die Datenbank des NCBI wies Analysen iiber das Vorhandensein von RGS3-
Transkripten im humanen Endometrium auf (National Center for Biotechnology Information). Aufgrund
des Ubergewichts der Quellen, die fiir eine mogliche Expression sprachen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit eine entsprechende Untersuchung durchgefiihrt, welche zum erstmaligen Nachweis der langen
Isoform RGS3L im humanen Myometrium fiihrte.

Die Analyse der Expression von RGS3L auf Ebene der mRNA- und der Proteinexpression zeigte
dariiberhinaus eine Erhéhung des RGS3L-Gehalts im Myometrium von schwangeren Frauen im
Vergleich zu nicht schwangeren Frauen. Auch diese Erhéhung bei den schwangeren Frauen wurde hier
erstmals gezeigt, bisher lagen nur Erkenntnisse iiber die Veridnderungen in der Schwangerschaft des
mRNA-Gehalts von anderen RGS-Isoformen vor (Ladds et al., 2009), von denen die erhohte Expression

von RGS4 auch im Rahmen dieser Studie bestdtigt werden konnte.
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Eine RGS3L-Erhdhung in der Schwangerschaft scheint auf den ersten Blick kontraproduktiv zu sein.
Sollte eine Erhohung der RGS3L-Expression im Myometrium zu einer Erhohung der Kontraktilitét iiber
eine RhoA-Aktivierung fiihren, wire es naheliegend, eher eine Abnahme des RGS3L-Gehalts bei
schwangeren Frauen im Vergleich zu den nicht schwangeren Frauen zu vermuten. Wiahrend der
Schwangerschaft sollten physiologischerweise rhythmische Kontraktionen ausbleiben, um die
reibungslose Austragung des Kindes zu gewdhrleisten. Ein Erklérungsansatz findet sich allerdings in
bisher veroffentlichten Untersuchungen. So sprechen einige Autoren von der Geburt als inhibitorischem
Prozess, die kontraktilititshemmenden Mechanismen, die zur Stilllegung des Uterus wéhrend der
Schwangerschaft fiihren, wieder authebt (Lopez Bernal et al., 1995). Da eine Probenentnahme bei den
untersuchten Frauen aufgrund einer Indikation fiir einen Kaiserschnitt gegen Ende der Schwangerschatft,
also kurz vor Beginn der Geburtsperiode erfolgte, konnte die Erhéhung von RGS3L auch als
Vorbereitung auf die Geburt gewertet werden. Die durchgefiihrten Untersuchungen koénnen deshalb
auch keine generellen Aussagen beziiglich des RGS3L-Gehalts wihrend der gesamten Schwangerschaft
treffen. Eine Analyse zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft wiirde wahrscheinlich
interessante weitere Erkenntnisse liefern, die Entnahme entsprechender Proben verbietet sich allerdings
aus ethischen Griinden. Es darf aber angenommen werden, dass die Mechanismen der
Kontraktionshemmung in der Mitschwangerschaft iiberwiegen, wihrend gegen Ende der
Schwangerschaft Signalwege vorbereitet werden, die das Myometrium befdhigen, wieder stark zu
kontrahieren. Im Rahmen der Geburt konnte dann die noch iiberwiegende Kontraktionshemmung
beendet werden, um so die rhythmischen Kontraktionen der Wehen {iber die vorbereiteten Signalwege
auszuldsen. In der Tat konnte unsere Arbeitsgruppe schon in fritheren Arbeiten Daten erarbeiten, die auf
solche Prozesse auch bei Menschen hindeuten (Steffens et al., 2003; Zhou et al., 2007; Zhou et al.,
2000).

Ein moglicher Faktor, der Einfluss auf die verschiedene Expression von RGS3L nehmen konnte, war
das stark unterschiedliche Alter der untersuchten Frauen. Das mittlere Alter der schwangeren Frauen
lag bei 31 Jahren, das der nicht schwangeren Frauen bei 47 Jahren. Da eine Vielzahl von Proteinen,
darunter auch RGS10 in neueren Untersuchungen von Hirngewebe (Kannarkat et al., 2015), eine
altersabhéingige Expression aufweisen, sollte ein moglicher Einfluss der Heterogenitit der Gruppen
aufgrund ihres Alters analysiert werden. Es zeigte sich keine altersabhéngige RGS3L mRNA-
Konzentration, weshalb ein Einfluss der verschiedenen Altersverteilung der Gruppen ausgeschlossen
werden konnte.

Ein weiterer groBBer Unterschied zwischen den zu untersuchenden Gruppen war neben dem Alter der
Frauen der potenziell unterschiedliche Spiegel an weiblichen Geschlechtshormonen. Gegen Ende der
Schwangerschaft steigt die Ostrogen-Konzentration, um geburtsvorbereitende Mechanismen zu
regulieren (Vannuccini et al., 2016), in der Gruppe der schwangeren Frauen wiren also hohere

Ostrogen-Konzentrationen zu erwarten. Die nicht schwangeren Frauen kénnten innerhalb ihrer Gruppe
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deutliche Konzentrationsunterschiede aufweisen, bei einem postmenopausalen Zustand
erwartungsgeméal eine niedere Konzentration, im gebéhrfahigen Alter je nach Zyklusphase. In der
Sekretionsphase wire eine geringere Ostrogen-Konzentration als in der Proliferationsphase zu erwarten
(Reed and Carr, 2000). Letzteres konnte durch unsere Ergebnisse gestiitzt werden, die nicht
schwangeren Frauen zeigten innerhalb ihrer Gruppe eine weitere Verteilung der RGS3L-
Konzentrationen als die schwangeren Frauen. Ein rechnerischer Ausschluss aller prd- und
postmenopausalen Frauen ergab eine iibertragbare Relation der Erhéhung in der Schwangerschaft wie
beim Einschluss aller Frauen. Somit konnte eine Verzerrung durch erniedrigte Hormonspiegel pra- und
postmenopausal ausgeschlossen werden.

Da Ostrogene bekannterweise viele intrazellulire Signalwege, die Expression und Aktivitit von
Proteinen wie auch RhoA und die Rezeptoraffinitit des muskarinischen Rezeptortyps gegeniiber
Agonisten beeinflussen konnen (Abdalla et al., 2000; Abdalla et al., 2004; Naciff et al., 2007; Oviedo
et al., 2011; Schroder et al., 2009), sollte auch hier der direkte Einfluss auf die Proteinexpression von
RGS3L untersucht werden. Durch unterschiedlich hohe Konzentrationen von Ostradiol als Stimulator
von isolierten humanen Myometriumzellen konnte eine konzentrationsabhidngige Steigerung der
Proteinexpression von RGS3L gezeigt werden. Bei der Gewinnung der Proben wurde zusétzlich bei
jeder Frau eine Blutentnahme durchgefiihrt, das anschlieBend gewonnene Serum wurde bei -15°C
gelagert. Fine noch ausstehende Analyse der Blutproben hinsichtlich der Hormonkonzentrationen
konnte durch Gegeniiberstellung mit der Hohe der jeweiligen RGS3L-Proteinexpression die in der
Zellkultur erhaltenen Ergebnisse der positiven Beeinflussung durch Ostradiol stiitzen.

Nachdem die Expression von RGS3L im humanen Myometrium nachgewiesen werden konnte und in
veroffentlichten Daten die Beteiligung von RGS3L an der Aktivierung von RhoA gezeigt wurde (Vogt
et al., 2007), sollten weiterfiihrende Erkenntnisse iiber beteiligte Regulatorproteine und iiber eine
mogliche Beteiligung von RhoA an einer Beeinflussung der Kontraktilitdt gewonnen werden. Da
aullerhalb des Myometriums gezeigt wurde, dass p190RhoGAP eine zentrale Rolle bei der Regulation
von RhoA (O'Brien et al., 2008) und bei der Regulation der Kontraktilitit in glatten Muskelzellen
(Burgstaller and Gimona, 2004) spielte, wurden die Proteinexpression und die mRNA-Konzentration
der Isoform p190RhoGAP (ARHGAP35), die in unserem Labor als Interaktionspartner von RGS3L
identifiziert werden konnte, nun auch im humanen Myometriumgewebe von den schwangeren und nicht
schwangeren Frauen untersucht. Es zeigte sich kein relevanter Unterschied zwischen den schwangeren
und nicht schwangeren Frauen, was mit den bisher veroffentlichten Erkenntnissen iibereinstimmte. Eine
veroffentlichte Analyse der mRNA-Konzentrationen verschiedener anderer, die Aktivitdt von Rho A
regulierender Faktoren, zeigte unter anderem das Vorhandensein der Isoform pl90RhoGAP B im
humanen Myometrium. Auch hier gab es keine Unterschiede zwischen Proben von schwangeren Frauen
ohne Wehen, unter Geburt mit Wehen oder nicht schwangeren Frauen (Herbrand and Ahmadian, 2006).

Als Schlussfolgerung sind zwei Moglichkeiten denkbar: Entweder ist im humanen Myometrium die
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Beteiligung von p190RhoGAP A oder B an der Regulation der Kontraktilitidt von geringer Bedeutung
oder die Beeinflussung der Kontraktilitit {iber Interaktion mit RhoA erfolgt nicht {iber eine Verédnderung
der Konzentration, sondern iiber einen anderen Mechanismus. Daten, die in unserem Labor in HEK293-
Zellen erhalten wurden, weisen in diese Richtung. Die Komlexbildung von RGS3L mit pl90RhoGAP
A verdndert dessen Substratpraferenz. Wihrend pl90RhoGAP A, das nicht mit RGS3L interagiert,
préferentiell die Aktivierung von RhoA terminiert, wirkt p190RhoGAP A im Komplex mit RGS3L vor
allem auf Racl, so dass sich {iber diesen Wechsel der Substratpraferenz auch der Wechsel hin zu einer
vermehrten Aktivierung von RhoA und einer verminderten Aktivierung von Racl (Vogt et al., 2007)
erkléren lasst. Eine Komplexbildung von RGS3L mit p190RhoGAP B konnte dagegn nicht beobachtet
werden.

MYPT-1 ist eine regulatorische Untereinheit der MLCP, eine Phosphorylierung von MYPT-1 wird iiber
den RhoA-ROCK-vermittelten Weg erreicht, und fithrt zu einer Inhibierung der MLCP, die
normalerweise iiber eine Dephosphorylierung von MLC zur Abnahme der Kontraktilitit fiihrt. Somit
fiihrt die Phosphorylierung von MYPT-1 durch ROCK zur Steigerung der Kontraktilitit (Feng et al.,
1999; Hudson and Bernal, 2012). Auch in Uterusstrips der Ratte konnte die ROCK-abhingige
Phosphorylierung von MYPT-1 nachgewiesen werden (Tahara et al., 2002). In den analysierten
humanen Proben zeigte sich eine Erhohung der phosphorylierten Form von MYPT-1 bei den
schwangeren Frauen im Vergleich zu den nicht schwangeren Frauen. Aufgrund der Variabilitit der
Messungen wurde allerdings das zuvor festgelegte Signifikanzniveau knapp nicht erreicht, was am
Ehesten an der zu geringen Sensitivitit des kommerziell erhéltlichen Antikdrpers gelegen haben konnte.
Durch die Phosphorylierung von MYPT-1 sollte nachfolgend das Verhiltnis von phosphorylierter und
nicht-phosphorylierter Form der MLC zugunsten der Phosphorylierung verschoben sein, da tiber die
Phosphorylierung von MYPT-1 die MLCP gehemmt wird. AnschlieBende Analysen der MLC-
Expression und des P-MLC-Gehalts in den Myometriumproben konnten diese Annahme bestétigen.
Neben einer geringfiigig erhdhten Expression der MLC selbst war bei den schwangeren Frauen eine
deutliche Erhdhung des P-MLC-Gehalts nachweisbar. Diese Daten stehen in Ubereinstimmung mit der
Erhéhung der Expression von RhoA in der Schwangerschaft, sowie dessen noch stirkeren Erhohung
unter Wehentitigkeit (Friel et al., 2005; Gao and Ding, 2009; Moran et al., 2002). Beziiglich der
Expression von ROCK in der Schwangerschaft gibt es widerspriichliche Daten in den
Veroffentlichungen, in einer Publikation wird von keiner messbaren Erhéhung von ROCK I und einem
Abfall von ROCK II (Riley et al., 2005) in der Schwangerschaft berichtet, wéhrend zwei Publikationen
eine Erhohung der Expression von beiden ROCK-Isoformen in der Schwangerschaft zeigen (Niiro et
al., 1997; Taggart et al., 2012). Eine mogliche Erklarung fiir die Diskrepanz der publizierten Ergebnisse
liefert eine weitere Untersuchung, welche eine dynamische Verdnderung der ROCK-Expression zu
unterschiedlichen Zeiten der Schwangerschaft beschreibt (Domokos et al., 2017). Die vorliegenden

Ergebnisse der vermehrten Phosphorylierung von MYPT-1 und MLC kdnnten also insofern in den
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aktuellen Kenntnissstand eingeordnet werden, als dass durch die Erh6hung der Aktivitit von RhoA und
ROCK wahrscheinlich am Ende der Schwangerschaft eine verstirkte Phosphorylierung von MYPT-1
und somit auch von MLC stattfinden konnte. Zu welchem Zeitpunkt in der Schwangerschaft diese
auftritt und welche Faktoren der erhohten Aktivierung des RhoA/ROCK-vermittelten Signalweges
zugrunde liegen, erfordert noch weitere Untersuchungen. Die in dieser Studie analysierten Proben
stammten von schwangeren Frauen, bei denen noch keine Wehentétigkeit begonnen hatte. Da zu diesem
Zeitpunkt normalerweise keine verstirkte Kontraktilitit zu erwarten ist, erscheint die erhohte
Phosphorylierung der MLC eher kontraproduktiv zu sein. Welche Auswirkungen die erhohte
Phosphorylierung von MYPT-1 und MLC bezogen auf die Kontraktilitit des Myometriums hat, ob dies
tatsdchlich zu verstirkten Kontraktionen oder einer erhohten Frequenz fithrt oder ob die
Phosphorylierungen ebenfalls im Rahmen von VorbereitungsmaBinahmen zur Geburtseinleitung
anzusehen sind, kann durch die bisherigen Erkenntnisse nicht abschlieBend geklért werden. Die erhohte
Expression der monomeren RhoGTPasen RND 2 und 3 in der Schwangerschaft, die die RhoA-
abhéngige ROCK-Aktivierung reduzieren konnen, wurde als eine Art Schutzmechanismus zur
Verhinderung eines frithzeitigen Beginns der Wehentétigkeit vorgeschlagen (Lartey et al., 2006).
Allerdings wurde in dieser Arbeit {iber eine reduzierte Phosphorylierung von MLC berichtet, was sich
mit unseren Ergebnissen zur Phosphorylierung der MLC am Ende der Schwangerschaft nicht in
Einklang bringen lésst.

Die Aktivitidt der monomeren GTPase RhoA ist ein wichtiger Regulator vieler zelluldrer Prozesse. In
allen glatten Muskelzellen fordert aktives RhoA die Vernetzung von Aktin- und Myosinfilamenten und
ist damit ein zentraler Regulator der Kontraktilitit. Auch im humanen Myometrium wurde diese
Funktion von RhoA nachgewiesen (Lartey and Lopez Bernal, 2009). Da gezeigt werden konnte, dass
durch eine erhdhte Menge von RGS3L in einer Zelle ein Switch-Mechanismus zwischen Racl und
RhoA im Sinne einer erhohten Aktivierung von RhoA und einer verminderten Aktivitit von Racl
induziert werden kann (Vogt et al., 2007), sollte untersucht werden, ob in glatten Muskelzellen des
Myometriums ein derartiger Mechanismus auch stattfinden konnte. Die Ergebnisse der durchgefiihrten
Aktivititsbestimmung von RhoA legen nahe, dass die Umschaltung der Aktivierung der beiden
monomeren GTPasen durch eine erhdhte Expression von RGS3L auch in glatten Muskelzellen des
Myometriums von Ratten so erfolgt, da eine adenovirale Uberexpression in Abhingigkeit von der
exprimierten Menge an RGS3L die Carbachol-induzierte Racl-Aktivierung unterdriickt und im
Gegenzug eine Carbachol-induzierte Aktivierung von RhoA erlaubt.

Stellvertretend flir andere Siugetiere wurden im Myometrium von Méausen zwei muskarinische
Rezeptortypen nachgewiesen, die an der Regulation der Kontraktilitét beteiligt sind: Der an Gy-Proteine
koppelnde M2 und der an Ggii1-Proteine koppelnde M3 mAChR. Der M3-Typ iibernimmt laut
Literaturlage eine dominierende Funktion, der M2-Typ ist dagegen regulatorisch unterstiitzend, aber

von nachgeordneter Bedeutung (Kitazawa et al., 2008). Da aber der RGS3L-abhéngige Switch-
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Mechanismus iiber G;-Proteine durch Stimulation z.B. des M2 mAChR mit Carbachol vermittelt wurde
(Vogt et al., 2007), wurde die Kontraktilitdit von Muskelstrips von Ratten nach Stimulation mit
Carbachol mit und ohne 24-stiindiger Vorbehandlung mit Ostradiol untersucht, da dies eine erhdhte
Expression von RGS3L induzieren sollte. In den nicht vorbehandelten Muskelstreifen zeigte sich eine
ca. 50%ige Steigerung der Kontraktilitat durch Carbachol, die durch Vorbehandlung mit dem unter den
gewihlten Bedingungen fiir den M3 mAChR spezifischen, irreversiblen Antagonisten 4-DAMP nahezu
vollstindig unterdriickt wurde. In Ubereinstimmung mit den an Miusen erhobenen Befunden (Kitazawa
et al.,, 2008) belegt dies die wichtige Bedeutung des M3 mAChR fiir die Regulation der
Uteruskontraktilitdt. Weiterhin {ibereinstimmend mit dieser Interpretation hatte eine Vorbehandlung mit
PTX keinen hemmenden EinfluB3 auf die Carbachol-induzierte Kontraktilititszunahme in Strips ohne
Vorbehandlung mit Ostradiol. PTX bewirkt eine irreversible ADP-Ribosylierung von Goi-
Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine, sodass ein Signal iiber den M2 mAChR nicht mehr
weitergeleitet werden konnte (Codina et al., 1991; Mangmool and Kurose, 2011). Dagegen bleibt ein
Signal, das iiber nicht PTX-sensitive Gq/1-Proteine weitergeleitet und durch Stimulierung des M3
mAChR aktiviert wird, unbeeinflusst. In glatten Muskelzellen stimulieren aktivierte Gg/11-Proteine
direkt die Aktivierung der monomeren GTPase RhoA iiber Interaktion mit dem
Guaninnukleotidaustauschfaktor p63RhoGEF und erhéhen damit auch die Aktivitét von ROCK und die
Kontraktilitit (Lutz et al., 2007; Wuertz et al., 2010). Wie bereits an humanen Myometrium gezeigt,
fiihrte deshalb eine Inkubation mit Inhibitoren der ROCK zu einer Reduktion der Kontraktilitédt. Dieser
Effekt wurde hauptséchlich bei spontanen Kontraktionen aber auch nach Stimulation des primér G-
gekoppelten Oxytocinrezeptors untersucht (Hudson et al., 2012; Kupittayanant et al., 2001; Woodcock
et al., 2004). In Ubereinstimmug mit diesen Daten 18ste Carbachol nach vorausgehender Inkubation der
Muskelsteifen mit dem ROCK-Inhibitor H1152-P eine sehr geringere Steigerung der Kontraktiltiat aus
als bei Kontroll-Muskelstrips ohne vorherige Inkubation mit H1152-P.

Ein deutlich anderes Gesamtbild ergab sich nach Vorbehandlung der Muskelstrips mit Ostradiol fiir 48
Stunden. Durch Stimulation mit Carbachol zeigte sich im Vergleich zu unbehandelten Muskelstrips eine
weitere Erhohung der Kontraktilitét, die sich in einer Zunahme der Kontraktionsamplitude zeigte. Einige
der behandelten Muskeln wiesen zusétzlich durch Carbachol stimuliert eine Erhohung der
Kontraktionsfrequenz auf. Zu einem dhnlichen Ergebnis gelangten Untersuchungen am Uterus des
Schweins, durch Perfusion mit Ostrogen wurde hier eine erhohte Peristaltik des Uterus aufgezeichnet
(Mueller et al., 2006b). Interessanterweise war in den Ostradiol-behandelten Muskelstreifen ein
signifikanter Anteil der Carbachol-induzierten Kontrakilitdtszunahme insensitiv gegeniiber dem M3
mAChR-Antagonisten 4-DAMP, was auf eine vermehrte Beteiligung des an Gi-Proteine gekoppelten
M2 mAChR hindeutet. Entsprechend dieser Hypothese war ein groBerer Anteil der Carbachol-
induzierten Kontraktilititszunahme in Ostradiol-behandelten Muskelstreifen PTX-sensitiv. Da die

Sensitivitit gegeniiber dem ROCK-Inhibitor H1152-P auch in Ostradiol-behandelten Muskelstreifen
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unverédndert weiter bestand, ist auch bei der iber M2 mAChR-induzierten Kontraktilititszunahme von
einem RhoA-ROCK-abhingigen Signalweg auszugehen. Unter Einbezug der publizierten, RGS3L-
vermittelten Aktivierung von RhoA durch den M2 mAChR (Vogt et al., 2007), der nach RGS3L-
Uberexpression ermoglichten Aktivierung von RhoA nach Carbachol-Stimulation in myometrialen
glatten Muskelzellen, sowie der durch Ostradiol verursachten Hochregulation der RGS3L-Expression
in humanen Myometriumzellen ergeben sich aus diesen Daten deutliche Hinweise darauf, dass die
beobachtete RGS3L-Erhohung am Ende der Schwangerschaft, genau diesen M2 mAChR-vermittelten
Signalweg zu einer weiteren Erhung der Kontraktilitdt und damit zur Einleitung der Geburt nutzen
konnte.

Eine weitere Versuchsreihe der Kontraktionsmessungen sollte den Einfluss des M2 mAChR auf die
Steigerung der Kontraktionen durch Carbachol untersuchen. Zunichst wurde der M2 mAChR-
vermittelte Weg durch Inkubation mit PTX gehemmt. PTX bewirkt unter anderem eine irreversible
Ribosylierung von Goj-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine, sodass ein Signal iiber den M2
mAChR nicht mehr weitergeleitet werden kann (Codina et al., 1991; Mangmool and Kurose, 2011). Es
zeigte sich, dass trotz der Hemmung des M2 mAChR-vermittelten Signalwegs eine Steigerung der
Kontraktilitdt durch Carbachol erreicht werden konnte, dhnlich in der Ausprigung wie ohne eine
vorherige PTX-Inkubation. Auch hier zeigte sich also die Dominanz des M3 mAChR bei der Auslosung
von Kontraktionen durch Carbachol, da eine Hemmung des M2 mAChR-gekoppelten Weges fast
keinerlei Anderung erzielte.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl {iber den M2 mAChR- als auch den M3 mAChR-
vermittelten Signalweg die ROCK- und somit auch RhoA abhingige Regulation der Kontraktilitét eine
wichtige Rolle im humanen Myometrium iibernehmen konnte, stellte sich die Frage, wie die Stimulation
dieser Rezeptoren erfolgen konnte. Im Allgemeinen sind auflerhalb des ZNS parasympathische
Nervenfasern als Hauptquelle anzusehen, die den Transmitter Acetylcholin synthetisieren und freisetzen
konnen, welcher dann als Agonist an den M2 mAChRs wirkt (Gordan et al., 2015). Im humanen Uterus
allerdings liegt eine eher spérliche neuronale Innervation vor, welche sich in der Schwangerschaft sogar
noch zuriickbildet. Einige Quellen sprechen gar von einer fast vollstindigen Denervation im
schwangeren Zustand (Lundberg et al., 1988; Morizaki et al., 1989; Tingaker and Irestedt, 2010). Als
mogliche Alternative zur neuronalen Produktion von Acetylcholin kdme die Synthese von Acetylcholin
in extraneuronalem Gewebe in Betracht. In Immunzellen, Zellen der Atemwege und in vaskulédren
Endothelzellen konnte beispielsweise eine solche Produktion von Acetylcholin gezeigt werden
(Kawashima and Fujii, 2008). Beziiglich der weiblichen Reproduktionsorgane konnten Enzyme und
Transporter, die an der Acetylcholin-Synthese beteiligt sind, in Vagina, Granulosazellen des Ovars,
Plazenta und in den Tuben nachgewiesen werden (Beckmann and Lips, 2013). Eine entsprechende

Untersuchung des Myometriums existiert bislang noch nicht.
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Um Anhaltspunkte zu erhalten, ob Acetylcholin in den Zellen des humanen Myometriums tiberhaupt
synthetisiert werden konnte, wurden Analysen beziiglich der Proteinexpression von CHAT, einem
zentralen Enzym der Synthese von Acetylcholin (Taylor P and JH., 1999), durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass vor allem die schwangeren Frauen verstéirkt CHAT exprimierten, was als starker Indikator fiir eine
vermehrte Acetylcholinsynthese gewertet werden kann. In den Proben von nicht schwangeren Frauen
war die Expression sehr viel geringer, teilweise war sie nicht nachweisbar. Durch die parallele Analyse
von VAMP-2, einem neuronalen Marker, in denselben Proben, in denen auch CHAT analysiert wurde,
konnte iiber die Reduktion der VAMP-2-Expression die in der Literatur beschriebene Denervation des
Myometriums in der Schwangerschaft bestétig werden (Haase et al., 1997). Dies legt die Vermutung
nahe, dass es sich um nicht-neuronale Zellen handelt, die vermehrt CHAT exprimieren und damit
wahrscheinlich auch Acetylcholin produzieren und sezernieren. Aufgrund des hohen Anteils von glatten
Muskelzellen in den Proben der schwangeren Frauen, ergibt sich die Frage ob im Myometrium von
schwangeren Frauen aufgrund des Riickgangs der parasympathsichen Innervation die Synthese von
Acetylcholin von Myometriumzellen selbst iibernommen wird und damit ein autokriner
Regulationskreis zur Regelung der Kontraktilitit existiert. Weitergehende Untersuchungen, die gerade

in unserem Labor durchgefiihrt werden, deuten in diese Richtung.

4.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass RGS3L im humanen Myometrium
altersunabhéngig exprimiert wird und im Uterusmuskelgewebe von schwangeren Frauen eine deutlich
hohere Expression vorlag als bei nicht schwangeren Frauen.

Desweiteren konnten Erkenntnisse gewonnen werden, die flir das Vorhandensein eines neuen
Signalwegs zur Regulation der Kontraktilitit des humanen Myometriums sprechen. So konnte RGS3L,
dessen Expression in myometrialen Zellen durch Ostradiol gesteigert wurde, iiber einen z.B. in
Kardiomyozyten beschriebenen M2 mAChR-vermittelten Signalweg auch im Myometrium von Ratten
die Aktivierung monomerer GTPasen regulieren, hierbei wurde die Racl-Aktivierung vermindert, die
RhoA-Aktivierung dagegen erhoht. Da die Behandlung von Uterusmuskelstreifen der Ratte mit
Ostradiol dariiberhinaus in den Kontraktionsmessungen eine Steigerung der Carbachol-induzierten
Kontraktilitdt bewirkte, die aufgrund der beobachteten Insensivitit gegeniiber 4-DAMP und der
Sensitivitit gegeniiber PTX bzw. dem ROCK-Inhibitor auf eine bisher unbekannte Beteiligung dieses
M2 mAChR / Gij/ RGS3L / RhoA / ROCK-vermittelten Signalweges bei der Regulation der
Uteruskontraktion hindeutet, sollten weitere Untersuchungen zur Uberpriifung dieser Hypothese
durchgefithrt werden, da die aufgrund der hier dargestellten Untersuchungen getroffenen

SchluBfolgerungen oft noch auf Korrelationen beruhen. So wére es beispielsweise interessant, die
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direkte Auswirkung einer Uberexpression bzw. Depletion von RGS3L auf die Carbachol-induzierte
Kontraktilitit von Uterusmuskelstrips mit und ohne Ostradiol-Behandlung zu untersuchen. Hierzu
konnten z.B. virale Vektoren verwendet werden, wie bereits in dieser Arbeit in den Pulldown-Assays
beschrieben. Weiterhin konnten auch Versuche an RGS3-depletierten Méusen im Vergleich z.B. zu M2
bzw. M3 mAChR-defizienten Mausen helfen, die Bedeutung in vivo zu belegen.

Im Laufe der Arbeit erdoffneten sich weitere interessante Fragestellungen: Woher konnte das
Acetylcholin stammen, das zur Stimulierung der M2 mAChR-abhédngigen Signalwege im Uterus
notwendig ist? Stammt es von den zuriickgebildeten Neuronen, die ihre Syntheseleistung steigern oder
gibt es andere Quellen wie beispielsweise die glatten Muskelzellen des Myometriums selbst? Durch was
konnte die Acetylcholin-Synthese und Ausschiittung stimuliert werden? Erste Hinweise lieferte die
Analyse der CHAT-Proteinexpression, dennoch miissen auch hier weiterfiihrende Untersuchungen
durchgefiihrt werden, die das Vorhandensein des zur Acetylcholinsynthese und -sekretion bendtigten
Proteinapparats in den Myometriumzellen beispielsweise durch eine Immunfloreszenz bzw. Single Cell-
Sequenzierung belegen, und die Acetylcholin-Sekretion z.B. aus isolierten glatten Muskelzellen des

Myometriums und dessen auto- oder parakrine Funktion nachweisen.
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5. Zusammenfassung

Die Kontraktilitit des weiblichen Uterus wird durch viele Faktoren reguliert, wie beispielsweise durch
hormonelle oder neuronale Einfliisse. Eine besondere Anforderung an die Regulation der Kontraktilitat
ist die Anpassung an wechselnde Bediirfnisse: Wahrend der ersten Hélfte des Menstruationszyklus liegt
eine erhdhte Kontraktilitit des Myometriums vor, hier wird die Dominanz von Ostrogen als
maBgeblicher Einflussfaktor gesehen. In der zweiten Hélfte des Zyklus liegt Progesteron in héherer
Konzentration vor, die Kontraktilitét ist geringer. Wéhrend der Schwangerschaft ist iber lange Zeit eine
Unterdriickung von Kontraktionen notwendig, erst bei der Geburt kommt es zur Wehentétigkeit. Eine
Storung der Regulation kann Folgen wie Unfruchtbarkeit oder Friithgeburtlichkeit bedeuten, weshalb ein
genaueres Verstdndnis der Regulationsmechanismen einen Beitrag zu einer moglichen Beeinflussung
pathologischer Mechanismen durch neue Therapiemdglichkeiten leisten konnte.

RhoA, eine monomere GTPase, spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Kontraktiltidt des
Myometriums. Eine Aktivierung von RhoA kann z.B. iiber G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren erfolgen.
Fiir die Uteruskontraktilitdt konnten beispielsweise die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren als
bedeutsam identifiziert werden. RGS3 ist als GAP-Protein von heterotrimeren G-Proteinen bekannt, es
reguliert auch die mAChR-vermittelten Signalwege. Als zusétzliche Funktion kann die Isoform RGS3L
iiber einen M2 mAChR-vermittelten Weg eine Aktivierung der Rho-GTPase Racl in eine Aktivierung
von RhoA umschalten. Als Ziel dieser Dissertation sollte die bisher unbekannte Expression von RGS3L
im humanen Myometrium untersucht und die Frage geklért werden, ob ein solcher M2 mAChR-
vermittelter Signalweg iiber die RGS3L-abhéngige Aktivierung von RhoA auch im humanen
Myometrium stattfinden konnte.

Neben Analysen der Protein- und mRNA-Expression von RGS3L, sowie weiteren moglicherweise
beteiligten Proteinen, wurden Kontraktionsmessungen mit Uterus-Muskelstrips von Ratten
durchgefiihrt, um Beeinflussungen der Kontraktilitdt zu untersuchen.

Zusammenfassend zeigt die Dissertation erstmalig, dass RGS3L im humanen Myometrium exprimiert
wird. Die Protein-, sowie mRNA-Expression ist bei schwangeren Frauen altersunabhéngig im Vergleich
zu nicht schwangeren Frauen erhoht. Zusitzlich konnte die Proteinexpression von RGS3L durch
Ostrogen-Behandlung in glatten Muskelzellen des humanen Myometriums gesteigert werden.

Durch Kontraktionsmessungen an isolierten Uterusmuskelstreifen ohne und mit Ostrogen-
Vorbehandlung konnten Ergebnisse erhalten werden, die nach Ostrogen-Behandlung eine Erhéhung der
Carbachol-induzierten Kontraktilitit zeigen, die iiber die bekannte M3 mAChR-vermittelte
Kontraktilitdtszunahme hinausgeht und auf einer M2 mAChR-vermittelten Aktivierung der RhoA-
abhéngigen Kinase ROCK beruht.

Zudem ergaben sich erste Hinweise, die auf eine zunehmende Acetylcholinsynthese in nicht neuronalen

Zellen des Uterus am Ende der Schwangerschaft hindeuten. Der hier charakterisierte Signalweg konnte
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eine wichtige Rolle bei der Regulation der Kontraktilitit des humanen Myometriums und der Einleitung

des Geburtsvorgangs spielen.
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