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MAPK    mitogen-activated-protein-kinase 

MK2    Kinase-activated protein kinase 2 
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MNK    MAP Kinase-interaction-protein-kinase 

MSK    Mitogen-and-stress-activated-kinase 
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1 Einleitung  

Endometriose ist eine sehr häufige benigne Erkrankung, die ca. 10% der Frauen im 

gebärfähigen Alter betrifft (1, 2). Endometrium-ähnliche Zellen bilden vor allem im kleinen 

Becken Endometrioseläsionen. Die Erkrankung kann mit einer Vielzahl von Symptomen 

einhergehen, allen voran können Schmerzen und Infertilität die Lebensqualität der Betroffenen 

drastisch einschränken (3). Chirurgische und/oder hormonelle Therapien können die 

Erkrankung zwar symptomatisch behandeln, Rezidive sind aber häufig und eine kausale 

Therapie gibt es nicht (4, 5) . Auch durch bestmögliche verfügbare Therapien kann Betroffenen 

zum Teil nur unzureichend geholfen werden – ein Zustand, der dringend verbessert werden 

sollte (6, 7). 

Der Mangel an kausalen Therapien lässt sich zu einem großen Teil durch das unvollständige 

Verständnis der Ätiopathologie der Erkrankung erklären (5). Die Forschung zur Endometriose 

ist zwar in den letzten Jahren intensiviert worden, sodass viele Erkenntnisse gewonnen 

werden konnten, es zeigte sich aber auch: Es handelt sich um ein sehr komplexes 

Krankheitsbild, bei dem noch viele Fragen unbeantwortet bleiben. 

In dieser Arbeit soll ein Rezeptor untersucht werden, über den im Kontext der Endometriose 

noch nicht publiziert wurde: der Calcium-sensitive Rezeptor (CaSR). Ergebnisse der eigenen 

Arbeitsgruppe zeigten allerdings, dass über die Stimulation des CaSR mit Calcium in vitro die 

Proliferation und Migration der Endometriosezellen 12Z gefördert wird (8). 

Um dies besser zu verstehen, soll in dieser Arbeit die dem CaSR nachgeschaltete 

Signaltransduktion in der Endometriose-Zelllinie 12Z untersucht werden. Dazu sollen 12Z-

Zellen zunächst mit Calcium und/oder dem CaSR-Inhibitor NPS-2143 behandelt werden und 

schließlich die Expression sowie das Aktivitätsniveau der Kinasen AKT, ERK1/2, p38 sowie 

JNK im Western-Blot analysiert werden. Ebenfalls soll ein wichtiges Integrin - Integrin 1 - im 

Kontext des CaSR untersucht werden. Integrine sind für die Migration von Zellen wichtige 

Adhäsionsmoleküle (9). Auch für Integrin 1 soll die Möglichkeit der CaSR-abhängigen 

Expressions- oder Aktivitätssteigerung im Western-Blot überprüft werden. 

Die Forschung an molekularen Mechanismen der Pathophysiologie der Endometriose ist 

unerlässlich, um in Zukunft Zielstrukturen für Medikamente finden und wirksame Therapien 

entwickeln zu können. Diese Arbeit soll dazu beitragen ein weiteres Puzzleteil der komplexen 

Pathophysiologie der Endometriose zu verstehen. 
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2 Literaturdiskussion 

 

2.1 Endometriose  

2.1.1 Definition 

Die Endometriose ist eine gutartige gynäkologische Erkrankung, bei der Endometrium-

ähnliches Gewebe (endometriodes Epithel sowie Stroma) außerhalb der Gebärmutter vorliegt 

(1). 

2.1.2 Epidemiologie  

Endometriose ist eine der häufigsten benignen gynäkologischen Erkrankungen, die ca. 10% 

der Frauen im gebärfähigen Alter betrifft (2, 10). Häufig wird ein Altersgipfel der Inzidenz von 

35-44 Jahren angegeben, der auf die erste Analyse des Erkrankungsalters von Endometriose 

von 1970-1979 von Houston et al. in Rochester, USA, zurück geht (11). Spätere Studien 

ermittelten allerdings einen deutlich früheren Altersgipfel der Erstdiagnose bei 25-29 Jahren 

(12) bzw. bei 25-34 Jahren (13). Es handelt sich mangels kausaler Therapie um eine 

chronische Erkrankung (14). Mit Erreichen der Menopause geht die hormonabhängige 

Erkrankung häufig zurück, sie kann aber auch fortbestehen oder wieder auftreten (15, 16). Die 

Prävalenz der Endometriose bei  postmenopausalen Frauen liegt bei 2-5% (17). Klinisch 

relevant sind auch die Prävalenzen in verschiedenen anderen Patientengruppen: Bei Frauen 

mit unerfülltem Kinderwunsch sind bis zu 50% von Endometriose betroffen (18). Unter 

Jugendlichen mit chronischen Unterleibsschmerzen sind 25% bis 38,3% an Endometriose 

erkrankt (19), sogar bis zu 75%, wenn eine medikamentöse Therapie nicht erfolgreich war 

(10). Die Erkrankung betrifft fast nur Frauen. In der Literatur sind nur einige seltene 

Endometriosefälle bei männlichen Patienten (Cis-Männer) beschrieben: nach Hormontherapie 

bei Prostatakarzinom (20, 21) oder nach Leistenhernienoperation (22, 23). Eine weitere 

Patientengruppe stellen Trans-Männer dar. Es gibt bislang noch wenige Untersuchungen 

hierzu, Ferrando et. al zum Beispiel konnten aber zeigen, dass die Inzidenz der Endometriose 

in diesem Patientenkollektiv deutlich überdurchschnittlich ist: bei 26,9% der Patienten wurden 

bei geschlechtsangleichender laparoskopischen Hysterektomie eine Endometriose gefunden. 

Möglicherweise stellt eine vorangegangene Hormontherapie einen Risikofaktor dar (24). 

Allerdings liegt hier mutmaßlich auch eine Verzerrung vor: Die Durchführung einer 

Laparoskopie an sich erhöht die Wahrscheinlichkeit eine (womöglich asymptomatische) 

Endometriose zu diagnostizieren.  

Bekannt ist außerdem eine familiäre Häufung der Erkrankung. Ist eine Verwandte ersten 

Grades an Endometriose erkrankt, führt dies zu einem 7-fach erhöhtem Erkrankungsrisiko 
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(25). Zwillingsstudien zeigen eine hohe Konkordanz innerhalb von Zwillingspaaren, wobei 

monozygote Zwillinge eine höhere Konkordanz zeigen als dizygote Zwillinge (26, 27). 

Eindeutige feststellbare Risikofaktoren für die Erkrankung sind eine frühe Menarche, kurze 

Menstruationszyklen sowie ein niedriger Body-Mass-Index. Pluriparität ist ein protektiver                                                                 

Faktor (10). Wahrscheinlich spielen hier auch hormonelle Faktoren eine wichtige Rolle. Auch 

weit zurückliegende Umstände beeinflussen das Endometrioserisiko: ein niedriges 

Geburtsgewicht sowie Frühgeburtlichkeit sind ebenfalls mit einem erhöhten 

Endometrioserisiko assoziiert (28). 

Die Angaben zur Prävalenzen in der Literatur variieren stark (ca. 2-20%) und insgesamt ist die 

korrekte Erfassung der Epidemiologie schwierig. Gründe hierfür sind die schwierige 

Diagnosestellung, bedingt durch die unspezifische Symptomatik der Erkrankung und die 

Notwendigkeit von invasiver Diagnostik (10) sowie die anhaltenden Tabuisierung und die 

mangelhafte Aufklärung rund um das Thema Menstruation und Endometriose, was u. a. zur 

Bagatellisierung von Schmerzen führt (29). Dies verzögert nicht nur die Diagnosestellung, 

sondern kann sie auch ganz verhindern, sodass auch von vielen unerkannten Fällen 

ausgegangen wird. Auch das Vorkommen von asymptomatischen Betroffenen führt dazu, dass 

die tatsächliche Prävalenz vermutlich höher liegt als angenommen (3). 

Es sei anzumerken, dass viele Datenerhebungen mehrheitlich auf der Untersuchung von 

kaukasischen Frauen basieren oder aber keine ethnische Zugehörigkeit erfasst wurde (30). 

Die Endometriose galt lange als Erkrankung der weißen Frau, sodass beispielsweise das 

Vorkommen von Endometriose bei schwarzen Frauen stark unterschätzt wurde, was zu 

großen Nachteilen in der Behandlung führte (31). Neuere Untersuchungen zeigen, dass 

schwarze und hispanische Frauen möglicher tatsächlich etwas seltener betroffen sind als 

kaukasische Frauen, asiatische Frauen dafür etwas häufiger (32). Insgesamt sind Angaben zu 

ethnienspezifischen Prävalenzen aber kritisch zu sehen, da häufig methodische Fehler und 

Verzerrungen die Aussagekraft der Ergebnisse mindern (30). Ethnizität sollte keine weitere 

Hürde in der Diagnosestellung und Behandlung darstellen. 

2.1.3 Einteilung und Klassifikation  

Die Endometriose kann anhand ihrer Lokalisation eingeteilt werden in 

 endometriosis genitalis interna: Endometriose innerhalb der Tuben, Endometriose im 

Myometrium des Uterus = Adenomyosis,  

 endometriosis genitalis externa: Endometriose an den weiblichen 

Geschlechtsorganen: an den Tuben, den Ovarien, den Sakrouterinligamenten, im 

Douglasraum, an der Vagina, der Vulva, dem Perineum, der Beckenwand und 
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 endometriosis extragenitalis: Endometriose außerhalb der weiblichen 

Geschlechtsorgane: an Appendix vermiformis, am Zwerchfell, am Nabel, in Narben, 

auch in entfernten Organen wie Lunge oder Gehirn (33). 

Diese vor allem im deutschsprachigen Raum verwendete Einteilung verliert allerdings 

zunehmend an Bedeutung, da diese lediglich sehr grobe Einteilung nach Lokalisation nur eine 

begrenzte Aussagekraft und klinische Relevanz besitzt. An dieser Stelle sei zur Begriffsklärung 

erwähnt, dass auch die Definition der Adenomyosis uteri im Wandel ist. Lange wurde die 

Adenomyosis als Endometriose definiert, die im Myometrium des Uterus lokalisiert ist 

(Endometriosis genitalis interna) (34). Mittlerweile gilt die Adenomyosis allerdings zunehmend 

als eigenständiges Krankheitsbild, das aber Parallelen zur Endometriose aufweist (35). U. a. 

durch eine Störung der Junktionalzone zwischen Endo- und Myometrium kommt es bei der 

Adenomyosis zum lokal begrenzten oder diffusen Einwachsen von Endometriumgewebe 

(bestehend aus Drüsen sowie Stroma) in das Myometrium. Dieser Wandel in der Nomenklatur 

wird auch in der neuen Version des Internationalen Klassifikationssystems für Krankheiten 

(ICD-11) sichtbar, auch hier wird die Adenomyosis nun getrennt von der Endometriose 

aufgeführt.  

Viel relevanter ist die Einteilung in die drei verschiedene Endometrioseentitäten, die klinisch 

sehr unterschiedlich imponieren und Unterschiede in Pathogenese, Diagnostik und Therapie 

aufweisen: die peritoneale Endometriose, die ovarielle Endometriose und die tiefinfiltrierende 

Endometriose (5, 36). Diese unterschiedlichen Typen können gleichzeitig vorliegen, müssen 

es aber nicht. (36). Die peritoneale Endometriose kann als rote, schwarze oder weiße Läsionen 

am Peritoneum vorliegen. Rote Läsionen entsprechen einer frischen, stark vaskularisierten 

Entwicklungsstufe, im weiteren Verlauf imponieren sie zunehmend dunkler bis schwarz und 

mit fortschreitender Fibrosierung und zunehmender Inaktivität schließlich weiß (36). Bis zu 

50% der Endometriosepatientinnen weisen peritoneale Läsionen auf (37), bis zu 80% aller 

Endometrioseläsionen insgesamt sind peritonealer Natur (5). Die ovarielle Endometriose liegt 

als sog. Endometriome (Synonyme: Endometriosezysten, Schokoladenzysten) am Ovar vor, 

die von Endometrium ausgekleidet werden und mit altem Blut gefüllt sind, das                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

als dickliche, bräunliche Flüssigkeit flüssiger Schokolade ähnelt. Sie entstehen häufig über 

einen längeren Zeitraum durch das zyklische Einbluten ins Zysteninnere. Endometriome 

kommen bei bis zu 10% aller Endometriosepatientinnen vor, bei bis zu 50% der Patientinnen 

mit Fertilitätsproblemen (36). Die tief infiltrierende Endometriose (TIE) zeichnet sich durch 

invasives Wachstum in diverse andere Gewebe aus. Häufige Lokalisationen sind das spatium 

rectovaginale (Raum zwischen Rektum und Vagina) und das Rektosigmoideum. Zur TIE 

werden auch die seltenen extrapelvinen (z. B. in der Niere) oder extraabdominellen Läsionen 

(z. B. in der Lunge) gezählt. 15-30% der Endometriosepatientinnen haben eine TIE (37). 
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Insgesamt ist am häufigsten das pelvine Peritoneum betroffen, gefolgt von den Ovarien, den 

Sakrouterinligamenten, der Rectovaginalregion, dem Rektosigmoid sowie der Harnblase (4). 

Es konnte festgestellt werden, dass Endometrioseläsionen häufiger im linken (ca. 65%) als im 

rechten Unterbauch vorkommen. Als Grund dafür wird angenommen, dass es linksseitig durch 

das Hindernis des Colon sigmoideums weniger Zirkulation der Peritonealflüssigkeit stattfindet 

und die Implantation von ektopen Zellen dadurch erleichtert wird (38). 

Es gibt unterschiedliche Versuche, die Endometriose in ihrer Ausprägung zu klassifizieren. 

Drei Klassifikationen haben sich durchgesetzt: der rASRM-Score, die Enzian-Klassifikation 

und der Endometriosis-Fertility-Index (39). Der sog. rASRM-Score der American Society of 

Reproductiv Medicine basiert auf einer intraoperative Einteilung des Schweregrades der 

Endometriose in Stadien I-IV (minimal, gering, mäßig, schwer) nach makroskopischen 

Aspekten ermöglicht. Berücksichtigt wird allerdings nur Endometriose am Peritoneum, den 

Tuben und den Ovarien sowie Adhäsionen an Tuben und Ovarien. Aus Lokalisation, 

Eindringtiefe und Größe der Läsionen wird ein Punktwert ermittelt, der einem Stadium 

zugeordnet wird. Je höher der Punktwert, desto schwerer ist die Endometriose ausgeprägt 

(40). Nachteil dieser Klassifikation ist, dass die tiefinfiltrierende Endometriose nicht abgebildet 

wird (39). Um diese Lücke zu schließen wurde die Enzian-Klassifikation entwickelt, eine 

Klassifikation speziell für die tiefinfiltrierende Endometriose (41). Die 2021 eingeführte 

Erneuerung der Enzian-Klassifikation „#Enzian-Klassifikation“ ermöglicht nun eine 

umfassende Klassifizierung aller Endometrioseläsionen (peritoneal, ovariell, tiefinfiltrierend), 

Adhäsionen und Organbeteiligungen durch invasive Diagnostik (Laparoskopie/Laparotomie) 

und/oder nicht-invasiver Diagnostik (Ultraschall/MRT), sodass das Befallsmuster genau 

dokumentiert werden kann (42). Die umfassende und reproduziertbare #Enzian-Klassifikation 

hat den rASRM-Score in der klinischen Praxis weitestgehend abgelöst und soll laut aktueller 

Leitlinie zu Diagnostik und Therapie der Endometriose bei allen Patientinnen mit (Verdacht 

auf) Endometriose angewendet werden. Der rASRM-Score spielt allerdings für die Forschung 

weiterhin eine Rolle, um Vergleichbarkeit zwischen aktuellen und früheren Studien 

herzustellen (4). Der Vollständigkeit halber soll auch die AAGL-Klassifikation der American 

Association of Gynecologic Laparoscopists Erwähnung finden, die aber ebenfalls der #Enzian-

Klassifikation unterlegen ist, insbesondere hinsichtlich der Reproduzierbarkeit (4, 43). 

RASRM-Score, AAGL-Klassifikation und auch die aktualisierte #Enzian-Klassifikation 

berücksichtigen allerdings nicht anamnestische Angaben zu Beschwerden (insbesondere 

Schmerzen) und zur Sterilität. Diese sind für die individuelle Einordung der Krankheitsschwere 

aber äußerst relevant (39), insbesondere dadurch, dass makroskopische Krankheitsschwere 

und Ausmaß der Beschwerden nicht immer korrelieren (44). Wünschenswert wäre daher die 

Entwicklung und Anwendung eines umfassenderen Scores, um die Belastung durch die 

Endometrioseerkrankung adäquat abzubilden. 
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Abschließend sei noch der in Kinderwunschzentren verwendete endometriosis fertility index 

(EFI) erwähnt. Er wurde konzipiert, um die Wahrscheinlichkeit abzuschätzen, dass eine 

Patientin mit Endometriose innerhalb von 36 Monaten schwanger wird. Dabei wird der rASRM-

Score miteinbezogen, aber auch die Adnexfunktion und anamnestische Angaben (Alter, 

Schwangerschaftsanamnese und Dauer bestehender Sterilität) (45). 

2.1.4 Symptomatik und Klinik 

Endometriose wird häufig als das Chamäleon der Gynäkologie bezeichnet, da sich die 

Erkrankung so unterschiedlich und vielseitig darstellen kann. Im Vordergrund stehen häufig 

chronische Unterleibsschmerzen bzw. eine starke Dysmenorrhoe sowie Infertilität bzw. 

Subfertilität (46). 

Schmerzen können zyklisch oder azyklisch auftreten. Zyklische Beschwerden erklären sich 

durch die Hormonabhängigkeit der Erkrankung. Häufig liegt eine schwere Dysmenorrhoe vor, 

wobei die Beschwerden meist schon einige Tage vor der Menstruation beginnen und dann mit 

Abklingen der Menstruation rückläufig sind. Erklärt wird dies dadurch, dass die 

Endometrioseläsion wie das normale Endometrium auf die zyklischen Hormonveränderungen 

reagieren (33, 47). Schmerzlokalisation, -charakter und -intensität können sehr unterschiedlich 

ausgeprägt sein. Mittlerweile ist bekannt, dass unterschiedliche Endometrioseentitäten sich 

auch hinsichtlich ihrer Schmerzhaftigkeit unterscheiden: peritoneale Endometrioseläsionen 

sind in ca. 50% der Fälle schmerzhaft; die ovarielle zystische Endometriose wird häufig als 

schmerzintensiver als die peritoneale Endometriose beschrieben und ist in ca. 80% der Fälle 

schmerzhaft. Die TIE gilt als am stärksten schmerzhaft, 95% der Betroffen leiden an 

Schmerzen (48). Je nach Befallsmuster der Endometriose kommt es neben der Dysmenorrhoe 

und den chronischen Unterleibsbeschwerden zu Dysurie, Dyschezie und Dyspareunie. 

Grundsätzlich korreliert die Schwere der Symptomatik aber nicht zwingend mit der 

Befundausdehnung. Gründe hierfür werden zunehmend in genetisch oder epigenetischen 

Unterschieden der klonalen Läsionen vermutet (48, 49). 

Unter starken Schmerzen kann es als vegetative Reaktion auch zu Übelkeit, Erbrechen, 

Diarrhoen und Kreislaufproblemen kommen (46). Oft kommen weitere unspezifischen 

Symptome wie Rückenschmerzen, Kopfschmerzen, Fatigue, und gastrointestinale 

Beschwerden wie Stuhlunregelmäßigkeiten, Diarrhoe, Verstopfung und starke zyklische 

Blähungen als sog. „Endo-Belly“ hinzu (33, 50). Häufig handelt es sich um ein komplexes 

Schmerzsyndrom, das durch die wiederholten und andauernden Schmerzen - begünstigt auch 

durch insuffiziente Schmerztherapie - über einen längeren Zeitraum entsteht (46). 

Zentralnervöse Sensitivierungsmechanismen spielen hier eine wichtige Rolle. Es kann im 

Verlauf zu Hyperalgesie und sekundärer Beckenbodenverspannung kommen, sodass sich die 

Beschwerden weiter steigern, tendenziell zunehmend als azyklische Beschwerden (50). 
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Neben den Schmerzen ist auch die Infertilität bzw. Subfertilität Leitsymptom der Erkrankung 

und Ursache eines hohen Leidensdrucks. Wie genau die Subfertilität zustande kommt, ist nicht 

abschließend geklärt und wird als komplexes multifaktorielles Geschehen betrachtet (51, 52). 

Als wichtige Faktoren werden u. a. Adhäsionen im kleinen Becken und Störung der 

Tubendurchgängigkeit beschrieben. Insbesondere die TIE kann anatomische Veränderungen 

bedingen, die die Fertilität mindern (53). Die ovarielle Reserve, einer der wichtigsten 

prognostischen Faktoren der Reproduktionsmedizin, kann durch Endometriome selbst oder 

ihre chirurgische Entfernung reduziert sein (51). Veränderungen des eutopen Endometriums 

können die Nidation erschweren (52). Hinzu kommen immunologische, inflammatorische und 

hormonelle Faktoren (3). Auch die  Dyspareunie hat einen relevanten Einfluss, da sie die 

sexuelle Aktivität der Frauen massiv einschränken kann und dadurch eine natürliche 

Konzeption zusätzlich erschwert wird (51).  

Nicht selten entscheiden sich Betroffene mit Kinderwunsch für eine assistierte Reproduktion, 

wobei die in vitro-Fertilisation (IVF) bzw. intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI), je 

nach Spermienqualität, die besten Ergebnisse zeigt (52). Eine Schwangerschaft bei 

Endometrioseerkrankung geht mit einigen erhöhten Risiken eingeht. So liegt ein erhöhtes 

Abortrisiko vor, ein erhöhtes Risiko für Frühgeburtlichkeit, erhöhte Risiken für Pathologien der 

Plazenta sowie für Gestationsdiabetes (4). 

Häufig liegen neben der Endometriose auch psychiatrische Komorbiditäten vor, mit denen die 

Patientinnen zu kämpfen haben. Insbesondere Depressionen kommen häufig vor (54). Je 

schwerer die Erkrankung und je schwerer insbesondere die Schmerzsymptomatik, desto 

höher ist das Risiko an einer Depression zu erkranken. Je jünger die Patientin bei Beginn der 

Dyspareunie, desto wahrscheinlicher wird eine Depression. Auch ein unerfüllter 

Kinderwunsches sowie das Vorliegen einer Dyschezie erhöht das Depressionsrisiko (55). 

Diese Korrelationen sind nicht verwunderlich. Es ist von anderen chronischen Erkrankungen 

bekannt, dass eine krankheitsbedingte Minderung der Lebensqualität sowie Einschränkungen 

im Alltag die Entstehung von Depressionen begünstigen (56). Neben Depressionen können 

auch Angststörungen als Komorbidität auftreten (54). 

2.1.5 Diagnostik und Therapie 

Bei Verdacht auf Endometriose sollte eine strukturierte Anamneseerhebung erfolgen, 

idealerweise mit Hilfe von speziellen Fragebögen, um die vielfältigen Symptome in Gänze zu 

erfassen (34, 50). Wichtig ist eine gründliche gynäkologische Untersuchung, auch um 

Differentialdiagnosen auszuschließen (33). Im hinteren Scheidengewölbe kann eine TIE 

ertastet werden (48), häufig ist die gynäkologische Untersuchung allerdings völlig unauffällig 

(47). Mit der transvaginalen Sonographie transvaginale Ultraschalluntersuchung können  

Endometriome gut dargestellt werden (48), ggf. könnte eine Obliteration des Douglasraumes 
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sowie eine Organinfiltration z. B. des Darmes bei TIE sichtbar werden. Insbesondere bei 

Verdacht auf ovarielle Endometriose und TIE sollte ein Harnstau ausgeschlossen werden, der 

durch Kompression oder Infiltration des Ureters entstehen kann (4). Die Sonographie kann 

Auskunft über das Ausmaß der ovariellen und tiefinfiltrierenden Endometriose geben, 

peritoneale Endometriose kann aber kaum detektiert werden. Gleiches gilt für die MRT. Der 

Stellenwert und die Zuverlässigkeit der Bildgebung werden kontrovers diskutiert. Klar ist aber 

beispielsweise,  dass die MRT zur Ausbreitungsdiagnostik präoperativ nützlich sein kann, um 

zum Beispiel die Beteiligung des Darmes abzuschätzen (4, 48). Die eigentliche Sicherung der 

Verdachtsdiagnose Endometriose ist allerdings nur per Laparoskopie und intraoperativer 

Probenentnahmen möglich (4). Im histologischen Präparat müssen endometriales Stroma 

sowie Epithelzellen nachgewiesen werden (47). Ob eine operative Diagnosesicherung (und 

gleichzeitige Therapie, s. u.) angezeigt ist, soll individuell abgewogen werden (4). 

Durch die Notwendigkeit der invasiven Diagnostik dauert es in Deutschland im Schnitt mitunter 

10 Jahre bis die Diagnose gestellt wird (4). Leider gibt es aktuell keine etablierten Biomarker, 

die eine zuverlässige, nicht-invasive Diagnostik ermöglichen (5). Daher bleibt die 

Laparoskopie ein essentieller Bestandteil der Diagnostik und ermöglicht auch gleichzeitig 

einen therapeutischen Ansatz: die operative Therapie der Endometriose (47). Dabei werden 

sichtbare Endometrioseläsionen exzidiert oder koaguliert. Für Endometriome sowie die TIE 

gilt die chirurgische Entfernung als beste Behandlungsstrategie (5). Ob die radikale 

chirurgische Entfernung von peritonealen Läsionen ausreichend wirkungsvoll ist, wird 

kontrovers diskutiert (5, 36).  

Eine hormonelle Therapie sollte an die operative Sanierung angeschlossen oder als primäre 

konservative Therapie bei Verdacht auf Endometriose eingesetzt werden. Als 

Erstlinientherapie wird der Einsatz eines Gestagens empfohlen (4). In Deutschland ist einzig 

das Gestagen Dienogest speziell für die Therapie der Endometriose zugelassen. Als 

Zweitlinientherapie kommen auch kombinierte orale Kontrazeptiva, andere Gestagene (auch 

in lokaler Applikation) und GnRH-Analoga zum Einsatz (33). Ziel der hormonellen Therapie ist 

stets die therapeutische Amenorrhoe, wodurch sich die zyklus- und menstruationsabhängigen 

Beschwerden bessern (50). Dadurch sind Hormontherapien häufig effektiv in der Behandlung 

von Schmerzen. Es bleibt allerdings unklar, inwieweit die Rezidivrate tatsächlich gesenkt 

werden kann. Hormonelle Therapie werden allerdings nicht selten wegen diversen 

Nebenwirkungen abgebrochen (5). Bei Kinderwunsch sollte keine hormonelle Therapie 

durchgeführt werden (3). Führt die konservative hormonelle Therapie bei Verdacht auf 

Endometriose nicht zu adäquaten Besserung sollte eine Laparoskopie zur definitiven 

Diagnosesicherung und operativen Therapie durchzuführen (50). 
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Bei der Endometriose handelt es sich um ein komplexes Krankheitsbild, das häufig eine 

komplexe längerfristige Therapie benötigt. Sowohl die operative als auch die hormonelle 

Therapie gehen mit häufigen Rezidiven einher (5, 50). Eine multimodale Schmerztherapie hat 

einen wichtigen Stellenwert und sollte individuell erfolgen. Zur Anwendung kommen u. a. 

Entspannungstechniken, Wärmeanwendungen und Akupunktur sowie nicht-hormonelle 

medikamentöse Optionen: NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs), Novaminsulfon, 

Magnesium, Butylscopolamin und Mönchspfeffer (46, 50). Eine ausreichende 

Schmerztherapie kann der Chronifizierung der Schmerzen vorbeugen (46). Eine 

interdisziplinäre Behandlung mit Physiotherapeuten, Osteopathen und Psychologen ist oft 

angezeigt. Eine antientzündliche Ernährung kann die Beschwerden reduzieren, allerdings ist 

hier die Evidenz eher schwach (50).  

Insgesamt lässt sich feststellen, dass die Behandlungsmöglichkeiten häufig 

unzufriedenstellend sind. Es gibt bis dato keine kausale Therapie, Rezidive sind häufig und 

Prävention ist nicht möglich. Ursache dessen ist unter anderem, dass die Krankheit weiterhin 

insuffizient verstanden ist und ein hoher Forschungsbedarf besteht. Entstehungstheorien der 

Erkrankung und bekannte wichtige Aspekte der Pathophysiologie sollen nun erläutert werden. 

2.1.6 Pathogenese und Pathophysiologie  

2.1.6.1 Theorien der Pathogenese 

Die populärste dieser Theorien ist die Transplantationstheorie nach Sampson (57, 58), nach 

der durch retrograde Menstruation Endometriumzellen in die Bauchhöhle gelangen, am 

Peritoneum adhärieren und Endometrioseläsionen bilden. Bei etwa 90% aller Frauen kommt 

es zur retrograden Menstruation, bei der durch Kontraktion des Uterus die Menstruation nicht 

nur anterograd durch die Cervix in die Vagina transportiert wird, sondern auch retrograd durch 

die Tuben in die Bauchhöhle (59). Dieser Prozess ist grundsätzlich als physiologisch zu 

betrachten. Es müssen andere Faktoren hinzukommen, damit es zur Entstehung der 

Endometriose kommt. Unter anderem wird vermutet, dass die in die Bauchhöhle 

geschwemmten Endometriumzellen, die später Endometrioseläsionen bilden, vorbestehende 

genetische oder epigenetische Veränderungen aufweisen. In eutopem Endometrium von 

Endometriosepatientinnen lassen sich diese Veränderungen nachweisen (60). Wird die  

Transplantationstherorie weitergeführt, kann sie auch das Vorkommen von extraabdominaler 

Endometriose erklären. Durch hämatogene oder lymphogene Verschleppung von 

Endometriose, die entsprechend der Theorie nach Sampson entstanden ist, können sich 

Endometrioseläsionen im ganzen Körper, wie etwa in Lunge oder ZNS, bilden (1, 61). 

Die Transplantationstheorie auf Basis der retrograden Menstruation allein kann nicht alle 

Endometrioseerkrankungen ausreichend erklärend. So sind in der Literatur Casereports zu 

finden, die das Vorkommen von Endometriose bei Patientinnen mit Mayer-Rokitansky-Küster-
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Hauser-Syndrom beschreiben (62, 63). Es handelt sich um Patientinnen mit kongenitaler 

Aplasie der oberen Vagina und des Uterus inklusive des Endometriums. Daher besteht bei 

diesen Patientinnen eine primäre Amenorrhoe und folglich kann niemals eine retrograde 

Menstruation stattfinden (64). Auch das seltene Vorkommen von Endometriose bei Männern 

legt nahe, dass es weitere Mechanismen geben muss, wie Endometriosezellen an den 

Läsionsort gelangen oder am Läsionsort entstehen können.  

Einen Erklärungsversuch bietet u. a. die Zölommetaplasietheorie, nach der 

Endometriosezellen durch Metaplasie aus Mesothel entstehen. Grundlage dieser Theorie ist 

der gemeinsame embryologische Ursprung von Mesothel und den Müller-Gängen, aus denen 

der Uterus mit seinem Endometrium hervorgeht: Das Zölomepithel (65). Laut der 

Stammzelltheorie könnten Progenitorzellen aus dem Knochenmark oder anderen Geweben, 

die auf hämtogenem oder lymphogenen Weg an den Läsionsort gelangen, Ursprung der 

Endometriose sein (66).  

Es besteht aber ein Konsens, dass die Endometriose am wahrscheinlichsten in den 

allermeisten Fällen ihren Ursprung im eutopen Endometrium des Uterus hat und retrograde 

Menstruation und die nachfolgende Implantation eine entscheidende Rolle spielt (67). 

Eindeutig dafür spricht die Tatsache, dass eutopes Endometrium bei 

Endometriosepatientinnen diverse genetische oder epigenetische Veränderungen aufweist, 

die sich mit denen in Endometrioseläsionen decken. Es wird davon ausgegangen, dass diese 

Veränderungen zu großen Teilen angeboren sind und im Verlauf weitere Veränderungen 

dazukommen, die kummulativ die Erkrankung auslösen können. Diese weiteren 

Veränderungen werden u. a. durch die abnorme Umgebung in der Peritonealhöhle, durch 

inflammatorische, immunologische oder hormonelle Prozesse ausgelöst. Jede 

Endometrioseläsion hat stets ihren eigenen klonalen Ursprung. Es wird vermutet, dass 

unterschiedliche Mutationsprofile und epigenetische Veränderungen unterschiedliche 

Läsionstypen (peritoneal, ovariell, tiefinfiltrierend) (mit-)bedingen können. (49, 58, 67) 

Die wichtige Rolle genetischer Aspekte wurden auch durch Zwillingsstudien bestätigt. Sie 

konnten ermitteln, dass der genetisch bedingte Anteil der Erkrankung ca. 50% beträgt (26, 27, 

49), was als angeborene Prädisposition verstanden werden kann. Daher wurde intensiv nach 

betroffenen Genen gesucht. Es ist nicht möglich einzelne auslösende Gene zu definieren, die 

zur Erkrankungsprädisposition führen, vielmehr handelt es sich um einen kumulativen Effekt 

diverser Mutationen (49). 

2.1.6.2 Wichtige Aspekte der Pathophysiologie der Endometriose 

Ein entscheidender und häufig genannter pathophysiologischer Aspekt ist die 

Hormonabhängigkeit der Endometriose, genauer gesagt die Östradiolabhängigkeit. Zum einen 

werden in Endometriosezellen Östrogenrezeptoren (Estradiolrezeptoren (ER)), vor allem die 
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-Isoform (ER-), überexprimiert. ER- ist in Endometriosezellen bis zu 100-fach stärker 

exprimiert als in  gesundem Endometrium (68), Frauen mit Endometriose scheinen aber auch 

in ihrem eutopen Endometrium eine ER--Dominanz aufzuweisen (69). Eine hohe Expression 

von ER- unterdrückt dabei die Expression von ER- (70). Über ER- hat Östradiol eine 

proliferationsfördernde Wirkung auf die Endometrioseläsionen, wie ER--Knockdown-

Versuche an kultivierten Endometrioseprimärzellen zeigten. Hier führte der Knockdown zu 

einer stark verringerten Proliferation der Zellen. Zum anderen kommt es durch die 

Endometriose selbst zu lokal erhöhten Östradiolkonzentrationen. In normalem Endometrium 

gibt es nur eine geringe Eigensynthese von Steroidhormonen, in Endometriose allerdings 

kommt es durch eine erhöhte Aromataseaktivität zu einer erhöhten Östradiol (E2)-Produktion, 

auch in Kombination mit einer verringerten Inaktivierung durch die 17-Hydroxysteroid-

Hydrogenase-2 (71). Natürlich wirken auch die systemisch zirkulierenden Steroidhormone des 

weiblichen Zyklus auf die Endomerioseläsionen – bei Frauen mit Endometriose ist das 

Östradiol im Serum häufig erhöht (1). 

Zudem liegt bei Endometriose eine Progesteronresistenz vor. Diese ist u. a. in der 

Überexpression vom Progesteronrezeptor Typ A (PR-A) zu Ungunsten des Typ Bs (PR-B) 

begründet. PR-B ist die aktivere Form des Rezeptors, sodass eine PR-A-Dominanz zu einer 

verminderten Progesteronwirkung führt (72). Progesteron bewirkt über Glykodelin die 

Expression von 17-Hydroxysteroid-Hydrogenase-2, dem Enzym, das E2 in weniger aktives 

E1 (Östron) umwandelt und so zu einer verringerten Estradiolwirkung führt. In 

Endometrioseläsionen wird allerdings Glykodelin weniger exprimiert und in Kombination mit 

der geringeren Progesteronwirkung (durch den hohen Anteil an PR-A) kommt es so zu 

erhöhtem Östradiol (67, 71). 

Auch die Inflammation ist ein wichtiger Bestandteil der Erkrankung der Endometriose, 

allerdings ist weiterhin nicht geklärt, ob Inflammation Ursache oder Folge der Endometriose 

ist, oder beides. Verschiedene proinflammatorische Zytokine, wie TNF-alpha, IL-6, IL-8, IL-16, 

sind in der Peritonealflüssigkeit von Endometriosepatientinnen erhöht. Auch in 

Endometrioseläsionen selbst (im Vergleich zu gesundem Gewebe) und in eutopen 

Endometrium von Endometriosepatientinnen (im Vergleich zu Endometrium von Gesunden) 

sind proinflammatorische Zytokine erhöht (71, 73, 74). In den Endometrioseläsionen kommt 

es zur Überexpression der Cyclooxygenase-2 (Cox-2) im Vergleich zu gesundem 

Endometrium. Cox-2 führt u. a. zu einer erhöhten Prostagladin E2 (PGE2)-Produktion (75). 

PGE2 fördert die Steroidogenese, was auch zur vermehrten Östadiolsynthese führt; Östradiol 

wiederum stimuliert über ER- die Cox-2-Expression. Hormonelle Mechanismen und 

Inflammation sind also eng miteinander verschaltet (71). Eine wichtige Rolle in der Regulation 

der Inflammation kommt auch dem Transkriptionsfaktor nuclear factor-B (NF-B) zu. Dieser 
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ist in Endometrioseläsionen stark aktiv. Aktiviert von Tumornekrosefaktor TNF-, Interleukin 

IL-β1, Östradiol, oxidativem Stress oder nicht-kodierender RNA bewirkt er eine erhöhte 

Transkription von weiteren proinflammatorischen Chemo- und Zytokinen (Interleukine IL-1, IL-

6, IL-8, TNF-, Regulated And Normal T cell Expressed an Secreted RANTES, macrophage 

migration inhibitory factor MIF) und steigert  so die Entzündungsaktivität (76). Progesteron 

hingegen hemmt die NF-B-vermittelte Produktion von proinflammatorischen Chemo-und 

Zytokinen. Die in Endometriose bestehende Progesteronresistenz wirkt also auch 

proinflammatorisch (77, 78). NF-B hat viele weitere Funktionen, wie die Induktion der 

Transkription von Adhäsionsmolekülen. Die Hemmung dieser Transkription führt zur 

verringerten Adhäsionsfähigkeit der Endometriosezellen. Auch für die Invasivität von 

Endometriosezellen ist NF-B von Bedeutung, u. a. wird die Transkription von 

Matrixmetalloproteasen induziert, die extrazelluläre Matrix degradieren können (76, 78). 

Gelangt ektopes Endometrium in die Peritonealhöhle, wird es normalerweise von Immunzellen 

beseitigt. Man geht davon aus, dass hier bei Betroffenen eine gewisse Immundysfunktion 

vorliegt. Vermutlich ist u. a. die Funktion von Makrophagen- und Natural Killer-Zellen (NK-

Zellen) gestört (71). Für die Dysfunktion des Immunsystems spricht auch die Assoziation mit 

Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes und rheumatoider Arthritis sowie mit 

Erkrankungen des atopischen Formenkreises (67). Die Endometriosezellen selbst sind aber 

auch zu einer gewissen Immunflucht befähigt. Sie produzieren beispielsweise den löslichen 

Faktor Soluble intercellular adhesion molecule-1  (sICAM-1), der sie vor der Lyse durch NK-

Zellen schützt (71).  

Um Endometrioseläsion zu bilden, müssen die Endometriumzellen am Peritoneum adhärieren. 

Womöglich weist das Peritoneum vorbestehende Schädigungen oder Veränderungen auf, die 

die Adhäsion erleichtern (67). Wichtig für die primäre Adhäsion ist die Bindung von CD44 

(Hyaluronsäurerezeptor) an Hyaluronsäure der extrazellulären Matrix (EZM). Die Fibronectin-

Rezeptoren (Integrine) α4β1 und α5β1 sind in Endometriosezellen deutlich stärker exprimiert 

als in eutopem Endometrium, was darauf hindeutet, dass diese Integrine für die Adhäsion 

besonders relevant sein könnten (79). Zudem ist eine Überexpression verschiedener 

Matrixmetalloproteasen (MMPs) bekannt, sowie ein Mangel an tissue inhibitors of 

metalloproteinases (TIMPs), was das Durchdringen der EZM und damit die Invasion der 

Endometriosezellen ermöglicht. Auch hier spielen hormonelle Faktoren eine Rolle: MMPs sind 

unter Östrogeneinfluss hyperaktiv während die TIMP-Aktivität durch Progesteron reguliert wird 

und diese durch Progesteronresistenz hypoaktiv sind (71). 

2.1.6.3 Endometriose und Malignome 

Es stellt sich die Frage, ob Endometriose mit ihren Mutationen und ihrer möglichen Invasivität 

mit einem erhöhten Malignomrisiko verbunden ist. Tatsächlich ist ein erhöhtes Risiko für 
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Schilddrüsenkarzinome und Non-Hodgkin-Lymphome bekannt, die genauen Gründe dafür 

aber ungeklärt. Für das Endometriumkarzinom und das Mammakarzinom liegt möglicherweise 

eine geringe Risikoerhöhung vor. Für das kolorektale Karzinom sowie das maligne Melanom 

zeigt sich keine Risikoerhöhung. Das Risiko für das Cervixkarzinom scheint erniedrigt, was 

vermutlich an der frühen Detektion von zervikalen Dysplasien bei Endometriosepatientinnen 

liegt (80, 81). Bekannt ist allerdings eine eindeutige Risikoerhöhung für das Ovarialkarzinom. 

Das Vorliegen einer Endometriose geht mit einer Risikoverdopplung für das Ovarialkarzinom 

einher (71). Das höchste Risiko geht von ovarieller Endometriose aus, diese kann das 

Ovarialkarzinomrisiko sogar verfünffachen (71). Es wird von Endometriose-assoziierten 

Ovarialkarzinomen (EAOC) gesprochen. Die Endometriose und das Ovarialkarzinom teilen 

einige Risikofaktoren wie die frühe Menarche und geringe Parität, was eine mögliche Ursache 

der Koexistenz beider Erkrankungen sein könnte  (81). Das EAOC unterscheidet sich aber von 

der Gesamtheit der Ovarialkarzinome. Unter EAOC ist der klarzellige Subtyp mehr als 3-mal 

häufiger anzutreffen als in der Gesamtheit der Ovarialkarzinome. Auch der Anteil der 

endometroiden Ovarialkarzinome ist in der Gruppe der EAOC erhöht (81, 82). Das 

Erkrankungsalter ist bei EAOV deutlich geringer und der Tumormarker CA-125 ist deutlich 

seltener erhöht (82). Es gibt eine Überschneidung von Mutationen der EAOC, der Mutationen 

von Endometriosezellen sowie der Mutation in eutopem Endometrium. Diese Mutationen 

betreffen u. a. KRAS, ARID1A und PIK3CA (83, 84). Dieser Sachverhalt führte zu der Theorie, 

dass es eine Abfolge in der Entstehung geben könnte: Endometriumzellen bilden extrauterin 

Endometrioseläsionen, die wiederum das Potential besitzen zu entarten und Endometriose-

assoziierte Karzinome zu bilden (85). Diese Mutationen liegen aber auch in TIE-Läsionen vor, 

wo sich in aller Regel kein Karzinom bildet. Dies wirft die Frage auf welche zusätzlichen 

Faktoren und Umstände insbesondere am Ovar die Entartung begünstigen (83). Teil der 

Erklärung könnten die hohen Östrogenkonzentrationen im Ovar sein. Das Enzym CYP1B1, 

das in Endometriosezellen sehr aktiv ist, kann Östradiol in 4-OH-Östradiol umwandeln, was 

weiter in 4-OH-Östradiol-Chinon umgewandelt wird. 4-OH-Östradiol-Chinon kann über 

Alkylierung und Oxidation DNA-Schäden verursachen (71).  

Dank zunehmend intensiver Forschung häufen sich die Erkenntnisse über die Erkrankung der 

Endometriose, insbesondere im molekularen Bereich. Ziel der Forschung ist es auch 

Pathomechanismen der Erkrankung zu finden, die sich als Ansatzpunkt für eine sog. targeted 

therapy eignen. Daher gibt es Forschungsbemühungen unterschiedlichste zelluläre 

Mechanismen besser zu verstehen. Neben genetischen und epigenetischen Fragestellungen 

werden u. a. auch Stoffwechselprozesse und Signaltransduktion untersucht. Ein Rezeptor und 

dessen Funktionen und Signaltransduktion, der im Kontext der Endometriose noch sehr 

unerforscht ist, ist der Calcium-sensitive Rezeptor. Auf diesen soll nun eingegangen werden. 
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2.2 Calcium-sensitiver Rezeptor 

2.2.1 Vorkommen und Funktionen des CaSR 

Der Calcium-sensitive Rezeptor wurde erstmal 1993 von Brown et al. in 

Nebenschilddrüsenzellen des Rindes nachgewiesen (86). In der Nebenschilddrüse ist der 

Rezeptor von essentieller Bedeutung für die  Regulation des Parathormons und damit für die 

Regulation des extrazellulären Calciumspiegels (87). Eine weitere wichtige Rolle in der 

Calciumhomöostase spielt der CaSR in der Niere über die Regulation der Calciumsekretion in 

den Harn. Mutationen des CaSR können zu hypo- oder hypercalciämischen Erkrankungen 

führen, z. B. zu der familiären hypercalciurischen Hypercalciämie Typ 1 (87). Neben dem 

Vorkommen in an der Calciumhomöstase beteiligten Organen (calcitrope Funktionen des 

Rezeptors) kommt der Rezeptor auch in diversen anderen Geweben vor (non-calcitrope 

Funktionen) (88). In glatten Muskelzellen der Gefäßwände fördert der CaSR ihre Proliferation 

und Kontraktilität, was eine Einflussnahme auf den Blutdruck ermöglicht (89, 90). Im ZNS 

konnte der CaSR an diversen Lokalisationen nachgewiesen werden; stark exprimiert wird er 

z. B. im Hypothalamus. Es ist bekannt, dass Calcium für viele Funktionen im ZNS essenziell 

ist. Zunehmend kommt ans Licht, dass auch der CaSR als Sensor für extrazelluläres Calcium 

in vielen Prozessen eine Rolle spielt, z. B. in der Regulation neuronalen Wachstums und 

neuronaler Migration (91). Auch im Gastrointestinaltrakt kommt der CaSR in diversen Zellen 

vor: in Parietalzellen des Magens bewirkt er bei Aktivierung eine verstärkte Protonensekretion 

(92, 93), in G-Zellen eine verstärkte Gastrinsekretion (93). Im Colon spielt er beispielsweise 

eine Rolle in der Barrierefunktion des Epithels (94) und kann bei Aktivierung die 

Flüssigkeitssekretion hemmen (95). Es könnten unzählige weitere Lokalisationen und 

Funktionen des ubiquitär exprimierten Rezeptors aufgezählt werden. Zusammenfassend lässt 

sich feststellen, dass der CaSR bei sehr vielen zellulären Prozessen eine regulierende Rolle 

einnimmt, bei Hormonsekretion, Genexpression, inflammatorischen Prozessen, Proliferation, 

Differenzierung oder Apoptose (96). Auch bei diversen malignen Geschehen spielt er eine 

Rolle (88).  

2.2.2 CaSR als Onkogen oder Tumorsuppressor 

Der CaSR kann je nach Tumorentität als Onkogen oder als Tumorsuppressor wirken (96). 

Diese konträre Wirkung erklärt sich u. a. durch unterschiedliche beteiligte G-Proteine, 

verschiedene Adapterproteine, Mutationen des Rezeptors oder unterschiedliche 

Ligandenbindung. Je nach (Tumor-)Zelle kann das Expressionsmuster des Rezeptors 

variieren (96, 97). Während der CaSR in der gesunden Mamma die Laktation fördert, kann er 

im Mammakarzinom ein Onkogen sein. Dabei ist er auch in der Pathogenese von 

Knochenmetastasen beteiligt (98). Auch beim Adenokarzinom der Lunge spielt der CaSR  eine 

Rolle als Onkogen bei der Entstehung von Knochenmetastasen über die verstärkte Expression 
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von NF-κB und dem Parathormon-verwandte Peptid PTHrP und die dadurch angeregte 

Differenzierung der Osteoklasten (99). In in vitro-Versuchen an Adenokarzinomzellen des 

Endometriumkarzinom zeigte sich der CaSR als Tumorsuppressor. Eine erhöhte Expression 

des Rezeptors geht mit einer höheren Apoptoserate einher, während ein Knockdown des 

Rezeptors zu erhöhter Invasivität führte (100). Auch bei Neuroblastomen und 

Colonkarzinomen scheint der CaSR ein Tumorsuppressor zu sein, wobei undifferenzierte 

Tumoren dieser Entitäten häufig mit einem Expressionsverlust des CaSR einhergehen (96).  

2.2.3 CaSR und Endometriose 

Die Rolle des CaSR im Kontext der Endometriose ist bislang weitestgehend ungeklärt. In 

vorherigen Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe konnten die Expression des CaSR in 

der Zelllinie 12Z nachwiesen werden (8). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass der CaSR 

an der Proliferation und Migration der 12Z-Zellen beteiligt ist. Während eine 

Calciumbehandlung (2,5 bzw. 5 mM für 30 min) zu einer gesteigerten Zellproliferation führte, 

konnte die Kombinationsbehandlung mit dem Inhibitor des CaSR NPS-2143 (4,3 M, 1 h; 

Calciumzugabe nach 30 min) diesen Effekt wieder aufheben. Dies zeigt, dass die erhöhte 

Proliferation durch die Calciumbehandlung vom CaSR abhängig ist. Ebenso konnte durch 

Calciumbehandlung (5 mM, 30 min) eine gesteigerte Migrationsfähigkeit der 12Z-Zellen 

beobachtet werden, die ebenfalls durch die Kombinationsbehandlung mit NPS-2143 (4,3 M, 

1 h, Calciumzugabe nach 30 min) wieder aufgehoben werden konnte. Dies beweist, dass auch 

die Calcium-induzierte Migration der 12Z-Zellen über den CaSR vermittelt wird. Es konnte 

darüber hinaus gezeigt werden, dass sowohl Proliferation als auch Migration durch alleinige 

NPS-2143 Behandlung leicht reduziert waren. Dem zugrunde liegt vermutlich eine geringe 

Aktivität des CaSR durch Stimulation durch Calcium im Calcium-reduzierten Medium oder 

andere Liganden wie Aminosäuren, die durch den CaSR-Inhibitor gehemmt wurde. Diese 

Ergebnisse bieten Anlass die Rolle des CaSR in Endometriose genauer zu untersuchen.  

2.2.4 Aufbau des Rezeptors  

Der membranständige Calcium-sensitive Rezeptor wird auf Chromosom 3 an Lokus 

q13.33 q21.1 kodiert und besteht aus 1078 Aminosäuren (101, 102). Es handelt sich um einen 

homodimeren Rezeptor der Klasse C der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (101). 

Diese Rezeptorklasse zeichnet sich durch große extrazelluläre Domänen aus, so auch der 

CaSR. (103). Seine extrazelluläre Domäne besteht aus zwei venusfliegen-artigen Lappen 

(venus fly trap (VFT)) und der sog. cysteinreichen Region, die an die Transmembrandomäne 

gebunden ist (102). Wie alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist der CaSR ein 

heptahelikaler Rezeptor, insbesondere seine Transmembrandomäne besteht aus sieben ∝-

Helices (103). Intrazellulär befindet sich der C-terminale Schwanz, der bei 
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Konformationsänderung des Rezeptors mit den ebenfalls zu der intrazellulären Domäne 

gehörenden G-Proteinen interagieren kann (103).  

2.2.5 Aktivierung des CaSR 

Zwischen den beiden Lappen eines jeden Monomers der extrazellulären Domäne liegen die 

Bindungsstellen des Rezeptors, an die verschiedene Liganden binden können. Wichtigster 

Ligand und Namensgeber des Rezeptors ist das ionisierte Calcium. Bindet ein Ligand an der 

Bindungsstelle, kommt es wie beim Schließen einer Venusfliegenfalle zu einer 

Konformationsänderung der Lappen (102). Es wird auch davon gesprochen, dass der 

Rezeptor durch Bindung eines Liganden vom offenen Zustand in einen geschlossenen 

Zustand übergeht (101). Die cysteinreiche Region gibt das Signal in Form einer 

Konformationsänderung von der VFT an die Transmembrandomäne weiter (97). Die 

Konformationsänderung setzt sich bis nach intrazellulär fort, sodass der C-terminale Schwanz 

mit den G-Proteinen interagiert und intrazelluläre Signalkaskaden ausgelöst werden (102). 

Aktiviert werden kann der CaSR neben ionisiertem Calcium auch von weiteren orthosterischen 

Agonisten. Dazu gehören weitere anorganischen Kationen wie Mg2+, Ba2+, Mn2+, Ni2+, und Sr2+  

und organische Kationen wie Polyarginin (102). Auch durch synthetische Calcimimetika wie 

NPS-R568 kann der Rezeptor aktiviert werden (102). Durch allosterische Modulatoren kann 

der Rezeptor positiv beeinflusst werden, in dem die Sensibilität für Liganden erhöht wird. Zu 

den allosterischen Modulatoren des CaSR gehören z. B. L-Aminosäuren wie L-Phenylalanin 

oder L-Tryptophan, Peptide wie Glutathion oder das Medikament Cinacalcet, das bei 

Hyperparathyreoidismus eingesetzt werden kann (103, 104).  

2.2.6 Hemmung des CaSR 

Durch synthetische Antagonisten wie NPS-2143 oder NPS-89636 kann der CaSR hingegen 

selektiv gehemmt werden (103). Diese Wirkstoffe werden auch als Calcilytika bezeichnet (97). 

Auf den in dieser Arbeit verwendeten Inhibitor NPS-2143 soll an dieser Stelle besonders 

eingegangen werden: 

NPS-2143 (Synonym: SB-262470A) ist das erste Calcilytikum, das identifiziert wurde (105). 

Es inhibiert selektiv den CaSR, auch in höheren Konzentrationen werden keine anderen G-

Protein-gekoppelten Rezeptor inhibiert (106). Er bindet an der 7. Helix der Transmembran-

domäne und bewirkt dadurch als allosterischer Inhibitor eine Konformationsänderung 

innerhalb der Transmembrandomäne, was vermutlich die Interaktion mit den intrazellulären G-

Proteinen erschwert (107, 108). Es konnte gezeigt werden, dass die intravenöse Applikation 

bei Mäusen zu einem Parathormonanstieg führt, was wiederrum zur Bereitstellung von 

Calcium aus dem Knochen und durch verstärkte renale Rückresorption zu einem transienten 

Anstieg des Serumcalciums führt (105, 106). NPS-2143 ist im Hinblick auf seine 
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Bioverfügbarkeit prinzipiell auch zur oralen Applikation geeignet, was bislang allerdings 

ebenfalls erst im Tiermodell zu Anwendung kam (105). Auf Grund der vorrübergehenden 

anabolen Wirkung des Parathormons auf den Knochen war NPS-2143 neben anderen 

Calcilytika neuer Hoffnungsträger in der Osteoporosetherapie – allerding bislang wenig 

erfolgreich (109). Mögliche neue Einsatzgebiete werden diskutiert, zum Beispiel in der 

Therapie von Asthma (110). Etabliert und verbreitet ist allerdings die Anwendung des Inhibitors 

zur Untersuchung des CaSR in vitro (111). 

2.2.7 Signalwege des CaSR 

Die nachgeschalteten Signalwege des CaSR sind sehr vielfältig und unterscheiden sich je 

nach gebundenem Liganden und dem Gewebe, in dem der Rezeptor exprimiert wird (105). 

Welcher Signalweg angestoßen wird, hängt hier auch davon ab welche G-Proteine beteiligt 

sind (97). Grundsätzlich kommen hauptsächlich drei heterotrimere G-Proteine vor: Gq/11, Gi/o 

and G12/13. In manchen Zellen, z. B. in Mammakarzinom- oder Kolonkarzinomzellen, kommt 

auch Gs vor (103).  

2.2.8 G-Proteine vermittelte Signaltransduktion  

Die G-Proteine bestehen aus den drei Untereinheiten , und . Die -Untereinheit besitzt eine 

Bindungstelle für Guanosindiphosphat (GDP) bzw. Guanosintriphosphat (GTP), was dem G-

Protein seinen Namen verliehen hat. Im inaktiven Zustand des Rezeptors ist GDP gebunden. 

Bei Aktivierung wird GDP durch GTP ersetzt und es kommt zum Lösen des G-Proteins vom 

Rezeptor sowie zur Spaltung in eine -Untereinheit sowie einen --Komplex. Beide 

verbleiben membrangebunden. Es können unterschiedliche Typen der -Untereinheit beteiligt 

sein, die dann unterschiedliche Wirkung auf ihre Zielproteine entfalten (102, 112): 

Gq/11: Über Gq/11 wird die Phospholipase C aktiviert. Diese spaltet PIP2 (Phosphatidylinositol-

4,5-bisphosphat) in IP3 (Inositoltriphosphat) und DAG (Diacylglycerin), die als second 

messenger das Signal weitergeben. IP3, ein hydrophiles Molekül, verbleibt im Zytosol und 

diffundiert zum glatten endoplasmatischen Retikulum, wo es an Calciumkanäle bindet. Es 

kommt zum Öffnen der Calciumkanäle und zum Ausstrom von Calcium vom glatten 

endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol. DAG, ein lipophiles Molekül, verbleibt in der 

Zellmembran. Dort aktiviert es die Proteinkinase C, die durch die Phosphorylierung weiterer 

Proteine vielseitige Funktionen wahrnimmt. Calciumabhängige Isoformen der Proteinkinase C 

werden auch durch die intrazelluläre Calciumerhöhung nach IP3-Wirkung stimuliert (102, 112, 

113). 

Gs: Über Gs wird die Adenylatcyclase stimuliert, sodass die intrazelluläre cyclisches 

Adenosinmonophosphat (cAMP)-Konzentration erhöht wird. cAMP ist ein Regulator diverser 

intrazellulärer Enzyme. Am bekanntesten ist die Aktivierung der Proteinkinase A, die ihre 
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Substrate durch Phosphorylierung aktiviert. Beispielsweise wird auch CREB (cAMP response 

element-binding protein) durch die Proteinkinase A phosphoryliert, welches an sog. cAMP-

responsive Elemente der DNA bindet und die Transkription von Genen fördert (112). 

Gi/o: Gi/o-vermittelt kommt es zur Hemmung der Adenylatcyclase und zur Senkung des cAMP-

Spiegels. Damit bleibt die Aktivierung der Proteinkinase A aus, was Einfluss auf die Aktivität 

ihrer Substrate nimmt (114).  

G12/13: Über G12/13 kann die Aktivierung von monomeren G-Proteinen (kleinen G-Proteinen) wie 

RhoA erfolgen, die eine wichtige Rolle in der Regulation des Zytoskletts spielen und so z. B. 

die zelluläre Migration oder Adhäsion beeinflussen (97). 

Nicht nur die -Untereinheit, sondern auch der --Komplex hat eine Funktion in der 

Signaltransmission des Rezeptors. Die --Einheit kann u. a. auch auf die Adenylatcyclase 

und die Phospholipase C (PLC) wirken (114). Die --Einheit des Gi/o-Proteins beispielsweise 

kann nach Aktivierung des CaSR das kleine G-Protein RAS aktivieren (115). Eine weitere 

wichtige Funktion des --Komplexes ist die Rezeptordesensitivierung. Die GTP-Hydrolyse-

Aktivität der -Untereinheit reicht nicht aus, um den Rezeptor vollständig zu deaktivieren. An 

der --Einheit können G-Protein-rezeptorspezifische Kinasen binden, die Serin- und 

Threoninreste der intrazellulären Rezeptordomäne phosphorylieren können. Diese 

Phosphorylierung ermöglicht erst die Bindung von Arrestin, was die G-Protein-Interaktion 

blockiert. Dadurch wird der Rezeptor in einen refraktären Zustand gebracht, was seine 

Daueraktivierung verhindert (114). 

Die nachgeschalteten Signalwege des CaSR sind sehr umfangreich, komplex sowie variabel. 

Zunehmend verwendet wird der Begriff biased signaling, der die funktionelle Selektivität des 

Rezeptors beschreibt. Unterschiedliche Liganden bringen den Rezeptor in unterschiedliche 

Konformationszustände, was unterschiedliche Präferenzen in der Aktivierung ihrer 

downstream-Signalwege bedingt. Verschiedene Liganden können in unterschiedlichen Zellen 

die gleiche Reizantwort auslösen und gleiche Liganden können in unterschiedlichen Zellen 

verschiedene Signalwege aktivieren (115, 116). 

Auf Grund der Komplexität der CaSR-vermittelten Signaltransmission soll vereinfachend der 

Fokus auf den in dieser Arbeit untersuchten Signalwegen liegen.  

2.2.9 PI3K/AKT  

2.2.9.1 Aktivierung von PI3K/AKT 

Der PI3K/AKT-Signalweg kann grundsätzlich auf unterschiedlichste Weise aktiviert werden. 

So können Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) von aktivierten Rezeptor-Tyrosinkinasen, über 

aktivierte G-Protein-gekoppelten Rezeptoren oder auch von konstitutiv aktiviertem RAS 
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aktiviert werden (117). Auch der G-Protein-gekoppelte Rezeptor CaSR kann den PI3K/AKT 

Signalweg aktivieren, was in diversen Zellen nachgewiesen wurde (89, 118–120). Die 

stimulierte PI3K wandelt membranständiges Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in 

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) um (117). Phosphatase and tensin homolog 

(PTEN) ist Antagonist dieser Reaktion und somit ein Inhibitor der AKT-Aktivierung. PIP3 

aktiviert Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase-Isoform 1 (PDK1) und mTORC2 (mammalian target 

of rapamycin complex 2), die die Phosphorylierung von AKT, auch Proteinkinase B genannt, 

an Thyrosin 308 (durch PDK1) und Serin 473 (durch mTORC2) und damit die Aktivierung von 

AKT bewirken (Abbildung 1) (121).  

2.2.9.2 Funktionen und Downstreaming von AKT 

Die Serin-Threonin-Kinase AKT beeinflusst viele zelluläre Vorgänge in komplexer Art und 

Weise über die Phosphorylierung zahlreicher Substrate (Abbildung 1). Beispielsweise über die 

Phosphorylierung bzw. Bindung von pro-apoptotischen Proteinen der Bcl2-Familie wie BAD 

und BAX, führt AKT zur Hemmung der Apoptose (122). AKT aktiviert mammalian Target of 

Rapamycin complex 1 (mTORC1), ein wichtiger Komplex in der Regulation des Zellwachstums 

und Zellstoffwechsels. Er stimuliert u. a. über Transkriptionsfaktoren die Protein- und 

Lipidsynthese (122, 123). Außerdem phosphoryliert AKT Forkhead-Box O (FOXO), das 

unphosphoryliert Apoptose begünstigt und die Zellteilung hemmt; Akt hemmt also über die 

Phosphorylierung von FOXO die Apoptose und steigert die Zellteilung (122). AKT hemmt 

zusätzlich die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) , was ebenfalls zu erhöhter Proliferation 

und Zellwachstum führt (Abbildung 1) (117). Die AKT-Aktivierung kann ebenfalls Migration und 

Angiogenese fördern und Stoffwechselprozesse sowie Immunprozesse regulieren  (117, 121). 

2.2.9.3 PI3K/AKT in Tumoren und in Endometriose 

In Tumorzellen ist der PI3K/AKT-Signalweg häufig konstitutiv überaktiv, z. B. durch Loss-of-

function-Mutationen von PTEN, sodass es zur verminderten Apoptose und erhöhtem 

Wachstum und Proliferation kommt (121). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass in 

Endometriose-assoziierten Ovarialkarzinom der PI3K/AKT-Signalweg regelhaft mutiert ist – im 

Gegensatz dazu ist dies beispielsweise im nicht-Endometriose-assoziierten high-grade 

serösen Ovarialkarzinom nur sehr selten der Fall. So weisen 40% der Endometriose-

assoziierten klarzelligen Ovarialkarzinome einen Expressionsverlust von PTEN auf, während 

high-grade seröse Ovarialkarzinome in nur 5% der Fälle überhaupt eine Mutation des 

PI3K/AKT-Signalweges aufweisen (124). Und auch in Endometrioseepithelzellen wurde ein 

PTEN-Verlust nachgewiesen (125). Sowohl in Endometrioseläsionen als auch eutopem 

Endometrium von Endometriose-Patientinnen konnte eine erhöhte Aktivität von AKT 

festgestellt werden (126). 
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Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges über den CaSR ist bisher noch nicht in 

Endometriosezellen beschrieben. Diese Möglichkeit soll in dieser Arbeit überprüft werden. 

 

Abbildung 1: PI3K/AKT-Signalweg und seine Funktionen 

Dargestellt ist die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges über Rezeptor-Tyrosinkinasen 

(RTK) oder G-Protein.gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Verdeutlicht werden die vielseitigen 

Funktionen von AKT in Überleben, Proliferation, Stoffwechsel, Wachstum und anderen 

zellulären Mechanismen. Dargestellt ist außerdem eine Auswahl der zahlreichen Substrate 

von AKT. Modifiziert nach Manning et al. (2018) 

2.2.10 MAP-Kinasen  

Mitogen-aktivierte-Proteinkinasen (MAPK)-Signalwege kommen ubiquitär in allen Zellen des 

Menschen vor und spielen eine essenzielle Rolle in der Regulation von Zellteilung, 

Zellproliferation und Zelldifferenzierung. 

2.2.10.1 Aktivierung der MAPK-Kaskade 

Die evolutionär konservierten MAPK-Signalwege bestehen aus hintereinander geschalteten 

Proteinkinasen, die nacheinander phosphoryliert werden. Wird die MAP-Kinase-Kinase-

Kinase (MAP3K) aktiviert, phosphoryliert sie die MAP-Kinase-Kinase (MAP2K), die wiederrum 

die MAP-Kinase (MAPK) phosphoryliert. Diese wirkt dann auf weitere Substrate. MAP3K, 

MAPK2K und MAPK bezeichnet jeweils eine Gruppe an verschiedenen Kinasen. Die vier 

MAPK sind ERK1/2-MAPK, ERK5-MAPK, p38-MAPK sowie JNK-MAPK (Abbildung 2) (127). 

Die Aktivierung der MAPK/ERK1/2-Kaskade erfolgt klassischerweise über Rezeptor-

Tyrosinkinasen, die das kleine G-Protein RAS aktivieren. RAS aktiviert dann RAF (RAS 
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aktivierbarer Faktor). Alternativ kann AKT ebenfalls RAF phosphorylieren und damit aktivieren. 

RAF entspricht einer MAP3K, die dann MEK (MAP2K) aktiviert, die wiederum ERK1/2 aktiviert 

(114). Die Aktivierung der MAPK p38 erfolgt hauptsächlich über die MAP2Ks MKK3 und MKK6, 

auch MKK4 kann an der Aktivierung beteiligt sein (128). Es können unterschiedliche MAP3Ks 

für die Aktivierung zuständig sein; bekannt sind u. a. TAK1, ASK1/MAPKKK5 und MEK4 (128). 

Auch eine mögliche Aktivierung der MAPK-Kaskade über Vertreter der G-Protein-Familie RHO 

ist beschrieben. So können die kleinen G-Proteine RAC-1 und CDC42 über MEKK1 oder MLK-

1 die Aktivierung von MAP3Ks bewirken, die in der Aktivierung von p38 münden (128). P38 

und JNK werden häufig koaktiviert, was vermutlich an der großen Überschneidung ihrer 

vorgeschalteten MAP3Ks liegt (128). Die Aktivierung der MAPK JNK erfolgt über die MAP2Ks 

MKK4 und MKK7, die ihrerseits von unterschiedlichen vorgeschalteten MAP3K aktiviert 

werden (127). Die MAPK-Signalwege sind u. a. auch mit dem PI3K/AKT Signalweg 

verschaltet. Es kommt zur Kommunikation auf verschiedenen Ebenen der Signalkaskaden, 

sodass die zelluläre Antwort auf einen Reiz noch feiner abgestimmt werden kann (129). 

 

Abbildung 2: MAPK-Kaskade 

Dargestellt sind die Abläufe der MAPK-Kaskade in menschlichen Zellen. Wachstumsreize, 

Stressreize und morphogene Reize (während der Embryogenese) führen über 

Zwischenschritte zur Aktivierung von MKK (=MAP2K), die spezifisch MAPK aktivieren und 

über unterschiedliche Substrate verschiedene Auswirkungen auf die Zelle haben. Modifiziert 

nach Ma und Nicolet (2023). 

Auch über den CaSR ist eine Aktivierung der MAPK-Signalwege über unterschiedliche 

Mechanismen möglich (97). Die Aktivierung von ERK1/2 über den CaSR ist sowohl über Gq/11 
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al auch über Gi/o möglich (115). Sowohl RAS als auch PKC sind downstream involviert und 

auch PI3K kann an der MAPK-Aktivierung beteiligt sein (130). Ebenso kann eine -Arrestin-

Rekrutierung MAPK stimulieren (115). Neben der Aktivierung von ERK1/2 ist auch die 

Aktivierung von p38 ist über den CaSR möglich. Beschrieben wird vor allem die Aktivierung 

der Kinase-Kaskade über Gq/11/PLC/PKC. Dies gilt auch für JNK (131). In dieser Arbeit soll die 

Aktivierung der MAPK über den CaSR im Kontext der Endometriose analysiert werden. 

2.2.10.2 Funktionen und Downstreaming der MAPK 

Die MAPK ERK1/2 besteht aus zwei Subtypen (ERK 1 und ERK 2), die auf Grund ihrer 

Ähnlichkeit meist zusammengefasst betrachtet werden (132). Als Serin-Threonin-Kinase 

phosphoryliert ERK1/2 über 250 Substrate downstream sowie upstream im Sinne eines 

negativen Feedbacks. Der ERK1/2-Signalweg stellt eine zentrale Regulationseinheit für 

wesentliche zelluläre Prozesse dar, dazu gehören Zellproliferation, Zelldifferenzierung, 

Apoptose sowie Migration (133). ERK1/2 phosphoryliert zum einen Zielsubstrate im 

Zytoplasma wie ribosomale S6-Kinasen (RSKs), Mitogen-and-stress-activated-

kinases (MSKs) oder die zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2). Zum anderen kann 

aktiviertes ERK1/2 in den Zellkern translozieren, Transkriptionsfaktoren wie c-FOS, ELK-1 

oder SP-1 aktivieren (132, 133) und so Zellproliferation und  Zelldifferenzierung  fördern sowie 

Apoptose hemmen (134). Die ERK1/2-Aktivierung kann über diverse Mechanismen ebenfalls 

die Migration fördern: indem sie über RSKs, die die Motilität erhöhen, die Bildung von 

Zellausläufern vermittelt; über den wave 2 regulatory complex 2 die Aktin-Polymerisierung 

fördert oder die Transkription von Integrinen und MMPs induziert (134, 135). 

Die MAPK p38 liegt in vier unterschiedlichen Isoformen vor: p38, p38, p38 und p38. Die 

Isoformen weisen eine ca. 60%ige Sequenzhomologie auf und unterscheiden sich hinsichtlich 

ihres Vorkommens je nach Zelltyp sowie ihrer downstream-Funktionen. Allerdings gibt es hier 

auch viele Überschneidungen, sodass zusammengefasst häufig nur von p38 die Rede ist (136, 

137). Die Funktionen von p38 betreffen die Zellproliferation oder Apoptose, Zelldifferenzierung 

und Immunantwort unter Stressbedingungen. Dass der gleiche Signalweg sowohl Proliferation 

als auch Apoptose fördern kann und Migration fördern oder hemmen kann, klingt zunächst 

widersprüchlich, lässt sich aber dadurch erklären, dass unterschiedliche Reize und Reizmuster 

in unterschiedlichen Kontexten eine unterschiedliche Reizantwort hervorrufen können (136). 

Wie ERK phosphoryliert p38 eine Vielzahl an Substraten sowohl im Zytoplasma als auch im 

Zellkern. Im Zytoplasma phosphoryliert es weitere Proteinkinasen, wie MAP Kinase-activated 

protein kinase 2 (MK2), MAP Kinase-interaction-protein-kinase (MNK), p38-

regulated/activated-kinase (PRAKMSK) und MSKs oder andere Substrate wie cPLA2 (138). 

MK2 beispielsweise kann über die Phosphorylierung von HSP27, einem Hitzeschockprotein, 

den Umbau von Aktinfilamenten fördern oder über die Phosphorylierung der 

Transkriptionsfaktoren CREB oder activating transcription factor (ATF1) die Expression 
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bestimmter Gene beeinflussen (136, 139). P38 kann auch nach Translokation in den Nucleus 

direkt Transkriptionsfaktoren wie ATF1 und 2, SRF accessory protein 1, CHOP oder p53 

aktivieren (138).  

Die MAPK JNK, auch c-Jun NH2-terminale Kinase genannt, ist eine in ihrer Funktion der MAPK 

p38 ähnliche Kinase. Beide reagieren u. a. auf Stresssignale, wie UV-Strahlung, Oxidativer 

Stress, Entzündungsmediatoren, wie Zytokine, Hitzeschock oder osmotischen Stress, 

weswegen sie auch Stress-Kinasen genannt werden (137, 140). Wie p38 kann JNK Einfluss 

auf die Zellproliferation, Apoptose, Zelldifferenzierung, Migration und Immunantwort nehmen 

und damit wesentliche zelluläre Mechanismen regulieren (140). Auch JNK phosphoryliert 

zahlreiche Substrate im Cytoplasma oder Transkriptionsfaktoren im Zellkern. Dazu gehören 

zytoplasmatische Substrate wie cPLA2 oder zytoskelettale Proteine wie Cofilin oder -Actinin, 

über die Zelladhäsion und Migration beeinflusst werden können. Ein wichtiges Target von JNK 

ist der Transkriptionsfaktor c-JUN, der wiederum den Transkriptionsfaktorkomplex activator 

protein 1 (AP-1) aktiviert. AP-1 reguliert die Expression von diversen Genen, die die oben 

genannten unterschiedliches zellulären Prozesse beeinflussen (141, 142). 

Abschließend soll die Rolle der Integrine, im Besonderen Integrin 1, im Kontext der 

Endometriose und des CaSR erläutert werden, welches neben den Signalwegen PI3K/AKT 

und MAPK Gegenstand dieser Arbeit ist. 

 

2.3 Integrine  

Integrine sind eine große Gruppe von Zelladhäsionsmolekülen, die das Binden von Zellen an 

der EZM bzw. anderen Zellen sowie die Signaltransduktion der EZM an die Zelle ermöglichen. 

Es handelt sich um heterodimere Transmembranrezeptoren, die aus einer alpha- sowie einer 

Betakette bestehen. Durch unterschiedliche Kombinationen verschiedener Alpha- und Beta-

Ketten ergeben sich 18 unterschiedliche Heterodimere (Abbildung 2), deren Vorkommen je 

nach Gewebe variiert (9, 143).  

Integrine binden an Liganden der EZM wie Kollagen, Fibronectin oder Laminin sowie an 

Liganden der Zelloberflächen und bilden so einen Kontakt zwischen dem Inneren der Zelle 

und ihrer Umwelt. Auf zytosolischer Seite sind Integrine über Adapterproteine wie Vinculin oder 

Talin an Bestandteile des Zytoskeletts wie Aktin oder alpha-Aktinin gebunden (9). Integrine 

vermitteln bidirektional zwischen Zellinnerem und extrazellulärem Milieu. Einerseits wird durch 

das Binden an Bestandteilen der EZM das Verhalten und die Form der Zelle beeinflusst, 

andererseits kann durch intrazelluläre Signale die Bindung an der EZM von Integrinen induziert 

sowie die Aktivität der Integrine moduliert werden (114). Die Ligandenbindung führt im 

Zellinneren u. a. zu einer Aktivierung der fokalen Adhäsionskinase (FAK), die über das kleine 
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G-Protein RAS z. B. MAPK aktivieren und so das Zellverhalten beeinflussen kann. (144). Auch 

der PI3K/AKT-Signalweg sowie viele weitere Prozesse können durch Integrin-

Ligandenbindung aktiviert werden (145). Durch ihre Interaktion mit der EZM und dem 

Zytoskelett sind Integrine funktionell äußerst wichtig für Migration, Adhäsion und Invasion der 

Zelle (143). 

Integrine sind vielversprechende Angriffspunkte für medikamentöse Therapien. So werden 

beispielsweise schon erfolgreich monoklonale Antikörper gegen spezifische Integrine 

eingesetzt. Natalizumab wird als Anti-4-Integrin-Antikörper in der Therapie der Multiplen 

Sklerose verwendet (146). Bei chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen kann der 47-

Integrin-spezifische monoklonale Antikörper Vedolizumab eingesetzt werden (147). Integrin-

targeted therapies sind auch Gegenstand aktueller onkologischer Forschung (144, 148). 

Diese Arbeit befasst sich mit Integrin 1 (ITGB1). Es ist das am häufigsten vorkommende -

Integrin mit vielen möglichen Kombinationsmöglichkeiten der 1-Kette mit unterschiedlichen 

-Ketten (1-11 sowie V) (Abbildung 3) (144). An seiner intrazellulären Domäne weist ITGB1 

einen sog. Phospho-Switch auf. Durch Phosphorylierung an T788/T789 kann die Aktivität des 

Integrins erhöht werden  (149, 150). 

 

Abbildung 3: Kombinationsmöglichkeiten der α- und β-Ketten der heterodimeren 

Integrine 

Modifiziert nach Takada et al. (2007) 

 

2.3.1 Integrine und Endometriose 

Da es sich bei Adhäsion und Migration um entscheidende Prozesse in der Pathogenese der 

Endometriose handelt, ist es sehr naheliegend, dass auch hier Integrine eine wichtige Rolle 
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spielen. Es konnte gezeigt werden, dass ITGB1 in ovariellen Endometrioseläsionen im 

Vergleich zu eutopem Endometrium verstärkt exprimiert wird. Interessanterweise konnte die 

Expression von ITGB1 durch Östrogenbehandlung zusätzlich gesteigert werden (151). Béliard 

et al. zeigten, dass insbesondere Integrin 41 und 51 in ektopem Endometrium im 

Vergleich zu eutopen Endometrium verstärkt exprimiert werden (79). Das Integrin αvβ3 kann 

bei Endometriosepatientinnen auch im eutopen Endometrium geringer exprimiert sein. Dieser 

Mangel an αvβ3 korreliert mit geringeren Schwangerschaftsraten (152).  

Tang et al. zeigten, dass das Adapterprotein Talin-1 (Aktivator der Integrine) sowohl in 

ektopem als auch im eutopem Endometrium von Endometriosepatientinnen im Vergleich zu 

gesunden Patientinnen verstärkt exprimiert wird. Die Herabregulation von Talin-1 in kultivierten 

Stromazellen führte zu verminderter Adhäsion, Invasion und Migration sowie zu einer 

verminderten Expression von Integrin β3 (153). Choi et al. konnten zeigen, dass der 

transforming growth factor TGF-β1 bewirkt, dass Endometriumzellen über die Integrine αV, 

α6, β1 und β4 verstärkt an Mesothelzellen adhärieren – ein wichtiger Vorgang in der 

Entstehung von Endometriose (154).  

Insgesamt häufen sich die Belege, dass die Erkrankung der Endometriose mit einer 

Dysregulation verschiedener Integrine vergesellschaftet ist und Integrinen durch ihre 

entscheidende Funktion in der Adhäsion und Migration in der Pathogenese der Endometriose 

eine wichtige Rolle zukommt. Viele Fragen blieben allerdings weiterhin ungeklärt. 

2.3.2 Integrine und CaSR 

In Schilddrüsenkarzinomzellen konnte der Integrin-Inhibitor GRGDSP die durch den 

allosterischen Aktivator des CaSR NPS-R-568 induzierte gesteigerte Adhäsion und Migration 

zu einem großen Teil wieder aufheben. Dies zeigt, dass die über den CaSR vermittelte 

Adhäsion und Migration in diesem Fall zu einem großen Teil von Integrinen abhängt bzw. diese 

dabei eine wichtige Rolle spielen (145). Alqudah et al. konnten zeigen, dass die Behandlung 

von Mammakarzinomzellen mit dem CaSR-Inhibitor NPS-2143 (10 M, 48 h) mit einer 

reduzierten Expression von ITGB1 einhergeht. Dies bedeutet, dass über den CaSR auch die 

Expression von ITGB1 moduliert werden kann (155). Tharmalingam et. al beschrieben, dass 

der CaSR mit Integrinen funktionelle Komplexe bildet (156). Der mögliche Einfluss des CaSR 

auf ITGB1 in Endometriosezellen soll in dieser Arbeit erörtert werden. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Material 

3.1.1 Substanzen 

Tabelle 1: Substanzen 

Bezeichnung Hersteller 

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe 

Ampuwa Spüllösung (Aqua dest.) Fresenius Kabi, Bad Homburg 

APS, p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

Aqua dest. Fresenius Kabi, Bad Homburg 

BenchMark XP Invitrogen, USA 

BSA Sigma-Aldrich, USA 

CaCl2 Merck, Darmstadt 

Dithiothreitol (DTT) Carl Roth, Karlsruhe 

DMEM -HAM`s F12 Bioconcept, Schweiz 

DMEM/F12 Thermo Fisher Scientific, USA 

DMSO Sigma-Aldrich, USA 

DPBS  Thermo Fisher Scientific, USA 

Enhanced Luminol Reagent PerkinElmer Inc., USA 

Ethanol absolute (99,8%) AppliChem, Darmstadt 

Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 

Fetales Kälber-Serum (FCS) Thermo Fisher Scientific, USA 

Glutamax Thermo Fisher Scientific, USA 

Glycerol Sigma-Aldrich, USA 

HEPES solution Sigma-Aldrich, USA 

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt 

MagicMark XP Invitrogen, USA 

NaOH Merck, Darmstadt 

NPS-2143 (CaSR-Inhibitor) Tocris Bioscience, UK 

Oxidizing Reagent PerkinElmer Inc., USA 

Penicillin/Streptomycin (P/S) Sigma-Aldrich, USA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail II Sigma-Aldrich, USA 

Phosphatase Inhibtor Cocktail 2  Sigma-Aldrich, USA 

Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, USA 

Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, USA 

ROTI®-Block 10x Konzentrat Carl Roth, Karlsruhe 

ROTI®-Blot A 10x Konzentrat Carl Roth, Karlsruhe 
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ROTI®-Blot K 10x Konzentrat Carl Roth, Karlsruhe 

ROTIPHORESE® 10x SDS-PAGE Carl Roth, Karlsruhe 

Sammelgelpuffer Carl Roth, Karlsruhe 

SDS-Lösung (10 %) Carl Roth, Karlsruhe 

TEMED Sigma-Aldrich, USA 

Trenngelpuffer Carl Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl Carl Roth, Karlsruhe 

Triton® X 100 Carl Roth, Karlsruhe 

Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich, USA 

Tween20 Carl Roth, Karlsruhe 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Aluminiumfolie Paclan, Mönchengladbach 

Einweghandschuhe Nitril                                  JOZA, MedNet, Münster 

Einwegpipetten Cellstar®, serologisch (1 ml,  

2 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml)      

Greiner Bio-one, Frickenhausen 

Kryoröhrchen Cryogenic Tubes      Thermo Fisher Scientific, USA 

LUNATM Cell Counting Slides              Logos Biosystems, Südkorea 

Pasteurpipetten, Glas     VWR® International, USA 

Pipettenspitzen FilterTips, TipOne® (0,5-10 µl, 20-

200 µl, 100-1000 µl)    

Eppendorf, Hamburg 

Polypropylenröhrchen (15 ml, 50 ml)                 Greiner Bio-one, Frickenhausen 

Reaktionsgefäße (0,5; 1 und 2 ml)          Sarstedt AG & Co KG, Nümbrecht 

Schülke Wipes 70% Ethanol            Schülke, Norderstedt 

Zellkulturflaschen, Cellstar® (25 cm2, 75 cm2)    Greiner Bio-one, Frickenhausen 

Zellkulturplatten, Cellstar® (96-Well)          Greiner Bio-one, Frickenhausen 

Zellkulturschalen, Cellstar® (100 mm x 20 mm) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

 

3.1.3 Gebrauchsmaterialien 

Tabelle 3: Gebrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Abwurfbehälter Dahlhausen, Köln 
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Blotting Roller Invitrogen, USA 

Zellschaber  Sarstedt AG & Co KG, Nümbrecht 

Medizinischer Abfallbehälter         Infa Lentjes, Herdecke 

Pipetten Eppendorf Research                                                   

(0,5-10 µl, 1-100 µl, 2-20 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhilfe, Accu-jet pro Brand, Wertheim 

Pinzetten Labotec, Wiesbaden 

Scheren Aesculap, Buchbach 

Schutzbrille Uvex, Fürth 

Stoppuhr TFA Dostmann, Wertheim              

Transferpette® (0,5-10 µl, 10-100 µl, 20-200 µl, 100-

1000 µl)        

Brand, Wertheim 

 

3.1.4 Kit-Systeme 

Tabelle 4: Kit-Systeme 

Bezeichnung Hersteller 

BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, USA 

Western Lightning Plus-ECL Kit PerkinElmer Inc., USA 

 

3.1.5 Geräte 

Tabelle 5: Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Absaughilfe Vacuboy               Vaccubrand, Wertheim 

Autoklav      Zirbus, Bad Grund 

BIO-RAD Mini PROTEAN Tetra System BIO-RAD, USA 

BIO-RAD Trans-Blot Turbo (Blot-Kammer) BIO-RAD, USA 

CO2-Inkubator Hera Cell 150        Thermo Fisher Scientific, USA 

Eismaschine Scotsman, Italien 

Gefrierschrank -20°C                 Bauknecht, Stuttgart 

Gefrierschrank -80°C Heraeus Hera freeze              Thermo Fisher Scientific, USA 

Geldetektionsgerät Fluorochem E ProteinSimple, USA 

GLOMAX® multi      Promega detection system, Mannheim 

Heraeus Fresco 17 Mikrozentrifuge          Thermo Fisher Scientific, USA 

Kryo Stickstofftank Locator 6 Plus                   Thermo Fisher Scientific, USA 

Kühlschrank 4°C                         Liebherr, Schweiz 
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Labor-Feinwaage                            Sartorius, Göttingen 

LUNATM Automated Cell Counter  Logos Biosystems, Südkorea 

Magnet–/Heizrührer              Witeg, Wertheim 

Mikroskop, Axiovert 200               Zeiss, Oberkochen 

Mikroskop, Leica DMIL LED            Leica, Schweiz 

ProDesk 600 G3 MT Business-PC HPInc., USA 

Rollenschüttler Roller 6 digital IKA, Staufen  

Schüttel- und Mischgerät Duomax 1030 Heidolph Instruments, Schwabach 

Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe           Thermo Fisher Scientific, USA 

Standard power Pack P25 Biometra, Göttingen 

Thermoschüttler pro Cellmedia GmbH und Co. KG, Zeitz 

Thermostat 5320 Block Heater Eppendorf, Hamburg 

UV Lampe Kendro Laboratory Products, Hanau 

Vortex Heidolph Instruments, Schwabach 

Wasserbad AquaLine AL18            Lauda, Lauda-Königshofen 

Zentrifuge 6K15              Sigma, Osterode 

 

3.1.6 Medien und Puffer 

Tabelle 6: Medien und Puffer 

Bezeichnung  Zusammensetzung 

10x Puffer C 20 mM Hepes 

0,2 M NaCl 

0,5 mM MgCl2 

0,4 mM EDTA 

1 % Triton X-100 

10x Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS)  26 g Tris-HCl 

4,24 g Tris 

292,7 g NaCl 

1 l Aqua dest. 

1x ROTI®-Block 100 ml 10x ROTI®-Block 

900 ml Aqua dest. 

1x SDS Laufpuffer 100 ml ROTIPHORESE® 10x SDS-PAGE 

900 ml Aqua dest. 

1x Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween20 

(TBST) 

100 ml 10x TBS 

900 ml Aqua dest.  

1 ml Tween20 

Anodenpuffer 84 ml Aqua dest. 

32 ml Ethanol 

16 ml ROTI®-Blot A 
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CaCl2- und FCS-reduziertes Kulturmedium 

(0,3 mM CaCl2 / 1% FCS) 

30% DMEM/F12 (+1% P/S, 1% FCS)  

70% DMEM-HAM`S F12 (+1% Glutamax, 1% P/S, 

1% FCS) 

CaCl2-reduziertes/FCS-freies Kulturmedium  

(0,3 mM CaCl2 / 0% FCS) 

30% DMEM/F12 (1% P/S)  

70% DMEM-HAM`S F12 (1% Glutamax, 1% P/S) 

Kathodenpuffer 84 ml Aqua dest. 

32 ml Ethanol 

16 ml ROTI®-Blot K 

Kulturmedium  

(1,05 mM CaCl2 /10 % FCS) 

500 ml DMEM/F12 

50 ml FCS 

5 ml P/S 

Ladepuffer (6x) 350 mM Tris-HCl, 34,4 % Glycerol, 10 % SDS, 10 % 

β-Mercaptoethanol, 0,06 % 

Bromphenolblau, eingestellt auf einen pH-Wert von 

6,8 

Lysepuffer 500 µl Puffer C (10x) 

50 µl Phosphatase-Inhibitor  

50 µl Protease-Inhibitor  

50 µl DTT 

4350 µl Aqua dest. 

 

3.1.7 Primärantikörper 

Tabelle 7: Primärantikörper  

p: phospho-/phosphospezifisch t: total/gesamt 

Antikörper Hersteller, 

Produktnummer 

Klon Organismus Molekulargewicht 

des Targets 

β-Aktin Sigma Aldrich, USA A5441 AC-15 Mouse 42 kDa 

p-AKT (T308) Cell Signaling Technology, 

UK, 13038S 

D25E6 Rabbit 60 kDa 

t-AKT Cell Signaling Technology, 

UK, 9272S 

polyklonal Rabbit 60 kDa 

p-ERK1/2 MAPK 

(Thr202/Tyr204) 

Cell Signaling Technology, 

UK, 9101S 

polyklonal Rabbit 42 kDa, 44 kDa 

t-ERK1/2 Cell Signaling Technology, 

UK, 9102S 

polyklonal Rabbit 42 kDa, 44 kDa 

p-p38 MAPK 

(Thr180/Tyr182) 

Cell Signaling Technology, 

UK, 4511S 

D3F9 Rabbit 43 kDa 

t-p38 MAPK Cell Signaling Technology, 

UK, 9212S 

polyklonal Rabbit 40 kDa 
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p-JNK 

(Thr183/Tyr185) 

Cell Signaling Technology, 

UK, 4668S 

81E11 Rabbit 46 kDa, 54 kDa 

t-JNK Cell Signaling Technology, 

UK, 9252S 

polyklonal Rabbit 46 kDa, 54 kDa 

p-ITGB1 

(Thr788/Thr789) 

Invitrogen Thermo Fisher, 

USA, 44-872G 

polyklonal Rabbit 92 kDa 

t-ITGB1 Cell Signaling Technology, 

UK, 34971 

D6S1W Rabbit 115 kDa, 135 kDa 

 

3.1.8 Sekundärantikörper 

Tabelle 8: Sekundärantikörper 

Antikörper Hersteller 

Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP Dako, Glostrup Dänemark 

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 
Immunoglobulins/HRP 

Dako, Glostrup Dänemark 

 

3.1.9 Computerprogramme 

Tabelle 9: Computerprogramme 

Bezeichnung Hersteller 

AlphaView SA Version 3.4.0 ProteinSimple, San Jose USA 

Microsoft Excel Version 2310 Microsoft Corporation, USA 

Microsoft Powerpoint Version 2310 Microsoft Corporation, USA 

Microsoft Word Version 2310 Microsoft Corporation, USA 

 

3.1.10 Kontinuierliche Zelllinien 

Tabelle 10: Kontinuierliche Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung 

12Z (immortalisierte epitheliale Endometriosezellen) Durch SV20-Virus-Infektion immortalisierte Zellen 

aus einer peritonealen roten Endometrioseläsion 

einer 37-jährigen Patientin. 

Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau 

Prof. Starzinski-Powitz (Goethe-Universität, 

Frankfurt am Main) (157). 
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3.2 Methoden 

3.2.1. Zellkultur 

3.2.1.1. Steriles Arbeiten 

Alle Arbeiten an Zellen wurden stets unter einer Sicherheitswerkbank durchgeführt, um 

Kontaminationen zu verhindern. Die Werkbank wurde vor und nach Gebrauch sorgfältig mit 

70%igem Ethanol desinfiziert. Alle Materialien, die mit Zellen in Kontakt kamen, waren steril 

verpackte Einmalmaterialien oder wurden vor Benutzung autoklaviert bzw. unter einer UV-

Lampe sterilisiert. 

3.2.1.2. Kultivierung der Zelllinie 12Z 

Die in Kultur befindlichen Zellen wurden stets in einem Inkubator bei 37 °C, 5% CO2 und 90% 

Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen kultiviert. Als Kulturmedium wurde DMEM/F12 mit 10% 

fetalem Kälberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) verwendet. Dieses wurde 

vor Verwendung im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Das Medium enthielt den pH-Indikator 

Phenolrot. Durch den Zellstoffwechsel und die dadurch resultierende Ansäuerung des 

Mediums verfärbt sich das rötliche Medium zunächst orange und dann gelblich. Spätestens 

wenn dieser Farbumschlag (nach ca. 72 Stunden) beobachtet wurde, wurde das Kulturmedium 

ausgetauscht. Dazu wurde das Medium vorsichtig mit einer Absaughilfe abgesaugt. 

Anschließend wurde der Zellrasen mit Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS) 

gewaschen. Nach Entfernen des DPBS wurde frisches Kulturmedium in die Zellkulturflasche 

gebracht. 

Das Wachstum der Zellen wurde regelmäßig kontrolliert. Bei ca. 80%igem Bewuchs des 

Zellkulturflaschenbodens wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das alte Medium verworfen 

und der Zellrasen mit DPBS gewaschen, um Zelltrümmer und Reste des Kulturmediums zu 

entfernen. Dann wurde der Zellrasen mit Trypsin bedeckt, um die adhärenten Zellen vom 

Flaschenboden sowie voneinander zu lösen. Die Wirkung von Trypsin wurde nach 1-2 Minuten 

durch die Zugabe von FCS-haltigem Kulturmedium beendet, um die Zellen vor dem toxischen 

Effekt des Trypsins zu schützen. Nach Bedarf wurde die Zellsuspension in neue Kulturflaschen 

aufgeteilt und diese mit Kulturmedium aufgefüllt (auf 5 ml (25 mm2-Kulturflasche) bzw. 12 ml 

(75 mm2-Kulturflasche)). 

3.2.1.3. Kryokonservierung und Rekultivierung 

Wenn Zellen nicht weiter in Kultur benötigt wurden, wurden sie kryokonserviert. Zur 

Kryokonservierung wurde zunächst das bestehende Kulturmedium abgesaugt, um dann den 

Zellrasen mit DPBS zu waschen und anschließend mit Trypsin zu lösen. Die Trypsinreaktion 

wurde durch Zugabe von Kulturmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 

Reaktionsgefäß überführt und für 4 Minuten bei 300 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. 
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Das Zellpellet wurde in 1 ml Kulturmedium mit 10% DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension 

wurde in ein 1,2 ml Kryoröhrchen überführt. Dieses wurde in eine Isopropylalkohol-Gefrierdose 

überführt, darin für 24 Stunden bei -80 °C gelagert und dann in einen Stickstofftank überführt. 

Wurden neue Zellen benötigt, wurden Zellen aus dem Stickstofftank entnommen und 

rekultiviert. Dafür wurde die Zellsuspension im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, mit 1 ml 

Kulturmedium verdünnt und 5 Minuten bei 300 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde mit Kulturmedium resuspendiert. Die Suspension wurde in eine 25 mm2-

Zellkulturflasche gebracht, die mit weiteren 4 ml Kulturmedium gefüllt wurde. 

3.2.1.4. Behandlung der Zellen 

Die Behandlungsbedingungen, speziell Behandlungsdauer und Konzentration von CaCl2 und 

NPS-2143, basieren auf der Dissertation von Katharina Nees (8). Die in dieser Arbeit 

verwendete CaCl2-Konzentration von 5 mM entspricht etwa der doppelten Gesamtcalcium-

Serumkonzentration und bewirkte bei einer 30-minütigen Behandlung der 12Z-Zellen eine 

erhöhte Zellproliferation sowie Zellmigration. Die verwendete NPS-2143-Konzentration von 

4,3 µM entspricht dem 100-fachen des IC50-Wertes. Diese Konzentration erwies sich in der 

Arbeit von Elisa Vacca an Ovarialkarzinomzellen (nicht veröffentlichte Daten) als ideal, da die 

Viabilität nach Behandlung mit NPS-2143 im Vergleich zur Kontrolle nur minimal reduziert war. 

Dies konnte in der Arbeit von Katharina Nees für die 12Z-Zellen bestätigt werden. 

Vor der eigentlichen Behandlung der Zellen wurden diese in Zellkulturschalen (100 mm x 20 

mm) ausgesät. Pro Schale wurden 2 Millionen Zellen ausgesät. Die Zellzahl wurde mittels 

LUNATM Automated Cell Counter bestimmt. Nach 2 Tagen waren die Zellen zu ca. 75% 

konfluent. Dann wurde das bisher verwendete Kulturmedium (1,05 mM Calcium, 10% FCS) 

durch ein Calcium- und FCS-reduziertes Medium (0,3 mM Calcium, 1% FCS) ersetzt. Das alte 

Medium wurde abgesaugt, der Zellrasen mit DPBS gewaschen und anschließend das 

Calcium- und FCS-reduzierte Medium aufgebracht.  

Nach 24 Stunden wurde die Behandlung durchgeführt (Tabelle 11). Die für die jeweilige 

Behandlung verwendete Substanz wurde in Calcium-reduziertem (0,3 mM) und FCS-freiem 

Kulturmedium gelöst. 

Vor der Behandlung wurde das FCS- und Calcium-reduzierte Kulturmedium abgesaugt und 

der Zellrasen kurz mit DPBS gewaschen. Danach wurde die Behandlungslösung (die jeweilige 

Substanz in Calcium-reduziertem-/FCS-freiem Medium) aufgebracht (Tabelle 11). Die 

Kontrollgruppe wurde für 1 Stunde mit 0,05% DMSO behandelt. Dies entspricht der DMSO-

Konzentration der NPS-2143-Stammlösung. Die Calciumbehandlung wurde für 30 Minuten mit 

5 mM CaCl2 durchgeführt. Die Kombinationsbehandlung mit CaCl2 und NPS wurde zunächst 

für 30 Minuten mit 4,3 µM NPS-2143 durchgeführt, nach 30 Minuten wurde CaCl2 hinzugefügt, 
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sodass weitere 30 Minuten zusätzlich mit 5 mM CaCl2 inkubiert wurde. Die NPS-Behandlung 

wurde für 1 Stunde mit 4,3 µM NPS-2143 durchgeführt. Für die Dauer der Behandlungen 

wurden die Zellen weiterhin bei 37 °C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert. An die 

Behandlung wurde die Proteinextraktion unmittelbar angeschlossen. 

Tabelle 11: Behandlung der Zellen mit CaCl2 und/oder NPS-2143 

 DMSO  

für 

1h 

CaCl2 

für 

30 min 

NPS-2143 

für 

1h 

Kontrolle  0,05 % - - 

CaCl2 - 5 mM - 

CaCl2 + NPS-2143  - 5 mM 4,3 µM 

NPS-2143 - - 4,3 µM 

 

3.2.2. Proteinanalyse 

3.2.2.1. Proteinextraktion 

Die Zellen wurden mit 10 ml kaltem DPBS gewaschen. Zum Ernten der Zellen wurden erneut 

10 ml kaltes DPBS in die Zellschale gegeben und der Zellrasen mit einem Zellschaber 

abgelöst. Die entstandene Zellsuspension wurde in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und 

für 5 Minuten bei 4 °C und 1200 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 

verworfen. Das Zellpellet wurde mit 500 µl Lysepuffer resuspendiert, in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt, für 30 Minuten auf Eis inkubiert und zwischenzeitlich gevortext. Im 

Anschluss wurde das Lysat für 10 Minuten bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand 

wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20 °C gelagert. Dafür wurden Aliquots 

von 30-50 µl in 0,5 ml Reaktionsgefäßen hergestellt, um häufiges Auftauen und die damit 

verbundene Degradierung der Proteine zu verhindern. 

3.2.2.2. Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten 

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinextrakte erfolgte mit Hilfe eines BCA-Kitsystems: 

In alkalischem Medium erfolgt die Reduktion von zweiwertigen zu einwertigen Kupferionen 

durch Proteine (sog. Biuret-Reaktion). Die außerdem enthaltene Bicinchoninsäure (BCA) 

bildet dann blau-violette Komplexe mit den einwertigen Kupferionen. Diese Komplexe 

absorbieren linear Licht der Wellenlänge 562 nm. Die Extinktion durch diese Komplexe wird 

dann photometrisch bei 562 nm Wellenlänge im ELISA-Reader gemessen. Die Extinktion bei 

562 nm ist dabei proportional zur Proteinmenge in der Lösung. Je höher die Extinktion, desto 

höher ist also die Proteinkonzentration. 
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Zum Kalibrieren der Messung wurde eine Verdünnungsreihe mit BSA angesetzt. Es wurden je 

75 µl aus der Verdünnungsreihe bzw. 75 µl der 1:5 verdünnten Probe (15 µl der Probe mit 

60 µl destilliertem Wasser (Aqua dest.)) mit 600 µl der im Kitsystem enthaltenen 

Reaktionslösung (Lösung A und B wurden 50:1 gemischt) und davon 3 Mal 200 µl auf eine 96-

Wellplatte aufgetragen. Die 96-Wellplatte wurde für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und 

anschließend die Extinktion bei 562 nm Wellenlänge im ELISA-Reader gemessen. Anhand 

der Verdünnungsreihe und der daraus gebildeten Standardreihe konnte mit Hilfe von Excel die 

genaue Proteinkonzentration der Proteinextrakte berechnet werden.  

3.2.2.3. SDS-PAGE 

Die Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der 

Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld anhand ihres Molekulargewichts. Die Proteine 

werden durch Aufkochen denaturiert. Das Detergens SDS überdeckt die Eigenladung der 

Proteine, sodass alle Proteine negativ geladen sind und in die gleiche Richtung (zum Plus-

Pol) wandern. Im elektrischen Feld wandern kleinere Proteine weiter durch das 

Polyacrylamidgel als größere Proteine, sodass eine Auftrennung nach Molekulargewicht 

erfolgen kann. 

Es wurde ein 10%iges Trenngel sowie ein 4%iges Sammelgel nach folgendem 

Pipettierschema vorbereitet: 

Tabelle 12: Pipettierschema SDS-PAGE für 2 Gele 

Substanz Trenngel (10% 

Acrylamid) 

Sammelgel (4% 

Acrylamid) 

Aqua dest. 3,8 ml 3,4 ml  

Acrylamid (30%) 3,4 ml 0,83 ml 

Trenngelpuffer 2,6 ml - 

Sammelgelpuffer - 0,63 ml 

SDS (10%) 100 μl 50 μl 

APS 100 μl 50 μl 

TEMED 4 μl 5 μl 

 

Die Vorrichtung zum Gießen der Gele wurde aufgebaut: zwei Glasscheiben wurden in eine 

Halterung eingespannt und die so entstandene Gelkammer auf Dichtigkeit überprüft. Die Gele 

wurden pipettiert (Tabelle 12). Zu beachten war, dass durch die Zugabe von 

Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) die Polymerisation 

beginnt und das Gel zügig eingegossen werden muss. Zunächst wurden 4,5 ml Trenngel in 
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die Gelkammer eingegossen und mit 1 ml Ethanol bedeckt, um die Oberfläche zu glätten und 

ihre Oxidierung zu vermeiden. Nach 30 Minuten wurde das Ethanol abgegossen und nach 

einigen Minuten der Verdunstung des verbliebenen Ethanols wurde die Gelkammer mit 

Sammelgel aufgefüllt. Es wurde ein Plastikkamm eingesetzt, durch den die Geltaschen 

gebildet wurden. Es wurde ein 10er-Kamm für Taschen des Volumens 25 µl bzw. ein 15er-

Kamm für Taschen des Volumens 15 µl verwendet. Die vollständige Polymerisation wurde 

weitere 30 Minuten abgewartet. Die Gele wurden sofort verwendet oder 1-2 Tage bei 7 °C 

gelagert. 

Vor Beginn der SDS-PAGE wurden die Kämme gezogen, die Gele in die SDS-PAGE-

Apparatur eingespannt und die Apparatur mit SDS-Laufpuffer befüllt. Es wurde darauf 

geachtet, dass auch die Geltaschen vollständig mit SDS-Laufpuffer befüllt sind. 

Die Proteinextrakte wurden auf Eis aufgetaut und anschließend mit 2-fachem Ladepuffer 

versetzt. Die Zusammensetzung von Proteinextrakt und Ladepuffer wurde je nach benötigter 

Proteinmenge (Tabelle13), Konzentration der Probe und zur Verfügung stehendem Volumen 

der Geltaschen berechnet. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Anteil des Ladepuffers 

mindestens 1/6 des Gesamtvolumens beträgt. Das im Ladepuffer enthaltene dichtere Glycerol 

sichert das Absinken der Probe in die Tasche. Der Ladepuffer stabilisiert den pH-Wert der 

Proteinproben und enthält den Farbstoff Bromphenolblau, der das Arbeiten mit der Probe 

durch bessere Sichtbarkeit beim Pipettieren vereinfacht und im Verlauf der SDS-PAGE als 

Lauffront sichtbar bleibt. β-Mercaptoethanol spaltet die Disulfidbrücken der Proteine. 

Tabelle 13: Verwendete Proteinmenge in Abhängigkeit vom verwendeten Antikörper 

Verwendeter Antikörper Verwendete Proteinmenge 

in µg 

p-AKT 20  

t-AKT 20  

p-p38 30  

t-p38 20 

p-ERK1/2 20  

t-ERK1/2 20  

p-JNK 90  

t-JNK 50  

p-ITGB1 70  

t-ITGB1 30  

Nachdem die Probenextrakte mit Ladepuffer angesetzt waren, wurden sie entweder bis zur 

Verwendung am selben Tag auf Eis gelagert oder über Nacht bei -20°C gelagert, am nächsten 
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Tag auf Eis aufgetaut und dann verwendet. Vor der SDS-PAGE wurden die Proben zunächst 

für 10 Minuten bei 4°C und 600 rpm geschüttelt, um eine optimale Durchmischung von Protein 

und Ladepuffer zu erreichen. Dann wurden die Proben für 10 Minuten bei 95°C aufgekocht 

und anschließend für 5 Minuten auf Eis gekühlt und kurz zentrifugiert. 

Die vorbereiteten Proben wurden dann nach dem gewünschten Schema in die Geltaschen 

pipettiert. In die erste Tasche eines jeden Gels wurden 3 µl MagicMark XP 

(Proteingrößenmarker, der detektiert werden kann) sowie 5 µl BenchMark XP 

(Proteingrößenmarker, der während der SDS-PAGE sichtbar ist) pipettiert. Nach dem 

Pipettieren aller Proben wurde erneut der Füllstand des SDS-Laufpuffers sowie die korrekte 

Polung der elektrischen Kontakte kontrolliert.  

Die Auftrennung der Proteine erfolgte zunächst bei 75 V bis die Lauffront das Trenngel erreicht 

hatte. Dann wurde die Spannung auf 125 V erhöht. Das Gerät wurde abgeschaltet, sobald die 

Lauffront am Ende des Trenngels angekommen war. Die Glasscheiben wurden vorsichtig 

ihren Halterungen entnommen.  

3.2.2.4. Western-Blot 

Beim Western-Blot (semi dry blot) wurden die durch die SDS-PAGE nach Molekulargewicht 

getrennten Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-

Membran) transferiert. Die Blot-Kammer wurde vorbereitet: die Anodenseite der Apparatur 

wurde mit Anodenpuffer benetzt und sechs in Anodenpuffer getränkte Filterpapiere auf der 

Anode platziert. Die Kathodenseite der Apparatur wurde mit Kathodenpuffer benetzt und sechs 

in Kathodenpuffer getränkte Filterpapiere auf der Kathode platziert. Die PVDF-Membran wurde 

zugeschnitten, in Ethanol aktiviert, in Aqua dest. gewaschen und schließlich in Anodenpuffer 

äquilibriert. Das Polyacrylamidgel wurde vorsichtig den Glasscheiben entnommen und auf der 

PVDF-Membran positioniert. Die PVDF-Membran und das Gel wurden dann zwischen Anode 

und Kathode bzw. zwischen den getränkten Filterpapieren positioniert und in die Apparatur 

eingespannt. Das Transferieren der Proteine aus dem Gel auf die PVDF-Membran erfolgte bei 

25 V für 30 Minuten. 

3.2.2.5. Antikörperinkubation 

Nachdem die Membranen der Blot-Kammer entnommen worden waren, wurden sie für eine 

Stunde in 5% BSA- bzw. 5% Milchpulver-Lösung (jeweils analog zur Antikörperlösung) 

geblockt, um freie Bindungsstellen zu blockieren, sodass das unspezifische Binden der 

Antikörper auf der Membran in den späteren Schritten minimiert wurde.  

Die Verdünnungen der Primärantikörper (Tabelle 14) erfolgte in 50 ml-Reaktionsgefäßen, in 

die die Membranen nach der Blockierung eingelegt wurden. Dabei war die Oberseite der 

Membran ins Innere des Reaktionsgefäßes gerichtet. Die Membranen wurden dann in ihren 
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Antikörper-enthaltenden Reaktionsgefäßen waagerecht auf einem Rollenschüttler bei 4 °C 

über Nacht inkubiert.  

Tabelle 14: Ansätze der Primärantikörper und Sekundärantikörper 

5% BSA-Lösung = 5% BSA in 1x TBST 

5% Milchpulver-Lösung = 5% Milchpulver in 1x TBST 

Primärantikörper Sekundärantikörper 

p-AKT 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

t-AKT 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

p-p38 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

t-p38 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

p-ERK1/2 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

t-ERK1/2 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

p-JNK 1:500 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:3000 in 5% BSA-Lösung 

t-JNK 1:500 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

p-ITGB1 1:500 in 5% Milchpulverlösung Anti-Rabbit 1:3000 in 5% Milchpulver-Lösung 

t-ITGB1 1:1000 in 5% BSA-Lösung Anti-Rabbit 1:2000 in 5% BSA-Lösung 

β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block Anti-Mouse 1:2000 in ROTI®-Block 

 

Lösungen der phosphospezifischen Primärantikörper wurden bis zu 3-mal verwendet, eine 

Ausnahme stellte p-JNK dar: dieser Antikörper konnte auf Grund seiner hohen Empfindlichkeit 

nur einmal verwendet werden. Alle anderen Antikörper wurden bis zu 5-mal verwendet. Die 

Antikörperlösungen wurden dafür nach Benutzung bei -20 °C gelagert und vor erneuter 

Benutzung langsam auf Eis aufgetaut. 

Am nächsten Tag wurden die Membranen mit 1x TBST gewaschen: dreimalig 5 Minuten, wenn 

mit einem phosphospezifischen Antikörper inkubiert wurde; dreimalig 10 Minuten bei nicht- 

phosphospezifischen Antikörpern. Danach folgte die Inkubation des sekundären Antikörpers 

(Tabelle 14) für eine Stunde bei Raumtemperatur. Es folgte wieder ein dreimaliger 

Waschschritt mit 1x TBST.  

Als Ladekontrollen wurde β-Aktin verwendet. Nach der Antikörperdetektion (s. u.) wurden 

zunächst die an der Membran gebundenen Antikörper entfernt (Stripping). Dafür wurden die 

Membranen in drei Schritten gewaschen: 5 Minuten in Aqua dest., 20 Minuten in NaOH 

(0,2 M), 5 Minuten in Aqua dest. Die Membranen wurden für 1 Stunde in ROTI®-Block bei 

Raumtemperatur auf der Schüttelplatte geblockt und anschließend über Nacht bei 4 °C auf 

dem Rollenschüttler in 1:2000 in ROTI®-Block verdünntem Anti-β-Aktin-Antikörper inkubiert. 
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Als sekundärer Antikörper wurde 1:2000 verdünnter Anti-Mouse-Antikörper konjugiert mit HRP 

in ROTI®-Block verwendet.  

3.2.1.1 Antikörperdetektion 

Die Membranen wurden mit einer 1:1 gemischten Lösung aus Luminolreagenz und 

Oxidationsmittel aus dem Chemilumineszenz Western Lightning Plus-ECL Kit für 1 Minute in 

Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurde die Membran zwischen zwei transparente Folien 

gelegt. Luftblasen und überschüssige Flüssigkeit wurden mit Hilfe eines Papiertuchs 

herausgedrückt.  

Die Membranen wurden in den FluorChem E Detektor eingelegt und die Belichtung gestartet. 

Das Gerät legt die Belichtungsdauer in Abhängigkeit von der Signalintensität automatisch fest. 

In der Regel lag diese zwischen 40 Sekunden und 5 Minuten.  

Am sekundären Antikörper ist HRP (horseradish peroxidase) gebunden, mit dem das 

Luminolreagenz zu aktiviertem Luminol oxidiert, wobei Licht emittiert wird. Dieses Lichtsignal 

wird vom Gerät detektiert. Die Intensität des Lichtsignals spiegelt also die Menge des 

gesuchten Proteins auf der Membran wider.  

Die Quantifizierung der Signale erfolgte mit dem Programm AlphaView SA. Die Normalisierung 

der Signalintensität der Banden des gesuchten Proteins erfolgte durch die Verrechnung mit 

Signalintensität der zugehörigen Bande der Ladekontrolle. Die Intensität der Bande der 

Kontrollgruppe wurde als 100% definiert, die Intensitäten der anderen Banden wurden im 

Verhältnis dazu angegeben. 

 

3.2.3. Statistische Auswertung 

Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt. Als 

Programm zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel verwendet. Zur Berechnung 

der Signifikanz wurde ein student’s t-test durchgeführt, wobei eine statistische Signifikanz bei 

einem p-Wert <0,05 angenommen wurde. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Einfluss von DMSO auf untersuchte Signalwege 

In den ab 4.2. dargestellten Versuchen wurden die Zellen als Kontrolle entsprechend der 

DMSO-Konzentration der NPS-2143-Behandlung mit 0,05% DMSO behandelt. Es wurde 

zunächst durch SDS-PAGE und Western-Blot überprüft, ob DMSO einen Einfluss auf die 

Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK hat. Hierbei zeigten sich keine relevanten 

Unterschiede in der Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK nach Behandlung mit 

0,05% sowie 0,5% DMSO im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 3). Ebenso 

zeigten sich keine relevanten Unterschiede in der Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 

und p-JNK nach alleiniger Calciumbehandlung und Calciumbehandlung mit 0,5% DMSO 

(Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK in 12Z-Zellen in 

Abhängigkeit von unterschiedlichen DMSO-Konzentrationen 

Untersucht wurde die Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK in 12Z-Zellen durch 

SDS-PAGE und Western-Blot nach 30-minütiger Behandlung mit 0,05% und 0,5% DMSO im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wurde. Es wurde auf die 

Ladekontrolle β-Aktin (Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block sowie HRP-konjugierter Anti-

Mouse-Antikörper 1:2000 in ROTI®-Block) normiert. Alle weiteren Antikörper wurden in 

5% BSA in 1x TBST verdünnt. Es wurde ein 10%iges Polyacrylamidgel verwendet. 
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A: 20 µg Protein, Anti-p-AKT-Antikörper 1:1000, HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 

1:2000. B: 20 µg Protein, Anti-p-ERK1/2-Antikörper 1:1000, HRP-konjugierter Anti-Rabbit-

Antikörper 1:2000. C: 30 µg Protein. Anti-p-p38-Antikörper 1:1000, HRP-konjugierter Anti-

Rabbit-Antikörper 1:2000. D: 70 µg Protein, Anti-p-JNK-Antikörper 1:500, HRP-konjugierter 

Anti-Rabbit-Antikörper 1:3000. 

 

Abbildung 5: Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK in 12Z-Zellen nach 

Calciumchlorid (CaCl2)-Behandlung in Abhängigkeit von DMSO 

Untersucht wurde die Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK in 12Z-Zellen durch 

SDS-PAGE und Western-Blot nach 30-minütiger Behandlung mit 5 mM CaCl2 und 5 mM CaCl2 

mit 0,05% DMSO. Es wurde auf die Ladekontrolle β-Aktin (Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block 

sowie HRP-konjugierter Anti-Mouse-Antikörper 1:2000 in ROTI®-Block) normiert und die 

Expression nach alleiniger Calciumbehandlung als 100% definiert. Alle weiteren Antikörper 

wurden in 5% BSA in 1x TBST verdünnt. Es wurde ein 10%iges Polyacrylamidgel verwendet. 

A: 20 µg Protein, Anti-p-AKT-Antikörper 1:1000, HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 

1:2000. B: 20 µg Protein, Anti-p-ERK1/2-Antikörper 1:1000, HRP-konjugierter Anti-Rabbit-

Antikörper 1:2000. C: 30 µg Protein. Anti-p-p38-Antikörper 1:1000, HRP-konjugierter Anti-

Rabbit-Antikörper 1:2000. D: 70 µg Protein, Anti-p-JNK-Antikörper 1:500, HRP-konjugierter 

Anti-Rabbit-Antikörper 1:3000. 
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4.2 Expression und Aktivität von AKT 

Die 12Z-Zellen zeigten nach Calciumbehandlung eine signifikante Aktivitätssteigerung 

(p=0,046) von AKT (Phosphorylierung an T308) auf Proteinebene auf 454% (Abbildung 5). Die 

zusätzliche Behandlung mit dem Inhibitor des CaSR NPS-2143 hob diesen Effekt vollständig 

wieder auf (107%). Das Aktivitätsniveau von AKT nach alleiniger NPS-2143-Behandlung 

entsprach dem Aktivitätsniveau der Kontrolle. Die Expression von total-AKT (t-AKT) blieb auch 

unter Behandlung mit Calcium und/oder NPS-2143 etwa konstant.   

               p-AKT               t-AKT 

 

Abbildung 6: Expression und Aktivität von AKT (Phosphorylierung an T308) in 12Z-

Zellen unter Einfluss von Calciumchlorid (CaCl2) und NPS-2143 (NPS) 

Untersucht wurde die Expression von total-AKT (t-AKT) und p-AKT in 12Z-Zellen im Western-

Blot nach Auftrennung durch SDS-PAGE nach 5 mM CaCl2-Behandlung (30 min), 5 mM CaCl2 

B) 

A) 
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(30 min)- und 4,3 µM NPS-2143 (1 h)-Kombinationsbehandlung und 4,3 µM NPS-2143-

Behandlung (1 h) im Vergleich zur Kontrolle (K). Für die SDS-PAGE wurden pro Tasche eines 

10%igem-Polyacrylamidgels 20 µg Protein aufgetragen. A) Als Primärantikörper wurde Anti-

p-AKT-Antikörper sowie Anti-t-AKT-Antikörper 1:1000 in 5% BSA in 1x TBST verwendet, als 

Sekundärantikörper HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 1:2000 in 5% BSA in 1x TBST. 

Als Ladekontrolle wurde Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block sowie HRP-konjugierter Anti-

Mouse-Antikörper 1:2000 in ROTI®-Block verwendet. Das Molekulargewicht des Zielproteins 

in kDa wurde anhand eines Proteinstandard-Markers (M) visualisiert. B) Die ermittelten 

Expressionen wurden auf die Ladekontrolle β-Aktin normiert und in Bezug auf die Kontrolle in 

% angegeben. Angegeben sind die Mittelwerte als Balken sowie die Standardabweichungen 

als Fehlerbalken aus drei unabhängigen Versuchen. Das Signifikanzniveau wurde mit Hilfe 

eines Student‘s t-Tests berechnet und p<0,05 mit (*) als signifikant angegeben. 

4.3 Expression und Aktivität von ERK1/2 

Die 12Z-Zellen zeigten nach Calciumbehandlung eine signifikante Aktivitätssteigerung 

(p=0,036) von ERK1/2 (Phosphorylierung an Thr202/Tyr204) auf Proteinebene um 282% 

(Abbildung 6).  Die zusätzliche Behandlung mit dem Inhibitor des CaSR, NPS-2143 halbierte 

diesen Effekt (194% im Vergleich zur Kontrolle, p=0,048). Dieser Effekt von NPS-2143 war im 

Vergleich zur reinen Calciumbehandlung nicht signifikant (p=0,0555). Das Aktivitätsniveau von 

ERK1/2 nach alleiniger NPS-2143-Behandlung entsprach etwa dem Aktivitätsniveau der 

Kontrolle (108%). Die Expression von total-ERK1/2 (t-ERK1/2) blieb auch unter Behandlung 

mit Calcium und/oder NPS-2143 etwa konstant. 

                 p-ERK1/2   t-ERK1/2 

 

A) 
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Abbildung 7: Expression und Aktivität von ERK1/2 (Phosphorylierung an 

Thr202/Tyr204) in 12Z-Zellen unter Einfluss von Calciumchlorid (CaCl2) und NPS-2143 

(NPS) 

Untersucht wurde die Expression von total-ERK1/2 (t-ERK1/2) und p-ERK1/2 in 12Z-Zellen im 

Western-Blot nach Auftrennung durch SDS-PAGE nach 5 mM CaCl2-Behandlung (30 min), 

5 mM CaCl2 (30 min)- und 4,3 µM NPS-2143 (1 h)-Kombinationsbehandlung und 4,3 µM NPS-

2143-Behandlung (1 h) ) im Vergleich zur Kontrolle (K). Für die SDS-PAGE wurden pro Tasche 

eines 10%igem-Polyacrylamidgels 20 µg Protein aufgetragen. A) Als Primärantikörper wurde 

Anti-p-ERK-Antikörper sowie Anti-t-ERK-Antikörper 1:1000 in 5% BSA in 1x TBST verwendet, 

als Sekundärantikörper HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 1:2000 in 5% BSA in 

1x TBST. Als Ladekontrolle wurde Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block sowie HRP-konjugierter 

Anti-Mouse-Antikörper 1:2000 in ROTI®-Block verwendet. Das Molekulargewicht des 

Zielproteins in kDa wurde anhand eines Proteinstandard-Markers (M) visualisiert. B) Die 

ermittelten Expressionen wurden auf die Ladekontrolle β-Aktin normiert und in Bezug auf die 

Kontrolle (K) in % angegeben. Angegeben sind die Mittelwerte als Balken sowie die 

Standardabweichungen als Fehlerbalken aus drei unabhängigen Versuchen. Das 

Signifikanzniveau wurde mit Hilfe eines Student‘s t-Tests berechnet und p<0,05 mit (*) als 

signifikant angegeben. 

4.4 Expression und Aktivität von p38 

Die 12Z-Zellen zeigten nach Calciumbehandlung eine Steigerung des Aktivitätsniveaus von 

p38 (Phosphorylierung an Thr180/Tyr182) auf Proteinebene, jedoch ohne Signifikanz 

(p=0,237) mit hoher Standardabweichung von 191,5 %. (Abbildung 7). Die zusätzliche 

Behandlung mit dem Inhibitor des CaSR NPS-2143 hob diesen Effekt im Mittel wieder auf, 

allerdings ebenfalls mit breiter Streuung. Das Aktivitätsniveau von p38 nach alleiniger NPS-

B) 
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2143-Behandlung war im Mittel leicht erniedrigt (77,8%) im Vergleich zum Aktivitätsniveau der 

Kontrolle, allerdings mit großen Abweichungen ohne Signifikanz (p=0,402). Die Expression 

von total-p38 (t-p38) blieb auch unter Behandlung mit Calcium und/oder NPS-2143 etwa 

konstant. 

    p-p38     t-p38 

 

 

Abbildung 8: Expression und Aktivität von p38 (Phosphorylierung an Thr180/Tyr182) 

der 12Z-Zellen unter Einfluss von Calciumchlorid (CaCl2) und NPS-2143 (NPS) 

A) 

B) 
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Untersucht wurde die Expression von total-p38 (t-p38) und p-p38 in 12Z-Zellen im Western-

Blot nach Auftrennung durch SDS-PAGE nach 5 mM CaCl2-Behandlung (30 min), 5 mM CaCl2 

(30 min)- und 4,3 µM NPS-2143 (1 h)-Kombinationsbehandlung und 4,3 µM NPS-2143-

Behandlung (1 h) ) im Vergleich zur Kontrolle (K). Für die SDS-PAGE wurden pro Tasche 

eines 10%igem-Polyacrylamidgels 30 µg Protein zur Untersuchung von p-p38 bzw. 20 µg zur 

Untersuchung von t-p38 aufgetragen. A) Als Primärantikörper wurde Anti-p-p38-Antikörper 

sowie Anti-t-p38-Antikörper 1:1000 in 5% BSA in 1x TBST verwendet, als Sekundärantikörper 

HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 1:2000 in 5% BSA in 1x TBST. Als Ladekontrolle 

wurde Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block sowie HRP-konjugierter Anti-Mouse-Antikörper 

1:2000 in ROTI®-Block verwendet. Das Molekulargewicht des Zielproteins in kDa wurde 

anhand eines Proteinstandard-Markers (M) visualisiert. B) Die ermittelten Expressionen 

wurden auf die Ladekontrolle β-Aktin normiert und in Bezug auf die Kontrolle (K) in % 

angegeben. Angegeben sind die Mittelwerte als Balken sowie die Standardabweichungen als 

Fehlerbalken aus drei unabhängigen Versuchen. Das Signifikanzniveau wurde mit Hilfe eines 

Student‘s t-Tests berechnet. 

4.5 Expression und Aktivität von JNK 

Die 12Z-Zellen zeigten nach Calciumbehandlung eine signifikante Aktivitätssteigerung 

(p=0,0009) von JNK (Phosphorylierung an Thr183/Tyr185) auf Proteinebene auf etwa 200% 

(Abbildung 8).  Die zusätzliche Behandlung mit dem Inhibitor des CaSR, NPS-2143, hob 

diesen Effekt wieder auf. Das Aktivitätsniveau von JNK nach alleiniger NPS-2143-Behandlung 

entsprach in etwa dem Aktivitätsniveau der Kontrolle. Die Expression von total-JNK (t-JNK) 

blieb auch unter Behandlung mit Calcium und/oder NPS-2143 etwa konstant. 
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        p-JNK        t-JNK 

 

Abbildung 9: Expression und Aktivität von JNK (Phosphorylierung an Thr183/Tyr185) in 

12Z-Zellen unter Einfluss von Calciumchlorid (CaCl2) und NPS-2143 (NPS) 

Untersucht wurde die Expression von total-JNK (t-JNK) und p-JNK in 12Z-Zellen im Western-

Blot nach Auftrennung durch SDS-PAGE nach 5 mM CaCl2-Behandlung (30 min),5 mM CaCl2 

(30 min)- und 4,3 µM NPS-2143 (1 h)-Kombinationsbehandlung und 4,3 µM NPS-2143-

Behandlung (1 h) ) im Vergleich zur Kontrolle (K). Für die SDS-PAGE wurden pro Tasche 

eines 10%igem-Polyacrylamidgels 90 µg Protein zu Untersuchung von p-JNK bzw. 70 µg 

Protein zur Untersuchung von t-JNK aufgetragen. A) Es wurde Anti-p-JNK-Antikörper 1:500 in 

5% BSA in 1x TBST (Sekundärantikörper HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 1:3000 in 

5% BSA in 1x TBST) sowie Anti-t-JNK-Antikörper 1:500 in 5% BSA in 1x TBST verwendet 

(Sekundärantikörper HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 1:2000 in 5% BSA in 1x TBST). 

A) 

B) 
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Als Ladekontrolle wurde Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block sowie HRP-konjugierter Anti-

Mouse-Antikörper 1:2000 in ROTI®-Block verwendet. Das Molekulargewicht des Zielproteins 

in kDa wurde anhand eines Proteinstandard-Markers (M) visualisiert. B) Die ermittelten 

Expressionen wurden auf die Ladekontrolle β-Aktin normiert und in Bezug auf die Kontrolle (K) 

in % angegeben. Angegeben sind die Mittelwerte als Balken sowie die Standardabweichungen 

als Fehlerbalken aus drei unabhängigen Versuchen. Das Signifikanzniveau wurde mit Hilfe 

eines Student‘s t-Tests berechnet und p<0,005 mit (**) als signifikant angegeben. 

4.6 Expression und Aktivität von ITGB1 

Die 12Z-Zellen zeigten nach Calciumbehandlung keine Steigerung des Aktivitätsniveaus von 

ITGB1 (Phosphorylierung an Thr788/Thr789) auf Proteinebene und ebenso keine relevante 

Änderung des Aktivitätsniveaus unter Behandlung mit Calcium und NPS-2143 oder alleiniger 

NPS-2143-Behandlung (Abbildung 9). Die Expression von total-ITGB1 (t-ITGB1) war nach 

allen Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle leicht erniedrigt, wobei die Erniedrigung nach 

Calciumbehandlung (p=0,0008) sowie nach Calcium- und NPS-Kombinationsbehandlung 

(p=0,025) signifikant war. 

        p-ITGB1      t-ITGB1 

 

A)  
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Abbildung 10: Expression und Aktivität von ITGB1 (Phosphorylierung an 

Thr788/Thr789) der 12Z-Zellen unter Einfluss von Calciumchlorid (CaCl2) und NPS-2143 

(NPS) 

Untersucht wurde die Expression von total-ITGB1 (t-ITGB1) und p-ITGB1 in 12Z-Zellen im 

Western-Blot nach Auftrennung durch SDS-PAGE nach 5 mM CaCl2-Behandlung (30 min), 

5 mM CaCl2 (30 min)- und 4,3 µM NPS-2143 (1 h)-Kombinationsbehandlung und 4,3 µM NPS-

2143-Behandlung (1 h) im Vergleich zur Kontrolle (K). Für die SDS-PAGE wurden pro Tasche 

eines 10%igem-Polyacrylamidgels 70 µg Protein zur Analyse von p-ITGB1 bzw. 30 µg Protein 

zur Analyse von t-ITGB1 aufgetragen. A) Als Primärantikörper wurde Anti-p-ITGB1-Antikörper 

1:500 in 5% Milchpulver in 1x TBST verwendet (Sekundärantikörper HRP-konjugierter Anti-

Rabbit-Antikörper 1:3000 in 5% Milchpulver in 1x TBST) bzw. Anti-t-ITGB1-Antikörper 1:1000 

in 5 % BSA in 1x TBST (Sekundärantikörper HRP-konjugierter Anti-Rabbit-Antikörper 1:2000 

in 5 % BSA in 1x TBST) Als Ladekontrolle wurde Anti-β-Aktin 1:2000 in ROTI®-Block sowie 

HRP-konjugierter Anti-Mouse-Antikörper 1:2000 in ROTI®-Block verwendet. Das 

Molekulargewicht des Zielproteins in kDa wurde anhand eines Proteinstandard-Markers (M) 

visualisiert. Aus technischen Gründen musste die zur Analyse von p-ITGB1 verwendete 

Membran bei der Detektion großzügig abgedeckt werden, da sonst die Detektion durch starke 

unspezifische Signale und das starke Signal des Markers vorzeitig beendet wurde. B) Die 

ermittelten Expressionen wurden auf die Ladekontrolle β-Aktin normiert und in Bezug auf die 

Kontrolle (K) in % angegeben. Angegeben sind die Mittelwerte als Balken sowie die 

Standardabweichungen als Fehlerbalken aus drei unabhängigen Versuchen. Das 

Signifikanzniveau wurde mit Hilfe eines Student‘s t-Tests berechnet und bei p<0,05 mit (*) bzw. 

p<0,005 mit (**) als signifikant angegeben. 

 

 

B)  
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5 Diskussion 

 

5.1 Einfluss von DMSO 

Der CaSR-Inhibitor NPS-2143 wurde in dem verbreiteten Lösungsmittel DMSO gelöst. DMSO-

Konzentrationen unter 0,5% gelten zwar allgemein als unproblematisch hinsichtlich ihrer 

Zytotoxizität, allerdings gibt es für die verwendete 12Z-Zelllinie diesbezüglich bislang keine 

Belege. Aber nicht nur die mögliche Toxizität ist zu beachten: Untersuchungen zeigen 

außerdem, dass DMSO Zellüberleben, Apoptose und Migration beeinflussen kann. 

Beispielsweise konnte niedrig konzentriertes DMSO in Mausversuchen an diabetischen 

Wunden durch angeregte Proliferation und Migration die Wundheilung verbessern. Dieser 

Effekt wird AKT-abhängig vermittelt (158). Es ist also von großer Relevanz den Einfluss von 

DMSO auf die in den 12Z-Zellen untersuchten Signalmoleküle AKT, ERK1/2, p38 und JNK zu 

untersuchen.  

Die Expression der aktivierten Signalmoleküle einer unbehandelten Kontrolle wurde mit der 

Expression nach DMSO-Applikation verglichen. Getestet wurde DMSO in einer Konzentration 

von 0,05%, entsprechend der DMSO-Konzentration der geplanten 4,3 µM NPS-2143-

Behandlung, sowie von 0,5% entsprechend der vermuteten Toxizitätsgrenze von DMSO. Für 

DMSO in beiden Konzentrationen konnte keine relevante Veränderung im Aktivitätsniveau von 

AKT, ERK1/2, p38 und JNK beobachtet werden. Zudem wurde getestet, ob es einen 

Unterschied in den entsprechenden Aktivitätsniveaus zwischen reiner Calciumbehandlung 

und Calciumbehandlung mit 0,05% DMSO gibt. Dies war nicht der Fall. 

Die Verwendung von DMSO als Lösungsmittel für NPS-2143 konnte also als unbedenklich 

hinsichtlich eines Einflusses auf die untersuchte Signaltransduktion eingeschätzt werden kann. 

Da sich in den durchgeführten Vorversuchen kein Unterschied zwischen einer unbehandelten 

Kontrolle und einer DMSO-Behandlung zeigte, wurde in den weiteren Versuchen lediglich eine 

0,05%ige DMSO-Kontrolle verwendet. Da auch zwischen reiner Calciumapplikation und 

Calciumapplikation mit DMSO kein Unterschied festgestellt werden konnte, wurde in den 

folgenden Versuchen zur Reduktion der Behandlungsgruppen lediglich eine reine 

Calciumbehandlung durchgeführt. Nachträglich ist festzustellen, dass streng genommen eine 

Calciumbehandlung mit 0,05% DMSO geeigneter gewesen wäre, da dies sichergestellt hätte, 

dass alle Zellen mit 0,05% DMSO behandelt wurden. Dies hätte noch sicherer einen Einfluss 

von DMSO im Vergleich des Effekts von Calcium und von Calcium mit NPS-2143 ausschließen 

können. Die gewonnenen Erkenntnisse aus den durchgeführten Vorversuchen geben aber 

eine große Sicherheit, dass DMSO in der verwendeten Konzentration von 0,05% keinen 
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relevanten Einfluss hatte und die Aussagekraft der Ergebnisse der folgenden Versuche nicht 

gemindert ist. 

 

5.2 CaSR-abhängige AKT-Aktivierung durch Calcium 

Die AKT-Aktvierung über den CaSR ist schon für viele Zellen beschrieben worden. Frees et 

al. konnten eine verstärkte CaSR-abhängige AKT-Aktivierung in Nierenzellkarzinomzellen 

nach CaSR-Transfektion und Calciumstimulation belegen (159). Innerhalb der eigenen 

Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des CaSR mit Calcium in den 

Ovarialkarzinomzelllinien OVISE und EFO21 ebenfalls mit einer starken AKT-Aktivierung 

einhergeht. Die gleichzeitige Inhibition des Rezeptors hob diesen Effekt wieder auf, sodass die 

Aktivierung von AKT zweifelsfrei über den CaSR vermittelt wurde. Auch in Magenkarzinom-

zellen konnte durch Xie et al. eine AKT-Aktivierung durch Calciumstimulation gezeigt werden, 

die nach CaSR-Knockdown nicht stattfand (160).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch in der Endometriose-Zelllinie 12Z eine 

starke CaSR-abhängige Aktivierung von AKT durch Calciumstimulation stattfindet. Bei 

gleichzeitiger Inhibition des CaSR durch den CaSR-Inhibitor NPS-2143 fand keine Aktivierung 

von AKT statt. Dies belegt, dass die AKT-Aktivierung nach Calciumstimulation über den CaSR 

vermittelt wird.  

AKT kann als Proteinkinase weitere Substrate phosphorylieren, was je nach Substrat einer 

Aktivierung oder einer Hemmung entsprechen kann. Es ist bekannt, dass AKT so 

Zellproliferation und Zellüberleben regulieren kann (117, 121, 161). AKT wirkt auf eine Vielzahl 

an Substraten, zu nennen sind beispielsweise FOXO und das pro-apoptotische Protein BAD 

der Bcl-2-Familie. Durch Phosphorylierung von FOXO und BAD wird die Apoptose gehemmt 

und das Zellüberleben gefördert (122, 161). AKT phosphoryliert ebenfalls mTORC1, GSK3, 

Caspase-9 und viele weitere Substrate,  die insgesamt ebenfalls eine Hemmung der Apoptose 

und eine Förderung des Zellwachstums bewirkt (122). Die AKT-Aktivierung ist gut mit der in 

der eigenen Arbeitsgruppe belegten gesteigerten Proliferation der 12Z-Zellen nach Stimulation 

des CaSR in Einklang zu bringen (8). Es scheint naheliegend, dass die AKT-Aktivierung hier 

ein wesentlicher zugrundeliegender Mechanismus der gesteigerten Proliferation ist. Neben der 

Proliferation kann die AKT-Aktivierung in verschiedensten Zellen auch die Migration fördern 

(162–164). Für die 12Z-Zellen konnte gezeigt werden, dass CaSR-abhängige gesteigerte 

Migration und AKT-Aktivierung korrelieren. Ob hier ein kausaler Zusammenhang besteht, 

bliebt zu verifizieren. 

In dieser Arbeit wurde die Phosphorylierung von AKT an T308 nachgewiesen. Durch diese 

Phosphorylierung durch PDK1 wird AKT aktiviert; die zusätzliche Phosphorylierung von S473 
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durch mTORC2 bewirkt aber eine stärkere Aktivierung sowie Stabilisierung der T308-

Phosphorylierung (165). Dass auch eine Phosphorylierung an S473 durch CaSR-Stimulation 

stattfindet, kann zwar vermutet werden, bleibt aber noch zu belegen.  

Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass eine verstärkte Aktivität von PI3K/AKT eine 

Rolle in der Pathophysiologie der Endometriose spielt. PI3K/AKT ist in ektopen sowie eutopen 

Stromazellen des Endometriums von Endometriosepatientinnen aktiver als in Stromazellen 

des gesunden Endometriums. In endometriotischen Drüsenzellen ist die PI3K/AKT-Aktivität 

erhöht im Vergleich zu eutopen Endometriumdrüsen von Betroffenen sowie Gesunden (126). 

Die Anwendung des AKT-Inhibitors MK-2206 an primären stromalen Endometriosezellen 

führte zu einer Reduktion ihrer Proliferation (166). Im Mausmodell konnte der Inhibitor MK-

2206 die Anzahl der entstehenden Endometrioseläsionen in der Initialphase der Erkrankung 

reduzieren (166). Yin et al. zeigten, dass die Überaktivität von AKT mit einer Störung der 

Dezidualisierung von Stromazellen in Endometriose vergesellschaftet ist (167). Die 

Mechanismen der Aktivierung von PI3K/AKT in Endometriose sind allerdings unvollständig 

bekannt. Erstmals konnte in dieser Arbeit die Aktivierung von PI3K/AKT über den CaSR im 

Endometriose-Zellmodell belegt werden. Es können allerdings auch viele weitere 

Mechanismen eine Rolle in der Aktivierung des PI3K/AKT-Wegs spielen. So können 

Wachstumsfaktoren (z. B. über EGFR) zu einer AKT-Aktivierung führen (168). Auch Östrogen 

kann AKT aktivieren, während Progestin (synthetisches Progesteron) eine 

Dephosphorylierung von AKT bewirkt (126, 169). Vermutlich hat auch natürliches Progesteron 

diesen Effekt, der aber durch die in Endometriose bestehende Progesteronresistenz 

geschwächt sein könnte.  

Unterschiedliche Mechanismen der PI3K/AKT-Aktivierung könnten also bei Endometriose eine 

Rolle spielen und zusammenwirken. Es stellt sich daher die Frage, wie groß die Relevanz der 

Aktivierung von PI3K/AKT über den CaSR in vivo ist. Dies bleibt in Zukunft zu untersuchen.  

 

5.3 CaSR-abhängige Aktivierung von MAPK durch Calcium 

5.3.1 ERK1/2 

Die CaSR-abhängige Aktivierung von ERK1/2 durch Calcium wurde bereits in 

unterschiedlichen Kontexten beschrieben. Vizard et al. zeigten, dass die Aktivierung des CaSR 

durch Calcium in suprazervikalen Ganglionzellen zu axonalem Wachstum durch ERK-

Aktivierung führt. Der selektive MEK1/2-Inhibitor (vorgeschaltete Kinase von ERK1/2) U0126 

konnte dieses Wachstum hemmen, was die Beteiligung von ERK1/2 bewies (170). Auch in 

Nierenzellkarzinomzellen konnte eine CaSR-abhängige ERK1/2-Aktivierung nach 

Calciumstimulation nachgewiesen werden. Bei gleichzeitiger Behandlung mit dem Inhibitor 
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NPS-2143 blieb die Aktivierung von ERK1/2 aus, was die CaSR-Abhängigkeit belegte (159). 

Mizumachi et al. untersuchten die Rolle des CaSR und ERK1/2 in der osteoblastischen 

Differenzierung von Zahnpulpazellen. Die Behandlung der Zahnpulpazellen mit Calcium und 

Strontium führte zur Phosphorylierung von ERK1/2. Die Applikation von NPS-2143 vor der 

Calcium- und Strontiumbehandlung konnte diesen Effekt aufheben, sodass auch im Falle der 

Zahnpulpazellen eine CaSR-abhängige Aktivierung von ERK nachgewiesen werden konnte 

(171). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch in den Endometriosezellen 12Z eine 

Calciumstimulation zu ERK-Aktivierung führt. Die Vorbehandlung mit dem CaSR-Inhibitor 

NPS-2143 konnte die Aktivität von ERK1/2 etwa halbieren. Dieser Effekt war statistisch nicht 

signifikant (p=0,0555), daher kann hier eine Teilabhängig vom CaSR stark vermutet aber nicht 

abschließend bewiesen werden. Andere Mechanismen der ERK-Aktivierung spielen hier 

offenbar ebenfalls eine Rolle. Möglich wäre z. B. eine Beteiligung anderer G-

Proteingekoppelter Rezeptoren wie GPRC6A, dessen Wichtigkeit für die ERK-Aktivierung für 

Prostatakarzinomzellen oder Osteoblasten gezeigt wurde (172, 173). Die zusätzlichen 

Mechanismen der ERK-Aktivierung durch Calcium bleiben in Zukunft genauer zu untersuchen.  

5.3.2 p38 

In dieser Arbeit konnte außerdem gezeigt werden, dass Calcium eine Aktivitätssteigerung von 

p38 bewirkt. Dieses Ergebnis war nicht statistisch signifikant, es zeigt sich aber ein eindeutiger 

Trend der p-p38-Erhöhung nach Calciumstimulation. Nach gleichzeitiger NPS-2143 

Behandlung fiel die p-p38-Erhöhung deutlich niedriger aus oder blieb aus. Dies legt nahe, dass 

trotz fehlender Signifikanz eine CaSR-abhängige Aktivierung von p38 stattfindet, wenn auch 

nicht so eindeutig und eindrücklich wie im Falle von AKT. Die Aktivierung von p38 über den 

CaSR wurde beispielsweise bereits von Lee et al. in renalen Tubuluszellen beschreiben (131) 

und nun auch für Endometriosezellen gezeigt. 

5.3.3 JNK 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine eindeutige CaSR-abhängige JNK-Aktivierung nach 

Calciumstimulation. Ein ähnlicher Effekt konnte von Frees et al. in Nierenkarzinomzellen 

demonstriert werden, hier wurde eine CaSR-abhängige JNK-Aktivierung nach CaSR-

Transfektion und Calciumstimulation beobachtet (159). Die JNK-Aktivierung kann je nach 

zellulärem Kontext proliferationsfördernd oder pro-apoptotisch wirken (140). In 12Z-Zellen ist 

die JNK-Aktivierung allerdings mit erhöhter Proliferation assoziiert (Ergebnisse der eigenen 

Arbeitsgruppe, (8)), sodass hier ein proliferationsfördernder Effekt von JNK vermutet werden 

kann. 
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5.3.4 Zusammenhang zwischen aktivierten MAPK und Proliferation und Migration 

Neben PI3K/AKT können auch die untersuchten MAPK grundsätzlich die Proliferation und 

Migration fördern (129). Zhao et al. zeigten beispielsweise, dass in Endometriosezellen 

Östradiol die Aktivierung von ERK1/2 induziert und damit die Proliferation und Migration fördert 

(174). Die in vorherigen Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe gezeigte erhöhte Proliferation 

und Migration der 12Z-Zellen nach CaSR-Stimulation könnte also auch durch die MAPK 

vermittelt werden – die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen hier eine klare Korrelation (8). 

Insgesamt scheint es wahrscheinlich, dass in den 12Z-Zellen die durch den CaSR-vermittelte 

Aktivierung der MAPK zu erhöhter Proliferation und Migration beitragen. Da die MAPK große 

Überschneidungen ihrer Substrate aufweisen, kann nicht ohne Weiteres beurteilt werden, 

welche MAPK an der erhöhten Proliferation oder Migration einen mehr oder weniger großen 

Anteil hat.  

 

5.4 Effekt von alleiniger NPS-2143-Behandlung  

In Versuchen an Mammakarzinomzellen konnte nach 48-stündiger Behandlung mit 4,08 μM 

NPS-2143 eine Downregulation von p-ERK, ITGB1 und Bcl-2 beobachtet werden (155). Zhang 

et al. konnten ebenfalls einen inhibitorischen Effekt von 7,5 μM NPS-2143 auf die Aktivität von 

AKT und mTOR in Adenokarzinomzellen des Magens nach 48-stündiger Behandlung 

feststellen (175). In Melanomzellen (M14) konnte nach 24-stündiger 9,5 μM NPS-2143-

Behandlung ein vermindertes Aktivitätsniveau von AKT und mTOR nachgewiesen werden 

(111). Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit kein hemmender Effekt der alleinigen NPS-

2143-Behandlung auf die untersuchten Signalwege beobachtet werden. Zum einen 

unterschied sich die Behandlungsdauer sowie die Behandlungskonzentrationen, zum anderen 

unterschied sich auch ein weiter wesentlicher Aspekt der Versuchsbedingungen: In den 

zitierten Untersuchungen wurde im Gegensatz zu den eigenen Versuchen kein Calcium-

reduziertes Medium verwendet. Dies führt dazu, dass der CaSR durch das im Medium 

enthaltene Calcium aktiviert wird, was durch die Behandlung mit NPS-2143 rückgängig 

gemacht werden kann. Da in den eigenen Versuchen Calcium-reduziertes Medium verwendet 

wurde, ist auch keine relevante Aktivierung des CaSR durch die enthaltene Menge Calcium 

(0,3 mM) zu erwarten. Demzufolge ist auch keine relevante Hemmung durch NPS-2143 zu 

erwarten.  

Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe zeigten allerdings eine reduzierte Proliferation und 

Migration der 12Z-Zellen nach alleiniger NPS-2143-Behandlung (8). Es kann vermutet werden, 

dass eine geringe Aktivierung des CaSR durch das verbliebene Calcium oder andere Liganden 

(weitere Ionen oder Aminosäuren) im Calcium-reduzierten Medium stattfindet, die durch die 
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Applikation von NPS-2143 gehemmt werden kann. Die Reduktion fiel mit ca. 80% zur 

unbehandelten Kontrolle allerdings eher moderat aus, sodass sich die Frage stellt, ob dies 

ausreicht, um im Western-Blot ein Korrelat in der Aktivität der untersuchten Signalwege 

nachweisen zu können. Möglichweise liegen der Reduktion von Proliferation und Migration in 

diesem Fall aber auch andere Mechanismen als die untersuchten Signalwege zugrunde. 

 

5.5 Einfluss der Calcium- und NPS-2143-Behandlung auf die Gesamtexpression  

Die Gesamtexpression der untersuchten Moleküle AKT, p38, ERK1/2 und JNK zeigte sich 

unabhängig von der angewendeten Behandlung konstant. Eine Änderung der 

Gesamtexpression nach der gewählten Behandlungsdauer von 30 min bzw. einer Stunde ist 

nicht zu erwarten, da es deutlich länger dauern würde die Transkription relevant zu 

beeinflussen. Um eine mögliche Änderung der Gesamtexpression durch Calcium- oder NPS-

2143-Behandlung nachzuweisen, könnten die durchgeführten Versuche um Versuchsreihen 

mit längerer Behandlungsdauer, beispielsweise 24 Stunden, erweitert werden.  

 

5.6 Expression und Aktivität von ITGB1 

Bislang unveröffentlichte Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe zeigten eine erhöhte 

Expression von ITGB1, Integrin-2 und -5 nach Calciumstimulation in der 

Ovarialkarzinomzelllinie EFO21 sowie eine erhöhte Expression von ITGB1 und Integrin-2 

nach Calciumstimulation in der Ovarialkarzinomzelllinie OVISE. Diese Effekte waren 

überwiegend über den CaSR vermittelt. Im Wissen über die Parallelen zwischen 

Ovarialkarzinom und Endometriose kam die Frage auf, ob auch in Endometriose eine CaSR-

abhängige Änderung der Integrin-Expression zu beobachten sein könnte. Auch ist die 

Untersuchung der Integrine im Kontext der gesteigerten Migration durch CaSR-Aktivierung in 

12Z-Zellen äußerst relevant (8). Exemplarisch wurde daher in dieser Arbeit ITGB1 untersucht, 

sowohl in seiner Gesamtheit als auch in phosphorylierter Form. Die in den 

Ovarialkarzinomzellen beobachtete Steigerung der Expression von ITGB1 nach 

Calciumstimulation konnte für die 12Z-Zellen nicht bestätigt werden. Dies verdeutlicht das 

sogenannte biased signaling des CaSR. Der gleiche Ligand kann an unterschiedlichen Zellen 

unterschiedliche Reizantworten provozieren (116). In den 12Z-Zellen statt einer Erhöhung  

eine leichte Erniedrigung des Expressionsniveaus von ITGB1 nach Calciumstimulation 

beobachtet werden. Die Expression von p-ITGB1 war im Vergleich zur Kontrolle in allen 

Gruppen ebenfalls leicht erniedrigt, jedoch ohne Signifikanz. 
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Insgesamt lässt sich also feststellen, dass in den 12Z-Zellen eine Calciumstimulation nicht zu 

einer erhöhten Expression oder Aktivität von ITGB1 führt. Die leichte Erniedrigung der 

Expression von ITGB1 durch Calciumstimulation konnte auch bei gleichzeitiger Inhibition des 

CaSR mit NPS-2143 beobachtet werden. Dies belegt, dass der Effekt nicht über den CaSR 

vermittelt wurde. Über welche Mechanismen diese Erniedrigung der Gesamtexpression von 

ITGB1 bewirken könnte, bleibt unklar. Ob dieser geringe Effekt überhaupt relevant ist, kann 

aus den vorliegenden Ergebnissen nicht beurteilt werden.  

Der Zusammenhang zwischen weiteren Integrinen und dem CaSR bleibt zu untersuchen. 

Ebenso stellen Integrine und ihre Rolle in der Pathophysiologie der Endometriose (unabhängig 

vom CaSR) ein weiteres spannendes Forschungsfeld dar.  

 

5.7 Der CaSR in Endometriose  

5.7.1 Stimulation des CaSR in vivo  

Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des CaSR mit Calcium in vitro zu erhöhter 

Proliferation und Migration der Endometriosezelllinie 12Z führt sowie - in dieser Arbeit gezeigt 

- zu erhöhter Aktivität von AKT, ERK1/2, p38 sowie JNK. Nun stellt sich die Frage, ob und wie 

der CaSR in vivo in Endometriose stimuliert wird. Die in dieser Arbeit eingesetzte 

Calciumkonzentration entspricht etwa dem Doppelten des Gesamt-Calcium im Serum bzw. 

dem Vierfachen des ionisierten Serumcalciums – die Serumkonzentration entspricht 

normalerweise der extrazellulären Konzentration. Häufig untersucht wurde der CaSR im 

Kontext der Metastasierung in den Knochen, wo die dortige hohe Calciumkonzentration den 

CaSR stimulieren kann. Aber auch bei Entzündungszuständen kann es zu erhöhten 

extrazellulären Calciumkonzentrationen. In entzündeter Gingiva wurde beispielsweise ein 3-

fach erhöhtes extrazelluläres Calcium im Vergleich zum Serumcalcium bestimmt (176). An 

Peritonealdialysepatienten wurde beobachtet, dass eine Peritonitis zu erhöhter Sekretion von 

Calcium in die Peritonealflüssigkeit führt (177). Denkbar wäre also, dass auch bei 

Endometriose eine erhöhte Calciumkonzentration im Entzündungsmilieu zur Stimulation des 

CaSR führt.  

Nicht nur fördert der CaSR Proliferation und Migration, er ist auch ein bekannter Mediator der 

Inflammation. Seine Rolle in der Entzündung ist vielseitig. Einerseits kann Calcium über die 

Stimulation des CaSR eine verstärkte Chemokin- und Zytokinausschüttung und damit eine 

Immunaktivierung bewirkt (178). Erhöhte Interleukinspiegel (IL-5, IL-13) bei Mäusen mit 

Asthma konnten durch die Inhibition des CaSR gesenkt werden (110). Andererseits konnte 

gezeigt werden, dass proinflammatorische Zytokine ihrerseits eine verstärkte Expression des 

CaSR induzieren können. Bei Schafen mit erhöhten zirkulierenden Zytokinen durch 
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Verbrennungsverletzungen wurde eine erhöhte Expression des CaSR in der 

Nebenschilddrüse beobachtet (179, 180). Bei Ratten konnten nach intraperitonealer 

Applikation von IL-1 oder IL-6 eine erhöhte Expression des CaSR in der Nebenschilddrüse, 

Schilddrüse sowie in der Niere gezeigt werden (180, 181).  

Wie bereits erläutert ist Inflammation auch ein relevanter Bestandteil der Pathophysiologie der 

Endometriose. Denkbar wäre, dass der CaSR zum einen auch im Kontext der Endometriose 

eine Rolle in der Ausschüttung von proinflammatorischen Signalmolekülen spielt. Zudem 

könnte das lokale Entzündungsmilieu in und um Endometrioseherde herum zu einer erhöhten 

Expression und Aktivität des Rezeptors führen, was die Progression der Endometriose durch 

gesteigerte Proliferation und Migration fördern könnte. Weitere Forschung ist notwendig, um 

diese Zusammenhänge genauer zu verstehen. 

5.7.2 CaSR als medikamentöses Target 

Grundsätzlich stellt sich aber die Frage, ob NPS-2143 ein im Menschen einsetzbares 

Therapeutikum wäre. Bislang wurde es vorwiegend in vitro angewendet, in einigen 

Untersuchungen auch im Tier. Im Tiermodell wurde es zur Untersuchung unterschiedliche 

Fragestellungen eingesetzt, z. B. für neurologische oder kardiovaskuläre Untersuchungen 

oder die Analyse von Knochenmetastasen (159, 182). Ob der Einsatz von NPS-2143 im 

Menschen möglich und sinnvoll ist, bleibt in Zukunft zu prüfen.  

Auch die nachgeschalteten Signalwege des CaSR kommen als mögliche Medikamenten-

Targets in Betracht. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die duale Blockade von AKT 

und ERK1/2 das Wachstum von Endometrioseläsionen hemmt. Diese duale Blockade bewirkte 

außerdem eine Reduktion der Produktion proinflammatorischer Zytokine und der PGE2-

Synthese und verbesserte die Progesteronrezeptorsensitivität (183). Dies zeigt eindrücklich, 

dass diese beiden Signalwege von äußerst hoher Relevanz für die Pathophysiologie der 

Endometriose sind. 

Es gilt für alle CaSR-Inhibitoren, dass die systemische Applikation durch die Beeinflussung 

der Calciumhomöostase und durch das ubiquitäre Vorkommens des CaSR im ganzen Körper 

mit vielen Nebenwirkungen verbunden ist. Einige Autoren teilen die Idee der Entwicklung eines 

lokal einsetzbaren CaSR-Inhibitors für unterschiedliche Erkrankungen, um systemische 

Nebenwirkungen zu vermeiden (178). Sollte sich die Wichtigkeit des CaSR auch in zukünftiger 

Endometrioseforschung bestätigen, wäre auch für dieses Krankheitsbild eine Therapie mit 

einem CaSR-Inhibitor nach sorgfältiger Überprüfung der Wirksamkeit und möglicher 

Nebenwirkungen denkbar.  
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5.8 Methodenkritik 

5.8.1 Zellmodell 12Z 

Die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie 12Z ist ein bewährtes, häufig verwendetes Modell, um 

die Progression der Endometriose in vitro zu untersuchen (184). Die Zellen stammen aus einer 

peritonealen roten Endometrioseläsion einer 37 Jahre alten Patientin. Es handelt sich um 

Epithel-ähnliche immortalisierte Zellen. 12Z ist eine invasive Zelllinie, sie exprimieren u. a. N-

Cadherin und Matrixmetalloproteasen (v. a. MMP6 und MMP9) (157, 185). Zellen aus einer 

TIE wachsen aber beispielsweise invasiver, sie exprimieren u. a. stärker MMPs und Faktoren 

der Angiogenese (186). Inwieweit man also die Erkenntnisse aus Endometriosezellen aus 

einer peritonealen Läsion auf andere Endomtrioseentitäten übertragen kann, ist unklar. Es 

bleibt zu prüfen, wie Zellen aus einer TIE oder einer ovariellen Endometriose auf die 

Stimulation des CaSR reagieren. Bislang wurde die Expression des CaSR allerdings 

ausschließlich in den 12Z-Zellen nachgewiesen. Die Expression des CaSR in anderen 

Endometriosezelllinien oder Primärzellen ist zu vermuten, bleibt aber noch zu belegen.  

Die 12Z-Zellen wurden in dieser Arbeit in einer 2D-Kultur untersucht. Näher an der Realität in 

vivo wäre eine 3D-Kultur als sog. Spheroide, auch als Ko-Kultur der epithelialen 12Z-Zellen 

mit stromalen Zellen (187). Stromale Endometriosezellen spielen bei vielen 

pathophysiologischen Prozessen auch eine wichtige Rolle (1). Primärzellen werden häufig 

etablierten immortalisierten Zelllinien vorgezogen, wenn es um die Nähe zur Realität geht 

(184). Bei allen in vitro-Untersuchungen stellt sich die grundsätzliche Frage nach der 

Übertragbarkeit auf die komplexere Situation in vivo. Die Kulturbedingungen im Labor 

unterscheiden sich von den realen Bedingungen im Körper. Das verwendete Kulturmedium 

beispielweise wird zwar für die zu untersuchenden Zellen passend ausgewählt, unterscheidet 

sich aber natürlich von der realen Umgebung der Endometriose. Die in vivo bestehenden 

hormonellen Bedingungen wurden in dieser Arbeit ausgeklammert, ebenso die Interaktion mit 

dem Immunsystem oder anderen Zellen. Doch insgesamt können in vitro-Versuche wichtige 

Erkenntnisse liefern, deren Gültigkeit in vivo verifiziert werden muss.  

5.8.2 Versuchsaufbau 

Die Proteinextraktion wurde sofort nach Ablauf der Behandlungszeit (30 min oder 1 Stunde) 

durchgeführt. Daher stellen die gewonnenen Erkenntnisse nur eine Momentaufnahme zu 

diesem Zeitpunkt da und erlauben keine Aussage darüber, wie sich die beobachtete 

Aktivierung der Signalwege über die Zeit verändert, ob es sich um eine kurze transiente 

Aktivierung handelt oder aber eine langanhaltende Aktivierung. Das Muster der Aktivierung 

kann Auswirkungen auf die Reaktion der Zelle haben, wie z. B. von Samson et al. für ERK1/2 

gezeigt: hochfrequente ERK-Aktivierungen fördern v. a. die Proliferation während eine erhöhte 
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ERK-Grundaktivität und niedrigfrequente pulsatile Aktivierungen v. a. die Migration fördern 

(135).  
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6 Zusammenfassung 

Endometriose wird als Erkrankung mit vielen Betroffenen (ca. 10% der Frauen im 

reproduktiven Alter) und hohem Leidensdruck zunehmend bekannt (2, 4). Um die häufig nicht 

suffiziente Behandlung der Endometriose weiterzuentwickeln, ist es unabdingbar die 

Pathophysiologie der Endometriose weiter zu erforschen (6). In dieser Arbeit sollte der bislang 

im Kontext der Endometriose kaum untersuchte Calcium-sensitive Rezeptor hinsichtlich seiner 

Signaltransmission untersucht werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die CaSR-induzierte Signaltransmission der 

Endometriosezelllinie 12Z untersucht. Da der CaSR-Inhibitor NPS-2143 in DMSO gelöst zum 

Einsatz kommen sollte, wurde zunächst der Einfluss von DMSO auf die zu untersuchenden 

Signalwege in Vorversuchen überprüft. DMSO kann eine toxische Wirkung haben und die 

Signaltransduktion der Zellen beeinflussen (158, 188). Um den Einfluss von DMSO zu 

untersuchen wurde die Expression von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38 und p-JNK in den 

unbehandelten 12Z-Zellen mit 0,05% und 0,5% DMSO behandelten Zellen verglichen. Ebenso 

verglichen wurde die Expression dieser Signalwege nach reiner 5 mM-Calciumbehandlung 

und Calciumbehandlung mit 0,5% DMSO. In diese Untersuchungen zeigte sich kein relevanter 

Einfluss von 0,05% oder 0,5% DMSO auf die Aktivität von p-AKT, p-ERK1/2, p-p38, p-JNK, 

sodass die folgenden Versuche bedenkenlos durchgeführt werden konnten. 

12Z-Zellen wurden mit Calcium (5 mM, 30 min) behandelt, um den CaSR zu stimulieren. Um 

etwaige Effekte der Stimulation auf den CaSR zurückführen zu können, wurde eine weitere 

Gruppe Zellen sowohl mit Calcium (5 mM, 30 min) als auch dem CaSR-Inhibitor NPS-2143 

(4,3 M, 1 h) behandelt. Zudem wurden Zellen alleinig mit NPS-2143 (4,3 M, 1 h) behandelt. 

Nach diesen Behandlungen wurden die Proteine der Zellen extrahiert und im Western-Blot 

analysiert. Es wurde die Expression und Aktivität von AKT, der MAPK ERK1/2, p38 und JNK 

sowie von Integrin 1 untersucht. 

Erstmalig konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass AKT nach Calciumstimulation der 12Z-

Zellen stark aktiviert wird. Dieser Effekt konnte durch die Kombinationsbehandlung mit NPS-

2143 wieder aufgehoben werden, sodass nachgewiesen wurde, dass die AKT-Aktivierung 

durch Calciumstimulation vollständig über den CaSR vermittelt wird. Auch die MAPK ERK1/2 

wurde durch Calciumstimulation aktiviert. Die Kombinationsbehandlung mit NPS-2143 

halbierte diesen Effekt, sodass auf eine Teilabhängigkeit von CaSR geschlossen werden kann. 

Ebenso wurde die MAPK p38 durch Calciumstimulation aktiviert. Dieser Effekt wurde durch 

die Kombinationsbehandlung mit NPS-2143 deutlich reduziert, sodass auch hier von einer 

Teilabhängigkeit vom CaSR ausgegangen werden kann. Für die MAPK JNK konnte ebenfalls 

die CaSR-abhängige Aktivierung nachgewiesen werden, hier konnte die 



Zusammenfassung 

60 

Kombinationsbehandlung mit NPS-2143 das Aktivitätsniveau von JNK auf das der Kontrolle 

senken, sodass belegt werden konnte, dass die Aktivierung von JNK nach Calciumstimulation 

vollständig über den CaSR vermittelt wird. Die alleinige NPS-2143-Behandlung hatte keinen 

Effekt auf das Aktivitätsniveau der untersuchten Kinasen. Die Expression unphosphorylierten 

(nicht aktivierten) AKTs und MAPKs wurde durch die unterschiedlichen Behandlungen nicht 

beeinflusst. Die Expression und das Aktivitätsniveau von Integrin 1 blieb unter allen 

Behandlungsbedingungen weitestgehend stabil, sodass eine CaSR-abhängige Aktivierung 

oder Änderung der Expression von Integrin 1  ausgeschlossen werden konnte.  

Zusammenfassend konnte also festgestellt werden, dass in 12Z-Zellen sowohl AKT als auch 

JNK durch Calcium vollständig CaSR-abhängig aktiviert werden, ERK1/2 und p38 werden 

teilweise CaSR-abhängig aktiviert. Die CaSR-abhängige Aktivitätserhöhung von AKT und der 

MAPK ERK1/2, p38 und JNK korreliert dabei mit CaSR-abhängiger erhöhten Proliferation 

Migration, die in vorherigen Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe nachgewiesen werden 

konnte (8). Integrin 1 wird in 12Z-Zellen nicht CaSR-abhängig aktiviert. 

Diese Erkenntnisse stellen ein kleines Puzzleteil im Verständnis der Pathophysiologie der 

Endometriose dar. Weitere Forschung ist zwingend notwendig, um Antworten auf die vielen 

weiteren offenen Fragen zu finden und die Therapiemöglichkeiten für Betroffene zu 

verbessern. 
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8 Anhang 

 

Zu 4.2. Expression und Aktivität von AKT 

  

Western-Blot-Analyse von p-AKT von Proteinlysat 1 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). 

Proteinlysat 2 unter Ergebnisse 4.2. abgebildet.  

 

Western-Blot-Analyse von t-AKTvon Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). 

Proteinlysat 1 unter Ergebnisse 4.2. abgebildet 
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Zu 4.3. Expression und Aktivität von ERK 

  

Western-Blot-Analyse von p-ERK Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). Proteinlysat 

1 unter Ergebnisse 4.3. abgebildet.  

  

Western-Blot-Analyse t-ERK von Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). Proteinlysat 

1 unter Ergebnisse 4.3. abgebildet. 
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Zu 4.4. Expression und Aktivität von p38 

  

Western-Blot-Analyse p-p38 von Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). Proteinlysat 

1 unter Ergebnisse 4.4. abgebildet. 

  

Western-Blot-Analyse von t-p38 von Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). 

Proteinlysat 1 unter Ergebnisse 4.4. abgebildet. 
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Zu 4.5. Expression und Aktivität von JNK 

  

Western-Blot-Analyse von p-JNK von Proteinlysat 1 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). 

Proteinlysat 2 unter Ergebnisse 4.5. abgebildet. 

  

Western-Blot-Analyse von t-JNK von Proteinlysat 1 (links) und Proteinlysat 2 (rechts). 

Proteinlysat 3 unter Ergebnisse 4.5. abgebildet. 
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Zu 4.6. Expression und Aktivität von ITGB1 

 

Western-Blot-Analyse von p-ITGB1 von Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). 

Proteinlysat 1 unter Ergebnisse 4.5. abgebildet. 

 

Western-Blot-Analyse von t-ITGB1 von Proteinlysat 2 (links) und Proteinlysat 3 (rechts). 

Proteinlysat 1 unter Ergebnisse 4.5. abgebildet. 
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Auswertung der Expression von p-AKT und t-AKT 

 

Auswertung der Expression von p-ERK und t-ERK

 

Auswertung der Expression von p-p38 und t-p38 

 

Auswertung der Expression von p-JNK und t-JNK 
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Auswertung der Expression von p-ITGB1 und t-ITGB1
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