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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Morphologie und Funktion des Hodens

Der Hoden ist das zentrale Organ der mannlichen Fortpflanzung. Seine Hautpaufgabe be-
steht in der Produktion von Steroiden und Spermien. Der menschliche Hoden ist paarig an-
gelegt, ungefahr 2 x 4 cm groR und wiegt jeweils etwa 20 g (1). Bindegewebige Septen unter-
teilen den Hoden in ca. 350 Lappchen (Lobuli). Die Lobuli enthalten zahlreiche kleine Ka-
nalchen, Tubuli seminiferi contorti, mit einem Durchmesser von ca. 150-250 um. In den Tu-
buli seminiferi contorti findet die Spermatogenese statt. Sie sind stark geknduelt und ma-
chen ca. 90 % des gesamten Hodenvolumens aus. Pro Hoden entspricht das etwa 1000 Ka-
nalchen (1,2). Ein einzelner Tubulus ist 30-70 cm lang und geht an beiden Enden in ein netz-
artiges Gangsystem (Rete testis) Gber. Die Ductuli efferentes verbinden das Rete testis mit
dem Nebenhodengang (Ductus epidymidis).

Die Tubuli seminiferi werden von einer duReren Basallamina begrenzt, der eine Reihe von
Spermatogonien und Sertoli-Zellen direkt anliegen. Weiter lumenwarts liegen die reifenden
Keimzellen. Die Sertoli-Zellen steuern die Spermatogenese und bilden zudem durch ,tight
junctions” eine immunologisch wichtige Barriere: Die Blut-Hoden-Schranke (1,3-5). Sie sind
zustandig flr die Stabilisierung, Erndahrung und Bewegung der Keimzellen wahrend des Rei-
fungsprozesses. AuRerdem phagozytieren sie tUberflissig gewordene Keimzellanteile (1).

Um die Basallamina der Tubuli finden sich beim Mann 5-7 Schichten glattmuskeldhnlicher
peritubularer Zellen (,,Human Testicular Peritubular Cells“ - HTPCs). Die peritubuldren Zellen
haben die Fahigkeit sich zu kontrahieren und sind wichtig flir den Transport der noch unbe-
weglichen Spermien. Zudem sezernieren die peritubuldren Zellen Produkte, die vermutlich
wichtig fur die Steuerung der Spermatogenese sind (6-9). lhr Beitrag zum reibungslosen Ab-
lauf der Spermatogenese steht im Fokus aktueller Studien der Reproduktionsmedizin.
Zwischen den Tubuli seminiferi befindet sich das Interstitium mit lockerem Bindegewebe,
BlutgefaBen, Lymphgefallen, Nervenfasern sowie den Testosteron-produzierenden Leydig-

Zwischenzellen und vereinzelten Zellen der Immunabwehr (1,2,4,5).
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Abb. 1: Schematischer Ausschnitt eines Tubulus seminiferus mit Umgebung. Erstellt mit Adobe Illustra-
tor (s. Tab. 12) nach (1).

Der tubuldren Basallamina liegen lumenwarts die Spermatogonien und Sertoli-Zellen direkt an. Aus den
Spermatogonien entstehen die spateren Spermatiden. Um die Tubuli herum ist eine Schicht peritubuldrer
Zellen angeordnet, die hier - wie bei den meisten kleinen Sdugetieren - einlagig ist. Zwischen den Tubuli
befindet sich das Interstitium, es enthalt unter anderem Leydig-Zwischenzellen, kleine Blutgefalle und ei-
nige Immunzellen.

1.2. Mannliche Sexualhormone

Die mannliche Fertilitdt ist abhdngig von einem dulRerst sensiblen, hormonellen Gleichge-
wicht. Dabei spielt das mannliche Sexualhormon Testosteron eine Schliisselrolle. Testoste-
ron ist fur die Ausreifung der mannlichen Geschlechtsorgane und fir die Funktion des Ho-
dens unabdingbar. Mit Beginn der Pubertat induziert Testosteron die Spermatogenese und
halt sie beim Erwachsenen aufrecht. Zudem reguliert Testosteron die Sekretionsrate der
Geschlechtsdrisen (1).

Auch aullerhalb des Hodens hat Testosteron grofRen Einfluss auf den menschlichen Kérper.
Es bestimmt den mannlichen Phanotyp unter anderem durch die Regulation der Korperbe-
haarung, des Koérperlangenwachstums und der Talgsekretion (1).

95 % des Testosterons (ca. 3-10 mg/dl) werden in den Leydig-Zwischenzellen des Hodens
produziert. Die restlichen 5% stammen aus der Nebennierenrinde (1). Die Sekretion von

Testosteron unterliegt tageszyklischen Schwankungen und wird von Hormonen aus dem
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Hypothalamus und der Hypophyse Uber die hypothalamisch-hypophysar-gonadotrope Achse
gesteuert. Pulsatil freigesetztes GnRH (,,Gonadotropin Releasing Hormone“) aus dem Hypo-
thalamus fiihrt zur Freisetzung der Gonadotropine FSH (Follikel stimulierendes Hormon) und
LH (luteinisierendes Hormon) aus dem Hypophysenvorderlappen (5,10).

Die Leydig-Zwischenzellen besitzen LH-Rezeptoren auf der Zelloberflache und werden (ber
die Bindung von LH zur Produktion von Testosteron angeregt. Zusatzlich kommunizieren die
Sertoli-Zellen auf parakrinem Weg mit den Leydig-Zwischenzellen und beeinflussen ebenfalls
die Testosteronproduktion. FSH bindet ausschlielRlich an Sertoli-Zellen und stimuliert dort
das Enzym Aromatase, das Testosteron zu Ostradiol umwandelt (s. Abb. 6) und die 5a-
Reduktase, die Testosteron in Dihydrotestosteron umwandelt (1,11). Ostradiol und Dihydro-
testosteron werden fiir die Keimzellreifung benétigt (1). Uber eine negative Riickkopplung
hemmen hohe Testosteronkonzentrationen im Blut wiederum die weitere Freisetzung von

GnRH aus der Hypophyse (5,10).

1.3. Spermatogenese und Spermiogenese

Die Entwicklung einer unreifen Keimzelle beginnt bei der spermatogonialen Stammzelle und
flhrt hin zum ausgereiften Spermatozoon. Sie lasst sich in verschiedene Schritte unterglie-
dern. Wahrend der Spermatogenese kommt es zunachst zur Proliferation von Spermatogo-
nien. Es folgen die Meiose und die weitere Zelldifferenzierung der postmeiotischen Sperma-
tiden, die man auch Spermiogenese nennt. Der Vorgang bis zum reifen Spermium dauert in

etwa 60-70 Tage und ist auf eine konstante Umgebungstemperatur (35° C) angewiesen (1).

1.3.1. Spermatogenese

Bis heute sind die genauen Abldufe der Spermatogenese des Mannes nicht vollstandig ge-
klart (12). Basal im Keimepithel des Tubulus seminiferus befinden sich Spermatogonien, die
in Typ A und Typ B unterteilt werden. Die Spermatogonien vom Typ A werden wiederum in
die Gruppen , A pale” und , A dark” eingeteilt. Man geht davon aus, dass die ,,A dark“-Zellen
unter normalen Bedingungen nicht direkt an der Produktion der Spermatozyten beteiligt
sind. Die ,A pale” Zellen weisen im Gegensatz zu den , A dark“-Zellen eine hohe Proliferati-
onsrate auf und enstprechen den spermatogonialen Stammzellen. Die , A dark“-Zellen kann

man gewissermaRen als Reservestammzellen bezeichnen (13).
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Ein Teil der , A pale“-Spermatogonien differenziert sich weiter zu Spermatogonien Typ B. Die
Ubrigen ,A pale“-Spermatogonien stehen als Ausgangszellen fiir die Spermatogenese wei-
terhin zur Verfligung. Aus den Spermatogonien vom Typ B entstehen praleptotdne Sperma-
tozyten die unmittelbar vor dem Beginn der meiotischen Reifeteilungen stehen und mit der
DNS-Synthese beginnen. Sobald die Spermatozyten tetraploid sind (DNA-Gehalt von 4 n)
durchlaufen sie die verschiedenen Phasen der meiotischen Reifeteilung.

Bei der ersten meiotischen Zellteilung finden homologe Rekombinationen statt. Es entste-
hen zwei sekundare Spermatozyten (Spermatozyten Il) mit je einem haploiden Chromoso-
mensatz (2 n). Dann erfolgt die zweite meiotische Teilung. Dabei kommt es zur Halbierung
des DNA-Gehalts auf nunmehr 1 n. Die entstandene Zelle wird Spermatide genannt und na-
hert sich mit fortschreitender Reifung dem Tubuluslumen an.

Aus einem primaren Spermatozyt (4 n) sind folglich durch zwei meiotische Teilungen vier
Spermatiden (mit je 1 n) entstanden (vgl. Abb. 1). Die Spermatiden sind zundchst noch durch

Zytoplasmabriicken verbunden, die sich erst im weiteren Verlauf der Reifung I6sen (1,5,12).

1.3.2. Spermiogenese

Unter Spermiogenese versteht man die Ausdifferenzierung der zunachst runden Spermati-
den zu Spermatozoen (4,5,14). Dabei wird der Zellkern kondensiert und es bilden sich die
verschiedenen Anteile aus: Der Kopf (caput) mit dem Akrosom und der Schwanz (cauda).

Der Kopf enthélt die kondensierte Kernsubstanz. Das Akrosom sitzt dem Kopfteil kappen-
formig auf und enthalt hydrolytische Enzyme, die ihm das Durchdringen der duBeren Schicht
der Eizelle (Zona pellucida) ermoglichen. Der Schwanz lasst sich in weitere finf Untereinhei-
ten gliedern, wobei die GeiRel (Flagellum) der Spermienmotilitat dient.

Die Freisetzung der Spermien in das Tubuluslumen bezeichnet man als Spermiation. Das sau-
re Milieu im Tubuluslumen verhindert eine friihzeitige Bewegung der Spermien und spart

Energie (1,4,5).
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1.4. Das peritubulare Hodenkompartiment

Die Tubuli seminiferi des humanen Hodens sind von einem mehrschichtigen Ringsystem
glattmuskeldhnlicher peritubularer Zellen umgeben (9). Das Ringsystem besteht aus spindel-
formigen, sehr flachen Zellen, die von extrazelluldrer Matrix (ECM) umgeben sind (9,15,16).

Je nach Spezies kommen unterschiedlich viele ringférmige Schichten peritubuldrer Zellen
vor. Bei Primaten sind es iblicherweise 5-7 Schichten. Nager (s. Abb. 1 und Abb. 2) hingegen

besitzen nur einen einzigen Zellring (9,15,17-19).

. IS o
Sertoli-Zelle =——>-
peritubulare =—>{ =
Zelle ' = YR
\CE BT ) e Spermatozyt
IS YV i A LA
ACH N 74
{ a¥i s @ — .
ST L P 7 Spermatogonie
Ya 5‘I ‘-‘:. iy . J ( : > h.,. ‘

Abb. 2: Lichtmikroskopische Aufnahme einen Tubulus seminiferus mit Darstellung der peritubuldren Zellen.
Tubulus seminiferus der Ratte mit einlagiger, peritubularer Zellschicht. Die peritubuldren Zellen wurden mit
Hilfe einer Glattmuskelfarbung hervorgehoben.

Beim Primaten unterscheiden sich die inneren und duBeren peritubuldren Zellschichten hin-
sichtlich ihres Phanotyps: Entsprechend einer immunhistochemischen Analyse exprimieren
die inneren Schichten Desmin (Intermediarfilament der Glattmuskelzellen), wohingegen die
duBeren Schichten vermehrt den Bindegewebsmarker Vimentin exprimieren (9,17). Die
Funktion dieser peritubularen, glattmuskeldhnlichen Zellen ist nicht vollstandig geklart, man
geht aber davon aus, dass die Zellen durch ihre Kontraktilitdt eine peristaltische Welle er-
zeugen (9,20,21) und so die noch immotilen Spermatozyten in Richtung Rete testis und Ne-
benhoden transportieren (7,17,22,23).

AulRerdem erfiillen die peritubuldren Zellen eine sekretorische Funktion (8,9,23-27). Sie

produzieren die Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM) (9,23—-25) und beeinflussen
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durch die exprimierten Produkte benachbarte Zellen wie z.B. die Sertoli-Zellen. Da humane
testikuldre peritubuladre Zellen (HTPCs) lediglich durch eine Basallamina von den spermato-
gonialen Stammzellen getrennt sind, wird vermutlich auch die spermatogoniale Stammzell-
nische durch die sezernierten Produkte beeinflusst (8,9,16,28). Spinnler et al. konnten be-
reits die Sekretion eines fiir die Erhaltung der spermatogonialen Stammzellen essentiellen
Faktors, GDNF (,,Glia cell line Derived Neurotrophic Factor”), durch HTPCs nachweisen (16).

Bei infertilen Mannern sind die peritubularen Zellen meist fibrotisch umgebaut (6). Da fibro-
tische Zellverdanderungen Ublicherweise mit einem Funktionsverlust einhergehen, ist dieser
,Phanotypswitch” mutmaRlich auch mit dem Verlust der Kontraktions- und Sekretionsfahig-
keit der HTPCs verbunden. Humane testikuldre peritubulare Zellen kénnten auf diese Weise

auch an der Enstehung von Infertilitat maRgeblich beteiligt sein (6,9).

1.5. Morphologische Hodenveranderungen bei nicht-obstruktiver Azoospermie

Infertilitat betrifft weltweit etwa jedes 10. Paar im reproduktionsfahigen Alter (28). In etwa
der Halfte aller Falle liegt die Ursache beim Mann und steht meist im Zusammenhang mit
morphologischen Veranderungen im Hoden, die sich auf die Samenqualitat oder -quantitat
auswirken (28). Abgesehen von den bisher bekannten genetischen Defekten bleibt die Atio-
logie der mannlichen Infertilitat in der Praxis oftmals ungeklart.

Unabhdngig von der zugrundeliegenden Ursache der Infertilitat liegt bei etwa 15-20 % der
infertilen Manner eine Azoospermie vor, also das Fehlen reifer Spermien im Ejakulat.

Man unterscheidet zwei grundsatzlich verschiedene Arten der Azoospermie: Die obstruktive
und die nicht-obstruktive Azoospermie. Wahrend bei der obstruktiven Azoospermie ein me-
chanisches Hindernis die Passage der Spermien verhindert, liegt das Problem bei der nicht-
obstruktiven Azoospermie in der fehlenden oder fehlerhaften Produktion der Spermien und
damit im Tubulus seminiferus (Samenkanalchen) des Hodens.

Die morphologische Bandbreite der nicht-obstruktiven Azoospermien reicht von vollstandig
atrophierten und hyalinisierten Samenkanalchen, die ausschlieRlich Sertoli-Zellen enthalten
(,Sertoli Cell Only“-Syndrom; SCO) tber die gemischte Atrophie (,,Mixed Atrophy“-Syndrom;
MA) mit teils normalen, teils atrophierten Tubuli, bis hin zum Keimzellarrest (,Germ Cell Ar-
rest“-Syndrom; GA), ein Reifungsarrest der in jeglicher Entwicklungsstufe wahrend der

Spermatogenese auftreten kann (12,29,30).
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Bei den nicht-obstruktiven Azoospermien kann man meist strukturelle Veranderungen der
Winde der Tubuli seminiferi beobachten. Ublicherweise sind die Tubuluswinde fibrosiert
und die extrazelluldre Matrix ist quantitativ und substanziell verandert (6). Zudem weist in-
fertiles Hodengewebe auch entziindliche Veranderungen auf. Es kommt zur Anreicherung
von interstitiellen Immunzellen wie beispielsweise den Mastzellen (31). Mastzellen bilden
Tryptase, Cyclooxygenase 2 (COX 2) und Prostaglandine. Die Prostaglandine scheinen wie-
derum in Zusammenhang mit dem Verlust der Kontraktionsfahigkeit der HTPCs zu stehen

(31-34).

1.5.1. ,Mixed Atrophy“-Syndrom (MA)

Die gemischte Atrophie (MA; s. Abb. 3) bezeichnet Veranderungen des Hodengewebes mit
unterschiedlich starker Degeneration des Keimzellepithels benachbarter Areale. Dabei kdn-
nen in derselben Biopsie Hodenkandlchen mit normaler Spermatogenese (Pfeile, Abb. 3)
genauso vorkommen wie Hodenkanadlchen mit starksten Veranderungen des Keimepithels
(Sternchen, Abb. 3) bis hin zum vollstédndigen Verlust von Keimzellen (31,35). Die gemischte
Atrophie findet sich vor allem bei Patienten mit idiopathischer Infertilitdt und geht mit einer

verringerten Spermienzahl einher (36,37).

Ma e e

Abb. 3: Himatoxylin-Farbung des Hodens bei ,Mixed Atrophy“-Syndrom (MA).
Man erkennt teils unauffallige Tubuli mit erhaltener Spermatogenese (Pfeile) und teils morphologisch stark
veranderte Tubuli mit hyalinisierten Wanden (Sternchen). Skalierungsbalken ca. 50 um.

1.5.2. ,Sertoli Cell Only“-Syndrom (SCO)

Das ,Sertoli Cell Only“-Syndrom (SCO; s. Abb. 4) zeichnet sich durch vollstandiges Fehlen der

Keimzellen aus. Die Tubuli bestehen ausschlieRlich aus Sertoli-Zellen (Pfeil, Abb. 4) und die
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Tubuluswénde sind oftmals hyalinisiert (Sternchen, Abb. 4). Das Interstitium ist zellreicher

und starker ausgebildet als beim Gesunden (29,38).

SCO °

Abb. 4: Himatoxylin-Farbung des Hodens bei ,,Sertoli Cell Only“-Syndrom (SCO).
Die Tubuli enthalten keine Keimzellen. Der Pfeil kennzeichnet Sertoli-Zellen, die Sternchen zeigen hyalinisierte
Tubuluswande. Skalierungsbalken ca. 50 um.

1.5.3. ,,Germ Cell Arrest“-Syndrom (GA)

Beim Keimzellarrest (GA; s. Abb. 5) wird die Spermatogenese nur unvollstiandig durchlaufen
und es kénnen sich keine Spermatiden mehr bilden. Bei GA zeigen sich oftmals verdickte
Tubuluswénde (Sternchen, s. Abb. 5). Die Tubuli seminiferi enthalten Sertoli-Zellen und auch

einige Keimzellen, jedoch keine Spermatiden (s. Abb. 5) (29,38).

Abb. 5: Himatoxylin-Farbung des Hodens bei ,Germ Cell Arrest“-Syndrom (GA).
Die Tubuli enthalten keine Spermatiden. Die Sternchen kennzeichnen hyalinisierte Tubuluswénde. Skalierungs-
balken ca. 50 um.
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1.6. Ostrogene im Hoden

Obwohl Ostrogene lange Zeit als rein weibliches Hormon angesehen wurden, ist inzwischen
unumstritten, dass Ostrogene auch beim Mann essentiellen Einfluss auf die Fertilitit haben.
Dabei ist das Verhiltnis von Ostrogenen zu Testosteron entscheidend und eine genaue Ab-
stimmung der beiden ist Voraussetzung fir die Fertilitdit des Mannes (10,39). Von den drei
physiologischen Hauptvertretern der Ostrogene, 17 B-Ostradiol (E,), Ostron (E;) und Ostriol
(E,), ist 17 B-Ostradiol (E,) am effektivsten (40). Ostradiol wird unter physiologischen Bedin-
gungen aus Androgen gebildet (11,41,42). Das Enzym Aromatase (Cytochrom P 450) aroma-

tisiert dabei Testosteron irreversibel zu Ostradiol (s. Abb. 6).

OH

"‘» Aromatase
O

Testosteron Ostradiol

Abb. 6: Umwandlung von Testosteron in 17 B-Ostradiol (E,) durch Aromatase. Modifiziert nach (43).

In Mausexperimenten konnte gezeigt werden, dass Aromatase-, Knockout“-Mause infertil
sind und das Vorhandensein von Ostradiol im Hoden unabdingbar fiir eine funktionierende
Spermatogenese ist (44,45). Wahrend bei fetalen und unreifen Tieren Ostradiol vor allem
von Sertoli-Zellen gebildet wird, iiberwiegt im ausgereiften Hoden die Produktion von Ostra-
diol durch die Leydig-Zellen (44). Beim erwachsenen Mann konnte Aromatase in Leydig-
Zellen, Sertoli-Zellen, in unreifen Keimzellen sowie in ejakulierten Spermatozoen nachgewie-
sen werden (40,42,46).

Bei der Wirkung von Ostradiol auf die Hodenzellen unterscheidet man zwei verschiedene
Signalwege: Einen langsamen genomischen Signalweg, der vorwiegend liber die klassischen
Ostrogenrezeptoren (ESR 1 und ESR 2) vermittelt wird (weitere Ausfiihrungen unter 1.7.),
und einen schnellen Signalweg, der hauptsachlich Gber GPER vermittelt wird (weitere Aus-

fihrungen unter 1.9.) (10,47) .
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1.7. Der Ostrogenrezeptor 1 und 2 (ESR 1/ESR 2)

1.7.1. Entdeckung und Aktivierung von ESR 1 und ESR 2

Die klassischen Ostrogenrezeptoren ESR 1 und ESR 2 wurden in den 60er bzw. 90er Jahren
entdeckt (48) und waren seitdem Objekt zahlreicher Experimente. ESR 1 und ESR 2 gehoren
der nukledren Rezeptorsuperfamilie an. Nach Bindung eines Liganden (z.B. Ostradiol) andern
die Rezeptoren die Konformation und dimerisieren (49,50). Die Dimerisierung kann homolog
(ESR 1/ESR 1 bzw. ESR 2/ESR 2) oder heterolog (ESR 1/ESR 2) erfolgen. Aktivierte, klassische
Ostrogenrezeptoren wirken vorwiegend (iber langsam ablaufende Reaktionswege (Stunden
bis Tage) auf genomischer Ebene und fihren zur Transkription bestimmter Zielgene. Dabei
vermitteln sie ihre Wirkung entweder direkt durch Bindung an die DNS oder indirekt Gber
die Aktivierung von Genexpressionsmodulatoren (49). Es gibt allerdings auch einige schnelle
Reaktionswege (Sekunden bis Minuten), die durch membranstdandige ESR 1 und ESR 2 ver-
mittelt werden (10,51).

ESR 1 und ESR 2 gleichen einander strukturell und weisen groRe Ahnlichkeit in ihren Amino-
sauresequenzen auf. Kleine Unterschiede an der Liganden-Bindungsstelle bewirken eine se-
lektiv erhdhte Affinitdt der einzelnen Ostrogenderivate fiir einen der beiden Rezeptoren

(50).

1.7.2. ESR 1 und ESR 2-Vorkommen im méannlichen Reproduktionstrakt

Ostrogenrezeptoren sind im menschlichen Kérper in nahezu jedem Organsystem vorhanden,
unter anderem auch im Reproduktionstrakt des Mannes (49,52). Wahrend ESR 2 im huma-
nen, mannlichen Reproduktionstrakt nahezu ubiquitar vorkommt, wird beschrieben, dass
ESR 1 lediglich von Leydig- und Sertoli-Zellen (49) bzw. in anderen Spezies auch von dem
Epithel der Ductuli efferentes exprimiert wird (46). Dabei gibt es offenbar nicht nur Spezies-
spezifische Unterschiede in der Expression von ESR 1/2, sondern auch individuelle Schwan-
kungen (46). Dariiberhinaus wurde eine Anderung der Rezeptorlokalisation je nach Alter des
Versuchstiers beobachtet (49,53). Die genauen Expressionsorte von ESR1 und ESR 2 im

menschlichen Hoden sind also bis heute nicht vollstandig geklart.
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1.8. G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)

G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind definiert als Rezeptoren, die Giber Guano-
sintriphosphat-bindende Proteine wirken. Im menschlichen Korper stellen sie die groRte
Gruppe signaliibertragender Molekiile dar (54). Ublicherweise sind G Protein-gekoppelte
Rezeptoren mit sieben Helices in der Zellmembran (oder in den Endosomen) verankert (s.
Abb. 7) und werden durch Bindung eines Agonisten, meist auf der Membranaullenseite, ak-

tiviert (54-57).

' e
A \(/> extrazellular

v

GPCR

intrazellular

COOH

Abb. 7: Struktur von G Protein-gekoppelten Rezeptoren. Modifiziert nach (58).
G Protein-gekoppelte Rezeptoren sind heptahelical in der Zellmembran verankert und haben spezielle extra-

und intrazelluldre Ligandenbindungsstellen.

Die Aktivierung von GPCRs fiihrt Giblicherweise zum Ablauf schneller Signalwege innerhalb
von Sekunden oder Minuten. Nach Agonistenbindung kommt es in der Zelle zu komplexen
Vorgdngen. Dabei werden intrazellular gebundene, heterotrimere Guanin-Nukleotid-
Bindungsproteine (G Proteine) durch den Austausch von GDP zu GTP an der a-Untereinheit
aktiviert. Durch die Bindung von GTP wird der G-Protein-Komplex instabil und dissoziiert in
eine a-Untereinheit und eine B-y-Untereinheit. Beide Untereinheiten kénnen nachfolgende
Signalkaskaden in Gang setzen (s. Abb. 8) (47,59).

Zum nachfolgenden Signalweg gehoren unter anderem die Generierung von ,Second Mes-
sengern” wie cAMP, die Mobilisierung von Calcium, die Aktivierung von Kinasen oder die
Transaktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren (54). Am Ende beeinflussen solche G
Protein-Ubermittelten Signalskaskaden beispielsweise den Zellzyklus und das Zellwachstum

(60).
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Abb. 8: Aktivierung G Protein-gekoppelter Rezeptoren. Modifiziert nach (58).
Nach Bindung eines Liganden kommt es zur Konformationsanderung des GPCR und damit zum Austausch von

GDP durch GTP am internen G Proteinkomplex. Durch die Bindung von GTP wird der G Proteinkomplex instabil
und dissoziiert in die a- und die B-y-Untereinheit. Beide Untereinheiten aktivieren nun weitere Signalkaskaden

im Zellinneren und Ubermitteln so Liganden-abhangig Informationen.

Im Menschen sind bisher mehr als 800 solcher G Protein-gekoppelter Rezeptoren bekannt;
ein groer Teil (mindestens 300) dieser Rezeptoren sind allerdings ausschlielich zur Signal-

Ubertragung fiir die Geruchswahrnehmung zustandig (56).

1.9. Der G Protein-gekoppelte Ostrogenrezeptor (GPER)
1.9.1. Die Entdeckung von GPER

Zur Zeit der Entdeckung von GPER (ehemals GPR 30) in den 90er Jahren war der passende
Ligand und somit die funktionelle Zugehérigkeit noch nicht bekannt. Die Wirkung von Ostra-
diol (E,) war allerdings durch die klassischen Ostrogenrezeptoren alleine nicht zu erkldren.
Im Jahr 2000 wurde GPER als primarer Vermittler der schnellen Ostradiol-vermittelten Akti-
vierung von ERK 1/2 (extrazellular regulierte Kinase) in der Zelle bekannt (61). Die Aktivie-
rung von ERK 1/2 fihrt zum Ablauf von Signalkaskaden, die viele Zellprozesse wie beispiels-
weise den Zellzyklus, die Zellmigration oder den programmierten Zelltod beeinflussen (62).
GPER reagierte also auf die Zugabe von Ostradiol und riickte so als méglicher Rezeptor fiir
Ostradiol-vermittelte Effekte zunehmend ins Visier der Wissenschaft. Seit 2005 ist allgemein
anerkannt, dass GPER tatsichlich ein Rezeptor ist, der vorwiegend Ostradiol-abhingige Ef-
fekte vermittelt (47,54,56,59,63). Nach wie vor gibt es jedoch einige wenige Wissenschaftler

die diesen Umstand anzweifeln. Levin et al. vertreten beispielweise die Auffassung, GPER
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wirke lediglich in Anwesenheit von ESR 1 oder ESR 2 und sei somit kein eigenstandiger
Ostrogenrezeptor (64). Inzwischen ist GPER von der ,,British Pharmacological Society” (BPS)
und der , International Union of Basic and Clinical Pharmacology” (IUPHAR) als Ostrogenre-

zeptor offiziell anerkannt.

1.9.2. Zellulare Lokalisation und Funktion von GPER

GPER ist ein heptahelicaler G Protein-gekoppelter Rezeptor, der liberwiegend fiir die schnel-
le Zellantwort auf Stimulation mit Ostradiol zustindig ist. In der groRen Gruppe der G Prote-
in-gekoppelten Rezeptoren gehort er funktionell den Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren bzw.
der Klasse A an (65).

GPER ist im menschlichen Korper weit verbreitet. Die intrazelluldre Lokalisation ist bisher
allerdings noch unklar. In einigen Studien wurde GPER in der Zellmembran (66) identifiziert,
in anderen wiederum in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (54,64). Die mei-
sten Studien weisen auf eine Membran-gebundene Lokalisation von GPER hin (65). Chakra-
bati et al. hingegen fanden die Expression von GPER vorrangig im Zellkern des Endothels. Die
Versuche wurden an kultivierten humanen Umbilikalvenen durchgefiihrt (63).
Dariberhinaus gibt es kontroverse Auffassungen zur Funktion von GPER. Ariazi et al. fanden
eine GPER-vermittelte transiente Ca’*-Erhdhung in Brustkrebszellen, die unabhingig von
ESR 1 war (67). Auch Revankar et al. fanden eine intrazellulire Ca**-Mobilisation in transfi-
zierten Nierenzellen des Affen nach Stimulation von GPER. Zudem zog die Stimulation von
GPER eine vermehrte Synthese von Phophatidylinositol 3,4,5-Triphosphat nach sich, welche
iblicherweise mit Zellwachstum und gesteigerter Uberlebensfihigkeit der Zellen einhergeht
(54). Chimento et al. hingegen wiesen eine Inhibition der Zellproliferation und eine vermehr-
te Apoptoserate nach Stimulation von GPER in Leydig-Tumorzellen der Ratte nach (68).
Bisher sind also weder der vorrangige Funktionsort, noch die vorrangige Funktionsweise

oder der genaue Signalweg bekannt (65).

1.9.3. GPER-Vorkommen im mannlichen Reproduktionstrakt

Die wenigen Studien zu Expressionsorten von GPER im menschlichen Hoden kommen eben-
falls zu uneinheitlichen Ergebnissen: Einige Autoren konnten das Vorkommen von GPER in

menschlichen Sertoli- und Leydig-Zellen zeigen (66,69); andere fanden die Expression von
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GPER vorrangig in interstitiellen Zellen (70). Wieder andere Wissenschaftler vertreten die
Ansicht, dass GPER zusatzlich von humanen Keimzellen exprimiert wird (66).

Diese studienabhangigen Unterschiede in der Bestimmung des Expressionsortes, sind mitun-
ter dem Verwenden unterschiedlicher Antikérper (mit verschiedenen Bindungsstellen) ge-
schuldet. Zudem existieren ,Splice“-Varianten der Rezeptoren. Je nach Bindungsort der ein-
zelnen Antikdrper und der ,Splice“-Varianten, kénnen unterschiedliche Ergebnisse zustande

kommen. Vermutlich spielen auch Spezies-spezifische Unterschiede eine Rolle.

1.9.4. Liganden am GPER

Viele Hormone wirken gleichzeitig Gber G Protein-gekoppelte Rezeptoren (z.B. GPER) und
nukledre Rezeptoren (z.B. ESR 1/2). So laufen nach der Stimulation mit Ostradiol (E,) beide
Signalwege (schnell und langsam) parallel ab und machen eine strikte Differenzierung unter
physiologischen Bedingungen unmaoglich (54-57). Mit der Herstellung des ersten selektiven
GPER-Agonisten (G 1) wurde die Erforschung des neu entdeckten Ostrogenrezeptors GPER
entscheidend vorangetrieben (55,71). G 1 wirkt sehr spezifisch Gber GPER und beeinflusst
ESR 1 oder ESR 2 erst ab einer Konzentration von 10 uM (43,71). Kurz nach der Entdeckung
von G 1 erfolgte auch die Identifikation eines spezifischen GPER-Antagonisten, G 15, welcher
zur weiteren funktionellen Abklarung von GPER beitrug (47,72).

Obwohl neben Ostradiol auch andere Liganden an GPER binden kdnnen, hat Ostradiol ge-
geniber anderen Steroiden (z. B. Testosteron, Progesteron oder Cortisol) eine (iber 1000-
mal starkere Affinitat zu GPER (47,55). Deshalb wird GPER mittlerweile funktionell eindeutig
den Ostrogenrezeptoren zugeordnet (47).

Endokrine Disruptoren, wie Ostrogen-nachahmende Stoffe aus der Umwelt (Xenodstrogene)
stehen derzeit im Mittelpunkt des offentlichen Interesses und werden beispielsweise mit
Infertilitdt und der Entstehung bestimmter Krebsarten in Verbindung gebracht. Da die Affini-
tat solcher Xenoo6strogene zu GPER bis zu 50 mal héher ist als zu den klassischen ERs, kommt
der funktionellen Abklarung von GPER im Rahmen der Pravention von Erkrankungen beson-

dere Bedeutung zu (47,51).
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1.10. Studienziele

Ziel der vorliegenden Studie war es, das Vorkommen und die Funktion des G Protein-
gekoppelten Ostrogenrezeptors (GPER) im Hoden zu untersuchen. Ausgehend von der Ar-
beitshypothese, dass Ostradiol (iber GPER die Fertilitdt beeinflussen kann, wurden folgende
Fragen untersucht:

Welche Zellen im Hoden exprimieren GPER?

Gibt es Unterschiede in der GPER-Expression zwischen den Spezies Mensch, Affe, Ratte und
Maus?

Andert sich die zelluldre Lokalisation von GPER im Primaten-Hoden wihrend der Entwick-
lung?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen Fertilitat bzw. Infertilitdt und der zelluldren Expressi-
on von GPER im humanen Hoden?

Welche funktionelle Rolle spielt GPER fiir die humanen, peritubuldren Hodenzellen?
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2. Verwendete Materialien

2.1. Humanes Hodengewebe

Das in der vorliegenden Studie verwendete humane Hodengewebe wurde wie von C. Schell
beschrieben (15) gewonnen und im Rahmen von Drittmittelprojekten in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Mayerhofer in Kooperation mit Prof. Schwarzer und Prof. Kbhn aus Miinchen
untersucht. Die ethische und rechtliche Unbedenklichkeit wurde im Rahmen der Drittmittel-
projekte gesichert. Alle teilnehmenden Patienten haben der Verwendung ihrer Gewebepro-
ben zu Studienzwecken vorab schriftlich zugestimmt. Ein positives Votum der Ethikkomission
liegt vor.

So war es moglich, Proben von Patienten mit ,,Mixed Atrophy“-Syndrom (MA; n = 5), ,Sertoli
Cell Only“-Syndrom (SCO; n = 5) und ,,Germ Cell Arrest“-Syndrom (GA; n = 2) zu untersuchen.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme lag bei 27 bis 53 Jahren.

2.2. Hodengewebe vom Rhesusaffen

Die Gewebeproben vom Affen wurden uns von Prof. Urbanski aus dem Oregon National
Primate Research Centre in Beaverton (USA) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die
Tiere wurden gemaR den Richtlinien des National Research Council’s Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals versorgt.

Tab. 1: Tabelle iiber verwendete Gewebeproben von Rhesusaffen.
Das Hodengewicht und der Testosterongehalt im Blut korrelieren mit dem Alter der Affen. Nicht vor-
handene Daten wurden mit einem Gedankenstrich gekennzeichnet.

Alter Gewicht Gewicht Testis Testosteron (Blut )
6d - - -
7d - - -
120 d - - -
281d 1,5 kg 0,18 g 0,27 ng/mi
1y 306d 3 kg - 0,34 ng/mi
3ye68d 4,9 kg 1,45¢g 0,44 ng/mi
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4y248d 5,8 kg 129 3,18 ng/ml
S5y } } :

5y 343d 6,6 kg 98¢ 0,95 ng/ml

6y274d 6,4 kg 12,19 1,37 ng/ml

Das Hodengewebe wurde wie vorbeschrieben (73) post mortem gewonnen und entstammt
unterschiedlichen Altersklassen vom neugeborenen bis zum erwachsenen Rhesusaffen
(Macaca mulatta). Dabei wurden die Altersklassen wie folgt eingeteilt: 0-1 Jahr neugeboren
bzw. infantil (n = 4), 1-2 Jahre juvenil (n = 1), 3-4 Jahre peripubertédr (n = 2) und ab 5 Jahre
erwachsen (n = 3). Die Experimente wurden vom ONPRC Animal Care and Use Commitee
genehmigt. Die Hodenentwicklung und der Testosterongehalt korrelierten mit dem Alter der

Tiere (s. Tab. 1).

2.3. Hodengewebe von Maus und Ratte

Das in Paraffin eingebettete Hodengewebe von Maus und Ratte wurde wie von Mayerhofer

et al. beschrieben (74) gewonnen und stand flr immunhistochemische Studien zur Verfu-

gung.
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3. Methoden

Angaben zu Konzentrationen, Antikérpern, Losungen und Geraten mit den jeweiligen Be-

zugsquellen finden sich im Anhang.

3.1. Immunhistochemie

Zur Verfligung standen Hodengewebeproben von Menschen, Affen, Mdusen und Ratten, die
in Bouin’s Losung fixiert und in Paraffin eingebettet waren. Die Paraffinblécke wurden mit
einem Mikrotom in 4 um dicke Scheiben geschnitten und unmittelbar auf Objekttrdager (3-6
Schnitte pro Objekttrdger) aufgebracht.

Die Schnitte wurden mit Xylol entparaffinisiert und rehydriert, indem sie durch eine abstei-
gende Alkoholreihe (Xylol und Isopropanol 100 %, 90 %, 80 % und 70 %) gefuhrt wurden.
AnschlieBend wurden sie zweimal flr je 10 min in ein PBS-Bad (pH 7,4 + 0,1) liberfihrt, be-
vor sie zur Demaskierung der Antigene in 10 mM Citratpuffer fiir weitere 20 min in der Mi-
krowelle bei 400-800 Watt aufgekocht wurden. Nach dem Abkihlen wurden die Schnitte
dreimal fur je 5 min in PBS gewaschen. Dann wurde fiir 30 min 3 % Wasserstoff-Peroxid und
9 % Methanol aufgetragen und so die endogenen Peroxidasen blockiert. Im Anschluf} daran
wurden die Objekttrager erneut im PBS (dreimal 5 min) gewaschen. Um unspezifische Anti-
kdrperbindungen zu reduzieren, wurden die Schnitte mit 5% Normalserum (Ziege) fir
30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlieend wurde der
primdre Antikorper gegen GPER (1:500, verdiinnt in 5 % Normalserum) aufgetragen und die
Objekttrager tiber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4° C gelagert. Details zu den Antikor-
pern sind in Tab. 5 zusammengefasst.

Am darauffolgenden Tag wurde nach erneutem Waschen mit PBS der biotinylierte Zweitan-
tikorper (s. Tab. 6) zugegeben und die Schnitte fir zwei Stunden in einer feuchten Kammer
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach einem weiteren Waschschritt (dreimal 5 min PBS)
erfolgte die Inkubation mit ABC-Reagenz fiir 1-2 h. AnschlieRend wurde nochmal mit PBS
und einmalig fiir 10 min mit Tris-Puffer/HCI (50 mM) gewaschen. Danach erfolgte die Far-
bung der Schnitte mit Diaminobenzidin (DAB) bis zur gewlinschten Farbintensitdt. Die Reak-
tion wurde mit Hilfe von zweifach destilliertem Wasser abgestoppt. Um die Zellkerne anzu-
farben, wurden die Schnitte flir drei Sekunden in Hamatoxylin eingetaucht und unter flie-

Rendem Leitungswasser bis zur gewilinschten Blauung gewaschen. AbschlieRend wurden die
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Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 % und 100 % Isopropanol und Xylol)
dehydriert und anschliefend mit Hilfe von Entellan eingedeckelt.

Der verwendete GPER-Antikorper ist ein polyklonaler, kommerziell erhéltlicher, gut chrakte-
risierter Antikorper der Firma Sigma Prestige (Produktnummer HPA027052).

Fir die Kontrollen wurde entweder der Erstantikbrper weggelassen oder korrelierendes
Normalserum verwendet. Die Dokumentation und Beurteilung erfolgte am Mikroskop
(Axiovert 135, s. Tab. 3) bei 10-, 20-, 40- und 100-facher VergrofRerung. Auf die Praadsorpti-

on wurde verzichtet, da keine kommerziellen Peptide zur Verfligung standen.

3.2. DAPI-Farbungen

Mit Hilfe der DAPI-Farbung (fluoreszenzierender DNA-Farbung) wurden klar differenzierbare
Mitosestadien (Meta- , Ana- und Telophase) (1) von kultivierten HTPCs (n = 3) untersucht.
Dazu wurden die Zellen zunachst auf sterile Glasplattchen in einer 24-Well-Platte ausgesat
und fiir 24 h im Brutschrank belassen. Dann wurden die Zellen fiir 24 h in serumfreiem Me-
dium kultiviert, bevor sie mit G 1 stimuliert wurden. Die Konzentration von G 1 (1 um) wurde
entsprechend den Angaben der Literatur ausgewahlt (71). Zu den Kontroll-Zellen wurde das
G 1-Lésungsmittel DMSO in entsprechender Konzentration zugegeben.

Die so behandelten Zellen wurden zweimal mit ca. 500 pl PBS gewaschen und dann mit
250 pl Paraformaldehyd (PFA; 4 %) fur 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Anschliefend
erfolgt ein erneuter Waschschritt (dreimal 5 min) mit warmen PBS und einmal 10 min mit
zweifach destilliertem Wasser. Dann wurden die Plattchen herausgel6st und nach kurzer
Trocknungsphase (5-10 min bei Raumtemperatur) im Dunkeln mit DAPI-haltigem Medium
auf einem Objekttrager fixiert. Kerne und Mitosestadien von lber 100 Zellen pro Glasplatt-
chen konnten nun unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert, s. Tab. 3) beurteilt und do-

kumentiert werden.

3.3.  Immunfluoreszenz-Doppelfirbung

Mit Hilfe von Fluoreszenzmarkierungen wurde untersucht, ob Mastzellen GPER exprimieren.
Dazu wurden die humanen Hodenproben (n = 4) wie in 3.1. beschrieben, auf Objekttrager
aufgebracht, in absteigender Alkoholreihe entparaffinisiert und fiir 10 min in PBS gebadet.

Dann wurden die Schnitte dreimal 10 min mit KPBS gewaschen und einmal 10 min mit LKPBS
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vorinkubiert, bevor eine Losung aus a-GPER (1:250, polyklonal, Kaninchen, s. Tab. 5) und a-
TRY (1:500, monoklonal, Maus, s. Tab. 5) in LKPBS zugegeben wurde. Die Schnitte wurden
Uber Nacht bei 4° C in einer feuchter Kammer gelagert. Am folgenden Tag wurde erneut
dreimal 10 min mit KPBS gewaschen und eine Mischung der fluoreszenzmarkierten Zweitan-
tikorper aus IgG-Cy 3 (a-Kaninchen, rot) und IgG-FITC (a-Maus, griin) in einem Verhéltnis von
1:250 (in LKPBS) fiir eine Stunde bei Dunkelheit auf die Schnitte gegeben. AnschlieRend wur-
de dreimal 10 min mit KPBS und einmal mit zweifach destilliertem Wasser im Dunkeln gewa-
schen bevor die Schnitte eingedeckt wurden. Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops und des-
sen Absorptionsfilter bei 485 nm (FITC) bzw. 548 nm (Cy 3) und Emissionfilter bei 514 nm
(FITC) bzw. 651 nm (Cy 3) erfolgte die Beurteilung und Dokumentation der Schnitte. Zur
Auswertung wurden die Bilder mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop CS 3 (s. Tab. 12)

Ubereinandergelegt und kontrastadaptiert.

3.4. Zellkultur
3.4.1. Kultivierung von HTPCs

In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mayerhofer standen humane, peritubuladre Zellen zur Ver-
fugung (75). Diese Zellen wurden in KulturgefiBe (Petrischalen mit 21 cm?® Grundfliche,
25 cm?-Flaschen oder 75 cm?-Flaschen) ausgesat, mit serumhaltigem DMEM (+ 1 % Penicil-
lin/Streptomycin) bedeckt und im Brutschrank bei 37° C und 5% CO,-Zufuhr aufbewahrt.
Alle zwei bis vier Tage wurde das Medium gewechselt. Sobald die Zellen konfluent waren,
wurden sie ,gesplittet”. Dafiir wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen mit
PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen durch Zugabe einer Trypsin/EDTA-LOsung abge-
|6st. Die durch Trypsin ausgeldste Reaktion wurde durch Zugabe der doppelten Menge von
serumhaltigem DMEM wieder abgestoppt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in ein
geeignetes Gefil tibergefiihrt und bei 1000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de abgesaugt und das am Boden haftende Zellpellet je nach GréRe in einer passenden Men-
ge Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen in neue PlastikgefaRe ausgesat

oder zur Messung in einem automatisierten Zellzdhlsystem (CASY, s. 3.6.1) verwendet.
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3.4.2. Zellstimulation

Vor jeder Stimulation wurden die Zellen fir 24 h im serumfreien Medium inkubiert. Dieser
Vorgang arretiert den Zellzyklus weitgehend. Nach Absaugen des Mediums wurde G 1 (spezi-
fischer Agonist von GPER) in verschiedenen Konzentrationen (10 nM — 100 uM) zugegeben.
Da G 1 in DMSO gelost wird, diente als Kontrolle stets eine zweite Zellcharge, die mit der

korrelierenden Konzentration DMSO (0,01 %) versetzt wurde.

3.5. Proteinbiochemische Methoden
3.5.1. Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Zur Extraktion von Protein aus den HTPCs wurden die kultivierten und stimulierten Zellen
zundachst einmalig mit PBS gewaschen und dann bei -80° C weggefroren. Mit Hilfe eines Zell-
schabers wurden die gefrorenen Zellen in gekihltem NPE-Puffer abgel6st und in ein Eppen-
dorfgefalR Uberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir drei Minuten bei 4°C und
10.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 1,5 ml PBS
resuspendiert und erneut unter denselben Rahmenbedingungen abzentrifugiert. Je nach
GroRe des Zellpellets wurden 50-100 pl Proteaseinhibitor (Inhibitorcocktail, s. Tab. 8) zuge-
geben und die Zellen im Anschluld durch Ultraschallzertrimmerung aufgeschlossen.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der DC Protein Assay (s. Tab. 8) verwen-
det. Basierend auf der Bradford-Methode wurde zunachst die Absorption einer standardi-
sierten Losungsreihe mit definierten Proteinkonzentrationen bei 650-750 nm im ELISA-
Reader gemessen. AnschlieBend wurden die Proben anhand der Standardreihe mit Hilfe von

Prism Graphpad (s. Tab. 12) bestimmt.
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3.5.2. Western Blot
3.5.2.1. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Fiir die Western Blot-Analyse wurde zunachst das benétigte Gel gegossen. Dafiir wurden als

erstes die Glasplatten gereinigt und in die GieRkammer eingebaut.

Tab. 2: Zusammensetzung der Acrylamidgele zur Gelelektrophorese.

Zutaten Trenngel (12 %) Sammelgel
30 % Acrylamid 2600 pl 450 pl
4 x Trenngel-Puffer pH 8,8 1625 ul -
Sammelgel-Puffer pH 6,8 - 750 pl
Aqua bidest 2275 ul 1775 ul
TEMED 13 ul 7,5 ul
10 % APS 26 pl 12,5 pl

Dann wurde die Trenngel-Grundlage (s. Tab. 2) eingefillt, mit Isopropanol liberschichtet und
30 min bei Raumtemperatur gelagert, bis eine vollstandige Polymerisation stattgefunden
hat. Anschliefend wurde das Isopropanol abgegossen und durch die Sammelgel-Grundlage
(s. Tab. 2) ersetzt. Unmittelbar danach wurde ein Kamm als Platzhalter fir die spateren Ta-
schen eingesetzt. Nach weiteren 30 min wurde das Gel entweder direkt verwendet oder
eingehiillt in feuchte Tiicher bei 4° C bis zu einer Woche aufbewahrt.

Um Uberall dieselbe Probenmenge aufzutragen, wurde fiir jede einzelne Probe die bendtigte
Menge fiir 10 ug Protein pro Probentasche berechnet. Die Proben wurden in 0,5 ml Eppen-
dorfgefalle libergefiihrt. Nach Zugabe von je 10 % B-Mercaptoethanol und Bromphenolblau
wurden die zentrifugierten Proben bei 95° C flir 5 min denaturiert und anschlieRend erneut
zentrifugiert, um eventuelle Kondensfliissigkeit am Deckelrand mitzuerfassen.

Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Kammer mit Laufpuffer
(Laemmlipuffer, s. Tab. 10) aufgefillt. Bevor die Proben in die Taschen eingefiillt werden
konnten, wurden die Kimme unter Pufferniveau herausgezogen. Pro Gel wurde mindestens
ein Marker zum Abgleich des Molekulargewichts aufgetragen. Die Elektrophoresekammer
wurden bei 90 Volt angeschlossen und nach Einlaufen des Proteins in das Trenngel wurde
die Spannung auf 190 Volt erhoht. Sobald das Protein vollstandig durch das Gel gelaufen war

wurde der Lauf beendet und das Gel aus den Glasplatten gel6st.



23 Methoden

3.5.2.2. Blotting

Die vorher nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine, wurden im Blotverfahren
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Dazu erfolgte zunichst die Aquilibration des
Gels und der Nitrocellulosemembran im Blotpuffer (Transferpuffer) fir 10-15 min bei Raum-
temperatur. AnschlieBend wurden Gel und Membran zusammen mit Filterpapier und
Schwamm in die Gelhaltekassette eingesetzt. Nach Einsetzen der Gelhaltekassette in die
Transferkammer wurde die Kammer mit Transferpuffer aufgefiillt. Die Kammer wurde fir
75 min bei 100 Volt angeschlossen. In diesem elektrischen Feld wurde das Protein auf die
Membran transferiert. Nach Ausbau der Membran konnte mit Hilfe einer reversiblen Pon-

ceau S-Farbung der Erfolg des Transfers sichtbar gemacht werden.

3.5.2.3. Inkubation der Membran und Auswertung

Direkt nach der Farbung mit Ponceau S wurde die Membran in ein Plastikgefal8 gelegt und
mit TBS-Tween (+5 % fettfreiem Milchpulver) fir mindestens eine Stunde bei Raumtempera-
tur auf den Schittler gestellt. Dieser Schritt diente der Absattigung eventueller, unspezifi-
scher Bindungsstellen. Gleichzeitig wurde Ponceau S wieder abgewaschen. Nach Entfernen
der Milchpulversuspension wurde der Primarantikérper (s. Tab.5) in TBS-Tween (+ 2,5%
Milchpulver) aufgetragen und Gber Nacht bei 4° C auf niedrigster Schittlerstufe inkubiert.
Am darauffolgenden Tag wurde nach Waschen mit TBS-Tween der Zweitantikérper
(s. Tab. 6) mit TBS-Tween (2,5 %) verdiinnt und auf die Membran aufgetragen.

Die Membran wurde fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur auf niedrigster Schiittlerstufe
mit dem Zweitantikorper inkubiert. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit TBS-Tween
bevor die Membran zur Auswertung verwendet wurde. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe

der Software ImagelJ und mit Prism Graphpad (s. Tab. 12).

3.6. Zellviabilitat
3.6.1. CASY — ,Cell Counter and Analyzer” System

CASY ist ein etabliertes, automatisiertes Zellzahlsystem, dass mit Hilfe eines elektrischen
Feldes Zellen auszahlen und ihre Vitalitat bestimmen kann. Lebende Zellen haben eine un-

versehrte Plasmamembran, wahrend die Membran von toten Zellen permeabel ist. Da nur
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vitale Zellen elektrisch isolieren kann CASY zwischen toten und lebendigen Zellen unter-
scheiden. Zudem kann CASY die GroRe der Zellen bestimmen: Je grofRer die Zellen, desto
besser bleibt das elektrische Signal erhalten. Die Ergebnisse jeder einzelnen Zelle werden
kumuliert und einer kalibrierten Mehrkanalanalyse mit tiber 500.000 Kandlen zugeordnet.
Ein Profil typischer HTPC-Charakteristika im Hinblick auf den Zelldurchmesser und die Kern-
grofSe ist notwendig fiir den Abgleich und war bereits aus Vorversuchen vorhanden. Fir die
Messung im CASY wurden die kultivierten Zellen zundchst mit Trypsin behandelt (s. 3.4.1)
und in ein geeignetes Plastikgefald Gberflhrt. Dann wurde durch Zentrifugation ein Zellpellet
gewonnen, welches in 1 ml PBS resuspendiert wurde.

Unter standigem Schitteln wurden 20 pl der Suspension entnommen und in 10 ml spezieller
Messlosung (CasyTon, s. Tab. 9) gel6st. Nach drei Messvorgangen im CASY wurden folgende
gemittelte Werte angezeigt: Die absolute Zellzahl (bei einer Verdiinnung von 1:500), die An-
zahl der lebenden Zellen, die Zellviabilitdt in Prozent und die durchschnittliche ZellgréRe.
Anhand dieser Werte war nach 24 h Stimulation mit G 1 bzw. DMSO eine Auswertung im
Hinblick auf die Zellproliferation moglich. Zudem konnten so eine vorher defnierte Anzahl an
Zellen gezielt ausgesat werden. Das Saulendiagramm (s. Abb. 20) wurde mit Hilfe von ,,Prism

Graphpad” (s. Tab. 12) erstellt.

3.6.2. Intrazellulire Ca’*-Konzentration

In der GPER-vermittelten Signaltransduktion wurde Ca** als Signalmolekiil beschrieben (54).
Um HTPCs hinsichtlich ihres Ca**-Anstiegs nach Zugabe von G 1 bzw. E, zu beurteilen, wur-
den die Zellen vor der Messung auf runde, Poly-L-Lysin-beschichtete Deckgldaschen von
12 mm Durchmesser ausgesat. Nach Adharenz wurden das serumhaltige Medium + 1 % Pe-
nicillin/Streptomycin entfernt und durch Medium ohne Zusatze ersetzt. 24 h spater wurde
das Medium abgesaugt und im Dunkeln neues Medium mit Zusatz von 5 uM Pentaacetoxy-
Methylesther (Fluo-4 AM) zugegeben. Fluo-4 AM ist ein Farbstoff der ins Zellinnere gelangt
und dort hydrolysiert und damit gebunden wird.

Nach 30 min Inkubationszeit im Brutschrank wurden die Zellen mit serumfreiem Medium
gewaschen und anschlieBend auf den Tragertisch des konfokalen Mikroskops (Leica,
s. Tab. 3) befestigt. Dann wurde eine zur Messung geeignete Stelle mit mehreren gut diffe-
renzierbaren Zellen ausgewahlt und ein Mikropumpensystem angeschlossen. Im Dunkeln

wurde mit einem Argon-Laser-System alle 2 s ein Fluoreszenzbild aufgenommen. Bei Bin-
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dung von Fluo-4 an Ca** ergibt sich ein Fluoreszenzsignal mit einem Maximum bei 494 nm. Je
mehr Ca’* gebunden wurde, desto intensiver war das Fluoreszenzsignal.

Durch das Mikropumpensystem wurde den Zellen in aufsteigender Konzentration G 1 zwi-
schen 10 nM und 3 uM G 1 (n = 4) oder E, zwischen 1 nM und 1 uM (n = 3) liber einen defi-
nierten Zeitraum zugefihrt. Nach jeder Stimulation erfolgte zur Erholung der Zellen die Zu-
gabe von stimulationsfreiem Medium. Als Negativkontrolle diente die Verabreichung der
jeweiligen Losungsmittel: DMSO fiir G 1 und Ethanol fiir E;. Um die Zellen auf ihre Vitalitat
und Funktionalitat zu prifen (Positivkontrolle) wurde Histamin zugegeben, was stets zu ei-
nem Anstieg der Ca**-Konzentration fiihrte. Veranderungen des Fluoreszenzsignals wurden
mit Hilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops wahrend und nach der Zugabe von G 1 in
aufsteigenden Konzentrationen in ausgewahlten Arealen ausgewertet. Diagramme wurden

mit Prism Graphpad (s. Tab. 12) erstellt.

3.6.3. ,Live Cell Imaging”

In der Messkammer (Ibidi, s. Tab. 3) wurden die Zellen Uber 24 h beobachtet. Zunachst wur-
den die Zellen mit Hilfe von CASY in definierter Zahl auf spezielle KulturgefaRe mit Glasbo-
den (Ibidi, s. Tab. 4) ausgesat. Nach 24 h waren die Zellen adharent und das serumhaltige
Medium (+ 1% Penicillin/Streptomycin) wurde durch serumfreies Medium ersetzt. Nach
weiteren 24 h wurde neues Kulturmedium mit G 1 (1 uM; geldst in DMSO) zugegeben. Un-
mittelbar danach wurden die Zellen in die Messkammer eingebracht. Um festzustellen, ob
sich die Reaktion der Zellen auf G 1 (spezifischer Agonist am GPER) durch G 15 (spezifischer
Antagonist am GPER) blockieren lasst, wurde in einem weiteren Experiment vor der Stimula-
tion mit G 1 (1 uM) fiir 30 min G 15 (1 uM, geldst in DMSO) in derselben Konzentration zu-
gegeben.

Die Messkammer ist ein geschlossenes System mit definierten Bedingungen: 5 % CO,-Gehalt,
Deckel und Boden sind gleichermalien beheizt (ca. 37° C). Die Kammer ist auf einem inversen
Mikroskop (s. Tab. 3) angebracht, mit welchem zunéachst eine fir die Messung geeignete
Stelle ausgewahlt wurde. Dann wurde fir 24 h alle 10 min ein Bild aufgenommen. Die Bilder-

folge konnte im Anschlul® mit iMovie (s. Tab. 12) zusammengefiigt und ausgewertet werden.
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3.7. Statistik

Alle Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt. Alle Werte entsprechen Mittelwerten
und Diagramme wurden mit Hilfe von Prism Graphpad 4.0 (s. Tab. 12) erstellt. Um zwei
Gruppen zu vergleichen wurde der Student’s t-test benutzt. Als signifikant wurde eine Wahr-

scheinlichkeit p < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. GPER-Expression im Hoden von Primaten und Nagern

Zundachst wurde die Expression von GPER an adultem Hodengewebe verschiedener Spezies
(Mensch n = 4; Affe n = 3; Maus n = 6; Ratte n = 3) untersucht. Die immunhistochemischen
Farbungen zeigten bei adulten Individuen speziesiibergreifend ein ahnliches Ergebnis: Der
Ostrogenrezeptor GPER wird vorwiegend im Bereich der peritubuliren Zellen der Samenka-
nalchen (Sternchen, s. Abb. 9 A, C, E, G) exprimiert. Daneben waren bei allen Spezies einzel-
ne, interstitiell gelegene Zellen GPER positiv (Pfeile, s. Abb. 9 A, C, E, G).

Insbesondere die Gewebeproben von Mensch und Rhesusaffe (s. Abb. 9 A-D) sind sich im
zelluldren Schichtaufbau ihrer tubularen Wande und damit auch in der immunhistochemi-
schen Farbung sehr dhnlich. GPER-Farbungen an testikuldren Schnitten der Ratte zeigten
zusatzlich eine Anfarbung der lumennahen Spermatiden (Quadrate, s. 9 G). Diese Beobach-
tung wurde in den immunhistochemischen Farbungen ausschlieRlich bei Gewebeproben von
Ratten gemacht.

Die Glattmuskelwande der kleinen und kleinsten GefaRe im Hoden jeder Spezies zeigten sich
durchweg positiv fir GPER und dienen somit als intrinsische Positivkontrolle (Pfeilspitzen,
s. Abb. 9 A, C, E, G). Die Negativkontrollen wurden entweder ohne Erstantikérper (s. Abb.

9 D) oder mit Normalserum (und 1gG) durchgefiihrt (s. Abb. 9 B, F, H). Sie blieben stets unge-

farbt.

Kontrolle
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Abb. 9: Immunhistochemische Firbung von Hodenschnitten des Menschen (A, B), des Rhesusaffen (C, D),
der Maus (E, F) und der Ratte (G, H) mit a-GPER.

Alle Abbildungen zeigen eine Uberwiegend peritubuldre Expression von GPER (Sternchen, A, C, E, G). Zudem
sind einige interstitielle Zellen GPER-positiv (Pfeile, A , C, G, E). Die Gefalwande der Arteriolen enstprechen
intrinsischen Positivkontrolle (Pfeilspitzen, A, C, G, E). Bei der Ratte sind zusatzlich lumennahe Spermatiden
GPER-positiv (Quadrate, G). B, D, F und H entsprechen den jeweiligen Kontrollen: Ohne Erstantikorper (D) oder
mit Normalserum (B, F, H). Alle Schnitte wurden mit Hdmatoxylin gegengefarbt. Skalierungsbalken ca. 50 um.
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4.2. Lokalisation von GPER im Hoden

Um die genaue Lokalisation von GPER im Hoden zu ermitteln, wurden die Gewebeschnitte
verschiedener Spezies zusatzlich in 100-facher VergroRBerung betrachtet (gezeigt wird Affen-
gewebe, s. Abb. 10 A, B). Die zytoplasmatische Anfarbung der peritubuldren Zellen (Stern-
chen, s. Abb. 10 A) ist deutlich zu erkennen. Die Anfarbung des Zytoplasmas interstitieller

Zellen ist in Abbildung 10 B dargestellt (Pfeil, s. Abb. 10 B).

Affe Affe

N
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Abb. 10: Immunhistochemische Fiarbung von Hodenschnitten des Affen mit a-GPER.
Darstellung der zytoplasmatischen Lokalisation von GPER in peritubuldren Zellen (Sternchen, A) und in intersti-
tiellen Zellen (Pfeil, B). Die Schnitte wurden mit Himatoxylin gegengefarbt. Skalierungsbalken ca. 20 um.

Zur Abklarung, ob es sich bei den interstitiellen, GPER-positiven Zellen um Zellen der Im-
munabwehr (Mastzellen) handelt, wurde an humanem Hodengewebe eine Immunfluores-
zenz-Doppelfarbung mit GPER (rot; s.Abb.11A) und Mastzelltryptase (TRY, grin;
s. Abb. 11 B) durchgefiihrt (n = 4). Mastzelltryptase ist ein spezifischer Mastzellinhaltsstoff.

Die Abbildung 11 A zeigt einen Hodenschnitt mit fluoreszenzmarkiertem Zweitantikorper.
Wie zuvor in der immunhistochemischen Anfirbung mit nicht-fluoreszenzmarkiertem
Zweitantikorper gegen o-GPER (s. Abb.9 A, C, E, G) stellten sich die peritubuldren Zellen
(Sternchen, s. Abb. 11 A) sowie einige der interstitiellen Zellen (Pfeile, s. Abb. 11 A) deutlich
GPER-positiv dar. Anders als in den immunhistochemischen Vorversuchen waren zusatzlich
auch einige Zellen innerhalb der Tubuli GPER-positiv (Quadrat, s. Abb. 11 A). In Abbildung
11 B sind die Mastzelltryptase-haltigen Zellen desselben Hodenschnitts griin dargestellt. Es

sind ausschlieBlich einige der interstitielle Zellen angefarbt (Pfeilspitzen, s. Abb. 11B).
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Abb. 11: Fluoreszenzdoppelfarbung humaner Hodenschnitte mit a-GPER und a-Mastzelltryptase.

GPER wird in in den peritubuldren Zellen (Sternchen, A), in Zellen des Keimepithels (Quadrat, A) und in intersti-
tiellen Zellen (Pfeile, A) exprimiert. Mastzelltryptase (griin, B) hingegen wird ausschlieBlich in interstitiell gele-
genen Mastzellen (Pfeilspitzen, B) exprimiert. Skalierungsbalken ca. 50 um.

Eine groRflichige Uberlappung der Expression von GPER und Mastzelltryptase konnte nicht
festgestellt werden (vgl. Abb. 11 A und B). Durch Uberlagerung und Fusion der beiden Bilder
mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop erkennt man sehr vereinzelt interstitielle Zellen,

die GPER und Mastzelltryptase koexprimieren (s. Abb. 12, Pfeile).

GPER + TRY

Abb. 12: Uberlagerung und Fusion der Abb. 11 A und 11 B.
Es zeigt sich eine Koexpression von GPER und Mastzelltryptase in nur wenigen interstitiellen Zellen (Pfeile).
Skalierungsbalken ca. 50 um.

Um die Expression von GPER genauer zu untersuchen, standen aulRer den Gewebeschnitten
auch Zellkulturen von humanen peritubuldaren Hodenzellen zur Verfiigung. RT-PCR-
Experimente, die fiir diese Arbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mayerhofer durchge-
fhrt wurden, konnten die Expression von GPER (120 bp) durch HTPCs (s. Abb. 13 A) an drei

verschiedenen Patienten bestatigen (sequenziertes PCR-Produkt).
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Western Blot-Experimente (s. Abb. 13 B) zeigten die erwartete Bande der HTPCs von zwolf
verschiedenen Proben (gezeigt werden drei Proben) auf der fiir GPER-typischen Hohe bei
42 kDa. Als Ladungskontrolle wurde GAPDH (37 kDa) eingesetzt. Bei der GPER-Expression
konnten quantitative, interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Proben festge-

stellt werden.

HTPCs Kontrolle
A
1 2 3 —
GPER 120 bp
B 1 2 3
GPER ~ a2
GAPDH T s — 3]

Abb. 13: Bestitigung der Expression von GPER in kultivierten HTPCs dreier Individuen (1-3) durch PCR (A) und
Western Blot (B).

A: Die Negativkontrolle (=) enthalt RNA anstatt cDNA. B: Als Ladungskontrolle wurde GAPDH (37 kDa) verwen-
det.

4.3. Altersabhdngige GPER-Expression beim Affen

Zur Untersuchung der GPER-Expression bei der postnatalen Hodenreifung wurde Affenge-
webe verwendet. Wie in den Abbildungen 9 A und 9 C zu sehen, entspricht die Expression
von GPER im Hoden von adulten Rhesusaffen phanotypisch der des Menschen. Wie beim
Menschen sind auch beim Rhesusaffen lGberwiegend peritubulare Zellen angefarbt (Stern-
chen, s. Abb. 14 A und B). Die Untersuchung verschiedener Reifegrade des Primatenhoden
zeigte, dass erst mit der Pubertat und beginnender Spermatogenese sowie Testosteronpro-
duktion das bekannte GPER-Expressionsmuster in den peritubuldren Zellen entsteht.

Die Abbildungen 14 A und B zeigen immunhistochemische Farbungen mit a-GPER des adu-
ten, geschlechtsreifen Affen (n = 3; s. Abb. 14 B als VergrofRerung von Abb. 14 A). Bei infanti-
len Affen (n = 4, s. Abb. 14 C) exprimierten die peritubuldren Zellen kaum bis Gberhaupt kein

GPER.
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Abb. 14: GPER-Expression wahrend der Entwicklung des Rhesusaffen.

A und B (VergroRRerung von A) zeigen eine vorwiegend peritubuldre Expression (Sternchen, A und B) beim adul-
ten Affen. Abbildung C zeigt einen infantilen Affen mit fehlender peritubularer Expression von GPER und D
einen juvenilen Affen mit beginnender peritubularer Expression (Sternchen, D) sowie zunehmender Anfarbung
interstitieller Zellen (Pfeile, C und D). Abbildung E zeigt GPER-positive, interstitielle Zellcluster (Pfeile, E) und die
ANfarbung peritubuldrer Zellen (Sternchen, E) beim prapubertaren Affen. Als intrinische Positivkontrolle sind
die Wande der Arteriolen stets GPER-positiv (Pfeilspitzen, A-D). Alle Schnitte wurden mit Hdmatoxylin gegenge-
farbt. Abbildung F ist eine Negativkontrolle des adulten Affen mit Normalserum. Skalierungsbalken ca. 50 um.
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Bei juvenilen Affen (n = 1) zeigten sich einzelne peritubuldre (Sternchen, s. Abb. 14 D) und
viele interstitielle Zellen (Pfeile, s. Abb. 14 D) GPER-positiv. An Gewebeproben peripuberta-
rer Affen (3-4 Jahre alt; n = 2) zeigten sich Cluster GPER-positiver, interstitieller Zellen (Pfeile,
s. Abb. 14 E) sowie eine diskrete Zunahme der peritubuldrer Zellanfarbung (Sternchen,
s. Abb. 14 E). Die Glattmuskelzellen der BlutgefdRe im Hoden waren unabhangig vom Alter
des Affen stets GPER-positiv (Pfeilspitzen, s. Abb. 14 A-E) und dienen als intrinsische Positiv-

kontrolle.

4.4. GPER-Expression bei infertilen Mannern

Es ist bekannt, dass sich der Phanotyp und die Funktion der peritubuldaren Zellen bei inferti-
len Méannern verandert (6,75,76). Da die Expression von GPER in peritubuldren Zellen erst
beim adulten Affen auftrat und nicht beim noch zeugungsunfahigen Heranreifenden, stellte
sich die Frage, ob die Expression von GPER durch die HTPCs in Zusammenhang mit der Ferti-
litat steht. Zu diesem Zweck wurden Hodenbiospien von Patienten mit ,Sertoli Cell Only“-
Syndrom (SCO; n = 5), ,Germ Cell Arrest“-Syndrom (GA; n = 2) und ,Mixed Atrophy“-

Syndrom (MA; n = 5) untersucht.

Abb. 15 A-B: GPER-Expression bei Patienten mit SCO und GA.

Patienten mit SCO (A) zeigen einen nahezu vollstandigen Verlust peritubuldr exprimierten GPERs, wahrend bei
Patienten mit GA (B) noch einige GPER-positive HTPCs vorhanden sind (Sternchen, B). Als intrinische Positiv-
kontrolle sind die Wande der Arteriolen stets GPER-positiv (Pfeilspitzen, A und B). Die Schnitte wurden mit
Hamatoxylin gegengefarbt. Skalierungsbalken ca. 50 um.

Bei allen Patienten zeigte sich in den Tubuli mit beeintrachtigter Spermatogenese eine deut-
liche Reduktion bis hin zum vélligen Verlust von GPER in peritubularen Zellen (s. Abb. 15 und
16; vgl. mit Normalbefund Abb. 9 A). In weniger degenerierten Tubuli blieb eine diskrete

Expression von GPER erhalten (Sternchen, s. Abb. 15 B und Abb. 16 A und B).
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Bei Patienten mit gemischter Atrophie (MA, s. Abb. 16 A und VergréBerung Abb. 16 B) konn-
te die Reduktion von GPER besonders gut evaluiert werden. Bei dieser Erkrankung liegen
funktionierende Tubuli mit normaler Spermatogenese und GPER-Expression der peritubula-
ren Zellen (Sternchen, s. Abb. 16 A und B) direkt neben degenerierten Tubuli mit reduzierter
GPER-Expression. Somit konnten methodisch bedingte Artefakte sicher ausgeschlossen wer-

den.

Abb. 16: GPER-Expression bei Patienten mit MA.

B ist die VergroRerung von A. Morphologisch unaufféllige Tubuli weisen die normale GPER-Expression in HTPCs
auf (Sternchen, A und B), wohingegen in hyalinisierten Tubuli keine GPER-Expression mehr nachweisbar ist. Die
Glattmuskelzellen der BlutgefafRe sind GPER positiv (Pfeilspitzen, A und B). Die Schnitte wurden mit Himatoxy-
lin gegengefarbt. Skalierungsbalken ca. 50 um.

4.5. GPER in HTPCs: Funktionelle Untersuchungen mit G 1 und G 15

Um die Funktionalitdt von GPER zu untersuchen wurden kultivierte HTPCs verwendet. Es
wurden Untersuchungen zum Signalweg (Ca**-Messungen) und zur Proliferation (DAPI-

Ill

Farbungen, CASY und ,live cell“-Beobachtungen) von HTPCs durchgefiihrt. Zur Stimulation
wurden G 1, G 15 und Ostradiol eingesetzt. G 1 gilt bis zu einer Konzentration von 10 uM als
spezifischer, artifizieller Agonist am GPER (47,63,71). G 15 ist ein spezifischer Antagonist am
GPER (47,63,72). Ostradiol (E,) ist ein natiirlich im Kérper vorkommendes, potentes Ostro-

gen (40).
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4.5.1. Ca**-Messungen

Einigen Studien zufolge kann G 1 iber GPER schnelle Signalwege induzieren, die unter ande-

rem zu einer transienten Erhdhung des intrazelluldren Ca**-Spiegels fiihren (54,67).

A

DMSO-Kontrolle 100 nM G 1 bei Histamin beig
bei 500s . 1280 s > 4 2400s -~ & &

B —— Hintergrund
Zelle 1
300 -
. — Zelle 2
g‘ — Zelle 3
5 G1 (100 nM) G1 (3 pm)| | Histamin
‘» 200 -
g DMSO| |G1 (10 nM) G1 (1 uM)
c l l
N
| = P p—y
S 100 - -
0
o
=
TH
0 LN DI R EENEL NN NN NN RN DL SN RENNL NN NN BN RN NN BN N R
L N U\ I L 3

Zeit [s]

Abb. 17: Caz+-Messungen an HTPCs nach G 1-Stimulation.

Abbildung A zeigt mit Fluo-4 AM versetzte HTPCs unter verschiedenen Bedingungen: nach Zugabe von DMSO
(Kontrolle), G 1 (100 nM G 1) und Histamin (ganz rechts). Der Farbbalken (ganz links) spiegelt die Intensitat des
Signals wieder. Skalierungsbalken ca. 20 um. Abbildung B zeigt drei exemplarische HTPCs (Zelle 1-3; blau, rot
und griin) und die Reaktion auf die Zugabe von DMSO und G 1 in 10 nM, 100 nM, 1 uM und 3 uM (Pfeile). Nach
Zugabe von Histamin (Positivkontrolle) zeigt sich eine deutliche Reaktion der Zellen. Die basale Linie (schwarz)
beweist einen storungsfreien Hintergrund.

Diesen Calciumanstieg kann man mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffs Fluo-4 sichtbar
machen. Die Reaktion der HTPCs auf die Zugabe von G 1 wurde im folgenden Experiment
untersucht. Da G 1 in DMSO gel6st wird, wurden die Zellen zur Kontrolle mit DMSO (0,01 %)

stimuliert. In den durchgefiihrten Versuchen blieb der erwartete Ca**-Anstieg nach Zugabe
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von G 1 aus (s. Abb. 17). Um methodische Probleme auszuschliefen und die Vitalitat bzw.
Funktionalitat der Zellen zu lberprifen, wurde im selben Versuchsaufbau Histamin als Posi-
tivkontrolle zugegeben (77).

Da G 1 physiologisch nicht im menschlichen Kérper vorkommt, wurden die Versuche auch
mit Ostradiol (E,) durchgefiihrt. E; wirkt allerdings nicht nur Giber GPER, sondern auch bzw.
vor allem (iber ESR 1 und ESR 2. Da Ostradiol in Ethanol geldst wird, wurde zur Kontrolle
Ethanol in entsprechender Konzentration verwendet. Beide Substanzen Iosten keinen nach-
weisbaren Calciumanstieg aus. Die Positivkontrolle mit Histamin (77) l6ste in beiden Versu-
chen einen intrazellularen Calciumanstieg aus und bestatigte so die Vitalitdat und Funktionali-

tat der Zellen (s. Abb. 17 und Abb. 18). Der Hintergrund blieb stets signalfrei.
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Abb. 18: Caz+-Messungen an HTPCs nach E,-Stimulation.

Abbildung C zeigt drei exemplarische HTPCs (Zelle 1-3; Blau, rot und griin) und ihre Reaktion auf die durch Pfei-
le gekennzeichnete Zugabe von Ethanol (Kontrolle) und E, in 1 nM, 10 nM, 100 nM und 1 uM. Nach Zugabe
von Histamin (Positivkontrolle) zeigt sich eine deutliche Reaktion der Zellen. Die basale Linie (schwarz) beweist
einen storungsfreien Hintergrund.

4.5.2. DAPI-Kernfarbungen

Um zu untersuchen, ob und wie kultivierte HTPCs auf die Stimulation von GPER reagieren,
wurden Mitosestadien unter dem Mikroskop beurteilt. Dazu wurden HTPCs dreier Individu-
en (n = 3) auf Deckglaschen ausgesat, Uber einen Zeitraum von 24 h mit G 1 stimuliert und
anschlielend fixiert und mit DAPI eingefarbt. Die Kontrolle wurde mit DMSO anstelle von

G 1 durchgefihrt.
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Nach 24 h Behandlung mit DMSO befanden sich die untersuchten HTPCs in verschiedenen
Mitosephasen (z. B. Telophase, s. Abb. 19 B und VergréRerung Abb. 19 C). Nach Stimulation
mit G 1 konnten nahezu keine Mitosefiguren gefunden werden (s. Abb. 19 A). G 1 kénnte

somit die Mitose der HTPCs hemmen, also antiproliferativ wirken.

A —18B

Abb. 19: DAPI-Fluoreszenzfarbung der Zellkerne von HTPCs.

HTPCs (n = 3), die 24 h mit G 1 (A) oder DMSO zur Kontrolle (B und VergroRerung C) behandelt wurden. Die
G 1-behandelten HTPCs zeigen keine Mitosefiguren. In DMSO-behandelten Kontrollen hingegen sind verschie-
dene Mitosefiguren vorhanden (z. B. Telophase, 19 C). Skalierungsbalken ca. 25 um.

4.5.3. Versuche mit CASY

Da die Darstellung der Mitosefiguren keine quantitative Aussage (iber die Proliferationsrate
zuldsst, wurden die kultivierten HTPCs im nadchsten Experiment nach 24-stiindiger G 1-

Stimulation mit Hilfe von CASY (automatisiertes Zellzahlsystem) ausgezahlt.
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Abb. 20: Zellzahlbestimmung mit CASY.

Die Graphik zeigt die normierte Zusammenfassung der Zellzahlbestimmungen mit CASY von fiinf einzelnen
Experimenten (n = 5). Zellkulturen, die fir 24 h mit G 1 anstelle von DMSO (Kontrolle) stimuliert wurden, wei-
sen eine signifikante (*) Reduktion der Zellzahl auf (rechter Balken).

Als Kontrolle diente die Stimulation mit dem G 1-Lésungsmittel DMSO (0,01 %). Zellkulturen,

die zur Kontrolle nur mit DMSO behandelt wurden zeigten ein natirliches Zellwachstum mit
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normaler Zellproliferation (s. Abb. 20). Die Stimulation mit G 1 reduzierte diese Zellvermeh-
rung signifikant (,,Student’s t-test”). Das Experiment wurde fiinfmal unabhangig voneinander

durchgefihrt.

4.5.4. ,Live Cell“- Beobachtungen

Um die Folgen einer Stimulation der HTPCs mit G 1 genauer zu untersuchen, wurden die

Zellen fur 24 h unter dem Mikroskop beobachtet.

G10h

Abb. 21: ,Time-Lapse“-Bilderfolge von HTPCs nach Stimulation mit G 1 und G 15.

Die Abbildungen A-D zeigen einen Ausschnitt aus einer Kultur von HTPCs direkt nach Zugabe von G 1 (A) und
denselben Ausschnitt 24 h spater (B) mit verringerter Zellzahl sowie rundlichen, abgelosten Zellen. Fiir Abb. C
und D wurden die Kulturschalen 30 min lang mit G 15 vorstimuliert. C zeigt einen Ausschnitt der HTPC-Kultur
direkt nach Zugabe von G 1, D zeigt denselben Ausschnitt 24 h spater mit unauffalliger Zellproliferation und
Morphologie. Skalierungsbalken ca. 25 um.
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Dazu wurden ausgewahlte Bildausschnitte drei verschiedener HTPC-Zellkulturen (n = 3) alle
10 min fotografiert und anschlieRend ein ,Time-Lapse“-Video erstellt. Wie aus Vorversuchen
bekannt, proliferieren HTPCs normalerweise langsam durch mitotische Zellteilungen.

Nach Zugabe von G 1 zeigte sich allerdings ein anderes Bild: Die Zellen proliferierten nicht
mehr und sie veranderten ihre Morphologie. Abb. 21 A zeigt einen Bildausschnitt der HTPC-
Kulturschale unmittelbar nach Zugabe von G 1 (Zeitpunkt 0). Abb. 21 B zeigt denselben Bild-
ausschnitt nach 24 h (unter den Ublichen Kulturbedingungen). Die Zellen wurden zuneh-
mend rund und l6sten sich teilweise vom Boden der Kulturschale (vgl. Abb. 21 A und 21 B).
Moglicherweise fand sogar Zelltod statt.

Dieser antiproliferative Effekt lieB sich durch 30-min(tige Vorstimulation mit dem GPER-
spezifischen Antagonisten G 15 komplett unterdriicken (vgl. Abb. 21 C und D). Die mit G 15
vorbehandelten Zellen zeigten neben dem normalen Zellwachstum auch eine unauffallige

Morphologie (s. Abb. 21 D).
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5. Diskussion

Primares Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Vorkommen von GPER im Hoden zu unter-
suchen. Darliber hinaus wurden Untersuchungen zur Funktion von GPER durchgefiihrt. Dazu
wurden immunhistochemische Analysen von Hodengewebeschnitten verschiedener Spezies
sowie funktionelle Untersuchungen an kultivierten HTPCs durchgefiihrt.

Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass GPER von den peritubuldren Zellen der Samen-
kanalchen Spezies-unabhangig (Maus, Ratte, Affe, Mensch) beim Adulten exprimiert wird.
AuBerdem weisen die Ergebnisse darauf hin, dass diese Expression in Zusammenhang mit

der Funktion des Hodens und der mannlichen Fertilitat steht.

5.1. GPER-Lokalisation im Primatenhoden

Die Studien der letzten Jahre zeigen, dass die glatten Muskelzellen der Gefdlle eine starke
GPER-Expression aufweisen (51,55,57,63). Dies ist konsistent mit den Beobachtungen der
vorliegenden immunhistochemischen Analyse von testikularen Gewebeproben verschiede-
ner Spezies (Maus, Ratte, Affe, Mensch). Die GPER-Expression durch GefaBmuskelzellen der
interstitiellen HodengefdaRe war unabhangig von Spezies, Alter oder Fertilitatsgrad durchge-
hend gleichmaRig stark zu beobachten und diente als intrinsiche Kontrolle fiir den Farbungs-
erfolg.

In der vorliegenden Studie waren zusatzlich vereinzelte, interstitiell gelegene Zellen im Ho-
den GPER-positiv. Die Anzahl der interstitiellen, GPER-positiven Zellen variierte vor allem
wahrend der Reifung des Hodens. Beim adulten Menschen und beim adulten Affen fanden
sich lediglich vereinzelt GPER-positive Zellen im Interstitium. In der Pubertat hingegen zeig-
ten sich deutlich erkennbare Zellcluster von GPER-positiven interstitiellen Hodenzellen. Beim
infantilen Hoden exprimierten die interstitiellen Zellen wenig bis kein GPER. Aufgrund des
Verteilungsmusters lag die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um testikuldare Mastzellen
handeln kénnte. Das Vorkommen von Mastzellen im Interstitium des humanen Hodens wur-
de bereits beschrieben (18,31). Eine Doppelfarbung mit Mastzelltryptase und GPER an hu-
manen Hodengewebeproben zeigte jedoch, dass lediglich ein geringer Teil der interstitiellen,
GPER-positiven Zellen tatsachlich den testikuldren Mastzellen entspricht. Die Mehrheit der
GPER-positiven, interstitiellen Zellen exprimierte allerdings keine Mastzelltryptase.
Moglicherweise handelt es sich bei dem GroRteil der GPER-positiven, interstitiellen Zellen

um Leydig-Zellen. Die Expression von GPER in interstitiell gelegenen Leydig-Zellen des Ho-
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dens wurde bereits in mehreren Studien gezeigt (66,69). Es bedarf jedoch weiterer Studien
um zu klaren, ob es sich bei den GPER-positiven interstitiellen Zellen um Leydig-Zellen oder
andere, noch zu identifizierende Zelltypen handelt.

In der Literatur finden sich widerspriichliche Angaben bezliglich der zellularen Lokalisation
von GPER in den Hodenkanalchen. Rago et al. und Chevalier et al. bewiesen das Vorkommen
von GPER in humanen Sertoli-Zellen (66,69). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit weder
beim Primaten noch beim Nager bestatigt werden. Chevalier et al. (66) fanden auRerdem, im
Gegensatz zu al Rago et al. (69), einen Hinweis auf das Vorkommen von GPER in den Keim-
zellen des Hodens. In der vorliegenden immunhistochemischen Analyse waren Sertoli-Zellen
wie auch Keimzellen in allen getesteten Spezies (Maus, Affe, Mensch) weitgehend GPER-
negativ. Fir die Experimente dieser Arbeit wurde ein Rezeptor-Antikérper verwendet, der
den extrazelluldren N-Terminus des humanen G Protein-gekoppelten Rezeptors erkennt. Mit
diesem Rezeptor-Antikdrper wurden zwei unterschiedliche methodische Ansatze der Im-
mundetektion verfolgt. In der ABC/DAB-Methode blieb das Keimepithel stets ungefarbt, le-
diglich in der Fluoreszenz-Doppelfarbung humaner Hodenschnitte zeigte sich das
Keimepithel schwach positiv flir GPER (s. Abb. 11 B). Alle weiteren Ergebnisse der ABC/DAB-
Methode und der Immunfluoreszenzuntersuchungen stimmten (iberein. Die verwendeten
Methoden unterscheiden sich vor allem durch unterschiedliche Zweitantikérper. Die Keim-
zellfarbung in der Immunfluoreszenzuntersuchung ist daher beispielsweise durch eine un-
spezifische Reaktion des Fluoreszenz-markierten Zweitantikorpers zu erklaren. Eine Keimzell-
lokalisation von GPER muss aber in Betracht gezogen werden.

Bei immunhistochemischen Farbungen an testikularem Rattegewebe ergaben sich Hinweise
auf eine Expression von GPER in den lumennah gelegenenen Spermatiden (s. Abb. 9 G). Da-
bei konnte es sich um eine unspezifische Farbung handeln, da die Spezifitdt des verwende-
ten Antikorpers (a-human GPER) nur an humanen Zellen (HTPCs), nicht aber an Rattenge-
webe in Western Blot-Experimenten erhdrtet wurde (singuldre Bande bei 42 kDa;
s. Abb. 13 B; (68).

Die in den bisherigen Publikationen beschriebenen Unterschiede der zelluldaren Zuordnung
von GPER im Hodengewebe sind auffallig. Mdglicherweise stehen sie in Zusammenhang mit
der Verwendung verschiedener primarer GPER-Antikdrper und einer unterschiedlichen Sen-
sitivitat oder Spezifitdt. Auch die Liganden-Bindungsstelle am transmembrandsen GPER au-

Rerhalb oder innerhalb der Zellmembran beziehungsweise der Membran-umschlieBenden
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Organelle spielt eine Rolle. Dabei kdnnen Fixation und Aufbereitung des Gewebes das Er-
gebnis von immunhistochemischen Untersuchungen beeinflussen. Um dieses Problem zu
umgehen, missten Studien mit standardisiert-fixiertem Hodengewebe, mehreren Antikor-
pern und verschiedenen Farbemethoden durchgefiihrt werden.

Uberraschend und bisher nicht beschrieben war das Hauptergebnis dieser Untersuchung:
GPER kommt bei allen getesteten adulten Spezies (Maus, Ratte, Affe, Mensch) in den peri-
tubuldren Zellen der Samenkanalchen vor. Die Expression von GPER durch die peritubuldren
Zellen konnte in jedem durchgefiihrten Farbeversuch, also unabhangig vom Zweitantikérper
sowohl bei der ABC/DAB-Methode wie bei der Immunfluoreszenzmethode nachgewiesen
werden. Zudem konnte das Vorkommen von GPER in den peritubularen Zellen anhand einer
etablierten Kultur von HTPCs (15,34,77) im Western Blot sowie durch RT-PCR und Sequenzie-

rung bestatigt werden.

5.2. Intrazellulare Lokalisation von GPER

Die intrazelluldre Lokalisation von GPER wurde in einer Studie von Revankar et al. 2005 an
transifizierten Fibroblasten aus Affennieren (COS 7) untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
GPER vorwiegend zytoplasmatisch im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (54,71). Im
Gegensatz dazu zeigten Chakrabati et al. an kultivierten humanen Epithelzellen der Umbili-
kalvene (HUVECs), dass GPER im Zellkern lokalisiert ist (63). Im selben Jahr erschien eine
weitere Studie von Chevalier et al. zur Lokalisation von GPER an einer humanen Semi-
nomzelllinie, die eine zytopasmatische wie auch eine membranstindige Expression von
GPER fand (66). Aufgrund der diversen Studienergebnisse ware es also denkbar, dass die
zelluldre Lokalisation von GPER grundsatzlich variabel ist.

GPER gehort zur Gruppe der G Protein-gekoppelten Rezeptoren und besitzt eine trans-
membrandse, heptahelicale Verankerung in einer Membran (54,78). Dabei kann es sich um
die Zellmembran oder aber die Membran von Zellorganellen handeln. Da Ostradiol als der
physiologische Ligand am GPER Zellmembranen durchdringen kann, erscheint eine intrazel-
luldre Lokalisation plausibel und kénnte in Zusammenhang mit spezifischen Funktionen des
GPER stehen. In der vorliegenden Studie wurde an optimal fixiertem Hodengewebe des Af-
fen beobachtet, dass GPER in den interstitiellen und peritubuldaren Zellen vorwiegend zyto-
plasmatisch vorliegt (s. Abb. 10 A und 10 B). Die Lokalisation von GPER konnte weder dem

Zellkern noch der Zellmembran zugeordnet werden. Eine endgililtige Beurteilung der zellula-
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ren Lokalisation von GPER in peritubuldren Zellen kann aufgrund der bisherigen Untersu-

chungen an Paraffinmaterial jedoch nicht getroffen werden.

5.3. Aktivierung von GPER in HTPCs

Die Bindung von Ostradiol an die klassischen Ostrogenrezeptoren ESR 1 und ESR 2 bewirkt
eine Translokation derselben in den Zellkern, wo sie die Funktion von Transkriptionsfaktoren
ibernehmen. Nach Stimulation mit Ostradiol beobachtete man in der Zelle neben den Reak-
tionen auf genomischer Ebene zudem die schnelle Generierung von ,Second Messengern®
wie Ca”** und Stickstoffmonoxid (52,79,80). Zellulire Konsequenzen der Aktivierung solcher
»,Second Messenger” beinhalten unter anderem Adhéasion, Migration und Proliferation (54).
Extrazelluldr-signalregulierte Kinasen (ERKs) werden von extrazelluldren Signalmolekiilen,
unter anderem (iber G Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert und sind dann fiir die intra-
zelluladre Signaltransduktion zustdandig. So werden Vorgange wie Proliferation oder Differen-
zierung in der Zelle gesteuert (81,82). Seit eine Korrelationen zwischen der Expression von
GPER und der Ostrogen-vermittelten Aktivierung von ERKs bekannt ist (61,80), nimmt man
an, dass GPER als Membran-gebundener Rezeptor schnelle, nicht-genomische Ostrogenef-
fekte vermittelt (54,56,57).

Revankar et al. belegten 2005 die Mobilisierung von Ca** durch Stimulation mit 17 B-
Ostradiol an GPER-transfizierten Nierenzellen des Affen (54). In der vorliegenden Studie
ergaben die an HTPCs durchgefiihrten Ca®*-Messungen mit der verwendeten Methode und
Fluo-4 als Indikator nach Stimulation mit dem spezifischen GPER-Agonisten G 1 oder Ostra-
diol keinen messbaren intrazelluliren Ca**-Anstieg, obwohl die mit Histamin durchgefiihrte
Positivkontrolle (77) stets eine Reaktion ausloste. Aufgrund des negativen Befundes ware es
denkbar, dass der in den HTPCs vorkommende GPER nicht funktionell ist. Die nachfolgenden
Experimente zur Inhibition der Zellproliferation sprechen allerdings fiir funktionelle GPERs in
HTPCs. Wurden die HTPC-Zellkuluturen mit dem GPER-Agonisten G 1 stimuliert, zeigte sich
eine Abnahme der Proliferationsrate von HTPCs. Durch die zusatzliche Gabe des Antagoni-
sten G 15 konnte dieser Effekt gehemmt werden und es resultierte eine normale Zellprolife-
rationsrate. Die Diversitat im ,Signaling” konnte auch Folge der unterschiedlichen Lokalisati-
on des Rezeptors in der Zelle sein. Da die vorliegende Studie als erste ihrer Art die Expressi-
on von GPER an humanen, peritubuldren Hodenzellen getestet hat, kann hierzu bislang keine

abschlieRende Aussage getroffen werden.
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5.4. GPER-vermittelte antiproliferative Wirkung auf HTPCs

Der zuvor nicht beschriebene, immunhistochemische Nachweis von GPER in adulten huma-
nen peritubuldren Hodenzellen war Anlass flir weitere Untersuchungen an HTPCs.
Funktionelle Untersuchungen mit dem spezifischen Agonisten G 1 ergaben, dass die Aktivie-
rung von GPER zu einer reduzierten Proliferationsrate der HTPCs fiihrt. Dieser Effekt konnte
durch die Zugabe von G 15, einem spezifischen Antagonisten am GPER vollstandig unter-
driickt werden. Chimento (68) beschrieb eine liber GPER-vermittelte antiproliferative Wir-
kung in Leydig-Tumorzellen der Ratte, Allerdings nur in pathologisch veranderten Tumorzel-
len, die anders als normale Leydig-Zellen aulRer GPER auch ESR 1 und ESR 2 exprimieren (68).
Auch in hormonsensitiven Brustkrebszellen (67) und in Ovarialkrebszellen (83) hatte die Ak-
tivierung von GPER mit G 1 einen antiproliferativen Effekt. Im Gegensatz dazu ergab die Ak-
tivierung von GPER in einer humanen Seminom-Zelllinie einen proliferativen Effekt auf die
Zellen (66). Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Studien kann man
davon ausgehen, dass die GPER-induzierte Wirkung auf die Zelle zelltypspezifisch variabel ist
und/oder von der Koexpression anderer Ostrogenrezeptoren abhingt.

Die in der HTPC-Zellkultur beobachtete GPER-vermittelte antiproliferative Wirkung auf das
Zellwachstum koénnte von pathophysiologischer Bedeutung sein. Die Tatsache, dass sich Tu-
buluswdnde bei Infertilitat verdicken (6,15,18), konnte darauf hindeuten, dass HTPCs ver-
mehrt proliferieren. Dies koénnte in Zusammenhang mit einer Reduktion der GPER-
vermittelten antiproliferativen Wirkung stehen.

Beim Affen zeigte sich mit Eintritt der Pubertdt eine signifikante Zunahme der GPER-
Expression durch peritubuldre Zellen. Zeitgleich sind die Tubuli ausgewachsen und ihre Zell-
proliferation wird durch einen bisher unbekannten Mechanismus gebremst. Ein Zusammen-
hang ware hier durchaus denkbar, muss aber in weiteren Studien erst erforscht werden. Der
Verdacht einer GPER-vermittelten antiproliferativen Wirkung wird durch die phanotypische
Ahnlichkeit zwischen Glattmuskelzellen von GefiRwianden und peritubulidren glattmus-
keldhnlichen Zellen weiter erhartet. In Studien an Glattmuskelzellen von Arterienwande

konnte eine GPER-vermittelte Inhibition der Proliferation bereits gezeigt werden (57,84).
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5.5. Zusammenhang zwischen der GPER-Expression im Hoden und Fertilitat

Ostrogenrezeptoren spielen im Hoden eine wesentliche Rolle fiir die Entwicklung bzw. fiir
die Aufrechterhaltung der mannlichen Fertilitdt (85). In der vorliegenden Untersuchung
konnte gezeigt werden, dass die peritubuldare GPER-Expression bei infertilen Mannern deut-
lich reduziert ist oder sogar komplett verschwindet. Untersuchungen zur Expression von
GPER wahrend der Entwicklung und Reifung des Hodens festigten den Zusammenhang zwi-
schen der peritubuldren Expression von GPER und der Fertilitat. Flir die Untersuchungen am
unreifen Hoden wurden Gewebeproben vom Affen verwendet. Das Hodengewebe des Affen
ist dem menschlichen Hodengewebe anatomisch und physiologisch sehr dhnlich. Es konnte
gezeigt werden, dass GPER beim Rhesusaffen erst ab der Pubertdt von den peritubuldren
Zellen exprimiert wird. Zuvor findet keine GPER-Expression im Bereich der Tubuluswande
statt.

Die Expression in Glattmuskelzellen der Gefalle (51,63) blieb auch bei reduzierter GPER-
Expression durch die peritubuldren Zellen unverandert. Technische Probleme konnten so
ausgeschlossen werden.

Der Beginn der GPER-Expression in peritubularen Zellen mit Eintritt in die Pubertat (beim
Affen) und der Verlust der Expression bei Infertilitat (des erwachsenen Mannes) ldsst vermu-
ten, dass GPER an der Ausbildung und dem Erhalt der mannlichen Fertilitdt mallgeblich be-
teiligt ist. HTPCs bilden eine Vielzahl von Faktoren (z. B. GDNF) und beeinflussen so die
Spermatogenese (8). Moglicherweise wird die Funktion der peritubuldren Zellen mitunter
Uber GPER gesteuert.

Versuche mit GPER-,Knockout“-Mausen zeigten, dass das Vorhandensein von GPER fiir die
Fertilitat nicht notwendig ist. Auch die bei ESR 1- und ESR 2-,Knockout“-Mausen auftreten-
den morphologischen Veranderungen des Reproduktionstraktes, blieben bei Versuchen mit
GPER-,Knockout” Mausen aus (47,86). GPER scheint also nicht fiir die Entstehung der Inferti-
litat bei der Maus verantwortlich zu sein, sondern kénnte als Folge der Infertilitdt reduziert
sein. Somit konnte GPER gegebenenfalls als Pradiktor fir das MaR der Fertilitat/Infertilitat
herangezogen werden. Ebenfalls denkbar waren speziesspezifisch unterschiedliche Folgen
des GPER-,Knockouts”. In Studien zum Expressionsverhalten von ESR 1 wurden bereits spe-
ziesabhangige Unterschiede gefunden (10,46). Solche Unterschiede waren auch fiir GPER
denkbar. Leider gibt es auller der Studie an Mausen bisher keine Daten Uber GPER-

,Knockout“-Versuche.
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6. Zusammenfassung

Im menschlichen Hoden wurden bisher drei funktionell relevante Ostrogenrezeptoren iden-
tifiziert: Die zwei klassischen, kernstindigen Ostrogenrezeptoren ESR 1 und ESR 2 und der
membranstandige, G Protein-gekoppelte Rezeptor GPER. Wahrend die beiden klassischen
Ostrogenrezeptoren bereits im Fokus zahlreicher Studien standen, gibt es bisher nur wenig
Information tUber Funktion und Vorkommen von testikuldarem GPER und dessen Funktion. In
der vorliegenden Arbeit wurde eine immunhistochemische Analyse der testikularen Expres-
sion von GPER an verschiedenen Nager- und Primatenspezies durchgefiihrt. Sie zeigt erst-
mals, dass GPER speziesunabhangig im Hoden nicht nur in interstitiellen Zellen und Zellen
von GefaBwanden, sondern auch in peritubuldren glattmuskeldhnlichen Zellen der Samen-
kanalchen vorhanden ist. Diese peritubuldre Expression von GPER konnte im Western Blot
sowie in der RT-PCR/Sequenzierung an isolierten Zellen bestatigt werden.

Anhand einer etablierten Zellkultur von humanen testikuldren peritubuldren Zellen (HTPCs)
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Stimulation von GPER mit dem Rezeptor-
spezifischen Agonisten G 1 zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl von HTPCs fiihrt.
G 15, ein spezifischer Antagonist am GPER, blockierte die G 1-vermittelte Wirkung vollstan-
dig. GPER scheint an der Regulation von Proliferation und moglicherweise Apoptose in den
testikuldren peritubuldren Zellen beteiligt zu sein.

Peritubuldre Hodenzellen dandern wahrend der Entwicklung und bei der Entstehung von In-
fertilitat sowohl ihren Phanotyp als auch ihre Funktion. In der vorliegenden Arbeit wurden
Hodenproben vom Rhesusaffen in verschiedenen Entwicklungsstufen hinsichtlich der Ex-
pression von GPER untersucht. GPER konnte in den testikuldren, peritubuldren Zellen der
Rhesusaffen erst ab der Pubertdt nachgewiesen werden. Bei unreifen, prapubertidren Affen
waren lediglich interstitielle Zellen und Zellen der GefaBwande GPER-positiv, nicht jedoch
die peritubularen Zellen. Interessanterweise wiesen die HTPCs von infertilen Mannern eben-
falls eine deutliche Reduktion der peritubuldaren GPER-Expression auf. Anhand der Gewebe-
proben von Patienten mit gemischter Atrophie, Keimzellarrest- und ,Sertoli Cell Only“-
Syndrom konnte dies untersucht werden: Die Wande von Hodenkanadlchen mit gestorter
Spermatogenese wiesen einen Verlust von GPER auf. Dabei korrelierte der degenerative
Umbau mit dem AusmaR des Verlustes von GPER. In vollstdndig fibrosierten Tubuluswanden

lieR sich in den HTPCs (iberhaupt kein GPER mehr nachweisen.
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Es ist also denkbar, dass Ostrogen-vermittelte antiproliferative Effekte auf die testikuliren
peritubuldren Zellen durch GPER vermittelt werden, und dass diese Effekte mit der Fertilitat
des Mannes zusammenhangen. Weitere moégliche Funktionen des GPER in humanen testiku-
laren, peritubuldren Zellen sind wahrscheinlich und sollten im Mittelpunkt zukinftiger Un-

tersuchungen stehen.



48

Anhang

7. Anhang

7.1. Gerate

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Gerate.

Gerat Hersteller Ort

Absaugpumpe Chromaphor Duisburg, Deuschland
Agarosegelelektrophoresekammer Biorad Minchen, Deutschland
Anwaage XS 205 Mettler Toledo Giessen, Deutschland
BioPhotometer Eppendorf Hamburg, Deutschland
Brutschréanke BBD 6220 Haraeus Osterode, Deutschland

Bunsenbrenner Fireboy plus
CASY

Chemi Smart 5000
Count-Down Timer

Duomax Schiittler 1030
Einkanalpipetten

Feinwaage

Fluoreszenzlampe HBO 100 W
Fluoreszenzmikroskop Axioplan
Fluostar Optima

Gefriertruhe -80°C

HandyStep

Heating System
IKA-Magnetriihrer RCT
IKA-Schiittler MTS4

Kamera ProgRes CT3 (Axiovert 135)
Konfokales Mikroskop mit Laser und Scanner
Kamera Fluoreszenzmikroskop
Kihl- und Gefrierschranke -20° C, 4° C
Kihlzentrifuge Biofuge Fresco
Mehrkanalpipette

Microplate Reader

Mikroskop Axiovert 135
Mikrotom Leica SM2000R
Mikrowelle M690
Mikrowellentopf
Mikrozentrifuge

Mini Trans-Blot® Cell

Mr Frosty

Mikroskop Diaphot

pH Meter 320

Power Pac 300

Pumpe

SDS-PAGE Protean 3
Sterilbank

Stripettor

The Brick

Thermocycler PTC 200
Tischzentrifuge
Ultraschallprozessor 50 H
Vortex-Genie 2

Zentrifuge Labofuge 400

Integra Bioscienes
Scharfe System
Peqlab

Roth

Heidolph Instruments
Gilson

Sartorius

Zeiss

Zeiss

BGM Labtech
Sanyo

Brand

lbidi

IKA-Werk
IKA-Werk
Jenoptik

Leica

Visitron Systems
Liebherr

Haraeus

Rainin

Dynex

Zeiss

Leica

Miele

Nordic Ware
Sarstedt

Biorad

Thermo Scientific
Nikon

Mettler Toledo
Biorad
Chromaphor
Biorad

Holten LaminAir
Thermo Scientific
Life Imaging Services
Biorad

Neolab

Dr. Hielscher
Neolab

Heraeus

Wallisellen, Schweiz
Reutlingen, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Middleton, WI, USA
Gottingen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Offenburg, Deutschland
Bad Nenndorf, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Martinsried, Deutschland
Staufen, Deutschland
Staufen, Deutschland
Jena, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Puchheim, Deutschland
Kirchdorf, Deutschland
Osterode, Deutschland
Giessen, Deutschland
Chantilly, USA
Minchen, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Gltersloh, Deutschland
Mineapolis, USA
Numbrecht, Deutschland
Minchen, Deutschland
Waltham, MA, USA
Dusseldorf, Germany
Giessen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Oberhausen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Allergd, Ddnemark
Waltham, MA, USA
Basel, Schweiz
Miinchen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Teltow, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Osterode, Deutschland




49

Anhang

7.2. \Verbrauchsmaterialien

Tab. 4: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Ort

24-Well-Platte
96-Well-Platte
CryoPure GefaR
Deckglaser
Eppendorfgefalie
Falcon- Réhrchen

35 mm Schélchen
Kulturschalen 60mm
Kulturflaschen
Latexhandschuhe
Multistep Pipettenspitzen
Nitrilhandschuhe
Nitrocellulosemembran
Objettrager
PAP-Pen

Parafilm
Pasteurpipetten
Petrischalen
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Reservoirs

Réhrchen 50 ml
Sterilfilter
Urinbecher
Zellschaber

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sarstedt

Menzel

Sarstedt

Sarstedt

Ibidi

Sarstedt

Thermo Scientific
Kimberly-Clark
Brand

Ansell
Macherey-Nagel
Thermo Scientific
Kisker

American National Can
Neolab

Sarstedt

Biozym Scientific
Rainin

VWR

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

SPL Life Science

Waltham, USA
Waltham, USA

Numbrecht, Deutschland
Braunschweig, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Martinsried, Deutschland
Numbrecht, Deutschland

Waltham, USA
Dallas, USA

Wertheim, Deutschland

Briissel, Belgien

Diiren, Deutschland

Waltham, USA

Steinfurt, Deutschland

Chicago, USA

Heidelberg, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Hess. Oldendorf, Deutschland
Giessen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Numbrecht, Deutschland

Gyeongg, Korea

7.3. Antikérper

Tab. 5: Auflistung der verwendeten Antikorper.

Antikérper Verdiinnung Spezies Hersteller Ort
B-Aktin 1:5000 (WB) Maus, monolonal Sigma-Aldrich St. Louis,
USA
GPER 1:500 (IHC) Kaninchen, polyklonal Sigma Prestige St. Louis,
1:2000 (WB) USA
GAPDH 1:5000 (WB) Maus, monoklonal Cell Biolabs Inc. San Diego,
USA
Mastzelltryptase 1:500 (IHC) Maus, monoklonal DAKO Glostrup,

Danemark
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7.5. Zweitantikorper

Tab. 6: Auflistung der verwendeten Zweitantikorper.

Antikorper Verdiinnung Spezies Hersteller Ort

a-Kaninchen 1:500 (IHC) Ziege, Biotin Dianova Hamburg, Deutschland
a-Kaninchen 1:30000 (WB) Ziege, POX Dianova Hamburg, Deutschland
a-Maus 1:500 (IHC) Ziege, Biotin Dianova Hamburg, Deutschland
a-Maus 1:5000 (WB) Ziege, POX Dianova Hamburg, Deutschland

7.6. Stimulantien

Tab. 7: Auflistung der verwendeten Stimulantien und ihrer L6sungsmittel.

Stimulanz Verdiinnung Hersteller Ort

DMSO (1,1 g/mL) 0,01 %o Sigma Aldrich St. Louis, USA

Otradiol 1nM-1uM Sigma Aldrich St. Louis, USA

Ethanol 1nM-1uM Sigma Aldrich St. Louis, USA

G1 10 nM -3 uM Tocris bioscience Bristol, UK

G 15 1uM Tocris bioscience Bristol, UK

Histamin 1uM Sigma-Aldrich St. Loius, USA

7.7. Kits

Tab. 8: Auflistung der verwendeten Kits.

Kit Hersteller Ort

CellTiter-Glo Promega Mannheim, Deutschland
DAB- Tablet Set Sigma Deissenhofen, Deutschland
DC Protein Assay Reagenz A, B, S Biorad Minchen, Deutschland
Inhibitorcocktail Thermo Scientific Waltham. USA

Page Ruler Biorad Miinchen, Deutschland
Prolong Antifade Kit Invitrogen Karsruhe, Deutschland

SuperSignal® West Femto

SuperSignal® West Pico

Vectashield Mounting Medium with DAPI
Vectastain ABC Kit

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Vector Laboratories
Vector Laboratories

Waltham. USA
Waltham, USA
Burlingame, USA
Burlingame, USA
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7.9. Reagenzien

Tab. 9: Auflistung der verwendeten Reagenzien.

Reagenz Hersteller Ort

B-Mercaptoethanol Sigma Deissenhofen, Deutschland
Acrylamid 2K — Lésung (30 %) Applichem Darmstadt, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad Minchen, Deutschland
Borsdure Sigma Deissenhofen, Deutschland
Bromphenolblau Serva Heidelberg, Deutschland
BSA PAA Colbe, Deutschland
CasyClean Innovatis Reutlingen, Deutschland
CasyTon Innovatis Reutlingen, Deutschland
DMSO (1,1 g/mL) Sigma Deissenhofen, Deutschland
DMEM high Glucose PAA Colbe, Deutschland
Entellan Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol 100 % p.a. Roth Karlsruhe, Deutschland
Essigsdure Sigma Deissenhofen, Deutschland
FCS PAA Colbe, Deutschland
Formaldehyd Sigma Deissenhofen, Deutschland
Glycerin Merck Darmstadt, Deutschland
Glycin Applichem Darmstadt, Deutschland
H,0,, 30 % Sigma Deissenhofen, Deutschland
Isopropanol Klinikum Rechts der Isar Minchen, Deutschland
K,;HPO, Merck Darmstadt, Deutschland
KH,PO, Merck Darmstadt, Deutschland
Methanol Roth Karlsruhe, Deutschland
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin Biorad Minchen, Deutschland
(Temed 100 %)

Na-Ill-Citrat Roth Karlsruhe, Deutschland
Na,HPO, Merck Darmstadt, Deutschland
NaCl Merck Darmstadt, Deutschland
Na,HPO,x H,0 Merck Darmstadt, Deutschland
Normalserum goat Sigma Deissenhofen, Deutschland
Paraformaldehyd (PFA) Merck Darmstadt, Deutschland
PBS dulbecco (9,55 g/l) Biochrom Berlin, Deutschland

pH Kalibrierlésung pH 4, 7, 10 Roth Karlsruhe, Deutschland
Pipes disodium salt Sigma Deissenhofen, Deutschland
Ponceau S Sigma Deissenhofen, Deutschland
Saccharose Merck Darmstadt, Deutschland
Salzsdure Roth Karlsruhe, Deutschland
SDS Sigma Deissenhofen, Deutschland
Tris Base Sigma Deissenhofen, Deutschland
Triton X100 Biorad Minchen, Deutschland
Trypsin-EDTA PAA Colbe, Deutschland

Tween 20 Sigma Deissenhofen, Deutschland
Xylol mind. 99 % Roth Karlsruhe, Deutschland
Zitronensaure Roth Karlsruhe, Deutschland
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7.11. Puffer und Losungen

Tab. 10: Rezepturen zur Herstellung der verwendeten Puffer und Lésungen.

Puffer

Einzelkomponenten

Bouinsche Losung

NPE-Puffer flr Proteinlysate

PBS Puffer (10 mM)

1 x Probenpuffer fir Proteinlysate

APS Fiir SDS-PAGE (10 %)

Laemmlipuffer (10 x) fir SDS-PAGE3

Bromphenolblau

Sammelgelpuffer (4 x) fir SDS-PAGE

SDS fiir SDS-PAGE (10 %)

Trenngelpuffer (4x) fir SDS-PAGE

10 x Transferpuffer fir Westernblot

15 ml gesattigte, wassrige Pikrinsaure
5 ml Formalinlésung (35 %)
1 ml Eisessig (kurz vor Gebrauch zusetzen)

4,4 g NaCl (150 mM)
1,5 g Pipes (10 mM)
0,15 g EDTA (1 mM)
Auffillen auf 500 ml mit H,0O bidest, pH 7.2

319,5 mg Na,HPO, (4,5 mM)

171,2 mg KH,PO, (1,5 mM)

93,3 mg KCI (2,5 mM)

4,4 g NaCl (150 mM)

Auffillen auf 500 ml mit H20 bidest, pH 7.5

1,89 g Tris (62,5 mM)

5g SDS (2 %)

25 g Saccharose (10 %)

Auffillen auf 250 ml mit H,O bidest, pH 6,8

1 g APS I6sen in 10 ml H,0 bidest

0,28 g Tris (250 mM)

144,12 g Glycin (1,92 M)

10 g SDS (1 %)

auffullen auf 1 | mit H,0 bidest

0,75 g Tris (62,5 mM)

10 g SDS (2 %)

10 g Saccharose (10 %)

auffillen auf 100 ml mit H,0 bidest, pH 6,8

15,2 g Tris (0,5 M)

0,75 g EDTA

auffillen auf 250 ml mit H,0 bidest, pH 6,8
1 g SDS (10 %) zugeben

1gSDS
in 10 ml H,0 bidest |6sen

45,4 g Tris (1,5 M)

0,75 g EDTA

auffillen auf 250 ml mit H,0 bidest, pH 8,8
1 g SDS (10 %) zugeben

144,1 g Glycin (1,92 M)

121,1 g Tris Base (250 mM)
100 ml Methanol (10 %)

1 ml SDS (0,01 %)

auffullen auf 1 | mit H,0 bidest
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10 x Ponceau S

20 x TBS-Tween

TBE-Puffer (5 x) fur
Agarose-Gelelektrophorese

Stammlésung A fir IHC (0,1 M)

Stammlésung B flr IHC (0,1 M)

KPBS fir Immunzytochemie (0,12 M)

LKPBS fir Immunzytochemie

1 gPonceau$
I6sen in 500 ml 3 % ige Trichloressigsaure

116,8 g NaCl (2 M)

12,1 g Tris Base

10 ml Tween 20 (1 %)

auffillen auf 1 | mit H,0 bidest, pH 7,5

54 g Tris

27,5 g Borsaure

20 ml EDTA (0,5 M)

auffillen auf 1 | mit H,0 bidest, pH 8

21,01 g Zitronensadure
in 11 H,0 bidest I6sen

29,41 g Na-lll-citrat
in 11 H,0 bidest I6sen

1,47 g KH,PO,4

8,59 g K,HPO,

27 g NaCl

auffillen auf 0,5 | mit H,0 bidest, pH 7,4

48,85 ml KPBS
1 ml Serum
0,15 ml Triton X100

7.12. Medien

Tab. 11: Rezepturen zur Herstellung der verwendeten Medien.

Medium

Einzelkomponenten

Erstmedium fir Kultivierung von HTPCs

DMEM high Glucose Kulturmedium fir HTPCs

Einfriermedium fiir HTPCs

210 m|I DMEM high Glucose

1,19 g HEPES (20 mM)

0,125 g NaHCO; (0,5 g/1)

37,5 ml FBS (15 %)

2,5 ml Penicillin/ Streptomycin (1 %)

500 ml DMEM high Glucose
10 % FCS
2,5 ml Penicillin/ Streptomycin (1 %)

500 ml DMEM high Glucose
10 % DMSO
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Anhang

7.13. Programme und Software

Tab. 12: Auflistung der verwendeten Programme und Software.

Programm Hersteller Ort

Illustrator Adobe Systemes, Inc. San Jose, USA

Imagel) 1.42 q National Institutes of Health USA

iMovie Apple Cupertino, USA
Micro-Manager 1.3 Vale’s Lab UCFS San Francisco, USA
Leica Confocal Software v 2.6.1 Leica Wetzlar, Deutschland
Photoshop CS 3 Adobe Systemes, Inc. San Jose, USA

Spot imaging software SPOT Imaging Solutions Burroughs, USA

Prism Graphpad 4.0 GraphPad Software, Inc.

La Jolla, USA
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