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17a,20B-Dihydroxy-4-pregnen-3-one
Acetylcholin

adrenocorticotrophes Hormon
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Angiotensin II
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Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumine)
beziehungsweise

intrazellulare freie Calcium Konzentration
3'.5'-cyclo Adenosinmonophosphat
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Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonucleinsture

Desoxyribonuclease
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2-hydroxypropyl-p-cyclodextran
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Mitogen-Activated Protein Kinase
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tRNA transfer RNA
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VT Vortexen der Probe

WP Waschpuffer

WT Wildtyp-(Oozyte)

X 1 Xenopus laevis

ZNS Zentrales Nervensystem



1. EINLEITUNG

Oozyten des sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus Iaevis finden in der Wissen-
schaft breite Anwendungsmoglichkeiten.

So beschaftigten sich Entwicklungsbiologen schon seit langem mit Zellreifungsexperi-
menten. Das Steroidhormon Progesteron in Konzentrationen unter 1uM im Medium
(Baulieu et al., 1978), aber auch eine Reihe weiterer Stoffe 16sen die Fortsetzung der
Zellreifung, der in der Prophase der 1. Meiotischen Teilung stehen gebliebenen
Oozyten aus.

Die Entdeckung von Gurdon et al. (1971), daB3 Oozyten von Xenopus Iaevis fremde,
ins Zytoplasma injizierte mRNA, translatieren und das dem Gen entsprechende
Protein synthetisieren konnen, zeigte der Molekularbiologie eine neue Methode zur
Expression von Proteinen und machte sie zu einem beliebten ,Werkzeug® in der
Molekularbiologie. Wegen der enormen Zellgrofe von 1,2mm lassen sich Nuklein-
scruren relativ einfach in die Oozyten injizieren.

Da Xenopus Oozyten 200.000 mal mehr Ribosomen und 10.000 mal mehr transfer
RNA (IRNA) besitzen, als somatische Zellen, wird in der Regel eine hohe Transkriptions-
effizienz erreicht.

Als eukaryontische Zellen besitzen sie die Moglichkeit, die gebildeten exogenen
Proteine posttranslational zu modifizieren und damit in der richtigen Tertiarstruktur zu
bilden. Schritte wie Phosphorylierungen, Glycosilierungen, Spaltung von
Vorlauferproteinen und sogar das Zusammenfugen von Proteinen, die aus mehreren
Untereinheiten bestehen, nach Injektion eines mRNA-Gemisches, sind moglich.

In der Regel werden die exprimierten Proteine daruberhinaus im erwarteten
Zellkompartiment angeordnet. Ein Membranprotein kann in die Zellembran
eingebaut werden. Insbesondere zur Expression von Membranproteinen finden
Xenopus Oozyten daher Verwendung, vordllem bei G-Protein-gekoppelten Membran-
rezeptoren und ligandengebundenen Ionenkandlen.

Xenopus Oozyten besitzen selbst eine groBe Vielzahl von eigenen, endogenen
Hormon- und Neurotransmitterrezeptoren. Eine genauere Untersuchung dieser ist unter
dem Gesichtspunkt, in den Oozyten fremde Rezeptoren zu exprimieren und zu
untersuchen, von Bedeutung.

Rezeptoren, deren Signalweg uUber Phospholipase C ablduft, fihren bei ihrer
Aktivierung in Xenopus Oozyten zu einer Ansammlung von Inositol 1,4,5-Trisphosphat
(IP3), zu einer Erhdhung von intrazelluléren freiem Calcium [Ca2+]i, und der Offnung
von Calcium-abhdangigen Chlorid-Kandlen in der Zellmembran, was eine kurzzeitige
Depolarisierung hervorruft.



Gewohnlich wird die erfolgreiche Expression von Membranrezeptoren uber
Immunoprezipitation mit Anti-Rezeptor-Antikdrpern oder uber Ligandenbindung
nachgewiesen.

Sind Antikorper nicht verfugbar, oder sollen die Funktionalitat des Rezeptors oder
nachfolgende Signalwege analysiert werden, besteht die Moglichkeit elektro-
physiologischer Untersuchungen mit der sog. patch clamp-Methode. Dabei werden
mit Hilfe von Mikroelektroden KurzschluB3-Strome an der Zellmembran zwischen
intrazllular und extrazellular gemessen, die von einer erhohten Leitfdhigkeit durch
Ca2+-abhdangige Chloridkandle herruhren.

Alternativ ist der direkte Nachweis einer Erhohung der intrazelluldren freien
Calciumkonzentration [Ca2+]; moglich; dafur stehen verschiedene Methoden zur
Verfugung: Die Erfassung des Ausstroms radioaktiver 45Ca2+-Ionen, intrazellulare
Beladung mit dem Chemolumineszenzprotein Aequorin und Messung der
abgesonderten Lumineszenzemmissionen an einem Photomultiplier. Mit dieser
Methode haben Wasserman et al. (1980) eine schnelle Calciumerhohung an Albino-
Oozyten 40-60 Sekunden nach Progesteronzugabe gemessen.

Mittlerweile stehen hochsperzifische Calciumindikatoren zur Verfugung: Fura-2 und
Quin-2 werden durch UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt; Fluo-3, Rhod-2 und Calcium
green konnen durch sichtbares Licht angeregt werden (Haugland, 1997). Durch
Messung ihrer Emmissionen erhdlt man AufschluB uber Verdanderungen der
intrazellularen Calciumkonzentration.

In der hier vorgestellten Arbeit dient die Calciumfluoreszenzmessung mit dem
Calcium-Indikatorfarbstoff Fura-2 als optisches Nachweissystem fur die funktionelle
Expression.

Dieser wird durch Mikroinjektion in das Zytoplasma der Oozyte eingebracht und
andert seine Absorptionseigenschaften in Abhangigkeit von intrazellularer Calcium-
konzentration [Ca2+];, ein fur die aktuelle Zellfunktion wesentlicher Parameter. Die an
Calcium gebundene, Calcium-komplexierte Form von Fura-2 1aft sich am besten
durch UV-Licht bei A=340nm canregen, freies Fura-2 bei A=380nm. Die daraufhin vom
angeregten Farbstoff abgegebenen Licht-Emmissionen bei 510nm geben Auskunft
uber das aktuelle Konzentrationsverhdltnis von komplexiertem Fura-2 und seiner
freien Form. Da dieses Verhdltinis von der aktuellen intrazellulGren
Calciumkonzentration [Ca2+]; abhdngig ist, 1aBt sich diese nach der Formel von
Grynkiewicz et al. (1985), die sich aus dem Massenwirkungsgesetz ableitet,
errechnen.
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Abb. 1.1: Strukturformel des Calciumindikatorfarbstoffes FURA-2
(nach Grynkiewicz et al. (1985))

Durch die Messung bei zwei verschiedenen Wellenlangen l1aft sich [Ca2+];
unabhdngig von der Farbstoffkonzentration (im Laufe des Experiments bleicht dieser
langsam aus) und von der absoluten Empfindlichkeit des MeBgerdtes bestimmen.
Lediglich die Autofluoreszenz der Zelle muf3 vor der Auswertung berucksichtigt
werden.

A Em =510 nm

Fluoreszenz

Ll H ¥
250 300 350 400 450

Wellenlange [nm]

Abb. 1.2: Excitationsspekirum wvon FURA-2 in Abhd&ngigkeit von der freien
Calciumkonzentration. (aus Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals, Molecular Probes, 6. Auflage, S. 507)

Bei einer Reihe von Membranrezeptoren fuhrt ihre Aktivierung zu einem Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration. Calcium kann dabei als Second messenger
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direkt in die Signalkette einbezogen sein oder erst spater freigesetzt werden. Die Zelle
halt ihren Spiegel an Calciumionen mit einer Reihe komplizierter und effektiver
Proteine und Pumpen unabhdngig von der extrazellularen Konzentration, die um
einen 10.000-20.000 fachen Konzentrationsgradienten hoher liegt, normalerweise
strikt unter 100nM. Auch nach voller hormoneller Aktivierung steigt diese kaum Uber
10uM. Dazu stehen ihr eine Anzahl calciumbindender (z.B. Calmodulin) und
hochsperzidlisierter calciumregulierender Proteine, sowie die Calcium-ATPase und der
Ca2+/Nat Ionenaustauscher an der Zellmembran zur Verfugung.

Zellulare Calcium Konzentrationen

Extrazellularraum, Intrazellulare
Medium Calciumspeicher
z.B. Glattes
Endoplasmatisches
m M Retikulum)
mM

*) nur 2-3% des Calciums liegt in freier Form vor,
der Rest ist an Proteine gebunden (z. B. Calmodulin).

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der zelluléren Calciumkonzentrationen.

Die Aktivierung einer Zelle durch die Aktion an einem Membranrezeptor kann
intrazellular eine Kaskade auslosen, bei der Calciumionen als Second messenger an
der Signaltransduktion beteiligt sind oder in Folge zellularer Aktivitat aus
intrazellularen Speichern freigesetzt werden, bzw. aus dem Extrazellularraum durch
ligandengebundene Ionenkandle ins Zellinnere diffundieren.

In den letzten 15 Jahren gab es enorme Fortschritte im Verstandnis Uber die Rolle von
Calcium bei der Regulation zellularer Aktivitat.
Im Folgenden werden die wichtigsten Schritte dargestellt, die zu einer intrazellularen
Calciumerhdhung nach Rezeptoraktivierung fUhren konnen.
Inositol-Trisphosphat (IP3) hat als Second messenger eine Schlusselrolle bei der
Steuerung der Ca?2+-Mobilisierung aus intrazellularen Stores, als auch des
extrazellularen Ca2+-Einstroms.

-0-



In Abb. 1.4 sind die dabei beteiligten Komponenten und Enzyme sowie ihre
Signalwege schematisch aufgezeigt. Die im Text vorkommenden Nummern @(n
Klammern), beziehen sich auf die Nummerierung in der Abbildung.

Calcium bei der Signaltransduktion

Liganden G-Protein gekoppelter Rezeptor vom

gesteuerter Rezeptor z.B.: Ach, All, Thyrosinkinase-Typ

lonenkanal Thrombin, GnRH, LPA, Histamin o Z.B.: PDGF, EGF
©

PRR T PR EPPR T pRARPPROCPRT RRRA PPRITERS

L LRLURLEY JRERUYBLUELLUL

Adenylat-
cyclase

raf

4 |
Protein- IPs—Rezeptorv @ MAP—Kinase—
kinase A [\ {\ /\ /\ Kinase
Intrazellulare

; kinase C |
Caz2+-Speicher
z.B. Endoplasmatisches Retikulum M A P -

UW & Kirise

@ (an einigen Zellen)

Protein-

—— Proteinphos- 2
phorylierungen Ca™ * .
Proteinphos- Proteinphos-
@ID phorylierungen  phorylierungen

' ; ;

C Zellulare Aktivitat und genomische Regulation >

Abb. 1.4: Calcium bei der Signaltransduktion. (Zusammengestellt aus dem Rewiew von
Berridge (1993) mit Erganzungen: Davis et al, 1992; Clapham 1995)

Beide groBen Signalwege, sowohl die Aktivierung der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (1), als auch der Rezeptoren von Thyrosin-Kinase-Typ (2) vermitteln tber
die Aktivierung von Phospholipase C-Isoenzymen die Bildung von IPs.

Bei ersterem Signalweg dissoziiert nach dessen Aktivierung ein GTP-bindendes Protein
vom Rezeptor, das in seine Untereinheiten Gy und Ggy zerfallt (3).
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Diese Untereinheiten konnen nun mit verschiedenen Isoenzymen der Phospholipase C
(PLC) interagieren und diese aktivieren (4). PLC spaltet Phosphatidylinositol-
Biphosphat (PIP2) in die beiden wichtigen Signalmolekule Inositol-Trisphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) (5).

[P3 Offnet nun Uber noch nicht im einzelnen geklarte Mechanismen, vermutlich
rezeptorgesteuert, Kandle an intrazellularen Calciumstores (6).

Calcium kann von den intrazellularen Speichern in das Zytoplasma stromen (7).
Hochstwahrscheinlich reguliert Calcium selbst Uber bestimmte calciumbindende
Proteine seinen weiteren Ausstrom (8).

Diese Calcium-induzierte Calciumfreisetzung ist fur die zeitlichen und raumlichen
Ablaufe des Calciumsignals verantwortlich.

An einigen Zellen vermag [P3 auch ligandengesteuerte Ionenkandle an der
Zellmembran offnen (9).

Das freiwerdende Calcium, aber auch das durch die Spaltung von PIP2 entstehende
DAG (5) stimulieren die Proteinkinase C (PKC) (10), die nun uber
Proteinphosphorylierungen (11) die zellulare Aktivitat und genomische Regulation
steuert (12).

Eine andere Funktion der durch die Rezeptoraktivierung (1) entstandenen G-Protein
Untereinheiten (3) ist es, die Aktivitat der Adenylatcyclase zu regulieren (13). Durch
eine Aktivierung der Adenylatcyclase entsteht aus ATP das als Second messenger
wirkende cyclische Adenosinmonophosphat (cAMP) (14). Dieses vermag die
Proteinkinase A zu aktivieren (15), die wiederum beeinfluB3t zellulare Aktivitat und
genomische Ablaufe (17) Uber Proteinphosphorylierungen (16), ist aber auch in der
Lage, wie cAMP selbst, ligandengesteuerte lonenkandle zu offnen (18), woraus der
Einstrom von extrazellularem Calcium ins Cytoplasma resultiert (19).

Auch die Aktivierung von Rezeptoren des Tyrosinkinase-Typs (2) fuhrt durch
Aktivierung der PLC (20) und der damit verbundenen Freisetzung von IP3 (6) und DAG
uber die eben beschriebenen Wege (6 - 9) zur Freisetzung von intrazellularem
Calcium. Daruberhinaus werden uUber GAP-ras und MAP-Kinase
Proteinphosphorylierungen gesteuert (21), die ebenfalls auf die Aktivitat der Zelle und
ihre genomischen Abl&ufe beeinflussen (22).

Ein Beispiel fur einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, der uber die eben
Beschriebenen Mechanismen eine intrazellulare Calciumerhohung auslost, ist der
Rezeptor fur Gonadotropin Releasing-Hormon (GnRH).

Das Dekapeptid Gonadotropin-Releasinghormon (GnRH), auch Luteinisierendes
Hormon-Releasinghormon (LH-RH) genannt, spielt eine Schlusselrolle in der
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Reproduktion von Saugetieren. Es wird von hypothalamischen Neuronen stoBweise in
intermittierenden Intervallen von ca. 90 min in den Kapillarplexus abgegeben und
16st in den gonadothrophen Zellen des Hypohhysenvorderlappens die Produktion und
Sekretion der Gonadothropine Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel
Stimulierendes Hormon (FSH) aus, welche wiederum die hormonelle Aktivitat der
Gonaden (Hoden und Ovar) kontrollieren.

GnRH spielt nach der Pubertat eine wichtige Rolle bei der hormonellen Steuerung im
geschlechtsreifen Lebensabschnitt. Bei Frauen erhalten und kontrollieren
Gonadothropine den Menstruationszyklus. Ihre Plasmaspiegel steigen in der ersten
Halfte der Follikelphase langsam, in der Ovulationsphase sprunghatft an. FSH bewirkt
die Auswahl, das Heranreifen eines Follikels und schliefllich seine Ovulation. Auch in
der ersten Zeit nach der Menopause steigen die Plasma
Gonadotropinkonzentrationen durch die mit der Ovarialinsuffizienz verbundenen
niedrigen Ostrogen-Spiegel und der damit verminderten sekretorischen Hemmung
von Hypothalamus und Hypophyse an.

Bei Mdnnern werden Leydig-Zellen durch LH zur Testosteronbiosynthese angeregt; FSH
initiiert die Spermatogenese, Testosteron halt diesen Prozef3 aufrecht.

Der hormonellen Steuerung liegen jeweils raffinierte Ruckkopplungsmechanismen
zum hypothalamisch-hypophysarem System zugrunde, die vorallem Uber Sexual-
Steroide im Blutkreislauf ablaufen.

Obwohl der pulsierende Charakter der GnRH Ausschuttung bis ins hohere Lebensalter
erhalten bleibt, nehmen die Amplituden ab. Die Hypophyse zeigt verminderte
Reaktionen cauf GnRH, das im hoheren Lebensalter die FSH und LH Sekretion nicht
mehr zu synchronisieren scheint (Genazzani et al., 1997b).

Wichtig fur die physiologischen Reaktionen zu Beginn des hormonellen Regelkreises
bleibt die pulsatile Ausschuttung von GnRH vom Hypothalamus, da sie
Voraussetzung fur die synthetische und sekretorische Funktion der Hypophyse ist: Bei
kontinuierlicher Stimulierung uber ein bis zwei Tage z.B. mit synthetischen GnRH-
Analoga, die langsamer abgebaut werden konnen und damit eine hohere
Halbwertszeit aufweisen, tritt eine paradoxe Hemmung der Gonadotropin-
ausschuttung ein. Diesen Effekt macht man sich therapeutisch z. B. bei der
Behandlung hormonabhdngiger Erkrankungen, des Prostata- und Mammacarzinoms
und bei Endometriose zunutze. Bei Pubertas praecox ist die Behandlung in klinischer
Erprobung. Eine Kombinationstherapie von GnRH und niedrig dosierten oralen
Contrazeptiva bei Patientinnen mit polyzystischen Ovarien normalisiert die
Plasmahormonspiegel und stellt normale ovulatorische Zyklen wieder her (Genazzani
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et al, 1997q).

Auch in anderen Bereichen des ZNS, sowie im Brustdrusengewebe bei Frauen und in
der Plazenta kann GnRH in geringeren Konzentrationen nachgewiesen werden, dies
laBt eine Reihe weiterer Funktionen in Zusammenhang mit der Reproduktion
erwarten.

Der GnRH-Rezeptor (GnRH-R) findet sich wvorallem im Gewebe des
Hypophysenvorderlappens in den Gonadothrophen Zellen, eine Expression der
Rezeptors in anderen Reproduktionsorganen wurde nachgewiesen. Z.B findet sich der
Rezeptor beim Menschen in Plazenta (hier stimuliert GnRH lokal die Sekretion von
humanen Corion Gonadotropin hCG), Mamma, in Ovarien, Prostata und Hoden. Ein
Nachweis seiner Expression auch in nicht reproduktiven Organen, wie Herz, Leber,
Skelettmuskel und Niere konnte mit sperzifischen Primern und PCR nachgewiesen
werden (Kakar und Jennes, 1995). Die hier lokalisierten Rezeptoren weisen jeweils die
selbe Nukleotidsequenz wie der im Hypophysenvorderlappen exprimierte Rezeptor
auf.

Daher wird GnRH uber die Steuerung der Gonadotropinausschuttung in der
Hypophyse hinaus eine wichtige Bedeutung bei der Regulation von Zellfunktionen:
Zellwachstum und -proliferation zugesprochen (Kakar und Jennes, 1995). Bei der von
Klijn und Foekens (1989) in vivo gezeigten tumorsuppressiven Wirkung von GnRkH, die
sie ausschliefllich uber Down-Regulation der hormonalen Achse Hypophyse-Gonaden
erklaren, kann moglicherweise auf dartber hinaus von Gonadotropinen
unabhangige, direkte Effekte auf das Zellwachstum uUber den GnRH-Rezeptor
zuruckzufuhren sein (Kakar und Jennes, 1995). Daher ist die Erforschung des GnRH-
Rezeptors, seiner Eigenschaften und Struktur von immenser Bedeutung, da
Verdnderungen seiner Struktur oder Expression zu unkontrolliertem Zellwachstum und
-proliferation fuhren konnten.

An der Ratte wurde Uberdies gezeigt, dall GnRH-Rezeptoren im Gehirn eine wichtige
Rolle bei der Regulation verschiedener neuronaler Systeme spielen. Im
Zentralnervensystem (ZNS) scheint GnRH als Neurotransmitter zu wirken, was einen
direkten Zusammenhang zwischen neuroendokriner Regulation der Hypophyse und
intracerebraler Abldufe fuhrt, etwa der Entstehung sexueller Verhaltensweisen
(Jennes und Conn, 1994).

mRNA, die fur den GnRH-Rezeptor kodiert, ist an verschiedener Spezies bereits kloniert
und sequenziert worden; zuerst an Maus (Tsutsumi et al., 1992), dann an Ratte Kaiser
et al., 1992; Eidne et al., 1992), Rind (Kakar et al., 1993), Schat (Brooks et al., 1993)
und Mensch (Kakar et al., 1992; Chi et al., 1993). Mittlerweile ist das Rezeptor-Gen
entschlusselt (Fan et al., 1994) und seine Stelle im menschlichen Genom lokalisiert
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worden (Kakar und Neill, 1995).

Als im Hypothalamus gebildetes Hormon stellt GnRH den Beginn eines endokrinen
Regelkreises dar, an dessen Ende schlieflich die Ausschuttung und Regulierung der
Sexualhormone steht. Diese gehoren, wie auch die in der Nebennierenrinde
gebildeten Hormone, der Gruppe der Steroidhormone an.

Aus diesen soll insbesondere die Bedeutung von Aldosteron und Progesteron im
Folgenden etwas ndher erlautert werden.

Steroidhormone

Die Steroidhormone lassen sich von der chemischen Struktur her auf das
Cyclopentano-perhydropenanthren-Gerust ableiten. Die Synthese der Steroid-
hormone geht vom Cholesterin aus, als Zwischenstufen wird dabei immer das
Progesteron durchlaufen.

Funktionell kennen wir Mineralocorticoide, deren vornehmliche Aufgabe die Regu-
lation des Wasserhaushalts und damit auch die Blutdruckregulation ist, Gluco-
corticoide, die weitreichenden Einfluf3 auf Stoffwechsel und Immunregulation besitzen,
sowie die Sexualhormone, die sich in Gestagene, Androgene und Ostrogene
unterteilen lassen.

Die physiologischen Wirkungen der in dieser Arbeit verwendeten Steroidhormone
Aldosteron und Progesteron wird im weiteren n&her erlautert.

Aldosteron

Das Mineralocorticoid Aldosteron (ALDO) (4-Pregnen-11f3,21diol-3,18,20-trion, M =
360,4) wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde gebildet und
ausgeschuttet. Es ist Bestandteil des Renin - Angiotensin - Aldosteron Systems und
damit wesentlich and der Kontrolle des Wasserhaushaltes, des Blutdrucks und der
Nierendurchblutung beteiligt.

Vor allem durch Angiotensin II aber auch durch Nebenstimuli, wie ACTH, Serotonin,
Thyroxin, Ammoniak und Ostrogene wird ALDO ausgeschiittet. Es fordert die
Ruckresorption von Na+-(und Cl)-Ionen im distalen Tubulus der Nieren und die H+-
sowie die K+-Ausscheidung.

Der Normalwert im Plasma liegt bei 0,03ug/dl (= 0,8nM).

Aus einem primdaren Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) z. B. bei autonomer
Mehrproduktion von ALDO durch ein Nebennierenrinden-Adenom, resultieren z. B.
eine hypokaldmische Alkalose, Hypertonie und ndchtliche Polyurie.
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Progesteron

Das Gestagen Progesteron (PROG) (4-Pregnen-3,20-dion, MG: 314,5) wird vom Corpus
luteum, der nach der Ovulation entsteht, gebildet. Nachdem die Follikelphase durch
ein Estrogen vorbereitet wurde, erzeugt PROG am Endometrium die Sekretionsphase
und dominiert diese. Daher sind die Plasmaspiegel mit 1,59-3,18nmol/l1 (0,5-1,0ug/D) in
der Follikelphase und 31,8-63,6nmol/l (10-20ug/l) in Abhdngigkeit vom Zyklus
verschieden.

Das Hormon bereitet den Organismus auf eine Schwangerschaft vor und schatfft
wichtige Voraussetzungen fur Konzeption, Implantation, sowie den Schutz der Frucht.
Im Verlauf einer Schwangerschatt wird Progesteron von der Plazenta gebildet. Da die
Bildung des Progesteronrezeptors durch Ostrogene stimuliert wird, ist fur die PROG-
Wirkung ein vorheriger OstrogeneinfluB notwendig.

Durch Beeinflussung des Warmezentrums steigt die basale Korpertemperatur der Frau
um 0,4-0,6°C an. Am Muttermund erhoht PROG die Viskositat des Zervikalschleims, in
der Milchdruse wird die Ausbildung der Alveolen gefordert. PROG setzt den Tonus des
Myometriums und der glatten Muskulatur herab.

Nach der klassischen Theorie der Steroidwirkung diffundieren die lipophilen
Steroidhormone passiv in das Zellinnere und binden dort an ihren inaktiven
sperzifischen Rezeptorenkomplex, der durch Abspaltung eines hsp?0-Dimers aktiviert
wird, indem die DNA-bindende Region frei wird. Im Zellkern aktiviert dieser Komplex
die Transkription bestimmter Gene durch Bindung an sperzifische Stellen der DNA und
initilert damit die Synthese bestimmter Proteine. Da die einen Effekt zugrunde-
liegenden Proteine erst gebildet werden mussen, konnen die Wirkungen erst nach
einer bis zu mehreren Stunden dauernden Latenzzeit auftreten.

Die ablaufenden Mechanismen sind mittlerweile detailliert bekannt, die Strukturen
der cytosolischen Steroid-Rezeptoren und deren Gensequenzen konnten Mitte der
achziger Jahre aufgeklart werden (z.B. fur den Mineralocorticoidrezeptor: Arizza et al.,
1987, fur den Progesteronrezeptor: Loostelt et al., 1986).

Eine Besonderheit zeigt sich beim cytosolischen Progesteronrezeptor des Menschen
und vom Huhn, der im Gegensatz zu allen anderen beschriebenen Steroidrezeptoren
aus zwei Steroidbindenden Untereinheiten besteht (Misrahi et al., 1987; Gronemeyer
et al., 1987).

Wie eingangs erwdahnt, 16st Progesteron die Fortsetzung der Reifung von Oozyten von
Xenopus laevis aus. Aus verschiedenen Grunden, insbesondere der schnellen Abldufe
wegen und unzweifelhaft an der Zellmembran stattfindender Prozesse, sind die
Ablaufe mit der eben beschriebenen klassischen Theorie der Steroidwirkung nicht
vereinbar.
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Wasserman et al. (1980) beobachtet z.B. eine die Reifung begleitende, 30-60
Sekunden nach PROG-Zugabe auftretende Erhohung der intrazellularen Calcium-
konzentration.

Innerhalb der letzten 15 Jahre hat sich gezeigt, daB3 nicht alle Effekte von
Steroidhormonen uUber diese klassische Theorie mit dem cytosolischen Rezeptor
erklarbar sind.

Neben Steroidbindungsstellen an der Zellmembran sind fur so gut wie alle Steroid-
Klassen mittlerweile auch schnelle Effekte beobachtet und nachgewiesen worden.

Die ersten Beobachtungen von nicht-genomischen Steroideffekten gehen auf eine
Pionierarbeit von Hans Selye (1941) zuruck, in der er die innerhalb weniger Minuten
schnell einsetzende andsthetische Wirkung von Cortisol an Ratten beschreibt.

Spach und Streeten (1964) konnten Effekte von Aldosteron auf den Natriumaustausch
von Hundeerythrozyten beobachten. Da Erythrozten keinen Zellkern mehr besitzen,
mulf3 auch hier ein nicht-genomischer Mechanismus zugrunde liegen.

In menschlichen Lymphozyten lie3 sich ein signifikanter Aktivitatsanstieg des
Natrium-Protonen-Austauschers nachweisen, dieser Effekt 1ait sich durch Canrenon,
einem Antagonist des cytosolischen Rezeptors, nicht hemmen. (Wehling et al. 1991).
Auch schnelle Erhdhungen der intrazellularen Calciumkonzentration liefen sich durch
ALDO an glatten GefafRmuskelzellen (RSMC), an Aortenendothelzellen (EC) (Wehling
et al., 1994; Schneider et al., 1997) und an distalem Colon von Ratten (Doolan, 1996)
und Mensch zeigen Maguire et al., 1999).

Mit der Technik des Calcium-Imaging an RSMC und EC lassen sich die Calciumsignale
auch in ihrer rGumlichen Ausbreitung erfassen. Wahrend in RSMC die intrazellulare
Calciumerhohung vorallem perinucledr zu beobachten ist, sieht man bei EC die
Erhohung vorallem zellmembrannch.

Der halbmaximale Effekt an RSMC war bei Aldosteronkonzentrationen von 0,1nM zu
sehen (Wehling et al., 1994). Nach Christ et al. (1993) ist Phosphoinositol an der
Signaltransduktion der schnellen Aldosteroneffekte in RSMC beteiligt.

Auch fur Progesteron sind schnelle physiologische Effekte, die auf Membranebene
ablaufen, gezeigt worden: Blackmore et al. (1990) beobachteten an humanen
Spermatozoen cauf Progesteronapplikation einen schnellen Einstrom von Calcium aus
dem Extrazellularraum und damit eine Erhohung der intrazellulGren
Calciumkonzentration innerhalb weniger Sekunden. Auch BSA-gekoppeltes
Progesteron, das die Zellmembran nicht passieren kann, lost diese Reaktion aus.
Antagonisten des klassischen Progesteronrezeptors (z.B. RU486) hemmten den
Calciumeinstrom nicht.

In den Membranen zahlreicher Zellen lassen sich Bindungsstellen fur Steroide
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nachweisen. Z.B. finden sich in der Membran von Xenopus Oozyten, an menschlichem
Sperma und in Mikrosomen von Rattenleber Bindungsstellen fur Progesteron (Liu und
Patino, 1993; Blackmore und Lattanzio, 1991; Yamada und Miyjaji, 1982). Hochaffine
Bindungsstellen fur Aldosteron im physiologischen Bereich mit einer Kq von ca. 0,1nM
koénnen in humanen Monozyten gefunden werden. Fur sogut wie alle Steroidklassen
wurden mitlerweile hochaftfine Membranbindungsstellen nachgewiesen. (Review von
Nemere et al., 1993; Wehling, 1994)

Erst in den letzten Jahren ist mit dem Vorliegen empfindlicherer Mefmethoden und
ausgereifter molekularbiologischer Techniken systematisch die Erforschung dieser
nicht-genomischen Effekte begonnen worden.

Das Dogma einer ausschliefllichen genominduzierten, ,klassischen” Streocidwirkung ist
mittlerweile gesturzt und um zusdatzliche nicht-genomische Steroideffekte ergdanzt
worden.

1993 stellten Wehling et al. das duale oder integrative Modell der Steroidwirkung vor,
nach der die klassische Steroidwirkung tber den cytosolischen Rezeptor um schnelle
Wirkungen an einem Steroidmembranrezeptor erweitert wird.

Bei der klassischen Steroidwirkung wird der cytosolische Rezeptor nach Bindung an
ALDO durch Abspalten des dsp?0-Dimers aktiviert und reguliert die Transkripiton und
Bildung von Aldosteron-induzierten-Proteinen wie z.B. der Na+/K+-ATPase nach Binden
des transformierten Rezeptor-Komplexes an eine sperzifische DNA-Region.

Bei den schnellen Steroideffekten wird nach Bindung von Aldosteron an einen
vermuteten membranstémdigen Rezeptor die Phospholipase C aktiviert. Uber Second-
messenger-Systeme wie IP3 und DAG wird eine Ca2+-Freisetzung vermittelt. Innerhalb
kurzester Zeit (<10 Minuten) konnten so z.B. Nat/K+-ATPase und Na+/H+-Austauscher

reguliert werden.

Kurzlich hat die Fachzeitschrift ,Steroids® in einer ganzen Ausgabe (Steroids 64, 1999)
ausschlieBlich tber nicht-genomische Steroideffekte berichtet. Das Wissen uber nicht-
genomische Steroidwirkungen ist mittlerwiele auch in Standardwerke der
medizinischen Lehrbucher eingegangen (Lullmann und Mohr, 1999).

Effekte und Hinweise auf die Existenz sperzifischer Steroid-Membranrezeptoren sind
vielfaltig und Uberzeugend. Trotzdem wurde noch kein Vertreter dieser Gruppe
zweifelsfrei isoliert und funktionell dargestellt. Bei der Entdeckung eines
membranstandigen Progesteron-bindendes Proteins (mPR), das aus Membranen von
Schweineleber isoliert wurde, konnte es sich nach dessen Charakterisierung um einen
membranstdndigen Progesteronrezeptor handeln oder einem Teil davon (Meyer et
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al., 1996, Falkenstein et al., 1996, Falkenstein et al., 1999).

So wird z.B. die zuvor an Spermien beschriebene intrazellulare Calciumerhdhung auf
Progesteron durch Einsetzen von spezifischen Antikorpern gegen das mPR deutlich
reduziert (Falkenstein et al., 1999). Die durch Progesteron eingeleitete
Akrosomenreaktion wird durch Einsetzen dieser Antikorper gegen mPR zu 62,1%
gehemmt (Buddhikot et al., 1999).

Fur die Expression von Proteinen in Oozyten von Xenopus laevis wird intakte mRNA
bendtigt, die entweder aus Zellen oder Gewebe isoliert wurde, oder von einem
geeigneten cDNA- Klon in-vitro transkribiert ist. Fur die Translation wird diese in das
Cytosol der Oozyten mikroinjiziert.

Ebenso ist es moglich, die Gensequenz als doppelstrangige DNA in einen eukary-
ontischen Expressionsvektor zu klonieren, der direkt in den Oozytenkern injiiert wird.

Wenn funktionelle Tests auf die Expression folgen sollen, ist es wichtig, daf die mRNA
oder cDNA die fur den Rezeptor codierende Sequenz in voller Lange enthdalt.

Dies und die Qualitat der RNA lassen sich indirekt Uberprufen, indem durch
Gelelektrophorese und anschlieBendem Northern Blot eine ausgewdhlte mRNA-
Spezies markiert, und ihr Molekulargewicht im Vergleich zu einem definierten Marker
gemessen wird. Soll die RNA fur den vollstandigen Rezeptor codieren und ebenso
nicht durch Ribonuclease (RNase) verdaut worden sein, muf3 das Gewicht im
erwarteten Bereich liegen.

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die beiden Techniken, das Calcium-
Imaging mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 und die Expression von
Membranrezeptoren an Xenopus Oozyten zu kombinieren, und damit ein funktionelles
Testsystem fur Membranrezeptoren zu etablieren und dessen Anwendbarkeit auf
membransténdige Steroidrezeptoren zu Uberprufen. Es sollte z.B. ermittelt werden, ob
die von Wasserman et al. (1980) entdeckten schnellen intrazellularen
Calciumerhohungen auf PROG auch mit der Methode des Calcium-Imagings sichtbar
sind, und ob sich die in RSMC nachweisbaren schnellen ALDO-Effekte durch RNA-
Expression auch in Xenopus Oozyten nachweisen lassen.

In weiteren Schritten kénnte man in diesem Fall Uber eine Fraktionierung der
injizierten RNA zur gesuchten, fur den Steroidmembranrezeptor kodierenden Gen-
Sequenz gelangen.

Die erfolgreiche Klonierung einiger Rezeptoren und Ionenkandle durch Expression in
Oozyten von Xenopus Iaevis in Kombination mit elektrophysiologischen
Untersuchungen ist beschrieben. (McIntosh und McIntosh, 1990; Yamashita et al.,
1992; Dai et al., 1996)
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Uberblick {iber den Ablauf der Methodik
Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurde eine Methode zur Expression und

funktionellen Testung von Membranrezeptoren etabliert. In der folgenden Abbildung
sind die wesentlichen Arbeitsschritte der Methodik schematisch dargestellt. Zunachst
werden die Oozyten durch Entnahme des Follikels aus der Leiste eines Xenopus laevis
Weibchens und anschliefender Separation gewonnen. Geeignete Oozyten werden
ausgewdhlt, in die RNA in das Cytosol injiziert wird. Die betreffenden Rezeptoren
werden im Verlauf von 2-3 Tagen exprimiert. Nach Injektion des Calcium-
Indikatorfarbstoffes Fura-2 kann unter Verwendung eines Calcium-Imaging-Systems
die aktuelle intrazellulare freie Calciumkonzentration in der Oozyte gemessen
werden. Durch Zugabe bestimmter Stimuli konn das Expressionsergebnis der
entsprechenden Rezeptoren funktionell gepruft werden.

Laefre-eos

Entnahme des Follikels  Kollagenase Sortieren Injektion 48-72 h Injektion Nachweis des
aus der Leiste eines Behandlung der Oozyten der RNA Inkubation von FURA-2  Rezeptors Uber
Xenopus-Weibchens Caz+-Messung

Abb. 2.1 Schematischer Ablauf der Methodik: Gewinnung und Praparation der
Oozyten, Expression der Rezeptoren und anschlieBende Calcium-Messung.

Am Ende der Messung wird die Autofluoreszenz der Oozyte durch ,Quenchen" des

Indikator-Farbstoffes bestimmt. In der anschlieBenden Versuchsauswertung wird diese
berucksichtigt.

2.2 Expression in Xenopus Oozyten

2.2.1 Gewinnung der Oozyten

Die Entnahme der Oozyten erfolgt nach Eidne (1994). Die Xenopus Iaevis Weibchen
werden durch Hypothermie anaesthesiert und wahrend des Eingriffs auf Eis gelagert.
Ca. lcm lange Inzision im unteren Abdomen durch Haut und Muskel mit dem
Skalpell. Herausziehen einiger Ovariallappen aus dem Schnitt mit einer stumpfen
Pinzette. Ligation des Ovars an einer Stelle und Abtrennen des distal davon

gelegenen Follikelgewebes (ca. 4/5 des Ovars). Dieses wird in OR I Medium
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aufbewahrt. Die Ovariallappen werden vorsichtig ins Abdomen zurickgesetzt.
Fortlaufende Muskelnaht, Hautnaht mit 3-4 Einzelknoten eines resorbierbaren
Nahtmaterials (ETHICON CATGUT plain 1,5 metric 5-0). Das Xenopus Weibchen wird in
ein 18°C temperiertes Aufwachbecken gelegt und einige Zeit beobachtet. Bis zur
vollstondigen Regeneration des Ovars werden bei jungen Xenopus Iaevis Weibchen
etwa 6 Wochen bendtigt.

Vor Entnahme der Oozyten wurde den Weibchen kein ovulationscauslosendes hCG
injiziert.

2.2.2 Separation der Oozyten von Xenopus Iaevis

Nach der Entnahme werden die Eiersackchen in Petrieschalen aufbewahrt und mit
calciumfreiem OR I Medium gespult. Durch mechanische oder enzymatische
Freipraparation werden die Oozyten aus dem umgebenden Follikelgewebe
herausgelost: Bei der enzymatischen Freipraparation mit Collagenase konnen
endogene Rezeptoren an der Membran beschadigt werden. Daher werden alternativ
dazu Oozyten aus dem Follikelverband mechanisch freiprapariert.

2.2.2.1 Collagendase-Verdau

Die Eiersacke werden in 25ml calciumfreie 0,4% Kollagenase-Losung gelegt. Damit
die Protease ihren Wirkort besser ereichen kann, werden die FollikelsGcke zu Beginn
mit zwei Mikropipetten oder einem Skalpell vorsichtig eingerissen. Die Inkubation
erfolgt zweimal fur je ca. 1h unter leichtem Schwenken. AnschlieBendes Abpipettieren
der aus dem Verband gelosten Oozyten mit einer 25ml Pipette, mehrmaliges Spulen
mit (calciumhaltigem) OR II unterbricht die Proteaseaktivitat. Aufbewahren in OR II
bei 19°C.

2.2.2.2 Mechanische Praparation

Dabei werden die Oozyten in OR I Medium unter dem Stereomikroskop mit Mikro-
Instrumenten aus den EiersGckchen herausgeldst: Vorsichtiges EinreiRen der
Sackchen mit zwei Mikropipetten, sodaB die Oozyten nur noch an einer Seite mit dem
umgebenden Gewebe verbunden sind. Heraustrennen einzelner Oozyten mit einem
quer-gewolbten Spatel unter Fixierung des Follikelgewebes mit der Pinzette.

2.2.3 Selektion der Oozyten

Unter dem Stereomikroskop wurden bei 10 - 45-facher Vergroferung makellose Eier
der Stadien V-VI nach Dumont (1972) fur die Injektion ausgewdhlt.
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2.2.4 Mikroinjektion in die Oozyten
2.2.4.1 Mikroinjektion in das Cvtoplasma

Mit Hilfe eines horizontalen Nadelausziehgerates wurden die Injektionsnadeln cus 8™
Glaskapillaren gefertigt und die Spitzen unter mikroskopischer Sicht bei einem
Durchmesser von ca. 20pm mit einer sterilen Mikropinzette abgebrochen. Die Nadeln
wurden in einen Mikroinjektor eingespannt und mit RNAse-freiem Mineraldl gefullt. Auf
diese Weise lieBen sich bis zu 10ul RNA-Losung luftblasenfrei aufziehen.

Auf dem Boden der Petrieschale war ein feinmaschiges Polyethylengitter befestigt,
damit die Oozyten wdahrend der Injektion fixiert sind. Mit Hilfe eines 3-achsigen
Mikromanipulators wurden 100nl einer bis zu 1ug/ul RNA-Losung in einem Winkel von
ca. 45° in Aquatomnéhe in die dunkel pigmentierte animalischen Oozytenseite injiziert
(siehe Abb. 2.2). Da bei den Albino-Oozyten ein Aquator optisch nicht zu erkennen ist,
wurden Injektionsstellen bei diesen zufdllig ausgewdhlt.

Die Oozyten wurden zur Forderung des Wundverschlusses fur ca. 2-3h lichtgeschutzt
bei 4°C gelagert.

Abb. 2.2 Xenopus Oozyten wéhrend der Mikroinjektion (ca. 15x Vergréerung)

2.2.4.2 Mikroinjektion eines eukaryvontischen Expressionsvektors in den Zellkern

Fur die Mikroinjektion in den Zellkern wurden noch spitzere Injektionsnadeln (<5um)
gefertigt. Der eukaryontische Expressionsvektor pcDNA III-GnRH-R wurde in OR I gelost
und in Konzentrationen von 0,5pg/nl, 2,5pg/nl, 5pg/nl und 10pg/nl eingesetzt.

Der Nucleus befindet sich auf der Polachse der Oozyten im oberen Drittel der
animalischen Seite. Es wurden nach der Methode von Guddat und Pieler (1991)
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jeweils 10-15nl dieser Expressionsvektor enthaltenden Losung senkrecht in den
animalischen Pol der Oozyte injiziert. In der Regel war durch das Verwenden dieser
dunnen Nadeln keine Wunde an der Zellmenbran zu sehen. Die Oozyten wurden
anschlieBend lichtgeschutzt fur 2h bei 4°C gelagert.

2.2.4.3 Mikroinjektion des Fluoreszenzicrlbstoffes in das Cytosol der Oozyten

Nach einer Inkubationszeit von 48-72h wurden vor den Messungen mit dem Calcium-
Imaging jeweils 50nl des Calciumindikatorfarbstoffs FURA-2 [2mM] in einem
abgedunkelten Raum auf die soeben beschriecbene Weise in das Cytosol der Oozyten
injiziert (vgl. 2.2.4.1).

2.2.5 Kultivierung der Oozyten bzw. Inkubation

Nach der Injektion von RNA bzw. H2O wurden die Oozyten in Petrieschalen mit OR II
oder OR III Medium lichtgeschutzt bei 18°C-19°C unter taglichem Mediumwechsel
kultiviert.

2.3 Reifungsversuche

Etwa 10 bis 20 Oozyten wurden in 30mm Petrieschalen, die mit 3ml OR II Medium
gefullt waren oder max. 10 Oozyten in Glasreagenzglasern mit 1ml Medium,
aufbewahrt. Substanzen, die die Reifung auslosen sollten wurden dem Medium
zupipettiert (z.B. Progesteron final 3uM) und die Oozyten nach 8, 12 und 24 Stunden
auf erfolgreiche Reifung untersucht. Kriterium war das Entstehen eines (runden)
weillen Fleckes auf dem sonst dunkel pigmentierten animalischen Pol (Entstehung
eines Polkorperchens).

2.4 Messung von intrazelluldrem Calcium an Oozyien

Mit Hilfe von Indikatorfarbstoffen und der quantitativen Fluoreszenz-Mikroskopie
lassen sich zellulare Eigenschaften und intra- sowie interzellulare Vorgange optisch
untersuchen. Damit konnen auch dynamische Prozesse in lebenden Zellen r&dumlich
aufgelost studiert werden.

2.4.1 Calcium Imaging mit Fura-2

In der vorliegenden Arbeit wurde als Calciumindikator FURA-2 verwendet.

Die Absorptionseigenschaften dieses Fluoreszenzfarbstoffes dndern sich durch die
Komplexierung mit Calcium. Je nach Angebot von freiem Calcium liegt ein
Gleichgewicht zwischen dem freien Farbstoff und seinem Calciumkomplex, der sein
Absorptionsmaximum in kurzwelligeren UV-Licht Bereich hat.

Die Excitationswellenléngen von A=380nm (freies Fura-2) und A=340nm (fur den
Calciumkomplex) sind an Hond des Excitationsspektrums (vgl. Abb. 1.2) optimiert.
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Durch Anregung bei zwei verschiedenen Wellenlangen 1aft sich [Ca2+]; unabhdngig
von der Farbstoffkonzentration bestimmen. Hierdurch werden Meffehler durch
Ausbleichen des Farbstoffes oder Konzentrationsschwankungen eliminiert. Die
Ergebnisse sind damit auch unabhdngig von der absoluten Empfindlichkeit des
MefBgerdates. Damit ist dieses MeBsystem bezuglich Genauigkeit anderen Methoden

uberlegen.
Kamera|
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I : | \
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Abb. 2.3 Aufbau des Calcium Imaging System

Das fur das Calcium-Imaging verwendete MeBsystem besteht im Prinzip aus drei
Grundbausteinen: Der Lichtquelle (UV-Lampe), dem Mikroskop und einer Kamera.

Die Steuerung der Einheiten wird von einem Rechner ubermnommen. Fur die Anregung
des Indikatorfarbstoffes wird monochromatisches Licht hoher Intensitat bendtigt.

Da Laser teuer und unhandlich sind, und nur wenige Wellenlangen abdecken, wurde
ein flexibles Monochromatorsystem von Till Photonics eingesetzt, das von einer Xenon
Lichtquelle gespeist wird und erlaubt, rechnergesteuert innerhalb weniger
Millisekunden zwischen zwei oder mehreren Anregungswellenldngen wechseln zu
konnen.

Das UV-Licht wird wahrend der Belichtungszeit tber einen Glasfaser-Lichtleiter und
einen Farbteiler-Spiegel auf die zu untersuchenden Fura-2-injizierten Oozyten geleitet.
Gleichzeitig wird die Emission bei 510nm uber ein UV-Luft-Objektiv mit einer
gekuhlten CCD Slow Imaging Kamera in 2-dimensionalen, hochaufgeldsten Bildern
der entsprechenden Excitationswellenlangen zugeordnet aufgenommen und uber
die Software Fucal auf dem Computer gespeichert.

In periodischen Absténden von in der Regel 10s 1aRt sich so die [Ca2+]; in den Oozyten
auf bestimmte Stimuli Giber einen l&ngeren Zeitraum messen.

2.4.2 Durchfiihrung der Messung
Nach der Fura-2 Injektion werden die Oozyten fur 2h bei +4°C gelagert und vor den
Messungen wieder allmdahlich auf RT aufgewdrmt.

Einzelne Oozyten werden ausgewdhlt und mit einer Pipette an den Untersuchungsort
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auf dem Mikroskop gebracht. 1000ul OR II-Medium befinden sich in einem
zylinderformigen Stahlring, an dessen Unterseite ein UV-Licht durchlassiges rundes
Quarzglasdeckglaschen befindet, das am Rand mit Silikongel abgedichtet ist. Die
Oozyten werden auf das Deckglaschen in das Medium gelegt und von unten
lichtexponiert bzw. gemessen. Bis zu drei Oozyten konnen gleichzeitig nebeneinander
untersucht werden. Das Mikroskop wird auf die Oozyten mit dem Auge scharf gestellt
und an Hand einiger Fluoreszenz-Bilder wird gepruft, ob die Farbstoffbeladung
ausreicht.

Bei der Messung werden im Abstand von 10s jeweils unter Anregung bei 340nm fur
100ms und bei 380nm fur 60ms Emissionsbilder durch einen 510nm-Fluoreszenzfilter
aufgenommen. Die jeweils in 10yl OR-II geldsten Stimuli werden vorsichtig dem
Medium, in dem sich die Oozyten befinden, zugegeben. Die Ratio-Werte sind wahrend
des Experiments online sichtbar. Auf Stabilitat der Baseline tber 1 Minute wurde vor
Stimuli-Zugabe geachtet.

Am Ende des Experimentes wird 1uyM LPA dem Medium zugegeben um die
Reagibilitat der Oozyten zu uberprufen.

2.4.3 Quenchen des Farbstoffes

Die Bestimmung der Autofluoreszenzen der Oozyte ist notwendig, da diese in der
Auswertung berucksichtigt werden mussen.

Dazu werden zundchst 30ul Digitonin 20mM dem Medium zupipettiert (final 600uM),
wodurch die Zellmembran durchlassig wird. Wird in der Online-Messung ein
maximales Ansteigen der intrazellularen Calciumkonzentration durch einstromende
Calciumionen aus dem Extrazellularraum ([Ca2+]e=1mM) beobachtet, kann Fura-2
durch Zugabe von 10mM MnCl2 mit Mangan komplexiert werden. Da dieser Komplex
bei den verwendeten Wellenlangen nicht fluoresziert, konnen so die
Autofluoreszenzen der Oozyten bestimmt werden.

2.4.4 Auswertung der Calciummessungen

Die bei der Messung entstandenen Bilder und Bilderfolgen werden als digitale Daten
gespeichert. Ein oder mehrere representative Bereiche der Oozytenoberflache
werden gewdahlt (Region of interest, ROD), die Autofluereszenzen dieses Bereiches im
letzten Versuchsbildern nach Quenchen des Farbstoffes fur jeweils beide gemessene
Wellenlangen ermittelt. Zum Vergleich wird eine weitere ROI im Bereich auf3erhalb
der Oozyten gewdhlt, die die LichtintensitGten des Mediums wiedergeben.

Die Autofluoreszenzen werden bildweise jeweils fur 340nm und 380nm mit Hilfe der
Software FUCAL 5.12a subtrahiert und das von der Calciumkonzentration abhdngige
Verhdltnis (Ratio) der bei 340nm und 380nm erhaltenen LichtintensitéGten bestimmit.
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Abb. 2.4 Bildschirmphotographie einer Messung an drei mit Fura-2 beladenen Oozyten:
Ausgangslichtintensitéiten bei 340nm (li. oben) bzw. bei 380nm (re. oben) und die
errechnete Ratio (li. unten). Hier sind die fur die Auswertung gewdhlten ROIs, jeweils
an den Oozyten und in der Umgebung zu sehen. Rechts unten: Verlauf der
Lichtintensitdten und Ratio in den ausgewdhlten ROIs bis zum Quenchen des
Farbstoffes.

Fur den Treshold sind 20cts gewdhlt. Da in den Bereichen sehr niedriger
Lichtintensitaten (Randbereich) durch geringste Anderungen der gemessenen
Lichtintensit&ten rechnerisch grofe Unterschiede der Ratio entstehen, ist der treshold
diejenige Anzahl von counts, unter der durch die Software keine Berechnung der
Ratio erfolgt. Dadurch werden Storeinfliisse vermieden.

Die intrazellultren Calciumkonzentrationen werden ebenfalls mit der Software FUCAL
5.12a von Till Photonics errechnet. Den Berechnungen liegt eine wvom
Massenwirkungsgesetz abgeleitete Formel zu Grunde. Aus dem gemessenen
Verhdltnis der durch Emmission des bei A=340nm oder A=380nm angeregten
Farbstoffes entstehenden Lichtintensitaten kann die aktuelle intrazellulare [Ca2+]
errechnet werden (nach Grynkiewicz et al, 1985):

R- Rmin Sf2
[Ca2+] = Ka

Rmax-R Sp2

Ka steht fur die effektive Dissotiationskonstante von Fura-2 bezuglich
Calciumkomplexierung, R fur ,ratio” - das Verhdlinis der gemessenen Intensitaten bei
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A=340nm (Fura-2-Ca2+-Komplex) und A=380nm (freies Fura-2) nach Abzug der
Autofluoreszenz.

Rmin und Rmax sind die jeweils meRbaren Verhdlinisse bei Abwesenheit von bzw.
voller Sattigung mit Calcium.

(S2/Sp2) ist das durch Eichung an Calciumldsungen ermittelte Intensitatsverhdaltnis von
freiem und gebundenem Fura-2 bei A=380nm.

Der Verlauf der bei 510nm gemessenen Lichtintensitaten unter Belichtung von 340nm
und 380nm, das daraus ermittelte Verhdlinis der Werte (Ratio) nach Abzug der
Autofluoreszenz, proportional der intrazellularen Calciumkonzentration wird
graphisch gegenuber der Zeit dargestellt. Da relative Anderungen der
Calciumkonzentration von Bedeutung sind, wurden fur die weitere Darstellung die
Ratio-Werte verwendet.

Die Beurteilung, ob eine Oozyte mit einem Calcium-Signal reagiert, erfolgt
hauptsachlich aus dieser Darstellung. Insbesondere ist dabei nicht nur ein Anstieg der
Ratio entscheidend, sondern zusdatzlich eine gegenlaufige Entwicklung der
Lichtintensitaten von freiem und Ca2+-komplexierendem FURA-2 (siche z.B. Abb. 3.4).
Die errechneten Daten wurden als Files gespeichert und fur die Darstellung in dieser
Arbeit mit StatView Graphics™ auf Macintosh Computern eingelesen und durch
KaleidaGraph™ zur Darstellung gebracht.

In den Box-Plot-Diagrammen wurden jeweils die Werte fur die 10., 25., 50., 75. und 90.
Perzentile graphisch dargestellt, sowie Einzelwerte, die tiber der 90. bzw. unter der 10.
Perzentile lagen.

2.5 Praparation der zu injizierenden RNA

2.5.1 Isolierung von total RNA aus Zellkultur
Homogenisierung: 450 x 106 Zellen VSMC (5. Pasage) werden in 24ml TRIzol-Reagent

lysiert, 5min RT; Phasenseperation: Zugabe von 0,2ml Chloroform pro ml TRIzol; 3min

RT; fur 15min bei 14tU/min zentrifugieren bei 4°C; RNA-Prezipitation: der Uberstand

wird in einem neuen Rkt-Gefdf mit 500pl pro ml urspr. fur die Homogenisierung
verwendeten TRIzol gemischt. 10min RT; fur 10min bei 12tU/min zentrifugieren bei 4°C.
Die isolierte RNA bildet ein Gel-artiges Pellet am Boden/Rand des Rkt-Gefdfes.
Reinigen der RNA: Uberstand entfernen; Zugabe von 1ml 70% EtOH pro ml urspr. Trizol;

VT, fur 6min bei 9tU/min zentrifugieren. Losen der RNA: Antrocknen des Pellets; Losen

in 20ul DEPC-beh. Wasser pro ml urspr. verw. TRIzol. 10min 60°C.
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2.5.2 Isolierung von mRNA

Zur Isolierung von mRNA aus der gewonnenen gesamt RNA wurde der PolyATtract
mRNA Isolations-Kit von Promega verwendet. Dieser beruht cauf der Hybridisierung der
MmRNA-Fraktion durch eine Biotin-gekoppelte desoxy-Thymidin-Sequenz (oligo(dT)),
die durch Streptavidin markiert wird, das an paramagnetische Partikel gekoppelt ist
und mit Hilfe eines Magnetfeldes spezifisch getrennt werden kann. Die Separation
erfolgt nach Herstellerangaben: 0,1-1,0mg total RNA werden durch Zugabe von DEPC-
behandeltem Wasser auf ein Volumen von 500ul gebracht, fur 10min cuf 65°C
erwdarmt. Es werden 3l der biotinylierten-Oligo(dT) und 13pl 20x SSC zugegeben und
die Probe auf RT abgekuhlt. Die Streptavidin-paramagnetischen Partikel (SA-PMP)
werden mehrmals sorgfaltig mit 0,5x SSC gespult und in 100yl dieser Losung
resuspendiert. Darauf wird die zuvor abgekuhlte Probe mit der biotinylierten Oligo(dT)
und gesamt RNA gegeben und fur 10min bei RT inkubiert. Die SA-PMPs werden durch
ein Magnetfeld abgefallt und der Uberstand entfernt. Die Partikel werden 4x mit je
0,3ml 0,1x SSC gewaschen. Die RNA wird durch Zugabe von 0,1ml DEPC-behandeltem
Wasser von den Oligo-(dT)-SA-PMP abgetrennt und eluiert. Die mRNA erhaltende
wdaflrigen Phase wird nach erneutem Ausfdallen der Partikel im Magnetfeld
abpipettiert und in ein frisches Rkt-GefdR gegeben. Durch eine anschlieBende
Ethanolfdllung kann die mRNA vor Injektion in die Oozyten auf ca. 0,7ug/ul
konzentriert werden.

2.5.3 In-vitro Transkription
2.5.3.1 Transformation kompetenter Eschericha coli-Zellen und Selektion Ampicillin-

resistenter Transformanden

Kompetente E. coli Zellen werden rasch aufgetaut und in ein Rkt-Gefd zu ca. 50ng
DNA zugegeben. Inkubation auf Eis 30min. Es folgt ein Hitzeimpuls fur 95s bei 42°C.
Abkuhlen und Zugabe von LB-Medium (37°C). Inkubation tber 60min bei 37°C damit
die Zellen die Plasmid-codierte B-Lactamase produzieren kdénnen.

Die Losung wird in einer Petrischale auf Ampicillin-haltigem (100ug/ml) LB-N&hrboden
ausplattiert und fur 12-16h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Mit einer so
gewonnenen Einzelkolonie wird 3ml Ampicillin-haltiges (75ug/ml) LB-Medium beimpft
und fur 8-10h unter Schutteln bei 37°C inkubiert. 400ul der so erhaltenen Losung wird
in einen Erlenmeyerkolben zu 400ml Ampicillin-haltigem (75ug/ml) LB-Medium
gegeben und unter magnetruhren Uber Nacht inkubiert. Die Suspensionskultur
erreicht eine Zelldichte von ca. 109/ml.

2.5.3.2 Isolierung von Plasmid DNA
Zur Isolierung der Plasmid-DNA wird der Plasmid Maxi Kit von Quiagen nach

Herstellerangaben verwendet. Nach Abernten der Bakterienzellen cus der Suspension
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durch Zentrifugation werden diese in den Resuspensionspuffer (10mM EDTA;
100mg/ml RNase A; 50mM Tris-HCI, pH 8,0) gegeben und mit dem Lysepuffer (200mM
NaOH, 1%SDS) vermischt. Smin auf Eis. Zugabe von 10ml des Neutralisationspuffers
(BM Kaliumacetat, pH 5,5) zum Lysat, renaturieren die Plasmid-DNA, die gelost wird,
wdahrend Chromosomale DNA mit K+-SDS-Komplexen prazipiert und die Proteine
denaturiert bleiben. Der Uberstand wird zweimal fiar 30 und 15min bei 20000g und
4°C zentrifugiert und in die mit QTB (750nM NaCl; 15% EtOH; 0,15% Triton X-100; 50mM
MOPS; pH 7,0) equibrilierten Anionen-Austauschersdulen (QIAGEN-tip 500)
chromatographiert, die eine hohe Bindungsaffinitat fur NucleinsGuren caufweisen.
Diese werden zweimal mit 30ml eines neutralen Puffers (1M NaCl; 15% EtOH; 50mM
MOPS; pH 7,0) gewaschen und die DNA anschlielend mit einem alkalischen Puffer
eluiert (1,25M NaCl; 15% EtOH; 50mM Tris-HCl; pH 8,5).

Die erhaltene Plasmid-DNA wurde mit Isopropanol aus der Losung gefdallt, mit Ethanol
gewaschen, in H2O gelost und bei -80°C aufbewcahrt.

Die Maxi-Prép DNA wird mit HindlIIl bei 37°C Gber Nacht linearisiert.

2.5.3.3 Synthese der RNA durch in-vitro Transkription

Zur Synthese der in-vitro transkribierten RNA wurde der doppelte Ansatz des
mMessage mMachine-Kit entsprechend den Benutzerempfehlungen verwendet. 8ul
DEPC behandeltes Wasser, 4yl 10x Transkriptions-Puffer, 20l 2x Ribonucleotid-Mix,
4l linearisierte DNA (0,5ug/ul) und 4l 10x Enzym-Mix werden durch vorsichtiges auf-
und abpipettieren durchmischt. Kurzes Abzentrifugieren. Inkubation 1h bei 37°C.
Zugabe von 1ul RNase-freier DNase zur Beseitigung der DNA; erneute Inkubation bei
37°C fur 15min. Die Reaktion wird durch Zugabe von 115yl DEPC-behandeltem
Wasser und 15ul Ammoniumacetat-Stop-Losung beendet. Die RNA wird durch Phenol
und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) aufgereinigt und das Pellet in DEPC-
behandeltem Wasser gelost und in Oozyten injiziert bzw. zuvor bei -70°C aufbewahrt.

2.5.4 Eukaryontischer Expressionsvekior

Fur den GnRH-Rezeptor codierende DNA wurde mit EcoR I und Xho I in den 5,4kb
PcDNA3 Vektor integriert.

2.6 Nachweise tiber die Qualitét und Stabilitéit der RNA

2.6.1 DNA fiir den GnRH-Rezeptor

Zur Herstellung der Sonde fur die RNA des GnRH-Rezeptors wird GnRH-R-DNA cus dem
Bluescript prokaryontischen Expressionsvektor mit Eco R [ und Xho I verdaut. In 40ul
Verdau sind 5ug DNA, 4,01 10x Restriktionspuffer H und jeweils 10U Eco R [ und Xho I
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enthalten.

2.6.2 DNA far den Thrombin-Rezeptor

Der erste Strang der DNA, die fur den Thrombin-Rezeptor codiert, wird aus total RNA,
die aus glatten GefafBmuskelzellen von Ratten (VSMC) isoliert wurde, durch reverse
Transkription synthetisiert. Dazu wird der ZAP cDNA-Kit von Stratagene nach
Angaben des Herstellers verwendet. Nacheinander werden zu 24,3yl DEPC-
behandeltem Wasser im Losungsansatz folgende Reagentien zugegeben:

5ul 10x first strand buffer; 3ul Second strand methyl nucleotide mixture (10mM); 1,4l
Primer THR-L (2ug/ul); 1yl RNase Block Ribonuclease Inhibitor (40U/ul). Die Probe wird
gevortext (VT); Zugabe von 5,3l total RNA von VSMC (1,8ug/pD); VT; 10min RT; 2,5l
Reverse Transcriptase (StrataScript RNase H- reverse transcriptase; 100U/ul); VT,
60min bei 37°C.

Die DNA fur den Thrombinrezeptor wird durch eine nachgeschaltete Polymerase
Kettenreaktion (PCR) aus 5ul dieses Ansatzes selektiv vermehrt:

36l Wasser (=> final 50ul); 5ul 10x Reaktionspuffer; 1ul ANTPs (10mM); 1l Primer THR-
L (0,25ug/uD); 1l Primer THR-U (0,25ug/ul) werden gemischt und 5ul des Ansatzes aus
der Reversen Transkriptase und 1yl Prime Polymerase (2U) zugegeben.

Es folgen 40 Zyklen einer PCR bei jeweils 30sec bei 94°C, 48°C und 72°C.

2.6.3 Praparations-Gelelekirophorese

Die erhaltene GnRH-R-DNA aus dem Verdau und die Thrombin-R-DNA aus der PCR
wird durch Auftragen auf ein Agarose-Gel Uberpruft. Die erwarteten Grofen von etwa
1.200bp fur den GnRH-R und 1.000bp fur den Thrombin-R kbnnen beim Vergleich mit
einer DNA-Leiter gefunden werden.

Das Resultat des Verdaus bzw. der PCR wird auf ein Agarose-Praparationsgel (mit
groflen Gel-Taschen) aufgetragen. Die Banden, die die DNA fur den jeweiligen
Rezeptor enthalten werden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die Agarose von der
DNA durch Zentrifugation in einer Saule abgetrennt.

Die Thrombin-R-DNA wird durch eine erneute PCR angereichert.
2.6.4 Herstellung der DIG-markierten Sonden:
Die Sonden werden unter Verwendung des CSPD-Kit hergestellt:

Folgende Mengen werden in einen PCR Ansatz (50ul) jeweils fur GnRH-R und THR
zugegeben:
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GnRH-R THR

GréBe (bp) 1200 1000
Wasser 35,50l 34,51
10x Puffer 5,0ul1 5,0ul
10x Markierungs Mix 5,0ul 5.0ul
Antisense Primer GnRH-R-ER THR-L
1yl 1l
DNA Probe 2,5u1 3,5ul
Polymerase (2U/uD 1l 1l

Es folgen 40 Zyklen einer PCR bei jeweils 30sec 94°C => 48°C => 72°C.

2.6.5 Denaturierende Agarose-Formaldehyd-Gelelektrophorese

Formaldehyd-1,2% Agarose-Gele wird wie folgt hergestellt (60ml-Gel):

0,72g Agarose wird in 43,5ml DEPC-behandeltem Wasser unter mehrmaligem Erhitzen
und kurzem Aufkochen in der Mikrowelle gelost; Zugabe von éml 10x MOPS und
10,5ml Formaldehyd (37%); GieRen in eine Gelkammer.

Die RNA-Losung wird mit dem vierfachen ihres Volumens mit RNA-Ladepuffer
gemischt und fur 10min bei 68°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Eis wird das Gel
beladen. Laufpuffer: MOPS; Sponnung 100V Uber 1-2h.

2.6.6 Transfer auf die Nylon-Membran (Northern Blot)

Es wird nach der Kapillarblot-Technik geblottet. Auf einer Glasplatte werden 4 Lagen
Blottpapier glattgerollt und so angeordnet, daf sie auf zwei Seiten in in ein Reservoir
mit 20x SSC eintauchen. Das Agarose-Formaldahyd-Gel wird vorsichtig darauf gelegt
und auf dieses ein grofengleiches Stuck Nylonmembran, es folgt nochmals
Blotpapier. Auf die nicht vom Gel bedeckten Stellen wird Parafilm gelegt, damit die
Flussigkeit nur durch das Gel gezogen wird und 20x SSC nicht verdunstet. Ein Stof3
saugfdhiges Papier wird darauf gesetzt und mit einem Gewicht von ca. 500g
beschwert (vgl. Abb. 2.5).
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Abb. 2.5 Aufbau des Transfers (Northern Blot) nach der Kapillarblot-Technik

Es wird fur ca. 14-20h bei RT geblottet. Die durch die Kapillarkrafte nach oben
wandernde Flussigkeit transportiert die im Gel befindliche RNA mit nach oben. Da
RNA die Membran nicht passieren kann, bleibt sie an dieser hdngen. Auf der
Membran entsteht eine dem Gel spiegelbildliche Anordnung der RNA.

2.6.7 Fixieren der RNA an die Membran
Die Membran wird mit der RNA-Seite nach oben fur 10min bei RT auf einem Blotpapier
getrocknet, und dann mit 2J/cm2 UV-Licht an die Membran fixiert.

2.6.8 Hybridisieren der Membran

Die an der Luft getrocknete Nylon-Membran wird so in ein Hybridisierungsrohr gelegt,
daB die RNA-Seite nach innen zeigt. Es wird fur 4h bei 42°C mit 20ml
Hybridisierungslosung vorhybridisiert und tber Nacht mit einer 1:1000 Verdunnung
der DIG-markierten Sonde in Hybridisierungspuffer hybridisiert.

2.6.9 Waschen der hybridisierten Membran

2 Waschvorgange uber 5min bei RT mit jeweils mind. 50ml WP1 / 100cm? Filter.

2 Waschvorgange uber S5min bei 68°C mit jeweils mind. 50ml WP2 / 100cm? Filter.

Die gewaschene Membran wird durch ein wenig 1x Maleinsaure-Losung abgekuhlt
und in reichlich Blocking-Puffer fur 30 min geschuttelt.

3 Waschvorgange uber 10min bei RT in WP3.

2.6.10 Immunologische Detektion mit Anti-DIG-AP Konjugaten
Die Membran wird fur 30min in MaleinsGurepuffer inkubiert, dem 75mU/ml anti-DIG-AP
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Konjugate zugegeben werden. Es wird 2x 15min in MaleinsGurepuffer gewaschen, der
zusatzlich 0,3% TWEEN 20 enthdlt. Die Membran wird nun mit Detektionspuffer fur 5min
equilibriert und zwischen zwei Folien gelegt. Mit einer Walze wird die restliche
Flussigkeit ausgestrichen. Die Folien werden an drei Seiten zusammengeschweif3t,
sodaf sich die Membran in einer Tasche befindet, die nur noch an einer Seite gedffnet
ist. 500pl CSPD-Luminiszenz-Losung werden auf die Membran in der an drei Seiten
zugeschweiften Folie gegeben. Die Flussigkeit wird mit der Walze verteilt. Luftblasen
und die Uberschussige Flussigkeit werden in Richtung der noch geodffneten Seite
ausgestriffen. Die vierte Seite wird zugeschweifit, sodaBl die Membron nun luft- und
wasserdicht in der Folie versiegelt ist. Die Folie wird nun fur 10min auf 37°C erwdarmt,
damit die Luminiszenzreaktion cusgelost wird. AnschlieBend wird diese in einer
Filmkammer auf einem Rontgenfilm fixiert, der tber 30 Minuten bei RT exponiert wird.
Es folgt die Entwicklung.

2.7 Puffer und Lésungen

Blocking Puffer
1,0x Mdaleinsaure-Puffer
1,0 Blocking Reagent

Collagenase-Losung (0,4%)
200mg Collagenase
50 ml OR I-Medium (calciumfrei)
filtrieren (0,45um Filter)

50x Denhardt’s Losung
Ficoll 400 1,0g
Polyvinylpyrrolidon (PVP) 1,.0g
BSA Fraktionb 1,0g
ad DEPC beh. Wasser 100ml

sterilfiltriert

DEPC-behandeltes Wasser
0.1% DEPC in aqua dest.; 12h einwirken lassen; cutoclavieren

-32-



Hybridisierungs-Lésung (20ml)

Formamid (deionisiert) 10,0ml
20x SSC 5,0ml
Nao-P-Puffer 1M, ph 6,5 1,0ml
50x Denhart’s Losung 2,0ml
Hering Sperm DNA [10mg/ml] 0,4ml
DEPC-beh. Wasser 1,6ml
LB-Medium
10,0g Casein
5,0g Hefeextrakt
5,0g NaCl
1000ml H20; pH 7,5; autoklavieren
10x MOPS

200mM Morpholinopropansulfonsaure
50mM Natriumacetat
10mM EDTA

pH=7,0

Maleinsé&ure-Puffer
0,1M Maleinsaure
0,15M NacCl
PH=7,5 (mit NaOH eingestellt); autoclavieren

ORI
5,0mM HEPES acid
82,5mM NaCl
2,5mM KCl
1,0mM MgCl,
1,0mM Na,HPO,

PH=7,6; sterilfiltrieren
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ORI

5,0mM HEPES acid
82,5mM NaCl

2,5mM KCl
1,0mM MgCl,
1,0mM NaHPO,
1,0mM CaCl,
1,0mM Gentamycin

PH=7,6,; sterilfiltrieren

ORIII

5,0mM HEPES acid
82,5mM NaCl

2,5mM KCl
1,0mM MgCl,
1,0mM NaHPO,
1,0mM CaCl,
1,0mM Gentamycin
1,0mM Na-Pyruvat

PH=7,6,; sterilfiltrieren

RNA-Ladepuffer
200pul Formamid
83Ul Formaldehyd (37%)
50u1 10x MOPS

8ul Bromphenolblau / Xylen-Cyanol-Losung (e 0,5%)

20x SSC
3,0M NaCl
0,3M tri-Natriumcitrat

PH=7,0; autoclavieren

Waschpuffer
WP 1
2,0x SSC
0,1% SDS (w/v)
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WP2

0,1x SSC

0,1% SDS (w/v)
WP3

1,0x Maleinsture-Puffer

0,3% TWEEN 20

2.8 Gerdte und Verbrauchsmaterial

2.8.1 Verbrauchsmaterial

Filteraufsatze zur Sterilfiltration (45um Porengrofe)
Glaskapillaren (8") fur die Mikroinjektion

Nylon-Membran
Pasteurpipetten 1ml
Petrischalen ¢ 30mm
Petrischalen @ 60mm
Petrischalen ¢ 90mm
Petrischalen g 110mm
ReaktionsgefaBe 1,5ml
Falcon-Rohrchen 14ml
Sterilfilter (Poren 0,2um)

2.8.2 Gerdte far die Xenopus Oozyten
Inkubator fur die Oozyten, Typ ICE400
Kaltlichtquelle KL 1500 electronic
Mikromanipulator M1 mit Stativ

Stereomikroskop M3Z
2.8.3 Calcium Imaging System

Calcium Imaging
CCD Kamera, AE2000

Inverses Fluoreszenzmikroskop, Auxiovert 35

2.8.4 Ultrazentrifugen
Optima-TLX 120 mit Rotor TLA 100.4
OTD-Combi mit Rotor T865.1

Millipore, Watford, U.K.
Drummond, Broomall, U.S.A.
Boehringer, Mannheim
Brand, Wertheim

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Greiner, Solingen

Biozym, Hessisch Oldendort
BD Biosciences, Bedford, U.S.A.
Nalgene, Hereford, GB

Memmert, Schwabach

Wild, Heerbrugg, CH.
Drummond Scientific, Broomall,
US.A.

Leica, Heerbrugg, CH

Till Photonics GmbH, Planegg
General Scanning GmbH,
Planegg

Zeiss, Hanau

Beckmann, Miinchen
Du Pont, Bad Homburg



2.8.5 Sonstige Gerate

Feinwaage R200D Sartorius, Gottingen
pPH-Meter, pH?1 WTW, Weilheim
Photometer GeneQuant Pharmacia, Freiburg
UV-Lampe; Fluolink Vilber, Lourmat

Alle weiteren Gerdte entsprechen dem ublichen Laborstandard.

2.8.6 Software

Fucal 5.12a Till Photonics, Planegg

KaleidaGraph 3.0.5 Abelbeck Software

Statview Graphics 4.51 Abacus Concepts Inc., Berkeley,
US.A.

2.9 Zellen und Versuchstiere

2.9.1 Herkunft der Xenopus Iaevis Oozyten

Ausgewachsene Xenopus Ilaevis Wildtyp-Weibchen wurden far Laborzwecke
gezuchtet und von H. Kahler (Hamburg) bezogen. Die Albino-Weibchen waren ein
grofzugiges Geschenk von Herrn Professor Trendelenburg, Deutsches
Krebsforschungszentrum Heidelberg.

2.9.2 Herkunft der Schweineleber

Die Schweineleber fur die RNA-Isolierung stammt vom Schlachtschweinen aus dem
Schlachthof Munchen. Organteile werden noch kérperwarm zerkleinert und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend bis zur Verwendung bei minus 80°C
aufbewahrt.

2.9.3 Herkunft der glatten GefaBmuskelzellen

Die glatten GefaRmuskelzellen (VSMC) fur die RNA-Isolierung stammen von Sprague
Dawley, werden enzymatisch gelost (0,25mg/ml Elastase, 1mg/ml CLS-10,375mg/ml
Trypsin-Inhibitor; 90 min bei 37°C), in Zellkultur (H-F12/WM-752 Medium 1:1; 5-10% BSA;
5% CO2-Atmosphdre) gezuchtet und nach dem Schockgefrieren mit flussigem
Stickstoff bis zur Verwendung bei minus 80°C eingefroren.

2.9.4 Herkunft der transformationskompetenten E. coli IM109 Zellen
Transformationskompetente E. colii Zellen werden von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe
Molekulare Endokrinologie, Munchen, nach der Methode von Hanahan (1983) aus
E.coli JM109 Zellen von Promega/Serva, Heidelberg hergestellt und uns
freundlicherweise zur Verfugung gestellt.
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2.10 Reagentien

2.10.1 Reagentien fur die Praparation

Fluoreszenzmessung
Collagenase, C-9891
Digitonin, Nr. 3004
EDTA, Nr. 11278
EGTA, E-4378

FURA-2 pentapotassium salt, 344900
GnRH-Analogon, L-6884

HEPES, H-3375
Manganchlorid
Mineraldl, M-5904

Natriumpyruvat, Nr. 15220

der Oozyten und Durchfuhrung der

Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

2.10.2 Agentien zur funktionellen Calciummessung

Acetylcholinchlorid, Nr. 420-150

Adenosin, A-7636

Adenosintriphosphat (ATP), A-5394

Aldosteron, Nr. 05521

Angiotensin II (Acetatsalz), A-9525
Angiotensin II (human), Nr. 51285

HPCD, C-0926

Lysophosphatidylscure, L-7260
Natriumvanadat, S-6508
Noradrenalin, Nr. 489350
Progesteron, Nr. PO130

Progesteron, wasserloslich, Nr. P-7556
Thapsigargin, Nr. 586005

Thrombin, Nr. 605206
Vasopressin, V-9879

2.10.3 Reagentien fur die Molekularbiologie

Chloroform, C-2432
CSPD-Kit
ECL-Losung 1
ECL-Losung 2
EcoRI

Formamid, F-75038

Sigma Diagnostics, St. Louis, U.S.A.
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Boehringer Mannheim

Life Science, Amersham

Life Science, Amersham

New England Biolabs, Beverly, U.S.A.
Sigma, Deisenhofen
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Formamid, Nr. 12027

Hering Sperm DNA, Nr. 223 646

Hind Il

Isopropanol, 1-9516

Kpnl

MessageMaker™Reagent Assembly
MMESSAGE mMACHINE
Oligo(dT)-Cellulose

PcDNA3

Primer GnRH-R-ER (Antisense)

Primer THR-L (Antisense), Nr. 03261E2
Primer THR-U, Nr. 203260H1
Restriktionspuffer H

RNA Langenstandard I, Nr. 1062 611
RNA Sample Loading Buffer, R-4268
TRI Reagent™

TRIzol-Reagent

TWEEN 20, P-1379

ZAP cDNA-Kit

2.10.4 Erworbene DNA und RNA
GnRH-R cDNA

Mouse Testis Total RNA, 64045-1
Mouse Testis Poly A+ RNA, 6612-1
pBluescript® II SK (+/-) phagemid

Rat Smooth Muscle Poly A+ RNA, 6726-1

2.10.5 Sonstige Reagentien
Agarose, Nr. 15510-027
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Merck, Darmstadt

Boehringer Mannheim

New England Biolabs, Beverly, U.S.A.
Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Beverly, U.S.A.
Life Technologies, Berlin

Ambion Inc, Austin, U.S.A.

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, San Diego, U.S.A.
MIKROGEN, Munchen

MIKROGEN, Munchen

MIKROGEN, Munchen

Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Sigma, BIO Sciences

GibcoBRL, Life Technologies, Karlsruhe
Bio-Rad, Munchen

Stratagene, Amsterdam, NL

ein freundliches Geschenk von Dr.
Sealfon, U.S.A.

Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto,
US.A.

Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto,
US.A.

Stratagene,

Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto,
US.A.

Life Technologies, Paisley, UK



3. ERGEBNISSE

3.1. Calciummessungen an endogenen Rezeptoren

3.1.1. Progesteron

In der Oozytenmembran von Xenopus Iaevis sind eine Reihe endogener Rezeptoren
beschrieben, deren Aktivierung mit einem Calciumsignal einhergeht. Auf besonderes
Interesse fur die Ziele der hier vorliegenden Arbeit stoBen die Ergebnisse von
Wasserman et al., (1980) der an einzelnen mit dem Lumineszenzprotein Aequorin
beladenen Albino-Oozyten eine Zunahme der Lichtemmission 40-60s nach
Progesteronapplikation beobachtete. Dies deutete auf eine schnelle,
vorubergehende intrazelluldre Erhohung der Calciumkonzentration durch die
Steroidzugabe hin.

Es sollte ermittelt werden, ob sich diese Calciumerhdhung cauch mit Hilfe des
empfindlichen Calciumindikatorfarbstoffes FURA-2 und den Methoden des Calcium-
Imaging zeigen 1Gft.

3.1.1.1 Albino-Oozyten
Wie von Wasserman et al., 1980 beschrieben, wurden Albino-Oozyten am

Entnahmetag manuell aus ihren Follikeln herausprapariert, durch Mikroinjektion mit
Farbstoff beladen - hier jedoch mit FURA-2 - und nach einer Regenerationsphase von
3h wurde das Verhalten der intrazellularen Calciumkonzentration auf
Progesteronzugabe 3uM uber einen mehrere Minuten dauernden Zeitraum verfolgt.
Dabei zeigte keine von 23 Oozyten zwei verschiedener Albino-Weibchen ein Calcium-
Signal. Ebensowenig lief3 sich einen Tag nach der Entnahme bei drei mechanisch
praparierten Albino-Oozyten ein Signal erkennen.

Auch funf Albino-Oozyten, die mit dem Enzym Kollagenase aus dem Follikel
herausgelost wurden, zeigten kein Calciumsignal auf 3uM Progesteron. Weder bei der
Untersuchung am Entnahmetag (drei Oozyten), noch funf Tage nach Entnahme (zwei
Oozyten).

3.1.1.2 Wildtyp-Oozyten
Bei den Wildtyp-Oozyten konnten ebensowenig Calcium-Signale auf

Progesteronapplikation 3uM gefunden werden. So reagierte keine von vier
mechanisch praparierten Oozyten.
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Tab. 3.1: Reaktionen auf Progesteron [3uM]

Rki. Typ Praparation  Untersuchungstag

0/ 23 Albino mechanisch am Entnahmetag (,Wasserman®)
0/ 3 Albino Kollagenase am Entnahmetag

0/ 3 Albino mechanisch 1d nach Entnahme
0/ 2 Albino Kollagenase 5d nach Entnahme
0/ 4 Wildtyp mechanisch 2d nach Entnahme

Nach Baulieu et al. (1978) wird die meiotische Zellreifung durch eine
Progesteronkonzentration von 1uM induziert. Das Verhalten von 21 Oozyten auf
Progesteron in dieser Konzentration wurde mit dem Calcium Imaging untersucht.
Dabei konnte ebenfalls keine intrazellulare Calciumerhdhung im Anschluf3 auf
Progesteronapplikation nachgewiesen werden.

Tab. 3.2: Reaktionen auf Progesteron [1uM]

Rki. Typ Praparation  Untersuchungstag

0/ 5 Albino Kollagenase 1d nach Entnahme
0/ 3 Albino Kollagenase 5d nach Entnahme
0/ 12 Wildtyp mechanisch 2d nach Entnahme
0/ 1 Wildtyp Kollagenase 1d nach Entnahme

Die von Wasserman et al. (1980) gefundene Calciumerhdhung auf
Progesteronzugabe konnte mit der hier verwendeten Methode des Calcium-Imaging
unter FURA-2 nicht bestatigt werden.

An allen gemessenen Oozyten konnte zum Nachweis ihrer Intaktheit vor
Versuchsende jeweils ein Calciumsignal auf Lysophosphatidylsaure (LPA) ausgelost
werden.

3.1.1.3 Reifungsversuche
Es wurde Uberpruft, ob sich die Oozytenreifung durch PROG Uberhaupt initiieren 1a3t.

Anders als bei den von Wasserman et al. (1980) mit Aequorin untersuchten Oozyten,
die sich im Anschluf3 an die Messung noch einzeln auf eine erfolgreiche Reifung
uberprufen lieBen, ist das nach der Calciummessung mit den hier verwendeten
Methoden nicht moglich. Da die Autofluoreszenzwerte der Oozyten jeweils bei der
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Auswertung der MefRergebnisse berucksichtigt werden mussen, ist es im Calcium
Imaging notwendig, an der individuellen Zelle die lonenpermeabilitat der
Zellmembran zu zerstoren, da die Autofluoreszenz der Oozyten durch Quenchen des
Farbstoffes mit Mn2+ bestimmt wird. Daher kann nach diesem Vorgang der Erfolg
einer Reifung nicht mehr beobachtet oder nachgewiesen werden, die
Reifungsfahigkeit der Oozyten wurde parallel zu den Untersuchungen tuberpruft. Auch
der EinfluB der Injektion von Calciumindikatorfarbstoff Fura-2 wurde dabei
berucksichtigt.

Von 40 mechanisch praparierten WT-Oozyten wurde in 20 Fura-2 injiziert.

Nach 2h Regenerationszeit wurde zu 10 der Fura-2 injizierten und 10 unbehandelten
Oozyten in einer Petrischale jeweils 3uM PROG zugegeben, 10 Fura-2 injizierte und 10
unbehandelte Oozyten erhielten ethanolversetzte Pufferlosung, sodafB die
Ethanolkonzentration spdater in allen Losungen gleich bei 0,03% lag.

Nach 8, 12h und 24h wurde an Hand des Auftretens eines typischen, kleinen weil3en
Flecks am animalischen Pol, ein duBerliches Kriterium fur eine erfolgreiche Reifung,
uberpruft, ob Zeichen der Reifung sichtbar waren.

Dabei ergab sich folgendes Schema:

Tab. 3.3: Durch PROG ausgeldste Reifung an unbehandelten und Fura-2 injizierten

Oozyten
PROG [3uM] Kontrollpuffer
unbehandelt 7110 0/10
Fura-2 injiziert 4/10 0/10

Reifungen auf PROG [3uM] waren an unbehandelten und an Fura-2 injizierten Oozyten
zu beobachten, Letztere zeigten jedoch eine etwas geringere Effizienz. In keiner der
Gruppen waren spontane Reifungen zu beobachten.

Im Weiteren werden die Ergebnisse einiger Experimente beschrieben, die die
ReaktionsfGhigkeit der Oozyten und ein funktionierendes MefRsystem nachweisen,
wenn zuvor keine Reaktion auf Progesteron oder einen Stimulus fur vermeintlich
exprimierte Rezeptoren feststellbar waren.

Es wurde nach einer geeigneten Substanz fur diese ,Positivkontrolle® gesucht. Auf
Grund von Literaturangaben in denen jeweils spezifische Rezeptoren an der
Oozytenmembran vermutet werden, wurde die Auslosbarkeit von Calciumsignalen
durch Lysophosphatidylscure (LPA), Angiotensin II (All) und Acetylcholin (ACh) ndher
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untersucht.

3.1.2. Lysophosphatidyls¢ure (LPA)

Nach Durieux et al. (1992) sind mit Hilfe elektrophysiologischer Untersuchungen an
Xenopus Oozyten spezifische, dosisabhdngige und Pertussistoxin empfindliche
calciumabhangige Chloridstrome auf LPA nachweisbar. Es wird angenommen, daf3
far LPA ein sperzifischer G-Protein gekoppelter Rezeptor in der Oozytenmembran
existiert,

Mit Hilfe des Calcium Imaging lieR sich auf LPA eine vorubergehende Erhohung der
intrazellularen freien Calciumkonzentration zeigen. Dabei war die Zuverlassigkeit der
Signale stark abhdangig von der Art der Oozytenpraparation (mechanisch oder mit
Kollagenase) und der Zeitdauer nach der Praparation. (1-2 oder mehr Tage).

Folgende Tabelle zeigt die Anzahl der jeweils auf 1uM LPA reagierenden Oozyten,
aufgeschlusselt nach Praparationsmethode (mechanisch, Kollagenase oder
anschliefBend HoO-injizierte), nach Oozytentyp (Albino oder Wildtyp), und nach der
Zeit nach Praparation (Entnahmetag = 0d; 1d und 2-6d).

Tab. 3. 3: Reaktionen auf Lysophosphatidyls&ure (LPA) [1uM] an 77 Oozyten
unterschiedlicher Praparation:

Prép. od 1d 2-6d Oozytentyp
mech. 6/20 0/3 Albino
mech. 0/3 3/3 5/6 Wildtyp
Kollag. 0/3 5/5 14/ 14 Albino
Kollag. 4/4 Wildtyp
Koll.+ Inj. H2O 16716 Wildtyp

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, lassen sich Calciumsignale durch LPA ab dem 2.
Tag nach Entnahme &uBerst zuverlassig auslosen. Am Entnahme- und den
darauffolgenden Tagen waren die Signale weniger zuverlassig auslosbar. Insgesamt
hat sich LPA aber insbesondere fur die Positivkontrolle bei RNA-injizierten Oozyten als
sehr geeignet und zuverlassig erwiesen, da hier die Oozyten wegen der
Expressionszeit erst einige Tage nach der RNA-Injektion gemessen und Kollagenase
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behandelt werden.
So reagierten 125 von 129 (= 97%) RNA-injizierte, kollagenasebehandelte Wildtyp-

Oozyten 2 - 6d nach Entnahme mit einem Calciumsignal auf LPA [1uM].

N
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Abb. 3.1: Ratioverlauf an drei Albino-Oozyten (oR, uR und IR) wdahrend
Kontrollzugaben (Puffermedium (OR I) und GnRH [200nM]) und der Zugabe von LPA
[1uM]. An allen drei Oozyten ist eine deutliche, rasche Reaktion auf LPA sichtbar.

An Hand des Beispiels LPA sollte untersucht werden, ab welchen LPA-Konzentrationen
bereits Signale an den Oozyten auslosbar bzw. sichtbar sind, und ob sich hier
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Albino-Oozyten ergeben.

Diese Untersuchung war auch in Hinblick darauf wichtig, daB Wassermann et al.
(1980) angeben, bei Albino-Oozyten, nicht aber bei Wildtyp-Oozyten die
intrazellulare Calciumerhohung auf Progesteron zu beobachten. Sie sehen als
mogliche Ursache, daB die Pigmentierung der Wildtyp-Oozyten die Lichtemmissionen
des Luminiszenzproteins Aequorin adsorbieren konnte.

Um die eine Reaktion auslosende Schwellenkonzentration von LPA zu ermitteln, wurde
die intrazellulare Calciumkonzentration von 15 Wildtyp und 12 Albino-Oozyten uber
einen langeren Zeitraum gemessen. Ins Medium der Oozyten wurde wdahrend der
Messung nacheinander LPA in stufenweise ansteigender Konzentration zugegeben.
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Abb. 3.2: Unterschiede der Schwellenkonzentrationen auf LPA bei Albino- und Wildtyp-
Oozyten.

Entgegen der Erwartung zeigte sich, daB ein Grofteil der Wildtyp-Oozyten bei
vergleichbar geringeren LPA-Konzentrationen reagiert als Albino-Oozyten. Erste
Reaktionen waren bei diesen schon durch Zugabe von 5nM LPA auslosbar, wahrend
Albino-Oozyten erst bei 10-fach hoherer Konzentration reagierten.

Der Verdacht, daf3 an Wildtyp-Oozyten durch ihre Pigmentierung schwache
Reaktionen erst spater zu sehen sind, konnte durch dieses Ergebnis widerlegt werden.

Auf die GroBe der durch LPA ausgelosten Signale wird im folgenden Kapitel 3.1.3.
Angiotensin II ndher eingegangen.

3.1.3. Angiotensin II

Woodward und Miledi (1991) und Sakuta et al. (1991) beschreiben
calciumabhdngige Chloridstrome in Oozyten von Xenopus Iaevis auf Angiotensin II
(AlD). Im Gegensatz zu Reaktionen auf Adrenalin bleiben diese Reaktionen auch nach
Entfernen der die Oozyte umgebenden Follikelzellen erhalten.

Die Signale lassen sich durch die Kollagenasebehandlung lediglich vorubergehend
fur 1. bis 2. Tage vermindern. Reaktionen auf Hohe des normalen Levels kehrten
normalerweise am 3. oder 4. Tag nach Kollagenasebehandlung wieder zuruck.

Aus ihren Untersuchungen schlieBen Sakuta et al. (1991), daB die Interaktion von All
mit seinem Rezeptor uUber ein Pertussistoxin empfindliches G-Protein die
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Phosphorinositolhydrolyse aktiviert.

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit sollte Uberpriuft werden, ob die Reaktion der
Oozyten auf All auch mit der Methode des Calcium-Imaging sichtbar ist, und ob All
fur eine Positivkontrolle geeignet ist. Die Ergebnisse werden in folgender Tabelle
dargestellt, es wurden jeweils 200nM All zugegeben:

Tab. 3.4: Reaktionen auf Angiotensin II (AIl) [200nM]

Rki. Typ Praparation  Untersuchungstage

0/ 6 Albino mechanisch 0d = Entnahmetag
0/19 Albino Kollagenase O -5d nach Entnahme

0/ 6 Wildtyp mechanisch O -4d nach Entnahme
0/ 2 Wildtyp Kollagenase 1 -2d nach Entnahme
3/ 7 Wildtyp Kollagenase 4 -6d nach Entnahme

So zeigten 3 von insgesamt 40 Oozyten (7 Wildtyp- und 3 Albino Frosche) Reaktionen
auf Angiotensin II. Die reagierenden Oozyten stammten von zwei verschiedenen
Wildtypweibchen. Reaktionen waren nur bei kollagenasebehandelten Oozyten
zwischen dem 4. und 6. Tag nach Entnahme mefbar. Auf Grund der geringen Anzahl
der gemessenen Signale wurde Angiotensin II fur eine Positivkontrolle nicht
herangezogen.

Die folgende Graphik zeigt den Verlauf der Ratio an drei Wildtyp-Oozyten am 4. Tag
nach Praparation. Eine dieser Oozyten zeigt ein deutliches Signal auf All. Zu sehen ist
auch, daf die Oozyte auf anschliefend appliziertes LPA reagiert.
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Abb. 3.3: Mit dem Calcium Imaging ermittelte Ratio dreier Oozyten (IR, tR und uR). Im
Verlauf des Experiments erfolgten folgende Zugaben: Kontrollmedium (OR I),
Aldosteron (ALDO) [10nM], Angiotensin II (AIl) [200nM] und Lysophosphatidylscure

(LPA) [1uM]. Eine Oozyte zeigt ein Signal auf AIl. Alle drei Oozyten reagieren auf

anschlieBende LPA-Applikation.

3.1.4. Acetylcholin
Auch Acetylcholin (ACh), fur welches nach Literaturangaben ein endogener Rezeptor

in der Oozytenmembran existiert (Kusano et al., 1977; Dascal et al., 1985; Brooker et
al., 1990), wurde wahrend der Messung der intrazellularen Calciumkonzentration dem

Medium zugegeben. Dabei zeigte eine von 5 Wildtyp-Oozyten eine Recaktion. Die

untersuchten Albino-Oozyten zeigten keine Reaktion auf ACh.

Tab. 3.5: Reaktionen auf Acetylcholin (100uM)

Untersuchungstage
0-4d nach Entnahme
1d nach Entnahme

Rkt. Typ Praparation

1/ 5 Wildtyp mechanisch
0O/ 5 Albino Kollagenase
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Reaktion einer Wildtyp-Oozyte auf ACh-Zugabe (100uM final)
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Abb. 3.4: Verlauf der gemessenen Lichtintensitdten bei 510nm durch Excitation bei
340nm bzw. 380nm und der ermittelten Ratio an einer Wildtyp-Oozyte. Zuerst
Kontrollzugabe Serotonin (se) [1uM], dreimaliger ACh- [100uM] und LPA-Zugabe
[1uM]. Die Oozyte reagiert auf Acetylcholin (ACh). Bei ACh-Zweitapplikation ist ein
weiteres, sehr schwaches Signal erkennbar. Eine Reaktion auf LPA ist im Anschlu
ebenfalls auslésbar. Neben dem Ratio-Anstiegen sind Verdnderungen des
Verhdltnisses von freiem und komplexiertem FURA-2 jeweils an gegenldufigen
Verlaufen der Lichtintensitéiten zu sehen.
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3.2 Expression des GnRH-Rezeptors

Tsutsumi et al. (1992) haben den Mdause GnRH-Rezeptor in Xenopus laevis Oozyten
expimiert und ihn funktionell mit Hilfe elektrophysiologisch abgeleiteter Chloridstrome
nachgewiesen.

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit, sollte Uberpriuft werden, ob die Expression
des GnRH-Rezeptors (GnRH-R) sich auch mit Hilfe des Calcium-Imaging uber eine
sichtbare Steigerung der intrazelluldren Calciumkonzentration funktionell nachweisen
1aRt.

Ferner sollten am Beispiel des GnRH-R Unterschiede in den Signalen zwischen Albino-
und Wildtyp-Oozyten ermittelt werden.

In einer Verdunnungsreihe wurde Uberpruft, wieviel injizierte RNA notwendig ist, ein
sicheres Signal auf GnRH zu erhalten, wie lange die injizierte RNA in den Oozyten
nachweisbar bleibt, und ob GnRH-R-RNA, anderer zu injizierender RNA, die aus
Geweben isoliert wurde, beigefugt werden kann, um so einen Nachweis Uber ein
funktionelles Expressionssystem in einzelnen Oozyten zu erhalten.

27ng/Oozyte in-vitro transkribierte RNA, die fur den GnRH-R codiert, wurde in das
Zytoplasma der Oozyten injiziert.

Es wurde untersucht, wieviele der Oozyten ein Calciumsignal auf 200nM GnRH 2-6d
nach Injektion zeigen.

Der funktionelle Nachweis der Expression des GnRH-R lief sich sowohl an WT, als auch
an Albino-Oozyten zuverlassig erbringen.

Tab. 3.6: Reaktionen auf GnRH [200nM] an 43 GnRH-R-RNA injizierten Oozyten und 42
Kontroll-Oozyten (unbehandelt oder H2O-Injektionen) 2-4d nach Injektion.

GnRH-R-RNA Kontrolle (2 od. H20)
Wildtyp: 16 /22 (73%) 0/21 (O%)
Albino: 19 /22 (86%) 0/21 (0%)

Folgende Abbildung zeigt einen reprasentativen Verlauf der Ratio an einer GnRHE-
injizierten WT-Oozyte bei Stimulation durch GnRH.
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Abb. 3.5: Verlauf der Ratio bei Reaktion auf GnRH [200nM] an 3 Oozyten, 4d nach
Injektion von 27ng in vitro transkribierter RNA, die fiir den GnRH-R codiert. Zuvor
Mediumzugabe (OR III), im Anschluf3 an die Reaktion LPA-Applikation [1uM], das

keine erneute Calciumerhéhung hervorruft.

3.2.1 Anderungen der zugegebenen GnRH-Konzentration
Es sollte beobachtet werden, ab welcher zugegebenen GnRH-Konzentration einzelne

Oozyten bereits reagieren, und ob dabei Unterschiede zwischen Albino- und Wildtyp-

Oozyten feststellbar sind.
Zu diesem Zweck wurde wdahrend der Calciummessung wiederholt GnRH in

ansteigender Konzentration ins Medium gegeben: 0,5nM; 1nM; 2nM; 5nM; 10nM und

20nM.
Es wurde jeweils untersucht, bei welcher zugegebenen GnRH-Konzentration einzelne

Oozyten durch sichtbares Ansteigen der [Ca2+]; reagiert haben.
Die Oozyten stammten von 2 Froschen, 9 von einem Albino- und 11 von einem

Wildtyp-Weibchen; sie wurden 2d zuvor mit 0,2ng GnRH-R-RNA injiziert.

Erste Reaktionen waren bei InM GnRH meBbar.
Der jeweiligen GnRH-Schwellen-Konzentration wird die Anzahl der dabei reagierenden

Oozyten zugeordnet und in einer Tabelle dargestellt:
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Tab. 3.7: Schwellenkonzentration bei kumulativ zugegebenem GnRH in steigender
Konzentration an 9 Albino- und 11 WT-Oozyten.

Zugegebene GnRH- Anzahl der reagierenden Oozyten
Konzentration [nM] davon Albino davon Wildtyp
0.5 0 0
3
2 2 1
1
10 3
20 1

Rkt bei >200 od.
keine Rkt. od 3 2
nicht beurteilbar

Dabei hat jede Oozyte einer bestimmten Konzentration auf GnRH reagiert. Da sich die
bereits reagiert habenden Oozyten auf anschliefende GnRH-Zugaben nicht erneut
reagierten, gab es von diesen keine weiteren Calciumsignale bei sich steigender
GnRH-Konzentration. Jede Oozyte hat daher insgesamt nur ein Signal gezeigt, das
jeweils einer bestimmten Schwellenkonzentration GnRH zugeordnet werden konnte.

Bei den 15 reagierenden Oozyten wurde jeweils die Ratio zu Versuchsbeginn, zum
Zeitpunkt vor der Reaktion auslosenden GnRH-Zugabe und und beim Maximum der
GnRH-Reaktion in Bezug gesetzt zu der GnRH-Konzentration, die die Reaktion
ausgelost hat. Es wurde uberpruft, ob eine klassische Dosis-Wirkungs-Beziehung
vorliegt.
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Abb. 3.6: Korrelation von relativer Ratio-Zunahme durch GnRH in Abhéngigkeit von
der, die Reaktion auslésenden GnRH-Schwellenkonzentration an 15 GnRH-R-RNA-
injizierten Oozyten (2,7ng/Oozyte).

Die relative Starke des Signals an den WT-Oozyten ist kaum Abhdngig von der
zugegebenen GnRH-Konzentration. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung 1aft sich nicht
nachweisen.

Bei den Untersuchungen kann allerdings nicht von jeweils gleicher Rezeptoren-
Konzentrationen an den Oozyten ausgegangen werden. Es spielen bei der Expression
der Rezeptoren eine Reihe von Faktoren z.B. der Injektionsort eine Rolle, so daf3 nicht
immer exakt gleiche Ausgangsbedingungen vorliegen.

Im Vergleich zu den Albino-Oozyten zeigten sich bei den WT-Oozyten relativ starkere
Signale. Da diese erst bei hoheren Konzentrationen Reaktionen zeigten, lagen jeweils
zur Auslosung des Signals auch hohere GnRH-Konzentrationen vor.

Vielleicht ist auch die Dichte endogener Rezeptoren an Albino-Oozyten
verhdltnismdaBig geringer, sodaB die Expression in diesen ,besser” gelingt.

Da den Untersuchungen jeweils unterschiedliche Konzentrationen zugrunde liegen,
geht ein Erklarungsversuch dieser ergdnzenden Beobachtung tber die bezuglich der
Fragestellung des Experiments ableitbaren Ergebnisse hinaus.
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Abb. 3.7: Vergleich der Ratio-Steigerung durch GnRH an Albino- und WT-Oozyten.

3.2.2 Anderungen der injizierten GnRH-R-RNA-Menge

Die injizierte Menge von GnRH-R-RNA wurde an einer Reihe von Oozyten variiert. Es
wurde untersucht, inwieweit bei geringeren RNA-Mengen sich noch Reaktionen auf
GnRH auslosen lassen und ob die Starke des Signals dadurch verdndert wird. Die
zugegebene GnRH-Konzentration wurde jeweils bei [200nM] gleich belassen.

Das Reaktionsmuster von 110 GnRH-R-RNA injizierten und 13 H20 injizierten Oozyten ist
aus folgender Tabelle ersichtlich:

Tab. 3.8: Reaktionen auf GnRH [200nM-400nM] an 110 Oozyten, in welche GnRH-R-
RNA verschiedener Konzentrationen injiziert wurde am 1. bis 4.Tag nach Injektion.

1d 2d 3d 4d
verd. RNA Rkt. % Rkt. % Rkt. % Rkt. % verd. RNA
Fakt. [ngl Fakt. [ng]
1 27 0/2  (0%) 1/6 (17%) 1 27
10 2,7 0/1 (0O%) 5/7 (71%) 3/3 (100%) 6/6 (100%) 10 2,7
20 1,35 0/1  (0%) 718 (88%) 6/6 (100%) 20 1,35
25 1,08 1/4 (25%) 25 1,08

30 0,90 0/1  (0%) 0/3  (0%) 6/6 (100%)  2/6 (33%) 30 0,90
40 0,68 0/1 (0%) 2/3 (67%) 3/3 (100%)  3/3 (100%) 40 0,68
50 0,54 0/1 (0%) 217 (29%) 6/6 (100%) 0/4 (0%) 50 0,54
60 0,45 0/1 (0%) 1/1T (100%) 2/3  (67%) 3/3 (100%) 60 0,45

80 0,34 0/1 (0%) 0/3 (0O%) 2/2 (100%) 80 0,34
100 0,27 0/1 (O%) 0/1 (0%) 2/3 (67%) 100 0,27
120 0,23 4/5 (80%) 120 0,23
160 0,17 1/3 (33%) 160 0,17
200 0,14 1/3 (33%) 200 0,14
Wasser 0 02 (0%) 0/6 (0%) 0/5 (0%) Wasser 0
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Dabei zeigt sich, daf3 am ersten Tag nach der RNA-Injektion noch keine Reaktionen
auslosbar sind.

Insbesondere bei niedrigen injizierten RNA-Mengen nimmt die Reaktionsbereitschaft
uber 4 Tage hin zu. Auch Mengen unter 0,5ng injizierte GNRH-R-RNA reichten aus, um
die Expression des GnRH-Rezeptors am zweiten Tag nach Injektion funktionell
nachweisen zu konnen. Fur den funktionellen Nachweis der Expression des GnRH-
Rezeptors vier Tage nach RNA-Injektion reichen Mengen von nur 0,14ng injizierter
GnRH-R-RNA aus.

In der Auswertung von 57 dieser auf 200nM GnRH reagierenden Oozyten (Die 11
Oozyten, die erst bei 400nM GnRH reagierten wurden nicht bertucksichtigt) zeigte sich,
daB die Steigerung der Ratio (und damit der Calciumkonzentration) durch GnRH
nicht mit der Menge der zuvor injizierten GnRH-R-RNA korreliert.

Die Reaktionen scheinen nach dem ,Alles oder Nichts-Prinzip® abzulaufen.

1800 7 o >90%
1 [ T 9%
1600 - 7%
) r 50%
1400 I 25%
7 [ ’; 10%
1200 i ,T, j <10%
1000 ] i
800 = =i ‘ -
oo L by
400 7 — 1 i
200 —

Ausgangsratio  VOR-GnRH MAX-GnRH

Abb. 3.8a: Ratio der 57 auf GnRH reagierenden Oozyten in welche GnRH-R-RNA
verschiedener Konzentrationen injiziert wurde, zu den Zeitpunkten: (1)
Versuchsbeginn, (2) nach Kontrollpufferzugabe, unmittelbar vor GnRH-Zugabe und (3)
nach GnRH-Zugabe.
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Abb. 3.8b: Die an den 57 Oozyten errechnete prozentuale Zunahme der Ratio durch
Puffer- bzw. GnRH-Zugabe.
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Abb. 3.8c: Die Héhe der Ratio-Steigerung durch GnRH [200nM] an 57 Oozyten in
Abhdngigkeit vom Verdinnungsfaktor der injizierten RNA (Sieche Tab. 3.9).

Die Prozentuale Steigerung der Ratio durch GnRH korreliert nicht mit der zuvor
zugegebenen RNA-Menge im Bereich 0,23ng-27,0ng injizierter GnRH-R-RNA.

Unterhalb dieses Bereichs waren die Reaktionen nicht mehr zuverlassig auslosbar.
Insbesondere nach 4-tagiger Inkubationszeit ist nicht sicher davon auszugehen, dafl
die Rezeptorendichte an der Oozytenoberflache mit der injizierten RNA-Menge
korreliert.

Die Reaktionen laufen eher nach dem ,Alles-oder-Nichts"-Prinzip ab. Es 1aBt sich
vermuten, dafl ein Signal sich ab einer gewissen GroRe selbst verstarkt.
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3.2.3 Beimengungen von GnRH-R-RNA zu anderer RNA

Es wurde nach einer Moglichkeit gesucht, die Intaktheit des Expressionsapparates
der Oozyten nachzuweisen, in welche RNA aus Zellen injiziert wurde, an denen
schnelle Calciumeffekte auf Steroide beschrieben sind.

Da auf ALDO- bzw. PROG-Applikation keine CaZ2+-Signale an Oozyten nachweisbar
waren, in welche RNA aus glatten GefafRmuskelzellen bzw. aus Mdausehoden injiziert
wurde, sollte gezeigt werden, daf3 die Oozyten durchaus in der Lage wdaren,
Rezeptoren zu exprimieren und auf deren Stimulierung mit einem Calciumsignal zu
reagieren. Es wurde in jeweils vier Oozyten daher ein RNA-Gemisch aus VSMC-RNA
bzw. mouse testis RNA und GnRH-R-RNA injiziert. Die beigefugte GnRH-R-RNA erodffnete
die Moglichkeit im Calcium Imaging die Intaktheit der Oozyten durch ein
Calciumsignal auf GnRH nachzuweisen, wenn zuvor kein Signal auf ALDO bzw. PROG
erhalten wurde. Uber ein GnRH-Signal konnte man folglich den Nachweis fur eine
erfolgreiche Expression zu erhalten.

Lediglich eine von 4 Oozyten reagierte auf GnRkRH, in welche zu der injizierten Menge
von 37ng mRNA aus VSMC zusatzlich 10 ng GnRH-R-RNA injiziert wurde. Keine dieser
vier Oozyten reagierte auf ALDO, Angiotensin II oder Thrombin.

Von vier Oozyten, in welche jeweils 75ng mouse testis total RNA und 10 ng GnRH-R-
RNA injiziert wurde, reagierte 2d nach Injektion lediglich eine auf GnRH.
Die Tabelle verdeutlicht die Ergebnisse nochmals:

Tab. 3.9: Reaktionen auf nacheinander appliziertes ALDO, Thrombin, Angiotensin II,
GnRH und LPA, bzw. PROG, GnRH und LPA an 8 Oozyten, in welche 2d zuvor ein RNA
Gemisch aus VSMC-RNA bzw. mouse Testis RNA und GnRH-R-RNA injiziert wurde.

Reaktionen auf Injiziertes RNA-Gemisch [pro Oozyte]

35ng VSMC-mRNA 75ng mouse testis total RNA
+10ng GnRH-R-RNA +10ng GnRH-R-RNA

ALDO [10nM] 0/4

PROG [1uM] 0/4

Thrombin [200U/1] 0/4

Angiotensin II [200nM] 0/4

GnRH [200nM] 1/4 2/4

LPA [1uM] bei nicht
zuvor reagierenden 3/3 2/2
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Es sollte dabei ebenso festgestellt werden, ob ab einer bestimmten injizierten RNA-
Konzentration die Expression des GnRH-Rezeptors gehemmt wird.

Bei 23 untersuchten Oozyten wurde die jeweils injizierte GnRH-R-RNA konstant bei
2,7ng/Oozyte belassen und zusdatzlich total RNA von VSMC in verschiedenen
Konzentrationen injiziert. Es sollte uberpruft werden, ob - und ab welcher
Konzentration, die zusatzliche VSMC-RNA die Expression des GnRH-Rezeptors
behindert oder hemmit.

Jeweils am 3d nach Injektion des RNA-Gemisches wurden 22 Oozyten eines Wildtyp-
Weibchens auf GnRH-Signale untersucht.

Tab. 3.10: Reaktionen auf GnRH [200nM] an Oozyten, in welche ein Gemisch von
konstanter GnRH-R-RNA-Menge und variierender Menge von VSMC-RNA injiziert

wurde.
GnRH-R-RNA VSMC-total RNA Reaktionen auf GnRH
[ng / Oozytel [ng / Oozytel am 3d
2,7 2,5 3/3
2,7 10 3/3
2,7 25 4/6
2.7 50 6/6
2,7 125 0/4
0 50 0/2

Es zeigte sich, daB bei hoheren Fremd-RNA-Konzentrationen die Zuverlassigkeit des
GnRH-Signals vermindert war; bei der Injektion von 125ng VSMC-total RNA zusatzlich
zu 2,7ng GnRH-R-RNA liefen sich keine Reaktionen auf GnRH nachweisen.

3.2.4 Funktionelle Expression des GnRH-Rezeptors durch einen eukaryontischen
Expressionsvektor

Es sollte Uberpruft werden, ob sich der GnRH-R auch durch Injektion von cDNA eines
eukaryontischen Expressionsvektors erfolgreich exprimieren 1&ft.

Dazu wurde DNA, welche fur den GnRH-R codiert, in den eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNAJ integriert.

Diese GnRH-R-pcDNAJ3 wurde nach der von Guddat und Pieler (1991) beschriebenen
Methode in verschiedenen Mengen von 5pg bis 100pg pro Oozyte in den Zellkern der
Wildtyp-Oozyten injiziert.

2 Tage nach Injektion wurden die Oozyten mit dem Calcium Imaging System
untersucht, ob die Oozyten auf GnRH reagieren.

War dabei kein Calciumsignal sichtbar, wurde ubepruft, ob die Oozyten auf LPA-
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Zugadbe reagieren. Zeigte auch LPA keine Reaktion, wie es bei 2 Oozyten der Fall war,
wurde davon ausgegangen, daf3 die generelle Reaktionsfahigkeit der Oozyte durch
die Kerninjektion zu stark litt, und die Oozyten nicht addquat reagieren konnten.

Diese 2 Oozyten wurden in der Auswertung nicht bertucksichtigt.
Folgende Tabelle zeigt das Reaktionsmuster der Oozyten.

Tab. 3.11: Reaktionen auf GnRH [200nM] in Abhé&ngigkeit von der injizierten Menge
eines, fir den GnRH-R codierenden eukaryontischen Expressionsvektors.

In den Kemn injizierte Reaktionen auf gemessene
cDNA [pg / Oozyte] GnRH am 2d. Zuverlassigkeit [%]
100 0/4 0
50 3/5 60
25 1/4 25
5 2/3 67
gesamt: 6/16 38
In das Cytosol injizierte Reaktionen auf gemessene
cDNA [pg / Oozyte] GnRH am 2d. Zuverlassigkeit [%]
1000 0/2 0

Im Vergleich zur Injektion von in-vitro transkribierter RNA, die fur den GnRH-R codiert,
weist die Verwendung eines eukaryontischen Expressionsvektors eine etwas
geringere Transkriptionseffizienz auf.

Die hier injizierte geringste Menge von 5pg pro Oozyte zeigte dabei die hochste
Effizienz: 2 von 3 Oozyten reagierten mit einem Calciumsignal auf GnRH-Applikation
von 200nM.

Die Verdnderung der Ratio bei funf dieser GnRH-Signale wurde in einem Diagramm
aufgezeigt und mit der Grundsteigerung (Ratiosteigerung bis zur GnRH-Applikation)
verglichen. Im Vergleich zu Oozyten, die nach Injektion von in vitro-transkribierter
GnRH-R-RNA reagierten (vgl. Abb. 3.11) fallen die Signale etwas geringer aus.
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Abb 3.9 Prozentuale Steigerung der Ratio auf GnRH [200nM] an 5 Oozyten, in welche
ein eukaryontischer Expressionsvektor, der flir den GnRH-R codiert, in den Kern injiziert
wurde, im Vergleich zur Grundsteigerung.

3.2.5 Interaktion von GnRH und LPA-Reaktionen

Zu 17 Albino- und 67 Wildtyp-Oozyten, die den GnRH-R exprimieren und ein Ca2+-
Signal auf GnRH zeigten, wurde anschlieBend LPA appliziert, um zu Uberprufen, ob
sich die Oozyte durch LPA erneut stimulieren 1&f3t.

Bei den 17 GnRH-R-RNA injizierten Albino-Oozyten lief sich in den folgenden Minuten
nach GnRH-Reaktion kein weiteres Calciumsignal durch LPA auslosen.

Bei den Wildtyp-Oozyten gab es nur vereinzelt Erhohungen der intrazellularen
Calciumkonzentration cauf LPA [200nM] nach einem Calciumsignal auf GnRH. Signale
an 3 Oozyten waren z.B. 18 (2x) und 25 Minuten nach dem GnRH-Signal auslosbar.

In drei Fallen waren die LPA-Signale schon nach kurzerer Zeit auslosbar: 5,5min, 8min
und 13min. In diesen Fdllen waren die zuvor erhaltenen GnRH-Signale allerdings
deutlich abgeschwdcht.

Diese relativ schnelle Unterbrechung der Desensibilisierung war nicht von der
injizierten RNA-Menge abhdngig, sondern von der Starke des durch GnRH
ausgelosten Signals, bei dem die injizierte RNA-Menge nur eine untergeordnete Rolle
spielt. Diejenigen GnRH-R-RNA injizierten Oozyten, die kein Signal auf GnRH zeigten,
lieBen sich fast allesamt durch LPA stimulieren.

Es bleibt festzuhalten, daB der Uberwiegende Teil der Oozyten innerhalb von
mindestens 15 Minuten nach erfolgreicher, reaktionsauslosender Applikation von
GnRH weder auf wiederholtes GnRH, noch auf LPA, erneut Signale zeigen kann.

Die Injektion des eukaryontischen Expressionsvektors der die Sequenz fur den GnRH-
Rezeptor tragt in den Zellkern brachte ein &hnliches Ergebnis bezuglich der

Desensibilisierung: Keine von 5 Oozyten, die auf GnRRH reagierten, zeigten im Anschlul3
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Reaktionen auf zugegebenes LPA.

Im Gegenteil dazu ist an sehr vielen Oozyten, die ein Signal auf GnRH zeigten eine
schnelle gewissermafBen gegenregulatorische Erniedrigung der intrazelluldren
Calciumkonzentration auf anschlieBend appliziertes LPA sichtbar. Exemplarisch ist
das in Abb. 3.11 zu sehen.
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Abb. 3.10: Exemplarische Darstellung der gegenregulatorischen Erniedrigung der
Calciumkonzentration auf LPA-Zugabe [1uM] nach einem GnRH-Signal an zwei GnRH-
R-RNA injizierten Oozyten (uR und IR) in einem repréasentativen Experiment. Die dritte
Oozyte (OR) reagierte nicht auf zweimalige GnRH-Zugabe [200nM], aber auf LPA.
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Abb. 3.11: Vergleich der Ratio-Anderungen auf GnRH und anschlieBendes LPA an 31
Oozyten. Es wurden jeweils die Ratio-Werte unmittelbar vor Applikation mit den Ratio-
Werten des Reaktionsmaximums verglichen.
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Abb. 3.12: Abhdngigkeit der Ratioédnderungen auf LPA von der Starke des zuvor auf
GnRH erhaltenen Signals in einem Streudiagramm. (31 Oozyten).

Je starker das Signal auf GnRH war, umso eher fallt [Ca2+]; auf LPA-Applikation ab.

Das LPA-Signal fallt umso geringer aus, je groBer die Ratiodnderungen auf GnRH
waren. Eine generelle Abhdangigkeit ist zu erkennen.
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3.2.6 Untersuchung der Stabilitét der injizierten GnRH-R-RNA in den Oozyten

Mit Hilfe der Methode des Northern Blot wurde die Stabilitat der injizierten in-vitro
transkribierten RNA in den Oozyten im Verlauf der ersten Stunde und uber mehrere
Tage uberpruft.

Hierzu wurden 16 unbehandelte Oozyten in flussigem Stickstoff schockefroren und bei
-80°C gelagert, sowie jeweils 16 Oozyten, in welche GnRH-R-RNA injiziert wurde, zum
Zeitpunkt 15 und 45 Minuten, sowie 1, 2 und 3 Tage nach der RNA-Injektion.

Die total RNA aus den jeweiligen Oozyten wurde isoliert und nebeneinander in einem
Elektrolyt-Gel getrennt, auf eine Nylonmembran tubertragen und daraufhin die GnRHE-
R-RNA mit einer spezifischen DIG-markierten Sonde sichtbar gemacht.

Bis auf die Probe der unbehandelten Oozyten, lieBen sich typische Banden bei 1,2kb
nachweisen. An allen GnRH-injizierten Oozyten lieen sich Banden im Bereich 1,2kb
sehen. Auch in groBeren Mengen von RNA aus HoO-injizierten Oozyten war keine fur
den GnRH-R codierende RNA markierbar.

2,8kb 16kt 0P
NPING

frei -> sl

7,5ug Oozyten-RNA; 1h nach H2O-Inj. ->

3.0ug Oozyten-RNA; 1h nach H2O-Inj. ->

Oozyten-RNA; 1h nach GnRH-R-Inj. -> | : -y 3

Oozyten-RNA; 1d nach GnRH-R-Inj. ->|

Oozyten-RNA; 2d nach GnRE-R-Inj. -> S
Oozyten-RNA; 3d nach GnRH-R-Inj. -> |

Oozyten-RNA; 3d nach H20-Inj.

RNA Langenstandard I -> - .

%

frei >
in-vitro tronskribierte GARH-R-RNA -> i >

Abb. 3.13: Stabilitét injizierter GnRH-R-RNA in Oozyten iiber drei Tage. (Northern Blot)
Dabei zeigte sich, daf die GnRH-R-RNA nicht in den unbehandelten, aber aus allen

injizierten Oozyten isolieren und nachweisen lie und tber mindestens drei Tage stabil
blieb.
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3.3 Anwendung auf schnelle Steroideffekte an RNA-injizierten Oozyten

3.3.1 Aldosteron

An glatten Gefafmuskelzellen (VSMC) lassen sich schnelle Steroideffekte auf
Aldosteron (ALDO) nachweisen (Wehling et al., 1994; Christ und Wehling, 1999). So
zeigen glatte Gef&Bmuskelzellen bereits 30 Sekunden nach Aldosteronapplikation
eine intrazellulare Calciumerhohung, die sich nicht uber eine Reaktion des
klassischen Rezeptors erklaren 1afRt. Die Existenz eines membransténdigen Rezeptors
wird angenommen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob diese schnelle intrazellulare
Calciumerhdhung auch an X. Igevis Oozyten nachweisbar wird, wenn in diese zuvor
aus VSMC isolierte total RNA oder mRNA injiziert wurde.

Dabei wurde uberpruft, ob sich eine Expression des Rezeptors funktionell nachweisen
1aRt, und ob sich der in VSMC eventuell vorhandene membranstandige ALDO-
Rezeptor in Oozyten von Xenopus Iaevis funktionell exprimieren 1&ft. Dies sollte durch
eine Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration auf ALDO gezeigt werden.
Um die Moglichkeit auszuschlieBen, daB3 die fur den membranstandigen
Aldosteronrezeptor codierende mRNA durch die Praparation der mRNA zerstort wird,
wurden neben der mRNA auch total RNA in die Oozyten injiziert.

Es wurden eine Reihe von Wildtyp-Oozyten untersucht, in welche einige Tage zuvor
RNA verschiedener Gewebe injiziert wurde.

Die Ergebnisse werden in folgender Tabelle zusammengestellt:

Tab. 3.12: Reaktionen auf Aldosteron [10nM] an 48 Oozyten in welche RNA
verschiedener Gewebe injiziert wurde und an 8 unbehandelten Oozyten.

Reaktionen Injizierte RNA
0/ 8 Keine (,Negativ-Kontrolle™)
0/ 12 VSMC mRNA
0/ 22 VSMC total RNA (mehrere Praparationen)
0/ 7 pig liver mRNA
0/ 2 pig liver total RNA
0/ 5 humane Lymphozyten total RNA

Eine Expression des membransténdigen Aldosteronrezeptors in den hier untersuchten
Oozyten lieB sich nicht nachweisen: keine der Oozyten zeigte ein Calciumsignal auf
ALDO [10nM].
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Die Funktionalitat der MeBapperatur wurde anschlieBend jeweils durch den Erhalt
eines Calciumsignals auf LPA bestatigt.

3.3.2 Expression des membransténdigen Progesteron-bindenden Proteins (mPR)

Auf der Suche nach dem ersten Steroid Membranrezeptor wurde ein
membranstandiges Progesteron-bindendes Protein (mPR) charakterisiert und geklont
Meyver et al., 1996; Falkenstein et al., 1996). Unmarkiertes Progesteron verdrangt
radioaktiv markiertes Progesteron bei einer Konzentration von 0,5uM halbmaximal
aus seiner Bindung an diesem 28 und 56kDa schweren Protein.

Obwohl man davon ausgeht, daf3 der gesamte membranstdndige PROG-Rezeptor-
Komplex, der dieses Protein enthdlt, insgesamt etwa 200kDa schwer ist, wurde
uberpruft, ob sich durch Expression dieses mPR in Oozyten von Xenopus laevis
schnelle Calciumerhohungen auf PROG mit Hilfe des Calcium Imagings messen
lassen.

Dazu wurde in vitro transkribierte RNA, die fur mPR codiert (mPR-RNA) in 22 Wildtyp-
und 3 Albino-Oozyten injiziert und nach 3-4 Tagen die Ca2+-Konzentration wdahrend
PROG-Applikation beobachtet.

Als Negativkontrolle wurde in 17 Oozyten die antisense Sequenz dieser RNA injiziert.

Tab. 3.13: Reaktionen auf Progesteron an 25 Oozyten in welche mPR-RNA injiziert
wurde und an 17 Kontroll-Oozyten

Reaktionen auf Progesteron injizierte RNA Oozytentyp
0/22 mPR-RNA Wildtyp
0/3 mMPR-RNA Albino
0/11 antisense RNA  Wildtyp
0/6 antisense RNA Albino

Alle Oozyten haben auf anschliefende Zugabe von LPA [1uM] mit einem Ca2+-Signal
reagiert.

Eine intrazellulare Calciumerhdhung auf PROG lieB sich auch an den 25 mit in vifro
transkribierter mPR-RNA injizierten Oozyten nicht nachweisen.

Blackmore und Lattanzio (1991) beschreiben als Wirkung von Progesteron einen
schnellen Einstrom von Calcium in den Kopf menschlicher Spermien und eine daraus
resultierende Erhohung von [Ca2+]i und vermuten die Existenz eines nicht-
genomischen Rezeptors in der Zellmembran.

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit, sollte Uberpruft werden, ob sich durch
Injektion von aus Hoden gewonnener mRNA in die Oozyten, die fur die Recktion auf
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PROG notwendigen Rezeptoren und Proteine funktionell in den Oozyten exprimieren
lassen, da unbehandelte Oozyten mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden
keine sichtbaren Calciumsignale auf PROG zeigten.

Drei bis vier Tage nach Injektion von 37,5ng mouse testis mRNA wurde mit der
Methode des Calcium Imagings die Calciumkonzentration auf
Progesteronapplikation an 17 Albino-Oozyten untersucht. An keiner dieser Oozyten
konnten Calciumsignale festgestellt werden.

Dartberhinaus wurde mRNA aus Schweineleber in die Oozyten injiziert. Aus diesem
Gewebe wurden das mRP isoliert und charakterisiert.

Auch durch Injektionen von gesamt-RNA und mRNA aus glatten Gef&afmuskelzellen
(VSMC) konnte keine schnellen Progesteroneffekte auf die intrazellulare
Calciumkonzentration der Oozyten gefunden werden.

Die Ergebnisse werden in folgender Tabelle nocheinmal zusammengetfalt.

Tab. 3.14: Reaktionen auf Progesteron [3uM] an Oozyten, die verschiedene RNA

exprimieren.
Reaktionen auf PROG Injizierte RNA Oozytentyp
0/17 Mouse Testis mRNA Albino
0/6 Schweineleber mRNA Wildtyp
0/2 VSMC mRNA Wildtyp
0/9 VSMC total RNA Wildtyp

Obwohl nicht-genomische Steroideffekte flur alle Gruppen von Steroidhormonen
aufgezeigt und charakterisiert sind, ist es bis jetzt noch nicht gelungen, den Vertreter
eines membranstdndigen Steroidrezeptors funktionell nachzuweisen. Auch durch die
hier verwendeten Methoden, der Kombination von Expression und Calciummessung
an Xenopus-Oozyten, lieBen sich schnelle Steroideffekte anderer Gewebe
molekularbiologisch nicht auf die Oozyten Ubertragen.

Die von Wasserman et al. (1980) beobachtete Calciumerhohung auf PROG an Albino-
Oozyten konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

3.4. Calciummessungen an weiteren exprimiertien, exogenen Rezeptoren

3.4.1 Thrombin

Das Enzym Thrombin ist ein starker Stimulus far glatte GefdBmuskelzellen.
Physiologisch wandelt es in kurzer Zeit grofe Mengen Fibrinogen in Fibrin um und ist
daher maBgeblich an der Blutgerinnung beteiligt. Sowohl die extravaskulare, als
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auch die Kaskade des intravaskularen Systems fuhren zur Bildung von Thrombin aus
seiner im Blutplasma zirkulierenden, in der Leber gebildeten Vorstufe, dem
Prothrombin (Faktor II). An glatten GefdBmuskelzellen 16st es uber die
Wechselwirkung mit einem sperzifischen, fur mehrere Spezies bereits klonierten G-
Protein gekoppelten Rezeptor starke intrazellulare Calciumerhohungen aus.

Es sollte Uberpruft werden, ob Oozyten von Xenopus Iaevis diese Calciumerhohung
auf Thrombin ebenfadlls zeigen und einen endogenen Rezeptor fur Thrombin besitzen,
oder ob diese Signale nach Injektion und Expression von RNA, die den Thrombin-
Rezeptor enthdlt (z.B. RNA von VSMC) auslosbar sind.

Die zu injizierte VSMC-RNA wurde parallel zu den nachfolgend erwdhnten
Calciummessungen, mit Hilfe der Technik des ,Northern blots® und einer fur den
Thrombinrezeptor spezifischen DIG-markierten Sonde auf das Vorhandensein der fur
den Thrombinrezeptor codierenden Basensequenz im injizierten RNA-Gemisch hin
untersucht. Dabei zeigte die VSMC-RNA bei den erwarteten 1,0kb eine Bande. Daraus
1aBt sich schlieRen, daB die RNA, die fur den Thrombinrezeptor codiert in der
injizierten RNA vorhanden ist und die injizierte RNA insgesamt unversehrt ist, da die
Sequenzen noch in voller Lange vorhanden sind und damit Zeichen eines Abbaus
nicht erkennbar sind.

Mit dem Calcium Imaging wurde die intrazellulare Calciumkonzentration an 76
Oozyten im Verlauf und nach Thrombinapplikation untersucht. In 44 Oozyten davon
wurde einige Tage zuvor VSMC-RNA und in 12 andere RNA injiziert, 20 Oozyten
erhielten keine RNA-Injektionen.

Folgende Tabelle stellt die Reaktionen auf Thrombin nach Oozytentyp und injizierter
RNA aufgeschlusselt dar:

Tab. 3.15: Reaktionen auf Thrombin [10U/ml]

Injizierte RNA Wildtyp-Oozyten Albino-Oozyten
@ 0/12 0/8
total RNA von VSMC 0/16 3/17
mRNA von VSMC 0/11
Protein 6.1-antisense RNA 0/6
GnRH-R-RNA 3/3
mouse testis mMRNA 0/3
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Der Verlauf der Ratio einer auf Thrombin reagierenden GnRH-R-RNA-injizierten Oozyte

wird exemplarisch gezeigt:
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Abb. 3.14: Reaktion auf Thrombin [10U/ml] und anschlieBendes
GnRH [200nM] an einer GnRH-R-RNA-injizierten Albino-Oozyte.
Keine Reaktion auf erneutes GnRH [200nM] und LPA [1uM].

Zu sehen ist eine deutliche Ratio-Zunahme und damit ein Ansteigen der
intrazelluladren Calciumkonzentration auf Thrombin-Zugabe. Etwa acht Minuten nach
Reaktionsauslosung ist die Oozyte bereit auf GnRH [200nM] zu reagieren. Die drei mit
RNA aus VSMC injizierten Oozyten zeigten im Anschluf3 auf das Thrombin-Signal
Reaktionen auf LPA [1uM]. Die Oozyten verhielten sich also - anders als Reaktionen

cuf GnRH - nicht refraktdr.

Die sechs reagierenden Oozyten stammten von einem Albino-Weibchen und wurden
am 4. Tag nach Entnahme und Kollagenasebehandlung bzw. am 3. Tag nach RNA

Injektion untersucht.

3.4.2 Angiotensin II

Das Oktapeptid Angiotensin II (All) wird beim Durchstromen durch die Lungen mit
Hilfe von ACE (Angiotensin Converting Enzym) aus seiner Vorstufe, dem Angiotensin I
gebildet.
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Es ist durch seine vasokonstriktorische Wirkung und seine Beteiligung im Renin -
Angiotensin - Aldosteron - System maf3geblich an der Blutdruckregulierung beteiligt.
Dabei wirkt AIl als starkster Stimulus fur die Aldosteron-Synthese und Ausschuttung
aus der Nebennierenrinde.

An glatten GefafRmuskelzellen 1aft sich auf All eine intrazellulare Calciumerhohung
nachweisen (z.B. Wehling et al., 1994). Auch Oozyten von X. Iaevis sollen auf All mit
Chloridstromen an der Membran reagieren (Sakuta et al., 1991). Mit Hilfe des
Calcium-Imagings liefen sich im Rahmen dieser Arbeit an nativen Oozyten nur
auflerst selten Calciumerhohungen durch All nachweisen. (Siehe 3.1.3).

Es sollte Uberpruft werden, ob sich durch Injektion von RNA aus VSMC eventuell
fehlende Komponenten fur eine Signaltransduktion in den von uns verwendeten X
laevis Oozyten exprimieren lassen.

Dazu wurden 43 Wildtyp- und 47 Albino-Oozyten mit RNA verschiedener Gewebe,
unter anderem VSMC, injiziert. Die intrazellulare Calciumkonzentration der Oozyten
wurden nach zu erwartender Expression im Anschlul auf All-Applikation beobachtet.

An einigen VSMC-RNA-injizierten Oozyten konnten Signale cuf All gemessen werden.
Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefalt:

Tab. 3.16a: Reaktionen auf AIl [200nM] an 90 RNA-injizierten Oozyten:

Injizierte RNA Wildtyp-Oozyten Albino-Oozyten
total RNA von VSMC 10/ 30 3/33
mMRNA von VSMC 2/16
pig liver total RNA 0/2
pig liver total RNA 0/2
mouse testis mRNA 0/3
GnRH-R-RNA 0/3 0/11

Wie im Abschnitt 3.1.3 (Tab. 3.4) bereits beschrieben, zeigten auch unbehandelte
Oozyten Recaktionen cuf All:

Tab. 3.16b: Reaktionen auf All [200nM] an 40 unbehandelten Oozyten:

Injizierte RNA Wildtyp-Oozyten Albino-Oozyten
@ 3/15 0/25
Auch hier lieBen sich nach abgelaufener Reaktion auf AIl, dahnlich den

Thrombinreaktionen, ermeute Signale auf LPA ermitteln. In einigen Oozyten konnten
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auch zwei aufeinanderfolgende All-Signale bei nochmaliger AIl-Applikation
beobachtet werden.

Die Oozyten verhielten sich nicht refraktar bezuglich der erneuten Auslosbarkeit von
weiteren Calciumsignalen.

Die relative Verdnderung der Ratio durch AlIl wurde mit der von LPA verglichen.
Dabei wurden die Ratio-Werte der jeweils selben Oozyten herangezogen, die sowohl
auf All, als auch auf anschlieffende LPA-Applikation reagierten.

Im folgenden Box-Plot Diagramm sind die relativen Ratio-Steigerungen vor All-
Zugabe (Grundsteigerung), durch All und durch LPA nebeneinander aufgezeigt.
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Abb. 3.15: Steigerung der Ratio [in %] an 18 Oozyten. 15 dieser Oozyten waren VSMC-
RNA injiziert. Es werden die durch All ausgeldsten Reaktionen mit Reaktionen auf LPA
verglichen. (Box-Plot 10/25/50/75/90 Percentile). Die meisten Oozyten zeigten
deutlich stérkere Reaktionen auf LPA als auf AlI.

Auch wird das Maximum der Reaktion auf LPA durchschnittlich schneller erreicht,

folgendes Box-Plot-Diagramm gibt die jeweiligen Zeiten bis zum Erreichen des
Reaktionsmaximums wieder. Der Median liegt fur All bei 155s, fur LPA bei 70s.
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Abb. 3.16: Unterschiedliche Dauer bis zum Erreichen des Reaktionsmaximums auf All
[200nM] und LPA [1uM].

Ebenso ist in Abb. 3.2, welche die Ratio einer Oozyte im Verlaufe einer All und LPA-
Reaktion exemplarisch wiedergibt, die Beobachtung deutlich zu sehen, daf3 das
Reaktionsmaximum bei LPA schneller erreicht wird.

Signale von Angiotensin II und Acetylcholin lieBen sich wesentlich seltener
beobachten, als nach Literaturangaben zu erwarten gewesen ware;

LPA hingegen zeigte sich als ein zuverlassiger Stimulus fur Calciumsignale.

Die funktionelle Expression des G-Protein-gekoppelten GnRH-Rezeptors und die daran
angeschlossenen Untersuchungen zeigten, daf3 das vorgestellte Mefsystem durch
das Sichtbarmachen von Calcium-Signalen in lebenden, reagierenden Zellen,
prinzipiell gut zur Untersuchung und Charakterisierung von Membranrezeptoren
geeignet ist. Auch durch Verwendung eines eukaryontischen Expressionsvektors lief3
sich der Nachweis einer Expression des GnRH-Rezeptors funktionell erbringen.

3.5 Untersuchungen der Qualitéit der injizierten RNA
Mit Hilfe der Methode des Northern Blot wurde die Qualitat der injizierten VSMC-RNA
untersucht. Dabei wurde Uberpruft, ob die fur den Thrombin-Rezeptor codierende RNA

durch spezifische DIG-markierte Sonden inkakt ist und das erwartete
Molekulargewicht aufweist. Andernfalls wlurde sie durch einen eventuellen Verdau in
kleinere Stucke zerfallen sein, die in Bereichen mit niedrigerem Molekulargewicht
unscharf darstellen wurden.
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Abb. 3.17: Préasenz der fiir den Thrombin-Rezeptor codierenden RNA in aus VSMC
isolierter RNA. (Nachweis durch spezifische DIG-markierte Sonde im Northern Blot).

Die Banden bei 1,0kb sind jeweils scharf abzugrenzen. Das weist auf eine gute
Qualitat der injizierten RNA hin.

In den Xenopus laevis Oozyten selbst 1Bt sich keine Transkription bzw. Expression
eines Thrombinrezeptors zeigen.
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4. DISKUSSION

Xenopus laevis Oozyten haben sich durch die Moglichkeit, Proteine durch Injektion
fremder RNA zu synthetisieren, posttranslational zu modifizieren, kompartimentieren
und damit funktionell in die Zelle zu integrieren, insbesondere bei der Expression von
membranstandigen Proteinen sehr bewdhrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in
Kombination zu diesem Expressionssystem die intrazellulare Calciumkonzentration
auf Rezeptoraktivierung zu messen, damit als Testsystem fur Membranrezeptoren zu
etablieren, und dessen Anwendbarkeit auf membranstandige Steroidrezeptoren zu
prufen.

4.1. Etablierung des Testsystems durch Untersuchung endogener Rezeptoren an
Oozyten von Xenopus laevis

4.1.1. Angiotensin II (AII)

Wie aus dem Ergebnissen dieser Arbeit hervorgeht, lieen sich bei nur etwa 13% der
140 auf AIl [200nM] untersuchten Oozyten Calciumsignale sehen, wobei der
Prozentsatz bei dem mit VSMC-RNA injizierten Oozyten relativ gesehen deutlich hoher
lag.

Sakuta et al. (1991) konnten mit elektrophysiologischen Untersuchungen bei
insgesamt 443 Oozyten, sowohl bei Follikel eingeschlossenen, als auch bei
Kollagenasebehandelten Oozyten bei etwa 75% der Oozyten Reaktionen cuf All
[200nM] feststellen. Diese Beobachtungen gab es das ganze Jahr Uber, ohne
jahreszeitliche Schwankungen. Lediglich bei zwei von insgesamt 19 Xenopus
Weibchen reagierten die Oozyten nicht auf All [200nM und 2uM], unabhdngig von
der Praparationsmethode.

Die Signale auf All fielen in den ersten beiden Tagen nach Kollagenasebehandlung
etwas geringer aus. Auf Grund ihrer Studien nehmen sie an, daf3 der Angiotensin II-
Rezeptor an den Oozyten, vermutlich in der Zellmembran, vorhanden ist, und tber
Pertussistoxin-abhdngige G-Proteine die Phosphorinositolhydrolyse aktiviert. Dies fuhrt
schlieflich uber die Erhohung der intrazelluldren freien Calciumkonzentration zu
ableitbaren Chloridstromen.

Auch Woodward und Miledi (1991) bestatigen, dafl Oozyten von 85% der Frosche
mefbare elektrische Signale auf All zeigen. Dabei schwankt die Hohe der erhaltenen
Signale aber stark, wenn man Oozyten verschiedener Frosche miteinander vergleicht.
Etwa 11,4% der Frosche zeigen besonders starke Strome (>500nA) auf AIl [1uM]. Die
Hohe der All-Reaktionen variiert aber auch stark bei Oozyten, die von ein und dem
selben Frosch stammen.

Wenn man davon ausgeht, daf3 die elektrophysiologische Messung sensitiver ist,
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konnte das eine Erklarung dafur sein, daf mit Hilfe des Calcium Imaging Reaktionen
nur an wenigen Oozyten sichtbar wurden, da mit dieser Methode eventuell nur
Signale an den besonders stark reagierenden Oozyten sichtbar wurden.

Die 18 im Calcium Imaging reagierenden Oozyten stammen von 5 verschiedenen
Froschen. Da All ein starker Stimulus fur VSMC ist, ist es vorstellbar, daB Oozyten, die
durch VSMC-RNA-Injektion den Signaltransduktionsapparat von VSMC oder Teile
davon exprimieren, hohere Signale auf AIl zeigen, und Reaktionen in der
Calciummessung somit an diesen Oozyten relativ haufiger zu finden sind.

Woodward und Miledi (1991) gehen davon aus, daf3 sich der Angiotensin II-Rezeptor
in der Oozyte selbst befindet, wahrend frihere Untersuchungen gegenteilig dazu den
Rezeptor ausschliefllich im umgebenden Follikelgewebe vermuteten. Diesen
Beobachtungen zufolge waren nach Entfernung des Follikelgewebes keine All-Signale
mehr an Oozyten auslosbar (Lacy et al., 1989). Auch Sandberg et al. (1990) gehen
davon aus, daf die intrazellulare Calciummobilisation in der Oozyte durch einen
Signaltransfer Uber Gap junktions vom Follikelgewebe ausgelost wird.
Moglicherweise sind derart unterschiedliche Beobachtungen auf Verwendung von
Oozyten verschiedener Herkunft oder Oozyten-Typen zuruckzufuhren. Sandberg et al.
(1990) und Ji et al. (1990) haben z.B. in ihren Untersuchungen Albino-Oozyten
verwendet. Ebenso ist vorstellbar, dass die Wirkungsweise des All-Rezeptors durch
den Defollikulierungsprozef3 beeintrachtigt wird.

Fluharty et al. (1991) haben mit Hilfe von Radioligandenuntersuchungen die All-
Bindungsstellen ausschlieflich im umgebenden Follikelgewebe der Oozyte gefunden,
nicht aber in der Oozytenmembran selbst. Sie exprimierten dann einen Saugetier All-
Rezeptor in X. 1. Oozyten aus mRNA von Ratten-Nebennierenrinde (Ji et al., 1990) und
Neuroblastomzellen (Fluharty et al., 1991).

Der Amphibien All-Rezeptor soll sich nicht funktionell, aber pharmakologisch von
dem Sdaugetier-Rezeptor unterscheiden. So 1aft sich der durch Injektion von aus
Ratten-Nebennierenrinden isolierter mRNA exprimierte Saugetier-Rezeptor z.B. durch
nicht-peptidische Antagonisten wie DuP-753 oder PD-123177 starker hemmen,
wdahrend der endogene Amphibien-Rezeptor sich durch peptidische Rezeptor-
Antagonisten wie Saralasin oder CGP 42112 A starker hemmen 1aft (Ji et al, 1990).
Die Rezeptoraktivierung wurde dabei jeweils Uber eine vermehrte Lichtemmission des
Chemoluminiszenzproteins Aequorin nachgewiesen, was auf eine Erhohung der
intrazellularen Calciumkonzentration hindeutet.

Interessanter Weise hat bei diesen Experimenten die Injektion von aus Geweben
isolierter mRNA ausgereicht, den Rezeptor funktionell zu exprimieren und mit Hilfe des
Chemoluminiszenzproteins Aedquorin eine Aktivierung nachzuweisen. Da die
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Verwendung des Calcium-Fluoreszenziarbstoffes FURA-2 in mancher Hinsicht dem
Aequorin Uberlegen ist (Grynkiewicz et al, 1986) und VSMC starke Signale auf All
zeigen, besteht durchaus die Moglichkeit, daB einige der in diese Arbeit ermittelten
All-Signale durch Aktivierung des exprimierten Sdugetierrezeptors erfolgte. Die
hohere Rate an reagierenden Zellen unter den mit VSMC-RNA injizierten Oozyten
wurde dafur sprechen.

All-Signale scheinen nicht mit den Signalwegen von LPA zu interagieren, da
Reaktionen auf LPA im Anschluf3 auf Signale durch All zuverlassig auslosbar sind. Im
Vergleich zu All reagieren die Oozyten auf LPA starker und schneller.

Auch Sakuta et al. (1991) stellten mit Hilfe elektrophysiologischer Untersuchungen
fest, daB3 Acetylcholin- und Adrenalin-Reaktionen nach All-Signalen auslosbar sind
und umgekehrt. Das Ausbleiben gegenseitiger Desensibilisierung von All und
Acetylcholin wird ebenso von McIntosh und Mclntosh (1990) berichtet, die
unterschiedliche Signalwege vermuten.

4.1.2. Acetylcholin (ACh)

Mit Hilfe des Calcium Imaging lief3 sich von 10 untersuchten Oozyten nur an einer
einzigen eine Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration auf ACh [100pM]
zeigen. Reaktionen cauf ACh lassen sich im Gegensatz dazu elektrophysiologisch
relativ zuverlassig nachweisen. Chloridstrome auf ACh sind schon vor tber 20 Jahren
abgeleitet worden (Kusano et al., 1977). Eine Erklarung fur die unterschiedliche
Beobachtungshdaufigkeit konnte darin liegen, daf3 diese Effekte auf der vegetativen
Oozytenseite bei den meisten Oozyten weniger ausgepragt sind. Z.B. beschreiben
Gillo et al. (1987) explizit, daf Chloridstrome an der Oozytenmemlbran nur abgeleitet
werden, wenn IP3 an die AuBenseite der pigmentierten animalischen Hemisphdare
injiziert wird, nicht aber an die vegetative Polseite. Diese Chloridstrome sind Folge
einer intrazellularen Ca2+-Freisetzung.

Ebenso zeigen Tigyi et al. (1990), daB Serum, welches in der Lage ist, Calcium
abhdngige Chloridstrome in X. 1. Oozyten auszuldsen, an der vegetativen Polseite nur
sehr schwache Signale auslost, die 15 mal geringer ausfallen, als wenn Serum an die
animalische Polseite pipettiert wird.

Nach Lupu-Meiri et al. (1990) zeigen bei Oozyten von Xenopus Iagevis nur etwa 40%
der Donorfrosche Reaktionen auf ACh.

Oron und Dascal (1987) stellten enttaduscht fest, daB mit dem
Calciumindikatorfarbstoff quin-2 auf ACh nur unbedeutende Verdnderungen der
intrazellularen Calciumkonzentration zu beobachten waren, diese blieb in einem
Bereich um 100nM konstant. Sie vermuten, dafl der Indikatorfarbstoff Calcium puffern
konnte oder die Hauptverdnderungen der Calciumkonzentration in einem
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subzellularen Kompartiment stattfinden, das nur einen vernachlassigbaren Anteil des
Cytosol beteiligt.

Reaktionen auf ACh lieflen sich mit der Methode des Calcium Imaging zu selten
zeigen, sodafl ACh als Kontrollzugabe nicht geeignet erschien.

4.1.3. Lysophosphatidylscure (LPA)

Die durch das Serumphospholipid Lysophosphatidylsaure (LPA) verursachten
Calcium-Effekte sind hochstwahrscheinlich durch einen an der Zellmembran
befindlichen spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor vermittelt (Fernhout et al.,
1992; Moolenar, 1995). Als physiologische Wirkungen von LPA sind unter anderem
das Auslosen der Thrombozytenaggregation, die Zellproliferation von Fibroblasten
und eine Stimulierung des membranalen Nat/Ca?+-lonenaustauschers bekannt
(Houchi et al., 1995). Neben der Fahigkeit, glatte Muskelzellen zur Kontraktion
anzuregen, vermag LPA nach Tokumura et al. (1994) synergistisch zu Epidermal
Growth Faktor (EGF) und Fibroblast Growth Faktor (FGF) in Zellkultur gezuchtete glatte
GetfaBmuskelzellen von Rattenaorta (VSMC) zur Zellteilung anregen und unabhdangig
von der externen Calciumkonzentration einen schnellen intrazelluldren Anstieg von
freiem Calcium verursachen. Lysophosphatidylcholin (LPC), ein neutrales
Lysophospholipid, zeigte keine mitogene Aktivitat, war in hoheren Konzentrationen
zelltoxisch und der verursachte Calciumanstieg langsam und von [Ca2+]e abhdngig.
Die verschiedenen Signaltransduktionswege fur LPA sind mittlerweile detailliert
untersucht. So werden nicht nur Phospholipase C stimuliert und Adenylatcyclase
gehemmt, sondern auch tber Gg und Gy die kleinen G-Proteine Ras und Rho aktiviert
(Moolenar, 1995). Uberdies ist eine Stimulation von Phospholipase A2 und die
Aktivierung von Phospholipase D beschrieben, die Phosphatidylsaure (und Cholin)
aus Phosphatidylcholin entstehen 1af3t.

Eine durch LPA ausgeloste direkte oder indirekte Freisetzung von Ca2+ dus
intrazellularen Stores ist mittlerweile an verschiedenen Zellen gezeigt worden, in nur
wenigen Fdllen wurde dabei eine gleichzeitige Bildung von IP3 gemessen.

In Oozyten von Xenopus laevis wurde gezeigt, daB extrazellulare Applikation von
LPA an die Zellmembran im nanomolaren Konzentrationsbereich eine sofortige
Reaktion in Form von Chloridstromen verursacht (Fernhout et al., 1992). Das dadurch
erhaltene Signal besteht, vergleichbar der Reaktion auf Acetylcholin (ACh) aus vier
Komponenten: zu Beginn ein schneller Einwartsstrom, dem ein langer andauernder,
langsamer folgt. Dieser wird von Schwankungen Uberlagert und bei einigen Oozyten
bildet ein langsamer, verzogerter, nun nach auflen gerichteter Strom den Abschluf3.
Starke Reaktionen auf LPA erhdlt man auch an solchen Oozyten, die auf zuvor
appliziertes ACh nicht reagierten.
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Keine Reaktionen lassen sich durch das alleinige Losungsmedium (enthdlt 1% Bovine
Serum Albumin (BSA)), durch intrazellulare Applikation von LPA mit Hilfe von
Mikroinjektion oder durch zuvor intrazellulare Injektion von EGTA hervorrufen.
Interessanter Weise lassen sich die durch LPA verursachten Reaktionen nicht
desensibilisieren und nach Fernhout et al. (1992) bei den meisten Oozyten ohne
wesentliche Veranderung des Signals wiederholt auslosen, in einem Zeitraum, der
kurzer ist als Smin bei jeweils 2minutiger LPA Umspulung. Mit dem Calcium Imaging
zeigten die Oozyten nur selten hintereinander auslosbare LPA Reaktionen in Form
einer [Ca?+]i-Erhohung. Gegenteilig war es die Regel, daB [Ca?+]; bei erneuter LPA
Applikation zum Medium eher abfiel. Der Unterschied mag darin bestehen, daf3
durch Fehlen einer konstanten Umspulung eine erneute Applikation mit einer zeitlich
verzogerten Konzentrationssteigerung ohne LPA-freie Intervalle zu verstehen ist.
Wurden die Oozyten zuvor nicht mit Vorbehandlung durch Collagenase vom
umgebenden Follikelgewebe befreit, sondern z. B. mechanisch pr&pariert, muBten
100-fach hohere LPA-Konzentrationen eingesetzt werden, um vergleichbare Signale
zu erhalten.

Der Rezeptor fur LPA gilt als der einzige an Xenopus Oozyten durchwegs vorhandene
Rezeptor (Durieux et al., 1994). Daher schien LPA fur eine Positiv-Kontrolle bei
Kollagenase behandelten Oozyten sehr geeignet, bei mechanisch pr&parierten
Oozyten nur eingeschrankt verwendbar. An diesen Oozyten zeigen allerdings auch
alternative Stimuli wie z.B. Vanadationen nur deutlich abgeschwdachte Signale.

4.2. Nicht-genomische Steroideffekte an Oozyien von Xenopus laevis

4.2.1. Oozytenreifung

Xenopus Oozyten sind in der Prophase der ersten Reifeteilung stehen geblieben.
Bevor sie als Eizelle befruchtet werden konnen, muB die meiotische Zellreifung
fortgesetzt werden.

Das physiologische Hormon, daf die Fortsetzung der Oozytenreifung an Xenopus
Iaevis Froschen auslost, ist Progesteron (PROG). Auch in vitro konnen Oozyten durch
Progesteronzugabe in das Medium zur Fortsetzung der Zellreifung angeregt werden.

Parallel zu den Calciummessungen wurde an einigen Oozyten uberpruft, ob durch
PROG die Reifung auslosbar ist. Der Anteil der auf PROG reifenden Oozyten schwankt
nach Literaturangaben zwischen 50 und 85% (Hainaut et al., 1991) und liegt nach
Stith et al. (1991) bei anndhernd 100%.

Mit den Ergebnissen der Reifungsuntersuchungen konnte an Hand einer kleinen
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Anzahl von Oozyten gezeigt werden, dafl auch nach der Injekton von Fura-2, wenn
auch mit etwas verminderter Effizienz, Reifungen auslosbar sind. Auch bei Wasserman
et al. (1980) konnte nach Injektion von Aequorin die erfolgreiche Reifung an einem
Grofteil der Oozyten gezeigt werden. Das ist in Hinblick auf die in dieser Arbeit
untersuchten, durch PROG ausgelosten initialen Schritte wichtig, die nur an reifenden
Oozyten erwartet wurden, da Wasserman et al. (1980) die Calciumsignale
ausschlieBlich an reifenden Oozyten sehen konnten. Die Kontrolle einer erfolgreichen
Reifung auf PROG an den im Calcium Imaging untersuchten Oozyten ist auf Grund des
Versuchsablaufes nicht mehr moglich. Daher wurden Oozyten parallel zu diesen
Untersuchungen auf Reifungsfahigkeit tberpruft.

Reifungen auf PROG [3uM] waren sowohl an unbehandelten Oozyten (70%), als auch
an Fura-2 injizierten Oozyten zu beobachten. Letztere zeigten eine geringere Effizienz
(40%).

Nicht nur Progesteron, sondern auch eine Reihe weiterer Reagentien kann in vitro die
Reifung auslosen. Exemplarisch werden einige dieser Substanzen in nachfolgender
Tabelle aufgelistet:

Tab 4.1: Reifeteilung auslésende Substanzen an Xenopus Oozyten (Auszug: nach
Baulieu et al., 1978; mit Erg&nzungen: (Jakobelli et al., 1974; Stith und Maller, 1987;
Hainaut et al., 1991; Dolfi et al., 1993)

Reifung auslésende Substanzen: antagonistisch oder ohne Wirkung sind:
Progesteron Ostradiol
R5020 Cholesterol
Testosteron
Aldosteron
Deoxycorticosteron
Cortisol
Insulin
Sotalol
Lidocain Benzocain
Tetracain Procain
Barbital Phenobarbital
Allobarbital Morphin
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Reifung auslésende Substanzen: antagonistisch oder ohne Wirkung sind:

Chlorpromazin Naloxon
Imipramin Nikotin
Theophyllin
Haloperidol
A23187 + Mg2+ A23187 ohne Mg2+
La3+ Mg2+
VO43-
Verapamil Amilorid

Injekton von rasp21
(Onkogen, eine kleine GTPase)
12-0O-Tetradecanoylphorbol, 13-Acetat
(DAG-Analogon)

Die grundlegenden Mechanismen der meiotischen Zellteilung sind mittlerweile
verstanden. Auch Forschungsarbeit an Oozyten von Xenopus Iaevis hat einen groflen
Beitrag dazu geleistet, die Prozesse aufzuklaren, an deren Anfang die Oozyte und an
derem Ende schlieBllich ein unbefruchtetes reifes Ei steht. Dennoch sind die
molekularen Mechanismen, wie Progesteron die im Wartestadium der ersten
Reifeteilung befindlichen Oozyten zur Fortsetzung des meiotischen Zellzyklus anregt,
bisher noch nicht hinreichend geklart. Schon fast drei Jahrzehnte wei3 man, daf’ die
Reaktionen durch Progesteron in der Oozyte schon auf Membranebene eingeleitet
werden und nicht Uber die Interaktion mit dem klassischen cytosolischen Rezeptor
durch genomische Prozesse ablaufen (Smith und Ecker, 1971).

4.2.2. Nicht-genomische Reaktionen von Progesteron zur Fortsetzung der Reifeteilung
Das Initiieren der Wiederaufnahme der meiotischen Teilung von Amphibien-Oozyten
durch Progesteron uber Interaktionen an der Plasmamembran ist mittlerweile zu
einem prototypischen Beispiel fur nicht-genomische Wirkungen von Steroidhormonen
geworden (Baulieu und Robel, 1995).

Eine Reihe von Beobachtungen sprechen fur eine nicht-genomische Interaktion von
Progesteron bei der Auslosung der Oozytenreifung. Zum einen gibt es deutliche
Hinweise fur spezifische Progesteron-Membranbindungsstellen an der
Oozytenmembran; trotzdem ist Gber die ersten Komponenten der Signaltransduktion
bisher so gut wie ,nichts" bekannt (Andresson et al., 1996).

Sadler und Maller (1982) konnten fur das synthetische Progesteron-Analogon R5020
uber PhotoaffinitGtsmarkierung kovalente Bindungen an ein 110kDa-Protein finden,
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das in der Plasmamembran von X.1. Oozyten lokalisiert ist.

Auch R5020 vermag bei einer Konzentration von 1,4uM im Medium (Progesteron:
700nM) die Reifung von 50% der Oozyten auslosen.

Im Gegensatz dazu berichten Blondeau und Baulieu (1984) von einer 30kDa
schweren Peptidfraktion im Zentrifugations-Sediment von 1.000-10.000g, die sich mit
Hilfe von [SH]-R5020 markieren lief3.

R5020 konnte dabei von Progesteron aus seiner Bindung verdrangt werden.

Das Peptid konnte nicht im 1.000-10.000g-Zentrifugat anderer subzellularer
Fraktionen, die nicht Plasmamembran enthalten, gefunden werden oder in einer
vergleichbaren Fraktion von Leberzellen.

Liu und Patino (1993) konnten mit radioaktiv markiertem Progesteron hochaffine
Bindungsstellen fur Progesteron in der Plasmamembran von X. 1. Oozyten finden und
charakterisieren. Die Kp von InM, die im typischen Bereich fur Hormonrezeptoren
liegt, ist deutlich niedriger, als bei den zuvor beschriebenen Bindungsstellen, die
indirekt durch R5020 nachgewiesen wurden. Dabei zeigen sowohl pigmentierte
Wildtyp-Oozyten, als auch Albino-Oozyten vergleichbare Werte bezuglich
Bindungskapazitat und Affinitat. Daraus 1aBt sich eine zuvor von Coffmann et al.
(1979) angenommene artifizielle Bindung wvon Progesteron an Melanin oder
Melantosomen ausschliefen.

Neben dem Nachweis spezifischer Bindungsstellen fur Progesteron in der
Plasmamembran der Oozyten zeigen eine Reihe weiterer Beobachtungen, daf
Progesteron beim Auslosen der Fortsetzung der Meiose nicht Uber die Aktivierung des
klassischen Rezeptors, sondern auf Membranebene agiert:

Zum einen 14t sich ein zytosolischer Progesteronrezeptor in Oozyten von X. I nicht
finden (Sadler und Maller, 1982), zum anderen 16st auch die Zugabe von Polymer-
gebundenem Progesteron ins Medium, welches die Zellmembran nicht passieren
kann, die Reifung aus; intrazellulare Injektion von diesem oder von Progesteron ist
dagegen ineffektiv (Baulieu et al., 1978).

Die Bildung neuer mRNA ist fir die Reifung nicht notwendig, diese wird auch ausgelost
in Oozyten, deren Zellkern zuvor entfernt wurde. Ebenso verhindert eine Blockierung
der RNA-Produktion z.B. durch Hemmung der RNA-Polymerase mit Actinomycin D, als
auch die Anlagerung von Ethidiumbromid an die DNA nicht die Reifung (Baulieu et
al., 1978)

Zudem laufen einige Prozesse nach der Initiation der Reifung sehr schnell ab, so daf3
diese Uber eine Aktivierung genomischer Mechanismen nur sehr schwer zu erklaren
wdaren. Zum Beispiel 1&f3t sich schon 10 Minuten nach Progesteron-Applikation [1uM]
eine Verflachung der Oozytenmembran und eine Verdickung der Mikrovilli
gegenuber Kontroll-Oozyten nachweisen (Dersch et al., 1991), die Harnstoff-
permeabilitdt dagegen nimmt bei der Reifung von Rana Oozyten bei der Reifung erst
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@ Stunden nach Progesteronapplikation zu - synchronisiert mit dem Aufloseprozessen
der Kernmembran (Lau et al., 1994).

Auch an Fisch-Oozyten wurde kurzlich die Existenz eines spezifischen fur die Reifung
verantwortlichen Steroid-Membranrezeptors fur 17a,20B-Dihydroxy-4-pregnen-3-one
gezeigt. Den Ablauf der Reifung von Fisch-Oozyten stellt man sich wie folgt vor (nach
Nagahama, 1997):

Die Follikelzellen werden durch hypophysare Hormone, dem FSH und LH chemisch
sowie biologisch &hnliche Fisch-Gonadotropine stimuliert. Dabei schutten die
Thekazellen 17a-Hydroxy-Progesteron aus, das von den direkt die Oozyte
umgebenden Granulosazellen in 17a,20B8-DP umgewandelt wird. Dieses wirkt tber
einen spezifischen Membranrezeptor an der Oozyte. Dabei soll der intrazellulare
cAMP-Spiegel absinken. Inhibitoren der Phosphodiesterase z.B. Theophyllin sowie
Aktivatoren der Adenylatcyclase z.B. Forskolin oder Choleratoxin verhindern die
Reifung der Regenbogenforellen-Oozyte in vitro.

Die Signaltransduktion soll uber eine Beteiligung eines durch Pertussistoxin
abhdngigen inhibitorischen Gi-Proteins wirken.

Wie bei den Amphibien-Oozyten, existiert auch bei Fischen ein Maturating Promoting
Faktor (MIPF), der als Hauptmediator der Reifungsprozesse wirkt. Die ersten Schritte
der Signaltransduktion von 17a,203-DP sind am Entstehen dieses MPF beteiligt, der
aus den Protein-Dimer von cdc2 Kinase und Cyclin B bestehen soll. Vermutlich wird
die in ungereiften Oozyten vorhandene mRNA fur Cyclin B polyadenyliert, damit die
Synthese wvon Cyclin B eingeleitet, das mit cdc2 Kinase nach zwei
Phosphorylierungsschritten den aktivierten MPF ergibt.

Eine Proteinsynthese scheint fur die spaten Schritte der Reifung dennoch notwendig zu
sein, da Cycloheximidin die Reifung verhindert.

Wegen der Bedeutung fur diese Arbeit soll auf die Initiation der Zellreifung von
Xenopus laevis Oozyten und die anschlieBenden Schritte etwas ndher eingegangen
werden: Obwohl insbesondere die ersten molekularen Mechanismen der Interaktion
von Progesteron bisher noch nicht eindeutig geklart sind, solle die derzeitigen
Vorstellungen tber die Auslosung der Reifung und der nachfolgende Ablauf an dieser
Stelle vorgestellt und diskutiert werden.

Erste physiologische Schritte sind die Ausschuttung von Gonadotropinen, die das
Follikelgewebe veranlassen Progesteron zu bilden und zu einer erhohten
Rezeptordichte fur Progesteron in der Oozyte fuhren (Liu und Patino, 1993).

Bereits 15-30s nach PROG-Zugabe laBt sich die Aktivierung der Lipidmessenger-
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Kaskade Uber einen signifikanten Anstieg von Phosphatidylmonomethylethanolamid
(PME) und Sphingomyelin (SM) in der Praparation von isolierten Plasmamenbranen
aus Rana pipiens Oozyten nachweisen (Morrill et al., 1994).

Neben SM entsteht durch Aktivierung der SM-Synthetase aus Phosphatidylcholin auch
1,2-DAG.

Die Aktivierung der Lipidmessenger-Kaskade wird vermutlich tber G-Proteine
gesteuert, da Inkubation der Membranen mit einem nicht hydralysierbarem GTP
(GTP-y-S) vergleichbare Ergebnisse wie PROG hervorbringt; Vorbehandlung der
Plasmamenbran mit GDP-B-S hingegen hemmt die durch Progesteron ausgeldste
Aktivierung der Lipidenzyme (Kostellow et al., 1993).

Nach Wasserman (1992) konnte dieser erste Anstieg von DAG auch artifiziell auf das
in der Losung befindliche Ethanol zuruckzufuhren sein und nicht Bestandteil des
physioogischen Reifungsprozesses.

Etwas spater, etwa 1-2min nach PROG-Aktivierung gibt es einen zweiten Anstieg von
DAG, welches aus Phosphatidylcholin (PC) Uber eine Aktivierung einer PC-spezifischen
PLC aus welcher DAG und Phosphorylcholin entsteht (Kostellow et al., 1993) oder mit
Hilfe der Phospholipase D (PLD) und der PhosphatidylsGturephosphohydrolase Uber
Phosphatidylsture kann ebenso DAG entstehen (Kostellow et al., 1996).

5-8min nach Progesteron-Applikation entsteht Uber eine Aktivierung der PLC-3 ein
drittes mal DAG und IP3, welches bekanntlich Ca2+-Kandle an intrazellularen Ca2+-
Stores offnen kann.

Es folgt eine Kaskade unter Beteiligung verschiedener FettsGuren, die eine
Aktivierung der PKC aufrecht erhalten, unterstutzend dazu sinkt die Konzentration von
Ceramid, welches in einigen Zellsystemen die PKC hemmen vermag (Hannun, 1996).
Schon innerhalb der ersten Minuten nach PROG-Exposition fuhrt das zu
Proteinphosphorylierungen.

Stith und Maller (1984) zeigten, daf3 das Einsetzen von 1nM Choleratoxin die durch
PROG beobachtete pH-Erhohung und die Phosphorylierung des ribosomalen Proteins
S6 sowie der GVBD ausbleiben 1aBt. Choleratoxin verhindert bei Auslosen der Reifung
mit Insulin ebenfalls den GVBD, nicht aber die Erhohung des intrazellularen pH-Wertes
und eine Phosphorylierung von S6.

Etwa in der halben Zeit zwischen Induktion der Reifung und Auflosung der
Kernmembran entsteht ein die Reifung fordernder Faktor (Maturating Promoting
Faktor, MPF), der Proteinkinase-Aktivitat besitzt. Bei Injektion dieses Faktors in nicht
stimulierte Oozyten, findet GVBD innerhalb von 2h statt. MPF vermag auch an kleinen,
Stadium IV-Oozyten, bei denen eine Reifung normalerweise nicht auslosbar ist, zum
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GVBD fluhren.

Das in die Oozyte injizierte Mitogen mos kann den MPF aktivieren und die Reifung
effizient initileren und schlieflich zum GVBD fuhren. Fur den ProzeB der zweiten
meiotischen Teilung ist mos alleine allerdings nicht ausreichend, dazu wird die
Produktion weiterer Proteine benotigt (Yew et al., 1992).

Auch die Rolle von cAMP wird im Zusammenhang mit der Reifung unterschiedlich
diskutiert, und es ist unklar, ob diesem second messenger eine physiologische
Bedeutung bei der Reifung zukommt. Nach Finidori-Lepicard (1981) hemmt
Progesteron die Adenylatcyclaseaktivitat, was zu einem Abfall von cAMP fuhrt. cAMP
hingegen hemmt die Meiose. Das 1af3t vermuten, daB3 der PROG-Rezeptor mit G-
Proteinen gekoppelt ist, obwohl die Reifung durch PTX nicht gehemmt wird (Goodhart
et al., 1984).

Nach etwa 5-8 Stunden 16st sich die Kernmembran auf, die Ovulation folgt darauf und
der Meiose-ProzeR 1auft bis zur Metaphase der zweiten Reifeteilung weiter, und wird
erst nach der Befruchtung abgeschlossen.

Wegen der groflen Bedeutung der insbesondere durch PROG ausgelosten
Calciumreaktionen wird im Folgenden darauf etwas detdillierter eingegangen:

4.2.3. Calcium

Die wohl deutlichsten Calcium-Rektionen auf PROG sehen Wasserman et al. (1980).
Dabei stellten sie mit dem Calciumlumineszenzprotein Aequorin an Albino-Oozyten
40-60s nach PROG-Zugabe [3-15uM] 80-120s dauernde Lichtemmissionen fest, die
vermutlich auf eine intrazellulare Ca2+-Erhdhung zuruckzufuhren ist. An Oozyten, die
spater nicht erfolgreich reiften, konnten keine solchen Lichtemmissionen ermittelt
werden.

Trotzdem zeigten nicht alle reifenden Albino-Oozyten, diese Luminiszenz. Dafur geben
Wasserman et al. (1980) zwei mogliche Grunde an: einerseits konnte das
Calciumsignal auf einen raumlich eng begrenzten Bereich des Oozytenplasmas
beschrankt sein, der moglicherweise auf der animalischen Seite der Oozyte lokalisiert
ist. Da Seitenunterschiede an Albino-Oozyten von cauflen nicht erkennbar sind und
sowohl Aequorin-Injektion, wie auch die Lichtemmissionsmessung daher an zufallig
ausgewdhlten Stellen der Zellen vorgenommen wurden, konnte jeweils das Signal an
einigen Messungen durch das Cytosol der Oozyte verdeckt sein.

Als zweite Moglichkeit konnten die ersten Schritte der Reifung an einzelnen Oozyten
bereits vor dem Experiment stattgefunden haben, da fur Albino-Oozyten bekannt ist,
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dafl diese gelegentlich spontan ovulieren.

Von den 30 untersuchten Oozyten zeigten 3 Oozyten starke, 4 mittlere und 4 sehr
schwache Signale auf PROG. Zuvor zupipettierte Pufferlosung provozierte keine
Reaktion. An pigmentierten WT-Oozyten konnten jedoch keine Lichtemmissionen auf
PROG beobachtet werden.

Moreau et al. (1980) fanden mit Aequorin einen mehrere Stunden andauernden
Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration mit Beginn nach 1-2h auf PROG-
Zugabe. Bei ihren Untersuchungen sowohl an Albino, als auch an WT-Oozyten fand an
letzteren der Anstieg der Lichtemmission etwas spdater statt. Die errechnete
Steigerung der Ca2+-Konzentration fond hier von 700nM cuf 7uM statt.

Insgesamt ist die Rolle, die Calcium bei der durch Progesteron induzierten Fortsetzung
der Reifung von Amphibien-Oozyten spielt unklar.

Auf der einen Seite vermogen eine Reihe von Calciumkanalblockern, wie Las+, Mn2+,
Verapamil und D600 die Reifung auslosen (Schorderet-Slatkine et al., 1977; Robinson,
1985); (vgl Tab. 4.1; S. 76f). Ebenso kann die elektrophoretische Injektion von Calcium
die Reifung auslosen Moreau et al., 1976) und auch das Calcium-lonophore A23187
bei hohen extrazellularen Ca2+-Konzentrationen (Wasserman und Masui, 1975).
Andererseits bringt die Injektion von Ca2+ ins Zytosol keine erfolgreiche Reifung mit
sich.

Ein Ca2+-Ausstrom in den ersten Minuten auf PROG lief3 sich mit 45Ca2+ nachweisen
(O'Connor et al.,, 1977). In mehreren friheren Verdffentlichungen wurde der
vorubergehende Anstieg von [CaZ?+]; sogar als die Reifung auslosendes Signal
diskutert (Baulieu et al, 1978; Smith, 1981; Stith und Maller, 1985).

Wasserman et al. (1980) konnten in etwa der Hdalfte der untersuchten reifenden
Albino-Oozyten mit dem Calciumluminiszenzprotein Aequorin einen Anstieg der
intrazelludren Calciumkonzentration 40-60s nach PROG-Zugabe [3-15uM]
beobachten.

Moreau (1980) fand mit Aequorin und selektiveven Calcium-Elektroden 2-5h nach
PROG-Zugabe eine Erhohung der [Ca?+]; wahrend der Reifung. Diese Beobachtung
wurde allerdings von Cork et al. (1987) angezweifelt.

Robinson et al. (1985) konnte keinerlei Verdnderungen der Calciumkonzentration mit
Calcium-empfindlichen Elektroden finden.

Nach Cork et al. (1987) sind durch Messung mit Aequorin starke
Calciumverédnderungen an nur etwa 6% der Albino-Oozyten zu sehen, die groBe
Mehrheit der Oozyten reift allerdings ohne sichtbaren Veranderungen der
Calciumkonzentration.

Das deutet darauf hin, daf3 diese Calciumireisetzungen keinen notwendigen Schritt in
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der Induktion der Wiederaufnahme der Reifeteilung darstellen und Calcium als
second messenger in diesem Falle keine Rolle spielt.

Diese Beobachtung ware auch konform zu den Abléufen der Eizellreifung an anderen
Sperzies; z.B. zeigen Picard und Doree (1983) an Seesternen, daf3 Ca?2+ an der
Oozytenreifung nicht beteiligt ist.

Daruberhinaus berichtet Wasserman (1992), daB die nach 5-30s ablaufende
Freisetzung von sn-1,2-DAG auf PROG durch einen Alkohol-Artefakt verursacht wird,
da dieser sich auch durch Ethanol alleine, in dem PROG gelost wird, auslosen 1aBt. Es
handelt sich hier folglich nicht um eine physiologische Recaktion auf PROG wdhrend
der Reifung. Dieser Artefakt wlrde auch eine Reihe weiterer unterschiedlicher
Beobachtungen der ersten Schritte bei der Induktion der Reifung zwischen PROG und
Insulin, welches in w&fRrigem Puffer geldst wird, erklaren.

Wasserman (1992) berichtet, daf3 Ethanol auch schon in sehr geringen Mengen von
0,4 Promille storend auf den Lipidmetabolismus der Oozyte Einflu3 haben kann.

Es ist anzunehmen, daf Ca?+ bei den Prozessen der Reifung und deren Initiierung
notwendig ist: Die Auslosung der Zellreifung von Xenopus laevis Oozyten durch
Progesteron oder durch das Ionophore A23187 in Kombination mit extrazellularem
Calcium, das den Ca2+ und Mg2+ Transport durch die Zellmembran erleichtert, wird
durch intrazellulare EGTA-Injektion unterdruckt Masui et al., 1977).

Injektionen von Calcium oder Calmodulin (Wassermaon und Smith, 1981; Maller und
Krebs, 1980; Cartaud et al., 1981), sowie Calciumiontophorese (Moreau et al., 1976)
konnen Zellreifung auslosen.

Hohe extrazellulare Calciumkonzentrationen konnen in Abwesenheit von Hormon
oder Ionophore A23187 die Zellreifung auslosen (Baltus et al., 1977; Wasserman und
Masui, 1975), ebenso eine Vielzahl von Calciumkanalblockern, wie Lad+ (Schorderet-
Slatkine et al., 1977).

Calcium-Ausstrom gleichzeitig mit einem Kalium-Ausstrom kurz nach Progesteron-
zugabe 1aBt eine Steigerung von [Ca2+t]i annehmen (O"'Connor et al., 1977); keine
Veranderungen, weder im Calcium Ein-, noch Ausstrom finden Marot et al. (1976)
nach Progesteronzugabe.

Innerhalb der ersten 15min verursacht PROG nach Morill et al. (1980) eine
verminderte 45Ca2+-Aufnahme und einen gesteigerten Ausstrom von 45Ca2+ in Rana
pipiens Oozyten. Diese Beobachtung muf3 nicht unbedingt mit einer Verdnderung der
intrazellularen Calciumkonzentration zusammenhdngen, da diese durch
Calciumpools ausgeglichen werden konnte.

Calcium scheint bei der Initiation allerdings nicht als second messenger zu wirken, ein
intrazellularer Anstieg ist fur die Reifung nicht unbedingt notwendig:
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Die Blockierung der Calciumfreisetzung aus intrazelluldren Stores durch TMB-8
beeinflut die durch Progesteron ausgeloste Zellreifung nicht (Cork et al., 1987).

Es lassen sich zwar an einigen Albino-Oozyten nach Progesteronzugabe schnelle (40-
60s), vorubergehende Anderungen der [Ca2+]; mit Hilfe einer Photoelektrode und dem
Chemoluminiszenzprotein Aequorin nachweisen (Wasserman et al, 1980; Cork et al.,
1987), der Grofteil der reifenden Oozyten zeigt aber keine (70%) oder nur geringe
(24%) Calciumdanderungen. (Cork et al., 1987; unter Einbeziehung der Daten von
Wasserman et al., 1980).

Mit Aequorin lassen sich keine Veranderungen von [Ca2+] an pigmentierten Wildtyp-
Oozyten auf Progesteronzugabe messen. Ein Calciumanstieg durch das Ionophor
A23187 laft sich durch eine Steigerung des Lichtsignals messen (Belle et al., 1977).
Moreau et al. (1980) fanden mit Hilfe von Aequorin und calciumsensitiver Elektroden
langsame [Ca?+]; Anstiege wdhrend der Zellreifung von 0,7uM Normalzustand cuf
7uM mit einem Hdbhepunkt 2-5h nach Progesteron-Zugabe. Auch eine Uberprufung
dieses Ergebnisses durch Robinson (1985) mit calciumsensitiven Elektroden erbrachte
eine [Ca2+]i-Ruhekonzentration von 0,14+0,05uM, konnte aber keine Verdnderungen
der Calciumkonzentration an sechs untersuchten Oozyten wdhrend der Zellreifung
feststellen.

Insgesamt zeigte sich, daB Ca2+-Ionen fur die Prozesse der Reifung notwendig sind,
daf eine Reifung aber nicht notwendigerweise einen Anstieg der intrazelluldren freien
Calciumkonzentration erfordert. Es bleibt daher anzunehmen, da3 Ca2+ nicht als
notwendiger Second messenger wirkt, der die Reifung vermittelt, sondern bei den
Reifeprozessen involviert wird; dennoch ist die Anwesenheit von Calciumionen eine
nowendige Voraussetzung fur die Reifung.

4.3 Anwendung des Testsystems zur Uniersuchung nichi-genomischer

Progesteroneffekie an Oozyten von Xenopus laevis

Es wurde untersucht, ob die von Wasserman et al. (1980) beobachtete Steigerung der
intrazellularen Calciumkonzentration 1-2 Minuten nach PROG-Applikation auch mit
der Methode des Calcium-Imaging sichtbar ist.

Die insgesammt 56 im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Oozyten zeigten keine
Verdanderung der intrazelluldren Calciumkonzentration in den ersten Minuten nach
PROG-Zugabe.

Die Albino-Oozyten wurden mechanisch préapariert und, wie bei den Aequorin-
untersuchungen von Wasserman et al. (1980), am Entnahmetag untersucht.
Dartberhinaus erfolgten Untersuchungen an den Tagen darauf, sowie an Wildtyp-
Oozyten verschiedener Praparation.
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Bei keiner dieser Oozyten konnten sich von der Basiskonzentration abhebende
Verdnderungen der Calciumkonzentration auf PROG beobachtet werden.
Gonadotropin-Injektionen in die Xenopus laevis Weibchen vor der Entnahme der
Oozyten wurden, wie bei den Untersuchungen von Wasserman et al. (1980) nicht
vorgenommen.

Die Rezeptorendichte an der Oozytenmembran steigt mit Fortschreiten der
Entwicklung der Oozyte und durch Vorbehandlung der intakten Follikel mit
Gonadotropinen (Liu und Patino, 1993).

Eine Reihe weiterer Beobachtungen zeigt eine Beteiligung von Calcium-Ionen an den
Reifungsprozessen: Vorinkubation mit TMB-8, einem lipidloslichen Hemmstoff der
intrazellularen Calciumfireisetzung zogerte die Reifung geringfugig, aber nicht
signifikant hinaus; die durch PROG ausgeloste Reifung konnte also auch in
Anwesenheit von TMB-8 ausgelost werden (Cork et al., 1987).

Mit Calcium-spezifischen Mikroelektiroden konnte Robinson (1985) keine
Veranderungen der Calciumkonzentration auf PROG-Applikation im Vergleich zu
Kontroll-Oozyten feststellen.

In der Diskussion gibt sie an, lediglich direkt an der Plasmamembran stattfindende,
ganz auf die Membran begrenzte CaZ2+-Signale nicht messen zu konnen, da die
Elektrode 50pum unterhalb der Oberflache plaziert war, doch konnte sie mit ihrer
Studie eine Steigerung der Calciumkonzentration im Zytoplasma ausschlief3en.

Diese Lucke - Untersuchungen direkt an der Plasmamembran - konnten
Untersuchungen mit Cl8-gebundenem Fura fullen, dessen lipophile
Kohlenwasserstoffkette sich direkt in die Membran eingliedert und dadurch die
Calciumkonzentration direkt an der Membran bestimmt werden kann. Derartige
Untersuchungen liegen bisher nicht vor.

Morill und Kostellow (1991) diskutieren, ob das Ausbleiben der Calciumsignale bei
Robinson (1985) auf die Verwendung eines hypotonen Puffers bei pH 7.8
zuruckzufuhren sein konnte, da Alkalisierung von Xenopus laevis OQoyten partielle
PROG-Effekte (z.B. S6-Phosphorylierung, aber nicht GVBD) auslosen kann und die
Calciumfreisetzung vielleicht schon wdahrend der Follikelpraparation stattgefunden
haben koénnte.

Cork et al. (1987) wiederholten die Versuche von Wasserman et al. (1980) und
konnten nur bei einer von 12 Oozyten innerhalb der ersten 5 Minuten nach PROG-
Zugabe eine, wenn auch geringe Erhohung der [Ca?+]; feststellen.

Im Untersuchungszeitraum zwischen 2 und 7h wurden hingegen keine
Veranderungen der Ca2+-Konzentration beobachtet im Gegensatz zu den zuvor
beschriebenen Beobachtungen von Moreau et al. (1980).

Cork et al. (1987) schlieBen aus ihren Untersuchungen, daf3 Calcium zum Auslosen der
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Reifung nicht notwendig ist und umgekehrt die gelegentlich beobachteten Ca2+-
Signale nicht an der Fortfuhrung der durch PROG ausgelosten Signale beteiligt sind.
Bei den innerhalb der ersten Minute nach PROG-Zugabe zu beobachtenden Calcium-
Signalen koénnte es sich auch um einen Ethanol-Artefakt handeln, da nicht nur das in
Ethanol geloste Progesteron, sondern auch geringe Mengen von Ethanol selbst in den
Lipidstoffwechsel der Zelle an der Membran eingreifen kann und zu einem Ansteigen
von DAG an der Plasmamembran fuhren, welches wiederum Calcium mobilisieren
kann (Wasserman, 1992).

Die meisten strukturellen Verdnderungen an der Oozytenmembran finden wahrend
der Reifung nach Dersch et al. (1991) auf der animalischen Hemisphdre der Oozyte
statt. Es wird vermutet, daf3 diese dem Zellkern ndher gelegene Seite auch fur die
Spermienpenetration besser vorbereitet wird, als die vegetative Seite. Auch das
cortikale endoplasmatische Retikulum, dessen Aufgabe auch darin besteht, Calcium
zu speichern und freizusetzen, ist auf der animalischen Oozytenseite wesentlich
ausgepragter vorhanden.

Ebenso bestehen in der Sensitivitadt gegenuber PROG deutliche Unterschiede:
Progesteron kann bei Oozyten von Rana pipiens ledig auf der animalischen Polseite
die Fortsetzung der Zellreifung (und damit GVBD) initiieren, Progesteron-Exposition an
der vegetativen Polseite bleibt wirkungslos. (Cloud und Schuetz, 1977).

Auch die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen mit Fura-2 und dem
Calcium Imaging zeigen keine Verdnderungen von [Ca2+]; in dern ersten Minuten
nach PROG-Zugabe. Um einen Ethanol-Artefakt zu vermeiden, bzw. moglichst gering
zu halten, wurde PROG hier in geringeren Konzentratinen von 1uyM oder 3uM
eingesetzt. Dabei lag die Ethanol-Konzentration an der Oozyte nur bei 0,01% bzw.
0,03%. Alternativ dazu wurde auch wasserlosliches Progesteron verwendet.
Wasserman et al. (1980) haben PROG bei ihren Versuchen in hoheren
Konzentrationen von 3uM - 15uM eingesetzt. Uber die damit in Zusammenhang
stehende Ethanol-Konzentration wird nichts explizit berichtet, es kobnnte sich aber
nach Werten aus dem Nachbericht (1992) um 0,04% bzw 0,2% Ethanol gehandelt
haben.

Cork et al. (1987) setzten im Medium Konzentratinen von 6yM PROG und Ethanol
0,08% ein.

So bleibt die Moglichkeit bestehen, dafB im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit nur
deshalb keine Ca2+-Effekte auf PROG ermittelt werden konnten, weil ein Ethanol-
Artefakt weitgehend vermieden wurde.

Eine Calciumbeteiligung an den durch PROG ausgelosten schnellen Steroid-Effekten
lie sich an einer grofen Anzahl von untersuchten Oozyten nicht ermittlen.

Damit erodffnete sich der Weg eine Calciumbeteiligung nicht-genomischer Steroid-

- 86 -



Effekte durch Expression membranstandiger Steroidrezeptoren zu untersuchen.

Dabei wurde die Calciumkonzentration jeweils einige Tage nach der Injektion
verschiedener RNA gemessen. Injiziert wurden:

RNA, die fur das membranstandige Progesteron-Bindeprotein (mPR) kodiert;

RNA von Testes, da eine intrazelluldre Calciumerhdhung an Spermien auf PROG
beschrieben wurde und

RNA von VSMC, welche auf ALDO schnelle, nicht-genomische Steroidetfekte mit Ca2+-
Beteiligung zeigen.

Zuvor wurde das Expressions- und Testsystem am Beispiel des Thrombin- und GnRH-
Rezeptors untersucht und etabliert.

4.4. Anwendung des Expressions- und Tesisystems auf den Thrombin-Rezeptor

Das Enzym Thrombin ist ein starker Stimulus fur glatte GefaBmuskelzellen, so wurde es
bei Wehling et al. (1994) vor Versuchsende ins Medium von VSMC als Positivkontrolle
zugegeben, seiner Fahigkeit wegen, einen starken intrazelluldren Calciumanstieg
auszulosen.

Die Reagibilitat von X. 1. Oozyten auf Thrombin wird unterschiedlich berichtet.
Schultheiss et al. (1997) haben den Thrombinrezeptor von menschlichen
Thrombozyten in Xenopus Oozyten funktionell exprimiert und dessen Interaktion mit
G-Proteinen ndher untersucht. Es handelt sich dabei um einen etwas ungewodhnlichen
G-Protein gekoppelten Rezeptor, weil im Rahmen seiner Aktivierung das N-terminale
extrazelluldre Ende proteolytisch abgespalten wird. In ihren Untersuchungen an
unbehandelten Oozyten konnten sie keine Chloridstrome durch Thrombin auslosen
und nachweisen.

Auch Blackhart et al. (1996) untersuchten die Thrombinrezeptor-Spezifitat durch
Expression des Rezeptors in X. 1. Oozyten.

Sicherlich ware die Existenz eines endogenen Rezeptors in den Oozyten bei diesen
Untersuchungen storend gewesen.

So lieBen sich die drei in dieser Arbeit gezeigten Effekte auf Thrombin an VSMC-RNA
injizierten Albino-Oozyten Uber die Expression des Rezeptors aus seiner RNA gut
erklaren. Der Nachweis, daB RNA, die fur den Thrombinrezeptor kodiert, in der
injizierten VSMC-RNA in ausreichender Menge und Qualitat enthalten war, wurde
durch Northern-blot und einer DIG-markierten Sonde nachgewiesen.

Weniger gut erklarbar als Resultat einer erfolgreichen funktionellen Expression sind
die drei Calciumsignale cauf Thrombin, die an GnRH-R-RNA-injizierten Oozyten erhalten
wurden.
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Da die injizierte in-vitro transkribierte GnRH-R-RNA keine RNA enthdlt, die fur den
Thrombinrezeptor (Thr-R) kodiert, ist in diesem Falle eine Thr-R-Expression
ausgeschlossen. Es muf ein endogener Thr-R aktiviert worden sein.

Nguyen et al. (1996) berichten, Chloridstrome an X. 1. Oozyten auf Thrombin ableiten
zu koénnen, die vermutlich Gber im Follikelgewebe ansdssige Rezeptoren und einer
Aktivierung der PKC vermittelt werden.

Diese Reaktion ist Uber einen Zeitraum von 10 Minuten refraktar und kann
gelegentlich auch an Oozyten beobachtet werden, deren Follikelzellschicht entfernt
wurde.

Alle drei Oozyten, in welche GnRH-R-RNA injiziert wurde, reagierten nach dem Signal
auf Thrombin nach deutlich auf GnRH (vgl. Abb. 3.14).

Das laBt darauf schliefen, daf Thrombin und GnRH durch verschiedene Signalwege
agieren. Fur Thrombin ist die Beteiligung der PKC, fur GnRH eine Interaktion tuber G-
Proteine beschrieben.

Es ist wahrscheinlich, daf die drei gemessenen Calciumsignale durch Aktivierung des
endogenen Thr-R vermittelt wurden. Fur die drei Signale an den VSMC-RNA-injizierten
ist dies ebenso wahrscheinlich.

4.5 Eitablierung des Expressions- und Testsystems am GnRH-Rezeptor

4.5.1 In-vitro transkribierte RNA, die fir den GnRH-Rezeptor kodiert

Sealfon et al. (1990) zeigten, daf sich der GnRH-Rezeptor durch Injektion von RNA, die
aus Rattenhypophysen oder aus einer gonadotrophen Zell-Linie (a-Ts) von Mdausen
isoliert wurde in X. Iagevis Oozyten funktionell exprimieren lie3. Bei ihren
elektrophysiologischen Untersuchungen erhielten sie 3-4d nach Injektion von 150-
200ng RNA/Oozyte an 93% der gemessenen Oozyten ein Signal auf GnRkRH bzw. dessen
Analogon Buserelin (D-Ser(But)6,Pro9-N-ethylamid-GnRH) (Koiter et al. 1988), das auch
in dieser Arbeit verwendet wurde.

Der GnRH-R ist ein sieben Transmembrandomanen besitzender G-Protein gekoppleter
Rezeptor, bei dem als Besonderheit unter den G-Protein gekoppelten Rezeptoren das
cytoplasmatische C-terminale Ende fehlt.

Das 1afit die Bedeutung anderer Regionen des Rezeptors fur Signaltransduktion,
Desensibilisierung und Regulation vermuten (Reinhart et al., 1992).

Er ist, wie auch der Thyreotropin-Releasinghormon-Rezeptor mit G-Proteinen der Gg/11-
Familie gekoppelt. Bei seiner Signaltransduktion sind nacheinander das Gg-Protein,
die Phospholipase Cpi1, IP3 und die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulGren Stores
beteiligt (Kaiser et al., 1994; Neill et al., 1997).

Chi et al. (1993) exprimierten cauch den humanen GnRH-R durch Injektion von 1-10ng
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in vitro-transkribierter RNA und wiesen dies durch elektrophysiologische Messungen
nach 72h auf 200nM GnRH bzw. Buserelin nach.

Mit den Ergebnissen der hier vorgestellten Arbeit konnte zum ersten mal gezeigt
werden, daf3 Effekte des GnRH-R auch hervorragend mit Fura-2 dargestellt werden
konnen.

Durch Injektion von 23ng RNA/Oozyte und Applikation von 200nM GnRH zeigten 79%
von 44 Oozyten Signale. Die Effizienz ist etwas geringer, als bei den
elektrophysiologischen Untersuchungen von Sealfon et al. (1990). Die 6 Wildtyp-
Oozyten, die dabei nicht reagierten, stammten allerdings von Untersuchungen, die
schon am 2. Tag nach Injektion vorgenommen wurden, wahrend die berichtete
Ausbeute von 93% bei Sealfons Untersuchungen am 3. und 4. Tag nach
Expressionsbeginn zustande kam, jedoch durch Injektion von aus Geweben isolierter
RNA.

Auch Untersuchungen zur Optimierung der injizierten RNA-Menge zeigten deutlich,
daB am 2. Tag nach Injektion noch mit ausbleibenden Reaktionen gerechnet werden
mub.

Erste Reaktionen auf GnRH waren ab einer Konzentration von InM an Albino- und
Wildtyp-Oozyten causlosbar, wobei der Anteil der Oozyten, die schon bei geringen
Konzentrationen reagieten bei Albino-Oozyten grofer war. Fur diese 1aft sich sogar
eine Dosis abhdangige Steigerung des Signals interpretieren, w&hrend bei den WT-
Oozyten zwei Oozyten mit besonders starken Signalen cauf geringe GnRH-Zugabe-
Konzentration ganz aus einer Dosis-Wirkungsbeziehung heraustallen. Die Starke des
GnRH-Signals scheint von der zugegebenen GnRH-Konzentration unabhdngig zu sein.
Da bei der erfolgreichen Expression sehr viele Faktoren zusammenspielen mussen,
kann man nicht unbedingt von gleichen Rezeptordichten an den untersuchten
Oozyten ausgehen.

Im Ausgleich zur hoheren Sensitivitat bei den Albino-Oozyten fielen die Signale der
WT-Oozyten auf GnRH dafur deutlich starker cus, wie berichtet, kamen diese aber
auch bei hoheren Konzentrationen von GnRH zustande. Es besteht kein AnlafB
anzunehmen, daf3 Albino-Oozyten durch Fehlen einer Pigmentation an der Membran
bei der beschriebenen fluometrischen intrazellularen Calciummessung gegenuber
Wildtyp-Oozyten geeigneter sind.

Zum Optimieren der injizierten RNA-Menge, und um zu sehen, bis zu welcher
eingesetzten RNA-Menge die funktionelle Expression des GnRH-R noch erfolgreich
bleibt, wurde die injizierte RNA in jeweils verschiedenen Mengen in die Oozyten
injiziert und die Oozyten darauthin 1-4 Tage spdter untersucht.

Am ersten Tag nach Injektion waren noch keine Signale auf GnRH-auslosbar, tber
den Zeitraum von 4 Tagen nahm die Reaktionsbereitschaft auf GnRH im Prinzip zu.
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In Northern-blot Untersuchungen wurde die Stabilitat der GhnRH-RNA Uber mindestens
drei Tage bestatigt: Aus Oozyten, in welche in vifro-transkribierte GnRH-R-RNA injiziert
wurde, wurde ein, zweli und drei Tage spdter die gesamt RNA isoliert,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylon-Membran Ubertragen. Mit einer
DIG-markierten Sonde, die sperzifisch GnRH-R-RNA bindet, konnten auch am dritten
Tag nach Injektion noch klare Banden im Bereich der erwarteten 1,2kb gesehen
werden.

Die ausgelosten GnRH-Signale scheinen nach dem ,Alles-oder-nichts®-Prinzip
abzulaufen. Die Hohe der erhaltenen Ratiosteigerungen war nicht von der Menge der
injizierten GnRH-R-RNA abhdngig. Der Zusammenhang zwischen exprimierter
Rezeptorendichte und injizierter RNA-Menge wurde nicht untersucht.

Mit der Etablierung des Expressions- und Testsystems des GnRH-R lieBen sich nun
Versuche anschlieBen, die in Hinblick auf die Anwendbarkeit fur die Expression von
vermuteten Steroid-Membranrezeptoren von Bedeutung waren. So wurde in Oozyten
zusatzlich zu der GnRH-R-RNA weitere RNA verschiedener Konzentrationen injiziert,
welche aus Geweben isoliert wurde, in denen schnelle Effekte auf Steroide beobachtet
wurden.

Dabei konnte der GnRH-Rezeptor als Nachweis fur einen intakten Expressionsapparat
der Oozyte verwendet werden.

Bei den RNA-Gemengen von 35 ng VSMC mRNA bzw. 75ng gesamt RNA von mouse
testis zu 10ng GnRH-R-RNA konnten am zweiten Tag allerdings nur bei einer von vier,
bzw. bei zwei von vier Oozyten Signale gezeigt werden.

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin, daf nach 2 Tagen die Signale
auf GnRH noch nicht hinreichend zuverlassig sind.

Bei den folgenden Untersuchungen wurden die Oozyten daher erst ab dem 3. Tag
nach Injektion untersucht.

Es wurde durch Beimengung, nicht fur den GnRH-R kodierender, aus VSMC isolierter
RNA ermittelt, ab welchen eingesetzten Mengen von VSMC-RNA bei gleichbleibender
GnRH-R-RNA-Menge die Expression des GnRkRH-R gehemmt wird.

Bei der hochsten eingesetzten Menge von 125ng Fremd-RNA lieBen sich keine
Reaktionen mehr auf GnRH zeigen, wdhrend 50ng Fremd-RNA sich noch nicht
nachteilig auswirkten.

Das kéonnte dafur sprechen, daB Mengen ab 100ng eingesetzte RNA pro Oozyte die
Expression des GnRH-R bzw. dessen Nachweisbarkeit hemmen.

Daher wurde in den Versuchen zur Expression eines membranstandigen
Steroidrezeptors diese Menge injizierter RNA pro Oozyte nicht tberschritten.

Sedlfon et al. (1990) setzten dagegen in ihren Expressionsversuchen eine hohere RNA-
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Menge von 150-200ng RNA pro Oozyte erfolgreich ein.

4.5.2 GnRH-R codierender eukaryontischer Expressionsvektor

Mit Hilfe des Calcium-Imagings konnte auch die erfolgreiche Expression des GnRH-R
nach intranucledrer Injektion eines eukaryontischen Expressionsvektors funktionell
nachgewiesen werden.

Fur Messungen 48h nach Injektion ist die Erfolgsquote von 50% in den Gruppen an
denen sich Effekte zeigten ein erstaunliches Ergebnis. Bei der Transfektion von
Saugetierzellen wird eine Ausbeute von nur ca. 10% erreicht.

Unter Verwendung eines Oozytenexpressionsvektors fiel auch Pfaff et al. (1990) auf,
dafB3 schon Uberraschend kleine Injektionsmengen, die besten Ergebnisse bei der
Proteinexpression ergeben. Sie zeigten, daf3 die gebildete Proteinmenge nach 2d
etwa der durch Injektion von in-vitro transkribierter RNA entspricht und nach 3d diese
um das 5-fache tbersteigt.

Durch die Messungen mit dem Calcium-Imaging konnte gezeigt werden, daf3 die
gebildeten Rezeptoren auch intakt sind und die Signaltransduktion adaquat
auslosen.

4.5.3 Interaktionen zwischen exogenem GnRH-Rezeptor und endogenen LPA-
Signalwegen.

Die Wirkung von GnRH wird Uber den exprimierten Rezeptor vermittelt, der mit PTX-
unabhdangigen G-Proteinen der Gg/ii1-Familie agiert, und schlieflich zu einem
vermehrten Umsatz von Phosphatidylinositol mit intrazellularer Mobilisierung von
Calcium und Aktivierung der Proteinkinase C fuhrt; auch die Bildung von cAMP und
die Freisetzung von Arachonidonsdure wird berichtet (Naor et al., 1990).

Die prazisen intrazellularen Signalwege, die beteiligt sind, die verschiedenen Effekte
von GnRH zu vermittlen sind noch nicht ausreichend geklart und charakterisiert
(Kaiser et al., 1994).

Mehr oder weniger als Zufallsergebnis wurde bei den Untersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit beobachtet, daf Oozyten, die soeben durch den exogenen GnRH-R
stimuliert wurden, in der Regel durch Zugabe von LPA gegenregulatorische
Mechanismen der Zelle aktivieren, und [Ca2+]; abfallen lassen, oder die LPA-
Applikation vollig wirkungslos bleibt. Nur in wenigen Fdllen fuhrt LPA zu einer
erneuten Freisetzung von intrazellularem Calcium.

Nach Durieux et al. (1992) interagiert ein angenommener LPA-Rezeptor in Oozyten
von Xenopus laevis mit PTX-abhdngigen G-Proteinen, zumindest 1a8t sich die Ca2+-
Mobilisierung durch PTX unterdrucken. Auch die Signalwege von LPA sind vielseitig:
in Fibroblasten werden PLC und PLD stimuliert mit darauf folgender Calciumirei-
setzung und Aktivierung der PKC, sowie einer Hemmung der Adenylatcyclase.
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ras-p21 und MAP-Kinase werden daruber hinaus durch PTX-unabhdngige
Mechanismen aktiviert (Moolenar, 1995).

An chromatffinen Zellen verursacht LPA den Ausstrom von 45Ca2+ durch Aktivierung
des Na+/Caz?+-Austauschers an der Plasmamembran (Houchi, 1995).

Uber mogliche Angriffspunkte der Gegenregulation bzw. der Signaldesensibilisierung
und Interaktion 1aBt sich nur spekulieren. Die Beteiligung unterschiedlicher G-Proteine
bei der Signaltransduktion ist wahrscheinlich, da LPA-Signale in X.1. Oozyten von PTX
abhdngig sind, GnRH-Signale nicht.

Auch ein Calciumausstrom durch Aktivierung des Na+/Ca2+-Austauschers an der
Plasmamembran wdare moglich.

Deutlich zu erkennen ist, daB3 das AusmafB der Gegenregulation tatséchlich von der
Starke des zuvor abgelaufenen GnRH-Signals abhdangig ist. Auch die Ca2+-Erhohung
im Rahmen einer reguldren LPA-Aktivierung wird im Ablauf des Signals wieder
zuruckgebildet. Auch daran konnte die Aktivierung des Nat/Ca2+-Austauschers
beteiligt sein.

Nachdem sich die Expression des GnRH-R mit dem Calcium Imaging System
ausgezeichnet funktionell nachweisen lief, sollte im Anschluf3 ermittelt werden, ob
sich mit den eingesetzten Methoden auch membranstdndige Steroidrezeptoren in
Xenopus laevis Oozyten exprimieren und funktionell nachweisen lassen.

4.6 Nicht-genomische Steroideffekie in anderen Geweben

Vor uber 40 Jahren stellte man fest, daf3 Steroidhormone tiefgreifenden EinfluB cuf die
Proteinsynthese haben, was viele der spezifischen Hormonreaktonen verursachte.
Mueller et al. (1958) fanden als erste heraus, daf Steroidhormone die Transkription
von Genen regulieren.

Die Entdeckung von cytosolischen Rezeptoren und ihre Beteiligung an der
genomischen Regulation der Proteinsynthese fuhrten schlieBlich zur klassischen
Theorie der Steroidwirkung.

Mit zunehmend empfindlicheren MeBmethoden lief3 sich insbesondere in den letzten
10 Jahren zeigen, daf es neben der klassischen genomischen Wirkung noch andere
Wege von Steroid-Aktionen gibt.

Nach dem Dualen Modell fur Steroidwirkungen (Wehling, 1994) gibt es parallel zum
klassischen Weg, der uber die Beteiligung genomischer Mechanismen die Synthese
von Proteinen mit einer Latenzzeit von 1-2h reguliert, auch einen Weg uber die
Beteiligung von Membranrezeptoren, die schnelle nach 1-2 Minuten ablaufende
Verdnderungen verursachen. Neben einer BeeinfluBung von Elektrolyttransport-
systemen, ist die Einbeziehung multipler Signaltransduktionswege fur diese
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Steroideffekte mittlerweile aufgezeigt.

Obwohl die ersten Beobachtungen nicht-genomischer Steroidwirkungen schon vor 60
Jahren in einer Pionierarbeit von Hans Selye vorgestellt wurden, in der das
unmittelbare Einsetzen einer Narkose bei Ratten beschrieben wurde, die
intraperitonedale Injektionen von PROG erhielten, wurden erst in neuerer Zeit, mit der
Entwicklung sensitiverer Mef3systeme und molekularbiologischen Arbeitstechniken,
schnelle Steroideffekte systematisch untersucht.

In einem Review von Schmidt et al. (1998) werden die Anfadnge und neuere
Entdeckungen der schnellen Wirkungen von ALDO zusammengefalft.

Die ersten nicht-genomischen Effekte dieses Steroids war die Beobachtung eines
verzogerten Natrium-Austausches an Hunde-Erythrozyten durch ALDO in
physiologischen Konzentrationen (Spach und Streeten, 1964). Da Erythrozyten keinen
Zellkern mehr besitzen, ist diese Beobachtung mit der Theorie der klassischen
Steroidwirkung nicht vereinbar.

Um diese Zeit wurde auch in vivo festgestellt, daf3 Injektionen von ALDO (0,5mgQ) im
Menschen schon nach 5 Minuten den peripheren GefafRwiderstand und Blutdruck
erhohen, sowie das Herzschlagvolumen verringern. Auch hier werden wegen des
schnellen Wirkungseintritts nicht-genomische Mechanismen vermutet.

Diese schnellen Effekte von ALDO am lebenden Menschen konnten auch in einer
neueren Placebo-kontrollierten, randomiseirten Studie durch Herzkatheterunter-
suchungen an 17 Patienten mit vermuteter koronarer Herzkrankheit bestatigt werden
(Wehling et al., 1998): Innerhalb von 10 Minuten zeigten sich auf ALDO (I1mg)
signifikante Verdnderungen im GefaBwiderstand, Herzauswurf und Herzindex.
Daruberhinaus gibt es eine Reihe sehr genauer Beobachtungen schneller in vitro
ALDO-Effekte.

Eine Aktivierung des Natrium-Protonen-Austauschers durch ALDO lief3 sich nach 1-2
Minuten an menschlichen Monozyten nachweisen. Obwohl Glucocorticoide eine hohe
Affinitat zum cytosolischen Mineralocorticoidrezeptor besitzen, konnten sie diese
Effekte nur in duBerst hohen Konzentrationen hervorrufen. Der Einsatz von Canrenon,
einem Antagonist des klassischen Rezeptors, hemmt diesen Effekt nicht (Wehling et
al., 1991). Auch die Aktivierung der Phosphorinositolhydrolyse durch ALDO im
nanomolaren Bereich und daraus resultierende Bildung von IP3 innerhalb von 30
Sekunden nach ALDO-Applikation konnte an Moozyten und glatten
GetfaBmuskelzellen gezeigt werden (Christ et al., 1993).

Hinsichtlich einer Beteiligung der Proteinkinase C wurden unterschiedliche
Beobachtungen gemacht: Sato et al. (1997) stellten eine schnell verringerte Aktivitat
der PKC auf ALDO fest, wahrend andere Arbeitsgruppen eine gesteigerte Aktivitat
zeigten (Christ et al., 1995; Doolan et al., 1996; Gekle et al., 1997).
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Eine schnelle Freisetzung von Ca?+ auf ALDO konnte unter Verwendung des
Indikatorfarbstoffes Fura-2 an VSMC, an Endothelzellen von Schweineaorta und an
distalem Colon von Ratte und Mensch gezeigt werden (Wehling et al., 1994 u. 1995;
Maguire et al., 1999; Doolan und Harvey, 1996).

Verglichen mit Calciumreaktionen, die durch Angiotensin II oder Thrombin ausgelost
werden, fallen die Signale auf ALDO schwacher aus. Die Effekte lassen sich jedoch im
physiologischen Konzentrationsbereich von nur 0,1nM ALDO causlosen. Bei dieser
Konzentration sind weder alle Rezeptoren aktiviert, noch fordert deren Aktivierung zu
hohe Konzentrationen. Die Effekte konnten als physiologischer Mechanismus an der
Feinabstimmung der Kreislaufregulation beteiligt sein.

An VSMC und Endothelzellen konnte an Hand des Calciumsignals gezeigt werden,
daB dieses aus einer initialen Freisetzung aus intrazelluldren Stores besteht, als auch
aus einem darauf folgenden Calcium-Einstrom von extrazellular.

Die Bedeutung der nicht-genomischen Reaktionen kann fur verschiedene Zelltypen
unterschiedlich sein. Wahrend VSMC eine Ca2+-Erthohung vorallem im perinukledren
Bereich zeigen und der Schwerpunkt auf der Freisetzung aus intrazelluléren Stores lag,
erhoht sich Ca2+ bei Endothelzellen vorallem im perimembranalen Bereich (Wehling
et al., 1994).

Diese vielfaltigen Indizien und Beweise schneller Steroideffekte wurden mittlerweile
durch eine weitere Beobachtung erganzt, die tber eine Interaktion des klassischen
Aldosteronrezeptors nicht vereinbar ist: Es konnte auch an Mineralocorticoidrezeptor-
Knockout (MR-KO) - Mausen gezeigt werden, daf’3 schnelle Veranderungen von cAMP
und [Ca?+]; durch ALDO in MR-KO-Mdausen zu beobachten sind und verglichen mit WT-
Mcd&usen an diesen sogar starker ausfallen (Haseroth et al., 1999).

Es wurde damit der Nachweis erbracht, daf schnelle Steroidwirkungen ohne
Beteiligung des zytosolischen Rezeptors ablaufen und die Membranbindungsstellen
fur Steroide nicht eine besondere Modifikation des zytosolischen Rezeptors darstellen.

Bisher konnten fur einige Steroidhormone an dem Membranen unterschiedlicher
Gewebe spezifische Bindungsstellen gefunden werden, die Teil eines
membranstandigen Steroid-Rezeptors sein konnten. Hochaffine Bindungsstellen sind
beschrieben z.B. fur Cortisol (Kq: 1,5nM, Suyemitsu und Terayama, 1975; Kq: 5,1nM
Guendouz et al., 1989), Progesteron (Kq4: Haukkamaa, 1976; Kq: 25,2nM, Yomada und
Miyaiji, 1982), Ostradiol (Kq: 1nM, Pietras und Szego, 1977) und Aldosteron (Ka: 0,1nM,
Wehling et al., 1992).

Es konnte zwar noch nicht mit letzter Sicherheit geklart werden, ob es sich bei diesen
Bindungsstellen tatsdchlich um  Vertreter dieser Familie von
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Steroidmembranrezeptoren handelt. Obwohl mittlerweile ein Progesteron-bindendes
Membranprotein (mPR) isoliert und kloniert wurde (Meyer et al., 1996; Falkenstein et
al.,, 1996), und indirekt Uber das Ausbleiben der Akrosomenrecaktion an Spermien
durch Blockierung dieser Bindestelle durch Antikorper der Nachweis einer
physiologischen Bedeutung erbracht wurde (Buddhikot et al., 1999), gelang es bis
jetzt noch nicht, einen solchen Rezeptor funktionell zu exprimieren. Mittlerweile wei3
man, daB mPR aus 28kDa schweren identischen Untereinheiten besteht, die tber
Disulfidbriucken Dimere bilden konnen. (Falkenstein et al., 2001).

Trotzdem ist noch unklar, ob der PROG-Rezeptor an Spermien analog zu dem ist, der
in X.1. Oozyten vermutet wird (Baulieu und Robel, 1995).

Nach Rosner et al. (1999) 1auft der Signalweg der nicht-genomischen Steroidwirkung
an der Zellmembran noch etwas komplizierter ab, als in den zuvor beschriebenen
Uberlegungen. Am Beispiel von Ostrogenen beschreibt er die Beteiligung von
Transportproteinen an diesem ProzeB. Seiner Theorie nach besitzen diese
Sexualhormon-bindenden Globuline (SHBG) neben ihrer Steroidbindungsstelle noch
eine weitere Bindungsstelle fur einen spezifischen, in der Plasmamembran
vorkommenden Rezeptor. Dieser kann die freie Form des SHBG binden, und wird dann
aktiviert, wenn ein freies Globulin, daf3 gerade am Rezeptor hangt, von einem Steroid
besetzt wird. Die Wirkung soll dann uber G-Proteine vermittelt werden, die die
Signalkette Uber Adenylatcyclase, cAMP, PKA aktivieren und uber
Proteinphosphorylierungen zu seinen spezifischen Wirkungen fuhren.
Steroid-gebundenes SHBG hingegen kann an den SHBG-Rezeptor nicht binden.

SHBG kommt daruberhinaus noch eine weitere Bedeutung zu, die
Plasmahalbwertszeit der Steroide zu erhdhen, diese zu transportieren, zu speichern
und bei Bedart freizusetzen.

Zwar lassen sich mit dieser Theorie einige Fragen klaren, wie die Ermittlung
unterschiedlicher AffinitGten und Molekulargewichte der Membranbindungsstellen
das Vorkommen in Lebermikrosomen. Nicht so gut erklaren laBt sich allerdings
damit, die in vitro Nachweisbarkeit schneller Steroideffekte, da in Zellkulturen etc. ein
SHBG vermutlich nicht vorhanden ist.

So Dbleibt das Klonieren und Identifizieren eines Vertreters dieser schnellen

membranstandigen Steroidrezeptoren in der ndachsten Zukunft ein Hauptziel bei der
Erforschung nicht-genomischer Steroideftekte.
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4.7 Anwendung des Expressions- und Testsystems zur Uniersuchung nicht-

genomischer Steroideffekte durch Injektion von RNA in die Oozyten

Die Moglichkeit eines Klonierungsversuches bestand nun darin, die RNA aus Zellen,
die die soeben beschriebenen schnellen Steroideffekte zeigen, zu isolieren und in
Xenopus Oozyten zu exprimieren. Dort sollte die Expression funktionell, z.B. durch eine
intrazellulare Calciumerhohung nachgeweisen werden.

In weiteren Schritten konnte eine stufenweise Fraktionierung der RNA folgen, bis
schlieflich ein betreffendes, den Effekt auslosendes Gen erhalten bleibt. Deshalb
wurde RNA aus glatten Muskelzellen (VSMC), Schweineleber, Mausehoden (Mouse
testis) und in-vitro transkribierte RNA, die fur das membranstandige Progesteron-
Binde-Protein codiert, in den Oozyten exprimiert.

4.7.1. putativer membransténdiger Progesteron-Rezeptor

Da sich die Ergebnisse von Waserman et al. (1980) durch die hier vorgestellten
Untersuchungen nicht bestatigen lieBen und unter Vermeidung eines Ethanol-
Artefaktes an den uns zur VerfUgung stehenden Oozyten keine Anderungen der
intrazellularen Calciumkonzentration zu beobachten waren, konnte versucht werden,
einen solchen angenommenen menbransténdigen Progesteronrezeptor in den
Oozyten zu exprimieren.

Es wurde in-vitro transkribierte RNA, die fur mPR, einem membranstandigem
Progesteron-Binde-Protein codiert, RNA aus Schweineleber sowie aus Mdausehoden
(Mouse testis) isolierte RNA untersucht.

4.7.1.1. in-vitro transkribierte mPR-RNA
1999 gelang es Falkenstein et al. das membranstandige Progesteron-bindende

Protein (mPR) in CHO-Zellen zu exprimieren. Dabei konnte in der Affinitat zu
verschiedenen Steroiden eine dhnliche Hierarchie wie an Schweinelebermikrosomen
gezeigt werden, mit der starksten Affinitat zu Progesteron. Diese enge Korrelation
zwischen rekombinantem und nativem mPR konnte bisher fur kein anderes Protein
gezeigt werden, das fur ein mogliches Steroid bindendes Membranprotein gehalten
wird.

Die in-vitro transkribierte RNA, die fur das mPR kodiert (mPR-RNA) wurde in X.I.
Oozyten injiziert. An 25 untersuchten Oozyten lief3 sich kein Ca2+-Signal durch PROG-
Applikation nachweisen. Obwohl es bisher nicht gelang, eine Expression des mPR als
ersten Vertreter eines membranstandigen Steroidrezeptors funktionell nachzuweisen,
erhartet sich standig der Verdacht, daB es sich bei dem mPR um den
membransténdigen Progesteronrezeptor handelt oder einem Teil davon.

So wird die durch Progesteron eingeleitete Akrosomenreaktion an Spermien zu 62,1%
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gehemmt, wenn diese zuvor mit spezifischen Antikorpern gegen mPR inkubiert
werden (Buddhikot et al., 1999). Die durch Ionomycin eingeleitete
Akrosomenreaktion wurde durch diesen Vorgang nicht beeinfluf3t.

Es ist also plausibel, daf mPR bei der durch Progesteron ausgelosten schnellen
Reaktion eine wichtige Rolle spielt. Die gegen mPR gerichteten Antikorper binden in
den CHO-Zellen, die mPR exprimieren an 28 und 56kDa schwere Peptide.

Da vermutet wird, daB der angenommene membranstandige Progesteronrezeptor-
Komplex ein Molekulargewicht von 200kDa besitzt, aus mehreren Oligomeren
zusammengesetzt ist und nur zum Teil aus 28 bzw. 56kDa Peptiden besteht, konnte es
sich bei dem mPR um einen Teil dieses Rezeptorenkomplexes handeln. Das wurde
auch die verschiedenen Molekulargewichte erklaren. Da die Affinitat von mPR im
physiologischen Bereich liegt, konnte es die Progesteron-Membran-Bindungsstelle des
vermuteten Rezeptors reprasentieren.

Die durch Progesteron ausgeloste, in Einzelzellmessung ermittelte intrazellulare Ca2+-
Erhohung an Spermien wird durch mPR spezifische Antikorper signifikant vermindert
(Falkenstein et al., 1999). Daraus laft sich schlieBen, dafB das an der
Akrosomenreaktion der Spermatozoen beteiligte Progesteron-bindende
Membranprotein sehr ¢hnlich oder sogar identisch zu mPR ist.

Im Unterschied zu den in dieser Arbeit unter 3.3 vorgestellten Experimenten, wurde
von Falkenstein et al. (1999) eine bereits bekannte Reaktion, eines in den Zellen
physiologisch vorkommenden Rezeptors gezielt gehemmt.

DaBf sich eine Expression an Xenopus laevis Oozyten nicht funktionell nachweisen lief3,
kann vielfaltige Ursachen haben.

Ahnlich dem IL-6 Rezeptor besitzt mPR mindestens eine tfransmembranale Region und
enthdlt eine sehr Prolin-reiche Stelle, die in die Interaktion mit anderen Proteinen
miteinbezogen sein konnte. Z. B. ist eine solche Sequenz an Rezeptoren der Zytokin-
und Wachstumshormon-Rezeptorenfamilie notwendig, fur eine Assoziation mit der
Thyrosinkinase Jak2. (Tanner et al., 1995). Diese Strukturanalogien konnten dafur
sprechen, dall mPR einen Rezeptor des Thyrosinkinase-Typs darstellt. Obwohl an
Xenopus laevis Oozyten auch diese erfolgreich funktionell exprimiert wurden, ist es
unklar, ob die fur die Signalweiterleitung des spezifischen Rezeptors notwendigen
Strukturen und Proteine in den Oozyten vorhanden sind.

Rossato et al. (1999) identifizierten eine funktionelle Bindungsstelle fur Progesteron an
der Plasmamembran von Leydigzellen. Auf deren Aktivierung folgt die
Depolarisierung der Zellmembran mit einem Na+*-Einstrom und daraufthin eine
Aktivierung der Steroidsynthese. Die intrazellulare Calciumkonzentration wurde
jedoch, anders als bei den Progesteroneffekten an Spermien, nicht beeinfluf3t. Die
Reaktionswege des aus Lebermikrosomen isolierten bzw. aus VSMC clonierten mPR

-Q7 -



konnten tuber andere Signaltransduktionsmechanismen, ohne Calciumbeteiligung
ablaufen, die mit den hier verwendeten Methoden nicht sichtbar geworden waren.
Da Antikorper gegen mPR an Spermien die Auslosung des schnellen
Calciumeinstroms verhindern (Falkenstein et al., 1999), ist ein genereller
Reaktionsweg ohne Calciumbeteiligung unwahrscheinlich. Vorstellbar ware aber die
Existenz einer Steroidmembranrezeptor-Superfamilie mit Involvierung verschiedener
second Messenger Systeme in unterschiedlichen Zellen.

Neben der Moglichkeit, daf sich das Protein in X.1. Oozyten auf diese Weise nicht oder
in nur zu geringen Mengen exprimieren lie3, oder nicht in der bendtigten
Tertiarstruktur oder Kompartimentierung, ist es auch auf Grund des
Molekulargewichts eher wahrscheinlich, daB mPR nur einen Teil des
Rezeptorkomplexes reprasentiert, vermutlich die Progesteron Bindungsstelle. Da
wichtige Kompartimente zur Aktivierung der Signalkette fehlen konnten, die
schlieBlich zur Calciumfireisetzung fuhrt, vermag auch eine erfolgreiche Bindung von
PROG an in die Zellmembran integriertes mPR kein Calciumsignal auslosen, es bleibt
daher aus. Dartuberhinaus bleibt die Moglichkeit bestehen, daB sich die mit dem
Rezeptor korrespondierenden Proteine der Signaltransduktion in den
Amphibienzellen nicht, oder nur in anderer Form vorhanden sind, und die
Weiterleitung des Signals an dieser Stelle zum Stocken kommit.

Das mPR lief3 sich in CHO-Zellen exprimieren (Falkenstein et al., 1999) und weist
ahnliche Bindungseigenschaften fur verschiedene Steroide auf, wie das in den
Lebermikrosomen nachgewiese Protein. Dennoch konnte bisher aber noch kein
Vertreter eines Steroidmembranrezeptors funktionell exprimiert werden.

Da sich mit der in-vitro transkribierten mPR-RNA voraussichtlich nur ein Teil des
membranstdndigen Progesteron-Rezeptor Komplexes exprimieren lief3, wurde auch
RNA aus Mdausehoden in die Oozyten injiziert und untersucht, ob sich auf diese Weise
der membransténdige Progesteron-Rezeptor-Komplex funktionell gebildet wird und
sich ein Calcium-Signal auf Progesteron-Applikation in den Oozyten nachweisen 1aft.

4.7.1.2 mRNA aus Schweineleber
mPR wurde ursprunglich aus Mikrosomen von Schweineleber entdeckt und isoliert

(Meyer et al., 1996). Bei einer geringen Anzahl von 6 Oozyten, in welche RNA caus
Schweineleber injiziert wurde, lieen sich keine Effekte auf PROG zeigen. Da es sich
aufgrund des Molekulargewichts von 28kDa beim mPR vermutlich nur um den Teil
eines membransténdigen Progesteron-Rezeptor-Komplexes handelt, hatte auf diese
Weise die Moglichkeit bestanden, daf3 in der injizierten RNA auch die Ubrigen, fur den
Rezeptorkomplex und dessen Signaltransduktion notwendigen Proteine funktionell
gebildet wurden. Andererseits lassen sich an Leberzellen keine Ca?2+-Effekte cuf
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Progesteron zeigen (Blackmore et al., 1990). Zudem ist die gezielte Expression mit in-
vitro transkribierter RNA der Injektion eines RNA-Pools naturlich tUberlegen.
Unveroffentlichten Untersuchungen von Mevyer et al. zufolge gibt es Hinweise dafur,
dafl fur mPR codierende mRNA nach der Isolierung aus total-RNA nicht mehr
enthalten ist. Nachdem sich die Expression von mPR in X.I. Oozyten nicht funktionell
nachweisen lief3, waren hier zu beobachtende Effekte kaum zu erwarten.

Anders sieht die Situation beider Untersuchung von RNA aus Mdausehoden aus, da an
Spermatozoen schnelle Calciumreaktionen auf PROG vielfach beobachtet wurden
(z.B. Blackmore et al., 1990).

4.7.1.3 RNA aus Mausehoden (Mouse testis)
Der Bezug zwischen mPR und dem an der Akrosomenreaktion beteiligten PROG-

bindenden Membranprotein an Spermatozoen ist unter 4.6.1.1 bereits hinreichend
beschrieben. Blackmore et al. (1990) haben mit Hilfe von FURA-2 eine schnelle
intrazellulare Ca?+-Erhohung auf PROG (3nM-3uM) in humanen Spermcatozoen
beobachtet, die durch Ca2+-Kanalblocker wie z.B. Lad3+ unterdrucken lieR3.

PROG wurde auch hier in Ethanol gelost, Ethanol alleine zeigte allerdings keine Effekte
auf die intrazellulare Calciumkonzentration.

1991 konnten Blackmore und Lattanzio den vermuteten Rezeptor bzw. die PROG-
Bindungsstelle am Kopf der Spermatozoen lokdalisieren.

Winstrom und Meizel (1993) fanden heraus, daf3 der angenommene PROG-Membran-
Rezeptor an Spermien unter Involvierung eines GABA-/Chlorid-Kanals die
Akrosomenreaktion auslost.

Dies wurde durch eine Studie von Turner et al. (1994) jedoch gegenteilig gezeigt.
Diese Beschreiben ein unabhdngiges Auslosen der Akrosomenreaktion von diesem
Ionenkanal.

Schnelle Calciumeffekte an humanen Spermatozoen gehodren mittlerweile zu gut
dokumentierten Beweisen fur nicht-genomische Steroideffekte.

Aus Mdausehoden (Mouse testis) isolierte mRNA wurde in Oozyten von Xenopus Iaevis
injiziert. Dennoch lief3 sich mit Hilfe des Calcium Imaging an keiner von 17 solcher
untersuchten Oozyten eine Verdnderung der freien intrazellularen
Calciumkonzentration auf PROG nachweisen. Auch durch RNA aus Mdausehoden
konnte die funktionelle Expression eines membranstandigen Steroidrezeptors nicht
gezeigt werden.

4.7.2 putativer Aldosteron-Membran-Rezeptor duch total- und mRNA aus VSMC

Wehling et al. (1994) konnten an VSMC durch Einzelzellmessung mit dem Calcium-
Imaging an isolierten VSMC lokale intrazellulare Calciumerhdhungen 30 Sekunden
nach Zugabe von ALDO ins Medium beobachten. Konzentrationen von 0,01nM
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reichten caus, eine kleine Reaktion im perinucledren Bereich der Zelle zu sehen, wo die
Hauptreaktion zu beobachten ist. Deutlichere Redaktionen, auch im zellmenbran-
nahen Bereich, waren ab 1nM ALDO auslosbar.

Durch Injektion von aus VSMC isolierter total- oder mRNA in Oozyten lieBen sich 48
Stunden spdter mit dem Calcium-Imaging keine Verdnderungen der intrazelluldren
Calciumkonzentration auf ALDO [10nM] zeigen (vgl. 3.3.1). An 22 VSMC-total-RNA und
an 12 VSMC-mRNA injizierten Oozyten blieb die intrazellulare Calciumkonzentration
auf ALDO jeweils konstant. Die injizierte RNA wurde cuf Intaktheit untersucht (vgl. 3.5).
Durch auslosbare Signale auf LPA lief3 sich eine regelrechte Farbstoffbeladung und
Reagibilitat der Oozyten sowie die Funktiondlitat des MeRsystems jeweils bestatigen.
Faur das Ausbleiben einer meBbaren Reaktion eines hypothetisch erfolgreich
exprimierten Steroidmembranrezeptors kommen verschiedene Ursachen in Betracht.
Durch das Fehlen einer fur die Signalweiterleitung notwendigen Komponente in den
Amphibien-Oozyten kdme es zum Bruch der Signaltransduktionskette und ein
Calcium-Signal wurde ausbleiben. Die genauen Mechanismen uber die
Signaltransduktion diese Rezeptors sind noch nicht bekannt. Wehling et al. (1994)
diskutieren, ob aufgrund der Signalsbeschaffenheit nicht mehrere nebeneinander
ablaufende Signalwege involviert sind. Christ et al. (1995) zeigen, daf3 neben IP3 und
Calcium auch DAG und die PKC an schnellen Effekton auf ALDO beteiligt sind. So
konnte ein Anstieg der DAG-Produktion innerhalb von 30 Sekunden auf das doppelte
des Ruhelevels durch ALDO ab Konzentrationen von 1nM gezeigt werden.

Selbstverstandlich kann bei der Expression aus der hier injizierten RNA auch die
gebildete Rezeptorkonzentration an der Oozytenmembran zu gering sein, sodaf3 es
bei Aktivierung nicht zu einer generalisierten Calciumerhohung kommt. Dafur
sprechen die enorme Verdunnung der putativen RNA fur einen membranstondigen
ALDO-Rezeptor im Pool der injizierten Gesamt- bzw. mRNA.

Obwohl die Qualitat der RNA durch den untersuchten Northern-blot an Hand der
Thrombin-Rezeptor-RNA gut war, lie3 sich durch Injektion dieser RNA an WT-Oozyten
auch kein Effekt auf Thrombin zeigen. Die Calciumreaktionen von VSMC auf Thrombin
fallen im Vergleich zu ALDO um ein Vielfaches starker aus. ALDO zeigte an VSMC und
EC im Vergleich dazu jeweils nur schwache Signale.

Da die beschriebenen Calciumerhdhungen an VSMC bei Wehling et al. (1994) der
perinucledren Region zuzuordnen sind, ist auch moglich, daB kleinste lokale
Veranderungen der Calciumkonzentration im Inneren der Zelle durch
Fluoreszenzmessung des Gesamtpools an FURA-2 im Cytosol nicht sichtbar geworden
sind.

Allerdings kann mit der Fluoreszenzmessung die durchschnittliche intrazellulare Ca2+-
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Konzentration nach Angaben von Larabell und Nuticelli (1992) bis zu einer Tiefe von
400um gemessen werden, was die Aquatorebene noch nicht {iberschreitet, hinter der
sich der Kern auf der animalischen Polseite befindet.

In den eben beschriebenen Moglichkeiten wurden Ursachen fur das nicht-Erkennen
eines hypothetisch funktionell gebildeten ALDO-Membranrezeptors diskutiert.
Selbstverstandlich konnen auch bei der Expression und den Prozessen der
posttranslationalen Modifizierung in den Oozyten unterschiedlich ablaufen und z.B.
das Zusammenfugen eines aus mehreren Untereinheiten bestehenden
Rezeptorkomplexes nicht funktionieren oder der Transport bzw. sein Einfugen in die
Zellmenbran, sodal3 der Rezeptor nicht funktionell gebildet wurde.

4.8. Vorziige, weitere Anwendbarkeit und kritische Betrachtung des vorgestellien

Expressions- und Testsystems an Oozyten von Xenopus laevis

Wie sich durch die Ergebnisse der hier vorgestelten Arbeit gezeigt hat, ist die
Methodik des Expressionssystems in Xenopus Iaevis Oozyten in Kombination mit der
Messung der Konzentration von intrazellularem freien Calcium hervorragend auch fur
die Anwendung auf Untersuchungen von Membranrezeptoren geeignet.

So haben sich die Calciumsignale durch Stimulierung des exogenen GnRH-Rezeptors
sehr zuverlassig auslosen lassen. Daraus abgeleitet konnen spezifische
Untersuchungen zur pharmakologischen und biochemischen Charakterisierung
anschliefBen. Agonisten, Analoga und kompetetive Antagonisten konnen funktionell
getestet werden und der Rezeptor laBt sich z.B. durch Mutationen detaillierter
charakterisieren. Ebenso lassen sich Interaktionen zwischen zwei oder mehreren
Rezeptoren und Ionenkandlen und die zugehorigen Signaltransduktionswege in
Kombination oder isoliert untersuchen.

Dabei liegen die Vorzuge darin, daf3 durch die Untersuchung ein funktioneller
Nachweis Uber ein zusammenwirkendes System erbracht wird. Mit den Xenopus
Oozyten haben wir es mit relativ grof3en Zellen zu tun, an denen die Expression relativ
einfach und sehr effizient durchzufuhren ist.

Die Untersuchungen sind wenig storanfallig und konnen bei Raumtemperatur ohne
CO2-Begasung durchgefuhrt werden.

Durch RNA-injizierte X.I. Oozyten und anschlieBende elektrophysiologische
Untersuchungen wurde eine Reihe von Membranproteinen entdeckt, z.B. beschreiben
Lipinsky et al. (1995), den Thyrotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor (TRH-R) durch
Injektion von aus Hypophysengewebe isolierten total RNA exprimieren zu konnen. Sie
verwenden dafur allerdings die Hypophysen-Tumor Zell-Linie GH3, in der der TRH-R
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starker exprimiert wird. Die Expression wird bei ihnen elektrophysiologisch tber die
Zellmembran abgeleitete Strome auf TRH-Zugabe nachgewiesen. Auch Yamashita et
al. (1992) injizierte mRNA caus einer spezifischen Calcitonin ausschuttenden Zellinie.

Trotzdem hat sich das hier vorgestellte Mef3system zur Expressionsklonierung nicht
ausreichend bewdhrt.

Neben den erfolglosen Versuchen, die Expression eines schnellen Steroidrezeptors
funktionell nachzuweisen, konnte weder der Thrombinrezeptor, noch z.B. der
Angiotensin [I-Rezeptor durch das Calcium-Imaging nach Expression hinreichend gut
nachgewiesen werden, obwohl sich die spezifische Thr-R-RNA in der injizierten RNA
nachweisen lief3.

Hochstwahrscheinlich sind bei geringen und geringsten Rezeptorkonzentrationen
elektrophysiologische Untersuchungen oder der Nachweis sperzifischer Bindungs-
stellen gegenuber funktionellen Nachweismethoden durch Messung der freien
intrazellularen Ca2+-Konzentration bezuglich der Sensitivitat Gberlegen.

Lipinsky et al. (1995) beschreiben, daf der elektrophysiologisch uber die
Zellmembran abgeleitete Nachweis von Chloridstromen wesentlich empfindlicher sei,
da aus kleinsten Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration oft starke
Chloridstrome hervorgehen.

Auch Sakuta et al. (1994) die am Beispiel von Reaktionen auf Vanadat an Xenopus
leavis Oozyten das Calcium Imaging mit FURA-2 und die Methode des ,patch clamp®
miteinander vergleichen, konnen elektrophysiologisch Reaktionen auf Vanadat in
uber dreifach verdunnten Konzentrationen erkennen.

Die Methode des Calcium Imaging an Xenopus Oozyten ist also vorzuglich dazu
geeignet, starkere Signale zu erfassen und daraufhin detaillierter zu untersuchen;
Signale im Bereich der Nachweisgrenze, werden dagegen elektrophysiologisch
sicherer erfafit.

Fura-2 weist gegenuber Aequorin eine Reihe von Vorteilen auf, wie z.B. die
Genauigkeit bei der Bestimmung von [Ca2+]i, die von der Farbstoffkonzentration
unabhdangig ist. Dennoch bietet das ursprunglich aus Leuchtquallen und anderen
Tiefseefischen isolierte, 22kDa schwere Luminiszenz-Protein Aequorin einige Vorteile
gegenuber fluoreszierenden Calcium-Indikatorfarbstoffen. Um AufschluB uber
Calcium-Signale zu erhalten, mussen die Zellen nicht beleuchtet werden, daher
konnen Storungen durch die Autofluoreszenz vermieden werden. Diese muB also nicht
ermittelt werden. Daher werden MaBnahmen wie das Quenchen des Farbstoffes
uberflussig und die Zellen konnen nach dem Experiment noch beobachtet werden.
Z.B. konnten Wasserman et al. (1980) im AnschluB an ihre Messungen noch
beobachten, welche der Oozyten erfolgreich gereift sind.
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Auflerdem zeigt Aequorin, welches in Eizellen injiziert wurde, hohere Amplituden einer
Calciumwelle, als mit Indikatoren auf Fluoreszenzbasis ermittelt wird. Moglicherweise
kommt deren Eigenschatt als Calciumpuffer deutlicher zum tragen.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit von Aequorin wurde sich im Expressionssystem
Xenopus Ilaevis Qozyte ergeben. Da auch fur Aequorin eukaryontische
Expressionsvektoren zur Verfugung stehen, konnten diese gemeinsam mit solchen fur
die zu untersuchenden Rezeptoren in den Kern injiziert werden. Reagieren die Oozyten
nicht auf den Rezeptor, 148t sich mit mit der Verwendung von Standardstimuli wie z.B.
LPA eine erfolgreiche Expression nachweisen, da durch Vorhandensein von Aequorin
eine Expression stattfinden mufte.

Daruberhinaus eroffnet die Expression kombiniert mit Hilfe von subzellulGrem
JTargeting” die Moglichkeit, das gebildete Aequorin in bestimmte Zellkompartimente
zu plazieren und so Calcium auf subzellularer Ebene z.B. im endoplasmatischen
Retikulum, im Zellkern, Cytosol oder in Mitochondrien zu messen (Haughland,1997;
Molecular Probes, 1994).

Auch 14t sich eine groRere Anzahl von Oozyten parallel nebeneinander messen.
Diese konne damit auf mogliche Effekte hin ,gescreent” werden. Beim Calcium-
Imaging lieBen sich mit der verwendeten Apperatur die Oozyten nur einzeln oder
hochstens in Kleinstgruppen bis zu drei Oozyten nebeneinander messen.

Sandberg et al. (1992) geben an, daf Untersuchungen mit Fura-2 sehr viel
schwerfdlliger seien, als solche mit Aequorin, es lassen sich pro Zeit deutlich weniger
Oozyten untersuchen, und sie seien zudem nach deren Untersuchungen 15-mal
weniger sensitiv.

Auch wenn sich das hier vorgestellte Testsystem fur Membranrezeptoren nicht zum
Expressionsklonieren von Steroidmembranrezeptoren geeignet hat, konnte eine
geeignete und funktionelle Methode =zur pharmakologischen
Rezeptorcharakterisierung am Beispiel des GnRH-Rezeptors etabliert werden.

Das Isolieren einer spezifischen RNA fur einen Vertreter eines schnellen
Steroidrezeptors muf3 durch andere Methoden der Molekularbiologie erfolgen. Ware
diese allerdings gefunden, liefle sich die Anwendbarkeit dieses Mefsystems zu
weiteren Untersuchungen an Steroid-Membranrezeptoren ermeut prufen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Entwicklungsbiologen haben vor tber 25 Jahren festgestellt, daB Progesteron (PROG)
die Fortsetzung der Reifeteilung an Xenopus Oozyten durch nicht-genomische
Mechanismen an der Plasmamembran initiiert. Obwohl mehrere Publikationen dabei
keine oder nur spate Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration [Ca2+];
beschreiben, konnten Wasserman et al. an einigen Oozyten [Ca2+]i-Erhohungen
innerhalb der ersten Minute nach PROG-Zugabe beobachten.

Diese Versuche sollten mit der Methode des Calcium Imaging reproduziert werden,
wobei der Verlauf von [Ca2+]; durch Fluoreszenzmessung und dem Ca2+-
Indikatorfarbstoff Fura-2 gemessen wurde. Dabei konnten innerhalb der ersten
Minuten nach PROG-Zugabe keine Veranderungen von [Ca2+]; gefunden werden.
Lysophosphatidylsaure (LPA) hingegen loste sehr zuverlassig Calcium-Signale aus.
Durch Thrombin, Angiotensin II und Acetylcholin ausgeldste Effekte lieen sich, wenn
auch seltener, ebenfalls zeigen.

Xenopus Oozyten sind molekularbiologisch als eukaryontisches Expressionssystem
nutzbar. Zur Etablierung des Expressions- und Testsystems wurde RNA in die Oozyten
injiziert, die fur den GnRH-Rezeptor kodiert. Nach erfolgreicher Expression steigt [Ca2+]
1-3 Minuten nach der Rezeptorbindung uber eine Aktivierung von Phospholipase Cg
und das InsP3 System an. Auch bei Injektion von weniger als 0,5ng RNA pro Oozyte in
das Zytosol konnte nach zwei Tagen, bei weniger als 0,15ng nach vier Tagen, ein
schnelles Ca2+-Signal auf GnRH-Zugabe gesehen werden.

Ebenso zeigten diese Effekte auch Oozyten, bei denen ein eukaryontischer GnRH-
Rezeptor-Expressionsvektor in den Kern mikroinjiziert wurde, nicht aber unbehandelte
Oozyten oder andere Negativkontrollen.

An glatten GefaBmuskelzellen (RSMC) kann in vitro eine schnelle Erthohung von [Ca2+];
auf Aldosteron (ALDO) und an Spermatozoen auf PROG gezeigt werden. Zur
Anwendung des Expressionssystems cauf schnelle nicht-genomische Steroideffekte
wurde einerseits aus diesen Zellen isolierte RNA in den Oozyten exprimiert, als auch
RNA, welche fur ein membranstandiges Progesteron-bindendes Protein (mPR) kodiert.
Durch Expression von RSMC-RNA konnte an Oozyten dllerdings keine Calciumreaktion
auf ALDO beobachtet werden; ebensowenig auf PROG durch Expression von RNA aus
Mdausehoden oder mPR-RNA.

Die hier vorgestellte Methode ist daher weniger geeignet zur Screening-Untersuchung
bei der Expressionsklonierung zur Isolierung putativer Rezeptoren aus Genbanken
oder Gesamt-RNA. Insgesamt handelt es sich jedoch um ein sehr gutes System, die
Expression eines Rezeptors funktionell nachzuweisen; weitere Untersuchungen zur
Rezeptoraktivierung, Signaltransduktion und topographischen Signalausbreitung
lassen sich anschliefBen.
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