ProNGF/NGF in humanen Granulosazellen

Sabine Strobl

Dissertation der Fakultét fir Biologie
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

MUnchen 2013






Lehrstuhl Anatomie Ill — Zellbiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

ProNGF/NGF in humanen Granulosazellen

von
Sabine Strobl



Diese Dissertation wurde angefertigt
unter der Leitung von Prof. Dr. Artur Mayerhofer
am Lehrstuhl Anatomie Il — Zellbiologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Erstgutachter: PD Dr. Lars Kunz
Zweitgutachter: Prof. Dr. Michael Schleicher

Tag der Abgabe: 09.12.2013
Tag der mundlichen Prifung: 03.04.2014



ERKLARUNG

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass die vorgelegte Dissertation von mir selbstandig und ohne
unerlaubte Hilfe angefertigt worden ist.

Die vorliegende Dissertation wurde weder ganz, noch in wesentlichen Teilen bei einer anderen
Prifungskommission vorgelegt.

Ich habe noch zu keinem friheren Zeitpunkt versucht, eine Dissertation einzureichen oder an einer

Doktorpriifung teilzunehmen.

Minchen, den 09.12.2013



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
I T =T 13Ty =T = o U o 4
P20 41T 0] T 6
2.1 NeUrotrophiNg iM OVar.......ooiiiiiiei ittt e et e sae e bt e e s abe e s be e e aaeeesabeessbeeeaabeeaaneeesnneaans 6
2.1.1 Neurotrophine allgemeEin .........cooo i e 6
2.1.2 Nerve GroWtn FaCTOr ........oiiii e 7
2.1.2.1 Struktur und Synthese des Nerve Growth Factor .........cccoceveiiiiie i 7
2.1.2.2 Rezeptoren und Signalwege des Nerve Growth Factor...........ccoooeviiiiiiiniiicnien e 10
2.1.2.3 Die Rolle des Nerve Growth Factor in nicht neuronalem Gewebe ...........ccocoovieiiinnneenn. 14
2.2 DS OVAI ..ttt ettt R e n e e e R e e e nr e e e r e e e e e nre e nnne s 15
2.3 Follikelreifung, ovarieller ZyKIUS UNd AIFESIE .....ocoiuiiiiiiiiee e 16
P2 T = Va1 01 V=Y 1= o SRR 21
2.5 MatriX-MetalloPrOtEASEN .....coiueiiiiiiiiiie et e e e e s e e e e e e e e eanes 21
2.5.1 Funktion von Matrix-MetalloprotEaSeN ........ocuiiii it 22
2.5 1.1 MIMP7 ettt e e 23
P2 T 2 /1Y U RRPR 24
2.6 Polycystisches OvarialSYNArOM .........cooueiiiiiiiiei ettt ettt e b b e sbe e s sane e sbeeesaeeas 25
2.7 1IN VItro FertilISAtION ... ..ttt e ettt e e e e e et e e e e e e e e e annreeeeeaeeeaaaanns 26
2.8 Ziele der ArDEIL..... i 27
B R T o =Y o 1= 28
3.1 Nachweis der Komponenten des proNGF/NGF-Systems in humanen Granulosazellen............ 28
311 PrONGEF UNA NG ...t e s ane e s e e 28
3.1.1.1 ProNGF und NGF werden in humanen Granulosazellen exprimiert...........ccccoeceeeennnee. 28
3.1.1.2 ProNGF ist ein Bestandteil der Follikelflissigkeit...........oceiiiiiiiiiiiiieeee e 34
3.1.2 Die Rezeptoren von proNGF und NGF: TrkA, p75NTR und Sortilin ...c..oeeeiiiieee e 36
3.1.3 Die Prozessierungsenzyme MMP7 und MMP9 sind im humanen und im Affenfollikel
(V0] 1 =T o [=T o OO P PR RTOTRR PRSI 41
3.1.4 Komponenten des proNGF/NGF-Systems sind im Gelbkdrper nachweisbar........................ 47
3.2 Funktionen des proNGF/NGF-Systems in humanen Granulosazellen...........cccccoeecieeeeecieeeenee. 48
3.2.1 Einfluss von proNGF und NGF Stimulation auf die MAPK Phosphorylierung .........c.cccccee..... 48
3.2.2 Einfluss von proNGF und NGF auf die Vitalitdt der humanen Granulosazellen .................... 50
3.2.2.1 ProNGF und NGF haben keinen nachweisbaren Effekt auf das Zellwachstum von
humanen GranUIOSAZEIIEN............uiii e e e e et e e e s e e e snaeeesanneee s 50
3.2.2.2 ProNGF und NGF haben keinen signifikanten Einfluss auf die Caspaseaktivitat in
humanen GranUIOSAZEIIEN............uiii i e et e e e sne e e e snaaeeeanneees 52
3.2.2.3 Das Wachstumsverhalten von humanen Granulosazellen wird von proNGF und NGF
NICHE DEEINTIUSST ... e 54
3.2.3 Die Regulation von Egr-1 wird durch NGF, aber nicht durch proNGF beeinflusst................. 55
3.2.4 ProNGF und NGF haben keinen Einfluss auf den intrazelluldren Ca®*-Spiegel................... 58
3.3 Nebenprojekt: Decorin als Signalmolekll im OVar ..........cccoiiiiieeeieeeiee e 59
3.3.1 Decorin ist in den humanen Granulosazellen detektierbar ... 59
3.3.2 Decorin ist in der Follikelflissigkeit naChweisbar ... 60

3.4.3 Einfluss von Decorin auf die Vitalitdt der humanen Granulosazellen ...........cceeeeeieiveeennnnnen. 61



Inhaltsverzeichnis 2

3.4.3.1 Decorin und EGF haben tendenziell antiapoptotische Effekte auf humane

LT T a1W 1o 3= 4= =T o SRR 61
3.4.3.2 Decorin erhdht die intrazelluldren Ca®*-SPIEgel ........ccvvrereereeereeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee s, 63
L 0 1= (W == o o 64
4.1 Die Komponenten des proNGF/NGF-Systems sind in den humanen Granulosazellen
177 =T T =1 o 1SRRI 64
4.2 Wirkung von ProNGF UNd NGF ...ttt st s saee s 67
4.3 Unterschiede in den mRNA Expressionslevel von Patientinnen ohne und mit PCOS................ 69
4.4 Decorin als SignalmoleKUl iM OVar........c.uiiiiiiiii e 71
LT 1 =T 4 T Yo =T 73
5.1 ZellbiologisChe MethOTEN .........ooiiie e 73
5.1.1 Isolation von humanen Granulosazellen aus Follikelpunktat...........ccoccoeiiiiiiiiiiiieeeee 73
5.1.2 Kultivierung und Stimulation der humanen Granulosazellen ............cccocvoeeiiinec i 74
5.1.3 CASY — automatische Zellzéhlung und Vitalitdtsbestimmung ........cccccoeririiiinien e 74
D14 AT P-ASSAY ..eeeiiiiiieie ettt b e e b e e e e e b e e e e e e b e e e e e e nr e e e e e nee e e e aanes 75
o R O 1] o F- ET= R =T N U RRRR 75
5.1.6 WachsStumMSVEINAREN ..o 76
51,7 Ca% -MESSUNG .....eevoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e eee st ee e en s st sna e s sn s s een s s s sn s s e eeenesnensnesneneans 76
5.1.8 IMMUNNISTOCREMIUE ... e e e e e eeee e e e e e e e 76
5.2 MolekularbiologisChe MethOOEN .........coouiiiiiiie e e 77
5.2.1 RNA-ISOITION ...t 77
5.2.2 CONA-SYNTNESE ...ttt e bt et e e bt e e s are e s be e e sneeeeaee 78
5.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR) ........ccciiiiiiiiiiii et 78
5.2.4 quantitative real-time PCR (QPCR) .......coiiiii e 79
5.3 Proteinbiochemische MethOden ..........ocoo i 80
5.3.1 ProteiniSOIatioN ...... ... et e e e e e e re e e e e e e e 80
5.3.2 SDS-Polyacrylamid GeleleKirophoreSe...........ouiuiiiiiiiiee it 80
B5.3.3WESIEIN BIOt ... it 81
5.3.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ..o 81
B5.83.4.1 PrONGEF ELISA ...ttt ettt ab e st e e s rnte e sbeeennes 81
B.3. 4.2 DON ELISA . ittt ettt e e e sn e nne e nne e s 82
LS - L[] (]S PP 82
6. LiteraturverzeiChnis .......cccucciiieiiiiinnes s s s s s s e s e 83
A8 0 - 111G T ¥ T ' 98
- Y 13 = o [ 99
8.1 AbDIlAUNGSVEIZEICNNIS .....eeiiiieie e s e e e 99
I = 1o 1= 1= 0 V=T Y (o] o 1= PRSP 101
8.3 ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ...ttt e e e b e e e e br e e e anre e e e ennes 102
S Y = 1= = TP PP 105
8.4.1 PCOR PrIMEN ..ttt ettt e s ne e e s e e s r e e s anr e e sreeenneens 105
8.4.2 Real-time PCR PriMET .....cci ettt sttt ee e e e st e e e s nnte e e e snneaeeesansaeeeens 105
8.4.3 PrIMErantiKOIDEN ....cei ittt ettt aa et e e s bb e e e s s anr e e e e e anre e e e eanreeeeeas 106

T T I U T VA =Yy (=Y g o T =1 o 106



Inhaltsverzeichnis 3

8.4.3.2 FUr ImmunhistOChemMIE ... 107
8.4.4 SEKUNUAIANTIKOIPET ... ettt ettt ettt e be e et e e e be e e sabeesabe e e anseesbeeeaneeeas 107
8.4.5 KONIIOHANTIGENE ....eeiiieie ettt ettt e e s bt e e e s nbe e e e sneeeeesanreeeeeas 107
8.4.6 ChemMIKAIEN.....c..iei et e s r e e e s e s e 108
8.4.7 KitS UNGA ASSAYS .. ueeeeeiuiiiee ittt ettt e e ettt e ettt e e e a e e s s e e e e e s ambe e e e sasbe e e e aanseeeesanbeeeesanrneeesannneeeaas 109
8.4.8 VerbrauChsSmMateriali@n ........ooo et e e e e e 110
SR C =T = L (=TSO PU TP PRSP 111
8.4.10 PUFfEr UNA LOSUNGEN ....ooiiiei ettt sttt e s at e e e s nte e e e snee e e e snnreeeeeas 112
S o T S 110010 = T 4 =Y o SRR 114
ST N 2 /[T [ o PSP RPPROPRP PRSP 114
ST N I =T o TSP PPRTOPRP PRSP 114
o B N o (] o 1= o RPN 114
8.4.15 GEWEDEPIODEN ...ttt ettt e e bt e e sabe e st e e e ent e e ebeeeneeeas 114

TSI U] o) 11 €= 1110 = o 1N 115



1. Zusammenfassung 4

1. Zusammenfassung

Neurotrophine sind Wachstumsfaktoren und ihre Funktionen im zentralen und peripheren
Nervensystem wurden in der Vergangenheit eingehend untersucht. Der bekannteste Vertreter dieser
Signalproteine ist der Nerve Growth Factor (NGF). Die Wirkung von Neurotrophinen ist jedoch nicht
nur im Nervensystem von Bedeutung, sondern auch in Zellen anderer Gewebe, wie z.B. dem Ovar. Im
Rattenovar konnte kirzlich gezeigt werden, dass NGF die Entwicklung von praantralen Follikeln
fordert und an der Regulation der Ovulation und der ovariellen Angiogenese beteiligt ist. Im
Nervensystem wurde nachgewiesen, dass NGF das Uberleben der Zellen férdert, seine Pro-Form —
proNGF — hingegen fihrt zum Zelltod. Im Rahmen der Follikelatresie ist der Zelltod im humanen Ovar
von groBer Bedeutung. Daher stellte sich die Frage, ob proNGF neben NGF ebenfalls im Ovar
vorkommt und ob proNGF eine dhnliche Rolle spielt wie im Nervensystem.

Diese Frage wurde in einem humanen Zellmodell fir den Follikel Gberpriift. Fir dieses Zellmodell
wurden humane Granulosazellen (hGC) und Follikelflissigkeiten (FF) von IVF—Patientinnen (in vitro
Fertilisation, kinstliche Befruchtung) verwendet. Ergdnzend dazu wurden auch ovarielle
Gewebeproben von Mensch und Affe als in vivo Modell fiir immunhistochemische Untersuchungen
benutzt. Neben NGF konnte erstmals proNGF an unterschiedlichen Kultivierungstagen in den
humanen Granulosazellen sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene detektiert werden. ProNGF
konnte zudem auch in der Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen auf Proteinebene nachgewiesen
werden. Zusatzlich zu proNGF und NGF konnte auch die Expression ihrer Rezeptoren — TrkA, p75™ "
und Sortilin — in den humanen Granulosazellen auf mRNA- und auf Proteinebene gezeigt werden,
ebenso wie die Expression der proNGF und NGF prozessierenden Enzyme Matrix-Metalloprotease
(MMP) 7 und MMP9. Damit Ubereinstimmend konnten im ovariellen Gewebe von Mensch und
Rhesusaffe proNGF und NGF ebenfalls in der Follikelflissigkeit und den Granulosazellen sowie auch
in den Thekazellen (TC) immunhistochemisch verifiziert werden. Des Weiteren wurde MMP7 in diesen
beiden Zelltypen und auch in der Follikelflissigkeit exprimiert, TrkA dagegen nur in den Granulosa-
und Thekazellen. AuBerdem wurden proNGF, NGF, TrkA, MMP7 und MMP9 im Gelbkdrper (corpus
luteun) gefunden. Somit wurden alle wichtigen Komponenten des proNGF/NGF-Systems sowohl im in
vitro Modell (humane Granulosazellen und Follikelflissigkeit) als auch in vivo (Gewebeschnitte)
nachgewiesen.

Das proNGF/NGF-System wurde nicht nur in humanen Granulosazellen aus IVF-Patientinnen
untersucht, sondern auch in Granulosazellen aus IVF-Patientinnen mit PCOS (Polycystisches
Ovarialsyndrom). Diese Proben waren jedoch nur in geringen Mengen verfligbar. Das PCOS ist die
h&ufigste Ursache fur anovulatorische Infertilitdt bei Frauen im geschlechtsreifen Alter und geht mit
einem veranderten Follikelwachstum einher. Mdoglicherweise gibt es zwischen diesen beiden
Patientengruppen — Frauen mit und ohne PCOS - Unterschiede im proNGF/NGF-System. Der
Vergleich bestimmter Faktoren in den humanen Granulosazellen aus IVF-Patientinnen mit und ohne
PCOS zeigte jedoch, dass es weder in den frischen, unkultivierten Zellen (Tag 0) noch in den drei
Tage kultivierten Zellen groBe Unterschiede im mRNA Gehalt von proNGF/NGF, Sortilin und MMP9
gab. Nur an Versuchstag drei war die proNGF/NGF mRNA Menge in den Granulosazellen von PCOS

Patientinnen signifikant geringer als bei den Patientinnen ohne PCOS.
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Die an unterschiedlichen Kultivierungstagen durchgefihrten Vitalitits- und Caspase-Assays zeigten
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Behandlung mit proNGF und der Behandlung mit NGF.
Dies deutet darauf hin, dass proNGF hier eine distinkt unterschiedliche Rolle zu seiner Wirkung im
Nervensystem haben kénnte und den Zelltod im Ovar nicht induziert. AuBerdem zeigten diese
Ergebnisse, dass die fur NGF im Nervensystem postulierte proliferative Wirkung in den luteinisierten
Granulosazellen nicht vorhanden ist.

SchlieBlich konnte nachgewiesen werden, dass nur durch NGF die Proteinmengen des Early growth
response protein 1 (Egr-1), einem zentralen Transkriptionsfaktor des NGF-Signalwegs, in den zwei
bzw. drei Tage kultivierten humanen Granulosazellen signifikant erhdht wurden. ProNGF dagegen
hatte keinen Einfluss auf die verstérkte Bildung von Egr-1.

Ein weiterer Punkt von Interesse war die Wirkung von Decorin (DCN), einem kleinen Molekil der
extrazellularen Matrix, auf die humanen Granulosazellen. In einem Antikérper-basierenden Assay
konnte gezeigt werden, dass es durch Behandlung von humanen testikularen peritubularen Zellen
(HTPC) mit Decorin zur Phosphorylierung von TrkA, dem Rezeptor von NGF, kommt (Dissertation
Marion Adam). In den humanen Granulosazellen konnte Decorin sowohl auf mRNA als auch auf
Proteinebene sowie in der Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen erstmals nachgewiesen werden.
Daher wurde seine Funktion untersucht. Decorin bewirkte zum einen in den humanen Granulosazellen
eine Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Spiegel. Zum anderen hatte Decorin keine apoptotische
Wirkung auf die Granulosazellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle wichtigen Faktoren des proNGF/NGF-Systems in den
humanen Granulosazellen vorhanden sind. ProNGF konnte zum ersten Mal in den humanen
Granulosazellen und der Follikelflissigkeit nachgewiesen werden. Unterschiede in der Wirkungsweise
von proNGF und NGF auf die Zellen, wie sie im Nervensystem zu finden sind, konnten aber nicht
festgestellt werden. So wirkte proNGF nicht apoptotisch und NGF nicht proliferativ auf die humanen
Granulosazellen. ProNGF hat eher den Effekt einer inaktiven Pro-Form. Im Vergleich zum trophischen
NGF konnte fir proNGF keine spezifische Wirkung gefunden werden. Neben proNGF konnte auch
Decorin als ein neuer Faktor in den humanen Granulosazellen identifiziert und erste Funktionen
gezeigt werden. So kdnnte dieser bisher im Ovar noch uncharakterisierte Faktor an der Regulation

wichtiger ovarieller Funktionen beteiligt sein.
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2. Einleitung

2.1 Neurotrophine im Ovar
2.1.1 Neurotrophine allgemein

Neurotrophine sind eine Familie von strukturell und funktionell verwandten Proteinen. Das erste
identifizierte Neurotrophin war der Nerve Growth Factor (1952). Etwa 20 Jahre spéter konnte ein
weiterer wachstumsfoérdernder Faktor, der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), aus dem
Schweinegehirn aufgereinigt werden. Die Wirkung dieses Faktors bezog sich auf verschiedene
neuronale Zellpopulationen, auf die NGF keine Effekte hatte. Die strukturelle Ahnlichkeit der beiden
Faktoren fihrte somit zum Begriff der Neurotrophin-Familie (Barde et al. 1982, Hofer und Barde 1988,
Leibrock et al. 1989). Durch Analyse der Sequenzhomologie konnten weitere Proteine dieser Familie
von Wachstumshormonen identifiziert werden. In Saugern z&hlen zu dieser Familie der
Wachstumshormone NGF (Cohen und Levi-Montalcini 1956, Angeletti und Bradshaw 1971, Levi-
Montalcini 1987), BDNF (Barde et al. 1982, Barde et al. 1987, Leibrock et al. 1989), Neurotrophin-3
(NT-3) (Ernfors et al. 1990a, Hohn et al. 1990, Jones und Reichardt 1990, Kaisho et al. 1990,
Maisonpierre et al. 1990, Rosenthal et al. 1990) sowie Neurotrophin-4 (NT-4) (Hallbédk et al. 1991, Ip
et al. 1992), das auch als Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) (Berkemeier et al. 1991) bekannt ist. Die
Bezeichnung NT-4/5 stammt daher, weil es unsicher war, ob das humane NT-5 (Berkemeier et al.
1991) ein Homologes zu NT-4 aus Xenopus (Hallb6dk et al. 1991) ist. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Unterschiede zwischen den beiden Faktoren NT-4 und NT-5 auf phylogenetische
Variationen zuriickzufihren sind (Ip et al. 1992, Ip et al. 1993). Diese vier Neurotrophine konnten in
allen untersuchten S&ugetieren nachgewiesen werden. Zusétzlich gehdren zwei weitere
Neurotrophine, namlich Neurotrophin-6 (NT-6) (Gotz et al. 1994) und Neurotrophin-7 (NT-7) (Lai et al.
1998, Nilsson et al. 1998) zu dieser Gruppe von Hormonen. NT-6 und NT-7 konnten bisher jedoch nur
in Fischen (Platy und Karpfen) gefunden werden und haben in Saugern und Végeln keine Orthologen
(Gotz et al. 1994, Nilsson et al. 1998). Dennoch scheinen sie mit denselben Rezeptoren zu

interagieren wie die Wachstumsfaktoren aus Saugetieren.

Urspriinglich wurden die Neurotrophine als Uberlebensfaktoren fiir sympathische und sensorische
Neuronen identifiziert (Purves et al. 1988, Purves 1990, Oppenheim 1991). Sie wirken dabei als
interzellulare Uberlebenssignale zwischen Zielgewebe und Neuronen, die diese in Form von Proteinen
sezernieren. Neben ihrer urspriinglichen Funktion, das Uberleben und die Differenzierung spezifischer
neuronaler Bestandteile des peripheren und zentralen Nervensystems zu férdern (Levi-Montalcini
1987, Barde 1989, Barde 1994, Thoenen 1995, Huang und Reichardt 2001), konnte eine Beteiligung
der Neurotrophine an weiteren Prozessen nachgewiesen werden. So sind diese Faktoren an vielen
zytologischen/physiologischen Regelmechanismen der neuronalen Entwicklung beteiligt, wie
beispielsweise an der Regulation der Neuroblastenproliferation, des Neuritenwachstums, der
Modulation synaptischer Plastizitat und der Synapsenformierung, der Erhaltung des Uberlebens der
Zelle sowie der Induktion der Apoptose (Lewin und Barde 1996, Bibel und Barde 2000, Kaplan und
Miller 2000, Huang und Reichardt 2001, Shooter 2001, Dechant und Barde 2002, Chao 2003, Huang
und Reichardt 2003, Lu et al. 2005).
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AuBer ihrer physiologischen Rolle werden Neurotrophine auch mit neurologischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht. Beispielsweise sind Neurotrophine an der Alzheimererkrankung (Mufson et al.
1989, Phillips et al. 1991), an Morbus Parkinson (Hyman et al. 1991), der Epilepsie (Gall und Isackson
1989, Isackson et al. 1991) und an Krebserkrankungen des zentralen Nervensystems (Kogner et al.
1993, Segal et al. 1994, Ryden et al. 1996) beteiligt.

Neurotrophine aus der Familie der Wachstumsfaktoren sind in allen Vertebraten identifiziert worden,
sind aber bei den Saugern am besten untersucht. Daneben konnten in den letzten Jahren
Neurotrophine und ihre Rezeptoren auch in Invertebraten nachgewiesen werden (Bothwell 2006).
Sequenziell sind sich die einzelnen Neurotrophine sehr &hnlich. So besteht bei Sdugetieren zwischen
NGF, BDNF, NT-3 und NT-4/5 eine etwa 50%ige Identitadt in der biologisch aktiven C-terminalen
Region (Hohn et al. 1990, Maisonpierre et al. 1990, Rosenthal et al. 1990, Binder und Scharfman
2004). Ebenso ist die Pro-Doméane der einzelnen Neurotrophine bei Vertebraten hoch konserviert und
erfallt wichtige Funktionen (Suter et al. 1991) (siehe 2.1.2.1 Struktur und Synthese des Nerve Growth
Factor).

2.1.2 Nerve Growth Factor

Aus der Familie der Neurotrophine ist NGF der am besten untersuchte und charakterisierte
Wachstumsfaktor und gilt als Prototyp der Neurotrophine. Rita Levi-Montalcini konnte im Jahr 1951
nachweisen, dass auf einen Hihnerembryo aufgebrachtes Sarcomergewebe eine diffundierbare
Substanz freisetzt, die neben der Differenzierung der Nervenzellen auch das Neuritenwachstum
férdert. Diese Substanz wurde NGF genannt (Levi-Montalcini 1952, Levi-Montalcini und Hamburger
1953, (Cohen et al. 1954). Fir die biologische Charakterisierung von NGF verwendeten Rita Levi-
Montalcini und Stanley Cohen NGF aus der Giftdriise von Schlangen und NGF aus der submaxillaren
Speicheldriise von Mausen, da dieser Faktor dort in sehr hohen Konzentrationen vorhanden ist
(Cohen et al. 1954, Levi-Montalcini und Cohen 1956, Cohen 1959, Cohen 1960). 1986 erhielten Rita
Levi-Montalcini und Stanley Cohen fur ihre Entdeckung und Charakterisierung von NGF den

Nobelpreis fiir Physiologie/Medizin.

2.1.2.1 Struktur und Synthese des Nerve Growth Factor

Durch die Gewinnung von NGF in sehr groBen Mengen aus den submaxillaren Speicheldriisen von
Mausen hatte man die Mdglichkeit, die Struktur von NGF, dessen Biosynthese und seine biologische
Aktivitdt genauer zu untersuchen (Varon et al. 1967, Bocchini und Angeletti 1969). Daher ist dieses

NGF auch das am meisten und am besten untersuchte.

Generell werden alle Neurotrophine als Pro-Formen (Pro-Neurotrophine) synthetisiert, die aus einer
Signalsequenz, der Pro-Doméne mit einem glykosylierten N-Terminus sowie dem hoch konservierten

C-Terminus bestehen. Das Molekulargewicht der Pro-Neurotrophine liegt etwa zwischen 30 kDa und
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35 kDa. Die reifen, biologisch aktiven Formen der Neurotrophine (118 — 120 Aminosauren bzw. 12
kDa — 14 kDa) entstehen durch Spaltung der dibasischen, hoch konservierten Schnittstellen in den
Pro-Neurotrophinen (Angeletti und Bradshaw 1971, Leibrock et al. 1989, Maisonpierre et al. 1990,
Seidah et al. 1996, Chao und Bothwell 2002).

Neben ihrer Ahnlichkeit in der Aminosduresequenz besteht zwischen den einzelnen Neurotrophinen
auch eine strukturelle Verwandtschaft. Die einzelnen Abschnitte mit sequenziellen Unterschieden oder
sequenzieller Ahnlichkeit sind unter den einzelnen Neurotrophinen gebiindelt, was auf mégliche
Abschnitte struktureller und funktioneller Wichtigkeit hindeutet (Ibanez 1995). Die reifen Neurotrophine
liegen als stabile, nicht kovalent verbundene Homodimere vor (McDonald et al. 1991, Holland et al.
1994, Robinson et al. 1995, Butte et al. 1998, Robinson et al. 1999, Wiesmann und Vos 2001)
(Abbildung 1). Daneben konnten auch Heterodimere aus BDNF und NT-3 sowie BDNF und NT-4/5
nachgewiesen werden (McDonald et al. 1991, Holland et al. 1994, Robinson et al. 1995, Butte et al.
1998, Robinson et al. 1999) (Abbildung 1).

Abbildung 1: Homodimer- und Heterodimerbildung
einzelner Neurotrophine.
NGF, NT-3 und NT-4 bilden jeweils Homodimere. BDNF
kann zusétzlich auch mit NT-3 bzw. NT-4 Heterodimere
bilden. C: C-Terminus. N: N-Terminus. Abbildung aus
Wiesmann und Vos 2001.

In vivo wird NGF als Pra-Pro-Peptid exprimiert/translatiert (Berger und Shooter 1977, Ullrich et al.
1983), wobei in der Maus zwei unterschiedliche Transkripte von NGF nachgewiesen werden konnten,
die durch alternatives SpleiBing der mRNA entstehen. Die Abspaltung des 18 Aminosduren
umfassenden Signalpeptids erfolgt nach der Translokation in das endoplasmatische Retikulum (ER).
Dabei entsteht die Pro-Form von NGF, die aus dem Pro-Peptid (103 Aminos&uren) und der Sequenz
des reifen NGF (119 Aminosauren) besteht (Abbildung 2 und Abbildung 3). Die beiden NGF Pro-
Formen unterscheiden sich nur im N-Terminus und haben ein Molekulargewicht von 27 kDa bzw. von
34 kDa (Edwards et al. 1986, Selby et al. 1987, Edwards et al. 1988). Im ER erfolgt unter oxidativen
Bedingungen die Ausbildung der Disulfidbricken und die richtige Faltung des Proteins, woflr das Pro-
Peptid verantwortlich ist (Jones und Reichardt 1990, Suter et al. 1991, Heymach und Shooter 1995,
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Rattenholl et al. 2001). ProNGF besitzt drei potenzielle Glykosylierungsstellen. Zwei davon liegen im
Pro-Peptid (Aminoséure 69 und 114), die dritte im reifen NGF (Ullrich et al. 1983) (Abbildung 2). Die
Glykosylierung des reifen NGF konnte bisher kaum beobachtet werden. Dagegen scheint die N-
Glykosylierung der Aminos&uren im Pro-Peptid, vor allem die an AS 114, flr die richtige Faltung und
den Austritt aus dem ER wichtig zu sein (Seidah et al. 1996). Im frans-Golgi Netzwerk erfolgt
anschlieBend die weitere N- und C-terminale Prozessierung von proNGF durch Furin oder durch
weniger verbreitete Prohormonkonvertasen wie PACE4 und PC5/6 (Bresnahan 1990, Seidah et al.
1996, Farhadi et al. 1997). Wéahrend der Prozessierung werden das N-terminale Pro-Peptid und die
beiden C-terminalen Aminosduren abgespalten. Dadurch entsteht das reife NGF (Darling et al. 1983).

69 114

1 19 j) j>122 241 AS

Furin
Schnittstelle

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Primérstruktur von Pra-Pro-NGF.
Dargestellt sind in griin das Signalpeptid (SP) (AS 1-18), das Pro-Peptid in blau (AS 19-121) und
das reife NGF in rosa (AS 122-241). Die AS 69 und 114 sind potenzielle Glykosylierungsstellen.

1 l 20 40
60 80

100 120

'l

SSSHPIFHRGEF SV
140 160 180
CDSVSVWVGDKTTATD IKGKEVMVLGEVNINNSVFKQYFFETKCR
200 220
DPNPVDSGCRGIDSKHWNSYCTTTHTFVKALTMDGKQAAWRFIRI
240

DTACVCVLSRKAVRRA

Abbildung 3: Primarstruktur des humanen Pra-Pro-NGF.

Die Pra-Sequenz umfasst die AS 1-18 (grlin), die Pro-Sequenz die
Aminoséauren 19-121 (blau). Die Sequenz des reifen NGF ist in rosa
(AS 122-241) dargestellt. Der graue Pfeil kennzeichnet die
Prozessierungsstelle der Signalpeptidase. Die Furinschnittstelle
wird durch den schwarzen Pfeil dargestellt. In vivo kénnen die
letzten beiden AS (AS 240 und AS 241) durch Trypsin leicht
abgespalten werden.
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AuBer den unterschiedlichen Spaltprodukten des Pro-Peptids konnte auch unprozessiertes proNGF
als Sekretionsprodukt in unterschiedlichen Zelltypen wie z.B. mannlichen Keimzellen und
Haarfollikelzellen nachgewiesen werden (Darling et al. 1983, Chen et al. 1997, Yardley et al. 2000).
Nachdem man lange angenommen hatte, dass proNGF nur die Vorstufe von NGF ist, konnte in
einigen Geweben wie Prostata, Spermien oder Haarfollikeln gezeigt werden, dass hier proNGF und
nicht NGF das Hauptsekretionsprodukt ist (Chen et al. 1997, Yardley et al. 2000). Man vermutete,
dass in vielen neuronalen und nicht neuronalen Geweben die Sekretion von proNGF und NGF in
Abhéangigkeit des Entwicklungsstadiums erfolgt (Hasan et al. 2003, Lobos et al. 2005). Beispielsweise
konnte im Gehirn von Alzheimer-Patienten eine Akkumulation von proNGF nachgewiesen werden.
Daraus lasst sich schlieBen, dass proNGF nicht nur die Pro-Form von NGF ist, sondern bei der
Alzheimer-Erkrankung entweder auch eine eigene biologische Funktion hat oder dass die Menge an
proNGF durch Stdrungen der posttranslationalen Prozessierung zu reifem NGF zunimmt (Fahnestock
et al. 2001).

Da Pro-Neurotrophine wie proNGF von den Zellen sezerniert werden (Heymach und Shooter 1995,
Fahnestock et al. 2001) und auch Schnittstellen fiir die Enzyme Plasmin oder Matrix-Metalloprotease
7 (MMP7) besitzen, wird vermutet, dass die Pro-Neurotrophine auch extrazelluldr durch solche
Proteasen gespalten werden kénnen (Lee et al. 2001, Pang et al. 2004, Bruno und Cuello 2006, Teng
et al. 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Regulierung der Reifung von NGF sowie der anderen
Neurotrophine ein wichtiger posttranskriptioneller Kontrollpunkt in Bezug auf die Spezifitdt ihrer
Wirkung zu sein scheint, da gezeigt werden konnte, dass nicht nur die reifen Neurotrophine, sondern
auch die Pro-Neurotrophine sezerniert werden und biologisch aktiv sind (Lee et al. 2001, Skaper et al.
2001) und beide Proteinformen oft entgegengesetzte Rollen haben (Lu et al. 2005).

2.1.2.2 Rezeptoren und Signalwege des Nerve Growth Factor
Um ihre Wirkung auf die Zielzellen entfalten zu kénnen, benétigen die Neurotrophine unterschiedliche
Rezeptoren. Diese Rezeptoren sind in der Zellmembran verankert und lassen sich in zwei Klassen

NTR) und

einteilen. Zum einen interagieren Neurotrophine mit dem p75 Neurotrophin-Rezeptor (p75
zum anderen mit den Rezeptoren der Tyrosinkinase (Trk) -Rezeptor-Familie (Kaplan und Miller 2000,
Huang und Reichardt 2003, Segal 2003, Teng und Hempstead 2004, Reichardt 2006, Schecterson
und Bothwell 2010).

Der erste identifizierte Rezeptor der Neurotrophin-Familie war der p75
Necrosis Factor (TNF) —Rezeptorfamilie verwandt ist (Chao 1994, Bothwell 1995). Er ist ein 75 kDa

schweres transmembran Glykoprotein, das NGF mit geringer Affinitdt binden kann (Radeke et al.

NTR Rezeptor, der mit der Tumor

1987, Chao und Hempstead 1995). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass alle Neurotrophine mit
sehr ahnlicher Affinitdt an diesen Rezeptor binden (Johnson et al. 1986, Radeke et al. 1987,
Rodriguez-Tébar et al. 1990, Hallbddk et al. 1991, Rodriguez-Tebar et al. 1991, Rodriguez-Tébar et
al. 1992, Chao 1994, Philo et al. 1994, Bothwell 1995, Dechant und Barde 1997, Friedman 2000). Er

besteht aus einer extrazellularen Doméane (Johnson et al. 1986, Radeke et al. 1987, Yan und Chao
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1991) sowie einer Transmembrandoméane und einer einzigen cytoplasmatischen Doméne, die eine
sogenannte ,death“ Doméane beinhaltet (Liepinsh et al. 1997, He und Garcia 2004), welche als
apoptotischer Faktor wirkt (Casaccia-Bonnefil et al. 1996, Frade et al. 1996, Majdan et al. 1997)
(Abbildung 4). Die Signalweiterleitung des p75"'" Rezeptors erfolgt liber cytoplasmatische Interaktion.

Die zweite Rezeptorgruppe, an die die Neurotrophine binden, sind die der Trk-Rezeptorfamilie,
bestehend aus den drei Mitgliedern TrkA, TrkB und TrkC (Chao 2003, Huang und Reichardt 2003).
Die Trk-Rezeptoren sind ebenfalls transmembran Glykoproteine mit einer Gré3e von etwa 140 kDa.
Zwischen allen drei Trk-Rezeptoren besteht eine hohe strukturelle Ahnlichkeit (Barbacid 1995,
Nakagawara et al. 1995), wobei die Tyrosinkinasedomane starker konserviert ist als die extrazellulare
Domaéne, an die das jeweilige Neurotrophin spezifisch bindet (Bibel und Barde 2000). In ihrer Struktur
bestehen die Trk-Rezeptoren aus einer extrazellularen Doméne, einem membranstandigen Teil und
einer cytoplasmatischen Tyrosinkinasedomane fiir die Signaltransduktion (Schneider und Schweiger
1991, Huang und Reichardt 2003, Reichardt 2006, Skaper 2008) (Abbildung 4).

Sortilin p75NTR TrkA, B, C

C1
LRR1-3
Cc2

VPS10P

Tyrosinkinase

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Neurotrophin-
Rezeptoren.

Sortilin und p75NTR dienen als Rezeptoren fiir die Pro-Neurotrophine,
p75NTR und TrkA, TrkB bzw. TrkC sind die Rezeptoren firr die reifen
Neurotrophine NGF, BDNF und NT-4/5 sowie NT-3. CR1 bis CR4:
Cysteinwiederholungen. C1 und C2: Cysteincluster. LRR1-3: leucinreiche
Domanen. Ig1 und Ig2: immunglobulindhnliche Domé&nen. Angelehnt an
und erweitert nach Dechant und Barde 1997.
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NTR Rezeptor, spezifisch jedoch nur an einen bestimmten Trk-

Alle Neurotrophine binden an den p75
Rezeptor. So bindet NGF an TrkA (Hempstead et al. 1991, Kaplan et al. 1991a, Kaplan et al. 1991b,
Klein et al. 1991a, Barbacid 1994), BDNF und NT-4/5 an TrkB (Klein et al. 1991b, Soppet et al. 1991,
Squinto et al. 1991, Barbacid 1994) und NT-3 an TrkC (Lamballe et al. 1991, Barbacid 1994). Neben
seiner Interaktion mit TrkC kann NT-3 auch mit TrkA und TrkB interagieren, jedoch mit geringerer
Affinitat als mit TrkC (Cordon-Cardo et al. 1991, Soppet et al. 1991, Squinto et al. 1991, Ip et al.
1993). Die Aktivierung der Trk-Rezeptoren erfolgt nur durch die reifen Neurotrophine und nicht durch

ihre Pro-Formen (Lee et al. 2001) (Abbildung 5).

BDNF NT-4/5 NT-3

OOUI
NA

@UU

TrkA TrkB TrkC

Abbildung 5: Schematische Darstellung der
Ligand-Rezeptorspezifitat der Neurotrophine.
NGF bindet an TrkA, BDNF und NT-4/5 an TrkB
und NT-3 an TrkC. NT-3 kann auch mit geringerer
Affinitdt an TrkA und TrkB binden als es an TrkC
bindet. Modifiziert nach Barbacid 1994.

Die biologische Aktivitdt von NGF wird durch TrkA und durch den p75NTR Rezeptor vermittelt.
Unabhé&ngig voneinander induzieren beide Rezeptorklassen verschiedene Signalwege (Miller und
Kaplan 2001). NGF aktiviert durch seine Bindung den TrkA Rezeptor. Dies fiihrt zur Proliferation der
Zellen (Huang und Reichardt 2001, Patapoutian und Reichardt 2001). Durch die Bindung des
Liganden kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors und zur trans-Autophosphorylierung der
Tyrosinreste der intramolekularen Rezeptordomé&ne. Dadurch wiederum binden intrazellulére
Signalmolekiile an die phosphorylierten Tyrosinreste und unterschiedliche Signalwege werden
aktiviert (Kaplan und Miller 1997). Zum einen wird der PI3K (Phosphatidylinositol-3 Kinase) und Akt
(Proteinkinase B) Signalweg aktiviert, zum anderen kommt es zur Aktivierung des kleinen G-Proteins
Ras, das sein Signal auf die MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) weitergibt. Durch die
Stimulierung der Signalkaskaden werden viele Transkriptionsfaktoren induziert, die den Zellzyklus,
das Neuritenwachstum oder die synaptische Plastizitat beeinflussen (Grewal et al. 1999, Kaplan und
Miller 2000, Chao 2003). Neben dem TrkA Rezeptor kann NGF auch den p75""" Rezeptor aktivieren.
Auf diesem Signalweg kommt es in den Neuronen zum programmierten Zelltod, der Apoptose
(Casaccia-Bonnefil et al. 1996, Frade et al. 1996, Bibel und Barde 2000, Hempstead 2002, Chao
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2003). Durch die Bindung von NGF an den p75""" Rezeptor werden Uber die intrazellulare Domane
NRIF (Neurotrophin Receptor Interacting Factor), JNK (Jun N-terminale Kinase), NF-kB (Nuclear
Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), p53 und Ceramid aktiviert (Aloyz et al. 1998,
Bamiji et al. 1998, Le-Niculescu et al. 1999, Casademunt et al. 1999, Kaplan und Miller 2000, Brann et
al. 2002, Chao 2003, Roux und Barker 2002, Linggi et al. 2005).

Stimuliert NGF gleichzeitig die TrkA und p75""" vermittelten Signalkaskaden, wird die Apoptose

unterdriickt (Majdan et al. 2001). AuBerdem konnte beobachtet werden, dass der p75NTR

Rezeptor
auch als Korezeptor fur TrkA fungieren kann, wodurch dessen Bindung an den TrkA Rezeptor
verstarkt wird (Barker und Shooter 1994, Hantzopoulos et al. 1994, Mahadeo et al. 1994, Verdi et al.
1994) (Abbildung 6). In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit eines
koexprimierten Trk-Rezeptors der Zelltod durch den p75NTR Rezeptor induziert wird (Rabizadeh et al.
1993, Carter und Lewin 1997, Bamiji et al. 1998). Welche weiteren Effekte durch den p75""" Rezeptor
vermittelt werden, scheint davon abhangig zu sein, ob dieser zusammen mit einem Mitglied der Trk-

Rezeptorfamilie koexprimiert wird.

proNGF NGF
m Proteolyse
—_—>

Zelltod Zelliiberleben

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Sortilin - p75™'"
und TrkA - p75""" Rezeptorkomplexe.

ProNGF bindet an den Komplex aus Sortilin und p75™ " und I6st
so Apoptose aus. Bei der Bindung von NGF an einen Komplex
aus TrkA und p75NTR wird Zelldifferenzierung und die Proliferation
geférdert. Modifiziert nach Nykjaer et al. 2004.

NTR
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In der Bindungsaffinitdt von NGF an TrkA und an den p75NTR

Rezeptor gibt es deutliche Unterschiede
(Kaplan und Miller 2000, Fahnestock et al. 2004). Die Affinitdt zu den einzelnen Rezeptoren wird
dadurch bestimmt, ob NGF mit nur einem von beiden oder mit beiden Rezeptoren gleichzeitig

interagiert. Bindet NGF sowohl an TrkA als auch an den p75™'"

Rezeptor, wird dadurch die Zellantwort
auf NGF beeinflusst (Dechant 2001). Es kommt zu einer Konformationsanderung von TrkA, wodurch
die Ligandenspezifitdt und Ligandenaffinitat verédndert wird (Esposito et al. 2001). Dadurch wird die
TrkA Signalkaskade verstarkt (Hempstead et al. 1991, Chao und Hempstead 1995, Ryden et al. 1997,
Esposito et al. 2001) und die Uber den p75NTR

1998). Aufgrund dessen konnte ein hdheres Neuritenwachstum beobachtet werden, wenn NGF
NTR

Rezeptor induzierte Signalkaskade inhibiert (Yoon et al.
sowohl an TrkA als auch an den p75™ " Rezeptor und nicht nur an TrkA bindet (Davey und Davies
1998, Bibel et al. 1999). Neben einer Verstarkung der Wirkung kann es aber auch zu einer
antagonistischen Wirkung durch den p75""" Rezeptor in Kombination mit TrkA kommen (Esposito et
al. 2001).

Nicht nur reifes NGF, sondern auch proNGF kann biologisch aktiv sein. Es konnte gezeigt werden,

dass proNGF und auch die anderen Pro-Neurotrophine an den p75"""

Rezeptor binden und
Signalwege aktivieren, die die Apoptose in den Zielzellen férdern (Lee et al. 2001). In diesem
Zusammenhang konnte Sortilin als weiterer Rezeptor des proNGF/NGF-Signalwegs identifiziert
werden (Petersen et al. 1997). An diesen Rezeptor binden die Pro-Neurotrophine (z.B. proNGF) mit
héherer Affinitdt als ihre reifen Formen (z.B. NGF). Die Interaktion erfolgt Uber die Pro-Doméne
(Nykjaer et al. 2004, Teng et al. 2005). Sortilin kann zusammen mit dem p75""" Rezeptor einen
Komplex bilden und vermittelt dadurch die durch proNGF oder durch andere Pro-Neurotrophine
induzierte Apoptose (Nykjaer et al. 2004, Teng et al. 2005, Jansen et al. 2007, Willnow et al. 2008)
(Abbildung 6). Ob es zum Uberleben der Zelle oder zum Zelltod kommt, scheint somit durch das
Verhaltnis von proNGF und NGF sowie durch das Vorhandensein der drei Rezeptoren TrkA, p75NTR

und Sortilin bestimmt zu werden (Clewes et al. 2008).

2.1.2.3 Die Rolle des Nerve Growth Factor in nicht neuronalem Gewebe

Neben seiner Expression in den sympathischen Neuronen und dorsalen Ganglien des Nervensystems
(Reinshagen et al. 2000, Fahnestock et al. 2004) entfaltet NGF seine Wirkung auch in anderen
Geweben. Dazu zahlen das Knochenmark (Labouyrie et al. 1999), Haarfollikelzellen (Yardley et al.
2000), die Leber (Kendall et al. 2009), die Harnblase (Girard et al. 2011), die Retina (Chakrabarti et al.
1990), die Prostata (Delsite und Djakiew 1999) und mannliche Keimzellen (Chen et al. 1997).
AuBerdem konnte NGF auch in den Zellen des immun-hamatopoietischen Systems nachgewiesen
werden. Uber die Expression der entsprechenden Rezeptoren in den Organen des Immunsystems
kann somit die Differenzierung der Zellen und die Immunantwort durch NGF reguliert werden (Aloe et
al. 1997, Bonini et al. 1999, Aloe 2001). Des Weiteren wirkt NGF auf das Uberleben, die
Differenzierung und den Phénotyp von hamatopoietischen Stammzellen (Cattoretti et al. 1993,
Chevalier et al. 1994a, Auffray et al. 1996, Bracci-Laudiero et al. 2003), Granulozyten (Boyle et al.
1985, Kannan et al. 1991, Bischoff und Dahinden 1992, Gibbs et al. 2005), Lymphozyten (Otten et al.
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1989, Brodie und Gelfand 1992, Melamed et al. 1996) und Monozyten (Thorpe et al. 1987, La Sala et
al. 2000, Caroleo et al. 2001) ein. Ein anderer Bereich, in den NGF und seine Wirkung einbezogen zu
sein scheint, ist die Angiogenese (Cantarella et al. 2002, Emanueli et al. 2002, Turrini et al. 2002).

In den letzten Jahrzenten konnte NGF auch im Ovar nachgewiesen werden und es konnte gezeigt
werden, dass Neurotrophine auch hier eine wichtige Rolle spielen (Dissen et al. 1991, Dissen et al.
2009a). So werden im Ovar von Nagetieren nicht nur die vier Neurotrophine NGF, BDNF, NT-3 und
NT-4/5 (Ernfors et al. 1990b, Lara et al. 1990, Berkemeier et al. 1991, Hallb6dk et al. 1991, Dissen et
al. 1995, Dissen et al. 1996) sondern auch deren Rezeptoren p75""", TrkA, TrkB und TrkC exprimiert
(Klein et al. 1989, Dissen et al. 1991, Lamballe et al. 1991, Dissen et al. 1995, Dissen et al. 1996,
Paredes et al. 2004, Abir et al. 2005). Beim Menschen konnten NGF und seine Rezeptoren TrkA und
p75NTR in den Zellen des Ovars (Eizelle, Granulosazellen, Thekazellen und interstitielle Zellen)
nachgewiesen werden (Spears et al. 2003, Salas et al. 2006). Die grundlegenden morphologischen
Eigenschaften der Follikelreifung (Abbildung 7) sind weitreichend untersucht (siehe 2.3 Follikelreifung,
ovarieller Zyklus und Atresie), jedoch ist die genaue Funktion von NGF im humanen Ovar noch

weitgehend unaufgeklart.

2.2 Das Ovar

Die Grundlage der weiblichen Fertilitat ist die zyklische Reifung von Eizellen in einem Follikel. Diese
reifen in den paarig angelegten Eierstdcken (Ovarien) heran. Nur die dominanten Follikel kommen zur
Ovulation. Die Eierstdcke enthalten die Oozyten (Eizellen), die ab der Pubertat bis zur Menopause in
regelmaBigen Zyklen bei der Ovulation freigesetzt werden. Das Ovar ist bei der geschlechtsreifen
Frau ca. 4 x 2 x 1 cm groB3 und hat etwa die Form einer Pflaume. Mit dem Ende der Eireifung nach
den Wechseljahren bildet sich die weibliche Keimdriise zuriick und hat dann oft nur noch die GréBe
einer Mandel.

Das Ovar ist hoch organisiert und enthalt in den Follikeln die Keimzellen (Eizellen/Oozyten) sowie die
somatischen Zellen (Granulosazellen, Thekazellen und Stromazellen), deren Interaktion die Bildung
der Follikel sowie deren Entwicklung, die Ovulation und die Bildung des Gelbk&rpers reguliert
(Richards und Pangas 2010). Seine Hauptaufgabe ist die Differenzierung der Eizellen und die
anschlieBende Freisetzung der reifen Eizellen zur Befruchtung. Des Weiteren sind die Ovarien
verantwortlich fiir die Produktion von Steroiden wie Ostradiol, Progesteron und Androgenen sowie
Peptiden wie Relaxin, Inhibin etc. (weibliche Geschlechtshormone), die fir die Ausbildung der
sekundaren weiblichen Geschlechtsmerkmale sorgen und den Verlauf einer Schwangerschaft

unterstitzen. (Lippert 2011)
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2.3 Follikelreifung, ovarieller Zyklus und Atresie

Die ovarielle Follikelreifung (Abbildung 7) ist ein Prozess, der durch verschiedene endokrine,
parakrine und autokrine Faktoren in einem Zusammenspiel von Hypophyse, Hypothalamus und Ovar
reguliert wird. Im Laufe dieses Prozesses entwickeln sich die Primordialfollikel zum Graaf-Follikel, der
entweder die Eizelle zur Befruchtung freisetzt oder durch Atresie zu Grunde geht. Bei Frauen dauert
die Reifung vom Primordialfollikel bis zum ovulatorischen Stadium fast ein Jahr. Das Wachstum wird
durch Zellproliferation und die Bildung der Follikelflissigkeit erreicht, sowie durch Differenzierung der
Zellen und des Gewebes im Ovar.

Follikel haben zwei Hauptfunktionen, zum einen die Beherbergung und die Férderung des Wachstums
der Eizelle, damit diese befruchtet werden kann, und zum anderen die Produktion von Hormonen in
den spaten Tertiarfollikeln (Fortune 2003, Skinner 2005, Lillmann-Rauch und Paulsen 2012).

Die Bildung und Reifung der Oozyte zur befruchtungsfahigen Eizelle (Oogenese) beginnt schon
wahrend der Embryonalentwicklung. Im Laufe der ersten Reifeteilung (Meiose |) werden die Oozyten
im Stadium der Prophase | arretiert (= primére Oozyte) und anschlieBend von einer einzigen Schicht
abgeflachter Granulosazellen (= Follikelzellen) umgeben. Dadurch entstehen die Primordialfollikel,
deren Bildung bis zur Geburt abgeschlossen ist (Lillmann-Rauch und Paulsen 2012). Somit wird die
Anzahl der Follikel im Ovar schon in frihester Entwicklung festgelegt. Diese bereits vor der Geburt
gebildeten Follikel (Edson et al. 2009) stellen einen ruhenden und begrenzten Pool an Eizellen dar,
der somit schon vor und auch wahrend der gesamten weiblichen Reproduktionsphase vorhanden ist
(Eppig 2001, Matzuk et al. 2002). Der groBte Teil dieser Follikel erreicht jedoch nie das
praovulatorische Stadium sondern geht stattdessen durch Atresie, einem Prozess, der auf Apoptose
beruht, zugrunde (Matsuda et al. 2012). Die (brigen Follikel entwickeln sich im Laufe der
Reproduktionszeit (etwa 12 — 50 Jahre nach dem Beginn der Prophase 1) zu einem dominanten

Follikel, der seine Eizelle bei der Ovulation freisetzt (LGllmann-Rauch und Paulsen 2012).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Follikelentwicklung beim Menschen.

Aus den Primordialfollikeln entwickeln sich die Primarfollikel, die zu Sekundar- und Tertiarfollikeln heranwachsen.
Die Eizelle (gelb) ist umgeben von Granulosazellen (lila) und Thekazellen (hellblau). Zwischen den Granulosa-
und den Thekazellen befindet sich im reifen Tertidrfollikel die Basalmembran (dunkellila). Beim Eisprung wird die
Eizelle freigesetzt und die zurilickbleibenden Granulosa- und Thekazellen werden in den Gelbkdrper
umgewandelt. Dieser bildet sich zum corpus albicans zurlick, wenn es nicht zu einer Befruchtung der Eizelle
kommt. (Frei nach Welsch: Lehrbuch Histologie)

Bei Saugern beginnt die Follikelreifung mit der Bildung der Primordialfollikel bereits vor oder gleich
nach der Geburt (Edson et al. 2009). Ihre Reifung wird regelmaBig aktiviert und ist bis zur Bildung des
Tertiarfollikels Gonadotropin-unabhéngig (Fortune und Eppig 1979, Cortvrindt et al. 1997). Die
Eizellen bleiben vorerst jedoch in der Prophase der Meiose | arretiert (Ruhestadium = Diktyotén)
(Peters 1969, McGee und Hsueh 2000). Die aktivierten und rekrutierten Primordialfollikel entwickeln
sich zu Primarfollikeln. Diese sind von einer einzigen Schicht kubischer Granulosazellen umgeben.
Dabei wéchst auch die Eizelle und bildet im Laufe des Wachstums Zellorganellen aus. Zwischen
Epithel und Stroma beginnt sich die Basalmembran, zwischen Eizelle und Epithel die Zona pellucida
zu bilden. Die die Eizelle umgebenden Granulosazellen werden proliferativ und aus den Priméarfollikeln
wiederum bilden sich die Sekundarfollikel (préantrale Follikel), die von mehreren Schichten
Granulosazellen ohne Antrum umgeben sind. Um die Eizelle ist die Zona pellucida nun deutlich zu
erkennen. Des Weiteren beginnen sich die Thekazellen zu bilden und formen eine Schicht (Theca
folliculi um die Granulosazellen (Young und McNeilly 2010). Die Sekundarfollikel entwickeln sich
weiter zu Tertiarfollikeln (antralen Follikeln) mit einer reifen Thekazellschicht. Durch die Bildung des
Antrums, einem flissigkeitsgefullten Hohlraum, werden die Granulosazellen in zwei rdumlich und
funktionell unterschiedliche Zellpopulationen unterteilt. Die Zellen, die sich n&her bei der Eizelle

befinden, werden Cumulus-Granulosazellen genannt, diejenigen, die sich an der Follikelwand
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befinden, murale Granulosazellen. Auch die Theca folliculi |asst sich jetzt in die Theca interna und in
die Theca externa unterteilen. Im Gegensatz zum Follikelepithel ist die Theca interna sehr geféBreich
und erndhrt den Follikel zusammen mit den Follikelzellen und ist flr die Bildung der Sexualsteroide
verantwortlich (Fortune und Armstrong 1977). Bis zum frihen antralen Follikel hat die Eizelle ihre
endgulltige GréBe erreicht und ist von einer dicken Hille aus Glykoptoteinen (Zona pellucida)
umgeben. Diese Glykoproteine werden hauptsachlich von der Oozyte gebildet. Die gesamte
Entwicklung vom Primar- zum Tertiarfollikel dauert mehr als sechs Monate.

Die Tertiarfollikel werden als Kohorte rekrutiert und ihre weitere Entwicklung ist ein zyklischer Prozess,
der sich etwa alle 28 Tage wiederholt (ovarieller Zyklus). Dieser zyklische Ablauf im Ovar entsteht
durch ein Wechselspiel aus zentralen, gonadotropen und im Ovar gebildeten Hormonen. Von
Bedeutung sind hier die Hormone GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), FSH
(Follikelstimulierendes Hormon), LH (Luteinisierendes Hormon), Inhibin, Progesteron und Ostradiol
(Webb et al. 2003). Die weitere Entwicklung der Tertiarfollikel ist Gonadotropin-abhé&ngig (FSH, das
vor allem auf die Granulosazellen wirkt). Aus der Kohorte entwickelt sich ein Follikel zum dominanten,
sprungreifen Follikel (Graaf-Follikel), der fir die Ovulation ausgewéhlt wird (Hirshfield 1991, Edson et
al. 2009, Lallmann-Rauch und Paulsen 2012). Die antralen Follikel einer Zykluskohorte, vor allem aber
der dominante Follikel, sind die Hauptquelle der zyklischen Sekretion von ovariellen Ostrogenen
(Fauser und van Heusden 1997). Durch die verstarkte Bildung von Ostradiol und dessen
ansteigendem Hormonspiegel sowie durch die Bildung von Inhibin wird die FSH-Sekretion aus der
Hypophyse unterdrickt. Dadurch nimmt die FSH-Konzentration im Plasma ab (negative
Rickkopplung) und das Heranreifen der konkurrierenden Kohortenfollikel wird unterbunden, sie
werden atretisch (diZerega und Hodgen 1981).

Wahrend der Reifung der préantralen Follikel zu den antralen Follikeln, somit kurz vor der Ovulation,
setzt die Eizelle die Meiose | fort (Sorensen und Wassarman 1976, Lillmann-Rauch und Paulsen
2012) und epigenetische Modifikationen, die fir die fetale Entwicklung wichtig sind, finden schrittweise
statt (Kono et al. 1996). Die Fahigkeit der Eizelle, die Meiose fortzusetzen, ist mit der Reaktivierung
des Zellzyklus verbunden (Chesnel und Eppig 1995) und beinhaltet sowohl Anderungen im Zytoskelett
(Mikrotubulikonfiguration) als auch im Chromatin (Wickramasinghe et al. 1991). Anderungen in der
Genexpression in den praovulatorischen Granulosazellen werden durch LH ausgeldst und stimulieren
indirekt die meiotische Reifung der Eizelle (Richards et al. 2002). Fir die Entwicklung der Keimzellen
und ihrer somatischen Zellkompartimente ist bei der Follikelreifung von Anfang an ein Austausch
zwischen der Eizelle und den sie umgebenden somatischen Zellen sehr wichtig (Eppig 2001).

Die steigenden Ostrogenkonzentrationen filhren zu einer Ausschiittung von FSH, vor allem aber von
LH aus der Hypophyse (positive Rickkopplung). Dadurch wird die Ovulation ausgeldst. Bei der
Ovulation wird die von einer Hille aus Granulosazellen (Corona radiata) umgebene Eizelle freigesetzt
und steht somit zur Befruchtung bereit (Siegenthaler 2006). Die bei der Freisetzung der Oozyte
zuriickbleibenden Granulosa- und Thekazellen werden in den Gelbkdrper umgewandelt (Fauser und
van Heusden 1997). Wahrend der Ovulation beginnt auch die zweite Reifeteilung (Meiose Il) der
Eizelle, die jedoch nur bei ihrer Befruchtung abgeschlossen wird. Ist dies nicht der Fall, stirbt die

Eizelle ab (LUllmann-Rauch und Paulsen 2012). Wenn die Eizelle befruchtet wird, vergrdBert sich der
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Gelbkérper zum Schwangerschaftsgelbkdrper und produziert etwa drei Monate lang die weiblichen
Keimdriisenhormone Progesteron und Ostradiol. Kommt es nicht zur Befruchtung, bildet sich der
Gelbkérper zum Corpus albicans, der keine bekannten Funktionen besitzt, zuriick (Lippert 2011). In
der Lutealphase sezernieren die Zellen des Gelbkérpers unter Einfluss von LH hauptsachlich
Progesteron, aber auch Ostradiol. Dadurch wird die LH- und FSH-Sekretion wieder auf die
Ausgangswerte abgesenkt (negative Ruckkopplung durch Progesteron). Durch die niedrigen LH-
Konzentrationen beginnt das Ende der Gelbkérperphase. Die Hormonspiegel von Progesteron,
Ostradiol und Inhibin fallen ebenfalls ab. Hierdurch kommt es wieder zum Anstieg von FSH und damit
verbunden zur Rekrutierung einer neuen Follikelkohorte und ein neuer Zyklus beginnt (Klinke et al.
2009).

Neben dem allgemein bekannten Wissen (ber die Regulation der Follikelreifung durch z.B. LH und
FSH gibt es Hinweise, dass die Neurotrophine und ihre Rezeptoren an der Differenzierung der
Follikel, beginnend mit den Primordialfollikeln bis hin zu den antralen Follikeln, beteiligt sind: So
konnte in Studien mit Ratten gezeigt werden, dass die Nervenfasern im Ovar nicht nur mit den
BlutgefaBen, sondern auch mit den Zellen der Primordialfollikel (Granulosazellen) verbunden sind
(Malamed et al. 1992). Diese lokale Produktion von Neurotrophinen und die anfangliche
Gonadotropin-Unabhéangigkeit der sich entwickelnden Follikel lassen vermuten, dass die frihen
Stadien der Follikelentwicklung teilweise durch Neurotrophine reguliert werden (Lara et al. 1991,
Malamed et al. 1992). Damit Ubereinstimmend konnte die Expression der Neurotrophine und ihrer
Rezeptoren schon vor den Gonadotropin-abhéngigen Stadien der ovariellen Entwicklung bewiesen
werden (Dissen et al. 1995, Dissen et al. 2009b). Des Weiteren konnte bei Ratten nachgewiesen
werden, dass NGF das Wachstum der Primordialfollikel initiiert (Dissen et al. 1995, Dissen et al. 2001,
Romero et al. 2002). NGF und TrkA sind im Ovar der Ratte von der Embryonalentwicklung bis zur
Pubertdt vorhanden. Im Speziellen konnte TrkA in den Thekazellen groBer antraler Follikel
nachgewiesen werden und es konnte gezeigt werden, dass es zusammen mit NGF proliferativ auf
diese Zellen wirkt (Dissen et al. 1996, Dissen et al. 2000). Auch in den Gonadotropin-abhangigen
Stadien der Follikelreifung (Kumar et al. 1997, Dierich et al. 1998) konnte eine Beteiligung von NGF
belegt werden, denn in Abwesenheit von NGF nahm die Expression der FSH-Rezeptoren ab (Romero
et al. 2002). Weitere Studien konnten darlegen, dass gleichzeitig mit LH auch die mRNA Mengen von
TrkA ansteigen. Dies lasst vermuten, dass NGF auch bei der Ovulation eine Rolle spielt (Dissen et al.
1995, Dissen et al. 1996). Analog dazu sind im Schweineovar ebenfalls NGF und seine beiden

Rezeptoren TrkA und p75NTR

in den Granulosa- und Thekazellen wahrend des Sexualzyklus
vorhanden. NGF ist dabei hauptsachlich in den groBen, antralen Follikeln zu finden. Dies Iasst ebenso
auf eine wichtige Rolle bei der Reifung der Eizelle schlieBen (Jana et al. 2011). Auch im Goldhamster
werden NGF, TrkA und p75" " in den Eizellen, den Granulosa- und den Thekazellen wahrend der
Follikelreifung sowie in den interstitiellen Zellen und den Lutealzellen exprimiert (Shi et al. 2004).
Ebenso wird im Menschen NGF und TrkA in den Eizellen und auch in den Granulosazellen von
praantralen und antralen Follikeln sowie in den Thekazellen antraler Follikel gebildet (Seifer et al.

2003, Abir et al. 2005, Salas et al. 2006). Im adulten Ovar beeinflusst NGF die Funktion der humanen
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Granulosazellen, indem es die Ostradiolproduktion erhéht und gleichzeitig die
Progesteronkonzentration erniedrigt (Salas et al. 2006). Durch Behandlung der humanen
Granulosazellen mit NGF wird auch hier die mRNA Menge des FSH-Rezeptors erhdht. Dieser Effekt
konnte durch den Trk-Blocker K252a wieder aufgehoben werden. Des Weiteren fiihrte die
Vorbehandlung der humanen Granulosazellen mit NGF zu einer héheren Ostradiolsekretion nach
FSH-Stimulation im Vergleich zu nicht vorbehandelten Zellen (Salas et al. 2006). Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass NGF die antralen Follikel dadurch beeinflusst, dass es durch die
Inhibition der Progesteronsekretion die frihe Luteinisierung unterdriickt. Dies wird durch eine
gesteigerte Progesteronsekretion und eine vermehrte Expression der FSH Rezeptoren bewirkt.
Dadurch reagiert auch der heranreifende Cumulus-Oozyten-Komplex sensitiver auf die

Gonadotropine.

Die meisten Follikel sterben im Laufe ihrer Entwicklung durch Atresie ab. Das bedeutet, dass die
Follikel (Oozyte und Granulosazellen) durch Apoptose zugrunde gehen noch bevor sie die Sprungreife
erreicht haben. Dies geschieht in jedem Stadium der Follikelreifung. Follikelatresie tritt zu jeder Zeit
ein, zu bestimmten Zeitpunkten jedoch gehauft (fetal, postnatal und zu Beginn der Menarche). Die
Atresie ist der wesentliche Grund fir die Verminderung der Follikelzahl im Ovar. Zu Beginn der
Pubertét hat sich die Follikelzahl von ca. ein bis zwei Millionen bei der Geburt auf etwa 400.000
verringert. Am Ende der reproduktiven Phase, also mit dem Eintritt in die Menopause, sind keine
Follikel mehr im Ovar vorhanden. Bei der Atresie der Primordial-, Primar- und Sekundarfollikel ist die
Zona pellucida zunachst noch sichtbar, dann aber bleiben keine Reststrukturen mehr zurlick. Werden
dagegen Tertiarfollikel aus einer Zykluskohorte atretisch, bleibt die Theca interna noch langere Zeit
erhalten. In dieser Struktur sind nur Thekazellen und keine Granulosazellen enthalten, im Gegensatz
zum Gelbkérper. Die Thekazellen vergroBern sich zu interstitiellen Zellen, nehmen in ihrer Zahl aber
nicht zu, und sezernieren Androgene, die zu Ostrogenen aromatisiert werden kénnen. (Klinke et al.
2009, Lallmann-Rauch und Paulsen 2012).

Das Absterben der Follikel durch Atresie ist ein hormonell kontrollierter, apoptotischer Prozess
(Schwartzman und Cidlowski 1993, Hsueh et al. 1994). Der Insulin-like Growth Factor (IGF) und
Ostradiol sowie auch andere Hormone und Wachstumsfaktoren, die unter anderem von den
Granulosazellen sezerniert werden, sind fir das Follikelwachstum bzw. die Follikelentwicklung wichtig
(Hsueh et al. 1994). Fehlen diese Faktoren, verlieren die Granulosazellen ihre eigentlichen Funktionen
und sterben ab (Matsuda et al. 2012). Da die Granulosazellen in den atretischen Follikeln vor der
Eizelle und den Thekazellen durch Apoptose zugrunde gehen, scheinen sie der Initiator fir die
Follikelatresie zu sein (Inoue et al. 2011, Tilly et al. 1991, Jiang et al. 2003).
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2.4 Granulosazellen

Im Ovar sind die Granulosazellen der vorherrschende Zelltyp. Diese Zellen dienen dazu, eine
geeignete Umgebung fir die Eizelle zu schaffen. Dabei stellen Granulosazellen nicht nur eine
passende physikalische Umgebung zur Verfligung, sondern auch durch Sekretion ein entsprechendes
biochemisches Milieu fiir die Entwicklung der Eizelle.

Die Granulosazellen sind ein heterogener Zelltyp, der sich im Laufe der Follikelentwicklung in
unterschiedliche Populationen differenziert und die von den Thekazellen gebildeten Androgene zu
Ostrogenen umwandelt. Dies geschieht wahrend der gesamten Follikelentwicklung, beginnend mit der
Bildung der Primordialfollikel bis hin zur Ovulation und der Lutealphase. Fir diese Differenzierungen
werden viele Hormone und Wachstumsfaktoren benétigt. Die pra-Granulosazellen differenzieren sich
zu den reifen Granulosazellen, die sich in Cumulus- und murale Granulosazellen unterteilen. Die
Cumuluszellen haben bestimmte morphologische und physiologische Eigenschaften und stehen UGber
Gap junctions in engem Kontakt mit der Eizelle (Buccione et al. 1990, Rabahi et al. 1991). Uber diese
Verbindungen stellen die Granulosazellen der Eizelle wichtige Komponenten fiir deren Entwicklung
und Reifung bereit (Moor 1988). Nach der Ovulation differenzieren sich die Granulosazellen zu den
Granulosaluteinzellen, die auch weiterhin die von den Thekaluteinzellen gebildeten Androgene
aromatisieren. Zusammen mit den lutealen Thekazellen bilden die Granulosazellen den Gelbkdrper.
Die Differenzierung der Granulosazellen in ihre Subtypen wird durch die Wirkung vieler
Wachstumsfaktoren und Hormone bewirkt. Sowohl fiir die Gonadotropine FSH und LH (Richards und
Midgley 1976) als auch fir den Epidermal Growth Factor (EGF) (Vlodavsky et al. 1978, Wandiji et al.
1992), fir IGF (Adashi 1998) und fir das anti-Miller Hormon (AMH) (Peng et al. 1996) konnten
Rezeptoren auf den Granulosazellen nachgewiesen werden.

2.5 Matrix-Metalloproteasen

Der zeitlich regulierte Abbau der extrazellularen Matrix ist ein wichtiger Prozess in der embryonalen
Entwicklung, der Morphogenese, der Reproduktion sowie beim Gewebeumbau (Nagase 1996, Fini et
al. 1998). Diese Vorgéange sind unter normalen physiologischen Bedingungen genauestens reguliert.
Sind diese Ablaufe nicht exakt gesteuert, kommt es zu Krankheiten wie Arthritis, Nephritis, Krebs oder
Fibrose (Shah 1997, Spinale 2002, Newby 2005). Verschiedene Arten von Proteasen sind am Abbau
der extrazelluldren Matrix beteiligt, hauptsachlich aber die MMP (Visse 2003). Interessanterweise
konnten einige MMP mit dem proNGF/NGF-signaling direkt in Verbindung gebracht werden.

Das erste MMP, eine interstitielle Kollagenase (MMP1), wurde im Jahre 1962 entdeckt und besitzt die
Fahigkeit, Kollagen abzubauen (Gross und Lapiere 1962). Bis heute sind 23 humane MMP sowie 23
MMP in der Maus bekannt. Diese werden bei Vertebraten, basierend auf dem Aufbau ihrer Doménen,
ihrer Sequenzahnlichkeit sowie ihrer Substratspezifitat, in sechs Gruppen eingeteilt: Kollagenasen
(MMP1, MMP8, MMP13 und MMP18 (Xenopus)), Gelatinasen (MMP2 und MMP9), Stromelysine
(MMP3, MMP10 und MMP11), Matrilysine (MMP7 und MMP26), Membran-Typ MMP (MMP14,
MMP15, MMP16, MMP24, MMP17 und MMP25) und andere MMP (MMP12, MMP20, MMP27,
MMP19, MMP21, MMP23 und MMP28) (Brummer et al. 2002, Marchenko et al. 2003, Visse 2003,
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Nagase et al. 2006, Jackson et al. 2010). In dieser Arbeit sind vor allem MMP7 und MMP9 von

Interesse, da diese beiden Proteasen an der Reifung und der Degradation von NGF beteiligt sind.

2.5.1 Funktion von Matrix-Metalloproteasen

MMP sind eine Gruppe sezernierter oder membranstandiger Zink-Endopeptidasen, welche die
Fahigkeit besitzen, die meisten Komponenten der extrazellularen Matrix wie z. B. Kollagen,
Fibronektin, Laminin und Elastin sowie Membranglykoproteine abbauen zu kdnnen (Birkedal-Hansen
et al. 1993, Stetler-Stevenson et al. 1993, Basset et al. 1994, Freije et al. 1994, Belaaouaj et al. 1995,
Okada et al. 1995, Takino et al. 1995, Cauwe et al. 2007). Alle MMP bestehen aus homologen
Sequenzen. Sie sind aus einer Signalsequenz, einer Pro-Domane, einer katalytischen Domane, einer
Verbindungsdoméne und einer hemopexinadhnlichen Domé&ne aufgebaut (Visse 2003, Nagase et al.
2006). Das Signalpeptid lenkt die Sekretion aus der Zelle und das Pro-Peptid sorgt dafir, dass die
Pro-Form der MMP in dieser inaktiven Vorlauferform (Zymogen) erhalten bleibt. Die katalytische
Domaéne steuert die hydrolytische Spaltung der Zielpeptidbindung (Nagase und Woessner 1999,
Brinckerhoff und Matrisian 2002). Die C-terminale hemopexinahnliche Doméane legt die Substrat- und
Ligandenspezifitat der MMP sowie ihre subzelluldre Lokalisation fest und vermittelt die Interaktion mit
endogenen Inhibitoren (van Wart und Birkedal-Hansen 1990, Overall 2002, Piccard et al. 2007). Die
Expression der MMP wird auf der Ebene der Transkription, der Sekretion, der Aktivierung und der
Inhibition der aktivierten Enzyme durch lokal produzierte TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases)
(TIMP1-4) reguliert (Brummer et al. 2002).

MMP prozessieren und bauen viele Komponenten der extrazellularen Matrix ab und scheinen fir die
Tumorausbreitung und die Angiogenese wichtig zu sein (Nagase und Woessner 1999, Overall 2002).
Des Weiteren sind die MMP in sehr viele biochemische Prozesse einbezogen, wie z.B. in den
Matrixumbau bei Saugetieren, von der Embryoimplantation bis hin zum Zelltod, oder der Nekrose
(Alexander et al. 1996, Egeblad und Werb 2002, Currie et al. 2007). Ferner sind sie an der
Zellmigration, der Zellproliferation und der Apoptose beteiligt (Vu und Werb 2000, Pepper 2001). Im
Ovar scheinen die MMP und ihre TIMP eine wichtige Rolle beim Umbau der extrazellularen Matrix
wahrend der Follikelreifung zu spielen (Garcia et al. 1997, Bagavandoss 1998, Baker et al. 1998,
Cooke et al. 1999, McCaffery et al. 2000). Bei der Reifung der Primordialfollikel zu den groBen,
praovulatorischen Follikeln sind die Zellproliferation sowie ein stédndiger und betrachtlicher Umbau der
extrazellularen Matrix duBerst wichtig (Greenwald und Roy 1995, Monniaux et al. 1997). Man nimmt
an, dass diese starken Veranderungen in der extrazellularen Matrix wéhrend der Follikelreifung durch
die MMP ausgefuhrt werden. Die Muster der zellularen Lokalisation und die Expression der MMP
verdndern sich gleichzeitig mit den sich dynamisch andernden ovariellen Strukturen, die mit dem
Follikelwachstum verbunden sind. So kommt es auch bei der Ovulation zu solchen
Strukturdnderungen der Membran von Granulosazellen (Bjersing und Cajander 1974) und zur
Zerteilung der extrazellularen Matrix der Follikelwand, damit die Eizelle freigesetzt werden kann
(Morales et al. 1983, Murdoch und McCormick 1992, Curry und Osteen 2001, Curry et al. 2001).
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In Ratten konnte anhand immunhistochemischer Farbungen gezeigt werden, dass MMP2 und MMP9
in den spaten Stadien der Follikelreifung verstérkt exprimiert werden. In neugeborenen Ratten war
MMP7 in den Granulosazellen und den Zellen des Oberflaichenepithels wéahrend der friihen
Follikelentwicklung detektierbar, MMP9 dagegen nicht (Bagavandoss 1998). In den letzten Stadien
der Follikelreifung steigen die Mengen an MMP an. Dies deckt sich mit einer erhhten mRNA
Expression von MMP2 und MMP9 nach Zugabe von eCG (equines Choriongonadotropin), das &hnlich
wie FSH und LH wirkt (Cooke et al. 1999). Wahrend dieser Stadien konnte auch eine verstarkte
Aktivitdt der Gelatinasen beobachtet werden. Somit werden die MMP durch die Gonadotropin-
abhangigen Veranderungen wéhrend des Follikelwachstums reguliert (Cooke et al. 1999).

Uber die Regulation der MMP im Ovar des Menschen ist wenig bekannt. Da aber in anderen Spezies
die Lokalisation und Expression der MMP mit der Umgestaltung der Granulosa- und Thekazellschicht
wahrend des Follikelwachstums (bereinstimmt, ist eine solche Rolle auch beim Menschen sehr

wahrscheinlich.

2.5.1.1 MMP7

MMP7 gehort wie MMP26 zur Gruppe der Matrilysine. Charakteristisch fir diese Gruppe der MMP ist,
dass ihnen die hemopexinahnliche Domé&ne am C-Terminus fehlt. AuBerdem haben sie ein geringeres
Molekulargeweicht (li et al. 2006). MMP7 wird als Pro-Enzym mit einer Gr6Be von 28 kDa sezerniert
und durch proteolytische Abspaltung der Pro-Doméane vom N-Terminus durch Endoproteasen,
Plasmin oder Trypsin aktiviert (Wilson und Matrisian 1996, Wilson und Matrisian 1998, Nelson et al.
2000, Shiomi und Okada 2003) (Abbildung 8).

SP Pro-Peptid katalytische Doméne

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Primarstruktur von Pra-Pro-
MMP7.

Dargestellt sind das Signalpeptid (SP) (griin), das Pro-Peptid (blau, 77 AS) und
das reife MMP7 (katalytische Doméane, rosa, 173 AS). Die hemopexin&hnliche
Doméne der anderen MMP fehlt bei MMP?7.

MMP7 ist hauptsachlich an der Gewebeumgestaltung und der Wundheilung beteiligt (Parks und
Shapiro 2001, Buhler et al. 2009). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass MMP7 fir die
Prozessierung von proNGF notwendig ist (Kendall et al. 2009). MMP7 hat somit dieselbe Wirkung wie
Plasmin und spaltet proNGF extrazellular (Smith et al. 1995, Lee et al. 2001, Bruno und Cuello 2006)
(Abbildung 9). Wie auch die anderen MMP kann MMP7 die Tumoreinwanderung in Gewebe durch
proteolytische Spaltung von Substraten der extrazellularen Matrix unterstiitzen. Dazu kann MMP7
andere MMP wie MMP2 oder MMP9 aktivieren (Wang et al. 2005, Wang et al. 2006).

Inhibiert wird die Aktivitdt von MMP7 durch TIMP1, das durch seine Bindung an das Pro-Peptid
dessen Abspaltung blockiert (Gogly et al. 2009). Mdglicherweise spielt die Regulation der

enzymatischen Prozessierung von proNGF durch MMP7 eine wichtige Rolle fiir das Uberleben der
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Zelle und lasst einen neuen Mechanismus vermuten, durch den MMP7 bei Verwundungsprozessen

eine Rolle spielt (Le und Friedman 2012).

MMP9

® o
Plasmin NGF \_6—\ o =
Q e
@ MMP7 Abbauprodukte

Bindung an TrkA oder p75 NTR

Abbildung 9: Schematische Darstellung der extrazelluldaren Prozessierung von proNGF zu NGF.

ProNGF wird von der Zelle sezerniert und anschlieBend extrazellular durch MMP7 zu reifem NGF prozessiert.
Das reife NGF kann dann Uber die Bindung an die entsprechenden Rezeptoren auf die Zielzellen wirken oder
durch MMP9 abgebaut werden. Neben proNGF kann auch bereits intrazellular gebildetes, reifes NGF sezerniert
werden.

2.5.1.2 MMP9

MMP9 ist wie MMP2 eine Gelatinase und auch als 92 kDa Typ IV Kollagenase/Gelatinase B bekannt.
Es ist &hnlich aufgebaut wie MMP?7. In der katalytischen Doméne sind zusétzlich noch drei Fibronektin
Typ Il Domé&nen enthalten, die eine kompakte Kollagen-Bindedoméne bereitstellen (Folgueras et al.
2004) (Abbildung 10). Gelatinasen bauen eine groBe Anzahl von Komponenten der extrazellularen
Matrix ab. Darunter befinden sich verschiedene Typen von Kollagen, Gelatin, Elastin, Proteoglykane
oder Fibronektin (Murphy et al. 1991, Moon et al. 2003, Chung et al. 2004, Moon et al. 2004b, Moon et
al. 2004a). Des Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle beim Abbau und beim Umbau der
extrazellularen Matrix in verschiedenen physiologischen Stadien, wie etwa bei der Wundheilung
(Hashizume 2007). MMP9 kann Heparansulfat-Proteoglykane binden. Diese werden dadurch so
positioniert, dass sie mit Zelloberflachenadhasionsmolekilen oder Rezeptoren interagieren kdnnen

und die Umsetzung dieser Molekiile regulieren (Robinson et al. 2001).
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3x Fibronektin Typ Il
Doméne

SP Pro-Peptid katalytische Doméne I hemopexindhnliche Doméne

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Primérstruktur von Pra-Pro-MMP9.

Dargestellt sind das Signalpeptid (SP) (grtin), das Propeptid (blau, ~80 AS), die katalytische Doméne (rosa, ~170
AS) mit drei Fibronektin Typ Il Domanen (gelb), die Linkersequenz (L, orange) sowie die hemopexinghnliche
Domaéne (lila, ~210 AS). Die Fibronektin Typ Il Doménen sind spezifisch fur die Gelatinasen MMP2 und MMP9.

Neben seiner Funktion beim Umbau der extrazellularen Matrix, unter anderem bei der Follikelreifung
im Ovar, konnte in Ratten nachgewiesen werden, dass MMP9 extrazellular an der proteolytischen
Degradation von NGF in den Neuronen beteiligt ist (Bruno und Cuello 2006) (Abbildung 9).

2.6 Polycystisches Ovarialsyndrom

1935 wurde das PCOS erstmals beschrieben (Stein und Leventhal 1935). Stein und Leventhal
dokumentierten bei einer Gruppe von Frauen, die korpulent und infertil waren, UnregelmaBigkeiten bei
der Monatsblutung und vergréBerte Ovarien mit Zysten (Stein und Leventhal 1935, Betts et al. 2001).
Daher wurde das Auftreten dieser Symptome lange Zeit als ,Stein-Leventhal-Syndrom* bezeichnet.
Spéter konnte nachgewiesen werden, dass Frauen mit PCOS auch erhéhte Testosteron und LH-
Spiegel haben (Duncan 2001). Diese endokrinen Befunde wurden schlieBlich in die Definition des
PCOS mit einbezogen.

Die Kriterien fir das Vorliegen eines PCOS wurden 1999 vom NIH (National Institutes of Health)
festgelegt und besagen, dass, nach Ausschluss anderer Ursachen, als Hauptmerkmale chronische
Anovulation und klinische und/oder biochemische Zeichen der Hyperandrogenisierung vorliegen
mussen. Zudem wurden bei der Konferenz der ,European Society of Human Reproduction and
Embryology” (ESHRE) und der ,American Society for Reproductive Medicine® (ASRM) 2003 in
Rotterdam die Kriterien erweitert: Ein PCOS liegt dann vor, wenn zwei der drei folgenden Kriterien
vorliegen: Oligo- und/oder Anovulation, klinische und/oder biochemische Zeichen der
Hyperandrogenamie sowie polyzystische Ovarien im Ultraschallbefund und Ausschluss anderer
Ursachen (Kongenitale adrenale Hyperplasie, androgenproduzierende Tumoren, Morbus Cushing)
(Azziz 2006, Teede et al. 2010, Rotterdam ESHRE/ASRM Workgroup 2004).

Haufige Symptome des PCOS sind eine chronische Anovulation, verbunden mit Zyklusstérungen
(Amenorrhoe oder Oligomenorrhoe), Unfruchtbarkeit sowie eine erhdhte Androgenproduktion und eine
gestdrte Gonadotropinsekretion, die zu Akne und Hirsutismus fihren. Des Weiteren kann auch eine
Insulinresistenz  festgestellt werden, die oft mit Adipositas, Diabetes Typ Il und hohen
Cholesterinspiegeln verbunden ist (Teede et al. 2010, A.D.A.M. Medical Encyclopedia). Das Auftreten
polycystischer Ovarien im Ultraschall ist haufig, aber keine grundlegende Voraussetzung flr die
Diagnose des PCOS. Die Symptome und deren Schwere sind bei den einzelnen Patientinnen sehr
unterschiedlich ausgepréagt.

Das PCOS ist die verbreitetste Ursache flr anovulatorische Infertilitdt und Hirsutismus (Dunaif und
Thomas 2001), (Franks 1995)). Ebenso ist das PCOS mit verschiedenen Stdrungen in der



2. Einleitung 26

Reproduktion, des Metabolismus und der allgemeinen Gesundheit verbunden. Dazu zahlen ein
erhdhtes Risiko von Fehlgeburten, Insulinresistenz, kardiovaskuldre Erkrankungen oder
Krebserkrankung der Gebarmutterschleimhaut (Bauer et al. 2000). Adipositas tritt auch haufig bei
Frauen mit PCOS auf (Franks 1995).

Bei Frauen im geschlechtsreifen Alter (zwischen 12 und 45 Jahren) ist das PCOS eine der h&ufigsten
Stoffwechselerkrankungen. Zwischen vier und zehn Prozent dieser Frauen sind davon betroffen
(Carmina und Lobo 1999). Diese komplexe, heterogene Stérung scheint eine der hauptsachlichen
Ursachen flr die weibliche Subfertilitdt (Azziz et al. 2004, Boomsma et al. 2008, Goldenberg und
Glueck 2008) und die haufigste endokrine Problematik bei Frauen im gebéarfahigen Alter (Teede et al.
2010) zu sein.

2.7 In vitro Fertilisation

Die in vitro Fertilisation ist eine Form der assistierten Reproduktionstechniken (ART). Diese Methode
der kinstlichen Befruchtung zur Kinderwunschtherapie ist gut geeignet fiir Frauen mit beschadigten
Eileitern, bei schwerer Endometriose, bei ungeklarter Kinderlosigkeit, bei PCOS, fir Altere,
gebéarfahige Frauen und bei male factor Infertilitdt (unzureichende Spermienzahl/Spermienqualitét).
Die in vitro Fertilisation wurde in den 1960er und 1970er Jahren von dem Biologen/Physiologen
Robert Edwards und dem Gynakologen Patrick Steptoe entwickelt und wird seit 1978 erfolgreich
eingesetzt (Steptoe und Edwards 1978). 2010 erhielt Robert Edwards daflir den Nobelpreis.

Der erste Schritt bei der IVF ist die Hormonbehandlung. Die Eigentétigkeit der Eierstdcke wird durch
die Gabe von GnRH-Antagonisten gehemmt, um durch die anschlieBende hormonelle Stimulation
mehr als eine Eizelle zum Wachstum anzuregen. Durch die GnRH-Antagonisten wird die kérpereigene
Produktion von FSH und LH unterdriickt, ebenso wie die Reifung der Eizellen und die Produktion von
Ostradiol. Nach dieser ovariellen Suppression erfolgt die Stimulation der Eierstdcke mit
Gonadotropinen (FSH), wodurch mehrere Eizellen gleichzeitig in einem Zyklus heranreifen. Die
Reifung der Eizellen wird durch Ultraschall- und Ostradioluntersuchungen kontrolliert. Durch die Gabe
des Hormons hCG (humanes Choriongonadotropin) wird die Ovulation ausgeldst. Im nachsten Schritt
werden die Eizellen durch Follikelpunktion gewonnen und anschlieBend im Reagenzglas mit den
Spermien zusammengebracht. Im Brutschrank in einer N&hrldsung kommt es im Idealfall zur
Befruchtung der Eizelle, wobei eine sogenannte Zygote entsteht. Bei geringer Aussicht auf
Befruchtung wird ein Spermium direkt in die Eizelle injiziert (ICSI, Intracytoplasmic Sperm Injection).
Der letzte Schritt ist der Embryotransfer. Dabei werden zwei bis drei der befruchteten Embryonen in
die Gebarmutter eingesetzt. Die Einnistung des Embryos wird durch die Gabe von weiteren Hormonen
geférdert. Etwa 14 Tage nach der Follikelpunktion kann eine sichere Aussage Uber den Erfolg der
kinstlichen Befruchtung gemacht werden. (van Voorhis 2007, http://www.nlm.nih.gov/
medlineplus/ency/article/007279.htm)
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2.8 Ziele der Arbeit

Uber die meisten molekularen Faktoren, welche die Follikelreifung und Atresie im humanen Ovar
steuern, ist wenig bekannt. Mdglicherweise sind Neurotrophine, z.B. NGF, an diesem Prozess
beteiligt.

Daher war es das Ziel dieser Studie, die molekulare Zusammensetzung und die Funktion eines
proNGF/NGF-Systems (Liganden und Rezeptoren) im humanen Ovar zu untersuchen. Der Fokus lag
vor allem auf NGF und den Komponenten, die fir dessen Wirkung in der Zelle nétig sind. Fir die
Experimente wurden zum einen Follikelflissigkeiten und humane Granulosazellen als Modellsystem
verwendet, das die Situation im menschlichen Ovar in vitro widerspiegeln sollte. Die
Follikelflissigkeiten sowie die Granulosazellen wurden aus Follikelpunktionen von Frauen gewonnen,
die sich einer in vitro Fertilisation unterzogen. Zum anderen wurde zur Uberpriifung der in vitro
Ergebnisse ovarielles Gewebe von Mensch und Rhesusaffe fiir immunhistologische Studien
verwendet, das die in vivo Situation widerspiegelt.

Es sollte zuerst Uberprift werden, ob neben NGF auch dessen Pro-Form proNGF in den humanen
Granulosazellen und der Follikelflissigkeit vorhanden ist. AuBerdem sollten die fir die Wirkung von
NGF und proNGF nétigen Rezeptoren TrkA, p75™ "~ und Sortilin in den Granulosazellen nachgewiesen
werden. Da fir die Prozessierung von proNGF zu NGF bzw. fir den Abbau des reifen NGF Proteasen
wie MMP7 und MMP9 nétig sind, sollte auch das Vorkommen dieser beiden Prozessierungsenzyme in
den Granulosazellen und der Follikelflissigkeit untersucht werden.

Im Vergleich zum Nervensystem sind die Signalwege von proNGF und NGF sowie deren Effekte im
humanen Ovar weitgehend unbekannt. Daher sollten auch die Effekte von proNGF und NGF auf die
kultivierten humanen Granulosazellen analysiert werden. Dabei standen die Zellproliferation und die
Apoptose sowie die Wirkung dieser beiden Faktoren (proNGF und NGF) auf die MAPK und den
Transkriptionsfaktor Egr-1 im Vordergrund.

NGF ist mdglicherweise auch im humanen Ovar an der Follikelreifung beteiligt. Da diese bei PCOS
Patientinnen jedoch in verdnderter Weise ablauft, stellte sich die Frage, ob das untersuchte
proNGF/NGF-System daran beteiligt sein kann. Dazu sollte der mRNA Gehalt einzelner Faktoren in
den humanen Granulosazellen von Frauen aus beiden Patientengruppen (Patientinnen ohne und mit
PCOS) an bestimmten Kultivierungstagen verglichen werden.

Ein weiteres wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirkung von Decorin auf die
humanen Granulosazellen. In einer frilheren Arbeit mit HTPC (Dissertation Marion Adam) konnte
gezeigt werden, dass Decorin die Phosphorylierung des NGF Rezeptors TrkA ausldst. Daher sollte
zum einen Uberprift werden, ob Decorin auch in den humanen Granulosazellen und der
Follikelflissigkeit exprimiert wird. Zum anderen sollte getestet werden, welchen Einfluss Decorin auf

die Vitalitat der Zellen hat und ob die intrazellularen Ca**-Spiegel durch Decorin verandert werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der Komponenten des proNGF/NGF-Systems in humanen

Granulosazellen

Um eine mdgliche Beteiligung des proNGF/NGF-Systems im humanen Ovar an der Regulation der
Follikelreifung zu untersuchen, wurde zunadchst getestet, ob die einzelnen Komponenten dieses
Signalwegs in den humanen Granulosazellen, die direkt aus Follikelpunktionen von IVF-Patientinnen
gewonnen wurden, vorhanden sind. Dadurch sollte auch die humane Granulosazellpréparation als
Modell fir die Bedeutung von proNGF und NGF im humanen Ovar etabliert werden.

Die Zellen stammten sowohl von Patientinnen ohne PCOS (male factor oder andere Ursachen fiir die
IVF) als auch von Patientinnen mit PCOS, die sich einer in vitro Fertilisation unterzogen haben. Dabei
Uberwogen jedoch die Granulosazellen von Patientinnen ohne PCOS, da die Zellmenge von PCOS
Patientinnen sehr limitiert war. Soweit es im Folgenden nicht anders angegeben ist, sind mit den

humanen Granulosazellen immer die Zellen von IVF-Patientinnen ohne PCOS gemeint.

3.1.1 ProNGF und NGF
3.1.1.1 ProNGF und NGF werden in humanen Granulosazellen exprimiert
Zunachst wurde die Expression von proNGF und NGF in humanen Granulosazellen an

unterschiedlichen Kultivierungstagen untersucht.

Die proNGF/NGF mRNA Level (RT-PCR) nahmen im Verlauf der Kultivierungsdauer von Tag 1 bis
Tag 5 deutlich ab (Abbildung 11A). In der PCR-Reaktion wurde sowohl proNGF als auch NGF
detektiert, da die mRNA fiir proNGF codiert, das posttranslational zu NGF prozessiert wird.

ProNGF konnte auch auf Proteinebene in humanen Granulosazellen mittels proNGF Antikdrper
nachgewiesen werden (Abbildung 11B). Die Menge an in den Zellen exprimiertem proNGF war an den
einzelnen Tagen in etwa gleich groB3, mit einer leichten Tendenz zur Abnahme wahrend der
Kultivierung. Die Identitdt der proNGF Bande wurde durch Praadsorption des Priméarantikérpers
(Inkubation des proNGF Antikérpers mit mehrfachem Uberschuss an proNGF Peptid vor dem Western
Blot) verifiziert (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: ProNGF/NGF Expression wurde in hGC detektiert.

A: An unterschiedlichen Kultivierungstagen wurde proNGF/NGF auf mRNA Ebene
detektiert. Die Menge an mMRNA nahm wéhrend der Dauer der Kultivierung stark ab.
Als Kontrollen wurden DEPC Wasser (-) bzw. RNA anstelle von cDNA flr die RT-
PCR-Reaktion verwendet. B-Aktin diente als interner Standard. B: ProNGF war
ebenfalls auf Proteinebene an unterschiedlichen Kultivierungstagen in hGC
detektierbar. Die Préaadsorption diente als Kontrolle, 3-Aktin als interner Standard.

Des Weiteren konnte proNGF/NGF mRNA (RT-PCR) auch in cDNA Proben von ovariellem Gewebe
aus Rhesusaffen (Abbildung 12) nachgewiesen werden.

103 bp proNGF / NGF

400 bp : Ubiquitin

Rhesusaffe

Abbildung 12: ProNGF/NGF mRNA
Expression wurde im Affenovar
nachgewiesen.

Ubiquitin ~ diente  als interner
Standard.

Wie schon anhand der RT-PCR Ergebnisse (Abbildung 11A) zu sehen war, nahm die proNGF/NGF
mRNA Menge im Laufe der Kultivierungstage 1 bis 5 sehr stark ab. Diese Abnahme wurde quantitativ
anhand von qPCR Experimenten weiter bestdtigt (Abbildung 13A). Die beiden unterschiedlichen
Patientenpools zeigten ebenso eine deutliche Tendenz der Abnahme der mRNA Level von
proNGF/NGF (Abbildung 13A) wie die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR (Abbildung 11A).

Um herauszufinden, ob sich die Expression von proNGF/NGF mRNA in den humanen
Granulosazellen von PCOS Patientinnen unterschiedlich zu denen von Patientinnen ohne PCOS

verhalten, wurden diese ebenso wie der mRNA Gehalt in den Zellen von Patientinnen ohne PCOS
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quantitativ. durch qPCR Experimente untersucht. Aufgrund der limitierten Probenmenge von
Granulosazellen aus PCOS Patientinnen konnte das Expressionsmuster nur anhand einer einzelnen
Probenreihe als Vorversuch getestet werden.

Im Verlauf der Kultivierung von bis zu finf Tagen nahm die mRNA Menge von proNGF/NGF ebenso
wie in den Zellen aus Patientinnen chne PCOS deutlich ab (Abbildung 13B). Der proNGF/NGF Gehalt
sank schon am zweiten Kultivierungstag auf weniger als die Haélfte der Ausgangswertes an

Kultivierungstag 1 ab.

proNGF/NGF mRNA Level
™ nichtPCOS
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Abbildung 13: Der proNGF/NGF mRNA Gehalt in hGC von
Patientinnen ohne und mit PCOS nahm wahrend der Kultivierung
ab.

gqPCR Experimente. A: Zwei unterschiedliche Probenreihen (n=2) von
hGC aus Patientinnen ohne PCOS, die zwischen einem und funf Tagen
kultiviert wurden, zeigten eine deutliche Abnahme der proNGF/NGF
mRNA Menge in den Zellen. Mittelwert +SD (schwarzer Balken). B:
Anhand einer Probenreihe konnten Indizien gesammelt werden, dass
die proNGF/NGF mRNA Level in hGC aus PCOS Patientinnen im
Vergleich zu Tag 1 ebenso deutlich abnahmen wie in den Zellen aus
Patientinnen ohne PCOS. Normierung der Werte jeweils auf Tag 1.
GAPDH wurde als interner Standard verwendet.
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Da fir die Kultivierung der humanen Granulosazellen aus PCOS Patientinnen mit Probennahme an
mehreren aufeinanderfolgenden Tagen (jeweils von Zellen derselben Patientin) nicht genlgend
Material zur Verfllgung stand, wurde der Vergleich des mRNA Gehalts bestimmter Faktoren
(proNGF/NGF, Sortilin: sieche 4.1.2 und MMP9: siehe 4.1.3) in den humanen Granulosazellen aus
Patientinnen mit und ohne PCOS auf bestimmte Kultivierungstage beschrankt. Fir diesen Vergleich
wurden zum einen frische, noch unkultivierte Zellen von Tag 0 ausgewahlt. Zum anderen wurden
Zellen von Kultivierungstag 3 verwendet, wie auch fir die meisten anderen Experimente. Tag 3 wurde
ausgewahlt, da an diesem Versuchstag die proNGF/NGF Expression sehr gering war und somit
hauptsachlich das exogen zugegebene proNGF bzw. NGF fir die Wirkung dieser beiden Faktoren

verantwortlich ist.

Fir den quantitativen Vergleich der mRNA Level an Tag 0 standen drei Einzelproben von PCOS
Patientinnen zur Verflgung. Um eine Zunahme oder Abnahme der mRNA Menge in den
Granulosazellen von PCOS Patientinnen im Vergleich zu der in den Zellen von Patientinnen ohne
PCOS zu zeigen, wurden die erhaltenen Werte jeweils auf einen Pool aus 11 Einzelpatientinnen ohne
PCOS abgeglichen. An Kultivierungstag 3 wurden acht PCOS Proben verwendet, die jeweils auf einen
Pool von 10 Einzelpatientinnen ohne PCOS abgeglichen wurden. Fir die statistische Auswertung der

wahrscheinlich nicht normalverteilten Werte wurde der Wilcoxon ranc sum Test verwendet.

In den frischen, unkultivierten Zellen (Tag 0) konnten keine signifikanten Anderungen (p = 1,25) im
MRNA Gehalt von proNGF/NGF bei den PCOS Patientinnen im Vergleich zu den Patientinnen ohne
PCOS gefunden werden (Abbildung 14A). Die einzelnen Werte der PCOS Patientinnen streuten. Zwei
der drei Proben lagen etwas unter der Menge bei den Patientinnen ohne PCOS, die dritte Probe
dagegen deutlich Uber dem Vergleichswert.

An Versuchstag 3 lagen alle acht Proben der PCOS Patientinnen unter der mRNA Menge von
proNGF/NGF in den Granulosazellen der Patientinnen ohne PCOS. Auch diese Proben streuten sehr.

Der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen war dennoch signifikant (p = 0,0078).
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Abbildung 14: Vergleich der proNGF/NGF mRNA Level in hGC von Patientinnen ohne und
mit PCOS.

gPCR Experimente. A: Der Vergleich der frischen, unkultivierten Zellen (Tag 0) beider
Patientengruppen zeigte keinen signifikanten Effekt einer Zu- oder Abnahme der mRNA von
proNGF/NGF bei den PCOS Patientinnen. p = 1,25 (Wilcoxon rank sum Test). B: An Tag 3 ist eine
signifikante Abnahme (*) der proNGF/NGF Konzentrationen in den hGC aus PCOS Patientinnen zu
erkennen. p = 0,0078 (Wilcoxon rank sum Test).

Zuséatzlich zur Pro-Form proNGF wurde auch das reife NGF in den humanen Granulosazellen
nachgewiesen (Abbildung 15). Mit dem NGF Antikdrper ist es mdglich, gleichzeitig neben NGF auch
proNGF nachzuweisen, da das Epitop des Antikdrpers auf der Sequenz des reifen NGF liegt. Da
jeweils das gleiche Epitop erkannt wird, kann davon ausgegangen werden, dass das Signal fir beide
Proteine in gleichem MaBe von der Proteinmenge abhangt und daraus eine relative proNGF/NGF
Mengenbestimmung maéglich ist. Das Verhéltnis von proNGF zu NGF lieg bei den hier aufgetragenen
Proben (Abbildung 15) zwischen 5/1 und 16/1 (proNGF/NGF).

35kDa |

proNGF
15 kDa - - | NGF
42kDa |- D a— e | PAKN

1 2 3 4 5

Kultivierungstage

Abbildung 15: NGF wurde in hGC exprimiert.

NGF konnte an unterschiedlichen Kultivierungstagen in hGC auf
Proteinebene in geringen Mengen detektiert werden. Mit dem NGF
Antikérper konnte gleichzeitig auch proNGF in den Zellen
nachgewiesen werden. ProNGF schien in den hGC die
mengenmafig dominantere Form von beiden Proteinen zu sein. B-
Aktin diente als interne Kontrolle. Das Verhaltnis proNGF/NGF liegt
hier zwischen 5/1 und 16/1.
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Auch in ovariellem Gewebe, sowohl von Mensch als auch von Rhesusaffen, wurden proNGF und NGF
nachgewiesen. So war im Gewebe aus humanen Ovarien proNGF in den Granulosazellen und den
Thekazellen vorhanden (Abbildung 16A). Des Weiteren war proNGF auch in der Follikelflissigkeit
nachweisbar. NGF hingegen konnte nur in den Granulosa- und Thekazellen des humanen ovariellen

Gewebes nachgewiesen werden (Abbildung 16C).

A proNGF | | B proNGF | | C L NGF
Praadsorption o
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TC GC e
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Abbildung 16: ProNGF und NGF wurden im humanen Ovar nachgewiesen.
Immunhistochemische Farbungen von in Paraffin eingebettetem humanem
ovariellen Gewebe. A: ProNGF konnte in der FF sowie den GC und den TC
nachgewiesen werden. B: ProNGF Praadsorption als Kontrolle. C: GC und TC
zeigten eine positive Farbung fir NGF. D: Kontrolle mit dem Sekundarantikérper.
E: Kontrolle mit Ratten Normalserum. Positive Farbung der Schnitte war braun.
Teilweise wurden die Schnitte mit Hematoxylin gegengefarbt. MaBstabsleiste:
~100 pum.

Wie im humanen Ovar wurde proNGF auch im Affenovar in den Granulosa- und Thekazellen sowie in

der Follikelflissigkeit nachgewiesen (Abbildung 17A).
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Abbildung 17: ProNGF wurde im Affenovar nachgewiesen.
Immunhistochemische Farbung von in Paraffin eingebettetem ovariellen Gewebe
von Rhesusaffen. A: ProNGF war in der FF, den GC sowie den TC nachweisbar.
B: ProNGF Praadsorption als Kontrolle. C: Kontrolle mit dem Sekundéarantikérper.
Positive Farbung der Schnitte war braun. MaBstabsleiste: ~100 pm.

3.1.1.2 ProNGF ist ein Bestandteil der Follikelfliissigkeit

Da proNGF sowohl in den Granulosazellen als auch in der Follikelflissigkeit von Gewebeschnitten
anhand immunhistochemischer Farbungen von ovariellem Gewebe aus Mensch und Rhesusaffe
(Abbildung 16A und Abbildung 17A) nachgewiesen wurde, wurde in einem n&chsten Schritt
untersucht, ob die Follikelflissigkeit von punktiertem Gewebe ebenfalls proNGF enthalt.

Es konnte gezeigt werden, dass proNGF in der Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen vorhanden war
(Abbildung 18).

- B

35 <€~ ProNGF

25

kDa 1 2 3 4 5

IVF-Patientinnen

Abbildung 18: ProNGF wurde in der FF gefunden.

Western Blot: ProNGF (~ 35 kDa) konnte in der FF von finf
unterschiedlichen IVF-Patientinnen nachgewiesen werden. 30
pg Gesamtprotein wurden aufgetragen. Aufgrund der
molekularen Masse ist vermutlich die untere Bande proNGF.
*: Albuminbande.

Um die im Western Blot erhalten Ergebnisse zu bestatigen und um herauszufinden, in welcher Menge
proNGF in der Follikelflissigkeit vorhanden ist, wurden weitere Follikelflissigkeiten von IVF-
Patientinnen in einem proNGF ELISA getestet. Zudem wurden auch Follikelflissigkeiten von IVF-
Patientinnen mit PCOS getestet. Der Vergleich der Follikelflissigkeiten von Patientinnen ohne und mit

PCOS sollte zeigen, ob es auch hier zwischen diesen beiden Patientengruppen Unterschiede im
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proNGF Gehalt gibt, ebenso wie es in den drei Tage kultivierten humanen Granulosazellen auf mRNA
Ebene beobachtet wurde.

Mittels proNGF ELISA konnte proNGF in der Follikelflissigkeit von jeweils 12 verschiedenen IVF-
Patientinnen (sowohl Patientinnen mit PCOS als auch Patientinnen ohne PCOS) quantifiziert werden.
Tendenziell lagen die proNGF Konzentrationen in den Proben der PCOS Patientinnen etwas unter
denen der Patientinnen ohne PCOS, jedoch ohne signifikanten Unterschied (p = 0,312; Mann Whitney
Test) (Abbildung 19). Im Mittel waren in der Follikelflissigkeit von Patientinnen ohne PCOS etwa 0,47
ng/ml proNGF enthalten, bei PCOS Patientinnen nur etwa 0,35 ng/ml proNGF. Eine sichere Aussage
lieB sich jedoch nicht treffen, da sich die proNGF Mengen der einzelnen Patientinnen in beiden
Gruppen sehr inhomogen verhielten. Die Konzentrationen von proNGF in der Follikelflissigkeit von
Patientinnen ohne PCOS variierte zwischen 0,06 ng/ml und 1,22 ng/ml, in der Follikelflissigkeit von

PCOS Patientinnen zwischen 0,11 ng/ml und 0,82 ng/ml.
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Abbildung 19: Die proNGF Mengen in der FF von
PCOS Patientinnen waren tendenziell geringer als
bei Patientinnen ohne PCOS.

In der FF von PCOS Patientinnen war tendenziell
weniger proNGF enthalten als in der FF von
Patientinnen ohne PCOS. In beiden Patientengruppen
streuten die einzelnen Messwerte jedoch so sehr, so
dass nur von einer Tendenz ausgegangen werden
konnte.  Aufgetragen wurden jeweils die 12
Einzelmessungen mit dem Mittelwert (0,47 ng/ml bei
nicht PCOS bzw. 0,35 ng/ml bei PCOS) +SD. Median:
0,45 ng/ml bei nicht PCOS bzw. 0,28 ng/ml bei PCOS. p
=0,312.
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3.1.2 Die Rezeptoren von proNGF und NGF: TrkA, p75""™® und Sortilin
ProNGF und NGF wirken Uber unterschiedliche Signalwege. Dazu sind teilweise verschiedene
Rezeptoren fir diese beiden Proteine nétig. Die Signalweiterleitung von proNGF erfolgt Gber einen

NTR

Komplex aus den Rezeptoren p75" " und Sortilin. Die Wirkung von NGF hingegen wird {ber einen

Rezeptorkomplex aus TrkA und ebenfalls p75NTR

vermittelt. Ob diese Rezeptoren in den humanen
Granulosazellen vorhanden sind und ob somit die Grundvoraussetzung fiir eine Signaltransduktion
durch proNGF und NGF gegeben ist, wurde sowohl auf mRNA Ebene als auch auf Proteinebene an

unterschiedlichen Kultivierungstagen untersucht.

Die mRNA Level (RT-PCR) von TrkA und Sortilin verhielten sich im Laufe der Kultivierungsdauer sehr
ahnlich und zeigten eine leichte Zunahme an Kultivierungstagen 4 und Kultivierungstag 5 (Abbildung
20A). Die mRNA Menge von p75"'" (RT-PCR) nahm im Verlauf der Kultur stark zu, wobei die
Expression an Tag 3 am hdchsten war und dann wieder leicht abnahm (Abbildung 20A).

Die Proteinmenge der einzelnen Rezeptoren (Abbildung 20B) verhielten sich &hnlich zum mRNA
Gehalt (Abbildung 20A). TrkA war auf Proteinebene an verschiedenen Tagen wahrend der
Kultivierung vorhanden und zeigte an den einzelnen Kultivierungstagen keine groBen Schwankungen

in seiner Expression. Bei dem p75NTR

Rezeptor nahm die Proteinmenge an Tag 2 der Kultivierung zu
und sank dann bis zum fiinften Tag der Kultivierung wieder ab. Die Proteinmenge von Sortilin wurde
im Verlauf der finf Kultivierungstage deutlich mehr. Die Identitat der Sortilin Bande wurde durch

Praadsorption tGberprift (Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Die Rezeptoren fiir proNGF und NGF wurden in hGC
nachgewiesen.

A: Die Expression der RezeRtoren fir NGF (TrkA und p75NTR) sowie der
Rezeptoren fiir proNGF (p75"'" und Sortilin) wurden an unterschiedlichen
Kultivierungstagen in den hGC auf mRNA Ebene nachgewiesen. B-Aktin wurde
als interner Standard verwendetN DEPC Wasser (-) bzw. RNA anstelle von cDNA
als Kontrolle. B: TrkA, p75 TR Und Sortilin konnten an verschiedenen
Kultivierungstagen ebenfalls auf Proteinebene detektiert werden. Die
Proteinmengen der einzelnen Rezeptoren veradnderten sich in den finf
Kultivierungstagen wenig (TrkA und p75NTR) bzw. nahmen deutlich zu (Sortilin).
Die Praadsorption von Sortilin wurde als Kontrolle und B-Aktin als interner
Standard verwendet.

Die genaue Quantifizierung des Sortilin mRNA Gehalts in den humanen Granulosazellen erfolgte
mittels gPCR. Ebenso wie fir proNGF/NGF (Abbildung 13) wurde die Expression von Sortilin auf
mRNA Ebene auch in den humanen Granulosazellen von PCOS Patientinnen untersucht.

Die beiden untersuchten Probenreihen von humanen Granulosazellen verhielten sich tendenziell
unterschiedlich (Abbildung 21A). Bei der ersten Probenreihe (rosa Werte) stiegen die Sortilin mRNA
Level im Vergleich zu Tag 1 erst langsam Uber diese Konzentration an (Tag 2 und Tag 3) und an
Kultivierungstag 4 und Kultivierungstag 5 bis Uber die 2fache Menge von Tag 1.

Die Zweite Probenreihe (blaue Werte) zeigte an Tag 2 der Kultur einen deutlichen Abfall des mRNA
Gehalts von Sortilin bis unter die Hélfte der an Tag 1 vorhandenen Menge. Im weiteren Verlauf der
Kultivierung der Zellen nahm die Menge an Sortilin wieder zu, erreichte aber nicht so hohe Werte wie
in Probenreihe eins. Die mMRNA Level von Sortilin lagen an Tag 5 bei der zweiten Probenreihe (blaue

Werte) nur knapp Uber dem Ausgangswert an Tag 1.
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Die Sortilin mRNA Expression in den humanen Granulosazellen von PCOS Patientinnen (Abbildung
21B), die anhand einer Probenreihe erhalten wurde, verhielt sich ahnlich zur zweiten Probenreihe
(blaue Werte) mit Zellen aus Patientinnen ohne PCOS. Bei den PCOS Patientinnen sank die Menge
bis zum dritten Tag ab, jedoch nicht so stark wie in den Granulosazellen aus Patientinnen ohne
PCOS, und stieg dann im weiteren Verlauf wieder leicht an, jedoch nicht bis zum Ausgangswert an

Tag 1.
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Abbildung 21: Sortilin mRNA Level in hGC von Patientinnen ohne
und mit PCOS im Verlauf von fiinf Kultivierungstagen.

gPCR Experimente. A: Zwei unterschiedliche Probenreihen (n=2) an
hGC aus Patientinnen ohne PCOS zeigten unterschiedliche Verlaufe
der mRNA Expression von Sortilin  wahrend der funftagigen
Kultivierung. Mittelwert +SD (schwarzer Balken). B: Eine Probenreihe
von hGC aus PCOS Patientinnen zeigte im Verlauf der Kultivierung
zuerst eine Abnahme bis Tag 3 und anschlieBend wieder eine
Zunahme der Sortilin mMRNA Menge bis zum flinften Tag in Kultur.
Normierung der Werte jeweils auf Tag 1. GAPDH wurde als interner
Standard verwendet.
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Wie schon fir proNGF/NGF (Abbildung 14) wurden auch die mRNA Mengen von Sortilin in den
humanen Granulosazellen aus Patientinnen ohne und mit PCOS an Tag 0 und an Tag 3 quantitativ
miteinander verglichen.

Bei den frischen, noch nicht kultivierten Zellen (Tag 0) lagen die mRNA Werte von Sortilin in den
Granulosazellen von PCOS Patientinnen bei zwei Proben leicht iber dem Wert aus dem Pool von 11
Patientinnen ohne PCOS (Abbildung 22A). Die dritte Probe zeigte einen deutlich erhdhten
Sortilingehalt bei den PCOS Patientinnen. Dennoch war die Erhéhung der Sortilin mRNA Expression
in den PCOS Patientinnen im Vergleich zu den Patientinnen ohne PCOS nicht signifikant (p = 0,25;
Wilcoxon rank sum Test).

An Kultivierungstag 3 lagen die mRNA Mengen von Sortilin in den humanen Granulosazellen von
sechs der acht untersuchten Proben aus PCOS Patientinnen liber dem Wert aus dem Pool von zehn
Patientinnen ohne PCOS (Abbildung 22B). Die anderen beiden Werte lagen knapp bis deutlich unter
dem Vergleichswert. Die statistische Auswertung ergab, dass der mRNA Gehalt von Sortilin an
Kultivierungstag 3 bei den PCOS Patientinnen im Vergleich zu den Patientinnen ohne PCOS nicht
signifikant erhéht war (p = 0,109, Wilkoxon rank sum Test).

A Vergleich hGC B Vergleich hGC
nicht PCOS - PCOS nicht PCOS - PCOS
an Tag 0 an Tag 3
Sortilin mRNA Level Sortilin mRNA Level
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2 25 - * @ 20-
£ 20- b4 ¢
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2 154 2 0‘0
3 » 2 104 . .
g 107 . 2
(] (]
(SR e 05
0.0 0.0
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Abbildung 22: Vergleich der Sortilin mRNA Level in hGC von Patientinnen ohne und mit
PCOS.

gqPCR Experimente. A: Der Vergleich der frischen, unkultivierten Zellen (Tag 0) beider
Patientengruppen zeigte keine signifikante Zunahme der mRNA Level von Sortilin bei den PCOS
Patientinnen. p = 0,25 (Wilcoxon rank sum Test). B: An Tag 3 war ebenfalls keine signifikante
Zunahme der Sortilinmenge in den hGC aus PCOS Patientinnen zu erkennen. p = 0,109 (Wilcox
rank sum Test).
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Um eine Konservierung dieses Systems zu Uberprifen, wurde auch untersucht, ob die einzelnen
Rezeptoren im Rhesusaffen exprimiert werden. Tatsachlich konnten alle drei Rezeptoren — TrkA,
p75""™" und Sortilin — in den Proben aus ovariellem Gewebe von Rhesusaffen nachgewiesen werden
(RT-PCR) (Abbildung 23).

109 bp TrkA

663 bp p75NTR

232 bp Sortilin

400 bp Ubiquitin

U000

Rhesusaffe

Abbildung 23: Nachweis der
Rezeptoren fir proNGF und NGF im
Affenovar.

RT-PCR: TrkA (Rezeptor fir NGF),
Sortilin (Rezeptor fir proNGF) sowie
p75NTR (Rezeptor fur beide Proteine)
wurden in  ovarieller cDNA aus
Rhesusaffen detektiert. Ubiquitin diente
als interne Kontrolle.

Des Weiteren wurde das Vorkommen von TrkA in humanem ovariellem Gewebe untersucht. Dabei
konnte der NGF Rezeptor TrkA in den Granulosa- und Thekazellen im humanen Ovar nachgewiesen
werden (Abbildung 24A).

A MY | TrkA | | B Kotrolle | | C Kontrolle

tet it GC

Abbildung 24: TrkA wurde im humanen Ovar nachgewiesen.
Immunhistochemische Féarbungen von in Paraffin eingebettetem ovariellen
Gewebe. A: TrkA wurde in GC und TC exprimiert. B: Kontrolle mit dem
Sekundarantikérper. C: Kontrolle mit Ratten Normalserum. Positive Farbung der
Schnitte war braun. Teilweise wurden die Schnitte mit Hematoxylin gegengefarbt.
MaBstabsleiste: ~100 um.

Somit konnten weitere wichtige Faktoren des proNGF/NGF-Systems, namlich die Rezeptoren TrkA,
p75NTR und Sortilin, im in vitro System in den humanen Granulosazellen und TrkA in vivo in den

humanen Gewebeschnitten nachgewiesen werden.
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3.1.3 Die Prozessierungsenzyme MMP7 und MMP9 sind im humanen und im
Affenfollikel vorhanden:

NGF wird nicht als reifes Protein, sondern als Pro-Form — proNGF — in der Zelle synthetisiert. Fir die
Bildung des reifen NGF aus proNGF sind Proteasen nétig. MMP7 gehért zu den Proteasen, die
proNGF extrazelluldr zu NGF abbauen. Wird das reife NGF in der Zelle nicht mehr benétigt, wird es
ebenfalls durch eine Protease, MMP9, abgebaut. Um einen theoretisch funktionellen proNGF/NGF-
Signalweg nachzuweisen, wurde als néchstes untersucht, ob die fiir die posttranslationale
Umwandlung von proNGF zu NGF bzw. die fir den Abbau von NGF erforderlichen Proteasen in den
humanen Granulosazellen wéhrend der Kultivierungstage 1 bis 5 auf mRNA Ebene und Proteinebene
vorhanden sind.

Beide Proteasen — MMP7 und MMP9 — wurden auf mRNA Ebene (Abbildung 25A) durch RT-PCR
nachgewiesen. Die Expression der MMP7 mRNA nahm im Verlauf der flnftdgigen Kultivierung
deutlich ab und war an Kultivierungstag 5 nicht mehr nachweisbar. Der mRNA Gehalt von MMP9
variierte an den einzelnen Kultivierungstagen, stieg jedoch nicht Gber die Menge an mRNA an Tag 1
an.

Die Proteilevel von MMP7 und MMP9 (Abbildung 25B) verhielt sich im Vergleich zur mRNA Menge
(Abbildung 25A) anders. MMP7 Protein wurde im Laufe der Kultivierungstage 1 bis 3 mehr und sank
dann in seiner Expression wieder etwas ab, jedoch nicht unter die Menge, die an Tag 1 gebildet
wurde. MMP9 war an allen Kultivierungstagen nachweisbar. Dabei war an den Kultivierungstagen 1

bis 3 etwas mehr Protein in den Zellen vorhanden als an Kultivierungstag 4 und Kultivierungstag 5.
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Abbildung 25: Die Abbauenzyme von proNGF und NGF wurden in hGC
detektiert.

A: Das proNGF Abbauenzym MMP7 wurde an unterschiedlichen
Kultivierungstagen auf mRNA Ebene in den hGC exprimiert. Dabei nahm die
Menge von MMP7 deutlich ab. Auch MMP9 — Abbauenzym fir NGF — wurde
in den hGC gebildet und veranderte seine Menge wahrend der Kultivierung
nur gering. Als Kontrolle wurde DEPC Wasser (-) bzw. RNA anstatt cDNA
verwendet. B-Aktin diente als interner Standard. B: MMP7 und MMP9 wurden
ebenfalls auf Proteinebene nachgewiesen. Die Menge an MMP7 nahm an
den ersten Kultivierungstagen zu und wurde an Tag 4 und Tag 5 wieder
weniger. MMP9 hingegen war an allen Kultivierungstagen nur in geringen
Mengen detektierbar. B-Aktin diente als interner Standard.

Zur quantitativen Bestatigung der RT-PCR Ergebnisse Uber den mRNA Gehalt von MMP9 in den
humanen Granulosazellen im Verlauf der flinftdgigen Kultivierungsdauer wurden gPCR Experimente
mit zwei unterschiedlichen Probenreihen durchgefihrt. AuBerdem wurde anhand einer Probenreihe
die Expression von MMP9 auf mRNA Ebene in den humanen Granulosazellen von PCOS
Patientinnen untersucht.

Generell war in beiden Patientengruppen — sowohl bei Patientinnen ohne als auch bei Patientinnen
mit PCOS — eine deutliche Abnahme der MMP9 mRNA im Laufe der flnftagigen Kultur zu erkennen.
Der mRNA Gehalt von MMP9 in den humanen Granulosazellen aus Patientinnen ohne PCOS nahm
bis zu Kultivierungstag 3 deutlich ab, stieg an Tag 4 wieder leicht an, um an Tag 5 wieder auf etwa die
Werte an Tag 3 abzusinken (Abbildung 26A).

Der mRNA Gehalt der Protease MMP9 in den humanen Granulosazellen aus PCOS Patientinnen
sank bis zum vierten Kultivierungstag deutlich ab und stieg an Kultivierungstag 5 wieder etwa auf die
Menge von Tag 3 an (Abbildung 26B).
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Abbildung 26: Die MMP9 mRNA Level in hGC von Patientinnen
ohne und mit PCOS nahmen im Verlauf der Kultivierung ab.

gPCR Experimente. A: Die MMP9 mRNA Menge in hGC von
Patientinnen mit und ohne PCOS nahm bis zum flnften Tag der
Kultivierung deutlich ab. Mittelwert +SD (schwarzer Balken). n=2 B:
Eine Probenreihe von hGC aus PCOS Patientinnen zeigte im Verlauf
der Kultivierung ebenfalls eine deutliche Abnahme der MMP9 mRNA
Level bis zum finften Tag in Kultur. Normierung der Werte jeweils auf
Tag 1. GAPDH wurde als interner Standard verwendet.

Im nachsten Schritt wurde der mRNA Gehalt von MMP9 in frischen, unkultivierten (Tag 0) und in drei
Tage kultivierten humanen Granulosazellen sowohl von Patientinnen mit als auch von Patientinnen

ohne PCOS quantitativ (QPCR) untersucht und miteinander verglichen.

Die mRNA Level von MMP9 in den noch unkultivierten Zellen (Abbildung 27A) verhielten sich &hnlich
zu denen von proNGF/NGF (vgl. Abbildung 14A). Zwei Proben der PCOS Patientinnen zeigten
tendenziell niedrigere Werte, die dritte Probe einen deutlich erhdhten Wert im Vergleich zu dem Wert

aus dem Pool aus 11 Patientinnen ohne PCOS. Aufgrund der groBen Schwankungen der einzelnen
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Messwerte ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen in der
Menge an vorhandener MMP9 mRNA (p = 1,25; Wilcoxon rank sum Test).

An Versuchstag 3 zeigten zwei der acht untersuchten PCOS Proben sehr deutlich erhéhte MMP9
Werte im Vergleich zu dem Wert aus dem Pool aus zehn Patientinnen ohne PCOS und auch im
Vergleich zu den restlichen Proben (Abbildung 27B). Die restlichen sechs Proben lagen in etwa
gleichmaBig Ober bzw. unter dem Vergleichswert der Patientinnen ohne PCOS. Somit war der
Unterschied zwischen der mRNA Menge von MMP9 in den Granulosazellen von Patientinnen ohne
und mit PCOS nicht signifikant (p = 0,383; Wilcoxon rank sum Test).
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Abbildung 27: Vergleich der MMP9 mRNA Level in hGC von Patientinnen ohne und mit
PCOS.

gqPCR Experimente. A: Der Vergleich der frischen, unkultivierten Zellen (Tag 0) beider
Patientengruppen zeigte keine signifikante Zu- oder Abnahme der mRNA von MMP9 bei den PCOS
Patientinnen. p = 1,25 (Wilcoxon rank sum Test). B: An Tag 3 war ebenfalls keine signifikante Zu-
oder Abnahme von MMP9 in den hGC aus PCOS Patientinnen zu erkennen. p = 0,383 (Wilcoxon
rank sum Test).

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass sowohl proNGF/NGF als auch ihre Rezeptoren TrkA,
p75NTR und Sortilin auf mRNA Ebene in Rhesusaffen vorhanden sind, sollten nun noch die einzelnen
Proteasen fiir den Abbau von proNGF zu NGF — MMP7 — sowie fir den Abbau von NGF — MMP9 —
nachgewiesen werden. Die Expression dieser beiden Proteasen konnte analog zum humanen System
im Rhesusaffen mittels RT-PCR bestatigt werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Die Abbauenzyme
fiir proNGF und NGF wurden im
Affenovar nachgewiesen.

MMP7 und MMP9 wurden in ovarieller
cDNA aus Rhesusaffen exprimiert.
Ubiquitin diente als interne Kontrolle.

Des Weiteren wurde untersucht, ob und in welchen Regionen MMP7 und MMP9 im ovariellen
Gewebe von Mensch und Rhesusaffe exprimiert werden. MMP7 konnte in humanem ovariellem
Gewebe in der Follikelflissigkeit sowie den Granulosa- und Thekazellen nachgewiesen werden
(Abbildung 29A).

A . mMmP7 || B Kotrolle | | ¢ Kontrolle
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Abbildung 29: MMP7 Expression wurde im humanen Ovar gezeigt.
Immunhistochemische Farbung von in Paraffin eingebettetem humanem
ovariellen Gewebe. A: MMP7 wurde in GC, TC und der FF exprimiert. B:
Kontrolle mit dem Sekundérantikérper. C: Kontrolle mit Ratten Normalserum.
Positive Farbung der Schnitte war braun. Teilweise wurden die Schnitte mit
Hematoxylin gegengefarbt. MaBstabsleiste: ~100 um.

In ovariellem Gewebe aus Rhesusaffen konnte MMP7 (Abbildung 30A) ebenso wie bei humanem
ovariellem Gewebe (Abbildung 29A) in den Granulosa- und Thekazellen sowie in der Follikelflissigkeit
nachgewiesen werden. MMP9 hingegen wurde nur in den Granulosa- und Thekazellen des ovariellen
Gewebes aus Rhesusaffen angefarbt (Abbildung 30B).
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Kontrolle

Abbildung 30: MMP7 und MMP9 wurden im Ovar von Rhesusaffen
detektiert.

Immunhistochemische Farbung von in Paraffin eingebettetem ovariellen
Gewebe aus Rhesusaffen. A: MMP7 Expression in GC, TC sowie der FF. B:
MMP9 Expression in GC und TC von Affenfollikeln. C: Kontrolle mit dem
Sekundéarantikdrper. Positive Farbung der Schnitte war braun. MaBstabsleiste:
~100 pum.

Da proNGF in der Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen (Abbildung 18) sowie anhand
immunhistochemischer Farbungen in der Follikelflissigkeit von humanem ovariellem Gewebe
(Abbildung 16) nachgewiesen werden konnte und ebenfalls anhand immunhistochemischer
Farbungen von humanem ovariellem Gewebe gezeigt werden konnte, dass MMP7 auch in der
Follikelflissigkeit (Abbildung 29) exprimiert wurde, stellte sich die Frage, ob proNGF in der
Follikelflussigkeit zu NGF prozessiert wird. Da MMP7 fur den extrazelluldaren Abbau von proNGF zu
reifem NGF nétig ist, wurde untersucht, ob diese Matrix-Metalloprotease auch in der Follikelflissigkeit
von |VF-Patientinnen vorhanden ist. Tatsachlich konnte in allen Proben von Follikelflissigkeiten
MMP?7 in unterschiedlichen Mengen mittels Western Blot gefunden werden (Abbildung 31).

55 . — *
25 — _ | €= MMP7
kDa 1 2 3 4 5

IVF-Patientinnen

Abbildung 31: MMP7 wurde in der FF nachgewiesen.
MMP7 war in der FF von finf unterschiedlichen IVF-
Patientinnen vorhanden. 30 pg Gesamtprotein wurden
aufgetragen. *: Albuminbande.
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3.1.4 Komponenten des proNGF/NGF-Systems sind im Gelbkorper nachweisbar

Im Gelbkdrper konnten sowohl proNGF (Abbildung 32A) als auch NGF (Abbildung 32B), TrkA
(Abbildung 32C) sowie MMP7 und MMP9 (Abbildung 32D und E) nachgewiesen werden.

A proNGF | [B NGF || C kA

D MMP7 | | E MMPS | | F Kontrolle

— > — —
Abbildung 32: Die Faktoren des proNGF/NGF-Systems konnten im
Gelbkorper detektiert werden.

Immunhistochemische Farbungen von in Paraffin eingebettetem humanem
ovariellen Gewebe zur Expression von A: ProNGF. B: NGF. C: TrkA. D: MMP?7.
E: MMP9. F: Kontrolle mit dem Sekundarantikdrper. Positive Farbung der
Schnitte war braun. Die Schnitte wurden mit Hematoxylin gegengeféarbt.
MaBstabsleiste: ~50 um.
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3.2 Funktionen des proNGF/NGF-Systems in humanen Granulosazellen

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass alle wichtigen Faktoren des proNGF/NGF-Systems —
proNGF und NGF, MMP7 und MMP9, TrkA, p75"'" und Sortilin — in den humanen Granulosazellen
vorhanden sind, sollten nun unterschiedliche Funktionen dieses Systems bzw. Effekte durch proNGF

und NGF auf die humanen Granulosazellen untersucht werden.

3.2.1 Einfluss von proNGF und NGF Stimulation auf die MAPK Phosphorylierung

Um zu testen, ob es bei Stimulation mit proNGF zu dhnlichen Effekten kommt wie mit NGF, wurden
die humanen Granulosazellen an Tag 2 der Kultivierung mit rekombinantem proNGF (50 ng/ml) und
NGF (50 ng/ml) einer Kurzzeitstimulation (5 min bzw. 10 min) unterzogen. AnschlieBend wurde im
Western Blot Uberprift, ob es zu einer Phosphorylierung von Erk1/2 kam. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem ANOVA Test (post-Test: Newman-Keuls multiple comparison Test).

Sowohl Erk1/2 als auch phospho Erk1/2 konnten in den humanen Granulosazellen nachgewiesen
werden (Abbildung 33A). Die densitometrische Auswertung der sechs biologischen Replikate ergab,
dass bei finf- und zehnminltiger Behandlung der humanen Granulosazellen mit proNGF (50 ng/ml)
die einzelnen Werte sehr streuten (Abbildung 33B). Aufgrund der starken Abweichungen der
Einzelwerte lie3 sich keine klare Aussage Uber die Phosphorylierung von Erk1/2 durch die proNGF
Stimulation machen. Dennoch hatte proNGF eher keinen Einfluss auf die MAPK Phosphorylierung.
Ebenso wie bei der Behandlung mit proNGF, jedoch nicht ganz so stark, streuten die Einzelwerte
nach flinf- und zehnminltiger Stimulation der Zellen mit NGF (50 ng/ml) (Abbildung 33B). Somit
beglinstigte auch die Stimulation der Granulosazellen mit NGF die Phosphorylierung von Erk1/2 nicht.
Die statistische Auswertung aller sechs Replikate ergab zu allen Zeitpunkten und bei beiden
Behandlungen (proNGF und NGF) keine signifikanten Anderungen in der Phosphorylierungsrate von
Erk1/2 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen und zwischen der Behandlung mit proNGF
und der Behandlung mit NGF (p > 0,05).
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Abbildung 33: ProNGF und NGF Stimulation flihrt nicht =zur
Phosphorylierung von Erk1/2.

A: Beispiel Western Blot mit hGC nach Stimulation mit proNGF und NGF
(jeweils 50 ng/ml) fir 5 min bzw. 10 min an Tag 2 der Kultivierung. Gesamt
Erk1/2 diente als interner Standard. B: Die densitometrische Auswertung aller
Western Blots ergab zu allen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede in
der Phosphorylierung der MAPK zwischen den behandelten und den
unbehandelten Zellen sowie zwischen beiden Behandlungen (p > 0,05;
ANOVA: Newman-Keuls multiple comparison Test). Aufgetragen wurden die
Einzelwerte der sechs biologischen Replikate mit dem Median +SD. Die Werte
der Stimulationen wurden auf die unbehandelte Kontrolle normiert.
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3.2.2 Einfluss von proNGF und NGF auf die Vitalitat der humanen Granulosazellen

Haben proNGF und NGF auch auf die humanen Granulosazellen dieselbe Wirkung wie auf die
Nervenzellen (proNGF Stimulation fiihrt zur Apoptose, NGF Stimulation zum Uberleben/Proliferation)?
Um dies =zu UOberprifen, wurden verschiedene Vitalitdtsparameter an unterschiedlichen

Kultivierungstagen unter Einfluss von proNGF bzw. NGF bestimmt.

3.2.2.1 ProNGF und NGF haben keinen nachweisbaren Effekt auf das Zellwachstum von
humanen Granulosazellen

Niedrige ATP-Konzentrationen in den Zellen sind ein Anzeichen fiir verringerte Zellvitalitdt. Um zu
untersuchen, ob proNGF die Vitalitdit der humanen Granulosazellen herabsetzt und NGF deren
Vitalitdt erhéht, wurden ATP-Assays durchgefiihrt. Dazu wurden die humanen Granulosazellen an
verschiedenen Kultivierungstagen ausgesat und fir 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an
proNGF bzw. NGF (jeweils 5, 50, 100 und 200 ng/ml) stimuliert. Die statistische Auswertung erfolgte

mit dem ANOVA Test (post-Test: Newman-Keuls multiple comparison Test).

An Versuchstag 1 bis 2 und Versuchstag 2 bis 3 war zwischen den mit proNGF bzw. NGF
behandelten humanen Granulosazellen und den unbehandelten Kontrollzellen sowie zwischen den
proNGF und den NGF behandelten Zellen kein signifikanter Unterschied in der ATP-Menge in den
Zellen zu erkennen (p > 0,05) (Abbildung 34A und B). Die Werte der stimulierten Zellen unterschieden
sich an diesen beiden Versuchstagen nur geringfligig von denen der unbehandelten Kontrollzellen. So
war im Konzentrationsbereich von 5 ng/ml bis 200 ng/ml weder fir proNGF noch fir NGF eine
dosisabhangige Wirkung zu erkennen. Ein méglicher Grund dafiir, dass zwischen der Behandlung mit
proNGF und der Behandlung mit NGF kein groBer und signifikanter Unterschied vorliegt, kénnte
dadurch bedingt sein, dass proNGF im Laufe der 24stiindigen Behandlung zu NGF abgebaut wurde.
Es gab nur an Versuchstag 2 auf 3 einen signifikanten Unterschied zwischen der Behandlung mit
Staurosporin und der Kontrolle (**: p > 0,001).

An den Kultivierungstagen 5 bis 6 waren die ATP-Werte der behandelten Zellen deutlich geringer als
die der Kontrollzellen (*: p < 0,01) (Abbildung 34C). Es gab jedoch zwischen den Behandlungen mit
proNGF und NGF keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05). AuBerdem war keine
Dosisabhangigkeit in dem verwendeten Konzentrationsbereich erkennbar. Zwischen den mit
Staurosporin behandelten und den unbehandelten Kontrollzellen war ein signifikanter Unterschied im
ATP-Gehalt zu erkennen (**: p < 0,001).

Anhand dieser Ergebnisse war an allen Versuchstagen keine unterschiedliche Wirkung von proNGF
und NGF auf die humanen Granulosazellen erkennbar. Zumindest an den Versuchstagen 1 auf 2 und
2 auf 3 konnte nicht beobachtet werden, dass sich die Vitalitdt der Zellen durch Stimulation mit
proNGF bzw. NGF verbesserte oder verschlechterte. Nur an Versuchstag 5 bis 6 verschlechterte sich
die Vitalitdt der humanen Granulosazellen sowohl durch die Behandlung mit proNGF als auch durch
die Behandlung mit NGF, was mdglicherweise auf einen apoptotischen Effekt der beiden Faktoren an

diesen Versuchstagen schlieBen lasst.
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Somit hat die Wirkung von proNGF und NGF auf die humanen Granulosazellen méglicherweise nicht

immer denselben Effekt wie auf neuronale Zellen.
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Abbildung 34: ProNGF und NGF hatten nicht an allen Versuchstagen einen Effekt auf die Vitalitat von
hGC.

Die Stimulation der hGC erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen an proNGF und NGF fiir 24 h von A: Tag
1 auf 2. B: Tag 2 auf 3. C: Tag 5 auf 6 der Kultur. Zwischen proNGF und NGF war kein signifikanter Unterschied
in der Wirkung auf die Zellen an allen drei Versuchstagen zu erkennen (p > 0,05). Des Weiteren wurde die
Vitalitat der Zellen durch beide Faktoren an Versuchstag 1 auf 2 (A) und Versuchstag 2 auf 3 (B) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle weder erheblich verbessert noch verschlechtert. An Tag 5 auf Tag 6 (C) konnte eine
signifikante Abnahme des ATP-Gehalts bei den mit proNGF und NGF behandelten Zellen beobachtet werden (*
bzw. *: p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle). Staurosporin (10 uM) diente als Negativkontrolle (** bzw. **: p <
0,001, im Vergleich zur Kontrolle). Aufgetragen wurde der Mittelwert +SD aus funf (Tag 1 auf Tag 2) bzw. vier
(Tag 2 auf 3 und Tag 5 auf 6) Einzelmessungen mit jeweils sechs Replikaten. ANOVA: Newman-Keuls multiple
comparison Test.
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3.2.2.2 ProNGF und NGF haben keinen signifikanten Einfluss auf die Caspaseaktivitit in
humanen Granulosazellen

Um die Effekte von proNGF und NGF auf die Apoptoserate der kultivierten Zellen zu (berprifen,
wurden Caspase-Assays an denselben Versuchstagen wie bei der Vitalitdtsbestimmung durchgefiihrt.
Hierflir wurden die humanen Granulosazellen ausgesat und mit unterschiedlichen Konzentrationen an
proNGF bzw. NGF (jeweils 5, 50, 100 und 200 ng/ml) fir 24 h stimuliert. Die statistische Auswertung

erfolgte mit dem ANOVA Test (post-Test: Newman-Keuls multiple comparison Test).

Ebenso wie schon die ATP-Assays zur Vitalitatsbestimmung (Abbildung 34A-C), zeigten auch die
Caspase-Assays zur Apoptosemessung (Abbildung 35A-C) keine signifikanten Unterschiede in der
Wirkung von proNGF bzw. NGF auf die humanen Granulosazellen im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen (p > 0,05). Des Weiteren war ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen der
Behandlung mit proNGF und der Behandlung mit NGF zu erkennen. Dies liegt méglicherweise darin
begriindet, dass proNGF im Laufe der Stimulationsdauer zu NGF abgebaut wurde. Zudem war keine
Dosisabhangigkeit in der Wirkung der beiden Stimulanzien in dem verwendeten
Konzentrationsbereich von 5 ng/ml bis 200 ng/ml zu erkennen.

Weder proNGF noch NGF bewirkten an Versuchstag 1 auf 2 sowie an Versuchstag 2 auf 3 (Abbildung
35A und B) ein apoptotisches Absterben der Zellen durch die Caspasen 3 und 7. Die Positivkontrolle
Staurosporin hingegen l6ste in den humanen Granulosazellen die Apoptose aus (*: p < 0,01 bzw. **: p
< 0,001). Die relative Lumineszenz der behandelten Zellen lag unter der der unbehandelten
Kontrollzellen und nicht deutlich dariiber wie bei Staurosporin.

Ebenso wie an den ersten beiden Versuchstagen war auch an Versuchstag 5 bis 6 kein signifikanter
Unterschied zwischen den mit proNGF bzw. NGF behandelten Zellen und den unbehandelten
Kontrollzellen zu erkennen (p > 0,05), obwohl die relative Lumineszenz im Vergleich zur Kontrolle
geringer war (Abbildung 35C). Unterschiedlich zu den vorherigen Ergebnissen war, dass Staurosporin
an Versuchstag 5 bis 6 keinen pro-apoptotischen Effekt auf die Zellen hatte wie an den beiden
anderen Versuchstagen (Tag 1 bis 2 und Tag 2 bis 3) bzw. wie man es von Staurosporin erwartet
hatte (Chae et al. 2000).

Somit hatten weder proNGF noch NGF an diversen Versuchstagen einen Apoptose auslésenden

Effekt auf die humanen Granulosazellen.
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Abbildung 35: ProNGF und NGF hatten keinen apoptotischen Effekt auf die hGC.

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen an proNGF und NGF fur 24 h von A:
Tag 1 auf 2. B: Tag 2 auf 3. C: Tag 5 auf 6 der Kultur. Zwischen proNGF und NGF war an allen drei
Versuchstagen kein signifikanter Unterschied in ihrer Wirkung auf die hGC zu erkennen (p > 0,05). Beide
Faktoren hatten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ebenfalls keinen apoptotischen Effekt auf die Zellen
(p > 0,05). Staurosporin (1 uM bzw. 10 uM) diente als Positivkontrolle. Aufgetragen wurde der Mittelwert + die
Spannweite der Werte (A) bzw. £SD (B und C) (aus zwei (Tag 1 auf 2), drei (Tag 2 auf 3) bzw. vier (Tag 5 auf
6) Einzelmessungen mit jeweils sechs Replikaten. * bzw. *: p < 0,01; ** bzw. **: p < 0,001, jeweils relativ zur
unbehandelten Kontrolle. ANOVA: Newman-Keuls multiple comparison Test.
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3.2.2.3 Das Wachstumsverhalten von humanen Granulosazellen wird von proNGF und NGF
nicht beeinflusst

Nachdem anhand von ATP- (Abbildung 34) und Caspase-Assays (Abbildung 35) an unterschiedlichen
Kultivierungstagen gezeigt werden konnte, dass, im Gegensatz zu den Nervenzellen, weder proNGF
apoptotisch noch NGF proliferativ auf die humanen Granulosazellen wirkten, wurde das
Wachstumsverhalten und die Morphologie der Zellen bei Stimulation mit diesen beiden Faktoren
Uberprift. Dazu wurden die humanen Granulosazellen von Tag 2 auf 3 der Kultivierung mit proNGF
(50 ng/ml) und NGF (50 ng/ml) 24 h behandelt und in diesem Zeitraum wurde alle 20 min ein Bild von
den Zellen aufgenommen.

Anhand der Aufnahmen (Abbildung 36) war zu erkennen, dass die unbehandelten Kontrollzellen
(Abbildung 36, obere Reihe) kein auffalliges Wachstumsverhalten (starke Vermehrung oder
vermehrtes Absterben) zeigten. Ebenso konnte bei den mit proNGF (Abbildung 36, mittlere Reihe)
bzw. NGF (Abbildung 36, untere Reihe) behandelten humanen Granulosazellen weder Apoptose noch
Proliferation in Folge der Stimulation mit diesen beiden Faktoren beobachtet werden. Somit hatten
proNGF und NGF keine erkennbare Wirkung auf das Wachstumsverhalten und die Morphologie der
humanen Granulosazellen.

Kontrolle

proNGF

NGF

Abbildung 36: ProNGF und NGF hatten keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten und die
Morphologie der hGC.

Das Wachstum von hGC wurde Uber einen Zeitraum von 24 h beobachtet (Kultivierungstag 2 bis 3). Dazu
wurden die Zellen sowohl mit proNGF (50 ng/ml) als auch mit NGF (50 ng/ml) behandelt. Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Zwischen der Kontrolle und den einzelnen Behandlungen war kein Unterschied im
Wachstumsverhalten und der Morphologie zu erkennen. MaBstabsleiste: ~50 pm.
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3.2.3 Die Regulation von Egr-1 wird durch NGF, aber nicht durch proNGF beeinflusst

Neben den Effekten von proNGF und NGF auf die humanen Granulosazellen wurden auch Effekte der
beiden Faktoren auf die Regulation anderer Gene untersucht. Egr-1 ist ein Transkriptionsfaktor in
S&ugern, der von proNGF und NGF in HMC-1 Zellen (Human Mast Cell Line-1) in unterschiedlicher
Weise reguliert wird (Dutta et al. 2011). Um die unterschiedliche Regulation von Egr-1 in humanen
Granulosazellen durch proNGF und NGF zu dberprifen, wurden diese Zellen sowohl auf mRNA

Ebene als auch auf Proteinebene auf Veranderungen im Egr-1 Gehalt untersucht.

Far die Versuche wurden die humanen Granulosazellen an unterschiedlichen Kultivierungstagen (Tag
1 bis 4 bzw. Tag 1 bis 5) jeweils mit proNGF (50 ng/ml) und NGF (50 ng/ml) fur 1 h behandelt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem ANOVA Test (post-Test: Newman-Keuls multiple comparison
Test).

Die Auswertung der gPCR Experimente ergab, dass beide Faktoren — proNGF und NGF — an allen
vier Kultivierungstagen keinen signifikanten Effekt auf die Egr-1 mRNA Level (p > 0,05) hatten
(Abbildung 37). Weder proNGF noch NGF bewirkten eine verstarkte Bildung von Egr-1 mRNA. Zudem
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen mit proNGF und NGF beobachtet
werden (p > 0,05). Die Betrachtung der Einzelwerte der gPCR Experimente zeigte, dass die
Einzelergebnisse an den jeweiligen Versuchstagen teilweise deutlich voneinander abwichen
(Abbildung 37).

Egr-1 mRNA Level

1.6
. T ¢ Tag1
4
g . ¥ ® Tag2
[ " : ¢ Tag3
5 1.0+ o s - A Tag 4
T os T
[ -0 i
s be 3
> 0.6 EJ
S
S 044
2
0.2
0.0 —
proNGF (50 ng/ml) - + -
NGF (50 ng/ml) - - +

Abbildung 37: Die Egr-1 mRNA Level in hGC wurden durch proNGF
und NGF nicht beeinflusst.

gPCR Experimente. Weder durch Stimulation mit proNGF (50 ng/ml)
noch mit NGF (50 ng/ml) fir 1 h kam es an unterschiedlichen
Kultivierungstagen zu einer signifikanten Erhéhung der mRNA Menge von
Egr-1 in den hGC (p > 0,05; im Vergleich zur Kontrolle und zwischen den
beiden Behandlungen. ANOVA: Newman-Keuls multiple comparison
Test). Aufgetragen wurden alle Einzelmesswerte der drei biologischen
Replikate. Die Werte der Stimulationen wurden auf die unbehandelte
Kontrolle normiert. GAPDH wurde als interner Standard verwendet.
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Die Western Blot Experimente zeigten, dass Egr-1 Protein an allen funf Kultivierungstagen in den
humanen Granulosazellen nachgewiesen werden konnte (Abbildung 38A). Die Préadsorption von Egr-
1 wurde zur Uberpriifung der Identitat der Bande durchgefiihrt. Die densitometrische Auswertung der
einzelnen Blots (jeweils vier biologische Replikate pro Versuchstag) ergab, dass die mit proNGF
stimulierten Zellen nur an Kultivierungstag 2 einen leichten, jedoch nicht signifikanten (p > 0,05)
Anstieg im Egr-1 Gehalt in den Zellen aufwiesen (Abbildung 38B). Ansonsten entsprachen die Werte
tendenziell denen der Kontrolle oder waren etwas geringer. An Kultivierungstag 1 und Kultivierungstag
5 war die Proteinmenge von Egr-1 bei proNGF Stimulation signifikant niedriger als bei der
unbehandelten Kontrolle (p < 0,001 bzw. p < 0,05). Insgesamt konnten die Werte an den einzelnen
Versuchstagen relativ gut reproduziert werden.

Die Auswertung der NGF Stimulation ergab, dass es nur in den zwei und drei Tage kultivierten
humanen Granulosazellen durch NGF zu einem signifikanten Anstieg der Egr-1 Proteinmenge kam (*:
p < 0,01; **: p < 0,001). Die Proteinmenge von Egr-1 war an Tag 2 und Tag 3 ebenfalls zwischen der
proNGF und der NGF Behandlung statistisch signifikant unterschiedlich (*: p < 0,01; **: p < 0,001). An
den dbrigen Versuchstagen (1, 4 und 5) dagegen war keine Erhéhung der Egr-1 Konzentration bei
NGF Stimulation zu erkennen. Die Werte lagen deutlich unter denen der unbehandelten Kontrolle.
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die mRNA Menge von Egr-1 durch proNGF und NGF nicht
beeinflusst wurde. Auf Proteinebene hingegen kam es nur durch NGF an Kultivierungstag 2 und

Kultivierungstag 3 zu einem signifikanten Anstieg von Egr-1 in den Zellen.
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Abbildung 38: NGF und nicht proNGF erhéhte die Egr-1 Proteinlevel in den hGC an Tag 2 und
Tag 3 der Kultur signifikant.

A: Représentative Western Blots fir Egr-1 nach Stimulation der hGC mit proNGF und NGF (jeweils 50
ng/ml) an unterschiedlichen Kultivierungstagen. Die Praadsorption von Egr-1 diente als Kontrolle, B-
Aktin als interner Standard. B: Densitometrische Auswertung aller Western Blots. Aufgetragen wurden
die Werte der vier biologischen Replikate (an jedem Versuchstag) mit dem Mittelwert +SD. Es zeigte
sich, dass die Egr-1 Menge an Kultivierungstag 2 und Kultivierungstag 3 nach NGF Stimulation im
Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zur proNGF Stimulation signifikant anstieg (*: p < 0,01; **: p <
0,001; ANOVA: Newman-Keuls multiple comparison Test). Die stimulierten Proben wurden auf die
unbehandelte Kontrolle normiert.
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3.2.4 ProNGF und NGF haben keinen Einfluss auf den intrazellularen Ca*-Spiegel

In Signaltransduktionskaskaden dient Ca** oft als second messenger. Dabei wird Ca®* aus seinen
intrazellularen Speichern freigesetzt oder flieBt aus dem extrazellularen Raum ein und bewirkt
verschiedene Effekte auf die Zielproteine, wie z.B. Phosphorylierung. Ist Ca®* auch an der
Signaltransduktion von proNGF und NGF beteiligt? Um dies herauszufinden, wurden die
intrazellularen Ca®*-Konzentrationen in den humanen Granulosazellen nach Applikation von proNGF
und NGF (jeweils 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml) an Tag 2 und Tag 3 der Kultivierung untersucht. Als
methodische Positivkontrollen dienten Histamin (10 puM) und Trypsin (1:10, entspricht 0,005%), die
den Ca**-Influx ausldsen. Zwischen der Zugabe der einzelnen Stimulanzien wurden die Zellen mit
DMEM/Ham’s F12 Medium ohne Zuséatze gespdlt.

An Kultivierungstag 2 (Abbildung 39) und Kultivierungstag 3 (Abbildung 40) kam es weder durch
Stimulation mit proNGF noch mit NGF zu Verdnderungen im intrazelluldren Ca®*-Spiegel in den
humanen Granulosazellen. Die methodischen/empirischen Kontrollen Histamin (Abbildung 39A) und
Trypsin (Abbildung 40A) dagegen bewirkten eine klare Erhéhung der intrazellularen Ca2+-SpiegeI in
den humanen Granulosazellen. Zur Uberpriifung der Vitalitat der Zellen und der Funktionalitat des
Assays wurden die Zellen am Ende der Messung erneut mit Histamin (Abbildung 39F und Abbildung
40F) behandelt. Sowohl an Tag 2 als auch an Tag 3 konnte nochmals eine leichte Erhéhung des
Ca®*-Spiegels detektiert werden. Die Intensitat der Ca®-Signale einzelner Zellen wurde graphisch
dargestellt (Versuchstag 2: Abbildung 39G und Versuchstag 3: Abbildung 40G).

Dieselben Effekte, namlich dass die intrazellularen Ca?*-Konzentrationen durch proNGF und NGF
nicht erhéht wurden, konnten auch beobachtet werden, nachdem zuerst proNGF bzw. NGF

zugegeben wurden, und erst dann die Positivkontrollen Histamin oder Trypsin.
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Abbildung 39: ProNGF und NGF erhdhten die Caz*-SpiegeI in hGC an Tag 2 der Kultur nicht.

Zur Bestimmung der intrazelluliren Ca®*-Level wurden die hGC behandelt mit A: Histamin (10 pM) als
Positivkontrolle. B: ProNGF (50 ng/ml). C: NGF (50 ng/ml). D: ProNGF (100 ng/ml). E: NGF (100 ng/ml). F:
Histamin (10 uM) als Positivkontrolle. Nur bei der Positivkontrolle Histamin kam es zu einer Erhéhung des
intrazellularen Ca®*-Spiegels. G: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitat von vier unterschiedlichen
Zellen. Das Experiment wurde insgesamt fiinfmal wiederholt. A : Zeitpunkt der Zugabe des Stimulans.
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Abbildung 40: ProNGF und NGF erhéhten die Ca**-Spiegel in hGC an Tag 3 der Kultur nicht.

Zur Bestimmung der intrazellularen Ca®*-Level wurden die hGC behandelt mit A: Trypsin (0,005%) als
Positivkontrolle. B: ProNGF (50 ng/ml). C: NGF (50 ng/ml). D: ProNGF (100 ng/ml). E: NGF (100 ng/ml). F:
Histamin (10 pM) als Positivkontrolle. Nur bei den Positivkontrollen Trypsin und Histamin kam es zu einer
Erhdhung des intrazellularen Ca®*-Spiegels. G: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitat von vier
unterschiedlichen Zellen. Das Experiment wurde insgesamt viermal wiederholt. A: Zeitpunkt der Zugabe des
Stimulans.

Fluoreszenz Intensitét
Fluoreszenzintensitat

3.3 Nebenprojekt: Decorin als Signalmolekul im Ovar

Decorin ist ein kleines, leucinreiches Proteoglykan und Bestandteil der extrazelluldren Matrix. Des
Weiteren ist Decorin auch in verschiedenen Gewebetypen im Kérper zu finden (lozzo und Schaefer
2010).

In einem Antikdérper-basierenden Assay zur Untersuchung der Phosphorylierung von Rezeptor
Tyrosinkinasen (RTK) in humanen testikuldren peritubuldren Zellen (HTPC) wurde gezeigt, dass es
durch die Behandlung mit Decorin (5 min, 10 pg/ml) zur Phosphorylierung von Rezeptoren
verschiedener Wachstumsfaktoren kam (Dissertation Marion Adam). Unter den detektierten
Rezeptoren fand sich auch TrkA, der Rezeptor von NGF. Daher stellte sich die Frage, ob Decorin
auch in den humanen Granulosazellen und der Follikelflissigkeit exprimiert wird und welche Wirkung
Decorin auf diese Zellen hat.

3.3.1 Decorin ist in den humanen Granulosazellen detektierbar

Humane Granulosazellen wurden auf die Expression von Decorin sowohl auf mRNA als auch auf
Proteinebene untersucht. Dazu wurden frische, noch unkultiviert Zellen (Tag 0) sowie Zellen, die bis
zu vier Tage kultiviert wurden, verwendet. Dabei konnte Decorin sowohl in den frischen, unkultivierten
Zellen (Abbildung 41A) als auch in den zwischen einem und vier Tagen kultivierten Zellen (Abbildung
41B) auf mRNA Ebene mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Ebenso konnte Decorin auf

Proteinebene in ein bzw. zwei Tage kultivierten Zellen (Abbildung 41C) gezeigt werden.
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Abbildung 41: DCN wurde in hGC nachgewiesen.
A: DCN mRNA (Produkt 221 bp) wurde in unterschiedlichen Pools (a — c) von frisch
isolierten hGC gefunden. Cyclophilin wurde als interner Standard verwendet. Kontrollen
wurden mit RNA anstelle von cDNA (RNA) und ohne cDNA (-) durchgefiihrt. B: DCN
mRNA (221 bp Produkt) konnte ebenso in bis zu vier Tage kultivierten hGC nachgewiesen
werden. Cyclophilin diente als interner Standard. Als Kontrolle wurde ein Ansatz ohne
cDNA (-) durchgefiihrt. C: DCN (~ 40 kDa) Expression konnte auch auf Proteinebene
mittels Western Blot in kultivierten hGC gezeigt werden. B-Aktin wurde als interner
Standard verwendet. Abbildung aus (Adam et al. 2012).

3.3.2 Decorin ist in der Follikelflissigkeit nachweisbar
Des Weiteren wurde die Expression von Decorin auch in der Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen
auf Proteinebene untersucht. Decorin konnte in geringen Mengen in der Follikelflissigkeit von

mehreren IVF-Patientinnen nachgewiesen werden (Abbildung 42).

35 <~ DCN

25

kDa 1 2 3 4 5
IVF-Patientinnen

Abbildung 42: DCN wurde in der FF gefunden.

DCN (~ 40 kDa) konnte in der FF von finf unterschiedlichen
IVF-Patientinnen nachgewiesen werden. 30 ug Gesamtprotein
wurden aufgetragen. *: Albuminbande.
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Zur Bestéatigung der Western Blot Ergebnisse und um einen Anhaltspunkt daflr zu bekommen, in
welchen Konzentrationen DCN in der Follikelflissigkeit enthalten ist, wurde zusétzlich ein Decorin
ELISA mit weiteren 20 Follikelfliissigkeiten durchgefiihrt. Im Mittel lag die Decorinkonzentration in der
Follikelflissigkeit bei etwa 12,9 ng/ml (Abbildung 43). Die Betrachtung der Einzelergebnisse der
vermessenen Follikelflissigkeiten zeigte, dass die Werte der untersuchten Proben teilweise sehr
streuten. Der Decoringehalt in der Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen variierte zwischen 6,7 ng/mi
und 23,6 ng/ml.

DCN ELISA
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Abbildung 43: DCN Konzentration in der
FF.

DCN war in der FF von 20 IVF-Patientinnen
enthalten. Die einzelnen Messwerte streuten
jedoch aufgrund der Inhomogenitat der
Proben. Auftragung der einzelnen Messwerte
+SD. Mittelwert: 12,9 ng/ml. Median: 11,9
ng/ml.

3.4.3 Einfluss von Decorin auf die Vitalitat der humanen Granulosazellen
Nachdem Decorin in den humanen Granulosazellen nachgewiesen werden konnte, stellte sich die

Frage, welche Wirkung Decorin auf die humanen Granulosazellen hat.

3.43.1 Decorin und EGF haben tendenziell antiapoptotische Effekte auf humane
Granulosazellen

Zunéachst wurde untersuch, ob Decorin Einfluss auf die Vitalitdt der Zellen nimmt. Dazu wurden die
humanen Granulosazellen mit Decorin (5 pg/ml) und EGF (50 ng/ml) behandelt und anschlieBend
Caspase-Assays durchgefiihrt. Fiir die Experimente wurden Zellen von Kultivierungstag 2 auf 3 bzw.
Kultivierungstag 5 auf 6 verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem ANOVA Test (post-

Test: Newman-Keuls multiple comparison Test).
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An Kultivierungstag 2 bis 3 lag die relative Lumineszenz bei den mit Decorin (5 pg/ml), mit EGF (50
ng/ml) sowie mit einer Kombination aus beiden Faktoren (5 pug/ml DCN + 50 ng/ml EGF) behandelten
Granulosazellen leicht unter der der unbehandelten Kontrollzellen. Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant (p > 0,05). Somit I6sten diese beiden Faktoren sowie die Kombination der beiden Faktoren
in den humanen Granulosazellen an Kultivierungstag 2 bis 3 keine Apoptose aus (Abbildung 44). Nur
durch die Behandlung mit Staurosporin als Positivkontrolle stiegen die Werte der relativen
Lumineszenz signifikant an (p < 0,001).

An Versuchstag 5 auf 6 war ein signifikanter Unterschied zwischen den mit Decorin, EGF bzw.
Decorin und EGF behandelten Zellen und den Kontrollzellen zu erkennen (**: p < 0,001). Ebenso war
der Unterscheid zwischen den Decorin bzw. EGF behandelten Zellen zur Behandlung mit Decorin und
EGF signifikant (*: p < 0,01 bzw. **: p < 0,001). Staurosporin jedoch Iéste an diesem Versuchstag in
drei biologisch unabhangigen Replikaten keine Apoptose aus. Dies war unerwartet, da Staurosporin
die Apoptose Uber Caspase 3 induziert (Chae et al. 2000).

Alle Ergebnisse zusammen kdnnten auf eine tendenziell antiapoptotische Wirkung von Decorin und

EGF auf die humanen Granulosazellen hinweisen.
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Abbildung 44: DCN wirkte tendenziell antiapoptotisch auf hGC.
DCN (5 pg/ml) und EGF (50 ng/ml) sowie eine Kombination aus beiden
Faktoren (5 pg/ml DCN + 50 ng/ml EGF) wirkten tendenziell
antiapoptotisch auf die hGC. Staurosporin wurde als Positivkontrolle
verwendet. Aufgetragen wurden die Mittelwerte +SD aus vier (Tag 2 bis
3) bzw. drei (Tag 5 bis 6) Einzelmessungen mit jeweils sechs
Replikaten. *: p < 0,01. **: p < 0,001. ANOVA: Newman-Keuls multiple
comparison Test.
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3.4.3.2 Decorin erhoht die intrazellularen Ca**-Spiegel
Des Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss Decorin auf die intrazellularen Ca**-
Konzentrationen in humanen Granulosazellen hat. Dazu wurden die Zellen mit Decorin (5 pg/ml)

behandelt und gleichzeitig die Fluoreszenzintensitat beobachtet.

Die Ergebnisse zeigten, dass in den meisten Zellen die Ca2+—SpiegeI in den Zellen nach Decorin-
Zugabe sehr schnell anstiegen (Abbildung 45B). Die Zugabe von DMEM/Ham’s F12 Medium
(Kontrolle) erhéhte die intrazellularen Ca**-Konzentrationen nicht (Abbildung 45A). Die graphische
Darstellung der Fluoreszenzintensitat Uber die Zeit am Beispiel einer einzelnen Zelle (Abbildung 45C)

zeigte, dass die Reaktion sehr schnell auf die Decorin-Zugabe erfolgte und auch wiederholbar war.

Fluoreszenz Intensitat

Fluoreszenz Intensitat

0 100 200 t(s)
Abbildung 45: DCN erhdhte die Ca**-Spiegel in hGC.

A: Behandlung der hGC mit DMEM/Ham's F12 Medium. Die Zellen reagierten nicht auf die Zugabe von
Medium und es kam zu keiner Erhéhung der Ca®*-Level. B: Behandlung der Zellen mit DCN (5 pg/ml). Die
meisten Zellen reagierten auf die Behandlung mit DCN und zeigten erhdhte Konzentrationen an
intrazellularem Ca®*. C: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitat einer einzelnen Zelle. Die Antwort
auf DCN erfolgte innerhalb von Sekunden und war wiederholbar. A: Zugabe von DMEM/Ham's F12 Medium.
Abbildung aus (Adam et al. 2012).
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4. Diskussion

4.1 Die Komponenten des proNGF/NGF-Systems sind in den humanen
Granulosazellen vorhanden

ProNGF und NGF sind wichtige Signalmolekiile im Nervengewebe und auch in anderen Geweben.
Sie steuern dabei oft die Zellproliferation und die Apoptose. Nachdem in Nagern eine Beteiligung von
NGF an der Follikelbiogenese gezeigt wurde, war von Interesse, ob proNGF und NGF in den
humanen Follikeln ebenfalls eine wichtige Rolle spielen. Als Grundvoraussetzung daflir missen die
zentralen Komponenten des proNGF/NGF-Signalwegs vorhanden sein. Fir die Untersuchung des
proNGF/NGF-Systems wurden in dieser Studie Follikelflissigkeiten und humane Granulosazellen aus
Follikelpunktionen von IVF-Patientinnen als in vitro Modellsystem fur den humanen Follikel verwendet.
Die humanen Granulosazellen von IVF-Patientinnen kénnen als Modell fir den periovulatorischen
Follikel und eventuell auch als Modell fir den Gelbkérper (luteale Zellen), angesehen werden. Andere
Follikelstadien werden jedoch nicht abgedeckt. Granulosazellen ,luteinisieren“ in Kultur, produzieren
flr zwei bis vier Tage Steroide und verlieren dann diese Fahigkeit. Der Untersuchungszeitraum wurde
daher auf flinf/sechs Kultivierungstage festgelegt. Daher ist es mit diesem Modell schwierig,
allgemeine Aussagen Uber den gesamten Follikel bzw. die Follikelreifung im humanen Ovar zu
machen. Erschwerend kommt hinzu, dass diese humanen Zellen sehr heterogen sind aufgrund des
unterschiedlichen Alters und der verschiedenen Grunddiagnosen/Vorerkrankungen der einzelnen
Patientinnen, Uber die wenig bekannt ist. Dieser Aspekt ist besonders bei den Proben von PCOS
Patientinnen zu beachten, da zum einen die Kriterien dieser Erkrankung sehr variabel sind (zwei von
drei Kriterien missen vorliegen) und zum anderen auch Faktoren der allgemeinen Gesundheit (z.B.
Adipositas, Diabetes Typ Il) bei diesem Syndrom eine Rolle spielen (vgl. 2.6 Polycystisches
Ovarialsyndrom). Neben dem in vifro Modellsystem wurden auch ovarielle Gewebeschnitte zur
Verifizierung der Situation in vivo verwendet, wodurch unterschiedliche Follikelstadien sowie der
Gelbkérper in die Untersuchung mit einbezogen werden konnten.

In dieser Studie wurde neben NGF zum ersten Mal proNGF in den in vitro kultivierten humanen
Granulosazellen (Abbildung 11) und der Follikelflissigkeit (Abbildung 18) nachgewiesen. Die
Expression von proNGF in der Follikelflissigkeit konnte durch den proNGF ELISA (Abbildung 19)
bestatigt werden. Fiir die extrazellulare Prozessierung von proNGF zu NGF ist unter anderem MMP7
verantwortlich (Smith et al. 1995, Lee et al. 2001, Kendall et al. 2009). Dieses Enzym konnte in den
humanen Granulosazellen nachgewiesen werden (Abbildung 25). Zudem war MMP7 — wie proNGF —
in vivo auch in der Follikelflissigkeit vorhanden (Abbildung 31). Dies lasst vermuten, dass MMP7 in
der Follikelflissigkeit an der Prozessierung von proNGF zu NGF beteiligt ist. Somit kdnnte MMP7 fiir
die Regulation der Prozessierung von proNGF zu NGF und damit verbunden auch fir die Wirkung
dieser beiden Faktoren verantwortlich sein. Ein weiteres Enzym, das proNGF enzymatisch spalten
kann, ist die Serinprotease Plasmin, das durch die katalytische Spaltung von Plasminogen durch tPA
(tissue Plasminogen Activator) entsteht (Lee et al. 2001, Bruno und Cuello 2006). Die Anwesenheit
des proNGF spaltenden Plasmin in den Granulosazellen und der Follikelflissigkeit wurde bereits

gezeigt, aber die Aktivitdt von Plasmin scheint von verschiedenen Enzymen kontrolliert zu werden
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(Twigt et al. 2012, Ambekar et al. 2013, Liu et al. 2013). Bisher ist die Regulation von MMP7 und
Plasmin im humanen Ovar nicht detailliert untersucht.

Somit kann prinzipiell von der Anwesenheit einer proNGF- und einer NGF-Signalkaskade
ausgegangen werden. Sowohl die Rezeptoren fir NGF — TrkA und p75™™"
fiir proNGF — p75™"" und Sortilin — konnten detektiert werden (Abbildung 20). Ebenfalls scheint die

Expression von NGF einer Regulation unterworfen zu sein, da MMP9, das NGF degradiert, in den

— als auch die Rezeptoren

humanen Granulosazellen ebenfalls vorhanden ist (Abbildung 25). Zusatzlich konnte mittels
Immunhistochemie gezeigt werden, dass nicht nur Granulosazellen sondern auch Thekazellen eine
Quelle fir proNGF, NGF, TrkA und MMP7 in groBen, antralen Follikeln sind (Abbildung 16, Abbildung
24 und Abbildung 29). Dies spiegelt die Komplexitdt des proNGF/NGF-Systems im Follikel wieder.
Diese Studie zeigte auBerdem, dass das proNGF/NGF-System (proNGF, NGF, TrkA, MMP7 und
MMP9) auch nach der Ovulation im Gelbkdrper vorhanden ist (Abbildung 32).

Das proNGF/NGF-System scheint unter Primaten konserviert zu sein, da in dieser Studie alle
Komponenten des Systems auch im Rhesusaffen nachgewiesen werden konnten. Einzelne
Komponenten wurden bereits in friheren Studien mit Nagetieren beschrieben (Dissen et al. 1991, Shi
et al. 2004). Somit kénnen in den Granulosazellen sowohl die durch proNGF als auch die durch NGF

induzierten Signalkaskaden ablaufen.
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Abbildung 46: Ubersicht iiber die nachgewiesenen Komponenten der proNGF/NGF-
Signalkaskade.

A: ProNGF wird intrazellular durch Furin zu NGF gespalten. NGF wird aus der Zelle freigesetzt
und kann entweder (ber die Bindung an den TrkA Rezeptor unterschiedliche Signalkaskaden
ausloésen (Erhdhung von Egr-1 bzw. ChAT, Ergebnisse dieser Studie) oder durch MMP9
abgebaut werden. B: ProNGF, die Pro-Form von NGF, kann ebenfalls aus der Zelle freigesetzt
werden. Es kann entweder an den p75NTR — Sortilin Rezeptorkomplex binden und so die
Aktivierung von Signalkaskaden auslésen oder durch MMP7 extrazellular zu NGF abgebaut
werden. Das extrazellular gebildete NGF wiederum kann an seinen Rezeptor (TrkA) binden oder
durch MMP9 abgebaut werden (vgl. A). C: Mdglicher Ablauf der Bildung, Freisetzung und
Wirkung von proNGF und NGF in humanen Granulosazellen anhand der Ergebnisse dieser
Studie. ProNGF kann in diesem System sowohl intra- als auch extrazellular prozessiert werden.
NGF und auch proNGF werden von den Zellen sezerniert, aber nur NGF kann seine Wirkung auf
die Zielzellen entfalten.
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4.2 Wirkung von proNGF und NGF

In einer friheren Studie mit PC12 Zellen (Pheochromocytom aus der Nebenniere der Ratte;
Modellsystem fiir neuronale Differenzierung) konnte gezeigt werden, dass proNGF und NGF distinkt
unterschiedliche Gengruppen regulieren (D'Onofrio et al. 2011). Zu den von diesen beiden Faktoren
unterschiedlich regulierten Genen zahlt Egr-1. Egr-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der Gene reguliert,
die fir die Differenzierung und Zellteilung nétig sind (Cao et al. 1990). AuBerdem steuert Egr-1 die
Expression des LH-Rezeptors in Granulosazellen von Ratten (Yoshino et al. 2002). Dies deutet auf
eine potentiell proliferative Wirkung durch NGF-Stimulation im Follikel hin. Ahnlich zu den Ergebnissen
der Studie von D'Onofrio et al. 2011 konnte diese unterschiedliche Regulation von Egr-1 auch in den
humanen Granulosazellen auf Proteinebene bestétigt werden. Auf mRNA Ebene war jedoch kein
ausgepragter Anstieg detektierbar (Abbildung 37). Es kam nur durch NGF in den zwei bzw. drei Tage
kultivierten humanen Granulosazellen zu einer signifikanten Erhéhung der Egr-1 Proteinmenge auf
etwa das Zwei- bis Dreifache (Abbildung 38). Die erhéhte Expression von Egr-1 durch NGF ist bereits
aus anderen Studien mit neuronalen Zellmodellen bekannt. Jedoch war durchwegs ein deutlich
starkerer Anstieg von Egr-1 mRNA zu beobachten. Nach einer Stunde Behandlung von
Spinalganglienzellen (Ratte) mit 200 ng/ml NGF konnte ein 25facher Anstieg an Egr-1 mRNA
beobachtet werden (Kendall et al. 1994). Des Weiteren wurde ein bis zu 200facher Anstieg der Egr-1
mRNA Menge in PC12 Zellen nach NGF Behandlung (10 ng/ml, 1 h) gemessen (D'Onofrio et al.
2011). In vivo konnten in humaner Follikelfliissigkeit NGF Mengen zwischen 3 ng/ml und 5 ng/ml
mittels NGF ELISA nachgewiesen werden (Dissen et al. 2009a). Bei dieser detektierten Menge an
NGF ist jedoch zu beachten, dass der im ELISA verwendete Antikérper auch die Pro-Form von NGF —
proNGF — erkennt, da beide Formen zum gréBten Teil aus derselben Sequenz bestehen. Etwa 0,5
ng/ml der in der Follikelflissigkeit gemessenen NGF-Konzentrationen dirften proNGF entsprechen
(proNGF ELISA Messungen aus dieser Studie). Somit kann zwar die Menge beider Faktoren —
proNGF und NGF - in der Follikelflissigkeit bestimmt werden, eine klare Aussage Uber das
Mengenverhéltnis von proNGF zu NGF ist jedoch nicht mdglich, da im NGF ELISA beide Formen
(proNGF und NGF) erkannt werden.

Die zur Stimulation verwendeten NGF-Konzentrationen (50 ng/ml) sind ausreichend, um die
physiologischen Bedingungen widerzuspiegeln. Dies ist ein Hinweis darauf, dass NGF seine Wirkung
in den humanen Granulosazellen zwar entfalten kann, aber es dabei nicht zu so ausgepragten
Effekten kommt wie in Zellen neuronalen Ursprungs. Bei der Stimulation mit proNGF spiegelt sich dies
ebenfalls wider. So hat D'Onofrio et al. 2011 gezeigt, dass proNGF (20 ng/ml, 1 h) die Egr-1 Level in
den PC12 Zellen nur etwa um Faktor fiinf erhéht, NGF hingegen um ca. das 200fache. D'Onofrio et al.
(2011) konnten ebenfalls beweisen, dass diese niedrige Egr-1 Induktion nicht durch eine teilweise
Spaltung des proNGF Pools zu NGF verursacht wurde, da proNGF-KR (Mutation in der
Furinschnittstelle: RSKR zu RSAA), eine nicht durch Furin zu NGF spaltbare Mutante, in etwa gleiche
Egr-1 Mengen wie proNGF induzierte. Dies l&sst darauf schlieBen, dass die proNGF Wirkung deutlich
geringer ist als die von NGF und daher in dem hier verwendeten System vermutlich nicht mehr
detektierbar war.
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Eine weitere Funktion von NGF ist die Induktion von ChAT (Cholinacetyltransferase) in den
Lutealzellen von Rindern (Al-zi'abi et al. 2009). Dieses Enzym ist wichtig fir die Produktion von
Acetylcholin in Granulosazellen und konnte bereits im humanen Ovar und in humanen
Granulosazellen nachgewiesen werden (Fritz et al. 1999, Fritz et al. 2002, Mayerhofer und Kunz 2005,
Mayerhofer et al. 2006). In Zusammenarbeit mit Jan Blohberger konnte gezeigt werden, dass NGF (50
ng/ml) nach 24 h Behandlung die ChAT Proteinmenge in den humanen Granulosazellen um das
2,5fache erhdéht. ProNGF hingegen hatte, wie auch schon bei Egr-1, keinen signifikanten Effekt auf
ChAT. Ein erhohter Gehalt an ChAT, dem Schlisselenzym der Synthese des Neurotransmitters
Acetylcholin, deutet, zusammen mit der Induktion von Egr-1, darauf hin, dass eine aktive NGF-
Signalkaskade in den humanen Granulosazellen vorhanden ist. NGF stimuliert bei Mensch und Rind
die Produktion von Acetylcholin, das im Ovar mit der Regulation der Proliferation und mit
lonenkanélen in humanen Granulosazellen (Mayerhofer und Kunz 2005) sowie mit der Apoptose im
Gelbkérper von Rindern (Al-zi'abi et al. 2009) verbunden ist. Somit kénnte Acetylcholin im Ovar als
nachgeschalteter Vermittler der trophischen NGF-Wirkung angesehen werden.

Die schwache Antwort der humanen Granulosazellen auf proNGF und NGF spiegelte sich auch in den
anderen Experimenten dieser Studie wider: So konnte durch NGF keine proliferative Wirkung auf die
humanen Granulosazellen in den an unterschiedlichen Kultivierungstagen (Tag 1 bis 2 und Tag 2 bis
3) durchgefiihrten ATP-Assays nachgewiesen werden (Abbildung 34), obwohl unter vergleichbaren
Bedingungen das proliferativ wirkende Egr-1 stimuliert (erhdht) wurde. Dies konnte durch die
Beobachtung des Wachstumsverhaltens der humanen Granulosazellen mit NGF-Stimulation im live
cell imaging bestatigt werden (Abbildung 36). Durch die NGF-Behandlung kam es innerhalb von 24 h
zu keinem vermehrten Wachstum der Zellen. Unter denselben Bedingungen der ATP-Assays wurden
auch Caspase-Assays durchgefiihrt. Hier waren an Versuchstag 1 bis 2 und Versuchstag 2 bis 3 bei
den mit NGF stimulierten Zellen geringe, nicht signifikante Verringerungen der Caspase-Aktivitat zu
beobachten (Abbildung 35). Dies konnte auf eine leichte antiapoptotische Wirkung von NGF
hindeuten, die im Einklang mit der nur sehr geringen Induktion von Egr-1 steht.

Far proNGF konnte der bisher in neuronalen Zellen beschriebene apoptotische Effekt (Nykjaer et al.
2004, Teng et al. 2005, Jansen et al. 2007, Willnow et al. 2008) weder anhand der Vitalitdtsassays
(ATP- und Caspase-Assays) noch im live cell imaging beobachtet werden. Ubereinstimmend konnte
an keinem Versuchstag eine Regulation von Egr-1 durch proNGF festgestellt werden.
Interessanterweise konnte im Caspase-Assay fir proNGF, &hnlich zu NGF, eine tendenziell geringe,
nicht signifikante Verringerung der Caspase-Aktivitat detektiert werden (Abbildung 35). Dies kdnnte
zum einen in einer potentiell antiapoptotischen Wirkung von proNGF auf humane Granulosazellen
begriindet sein. Zum anderen kdénnte der Effekt auch durch die Spaltung von proNGF zu NGF durch
das in den Zellen nachgewiesene MMP7 (Abbildung 25) und der darauf folgenden Stimulation durch
das entstandene NGF hervorgerufen werden. Mittels proNGF ELISA konnten in vivo in der
Follikelflissigkeit proNGF Konzentrationen von etwa 0,5 ng/ml nachgewiesen werden (Abbildung 19).
Dies zeigt, dass die fiir die Stimulation verwendeten proNGF Konzentrationen (50 ng/ml) nicht zu
gering waren, um die physiologischen Bedingungen widerzuspiegeln. So wére es denkbar, dass

proNGF nur die Funktion eines inaktiven Vorlaufermolekils hat, das durch MMP7 prozessiert und
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aktiviert wird. Moglicherweise hatte proNGF auch deshalb keine Wirkung auf die humanen
Granulosazellen, da es wahrend der 24stiindigen Stimulation zu NGF prozessiert wurde. Dadurch,
dass proNGF, wenn es als aktives Signalmolekil auftritt, oft gegensatzliche Wirkungen zu NGF hat,
erscheint es sinnvoll, dass die Zellen nur auf einen Stimulus reagieren, da in diesem System immer
beide Molekiile vorhanden sind. Auf dieses Weise kénnte verhindert werden, dass proNGF im Follikel,
ahnlich wie im neuronalen Gewebe, Apoptose auslést (Absterben der Follikel). Als Limitation ist
jedoch zu beachten, dass das rekombinante proNGF (Cedarlane) zwar prinzipiell aktiv sein sollte
(Chevalier et al. 1994b), jedoch die verwendete Charge vor den Versuchen nicht auf ihre biologische
Aktivitat getestet wurde. Rekombinantes NGF selbst war biologisch aktiv (vgl. Egr-1 Induktion).

In der TrkA vermittelten Signalkaskade kann es zur Aktivierung/Phosphorylierung der Erk1/2 MAPK
kommen. Jedoch waren weder proNGF noch NGF in der Lage, Erk1/2 zu phosphorylieren (Abbildung
33). Ebenso wurden durch beide Faktoren die intrazellularen Ca**-Konzentrationen nicht erhoht.

Somit konnten in den humanen Granulosazellen nicht alle bekannten Effekte von proNGF und NGF
nachgewiesen werden. Der TrkA Signalweg scheint jedoch prinzipiell Gber NGF aktiviert werden zu

kénnen, da die Expressionsmengen von Egr-1 durch NGF leicht nach oben reguliert wurden.

4.3 Unterschiede in den mRNA Expressionslevel von Patientinnen ohne und
mit PCOS

Das PCOS ist die haufigste Ursache fur anovulatorische Infertilitét bei Frauen im reproduktionsféhigen
Alter. Dabei stellt sich vor allem die Frage, wie das Uberleben der Follikel in einem klinischen
Zusammenhang reguliert wird. Bei Frauen mit PCOS liegt ein verandertes Follikelwachstum vor.
Neurotrophine scheinen einerseits fur die Follikelentwicklung wichtig zu sein. Andererseits kénnte ein
Ungleichgewicht im System der Neurotrophine zum PCOS fiihren. Daher wurden die mRNA Mengen
von proNGF/NGF, MMP9 und Sortilin in den Granulosazellen von Patientinnen ohne und mit PCOS
miteinander verglichen. Es konnte jedoch nur bei proNGF/NGF ein signifikanter Unterschied zwischen
Patientinnen ohne und mit PCOS im mRNA Gehalt der drei Tage kultivierten humanen
Granulosazellen nachgewiesen werden. In der Follikelflissigkeit von PCOS Patientinnen konnten
ebenfalls geringere proNGF Mengen als bei Patientinnen ohne PCOS gemessen werden (proNGF
ELISA; Abbildung 19). Der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen war jedoch nicht
signifikant. Unerwartet anhand der erniedrigten proNGF Level wurde berichtet, dass NGF in der
Follikelflissigkeit von PCOS Patientinnen stéarker exprimiert ist (NGF ELISA; detektiert sowohl
proNGF als auch NGF; vgl. 4.2 Wirkung von proNGF und NGF) (Dissen et al. 2009a, Sadeu et al.
2012). Auch in Ovarien von Ratten ohne und mit PCOS konnten Unterschiede in der Expression von
NGF festgestellt werden: bei PCOS konnten geringere mRNA und erhdhte Proteinmengen detektiert
werden (Manni et al. 2005). Grundsétzlich ist ein erhdhter NGF Gehalt bei gleichzeitig geringeren
proNGF mRNA Mengen mdglich, solange der Abbau von NGF verringert wird. Denkbar ware z.B. eine
Inhibition von MMP9, das das reife NGF degradiert. In einer weiteren Studie wurden jedoch
verringerte NGF Level in der Follikelflissigkeit von PCOS Patientinnen gezeigt (Buyuk und Seifer

2008). Prinzipiell sind mehrere Erklarungen fir die Diskrepanz in den einzelnen Studien méglich.



4. Diskussion 70

Erstens kénnen diese Unterschiede in der Verwendung verschiedener IVF-Protokolle begriindet sein.
Zweitens spielt die Handhabung der Zellen, angefangen bei der Follikelpunktion tber die Préparation
der Zellen bis hin zu deren Kultivierungsbedingungen, eine wichtige Rolle. Drittens sind Frauen mit
PCOS keine homogene Patientengruppe, da das PCOS eine komplexe, heterogene Erkrankung ist.
Erschwerend kommt hinzu, dass das PCOS besonders haufig bei Frauen mit Diabetes Typ Il auftritt
und Insulin Einfluss auf die ovarielle Androgenproduktion nimmt (Strauss 2003, Norman et al. 2007).
Des Weiteren wird in der Labordiagnostik haufig, aber nicht immer, ein erhdéhter LH/FSH Quotient
gemessen. Diese beiden Faktoren sind zentrale Regulatoren der Follikelreifung (Banaszewska et al.
2003, Lewandowski et al. 2011).

Die Diversitat der Proben (genetisch/hormonell) war bei (Manni et al. 2005) vermutlich geringer, da
hier in den Ratten ein PCOS-Phéanotyp durch die Applikation von Ostradiolvalerat induziert wurde,
wodurch ein genetisch homogenerer Hintergrund entsteht. Interessanterweise entsprechen die so
gewonnenen Erkenntnisse denen dieser Studie und von Dissen et al. 2009a.

Eine weitere Problematik der Kultivierung humaner Granulosazellen wurde in den hier prasentierten
Ergebnissen auffallig. Die Granulosazellen scheinen im Laufe der Kultivierung ihre Genexpression zu
verandern. So wurde beobachtet, dass z.B. die mRNA Mengen von proNGF/NGF und MMP9 im Laufe
der flinftdgigen Kultivierung deutlich abnahmen (Abbildung 13 und Abbildung 26). Bei Sortilin dagegen
wurde wéahrend der Kultur ein leichter Anstieg beobachtet (Abbildung 21). AuBerdem konnte
festgestellt werden, dass sich die Zellen an Tag 5 bis 6 der Kultivierung anormal verhalten. Die
Behandlung der Zellen mit Staurosporin fihrte hier zu keinerlei Anzeichen von Apoptose (Caspase-
Assays: Abbildung 35C und Abbildung 44), obwohl durch Staurosporin normalerweise die Apoptose
induziert wird (Chae et al. 2000). Des Weiteren war aufféllig, dass an Versuchstag 5 bis 6 in den ATP-
Assays (Abbildung 34C) Effekte zu beobachten waren, die an den anderen Versuchstagen nicht
aufgetreten sind (Abbildung 34A und B).

Flr zuklnftige Studien wére es aus den oben beschriebenen Griinden vorteilhaft, ein definiertes
Modellsystem mit menschlichen Zellen zu etablieren, das von der Kultivierungsdauer unabhéngig ist.
Dadurch wirde auch das Problem der limitierten Zellmenge, insbesondere fir Zellen aus PCOS
Patientinnen, geldst werden. Somit waren die Ergebnisse der Experimente statistisch
aussagekraftiger. Dabei wére es denkbar, verschiedene Zellen aus Follikelpunktionen zu
immortalisieren wie z.B. durch Uberexpression von Telomerase (Ouellette et al. 2000). Wichtig dabei
ist, dass sowohl fir nicht PCOS als auch fir PCOS mehrere Zelllinien etabliert werden, um
gemeinsame Fehlregulationen bzw. individuelle Schwankungen zwischen den einzelnen Patientinnen
zu identifizieren. Dies bietet auch die Mdéglichkeit, verschiedene Ursachen fiir das PCOS voneinander
abzugrenzen bzw. zu analysieren.

Ein weiterer zukunftsweisender Ansatz, das proNGF/NGF-System im Menschen zu untersuchen und
dabei der Situation in vivo ndher zu kommen, wére die in vitro Kultivierung von praantralen Follikeln,
wie sie fir Primaten beschrieben wurde (Xu et al. 2013). In diesem Modell werden nicht nur
Granulosazellen betrachtet, sondern es werden auch das komplexe Zusammenspiel aus Oozyte,

Granulosa- und Thekazellen in ihrer natirlichen Umgebung erfasst.
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4.4 Decorin als Signalmolekil im Ovar

Decorin wurde in frisch isolierten und auch in kultivierten Granulosazellen nachgewiesen (Abbildung
41). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Decorin auch in der Follikelflissigkeit von IVF-
Patientinnen vorhanden ist (Abbildung 42). AuBerdem konnte die Expression von Decorin in
ovariellem Gewebe von Mensch und Affe detektiert werden (Adam et al. 2012). Anhand der
Gewebeschnitte ist zu sehen, dass Decorin hauptsachlich im Stroma, den Thekazellen und in
lutealem Gewebe vorhanden ist. In den Granulosazellen praantraler und antraler Follikel konnte
Decorin jedoch nicht nachgewiesen werden. Im Gelbkérper war Decorin  zwischen den
Granulosazellen und dem Zytoplasma anderer Lutealzellen angehauft sowie im Bindegewebe.
Decorin kann somit als Bestandteil der extrazellularen Matrix im Ovar von Primaten angesehen
werden (Adam et al. 2012). Die weiteren Ergebnisse lassen Schliisse auf eine mégliche Funktion von
Decorin im Ovar zu. Im Modellsystem der humanen Granulosazellen verhélt sich Decorin als ein
parakriner Faktor. Decorin erhéhte die intrazellularen Ca‘?*-SpiegeI und hatte keinen apoptotischen
Effekt bzw. eine tendenziell leicht antiapoptotische Wirkung auf die humanen Granulosazellen.

Die Follikelfliissigkeit von IVF-Patientinnen enthélt Decorin, was auch durch neuere Studien bestétigt
wurde (Ambekar et al. 2013). Méglicherweise sind die periovulatorischen, luteinisierenden
Granulosazellen fur die Synthese verantwortlich. Aber auch die Thekazellen kénnten dazu beitragen,
da auch sie Decorin enthalten. Des Weiteren kann Decorin mit einigen Wachstumsfaktorrezeptoren
interagieren, wie z.B. mit dem EGF-Rezeptor (Schaefer und lozzo 2008). Mdglicherweise kann
Decorin ovarielle Signalwege Uber diese Rezeptoren aktivieren, die auch in den Granulosazellen
exprimiert werden (Kwintkiewicz und Giudice 2009, Karakida et al. 2011). Daher sind die
Granulosazellen ein geeignetes Modellsystem. Da Decorin in den Granulosazellen exprimiert wird und
in der Follikelflissigkeit vorhanden ist, ist auch der mégliche Ligand fiir die Rezeptoren der
Wachstumsfaktoren in diesem Modellsystem vorhanden.

Die Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-Spiegel durch Decorin (Abbildung 45) ist ein Anzeichen dafiir,
dass diese Rezeptoren durch Decorin aktiviert werden (lozzo und Schaefer 2010, Finkel 2011).
Decorin kann mit unterschiedlichen Affinitdten an verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren binden
(lozzo und Schaefer 2010). Die Expressionsmuster der Rezeptoren, die Menge und die lokale
Decorinkonzentration scheinen daher zu bestimmen, ob und wie Decorin wirkt. Die Apoptose in den
Lutealzellen kann durch die Wirkung des EGF-Rezeptor-Signalwegs blockiert werden, wie es fir das
Uberleben der humanen Granulosazellen gezeigt wurde (Ben-Ami et al. 2006). Ubereinstimmend mit
der Studie von Ben-Ami et al. 2006 konnte auch anhand der hier durchgefihrten Experimente gezeigt
werden, dass die Caspaseaktivitdt durch EGF an Kultivierungstag 5 bis 6 signifikant erniedrigt wird.
An Kultivierungstag 2 bis 3 konnte ebenfalls eine erniedrigte Caspase-Aktivitdt beobachtete werden,
diese war aber nicht signifikant (Abbildung 44). Fir Decorin konnte derselbe Effekt wie fir EGF
gezeigt werden. Die gleichzeitige Stimulation mit beiden Faktoren verstarkie die Inhibition der
Caspaseaktivitdt. Daraus l&sst sich schlieBen, dass Decorin, teilweise lber den EGF-Rezeptor, die
Caspaseaktivitdt und moglicherweise somit die Apoptose beeinflusst. Dennoch sollte auch hier
beachtet werden, dass Staurosporin bei den an Kultivierungstag 5 bis 6 durchgefliihrten Experimenten

nicht die erwartete Wirkung (Erhdhung der Caspase-Aktivitat) zeigte wie an Tag 2 bis 3.



4. Diskussion 72

Aufgrund seiner weiten Verbreitung im Ovar von Primaten und der deutlichen Anderung seiner
Konzentrationen wahrend des ovariellen Zyklus lassen die Ergebnisse darauf schlieBen, dass Decorin

ein wichtiger, noch unbekannter Regulator ovarieller Funktionen ist.
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5. Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden
5.1.1 Isolation von humanen Granulosazellen aus Follikelpunktat

Die humanen Granulosazellen wurden aus Follikelpunktionen von Frauen, die sich einer in vitro
Fertilisation unterzogen haben, prépariert. Der Ethikrat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
stimmte der Verwendung des Follikelpunktats und der Granulosazellen fir wissenschaftliche
Experimente zu. Ebenso wurde eine schriftliche Zustimmung der Patientinnen eingeholt. Die Studie
wurde gemaf der Richtlinien der Deklaration von Helsinki 1975 durchgefiihrt. Alle Proben sowie die
klinischen Informationen waren anonym. Von den einzelnen Patientinnen waren nur das Alter und
eine Grunddiagnose bekannt.

Die Punktate mit den humanen Granulosazellen von etwa zwei bis finf Patientinnen wurden
resuspendiert, vereinigt und anschlieBend durch eine Spritze mit aufgesetzter Kaniile (0,9x40 mm,
20Gx1'2") homogenisiert. Der Tag der Follikelpunktion und der Prdparation entspricht Tag 0 der
Kultivierung (frische, unkultivierte Zellen). Aus diesem Pool wurden geringe Mengen (~ 2 ml) fir
Experimente mit Follikelflissigkeiten abgenommen. Die Follikelflissigkeiten wurden bei
Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert (10 min, 10000 rpm) und der Uberstand bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Das restliche Punktat wurde anschlieBend 1:2 mit DMEM/Ham’s
F12 Medium ohne Zusatze versetzt und die Zellen durch Zentrifugation (3 min, 800 rpm, RT)
separiert. Nach dem darauf folgenden Waschschritt mit Medium wurden die Zellen in Kulturmedium
(DMEM/Ham’s F12 + 10% FCS + 1% Pen/Strep) aufgenommen und in Petrischalen oder
Deckglaschen ausgeséat. Am nachsten Tag (entspricht Tag 1 der Kultivierung) wurden die Zellen zwei-
bis dreimal mit DMEM/Ham’s F12 Medium ohne Zusatze gespult und fir die nachfolgenden
Experimente in Kulturmedium weiter kultiviert.

Sollten die Zellen an Tag 0 fur Experimente verwendet werden, erfolgte die Praparation mit der
.Filtermethode”. Bei dieser Praparationsmethode wurde die oben beschriebene Praparation leicht
verandert, indem ein zusatzlicher Filtrationsschritt mit einem Zellsieb eingefihrt wurde, bei dem die
humanen Granulosazellen im Filter zurlckbleiben und die Erythrozyten besser aus der
Follikelflissigkeit entfernt werden kénnen. Dafiir wurden die Punktate der einzelnen Patientinnen
ebenfalls vereinigt. AnschlieBend wurde das Punktat durch Zellsiebe mit einem Porendurchmesser
von 40 pm gefiltert. Die Granulosazellen verblieben dabei im Filter. Die Zellsiebe wurden mit
serumfreiem Medium gespilt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Medium ohne Zusatze aus den
Filtern gespdlt. Die Zellsuspension wurde durch eine Spritze mit aufgesetzter Kanile (0,9x40 mm,
20Gx112") homogenisiert und dann abzentrifugiert (3 min, 800 rpm, RT). Das Zellpellet wurde
anschlieBend fur die entsprechenden Versuche weiter aufgearbeitet (RNA- oder Proteinisolation).

Die Follikelpunktate mit den humanen Granulosazellen von Frauen mit PCOS wurden nicht gepoolt,

sondern fir jede Patientin einzeln, nach den beschriebenen Methoden, prapariert.
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5.1.2 Kultivierung und Stimulation der humanen Granulosazellen

Die Kultivierung der adharenten humanen Granulosazellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO, mit DMEM/Ham’s F12 Medium mit Zusatz von 10% FCS und 1% Pen/Strep bis maximal 5 Tage
nach der Praparation.

Um Effekte von proNGF und NGF auf die humanen Granulosazellen zu testen, wurden die Zellen mit
Konzentrationen zwischen 5 ng/ml und 200 ng/ml (entspricht 0,102 nM — 4,08 nM proNGF bzw. 0,37
nM — 14,8 nM NGF) dieser Substanzen behandelt. Vor der Stimulation wurden die Zellen mit Medium
ohne Zusatze gespilt und darin fir 2 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
der Stimulanzien in der entsprechenden Konzentration mit nachfolgender Inkubation im Brutschrank.
Zur Untersuchung der Effekte auf die Phosphorylierung der MAPK durch proNGF und NGF wurden
die Zellen fir 5 min und 10 min mit 50 ng/ml proNGF und 50 ng/ml NGF stimuliert. Als Kontrolle
dienten Zellen, die mit dem Lésungsmittel des jeweiligen Stimulans behandelt wurden (im Folgenden
als unbehandelte Zellen bezeichnet). Nach der Stimulation wurde das Medium abgenommen und die
Zellen fir Western Blot Experimente weiter aufgearbeitet.

Far die Beurteilung der Egr-1 Menge nach Behandlung mit proNGF und NGF wurden die Zellen fir 1
h mit jeweils 50 ng/ml der beiden Substanzen inkubiert. Unbehandelte Zellen wurden als Referenz
verwendet. Die Zellen wurden nach der Stimulation entweder fir qPCR- oder Western Blot
Experimente weiterverarbeitet.

ATP- und Caspase-Level wurden nach einer 24stiindigen Inkubation mit unterschiedlichen
Konzentrationen an proNGF und NGF (jeweils 5, 50, 100 und 200 ng/ml) gemessen.

5.1.3 CASY - automatische Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl fir ATP- und Caspase-Assays mit humanen Granulosazellen
wurden die Zellen im CASY (Schéarfe Systems) gezéhlt. Die CASY-Technologie bestimmt die Vitalitat
der Zellen, basierend auf der Unversehrtheit der Plasmamembran. Dabei werden die Zellen geringen
elektrischen Impulsen ausgesetzt. Ist die Plasmamembran intakt, kann dieser Impuls die Membran
nicht durchdringen, bei nicht intakten Membranen jedoch schon.

Fir die Messung wurden die Zellen mit Medium ohne Zusatze gespult, anschlieBend trypsiniert und
das erhaltene Zellpellet in 1 ml DMEM/Ham’s F12 Medium ohne Zusatze aufgenommen. Je nach
GroBe des Zellpellets wurden die Zellen in 10 ml der Messlésung (CASYton) entsprechend verdiinnt.
Die Messung wurde automatisch, mit dem fir die jeweilige Zellart entsprechenden Programm,

durchgefihrt.
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5.1.4 ATP-Assay

Die Vitalitdt der humanen Granulosazellen wurde mit dem CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability
Assay (Promega), basierend auf der Quantifizierung der vorhandenen ATP-Menge, gemessen. Der
gemessene ATP-Gehalt ist direkt proportional zur Zahl der in Kultur metabolisch aktiven Zellen. Nach
der Zelllyse wird ATP freigesetzt, welches mit Luziferin in einer Luziferase-katalysierten Reaktion zu
Oxyluziferin umgesetzt wird. Das bei dieser Reaktion freigesetzte Licht ist proportional zur enthaltenen
ATP-Menge.

Die Zellen wurden in 6fach Replikaten auf 96-Well Platten ausgeséat (20000 Zellen pro Well) und fir
24 h mit proNGF bzw. NGF (jeweils 5, 50, 100 und 200 ng/ml) in 100 pl DMEM/Ham’s F12 Medium
ohne Phenolrot und weitere Zusétze kultiviert. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Um die
Hintergrundlumineszenz zu erfassen, wurden Kontrollwells (6fach Replikate) nur mit Medium ohne
Zellen (Blank) vermessen. Staurosporin (10 uM) diente als Kontrolle. Die Experimente wurden bei
Raumtemperatur unter Vermeidung direkter Lichteinstrahlung durchgefiihrt. Nach der Inkubation mit
dem Stimulanz wurden 100 pl des CellTiter-Glo Reagenz zu den Zellen pipettiert. AnschlieBend wurde
die Platte auf einem Schdittler fir 2 min geschittelt und dann fir weitere 10 min zur Stabilisierung des
Lumineszenzsignals ohne Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Lumineszenz
der Luziferasereaktion erfolgte am Fluostar Optima (BMG Labtech). Fir die Auswertung wurde der
Mittelwert der Hintergrundlumineszenz (Blank) von den erhaltenen Ergebnissen abgezogen. Die
Auswertung wurde mit Excel bzw. Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
durchgeftihrt.

5.1.5 Caspase-Assay

Um Apoptose in den humanen Granulosazellen nachzuweisen, wurde die Caspaseaktivitat (Cysteine-
aspartic protease) gemessen. Dies erfolgte mit dem Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega). Bei diesem
Nachweis werden die Zellen lysiert und das Substrat wird anschlieBend durch die Caspasen
gespalten. Daraufhin kommt es zur Bildung eines Lumineszenzsignals durch die Luziferase. Die
Lumineszenz ist proportional zur Hohe der Caspaseaktivitdit. Caspasen sind in der Zelle am
programmierten Zelltod, der Apoptose, beteiligt.

Die Zellen wurden in 6fach Replikaten auf 96-Well Platten ausgeséat (20000 Zellen pro Well) und fir
24 h zum einen mit proNGF bzw. NGF (jeweils 5, 50, 100 und 200 ng/ml) in 100 ul DMEM/Ham’s F12
Medium ohne Phenolrot und weitere Zusatze kultiviert. Zum anderen wurden die Zellen mit Decorin (5
pg/ml, entspricht 91 nM), EGF (50 ng/ml, entspricht 8,3 nM) sowie Decorin und EGF in Kombination (5
pg/ml und 50 ng/ml) ebenfalls fir 24 h in DMEM/Ham’s F12 Medium ohne Phenolrot und Zusatze
behandelt. Unbehandelte Zellen dienten jeweils als Kontrolle. Staurosporin (1 uM bzw. 10 pM) wurde
als Positivkontrolle verwendet. Um die Hintergrundlumineszenz zu erfassen, wurden Kontrollwells
(6fach Replikate) nur mit Medium ohne Zellen (Blank) vermessen. Die Experimente wurden bei
Raumtemperatur unter Vermeidung direkter Lichteinstrahlung durchgefiihrt. Nach der Inkubation mit
dem Stimulanz wurden 100 pl des Caspase-Glo 3/7 Reagenz zu den Zellen pipettiert. AnschlieBend

wurde die Platte auf einem Schuttler fir 30 s geschittelt und dann ohne Schitteln fir 1 h bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die Lumineszenzmessung wurde am Fluostar Optima (BMG Labtech)
durchgefiihrt. Fir die Auswertung wurde der Mittelwert der Hintergrundlumineszenz (Blank) von den
erhaltenen Ergebnissen abgezogen. Die Auswertung erfolgte mit Excel bzw. Prism 4.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA).

5.1.6 Wachstumsverhalten

Um das Wachstumsverhalten humaner Granulosazellen sowie die Effekte von proNGF und NGF auf
diese Zellen genauer zu untersuchen, wurden die humanen Granulosazellen Uber einen Zeitraum von
24 h beobachtet.

Dazu wurden die Zellen in p-Dishes (Ibidi) ausgesat. Das Wachstumsverhalten der Zellen wurde 24 h
von Tag 2 auf 3 der Kultivierung beobachtet. Dabei wurden die Zellen in DMEM/Ham’s F12 Medium
ohne Zusétze in einem Heizsystem (Ibidi) bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Zuséatzlich wurden die
Zellen auch mit proNGF bzw. NGF (jeweils 50 ng/ml) behandelt. Alle 20 min wurden automatisch
Bilder von den Zellen aufgenommen (Mikroskop Axiovert 135 mit ProgRes MF Cool Kamera), um
Veranderungen in der Morphologie sowie im Wachstumsverhalten der humanen Granulosazellen zu

dokumentieren.

5.1.7 Ca**-Messung

Fir die Messung der intrazellularen Ca2+-SpiegeI wurden die humanen Granulosazellen auf
Deckglaschen ausgeséat und in DMEM/Ham’s F12 Medium mit 10% FCS und 1% Pen/Strep kultiviert.
Die Zellen wurden zur Messung mit 5 pM Fluo-4 Acetoxymethylester (Fluo-4 AM) beladen und
anschlieBend 30 min im Brutschrank inkubiert. Die Deckglaschen wurden, ohne sie zu spilen, in die
Messkammer Uberfihrt. Die Messung erfolgte in serumfreiem Medium am konfokalen Lasermikroskop
(Leica). Die Fluoreszenz wurde bei 500 — 540 nm (Anregungswellenlange: 488 nm) alle 2 s detektiert
und ihre Intensitat Gber einzelne Zellen quantifiziert. Durch Zugabe von proNGF bzw. NGF (jeweils 50
ng/ml und 100 ng/ml) wurde getestet, ob diese Faktoren einen Einfluss auf die Ca2+-SpiegeI in den
humanen Granulosazellen haben. Als empirische/methodische Positivkontrollen dienten Histamin (10
M) und Trypsin (1:10, entspricht 0,005% Trypsin). Die Auswertung der Fluoreszenzsignale erfolgte

mit der Leica Confocal Software v2.61.

5.1.8 Imnmunhistochemie

Far die Immunhistochemie wurde ovarielles Gewebe von Mensch und Affe, eingebettet in Paraffin und
als 5 um dicke Schnitte auf Glasobjekttrager aufgebracht, verwendet.

Die Paraffinschnitte wurden fir die immunhistochemische Farbung in Xylol und Isopropanol (100%,
90%, 80% und 70%) entparaffiniert. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS rehydriert und mit 10
mM Citratpuffer in der Mikrowelle aufgekocht. Nach dem Abkihlen wurden die Schnitte mit PBS

gewaschen und die endogene Peroxidase mit einer Lésung aus 3% H»O, und Methanol blockiert. Um
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unspezifische Antikérperbindungen zu verringern, wurden die Schnitte mit 5% Normalserum
behandelt. Daraufhin erfolgte die Behandlung mit dem Primé&rantikdrper (Tabelle 11) Gber Nacht bei
4°C in einer feuchten Kammer.

Als Kontrolle diente die Inkubation mit nicht immunogenem Normalserum anstelle des spezifischen
Primarantikérpers oder die Inkubation nur mit dem Sekundarantikérper. Als eine weitere Kontrolle
wurde die Praadsorption des Priméarantikérpers mit dem entsprechenden Kontrollantigen (Tabelle 13)
durchgefihrt.

Nach der Inkubation mit dem Priméarantikérper wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und mit einem
biotinylierten Sekundarantikérper (Tabelle 12) fir 1-2 h bei Raumtemperatur behandelt. Daraufhin
erfolgte die Behandlung mit dem Avidin-Biotin Peroxidase Komplex (ABC Methode, Hsu et al. 1981)
for 1 h. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Schnitte mit 50 mM Tris/HCI Puffer far
10 min inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Lokalisation des Antikdrpers in einer Farbreaktion
mit 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) und H,O,. Die DAB Reaktion wurde mit destilliertem Wasser
abgestoppt. Daraufhin wurden die Schnitte mit Isopropanol (70%, 80%, 90% und 100%) sowie Xylol
dehydriert und mit Entellan eingebettet.

FOr die Prdadsorption wurde mit dem Primé&rantikérper und dem entsprechenden Peptid eine
Vorverdinnung hergestellt. Das Peptid wurde dabei in zweifacher Menge des Antikdrpers eingesetzt.
Diese Vorverdinnung wurde anschlieBend fiir 2 h bei 4°C unter stidndigem Drehen inkubiert.
Daraufhin wurde die Suspension abzentrifugiert (10 min, 10000 rpm, 4°C). Der Uberstand der
Vorverdiinnung wurde zur Herstellung der endgiiltigen Antikérperverdinnung (Immunhistochemie:

siehe Tabelle 11; Western Blot: siehe Tabelle 10) verwendet.

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 RNA-Isolation

Fir die RNA-Extraktion aus humanen Granulosazellen wurde der RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen)
entsprechend der Herstelleranleitung verwendet. Die Extraktion erfolgte bei Raumtemperatur.

Die Zellen wurden in RLT Puffer + 1% B-Mercaptoethanol lysiert und anschlieBend Uber eine
Spinsaule abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde in demselben Volumen 70% Ethanol aufgenommen
und UOber eine RNeasy Spinsaule abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule
mehrmals gewaschen (RW1 und RPE Puffer). Die RNA wurde mit RNase freiem Wasser eluiert und
deren Gehalt sowie die Qualitat (Quotient aus der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm)
anhand einer Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm am Photometer bestimmt. Bei reiner RNA
liegt das Verhaltnis OD,0/OD2go bei etwa zwei. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die RNA bei -
80°C aufbewahrt.
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5.2.2 cDNA-Synthese

Die Umschreibung der einzelstrdéngigen RNA in einzelstrangige cDNA erfolgte mittels reverser
Transkription (RT-PCR) mit Superscript Il (Invitrogen — Life Technologies). Alle Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis.

Fir die Herstellung des cDNA-Templates wurden 0,4 pg RNA sowie 1,6 ul random 15-mer Primer in
einem Gesamtvolumen von 23 ul verwendet. Die Proben wurden im Thermocycler inkubiert (10 min
bei 70°C, 5 min bei 25°C). AnschlieBend wurden 15 pl Nukleotid-Mix (Tabelle 1) zugegeben und die
Proben nochmals im Thermocycler inkubiert (10 min bei 25°C, 2 min bei 42°C). Nach Zugabe von 2 pl

reverser Transkriptase erfolgte die reverse Transkription (Tabelle 2). Das Endvolumen der RT-PCR

betrug 40 pl.
Reagenz Volumen Temperatur Zeit
5x first Strand Buffer 8 ul 42°C 50 min
0,1 MDTT 4 pl 70°C 15 min
10 mM dNTP 2l 4°C 10 min
RNasin 1l Tabelle 2: Bedingungen fir die
Tabelle 1: Nukleotid-Mix fur die RT-PCR. reverse Transkription.

5.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Spezifische Gene (Tabelle 8) wurden durch RT-PCR amplifiziert (Saiki et al. 1985). Dazu wurde 1 pl
cDNA in einem Gasamtreaktionsvolumen von 25 pul verwendet. Zum Ausschluss von
Verunreinigungen wurden Negativkontrollen mit RNA bzw. DEPC Wasser verwendet. Alle
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Die Mastermix-Komponenten mit Volumina sind in
Tabelle 3, die PCR-Bedingungen in Tabelle 4 zusammengefasst. Die verwendeten Primersequenzen
(Tabelle 8) wurden mit der Primer3 Software (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) erstellt.

Reagenz Volumen Schritt Temperatur Zeit
5x GoTaq Puffer 5ul Initiation 94°C 5 min
2 mM dNTPs 2,5 ul Denaturierung 94°C 30s
3‘ Primer (50 pmol/ul) 0,5 pl Annealing _ﬁ)_rlmersp?zmsche 1 min
5 Primer (50 pmol/l) 0,5l emperatur

DEPC-H.O 15,37 ul Elongation 72°C 1 min
GoTagq Polymerase 0,13 ul End-Elongation 72°C 7 min
cDNA Template 1ul 4°C

Gesamtvolumen 25 ul

Tabelle 3: Mastermix-Komponenten fiir
die PCR.

Tabelle 4: PCR-Cycler Programm.
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Die amplifizierten PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (2%iges Gel; Gellauf bei
120 V fOr 20 min) aufgetrennt und mit UV-Licht detektiert. Die entsprechenden Banden wurden mit
dem MinElute Gel Extraction Kit (Quiagen) entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt und
sequenziert (GATC Biotech, Konstanz, Deutschland). Die Sequenzierergebnisse wurden mit der
BLAST Software (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) auf ihre
Richtigkeit hin Gberpruft.

5.2.4 quantitative real-time PCR (qPCR)

Die quantitative real-time PCR wurde mit dem StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) durchgefihrt. Zur Detektion wurde der QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Quiagen)
verwendet. Die einzelnen Proben wurden immer in Triplikaten analysiert. Als Negativkontrollen
wurden DEPC Wasser sowie die —RT-Reaktion (RT-Reaktion ohne reverse Transkriptase) verwendet.
GAPDH wurde als interner Standard verwendet. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und
das Cyclerprogramm sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgelistet.

Die Primer wurden mit Hilfe des Universal ProbeLibrary Assay Design Centers (Roche) entworfen und
auf ihre Spezifitdt und auf Dimerbildung Uber eine Schmelzkurvenanalyse der einzelnen
Amplifikationsprodukte getestet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 9 aufgelistet. Die Berechnung
der Primereffizienzen erfolgte Uber die Standardkurven. Die Auswertung zur Analyse der
Anreicherung erfolgte Uber die komparative Ct Methode, relativ zur Kontrolle, entsprechend der
Formel (EA(CT™"™ - C1*))aapor/(E MC1™™ - C1°))en von mteresse (Livak und Schmittgen 2001) mit Excel
bzw. Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Der Ct Wert (Cycle Treshold) gibt
den Zyklus an, bei dem die Fluoreszenz erstmals exponentiell Gber den Hintergrundwert ansteigt. E

steht fur die Primereffizienz, die im Optimalfall zwei ist.

Reagenz Volumen
2x Quanti-Fast-Mix 6,25 pl
3 Primer (12,5 uM) 1,125 pl
5' Primer (12,5 uM) 1,125 pl
cDNA (1:5 bzw. 1:10) 4,0l
Gesamtvolumen 12,5 ul
Tabelle 5: Mastermix-Komponenten
fur die gPCR.
DenlantILtllr?tleerung Z(!!llz)ug/i:‘eans)e Schmelzkurve
Temperatur 95°C 95°C 59°C 95°C 70°C  70°C-95°C
Zeit 5 min 10s 30s 15s 1min 15s
sttt
Stufe 1 Stufe1  Stufe2 | Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3

Tabelle 6: gPCR-Cycler Programm.
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5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Proteinisolation

Die Proteinisolation erfolgte aus kultivierten humanen Granulosazellen, die entweder nicht behandelt
oder stimuliert wurden. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefihrt, um die
Denaturierung der Proteine zu verhindern.

Die Zellen wurden mit NPE Puffer von den Petrischalen abgeschabt und zentrifugiert (10000 rpm, 3
min, 4°C). Das erhaltene Zellpellet wurde mit PBS gespllt und nochmals abzentrifugiert (10000 rpm, 3
min, 4°C). Je nach GréBe des Zellpellets wurde dieses in 50 - 100 ul Inhibitorcocktail aufgenommen
und anschlieBend mit Ultraschall aufgeschlossen.

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgte mittels des DC Protein Assay Kits (Bio-Rad)
nach der Methode von Lowry (Lowry et al. 1951). 5 pl Standard (BSA, 0 — 2 ug/ul) bzw. Probe wurden
in Duplikaten aufgetragen. Dann erfolgte die Zugabe von 25 ul Reagenz A’ (20 ul Reagenz S pro 1 ml
Reagenz A) sowie von 200 pl Reagenz B. Nach 15minitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Absorption bei 750 nm gemessen und die Werte auf die BSA Standardkurve abgeglichen.
AnschlieBend wurde die restliche Probenmenge mit jeweils 10% B-Mercaptoethanol und 10%
Bromphenolblau versetzt, bei 95°C fir 5 min im Thermomixer aufgekocht und entweder direkt flr
Western Blot Experimente verwendet oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C weggefroren.

5.3.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese wurde mit dem Mini-PROTEAN3 System (Bio-Rad) nach
der Methode von Laemmli (Laemmli 1970) durchgefiihrt. 10 ug bzw. 30 ug Protein wurden auf das Gel

geladen. Die Elektrophorese erfolgte mit Laemmli Puffer bei 190 V fir ca. 1 h.

Reagenz Sammelgel Trigg/gel Trc:r;ror/?el

Acrylamid 30% 0,9 ml 4,3 ml 6,5 ml
4x Sammelgelpuffer 1,5 ml

4x Trenngelpuffer - 3,25 ml 3,25 ml
H20 3,55 mi 4,55 mi 3,25 ml
TEMED 20 pl 26 pl 26 pl
10% APS 30 ul 52 ul 52 ul

Tabelle 7: Zusammensetzung der SDS Gele.
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5.3.3 Western Blot

Far den Western Blot wurden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Dies erfolgte im Wet-Blot-Verfahren (Bio-Rad). Der Transfer erfolgte bei 100 V fur 75 min.
Nach dem Transfer wurden die Proteine auf der Membran mit 1x Ponceau S sichtbar gemacht. Die
Blockierung der nicht spezifischen Bindestellen erfolgte entweder mit 5% Magermilchpulver in TBS-T
oder 5% BSA in TBS-T, je nach Antikérper, fir 1 h bei Raumtemperatur. Die Inkubation mit dem
Primarantikérper (Tabelle 10) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Zur Kontrolle der Richtigkeit der
detektierten Bande wurde eine Praadsorption des Priméarantikdrpers durchgefihrt (vgl. 5.1.8
Immunhistochemie). AnschlieBend wurde die Membran mit TBS-T gewaschen und mit dem
entsprechenden Sekundarantikérper (Tabelle 12) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt wurden die Proteine mit dem Chemiluminescent Substrate (Pierce — Thermo
Fischer Scientific) im Chemi Smart 5000 (PeqLab) detektiert.

Die Western Blot Ergebnisse wurden mit Imaged (public domain Programm, Version 1.45s, National
Institutes of Health, MD, USA) densitometrisch ausgewertet. Die erhaltenen Werte wurden auf die von
3-Aktin oder Phospho-p44/42 MAPK normalisiert.

5.3.4 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

ProNGF und DCN wurden in Follikelflissigkeiten von IVF-Patientinnen mittels des Enzyme-linked
Immunosorbent Assays (CUSABIO bzw. R&D Systems) nachgewiesen. Die Messungen wurden in
Duplikaten durchgefiihrt. Standardreihen fir proNGF und DCN waren im jeweiligen ELISA Kit
enthalten. Alle Arbeitsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA).

5.3.4.1 ProNGF ELISA

Die 96-Well Platten waren bereits mit einem spezifischen proNGF Antikérper vorbehandelt. Alle
Inkubationsschritte erfolgten bei 37°C. Die proNGF-Standardreihe bzw. die Proben wurden auf die
Platte aufgetragen und 2 h inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit einem Biotin Antikérper fiir
1 h. Nach einem Waschschritt wurde die Platte eine weitere Stunde mit Avidin-konjugierter HRP
(Horseradish Peroxidase) inkubiert. Darauf folgte ein weiterer Waschschritt, nach dem vermieden
werden sollte, dass die Platte direkter Lichteinstrahlung ausgesetzt wird. Die Behandlung mit der
Substratliésung (TMB Substrate) dauerte 25 min. Die Reaktion wurde mit der Stop Solution beendet.
Die Messung der optischen Dichte erfolgte am Fluostar Optima (BMG Labtech) bei 450 nm und 540
nm. Unregelm&Bigkeiten auf der Platte, die die optische Messung beeinflussen, wurden durch die
Subtraktion der Messwerte bei 540 nm von denen bei 450 nm ausgeglichen. Die in der

Follikelflissigkeit enthaltene proNGF Menge wurde anhand der Standardkurve berechnet.
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5.3.4.2 DCN ELISA

Die 96-Well Platten wurden Uber Nacht mit capture antibody (2 pug/ml) inkubiert. Daraufhin wurde die
Platte gewaschen und mit Reagent Diluent fiir 1 h geblockt. Nach einem erneuten Waschschritt
wurden die Decorin-Standardreihe bzw. die Proben aufgetragen und 2 h inkubiert. Auf einen weiteren
Woaschschritt folgte die Inkubation mit der Streptavidin-horseradish Peroxidase fiir 20 min. Ab diesem
Schritt sollte vermieden werden, die Platte direkter Lichteinstrahlung auszusetzen. Die Inkubation mit
der Substrat Solution fir 20 min erfolgte nach erneutem Waschen der Platte. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde die Stop Solution in jedes Well zugegeben und im Anschluss daran die optische
Dichte am Fluostar Optima (BMG Labtech) bei 450 nm und 540 nm gemessen. Um
UnregelmaBigkeiten auf der Platte, die die optische Messung beeinflussen, auszugleichen, wurden die
Messwerte bei 540 nm von denen bei 450 nm subtrahiert. Die Decorinmenge in der Follikelflissigkeit

wurde anhand der Standardkurve berechnet.

5.4 Statistik
Um Aussagen Uber die Signifikanz der Ergebnisse der MAPK-Phosphorylierung, der ATP- und

Caspase-Assays sowie Uber die Egr-1 Expression in den humanen Granulosazellen zu treffen,
wurden ANOVA-Analysen (post-Test: Newman-Keuls multiple comparison Test) durchgefihrt. Der
Wilcoxon rank sum Test (Vergleich der Medianwerte) wurde verwendet, um die gqPCR Ergebnisse des
Vergleichs der Proben von IVF-Patientinnen ohne und mit PCOS auszuwerten. Da die zu
analysierenden Werte aufgrund der Heterogenitat der Proben wahrscheinlich nicht normalverteilt sind,
kénnen die Mittelwerte nicht miteinander verglichen werden (one-sample t-test). Daher mussten die
Medianwerte fiir die Auswertung verwendet werden. Des Weiteren wurde der Mann Whitney Test als
nicht parametrischer t-Test verwendet, um die Signifikanz des proNGF ELISAs zu untersuchen. Alle

Daten wurden als Mittelwert oder Median £SD angegeben.
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8.3 Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

pm Mikrometer

AK Antikérper

AKT Proteinkinase B

AMH anti-Mller Hormon

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. destilliertes Wasser

ART Assisted Reproductive Technology / assistierte Reproduktionstechniken
AS Aminosaure

ASRM American Society for Reproductive Medicine
ATP Adenosintriphosphat

BDNF brain-derived neurotrophic factor
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

ca* Calcium

CASY Cell Counter and Analyzer System
cDNA complementary desoxyribonucleic acid
ChAT Cholinacetyltransferase

CO, Kohlendioxid

Cr cycle threshold

DAB Diaminobenzidin

DCN Decorin

ddH,O demineralisiertes Wasser

DEPC Diethyldicarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

E Effizienz

eCG equines Choriongonadotropin

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal Growth Factor

Egr-1 Early growth response protein 1
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ER Endoplasmatisches Reticulum

Erk Extracellular regulated kinase

ESHRE European Society of Human Reproduction and Embryology
FCS Fetal calf serum

FF Follikelflissigkeit

Fluo-4 AM Fluo-4 Acetoxymethylester
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FSH

g
GAPDH
GnRH
h

H.O
H.0,
hCG
HCI
hGC
HMC-1
HRP
HTPC
ICSI
IGF
IVF
JNK
KCI
kDa
Ko

LH

M
MAPK
mg
min

ml

mm
mM
MMP
mRNA
NaCl
NF-kB
ng
NGF
NIH
nm

nM
NPE
NRIF
NT
oD
p75NTR
PBS
PCOS
PCR
Pen/Strep
PI3-K
PIPES
PMSF

Follikel stimulierendes Hormon
Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gonadotropin Releasing Hormone
Stunde(n)

Wasser

Wasserstoffperoxid

humanes Choriongonadotropin
Salzséure

humane Granulosazellen
human mast cell linie-1
Horseradish Peroxidase
humane testikuléare peritubulére Zellen
intracytoplasmic sperm injection
insulin-like growth factor

in vitro Fertilisation

c-Jun N-terminale Kinasen
Kaliumchlorid

kilo Dalton

Kontrolle

luteinisierendes Hormon

Molar

Mitogen-aktivated Proteinkinase
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Millimolar
Matrixmetalloprotease
messenger ribunocleic acid
Natriumchlorid

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

Nanogramm

Nerve Growth Factor

National Institutes of Health
Nanometer

Nanomolar
Sodiumchlorid/Pipes/EDTA
neurotrophin receptor interacting factor
Neurotrophin

optische Dichte

p75 Neurotrophin Rezeptor

Phosphate Bufferde Saline
polycystisches Ovarialsyndrom
Polymerase-Kettenreaktion
Penicillin/Streptomycin
Phosphatidylinositol-3 Kinase
Piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid)
Phenylmethylsulfonylfluorid
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Pox Peroxidase

proNGF pro-Nerve Growth Factor

gPCR guantitative real-time PCR

Ras Rat sarcoma

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptor Tyrosin Kinase

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction
S Sekunde(n)

SDS Sodiumdodecylsulfate

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SP Signalpeptid

stim stimuliert

TBE Tris/Borsaure/EDTA

TBS-T Tris buffered Saline-Tween

TC Thekazellen

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases

TNF tumor necrosis factor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Trk Tropomyosin-related Kinase

\ Volt

vgl. vergleiche

z.B. zum Beispiel
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8.4 Material
8.4.1 PCR Primer
s o GenBank . .. Annealing-
Gen Sequenz (5’ - 3’) Accession Nr. AmplikongréBe temperatur
B-Aktin NM_001101
TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT
forward =656 CAT CTA
661 bp 60°C
reverse CTA GAA GCA TTG CGG TGG ACG
ATG GAG GG
Egr-1 NM_001964
forward TGACCGCAGAGTCTTTTCCT
203 bp 59°C
reverse TGGGTTGGTCATGCTCACTA
MMP7 NM_002423
forward GAGTGCCAGATGTTGCAGAA
169 bp 58°C
reverse AAATGCAGGGGGATCTCTTT
MMP9 NM_004994
forward TTGACAGCGACAAGAAGTGG
179 bp 57°C
reverse GCCATTCACGTCGTCCTTAT
NGF NM_002506
forward CAC ACT GAG GTG CAT AGC GTA 103 b 5700
reverse CAG GGA CAT TGC TCT CTG AGT P
p75"™" NM_002507
forward AGC CAA CCA GAC CGT GTG TG 663 b
reverse TTG CAG CTG TTC CAC CTC TT P 57°C
Sortilin NM_002959
forward TCCTGGGTTGGAGATAGCAC
232 bp 60°C
reverse TTCCTCCAGACACCTCTGCT
TrkA NM_001007792
forward TCAACAAATGTGGACGGAGA
197 bp 56°C
reverse GTGGTGAACACAGGCATCAC
snreverse GAGCTGCCACCCAATGTC 109 bp 56°C
Ubiquitin von Dr. H. Welter
forward AGATCCAGGATAAGGAAGGCAT
400 bp 54°C
reverse GCTCCACCTCCAGGGTGAT
Tabelle 8: Liste der verwendeten Primer fir die RT-PCR.
8.4.2 Real-time PCR Primer
s o GenBank . .. Annealing-
Gen Sequenz (5’ - 3’) Accession Nr. AmplikongréBe temperatur
Egr-1 NM_001964
forward AGCCCTACGAGCACCTGAC
104 bp 59°C
reverse GGGCAGTCGAGTGGTTTG
Berisha et al.,
GAPDH 2002
forward GTC TTC ACT ACC ATG GAG AAG G
197 bp 59°C

reverse

TCA TGG ATG ACC TTG GCC AG
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MMP9 NM_004994
forward ATCCGGCACCTCTATGGTC
121 bp 59°C
reverse CTGAGGGGTGGACAGTGG
NGF NM_002506
forward TCCGGACCCAATAACAGTTT 75 b 59°C
reverse GGACATTACGCTATGCACCTC P
Sortilin NM_002959
forward GAGGAAGCCTGAAAACAGTGA 113 b 59°C
reverse GGGCCATTGGAACATTCA P
Tabelle 9: Liste der verwendeten Primer fir die quantitative real-time PCR.
8.4.3 Primarantikorper
8.4.3.1 Fiir Western Blot
Antikérper Verdiinnung Spezies/Klonalitat Hersteller
. . Sigma-Aldrich,
B-Aktin 1:5000 Maus/monoklonal St. Luis, MO, USA
. . . R&D Systems,
Decorin 1:1000 Ziege/monoklonal Minneapolis, MN, USA
s . . Santa Cruz Biotechnology,
Egr-1 1:500 Kaninchen/polyklonal Santa Cruz, CA, USA
MMP7 1:1000 Kaninchen/polyklonal Acris, Herford, Deutschland
. . Cell Signaling,
MMP9 1:1000 Kaninchen/polyklonal Danvers, MA. USA
NGF-beta 1:500 Kaninchen/polyklonal Chemikon,
’ Billerica, MA, USA
NTR . . Sigma-Aldrich,
NGFR (p75™'") 1:1000 Kaninchen/polyklonal St. Luis, MO, USA
. . Cell Signaling,
p44/42 MAPK (Erk1/2) 1:1000 Kaninchen/monoklonal Danvers, MA. USA
Phospho-p44/42 MAPK . Cell Signaling,
(Erki/2) 1:1000 Maus/monoklonal Danvers, MA. USA
. . Alomone Labs,
proNGF 1:500 Kaninchen/polyklonal Jerusalem, Israel
- . . Alomone Labs,
Sortilin 1:500 Kaninchen/polyklonal Jerusalem, Israel
TrkA 1:1000 Kaninchen/monoklonal Cell Signaling,

Danvers, MA, USA

Tabelle 10: Liste der verwendeten Priméarantikérper fir Western Blot Experimente.
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8.4.3.2 Fiir Inmunhistochemie

Antikoérper Verdiinnung Spezies/Klonalitat Hersteller

MMP7 1:100 Kaninchen/polyklonal Acris, Herford, Deutschland
. . Cell Signaling,

MMP9 1:100 Kaninchen/polyklonal Danvers, MA, USA
. : Chemikon,

NGF-beta 1:500 Kaninchen/polyklonal Billerica, MA, USA

NGFR (p75"™) 1:500 Kaninchen/polyklonal Sigma-Aldrich,

St. Luis, MO, USA
Alomone Labs,

proNGF 1:100 Kaninchen/polyklonal Jerusalem, Israel

Sortilin 1:100 Kaninchen/polyklonal Alomone Labs,
Jerusalem, Israel

TrkA 1:250 Kaninchen/polyklonal Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA, USA

Tabelle 11: Liste der verwendeten Priméarantikérper fir die Immunhistochemie.

8.4.4 Sekundarantikérper

Antikérper Verdiinnung Anwendung Hersteller

Biotinylated goat anti rabbit ~ 1:500 Immunhistochemie afn:g\llj?g Deutschland
Pox donkey anti mouse 1:10000 Western Blot afn:g\llj?g Deutschland
Pox goat anti rabbit 1:10000 Westem Blot afr:g\é?g Deutschland
Pox rabbit anti goat 1:10000 Western Blot Dianova,

Hamburg, Deutschland

Tabelle 12: Liste der verwendeten Sekundéarantikdrper.

8.4.5 Kontrollantigene

Gen Anwendung Hersteller

Egr-1 2 ug Peptid pro 1 pg AK Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
proNGF 2 ug Peptid pro 1 pg AK Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Sortilin 2 ug Peptid pro 1 ug AK Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Tabelle 13: Liste der verwendeten Kontrollantigene.
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8.4.6 Chemikalien

Substanz

Hersteller

Ort

B-Mercaptoethanol
5x First Strand Buffer

5x Green GoTaq Reaction Buffer
Acrylamid 2K — Lésung (30%)

Agarose Metaphor

Albumin Standard

Ammoniumpersulfat (APS)
Aprotinin

Borsaure

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

CASYclean

CASYton

Decorin, human rekombinant
DEPC Wasser

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT) 0,1 M
DMEM/Ham’s F12 mit L-Glutamin
DNA Ladder 100 bp

dNTPs (dJATP/dCTP/dGTP/dTTP)
EDTA

EGF

Entellan

Ethanol 100% p.a.
Ethidiumbromid

Fetal Calf Serum (FCS)

Fluo-4 AM

GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Glycerin

Glycin

GoTaq DNA Polymerase
HCI

Isopropanol

KzHPO4 X3 Hzo

KCl

Leupeptin

Methanol

Milchpulver

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Na-Ill-citrat Dihydrat
NazHPO4 X2 Hzo

Sigma-Aldrich

Invitrogen — Life
Technologies

Promega

AppliChem

Biozym

Pierce — Thermo Fischer
Scientific

Merck

AppliChem

Roth

PAA

Serva

Roche Applied Science
Roche Applied Science
Immundiagnostik

Ambion — Life Technologies

Sigma-Aldrich
Invitrogen
PAA
AppliChem
PegLab

Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Roth

Bio-Rad

PAA

Molecular Probes — Life
Technologies

Thermo Fischer Scientific
Merck

AppliChem

Promega

Roth

Klinikum Rechts der Isar
Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Roth

Vitalia

Bio-Rad

Roth

Merck

St. Luis, MO, USA
Carlsbad, CA, USA

Madison, WI, USA
Darmstadt, Deutschland

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Waltham, MA, USA

Darmstadt, Deutschland
St. Luis, MO, USA
Karlsruhe, Deutschland
Pasching, ,Osterreich
Heidelberg, Deutschland
Basel, Schweiz

Basel, Schweiz
Bensheim, Deutschland
Carlsbad, CA, USA

St. Luis, MO, USA
Carlsbad, CA, USA
Pasching, ,Osterreich
Darmstadt, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
St. Luis, MO, USA
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Hercules, CA, USA
Pasching, ,Osterreich

Carlsbad, CA, USA

Waltham, MA, USA
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Madison, WI, USA
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
St. Luis, MO, USA
Karlsruhe, Deutschland
Bruckmuhl, Deutschland
Hercules, CA, USA
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
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NaCl

Natriumorthovanadat (NazVOs)
Normalserum goat
Normalserum rabbit

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

PBS

PBS Dulbecco

Penicillin / Streptomycin

pH Kalibrationsstandard (pH 4/7/10)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

PIPES
Ponceau S

Protease und Phosphatase Inhibitor Tabletten

Recombinant Human pro-Nerve Growth Factor
Recombinant Human B-NGF

RNasin Plus, 10000 U

Saccharose

Sodiumdodecylsulfate (SDS)

Staurosporin

Superscript 1l, 10000U

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Chemikon

Pierce — Thermo Fischer
Scientific

PAA
Biochrom
PAA
Roth

Invitrogen — Life
Technologies

Roth

Sigma-Aldrich

Pierce — Thermo Fischer
Scientific

Cedarlane

R&D Systems

Promega

Merck

Roth

Sigma-Aldrich

Invitrogen — Life
Technologies

Karlsruhe, Deutschland
St. Luis, MO, USA
St. Luis, MO, USA
Billerica, MA, USA

Waltham, MA, USA

Pasching, ,Osterreich
Berlin, Deutschland
Pasching, ,Osterreich
Karlsruhe, Deutschland

Carlsbad, CA, USA

Karlsruhe, Deutschland
St. Luis, MO, USA

Waltham, MA, USA

Burlington, Kanada
Minneapolis, MN, USA
Madison, WI, USA
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
St. Luis, MO, USA

Carlsbad, CA, USA

Tris Roth Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Bio-Rad Hercules, CA, USA
Trypsin-EDTA PAA Pasching, ,Osterreich
Tween 20 Roth Karlsruhe, Deutschland
Wasserstoffperoxid (H202) Fluka — Sigma Aldrich St. Luis, MO, USA
Xylol 99% Roth Karlsruhe, Deutschland
Zitronensaure Roth Karlsruhe, Deutschland
Tabelle 14: Liste der verwendeten Chemikalien.
8.4.7 Kits und Assays
Kit Hersteller Ort
3,3’ Diaminobenzidin (DAB) Tabletten Set Sigma-Aldrich St. Luis, MO, USA
Caspase-Glo 3/7 Assay Promega Madison, WI, USA
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Promega Madison, WI, USA
DC Protein Assay (Reagenz A/B/S) Bio-Rad Hercules, CA, USA

DuoSet ELISA Development System, human

Decorin

MinElute Gel Extraction Kit
proNGF ELISA Kit

QuantiFast SYBR Green PCR Kit

Restore Western Blot Stripping Buffer

RNeasy Plus Mini Kit

R&D Systems

Quiagen
CUSABIO
Quiagen

Pierce — Thermo Fischer

Scientific
Quiagen

Minneapolis, MN, USA

Hilden, Deutschland
Wuhan, China
Hilden, Deutschland

Waltham, MA, USA

Hilden, Deutschland
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Substrate Reagent Pack Farbreagenz A (H20,)
und Farbreagenz B (Tetramethylbenzidin)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity

Substrate
Vectastain ABC Kit

R&D Systems

Pierce — Thermo Fischer
Scientific
Pierce — Thermo Fischer
Scientific

Vector Laboratories

Minneapolis, MN, USA
Waltham, MA, USA

Waltham, MA, USA

Burlingame, CA, USA

Tabelle 15: Liste der verwendeten Kits und Assays.

8.4.8 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller Ort

25 ml Réhre Sarstedt NUmbrecht, Deutschland
96-Well Kultur Platte Greiner Bio-One GmbH Kremsmiinster, Osterreich
Casy Cups Roche Applied Science Basel, Schweiz

Combitips Plus
CryoPure Réhren
Deckglaschen (& 12 mm)

Deckglaser (24 x 60 mm)

Einmalspritzen (10 ml)
EppendorfgeféBe (0,5/1,0/2,0 ml)

F96 MicroWell Wei3e Polystyrene Platte
Falcon Réhrchen (15/50 ml)
Feather disposable Skalpelle

Injektionskanile 20G x 1'/»*
Injektionskanile 21G x 1"/,

Kulturflaschen (25/75 cm?)

Latexhandschuhe puderfrei

MicroAmp Fast Optical 96-Well Platten
MicroAmp Optical Adhesive Film
Nitrocellulosemembran
Nitrocellulosemembran

Nunclon 24-Well Multischale

Pap-Pen

Parafilm

Pasteurpipetten 150 mm, Glas
Pasteurpipetten, Plastik
Perfusor Spritzen (50 ml)
Petrischalen ( & 35/60 mm)
Pipettenspitzen 200 pl

Pipettenspitzen, 10/20/100/200/1000 pl

Reagent Reservoirs (25 ml)
Réhrchen (13 ml)

Eppendorf
Sarstedt
Kindler

Menzel Glaser

B. Braun
Sarstedt
Nunc — Thermo Fischer
Scientific
Sarstedt

FEATHER® Safety Razor
Co. Ltd.

B. Braun

BD Bioscience

Nunc — Thermo Fischer
Scientific
Kimberly-Clark

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Whatman
Machery&Nagel

Nunc — Thermo Fischer
Scientific

Science Services
American National Can
Poulten & Graf

ratiolab

B. Braun

Sarstedt

Rainin

Biozym

VWR
Sarstedt

Hamburg, Deutschland
NUmbrecht, Deutschland
Freiburg, Deutschland

Braunschweig,
Deutschland

Melsungen, Deutschland
NUmbrecht, Deutschland

Waltham, MA, USA
NUmbrecht, Deutschland
Osaka, Japan

Melsungen, Deutschland
San Jose, CA, USA

Waltham, MA, USA

Dallas, TX, USA
Foster City, CA, USA
Foster City, CA, USA
Maidstone, Kent, UK
Diren, Deutschland

Waltham, MA, USA

Miinchen, Deutschland
Chicago, IL, USA
Wertheim, Deutschland
Dreieich, Deutschland
Melsungen, Deutschland
NUmbrecht, Deutschland
Greifensee, Schweiz

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Darmstadt, Deutschland
NUmbrecht, Deutschland
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Serologische Pipetten (5/10/25/50 ml)
Spritzenfilter Filtropur S (0,2/0,45 um)
Superfrost Plus Objekttrager
Urinbecher

UVette

Zellschaber

Zellsieb (40 um)

p-Dish (& 35 mm, Glasboden)

Sarstedt
Sarstedt
Menzel Glaser
Sarstedt
Eppendorf
Kisker

BD Bioscience
Ibidi

NUmbrecht, Deutschland
NUmbrecht, Deutschland
Braunschweig
NUmbrecht, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Steinfurt, Deutschland
San Jose, CA, USA
Martinsried, Deutschland

Tabelle 16: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

8.4.9 Gerate
Gerat Hersteller Ort
Absaugpumpe KNF Neuberger Freiburg, Deutschland

Analysewaage DualRange XS 205
BioPhotometer

Brutschranke BBD 6220
Bunsenbrenner Fireboy plus

CASY Zellzahler

Chemi Smart 5000

Count-down / Count-up Timer
Duomax Schuttler 1030 und 2030
Elektronischer Rihrer Multipoint HP15
ELISA Reader

Fluoreszenzlampe HBO 100 W
Fluoreszenzmikroskop Axioplan
Fluostar Optima

Gefriertruhe -80°C

Heating System 1 (Axiovert 135)
IKA-Magnetriihrer RTC
IKA-Minishaker MS 2

IKA-Schittler MTS4

Kamera am Fluoreszenzmikroskop
Kamera ProgRes CT3 (Nikon Diaphot)

Kamera ProgRes MF cool (Axiovert 135)
Konfokales Mikroskop TCS SP2 mit Laser und

Scanner
Kihl- und Gefrierschranke

Kihlzentrifuge Biofuge Fresco
Mehrkanalpipette 20-200 pl
Mikroliterzentrifuge
Mikroliterzentrifuge MC6
Mikroskop Axiovert 135
Mikroskop Nikon Diaphot
Mikrowelle M690

Mikrowelle R-210A
Mikrowellenkochtopf

Mettler-Toledo
Eppendorf

Heraeus Holding GmbH

Integra Biosciences
Scharfe Systems
PegLab

Roth

Heidolph

Variomag

Dynex Technologies
Zeiss

Zeiss

BMG Labtech
Sanyo

Ibidi

IKA-Werk
IKA-Werk
IKA-Werk

Visitron Systems
Jenoptik

Jenoptik

Leica Microsystems

Liebherr
Heraeus
Rainin
Hettich
Sarstedt
Zeiss

Nikon

Miele

Sharp
Nordic Ware

Greifensse, Schweiz
Hamburg, Deutschland
Hanau, Deutschland
Zizers, Schweiz
Reutlingen, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Daytona Beach, FL, USA
Chantilly, VA, USA
Oberkochen, Deutschland
Oberkochen, Deutschland
Ortenberg, Deutschland
Morigucci, Japan
Martinsried, Deutschland
Staufen, Deutschland
Staufen, Deutschland
Staufen, Deutschland
Puchheim, Deutschland
Jena, Deutschland

Jena, Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Bulle, Schweiz

Hanau, Deutschland
Greifensee, Schweiz
Tuttlingen, Deutschland
NUmbrecht, Deutschland
Oberkochen, Deutschland
Chiyoda, Japan
Gitersloh, Deutschland
Osaka, Japan
Minneapolis, MN, USA
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Mini-PROTEANS Cell System
Multipette Plus

pH Meter FE20/EL20

Pipetten 2/10/20/100/200/1000 pl
Power Pac 300

Prazisionswaage

StepOnePlus Real-Time PCR Systems

Sterilbank

Stripettor

Sub Cell GT Agarose Gel System
Thermocycler PTC 200
Thermomixer comfort

Tischzentrifuge

Ultraschallprozessor 50H
UV Detektionssystem
Vortex Genie 2
Wasserbad

Zentrifuge Labofuge 400

Bio-Rad

Eppendorf
Mettler-Toledo
Gilson

Bio-Rad

Sartorius

Applied Biosystems

BDK

Corning
Bio-Rad
Bio-Rad
Eppendorf

Sigma Laborzentrifugen
GmbH

Hielscher Ultrasonics GmbH
MWG Biotech

Scinetific Industries
Memmert

Heraeus

Hercules, CA, USA
Hamburg, Deutschland
Greifensee, Schweiz
Middleton, WI, USA
Hercules, CA, USA
Géttingen, Deutschland
Foster City, CA, USA

Sonnenbiihl-Genkingen,
Deutschland

Corning, NY, USA
Hercules, CA, USA
Hercules, CA, USA
Hamburg, Deutschland

Osterode, Deutschland

Teltow, Deutschland
Ebersberg, Deutschland
Bohemia, NY, USA
Schwabach, Deutschland
Hanau, Deutschland

Tabelle 17: Liste der verwendeten Geréte.

8.4.10 Puffer und Lésungen

Puffer

Einzelkomponenten

1x Transferpuffer

100 ml 10x Transferpuffer

20% Methanol

auf 11 mit ddH20 auffiillen

10x Laemmlipuffer

30,3 g Tris (250 mM)

144,1 g Glycin (1,92 M)

10 g SDS (1%)

auf 11 mit ddH20 auffiillen

10x Ponceau S

1g Ponceau S

I6sen in 500 ml 1% Essigsaure

10x TBE Puffer

108 g Tris
55 g Borséure
40 ml 0,5 M EDTA

auf 11 mit ddH»O auffillen, pH 8,0

10x Transferpuffer

30,3 g Tris (250 mM)

144,1 g Glycin (1,92 M)

auf 11 mit ddH»O auffillen, pH 8,3

20x TBS-T

116,8 g NaCl (2 M)
12,1 g Tris (80 mM)
10 ml Tween 20 (1%)

auf 11 mit Aqua dest. auffillen, pH 7,5

APS (10%)

1g APS in 10 ml ddH20 lésen
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Bromphenolblau 1 ml Tris (1 M, pH 6,8)
2,4 ml Glycerin
50 mg SDS (5 mg/ml)
1 Spatelspitze Bromphenolblau
auf 10 ml mit Aqua dest. auffillen, pH 6,8

Natriumcitrat (0,1 M) 29,41 g Na-lll-citrat Dihydrat
auf 1 I mit Aqua dest. auffillen
NPE-Puffer 4,4 g NaCl (150 mM)

1,5 g PIPES (10 mM)

0,15 g EDTA (1 mM)

auf 500 ml mit Aqua dest. aufflllen, pH 7,2
PBS (10 mM) 9,55 g PBS Dulbecco in 1 | Aqua dest. I6sen
PBS (10 mM) 4,4 g NaCl (150 mM)

93,3 mg KClI (2,5 mM)

400,47 mg NapHPOs x 2 H20 (4,5 mM)

171,2 mg KoHPO4 x 3 H20 (1,5 mM)

auf 500 ml mit Aqua dest. aufflllen, pH 7,5
Probenpuffer 1,9 g Tris (62,5 mM)

5 g SDS (2%)

25 g Saccharose (10%)

auf 250 ml mit Aqua dest. auffillen, pH 6,8

Proteinaseinhibitorcocktail 1 ml Probenpuffer

10 pl PMSF (10 mg/ml)

10 pl Aprotinin

10 pl Leupeptin (10 mM)

0,5 pl Natriumorthovanadat (1M)
Sammelgelpuffer 15,15 g Tris

0,75 g EDTA

19 SDS

auf 250 ml mit ddH0O auffiillen, pH 6,8
SDS (10%) 1 g SDS in 10 ml ddH20 Iésen
Trenngelpuffer 45,43 g Tris

0,75 g EDTA

19 SDS

auf 250 ml mit ddH»0O auffiillen, pH 8,8
Tris/HCI (50 mM) 6,06 g Tris

38,9 ml HCI

auf 1 I mit Aqua dest. auffillen, pH 7,6

Zitronensaure (0,1 M) 21,01 g Zitronensaure
auf 1 1 mit ddH20 auffillen

Tabelle 18: Liste der verwendeten Puffer und Lésungen.
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8.4.11 Stimulanzien

Stimulans gelést in

Decorin, human rekombinant H20

EGF 10 mM Essigsaure
Histamin H20

Recombinant human B-NGF PBS

Recombinant human pro-Nerve Growth Factor H-O + 0,1% BSA
Staurosporin DMSO

Tabelle 19: Liste der verwendeten Stimulanzien.

8.4.12 Medien
Medium Einzelkomponenten
DMEM/Ham’s F12 Kulturmedium fir hGC 500 ml DMEM/Ham’s F12
10% FCS
1% Pen/Strep
DMEM/Ham’s F12 zur Stimulation fir hGC 500 ml DMEM/Ham’s F12

ohne Zuséatze

Tabelle 20: Liste der verwendeten Medien.

8.4.13 Zelllinien
Zelllinie Herkunft
humane Granulosazellen aus FF von IVF-Patientinnen, Praxis Prof. Dr. Berg, Minchen

Tabelle 21: Liste der verwendeten Zelllinien.

8.4.14 RNA Proben

RNA Probe Herkunft

Ovar, Rhesusaffe Oregon National Primate Research Center (ONPRC), Beaverton, USA

Tabelle 22: Liste der verwendeten RNA Proben.

8.4.15 Gewebeproben

Gewebe Herkunft

eingebettet in Paraffin;

Ovar, human Gewebebank des Instituts fir Anatomie Il — Zellbiologie der LMU Miinchen

eingebettet in Paraffin;

Ovar, Rhesusafte (5-6 Jahre) Oregon National Primate Research Center (ONPRC), Beaverton, USA

Tabelle 23: Liste der verwendeten Gewebeproben.
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