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Insulin- und IGF- Liganden- und Rezeptorspezifitdnaner Granulosazellémvitro:
Bedeutung fur Proliferation und Apoptose bei defikalreifung
Brinkert, Miriam

Im Ovar kommt es in zyklischer RegelmaRigkeit zuradhstum mehrerer Follikel, von
denen nur einer selektiert wird und ovuliert. Alge dvichtigsten Regulatoren von
Zellvermehrung, Zelldifferenzierung und Zelltod wi® die Gonadotropine. Dieser
Dissertation liegt die Hypothese zugrunde, dasdmadin-/ IGF-System ein wesentlicher
Ko-Faktor fur das regulierte wie dysregulierte Falwachstum ist. Ziel der Dissertation
ist es, die Beteiligung der verschiedenen Rezeptareden durch Liganden des Insulin-
/IGF-Systems induzierten proliferativen und anttptischen Effekten an priméaren
humanen Granulosaluteinzellen zu untersuchen (Geigeing der Ethikkomission Reg.
Nr: 11XGreb, 19.09.2001).

Sowohl durch Insulin, als auch durch IGF-I und -Wbnnen proliferative und
antiapoptotische Stimuli an Granulosazellen ausgel@rden. IGF-II kommt hierbei ein
besonderes Interesse zu, da es als einziger Ligaddgen in humanen Granulosazellen
gebildet wird. Durch Einsatz eines spezifisch amF-Rezeptor Typ 2 wirkenden
Analogons kann gezeigt werden, dass Uber dieseepRezlie antiapoptotische, aber nicht
die proliferative Wirkung vermittelt wird. Die spézche Blockade des IGF-Rezeptor Typ
1 fuhrt zu keiner verminderten Stimulation der geoativen Aktivitat, so dass hier auch
alternative Signalvermittler wie der Insulin- Retmadn Betracht kommen.

Inwieweit aus diesen Ergebnissen eine pathogeheti®Relevanz fur Zustande einer
gestorten Follikelreifung, wie beispielsweise imhReen des Syndroms polyzystischer
Ovarien, abzuleiten ist, bleibt der Klarung in nl@bipenden Studien Uberlassen.

Tag der mundlichen Prufung: 26.10.2010
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1. Einleitung

Im Ovar kommt es in zyklischer Regelmaligkeit zuradhstum mehrerer Follikel, von
denen nur einer selektiert wird und ovuliert, wéldredie anderen zugrunde gehen.
Dieser Vorgang erfordert eine gezielte Kontrolle nvoZellvermehrung,
Zelldifferenzierung und Zelltod. Als essentielle gRtatoren dienen hierzu die
Gonadotropine, Follikelstimulierendes Hormon (FSid Luteinisierendes Hormon
(LH). Um den physiologischen Prozess der Follikeldanz, aber auch
Pathomechanismen bei gestorter Follikelreifung, wien Beispiel dem Syndrom der
Polyzystischen Ovarien (PCOS), zu verstehen, siedhdnismen zur Modulation der
Gonadotropinwirkung im Follikel selbst zu identigeen. Insulin und dem Insulin-like
Growth Faktor (IGF)-System scheinen hierbei eine semdiche Bedeutung
zuzukommen (82). Insbesondere ist die Bedeutung I&dh fir das Wachstum von
Zellen und den Schutz vor Apoptose im Rahmen ddiikklmgenese im Ovar und
anderen Geweben gezeigt worden (60). Das PCO-Synidtoeine relativ haufige und
bisher ungeklarte Stérung der Follikelreifung. Riesst UbermaRig haufig mit
Hyperinsulinamie und peripherer Insulinresistene, mit Defekten der intrazellularen
Signaltransduktionswege in Muskel- und Fettgewabéarbindung zu stehen scheinen,
assoziiert. Die Vermittlung der Wirkung von Insuérfolgt dabei, ebenso wie fur IGF-
I, Uber Proteintyrosinkinase-Rezeptoren, durch diee Vielzahl untergeordneter
Signaltransduktionswege in der Zelle aktiviert wardDie Wirkung von IGF-I1I erfolgt
Uber einen dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor idkatiscRezeptor. Welche
Bedeutung die verschiedenen intrazellularen Sigaratuktionswege hierbei fur die

unterschiedlichen Effekte von Insulin und IGF halsinbisher noch nicht bekannt.



Ebenso ist nicht bekannt, welche Rolle eine Rezspézifitat von Insulin, IGF-I und -

Il zur Kontrolle von Zellviabilitat und Apoptose igit.

1.1 Insulin und das IGF-System

1.1.1 Insulin und der Insulinrezeptor

Insulin ist ein Proteohormon des exokrinen Pankr8ase Hauptaufgabe besteht in der
Regulation des Blutzuckerspiegels. Das Insulingsn auf dem kurzen Arm von
Chromosom 11 gelegen und enthalt zwei Introns. emerden posttranskriptional
entfernt. Nach Transkription und Translation ertsteraproinsulin, welches zunachst
ein Signalpeptid aus 24 Aminoséauren enthalt, estéeBe aus 30 Aminosauren, ein C-
Peptid und anschlieRend eine A-Kette aus 21 Amumresa Durch Abtrennung des
Signalpeptids entsteht Proinsulin. Zwei Endopepgtdaspalten anschlielend das C-
Peptid von der A- und B- Kette ab. Die A- und Rette sind durch zwel
Disulfidbriicken miteinander verknupft, eine drifbésulfidbriicke befindet sich in der
A-Kette (57).

Der Insulinrezeptor gehoért zur Familie der Tyrosmaserezeptoren und ist ein
tetrameres Molekll mit zwex- (135kDa) und zwep- (95kDa) Untereinheiten. Das
Insulinrezeptorgen ist auf dem kurzen Arm von Chweam 19 gelegen und kodiert fur
ein einkettiges Polypeptid mit 22 Exons. Es ist KtbOlang und hat ein
Molekulargewicht von 190kDa. Erst nach Dimerisiggunind posttranslationaler
Modifikation entsteht das tetramere Molekil, wekle ein Insulinmolekul bindet. Die
a-Untereinheiten bestehen aus extrazellularen Doméadie an ihre Cystein-reichen
Doméanen das Insulinmolekil binden koénnen. BidJntereinheiten bestehen aus

extrazellularen, transmembranen und cytosolischameikn. Die Bindung des



Insulinmolekils an die-Untereinheiten fuhrt zu einer Konformationsanderaier 3-
Untereinheit, 16st eine oder mehrere Autophosplemyhgen an Tyrosylresten der
intrazellularen Domé&ne aus und steigert die Kindsatit des Rezeptors. Es gibt
dreizehn Tyrosylreste, die in drei verschiedene Bwam unterteilt sind. Die
Wichtigsten fur Autophosphorylisation und Kinaseakét sind Tyr 1158, 1162, 1163
der katalytischen Region (57).

Anschlie3end kann der Insulinrezeptor spezifischetdihe, die als Insulin-Rezeptor
Substrate (IRS) 1-4 bezeichnet werden, phosphogylie IRS, sogenannte
Dockingproteine, sind eine Art Bruckenmodul zwistch&ezeptor und weiteren
intrazellularen Signalmolekdlen. Somit kann eine el¥ahl von
Signaltransduktionswegen sowohl Uber die IRS alshadirekt Uber den Rezeptor

mittels phosphorylierter Tyrosinmolekule stimuliar¢erden (57).

1.1.2 Das IGF-System

Das IGF-System besteht aus Liganden (IGF-I undI®B}- Rezeptoren (Typ 1 und Typ
2), IGF-Bindungsproteinen (IGFBP) und IGFBP-Prossas

Das humane IGF-I Gen ist auf Chromosom 12 lokatisisnd kodiert fir ein 70
Aminosauren enthaltendes Polypeptid, welches hogeol&trukturen zu IGF-II,
Proinsulin und Relaxin aufweist. Entdeckt wurde wspringlich als Mediator
Somatomedin C des Wachstumshormons (GH), welcred @dinskription von IGF-I
induziert (57). Eine Induktion der IGF-I Gen Tranpkon wird unter anderen auch
durch Ostradiol, experimentellen Diabetes oder atagisin |l ausgeldst. Die Synthese
von IGF-I erfolgt vorwiegend im Hepatozyten. Allergs wird es in fast allen Geweben

exprimiert, um als parakriner und autokriner Mealiatu wirken (82). Eine besondere



Bedeutung kommt dem IGF-I in der postnatalen Erluing zu, da Null-Mutanten eine
starke Wachstumsretardierung aufweidenvivo sind diese Nullmutanten infertil (3).
Das humane IGF-Il Gen ist auf Chromosom 11 lokadisund kodiert fir ein 67
Aminosauren enthaltendes Polypeptid, welches zd@% mit IGF-I und zu 50% mit
Proinsulin homolog ist (8, 53, 74).

Der IGF-Rezeptor Typ 1 gehdrt zur Familie der Timkmaserezeptoren und ist ein
tetrameres Molekil mit zwei- und zweif3- Untereinheiten. Das IGF-I1 Rezeptorgen ist
auf Chromosom 15 gelegen. Das Tetramer weist gréRalichkeit mit dem
Insulinrezeptor auf (54). Die cysteinreichen Regiordera-Untereinheiten des IGF-
Rezeptors Typ 1 und des Insulinrezeptors sind bi6726 homolog. Die Tyrosinkinase
Doménen dep-Untereinheiten ahneln sich in 84% (82). Als Sudistifir den Rezeptor
konnen neben IGF-I auch Insulin und IGF-II mit ggerer Affinitat binden. IGF-
Rezeptor Typ 1 Knock-out Mause kommen mit nur 45%s dnormalen
Geburtsgewichtes zur Welt und versterben postn@t8). Intrazellular kommt es
ahnlich wie beim Insulinrezeptor Zu Konformationd@rungen,
Autophosphorylierungen und Bindung von Dockingpirata.

Der IGF-Rezeptor Typ 2 ist mit dem Mannose-6-Phasptezeptor identisch (50, 91).
Das IGF-1l Rezeptorgen ist auf dem langen Arm vdmwothosom 6 lokalisiert. Im
Wesentlichen dient der Rezeptor als Erkennungssedtie zelluldre Transportprozesse
zwischen dem extrazellularem Raum und dem endosormallysosomalen
Kompartiment, sowie zur Internalisierung und daméktivierung von zirkulierendem
IGF-II. Verschiedene Studien verbinden den IGF-8zBptor jedoch auch mit einer
Kopplung an inhibierende G-Proteine (75) und desPMRKRinase Weg (65). IGF-II

Rezeptor Knock-out Mause weisen erhohte IGF-II iRkspiegel auf und sterben



utero (59). Abbildung 1 gibt einen Uberblick tiber dierclu Insulin, IGF und ihre

Rezeptoren vermittelten intrazellularen Signaltdaksionswege.
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Abbildung 1: Intrazellulare Signaltransduktion in Folge des aktivierten IGF-R Typ 1/ Insulin-

Rezeptor (modifiziert nach (95)). Erlauterungen im Text.

Aus der Vielzahl der stimulierten Signaltransdukiwege erscheinen zwei von
besonderer Bedeutung in der Wirkung auf Zellprodifien und Survival (78). Erstens
die Aktivierung von PI-3 Kinase, die unter anderem Aktivierung von Proteinkinase
B/AKT fuhrt (siehe Abbildung 1 A), und zweitens d&timulation des MAPK/ERK-

Signaltransduktionsweges (siehe Abbildung 1 B). Biadung der regulatorischen

Untereinheit p85 an den tyrosinphosphorylierten dpéaxr selbst oder an



Dockingproteine fuhrt zur Aktivierung von PI-3 K& In der aktivierten Form erfolgt
durch die katalytische Untereinheit pl110 die Mudlopphorylierung von
Phosphatidylinositol zu den ,second messengers2RIRd PIP3, welche ihrerseits
weitere Kinasen, unter anderem Proteinkinase B/A&Ktjvieren. AKT konnte eine
Schlusselrolle als antiapoptotischer Faktor zugeerrd werden, da es den
proapoptotischen Faktor BAD phosphoryliert und damaktiviert. Ein weiterer durch
AKT  phosphorylierter  Faktor mit antiapoptotischer irking ist der
Transkriptionsfaktor FKHR1. Die Aktivierung des MA&nase Weg wird initiert durch
Bindung der SH2-Domane von GRB an den ligandenigkten Rezeptor, welches
wiederum durch Bindung von GRB an den GTP/GDP Aussthfaktor SOS zur
Aktivierung von Ras fuhrt. Ras aktiviert durch Rafen MAP Kinase
Signaltransduktionsweg, der zu einer Vielzahl voiffelden im Bereich von
Proteinsynthese und Genexpression fuhrt.

Im extrazellularen Raum wird die Aktivitat von IGEusatzlich durch die IGFBP
reguliert: spezifische Bindungsproteine, die mih&o Affinitat IGF binden. Sie sind
eine Familie von mindestens 6 Plasma- und Gewelmpem mit gemeinsamen
strukturellen und funktionellen Charaktereigenstdmaf(17, 35), welche Schutz vor
enzymatischem Abbau bieten und tragen somit maighelzur Verlangerung der
Wirkungsdauer von IGF bei. IGFBP-Proteasen wiedesimd spezifische Proteasen,

die mit hoher Affinitat IGFBP spalten.

1.1.3 Bedeutung von Insulin und IGF im Ovar

In den letzten beiden Jahrzehnten wurden Daterbaitar und publiziert, die darauf
hindeuten, dass Insulin und das IGF-System als Kofan fur die Regulation und

Dysregulation der Follikulogenese verantwortlicmdennten. Bereits 1925 wurde bei
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jungen Frauen mit Diabetes mellitus Typ 1 eine Pgstation der ovariellen Funktion
beobachtet, so dass Joslin eine ,gonadotrope” Wgkvon Insulin propagierte (47).
Besonderes Interesse erweckte die Feststellung,Higgerandrogenismus vermehrt mit
Hyperinsulinamie und einer peripheren Insulinresigteinhergeht (29, 48). Es wurde
die Hypothese aufgestellt, dass hohe Insulinspieel Blut fur eine hohe
Androgenproduktion verantwortlich sind (80, 103 dvarieller Follikelflissigkeit
werden Insulinkozentrationen von 2uU/ml bis zu 6&plJ) mit einem Mittelwert von
16pU/ml gemessen (19). Wahrscheinlich wird diesaz€atration durch Transsudation
aus der systemischen Zirkulation erreicht (82). Dsulinspiegel korreliert direkt mit
dem Progesteronspiegel, allerdings nicht mit denasmainsulinspiegel, dem
Ostradiolspiegel im Follikel oder der Androstendionzentration.

Im humanen Ovar und in verschiedenen TiermodebBerder Insulinrezeptor in allen
Zellen des Ovars, wie z.B. Theka- und Granulosaaegkxprimiert (21, 39, 84, 92). Die
Expression des Insulin-Rezeptors im Ovar wird vedgehend durch Insulin selbst
reguliert. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass es nach Indodéinga einer
Rezeptor-Down-Regulation, die nach vier Stunderengisel ist, kommt (81). Ebenso
konnte in vivo am Rattenmodell gezeigt werden, dass es bei indezie
Hyperinsulinamie zur Down-Regulation von Insulireptoren kommt (83). Allerdings
ist bei prdmenopausalen Frauen mit PCOS und amderauen mit peripherer
Hyperinsulinamie die ovarielle Insulin-Rezeptor-Eegsion erhalten (21, 22, 93). Trotz
peripherer Insulinresistenz bleibt die Wirkung vasulin bestehen (72, 80, 109, 110).
Hier kbnnten Gonadotropine, Sexualhormone oderranagtokrine Faktoren, wie zum
Beispiel IGF, in die Regulation mit eingreifen. Daahlreichen direkten und indirekten

Wirkungen von Insulin auf das Ovar werden in dégdaden Tabelle aufgelistet:
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Effekte Organ

Direkte Stimulation der Steroidbiosynthese Ovar

Synergistische Wirkung mit FSH und LH auf die
Steroiddbiosynthese

Stimulation der 1ld-Hydroxylase Ovar

Ovar

Ovar,
Fettgewebe

Hochregulation der LH-Rezeptoren Ovar

Stimulation oder Inhibition der Aromatase

Steuerung des ovariellen Wachstums und der Zydtemig
synergistisch mit LH/ hCG
Down-Regulation des Insulin-Rezeptors Ovar
Up-Regulation des IGF-Rezeptor Typ 1 oder des Hiylmsulin- /
IGF-Rezeptor Typ 1

Inhibition IGFBP-1 Produktion Ovar, Lebe

Hypothalamus
Hypopyse
Inhibition der SHBG Produktion Leber

Ovar

Ovar

Verstarkung der Effekte von GnRH auf FSH und LH

Tabelle 1: Insulinwirkung im Ovar (modifiziert nach (82)).

Wie in Tabelle 1 dargestellt wirkt Insulin auf dixpression des IGF-Rezeptors Typ 1.
An einemin vivo Rattenmodell konnte gezeigt werde, dass bei exyetell induzierter
Hyperinsulinamie eine Down-Regulation der InsuliezBptoren, sowie eine Up-
Regulation der IGF-Rezeptoren erfolgt (83). Im hoera Ovar gibt es Hinweise auf
ahnliche Mechanismen. Samoto (93) und Nagamani 4&i@ten, dass es bei Frauen
mit Hyperthecosis oder PCOS ebenfalls zu einer DBwgulation der
Insulinrezeptoren, sowie zu einer Up-Regulationi@#t-Rezeptoren Typ 1 kommt.

IGF und seine Rezeptoren werden sowohl im muritéb)( als auch im humanen Ovar
exprimiert (22). Ebenso werden die IGF-Bindungsgiree und ihre Proteasen als

interne Regulatoren des IGF-Systems im Ovar expriminin vitro Studien konnte
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gezeigt werden, dass IGF synergistisch mit Gonagoten die Steroidproduktion im
murinen (1) und humanen Ovar (6, 14, 24, 25, 6g0lrert.

Die Genexpression der IGF-Peptide ist sowohl vorfliketstadium, als auch vom
Ovarkompartiment abhéngig. Dies bedeutet, dass tUesIGF-I und IGF-Il eine
charakteristische Verteilung je nach Zelltyp gi@&F-I mRNA ist lediglich im adulten
Ovar nachzuweisen. In den Granulosazellen lasdt s&ic den unterschiedlichen
Entwicklungsstufen der Follikel keine IGF-I mRNA [nession nachweisen (21, 22,
114). Im Gegensatz dazu wird IGF-Il mMRNA in Thekbere in allen perifollikularen
GefalRen und in Granulosazellen von Follikeln exprim Besonders stark wird IGF-II
MRNA in Granulosazellen von spat-antralen Follikelpeziehungsweise in
Granulosaluteinzellen exprimiert (21, 32, 39, 886,1107). Vor der Pubertat wird in
Granulosazellen keine IGF-Il mRNA exprimiert. Auiigd dieser Verteilung ist davon
auszugehen, dass die IGF-Il Gen Expression durctairopine geregelt wird, was
vitro mehrfachgezeigt werden konnte (82, 88).

Bei gesunden, ovulierenden Frauen ist die IGF-I Z@mtration in humaner
Follikelflissigkeit unabhangig von der Follikelgsgssowohl in wachsenden dstrogen-
dominanten als auch in atretischen androgen-don@narollikeln gleich (104).
Dahingegen sind hohere IGF-II Konzentrationen itragen-dominanten Follikeln zu
messen. Ebenso ist der IGF-1I Spiegel positiv neit Bollikelgrosse, Zyklustag, und
Ostradiol korreliert (45). Beim Vergleich periphergendser Blutkonzentrationen mit
intraovariellen Konzentrationen von IGF-I und IG@Fkionnte lediglich eine hdhere
Konzentration fur IGF-Il intraovariell bestimmt wiEn (45). Aul3erdem sind

Serumkonzentrationen von IGF-1 und IGF-II bei gesemFrauen konstant (104) .
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Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass IGlBKal] das hei3t im Ovar, von
Granulosazellen und eventuell von Thekazellen pratiwird, wohingegen IGF-I aus

der systemischen Zirkulation stammt.

1.2 Zellproliferation und Apoptose im Rahmen des
Follikelwachstums

1.2.1 Zellproliferation

Die Vermehrung von Zellen durch Zellteilungen igtee Grundvoraussetzung fur die
Aufrechterhaltung allen Lebens vom Einzeller bis zum komplexen vielzelligen
Organismus. Zellwachstum entsteht durch ProgressgorZelle durch den Zellzyklus,
der sich aus vier definierten, voneinander abgrarezb Phasen zusammensetzt: G1
(Gap)-, S (Synthese)-, G2 (Gap)- und M (Mitose)deh&). Die G1l-Phase ist die
Wachstumsphase, in der die Zellen sich unter ATRNAeich vergroRern und sich
Zellorganellen vervielfachen. Die G1-Phase entstdteaul3erdem Uber den Beginn der
Zellteilung. Diese Entscheidung hangt von der Aremé®it mitogener Signale ab und
kann durch antiproliferative Signale gehemmt werdeBeim Uberwiegen
antiproliferativer Stimuli kénnen die Zellen den liZgklus verlassen und in den
Ruhezustand, die GO-Phase, eintreten. Bei mitog8tierulation kdnnen die Zellen
wieder in den Zellzyklus eintreten, und nach einmedblgtem Uberschreiten des
Restriktionspunktes in der nachsten G1l-Phase wigedeten GO-Zustand eintreten.
Anschlie3end beginnt die Herstellung einer idehigscKopie ihrer Erbinformation, der
so genannten DNA-Verdopplung in der Synthese-Phaigse sorgt flr einen erhéhten
Energieverbrauch, weshalb mit der G2-Phase eingergeiWachstumsphase folgt.

Darauf folgt die Mitose-Phase, bei der die Chromu=mo und das Zytoplasma mit
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Zellorganellen geteilt werden. Es entstehen ausraiiploiden Zelle zwei identische
Kopien. Diese komplizierten Vorgange werden in vi@bschnitte, - Prophase,
Metaphase, Anaphase und Telophase -, untertedtals der Mitose hervorgegangenen
Tochterzellen befinden sich dann wieder in der Gade.

Wesentliche Erkenntnisse zur Regulation der Pralifen wurden an der Bierhefe
Saccharomyces cervisiae und an der Spalthefe Sauelbaromyces pombe gewonnen
(51, 69, 101). An Defektmutanten hat man die Cyclads Motor des Zellzyklus
entdeckt. Die Expression dieser Proteine oszilliaid zu bestimmten Phasen des
Zellzyklus werden bestimmte Cycline hoch- oder hestreguliert (43). Die Cycline
regulieren die Enzymaktivitat Cyclin-abhaniger Ksea (CDKs) (55, 97), die Uber die
Phosphorylierung von Substratproteinen das Fomgeimr der Zelle im Zellzyklus
koordinieren und regulieren. Verschiedene mitogemel antiproliferative Signale
laufen auf Ebene der Regulation von CDK-inhibitoniesn Proteinen zusammen. Diese
Proteine binden und regulieren CDKs. Es gibt einazahl unterschiedlicher
Mechanismen, die die biologische Aktivitat, die Askation oder die Stabilitat dieser
Proteine regulieren und damit Uber den Eintrittiém Zellzyklus oder den Ruhezustand
entscheiden konnen. Einer dieser Inhibitoren ist pl27, welches an Cyclin und CDK
bindet und den Einstieg in die S-Phase verhindéut. gleichen Familie (Cip/Kip-
Familie) zéhlen p21 und p57, denen eine CDK- inbrische Domane gemeinsam ist.
Allerdings werden die Proteine durch unterschiddiSignale reguliert. Ein weiteres
Protein ist das p53, welches nach einem DNA-Dedekt Zellzyklus blockiert oder bei
schweren Defekten zur Apoptose fuhrt. P53-Mutatiosend haufige Ursachen fur

onkologische Erkrankungen. Durch die strenge Kdietraon Zellzyklusarrest, sowie
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von Apoptose und Zelliberleben wird in normalenleteldereguliertes Wachstum

verhindert.

1.2.2 Apoptose

Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist erstmaB/2 durch den australischen
Pathologen John F. R. Kerr und seinen schottisétwiegen Andrew H. Wyllie und
Alastair R. Currie in Abgrenzung gegeniber der Nes&rdefiniert worden (49). Sie
postulierten, dass der genetisch programmiertetadelphysiologisch und streng
reguliert ist und sowohl in der Embryonalentwiclduals auch im adulten Organismus
wichtige Funktionen hat. Aufl3erdem spielt Apoptosei bielen pathologischen
Prozessen, wie zum Beispiel bei Tumorentstehungioidfwumunerkrankungen und
degenerativen Erkrankungen eine zentrale Rolle.

Apoptose und Nekrose sind sowohl morphologisch alsgh biochemisch zu
unterscheiden. Nekrose ist immer ein pathologiscladzidenteller und passiver
Prozess. Es kommt durch Verlust der Membranintigru einem unkontrollierten
Einfluss von Wasser und extrazellularen lonen ins daytoplasma und die
intrazellularen Zellorganellen, besonders den Mitowrien. Die komplette Zelllyse
bewirkt, dass zellulare Bestandteile, zum Beisdgdosomale Enzyme, in die
extrazellulare Matrix gelangen, eine Entzindunddrea hervorrufen und den
angrenzenden Zellverband zerstdren kdnnen. In gep#®se hingegen kommt es zum
Auslosen der Zelle aus dem Zellverband. Die Intagdes Gewebes bleibt bestehen.
Charakteristisch ist zu Beginn der Apoptose eina@uopfung des Zellkerns (Pyknosis)
und der Mitochondrien. Aul3erdem kommt es zur Kosdéaon des Zytoplasma mit so
genanntem cell-blebbing, der Veranderung mit Aukhig kleiner Blasen an der

Zellmembran, und der Exposition von Phosphatidineer auf der extrazellularen Seite
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der Plasmamembran. Durch die Abnahme des Zellvalsmeerliert die Zelle den
Kontakt zu den umliegenden Zellen. Es folgt die $ehder Zeiose, in der es zur
Chromatinverdichtung mit Fragmentation der DNA kommlach Fragmentation
werden so genannte apoptotic bodies mit intaktermbfanen und Zellorganellen
abgeschnurt. Diese apoptotic bodies werden von INagbkllen und Zellen des
Immunsystems erkannt und phagozytiert. Es kommkeiner Entziindungsreaktion.
Biochemisch ist Apoptose ein ATP-abhangiger Profg&ssim Gegensatz zur Nekrose
(postlytisch) kommt es zu einer pralytischen DNAdgmentation mit spezifischem
Muster, welches man mit einer Agarose-Gel-Elektopke nachweisen kann, die so
genannte DNA-Leiter. Es werden aufl3erdem zahlremhiechondriale Enzyme, wie
zum Beispiel Cytochrom C oder der Apoptose indezide Faktor AIF freigesetzt und
die Caspase-Kaskade aktiviert. Die Caspase-Kasksigdit im Zentrum der
Apoptoseinduktion (siehe Abbildung 2). Dieses sspmkzifische Proteasen, welche
lebenswichtige intrazellulare Proteine abbauen.(86¢ Familie umfasst derzeit 14
Mitglieder (16), wobei 12 Caspasen beim Menschechgewiesen worden sind. Es
handelt sich um hochkonservierte Cystein-Proteadienn ihrem aktiven Zentrum die
Aminosaure Cystein enthalten und Proteine nachAdanosaure Aspartat spalten. Die
proteolytische Prozessierung und Aktivierung dersg@aen stellen entscheidene
Schritte im Apoptoseprozess dar (2). Aufgrund ilBebstratspezifitat lassen sich die
Caspasen in verschiedene Gruppen einteilen. Digptpe-Caspasen unterteilen sich in
Effektor- und Initiatorcaspasen. Die Aktivitat v@@aspasen wird durch verschiedene

Proteine reguliert, zum Beispiel durch IAP-Protegiimibitor of Apoptosis).
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Caspase 8 L = Ligand
R = Rezeptor

M = Mitochondrium

Fragmentation Zelluldrer Fehlende
der DNA Strukturverlust Reparationsvorgange

Apoptose

Abbildung 2 : Schematische Darstellung der Apoptose modifiziert nach (57).

1.2.3 Physiologisches Follikelwachstum
Das Heranwachsen eines dominanten Follikels, diiszhe Reifung einer Eizelle und
ihre sich anschlieRende Ovulation sind die Gruretiagveiblicher Fertilitdt. Das
kontinuierliche Wachstum und die Entwicklung voreélien und Follikeln wird im

Wesentlichen durch die ebenfalls in zyklischer Reg§&igkeit ausgeschitteten
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Gonadotropine, die im Ovar selbst die Produktion $ieroidhormone Ostradiol und
Progesteron sowie weiterer regulatorischer Proteileelnhibin hervorrufen, bestimmt
(64). Fur den geregelten Ablauf dieser Vorgangesei die Eizelle sowie Granulosa-
und Thekazellen ein Programm von héochster zeitlichealitativer und quantitativer
Préazision, welches die Expression von fir Wachstunth Follikelselektion bendtigter
Gene steuert, durchlaufen.

Eine essentielle Rolle im Prozess der Follikulogenspielt das follikelstimulierende
Hormon (FSH). Interferiert eine Substanz mit demHHSezeptor-Signaltransduktion
wird das Programm der Follikulogenese entwederrdriiekt und so verandert, dass
der Follikel atretisch wird, oder es fihrt zu eirverstarkung des Programms mit
Ausreifung des Follikels bis hin zur Ovulation. Kem anderen Liganden kann eine
gleichwertige eigensténdige regulatorische Kapbatdgeraumt werden. Neben der
FSH-Signaltransduktion gibt es allerdings eine xaél intraovarieller Faktoren, die
durch auto- und parakrine Mechanismen die FSH-Wigkmodulieren und zusatzlich
in der Lage sind Abschnitte der nicht gonadotropiréamgigen Follikulogenese zu
steuern (100). Bei der Follikulogenese werden gsétrdich verschiedene Stadien von
Follikeln unterschieden. Im Rahmen der Embryonalekiung wandern die
primordialen Keimzellen in die zuklnftige Gonaden.eiDort kommt es durch
Ummantelung mit Granulosazellen der entstehendeayt®o, die im Diktyotanstadium
der Meiose arretiert sind, zur Bildung der Primalfdilikel. Der Follikel als
funktionelle  Einheit liegt bereits zum  Zeitpunkt rde Geburt vor.
Gonadotropinunabhangig gehen aus dem Follikelpaaitikuierlich Follikel in die

Wachstumsphase Uber. Genauere Mechanismen der tieekng sind noch
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unverstanden, wobein vitro Experimente darauf hindeuten, dass das Signal zur
Rekrutierung vom Ovar selbst ausgeht (30).

Im Anschluss an die Rekrutierung erfolgt eine Reiherphologischer und
physiologischer Veranderungen, die das Wachstundien®ifferenzierung der Oozyte,
sowie die der Granulosazellproliferation und —d#fezierung als auch die Akquirierung
einer frihen Thekazellschicht beinhalten. Ovariglachstumsfaktoren wie kit-Ligand,
IGF-I und —IlI, GDF-9 (Growth Differentiation Fac)pBMP-15 (Bone Morphogenetic
Protein) und AMH (Anti Muller Hormon) wirken in dser préantralen Phase auf die
Follikulogenese des Priméar- und Sekundarfollikéhs Ebenso sind diese Faktoren tber
eine Modulation der FSH-Wirkung auch an der gonagahabhangigen
Follikelselektion beteiligt.

Der Ubergang zum Tertiarfollikelstadium ist durchie d Ausbildung eines
flissigkeitsgefullten Antrums gekennzeichnet. Esrisden Granulosazellen von einer
zunehmenden Produktion von Hyaluronsaure und andé&g/kosaminoglykanen
auszugehen, die dann zu einer Wasseransammlun§ahvaellung im extrazellularen
Raum fihrt (20). Der zugrunde liegende Mechanismusllerdings bis heute unklar.
Zusatzlich wird ein weiteres Follikelwachstum Ubsne obligate FSH-Stimulation
erreicht. Die Bedeutung von FSH fir den ProzessS#gektion ist unbestritten. Der
Mechanismus der Selektion eines einzelnen Follikals einer Kohorte putativ
equipotenter Follikel ist allerdings nach wie vongeklart. Nach dem Stand der
Forschung handelt es sich auch hierbei um einemplet@n Prozess, bei dem es unter
Ablauf eines strikt terminierten Programms zur li#it und Ortlich gesteuerten
differentiellen Aktivierung der Genexpression imchsi entwickelnden dominanten

Follikel kommt. Gekennzeichnet sind diese Vorgadgech eine von diesem Zeitpunkt
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an erheblich gesteigerte Mitoserate der Granuldieazals Zielzellen der FSH-Wirkung
sowie durch einen Anstieg der Ostradiol- und Intsginthese und einem zunehmenden
Follikelvolumen.

Eine besondere Bedeutung scheint auch hier demSKakEem zuzukommen. Hohe
Konzentrationen von FSH in der Follikelflissigkeitduzieren die Produktion von IGF
und spezifischen IGFBP-Proteasen. Uber seinen figmen Rezeptor fuhrt freies IGF
zu die FSH-Wirkung verstarkenden Antworten in derartilosazelle (23). Im
Gegensatz dazu fuhren putativ Atresie induziereRdktoren zu einer vermehrten
Produktion von Bindungsproteinen (IGFBP-4, IGFBPi&)ter anderen konnte IGFBP-
4 als ausschlielich die IGF-Wirkung inhibierendB:ndungsprotein und FSH
antagonisierender Faktor im atretischen Follikelhggwiesen werden (10, 56).
Ausgehend von einer maximalen Follikelzahl von Zaillionen in der Fetalperiode
kommt es im gesamten Leben zu nur ca. 400 Ovukatiowahrend die anderen Follikel
der Atresie verfallen. Durch Apoptose unterliegtlauie Follikelatresie einer sehr
strikten Regulation (42). Aaron, Tsafriri et aligen drei theoretische Modelle auf, die
die Bestimmung fir das jeweilige Schicksals einelfikels erklaren sollen. Modell 1
geht davon aus, dass der Prozess der Atresie emtweder Oocyte oder im Follikel
genetisch terminiert ist. Modell 2 beinhaltet Ateesnduzierende Faktoren wohingegen
in Modell 3 Survival-Faktoren postuliert werden. rDgenaue Mechanismus ist
ungeklart, wobei eine Kombination dieser drei Mdelelahrscheinlich ist. Eine
bedeutende Rolle scheint die Familie der Zytokimespielen. In der Zyklusmitte
kommt es durch einen steilen Anstieg von LH und F&H Freisetzung der reifen
Eizelle und der sie umgebenden Kumuluszellen. Hierhuss allerdings die erste

meiotische Teilung abgeschlossen sein. Die Umwangdldes Follikels in den

21



Gelbkorper als Progesteron produzierende Drisargatherch den Wegfall der Eizelle
bedingt zu sein (28). So betrachtet gewinnt di@llgzzunehmend an Bedeutung fur die
Mitbestimmung des Schicksals eines einmal reknatneiFollikels vom Stadium des

frihen Primordialfollikels bis zum Gelbkérper.

1.2.4 Gestortes Follikelwachstum beim PCO-Syndrom

Das Polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) ist ein korgdeendokrines Krankheitsbild
ungeklarter Atiologie. Gekennzeichnet ist es durcHyperandrogenamie,
anovulatorische Zyklusstorungen und charakteriséisanorphologische ovarielle
Veranderungen. Zusatzlich sind eine Hypersekretlea Luteinisierenden Hormons
(LH), Adipositas, Insulinresistenz und Hyperinsidmus mit diesem Krankheitsbild
assoziiert (11, 13). Zuletzt wurde auf einem Exgrareffen der europaischen (ESHRE)
und amerikanischen Gesellschaft fir Reproduktionnre (ASRM) im Jahr 2003 ein

Konsensus bemuiht, der die definierenden Krankheitsmale dieses heterogenen
Syndroms definiert (36)

Da das PCOS mit einer Pravalenz von 5-10% (31) ldiefigste Ursache flr
anovulatorische Infertilitat ist, steht dieses Kdagitsbild im besonderen Interesse der
gegenwartigen Forschung. Zurzeit wird eine multibasilelle Genese, bei der Androgene
und Insulin als Hauptkomponenten der Pathogendsengeliskutiert (12, 102). Unter
anderem ist die normale Follikelreifung im Ovar tges (27). Ein mdglicher
Ansatzpunkt ist die Stérung des Insulin-/ IGF-Sysedass durch auto- und parakrine
Mechanismen Einfluss auf das ovarielle Follikelwstam, Follikelatresie sowie die
Steroidbiosynthese hat (34). Bei Patientinnen OB sind sowohl die Wirkspiegel

von IGF-I und IGF-Il in der Follikelflissigkeit wmindert, als auch die RNA
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Expression von IGF-Il reduziert (4). Iwashita M at. stellten fest, dass in
Follikelflissigkeit nichtstimulierter Ovarien, sosvim Serum von Frauen mit PCOS
erhohte IGF-1 Spiegel nachzuweisen sind (44). lEimgere Gruppe konnte an humanen
Ovarpraparaten keine Unterschiede in der Expresdem Komponenten des IGF-
Systems bei Patientinnen mit PCOS oder ovulatogisdPatientinnen feststellen (106).
Weitere Untersuchungen lassen vermuten, dass dieitdk von IGF-1l1 im Ovar durch
vermehrte Synthese von entsprechenden Bindungspoteim Vergleich zu
ovulatorischen Frauen reduziert ist (77, 94). Da B€OS nicht bei allen Patientinnen
mit einer Insulinresistenz und vermutlich Stérungen der Insulin-/IGF-
Signalubertragung einhergeht, wird alternativ adah atiopathogenetische Rolle der
Androgene in den Vordergrund gestellt (41). In dlesZusammenhang wird auch ein
bereits in utero vorliegender, ,programmierenderidfogenexzess postuliert, der eine
initiale Stérung des Primordialfollikelpools hervait und in der Adoleszenz dann zur
vollen Manifestation im Sinne eines PCO-SyndronistfiBei dieser Theorie wirde in
Abhangigkeit vom Auspragungsgrad der Androgenextéssg eine zusatzlich
auftretende Storung des Insulinstoffwechsels mhgheeise erst zur vollen
Manifestation des PCOS fuhren (96). Zurzeit werdesherige Ergebnisse sehr
kontrovers diskutiert, so dass es noch keine alefdnd zufriedenstellende

pathogenetische Erklarung gibt.

1.3 Ziel
Dieser Dissertation liegt die Hypothese zu Grurd#ess das Insulin-/ IGF-System ein

wesentlicher Ko-Faktor fir das regulierte wie dgsieerte Follikelwachstum ist. Die

Zugrunde liegenden Funktionen, wie Proliferationp@/al und Differenzierung lassen
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sich auf zellularer Ebene insbesondere der die ikeblland auskleidenden
Granulosazelle zuordnen. Bisher ist allerdings ankivelche spezifische Bedeutung
den einzelnen Liganden namentlich IGF-I, IGF-1I umgth Insulin zukommt. Auch ist
unklar, ob diese ihre Wirkung nur Uber den jewsiiezifischen Rezeptor, oder im
Sinne einer Kreuzreaktivitat auch tber einen ami®ezeptor vermitteln. Fur die oben
genannten, im Rahmen des Follikelwachstums, zellegiten Prozesse kdnnten sich
hier auch unterschiedliche Ergebnisse zeigen. dgelDissertation soll es daher sein,
die Beteiligung der verschiedenen Rezeptoren anddech IGF-1, IGF-11 und Insulin
induzierten proliferativen und antiapoptotischenfektfien in primaren humanen
Granulosazellen zu untersuchen. Konkret ergebeh siof der Grundlage der
vorhandenen Literatur die folgenden zwei Fragastegin:

1) Da IGF-Il, jedoch nicht IGF-I im humanen Ovawoguziert wird, scheint diesem
Liganden eine hervorgehobene Rolle in der intraellan Regulation des
Follikelwachstums zuzukommen. In diesem Zusammaenisali untersucht werden, ob
die Wirkung von IGF-Il auf die verschiedenen Praeegber den spezifischen Rezeptor,
oder alternativ Uber den IGF-Rezeptor Typ 1 oderldsulin Rezeptor vermittelt wird.
2) Im Hinblick auf die beschriebene Wirkung vonuhis als ,Ko-Gonadotropin“ und
die Relevanz der Hyperinsulindmie fir die Pathogerdes PCOS soll im zweiten Teil
insbesondere die Wirkungsvermittlung von den veestdnen Liganden Uber den
Insulin Rezeptor oder den IGF-Rezeptor Typ 2 untdrswerden.

Ausblickend soll mit den hierbei durchzufihrendentdédsuchungen die postulierte
Beteiligung des Insulin- und IGF-Systems an deh&g¢nese des PCOS uberprift

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsplan

Die Versuche werden an priméren humanen Granulesahellen durchgefihrt, welche
bei der Follikelpunktion im Rahmen assistierter Repktionstechniken gewonnen
werden. Fur die Patientinnen besteht eine Indikatzarin vitro-Fertilisation (IVF) mit
oder ohne intrazytoplasmatischer Spermieninjek{i@8l1). Die Patientinnen werden
durch Standardprotokolle der ovariellen Stimulatj,gkombinante oder hochgereinigte
FSH-Praparate sowie GnRH-Analoga) behandelt. Esdewernur Zellen von
Patientinnen ohne ovarielle Pathologien (z. B. PC@%wendet. Die Follikelpunktion
erfolgt unter standardisierten Bedingungen 36 Standnach Induktion der
Oozytenreifung durch hCG-Injektion. Zum Zeitpunker dFollikelpunktion wird die
Follikelflissigkeit durch den Reproduktionsbiologemntersucht, und nach
Identifizierung und Isolierung der Eizelle werdewllikelflissigkeit und die darin
enthaltenen Granulosazellen fir die weitere Aufibeng zur Verfliigung gestellt. Vor
Verwendung der Follikelflussigkeiten und Granuledben wurde ein Ethikvotum
(Reg.-Nr 1 IX Greb; s. Anhang) der Ethikkommissier Medizinische Fakultat und
hiesigen Arztekammer eingeholt. Die Patientinnenssten nicht zusétzlich im
Krankenhaus vorstellig werden. Es lag eine schufif Einverstandniserklarung (s.
Anhang) fur die Verwendung der in der Routine dafalen Daten fir die
wissenschatftliche Auswertung vor. Aufbereitung dhdtur erfolgten wie in 2.2 naher
beschrieben. Nach 24 Stunden Prainkubation iszdgabe von IGF-I, -1l und Insulin
allein sowie in Kombination mit rezeptorspezifisashéMolekilen geplant. Als
Endparameter der Stimulationsexperimente werdelvidkeilitdt (WST-1 Assay) und

Apoptose (Caspase-3-Aktivitat) untersucht. Jederrseh wird unabhangig
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voneinander mindestens dreimal wiederholt. Zur Aertsng werden die Ergebnisse

relativ zur Kontrolle gesetzt.

2.2 Granulosazellpraparation und -kultur
Unmittelbar nach Ende der Punktion wird die FolliKesigkeit fir 5min bei 1500rpm

und 4°C zentrifugiert. Nun muss der Percollgradiemt Zellaufreinigung vorbereitet
werden: Je 15ml Falcon-Réhrchen werden 1,5ml Pef(@ohersham Biosciences,
Freiburg, Deutschland) und 1,5 ml Waschmedium (Mxyy<C5a, Invitrogen Gmbh,
Karlsruhe) pipettiert und mit einer 5ml Pipette mescht. AnschlieBend wird der
Uberstand der Punktionen abgesaugt. Das Pellet deit darin enthaltenen
Granulosazellen wird in 1ml Waschmedium aufgenomnf@o Percollréhrchen wird
1ml Zellen langsam auf das Percoll pipettiert ued @radient bei 1800 rpm und 4°C
fur 25min zentrifugiert. Die jeweilige Interphas&rénulosaluteinzellen) wird in ein
15ml Falcon-Roéhrchen abgenommen, mit Waschmediufgefidit und 5min fur

1500rpm zentrifugiert. Die weitere Aufreinigung d8ranulosazellen erfolgt in zwei
zusétzlichen Praparationsschritten: Zur HamolyseEdgthrozyten wird der Uberstand
verworfen und das Zellpellet der Granulosazellen Sml Hamolysepuffer mit

Ammoniumchlorid (NHCL; Sigma, Taufkirchen, Deutschland) suspendierie D
Suspension wird fir 3min bei Raumtemperatur stegmassen. 10ml Waschmedium
werden zur Suspension gegeben und erneut fur 5mid300 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, die Zellen in Medium aerigmmen und mit Hilfe einer
Neubauerkammer gezahlt. AnschlieBend werden d&ie Leukozytendepletion
CD15/CD45 Dynabeads der Firma Dynal Biotech, Hambbenutzt. Dieses sind

Antikérper, die sowohl Bindungsstellen fur die Epé CD15 und CD45 der
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Leukozyten als auch einen Magneten enthalten. Mig¢ ldines externen Magneten, der
die Dynabeads anzieht, kdnnen somit Leukozytechdwm sie an die Dynabeads
gebunden haben, von den Granulosazellen isoliedeme Die Granulosazellen werden
auf 1°000°000/10@ PBS mit 0,1%BSA eingestellt. Weitere Schritte dar auf Eis
und mit 4°C kalten Losungen durchgefiihrt. CD15/CD@gnabeads werden gut
gevortext und je 28/100°000Zellen in ein leeres Eppendorf Gefal3 (Epgpettiert.
Das Eppi wird fur 2min im Magneten platziert, arlsg®end der Uberstand verworfen
und 0,5ml Waschpuffer zugegeben. Es folgt erneltazieren im Magneten und nach
Verwerfung des Uberstandes eine ResuspensionuivBaschpuffer. Nun werden {0
Beadsuspension in ein leeres Eppi pipettiert unéwdrfir 1min im Magneten platziert.
Nachdem der Uberstand verworfen ist, geschieht sddortige Zugabe der
Zellsuspension (1Q0/50ul Beadsuspension) auf die trockenen Dynabeads. rUnte
standiger Rotation erfolgt eine zwanzigminitige ub&tion bei 4°C. Anschliel3end
erfolgt die Zugabe von 1ml Waschpuffer pro Eppi was Platzieren des Eppis fur
3min im Magneten. Von dem Magneten werden die Dgadb mit gebundenen
Leukozyten angezogen. Der Uberstand enthalt dientosazellen und kann
abgenommen werden. Es erfolgt eine erneute ZahfilangGranulosazellen und die
Weiterverwertung fir die Versuche. Im Anschluss die Granulosazellpraparation
werden die Granulosazellen auf 96-well-PlattenFrathboden in Mc Coys 5a Medium
(Mc Coys 5a Gibco BRL, Invitrogen Gmbh, Karlsruhe0;4% BSA +1% HEPES)
ausgesat. Nach 24 Stunden Prainkubation erfolgMeidiumwechsel und anschlieRend
die Stimulation mit den jeweiligen Liganden, die &tocklésungen vorliegen.

Dies sind Insulin, IGF-I und IGF-1I in jeweils 0-0@ng/ ml Endkonzentration. Die

optimale Inkubtionsdauer ist abhangig von den gé&edh Endparametern der
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Stimulationsexperimente und wurde in vorangehendersuchen definiert. Je nach
geplantem Versuchansatz wird ein zusatzlicher ldgarin IGF-llI-Analogon
([Leu*"IGF-Il Firma Gropep, Adelaide, Australia) einge=etwelches mit 1000fach
geringerer Wirkung am IGF-Rezeptor Typ 1 im Verdgteizu IGF-1l selbst wirkt,
wodurch die relative Relevanz der Signalvermittiuitger den IGF-Rezeptor Typ 2
geprift werden soll. Alternativ wird 30 Minuten vdugabe der Liganden der Einsatz
eines spezifisch den IGF-Rezeptor Typ 1 blockieeenshtikdrper (Calbiochem) und
im Vergleich als Kontrolle ein unspezifischer Ig@wkorper in unterschiedlichen
Konzentrationen geprift. Durch diesen IGF-Rezepiygys 1 blockierender Antikdrper
soll die relative Relevanz der Wirkung von Insuli@fF-I und IGF-II Gber den Insulin-

Rezeptor und den IGF Rezeptor Typ 2 untersuchteverd

2.3 Caspase-3-Assay
Zur Bestimmung der Apoptose wird die Caspase-3wviting gemessen. Nach

Prainkubation und Stimulation der Granulosazelleh9-well-Platten mit Flachboden
werden die Zellen mit 20ul des Zell-Lysis-Puffeessetzt und 15-20min auf Eis lysiert.
AnschlielRend werden 180ul Protease-Assay-Puffe2ifluorogenem Substrat (AC-
DEVD-AMC) fur Caspase-3 hinzugefugt. Nach einst@gedilnkubation bei 3T, mit
5% CQ korreliert das vom Substrat freigesetzte AMC direkit der Menge der
apoptotischen Zellen. Dieses lasst sich mit einepec®ofluorometer bei einer

Extinktion von 380nm und einer Wellenlange von 4@@nm messen.
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2.4 Proliferationsassay
Zur Messung der Zellviabilitdt wird der WST-1 Ass@oche Diagnostics, Penzberg,

Deutschland) verwendet. Nach 20-stindiger Inkubatiod das Medium abgenommen
und 20ul pro well eines auf 37°C erwarmten WST-adeazes hinzugegeben, um eine
Quantifizierung der Zellviabilitat mit Hilfe eineSpectrophotometers (VERSAmax,
Tunable Microplate Reader, California) zu ermoghich WST-1 Reagenz ist ein in
Phosphatpuffer gelostes Tetrazolium Salz, das domitbchondriale Dehydrogenasen
zu Formazan umgewandelt wird. Ein Anstieg der #&n Enzymaktivitat fihrt zu
einem erho6hten Umsatz von WST-1 zu Formazan. Digsstieg korreliert direkt mit
der metabolischen Stoffwechselaktivitat der Grasatellen und kann als Parameter fur
die Zahl vitaler Zellen verwendet werden. Nach 6n8en Inkubation des Assays kann

dieser bei 420-480nm Wellenlange gemessen werden.

2.5 Statistische Auswertung
Die Verwaltung der Daten und die deskriptive Stétierfolgt mit Excel (Microsoft

Windows XP, Home Edition, Version 2002).

Fur die Inferenzstatistk wird das Computerprogra®@RSS, Software fir Windows,

Version 11 genutzt. Es wird eine einfaktorielle Marzanalyse mit anschlielRendem
Post-Hoc-Test nach Scheffé-Prozedur mit unabhéngigiablen durchgefihrt. Die

Irrtumswabhrscheinlichkeit wird bei < 0.05 festgelegt.

Durch die einfaktorielle Varianzanalyse kann eretittverden, ob sich eine Gruppe von
der anderen signifikant unterscheidet. Die Sigalfik einer ermittelten

Gruppeneinteilung lasst sich anhand der F-Vertgiltesten. Die Werte in dieser

Verteilung sind die Prifgrol3e der Varianzanalyse.
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Mit dem folgenden Post-Hoc-Test nach Scheffé-Prozedrd eine Gruppenanalyse

durchgefuhrt.

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Zellmodells und Festlegung der
Kulturbedingungen
Alle Experimente werden an priméren humanen Graallibeinzellen durchgefuhrt,

welche bei der Follikelpunktion im Rahmen assistierReproduktionstechniken
gewonnen wurden. Es werden in jedem Versuch Graaluteinzellen verschiedener
Follikel und Frauen gepoolt. Absolute Messwerte elazelnen Versuchstage ergeben
aufgrund der individuellen Unterschiede der Grasaiellen eine hohe Streubreite
durchschnittlicher Zellviabilitat. Die Ergebnisseemden aus diesem Grund jeweils
relativ zur Kontrollgruppe beurteilt. In Vorverswash konnte gezeigt werden, dass die
humanen Granulosazellen unmittelbar nach EntnahmdePuéparation noch unter dem
Einfluss derin vivo einwirkenden Hormonen stehen und daher nur bedmuigtexogene
Stimuli reagieren. Nach 24-stindiger Prainkubatimmnte hingegen eine adaquate
Antwort auf etablierte Stimuli wie Follikelstimulendes Hormon gezeigt werden. Zu
diesem Zeitpunkt zeigen die humanen Granulosazellemer serumfreien
Kulturbedingungen mit proteinreichem Mc Coys 5a Med auch noch keine
eingeschrankten Uberlebensraten gegeniiber Zellennter Zusatz von 0,1%, 1% oder
5% fetalem Kalberserum (FCS) kultiviert werden. Worversuchen konnte eine
adaquate Antwort auf exogene Stimuli noch bis n&cffagen unter serumfreien

Kulturbedingungen gezeigt werden.
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3.2 Apoptose humaner Granulosaluteinzellen

3.2.1 Einfluss der Kulturdauer der Liganden Insulin, IGF-1 und IGF-II im
Caspase-3-Assay

Im Lysat kultivierter Granulosazellen wird mittelsines fluorospektrometrischen
Assays (Caspase-3 Fluorogenic Substrate Ac-DEVD-AMEDPharmingen, San
Diego) die Aktivitat von Caspase-3 mit und ohne &g von Insulin, IGF-1 und IGF-II
in 30ng/ml Endkonzentration nach 3, 8 und 20 Staridkubationsdauer gemessen. Fur
die nachfolgenden Experimente wird eine Inkubatlaner von 5 Stunden ausgewahilt,
da ein Anstieg zwischen 3 und 8 Stunden, nach &detu jedoch ein Abfall

nachzuweisen ist (Abbildung 3, Anhang Tabelle 1-2).
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Abbildung 3: Apoptose (Caspase-3 Aktivitat) humaner Granulosaluteinzellen mit den Liganden

mit verschiedener Inkubationsdauer
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3.2.2 Einfluss der Wirkungsdosis der Liganden Insulin, IG--1 und IGF-1l im
Caspase-3-Assay

Es wird im Lysat kultivierter Granulosazellen di&t#itat von Caspase-3 mit und ohne
Zugabe von Insulin, IGF-I und IGF-1I in verschieganDosierungen nach fiinf Stunden
Stimulation, um eine Dosis-Wirkungsbeziehung zuedlen, gemessen. Es werden pro
Ligand die Endkonzentrationen von 0/10/30/100 nghmigesetzt. (Abbildung 4,
Anhang Tabelle 3-9). In der deskriptiven Statisdigst sich die Tendenz erkennen, dass
die Caspase- Aktivitat unter Zugabe von IGF-I schomn einer Konzentration von
10ng/ml erniedrigt ist. Diese Tendenz bleibt auehhiheren Konzentrationen von 30
und 100 ng/ml in etwa gleich. In der einfaktorialarianzanalyse gibt es signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. BeAdalyse der einzelnen Gruppen
im Post-Hoc-Test ist im Vergleich zur Kontrolle fikeine der drei angegebenen
Konzentrationen ein signifikanter Unterschied fastellen. Bei einer Endkonzentration
von 30ng/ml ware bei der Annahme von einer Irrtuadssscheinlichkeit vor, < 0,053
ein signifikanter Unterschied nachzuweisen. Fur-IGWird deskriptiv deutlich, dass
eine Konzentration von 30ng/ml und 100ng/ml zu einéibition der Apoptose fuhrt.
Dies zeigt die Reduktion der Caspase-3-Aktivitdt@udl bei 30ng/ml und auf 0,76 bei
100ng/ml durch IGF-Il. Allerdings lassen sich weder der einfaktoriellen
Varianzanalyse noch in dem Post-Hoc-Test signifikddnterschiede zeigen. Insulin
reduziert ab einer Konzentration von 30 ng/ml desgase-3 Aktivitat. Diese betragt
bei 30ng/ml im Mittel 0,68 und bei 100ng/ml Endkengation 0,76. In der
einfaktoriellen Varianzanalyse ist ein signifikanténterschied zwischen den Gruppen

festzustellen, ausgehend von einer Irrtumswahratiblekeit vono < 0,005. Der Post-
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Hoc-Test zeigt beim Vergleich der einzelnen GruppaenKontrolle keine signifikanten
Unterschiede.

Zusammenfassend deutet die deskriptive Statistrauflain, dass IGF-1, IGF-1I und
Insulin in einer Konzentration von 30 und 100 ngknkdkonzentration tber eine rasche
Inhibition proapoptotischer Molekile zu einer vemoherten Aktivierung der Caspase -3

fuhren.
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Abbildung 4: Apoptose (Caspase-3 Aktivitdt) humaner Granulosaluteinzellen unter Einfluss der

Liganden in verschiedenen Konzentrationen nach 5-stuindiger Inkubation

3.2.3 Wirkung von [Leu27]-IGF-1I-Analogon im Vergleich zu IGF-II

Durch den Einsatz des IGF-Il Analogons soll diezdsrhe Bedeutung von IGF-II als

Schutzfaktor vor Apoptose im Rahmen der rezeptaiipehen Vermittlung untersucht
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werden. Das IGF-1l Analogon bindet mit einer 10@bfgeringeren Wirkung als IGF-II
am IGF-Rezeptor Typ 1, so dass eine nahezu exkluSignalvermittlung Uber den
IGF-Rezeptor Typ 2 erfolgt. Vergleichend wird adgbr IGF-11 in der zuvor maximal
eingesetzten Dosis von 100ng/ml eingesetzt. In diechgefuhrten einfaktoriellen
Varianzanalyse ist zwischen den Gruppen auf demmifsignzniveaua < 0,05 ein
Unterschied festzustellen. Deskriptiv ist fur IGFHn Vergleich zur Kontrolle ein
niedrigerer Anstieg der Caspase-Aktivitat zu mes$zie relative Caspase Aktivitat
betragt fur IGF-11 0,57. Im Post-Hoc-Test werdere diignifikanten Unterschiede
jeweils fur die einzelne Gruppe bestatigt. Untegale des IGF-lI-Analogons kommt
es im Vergleich zur Kontrolle zu einem ebenfallednigeren Anstieg der Caspase-3
Aktivitat. Die Reduktion der Aktivitdt bedingt durcdas IGF-llI-Analogon betragt
relativ zur Kontrolle 0,72. Im Post-Hoc-Test kanm esignifikanter Unterschied
nachgewiesen werden. Diese Versuche lassen alswten, dass der antiapoptotische
Effekt von IGF-Il auf primare Granulosazellen zudest anteilig Uber den IGF-

Rezeptor Typ 2 vermittelt wird (Abbildung 5, Anhahgbelle 10-13).
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Abbildung 5: Apoptose (Caspase-3 Aktivitdt) humaner Granulosaluteinzellen nach Stimulation

mit IGF-II und IGF-1 Analogon in 100ng/ml Endkonzentration im Vergleich zur Kontrolle.

3.3 Proliferation von humanen Granulosaluteinzellen
3.3.1 Wachstum und Zellviabilitat unter Einfluss von Insulin, IGF-I, IGF-II

sowie vergleichend IGF-II Analogon

Mit Hilfe eines kolorimetrischen Zellproliferationsund Viabilitatsassay (WST-1-
Assay) wird das Wachstumsverhalten kultivierter hoer Granulosaluteinzellen mit
und ohne Zugabe von Insulin, IGF-I, IGF-Il und I@F-Analogon in einer

Endkonzentration von 100ng/ml beurteilt (AbbildulhgAnhang Tabelle 14-17). Bei zur
Kontrolle unveranderter Gesamtzellzahl zeigt siabimbereits 24 Stunden Stimulation
mit IGF-1 und IGF-II ein signifikanter, relativer mstieg der Anzahl an metabolisch

aktiven und vitalen Zellen. Auch fir Insulin ist ieher deskriptiven Statistik eine
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ansteigende Tendenz relativ zur Kontrolle auf 1z8%rkennen. Vergleichend hierzu
lasst sich mit dem IGF-ll-Analogon kein vermehrtég&achstum und Zellviabilitat
gegenuber der Kontrolle induzieren. Relativ zur #olte betragt die gemessene
Zellviabilitat 1,1. Es wird gezeigt, dass das IG#Ahalogon keine proliferative

Wirkung an primaren Granulosaluteinzellen verniittel
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Abbildung 6: Proliferation primarer humaner Granulosaluteinzellen nach Zugabe von Insulin,

IGF-1, IGF-II und IGF-Il Analogon mit einer Endkonzentration von 100 ng/ml.

Demnach scheint der spezifische IGF -Rezeptor Typ/oR Relevanz fir die
Vermittlung antiapoptotischer, jedoch nicht praliever Stimuli zu sein. Hieraus ergibt
sich, dass fur die Vermittlung proliferativer Stilinder Fokus des Interesses auf dem

IGF-Rezeptor Typ 1 in Abgrenzung zum Insulinrezepigen sollte. Dieses wird im
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Folgenden durch Einsatz eines IGF- Rezeptor Typldckierenden Antikdrpers

untersucht.

3.3.2 Wirkung eines spezifischen IGF-Rezeptor Typ 1 bloakrenden Antikorpers

unter Stimulation mit IGF-1 und IGF-II

Zur Untersuchung der Liganden- und Rezeptorspatzifion IGF-1 und IGF-II und der
maoglichen Bedeutung des Insulinrezeptors und dds-R€zeptors Typ 1 fur die
Proliferation wird ein den IGF-Rezeptor Typ 1 blaskender Antikbrper eingesetzt.
Dargestellt ist eine Dosis-Wirkungsbeziehung bgpdtimenten mit primaren humanen
Granulosaluteinzellen, die mit IGF-1 und im zweitekbschnitt mit IGF-II in
verschiedenen Konzentrationen stimuliert wordenl.skiierdurch sollten auch Effekte
in niedrigen Titrationen erkennbar werden (Abbilgufa und Abbildung 7b, Anhang
Tabellen 18-23). Ein Anstieg der Zellviabilitat fi&F-1 kann wie auch schon in
Versuch 3.2.1. bei verschiedenen Konzentrationezeige werden. Bei einer
Endkonzentration von 100 ng/ml lasst sich in deskdptiven Auswertung eine
Steigerung um das 1,72 fache bei Stimulation mi-I@elativ zur Kontrolle feststellen.
Der zusatzliche Einsatz des IGF-Rezeptor Typ 1 k@mpiers zeigt einen Anstieg der
Zellviabilitdat auf 1,8. In der deskriptiven Auswemniy zeigt sich somit weder ein
Abnahme noch ein Zunahme der Zellviabilitat gegeniger alleinigen Stimulation mit
IGF-I. Der als Kontrolle eingesetzte unspezifiség&-Antikdrper zeigt ebenso keine
differente Stimulation der Zellviabilitat, weder rzalleinigen Stimulation mit IGF-I
noch zum IGF-Rezeptor Typ 1 Antikdrper. Da in desrsehiedenen Gruppen in der
deskriptiven Statistik bei Betrachtung der Mittetieekeine Unterschiede festgestellt

worden sind, ist auf eine Inferenzstatistik veristhvorden.
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Abbildung 7a : Dosisabhéngiges Proliferationsverhalten humaner Granulosaluteinzellen unter
Einsatz von IGF-I sowie eines den IGF-Rezeptor Typ 1-blockierenden Antikdrpers. Die Kontrolle
erfolgte ganz ohne Zusatze bzw. durch einen unspezifischen IgG- Antikdrper in gleicher

Konzentration. Stimulation mit IGF-| in verschiedenen Endkonzentrationen.

Ein Anstieg der Zellviabilitat fur IGF-II kann ebgm wie mit IGF-1 wie auch schon in
Versuch 3.2.1. bei verschiedenen Konzentrationezeige werden. Bei einer
Endkonzentration von 100 ng/ml lasst sich in deskdptiven Auswertung eine
Steigerung um das 1,67 fache bei Stimulation mit-1GL00ng/ml relativ zur Kontrolle
feststellen. Der Einsatz des IGF-Rezeptor Typ likdinpers zeigt einen Anstieg der
Zellviabilitat auf 1,73. In der deskriptiven Ausweang zeigt sich auch hier weder ein
Abnahme noch ein Zunahme der Zellviabilitdt gegemider alleinigen Stimulation mit
IGF-II. Der als Kontrolle eingesetzte unspezifis¢tg&-Antikorper zeigt ebenso keine

differente Stimulation, weder zur alleinigen Stiatidn mit IGF-II noch zum IGF-
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Rezeptor Typ 1 Antikorper. Hier betragt der Mittelivder Aktivitat 1,98. Da in den
verschiedenen Gruppen in der deskriptiven Statisék Betrachtung der Mittelwerte
keine Unterschiede festgestellt worden sind, isthabier auf eine Inferenzstatistik
verzichtet worden. Da nach selektiver Blockierureg dGF-Rezeptor Typ 1 keine
Unterschiede der Proliferation von humanen Gramallbsinzellen festgestellt werden
kodnnen, ist es maglich, dass proliferative Stirmii IGF-1 und IGF-II an diesen Zellen
nicht tber den IGF-Rezeptor Typ 1 vermittelt werd@fiernativ wirde sich dann
aufgrund der vorangegangenen Versuche mit dem I@G¥hlogon insbesondere der

Insulinrezeptor als Signalvermittler anbieten.
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Abbildung 7b: Dosis abhangiges Proliferationsverhalten humaner Granulosazellen unter Einsatz
von IGF-1l sowie eines den IGF-Rezeptor Typ 1 blockierenden Antikorpers. Die Kontrolle
erfolgte ganz ohne Zusatze bzw. durch einen unspezifischen 1gG- Antikdrper in gleicher

Konzentration. Stimulation mit IGF-Il in verschiedenen Endkonzentrationen.
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4 Diskussion

Das Insulin-/IGF-System ist ein wesentlicher Ko-#eakfur das regulierte und
dysregulierte Follikelwachstum. Die intraovarielRegulation von Proliferation und
Survival erfolgt auf zellularer Ebene mal3geblich den Granulosaluteinzellen.
Weiterhin besteht eine bidirektionale Kommunikatiomischen den Granulosazellen
und der Eizelle, so dass einerseits das Follikekst@en durch eizellspezifische
Faktoren Dbeeinflusst wird, und andererseits die elEe@fung und somit
Entwicklungskompetenz der Eizelle weitgehend dudieh Granulosazellen beeinflusst
wird (33). Hierlber liel3e sich auch eine bekann&fem eingeschrénkte Eizellqualitat
bei PCOS-Patientinnen mit  entsprechenden  Auswirdmng auf  die
Schwangerschaftsraten und —verlaufe mit erklarén (7

Das IGF-System besteht aus verschiedenen ElemdenLiganden IGF-I und IGF-II
und ihren Rezeptoren, sowie sechs IGF-BindungsefPren (IGFBP) und Proteasen. In
zahlreichen Studien ist deutlich geworden, dass Bi@erfligbarkeit von IGF mit
Follikelwachstum und Dominanz korreliert. Bei geden, ovulierenden Frauen ist die
IGF-I Konzentration in humaner Follikelflissigkeihabhangig von der Follikelgrosse
sowohl in wachsenden &strogen-dominanten als auchatretischen androgen-
dominanten Follikeln gleich (104). Dahingegen siidhere IGF-11 Konzentrationen in
dstrogen-dominanten Follikeln zu messen. EbensieistGF-11 Spiegel positiv mit der
Follikelgrosse, Zyklustag, und Ostradiol korreli¢d6). Auch an Rhesusaffen konnte
gezeigt werden, dass IGF-Il und Aromatase in donigra Follikeln als Marker
nachzuweisen sind (7). Die Rolle von IGF als Swalvivaktor ist mehrfach untersucht
(71). Die antiapoptotische Wirkung ist im Tiermdd@ls) und im humanen Ovar (113)

an Granulosazell- und Follikelkulturstudien gezeigtrden. An Schweinen ist gezeigt
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worden, dass IGF-1 und EGF (Epidermal growth fgceane Granulosazellproliferation
bewirken, sowie einen schitzenden Effekt vor Apsetbieten (67). In den unter 3.2.1
und 3.2.2. dargestellten Versuchen wird die anpagiesche Wirkung von IGF-I, IGF-
I und Insulin mit unterschiedlicher Kulturdauer dunin unterschiedlichen
Konzentrationen an humanen Granulosaluteinzellereige Fir die nachfolgenden
Experimente wurde eine Inkubationszeit von funfn8tn gewahlt, da im Experiment
3.2.1. ein maximaler Anstieg der Apoptose zwischdmei und acht Stunden
nachzuweisen ist. Nach acht Stunden ist bereitsAbifall zu dokumentieren. IGF-II
und Insulin fihren ab einer Konzentration von 3@mg/und IGF-Il ab einer
Konzentration von 10ng/ml zu einer maximalen Intndimi der Apoptose, die an der
Reduktion der Caspase-3 Aktivitat gemessen wir@. fDigenden Experimente werden
in jeweils 100ng/ml Endkonzentration des jeweiligeiganden durchgefuhrt. Da
bisherige Erkenntnisse darauf hin deuten, dassli@®-Gegensatz zu IGF-I lokal im
Ovar von Granulosazellen und eventuell von Thelkezgiroduziert wird (39) ist IGF-
Il als Schutz vor Apotose mit seiner rezeptorspeaien Vermittiung von besonderem
Interesse und hat mdoglicherweise eine hervorgelelbtolle bei der intraovariellen
Regulation des Follikelwachstums. Sowohl der IGEdp¢or Typ 1 als auch der IGF-
Rezeptor Typ 2 werden im humanen Ovar in Granulasd- Thekazellen exprimiert
(106). In manchen Studien wird eine dominante Rales IGF-Rezeptor Typ 1
gegenuber dem Rezeptor- Typ 2 diskutiert (114). [ Rezeptor- Typ 2 wird in
Granulosazellen, Thekazellen und vermehrt in domeragegentber antralen Follikeln
exprimiert (21, 114). Eine Dominanz des einen gégendem anderen Rezeptor kann
noch nicht abschliel3end beurteilt werden. In Veisgi2.3 wird neben IGF-II ein IGF-

[I-Analogon eingesetzt. Das IGF-1I Analogon bindett einer 1000fach geringeren
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Wirkung als IGF-Il am IGF-Rezeptor Typ 1, so dasseenahezu exklusive
Signalvermittlung Uber den IGF-Rezeptor Typ 2 @tfoBei Endkonzentrationen der
Liganden von 100ng/ml wird ein schitzender Effekdir vVApoptose wie in den
Vorversuchen durch IGF-1l erreicht. Ebenso reddzidas IGF-lI-Analogon die
Aktivitat der Caspase-3 signifikant. Dieses Ergslasst vermuten, dass IGF-II seinen
schitzenden Effekt vor Apoptose hauptsachlich Uben IGF-Rezeptor Typ 2
vermittelt.

Die Rolle von IGF als mitogene Substanz ist melwriaatersucht worden (71). Im Ovar
ist die proliferative Wirkung von IGF am Tiermodéll5) und im humanen Ovar (113)
in Granulosazell- und Follikelstudien beschriebddie Ergebnisse sind in den
vorliegenden Versuchen fir jeden der drei Liganagemumanen Granulosaluteinzellen
bestétigt. Insulin, IGF-I und IGF-II steigern Watlm und Zellviabilitat in humanen
Granulosaluteinzellen. Versuch 3.3.1 zeigt fir jeddieser drei Liganden einen
signifikanten Anstieg der Zellviabilitat im Vergt#i zur Kontrolle. Von besonderem
Interesse ist auch hier der Ligand IGF-Il. Alleghknist bisher wenig Uber die
rezeptorspezifische Vermittlung bekannt. Willisaethaben herausgefunden, dass IGF-
Il seine Wirkung nicht nur Uber den IGF-Rezeptop Byausubt, sondern auch tber den
in allen Zelltypen des humanen Ovars exprimiertéR-Rezeptor Typ 1 wirken kann
(111). Ebenso ist dies uber den Insulin-Rezeptoglicid (68). Speziell Zellviabilitat,
das heil3t der mitogene Stimulus durch IGF-II induziist in den hier beschriebenen
Experimenten nicht Uber den IGF-Rezeptor Typ 2 weih In den unter 3.2.1
dargestellten Versuchen ist mit dem schon bekani@&nll Analogon, welches eine
1000fach geringere Wirkung als IGF-Il am IGF-RepepfTyp 1 ausubt, kein

signifikanter Anstieg der Zellviabilitat zu messddas von uns eingesetzte IGF-II
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Analogon hat keine proliferative Wirkung auf humaBeanulosaluteinzellen. Dieses
konnen Hinweise daflir sein, dass der Ligand IGBdine proliferative Wirkung
hauptséachlich Gber den Insulin Rezeptor oder dénR@zeptor Typ 1 induziert. IGF-II
Rezeptor Knock-out Mause weisen erhéhte IGF-II mkspiegel auf und sterben in
utero (59). Das zeigt, dass der IGF Rezeptor Typt2 fehlender Nachweisbarkeit auf
Zellviabilitdt in unseren Versuchen an humanen Gi@saluteinzellen im Tiermodell
essentiell ist. Im Hinblick auf die beschriebene rkifhg von Insulin als Ko-
Gonadotropin und die Relevanz der Hyperinsulindiimielie Pathogenese des PCOS st
der Insulin Rezeptor wahrscheinlich eine essentiébmponente fur die intraovarielle
Regulation der physiologischen und gestérten Faldfung. Zur Definition der
maoglichen Bedeutung des Insulinrezeptors fur Rediion wird ein den IGF-Rezeptor
Typ 1 blockierender Antikérper eingesetzt. Durchsain soll die Wirkung von IGF-I
und IGF-Il Uber den Insulin-Rezeptor untersucht deer In dem vorliegenden
Versuchssystem wird im Vergleich zu einem als Kaligreingesetzten unspezifischen
IgG-Antikorper keine Veranderung der Zellviabilittrch spezifische Blockierung des
IGF Rezeptor Typ 1 erzielt. Um einen moglichen Eelmh den Versuchsbedingungen
auszuschlieBen, wurden diese mehrfach verdnders. \Deiteren ist der gleiche
Antikorper im Western Blot eingesetzt worden. Eigizsich auch hier keine spezifische
Veranderung der Expression nachfolgender Singmaithaktionsmolektle (z.B. AKT,
personliche Mitteilung, unverdffentlicht) nach Stilation mit IGF-1 und IGF-II bei
Blockade des IGF-Rezeptor Typ 1. Bei etablierteatiddde, zahlreichen Versuchen,
Primérzellen verschiedener Individuen, sowie ber d#ernativen Nutzung einer
Granulosa-Zelllinie (HGL-5; personliche Mitteilunginveroffentlicht) konnte keine

selektive Veranderung der Zellviabilitat mittelsAH@QRezeptor Typ 1 blockierendem
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Antikdrper gezeigt werden. Die Wirksamkeit des kleenden Antikérpers
vorausgesetzt, wirde dies eine nahezu exklusivenkfermg mitogener Stimuli Gber
den Insulin-Rezeptor oder alternative Signalvetarittwl3erhalb des Insulin-/ IGF-

Systems im Sinne einer Kreuzreaktivitat bedeuten.

Eine multifaktorielle Genese des PCOS wird, wie dar Einleitung dargestellt,
diskutiert. Hier soll nun die Bedeutung der moghch intrinsischen, ovariellen
Beteiligung erortert werden. Wie schon oben besblen sind die Liganden des Insulin-
und IGF-Systems an der Vermittlung von mitogened antiapoptotischen Signalen
beteiligt. Dies gilt sowohl fur die physiologisckellikulogenese bei gesunden Frauen
als auch im Sinne einer moglichen pathogenetisdRelte in der Entstehung einer
gestorten Follikelentwicklung im Rahmen des Syndyamer polyzystischen Ovarien
(52). Bei Frauen mit PCOS kommt es Ubermafig hamdig Hyperinsulinamie und
peripheren Insulinresistenz, die mit Defekten derazellularen Signalvermittlung in
Muskel und Fettgewebe in Verbindung steht. Immuobisemisch ist die Expression
der IGF-I und IGF-Il mRNA in antralen Follikeln bErauen mit PCOS und gesunden
Frauen identisch (22). Ebenso ist die IGF-I und-IGProduktion in Thekazellen bei
gesunden und Frauen mit PCOS gleich (61). Bei Framit PCOS nach IVF
Behandlung konnten allerdings niedrigere intrakollire Konzentrationen von IGF-II,
sowie eine niedrigere IGF-Il Expression in Granalmlen gemessen werden (4).
AulRerdem scheint beim PCOS die Proliferation dem@losazellen gestort zu sein, da
im Vergleich zu gesunden Frauen die Anzahl an Gosaazellen in Follikeln erniedrigt
ist (27). Eine interessante Fragestellung ware bieres beim PCOS zu Verdnderungen
der rezeptorspezifischen IGF- vermittelten Sigaakduktion beziglich Proliferation

und Apoptose kommt. Aktuelle Studien zeigen, dassuén mit PCOS trotz der
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veranderten Anzahl von Granulosazellen mit einenstidg von Ostradiol auf einen
FSH Stimulus reagieren kdnnen (63). Mehta et abehaestgestellt, dass Frauen mit
PCOS auf eine FSH Stimulation sogar mit einem ddrhnstieg der Ostradiol
Produktion  reagieren, welche mit einem erhoéhten ikRis fir ein
Uberstimulationssyndrom einhergeht (66). Die kordrse Datenlage beziiglich der
Pathophysiologie des PCOS kann auch anhand dechtmrgsdaten zur Aromatase-
Aktivitat veranschaulicht werden. Wahrend Untersugfen an Granulosazellen von
Frauen mit PCOS gezeigt haben, dasgvo eine verminderte Aromatase-Aktivitat zu
messen ist, welche der mdglichen Reduktion des &fielgels bei Frauen, die an PCOS
erkrankt sind entsprechen koénnte (82), konnte inranGlosazellkulturen keine
verminderte Aromatase-Aktivitdt nachgewiesen wer(#8). Pierro et al. (79) haben
sogar einen Anstieg der Aromatase-Aktivitat in kugrten Granulosazellen von PCOS
Patientinnen gemessen. Im Jahr 2005 konnte vorAdmitsgruppe Soderlund et al.
gezeigt werden, dass bei Patientinnen mit PCOS ekésenmutation des P450
Aromatase Gens vorliegt und die Pathophysiologie BEOS somit auch nicht auf
genetischer Ebene der Aromatase erklarbar ist (88ylen Follikelflissigkeiten sind
sehr hohe Konzentrationen von den als FSH Antaggmisirkenden IGFBP2 und 4 zu
messen (86, 105). Allerdings sowohl bei erkranktds,auch bei gesunden Frauen (9,
22, 94). Daher ist es eher unwahrscheinlich, deesedProteine in der Pathogenese eine
Rolle spielen. Interessanterweise konnte in Erweng der hier vorgestellten
Ergebnisse gezeigt werden, dass der beim PCOS harapeutischen Einsatz
kommende Wirkstoff Metformin Zu direkten Verandegan der
Signaltransduktionswege des Insulinrezeptors undizer Erh6hung der Zellviabilitat

an humanen Granuslosazellen fihrt (99). Initial deurMetformin, welches zur
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Substanzklasse der Biguanide zahlt als so genahrgelinsensitizer bei der Therapie
des Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt. Seit mehrd@ahren bereits werden im Rahmen
eines individuellen Heilversuchs zuséatzlich Fraueit PCOS und nachgewiesener
Insulinresistenz mit Metformin therapiert (38). l&snten bisher verschiedenen Effekte
wie zum Beispiel eine Abnahme der peripheren Anensgiegel, eine
Wiederherstellung des regelméRigen Menstruationggykowie eine erhdhte Spontan-
und auch durch Clomifen- induzierte Ovulationsrgézeigt werden (58, 73). Bisher
waren jedoch wenig direkte Effekte des Metformin d@var bekannt. In der
Erweiterung der oben vorgestellten Ergebnisse lorgdzeigt werden, dass eine
Prainkubation der Granulosazellen mit Metforminetznem Anstieg der Zellviabilitat
fuhrt, jedoch bei gemeinsamer Stimulation mit lirsuind IGF sich kein potenzierender
Effekt zeigt (99) . An verschiedenen Zelltypen knmisher gezeigt werden, dass
Metformin einen direkten Einfluss auf die Tyrosim&se-Aktivitat des Insulinrezeptors
hat (37, 40, 112). Uber die posphorylierte Form Rereptor-Tyrosin- Kinase werden
uber verschiedene Docking Proteine unterschiedl@igaalkaskaden aktiviert (78, 95).
Aufgrund des fehlenden potenzierenden EffektesdbeiPrainkubation mit Metformin
und zusatzlich Insulin oder IGF wurde die Hypothastgestellt, dass Metformin einen
maoglicherweise modulierenden Effekt auf die Sitnaalsduktionswege der AKT und
der MAPK habe. In den Versuchen konnte gezeigt arerdass die Prainkubation mit
Metformin zu einer vermehrten Expression von phosglerter AKT und einer
verminderten Expression von phosphorylierter MAP& humanen Granulosazellen
der Zelllinie HGL-5 fihrt. In zahlreichen Studienumde gezeigt, dass AKT eine
wichtige Rolle bezuglich des Uberlebens bei Grasadellen spielt (46, 87, 108). Der

MAPK Weg ist deutlich weniger erforscht. In der Sum deuten die Ergebnisse
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daraufhin, dass Metformin neben den bekannten rsystben Effekten direkt auf
ovarieller Ebene Uber die Insulinsignaltransdukieege via AKT und MAPK Einfluss
auf die Induktion der Ovulation und Follikulogendss#. Rice et al. stellten ebenso fest,
dass bei Frauen mit PCOS wahrscheinlich eine Veramd) und Schadigung der Post-
Rezeptor- Signaltransduktionswege fur Insulin \agti Sie konnten nachweisen, dass
bei Frauen mit PCOS und Anovulation humane Graazielfen resistent auf die
Wirkung von Insulin stimulierter Glukoseaufnahmelunutzung sind, wohingegen die
Steroidbiosynthese durch Stimulation mit Insulilmadten ist (89). Zwischenzeitlich
konnte von derselben Arbeitsgruppe gezeigt werdass Metformin die Aromatase-
Aktivitat in humanen Granulosaluteinzellen UbereeifAktivierung des MEK/ERK-

Signalwegs direkt inhibiert (90).

Zusammenfassend sind zum Verstandnis der Follilkemege bereits zahlreiche
intrinsische Faktoren auf Ebene des Ovars untetsuwabrden. Im Besonderen
interessiert das Syndrom der Polyzystischen Ovarilen diese haufige, komplexe
Krankheit, welche mit einer gestérten Follikulogeaesinhergeht, ein wichtiger Grund
fur Infertilitét ist. In den hier durchgefiihrten erimenten konnte gezeigt werden, dass
die intraovarielle Regulation der Viabilitat human@ranulosaluteinzellenn vitro
durch Liganden des Insulin-/IGF-Systems mitbestimamitd. IGF-11 spielt hierbei
aufgrund seiner Produktion im Ovar selbst eine dwwhobene Rolle. Die
antiapoptotische Wirkung von IGF-Il wird nach dearhvorliegenden Ergebnissen tber
den spezifischen IGF-Rezeptor Typ 2 vermittelt. pieliferative Wirkung von IGF-II
wird nach den hier vorgestellten Ergebnissen wéber den IGF-Rezeptor Typ 2, noch
Uber den IGF -Rezeptor Typ 1 vermittelt. Aus diesé@rund Ubernimmt

maoglicherweise der Insulinrezeptor oder alternatiignalvermittler auf3erhalb des
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Insulin- / IGF- Systems eine essentielle Rolle ¢ Vermittlung mitogener Signale.
Im Hinblick auf die beschriebene Wirkung von lisals ,Ko-Gonadotropin“ und die
Relevanz der Hyperinsulindmie fur die PathogeneseRLCOS ist eine Beteiligung des
Insulin und IGF-Systems in der Pathogenese des P@&srhin zu postulieren. Die
vorliegenden Untersuchungen zeigen jedoch, dassengehende Experimente zur
genauen Definierung der Signaltransduktionswege piysiologischen Verstandnis
und zur Klarung des Krankheitsbildes des Syndrores Molyzystischen Ovarien

bendtigt werden.
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8. Anhang

8.1. Tabellenanhang

Tabelle 1

Nach 3 Stunden

Kontrolle 79,10 75,54 77,32 39,31 1,00
IGFI 65,70 72,95 69,32 31,32 0,80
IGFII 73,09 70,16 71,62 33,62 0,86
Insulin 93,96 73,93 83,94 45,94 1,17
Leerwert 39,29 36,73 38,01

Nach 8 Stunden

Kontrolle 148,50 100,87 124,69 86,68 2,21
IGFI 102,63 92,70 97,66 59,66 1,52
IGFII 79,62 76,86 78,24 40,23 1,02
Insulin 79,73 83,34 81,54 43,53 1,11
Leerwert 39,29 36,73 38,01

Nach 20 Stunden

Kontrolle 83,43 77,11 80,27 42,26 1,08
IGFI 69,25 70,88 70,06 32,05 0,82
IGFII 62,25 82,26 72,25 34,25 0,87
Insulin 71,05 72,37 71,71 33,70 0,86
Leerwert 39,29 36,73 38,01

Nach 3 Stunden

Kontrolle 96,65 91,27 93,96 55,95 1,00
IGFI 87,01 112,18 99,60 61,59 1,10
IGFII 67,74 67,62 67,68 29,68 0,53
Insulin 106,28 76,58 91,43 53,42 0,95
Leerwert 39,29 36,73 38,01

Nach 8 Stunden

Kontrolle 228,52 175,61 202,06 164,05 2,93
IGFI 107,47 108,33 107,90 69,89 1,25
IGFII 81,91 88,96 85,43 47,43 0,85
Insulin 110,43 114,54 112,49 74,48 1,33
Leerwert 39,29 36,73 38,01

Nach 20 Stunden

Kontrolle 122,39 124,90 123,64 85,63 1,53
IGFI 93,70 92,72 93,21 55,21 0,99
IGFII 118,89 88,65 103,77 65,76 1,18
Insulin 107,25 85,07 96,16 58,15 1,04
Leerwert 39,29 36,73 38,01




Tabelle 2

3 1,00 1,06| 0,95 0,69

8 2,57 1,22 1,38 0,94

20 1,30 0,95 0,90 1,02

3 - 0,11 0,15 0,16

8 0,36 0,11 0,13 0,09

20 0,23 0,09 0,09 0,15
Tabelle 3

(@]

Kontrolle 1,00 -
IGF-1 10 0,74 0,06
IGF-1 30 0,70 0,02
IGF-1 100 0,75 0,07
IGF-1I 10 0,95 0,11
IGF-11 30 0,71 0,10
IGF-II 100 0,76 0,07
Insulin 10 0,94 0,08
Insulin 30 0,68 0,06
Insulin

100 0,76 0,05
Tabelle 4

Zwischen den 0,62 3 0,21 3,19 0,05
Gruppen

Innerhalb der 1,28 20 0,06

Gruppen

Gesamt 1,9 23




Tabelle 5

Kontrolle | Insulin 10 0,19 0,15 0,65 -0,26 0,63
Insulin 30 0,41 0,15 0,08 -0,03 0,86
Insulin 0.35 015 | 016 | -010 | 080
100 b 1 L L L
Tabelle 6

Zwischen den 0.64 3 0,21 3,86 0,03
Gruppen
Innerhalb der 1.10 20 0,06
Gruppen
Gesamt 1,74 23
Tabelle 7

Kontrolle Il%F-l 0,36 0,16 0,10 -0,05 0,77
!?)GOF']- 0,41 0,13 0,05 -0,00 0,82
IGF-1
100 0,35 0,14 011 | -0.06 0.77




Tabelle 8

Zwischen den
Gruppen 0,54 3 0,18 2,74 0,07
Innerhalb der
Gruppen 1,31 20 0,07
Gesamt 1,85 23
Tabelle 9

Kontrolle Il((“:)F-II 0,17 0,15 0,72 -0,28 0,62
E%F'” 0,38 0,15 0,13 -0,07 0,83
IGF-II
100 0,34 0,15 0,19 -0,11 0,79
Tabelle 10

Versuch 1 1 0,49 0,71
Versuch 2 1 0,58 0,72
Versuch 3 1 0,65 0,74
Mittelwert 1 0,57 0,72
Standardabweichurjg 0 0,08 0,02
Tabelle 11

471 2 6 0,06




Tabelle 12

Zwischen 66,62
den
Gruppen
Innerhalbl 0,01 6 0,002
der
Gruppen
Gesamt 0,10 8
Tabelle 13
IGF-II IGF-II -0,15 -0,27 -0,03
Analogon
Kontrolle| -0,43 0,04 0,00 -0,55 -0,31
IGF-II IGF-II 0,15 0,04 0,02 -0,03 0,27
Analogon
Kontrolle| -0,28 0,04 0,001 -0,40 -0,186
Kontrolle IGF-II 0,43 0,04 0,00 0,31 0,55
IGF-II 0,28 0,04 0,001 0,16 0,40
Analogon
Tabelle 14
Versuch 1 1 1,32 1,68 1,43 1,08
Versuch 2 1 1,52 1,61 1,39 1,14
Versuch 3 1 1,20 1,45 1,79 1,08
Mittelwert 1 1,35 1,58 1,54 1,10
Standardabweichurjg 0 0,16 0,12 0,22 0,03
Tabelle 15

6,063 4 40 0,001




Tabelle 16

Zwischen| (Kombiniert) 11.0
den 2,42 4 0,60 9' 0,00
Gruppen
Linearer | Kontrast
Term 0,14 1 0,14 250 0,12
Abwei- 13,9
chung 2,28 3 0,76 5 0,00
Innerhalb der Gruppen 2,18 40 0,05
Gesamt 4.6 44
Tabelle 17

Kontrolle

Ins-relativ

IGF-I-
relativ

0,11

0,00

-0,23

IGF-II-
relativ

0,11

0,001

-0,19

Analogon-
relativ

0,11

0,93

0,26

Tabelle 18

Versuch 1 1 1,83 1,84 1,79 1,84
Versuch 2 1 1,97 1,86 1,83 1,77
Versuch 3 1 1,46 1,36 1,44 1,57
Versuch 4 1 1,31 1,50 1,59 1,67
Mittelwert 1 1,64 1,64 1,66 1,72
Standardabweichung 0 0,31 0,25 0,18 0,12

Vi



Tabelle 19

Versuch 1 1,24 1,90 1,95 1,67 2,13
Versuch 2 1,40 1,98 2,22 2,47 2,64
Versuch 3 0,99 1,29 1,33 1,53 1,70
Versuch 4 1,14 1,40 1,63 1,76 1,82
Mittelwert 1,19 1,64 1,78 1,86 2,07
Standardabweichurnig 0,17 0,35 0,38 0,42 0,42

Tabelle 20

Versuch 1 1,96 2,13 1,86 1,79
Versuch 2 1,27 1,74 1,61 1,89 2,03
Versuch 3 0,83 1,27 1,51 1,63 1,59
Versuch 4 1,17 1,48 1,81 1,73 1,77
Mittelwert 1,10 1,61 1,77 1,78 1,80
Standardabweichurnig 0,19 0,30 0,27 0,12 0,18

Tabelle 21

Versuch 1 1 2,04 2,05 2,05 1,81
Versuch 2 1 1,52 2,1 1,95 1,68
Versuch 3 1 1,36 1,60 1,51 1,70
Versuch 4 1 1,41 1,39 1,57 1,50
Mittelwert 1 1,58 1,79 1,77 1,67
Standardabweichung O 0,31 0,34 0,27 0,13

Tabelle 22

Versuch 1 1,24 1,91 1,93 2,17 1,83
Versuch 2 1,40 1,83 2,18 2,63 2,74
Versuch 3 0,99 1,34 151 1,51 1,74
Versuch 4 1,14 0,97 1,39 1,53 1,59
Mittelwert 1,19 1,51 1,75 1,96 1,98
Standardabweichung 0,17 0,44 0,37 0,54 0,52

Vi




Tabelle 23

Versuch 1 1,14 2,11 2,12 2,01 1,94
Versuch 2 1,27 1,86 1,85 1,89 1,84
Versuch 3 0,83 1,29 1,54 1,72 1,68
Versuch 4 1,17 1,69 1,43 1,68 1,45
Mittelwert 1,10 1,74 1,74 1,83 1,73
Standardabweichurjg 0,19 0,34 0,31 0,15 0,21

VI



8.2. Patienteneinverstandniserklarung

Entnahme und Aufbewahrung von Blut und Gewebe

im Rahmen erganzender wissenschaftlicher Untersuclmgen

Sehr geehrte Patientin,

zur weiteren Diagnose und Behandlung lhrer Krartkteein bei Ihnen die Entfernung
oder Entnahme von Gewebe notwendig werden. Ubliakiee wird dieses Gewebe
nach dem Eingriff verworfen. Einen Teil dieses Geagemdchten Mitarbeiter unserer
Klinik zu wissenschaftlichen Zwecken verwenden.

Die Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde undeBurtshilfe (Direktor: Prof. Dr.
med. L. Kiesel) méchte Ihnen eine medizinische ¥esng auf hohem Niveau bieten
und diese konsequent verbessern. Daher ist did8#ang wissenschatftlicher Fragen
zur Entstehung von gynakologischen Erkrankungeétzlish zur Patientenversorgung
eine wichtige Aufgabe dieser Klinik.

Hierzu erbitten wir nachfolgend lhre Unterstitzung:

Auch in Kooperation mit anderen Institutionen flldie Universitats-Frauenklinik
Munster wissenschatftliche Projekte zur Frage destEhungsweise lhrer Erkrankung
durch. Durch die Identifizierung typischer Verandegen des Gewebes — sei es an der
DNA oder Proteinen - kbnnen neue Therapiestrategigwickelt werden. Im Rahmen
dieser wissenschaftlichen Projekte werden mit veesienen Methoden nach bislang
unbekannten Veranderungen des erkrankten und umgebegesunden Gewebes bei
gynékologischen Erkrankungen gesucht, um diese siggtematisch zu analysieren.

Hierzu werden Gewebeproben von Patientinnen gesénangearbeitet, analysiert
und unter Einbeziehung krankheitsrelevanter Datgspezifisch auftretende
Veranderungen hin verglichen.

Zur Behandlung lhrer Erkrankung sind arztliche Mafdnen nétig, in deren Verlauf
Blut- und Gewebeproben entnommen werden musserbittén Sie um |hre
Zustimmung, eine geringe Menge dieser Proben giniksenschaftlichen
Untersuchungen zur Verfiigung zu stellen. Diese &raterden bis zu Ihrer Analyse in
einer Gewebebank tiefgekihlt gelagert und kénnefirsdie verschiedenen
wissenschaftlichen Methoden genutzt werden.

Durch Ihre Bereitschaft, uns Gewebe zu wissendattedh Zwecken zur Verfligung zu
stellen, kdnnen Sie einen wichtigen Beitrag damida, dass neue Therapien zur
Behandlung gynakologischer Erkrankungen entwickeliden kbnnen. Auch wenn in
der Regel kein direkter Einfluss auf Ihren indivetlen Krankheitsverlauf erwartet
werden kann, kbnnen die Ergebnisse fir andererRatien in Zukunft von grol3er



Bedeutung sein. Méchten Sie fur den Fall, dass annfen dieses Projekts doch neue
Erkenntnisse mit Relevanz fur Ihren Krankheitsugrigegwonnen werden, informiert
werden, so kdnnen Sie dies auf dem Einwilligungsbogermerken.

Vorgehen bei der Entnahme von Blut- und Gewebematel

Die Entnahme voBlut erfolgt im Rahmen einer Routineentnahme, wie ahrdem
Eingriff Gblich ist, z.B. Blutbilduntersuchung. Hieei werden Ihnen zusatzlich 1-2
Blutréhrchen mit 10-20 ml Blut entnommen, d.h. gkein zusatzlicher Einstich mit
einer Kanule in die Haut notwendig.

Sowohl diese Menge, als auch die fiur die Routirengnthung entnommene
Blutmenge, sind gesundheitlich unbedenklich. Dagakeen lauft dabei wie folgt ab:
ein erfahrener Arzt desinfiziert die Einstichsteiteder Regel an der Armbeuge oder im
Unterarm, und legt die Entnahmekandile in die ArnevéxnschlieRend wird das Blut in
speziellen R6hrchen abgenommen. Nach Beendigungldemtnahme wird die

Kanle entfernt und ein Pflaster auf die Haut geltra

DasGewebematerialwird aus dem Gewebe entnommen, das lhnen im Rade®en
medizinisch notwendigen Eingriffs entnommen werderss. Es bedarf weder eines
zusatzlichen Eingriffs, noch wird eine grél3ere Gesveenge entnommen als fur den
Eingriff Gblich ist. Fur die wissenschaftlichen @rduchungen wird nur das Gewebe
verwendet, das nicht zu diagnostischen Zweckentlggvard.

Die Entnahme des Gewebes fur wissenschaftlicherklmtbungen erfolgt auf3erhalb
des Koérpers, nachdem das zu operierende Gewelnskeaukorper entfernt worden ist.
Es besteht somit keine Gefahr, dass z.B. bésatgfen im Korper gestreut werden.
Das Gewebe wird anschlieBend im Labor aufgearbametsofort weiterverwendet oder
fur spatere Untersuchungen dauerhatt tiefgekidtoget.

Sowohl zur Blutentnahme als auch zur Gewebeentnahintekein gesonderter oder
erweiterter Eingriff vorgenommen, vielmehr wird slievahrend oder nach der
medizinisch erforderlichen MaRnahme (wahrend demtiReblutentnahme, nach dem
Eingriff) durchgefuhrt. Es wird kein Blut oder Gebee fir wissenschaftliche
Untersuchungen entnommen, das fur die Diagnose Hrigankung gebraucht worden
ware.

Zusétzliche Hinweise

Datenschutz

Untersuchungsergebnisse und weitere krankheitsnele\Daten sowie
Behandlungsverlaufe werden dokumentiert und diegerbmit Hilfe der EDV sowie
unter Bertcksichtigung des 84 Abs.3 des Landessdeherzgesetzes gespeichert und
ausgewertet. Die Patienten- und Krankheitsdatedeveentsprechend den
Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes seeraulich behandelt. Sollte es
im Rahmen dieser Projekte notwendig werden, TaleWntersuchungen an anderen
Einrichtungen durchfiihren zu lassen oder krankied@gante Daten zu vergleichen, so
erfolgt die Weitergabe in anonymisierter Form.

Entscheidungsfreiheit



Die Einwilligung zur Entnahme von zusatzlichem Biaiv. Gewebe im Rahmen der
Behandlung zu den beschriebenen wissenschaftlichveicken erfolgt freiwillig.

Sie konnen jederzeit (auch nathirer Behandlung) eine gegebene Einwilligung ohne
Angabe von Grinden widerrufen, ohne dass dies e#iget Folgen fir Ihre weitere
medizinische Behandlung hat.

Besonderer Hinweis
Fur das im Rahmen dieses Projekts entnommene Geagilebe

* Es werderkeine genetischen Manipulationen ( z.B. Klonen) vorgenmn

* Es wirdnicht zu therapeutischen Zwecken bei anderen Menschrerendet.

» Sollten sich neue wissenschaftliche Fragestellungegeben, die mit den oben
genannten Aussagen nicht mehr Ubereinstimmen, iiidds abservierte Gewebe
aber von grol3em Nutzen ware, werden Sie vorher inm @neute Einwilligung
gebeten.

Datum Unterschrift der Patientin Unterschrifsdgztes

Xl



8.3. Genehmigung der Ethikkommission

s e
WESTFALISCHE
WILHELMS UNIVERS [TAT
MUNSTER
Medizinische Fakultit
- Ethikkommission -
Ethikkosanaission der Arstekammmer Westfalen Ligps -

Uluivars s Midesier - Madizinisches Fakuloil - Eihiin mmissian -

i Lol - B
Oerm A Dimed. I, Greb i 9.09.0]
Frau Dr.med. Pia Wiklfing, AP Huugsdresie: Prof Ho'Ra

Waldererziralie 27

Elimtk . Poliklinik £ Fravenheilkiinds
17 - 4134 Mibnger

Albeet-Schweitzar-Str. 33
Telefon! “Vermiithong (02 513 8E3-0
Telefax: (25183 -55339
Telefon: Durchwahl (02 51733 5 3290
emails  ethilcom@ni-rrensicr.de

Reg.Nr.: 1IXGreb (Beim Schriftwee hsel bitte stets angeben.)

Bietr Beurteilung sines biomedizinischen Forschungsvorhabens am Menschen durch die
Trhikkammission der Arztekammer Westfalen-Lippe und der Medizinischen Fakultdt des
Westfilischen Wilhelms-Universitat Minster

Hier: Ihr Antrag vom 01.08:2001: “Entnahme und Aufberwahrung von Blul und (Tumor-}Gewebe im

Raluen erginzender wissensehafilicher Untersuchungea.”

Folgende Unterlagen haben uns vorgelegen: Der Antrag vom 01087001, die PatientenaufklErung wad
das Einwil ligungsformisiar.

Sehr geehrter Herr Hollege Grab,
Sehr geehre Frau Kollegin Whilfing,

vielen Dank fir die Einreichung lhres oben genannten Antrags zur Vorlage bei der Ethik kommission
der Arrrekammer Westfalen-Lippe und der Medizinischen Fakultit der Westfilischen Wilhelms-
Universitas Mitnseer. Die Kommission hat lhren Antrag vorgepriift und auf ihrer Sitzang am
14.09.2001 ausfiihrirch beraten,

Denach bestehen in der Kammission weder ethische noch juristische Bedenken gegen die
Durchfithrung des Forschungsvorhabens.

Kinftige Anderungen in Organisation und Ablauf der Studie saollten der Kommission umgehend
mitgeisili und die entspréchend gefindesten Passagen deutlich keantlich gomacit werden.

Unabhingig vom Beratungsergebnis macht die Kommission darauf aufmerksam; dass die ethische und
rerhiliche Verantwortung fir die Durchflihrung einer klinischen Pritfumg beim Leiter der klinischen
Privtung und anch bei allen an der Brofung wiluslenden Aczten liegt. Wir bitten Sig, dic
Karamission zeitnah tber alle schwerwiegenden oder unerwarteten unerwinschen Ereignisse zu
unterrichten. die-wihrend der Studie aufireten und die Sicherheh der Studienteilnehimer ader die
Durchiiifrung der Studie besintrichiigen kannien.

Die Xommission winscht llirem Forschungsvarhaben gutes Gelingen und wiirde es begriilesn, wenn
sic iber die Ergehnisss der Studie nach deren Abschluss von Thnen unlenrichlsl wiiide=.

it frewmdlichen Griilien

/ﬁﬁ_:ie(/?
Prot.Drmed.De phil. Peter Hucklenbroich

Stelivertratender Vorsitzendar der Ethikkommission

Minglindes: I van die Lo {Varsinagnder|, # Hocklabanich {Geezivalahiliner e izlly Wil rende
. trinkmesn, 1L Kaillinascr, Ho Breiis, B. Lesang, L Binar, 8, Sa mbages, [ SZap, 1 W50
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