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!1! Einleitung!

1. Einleitung!
!

 Morphologie!und!Funktion!des!Hodens!1.1.

Der! Hoden! ist! das! zentrale! Organ! der!männlichen! Fortpflanzung.! Seine! Hautpaufgabe! beP

steht!in!der!Produktion!von!Steroiden!und!Spermien.!Der!menschliche!Hoden!ist!paarig!anP

gelegt,!ungefähr!2!x!4!cm!groß!und!wiegt!jeweils!etwa!20!g!(1).!Bindegewebige!Septen!unterP

teilen! den! Hoden! in! ca.! 350! Läppchen! (Lobuli).! Die! Lobuli! enthalten! zahlreiche! kleine! KaP

nälchen,!Tubuli!seminiferi!contorti,!mit!einem!Durchmesser!von!ca.!150P250!µm.!In!den!TuP

buli! seminiferi! contorti! findet! die! Spermatogenese! statt.! Sie! sind! stark! geknäuelt! und!maP

chen!ca.!90!%!des!gesamten!Hodenvolumens!aus.!Pro!Hoden!entspricht!das!etwa!1000!KaP

nälchen!(1,2).!Ein!einzelner!Tubulus!ist!30P70!cm!lang!und!geht!an!beiden!Enden!in!ein!netzP

artiges!Gangsystem!(Rete!testis)!über.!Die!Ductuli!efferentes!verbinden!das!Rete!testis!mit!

dem!Nebenhodengang!(Ductus!epidymidis).!!

Die!Tubuli! seminiferi!werden!von!einer!äußeren!Basallamina!begrenzt,!der!eine!Reihe!von!

Spermatogonien!und!SertoliPZellen!direkt!anliegen.!Weiter!lumenwärts!liegen!die!reifenden!

Keimzellen.! Die! SertoliPZellen! steuern! die! Spermatogenese! und! bilden! zudem!durch! „tight!

junctions“!eine!immunologisch!wichtige!Barriere:!Die!BlutPHodenPSchranke!(1,3–5).!Sie!sind!

zuständig!für!die!Stabilisierung,!Ernährung!und!Bewegung!der!Keimzellen!während!des!ReiP

fungsprozesses.!Außerdem!phagozytieren!sie!überflüssig!gewordene!Keimzellanteile!(1).!!

Um!die!Basallamina!der! Tubuli! finden! sich! beim!Mann!5P7! Schichten! glattmuskelähnlicher!

peritubulärer!Zellen!(„Human!Testicular!Peritubular!Cells“!P!HTPCs).!Die!peritubulären!Zellen!

haben!die!Fähigkeit!sich!zu!kontrahieren!und!sind!wichtig!für!den!Transport!der!noch!unbeP

weglichen!Spermien.!Zudem!sezernieren!die!peritubulären!Zellen!Produkte,!die!vermutlich!

wichtig!für!die!Steuerung!der!Spermatogenese!sind!(6–9).!Ihr!Beitrag!zum!reibungslosen!AbP

lauf!der!Spermatogenese!steht!im!Fokus!aktueller!Studien!der!Reproduktionsmedizin.!!

Zwischen! den! Tubuli! seminiferi! befindet! sich! das! Interstitium!mit! lockerem! Bindegewebe,!

Blutgefäßen,! Lymphgefäßen,! Nervenfasern! sowie! den! TestosteronPproduzierenden! LeydigP

Zwischenzellen!und!vereinzelten!Zellen!der!Immunabwehr!(1,2,4,5).!

!



!2! Einleitung!

!

!
Abb.!1:!Schematischer!Ausschnitt!eines!Tubulus!seminiferus!mit!Umgebung.!Erstellt!mit!Adobe!IllustraP

tor!(s.!Tab.!12)!nach!(1).!!
Der!tubulären!Basallamina!liegen!lumenwärts!die!Spermatogonien!und!SertoliPZellen!direkt!an.!!Aus!den!

Spermatogonien!entstehen!die!späteren!Spermatiden.!Um!die!Tubuli!herum!ist!eine!Schicht!peritubulärer!

Zellen!angeordnet,!die!hier!P!wie!bei!den!meisten!kleinen!Säugetieren!P!einlagig!ist.!Zwischen!den!Tubuli!

befindet!sich!das!Interstitium,!es!enthält!unter!anderem!LeydigPZwischenzellen,!kleine!Blutgefäße!und!eiP

nige!Immunzellen.!

!
!

 Männliche!Sexualhormone!1.2.

Die!männliche! Fertilität! ist! abhängig! von! einem! äußerst! sensiblen,! hormonellen! GleichgeP

wicht.!Dabei! spielt!das!männliche!Sexualhormon!Testosteron!eine!Schlüsselrolle.! TestosteP

ron! ist! für!die!Ausreifung!der!männlichen!Geschlechtsorgane!und! für!die!Funktion!des!HoP

dens!unabdingbar.!Mit!Beginn!der!Pubertät! induziert!Testosteron!die!Spermatogenese!und!

hält! sie! beim! Erwachsenen! aufrecht.! ! Zudem! reguliert! Testosteron! die! Sekretionsrate! der!

Geschlechtsdrüsen!(1).!!

Auch!außerhalb!des!Hodens!hat!Testosteron!großen!Einfluss!auf!den!menschlichen!Körper.!

Es!bestimmt!den!männlichen!Phänotyp!unter!anderem!durch!die!Regulation!der!KörperbeP

haarung,!des!Körperlängenwachstums!und!der!Talgsekretion!(1).!!

95!%! des! Testosterons! (ca.! 3P10!mg/dl)! werden! in! den! LeydigPZwischenzellen! des! Hodens!

produziert.! Die! restlichen! 5!%! stammen! aus! der! Nebennierenrinde! (1).! Die! Sekretion! von!

Testosteron! unterliegt! tageszyklischen! Schwankungen! und! wird! von! Hormonen! aus! dem!



!3! Einleitung!

Hypothalamus!und!der!Hypophyse!über!die!hypothalamischPhypophysärPgonadotrope!Achse!

gesteuert.!Pulsatil!freigesetztes!GnRH!(„Gonadotropin!Releasing!Hormone“)!aus!dem!HypoP

thalamus!führt!zur!Freisetzung!der!Gonadotropine!FSH!(Follikel!stimulierendes!Hormon)!und!

LH!(luteinisierendes!Hormon)!aus!dem!Hypophysenvorderlappen!(5,10).!!

Die!LeydigPZwischenzellen!besitzen!LHPRezeptoren!auf!der!Zelloberfläche!und!werden!über!

die!Bindung!von!LH!zur!Produktion!von!Testosteron!angeregt.!Zusätzlich!kommunizieren!die!

SertoliPZellen!auf!parakrinem!Weg!mit!den!LeydigPZwischenzellen!und!beeinflussen!ebenfalls!

die! Testosteronproduktion.! FSH! bindet! ausschließlich! an! SertoliPZellen! und! stimuliert! dort!

das! Enzym! Aromatase,! das! Testosteron! zu! Östradiol! umwandelt! (s.! Abb.! 6)! und! die! 5αP

Reduktase,!die!Testosteron!in!Dihydrotestosteron!umwandelt!(1,11).!Östradiol!und!DihydroP

testosteron!werden! für!die!Keimzellreifung!benötigt! (1).!Über!eine!negative!Rückkopplung!

hemmen!hohe!Testosteronkonzentrationen! im!Blut!wiederum!die!weitere! Freisetzung!von!

GnRH!aus!der!Hypophyse!(5,10).!

!

 Spermatogenese!und!Spermiogenese!1.3.

Die!Entwicklung!einer!unreifen!Keimzelle!beginnt!bei!der!spermatogonialen!Stammzelle!und!

führt!hin!zum!ausgereiften!Spermatozoon.!Sie! lässt!sich! in!verschiedene!Schritte!unterglieP

dern.!Während!der!Spermatogenese!kommt!es!zunächst!zur!Proliferation!von!SpermatogoP

nien.!Es!folgen!die!Meiose!und!die!weitere!Zelldifferenzierung!der!postmeiotischen!SpermaP

tiden,!die!man!auch!Spermiogenese!nennt.!Der!Vorgang!bis!zum!reifen!Spermium!dauert!in!

etwa!60P70!Tage!und!ist!auf!eine!konstante!Umgebungstemperatur!(35°!C)!angewiesen!(1).!!

!

1.3.1. Spermatogenese!

Bis!heute!sind!die!genauen!Abläufe!der!Spermatogenese!des!Mannes!nicht!vollständig!geP

klärt!(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“PZellen!

unter! normalen! Bedingungen! nicht! direkt! an! der! Produktion! der! Spermatozyten! beteiligt!

sind.!Die!„A!pale“!Zellen!weisen!im!Gegensatz!zu!den!„A!dark“PZellen!eine!hohe!ProliferatiP

onsrate!auf!und!enstprechen!den!spermatogonialen!Stammzellen.!Die!„A!dark“PZellen!kann!

man!gewissermaßen!als!Reservestammzellen!bezeichnen!(13).!!
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Ein!Teil!der!„A!pale“PSpermatogonien!differenziert!sich!weiter!zu!Spermatogonien!Typ!B.!Die!

übrigen! „A! pale“PSpermatogonien! stehen! als! Ausgangszellen! für! die! Spermatogenese!weiP

terhin!zur!Verfügung.!Aus!den!Spermatogonien!vom!Typ!B!entstehen!präleptotäne!SpermaP

tozyten!die!unmittelbar!vor!dem!Beginn!der!meiotischen!Reifeteilungen!stehen!und!mit!der!

DNSPSynthese! beginnen.! Sobald! die! Spermatozyten! tetraploid! sind! (DNAPGehalt! von! 4!n)!

durchlaufen!sie!die!verschiedenen!Phasen!der!meiotischen!Reifeteilung.!!

Bei! der! ersten!meiotischen!Zellteilung! finden!homologe!Rekombinationen! statt.! Es! entsteP

hen! zwei! sekundäre! Spermatozyten! (Spermatozyten! II)!mit! je! einem!haploiden!ChromosoP

mensatz! (2!n).!Dann!erfolgt!die!zweite!meiotische!Teilung.!Dabei!kommt!es!zur!Halbierung!

des!DNAPGehalts!auf!nunmehr!1!n.!Die!entstandene!Zelle!wird!Spermatide!genannt!und!näP

hert!sich!mit!fortschreitender!Reifung!dem!Tubuluslumen!an.!!

Aus! einem! primären! Spermatozyt! (4!n)! sind! folglich! durch! zwei!meiotische! Teilungen! vier!

Spermatiden!(mit!je!1!n)!entstanden!(vgl.!Abb.!1).!Die!Spermatiden!sind!zunächst!noch!durch!

Zytoplasmabrücken!verbunden,!die!sich!erst!im!weiteren!Verlauf!der!Reifung!lösen!(1,5,12).!!

!

1.3.2. Spermiogenese!

Unter! Spermiogenese!versteht!man!die!Ausdifferenzierung!der! zunächst! runden!SpermatiP

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! enthält! die! kondensierte! Kernsubstanz.! Das! Akrosom! sitzt! dem! Kopfteil! kappenP

förmig!auf!und!enthält!hydrolytische!Enzyme,!die!ihm!das!Durchdringen!der!äußeren!Schicht!

der!Eizelle!(Zona!pellucida)!ermöglichen.!Der!Schwanz!lässt!sich!in!weitere!fünf!UntereinheiP

ten!gliedern,!wobei!die!Geißel!(Flagellum)!der!Spermienmotilität!dient.!!

Die!Freisetzung!der!Spermien!in!das!Tubuluslumen!bezeichnet!man!als!Spermiation.!Das!sauP

re!Milieu! im! Tubuluslumen! verhindert! eine! frühzeitige! Bewegung! der! Spermien! und! spart!

Energie!(1,4,5).!

! !
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 Das!peritubuläre!Hodenkompartiment!1.4.

Die! Tubuli! seminiferi! des! humanen! Hodens! sind! von! einem! mehrschichtigen! Ringsystem!

glattmuskelähnlicher!peritubulärer!Zellen!umgeben!(9).!Das!Ringsystem!besteht!aus!spindelP

förmigen,!sehr!flachen!Zellen,!die!von!extrazellulärer!Matrix!(ECM)!umgeben!sind!(9,15,16).!!

Je! nach! Spezies! kommen! unterschiedlich! viele! ringförmige! Schichten! peritubulärer! Zellen!

vor.!Bei!Primaten!sind!es!üblicherweise!5P7!Schichten.!Nager!(s.!Abb.!1!und!Abb.!2)!hingegen!

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

!

!

Abb.!2:!Lichtmikroskopische!Aufnahme!einen!Tubulus!seminiferus!mit!Darstellung!der!peritubulären!Zellen.!
Tubulus!seminiferus!der!Ratte!mit!einlagiger,!peritubulärer!Zellschicht.!Die!peritubulären!Zellen!wurden!mit!

Hilfe!einer!Glattmuskelfärbung!hervorgehoben.!

!

Beim!Primaten!unterscheiden!sich!die!inneren!und!äußeren!peritubulären!Zellschichten!hinP

sichtlich! ihres!Phänotyps:! Entsprechend!einer! immunhistochemischen!Analyse!exprimieren!

die!inneren!Schichten!Desmin!(Intermediärfilament!der!Glattmuskelzellen),!wohingegen!die!

äußeren! Schichten! vermehrt! den! Bindegewebsmarker! Vimentin! exprimieren! (9,17).! Die!

Funktion!dieser!peritubulären,!glattmuskelähnlichen!Zellen!ist!nicht!vollständig!geklärt,!man!

geht!aber!davon!aus,!dass!die!Zellen!durch! ihre!Kontraktilität!eine!peristaltische!Welle!erP

zeugen!(9,20,21)!und!so!die!noch!immotilen!Spermatozyten!in!Richtung!Rete!testis!und!NeP

benhoden!transportieren!(7,17,22,23).!!

Außerdem! erfüllen! die! peritubulären! Zellen! eine! sekretorische! Funktion! (8,9,23–27).! Sie!

produzieren!die!Komponenten!der!extrazellulären!Matrix!(ECM)!(9,23–25)!und!beeinflussen!

Spermatide 

SertoliPZelle 

Tubuluslumen 

peritubuläre*
Zelle 

Spermatogonie 

Spermatozyt 
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durch!die!exprimierten!Produkte!benachbarte!Zellen!wie!z.B.!die!SertoliPZellen.!Da!humane!

testikuläre!peritubuläre!Zellen!(HTPCs)! lediglich!durch!eine!Basallamina!von!den!spermatoP

gonialen!Stammzellen!getrennt!sind,!wird!vermutlich!auch!die!spermatogoniale!StammzellP

nische!durch!die! sezernierten!Produkte!beeinflusst! (8,9,16,28).! Spinnler!et! al.! konnten!beP

reits! die! Sekretion!eines! für!die! Erhaltung!der! spermatogonialen! Stammzellen!essentiellen!

Faktors,!GDNF!(„Glia!cell!line!Derived!Neurotrophic!Factor“),!durch!HTPCs!nachweisen!(16).!!

Bei!infertilen!Männern!sind!die!peritubulären!Zellen!meist!fibrotisch!umgebaut!(6).!Da!fibroP

tische!Zellveränderungen!üblicherweise!mit!einem!Funktionsverlust!einhergehen,! ist!dieser!

„Phänotypswitch“!mutmaßlich!auch!mit!dem!Verlust!der!KontraktionsP!und!SekretionsfähigP

keit!der!HTPCs!verbunden.!Humane!testikuläre!peritubuläre!Zellen!könnten!auf!diese!Weise!

auch!an!der!Enstehung!von!Infertilität!maßgeblich!beteiligt!sein!(6,9).!!

!

 Morphologische!Hodenveränderungen!bei!nichtQobstruktiver!Azoospermie!1.5.

Infertilität!betrifft!weltweit!etwa!jedes!10.!Paar!im!reproduktionsfähigen!Alter!(28).!In!etwa!

der!Hälfte!aller!Fälle! liegt!die!Ursache!beim!Mann!und!steht!meist! im!Zusammenhang!mit!

morphologischen!Veränderungen!im!Hoden,!die!sich!auf!die!Samenqualität!oder!Pquantität!

auswirken!(28).!Abgesehen!von!den!bisher!bekannten!genetischen!Defekten!bleibt!die!ÄtioP

logie!der!männlichen!Infertilität!in!der!Praxis!oftmals!ungeklärt.!!

Unabhängig!von!der! zugrundeliegenden!Ursache!der! Infertilität! liegt!bei!etwa!15P20!%!der!

infertilen!Männer!eine!Azoospermie!vor,!also!das!Fehlen!reifer!Spermien!im!Ejakulat.!!

Man!unterscheidet!zwei!grundsätzlich!verschiedene!Arten!der!Azoospermie:!Die!obstruktive!

und!die!nichtPobstruktive!Azoospermie.!Während!bei!der!obstruktiven!Azoospermie!ein!meP

chanisches!Hindernis!die!Passage!der!Spermien!verhindert,! liegt!das!Problem!bei!der!nichtP

obstruktiven!Azoospermie!in!der!fehlenden!oder!fehlerhaften!Produktion!der!Spermien!und!

damit!im!Tubulus!seminiferus!(Samenkanälchen)!des!Hodens.!!

Die!morphologische!Bandbreite!der!nichtPobstruktiven!Azoospermien!reicht!von!vollständig!

atrophierten!und!hyalinisierten!Samenkanälchen,!die!ausschließlich!SertoliPZellen!enthalten!

(„Sertoli!Cell!Only“PSyndrom;!SCO)!über!die!gemischte!Atrophie!(„Mixed!Atrophy“PSyndrom;!

MA)!mit!teils!normalen,!teils!atrophierten!Tubuli,!bis!hin!zum!Keimzellarrest!(„Germ!Cell!ArP

rest“PSyndrom;! GA),! ein! Reifungsarrest! der! in! jeglicher! Entwicklungsstufe! während! der!

Spermatogenese!auftreten!kann!(12,29,30).!!
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Bei! den!nichtPobstruktiven!Azoospermien! kann!man!meist! strukturelle!Veränderungen!der!

Wände! der! Tubuli! seminiferi! beobachten.! Üblicherweise! sind! die! Tubuluswände! fibrosiert!

und!die!extrazelluläre!Matrix!ist!quantitativ!und!substanziell!verändert!(6).!Zudem!weist!inP

fertiles! Hodengewebe! auch! entzündliche! Veränderungen! 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!wieP

derum! in! Zusammenhang!mit! dem!Verlust! der! Kontraktionsfähigkeit! der! HTPCs! zu! stehen!

(31–34).!

!

1.5.1. „Mixed!Atrophy“QSyndrom!(MA)!

Die!gemischte!Atrophie! (MA;!s.!Abb.!3)!bezeichnet!Veränderungen!des!Hodengewebes!mit!

unterschiedlich!starker!Degeneration!des!Keimzellepithels!benachbarter!Areale.!Dabei!könP

nen! in! derselben! Biopsie! Hodenkanälchen! mit! normaler! Spermatogenese! (Pfeile,! Abb.!3)!

genauso! vorkommen!wie! Hodenkanälchen!mit! stärksten! Veränderungen! des! Keimepithels!

(Sternchen,!Abb.!3)!bis!hin!zum!vollständigen!Verlust!von!Keimzellen!(31,35).!Die!gemischte!

Atrophie!findet!sich!vor!allem!bei!Patienten!mit!idiopathischer!Infertilität!und!geht!mit!einer!

verringerten!Spermienzahl!einher!(36,37).!!!

!

!

Abb.!3:!HämatoxylinQFärbung!des!Hodens!bei!„Mixed!Atrophy“QSyndrom!(MA).!!
Man!erkennt!teils!unauffällige!Tubuli!mit!erhaltener!Spermatogenese!(Pfeile)!und!teils!morphologisch!stark!

veränderte!Tubuli!mit!hyalinisierten!Wänden!(Sternchen).!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!!

!

1.5.2. „Sertoli!Cell!Only“QSyndrom!(SCO)!

Das!„Sertoli!Cell!Only“PSyndrom!(SCO;!s.!Abb.!4)!zeichnet!sich!durch!vollständiges!Fehlen!der!

Keimzellen!aus.!Die!Tubuli!bestehen!ausschließlich!aus!SertoliPZellen!(Pfeil,!Abb.!4)!und!!die!

MA 

!

!
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Tubuluswände! sind! oftmals! hyalinisiert! (Sternchen,! Abb.!4).! Das! Interstitium! ist! zellreicher!

und!stärker!ausgebildet!als!beim!Gesunden!(29,38).!!

!

!

Abb.!4:!HämatoxylinQFärbung!des!Hodens!bei!„Sertoli!Cell!Only“QSyndrom!(SCO).!!
Die!Tubuli!enthalten!keine!Keimzellen.!Der!Pfeil!kennzeichnet!SertoliPZellen,!die!Sternchen!zeigen!hyalinisierte!

Tubuluswände.!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!

!!

1.5.3. „Germ!Cell!Arrest“QSyndrom!(GA)!

Beim!Keimzellarrest!(GA;!s.!Abb.!5)!wird!die!Spermatogenese!nur!unvollständig!durchlaufen!

und! es! können! sich! keine! Spermatiden!mehr! bilden.! Bei! GA! zeigen! sich! oftmals! verdickte!

Tubuluswände!(Sternchen,!s.!Abb.!5).!Die!Tubuli!seminiferi!enthalten!SertoliPZellen!und!auch!

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

!

!

Abb.!5:!HämatoxylinQFärbung!des!Hodens!bei!„Germ!Cell!Arrest“QSyndrom!(GA).!!
Die!Tubuli!enthalten!keine!Spermatiden.!Die!Sternchen!kennzeichnen!hyalinisierte!Tubuluswände.!SkalierungsP

balken!ca.!50!µm.!!

!

! !

SCO 

!

!

GA 

!

!



!9! Einleitung!

 Östrogene!im!Hoden!1.6.

Obwohl!Östrogene!lange!Zeit!als!rein!weibliches!Hormon!angesehen!wurden,!ist!inzwischen!

unumstritten,!dass!Östrogene!auch!beim!Mann!essentiellen!Einfluss!auf!die!Fertilität!haben.!

Dabei!ist!das!Verhältnis!von!Östrogenen!zu!Testosteron!entscheidend!und!eine!genaue!AbP

stimmung!der!beiden!ist!Voraussetzung!für!die!Fertilität!des!Mannes!(10,39).!Von!den!drei!

physiologischen!Hauptvertretern!der!Östrogene,!17!βPÖstradiol!(E2),!Östron!(E1)!und!Östriol!

(E2),!ist!17!βPÖstradiol!(E2)!am!effektivsten!(40).!Östradiol!wird!unter!physiologischen!BedinP

gungen!aus!Androgen!gebildet!(11,41,42).!Das!Enzym!Aromatase!(Cytochrom!P!450)!aromaP

tisiert!dabei!Testosteron!irreversibel!zu!Östradiol!(s.!Abb.!6).!!

!

!

Abb.!6:!Umwandlung!von!Testosteron!in!17!βQÖstradiol!(E2)!durch!Aromatase.!Modifiziert!nach!(43).!!

!

In! Mausexperimenten! konnte! gezeigt! werden,! dass! AromataseP„Knockout“PMäuse! infertil!

sind!und!das!Vorhandensein!von!Östradiol! im!Hoden!unabdingbar!für!eine!funktionierende!

Spermatogenese! ist! (44,45).!Während! bei! fetalen! und! unreifen! Tieren!Östradiol! vor! allem!

von!SertoliPZellen!gebildet!wird,!überwiegt!im!ausgereiften!Hoden!die!Produktion!von!ÖstraP

diol! durch! die! LeydigPZellen! (44).! Beim! erwachsenen! Mann! konnte! Aromatase! in! LeydigP

Zellen,!SertoliPZellen,!in!unreifen!Keimzellen!sowie!in!ejakulierten!Spermatozoen!nachgewieP

sen!werden!(40,42,46).!!!

Bei! der!Wirkung! von!Östradiol! auf! die! Hodenzellen! unterscheidet!man! zwei! verschiedene!

Signalwege:!Einen!langsamen!genomischen!Signalweg,!der!vorwiegend!über!die!klassischen!

Östrogenrezeptoren! (ESR!1! und! ESR!2)! vermittelt! wird! (weitere! Ausführungen! unter! 1.7.),!

und!einen!schnellen!Signalweg,!der!hauptsächlich!über!GPER!vermittelt!wird! (weitere!AusP

führungen!unter!1.9.)!(10,47)!.!!

!

! !

Testosteron! Östradiol!

!
Aromatase!
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 Der!Östrogenrezeptor!1!und!2!(ESR!1/ESR!2)!!1.7.

!
1.7.1. Entdeckung!und!Aktivierung!von!ESR!1!und!ESR!2!

Die!klassischen!Östrogenrezeptoren!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!gehören!

der!nukleären!Rezeptorsuperfamilie!an.!Nach!Bindung!eines!Liganden!(z.B.!Östradiol)!ändern!

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!

Östrogenrezeptoren!wirken!vorwiegend!über! langsam!ablaufende!Reaktionswege!(Stunden!

bis!Tage)!auf!genomischer!Ebene!und!führen!zur!Transkription!bestimmter!Zielgene.!Dabei!

vermitteln! sie! ihre!Wirkung!entweder!direkt!durch!Bindung!an!die!DNS!oder! indirekt!über!

die!Aktivierung!von!Genexpressionsmodulatoren!(49).!Es!gibt!allerdings!auch!einige!schnelle!

Reaktionswege! (Sekunden!bis!Minuten),!die!durch!membranständige!ESR!1!und!ESR!2! verP

mittelt!werden!(10,51).!

ESR!1!und!ESR!2!gleichen!einander!strukturell!und!weisen!große!Ähnlichkeit!in!ihren!AminoP

säuresequenzen!auf.!Kleine!Unterschiede!an!der!LigandenPBindungsstelle!bewirken!eine!seP

lektiv! erhöhte! Affinität! der! einzelnen! Östrogenderivate! für! einen! der! beiden! Rezeptoren!

(50).!

!

1.7.2. ESR!1!und!ESR!2QVorkommen!im!männlichen!Reproduktionstrakt!

Östrogenrezeptoren!sind!im!menschlichen!Körper!in!nahezu!jedem!Organsystem!vorhanden,!

unter!anderem!auch! im!Reproduktionstrakt!des!Mannes!(49,52).!Während!ESR!2! im!humaP

nen,! männlichen! Reproduktionstrakt! nahezu! ubiquitär! vorkommt,! wird! beschrieben,! dass!

ESR!1! lediglich! von! LeydigP! und! SertoliPZellen! (49)! bzw.! in! anderen! Spezies! auch! von! dem!

Epithel!der!Ductuli!efferentes!exprimiert!wird!(46).!Dabei!gibt!es!offenbar!nicht!nur!SpeziesP

spezifische!Unterschiede! in!der!Expression!von!ESR!1/2,!sondern!auch! individuelle!SchwanP

kungen!(46).!Darüberhinaus!wurde!eine!Änderung!der!Rezeptorlokalisation!je!nach!Alter!des!

Versuchstiers! beobachtet! (49,53).! Die! genauen! Expressionsorte! von! ESR!1! und! ESR!2! im!

menschlichen!Hoden!sind!also!bis!heute!nicht!vollständig!geklärt.!

! !
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 G!ProteinQgekoppelte!Rezeptoren!(GPCRs)!1.8.

G! ProteinPgekoppelte! Rezeptoren! (GPCRs)! sind! definiert! als! Rezeptoren,! die! über! GuanoP

sintriphosphatPbindende! Proteine! wirken.! Im! menschlichen! Körper! stellen! sie! die! größte!

Gruppe! signalübertragender! Moleküle! dar! (54).! Üblicherweise! sind! G! ProteinPgekoppelte!

Rezeptoren!mit! sieben!Helices! in!der! Zellmembran! (oder! in!den!Endosomen)! verankert! (s.!

Abb.!7)!und!werden!durch!Bindung!eines!Agonisten,!meist!auf!der!Membranaußenseite,!akP

tiviert!(54–57).!

!

!

Abb.!7:!Struktur!von!G!ProteinQgekoppelten!Rezeptoren.!Modifiziert!nach!(58).!!
G!ProteinPgekoppelte!Rezeptoren! sind!heptahelical! in!der!Zellmembran!verankert!und!haben! spezielle!extraP!

und!intrazelluläre!Ligandenbindungsstellen.!

!

Die!Aktivierung! von!GPCRs! führt! üblicherweise! zum!Ablauf! schneller! Signalwege! innerhalb!

von!Sekunden!oder!Minuten.!Nach!Agonistenbindung!kommt!es! in!der!Zelle!zu!komplexen!

Vorgängen.! Dabei! werden! intrazellulär! gebundene,! heterotrimere! GuaninPNukleotidP

Bindungsproteine!(G!Proteine)!durch!den!Austausch!von!GDP!zu!GTP!an!der!αPUntereinheit!

aktiviert.!Durch!die!Bindung!von!GTP!wird!der!GPProteinPKomplex!instabil!und!dissoziiert! in!

eine!αPUntereinheit!und!eine!βPγPUntereinheit.!Beide!Untereinheiten!können!nachfolgende!

Signalkaskaden!in!Gang!setzen!(s.!Abb.!8)!(47,59).!

Zum!nachfolgenden!Signalweg!gehören!unter!anderem!die!Generierung!von!„Second!MesP

sengern“!wie! cAMP,! die!Mobilisierung! von! Calcium,! die! Aktivierung! von! Kinasen! oder! die!

Transaktivierung! von! WachstumsfaktorPRezeptoren! (54).! Am! Ende! beeinflussen! solche! G!

ProteinPübermittelten!Signalskaskaden!beispielsweise!den!Zellzyklus!und!das!Zellwachstum!

(60).!!

extrazellulär!

intrazellulär!

GPCR!
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!

Abb.!8:!Aktivierung!G!ProteinQgekoppelter!Rezeptoren.!Modifiziert!nach!(58).!
Nach!Bindung!eines!Liganden!kommt!es!zur!Konformationsänderung!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!!αP!und!die!βPγPUntereinheit.!Beide!Untereinheiten!aktivieren!nun!weitere!Signalkaskaden!

im!Zellinneren!und!übermitteln!so!LigandenPabhängig!Informationen.!

!

Im!Menschen!sind!bisher!mehr!als!800!solcher!G!ProteinPgekoppelter!Rezeptoren!bekannt;!

ein!großer!Teil!(mindestens!300)!dieser!Rezeptoren!sind!allerdings!ausschließlich!zur!SignalP

übertragung!für!die!Geruchswahrnehmung!zuständig!(56).!!

!

 Der!G!ProteinQgekoppelte!Östrogenrezeptor!(GPER)!1.9.

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!Zugehörigkeit!noch!nicht!bekannt.!Die!Wirkung!von!ÖstraP

diol! (E2)!war!allerdings!durch!die!klassischen!Östrogenrezeptoren!alleine!nicht! zu!erklären.!

Im!Jahr!2000!wurde!GPER!als!primärer!Vermittler!der!schnellen!ÖstradiolPvermittelten!AktiP

vierung!von!ERK!1/2! (extrazellulär! regulierte!Kinase)! in!der!Zelle!bekannt! (61).!Die!AktivieP

rung!von!ERK!1/2!führt!zum!Ablauf!von!Signalkaskaden,!die!viele!Zellprozesse!wie!beispielsP

weise!den!Zellzyklus,!die!Zellmigration!oder!den!programmierten!Zelltod!beeinflussen!(62).!

GPER!reagierte!also!auf!die!Zugabe!von!Östradiol!und!rückte!so!als!möglicher!Rezeptor!für!

ÖstradiolPvermittelte!Effekte!zunehmend!ins!Visier!der!Wissenschaft.!Seit!2005!ist!allgemein!

anerkannt,!dass!GPER! tatsächlich!ein!Rezeptor! ist,!der!vorwiegend!ÖstradiolPabhängige!EfP

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! eigenständiger!

Östrogenrezeptor!(64).!Inzwischen!ist!GPER!von!der!„British!Pharmacological!Society“!(BPS)!

und!der!„International!Union!of!Basic!and!Clinical!Pharmacology“!(IUPHAR)!als!ÖstrogenreP

zeptor!offiziell!anerkannt.!!

!

1.9.2. Zelluläre!Lokalisation!und!Funktion!von!GPER!

GPER!ist!ein!heptahelicaler!G!ProteinPgekoppelter!Rezeptor,!der!überwiegend!für!die!schnelP

le!Zellantwort!auf!Stimulation!mit!Östradiol!zuständig!ist.!In!der!großen!Gruppe!der!G!ProteP

inPgekoppelten!Rezeptoren!gehört!er!funktionell!den!RhodopsinPähnlichen!Rezeptoren!bzw.!

der!Klasse!A!an!(65).!!!

GPER! ist! im!menschlichen! Körper!weit! verbreitet.! Die! intrazelluläre! 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!meiP

sten!Studien!weisen!auf!eine!MembranPgebundene!Lokalisation!von!GPER!hin!(65).!ChakraP

bati!et!al.!hingegen!fanden!die!Expression!von!GPER!vorrangig!im!Zellkern!des!Endothels.!Die!

Versuche!wurden!an!kultivierten!humanen!Umbilikalvenen!durchgeführt!(63).!

Darüberhinaus!gibt!es!kontroverse!Auffassungen!zur!Funktion!von!GPER.!Ariazi!et!al.!fanden!

eine! GPERPvermittelte! transiente! Ca
2+
PErhöhung! in! Brustkrebszellen,! die! unabhängig! von!

ESR!1!war!(67).!!Auch!Revankar!et!al.!fanden!eine!intrazelluläre!Ca
2+
PMobilisation!in!transfiP

zierten!Nierenzellen!des!Affen!nach!Stimulation!von!GPER.!Zudem!zog!die!Stimulation!von!

GPER!eine!vermehrte!Synthese!von!Phophatidylinositol!3,4,5PTriphosphat!nach!sich,!welche!

üblicherweise!mit!Zellwachstum!und!gesteigerter!Überlebensfähigkeit!der!Zellen!einhergeht!

(54).!Chimento!et!al.!hingegen!wiesen!eine!Inhibition!der!Zellproliferation!und!eine!vermehrP

te!Apoptoserate!nach!Stimulation!von!GPER!in!LeydigPTumorzellen!der!Ratte!nach!(68).!

Bisher! sind! also! weder! der! vorrangige! Funktionsort,! noch! die! vorrangige! Funktionsweise!

oder!der!genaue!Signalweg!bekannt!(65).!!

!

1.9.3. GPERQVorkommen!im!männlichen!Reproduktionstrakt!

Die!wenigen!Studien!zu!Expressionsorten!von!GPER!im!menschlichen!Hoden!kommen!ebenP

falls! zu!uneinheitlichen!Ergebnissen:!Einige!Autoren!konnten!das!Vorkommen!von!GPER! in!

menschlichen! SertoliP! und! LeydigPZellen! 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!zusätzlich!von!humanen!Keimzellen!exprimiert!wird!(66).!

Diese!studienabhängigen!Unterschiede!in!der!Bestimmung!des!Expressionsortes,!sind!mitunP

ter! dem!Verwenden! unterschiedlicher! Antikörper! (mit! verschiedenen! Bindungsstellen)! geP

schuldet.!Zudem!existieren!„Splice“PVarianten!der!Rezeptoren.!Je!nach!Bindungsort!der!einP

zelnen!Antikörper!und!der!„Splice“PVarianten,!können!unterschiedliche!Ergebnisse!zustande!

kommen.!!Vermutlich!spielen!auch!SpeziesPspezifische!Unterschiede!eine!Rolle.!

!

1.9.4. Liganden!am!GPER!

Viele! Hormone!wirken! gleichzeitig! über! G! ProteinPgekoppelte! Rezeptoren! (z.B.! GPER)! und!

nukleäre!Rezeptoren!(z.B.!ESR!1/2).!So! laufen!nach!der!Stimulation!mit!Östradiol!(E2)!beide!

Signalwege!(schnell!und!langsam)!parallel!ab!und!machen!eine!strikte!Differenzierung!unter!

physiologischen!Bedingungen!unmöglich!(54–57).!Mit!der!Herstellung!des!ersten!selektiven!

GPERPAgonisten! (G!1)!wurde!die!Erforschung!des!neu!entdeckten!Östrogenrezeptors!GPER!

entscheidend! vorangetrieben! (55,71).! G!1!wirkt! sehr! spezifisch! über!GPER! und! beeinflusst!

ESR!1!oder!ESR!2!erst!ab!einer!Konzentration!von!10!µM!(43,71).!Kurz!nach!der!Entdeckung!

von!G!1!erfolgte!auch!die!Identifikation!eines!spezifischen!GPERPAntagonisten,!G!15,!welcher!

zur!weiteren!funktionellen!Abklärung!von!GPER!beitrug!(47,72).!

Obwohl!neben!Östradiol! auch!andere! Liganden!an!GPER!binden!können,!hat!Östradiol! geP

genüber! anderen! Steroiden! (z.!B.! Testosteron,! Progesteron! oder! Cortisol)! eine! über! 1000P

mal!stärkere!Affinität!zu!GPER!(47,55).!Deshalb!wird!GPER!mittlerweile!funktionell!eindeutig!

den!Östrogenrezeptoren!zugeordnet!(47).!

Endokrine!Disruptoren,!wie!ÖstrogenPnachahmende!Stoffe!aus!der!Umwelt!(Xenoöstrogene)!

stehen! derzeit! im!Mittelpunkt! des! öffentlichen! Interesses! und! werden! beispielsweise!mit!

Infertilität!und!der!Entstehung!bestimmter!Krebsarten!in!Verbindung!gebracht.!Da!die!AffiniP

tät!solcher!Xenoöstrogene!zu!GPER!bis!zu!50!mal!höher!ist!als!zu!den!klassischen!ERs,!kommt!

der!funktionellen!Abklärung!von!GPER!im!Rahmen!der!Prävention!von!Erkrankungen!besonP

dere!Bedeutung!zu!(47,51).!

!

!!

! !
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 !Studienziele!1.10.

Ziel! der! vorliegenden! Studie! war! es,! das! Vorkommen! und! die! Funktion! des! G! ProteinP

gekoppelten!Östrogenrezeptors! (GPER)! im!Hoden! zu! untersuchen.! Ausgehend! von! der! ArP

beitshypothese,!dass!Östradiol!über!GPER!die!Fertilität!beeinflussen!kann,!wurden!folgende!

Fragen!untersucht:!!

Welche!Zellen!im!Hoden!exprimieren!GPER?!!

Gibt!es!Unterschiede!in!der!GPERPExpression!zwischen!den!Spezies!Mensch,!Affe,!Ratte!und!

Maus?!!

Ändert! sich! die! zelluläre! Lokalisation! von!GPER! im!PrimatenPHoden!während! der! EntwickP

lung?!!

Gibt!es!einen!Zusammenhang!zwischen!Fertilität!bzw.!Infertilität!und!der!zellulären!ExpressiP

on!von!GPER!im!humanen!Hoden?!!

Welche!funktionelle!Rolle!spielt!GPER!für!die!humanen,!peritubulären!Hodenzellen?!

!

! !
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2. Verwendete!Materialien!

 !Humanes!Hodengewebe!2.1.

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.!Köhn!aus!München!

untersucht.!Die!ethische!und!rechtliche!Unbedenklichkeit!wurde!im!Rahmen!der!DrittmittelP

projekte!gesichert.!Alle!teilnehmenden!Patienten!haben!der!Verwendung!ihrer!GewebeproP

ben!zu!Studienzwecken!vorab!schriftlich!zugestimmt.!Ein!positives!Votum!der!Ethikkomission!

liegt!vor.!!!

So!war!es!möglich,!Proben!von!Patienten!mit!„Mixed!Atrophy“PSyndrom!(MA;!n!=!5),!„Sertoli!

Cell!Only“PSyndrom!(SCO;!n!=!5)!und!„Germ!Cell!Arrest“PSyndrom!(GA;!n!=!2)!zu!untersuchen.!

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

!

 !Hodengewebe!vom!Rhesusaffen!2.2.

Die! Gewebeproben! vom! Affen! wurden! uns! von! Prof.! Urbanski! aus! dem! Oregon! National!

Primate!Research!Centre! in!Beaverton! (USA)! freundlicherweise! zur!Verfügung!gestellt.!Die!

Tiere!wurden!gemäß!den!Richtlinien!des!National(Research(Council’s(Guide(for(the(Care(and(

Use(of(Laboratory(Animals(versorgt.!!

!
Tab.!1:!!Tabelle!über!verwendete!Gewebeproben!von!Rhesusaffen.!!
Das!Hodengewicht!und!der!Testosterongehalt!im!Blut!korrelieren!mit!dem!Alter!der!Affen.!Nicht!vorP

handene!Daten!wurden!mit!einem!Gedankenstrich!gekennzeichnet.!!

Alter! Gewicht! Gewicht!Testis! Testosteron!(Blut!)!

6 d - - - 

7 d - - - 

120 d - - - 

281 d 1,5 kg 0,18 g 0,27 ng/ml 

1 y 306 d 3 kg - 0,34 ng/ml 

3 y 68 d 4,9 kg 1,45 g 0,44 ng/ml 

!
!
!
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4 y 248 d 5,8 kg 12 g 3,18 ng/ml 

5 y - - - 

5 y 343 d 6,6 kg 9,8 g 0,95 ng/ml 

6 y 274 d 6,4 kg 12,1 g 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:!0P1!Jahr!neugeboren!

bzw.!infantil!(n!=!4),!1P2!Jahre!juvenil!(n!=!1),!3P4!Jahre!peripubertär!(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).!

!

 !Hodengewebe!von!Maus!und!Ratte!2.3.

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

et! al.! beschrieben! (74)! gewonnen!und! stand! für! immunhistochemische! Studien! zur! VerfüP

gung.!

! !
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3. Methoden!

Angaben! zu! Konzentrationen,! Antikörpern,! Lösungen! und! Geräten!mit! den! jeweiligen! BeP

zugsquellen!finden!sich!im!Anhang.!!

!

 Immunhistochemie!3.1.

Zur!Verfügung!standen!Hodengewebeproben!von!Menschen,!Affen,!Mäusen!und!Ratten,!die!

in!Bouin’s! Lösung! fixiert!und! in!Paraffin!eingebettet!waren.!Die!Paraffinblöcke!wurden!mit!

einem!Mikrotom!in!4!µm!dicke!Scheiben!geschnitten!und!unmittelbar!auf!Objektträger!(3P6!

Schnitte!pro!Objektträger)!aufgebracht.!!

Die!Schnitte!wurden!mit!Xylol!entparaffinisiert!und!rehydriert,!indem!sie!durch!eine!absteiP

gende! Alkoholreihe! (Xylol! und! Isopropanol! 100!%,! 90!%,! 80!%! und! 70!%)! geführt! wurden.!

Anschließend!wurden!sie!zweimal!für!je!10!min!in!ein!PBSPBad!(pH!7,4!±!0,1)!überführt,!beP

vor!sie!zur!Demaskierung!der!Antigene!in!10!mM!Citratpuffer!für!weitere!20!min!in!der!MiP

krowelle! bei! 400P800!Watt! aufgekocht! wurden.! Nach! dem! Abkühlen!wurden! die! Schnitte!

dreimal!für!je!5!min!in!PBS!gewaschen.!Dann!wurde!für!30!min!3!%!WasserstoffPPeroxid!und!

9!%!Methanol!aufgetragen!und!so!die!endogenen!Peroxidasen!blockiert.!Im!Anschluß!daran!

wurden!die!Objektträger!erneut!im!PBS!(dreimal!5!min)!gewaschen.!Um!unspezifische!AntiP

körperbindungen! zu! reduzieren,! wurden! die! Schnitte! mit! 5!%! Normalserum! (Ziege)! für!

30!min!bei!Raumtemperatur! in!einer! feuchten!Kammer! inkubiert.!Anschließend!wurde!der!

primäre!Antikörper!gegen!GPER!(1:500,!verdünnt!in!5!%!Normalserum)!aufgetragen!und!die!

Objektträger!über!Nacht!in!einer!feuchten!Kammer!bei!4°!C!gelagert.!Details!zu!den!AntikörP

pern!sind!in!Tab.!5!zusammengefasst.!!

Am!darauffolgenden!Tag!wurde!nach!erneutem!Waschen!mit!PBS!der!biotinylierte!ZweitanP

tikörper!(s.!Tab.!6)!zugegeben!und!die!Schnitte!für!zwei!Stunden!in!einer!feuchten!Kammer!

bei! Raumtemperatur! aufbewahrt.! Nach! einem!weiteren!Waschschritt! (dreimal! 5!min! PBS)!

erfolgte! die! Inkubation!mit! ABCPReagenz! für! 1P2! h.! Anschließend!wurde! nochmal!mit! PBS!

und! einmalig! für! 10!min!mit! TrisPPuffer/HCl! (50!mM)! gewaschen.!Danach! erfolgte! die! FärP

bung!der!Schnitte!mit!Diaminobenzidin!(DAB)!bis!zur!gewünschten!Farbintensität.!Die!ReakP

tion!wurde!mit!Hilfe!von!zweifach!destilliertem!Wasser!abgestoppt.!Um!die!Zellkerne!anzuP

färben,!wurden!die! Schnitte! für! drei! Sekunden! in!Hämatoxylin! eingetaucht! und!unter! flieP

ßendem!Leitungswasser!bis!zur!gewünschten!Bläuung!gewaschen.!Abschließend!wurden!die!
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Schnitte! in!aufsteigender!Alkoholreihe!(70!%,!80!%,!90!%!und!100!%!Isopropanol!und!Xylol)!

dehydriert!und!anschließend!mit!Hilfe!von!Entellan!eingedeckelt.!!

Der!verwendete!GPERPAntikörper!ist!ein!polyklonaler,!kommerziell!erhältlicher,!gut!chrakteP

risierter!Antikörper!der!Firma!Sigma!Prestige!(Produktnummer!HPA027052).!!

Für! die! Kontrollen! wurde! entweder! der! Erstantikörper! weggelassen! oder! korrelierendes!

Normalserum! verwendet.! Die! Dokumentation! und! Beurteilung! erfolgte! am! Mikroskop!

(Axiovert!135,!s.!Tab.!3)!bei!10P,!20P,!40P!und!100Pfacher!Vergrößerung.!Auf!die!PräadsorptiP

on!wurde!verzichtet,!da!keine!kommerziellen!Peptide!zur!Verfügung!standen.!!

!

 DAPIQFärbungen!3.2.

Mit!Hilfe!der!DAPIPFärbung!(fluoreszenzierender!DNAPFärbung)!wurden!klar!differenzierbare!

Mitosestadien! (MetaP! ,!AnaP!und!Telophase)! (1)!von!kultivierten!HTPCs! (n!=!3)!untersucht.!

Dazu!wurden!die!Zellen!zunächst!auf!sterile!Glasplättchen! in!einer!24PWellPPlatte!ausgesät!

und!für!24!h!im!Brutschrank!belassen.!Dann!wurden!die!Zellen!für!24!h!in!serumfreiem!MeP

dium!kultiviert,!bevor!sie!mit!G!1!stimuliert!wurden.!Die!Konzentration!von!G!1!(1!µm)!wurde!

entsprechend!den!Angaben!der!Literatur!ausgewählt!(71).!Zu!den!KontrollPZellen!wurde!das!

G!1PLösungsmittel!DMSO!in!entsprechender!Konzentration!zugegeben.!!!

Die! so! behandelten! Zellen! wurden! zweimal! mit! ca.! 500!µl! PBS! gewaschen! und! dann! mit!

250!µl! Paraformaldehyd! (PFA;! 4!%)! für! 30!min! bei! Raumtemperatur! fixiert.! Anschließend!

erfolgt! ein! erneuter!Waschschritt! (dreimal! 5!min)!mit!warmen!PBS!und!einmal! 10!min!mit!

zweifach! destilliertem!Wasser.! Dann! wurden! die! Plättchen! herausgelöst! und! nach! kurzer!

Trocknungsphase! (5P10!min! bei! Raumtemperatur)! im! Dunkeln!mit! DAPIPhaltigem!Medium!

auf!einem!Objektträger!fixiert.!Kerne!und!Mitosestadien!von!über!100!Zellen!pro!GlasplättP

chen! konnten!nun!unter! dem!Fluoreszenzmikroskop! (Axiovert,! s.! Tab.!3)! beurteilt! und!doP

kumentiert!werden.!!

!

 ImmunfluoreszenzQDoppelfärbung!3.3.

Mit!Hilfe!von!Fluoreszenzmarkierungen!wurde!untersucht,!ob!Mastzellen!GPER!exprimieren.!

Dazu!wurden!die!humanen!Hodenproben! (n!=!4)!wie! in!3.1.!beschrieben,!auf!Objektträger!

aufgebracht,! ! in!absteigender!Alkoholreihe!entparaffinisiert!und!für!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!Lösung!aus!αPGPER!(1:250,!polyklonal,!Kaninchen,!s.!Tab.!5)!und!αP

TRY! (1:500,!monoklonal,!Maus,! s.! Tab.!5)! in! LKPBS! zugegeben!wurde.!Die!Schnitte!wurden!

über! 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!ZweitanP

tikörper!aus!IgGPCy!3!(αPKaninchen,!rot)!und!IgGPFITC!(αPMaus,!grün)!in!einem!Verhältnis!von!

1:250!(in!LKPBS)!für!eine!Stunde!bei!Dunkelheit!auf!die!Schnitte!gegeben.!Anschließend!wurP

de!dreimal!10!min!mit!KPBS!und!einmal!mit!zweifach!destilliertem!Wasser!im!Dunkeln!gewaP

schen!bevor!die!Schnitte!eingedeckt!wurden.!Mit!Hilfe!des!Fluoreszenzmikroskops!und!desP

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)!

übereinandergelegt!und!kontrastadaptiert.!

!

 Zellkultur!3.4.

3.4.1. Kultivierung!von!HTPCs!

In!der!Arbeitsgruppe!von!Prof.!Dr.!Mayerhofer!standen!humane,!peritubuläre!Zellen!zur!VerP

fügung! (75).! Diese! Zellen! wurden! in! Kulturgefäße! (Petrischalen! mit! 21!cm
2
! Grundfläche,!

25!cm
2
PFlaschen!oder!75!cm

2
PFlaschen)!ausgesät,!mit! serumhaltigem!DMEM! (+!1!%!PenicilP

lin/Streptomycin)! bedeckt! und! im! Brutschrank! bei! 37°!C! und! 5!%! CO2PZufuhr! aufbewahrt.!

Alle! zwei!bis!vier!Tage!wurde!das!Medium!gewechselt.!Sobald!die!Zellen!konfluent!waren,!

wurden! sie! „gesplittet“.! Dafür!wurde! zunächst! das!Medium! abgesaugt! und! die! Zellen!mit!

PBS!gewaschen.!Danach!wurden!die!Zellen!durch!Zugabe!einer!Trypsin/EDTAPLösung!abgeP

löst.!Die!durch!Trypsin!ausgelöste!Reaktion!wurde!durch!Zugabe!der!doppelten!Menge!von!

serumhaltigem! DMEM! wieder! abgestoppt.! Anschließend! wurde! die! Zellsuspension! in! ein!

geeignetes!Gefäß!übergeführt!und!bei!1000!rpm!für!5!min!zentrifugiert.!Der!Überstand!wurP

de!abgesaugt!und!das!am!Boden!haftende!Zellpellet!je!nach!Größe!in!einer!passenden!MenP

ge!Medium!resuspendiert.!Anschließend!wurden!die!Zellen! in!neue!Plastikgefäße!ausgesät!

oder!zur!Messung!in!einem!automatisierten!Zellzählsystem!(CASY,!s.!3.6.1)!verwendet.!!

! !
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3.4.2. Zellstimulation!

Vor! jeder!Stimulation!wurden!die!Zellen!für!24!h! im!serumfreien!Medium!inkubiert.!Dieser!

Vorgang!arretiert!den!Zellzyklus!weitgehend.!Nach!Absaugen!des!Mediums!wurde!G!1!(speziP

fischer!Agonist!von!GPER)!in!verschiedenen!Konzentrationen!(10!nM!–!100!µM)!zugegeben.!

Da!G!1! in!DMSO!gelöst!wird,! diente!als! Kontrolle! stets! eine! zweite! Zellcharge,!die!mit!der!

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

!

 Proteinbiochemische!Methoden!3.5.

3.5.1. Proteinextraktion!und!Konzentrationsbestimmung!

Zur! Extraktion! von!Protein! aus! den!HTPCs!wurden!die! kultivierten!und! stimulierten! Zellen!

zunächst!einmalig!mit!PBS!gewaschen!und!dann!bei!P80°!C!weggefroren.!Mit!Hilfe!eines!ZellP

schabers!wurden!die!gefrorenen!Zellen!in!gekühltem!NPEPPuffer!abgelöst!und!in!ein!EppenP

dorfgefäß! überführt.! Anschließend! wurden! die! Zellen! für! drei! Minuten! bei! 4°!C! und!

10.000!rpm!abzentrifugiert!und!der!Überstand!entfernt.!Das!Zellpellet!wurde! in!1,5!ml!PBS!

resuspendiert! und! erneut! unter! denselben! Rahmenbedingungen! abzentrifugiert.! Je! nach!

Größe!des!Zellpellets!wurden!50P100!µl!Proteaseinhibitor! (Inhibitorcocktail,!s.!Tab.!8)!zugeP

geben!und!die!Zellen!im!Anschluß!durch!Ultraschallzertrümmerung!aufgeschlossen.!!

Zur! Bestimmung!der! Proteinkonzentration!wurde!der!DC!Protein!Assay! (s.!Tab.!8)! verwenP

det.! Basierend! auf! der!BradfordPMethode!wurde! zunächst! die!Absorption! einer! standardiP

sierten! Lösungsreihe! mit! definierten! Proteinkonzentrationen! bei! 650P750!nm! im! ELISAP

Reader!gemessen.!Anschließend!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. SDSQPolyacrylamid!Gelelektrophorese!(PAGE)!

Für!die!Western!BlotPAnalyse!wurde!zunächst!das!benötigte!Gel!gegossen.!Dafür!wurden!als!

erstes!die!Glasplatten!gereinigt!und!in!die!Gießkammer!eingebaut.!!

!

Tab.!2:!Zusammensetzung!der!Acrylamidgele!zur!Gelelektrophorese.!

Zutaten! Trenngel!(12!%)! Sammelgel!

30!%!Acrylamid! 2600!µl! 450!µl!

4!x!TrenngelPPuffer!pH!8,8! 1625!µl! P!

SammelgelPPuffer!pH!6,8! P! 750!µl!

Aqua!bidest! 2275!µl! 1775!µl!

TEMED! 13!µl! 7,5!µl!

10!%!APS! 26!µl! 12,5!µl!

!

Dann!wurde!die!TrenngelPGrundlage!(s.!Tab.!2)!eingefüllt,!mit!Isopropanol!überschichtet!und!

30!min! bei! Raumtemperatur! gelagert,! bis! eine! vollständige! Polymerisation! stattgefunden!

hat.!Anschließend!wurde!das! Isopropanol!abgegossen!und!durch!die!SammelgelPGrundlage!

(s.!Tab.!2)!ersetzt.!Unmittelbar!danach!wurde!ein!Kamm!als!Platzhalter!für!die!späteren!TaP

schen! eingesetzt.! Nach! weiteren! 30!min! wurde! das! Gel! entweder! direkt! verwendet! oder!

eingehüllt!in!feuchte!Tücher!bei!4°!C!bis!zu!einer!Woche!aufbewahrt.!

Um!überall!dieselbe!Probenmenge!aufzutragen,!wurde!für!jede!einzelne!Probe!die!benötigte!

Menge!für!10!µg!Protein!pro!Probentasche!berechnet.!Die!Proben!wurden!in!0,5!ml!EppenP

dorfgefäße!übergeführt.!Nach!Zugabe!von!je!10!%!βPMercaptoethanol!und!Bromphenolblau!

wurden!die!zentrifugierten!Proben!bei!95°!C!für!5!min!denaturiert!und!anschließend!erneut!

zentrifugiert,!um!eventuelle!Kondensflüssigkeit!am!Deckelrand!mitzuerfassen.!!

Die!Gele!wurden! in!die!Elektrophoresekammer!eingesetzt!und!die!Kammer!mit! Laufpuffer!

(Laemmlipuffer,! s.! Tab.!10)! aufgefüllt.! Bevor! die! Proben! in! die! Taschen! eingefüllt! werden!

konnten,!wurden!die!Kämme!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!erhöht.!Sobald!das!Protein!vollständig!durch!das!Gel!gelaufen!war!

wurde!der!Lauf!beendet!und!das!Gel!aus!den!Glasplatten!gelöst.!!
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3.5.2.2. Blotting!

Die!vorher!nach!ihrem!Molekulargewicht!aufgetrennten!Proteine,!wurden!im!Blotverfahren!

auf! eine! Nitrocellulosemembran! transferiert.! Dazu! erfolgte! zunächst! die! Äquilibration! des!

Gels!und!der!Nitrocellulosemembran!im!Blotpuffer!(Transferpuffer)!für!10P15!min!bei!RaumP

temperatur.! Anschließend! 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! aufgefüllt.! Die! Kammer!wurde! für!

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!PonP

ceau!SPFärbung!der!Erfolg!des!Transfers!sichtbar!gemacht!werden.!!

!

3.5.2.3. Inkubation!der!Membran!und!Auswertung!

Direkt!nach!der!Färbung!mit!Ponceau!S!wurde!die!Membran! in!ein!Plastikgefäß!gelegt!und!

mit!TBSPTween!(+5!%!fettfreiem!Milchpulver)!für!mindestens!eine!Stunde!bei!RaumtemperaP

tur! auf! den! Schüttler! gestellt.!Dieser! Schritt! diente!der!Absättigung!eventueller,! unspezifiP

scher!Bindungsstellen.!Gleichzeitig!wurde!Ponceau!S!wieder!abgewaschen.!Nach!Entfernen!

der! Milchpulversuspension! wurde! der! Primärantikörper! (s.! Tab.!5)! in! TBSPTween! (+! 2,5!%!

Milchpulver)!aufgetragen!und!über!Nacht!bei!4°!C!auf!niedrigster!Schüttlerstufe!inkubiert.!!

Am! darauffolgenden! Tag! wurde! nach! Waschen! mit! TBSPTween! der! Zweitantikörper!

(s.!Tab.!6)!mit!TBSPTween!(2,5!%)!verdünnt!und!auf!die!Membran!aufgetragen.!!

Die!Membran!wurde!für!mindestens!1!h!bei!Raumtemperatur!auf!niedrigster!Schüttlerstufe!

mit! dem! Zweitantikörper! inkubiert.! Es! erfolgte! ein! weiterer! Waschschritt! mit! TBSPTween!

bevor!die!Membran!zur!Auswertung!verwendet!wurde.! !Die!Auswertung!erfolgte!mit!Hilfe!

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

!

 Zellviabilität!3.6.

3.6.1. !CASY!–!„Cell!Counter!and!Analyzer“!System!

CASY! ist! ein! etabliertes,! automatisiertes! Zellzählsystem,! dass! mit! Hilfe! eines! elektrischen!

Feldes!Zellen!auszählen!und! ihre!Vitalität!bestimmen!kann.!Lebende!Zellen!haben!eine!unP

versehrte!Plasmamembran,!während!die!Membran!von!toten!Zellen!permeabel! ist.!Da!nur!
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vitale! Zellen! elektrisch! isolieren! kann! CASY! zwischen! toten! und! lebendigen! Zellen! unterP

scheiden.! Zudem! kann! CASY! die! Größe! der! Zellen! bestimmen:! Je! größer! die! Zellen,! desto!

besser! bleibt! das! elektrische! Signal! erhalten.! Die! Ergebnisse! jeder! einzelnen! Zelle!werden!

kumuliert!und!einer!kalibrierten!Mehrkanalanalyse!mit!über!500.000!Kanälen!zugeordnet.!!

Ein!Profil!typischer!HTPCPCharakteristika!im!Hinblick!auf!den!Zelldurchmesser!und!die!KernP

größe!ist!notwendig!für!den!Abgleich!und!war!bereits!aus!Vorversuchen!vorhanden.!Für!die!

Messung! im!CASY!wurden!die! kultivierten! Zellen! zunächst!mit! Trypsin!behandelt! (s.! 3.4.1)!

und!in!ein!geeignetes!Plastikgefäß!überführt.!Dann!wurde!durch!Zentrifugation!ein!Zellpellet!

gewonnen,!welches!in!1!ml!PBS!!resuspendiert!wurde.!!

Unter!ständigem!Schütteln!wurden!20!µl!der!Suspension!entnommen!und!in!10!ml!spezieller!

Messlösung!(CasyTon,!s.!Tab.!9)!gelöst.!Nach!drei!Messvorgängen!im!CASY!wurden!folgende!

gemittelte!Werte!angezeigt:!Die!absolute!Zellzahl!(bei!einer!Verdünnung!von!1:500),!die!AnP

zahl! der! lebenden! Zellen,! die! Zellviabilität! in! Prozent! und! die! durchschnittliche! Zellgröße.!

Anhand! dieser!Werte!war! nach! 24!h! Stimulation!mit!G!1! bzw.!DMSO!eine!Auswertung! im!

Hinblick!auf!die!Zellproliferation!möglich.!Zudem!konnten!so!eine!vorher!defnierte!Anzahl!an!

Zellen!gezielt!ausgesät!werden.!Das!Säulendiagramm!(s.!Abb.!20)!wurde!mit!Hilfe!von!„Prism!

Graphpad“!(s.!Tab.!12)!erstellt.!!

!

3.6.2. !Intrazelluläre!Ca2+QKonzentration!

In!der!GPERPvermittelten!Signaltransduktion!wurde!Ca
2+
!als!Signalmolekül!beschrieben!(54).!

Um!HTPCs!hinsichtlich!ihres!Ca
2+
PAnstiegs!nach!Zugabe!von!G!1!bzw.!E2!zu!beurteilen,!wurP

den! die! Zellen! vor! der! Messung! auf! runde,! PolyPLPLysinPbeschichtete! Deckgläschen! von!

12!mm!Durchmesser!ausgesät.!Nach!Adhärenz!wurden!das!serumhaltige!Medium!+!1!%!PeP

nicillin/Streptomycin!entfernt!und!durch!Medium!ohne!Zusätze!ersetzt.!24!h! später!wurde!

das!Medium!abgesaugt!und!im!Dunkeln!neues!Medium!mit!Zusatz!von!5!µM!PentaacetoxyP

Methylesther!(FluoP4!AM)!zugegeben.!FluoP4!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! anschließend! auf! den! Trägertisch! des! konfokalen! Mikroskops! (Leica,!

s.!Tab.!3)!befestigt.!Dann!wurde!eine!zur!Messung!geeignete!Stelle!mit!mehreren!gut!diffeP

renzierbaren! Zellen! ausgewählt! und! ein! Mikropumpensystem! angeschlossen.! Im! Dunkeln!

wurde!mit! einem! ArgonPLaserPSystem! alle! 2!s! ein! Fluoreszenzbild! aufgenommen.! Bei! BinP
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dung!von!FluoP4!an!Ca
2+
!ergibt!sich!ein!Fluoreszenzsignal!mit!einem!Maximum!bei!494!nm.!Je!

mehr!Ca
2+
!gebunden!wurde,!desto!intensiver!war!das!Fluoreszenzsignal.!

Durch!das!Mikropumpensystem!wurde!den!Zellen! in!aufsteigender!Konzentration!G!1! zwiP

schen!10!nM!und!3!µM!G!1!(n!=!4)!oder!E2!zwischen!1!nM!und!1!µM!(n!=!3)!über!einen!defiP

nierten!Zeitraum!zugeführt.!Nach!jeder!Stimulation!erfolgte!zur!Erholung!der!Zellen!die!ZuP

gabe! von! stimulationsfreiem! Medium.! Als! Negativkontrolle! diente! die! Verabreichung! der!

jeweiligen!Lösungsmittel:!DMSO!für!G!1!und!Ethanol!für!E2.!Um!die!Zellen!auf! ihre!Vitalität!

und!Funktionalität!zu!prüfen!(Positivkontrolle)!wurde!Histamin!zugegeben,!was!stets!zu!eiP

nem!Anstieg!der!Ca
2+
PKonzentration! führte.!Veränderungen!des!Fluoreszenzsignals!wurden!

mit!Hilfe!eines!konfokalen!Fluoreszenzmikroskops!während!und!nach!der!Zugabe!von!G!1!in!

aufsteigenden!Konzentrationen! in!ausgewählten!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!über!24!h!beobachtet.!Zunächst!wurP

den!die!Zellen!mit!Hilfe!von!CASY! in!definierter!Zahl!auf!spezielle!Kulturgefäße!mit!GlasboP

den! (Ibidi,! s.!Tab.!4)! ausgesät.!Nach! 24!h!waren! die! Zellen! adhärent! und! das! serumhaltige!

Medium! (+! 1!%! Penicillin/Streptomycin)! wurde! durch! serumfreies! Medium! ersetzt.! Nach!

weiteren!24!h!wurde!neues!Kulturmedium!mit!G!1!(1!µM;!gelöst! in!DMSO)!zugegeben.!UnP

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!lässt,!wurde!in!einem!weiteren!Experiment!vor!der!StimulaP

tion!mit!G!1!(1!µM)!für!30!min!G!15!(1!µM,!gelöst!in!DMSO)!in!derselben!Konzentration!zuP

gegeben.!!!

Die!Messkammer!ist!ein!geschlossenes!System!mit!definierten!Bedingungen:!5!%!CO2PGehalt,!

Deckel!und!Boden!sind!gleichermaßen!beheizt!(ca.!37°!C).!Die!Kammer!ist!auf!einem!inversen!

Mikroskop! (s.!Tab.!3)! angebracht,! mit! welchem! zunächst! eine! für! die! Messung! geeignete!

Stelle!ausgewählt!wurde.!Dann!wurde!für!24!h!alle!10!min!ein!Bild!aufgenommen.!Die!BilderP

folge!konnte!im!Anschluß!mit!iMovie!(s.!Tab.!12)!zusammengefügt!und!ausgewertet!werden.!!

! !
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 Statistik!3.7.

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!tPtest!benutzt.!Als!signifikant!wurde!eine!WahrP

scheinlichkeit!p!<!0,05!angenommen.!! !
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4. Ergebnisse!
!

 GPERQExpression!im!Hoden!von!Primaten!und!Nagern!4.1.

Zunächst!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!

Färbungen! zeigten! bei! adulten! Individuen! speziesübergreifend! ein! ähnliches! Ergebnis:! Der!!

Östrogenrezeptor!GPER!wird!vorwiegend!im!Bereich!der!peritubulären!Zellen!der!SamenkaP

nälchen!(Sternchen,!s.!Abb.!9!A,!C,!E,!G)!exprimiert.!Daneben!waren!bei!allen!Spezies!einzelP

ne,!interstitiell!gelegene!Zellen!GPER!positiv!(Pfeile,!s.!Abb.!9!A,!C,!E,!G).!!

Insbesondere! die!Gewebeproben! von!Mensch! und!Rhesusaffe! (s.! Abb.! 9!APD)! sind! sich! im!

zellulären! Schichtaufbau! ihrer! tubulären!Wände!und!damit! auch! in!der! immunhistochemiP

schen! Färbung! sehr! ähnlich.! GPERPFärbungen! an! testikulären! Schnitten! der! Ratte! zeigten!

zusätzlich!eine!Anfärbung!der!lumennahen!Spermatiden!(Quadrate,!s.!9!G).!Diese!BeobachP

tung!wurde!in!den!immunhistochemischen!Färbungen!ausschließlich!bei!Gewebeproben!von!

Ratten!gemacht.!!

Die!Glattmuskelwände!der!kleinen!und!kleinsten!Gefäße!im!Hoden!jeder!Spezies!zeigten!sich!

durchweg! positiv! für! GPER! und! dienen! somit! als! intrinsische! Positivkontrolle! (Pfeilspitzen,!

s.!Abb.! 9!A,! C,! E,! G).! Die!Negativkontrollen!wurden! entweder! ohne! Erstantikörper! (s.!Abb.!

9!D)!oder!mit!Normalserum!(und!IgG)!durchgeführt!(s.!Abb.!9!B,!F,!H).!Sie!blieben!stets!ungeP

färbt.!

!

!

!
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B 
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!

!
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!

!

!

Abb.! 9:! Immunhistochemische! Färbung! von! Hodenschnitten! des!Menschen! (A,! B),! des! Rhesusaffen! (C,! D),!!
der!Maus!(E,!F)!und!der!Ratte!(G,!H)!mit!αQGPER.!!
Alle!Abbildungen! zeigen!eine!überwiegend!peritubuläre!Expression!von!GPER! (Sternchen,!A,!C,! E,!G).! Zudem!

sind!einige! interstitielle! Zellen!GPERPpositiv! (Pfeile,!A! ,! C,!G,! E).!Die!Gefäßwände!der!Arteriolen! enstprechen!

intrinsischen! Positivkontrolle! (Pfeilspitzen,! A,! C,! G,! E).! Bei! der! Ratte! sind! zusätzlich! lumennahe! Spermatiden!

GPERPpositiv!(Quadrate,!G).!B,!D,!F!und!H!entsprechen!den!jeweiligen!Kontrollen:!Ohne!Erstantikörper!(D)!oder!

mit!Normalserum!(B,!F,!H).!Alle!Schnitte!wurden!mit!Hämatoxylin!gegengefärbt.!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!

!
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 Lokalisation!von!GPER!im!Hoden!!4.2.

Um!die!genaue!Lokalisation!von!GPER! im!Hoden!zu!ermitteln,!wurden!die!Gewebeschnitte!

verschiedener!Spezies!zusätzlich!in!100Pfacher!Vergrößerung!betrachtet!(gezeigt!wird!AffenP

gewebe,! s.!Abb.!10!A,!B).!Die! zytoplasmatische!Anfärbung!der!peritubulären!Zellen! (SternP

chen,! s.!Abb.!10!A)! ist!deutlich! zu!erkennen.!Die!Anfärbung!des!Zytoplasmas! interstitieller!

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

!

!

Abb.!10:!Immunhistochemische!Färbung!von!Hodenschnitten!des!Affen!mit!αQGPER.!
Darstellung!der!zytoplasmatischen!Lokalisation!von!GPER!in!peritubulären!Zellen!(Sternchen,!A)!und!in!interstiP

tiellen!Zellen!(Pfeil,!B).!Die!Schnitte!wurden!mit!Hämatoxylin!gegengefärbt.!Skalierungsbalken!ca.!20!µm.!

!

Zur! Abklärung,! ob! es! sich! bei! den! interstitiellen,! GPERPpositiven! Zellen! um! Zellen! der! ImP

munabwehr! (Mastzellen)! handelt,!wurde! an! humanem!Hodengewebe! eine! ImmunfluoresP

zenzPDoppelfärbung! mit! GPER! (rot;! s.!Abb.!11!A)! und! Mastzelltryptase! (TRY,! grün;!

s.!Abb.!11!B)!durchgeführt!(n!=!4).!Mastzelltryptase!ist!ein!spezifischer!Mastzellinhaltsstoff.!!

Die! Abbildung! 11!A! zeigt! einen! Hodenschnitt! mit! fluoreszenzmarkiertem! Zweitantikörper.!

Wie! zuvor! in! der! immunhistochemischen! Anfärbung! mit! nichtPfluoreszenzmarkiertem!

Zweitantikörper! gegen! αPGPER! (s.! Abb.!9!A,! C,! E,! G)! stellten! sich! die! peritubulären! Zellen!

(Sternchen,!s.!Abb.!11!A)!sowie!einige!der!interstitiellen!Zellen!(Pfeile,!s.!Abb.!11!A)!deutlich!

GPERPpositiv!dar.!Anders!als! in!den! immunhistochemischen!Vorversuchen!waren!zusätzlich!

auch! einige! Zellen! innerhalb! der! Tubuli! GPERPpositiv! (Quadrat,! s.!Abb.!11!A).! In! Abbildung!

11!B!sind!die!MastzelltryptasePhaltigen!Zellen!desselben!Hodenschnitts!grün!dargestellt.!Es!

sind!ausschließlich!einige!der!interstitielle!Zellen!angefärbt!(Pfeilspitzen,!s.!Abb.!11B).!!!

!
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!

Abb.!11:!Fluoreszenzdoppelfärbung!humaner!Hodenschnitte!mit!αQGPER!und!αQMastzelltryptase.!!
GPER!wird!in!!in!den!peritubulären!Zellen!(Sternchen,!A),!in!Zellen!des!Keimepithels!(Quadrat,!A)!und!in!interstiP

tiellen!Zellen!(Pfeile,!A)!exprimiert.!Mastzelltryptase!(grün,!B)!hingegen!wird!ausschließlich!in!interstitiell!geleP

genen!Mastzellen!(Pfeilspitzen,!B)!exprimiert.!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!

!

Eine!großflächige!Überlappung!der!Expression!von!GPER!und!Mastzelltryptase!konnte!nicht!

festgestellt!werden!(vgl.!Abb.!11!A!und!B).!Durch!Überlagerung!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).!!

!

!

Abb.!12:!Überlagerung!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!µm.!

!

Um!die!Expression!von!GPER!genauer!zu!untersuchen,!standen!außer!den!Gewebeschnitten!

auch! Zellkulturen! von! humanen! peritubulären! Hodenzellen! zur! Verfügung.! RTPPCRP

Experimente,! die! für!diese!Arbeit! in!der!Arbeitsgruppe! von!Prof.!Dr.!Mayerhofer!durchgeP

führt!wurden,!konnten!die!Expression!von!GPER!(120!bp)!durch!HTPCs!(s.!Abb.!13!A)!an!drei!

verschiedenen!Patienten!bestätigen!(sequenziertes!PCRPProdukt).!!

A B 

GPER TRY 

!

!
!

!!

!

! 

GPER%+%TRY 



!31! Ergebnisse!

Western!BlotPExperimente! (s.!Abb.!13!B)!zeigten!die!erwartete!Bande!der!HTPCs!von!zwölf!

verschiedenen! Proben! (gezeigt!werden! drei! Proben)! auf! der! für! GPERPtypischen!Höhe! bei!

42!kDa.! Als! Ladungskontrolle! wurde! GAPDH! (37!kDa)! eingesetzt.! Bei! der! GPERPExpression!

konnten!quantitative,!interindividuelle!Unterschiede!zwischen!den!einzelnen!Proben!festgeP

stellt!werden.!!

!
Abb.!13:!Bestätigung!der!Expression!von!GPER!in!kultivierten!HTPCs!dreier!Individuen!(1Q3)!durch!PCR!(A)!und!
Western!Blot!(B).!!!
A:!Die!Negativkontrolle!(–)!enthält!RNA!anstatt!cDNA.!B:!Als!Ladungskontrolle!wurde!GAPDH!(37!kDa)!verwenP

det.!!

!

 !Altersabhängige!GPERQExpression!beim!Affen!4.3.

Zur!Untersuchung! der!GPERPExpression! bei! der! postnatalen!Hodenreifung!wurde!AffengeP

webe!verwendet.!Wie! in!den!Abbildungen!9!A!und!9!C!zu!sehen,!entspricht!die!Expression!

von!GPER! im!Hoden! von! adulten! Rhesusaffen! phänotypisch! der! des!Menschen.!Wie! beim!

Menschen! sind! auch! beim!Rhesusaffen! überwiegend! peritubuläre! Zellen! angefärbt! (SternP

chen,! s.!Abb.!14!A!und!B).!Die!Untersuchung!verschiedener!Reifegrade!des!Primatenhoden!

zeigte,!dass!erst!mit!der!Pubertät!und!beginnender!Spermatogenese!sowie!TestosteronproP

duktion!das!bekannte!GPERPExpressionsmuster!in!den!peritubulären!Zellen!entsteht.!!

Die!Abbildungen!14!A!und!B!zeigen!immunhistochemische!Färbungen!mit!αPGPER!des!aduP

ten,!geschlechtsreifen!Affen!(n!=!3;!s.!Abb.!14!B!als!Vergrößerung!von!Abb.!14!A).!Bei!infantiP

len!Affen!(n!=!!4,!s.!Abb.!14!C)!exprimierten!die!peritubulären!Zellen!kaum!bis!überhaupt!kein!

GPER.!!
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!

!

Abb.!14:!GPERQExpression!während!der!Entwicklung!des!Rhesusaffen.!!
A!und!B!(Vergrößerung!von!A)!zeigen!eine!vorwiegend!peritubuläre!Expression!(Sternchen,!A!und!B)!beim!adulP

ten! Affen.! Abbildung! C! zeigt! einen! infantilen! Affen!mit! fehlender! peritubulärer! Expression! von! GPER! und! D!

einen!juvenilen!Affen!mit!beginnender!peritubulärer!Expression!(Sternchen,!D)!sowie!zunehmender!Anfärbung!

interstitieller!Zellen!(Pfeile,!C!und!D).!Abbildung!E!zeigt!GPERPpositive,!interstitielle!Zellcluster!(Pfeile,!E)!und!die!

ANfärbung!peritubulärer!Zellen! (Sternchen,!E)!beim!präpubertären!Affen.!Als! intrinische!Positivkontrolle! sind!

die!Wände!der!Arteriolen!stets!GPERPpositiv!(Pfeilspitzen,!APD).!Alle!Schnitte!wurden!mit!Hämatoxylin!gegengeP

färbt.!Abbildung!F!ist!eine!Negativkontrolle!des!adulten!Affen!mit!Normalserum.!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!!

!
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Bei! juvenilen!Affen! (n!=!1)! zeigten!sich!einzelne!peritubuläre! (Sternchen,! s.!Abb.!14!D)!und!

viele! interstitielle!Zellen!(Pfeile,!s.!Abb.!14!D)!GPERPpositiv.!An!Gewebeproben!peripubertäP

rer!Affen!(3P4!Jahre!alt;!n!=!2)!zeigten!sich!Cluster!GPERPpositiver,!interstitieller!Zellen!(Pfeile,!

s.!Abb.!14!E)! sowie! eine! diskrete! Zunahme! der! peritubulärer! Zellanfärbung! (Sternchen,!

s.!Abb.!14!E).!Die!Glattmuskelzellen!der!Blutgefäße! im!Hoden!waren!unabhängig!vom!Alter!

des!Affen!stets!GPERPpositiv!(Pfeilspitzen,!s.!Abb.!14!APE)!und!dienen!als!intrinsische!PositivP

kontrolle.!!

!

 !GPERQExpression!bei!infertilen!Männern!!4.4.

Es!ist!bekannt,!dass!sich!der!Phänotyp!und!die!Funktion!der!peritubulären!Zellen!bei!infertiP

len!Männern!verändert! (6,75,76).!Da!die!Expression!von!GPER! in!peritubulären!Zellen!erst!

beim!adulten!Affen!auftrat!und!nicht!beim!noch!zeugungsunfähigen!Heranreifenden,!stellte!

sich!die!Frage,!ob!die!Expression!von!GPER!durch!die!HTPCs!in!Zusammenhang!mit!der!FertiP

lität! steht.! Zu!diesem!Zweck!wurden!Hodenbiospien!von!Patienten!mit! „Sertoli!Cell!Only“P

Syndrom! (SCO;! n! =! 5),! ! „Germ! Cell! Arrest“PSyndrom! (GA;! n! =! 2)! und! ! „Mixed! Atrophy“P

Syndrom!(MA;!n!=!5)!untersucht.!!

!

Abb.!15!AQB:!GPERQExpression!bei!Patienten!mit!SCO!und!GA.!!
Patienten!mit!SCO!(A)!zeigen!einen!nahezu!vollständigen!Verlust!peritubulär!exprimierten!GPERs,!während!bei!

Patienten!mit!GA! (B)!noch!einige!GPERPpositive!HTPCs!vorhanden!sind! (Sternchen,!B).!Als! intrinische!PositivP

kontrolle! sind! die!Wände! der! Arteriolen! stets! GPERPpositiv! (Pfeilspitzen,! A! und! B).! Die! Schnitte!wurden!mit!

Hämatoxylin!gegengefärbt.!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!!

!

Bei!allen!Patienten!zeigte!sich!in!den!Tubuli!mit!beeinträchtigter!Spermatogenese!eine!deutP

liche!Reduktion!bis!hin!zum!völligen!Verlust!von!GPER!in!peritubulären!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!Vergrößerung!Abb.!16!B)!konnP

te! die! Reduktion! von!GPER! besonders! gut! evaluiert!werden.! Bei! dieser! Erkrankung! liegen!

funktionierende!Tubuli!mit!normaler!Spermatogenese!und!GPERPExpression!der!peritubuläP

ren!Zellen!(Sternchen,!s.!Abb.!16!A!und!B)!direkt!neben!degenerierten!Tubuli!mit!reduzierter!

GPERPExpression.!Somit!konnten!methodisch!bedingte!Artefakte!sicher!ausgeschlossen!werP

den.!!

!

!

Abb.!16:!GPERQExpression!bei!Patienten!mit!MA.!!
B!ist!die!Vergrößerung!von!A.!Morphologisch!unauffällige!Tubuli!weisen!die!normale!GPERPExpression!in!HTPCs!

auf!(Sternchen,!A!und!B),!wohingegen!in!hyalinisierten!Tubuli!keine!GPERPExpression!mehr!nachweisbar!ist.!Die!

Glattmuskelzellen!der!Blutgefäße!sind!GPER!positiv!(Pfeilspitzen,!A!und!B).!Die!Schnitte!wurden!mit!HämatoxyP

lin!gegengefärbt.!Skalierungsbalken!ca.!50!µm.!!

!

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

Um! die! Funktionalität! von! GPER! zu! untersuchen! wurden! kultivierte! HTPCs! verwendet.! Es!

wurden! Untersuchungen! zum! Signalweg! (Ca
2+
PMessungen)! und! zur! Proliferation! (DAPIP

Färbungen,!CASY!und!„live!cell“PBeobachtungen)!von!HTPCs!durchgeführt.! !Zur!Stimulation!

wurden!G!1,!G!15!und!Östradiol!eingesetzt.!G!1!gilt!bis!zu!einer!Konzentration!von!10!µM!als!

spezifischer,!artifizieller!Agonist!am!GPER!(47,63,71).!G!15!ist!ein!spezifischer!Antagonist!am!

GPER! (47,63,72).!Östradiol! (E2)! ist!ein!natürlich! im!Körper!vorkommendes,!potentes!ÖstroP

gen!(40).!
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4.5.1. Ca2+QMessungen!

Einigen!Studien!zufolge!kann!G!1!über!GPER!schnelle!Signalwege!induzieren,!die!unter!andeP

rem!zu!einer!transienten!Erhöhung!des!intrazellulären!Ca
2+
PSpiegels!führen!(54,67).!!

!

!

!

Abb.!17:!Ca2+QMessungen!an!HTPCs!nach!G!1QStimulation.!!
Abbildung!A!zeigt!mit!FluoP4!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!Intensität!des!

Signals!wieder.!Skalierungsbalken!ca.!20!µm.!Abbildung!B!zeigt!drei!exemplarische!HTPCs! (Zelle!1P3;!blau,! rot!

und!grün)!und!die!Reaktion!auf!die!Zugabe!von!DMSO!und!G!1!in!10!nM,!100!nM,!1!µM!und!3!µM!(Pfeile).!Nach!

Zugabe!von!Histamin!(Positivkontrolle)!zeigt!sich!eine!deutliche!Reaktion!der!Zellen.!Die!basale!Linie!(schwarz)!

beweist!einen!störungsfreien!Hintergrund.!!

!

Diesen! Calciumanstieg! kann!man!mit! Hilfe! des! fluoreszierenden! Farbstoffs! FluoP4! sichtbar!

machen.!Die!Reaktion!der!HTPCs!auf!die! Zugabe!von!G!1!wurde! im! folgenden!Experiment!

untersucht.!Da!G!1!in!DMSO!gelöst!wird,!wurden!die!Zellen!zur!Kontrolle!mit!DMSO!(0,01!%)!

stimuliert.! In!den!durchgeführten!Versuchen!blieb!der!erwartete!Ca
2+
PAnstieg!nach!Zugabe!
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von!G!1!aus! (s.!Abb.!17).!Um!methodische!Probleme!auszuschließen!und!die!Vitalität!bzw.!

Funktionalität!der!Zellen!zu!überprüfen,!wurde!im!selben!Versuchsaufbau!Histamin!als!PosiP

tivkontrolle!zugegeben!(77).!

Da!G!1!physiologisch!nicht! im!menschlichen!Körper! vorkommt,!wurden!die!Versuche!auch!

mit!Östradiol!(E2)!durchgeführt.!E2!wirkt!allerdings!nicht!nur!über!GPER,!sondern!auch!bzw.!

vor! allem! über! ESR!1! und! ESR!2.! Da!Östradiol! in! Ethanol! gelöst!wird,!wurde! zur! Kontrolle!

Ethanol!in!entsprechender!Konzentration!verwendet.!Beide!Substanzen!lösten!keinen!nachP

weisbaren!Calciumanstieg!aus.!Die!Positivkontrolle!mit!Histamin!(77)!löste!in!beiden!VersuP

chen!einen!intrazellulären!Calciumanstieg!aus!und!bestätigte!so!die!Vitalität!und!FunktionaliP

tät!der!Zellen!(s.!Abb.!17!und!Abb.!18).!Der!Hintergrund!blieb!stets!signalfrei.!

!

Abb.!18:!Ca2+QMessungen!an!HTPCs!nach!E2QStimulation.!!
Abbildung!C!zeigt!drei!exemplarische!HTPCs!(Zelle!1P3;!Blau,!rot!und!grün)!und!ihre!Reaktion!auf!die!durch!PfeiP

le! gekennzeichnete!Zugabe!von!Ethanol! (Kontrolle)!und!E2!! in!1!nM,!10!nM,!100!nM!und!1!µM.!Nach!Zugabe!

von!Histamin!(Positivkontrolle)!zeigt!sich!eine!deutliche!Reaktion!der!Zellen.!Die!basale!Linie!(schwarz)!beweist!

einen!störungsfreien!Hintergrund.!!

!

4.5.2. DAPIQKernfärbungen!

Um!zu!untersuchen,!ob!und!wie!kultivierte!HTPCs!auf!die!Stimulation!von!GPER!reagieren,!

wurden!Mitosestadien!unter!dem!Mikroskop!beurteilt.!Dazu!wurden!HTPCs!dreier!IndividuP

en!(n!=!3)!auf!Deckgläschen!ausgesät,!über!einen!Zeitraum!von!24!h!mit!G!1!stimuliert!und!

anschließend! ! fixiert!und!mit!DAPI!eingefärbt.!Die!Kontrolle!wurde!mit!DMSO!anstelle!von!

G!1!durchgeführt.!
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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!Vergrößerung!Abb.!19!C).!Nach!Stimulation!

mit!G!1! konnten! nahezu! keine!Mitosefiguren! gefunden!werden! (s.! Abb.!19!A).! G! 1! könnte!

somit!die!Mitose!der!HTPCs!hemmen,!also!antiproliferativ!wirken.!!

!

Abb.!19:!DAPIQFluoreszenzfärbung!der!Zellkerne!von!HTPCs.!
HTPCs! (n!=!3),!die!24!h!mit!G!1! (A)!oder!DMSO!zur!Kontrolle! (B!und!Vergrößerung!C)!behandelt!wurden.!Die!

G!1Pbehandelten!HTPCs!zeigen!keine!Mitosefiguren.!In!DMSOPbehandelten!Kontrollen!hingegen!sind!verschieP

dene!Mitosefiguren!vorhanden!(z.!B.!Telophase,!19!C).!Skalierungsbalken!ca.!25!µm.!!

!
4.5.3. Versuche!mit!CASY!

Da!die!Darstellung!der!Mitosefiguren!keine!quantitative!Aussage!über!die!Proliferationsrate!

zulässt,! wurden! die! kultivierten! HTPCs! im! nächsten! Experiment! nach! 24Pstündiger! G!1P

Stimulation!mit!Hilfe!von!CASY!(automatisiertes!Zellzählsystem)!ausgezählt.!!

!

!

Abb.!20:!Zellzahlbestimmung!mit!CASY.!!
Die! Graphik! zeigt! die! normierte! Zusammenfassung! der! Zellzahlbestimmungen! mit! CASY! von! fünf! einzelnen!

Experimenten!(n!=!5).!Zellkulturen,!die!für!24!h!mit!G!1!anstelle!von!DMSO!(Kontrolle)!stimuliert!wurden,!weiP

sen!eine!signifikante!(*)!Reduktion!der!Zellzahl!auf!(rechter!Balken).!!

!

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

die!zur!Kontrolle!nur!mit!DMSO!behandelt!wurden!zeigten!ein!natürliches!Zellwachstum!mit!
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normaler!Zellproliferation!(s.!Abb.!20).!Die!Stimulation!mit!G!1!reduzierte!diese!ZellvermehP

rung!signifikant!(„Student’s!tPtest“).!Das!Experiment!wurde!fünfmal!unabhängig!voneinander!

durchgeführt.!!

!

4.5.4. „Live!Cell“Q!Beobachtungen!

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

Zellen!für!24!h!unter!dem!Mikroskop!beobachtet.!

!

!

!
Abb.!21:!„TimeQLapse“QBilderfolge!von!HTPCs!nach!Stimulation!mit!G!1!und!G!15.!!
Die!Abbildungen!APD!zeigen!einen!Ausschnitt!aus!einer!Kultur!von!HTPCs!direkt!nach!Zugabe!von!G!1!(A)!und!

denselben!Ausschnitt!24!h!später!(B)!mit!verringerter!Zellzahl!sowie!rundlichen,!abgelösten!Zellen.!Für!Abb.!C!

und!D!wurden!die!Kulturschalen!30!min! lang!mit!G!15!vorstimuliert.!C!zeigt!einen!Ausschnitt!der!HTPCPKultur!

direkt! nach! Zugabe! von!G!1,!D! zeigt! denselben!Ausschnitt! 24!h! später!mit! unauffälliger! Zellproliferation!und!

Morphologie.!Skalierungsbalken!ca.!25!µm.!

!

G!1""0!h! G!1""24!h!

A! B!

G!1"+"G!15##0!h! G!1"+"G!15##24!h!

C! D!
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Dazu!wurden!ausgewählte!Bildausschnitte!drei!verschiedener!HTPCPZellkulturen!(n!=!3)!alle!

10!min!fotografiert!und!anschließend!ein!„TimePLapse“PVideo!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!veränderten!ihre!Morphologie.!Abb.!21!A!zeigt!einen!Bildausschnitt!der!HTPCP

Kulturschale!unmittelbar!nach!Zugabe!von!G!1!(Zeitpunkt!0).!Abb.!21!B!zeigt!denselben!BildP

ausschnitt! nach! 24!h! (unter! den! üblichen! Kulturbedingungen).! Die! Zellen! wurden! zunehP

mend!rund!und!lösten!sich!teilweise!vom!Boden!der!Kulturschale!(vgl.!Abb.!21!A!und!21!!B).!

Möglicherweise!fand!sogar!Zelltod!statt.!!

Dieser! antiproliferative! Effekt! ließ! sich! durch! 30Pminütige! Vorstimulation! mit! dem! GPERP

spezifischen!Antagonisten!G!15!komplett!unterdrücken!(vgl.!Abb.!21!C!und!D).!Die!mit!G!15!

vorbehandelten! Zellen! zeigten! neben! dem! normalen! Zellwachstum! auch! eine! unauffällige!

Morphologie!(s.!Abb.!21!D).!! !
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5. Diskussion!
Primäres!Ziel!der!vorliegenden!Arbeit!war!es,!das!Vorkommen!von!GPER!im!Hoden!zu!unterP

suchen.!Darüber!hinaus!wurden!Untersuchungen!zur!Funktion!von!GPER!durchgeführt.!Dazu!

wurden!immunhistochemische!Analysen!von!Hodengewebeschnitten!verschiedener!Spezies!

sowie!funktionelle!Untersuchungen!an!kultivierten!HTPCs!durchgeführt.!!

Zum!ersten!Mal!konnte!gezeigt!werden,!dass!GPER!von!den!peritubulären!Zellen!der!SamenP

kanälchen! SpeziesPunabhängig! (Maus,! Ratte,! Affe,!Mensch)! beim!Adulten! exprimiert!wird.!

Außerdem!weisen!die! Ergebnisse! darauf! hin,! dass! diese! Expression! in! Zusammenhang!mit!

der!Funktion!des!Hodens!und!der!männlichen!Fertilität!steht.!!

!

 GPERQLokalisation!im!Primatenhoden!5.1.

Die!Studien!der! letzten! Jahre!zeigen,!dass!die!glatten!Muskelzellen!der!Gefäße!eine!starke!

GPERPExpression! aufweisen! (51,55,57,63).! Dies! ist! konsistent!mit! den! Beobachtungen! der!

vorliegenden! immunhistochemischen! Analyse! von! testikulären!Gewebeproben! verschiedeP

ner!Spezies!(Maus,!Ratte,!Affe,!Mensch).!Die!GPERPExpression!durch!Gefäßmuskelzellen!der!

interstitiellen!Hodengefäße!war!unabhängig!von!Spezies,!Alter!oder!Fertilitätsgrad!durchgeP

hend!gleichmäßig!stark!zu!beobachten!und!diente!als!intrinsiche!Kontrolle!für!den!FärbungsP

erfolg.!

In!der!vorliegenden!Studie!waren!zusätzlich!vereinzelte,! interstitiell!gelegene!Zellen! im!HoP

den! GPERPpositiv.! Die! Anzahl! der! interstitiellen,! GPERPpositiven! Zellen! variierte! vor! allem!

während!der!Reifung!des!Hodens.!Beim!adulten!Menschen!und!beim!adulten!Affen!fanden!

sich!lediglich!vereinzelt!GPERPpositive!Zellen!im!Interstitium.!In!der!Pubertät!hingegen!zeigP

ten!sich!deutlich!erkennbare!Zellcluster!von!GPERPpositiven!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!testikuläre!Mastzellen!

handeln!könnte.!Das!Vorkommen!von!Mastzellen!im!Interstitium!des!humanen!Hodens!wurP

de!bereits!beschrieben! (18,31).!Eine!Doppelfärbung!mit!Mastzelltryptase!und!GPER!an!huP

manen!Hodengewebeproben!zeigte!jedoch,!dass!lediglich!ein!geringer!Teil!der!interstitiellen,!

GPERPpositiven!Zellen! tatsächlich!den! testikulären!Mastzellen!entspricht.!Die!Mehrheit!der!

GPERPpositiven,!interstitiellen!Zellen!exprimierte!allerdings!keine!Mastzelltryptase.!!

Möglicherweise! handelt! es! sich! bei! dem!Großteil! der!GPERPpositiven,! interstitiellen! Zellen!

um!LeydigPZellen.!Die! Expression! von!GPER! in! interstitiell! gelegenen! LeydigPZellen!des!HoP
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dens!wurde!bereits!in!mehreren!Studien!gezeigt!(66,69).!Es!bedarf!jedoch!weiterer!Studien!

um!zu!klären,!ob!es!sich!bei!den!GPERPpositiven!interstitiellen!Zellen!um!LeydigPZellen!oder!

andere,!noch!zu!identifizierende!Zelltypen!handelt.!

In!der! Literatur! finden!sich!widersprüchliche!Angaben!bezüglich!der! zellulären!Lokalisation!

von!GPER!in!den!Hodenkanälchen.!Rago!et!al.!und!Chevalier!et!al.!bewiesen!das!Vorkommen!

von!GPER!in!humanen!SertoliPZellen!(66,69).!Dies!konnte! in!der!vorliegenden!Arbeit!weder!

beim!Primaten!noch!beim!Nager!bestätigt!werden.!Chevalier!et!al.!(66)!fanden!außerdem,!im!

Gegensatz!zu!al!Rago!et!al.!(69),!einen!Hinweis!auf!das!Vorkommen!von!GPER!in!den!KeimP

zellen!des!Hodens.!In!der!vorliegenden!immunhistochemischen!Analyse!waren!SertoliPZellen!

wie! auch! Keimzellen! in! allen! getesteten! Spezies! (Maus,! Affe,!Mensch)! weitgehend! GPERP

negativ.! Für! die! Experimente!dieser!Arbeit!wurde!ein!RezeptorPAntikörper! verwendet,! der!

den!extrazellulären!NPTerminus!des!humanen!G!ProteinPgekoppelten!Rezeptors!erkennt.!Mit!

diesem! RezeptorPAntikörper! wurden! zwei! unterschiedliche! methodische! Ansätze! der! ImP

mundetektion!verfolgt.! In!der!ABC/DABPMethode!blieb!das!Keimepithel!stets!ungefärbt,! leP

diglich! in! der! FluoreszenzPDoppelfärbung! humaner! Hodenschnitte! zeigte! sich! das!

Keimepithel!schwach!positiv!für!GPER!(s.!Abb.!11!B).!Alle!weiteren!Ergebnisse!der!ABC/DABP

Methode! und! der! Immunfluoreszenzuntersuchungen! stimmten! überein.! Die! verwendeten!

Methoden!unterscheiden!sich!vor!allem!durch!unterschiedliche!Zweitantikörper.!Die!KeimP

zellfärbung! in! der! Immunfluoreszenzuntersuchung! ist! daher! beispielsweise! durch! eine! unP

spezifische!Reaktion!des!FluoreszenzPmarkierten!Zweitantikörpers!zu!erklären.!Eine!KeimzellP

lokalisation!von!GPER!muss!aber!in!Betracht!gezogen!werden.!

Bei!immunhistochemischen!Färbungen!an!testikulärem!Rattegewebe!ergaben!sich!Hinweise!

auf!eine!Expression!von!GPER!in!den!lumennah!gelegenenen!Spermatiden!(s.!Abb.!9!G).!DaP

bei!könnte!es!sich!um!eine!unspezifische!Färbung!handeln,!da!die!Spezifität!des!verwendeP

ten!Antikörpers! (αPhuman!GPER)!nur!an!humanen!Zellen! (HTPCs),!nicht!aber!an!RattengeP

webe! in! Western! BlotPExperimenten! erhärtet! wurde! (singuläre! Bande! bei! 42!kDa;!

s.!Abb.!13!B;!(68).!

Die! in!den!bisherigen!Publikationen!beschriebenen!Unterschiede!der! zellulären!Zuordnung!

von!GPER!im!Hodengewebe!sind!auffällig.!Möglicherweise!stehen!sie!in!Zusammenhang!mit!

der!Verwendung!verschiedener!primärer!GPERPAntikörper!und!einer!unterschiedlichen!SenP

sitivität!oder!Spezifität.!Auch!die!LigandenPBindungsstelle!am!transmembranösen!GPER!auP

ßerhalb! oder! innerhalb! der! Zellmembran! beziehungsweise! der!MembranPumschließenden!
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Organelle! spielt! eine! Rolle.! Dabei! können! Fixation! und!Aufbereitung! des!Gewebes! das! ErP

gebnis! von! immunhistochemischen! Untersuchungen! beeinflussen.! Um! dieses! Problem! zu!

umgehen,!müssten! Studien!mit! standardisiertPfixiertem!Hodengewebe,!mehreren! AntikörP

pern!und!verschiedenen!Färbemethoden!durchgeführt!werden.!!

Überraschend! und! bisher! nicht! beschrieben! war! das! Hauptergebnis! dieser! Untersuchung:!!

GPER!kommt!bei!allen!getesteten!adulten!Spezies!(Maus,!Ratte,!Affe,!Mensch)! in!den!periP

tubulären!Zellen!der!Samenkanälchen!vor.!Die!Expression!von!GPER!durch!die!peritubulären!

Zellen!konnte!in!jedem!durchgeführten!Färbeversuch,!also!unabhängig!vom!Zweitantikörper!

sowohl! bei! der! ABC/DABPMethode! wie! bei! der! Immunfluoreszenzmethode! nachgewiesen!

werden.!Zudem!konnte!das!Vorkommen!von!GPER!in!den!peritubulären!Zellen!anhand!einer!

etablierten!Kultur!von!HTPCs!(15,34,77)!im!Western!Blot!sowie!durch!RTPPCR!und!SequenzieP

rung!bestätigt!werden.!!

!

 Intrazelluläre!Lokalisation!von!GPER!!5.2.

Die! intrazelluläre!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!UmbiliP

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! SemiP

nomzelllinie,! die! eine! zytopasmatische! wie! auch! eine! membranständige! Expression! von!

GPER! fand! (66).! Aufgrund! der! diversen! Studienergebnisse!wäre! es! also! denkbar,! dass! die!!

zelluläre!Lokalisation!von!GPER!grundsätzlich!variabel!ist.!!

GPER! gehört! zur! Gruppe! der! G! ProteinPgekoppelten! Rezeptoren! und! besitzt! eine! transP

membranöse,!heptahelicale!Verankerung!in!einer!Membran!(54,78).!Dabei!kann!es!sich!um!

die!Zellmembran!oder!aber!die!Membran!von!Zellorganellen!handeln.!Da!Östradiol!als!der!

physiologische!Ligand!am!GPER!Zellmembranen!durchdringen!kann,!erscheint!eine!intrazelP

luläre!Lokalisation!plausibel!und!könnte!in!Zusammenhang!mit!spezifischen!Funktionen!des!

GPER!stehen.!In!der!vorliegenden!Studie!wurde!an!optimal!fixiertem!Hodengewebe!des!AfP

fen!beobachtet,!dass!GPER!in!den!interstitiellen!und!peritubulären!Zellen!vorwiegend!zytoP

plasmatisch!vorliegt! (s.!Abb.!10!A!und!10!B).!Die! Lokalisation!von!GPER!konnte!weder!dem!

Zellkern!noch!der!Zellmembran!zugeordnet!werden.!Eine!endgültige!Beurteilung!der!zelluläP
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ren! Lokalisation! von! GPER! in! peritubulären! Zellen! kann! aufgrund! der! bisherigen! UntersuP

chungen!an!Paraffinmaterial!jedoch!nicht!getroffen!werden.!!

!

 Aktivierung!von!GPER!in!HTPCs!5.3.

Die!Bindung!von!Östradiol!an!die!klassischen!Östrogenrezeptoren!ESR!1!und!ESR!2!bewirkt!

eine!Translokation!derselben!in!den!Zellkern,!wo!sie!die!Funktion!von!Transkriptionsfaktoren!

übernehmen.!Nach!Stimulation!mit!Östradiol!beobachtete!man!in!der!Zelle!neben!den!ReakP

tionen!auf!genomischer!Ebene!zudem!die!!schnelle!Generierung!von!„Second!Messengern“!

wie!Ca
2+
!und!Stickstoffmonoxid! (52,79,80).!Zelluläre!Konsequenzen!der!Aktivierung!solcher!

„Second!Messenger“!beinhalten!unter!anderem!Adhäsion,!Migration!und!Proliferation!(54).!

ExtrazellulärPsignalregulierte! Kinasen! (ERKs)! werden! von! extrazellulären! Signalmolekülen,!

unter!anderem!über!G!ProteinPgekoppelte!Rezeptoren!aktiviert!und!sind!dann!für!die!intraP

zelluläre!Signaltransduktion!zuständig.!So!werden!Vorgänge!wie!Proliferation!oder!DifferenP

zierung! in!der!Zelle!gesteuert! (81,82).!Seit!eine!Korrelationen!zwischen!der!Expression!von!

GPER!und!der!ÖstrogenPvermittelten!Aktivierung!von!ERKs!bekannt! ist! (61,80),!nimmt!man!

an,! dass!GPER! als!MembranPgebundener!Rezeptor! schnelle,! nichtPgenomische!ÖstrogenefP

fekte!vermittelt!(54,56,57).!!

Revankar! et! al.! belegten! 2005! die! Mobilisierung! von! Ca
2+
! durch! Stimulation! mit! 17!βP

Östradiol! an! GPERPtransfizierten! Nierenzellen! des! Affen! (54).! In! der! vorliegenden! Studie!

ergaben!die!an!HTPCs!durchgeführten!Ca
2+
PMessungen!mit!der!verwendeten!Methode!und!

FluoP4!als!Indikator!nach!Stimulation!mit!dem!spezifischen!GPERPAgonisten!G!1!oder!ÖstraP

diol!keinen!messbaren!intrazellulären!Ca
2+
PAnstieg,!obwohl!die!mit!Histamin!durchgeführte!

Positivkontrolle!(77)!stets!eine!Reaktion!auslöste.!Aufgrund!des!negativen!Befundes!wäre!es!

denkbar,!dass!der!in!den!HTPCs!vorkommende!GPER!nicht!funktionell!ist.!Die!nachfolgenden!

Experimente!zur!Inhibition!der!Zellproliferation!sprechen!allerdings!für!funktionelle!GPERs!in!

HTPCs.!Wurden!die!HTPCPZellkuluturen!mit!dem!GPERPAgonisten!G!1!stimuliert,!zeigte!sich!

eine!Abnahme!der!Proliferationsrate!von!HTPCs.!Durch!die!zusätzliche!Gabe!des!AntagoniP

sten!G!15!konnte!dieser!Effekt!gehemmt!werden!und!es!resultierte!eine!normale!ZellprolifeP

rationsrate.!Die!Diversität!im!„Signaling“!könnte!auch!Folge!der!unterschiedlichen!LokalisatiP

on!des!Rezeptors!in!der!Zelle!sein.!Da!die!vorliegende!Studie!als!erste!ihrer!Art!die!ExpressiP

on!von!GPER!an!humanen,!peritubulären!Hodenzellen!getestet!hat,!kann!hierzu!bislang!keine!

abschließende!Aussage!getroffen!werden.!!
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 GPERQvermittelte!antiproliferative!Wirkung!auf!HTPCs!5.4.

Der!zuvor!nicht!beschriebene,!immunhistochemische!Nachweis!von!GPER!in!adulten!humaP

nen!peritubulären!Hodenzellen!war!Anlass!für!weitere!Untersuchungen!an!HTPCs.!!

Funktionelle!Untersuchungen!mit!dem!spezifischen!Agonisten!G!1!ergaben,!dass!die!AktivieP

rung!von!GPER!zu!einer!reduzierten!Proliferationsrate!der!HTPCs!führt.!Dieser!Effekt!konnte!

durch! die! Zugabe! von! G!15,! einem! spezifischen! Antagonisten! am! GPER! vollständig! unterP

drückt!werden.! Chimento! (68)! beschrieb! eine! über!GPERPvermittelte! antiproliferative!WirP

kung!in!LeydigPTumorzellen!der!Ratte,!Allerdings!nur!in!pathologisch!veränderten!TumorzelP

len,!die!anders!als!normale!LeydigPZellen!außer!GPER!auch!ESR!1!und!ESR!2!exprimieren!(68).!

Auch!in!hormonsensitiven!Brustkrebszellen!(67)!und!in!Ovarialkrebszellen!(83)!hatte!die!AkP

tivierung!von!GPER!mit!G!1!einen!antiproliferativen!Effekt.!Im!Gegensatz!dazu!ergab!die!AkP

tivierung!von!GPER! in!einer!humanen!SeminomPZelllinie!einen!proliferativen!Effekt!auf!die!

Zellen! (66).! Aufgrund! der! unterschiedlichen! Ergebnisse! verschiedener! Studien! kann! man!

davon!ausgehen,!dass!die!GPERPinduzierte!Wirkung!auf!die!Zelle!zelltypspezifisch!variabel!ist!

und/oder!von!der!Koexpression!anderer!Östrogenrezeptoren!abhängt.!!

Die! in!der!HTPCPZellkultur!beobachtete!GPERPvermittelte!antiproliferative!Wirkung!auf!das!

Zellwachstum!könnte!von!pathophysiologischer!Bedeutung!sein.!Die!Tatsache,!dass!sich!TuP

buluswände! bei! Infertilität! verdicken! (6,15,18),! könnte! darauf! hindeuten,! dass! HTPCs! verP

mehrt! proliferieren.! Dies! könnte! in! Zusammenhang! mit! einer! Reduktion! der! GPERP

vermittelten!antiproliferativen!Wirkung!stehen.!!

Beim! Affen! zeigte! sich! mit! Eintritt! der! Pubertät! eine! signifikante! Zunahme! der! GPERP

Expression!durch!peritubuläre!Zellen.!Zeitgleich!sind!die!Tubuli!ausgewachsen!und!ihre!ZellP

proliferation!wird!durch!einen!bisher!unbekannten!Mechanismus!gebremst.!Ein!ZusammenP

hang!wäre!hier!durchaus!denkbar,!muss!aber!in!weiteren!Studien!erst!erforscht!werden.!!Der!

Verdacht!einer!GPERPvermittelten!antiproliferativen!Wirkung!wird!durch!die!phänotypische!

Ähnlichkeit! zwischen! Glattmuskelzellen! von! Gefäßwänden! und! peritubulären! glattmusP

kelähnlichen! Zellen! weiter! erhärtet.! In! Studien! an! Glattmuskelzellen! von! Arterienwände!

konnte!eine!GPERPvermittelte!Inhibition!der!Proliferation!bereits!gezeigt!werden!(57,84).!!

! !
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 Zusammenhang!zwischen!der!GPERQExpression!im!Hoden!und!Fertilität!5.5.

Östrogenrezeptoren! spielen! im!Hoden!eine!wesentliche!Rolle! für!die! Entwicklung!bzw.! für!

die! Aufrechterhaltung! der! männlichen! Fertilität! (85).! In! der! vorliegenden! Untersuchung!

konnte!gezeigt!werden,!dass!die!peritubuläre!GPERPExpression!bei!infertilen!Männern!deutP

lich! reduziert! ist! oder! sogar! komplett! verschwindet.! Untersuchungen! zur! Expression! von!

GPER!während!der!Entwicklung!und!Reifung!des!Hodens!festigten!den!Zusammenhang!zwiP

schen!der!peritubulären!Expression!von!GPER!und!der!Fertilität.!Für!die!Untersuchungen!am!

unreifen!Hoden!wurden!Gewebeproben!vom!Affen!verwendet.!Das!Hodengewebe!des!Affen!

ist!dem!menschlichen!Hodengewebe!anatomisch!und!physiologisch!sehr!ähnlich.!Es!konnte!

gezeigt!werden,! dass!GPER! beim!Rhesusaffen! erst! ab! der! Pubertät! von! den! peritubulären!

Zellen! exprimiert! wird.! Zuvor! findet! keine! GPERPExpression! im! Bereich! der! Tubuluswände!

statt.!!

Die! Expression! in! Glattmuskelzellen! der! Gefäße! (51,63)! blieb! auch! bei! reduzierter! GPERP

Expression! durch! die! peritubulären! Zellen! unverändert.! Technische! Probleme! konnten! so!

ausgeschlossen!werden.!!

Der! Beginn! der!GPERPExpression! in! peritubulären! Zellen!mit! Eintritt! in! die! Pubertät! (beim!

Affen)!und!der!Verlust!der!Expression!bei!Infertilität!(des!erwachsenen!Mannes)!lässt!vermuP

ten,!dass!GPER!an!der!Ausbildung!und!dem!Erhalt!der!männlichen!Fertilität!maßgeblich!beP

teiligt! ist.! HTPCs! bilden! eine! Vielzahl! von! Faktoren! (z.!B.! GDNF)! und! beeinflussen! so! die!

Spermatogenese! (8).!Möglicherweise! wird! die! Funktion! der! peritubulären! Zellen!mitunter!

über!GPER!gesteuert.!

Versuche!mit!GPERP„Knockout“PMäusen!zeigten,!dass!das!Vorhandensein!von!GPER!für!die!

Fertilität!nicht!notwendig! ist.!Auch!die!bei!ESR!1P!und!ESR!2P„Knockout“PMäusen!auftretenP

den!morphologischen!Veränderungen!des!Reproduktionstraktes,!blieben!bei!Versuchen!mit!

GPERP„Knockout“!Mäusen!aus!(47,86).!GPER!scheint!also!nicht!für!die!Entstehung!der!InfertiP

lität!bei!der!Maus!verantwortlich!zu!sein,!sondern!könnte!als!Folge!der!Infertilität!reduziert!

sein.!Somit!könnte!GPER!gegebenenfalls!als!Prädiktor! für!das!Maß!der!Fertilität/Infertilität!

herangezogen! werden.! Ebenfalls! denkbar! wären! speziesspezifisch! unterschiedliche! Folgen!

des!GPERP„Knockouts“.!In!Studien!zum!Expressionsverhalten!von!ESR!1!wurden!bereits!speP

ziesabhängige! Unterschiede! gefunden! (10,46).! Solche! Unterschiede! wären! auch! für! GPER!

denkbar.! Leider! gibt! es! außer! der! Studie! an! Mäusen! bisher! keine! Daten! über! GPERP

„Knockout“PVersuche.!! !
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6. Zusammenfassung!

Im!menschlichen!Hoden!wurden!bisher!drei!funktionell!relevante!Östrogenrezeptoren!idenP

tifiziert:! Die! zwei! klassischen,! kernständigen!Östrogenrezeptoren! ESR!1! und! ESR!2! und! der!

membranständige,! G! ProteinPgekoppelte! Rezeptor! GPER.!Während! die! beiden! klassischen!

Östrogenrezeptoren!bereits! im!Fokus!zahlreicher!Studien!standen,!gibt!es!bisher!nur!wenig!

Information!über!Funktion!und!Vorkommen!von!testikulärem!GPER!und!dessen!Funktion.!In!

der!vorliegenden!Arbeit!wurde!eine!immunhistochemische!Analyse!der!testikulären!ExpresP

sion! von!GPER!an! verschiedenen!NagerP! und!Primatenspezies! durchgeführt.! Sie! zeigt! erstP

mals,! dass!GPER! speziesunabhängig! im!Hoden!nicht!nur! in! interstitiellen!Zellen!und!Zellen!

von!Gefäßwänden,! sondern!auch! in!peritubulären!glattmuskelähnlichen!Zellen!der!SamenP

kanälchen!vorhanden! ist.!Diese!peritubuläre!Expression!von!GPER!konnte! im!Western!Blot!

sowie!in!der!RTPPCR/Sequenzierung!an!isolierten!Zellen!bestätigt!werden.!!

Anhand!einer!etablierten!Zellkultur!von!humanen!testikulären!peritubulären!Zellen!(HTPCs)!

konnte! weiterhin! gezeigt! werden,! dass! die! Stimulation! von! GPER! mit! dem! RezeptorP

spezifischen! Agonisten! G!1! zu! einer! signifikanten! Reduktion! der! Anzahl! von! HTPCs! führt.!

G!15,!ein!spezifischer!Antagonist!am!GPER,!blockierte!die!G!1Pvermittelte!Wirkung!vollstänP

dig.!GPER!scheint!an!der!Regulation!von!Proliferation!und!möglicherweise!Apoptose!in!den!

testikulären!peritubulären!Zellen!beteiligt!zu!sein.!!

Peritubuläre!Hodenzellen!ändern!während!der!Entwicklung!und!bei!der!Entstehung!von!InP

fertilität!sowohl! ihren!Phänotyp!als!auch! ihre!Funktion.! In!der!vorliegenden!Arbeit!wurden!

Hodenproben! vom! Rhesusaffen! in! verschiedenen! Entwicklungsstufen! hinsichtlich! der! ExP

pression! von!GPER! untersucht.! GPER! konnte! in! den! testikulären,! peritubulären! Zellen! der!

Rhesusaffen!erst!ab!der!Pubertät!nachgewiesen!werden.!Bei!unreifen,!präpubertären!Affen!

waren! lediglich! interstitielle! Zellen! und! Zellen! der! Gefäßwände!GPERPpositiv,! nicht! jedoch!

die!peritubulären!Zellen.!Interessanterweise!wiesen!die!HTPCs!von!infertilen!Männern!ebenP

falls!eine!deutliche!Reduktion!der!peritubulären!GPERPExpression!auf.!Anhand!der!GewebeP

proben! von! Patienten! mit! gemischter! Atrophie,! KeimzellarrestP! und! „Sertoli! Cell! Only“P

Syndrom! konnte! dies! untersucht! werden:! Die! Wände! von! Hodenkanälchen! mit! gestörter!

Spermatogenese! wiesen! einen! Verlust! von! GPER! auf.! Dabei! korrelierte! der! degenerative!

Umbau!mit!dem!Ausmaß!des!Verlustes!von!GPER.!In!vollständig!fibrosierten!Tubuluswänden!

ließ!sich!in!den!HTPCs!überhaupt!kein!GPER!mehr!nachweisen.!!
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Es! ist! also!denkbar,!dass!ÖstrogenPvermittelte!antiproliferative!Effekte!auf!die! testikulären!

peritubulären!Zellen!durch!GPER!vermittelt!werden,!und!dass!diese!Effekte!mit!der!Fertilität!

des!Mannes!zusammenhängen.!Weitere!mögliche!Funktionen!des!GPER!in!humanen!testikuP

lären,!peritubulären!Zellen! sind!wahrscheinlich!und!sollten! im!Mittelpunkt! zukünftiger!UnP

tersuchungen!stehen.!!

! !
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7. Anhang!

 !Geräte!7.1.

Tab.!3:!Auflistung!der!verwendeten!Geräte.!

Gerät! ! ! ! ! ! Hersteller! ! Ort!
Absaugpumpe! ! ! ! ! Chromaphor! ! Duisburg,!Deuschland!

Agarosegelelektrophoresekammer!! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!

Anwaage!XS!205! ! ! ! ! Mettler!Toledo! ! Giessen,!Deutschland!

BioPhotometer! ! ! ! ! Eppendorf! ! Hamburg,!Deutschland!

Brutschränke!BBD!6220! ! ! ! Haraeus!! ! Osterode,!Deutschland!

Bunsenbrenner!Fireboy!plus! ! ! Integra!Bioscienes! Wallisellen,!Schweiz!

CASY! ! ! ! ! ! Schärfe!System! ! Reutlingen,!Deutschland!

Chemi!Smart!5000! ! ! ! Peqlab! ! ! Erlangen,!Deutschland!

CountPDown!Timer! ! ! ! Roth! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

Duomax!Schüttler!1030! ! ! ! Heidolph!Instruments! Schwabach,!Deutschland!

Einkanalpipetten!! ! ! ! Gilson! ! ! Middleton,!WI,!USA!

Feinwaage! ! ! ! ! Sartorius! ! Göttingen,!Deutschland!

Fluoreszenzlampe!HBO!100!W! ! ! Zeiss! ! ! München,!Deutschland!

Fluoreszenzmikroskop!Axioplan! ! ! Zeiss! ! ! München,!Deutschland!

Fluostar!Optima! ! ! ! ! BGM!Labtech! ! Offenburg,!Deutschland! !

Gefriertruhe!P80°C! ! ! ! Sanyo! ! ! Bad!Nenndorf,!Deutschland!

HandyStep! ! ! ! ! Brand! ! ! Wertheim,!Deutschland!

Heating!System! ! ! ! ! Ibidi! ! ! Martinsried,!Deutschland!

IKAPMagnetrührer!RCT! ! ! ! IKAPWerk! ! Staufen,!Deutschland!

IKAPSchüttler!MTS4! ! ! ! IKAPWerk! ! Staufen,!Deutschland!

Kamera!ProgRes!CT3!(Axiovert!135)! ! Jenoptik!! ! Jena,!Deutschland!

Konfokales!Mikroskop!mit!Laser!und!Scanner! Leica! ! ! Wetzlar,!Deutschland!

Kamera!Fluoreszenzmikroskop! ! ! Visitron!Systems! ! Puchheim,!Deutschland!

KühlP!und!Gefrierschränke!P20°!C,!4°!C! ! Liebherr!! ! Kirchdorf,!Deutschland!

Kühlzentrifuge!Biofuge!Fresco! ! ! Haraeus!! ! Osterode,!Deutschland!

Mehrkanalpipette! ! ! ! Rainin! ! ! Giessen,!Deutschland!

Microplate!Reader! ! ! ! Dynex! ! ! Chantilly,!USA!

Mikroskop!Axiovert!135! ! ! ! Zeiss! ! ! München,!Deutschland!

Mikrotom!Leica!SM2000R!! ! ! Leica! ! ! Wetzlar,!Deutschland!

Mikrowelle!M690! ! ! ! Miele! ! ! Gütersloh,!Deutschland!

Mikrowellentopf!! ! ! ! Nordic!Ware! ! Mineapolis,!USA!

Mikrozentrifuge! ! ! ! ! Sarstedt!! ! Nümbrecht,!Deutschland!

Mini!TransPBlot®!Cell! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!
Mr!Frosty! ! ! ! ! Thermo!Scientific!! Waltham,!MA,!USA!

Mikroskop!Diaphot! ! ! ! Nikon! ! ! Düsseldorf,!Germany!

pH!Meter!320! ! ! ! ! Mettler!Toledo! ! Giessen,!Deutschland!

Power!Pac!300! ! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!

Pumpe! ! ! ! ! ! Chromaphor! ! Oberhausen,!Deutschland!

SDSPPAGE!Protean!3! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!

Sterilbank! ! ! ! ! Holten!LaminAir! ! Allerød,!Dänemark!

Stripettor!! ! ! ! ! Thermo!Scientific!! Waltham,!MA,!USA!

The!Brick! ! ! ! ! Life!Imaging!Services! Basel,!Schweiz!

Thermocycler!PTC!200! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!

Tischzentrifuge! ! ! ! ! Neolab! ! ! Heidelberg,!Deutschland!

Ultraschallprozessor!50!H!! ! ! Dr.!Hielscher! ! Teltow,!Deutschland!

VortexPGenie!2! ! ! ! ! Neolab! ! ! Heidelberg,!Deutschland!

Zentrifuge!Labofuge!400! ! ! ! Heraeus!! ! Osterode,!Deutschland!

!



!49! Anhang!

 Verbrauchsmaterialien!!7.2.

Tab.!4:!Auflistung!der!verwendeten!Verbrauchsmaterialien.!

Verbrauchsmaterial! ! ! Hersteller! ! ! Ort!
24PWellPPlatte! ! ! ! Thermo!Scientific!! ! Waltham,!USA!

96PWellPPlatte! ! ! ! Thermo!Scientific!! ! Waltham,!USA!

CryoPure!Gefäß! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

Deckgläser! ! ! ! Menzel! ! ! ! Braunschweig,!Deutschland!

Eppendorfgefäße!! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

FalconP!Röhrchen! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

35!mm!Schälchen! ! ! Ibidi! ! ! ! Martinsried,!Deutschland!

Kulturschalen!60mm! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

Kulturflaschen! ! ! ! Thermo!Scientific!! ! Waltham,!USA!

Latexhandschuhe!! ! ! KimberlyPClark! ! ! Dallas,!USA!

Multistep!Pipettenspitzen!! ! Brand! ! ! ! Wertheim,!Deutschland!

Nitrilhandschuhe!! ! ! Ansell! ! ! ! Brüssel,!Belgien!

Nitrocellulosemembran! ! ! MachereyPNagel! ! ! Düren,!Deutschland!

Objetträger! ! ! ! Thermo!Scientific!! ! Waltham,!USA!

PAPPPen!! ! ! ! Kisker! ! ! ! Steinfurt,!Deutschland!

Parafilm!! ! ! ! American!National!Can! ! Chicago,!USA!

Pasteurpipetten! ! ! ! NeoLab! ! ! ! Heidelberg,!Deutschland!

Petrischalen! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

Pipettenspitzen! ! ! ! Biozym!Scientific!! ! Hess.!Oldendorf,!Deutschland!

Pipettenspitzen! ! ! ! Rainin! ! ! ! Giessen,!Deutschland!

Reservoirs! ! ! ! VWR! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Röhrchen!50!ml! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

Sterilfilter! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!

Urinbecher! ! ! ! Sarstedt!! ! ! Nümbrecht,!Deutschland!
Zellschaber! ! ! ! SPL!Life!Science! ! ! Gyeongg,!Korea!

!
!
!

 Antikörper!7.3.

Tab.!5:!Auflistung!der!verwendeten!Antikörper.!
Antikörper! Verdünnung! ! Spezies! ! ! Hersteller! ! Ort!
βPAktin! ! 1:5000!(WB)! ! Maus,!monolonal! SigmaPAldrich! ! 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,!

!! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! Dänemark!

!
!
!
! !
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 Zweitantikörper!7.5.

Tab.!6:!Auflistung!der!verwendeten!Zweitantikörper.!

Antikörper! Verdünnung! ! Spezies! ! Hersteller! Ort!
αPKaninchen! 1:500!(IHC)! ! Ziege,!Biotin! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!

αPKaninchen! 1:30000!(WB)! ! Ziege,!POX! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!

αPMaus! ! 1:500!(IHC)! ! Ziege,!Biotin! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!

αPMaus! ! 1:5000!(WB)! ! Ziege,!POX! Dianova!! Hamburg,!Deutschland!

!
!
!

 Stimulantien!7.6.

Tab.!7:!Auflistung!der!verwendeten!Stimulantien!und!ihrer!Lösungsmittel.!

Stimulanz! ! Verdünnung! ! Hersteller! ! Ort!
DMSO!(1,1!g/mL)!! 0,01!‰! ! ! Sigma!Aldrich! ! St.!Louis,!USA!

Ötradiol!! ! 1!nM!P!1!µM! ! Sigma!Aldrich! ! St.!Louis,!USA!

Ethanol! ! ! 1!nM!P!1!µM! ! Sigma!Aldrich! ! St.!Louis,!USA!

G!1! ! ! 10!nM!P!3!µM! ! Tocris!bioscience!! Bristol,!UK!

G!15! ! ! 1!µM! ! ! Tocris!bioscience!! Bristol,!UK!

Histamin! ! 1!µM! ! ! SigmaPAldrich! ! St.!Loius,!USA!

!
!
!
!

 Kits!7.7.

Tab.!8:!Auflistung!der!verwendeten!Kits.!

Kit! ! ! ! ! ! Hersteller! ! Ort!
CellTiterPGlo! ! ! ! ! Promega! ! Mannheim,!Deutschland!

DABP!Tablet!Set! ! ! ! ! Sigma! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

DC!Protein!Assay!Reagenz!A,!B,!S! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!

Inhibitorcocktail! ! ! ! ! Thermo!Scientific!! Waltham.!USA!

Page!Ruler! ! ! ! ! Biorad! ! ! München,!Deutschland!

Prolong!Antifade!Kit! ! ! ! Invitrogen! ! Karsruhe,!Deutschland!

SuperSignal®!West!Femto!! ! ! Thermo!Scientific!! Waltham.!USA!

SuperSignal®!West!Pico!!! ! ! ! Thermo!Scientific!! Waltham,!!USA!

Vectashield!Mounting!Medium!with!DAPI! ! Vector!Laboratories! Burlingame,!USA!!

Vectastain!ABC!Kit! ! ! ! Vector!Laboratories! Burlingame,!USA!

!
!
!
! !
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 Reagenzien!7.9.

Tab.!9:!Auflistung!der!verwendeten!Reagenzien.!

Reagenz!! ! ! ! Hersteller! ! ! Ort!
βPMercaptoethanol! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Acrylamid!2K!–!Lösung!(30!%)!! ! Applichem! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Ammoniumpersulfat!(APS)!! ! Biorad! ! ! ! München,!Deutschland!

Borsäure! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Bromphenolblau!! ! ! Serva! ! ! ! Heidelberg,!Deutschland!

BSA! ! ! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!

CasyClean! ! ! ! Innovatis! ! ! Reutlingen,!Deutschland!

CasyTon!! ! ! ! Innovatis! ! ! Reutlingen,!Deutschland!

DMSO!(1,1!g/mL)!! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

DMEM!high!Glucose! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!

Entellan!! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Ethanol!100!%!p.a.!! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

Essigsäure! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

FCS! ! ! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!

Formaldehyd! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Glycerin!! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Glycin! ! ! ! ! Applichem! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

H2O2,!30!%! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Isopropanol! ! ! ! Klinikum!Rechts!der!Isar! ! München,!Deutschland!

K2HPO4! ! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

KH2PO4! ! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Methanol!! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

N,N,N´,N´PTetramethylendiamin! ! Biorad! ! ! ! München,!Deutschland!

(Temed!100!%)!

NaPIIIPCitrat! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

Na2HPO4! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

NaCl! ! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Na2HPO4!x!H2O! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Normalserum!goat! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Paraformaldehyd!(PFA)! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

PBS!dulbecco!(9,55!g/l)! ! ! Biochrom! ! ! Berlin,!Deutschland!

pH!Kalibrierlösung!pH!4,!7,!10! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

Pipes!disodium!salt! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Ponceau!S! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Saccharose! ! ! ! Merck! ! ! ! Darmstadt,!Deutschland!

Salzsäure! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

SDS! ! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Tris!Base! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Triton!X100! ! ! ! Biorad! ! ! ! München,!Deutschland!

TrypsinPEDTA! ! ! ! PAA! ! ! ! Cölbe,!Deutschland!

Tween!20!! ! ! ! Sigma! ! ! ! Deissenhofen,!Deutschland!

Xylol!mind.!99!%! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

Zitronensäure! ! ! ! Roth! ! ! ! Karlsruhe,!Deutschland!

!

!

! !



!52! Anhang!

 Puffer!und!Lösungen!7.11.

Tab.!10:!Rezepturen!zur!Herstellung!der!verwendeten!Puffer!und!Lösungen.!!

Puffer! ! ! ! ! ! Einzelkomponenten!
Bouinsche!Lösung! ! ! ! 15!ml!gesättigte,!wässrige!Pikrinsäure! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!

! !! !! ! ! !! 5!ml!Formalinlösung!(35!%)! ! !

! ! ! ! ! ! 1!ml!Eisessig!(kurz!vor!Gebrauch!zusetzen)!

NPEPPuffer!für!Proteinlysate! ! ! 4,4!g!NaCl!(150!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 1,5!g!Pipes!(10!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 0,15!g!EDTA!(1!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! Auffüllen!auf!500!ml!mit!H2O!bidest,!pH!7.2!! !

PBS!Puffer!(10!mM)! ! ! ! 319,5!mg!Na2HPO4!(4,5!mM)!! ! !

! ! ! ! ! ! 171,2!mg!KH2PO4!(1,5!mM)!! ! !

! ! ! ! ! ! 93,3!mg!KCl!(2,5!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 4,4!g!NaCl!(150!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! Auffüllen!auf!500!ml!mit!H2O!bidest,!pH!7.5!

  

1!x!Probenpuffer!für!Proteinlysate! ! ! 1,89!g!Tris!(62,5!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 5!g!SDS!(2!%)!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 25!g!Saccharose!(10!%)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! Auffüllen!auf!250!ml!mit!H2O!bidest,!pH!6,8!! !

APS!Für!SDSPPAGE!(10!%)! ! ! ! 1!g!APS!lösen!in!10!ml!H2O!bidest!

Laemmlipuffer!(10!x)!für!SDSPPAGE!3! ! 0,28!g!Tris!(250!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 144,12!g!Glycin!(1,92!M)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 10!g!SDS!(1!%)!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest!

Bromphenolblau!! ! ! ! 0,75!g!Tris!(62,5!mM)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 10!g!SDS!(2!%)!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 10!g!Saccharose!(10!%)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!100!ml!mit!H2O!bidest,!pH!6,8!

Sammelgelpuffer!(4!x)!für!SDSPPAGE! ! 15,2!g!Tris!(0,5!M)! ! ! !

! ! ! !! ! ! 0,75!g!EDTA! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!250!ml!mit!H2O!bidest,!pH!6,8!!

! ! ! ! ! ! 1!g!SDS!(10!%)!zugeben!

SDS!für!SDSPPAGE!(10!%)! ! ! ! 1!g!SDS!! ! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! in!10!ml!H2O!bidest!lösen!

Trenngelpuffer!(4x)!für!SDSPPAGE! ! ! 45,4!g!Tris!(1,5!M)! ! ! !

! ! ! !! ! ! 0,75!g!EDTA! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!250!ml!mit!H2O!bidest,!pH!8,8!!

! ! ! ! ! ! 1!g!SDS!(10!%)!zugeben!

10!x!Transferpuffer!für!Westernblot! ! 144,1!g!Glycin!(1,92!M)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 121,1!g!Tris!Base!(250!mM)!! ! !

! ! ! ! ! ! 100!ml!Methanol!(10!%)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 1!ml!SDS!(0,01!%)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest!

!
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10!x!Ponceau!S! ! ! ! ! 1!g!Ponceau!S!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! lösen!in!500!ml!3!%!ige!Trichloressigsäure!

20!x!TBSPTween! ! ! ! ! 116,8!g!NaCl!(2!M)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! 12,1!g!Tris!Base!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 10!ml!Tween!20!(1!%)! ! ! !

! ! ! ! ! ! !auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest,!pH!7,5!

TBEPPuffer!(5!x)!für!! ! ! ! 54!g!Tris!! ! ! ! ! !!!!!!!!!!

AgarosePGelelektrophorese! ! ! 27,5!g!Borsäure!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 20!ml!EDTA!(0,5!M)!! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!1!l!mit!H2O!bidest,!pH!8!

Stammlösung+A+für+IHC+(0,1!M)! ! ! 21,01!g!Zitronensäure! ! ! !

! ! ! ! ! ! in!1!l!H2O!bidest!lösen!

Stammlösung+B+für+IHC+(0,1!M)! ! ! 29,41!g!NaPIIIPcitrat! ! ! !

! ! ! ! ! ! in!1!l!H2O!bidest!lösen!

KPBS%für%Immunzytochemie!(0,12!M)! ! 1,47!g!KH2PO4!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 8,59!g!K2HPO4!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 27!g!NaCl!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! auffüllen!auf!0,5!l!mit!H2O!bidest,!pH!7,4!

LKPBS&für&Immunzytochemie! ! ! 48,85!ml!KPBS!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 1!ml!Serum!! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! 0,15!ml!Triton!X100!

!
!
!
!

 Medien!7.12.

Tab.!11:!Rezepturen!zur!Herstellung!der!verwendeten!Medien.!

Medium!! ! ! ! ! ! Einzelkomponenten!
Erstmedium$für$Kultivierung$von$HTPCs! ! ! 210!ml!DMEM!high!Glucose!! !

! ! ! ! ! ! ! 1,19!g!HEPES!(20!mM)!! ! !

! ! ! ! ! ! ! 0,125!g!NaHCO3!(0,5!g/l)!! ! !

! ! ! ! ! ! ! 37,5!ml!FBS!(15!%)! ! !

! ! ! ! ! ! ! 2,5!ml!Penicillin/!Streptomycin!(1!%)!

DMEM!high!Glucose!Kulturmedium!für!HTPCs! ! 500!ml!DMEM!high!Glucose!! !

! ! ! ! ! ! ! 10!%!FCS! ! ! !

! ! ! ! ! ! ! 2,5!ml!Penicillin/!Streptomycin!(1!%)!

Einfriermedium!für!HTPCs!! ! ! ! 500!ml!DMEM!high!Glucose!! !

! ! ! ! ! ! ! 10!%!DMSO!

! !
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 Programme!und!Software!7.13.

Tab.!12:!Auflistung!der!verwendeten!Programme!und!Software.!

Programm! ! ! ! ! Hersteller! ! ! Ort!
Illustrator! ! ! ! ! Adobe!Systems,!Inc.!! ! San!Jose,!USA!

ImageJ!1.42!q! ! ! ! ! National!Institutes!of!Health! USA!

iMovie! ! ! ! ! ! Apple! ! ! ! Cupertino,!USA!

MicroPManager!1.3!! ! ! ! Vale’s!Lab!UCFS! ! ! San!Francisco,!USA!

Leica!Confocal!Software!v!2.6.1! ! ! Leica!! ! ! ! Wetzlar,!Deutschland!

Photoshop!CS!3! ! ! ! ! Adobe!Systems,!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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