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Zusammenfassung Xl

Zusammenfassung

Proliferation, Differenzierung und auch der Zelltod der ovariellen Zellen sind fur die
Funktionalitat der weiblichen Keimdriise wahrend der reproduktiven Phase der Frau von grof3er
Bedeutung. Diese Prozesse werden durch vielseitige Mechanismen reguliert, bei denen auch
Neurotransmitter eine Rolle spielen. VVorangegangene Studien konnten zeigen, dass nicht-
neuronale Zellen des Ovars, ndmlich Granulosa- und Lutealzellen, Acetylcholin synthetisieren.
Acetylcholin kann Gber muskarinische Acetylcholinrezeptoren eine Reihe von trophischen
Effekten im ovariellen Follikel und Corpus luteum haben. Auf welche Weise diese Wirkung im
Ovar lokal und zeitlich eingeschréankt werden kann, war bisher unbekannt. In dieser Arbeit
konnte in humaner Follikelflissigkeit enzymatisch aktive Acetylcholinesterase als das Produkt
humaner Granulosazellen identifiziert werden. Die Acetylcholinesterase kann Acetylcholin
spalten und so dessen trophische Wirkung mindern. In humanen Granulosazellen konnte durch
die Inhibierung der Acetylcholinesterase mittels Huperzin A eine Verstarkung der trophischen
Wirkung des Acetylcholins erreicht werden. Neben der synaptischen und der Erythrozyten-
Variante konnte auch die ,readthrough“-Variante der Acetylcholinesterase in humanen
Granulosazellen von IVF-Patientinnen nachgewiesen werden. Diese verfiugt neben der
enzymatischen Aktivitat auch tber nicht-enzymatische Funktionen. Der immunhistologische
Nachweis dieser Variante in FollikelflUssigkeit, Granulosazellen, Thekazellen und auch in
luteinisierten Zellen legt nahe, dass diese nicht-enymatischen Funktionen auch im Ovar von
Bedeutung sind. Unter der Verwendung eines synthetischen Peptids (ARP), welches spezifisch
fur die ,readthrough“-Variante der Acetylcholinesterase ist, konnte eine solche Funktion
aufgezeigt werden. In kultivierten humanen Granulosazellen induziert ARP eine Caspase-
unabhéngige Form des Zelltods. Hierbei waren eine spezifische Morphologie und die
Freisetzung von Laktatdehydrogenase zu beobachten. Der RIPK1-Inhibitor Nekrostatin-1 und
der MLKL-Blocker Nekrosulfonamid konnten das durch ARP induzierte Auftreten dieser Art
des Zelltods signifikant reduzieren. Dies weist darauf hin, dass es sich bei der durch ARP
induzierten Form des Zelltods um RIPK1/MLKL abhéngige regulierte Nekrose (Nekroptose)
handelt. Granulosazellen und luteinisierte Zellen sind in ovariellem Gewebe des Primaten
(Homo sapiens, Macacca mulatta) positiv fir phosphoryliertes MLKL. Dies lasst vermuten,
dass die Nekroptose auch in vivo eine Rolle spielt und bei Vorgangen wie Atresie und Luteolyse

involviert ist.



Summary Xl

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die enzymatische Aktivitét der Acetylcholinesterase und
den Vorgang der Nekroptose als neue potentielle Ansatzpunkte auf, um die ovarielle Funktion

zu beeinflussen.

Summary

Proliferation, differentiation and death of ovarian cells ensure orderly functioning of the female
gonad during the reproductive phase in women. These processes are regulated by several
mechanisms, including local signaling via neurotransmitters. Previous studies showed that
ovarian non-neuronal endocrine cells, i.e. granulosa and luteal cells, produce acetylcholine,
which likely acts as a trophic factor within the ovarian follicle and the corpus luteum via
muscarinic acetylcholine receptors. How its actions are restricted was unknown. We identified
enzymatically active acetylcholinesterase in human ovarian follicular fluid as a product of
human granulosa cells. Acetylcholinesterase breaks down acetylcholine and thereby attenuates
its trophic functions. Blockage of acetylcholinesterase by huperzine A increased the trophic
actions as seen in studies with IVF-derived granulosa cells. Among the synaptic and the
erythrocyte variant of acetylcholinesterase, the readthrough variant was identified, which has
further, non-enzymatic roles. This variant was detected by immunohistochemistry in follicular
fluid, granulosa and theca cells, as well as luteal cells, implying that such functions also occur
in the ovary. A synthetic peptide (ARP), which is specific for the readthrough variant, was used
to explore such actions and induced in primary, cultured human granulosa cells a caspase-
independent form of cell death with a distinct balloon-like morphology and the release of lactate
dehydrogenase. The RIPKL1 inhibitor necrostatin-1 and the MLKL blocker necrosulfonamide
significantly reduced this form of cell death. Thus a novel non-enzymatic function of
acetylcholinesterase is to stimulate RIPK1/MLKL-dependent regulated necrosis (necroptosis).
Necroptosis likely occurs in the primate ovary (Homo sapiens, Macacca mulatta) in vivo, as
granulosa and luteal cells were immunopositive for phospho-MLKL, and hence necroptosis
may contribute to follicular atresia and luteolysis.

The results suggest that interference with the enzymatic activities of acetylcholinesterase,

and/or interference with necroptosis may be novel approaches to influence ovarian functions.
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1 Einleitung

1.1 Das Ovar

1.1.1 Funktion und Aufbau

Eine der Hauptaufgaben des Ovars besteht in der Bereitstellung von weiblichen Keimzellen,
den Oozyten. In den paarig angelegten Ovarien reifen die Oozyten heran und werden
schlielich im befruchtungsfahigen Stadium in regelméaRigen Abstanden abgegeben. Daneben
nimmt das Ovar aber auch eine wichtige endokrine Rolle ein. Es ist verantwortlich fur die
Produktion von Ostrogenen, welche fiir die korrekte Entwicklung der weiblichen
Geschlechtsorgane unabdingbar sind, und Progesteron, welches notwendig flr die Etablierung
einer Schwangerschaft ist (Georges et al., 2014). Das Ovar als Organ kann in eine
Rindenschicht und eine Markzone eingeteilt werden. Die Rinde beherbergt die Follikel in den
verschiedenen Entwicklungsstadien und Gelbkorper (Corpora lutea), wahrend im Mark
hauptséachlich Blutgefalie und vegetative Nervenfasern anzutreffen sind (Schiebler et al., 1995).
Das Ovar stellt einen komplex organisierten Verband von Keimzellen und somatischen Zellen
dar. Die Interaktion verschiedener Zelltypen bestimmt die entscheidenden Vorginge wie
Follikelbildung, die Entwicklung der Eizelle und die Bildung eines Corpus luteum in diesem
Organ (Richards und Pangas, 2010).

1.1.2 Follikelentwicklung

Ein Follikel setzt sich aus der Eizelle und den Zellen, welche diese direkt unterstitzen,
zusammen. Hierzu konnen die Granulosa- und Thekazellen gezéhlt werden. Zu den
Hauptaufgaben des Follikels gehdren die Unterstiitzung der Eizellenentwicklung und die
Hormonproduktion. Die Follikelentwicklung (Abb. 1) zieht sich (iber mehrere Follikelstadien
vom Primordialfollikel bis zum préovulatorischen Follikel hin (Georges et al., 2014; Richards
und Pangas, 2010). Die Bildung von Primordialfollikeln in einem F6tus startet in etwa in einem
Alter von vier Monaten. In einem Alter von fiinf Monaten betragt die Gesamtpopulation an
Eizellen circa sieben Millionen Stiick. Bei der Geburt hat sich diese Zahl auf etwa zwei
Millionen verringert. Von den vorhandenen Oozyten bei einem Neugeborenen uberleben bis
zum siebten Lebensjahr lediglich 300 000 Stick (Baker, 1963). Durch die Bildung einer
einschichtigen Lage an Granulosazellen um die Eizellen bilden sich die Primordialfollikel
(Buccione et al., 1990). Nur ein Kkleiner Teil dieser Follikel wird das Ovulationsstadium

erreichen, waéhrend ein Grofdteil zugrunde gehen wird (Craig et al., 2007). Bis zur
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Geschlechtsreife ruhen diese noch vorhandenen Eizellen in den rudimentaren Follikeln. Die
Follikelentwicklung im humanen Ovar ist ein langwieriger Prozess und erstreckt sich von der
Rekrutierung der Primordialfollikel bis zum préovulatorischen Follikel uber etwa 175 Tage
(Baerwald et al., 2012; Gougeon, 1986).

Granulosazellen

O\
Thekazellen ".
E\ / Primérer
..

&e Luteinisierte
Follikel Corpus Granulosa- und
albicans \ Thekazellen
Sekundarer/
Praantraler Corpus
Follikel luteum

Préovulatorischer

likel 2= Follikel Ovulation

A

Kumulus _ y
Murale e ]
Granulosazellen \Tess
I
Thekazellen

Abbildung 1: Ubersicht iber die wichtigsten Entwicklungsschritte des Follikels und des Corpus luteum. Diese
beginnt mit den Primordialfollikeln, die in regelméRigen Abstdnden rekrutiert werden und sich zu priméren
Follikeln entwickeln. Durch die Proliferation der Granulosazellen hat sich ab dem Stadium des sekundéren
Follikels eine mehrschichtige Zellhille um die Oozyte gebildet. Ab diesem Zeitpunkt wird der Follikel auch von
Thekazellen umschlossen und die Ostrogensynthese des Follikels wird eingeleitet. Die von den Thekazellen
produzierten Androgene werden von den Granulosazellen in Ostrogene umgewandelt. Erst ab der Stufe des
antralen Follikels wird das Wachstum abhé&ngig von Gonadotropinen und hangt maligeblich von der Stimulation
durch FSH ab. Durch die anhaltende Proliferation der Granulosazellen bildet sich das Antrum aus und es
entwickeln sich zwei Hauptpopulationen (Kumulus- und murale Granulosazellen) der Granulosazellen. Zu diesem
Zeitpunkt findet die Selektion des dominanten Follikels statt und nur wenige Follikel tberleben. Die meisten
Follikel treten in das Stadium der Atresie ein. Nach der Ovulation, welche durch einen starken Anstieg von LH
ausgeldst wird, luteinisieren die Granulosa- und Thekazellen und bilden das Corpus luteum, welches fir die

Progesteronproduktion verantwortlich ist (Georges et al., 2014).
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Durch welche Mechanismen die ruhenden Primordialfollikel in die Wachstumsphase eintreten,
ist noch nicht vollstandig geklart. Das Schicksal der einzelnen Follikel scheint aber durch ein
sensibles Gleichgewicht zwischen Wachstum, Differenzierung und Zelltod bestimmt zu werden
(Baerwald et al., 2012; Wang et al., 2014c). Die folgende Entwicklung vom Primordialfollikel
bis zum préantralen Follikel spielt sich zunéachst unabhangig von Gonadotropinen ab. Beginnt
sich im wachsenden Follikel eine mit Flussigkeit gefillte Kavitat, das Antrum, zu entwickeln,
wird das Wachstum allméhlich abhangig von Gonadotropinen (Buccione et al., 1990; Craig et
al., 2007). Die beiden durch GnRH (gonadotropin-releasing hormone) regulierten
Gonadotropine FSH (Follikelstimulierendes Hormon) und LH (Luteinisierendes Hormon)
nehmen hierbei eine entscheidende Rolle ein. Sie sind unerlasslich fur das Follikelwachstum
und die Ovulation. Zu Beginn des weiblichen Menstruationszyklus bewirkt das in niedriger
Frequenz vom Hypothalamus ausgeschuttete GnRH einen Anstieg des FSH-Spiegels, was zu
einem vermehrten Follikelwachstum fiihrt. Spater fihrt eine hochfrequente GnRH-
Ausschittung zu einem kurzzeitig stark erhohten LH-Spiegel, wodurch die Ovulation und die
Bildung des Corpus luteum ausgeldst werden. Die Schlisselrolle des Ovars fir die weibliche
Fertilitdit wird allerdings auch durch Rickkopplungs-Mechanismen des Ovars an die
Hypophyse und den Hypothalamus bestimmt. So hemmen die in den wachsenden Follikeln
produzierten Ostrogene die GnRH-Produktion im Hypothalamus, bewirken aber auch die starke
pulsatile GnRH-Freisetzung, die letztendlich fiir den starken Anstieg des LH-Spiegels, welcher
zur Ovulation fuhrt, verantwortlich ist. Dies zeigt, auf welch fein ausbalancierten Mechanismen
zwischen unterschiedlichen Organen die Fertilitat beruht (Richards und Pangas, 2010).

Von den zahlreichen heranreifenden Follikeln wird lediglich ein dominanter Follikel das
praovulatorische Stadium erreichen, wahrend die Gbrigen sich zurtickbilden (Ginther et al.,
2001). Welcher Follikel den dominanten Follikel darstellt, zeigt sich bei einer Follikelgrofie
von etwa 10 mm. Der sich zum dominanten Follikel entwickelnde Follikel besitzt mehr
Granulosazellen und damit auch mehr FSH-Rezeptoren und erhéhte Aromatase-Aktivitét.
Dadurch ist er im Vergleich zu den konkurrierenden Follikeln sensitiver fir FSH und kann sich
der Atresie, der Follikelrickbildung, entziehen. Die Follikelflissigkeit des dominanten
Follikels enthalt auch mehr Ostrogene und weniger Androgene als die der kleineren Follikel.
Den Kkleineren Follikeln ist es nicht mdglich, der Atresie unter den zeitweise durch den
negativen Feedback-Mechanismus bedingten niedrigen FSH-Konzentrationen zu entgehen.
Aufgrund der erhohten Anzahl der Granulosazellen wird der dominante Follikel wéhrend des

Selektionsprozesses FSH-unabhéngiger und LH-sensitiver. Die durch LH geforderte
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Androgensynthese kann durch die erhbhte Aromataseaktivitat abgefangen werden (Baerwald
etal., 2012).

In der spaten Phase der Follikelentwicklung tritt der dominante Follikel in das préovulatorische
Stadium ein. Erreicht die Ostrogenproduktion schlieBlich ihren Hohepunkt, kommt es
kurzzeitig durch einen positiven Feedback-Mechanismus zu einem schlagartigen Anstieg der
LH-Ausschittung (Bomsel-Helmreich et al., 1979; Vande Wiele et al., 1970). Der nun LH-
Rezeptoren besitzende Follikel ist in dieser Phase in der Lage, auf den LH Anstieg zu reagieren
(Bomsel-Helmreich et al., 1979; McNatty, 1978; Tsang et al., 1979). Innerhalb von 24 Stunden
nach der LH-Spitze erfolgt die Ovulation (Kerin et al., 1981). In der Maus konnte gezeigt
werden, dass die Interaktion zwischen LH und EGF (epidermal growth factor) eine verminderte
Proliferation der Granulosazellen und eine Expansion des Kumulus bewirkt, was letztendlich
zur Ovulation fihrt (Duggavathi und Murphy, 2009). Die Anzahl der ruhenden und somit zur
Verfligung stehenden Follikel im Ovar nimmt also aufgrund der kontinuierlichen
Follikelrekrutierung im Laufe des Lebens bis zur Menopause im Alter von etwa 50 Jahren stetig
ab (Wallace und Kelsey, 2010).

1.1.3 Corpus luteum

Nach der Ovulation kommt es zur Bildung des Corpus luteum. Dieser bildet sich unter anderem
aus den verbleibenden Theka- und Granulosazellen. Das Corpus luteum stellt eine dynamische
endokrine Drise dar, welche eine entscheidende Rolle wahrend des Menstruationszyklus und
der frihen Schwangerschaft einnimmt (Baerwald et al., 2005). Findet keine Befruchtung der
Eizelle statt, so entwickelt sich das Corpus luteum zum Corpus albicans und bildet sich
schlielich zurtick (Sawyer, 1995). Kommt es jedoch zu einer Schwangerschaft, so vergrofert
sich das Corpus luteum und ist zu Beginn der Schwangerschaft hauptsachlich fur die Produktion
von Progesteron und Ostrogenen verantwortlich (Fauser und Van Heusden, 1997). Progesteron
und Ostrogene stellen die Hauptprodukte des Corpus luteum in der Lutealphase dar, deren
Ausschittung durch LH gefordert wird. Durch einen negativen Rickkopplungsmechanismus
kann allerdings eine Minderung des LH- und FSH-Spiegels bewirkt werden. Dies fuhrt zur
Ruckbildung des Corpus luteum und leitet, falls sich keine Schwangerschaft etabliert hat,
letztendlich durch einen erneuten Anstieg des FSH-Spiegels eine erneute Rekrutierungswelle
von Follikeln ein (Mesen und Young, 2015; Smith und Meidan, 2014; Stouffer et al., 2013).
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1.1.4 Granulosazellen

Granulosazellen sind somatische Zellen, die sich um die Oozyte herum anlagern und auf diese
Weise mit dieser zundchst den Primordialfollikel bilden. Anfangs liegt lediglich eine
einschichtige Granulosazellhille vor, die sich im Laufe der Follikelentwicklung zu einer festen
Struktur aus mehreren Schichten Granulosazellen ausbildet (Buccione et al., 1990). In einem
wachsenden Follikel proliferieren die Granulosazellen sehr stark. Die Zahl wéchst von ein paar
Hundert Zellen auf etwa 60 Millionen in einem praovulatorischen Follikel an (Erickson und
Shimasaki, 2001). Durch die Expansion des extrazellularen Raums des priméren Follikels
bildet sich das flussigkeitsgefillte Antrum. In einem antralen Follikel lassen sich die
Granulosazellen in zwei groRe Populationen unterteilen. Zum einen die Kumuluszellen, welche
die Oozyte umgeben, und zum anderen die der Follikelwand zugeordneten muralen
Granulosazellen. Hierbei haben die &ufReren muralen Granulosazellen Kontakt zur
Basalmembran des Follikels (Buccione et al.,, 1990). Die Basalmembran stellt eine
spezialisierte Schicht extrazellularer Matrix dar, die das Innere des Follikels von den
Thekazellen separiert. Das Antrum ist mit Follikelflussigkeit gefullt, die sich aus Komponenten
des Blutkreislaufs und den sezernierten Produkten der somatischen Zellen im Follikel
zusammensetzt. Unter anderem finden sich hier Steroide, proteinogene Hormone, Enzyme und
Elektrolyte. Die Follikelflussigkeit bildet die unmittelbare Umgebung fir die Oozyte wahrend
deren Entwicklung und ermdglicht die Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen des
Follikels (Hennet und Combelles, 2012). Die Interaktion zwischen der Keimzelle und den
somatischen Granulosazellen bleibt wahrend des Wachstums, der Differenzierung, der Reifung
und der Befruchtung der Eizelle bestehen und ist entscheidend fir die erfolgreiche Entwicklung
dieser (Buccione et al., 1990). Thekazellen bilden unter LH-Stimulation mittels 17p-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase das Testosteron aus dem aus Progesteron synthetisierten
Androstendion. Testosteron wird nach passivem Transport in den Granulosazellen unter FSH-
Stimulation mittels Aromatase in Ostrogen umgewandelt (Gervasio et al., 2014).
Granulosazellen, deren Follikel das praovulatorische Stadium erreicht, bilden LH-Rezeptoren
aus, die funktional an die Aromatase und die Inhibinsynthese gekoppelt sind. Inhibin ist in der
Lage, die Androgenproduktion der Thekazellen zu verstarken. Somit ist das aus den
Granulosazellen stammende Inhibin Teil eines parakrinen, die lokale Androgenproduktion
verstarkenden Mechanismuses in préovulatorischen Follikeln (Hillier et al., 1994). SchlieBlich
bleibt zu erwéhnen, dass sich Granulosazellen aufgrund ihrer entscheidenden Rolle im Follikel
sehr gut als Modell fir die Untersuchung physiologischer oder pathogener Prozesse im

humanen Ovar eignen. Sie kdnnen relativ leicht wahrend einiger Methoden der assistierten
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Reproduktion isoliert werden und ihre Erforschung lasst Einblicke in die Bedingungen und
Vorgange in den Follikeln zu. So konnte gezeigt werden, dass sich Granulosazellen aus
gesunden Ovarien von denen aus pathologisch verdnderten Ovarien bezlglich ihrer

Proliferation und des Auftretens von Zelltod unterscheiden (Das et al., 2008).

1.1.5 Atresie und Zelltod

Im Ovar reifen die Follikel heran, erreichen eventuell das Ovulationsstadium oder werden
atretisch. Atresie zeichnet sich durch das Absterben von Follikelzellen aus und bezeichnet den
Rickbildungsprozess, den alle Follikel durchlaufen, die das Ovulationsstadium nicht erreichen.
Somit ist die Zahl der Follikel, die der Atresie unterliegen, sehr viel hoher als die der Follikel,
die das Ovulationsstadium erreichen. Atresie fihrt moglicherweise zur Depletion der
Follikelreserve, was im Menschen letztendlich zur Menopause flihrt (Richardson et al., 1987;
Wallace und Kelsey, 2010). Der Vorgang des kontrollierten Zelltods stellt wéhrend der Atresie
einen entscheidenden Mechanismus dar. Ein Follikel in frihem atretischen Stadium kann nur
wenige sterbende Zellen enthalten, wahrend im spéteren Verlauf die Granulosazellen und die
Oozyte absterben und die Follikelflissigkeit resorbiert wird (Hennet und Combelles, 2012). Ein
atretischer Follikel kann durch morphologische Beobachtungen wie pyknotische Zellkerne oder
eine reduzierte Anzahl der mitotischen Zellkerne beschrieben werden. Somit scheint ein enger
Zusammenhang zwischen dem Zelltod der Granulosazellen und dem Vorgang der Atresie zu
bestehen (Irving-Rodgers et al., 2001). Apoptose nimmt eine wichtige Rolle wahrend des
Vorgangs der Atresie ein (Hughes und Gorospe, 1991; Matsuda-Minehata et al., 2006). Diese
regulierte Form des Zelltods ist essentiell fur die Eliminierung von Zellen, die nicht l&nger
benodtigt werden, beziehungsweise beschéadigt oder schadlich fur den Organismus sind
(Schwartzman und Cidlowski, 1993). Somit ist die Apoptose ein Mechanismus, der zur
Aufrechterhaltung der Homgostase in einem Gewebe unerl&sslich ist. Neben der Atresie spielt
der programmierte Zelltod auch eine wichtige Rolle in einer ganzen Reihe von weiteren
physiologischen, aber auch pathologischen Vorgangen (Schwartzman und Cidlowski, 1993).
Obwohl die genauen Stimuli, Rezeptoren und Signalwege, welche die Granulosazellen zum
regulierten Zelltod bewegen, noch unbekannt sind, konnten schon einige involvierte Molekiile
identifiziert werden. So scheinen zum einen fiir das Uberleben des Follikels notwendige
Faktoren wie zum Beispiel FSH, IGF-1 (insuline like growth factor-1), Interleukin 18 (IL-1p)
oder EGF, aber auch atretogene Faktoren wie Inhibin, TNF-a (tumor necrosis factor o) oder
Caspase hierbei von Bedeutung zu sein (Hussein, 2005). Allerdings spielt nicht nur die

Apoptose, sondern auch andere Arten des Zelltods wéhrend der Atresie eine Rolle. So konnten
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in der Maus nicht-apoptotische Mechanismen nachgewiesen werden, die fir die Atresie von
Primordialfollikeln verantwortlich sind (Tingen et al., 2009). Ebenso ist bekannt, dass neben
der Apoptose in groRen Follikeln auch Formen von Autophagie, Kornifizierung und Nekrose
auftreten kénnen (Bulling et al., 2000; Hatzirodos et al., 2014; Rodgers und Irving-Rodgers,
2010; Saller et al., 2010; Van Wezel et al., 1999; Zhu et al., 2012).

Fur lange Zeit wurde angenommen, dass Apoptose die einzige Art des regulierten Zelltods ist,
die nicht nur bei der Aufrechterhaltung der Homoostase in einem Gewebe, sondern auch bei
anderen physiologischen und pathologischen Vorgangen eine entscheidende Rolle spielt.
Nekrose hingegen wurde als unregulierte Form des Zelltods angesehen, welche keinerlei
Kontrolle unterliegt. Diese Sichtweise hat sich mittlerweile gewandelt, und es sind zahlreiche
unterschiedliche morphologische und biochemische Formen des regulierten Zelltods bekannt
(Galluzzi et al., 2012; Vandenabeele et al., 2010). Die regulierte Nekrose zum Beispiel, auch
Nekroptose genannt, spielt bei einer stetig wachsenden Anzahl von Krankheiten eine Rolle.
Beispiele hierzu sind ischamische Schadigungen bei Myokardinfarkten, Reperfusionsschéden,
Avrteriosklerose, chronisch-entziindliche Darmerkrankungen, Pankreatitis, Neurodegeneration
oder virale Infektionen (Galluzzi et al., 2014; Galluzzi et al., 2012; Giampietri et al., 2014;
Linkermann und Green, 2014; Vanden Berghe et al., 2014; Wu et al., 2012). Nekroptose (Abb.
2) kann unter anderem durch Todesrezeptoren wie zum Beispiel den TNF-a-Rezeptor 1 oder
den TLR (toll-like receptor), durch Interferonrezeptoren und die Aktivierung der Proteinkinase
R (PKR) oder durch den DNA-Rezeptor DAI (DNA dependend activator of interferon
regulatory factors) induziert werden (Holler et al., 2000; Kim et al., 2001; Linkermann und
Green, 2014; Vanlangenakker et al., 2012).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der méglichen Aktivierungswege des Nekrosoms. Der supramolekulare,
Nekroptose induzierende Komplex, auch Nekrosom genannt, kann durch verschiedene Stimuli aktiviert werden.
Die intrazelluldaren Adaptermolekille FADD (Fas-associated death domain) und TRADD (TNF-receptor-
associated death domain) rekrutieren RIPK1 (receptor-interacting protein kinase 1), welche eine Reihe von
Ubiquitinierungen, Deubigiutinierungen und Phosphorylierungen (P) durchlauft, um letztendlich RIPK3 zu
rekrutieren. RIPK1, RIPK3 und MLKL (mixed lineage kinase domain like) werden wéahrend der Nekrosombildung
phosphoryliert. TRIF (toll-interleukin-1 receptor (TIR)-domain-containing adapter-inducing interferon-p), ein
intrazelluléres Signalmolekal, ist in der Lage, nach TLR (toll-like receptor)-Aktivierung die Nekrosombildung zu
induzieren. DAI (DNA-dependent activator of interferon regulatory factors), ein intrazelluldrer Sensor fir virale
RNA, ist ebenfalls in der Lage, die Nekrosombildung zu aktivieren. Auch durch die verstéarkte Synthese von PKR
(protein kinase R) aufgrund einer viralen Infektion kann es zur Nekrosomaktivierung kommen. PKR kann FADD
phosphorylieren, welches direkt mit RIPK1 interagiert. Der Nekroptoseinhibitor Nekrostatin-1 richtet sich gegen
RIPK1, wéhrend Nekrosulfonamid sich gegen MLKL richtet und so die Nekrosomaktivierung hemmt
(Linkermann und Green, 2014).

Bei der Initierung der Nekroptose kommt es zur Aktivierung von RIPK1 und RIPK3 (receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 1/3) und der Bildung des Nekrosoms. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Phosphorylierung der Pseudokinase MLKL (mixed lineage kinase
domain like) durch RIPK3. In einer aktuellen Studie konnte in humanem, medikamentds

geschédigtem Lebergewebe phosphorylierte MLKL (p-MLKL) unter Verwendung eines
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monoklonalen Antikdérpers nachgewiesen werden (Wang et al., 2014a). Durch die
Oligomerbildung von MLKL kann sich dieses in die Membran der Zelle und Zellorganellen
einlagern, woraufhin es zu einem Anschwellen der Zelle und letztendlich zum Aufbrechen der
Plasmamembran und der Organellen kommt (McCall, 2010). Nekroptose kann spezifisch durch
Nekrostatin-1 und dessen Derivate und durch Nekrosulfonamid inhibiert werden. Dies stellt
einen moglichen klinischen Ansatz dar, um Zellschadigungen wahrend eines
Krankheitsverlaufes zu unterbinden. Die Frage, ob Nekroptose auch bei physiologischen
Vorgéangen eine Rolle spielt, ist noch nicht eindeutig geklart. (Linkermann und Green, 2014).
In Bezug auf das Ovar ist die morphologische Beobachtung von nekrotischen Granulosazellen
und eingewanderten Makrophagen in den Follikeln (Rodgers und Irving-Rodgers, 2010) ein
starker Hinweis darauf, dass sich hier nekrotische Prozesse und womdglich auch Nekroptose
abspielen (Brouckaert et al., 2004; Galluzzi et al., 2014; Galluzzi et al., 2012; Giampietri et al.,
2014; Linkermann und Green, 2014; Vanden Berghe et al., 2014; Wu et al., 2012).

1.2 Acetylcholinesterase und Acetylcholin

1.2.1 Das nicht-neuronale cholinerge System des ovariellen Follikels

Das Schicksal der Follikel im Ovar wird durch sowohl systemische als auch lokale
Signalmolekile wie Hormone oder Wachstumsfaktoren bestimmt (Matsuda et al., 2012;
Richardson et al., 1987). Auch Neurotransmitter wie Katecholamine und Neuropeptide sind an
der Regulierung der Follikelentwicklung beteiligt (Lara et al., 2001; Mayerhofer et al., 1997;
Mayerhofer et al., 1998). So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Noradrenalin und
Dopamin in Granulosazellen zu einer verstarkten ROS (reactive oxigen species)-Bildung
fiihren (Saller et al., 2014; Saller et al., 2012). Acetylcholin (ACh) nimmt unter diesen Faktoren
eine besondere Rolle ein, da es im Ovar von Granulosazellen, dem zellularen Hauptbestandteil
des Follikels, synthetisiert wird. In Granulosazellen des Menschen und der Ratte konnten das
ACh-synthetisierende Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT) sowie von Granulosazellen
stammendes ACh nachgewiesen werden. Die Expression des vesikuldaren ACh-Transporters
(VAChAT) konnte ebenfalls in humanen Granulosazellen gezeigt werden (Fritz et al., 1999; Fritz
etal., 2001; Mayerhofer et al., 2006). Somit stellen Granulosazellen fir den Follikel eine lokale
Quelle fur ACh dar. Um Einfluss auf das Geschehen im Follikel nehmen zu kdnnen, miissen
aber auch ACh-Rezeptoren vorhanden sein, die aufgrund der labilen Natur des ACh auch in
unmittelbarer Umgebung der ACh-Sekretion zu finden sein missen. Es gibt im Falle der
Granulosazellen einige Hinweise auf das Vorhandensein nikotinischer ACh Rezeptoren

(Sanders et al., 2002); funktionale muskarinische ACh-Rezeptoren konnten jedoch schon in
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Granulosazellen nachgewiesen werden. Der muskarinische M3-Rezeptortyp wird in Oozyten
exprimiert, wéhrend der M1- und M5-Rezeptor in Granulosazellen gefunden werden kann
(Fritz et al., 1999; Fritz et al., 2001). Das cholinerge System des Ovars (Abb. 3), welches auch
muskarinische Rezeptoren mit einschlief3t, ist Teil eines weitgreifenden Systems von nicht-
neuronaler Acetylcholinproduktion und lokaler Acetylcholinwirkung (Mayerhofer et al., 2003;
Mayerhofer und Kunz, 2005).

Regulation
(FSH)

Abbau?

Muskarinischer
Rezeptor

* Acetylcholin *

ChAT/VAChT \
ca2+ ]
@
be
Granulosazelle Granulosazelle
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des ovariellen nicht-neuronalen cholinergen Systems. Acetylcholin wird
durch  Cholinacetyltransferase =~ (ChAT) in den Granulosazellen synthetisiert. Der  vesikuldre
Acetylcholintransporter VAChT ermdglicht den Granulosazellen die vesikulare Sekretion des Acetylcholins. Uber
muskarinische M1/M5-Rezeptoren der Granulosazellen kann es nahe seines Syntheseortes wirken und es kommt
zu einem intrazellularen Anstieg des Ca?* Spiegels. Dies kann zu zu einer Aktivierung der Ca?* abhingigen BKca
Kanéle fuhren und schlieRBlich das Membranpotential und weitere spanungsabhéngige Kandle beeinflussen.
Ebenso fiihrt die Aktivierung der muskarinischen Rezeptoren zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren egr-
1 und c-fos. Eine verstarkte Phosphorylierung (P) des Gap Junction Proteins Connexin 43 flhrt zu einer
Verminderung der Kommunikation zwischen den Zellen, was wiederum zu einer vermehrten Zellproliferation
fuhren kann. Wie die Synthese und Speicherung sowie der Abbau des Acetylcholins reguliert werden, ist noch
nicht eindeutig geklart. Allerdings konnte FSH als ein die Synthese des Acetylcholins fordernder Faktor
identifiziert werden. Sowohl die Prasenz weiterer Acetylcholinrezeptoren als auch die Wirkung des Systems auf

die Oozyte konnten noch nicht gezeigt werden (Mayerhofer und Kunz, 2005).

Nicht-neuronale cholinerge Systeme liegen nicht nur im Ovar vor, sondern finden sich auch in

anderen Organen und sind vor allem mit Fokus auf das Immunsystem Gegenstand der
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Forschung (Kawashima und Fujii, 2008; Rosas-Ballina et al., 2008; Rosas-Ballina et al., 2011).
Die Bedeutung des cholinergen Systems des Ovars ist derzeit noch nicht vollstdndig geklart. In
friiheren Studien konnte ein trophischer, wachstumsférdernder Effekt von ACh auf bovine und
humane Granulosazellen festgestellt werden (Al-Zi'abi et al., 2009; Mayerhofer und Fritz,
2002; Mayerhofer und Kunz, 2005). ACh bewirkt tiber die muskarinischen M1/M5-Rezeptoren
der humanen Granulosazellen eine rapide Erhéhung des intrazellularen Ca?*-Spiegels (Fritz et
al., 1999; Mayerhofer et al., 1992). Ahnliche Effekte konnten auch schon in anderen Spezies
beobachtet werden (Morley et al., 1992). Aufgrund der Erhohung des intrazellularen Ca?*-
Spiegels in den Granulosazellen 6ffnen sich Ca?*-aktivierte K*-Kanile (BKca). Es war méglich,
verschiedene spannungsabhingige K*-, Ca®- und Na'-Kanale in Granulosazellen
nachzuweisen (Agoston et al., 2004; Bulling et al., 2000; Kunz et al., 2006; Kunz et al., 2002;
Mayerhofer und Kunz, 2005). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass der cholinerge Agonist
Carbachol den in humanen Granulosazellen exprimierten Kaliumkanal Kvy7.1 reversibel
hemmt. Durch eine Blockierung dieses Kanals mit einem selektiven Blocker konnte in humanen
Granulosazellen eine verminderte Gonadotropin-abhangige Steroidproduktion und eine
verstéarkte Proliferation erreicht werden (Kunz et al., 2007). Ein weiterer ACh-Effekt bezieht
sich auf die Regulierung der Gap Junctions der Granulosazellen. In einem wachsenden Follikel
weisen Granulosazellen typischerweise eine starke Koppelung mittels Gap Junctions auf (Fritz
et al., 2002). Sie kdnnen stark proliferieren, obwohl die Verknlpfung von Zellen tber Gap
Junctions eigentlich negativ zur Proliferationsrate korreliert (Stout et al., 2004). Die Tatsache,
dass ACh in Granulosazellen zu einer verminderten Kommunikation per Gap Junctions fihrt,
konnte diese Diskrepanz erklaren. Eine Phosphorylierung des Gap Junction Molekiils Connexin
43, welches in Granulosazellen das am haufigsten vorkommende Molekil dieser Klasse
darstellt, konnte fur die durch ACh hervorgerufene Hemmung der interzellularen
Kommunikation verantwortlich sein. Durch diese Blockierung der Vernetzung der
Granulosazellen und das daraus resultierende Entkoppeln der Zellen konnte ACh eine
proliferative Wirkung auf Granulosazellen besitzen. Neben dieser proliferativen Wirkung
konnte nach der Behandlung mit Carbachol auch eine verstarkte Expression des
Mastertranskriptionsfaktors egr-1 (early growth related factor-1) und c-fos beobachtet werden
(Fritz et al., 2002). Ersteres konnte fur die durch LH induzierte Reprogrammierung der
Follikelzellen von Bedeutung sein (Espey et al., 2000). Die Details der Bedeutung dieser
Beobachtungen sind allerdings noch unklar (Mayerhofer und Kunz, 2005). Der
Mastertranskriptionsfaktor egr-1 konnte in der Maus als ein fir die Ovulation entscheidendes

Element identifiziert werden. So wurde unter anderem gezeigt, dass egr-1 tber den MAPK3/1
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(mitogen-activated protein kinase 3/1)-Signalweg reguliert werden kann und an den Promotor
der auch fir die Ovulation wichtigen Cyclooxygenase-2 bindet (Siddappa et al., 2015). In einer
weiteren Arbeit mit humanem Material konnte gezeigt werden, dass FSH, die treibende Kraft
hinter dem Follikelwachstum, die ACh-Produktion férdert. Da ACh Einfluss auf Proliferation
und Differenzierung der Granulosazellen nimmt, kénnte ACh im wachsenden Follikel durchaus
Effekte haben, die eigentlich FSH zugeschrieben werden (Mayerhofer et al., 2006). Aufgrund
dieser wichtigen trophischen Funktion des ACh sollten dessen Wirkung rdumlich und zeitlich
begrenzt sein. Die beiden aus dem Nervensystem bekannten Esterasen Acetylcholinesterase
(AChE) und Butyrylcholinesterase (BChE) kénnen ACh spalten und somit inaktivieren. BChE
konnte in friiheren Proteomik-Studien schon als Komponente der Follikelfllssigkeit
identifiziert werden (Ambekar et al., 2013; Twigt et al., 2012), wahrend Uber die ovarielle
AChE bisher nur wenig bekannt ist. Immunhistochemische Studien lassen jedoch vermuten,

dass AChE in einigen Spezies von Granulosazellen exprimiert wird (Silver, 1978).

1.2.2 Acetylcholinesterase

Die AChE ist ein Enzym, dessen Hauptaufgabe die Hydrolyse des Neurotransmitters ACh zu
Essigsdure und Cholin ist. Als eines der schnellsten Enzyme in der Natur wird die Rate, in der
ACh umgesetzt wird, allein durch die Diffusion begrenzt. Dies macht die AChE zu einem fast
perfekten Terminator von ACh-vermittelten Wirkungen (Ramos und Techert, 2005). Vor allem
an den Synapsen des Nervensystems kommt der AChE eine entscheidende Rolle zu. Hier
reduziert sie die Aktionsdauer des ACh und ermdglicht hierdurch erst eine geregelte
Funktionalitat der Synapse (Bernard et al., 2011). Interessanterweise werden AChE-Knock-
out-Méuse lebend geboren und koénnen trotz verlangsamter Entwicklung bis zu 21 Tage
uberleben. Wahrscheinlich kénnen andere Enzyme, wie die BChE, das Schwesterenzym der
AChE, teilweise das Fehlen der AChE kompensieren (Xie et al., 2000). Diesen Schluss lasst
auch eine weitere Studie mit einem BChE-defizienten Mausmodell zu (Duysen et al., 2007).
Wahrend AChE eine hohe Spezifitat fir ACh aufweist, kann BChE sowohl ACh, wenn auch
nicht so effizient, als auch eine Reihe weiterer Cholinester und Nicht-Cholinester
hydrolysieren. Die Rolle der BChE fiir den humanen Organismus ist zwar noch nicht eindeutig
geklart, es wird aber angenommen, dass sie zum einen den Abbau von ACh um dessen Wirkung
aullerhalb des synaptischen Spalts wie zum Beispiel im Blutkreislauf einddmmen soll und zum
anderen dem Abbau schadlicher Faktoren dient (Darvesh et al., 2003).

Die AChE-Expression scheint in Zusammenhang mit der Veranderung des intrazellularen Ca?*-
Spiegels zu stehen (Jiang und Zhang, 2008), wéhrend das SpleiRen der AChE unter anderem
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unter dem Einfluss von Glukokortikoiden, NGF (nerve growth factor) und Ostrogenen steht
(Soreqg und Seidman, 2001). Es sind mehrere Splei3varianten der AChE (Abb. 4) bekannt,
welche sich in ihrer Loslichkeit und subzelluldren Lokalisation unterscheiden kénnen (Gilboa-
Geffen et al., 2007; Meshorer und Soreq, 2006).
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der AChE-Genstruktur, der alternativen Transkripte und der
Proteinprodukte. (A) Struktur des humanen AChE-Gens. Die Exons hEle, 2 bis 6 und das Pseudoexon 4’ sind als
Rechtecke, die Introns als Linie dargestellt. Die Klammern markieren den Bereich des analysierten PCR-Produkts.
(B) Darstellung der mdglichen AChE-Spleilvarianten AChE-S, AChE-R, AChE-E und der N-terminal
verlédngerten N-AChE. (C) Die Proteinprodukte der Varianten AChE-S, AChE-E und AChE-R. Dargestellt sind
die tetramere AChE-S, die monomere AChE-R und die dimere Form der AChE-E. (D) Bis zu drei Tetramere der

AChE-S konnen Uber einen ColQ-Triplett-Strang an extrazellulare Matrix gebunden werden. (E) Schematische
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Darstellung der AChE-S als Teramer, welches per PRIMA (schwarz) an die Zellmembran gebunden sein kann.
Die AChE-R liegt als l6sliches Monomer vor und AChE-E kann mittels GPI-Anker (violett) an die Membran
gebunden sein. (F) Darstellung der entsprechenden Varianten der N-AChE (N-AChE-S, N-AChE-R, N-AChE-E),
welche mdglicherweise durch den verlangerten N-Terminus (orange) an die Plasmamembran gebunden werden
koénnen (Legay, 2000; Meshorer und Soreq, 2006; Rotundo, 2003).

Die synaptische AChE-Variante (AChE-S), die ,,readthrough“-Variante (AChE-R) und die
Erythrozyten-Variante (AChE-E) unterscheiden sich jeweils in ihrer C-terminalen Struktur
(Karpel et al., 1994). AChE-S wird synthetisiert, indem es unter anderem zu einer Kombination
der Exons 4 und 6 kommt. Diese Variante enthélt einen Cystein-reichen C-Terminus, der die
Bildung von Tetrameren begunstigt (Massoulie et al., 1998). Diese kdnnen wiederum mittels
ColQ (Collagen Q) an extrazellulare Matrix oder per PRiMA (prolinerich membrane anchor)
an die Plasmamembran gebunden werden. Bis zu drei Tetramere der AChE-S kdnnen Uber
einen ColQ-Triplett-Strang an Extrazellulare Matrix gebunden werden (Bernard et al., 2011;
Perrier et al., 2002). Neben der AChE kann ColQ auch BChE an die extrazelluldre Matrix
binden, da BChE einen C-Terminus besitz, welcher dem der AChE-S &hnelt (Massoulie, 2002).
Durch die Kombination der Exons 4 und 5 und des Pseudoexons 4° kann es zur Bildung der
AChE-R kommen. AChE-R wird haufig mit neurodegenerativen Prozessen und
stressassoziierten Funktionsstérungen in Verbindung gebracht. So konnte unter anderem schon
eine durch Stress bedingte Erhdhung der mRNA-Konzentration der AChE-R beobachtet
werden (Hartl et al., 2011; Kaufer et al., 1998; Meshorer et al., 2002). Ob die erhéhte AChE-
R-Synthese auch mit erhdhter AChE-Aktivitat im entsprechenden Gewebe korreliert, ist noch
nicht eindeutig geklart (Perrier et al., 2006). Die AChE-R-Variante kommt auch in gesunden
Geweben vor (Legay et al., 1995). AChE-R hat im Vergleich zu AChE-S einen kiirzeren, nicht
Cystein-reichen C-Terminus und kann dadurch keine Multimere bilden. AChE-R liegt folglich
als losliches Monomer vor (Massoulie, 2002). Ebenso unterliegt die Expression der AChE-R
der Regulation durch die microRNA (miRNA)-132 (Hanin und Soreq, 2011), welche in boviner
und humaner Follikelflussigkeit wachsender Follikel nachgewiesen werden konnte (Sang et al.,
2013; Sohel et al., 2013).

Die Kombination der Exons 4 und 5 ist spezifisch fur die AChE-E-Variante. Diese im Blut
vorkommende Variante kann in Dimeren mittels eines Glykophosphatidylinositol (GPI)-
Ankerproteins an die Plasmamembran gebunden werden (Legay et al., 1993; Massoulie et al.,
1998).

Neben den oben genannten Varianten, die sich im C-Terminus unterscheiden, gibt es auch N-

terminale Varianten. So konnten beim Menschen drei alternative 5¢-Exons identifiziert werden,
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wovon aber lediglich eines (hEle) in einem N-terminal-verlangerten Protein (N-AChE)
resultiert, wéhrend die anderen beiden nicht translatiert werden. Theoretisch konnten die
Varianten N-AChE-S, N-AChE-R oder N-AChE-E existieren. Vermutlich verhindert die N-
terminale Modifikation die Abspaltung des Signalpeptids der AChE und es kommt zu einer
permanenten Bindung an die Plasmamembran. Der modifizierte N-Terminus kénnte somit als
Membrananker dienen (Meshorer et al., 2004).

Die enzymatische Aktivitat der AChE kann durch Inhibitoren pharmakologisch gehemmt
werden. Ein Beispiel hierfir stellt Huperzin A (HupA) dar, welches zu einer reversiblen
Hemmung der AChE-Aktivitét fuhrt (Ashani et al., 1992). HupA wird unter anderem bereits in
der Alzheimertherapie eingesetzt (Yang et al., 2013a).

1.2.3 Nicht-enzymatische Funktionen der AChE

Neben der klassischen enzymatischen Aktivitat besitzt AChE auch weitere nicht-enzymatische
Funktionen (Cousin et al., 2005; Soreq und Seidman, 2001). So gibt es zum Beispiel Hinweise
darauf, dass AChE (ber nicht-enzymatische Mechanismen Einfluss auf die Neuritenbildung
nehmen kann (Layer et al., 1993). Des Weiteren konnte AChE-S und AChE-R auch im Bereich
der Zell-Adhasion eine Rolle spielen (Darboux et al., 1996; Grifman et al., 1998). Zu weiteren
potentiellen Wirkungsbereichen fiir AChE zahlen zum Beispiel auch die Hamatopoese und
Synaptogenese (Soreq und Seidman, 2001). Als l6sliches Monomer stellt speziell die AChE-
R-Variante in Bezug auf Wirkungen jenseits der klassischen ACh-Hydrolyse ein interessantes
Forschungsfeld dar. So konnte der AChE-R in Bezug auf die B-Amyloid-Pathologie der
Alzheimer-Krankheit ein neuroprotektiver Effekt zugeschrieben werden (Berson et al., 2008).
AChE-R unterscheidet sich durch ihren C-Terminus von den anderen AChE-Varianten
(Meshorer und Soreq, 2006). Diese fur die AChE-R spezifische Aminoséauresequenz wird als
AChE-R-spezifisches Peptid (ARP) bezeichnet. Dieses 26 Aminosauren lange Peptid scheint
in verschiedensten Geweben eine Rolle zu spielen (Dori und Soreq, 2006). So konnte dieses
Peptid zum Beispiel als ein Migrationsfaktor fur Radialgliazellen (Dori et al., 2005) oder als
h&matopoetischer Wachstumfaktor identifiziert werden (Deutsch et al., 2002). Es gibt auch
Hinweise darauf, dass ARP in die Proliferationsregulierung des Myometriums eingreift
(Grisaru et al., 2007). Mittels immunologischer Studien konnte gezeigt werden, dass ARP im
Gegensatz zu seinem entsprechenden Gegenstiick, dem C-Terminus der AChE-S, vom AChE-
Kernprotein abgespalten werden kann und die ARP-Sequenz Uber die Speziesgrenze hinweg
konserviert ist (Dori und Soreq, 2006). Die ARP-Abspaltung kann bei Stress verstarkt auftreten

(Grisaru et al., 2001). So konnte in einer Studie mittels einer Injektion von bakteriellen
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Lipopolysacchariden beim Menschen eine erhohte ARP-Konzentration im Plasma festgestellt
werden (Cohen et al., 2003). Uber welche Mechanismen ARP jedoch seine Wirkung entfaltet,
ist noch nicht vollstandig geklart. Es ist bisher bekannt, dass das Gerustprotein RACK1
(receptors for activated C kinase) als potentieller Bindungspartner fir ARP in Frage kommt
(Dori und Soreq, 2006). RACK1 stellt einen Rezeptor flr aktivierte Proteinkinase C 11 dar und
bestimmt dessen Lokalisierung und funktionelle Aktivitat (Ron et al., 1999). Aufgrund der
zahlreichen Studien, welche sich mit AChE beschéftigen, lasst sich feststellen, dass die AChE
ein aulerst facettenreiches Protein darstellt, welches sowohl enzymatische als auch nicht-

enzymatische Funktionen in sich vereint (Layer et al., 2013).

1.3 Polyzystisches Ovar-Syndrom

Das Polyzystische Ovar-Syndrom (PCQOS) ist einer der haufigsten Grinde fur eine Infertilitat
bei Frauen und betrifft 5 bis 10 % der Frauen im reproduktionsfahigen Alter (Azziz et al., 2004;
Knochenhauer et al., 1998; Solomon, 1999). PCOS zeichnet sich hauptséchlich durch klinische
und/oder biochemische Anzeichen von Hyperandrogenismus, polyzystische Ovarien und
Oligo- oder Anovulation aus. Treffen zwei dieser drei Kriterien zu, so kann von PCOS
gesprochen werden. Zusatzlich missen andere Krankheitsursachen, wie zum Beispiel
Androgen-sezernierende Tumore oder das Cushing-Syndrom, ausgeschlossen werden. Es gibt
fiir PCOS kein einzelnes eindeutiges Kriterium, auf dem eine Diagnose beruhen kann. Auch
Menstruationsstérungen, Zeichen des Androgen-Uberschusses und Ubergewicht konnen das
klinische Erscheinungsbild begleiten (Rotterdam, 2004). PCOS steht auflerdem im
Zusammenhang mit einem erhohten Risiko fur Typ-2-Diabetes (Ehrmann et al., 1999; Legro et
al., 1999). Die ersten Symptome des PCOS treten fur gewdhnlich mit der Menarche auf (Franks,
2002). In einem PCOS-Ovar kommt es verstarkt zu einem Entwicklungsarrest der friihen
antralen Follikel (Adams et al., 1985; Pache et al., 1992). Die Anzahl der Primordialfollikel ist
mit der von gesunden Ovarien vergleichbar. Allerdings ist die Zahl der heranwachsenden und
der atretischen Follikel erhoht (Hughesdon, 1982; Webber et al., 2003). PCOS ist eine
komplexe Krankheit mit unbekannten Ursachen und unterschiedlichsten Auspragungen (Jansen
et al., 2004).

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Thekazellen von PCOS-Patientinnen
effektiver in der Testosteronsynthese arbeiten als gesunde Thekazellen (Nelson et al., 1999;
Nelson et al., 2001). LH reguliert die Androgenproduktion der Thekazellen, wahrend FSH fiir
die Aromataseaktivitat der Granulosazellen und deren Ostrogenproduktion verantwortlich ist.

Steigt nun die LH-Konzentration relativ zu der des FSH an, so werden in den betroffenen
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Follikeln bevorzugt Androgene gebildet (Ehrmann, 2005). Untersuchungen bezuglich des
veranderten Genexpressionsprofils in PCOS-Ovarien konnten zeigen, dass die Veranderungen
in einem PCOS-Ovar denen von Androgen-behandelten Ovarien &hneln. Dies weist auf die
wichtige Rolle der Androgene in der Pathologie von PCOS hin (Jansen et al., 2004). Man
vermutet, dass die erhohten Androgenspiegel im Ovar einen negativen Einfluss auf die die
Follikulogenese haben. Diese konnten in Verbindung mit LH-Hypersekretion zum einen zur
Stagnation der Follikelwachstums in den friihen Entwicklungsstufen (friiher antraler Follikel)
und zum anderen zu einer Stérung in der Entwicklung der dominanten Follikel fiihren. Diese
Vorgéange kénnen zu chronischer Anovulation und letztendlich zu Infertilitat fuhren (Gervasio
etal., 2014).

Obwohl es Hinweise auf genetische Ursachen fur PCOS gibt (Ehrmann, 2005), sind auch
umweltbedingte Faktoren von Bedeutung. Dies schlie3t diverse Formen von Stress mit ein,
welche mit erhohten Konzentrationen von Stresshormonen und der Aktivierung des
sympathischen Nervensystems in VVerbindung stehen (Greiner et al., 2005; Manni et al., 2005;
Stener-Victorin et al., 2008; Sverrisdottir et al., 2008). So konnte zum Beispiel beschrieben
werden, dass Stress in PCOS-Patientinnen andere Auswirkungen hat als in gesunden
Patientinnen. So waren unter anderem die Cortisol-Stressreaktion und die Herzfrequenz in der
PCOS-Gruppe erhoht (Benson et al., 2009). Diese veranderten Reaktionen kénnten sich auch
auf das Ovar auswirken und das erhohte Vorkommen von ROS kodnnte eine mogliche
Auswirkung bei PCOS-Patientinnen darstellen (Chattopadhayay et al., 2010; Fenkci et al.,
2003; Gonzalez et al., 2006; Sabuncu et al., 2001).

Auch neuronale Faktoren spielen wahrend der Entwicklung des PCOS-Phénotyps eine Rolle
(Lara et al., 1993). So konnte zum Beispiel mittels eines PCOS-Modells in Ratten gezeigt
werden, dass es unter PCOS-Bedingungen zu einer verstarkten Bildung von NGF und einer
Hyperaktivierung der ovariellen sympathischen Nerven kommt. Dies konnte auch beim
Menschen zur Ausbildung des PCOS-Phénotyps beitragen (Lara et al., 2000). Ebenso konnte
eine erhohte Konzentration von Dopamin in der Follikelflussigkeit und ein verdnderter
Dopamin-Metabolismus der Granulosazellen von PCOS-Patientinnen nachgewiesen werden.
Dopamin fihrte in PCOS-Granulosazellen zu einer tibermaRigen ROS-Produktion und einem
vermehrten Auftreten von Apoptose. Diese Beobachtungen koénnten die Fehlregulation des
Ovars bei PCOS begunstigen (Saller et al., 2014). In Bezug auf ACh ist zu erwdhnen, dass es
Hinweise auf veranderte ACh-abh&ngige mikrovaskuldre Vorgénge in unterschiedlichen
Gruppen von PCOS-Patientinnen gibt (Ketel et al., 2008). Einen therapeutischen Ansatz fur
PCOS stellt die In-vitro-Fertilisation (IVF) dar.
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1.4  Assistierte Reproduktion

Die Schwangerschaftswahrscheinlichkeit bei gesunden jungen Paaren betragt 20 bis 25 % je
reproduktivem Zyklus und etwa 90 % Uber ein Jahr gerechnet. Kommt es nach einem Jahr
ungeschitztem Verkehr nicht zu einer Schwangerschaft, so ldsst sich von einem
Infertilitatsproblem sprechen. Infertilitat betrifft in etwa 10 % aller Paare (Gnoth et al., 2003;
Gnoth et al., 2005). Ein wichtiger Faktor hierbei ist das Alter der Frau. Mit zunehmenden Alter
der Frau sinkt die Fertilitat (\VVan VVoorhis, 2007). Diese Tatsache ist zunehmend von Bedeutung,
da das Alter der gebédrenden Frauen stetig ansteigt (Hamilton und Ventura, 2006). IVF ist
ungeachtet der Grunde fur Infertilitdit die Behandlung, welche zur hdchsten
Schwangerschaftsrate pro reproduktivem Zyklus fuhrt (Van Voorhis, 2007). Der Prozess der
IVF wurde 1978 zum erstem Mal durchgefiihrt (Steptoe und Edwards, 1978) und setzt sich aus
der ovariellen Stimulation, der Gewinnung der Eizellen, der Befruchtung, der Kultivierung des
Embryos und dem Embryotransfer zusammen. Zunéchst werden die Ovarien mittels taglicher
Injektion von Gonadotropinen stimuliert, um eine optimale Follikelentwicklung zu
gewahrleisten, welche unter Verwendung von transvaginaler Ultraschalluntersuchung
uberwacht wird. Durch die Gonadotropinbehandlung wird das Follikelwachstum geférdert.
Nach erfolgreicher Stimulation der Ovarien werden die Eizellen mittels Ultraschall-gestutzter,
transvaginaler Aspiration der Follikelflissigkeit entnommen (Van Voorhis, 2007). Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der erhaltenen Eizellen einen guten Indikator fir die
klinische Erfolgswahrscheinlichkeit, in diesem Fall eine Lebendgeburt, darstellt (Sunkara et al.,
2011). Die erhaltenen Eizellen werden haufig in vitro durch die Zugabe von zahlreichen motilen
Spermien befruchtet. Alternativ kdnnen die Eizellen auch durch die Injektion eines einzelnen
Spermiums (intracytoplasmic sperm injection; ICSI) befruchtet werden. Diese Technik wurde
eigentlich fur Falle von Infertilitat auf mannlicher Seite entwickelt, wird heute aber haufig bei
IVF eingesetzt. Nach der Befruchtung werden mehrere Embryos flr drei bis finf Tage kultiviert
und nach der Selektion der am besten geeigneten Embryos werden diese in den Uterus
transferiert. Wurden mehr qualitativ gute Embryos erzeugt als transferiert werden, werden die
ubrigen Embryos meist kryokonserviert (Van Voorhis, 2007). Oftmals werden mehr als ein
Embryo transferiert, um die Wahrscheinlichkeit einer Schwangeschaft zu erhéhen. Allerdings
fuhrt dies auch zu einer erhéhten Wahrscheinlichkeit von Mehrlingsschwangerschaften
(Russell et al., 2003). Die Lebendgeburt-Rate bei IVF Behandlungen liegt etwa bei 30 %. Somit
ist IVF im Vergleich zu anderen Methoden, wie der kinstlichen Insemination, zwar relativ
effektiv, die meisten IVF-Zyklen enden jedoch nicht in einer Schwangerschaft (Van Voorhis,
2007).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Viele der Informationen Uber die Funktionsweise des Ovars stammen aus Studien, die mit Hilfe
von Tiermodellen durchgefiihrt wurden. Die Ubertragbarkeit der hierdurch erhaltenen
Erkenntnisse auf das humane System muss stets hinterfragt werden. Die Untersuchung von
humanem Gewebe stellt sich gegentiber dem Tiermodell als ungleich schwieriger dar, da
humanes ovarielles Gewebe der Forschung nur in stark limitierter Zahl Verfigung steht. Hier
bietet die assistierte Reproduktion eine Mdglichkeit, Einblick in die Biologie und Pathologie
des humanen Ovars zu erhalten. Die Untersuchung der Granulosazellen und der
FollikelflUssigkeit, welche neben der Oozyte bei Verfahren wie der IVF gewonnen werden,
kann Aufschluss Uber die Funktionsweise von Vorgangen wie zum Beispiel Follikelwachstum
oder Atresie geben. Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation und Funktion des
nicht-neuronalen cholinergen Systems des Ovars in Hinblick auf dessen Biologie besser zu
begreifen. ACh stellt zunéchst ein potentielles Signalmolekdl im Ovar und speziell im Follikel
und Corpus luteum dar. Es scheint in grundlegende Prozesse wie Proliferation und
Steroidsynthese involviert zu sein. Wie dessen Wirkung allerdings lokal und temporér
eingegrenzt werden kann, war bisher unbekannt. Deshalb sollte zunéchst anhand von humanen
Gewebeschnitten des Ovars, Follikelflissigkeit und des Granulosazell-Modells die Frage
geklart werden, ob ein ACh-abbauendes Enzym wie die AChE in diesem System, auch auf
Hinblick auf pathologische Umstédnde wie PCOS, eine Rolle spielt. Neben dem Nachweis der
AChE-Aktivitat konnte auch eine nicht-enzymatische Funktion einer AChE-Variante
beobachtet werden. Unter Verwendung eines fiir diese Variante spezifischen Peptids sollte
dessen Effekte und Wirkmechanismus im Granulosazell-Modell n&her untersucht werden.
SchlieRlich sollte neben dem System des Primaten auch das ovarielle ACh-System der Ratte
Gegenstand dieser Arbeit sein, um die potentiellen Mdoglichkeiten eines Rattenmodells
beurteilen zu kodnnen. Ein solches Modell kénnte genutzt werden, um Einblicke in die
Regulation des ovariellen cholinergen Systems in vivo zu erhalten. Die Arbeit mit den
Versuchstieren wurde durch eine Kooperation mit der Universitdt von Chile ermdglicht; die
entsprechenden Versuche wurden auch dort durchgefuhrt. Die gesamte Arbeit wurde im
Rahmen eines DFG-Projektes (MA1080/19-1) angefertigt.
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2 Ergebnisse

2.1 Acetylcholinesterase als Teil des cholinergen Systems des humanen Ovars

2.1.1 Aktive Acetylcholinesterase in humaner FollikelflUssigkeit

Um das durch AChE regulierte ACh-System des Follikels naher zu beschreiben, wurden
Experimente mit humaner Follikelflussigkeit durchgefihrt. Sowohl-AChE Aktivitat als auch
Aktivitat des AChE-Schwesterenzyms BChE konnte in humaner Follikelflissigkeit von 15

IVF-Patientinnen mittels Ellman-Assay nachgewiesen werden (Abb. 5A).
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Abbildung 5: Nachweis der AChE in Follikelflissigkeit von IVF-Patientinnen. (A) Mit dem Ellman-Assay
gemessene Gesamt-, AChE- und BChE-Aktivitat in humaner Follikelflssigkeit. Dargestellt sind die individuellen

Messwerte und Mittelwerte £+ S.EIM. von n = 15 Follikelflussigkeiten verschiedener Patientinnen
(Gesamtaktivitat: 521 + 45 mU/ml; BChE: 251 + 23 mU/ml; AChE: 251 + 26 mU/ml). (B) Identifikation des
AChE-Proteins in humaner Follikelflissigkeit mittels eines Western Blot Préadsorptionsexperiments. Der Pfeil

zeigt die erwartete Bandenhdhe (82 kDa). Das Préadsorptionsexperiment bestétigt die Identitat der Proteinbande.

Auch AChE-Protein konnte in humaner Follikelfliissigkeit von 4 IVF-Patientinnen durch ein
Préadsorptionsexperiment im Western Blot nachgewiesen werden (Abb. 5B; 1 Préparation
gezeigt). Unter Verwendung eines spezifischen Antikdrpers konnte eine Proteinbande bei der
erwarteten GrolRe von 82 kDa detektiert werden. Wurde der Antikorper vor der Verwendung
mit dem entsprechenden Blocking-Peptid inkubiert, trat keine Proteinbande bei 82 kDa auf,

was fir die korrekte Identitat der detektierten Bande spricht.
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2.1.2 AChE-Varianten in kultivierten humanen Granulosazellen

Der Frage nach der Quelle der follikularen AChE wurde mit Versuchen an humanen
Granulosazellen nachgegangen. Mit Hilfe des Ellman-Assays war es moglich in Lysaten
kultivierter ~ humaner  Granulosazellen aus 8  unabhdngigen  Praparationen
Cholinesteraseaktivitat zu messen (Abb. 6 A). Die enzymatischen Aktivititen wurden auf den
ebenfalls gemessenen Gesamtproteingehalt der jeweiligen Probe normiert. AChE war fiir den
Groliteil der gemessenen Aktivitét verantwortlich, wahrend nur eine geringe BChE-Aktivitét in

den Lysaten gemessen werden konnte.
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Abbildung 6: AChE und BChE in kultivierten humanen Granulosazellen. (A) Lysate von kultivierten humanen
Granulosazellen (GZ) zeigen im Ellman-Assay sowohl AChE als auch geringe BChE Aktivitat. Dargestellt sind
die auf den Gesamtproteingehalt normierten individuellen Messwerte und Mittelwerte + S.E.M. von n = 15
Follikelflissigkeiten verschiedener Patientinnen (Gesamtaktivitat: 10 £ 3 mU/mg; BChE: 0,7 = 0,3 mU/mg;
AChE: 9 + 2 mU/mg). (B) Mittels Western Blot konnte Protein der AChE, AChE-R und BChE in Lysaten humaner
Granulosazellen nachgewiesen werden. Die Pfeile zeigen die erwartete Bandenhthe (AChE 82 kDa, BChE 68

kDa) und spezifische Banden an. Die jeweiligen Praadsorptions- und Serumkontrollen sind negativ.

Dies weist auf eine Produktion von vorwiegend AChE und weniger BChE durch
Granulosazellen hin. Mittels Western Blot war es moglich das AChE-Protein auch in
Granulosazellen aus 4 unabhangigen Praparationen zu identifizieren. Bei Verwendung eines
Antikorers, der gegen alle AChE-Varianten gerichtet ist, zeigte sich eine Proteinbande auf H6he
der erwarteten 82 kDa, die unter Prdadsorptionsbedingungen nicht auftrat (Abb. 6 B; 1
Préparation gezeigt). Hierdurch kann auf die Spezifitdt des verwendeten Antikorpers
geschlossen werden.

Des Weiteren wurde auch ein Antikorper speziell gegen die AChE-R Variante (Pick et al.,

2006) im Western Blot eingesetzt, um diese Variante in den Granulosazellen aus 6
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unabhéngigen Praparationen nachzuweisen. Hierbei zeigte sich eine einzelne Bande im
Western Blot, welche in der Serumkontrolle nicht auftrat und als spezifisch zu interpretieren ist
(Abb. 6B; 1 Praparation gezeigt). Neben AChE konnte auch BChE mittels Western Blot in den
Granulosazellen aus 4 unabhéngigen Préparationen nachgewiesen werden. Hier zeigte sich auf
der Membran eine Bande auf der erwarteten Hohe von 68 kDa, die im Kontrollexperiment nicht
zu beobachten war (Abb. 6B; 1 Praparation gezeigt). Neben der erwarteten BChE Proteinbande
bei 68 kDa zeigte sich allerdings auch eine zweite, etwa bei 100 kDa liegende Proteinbande auf
der Membran. Dies konnte auf eine andere Splice-Variante oder eine an ein anderes Protein
gebundene BChE zurlickzufthren sein.

Ferner war es neben dem Proteinnachweis auch mdglich, die mRNA verschiedener AChE-
SpleiBvarianten in humanen Granulosazellen aus 6 unabh&ngigen Préparationen mittels RT-
PCR zu detektieren (Abb. 7A; 1 Préaparation gezeigt).
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Abbildung 7: AChE-Varianten in humanen Granulosazellen. (A) Mittels RT-PCR und Sequenzierung konnten
die Varianten AChE-S, AChE-R und AChE-E in humanen Granulosazellen (GZ) an verschiedenen Tagen der
Kultivierung nachgewiesen werden. Die Wasser- und RNA-Kontrolle sind negativ. (B) Mittels RT-PCR und
Sequenzierung konnten neben den AChE-Varianten auch BChE und ColQ mRNA an unterschiedlichen

Kulturtagen nachgewiesen werden. Die Kontrolle ohne cDNA (H20) und die RNA-Kontrolle sind negativ.

Die isolierte RNA wurde hierfur zundchst in cDNA umgeschrieben und anschliefend wurde
eine PCR mit spezifischen Primern durchgefihrt. Die Varianten AChE-S, AChE-R und AChE-
E konnten auf mRNA-Ebene an verschieden Tagen der Kultivierung in den humanen

Granulosazellen nachgewiesen werden. Die Wasser- und RNA-Kontrollen fielen hierbei
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negativ aus. BChE-mRNA und mRNA des AChE Bindungsproteins ColQ konnten ebenfalls
mittels RT-PCR in kultivierten humanen Granulosazellen aus 4 unabh&ngigen Praparationen
nachgewiesen werden (Abb. 7B). Die RNA- und Wasserkontrollen zeigten kein Produkt. Die
Identitdt der PCR-Produkte wurde mittels Sequenzierung und der BLAST Software Uberpruft.

2.1.3 Expression von AChE in Ovargewebe von Mensch und Rhesusaffe

Zur Evaluierung der Expression von AChE, AChE-R und ChAT in humanen ovariellen
Gewebeschnitten wurden immunhistochemische Féarbungen durchgefiihrt. Granulosa- und
Thekazellen in antralen Follikeln zeigten sich bei Verwendung eines Antikorpers gegen alle
humanen AChE-Varianten als positiv fir AChE (Abb. 8A). Durch eine Préadsorption mit dem
entsprechenden Peptid konnte diese Farbung verhindert werden (Abb. 8B). Auch die humanen
luteinisierten Zellen des Corpus luteum wiesen eine Farbung mit diesem Antikorper auf (Abb.
8C). Im Préaadsorptionsexperiment verschwand diese Farbung fast vollstandig (Abb. 8D). In
humanen Granulosa- und Thekazellen konnte ebenfalls AChE-R nachgewiesen werden, wobei
hier das Signal in den Thekazellen stérker ausfiel als in den Granulosazellen (Abb. 8E). Die
Serumkontrolle wies keine Farbung auf (Abb. 8F). Auch das humane Corpus luteum zeigte eine
Féarbung fur die AChE-R-Variante (Abb. 8G). Hierbei zeigten die luteinisierten Thekazellen im
Vergleich zu den luteinisierten Granulosazellen das starkere Signal. Die entsprechende
Serumkontrolle fiel negativ aus (Abb. 8H). Durch die Verwendung eines gegen das ACh-
synthetisierende Enzym ChAT gerichteten Antikorpers konnte lediglich eine Féarbung in den
Granulosazellen gezeigt werden, wéhrend in den Thekazellen keine Farbreaktion zu beobachten
war (Abb. 81). Auch hier trat in der entsprechenden Serumkontrolle keine Férbung auf (Abb.
8J). Die Zellen des Corpus luteum zeigten ebenfalls ein spezifisches Signal fur ChAT (Abb.
8K), waobei die Serumkontrolle negativ ausfiel (Abb. 8L).
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Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von AChE, ChAT und AChE-R in humanem ovariellen Gewebe.
(A) Immunohistochemische Methoden zeigen, dass Granulosazellen (GZ) und Thekazellen (TZ) in
Gewebeschnitten des humanen Ovars positiv fir AChE sind. (B) Die Praadsorptionskontrolle ist negativ und zeigt
keine Farbung. (C) Die luteinisierten Zellen des Corpus luteum (CL) zeigen eine spezifische Farbung fiir AChE.
(D) Die Praadsorptionskontrolle ist negativ und zeigt keine Farbung. (E) Granulosa- und Thekazellen eines
antralen Follikels zeigen eine spezifische Farbung fiir AChE-R. (F) Die Serumkontrolle fallt negativ aus. (G)
Luteinisierte Granulosa- (LGZ) und Thekazellen (LTZ) sind immunhistologisch positiv fir AChE-R. (H) Die
entsprechende Serumkontrolle weist keine Farbung auf. (I) Humane Granulosazellen eines groflen antralen
Follikels sind immunhistologisch positiv fir ChAT. (J) Die entsprechende Serumkontrolle weist keine Farbung
auf. (K) Die luteinisierten Zellen des Corpus luteum (CL) zeigen ebenfalls eine spezifische Farbung fir ChAT.
(L) Die Serumkontrolle ist negativ und zeigt keine Farbung. Die jeweiligen Balken entsprechen 50 um (A, B, E,
F,H) oder 100 um (C, D, G, I-L).
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Neben humanem Material wurde auch ovarielles Gewebe von Rhesusaffen immunhistologisch
analysiert. Hierbei wurden die gleichen Antikdrper wie bei den humanen Schnitten eingesetzt.
Es zeigten sich die Follikelflussigkeit und die Granulosazellen in den antralen Follikeln positiv
fir AChE (Antikdérper gegen alle AChE-Varianten; Abb. 9A, C). Eine Prdadsorption des
Antikdrpers konnte die vorher beobachtete Farbung verhindern (Abb. 9B, D).
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Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis von AChE, ChAT und AChE-R in ovariellem Gewebe des
Rhesusaffen. (A, C) Immunohistochemische Methoden zeigen, dass Granulosazellen (GZ) und Follikelflussigkeit
(FF) des Rhesusaffen in Gewebeschnitten des Ovars positiv fir AChE sind. (B und D) Die
Praadsorptionskontrollen sind negativ und zeigen keine Farbung. (E) Granulosazellen eines antralen Follikels
zeigen eine spezifische Farbung fir AChE-R. (F) Die Serumkontrolle ist negativ und zeigt keine Farbung. (G)
Granulosazellen eines grofien antralen Follikels des Rhesusaffen sind immunhistologisch positiv fiir ChAT. (H)
Die entsprechende Serumkontrolle weist keine Farbung auf. Die Balken entsprechen 200 um (A,B), 50 um (C, D)
oder 100 um (E-H).

Der gegen AChE-R gerichtete Antikorper wurde ebenfalls bei Gewebe des Rhesusaffen
eingesetzt und wies eine spezifische Farbung der Follikelflussigkeit und Granulosazellen in
antralen Follikeln auf (Abb. 9E). Die Serumkontrolle war negativ (Abb.10F). Ein ahnliches
Muster zeigte die immunhistologische Farbung mit dem gegen ChAT gerichteten Antikorper.
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Hier waren die Granulosazellen und die Follikelflussigkeit im antralen Follikel stark gefarbt.
(Abb. 9G). Die Serumkontrolle wies keine Farbung auf (Abb. 9H).

2.1.4 Trophische ACh-Wirkung auf humane Granulosazellen

Um die funktionellen Komponenten des ovariellen ACh-Systems zu untersuchen, wurden
Konfluenzmessungen mit kultivierten Granulosazellen, welche den GroRteil des zelluldaren
Bestandteils im humanen antralen Follikel darstellen, durchgefihrt. Eine Zunahme der
Konfluenz, verursacht durch eine Verénderung der ZellgroRRe oder der Zellzahl, wurde hierbei
als trophischer Einfluss gewertet. Die Verwendung von 3 unabhdngigen Praparationen der
Zellen zeigte eine signifikant erhéhte Zunahme der Konfluenz unter dem Einfluss von ACh (10
MM) nach 6 und 12 h (Abb. 10A, B). Nach 24 h war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten,
da das eingesetzte ACh maglicherweise abgebaut wird (Abb. 10C). Wurden die Zellen jedoch
sowohl mit ACh als auch mit dem AChE-Inhibitor HupA (10 uM) behandelt, war der
trophische ACh-Effekt nach 6 h tendenziell und nach 12 h und auch noch nach 24 h signifikant
zu beobachten. Dies weist auf einen eventuell intrinsischen Abbaumechanismus fir ACh hin,
der durch HupA blockiert werden kann. AChE kdnnte hierfir von Granulosazellen produziert
werden oder durch den Einsatz von FCS im Medium vorhanden sein. Bei einer Behandlung nur
mit HUpA zeigte sich erst nach 12 und 24 h eine signifikant erhéhte Zunahme der Konfluenz.
Dies unterstutzt die Annahme, dass ACh von Granulosazellen gebildet wird und auch auf diese
Auswirkungen hat. Der Einsatz von Atropin (1 uM), einem Inhibitor der muskarinischen ACh-
Rezeptoren, fuhrte zu einer signifikant verminderten Zunahme der Konfluenz nach 12 und 24
h. Dies lasst darauf schlieRen, dass ACh tber muskarinische ACh-Rezeptoren auf die Zellen
einwirkt. Zusatzlich wurde eine Stimulation mit Nikotin durchgefuhrt, welche keine
Auswirkung auf die Konfluenz zeigte. Die simultane Behandlung der Granulosazellen mit ACh,
HupA, und Atropin fuhrte zu keiner Veranderung in der Konfluenzzunahme nach 12 und 24 h.
Lediglich nach 6 h war eine verminderte Konfluenzzunahme zu beobachten, wobei hier der

Standardfehler groRer ausfiel als bei den tbrigen Behandlungsgruppen.
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Abbildung 10: Evaluierung des Ach Systems in humanen Granulosazellen (GZ). (A bis C) Darstellung der
Verénderungen in der Konfluenz (relativ zur Kontrolle) kultivierter humaner Granulosazellen nach einer 6, 12 und

24 h Behandlung mit verschiedenen Kombinationen von ACh (10 uM), HupA (10 uM), Atropin (1 uM) und
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Nikotin (10 uM). ACh zeigt anfangs einen trophischen Effekt, wird anscheinend aber wéhrend der 24 h abgebaut.
HupA inhibiert die ACh-Degradierung durch AChE; so kénnen die trophischen Effekte des ACh auch noch nach
24 h beobachtet werden. Atropin kann die ACh-vermittelten Effekte inhibieren und kann somit auch die basale
Konfluenz nach 24 h vermindern. Nikotin wurde als Kontrolle bei 6 h und 24 h verwendet und zeigt keine Effekte
auf die Konfluenz. Die Werte sind als individuelle Messwerte und Mittelwert + S.E.M. von n = 3 unabhéngigen
Praparationen aus zusammengeflhrten Zellen von jeweils zwei bis finf Patientinnen dargestellt. Fir jede
Stimulation wurde ein paralleles Kontrollexperiment durchgeflhrt. Unterschiedliche Buchstaben implizieren

einen signifikanten Unterschied (p < 0,05; ANOVA, Newman-Keuls).

2.1.5 ChAT-Regulation durch NGF

Wahrend der Untersuchung der Regulation des ACh-synthetisierenden Enzyms ChAT konnte
durch ein Western Blot-Experiment gezeigt werden, dass NGF (50 ng/ml) die ChAT-
Proteinkonzentration im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhéht (Abb. 11A, B). Neben NGF
wurde auch Pro-NGF (pNGF), das Vorlauferprotein des NGF, eingesetzt.
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Abbildung 11: Regulierung von ChAT durch NGF. (A) Beispiel eines Western Blots mit humanen
Granulosazellen an Tag 2-3 in Kultur. Eine Stimulation mit NGF (50 ng/ml) fiihrt im Vergleich zur Kontrolle zu
einer Erhdhung der ChAT-Proteinkonzentration. B-Aktin diente hier als interne Kontrolle. (B) Die
densitometrische Auswertung des Western Blot-Experiments zeigt einen signifikanten Anstieg (p < 0,05;
ANOVA, Newman-Keuls) der ChAT-Proteinmenge nach 24-stiindiger NGF-Stimulation, wéahrend dies durch
pNGF (50 ng/ml) nicht erreicht werden kann. Die Werte sind als individuelle Messwerte und Mittelwert £ S.E.M.
von n = 4 Proteinlysaten unabhéngiger Préparationen aus zusammengefihrten Zellen von jeweils zwei bis flnf

Patientinnen dargestellt.

Das Experiment wurde mit 4 unabhdngigen Granulosazell-Praparationen durchgefiihrt. Die
Behandlung mit pNGF fiihrte bei einer Konzentration von 50 ng/ml lediglich zu einer
tendenziell verstarkten ChAT-Expression in den kultivierten Zellen. Der leichte Anstieg kénnte

durch einen intrinsischen Mechanismus, welcher zur Umwandlung von pNGF in NGF fuhrt,
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bedingt sein. Somit hat NGF hier eine dhnliche Wirkung, wie sie auch auf neuronale Zellen

bekannt ist.

2.2 ARP (AChE-R-spezifisches Peptid) vermittelter Zelltod

2.2.1 Vermehrtes Auftreten des Zelltods unter ARP-Behandlung

Im Gegensatz zu AChE-S und AChE-E ist die AChE-R Variante ein l6sliches Monomer, dessen
spezifischem C-terminalen Peptid ARP zusatzliche nicht-enzymatische Funktionen
zugeschrieben werden (Pick et al., 2006). Um diese nicht-enzymatischen Effekte in humanen
Granulosazellen zu untersuchen, wurde ein synthetisches ARP verwendet. Mittels Live Cell
Imaging Uber 24 h konnte ein signifikant erhdhtes Vorkommen von Zelltoden in den mit ARP
(50 ng/ml; n = 10) behandelten Praparationen von Granulosazellen im Vergleich zu
unbehandelten Granulosazellen (Kontrolle; n = 5) beobachtet werden (Abb. 12A, B).
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Abbildung 12: Vermehrtes Absterben von Granulosazellen unter ARP-Behandlung. (A) Aufnahmen mittels Live
Cell Imaging von humanen Granulosazellen, welche unbehandelt (Kontrolle), ARP (50ng/ml), Scr (50 ng/ml) und
hitzeinaktiviertem ARP (ARPin; 50 ng/ml) behandelt wurden. Nach 24 h lasst sich eine verminderte Anzahl an
Zellen erkennen. (B) Die beobachtete Anzahl an Zelltoden ist in der ARP-behandelten Gruppe nach 24 h im
Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhoht (p < 0,05; ANOVA, Newman-Keuls). Die Werte sind als
individuelle Messwerte und Mittelwert + S.E.M. von n =5 (Kontrolle, ARPin) und n = 10 (ARP, Scr) unabhangiger

Préparationen aus zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei bis funf Patientinnen dargestellt.
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Ein Kontrollpeptid (Scr; 50 ng/ml; n = 10) mit definierter, aber zufalliger Aminoséureabfolge
und hitzeinaktiviertes ARP (ARPin; 50 ng/ml; 10 min, 95 °C; n = 5) zeigten keinen Effekt. Das
erste gehaufte Auftreten von Zelltoden fand etwa 2 bis 3 h nach der Zugabe von ARP statt und
hielt bis 24 h nach Stimulation an. Die sterbenden Zellen wiesen eine charakteristische
Morphologie unter ARP-Behandlung auf. Hierbei konnte ¢in ,,Aufbldhen® des Zytoplasmas
beobachtet werden (Abb. 13), welches auch in sehr viel geringerer Haufigkeit in den
Kontrollgruppen auftrat.

Kontrolle

Abbildung 13: Charakteristische Morphologie des durch ARP-Behandlung vermehrt auftretenden Zelltods. Auch
ohne ARP (50 ng/ml)-Behandlung (Kontrolle) tritt ein Absterben mit dieser spezifischen Morphologie auf. Die

weilen Pfeile weisen auf das beobachtete ,,Aufblihen* der Zellen hin.

Durch ARP-Behandlung (50 ng/ml; n = 3) konnte auch eine Verminderung der Konfluenz im
Vergleich zur Kontrollgruppe erreicht werden (Abb. 14A). Hierbei sank die gemessene
Konfluenz innerhalb von 24 h auf kontinuierlich auf etwa 80 % der Konfluenz in der
Kontrollgruppe ab. Eine Messung des Zelldurchmessers bei Granulosazellen zeigte eine
signifikante VVerminderung dieses Parameters in ARP behandelten Zellen (Abb. 14B). Das

Experiment wurde mit 5 unabhéngigen Granulosazellpréparationen durchgefunhrt.
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Abbildung 14: Auswirkungen der ARP-Behandlung auf die Konfluenz und GréRe humaner Granulosazellen. (A)
Die Stimulation kultivierter humaner Granulosazellen (GZ) mit ARP (50 ng/ml) flhrt zu einer Abnahme der
Konfluenz Uber einen Zeitraum von 24 h. Die Werte sind als Mittelwert £ S.E.M. von n = 3 unabhéangigen
Praparationen aus zusammengefuhrten Zellen von jeweils zwei bis finf Patientinnen dargestellt. (B) Die fiir 24 h
mit ARP behandelten Zellen weisen im Vergleich zu den Kontrollzellen (Kontrolle (H20), Scr) einen signifikant
verminderten Zelldurchmesser auf (p < 0,05; ANOVA, Newman-Keuls). Die Werte sind als individuelle
Messwerte und Mittelwert + S.E.M. von n = 3 unabhéngigen Praparationen aus zusammengefiihrten Zellen von

jeweils zwei bis funf Patientinnen dargestellt.

2.2.2 Apoptose in Granulosazellen

Um Apoptose als Art des beobachteten Zelltods abzuklaren, wurde zunéchst die Caspase 3/7
Aktivitat in 3 unabhangigen Praparationen von humanen Granulosazellen gemessen (Abb. 15).
Die ARP-Behandlung fiihrte zu keiner Erhéhung der Caspase 3/7-Aktivitat im Vergleich zu
unbehandelten und mit Scr behandelten Granulosazellen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass es sich bei dem hier beobachteten Zelltod nicht um Caspase-abhéngige Apoptose handeln

kann.
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Abbildung 15: Caspase 3/7-Aktivitat in humanen Granulosazellen unter ARP-Behandlung. Es konnte keine
vermehrte Caspase 3/7-Aktivitat in ARP-behandelten (50 ng/ml) humanen Granulosazellen im Vergleich zu den
Kontrollgruppen festgestellt werden (p > 0,05; ANOVA, Newman-Keuls). Die Werte sind als individuelle
Messwerte und Mittelwert + S.E.M. von n = 3 unabhéngigen Praparationen aus zusammengefiihrten Zellen von
jeweils zwei bis funf Patientinnen dargestellt.

Im Folgenden wurden Lactatdehydrogenase (LDH)-Assays mit 10 unabhangigen Préparationen
von humanen Granulosazellen durchgefihrt, um den LDH-Gehalt in Zellkulturiiberstanden als
Indikator fiir die Zellmembranschadigung der behandelten Granulosazellen zu bestimmen
(Abb. 16A). Die Messungen zeigten einen signifikanten Anstieg der LDH-Konzentration im
Uberstand von fiir 5 h mit ARP behandelten Granulosazellen im Vergleich zu Kontrollzellen,
mit dem Kontrollpeptid oder mit hitzeinaktiviertem ARP behandelten Zellen. Dies weist auf
eine zytotoxische Wirkung von ARP hin und bestatigt die Ergebnisse aus den vorhergegangen
Live Cell Imaging-Experimenten, bei welchen ebenfalls ein verstérktes Absterben der Zellen
unter ARP-Behandlung erkennbar war.
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Abbildung 16: Durch ARP bedingte Erhéhung der LDH-Freisetzung. (A) Dargestellt sind die Ergebnisse eines
LDH-Zytotoxizitats-Assays, welcher mit kultivierten humanen Granulosazellen durchgefiihrt wurde. ARP (50
ng/ml) erhéht hier im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Scr (50 ng/ml), ARPin (50 ng/ml)) nach 5 h signifikant
die Zytotoxizitat (p < 0,05; ANOVA, Newman-Keuls). (B) Z-VAD-FMK (ZVF; 20 uM) ist nicht in der Lage, den
ARP-vermittelten Anstieg der Zytotoxizitat zu verhindern. Allerdings vermindert ZVF signifikant die
Zytotoxizitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (DMSO 1%, p < 0,05; ANOVA, Newman-Keuls). Alle Werte der
LDH-Assays sind als individuelle Messwerte und Mittelwert £ S.E.M. von n =10 (A) oder n = 7 (B) unabhéngigen
Praparationen aus zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei bis finf Patientinnen dargestellt. Unterschiedliche

Buchstaben implizieren einen signifikanten Unterschied.

Unter der Verwendung von 7 unabhé&ngigen Granulosazellpraparationen wurde ein weiteres
LDH-Experiment durchgefiuhrt (Abb. 16B). Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Pan-
Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK (20 uM) den ARP-vermittelten Anstieg in der Zytotoxizitat
nicht verhindern kann. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Apoptose nicht die in diesem
Fall involvierte Art des Zelltods ist. Allerdings konnte beobachtet werden, dass Z-VAD-FMK
in der Lage ist, die Anzahl der basal auftretenden Zelltode im Vergleich zur Kontrolle (DMSO)

zu verringern.

2.2.3 ARP-vermittelte Nekroptose in humanen Granulosazellen

Mit dem RIPK1 Inhibitor Nek-1 (20 uM) war es moglich, den Anstieg der Zytotoxizitat in
ARP-behandelten Granulosazellen signifikant zu blockieren (n = 10; Abb. 17A). Diese
Beobachtung lasst den Schluss zu, dass Nekroptose fur die erhdhte Zahl an Zelltoden bei ARP-
behandelten Granulosazellen verantwortlich ist. In der Gruppe der nur mit Nek-1 behandelten

Granulosazellen konnte eine signifikant verminderte Zytotoxizitat im Vergleich zur
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Kontrollgruppe (EtOH) beobachtet werden, was ein basales Auftreten der Nekroptose in

Granulosazellen vermuten l&sst (n = 10; Abb. 17B).
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Abbildung 17: Inhibierung des ARP-vermittelten Zelltods durch Nek-1 und NSA im LDH-Assay. (A) Eine
Behandlung mit Nek-1 (20 pM) flhrt zu einer signifikanten Inhibierung (p < 0,05; ANOVA) der durch ARP
vermittelten Zytotoxizitdt. Ethanol (EtOH; 0,1%.) zeigt keinen Effekt auf die durch ARP erhdhte Zytotoxizitat.
(B) Nek-1 bewirkt eine signifikant verminderte Zytotoxizitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05; t-test).
(C) NSA (0,5 uM) ist in der Lage, den durch ARP vermittelten Anstieg der Zytotoxizitat signifikant zu hemmen
(p < 0,05; ANOVA, Newman-Keuls). DMSO (0,1%o) zeigt keinen Effekt auf den ARP-vermittelten Anstieg der
Zytotoxizitat. (D) NSA bewirkt eine signifikant verminderte Zytotoxizitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (p <
0,05; t-test). Alle Werte der LDH-Assays sind als individuelle Messwerte und Mittelwert + S.E.M. von n = 10
unabhdngigen Praparationen aus zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei bis fiinf Patientinnen dargestellt.

Unterschiedliche Buchstaben implizieren einen signifikanten Unterschied.
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Um Nekroptose als Art des hervorgerufenen Zelltods weiter zu bestatigen, wurde neben Nek-1
NSA als weiterer Nekroptoseblocker verwendet. NSA blockiert MLKL und somit auch den
Nekroptosesignalweg. In einem LDH-Assay-basierten Experiment mit 10 unabhangigen
Préaparationen von Granulosazellen konnte gezeigt werden, dass NSA (0.5 uM) in der Lage ist,
die durch ARP bedingte erhdhte Zytotoxizitat in Granulosazellen zu verhindern (Abb. 17C).
Eine Behandlung mit NSA allein zeigte wiederum im Vergleich zur Kontrollgruppe (DMSQO)
eine verminderte basale Zytotoxizitat (Abb. 17D).

Die Schlisselproteine des Nekroptose-Signalwegs RIPK1, RIPK3 und phosphoryliertes MLKL
(p-MLKL) konnten mittels Western Blot in 3 unabhédngigen Praparationen humaner
Granulosazellen nachgewiesen werden (Abb. 18A; 1 Préparation gezeigt). Die mRNAs von
RIPK1 und MLKL, den Faktoren, an denen das Wirkprinzip von Nek-1 und NSA ansetzt,
konnten ebenfalls mittels RT-PCR und Sequenzierung in humanen Granulosazellen

nachgewiesen werden (Abb. 18B).
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Abbildung 18: Identifikation der an Nekroptose beteiligten Schliisselfaktoren in humanen Granulosazellen. (A)
RIPK1, RIPK2 und p-MLKL konnten in humanen Granulosazellen mittels Western Blot nachgewiesen werden.
Die Pfeile markieren die erwartete Bandenhéhe (RIPK1: 76 kDa; RIPK3: 57 kDa; p-MLKL: 54 kDa). Die Serum-
Kontrolle féllt negativ aus. (B) Mittels RT-PCR und Sequenzierung konnten die mMRNAs von RIPK1 und MLKL
in humanen Granulosazellen (GZ) nachgewiesen werden. Die RNA- und Wasser-Kontrolle fallt jeweils negativ

aus.

Des Weiteren konnte mittels Western Blot an 5 unabhéngigen Prdparationen gezeigt werden,

dass eine ARP-Behandlung zu einer erhohten Konzentration von p-MLKL in humanen
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Granulosazellen fuhrt (Abb. 19A, B). Dies stellt einen weiteren Hinweis auf die Involvierung

des Nekroptosesignalwegs dar.
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Abbildung 19: Vermehrte Phosphorylierung von MLKL in humanen Granulosazellen unter ARP-Behandlung.

(A) Identifizierung von p-MLKL und MLKL in humanen Granulosazellen mittels Western Blot. Eine 5 h ARP-
Behandlung fuhrt im Vergleich zur Kontrolle (Scr) zu einer erhghten Menge an p-MLKL. Die Pfeile zeigen die
erwartete Bandenhohe an (MLKL 37 kDa; p-MLKL: 54 kDa). (B) Eine densitometrische Auswertung des p-
MLKL/MLKL Western Blot-Experiments zeigt eine signifikante Erhéhung des p-MLKL-Gehalts unter ARP-
Behandlung (p<0,05, t-Test). Die Werte von MLKL und p-MLKL wurden auf die MLKL-Werte normiert. Die
Werte sind als individuelle Messwerte und Mittelwert £ S.E.M. von n = 5 unabhangigen Praparationen aus

zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei bis finf Patientinnen dargestellt.

2.2.4 Nachweis von p-MLKL in ovariellem Gewebe

Unter der Verwendung eines gegen p-MLKL gerichteten Antikorpers war es moglich, p-
MLKL, einen spezifischen Marker fir Nekroptose (Wang et al., 2014a), in humanem
ovariellem Gewebe immunhistochemisch nachzuweisen. Das humane Corpus luteum zeigte
eine spezifische Farbung fir p-MLKL (Abb. 20A, B), wéhrend die Immunglobulin G (IgG)-
Kontrolle negativ ausfiel (Abb. 20C). In den Follikeln des Rhesusaffen waren die
Granulosazellen in den Follikeln immunoreaktiv fiir p-MLKL (Abb. 20D). Hier fiel die 1gG-
Kontrolle ebenfalls negativ aus (Abb. 20E).
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Abbildung 20: Identifikation von p-MLKL in ovariellem Gewebe des Menschen und des Rhesusaffen. (A und B)
Die Zellen des humanen Corpus luteum sind in einer immhunhistochemischen Féarbung positiv fur p-MLKL. (C)
Die 1gG-Kontrolle zeigt keine Farbung. (D) In grofen antralen Follikeln des Rhesusaffen zeigen die
Granulosazellen eine positive Farbung fur p-MLKL. (E) Die 1gG-Kontrolle weist keine Farbung auf. Die Balken
stehen fur 100 pm (A) oder 40 pm (B bis E).

2.2.5 Mechanismus der Nekroptose-Induktion

Um Hinweise auf den Mechanismus, tber den ARP zu einem verstérkten Auftreten von
Nekroptose fihrt, zu erhalten, wurden 3 Prdparationen humaner Granulosazellen mit
Lipopolysaccharid (LPS; 10 pg/ml), einem TLR4 Ligand und TNFa (10 ng/ml) behandelt. In
einer Konfluenzmessung konnte jedoch kein entscheidender Effekt dieser Stimulation
beobachtet werden (Abb. 21A, B). Auch eine Messung der ROS-Bildung unter Verwendung
des Farbstoffs DCFH.-DA  (2-,7-Dichlordihydrofluoresceindiacetat) in  humanen
Granulosazellen unter ARP-Behandlung (50 ng/ml) uber 5 h hinweg konnte keine Veradnderung
im Vergleich zur mit einem Kontrollpeptid behandelten Kontrolle aufzeigen (n = 3; Abb. 21C).
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Abbildung 21: Konfluenz und ROS-Messungen mit humanen Granulosazellen. (A) TNFa (10ng/ml) hat iiber
einen Zeitraum von 24 h keinen Effekt auf die Konfluenz humaner Granulosazellen. (B) Eine Behandlung mit LPS
(10 pg/ml) uber 24 h wirkt sich nicht auf die Konfluenz humaner Granulosazellen aus. (C) Mittels einer DCF-
Fluoreszenzmessung lasst sich wahrend einer ARP-Behandlung (50 ng/ml) tber 5 h Iasst keine vermehrte ROS-
Bildung in humanen Granulosazellen beobachten. H,O, (1 mM) dient hier als Positivkontrolle. Alle Werte der
einzelnen Messzeitpunkte wurden auf die Kontrolle (Scr, 50 ng/ml) normiert und sind als Mittelwert + S.E.M. von
n =3 (A und B) oder n = 6 (C) unabhangigen Praparationen aus zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei bis

funf Patientinnen dargestellt.

2.3 AChE und das Polyzystische Ovar-Syndrom

Um eine eventuelle Rolle der AChE in der Pathologie von PCOS zu untersuchen, wurden
zunachst Follikelflussigkeiten von PCOS-Patientinnen mit denen von nicht-PCOS-Patientinnen
verglichen. In den Follikelflussigkeiten beider Gruppen konnte das AChE-Protein mittels
Western Blot und einem gegen AChE gerichteten Antikdrper nachgewiesen werden (Abb.
22A).
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Abbildung 22: Vergleich der AChE-Proteinmenge und Aktivitat in Follikelflissigleit von nicht-PCOS und PCOS-
Patientinnen. (A) Identifikation des AChE-Proteins in humaner Follikelflissigkeit von nicht-PCOS- und PCOS-
Patientinnen mittels eines Western Blots. Der Pfeil zeigt die erwartete Bandenhdhe (82 kDa). (B) Mit dem Ellman-
Assay gemessene Gesamt-, AChE- und BChE-Aktivitdt in humaner Follikelflissigkeit von nicht-PCOS-
(Gesamtaktivitat: 594 mU/ml; BChE: 298 mU/ml; AChE: 185 mU/ml) und PCOS-Patientinnen (Gesamtaktivitat:
554 mU/ml; BChE: 262 mU/ml; AChE: 218 mU/ml). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen gemessen werden (p > 0,05; Kruskal-Wallis, Dunn). Dargestellt sind die individuellen Messwerte

und der Median von n = 34 Follikelflussigkeiten verschiedener Patientinnen je Gruppe.

Eine Aktivitdtsmessung von Follikelflussigkeiten mittels Ellman-Assay konnte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen (nicht-PCOS, PCOS)
beziiglich der Gesamt-, BChE- und AChE-Aktivitat aufzeigen (Abb. 22B). Es wurden in jeder
Gruppe Follikelflissigkeiten von 34 Patientinnen untersucht.

Neben den Follikelflussigkeiten wurden auch Granulosazellen von nicht-PCOS- und PCOS-
Patientinnen mittels qPCR auf mMRNA-Basis verglichen. Es wurden hierzu spezifische Primer
fur AChE-S, AChE-R und ColQ verwendet. Als Referenzgene dienten das 60S ribosomale
Protein L-19 und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). Die verarbeitete
RNA wurde direkt nach der Préparation der Zellen (Tag 0) isoliert. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen identifiziert werden (Abb. 23A, B,
C).



Ergebnisse 41

A Humane GZ B Humane GZ C Humane GZ
AChE-S AChE-R ColQ
5 5+ 5
4 4+ . ‘4 4
| "
34 " 3 A 34
[\ . (4 . x a
1 I
A
L] L] [ ]
0 ] v 0 LT LU 2 0 ) ’
nicht-PCOS PCOS nicht-PCOS PCOS nicht-PCOS PCOS

Abbildung 23: Vergleich der AChE-S-, AChE-R- und ColQ-Expression von nicht-PCOS und PCOS-
Patientinnen. (A) Vergleich der AChE-S mRNA Spiegel von Granulosazellen an Tag 0. (B) Vergleich der AChE-
R-mRNA-Spiegel von Granulosazellen an Tag 0. (C) Vergleich der ColQ-mRNA-Spiegel von Granulosazellen an
Tag 0. Alle Werte sind auf den Mittelwert der nicht-PCOS-Patientinnen normiert und dargestellt als individuelle
Messwerte und Mittelwerte + S.E.M. von n = 11 (A), n = 14/12 (B) und n = 7/4 (p > 0,05; t-Test) unabhdngigen
Préparationen aus zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei bis fiinf Patientinnen je Gruppe. Als Referenzgene
dienten das ribosomale Protein L-19 und GAPDH.

Neben den mRNA-Konzentrationen wurde auch die Reaktion der Granulosazellen auf eine
ACh-Stimulation (10 uM) hin untersucht und Zellen von nicht-PCOS-Patientinnen mit denen
von PCOS-Patientinnen verglichen. Mittels einer Konfluenzmessung konnte allerdings kein

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ermittelt werden (Abb. 24A, B, C).
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Abbildung 24: Konfluenz unter ACh-Behandlung von Granulosazellen von nicht-PCOS- und PCOS-
Patientinnen. Darstellung der Konfluenz (relativ zu nicht-PCQOS) kultivierter humaner Granulosazellen nach einer
6 h (A), 12 h (B) und 24 h (C) Behandlung mit ACh (10 uM). Alle Werte dargestellt als individuelle Messwerte
und Mittelwerte £ S.E.M. von n = 3 unabh&ngigen Préparationen aus zusammengefiihrten Zellen von jeweils zwei
bis funf Patientinnen (p > 0,05; t-Test).

2.4 AChE im Ovar der Ratte
Um die Présenz von AChE im Ovar auch in anderen Spezies wie der Ratte zu untersuchen,

wurden zunédchst Ovarien der Ratte mittels Ellman-Assay auf Cholinesteraseaktivitat hin
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untersucht (Abb. 25A). Sowohl BChE- und AChE-Aktivitat als auch der Proteingehalt der
Ovarlysate von je einem Ovar aus 4 verschiedenen Tieren wurde gemessen. Die gemessene
Aktivitat wurde auf den Gesamtproteingehalt der Proben normiert. Es konnte sowohl AChE-
als auch BChE-Aktivitat in den Lysaten gemessen werden, wobei die gemessene BChE-
Aktivitat hoher ausfiel als die der AChE (BChE: 19 £ 1 mU/mg Gesamtprotein; AChE: 3 0,2
mU/mg Gesamtprotein; Werte als Mittelwert + S.E.M.).

Zusatzlich zu den Ovarien wurde auch die aus der Ratte stammende Granulosazell-Linie
GFSHR17 kultiviert und fir weitere Untersuchungen verwendet. Mit einem spezifischen
Antikorper gegen AChE der Ratte war ein immunologischer Nachweis von AChE in
GFSHR17-Zelllysaten im Western Blot moglich (Abb. 25B). Eine spezifische Proteinbande bei
82 kDa konnte detektiert werden, welche im Préadsorptionsexperiment nicht auftrat. Neben
dem AChE Protein konnte auch AChE-mRNA mittels RT-PCR und Sequenzierung in
GFSHR17 Zellen identifiziert werden (Abb. 25C). Um das gewiinschte RT-PCR Produkt zu
erhalten war hier ein weiterer PCR Schritt mit semi-nested PCR-Primern notwendig. Es folgte

eine Uberpriifung des Produkts mittels Sequenzierung und BLAST Software.
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Abbildung 25: AChE im Ovar und Granulosazellen der Ratte. (A) Mittels Western Blot konnte das AChE Protein
in GFSHR17-Zellen nachgewiesen werden. Der Pfeil zeigt die erwartete Bandenhdhe (82 kDa) an. (B) Unter der
Verwendung von RT-PCR und Sequenzierung konnte AChE-mRNA in den GFSHR17-Zellen identifiziert werden.
Die Wasser- und RNA-Kontrolle sind negativ. (C) Lysate von Ovarien der Ratte zeigen im Ellman-Assay sowohl

BChE- als auch AChE-Aktivitat. Die Werte sind auf das Gesamtprotein normiert und als individuelle Messwerte
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und Mittelwert + S.E.M. von n = 4 Ovarien unterschiedlicher Versuchstiere dargestellt (BChE: 19 + 1 mU/mg;
AChE: 3 £ 0,2 mU/mg).

Mit Ovargewebe der Ratte wurden ebenfalls immunhistologische Farbungen durchgefiihrt.
Hierbei wurde ein Antikorper gegen alle AChE-Varianten der Ratte verwendet. Die
Granulosazellen in den verwendeten Schnitten waren positiv fir AChE (Abb. 26A). In der
Préadsorptionskontrolle waren die Granulosazellen negativ fur AChE (Abb. 26B). Auch bei
Verwendung eines gegen ChAT gerichteten Antikdrpers zeigte sich in Granulosazellen der
antralen Follikel eine Farbung (Abb. 26C). Diese trat in der Serumkontrolle nicht auf (Abb.
26D).
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Abbildung 26: Immunhistochemischer Nachweis von AChE und ChAT in ovariellem Gewebe der Ratte. (A)
Granulosazellen eines antralen Follikels der Ratte zeigen eine spezifische Farbung fur AChE. (B) Die
Praadsorptionskontrolle féllt negativ aus. (C) In den Follikeln zeigen Granulosazellen eine spezifische Farbung

fur ChAT. (D) Die entsprechende Serumkontrolle fallt negativ aus. Die Balken implizieren 100 pm.

3 Diskussion

3.1 AChE als Teil des ovariellen cholinergen Systems

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal die Anwesenheit von AChE im humanen Ovar naher
beschrieben werden. Die AChE fugt sich somit in das schon in vorangegangenen Arbeiten
beschriebene nicht-neuronale cholinerge System (Abb. 3) des Ovars ein. Zum einen stellt sich
die AChE als regulatorischer Faktor mit enzymatischer Aktivitét, welcher die Wirkung des ACh
lokal und zeitlich eingrenzt, dar und zum anderen als Signalmolekil mit nicht-enzymatischer

Wirkung, das in die Entwicklung der Granulosazellen im Follikel und Corpus luteum
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einzugreifen scheint. Somit liefert diese Arbeit einen Einblick in einen weiteren entscheidenden

Teil des ovariellen cholinergen Systems (Abb. 27).
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Abbildung 27: Schematische Darstellung des erweiterten ovariellen nicht-neuronalen cholinergen Systems. Die

beiden von den Granulosazellen gebildeten Enzyme Acetylcholinesterase und Butyrylcholinesterase kénnen das
gebildete Acetylcholin abbauen und somit dessen Wirkung eingrenzen. Neben der enzymatischen Wirkung kann
die ,readthrough“-Variante der AChE (AChE-R) (ber einen nicht-enzymatischen Mechanismus in den
Granulosazellen eine Form des Zelltods (Nekroptose) auslosen. Acetylcholin wird durch Cholinacetyltransferase
(ChAT) in den Granulosazellen synthetisiert. Der vesikuldre Acetylcholintransporter VAChT ermdglicht den
Granulosazellen die Sekretion des Acetylcholins. Uber muskarinische M1/M5-Rezeptoren der Granulosazellen
kann es nahe seines Syntheseortes wirken und es kommt zu einem intrazelluldren Anstieg des Ca?*-Spiegels. Dies
kann zu einer Aktivierung der Ca?*-abhangigen BKc, -Kanale fiihren und schlieRlich das Membranpotential und
weitere spannungsabhangige Kanéle beeinflussen. Ebenso fiihrt die Aktivierung der muskarinischen Rezeptoren
zu einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren egr-1 und c-fos. Eine verstarkte Phosphorylierung (P) des Gap
Junction Proteins Connexin 43 fiihrt zu einer Verminderung der Kommunikation zwischen den Zellen, was
wiederum zu einer vermehrten Zellproliferation fiihren kann. Wie die Synthese und Speicherung des Acetylcholins
reguliert wird, ist noch nicht eindeutig geklart. Allerdings konnte neben der in einer vorherigen Arbeit gezeigten
Wirkung des FSHs in dieser Arbeit NGF als ein die Synthese des Acetylcholins férdernder Faktor identifiziert
werden (Mayerhofer und Kunz, 2005).
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Die vorliegenden Messdaten der AChE-Aktivitét in der Follikelfussigkeit (Abb. 5A) und der
Lysate der Granulosazellen (Abb. 6A), lassen darauf schlie3en, dass aktive AChE im Gegensatz
zur BChE groBtenteils lokal im Follikel und dem Corpus luteum synthetisiert wird. Zum einen,
da in den Zelllysaten fast ausschlieRlich AChE-Aktivitat zu messen war, und zum anderen, da
die absoluten Aktivitatswerte der AChE (251 + 26 mU/ml) in der Follikelflussigkeit um ein
Vielfaches hoher liegen als jene Werte, welche in der Literatur fur das Blutplasma genannt
werden (Garcia-Ayllon et al., 2012). Die Plasmawerte liegen lediglich bei etwa 30 mU/ml. Die
Aktivitdt der BChE im Blutplasma hingegen liegt in der Literatur im Vergleich zu den
gemessenen Werten der Follikelflissigkeit meist deutlich héher (Eddleston et al., 2008; Yang
et al., 2013c). Es konnte ein Nachweis des BChE-Proteins und der BChE-mRNA in Lysaten
humaner Granulosazellen erbracht werden. Dennoch wére es moglich, dass die BChE in der
FollikelflUssigkeit zu groReren Teilen aus dem Blutkreislauf stammt, da sich Plasmaproteine
wie Albumin oder Serotransferrin ebenfalls in der Follikelflissigkeit nachweisen lassen (Twigt
et al., 2012). Bezuglich der AChE weisen die vorliegenden Daten hingegen eher darauf hin,
dass diese hauptséchlich lokal produziert wird. Dies l&sst den Granulosazellen als lokalem
ACh-Produzenten eine grolRe Rolle im Rahmen des ovariellen cholinergen Systems zukommen.
Neben der Enzym-Aktivitdt konnten auch spezifische Nachweise des AChE-Proteins in
humaner Follikelfliissigkeit und humanen Granulosazellen erbracht werden (Abb. 5B, 6B).
Diese Daten untermauern die gefundene Aktivitdt in den entsprechenden Proben. Die
unterschiedlichen Eigenschaften (Legay, 2000; Meshorer und Soreq, 2006) der drei Varianten
der AChE (Abb. 7A), welche in den kultivierten Granulosazellen identifiziert wurden, lassen
vermuten, dass dieses Enzym unterschiedliche Aufgaben im Follikel und im Corpus luteum
erfullt. So kann AChE-S zum Beispiel lokal gebunden werden (Bernard et al., 2011) und lokal
produziertes ACh schnell abbauen, wahrend AChE-R als I6sliches Monomer eher Ziige eines
Signalmolekils besitzt. Die Identifikation der ColQ-mRNA (Abb. 7B) in humanen
Granulosazellen l&sst vermuten, dass die gebildete AChE-S und BChE zumindest teilweise
durch dieses Protein an die extrazellulére Matrix im Follikel und Corpus luteum gebunden wird.
Dies hatte zur Folge, dass die AChE an ihrem Syntheseort verbleiben kann und das lokal
produzierte ACh aufgrund der raumlichen Nahe schnell abgebaut werden kann (Bernard et al.,
2011). Die durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen sind ein Beleg dafur, dass das
cholinerge System einschlieRlich der AChE auch in vivo vorhanden ist (Abb. 8). Hier scheinen
AChE und ChAT sowohl im Follikel als auch im Corpus luteum von Bedeutung zu sein. Auch

in ovariellem Gewebe des Rhesusaffen war ein Nachweis dieser beiden Gegenspieler moglich



Diskussion 46

(Abb. 9). Dies wiederum ist ein Hinweis darauf, dass das in dieser Arbeit beschriebene System
sich nicht nur auf den Menschen beschrankt ist, sondern bei Primaten allgemein vorhanden ist.
Die Konfluenzmessungen an kultivierten humanen Granulosazellen (Abb. 10) zeigen, dass das
cholinerge System in diesen Priméarzellen in vitro seine Funktionalitat behalt und sich dieses
Zellmodell gut fir die Erforschung dieses Systems eignet. Mit Blockern wie HupA kann dieses
System pharmakologisch beeinflusst werden. Diese Tatsache macht HupA zu einem
potentiellen Kandidaten, um gegebenenfalls auch in vivo die Regulation ovarieller Vorgange
zu beeinflussen. HupA hat sich als Medikament vor allem schon in der Erforschung der
Alzheimer-Krankheit etabliert (Yang et al., 2013a). Seine Wirkungen werden allerdings auch
in Bezug auf andere neurodegenerative Erkrankungen hin untersucht (Hao et al., 2009;
Malkova et al., 2011). Die Ergebnisse der Konfluenzmessung der mit Atropin behandelten
Granulosazellen (Abb. 10) unterstiitzen wiederum die in friiheren Arbeiten (Fritz et al., 1999;
Mayerhofer et al., 1992; Mayerhofer und Kunz, 2005) beschriebene Funktionalitat
muskarinischer Rezeptoren auf den humanen Granulosazellen und stellen diese als essenziellen
Teil des ovariellen cholinergen Systems dar.

Neben der Identifizierung des ACh-abbauenden Enzyms AChE war es auch mdglich, das ACh-
synthetisierende Enzym ChAT zum einen in humanem ovariellem Gewebe (Abb. 9) und zum
anderen auch in kultivierten Granulosazellen (Abb. 11) nachzuweisen. Hierbei konnte eine
erhohte Konzentration dieses Proteins in humanen Granulosazellen, welche mit NGF behandelt
wurden, gemessen werden (Abb. 11). Im Nervensystem stellt NGF einen fiir das Uberleben der
Nervenzellen wichtigen Regulationsfaktor dar (Levi-Montalcini, 1987) und konnte auch im
Ovar beschrieben werden (Linher-Melville und Li, 2013). Die in dieser Arbeit beobachtete
Regulation lasst vermuten, dass neben dem in einer friiheren Arbeit gezeigten FSH-Effekt
(Mayerhofer et al., 2006) auch NGF Teil eines Regulationsmechanismus ist, dem das
cholinerge Systems des Ovars unterliegt. Des Weiteren deutet diese Beobachtung darauf hin,
dass dieses System nicht nur im Menschen, sondern auch in anderen Spezies vorhanden ist und
auf &hnliche Art und Weise funktioniert, da diese Regulation von ChAT im bovinen System
beschrieben wurde (Al-Zi'abi et al., 2009). In dieser Arbeit wurde neben dem humanen Material
und dem Material des Rhesusaffen auch Gewebe der Ratte untersucht. Hier konnten AChE und
ChAT ebenfalls in ovariellem Gewebe nachgewiesen werden (Abb. 26). Diese Daten, der
Nachweis von AChE Aktivitdt im Ovar der Ratte und der Nachweis der AChE in eine
Granulosazelllinie der Ratte (Abb. 25), sind ein weiterer Hinweis darauf, dass das hier
beschriebene cholinerge System neben dem Primaten auch in weiteren Spezies vorhanden ist.
Die im Ovar der Ratte gemessene Aktivitat der BChE fallt hdher aus als die der AChE. Jedoch
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zeigen noch nicht verdffentlichte Daten (Urra, et al. 2015; s. 7.1 Originalarbeiten), dass die
MRNA der AChE in den Granulosazellen stérker vertreten ist als im umliegenden Gewebe.
Dies macht die AChE zu einem interessanten Ziel, um Vorgange im Follikel und in den
Granulosazellen zu beeinflussen. Eine Blockierung der AChE mittels HupA fuhrte in der Ratte
zu einer Veranderung der Follikelentwicklung und zu einer erhohten ACh-Konzentration im
Ovar. Diese noch nicht vertffentlichten Daten zeigen zum einen, dass AChE ein potentielles
Ziel darstellt, um Ablaufe im Follikel in vivo zu beeinflussen und zum anderen, dass HupA

hierfr ein geeignetes Mittel ist.

3.2 AChE-R und Nekroptose

Es sind bereits mehrere Stimuli bekannt, die den regulierten nekrotischen Zelltod auslésen
konnen (Galluzzi et al., 2012; Linkermann und Green, 2014; Vanlangenakker et al., 2012), zu
denen nun auch AChE-R gezahlt werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
AChE-R Uber einen RIPK1/MLKL-abh&ngigen Mechanismus regulierte Nekrose (Nekroptose)
auslosen kann. Diese Form des Zelltods wurde bisher noch nicht in primédren humanen
Granulosazellen beschrieben.

Die AChE wurde auch schon in anderen Arbeiten mit dem Auftreten des Zelltods in
Verbindung gebracht (Kehat et al., 2007; Zhang und Greenberg, 2012). In HeLa-Zellen,
Endothelzelllinien und priméren glatten Muskelzellen der Aorta der Ratte zum Beispiel scheint
AChE bei der TNFa-induzierten Apoptose eine Rolle zu spielen. Die vornehmlich auftretende
Form in den apoptotischen Zellen war hier die AChE-S-Variante, durch deren
pharmakologische Hemmung das Auftreten der Apoptose verhindert werden konnte (Zhang et
al., 2002). In Neuronen konnte der N-terminal-verlangerten N-AChE-S eine Apoptose-
fordernde Wirkung zugeschrieben werden (Toiber et al., 2008). AChE-R wiederum konnte
schon in Verbindung mit verstarktem Auftreten der Apoptose bei mannlichen Keimzellen
wahrend der Spermatogenese gebracht werden. Der Mechanismus tber den AChE-R Einfluss
auf die Spermatogenese nehmen kann, wurde mit einem Interaktionspartner der AChE-R, dem
Gerustprotein RACK1 (receptor of activated C kinase 1) und dem glykolytischem Enzym
Enolase-a in Verbindung gebracht (Mor et al., 2008). In den meisten Arbeiten dient jedoch die
Methode der TUNEL-Farbung dem Nachweis der Apoptose. Diese Methode muss allerdings
nicht zwangslaufig spezifisch fir Apoptose sein (Grasl-Kraupp et al., 1995; Rodgers und
Irving-Rodgers, 2010).

AChE-R konnte sowohl auf mRNA- (Abb. 7A) als auf auch Protein-Ebene (Abb. 6B) in

humanen Granulosazellen sowie immunhistochemisch in humanem Gewebe (Abb. 8) und in
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Gewebe des Rhesusaffen (Abb. 9) nachgewiesen werden. Somit kann auch auf die Présenz von
AChE-R geschlossen werden. Des Weiteren bringen in dieser Arbeit morphologische
Beobachtungen (Abb. 12, 13), Messung der LDH-Freisetzung (Abb. 16), Caspase-
Aktivitdtsmessungen (Abb. 15), die Verwendung des hitzeinaktivierten ARPs und des
Kontrollpeptids sowie die Verwendung von Nek-1 und NSA (Abb. 17) die AChE-R-Variante
in vitro eindeutig mit dem Vorgang der Nekroptose in Verbindung. Neben den ARP-Effekten
auf humane Granulosazellen konnten auch die fur die Nekroptose entscheidenden Faktoren
RIPK1, RIPK3 und MLKL in diesen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 18). Ebenso wurde
eine verstérkte Phosphorylierung von MLKL unter ARP-Behandlung beobachtet (Abb. 19),
was einen starken Hinweis auf die Involvierung von MLKL-abhangiger Nekroptose gibt
(Linkermann und Green, 2014). Der Nachweis von phosphoryliertem MLKL in ovariellem
Gewebe (Abb. 20) legt nahe, dass neben der Apoptose auch Nekroptose in vivo im Ovar des
Primaten auftritt. Die Beobachtung, dass Nek-1 und NSA auch die basale Zytotoxizitat senken
kdnnen (Abb. 17B, 17D) sowie die Beobachtung, dass die beobachtete Morphologie des ARP-
regulierten Zelltods auch in geringer Zahl in den Kontrollgruppen zu beobachten war (Abb.
13), lassen den Schluss zu, dass Nekroptose auch basal in humanen Granulosazellen auftritt.
Der immunhistochemische Nachweis von phosphoryliertem MLKL in humanem Gewebe
(Abb. 20) unterstltzt diese Vermutung zusétzlich. Neben dem basalen Auftreten der
Nekroptose weist die Behandlung der Zellen mit dem Pan-Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK auch
auf einen gewissen Grad an Apoptose in den unbehandelten Zellen hin. Auch wenn ein basales
Auftreten des Zelltods durch die Zellkulturbedingungen begunstigt werden konnte, lassen die
vorhandenen Daten darauf schlielen, dass mehrere Arten des Zelltods in der Biologie der
humanen Granulosazellen eine Rolle spielen. Die Beobachtung von Granulosazellen mit den
morphologischen Merkmalen der Apoptose und der Nekrose im bovinen Ovar (Irving-Rodgers
et al., 2001) stiitzt diese Ansicht.

Die regulierte Nekrose (Nekroptose) steht unter anderem in n&dherem Zusammenhang mit
einigen humanen Krankheiten (Galluzzi et al., 2012; Linkermann und Green, 2014). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Nekroptose eine bisher unbeachtete Form des Zelltods
in ovariellen Zellen und somit auch einen Teil der ovariellen Physiologie darstellt. Nekroptose
konnte in grundlegende VVorgénge wie Atresie oder Luteolyse involviert sein. Hierauf weist der
Nachweis von p-MLKL in antralen Follikeln des Rhesusaffen (Abb. 20) hin. Diese Annahme
passt zu der Beobachtung nekrotischer Zellen in Drosophila-Ovarien (Pritchett et al., 2009) und

der Nekrose von Granulosazellen in Sdugetierfollikeln (Rodgers und Irving-Rodgers, 2010).
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Wie genau AChE-R/ARP in Granulosazellen Nekroptose induzieren kann, ist noch nicht
geklart. Aufgrund vorheriger Studien l&sst sich vermuten, dass hierbei RACK1 (Mor et al.,
2008) oder auch TLR und andere Todesrezeptoren von Bedeutung sind (He et al., 2009; Zhang
et al., 2009). Zwar besitzen Granulosazellen TLR4-Rezeptoren (Price et al., 2013), doch weder
Lipopolysaccharide als TLR4-Liganden noch TNFa waren in der Lage, in Granulosazellen
Nekroptose zu induzieren (Abb. 21). Auch die ROS- (reactive oxygen species) Bildung
(McCall, 2010) blieb in Granulosazellen Gber finf Stunden unter ARP-Stimulation
unverandert. AChE-R wird haufig mit Stress in Verbindung gebracht, da deren Expression
durch oxidativen Stress verstarkt werden kann (Hértl et al., 2011; Zimmermann, 2013).
Kultivierte Granulosazellen stellen nicht nur ein Modell fur den grof3en praovulatorischen
Follikel, sondern auch fiir das Corpus luteum dar. In beiden Systemen, dem Follikel und dem
Corpus luteum, ist das Absterben von Zellen unerlasslich, um die Funktionalitidt des Ovars
aufrecht zu erhalten. Die Atresie vieler Follikel ermdglicht die Selektion einiger weniger
dominanter Follikel. Die Regression des Corpus luteum ist notwendig, um einen neuen
ovariellen Zyklus zu beginnen. Es wird angenommen, dass die Apoptose die treibende Kraft
hinter der Luteolyse darstellt (Devoto et al., 2009; Rodgers und Irving-Rodgers, 2010). Im
Gegensatz zur Atresie ist im Falle der Luteolyse die Apoptose bis heute die einzig beschriebene
Form des auftretenden Zelltods (Devoto et al., 2009; Shikone et al., 1996). Im Follikel und im
Corpus luteum steht das dortige cholinerge System im Zusammenhang mit trophischen
Effekten (Al-Zi'abi et al., 2009; Mayerhofer und Kunz, 2005). Die zellbiologischen
Beobachtungen dieser Arbeit erweitern das vorhanden Modell und zeigen auf, dass AChE als
ACh-abbauendes Enzym eine wichtige Rolle in diesem System einnimmt. Hinzu kommt der
nicht-enzymatische AChE-R-Effekt, der eine weitere Komponente des cholinergen Systems
des Ovars darstellt.

Aus den gewonnen Erkenntnissen dieser Arbeit gehen die enzymatische Aktivitat der AChE
und die Nekroptose als neue pharmakologische Ziele zur Beeinflussung der Ovarfunktion
hervor. So steigt zum Beispiel der AChE-R-Gehalt im Blut mit dem Alter an (Sklan et al.,
2004). Des Weiteren ist die Inhibierung der AChE ein weit verbreiteter Ansatzpunkt in der
Alzheimer-Forschung (Birks, 2006). Ein dhnlicher Ansatz konnte vielleicht auch bei der
Einflussnahme auf ovarielle Funktionen Erfolg haben. Es ware moglich, dass eine verstarkte
trophische Wirkung des ACh die Zahl der atretischen Follikel mindert oder die Lebensdauer
des Corpus luteum erhoht. Ebenso koénnte die durch ACHE-R und andere Faktoren
hervorgerufene Nekroptose in den Granulosazellen mit Nek-1 oder NSA ,,behandelt* werden.

Diese neu erschienenen Maoglichkeiten kdnnten in Zukunft noch weiter untersucht werden
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(Linkermann und Green, 2014). Die Atresie der Follikel, deren Motor die Apoptose und
vielleicht auch die Nekroptose ist, fuhrt letztendlich zur Menopause der Frau (Matsuda et al.,
2012; Richardson et al., 1987; Wallace und Kelsey, 2010). Falls das cholinerge System und die
Nekroptose einen wichtigen Teil dieses Prozesses darstellen, konnten AChE-Inhibitoren oder
Nekroptose-Inhibitoren die Depletion des Follikelpools und somit auch die Menopause

hinauszdgern.

3.3 Die Bedeutung der AChE fir PCOS

Als eine der haufigsten Ursachen fur weibliche Infertilitat (Azziz et al., 2004; Knochenhauer et
al., 1998; Solomon, 1999) war PCOS auch ein Aspekt dieser Arbeit. Mittels der Analyse der
Follikelflissigkeit von PCOS- und nicht-PCOS-Patientinnen bezuglich der AChE-Aktivitat
(Abb. 22), sowie der Untersuchung kultivierter humaner Granulosazellen der beiden
Patientengruppen (Abb. 23), konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der PCOS-
Gruppe und der nicht-PCOS-Gruppe aufzeigen. Allerdings konnte bei der Untersuchung der
AChE-S-Expression (Abb. 23A) eine Tendenz flr eine verminderte Expression bei PCOS-
Zellen beobachtet werden. Eventuell wéren hier eine gréRere Versuchsgruppe und ein
differenzierterer Abgleich der Patientengruppen durch Kriterien wie Alter oder BMI (Body
Mass Index) notwendig, um einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen nicht-PCOS
und PCOS beobachten zu kénnen. Ein solcher Unterschied kénnte auch in Bezug auf den
Zelltod der Granulosazellen von Interesse sein, da in einer aktuellen Arbeit der Zusammenhang
von nicht-enzymatischen Effekten der AChE-S und Zelltod gezeigt werden konnte (Du et al.,
2015). Bezlglich der Reaktion der Granulosazellen auf eine Stimulation mit ACh konnten in
vitro keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen aufgezeigt werden (Abb. 24). Dies
konnte sich allerdings durch die Zellkulturbedingungen, durch welche beide Zellgruppen unter
gleichen Bedingungen kultiviert werden, kompensiert werden. In Bezug auf die AChE-
Aktivitat in den Follikelflussigkeiten konnte auch eine weitere Eingrenzung der nicht-PCOS-
Patientengruppe auf die Patientinnen, deren Behandlung lediglich aufgrund der Infertilitat der
Partners begriindet war, zu keiner signifikanten Veranderung der Messdaten ftihren. Falls bei
PCOS eine Fehlregulation des cholinergen Systems vorliegt, kdnnte diese nicht nur auf Seiten
der AChE, sondern auch auf Seiten der ACh-Synthese vorliegen. In einer Studie, welche sich
mit miRNAs in humaner Follikelflussigkeit beschéftigt, konnte gezeigt werden, dass bei PCOS-
Patientinnen eine verdnderte Konzentration der miRNA-132, welche wiederum Einfluss auf die
Expression der AChE-R nehmen kann, vorliegt (Hanin und Soreq, 2011; Sang et al., 2013).

Dies weist darauf hin, dass es auch weitere Regulationsmechanismen gibt, welche nicht
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Gegenstand dieser Arbeit sind. Es ist ebenfalls zu bedenken, dass das untersuchte Material
ausschlieflich von IVF-Patientinnen stammt, welche im Vorfeld der Follikelpunktion eine
starke hormonelle Stimulation durchlaufen. Hierdurch kénnten eventuelle Fehlregulationen des
ovariellen cholinergen Systems kompensiert werden. So wird zum Beispiel das ACh-
synthetisierende Enzym ChAT durch FSH reguliert (Mayerhofer et al., 2006). Die Tatsache,
dass bereits gezeigt werden konnte, dass ovarielle Erkrankungen wie PCOS im Zusammenhang
mit der Fehlregulation neuronaler Faktoren steht, lasst vermuten, dass auch ACh eine Rolle bei
PCOS spielen konnte. Neben der verdnderten Konzentratiuon von Dopamin in humaner
FollikelflUssigkeit (Saller et al., 2014) sind die Noradrenalinkonzentrationen bei einem PCOS-
Phénotyp in Mensch und Ratte verandert (Bernuci et al., 2013; Lara et al., 1993; Saller et al.,
2012). Ein weiterer wichtiger neuronaler Faktor des Ovars ist NGF, welches unter anderem die
ACh-Synthese in Granulosazellen zu regulieren scheint (Abb. 11). In einem PCOS-
Rattenmodell konnte bereits gezeigt werden, dass eine vermehrte NGF-Synthese innerhalb des
Ovars zu einer Hyperstimulation des ovariellen sympathischen Nervensystems fiihrt. Dies steht
wiederum im Zusammenhang mit ovarieller Zystenbildung (Lara et al., 2000), einem der
Hauptkriterien des PCOS (Rotterdam, 2004). Somit konnten hier zwar keine Unterschiede
zwischen PCOS- und nicht-PCOS-Patientinnen beziliglich der AChE ermittelt werden, doch
lasst dies aufgrund der oben genannten Grinde nicht den Schluss zu, dass dies auf das gesamte
ovarielle cholinerge System zutrifft. Hier waren weiterfiihrende Studien notwendig, um einen

vollstandigen Einblick in dieses System zu erhalten.

4 Methoden und Material

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Isolierung und Kultivierung humaner Granulosazellen

Die verwendeten humanen Granulosazellen stammen aus Follikelpunktat von IVF-
Patientinnen, deren Behandlung nach Standardprotokollen durchgefiihrt wurde (Praxis: Prof.
Berg, A.R.T. Bogenhausen, Minchen, Deutschland). Die Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen stimmte der Verwendung des humanen Materials flr diese
Arbeit zu (Projekt 323-05). Des Weiteren wurde eine schriftliche Zustimmung der Patientinnen
eingeholt und die Proben anonymisiert. Punktate von zwei bis flnf Patientinnen wurden fir die
Praparation der nicht-PCOS-Zellen zusammengefuhrt. An dieser Stelle wurde das Material zur

weiteren  Untersuchung der  Follikelflussigkeit entnommen und nach einem
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Zentrifugationsschritt (10000 rpm, 10 min) bei -20 °C gelagert. Punktate von PCOS-
Patientinnen wurden nicht gepoolt. Unter Verwendung eines Filtersiebs (40um Porengrofie)
wurde das Punktat zunachst filtriert. Hierbei wurden die Filtersiebe zunéchst auf einem 50 ml
Falconréhrchen positioniert. Anschlieend wurden maximal 50 ml Punktat auf ein Filtersieb
gegeben. Nach zweimaligem Spiilen mit DMEM/Ham’s F12 Medium wurden die im Filtersieb
verbleibenden Granulosazellen mit DMEM/Ham’s F12 Medium aus dem Filtersieb gespiilt und
in 10 ml DMEM/Ham’s F12 Medium pro Filtersieb aufgefangen. Die Zellsuspension wurde
anschlieRend mittels einer Spritze mit aufgesetzter 0,9 mm Kantle in 15 ml Réhrchen tberfuhrt
und nachfolgend bei 900 rpm fiir 3 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Kulturmedium
(DMEM/Ham’s F12, 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin) aufgenommen und in
entsprechenden ZellkulturgeféaRen ausgesat. Der Tag der Préparation entspricht Tag O der
Kultivierung. An Tag 1 wurden die Zellen mehrmals mit DMEM/Ham’s F12 Medium gespiilt
und anschlieBend weiter in Kulturmedium fur maximal 6 Tage bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO, Begasung kultiviert. Um die Zellen in andere Gefal3e zu Gberflihren oder definiert
auszusaen wurde eine Trypsin/EDTA-LGOsung verwendet. Nach 3-4 Minuten Inkubationszeit
wurde die Trypsinreaktion durch Zugabe der doppelten Menge an Kulturmedium gestoppt.
Nach zweimaligem Waschen (Zentrifugation bei 900 rpm, 3 min) wurden die Zellen in
Kulturmedium resuspendiert und in entsprechenden KulturgefaRen ausgesat. Soweit nicht
anders angegeben, wurden die Zellen vor jeder Stimulation 2 h in zusatzfreiem DMEM/Ham’s
F12 Medium inkubiert und auch in zusatzfreiem DMEM/Ham’s F12 Medium stimuliert. Das
verwendete AChE-R spezifische Peptid (ARP; 1- GMQGPAGSGWEEGSGSPPGVTPLFSP-
26) und ein entsprechendes Kontrollpeptid mit definierter Zusammensetzung und zufélliger
Aminosaurenabfolge (Scr) wurde am Genzentrum der LMU Minchen synthetisiert.

4.1.2 Kultivierung der GFSHR17-Zellen

Die GFSHR17-Zellinie stellt eine stabile steroidogene Zelllinie aus der Ratte dar, welche ACh
synthetisiert (Keren-Tal et al., 1993; Mayerhofer et al., 2006). Die Zellen wurden unter
Verwendung von DMEM/Ham’s F12 Medium mit 5 % FCS bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO2 Begasung kultiviert. Um die Zellen zu passagieren oder in andere Kulturgefalie
zu Uberfuhren, wurden die Zellen durch Spiilen mit DMEM/Ham’s F12 Medium mechanisch
von der Oberflache gel6st und nach einem Waschschritt (Zentrifugation bei 900 rpm, 3 min) in
gewunschter Anzahl in einem neuen Gefal? ausgesat. Um die Zellen Gber langere Zeit zu lagern,
wurde flissiger Stickstoff fir die Kryokonservierung verwendet. Das Zellaliquot in den

verwendeten Einfrierrdhrchen wurde nach der Entnahme aus dem Stickstoff in einem 37 °C
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warmen Wasserbad aufgetaut und anschlieBend in 10 ml DMEM/Ham’s F12 Medium mit 5 %
FCS aufgenommen und bei 900 rpm fir 3 min zentrifugiert, um das enthaltene DMSO zu

entfernen. Daraufhin wurden die Zellen in Zellkulturschalen ausgesat.

4.1.3 Mykoplasmentest

Um eine Mycoplasmenkontamination der Zellen auszuschliefen, wurde ein auf PCR
basierender kommerziell erhaltlicher Mykoplasmentest (Minerva, Berlin, Deutschland)
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen 48 h kultiviert und der konditionierte Uberstand mittels
PCR auf Mycoplasmen-16S rRNA getestet.

4.1.4 Konfluenzmessung

Die Konfluenz der humanen Granulosazellen wurde unter Verwendung eines innerhalb des
Zellkulturinkubators einsetzbaren Imagingsystems von Peqglab bestimmt, welches mittels
integrierter Bildanalysesoftware die Konfluenz der beobachteten Zellen darstellen kann. Die
Messungen Uber 24 h hinweg, bei denen alle 10 min ein Bild aufgenommen wurde, fanden
zwischen Tag 1 und 4 der Kultur in 60 mm Zellkulturschalen statt. Die Konfluenz der
beobachteten Zellen lag zu Beginn der Messung zwischen 20 und 40 %, wobei die Startwerte
der Kontrolle und der behandelten Zellen nicht mehr als 3 % voneinander abwichen. Es wurde
DMEM/Ham’s F12 Medium mit 5 % FCS Gehalt fir die Messungen verwendet. Die
Konfluenzentwicklung bei Berechnung und Darstellung der Konfluenzénderung (A Konfluenz)

war immer positiv. Kontrollzellen und behandelte Zellen wurden parallel aufgezeichnet.

4.15 Live Cell Imaging

Nachdem die zu beobachtenden Zellen in spezielle Kulturschalen mit Glasboden (uDish)
uberfuhrt wurden, konnten sie in einem inversen Lichtmikroskop, welches mit einer
Inkubationskammer, die konstante Bedingungen bei einer Temperatur von 37 °C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, Konzentration bietet, fur 24 h beobachtet werden. 100 bis 200
Zellen wurden in jedem Experiment beriicksichtigt. Die Bilder wurden mit einer digitalen
Mikroskopkamera aufgenommen und mit Hilfe der Micro-Manager 1.3 Software
(www.micro-manager.org; 29.07.15) analysiert. Aufgrund der Zahl der vitalen Zellen zu
Beginn der Messung und der Anzahl der Zelltode (manuelle Auszdhlung nach visuellen
Kriterien) bis zum Ende der Messung konnte der prozentuale Anteil der Zelltode ermittelt

werden.
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4.1.6 CASY-Zellzédhlung

Das CASY-Messsystem erfasst und zahlt Zellen mittels der elektrischen Widerstandsanderung
und Volumenverdrangung, die beim Durchtritt einer Zelle durch die verbaute Messpore
stattfindet. Mit diesen Parametern und einem vorher festgelegten Messprofil kann auf die
Anzahl, GroRe und Vitalitat der Zellen in der untersuchten Probe geschlossen werden. Flr
optimale Messergebnisse wurden die Zellen in 10 ml Casyton entsprechend dem Messbereich

verdinnt.

4.1.7 Caspase-Assay

Die Aktivitat der Effektorcaspase 3/7 dient in kultivierten Zellen als Apoptoseindikator und
wurde mittels dem auf Lumineszenz basierenden Caspase-Glo Assaysystem von Promega
bestimmt. Nach der Zelllyse wird ein vorgelegtes Substrat von zelluldrer Caspase 3/7 abgebaut.
Das hiebei entstandenen Produkt dient wiederum der zugesetzten Luziferase als Substrat,
wodurch ein messbares Lumineszenzsignal entsteht. Die Zellen wurden fiir die Caspase 3/7-
Aktivitatsmessung in 96-Wellplatten ausgesat und die Lumineszenz nach 5 h Stimulation in

Triplikaten an einem Photometer bestimmt.

418 LDH-Assay

Die isolierten Granulosazellen wurden in transparenten 96-Wellplatten ausgesat, um die
zytotoxische Wirkung verschiedener Substanzen auf die Zellen zu erfassen. Hierbei wurde ein
auf Laktatdehydrogenase (LDH) basierender Zytotoxizitatsassay der Firma Thermo Scientific
verwendet und nach Herstellerangaben durchgefiihrt. LDH, welche nur bei Schadigung der
Zellmembran in das Kulturmedium gelangen kann, wird mit diesem Assay in den
Zellkulturtiberstanden der zu untersuchenden Zellen erfasst. Es wird Diaphorase eingesetzt, die
in einer Folgereaktion der LDH das eingesetzte farblose Tetrazolium zu rotem Formazan
reduziert. Diese Farbreaktion kann bei einer Wellenldange von 492 nm und 690 nm
(Hintergrund) in einem Photometer gemessen werden. Jede Messung wurde in Triplikaten

durchgefuhrt.

419 ROS-Assay

Um eine Bestimmung der ROS-Bildung durch kultivierte humane Granulosazellen
durchzufthren, wurde eine auf dem Farbstoff DCFH»-DA basierende Methode angewandt
(Saller et al., 2014). Hierbei wird DCFH2-DA durch intrazellulare ROS, wie zum Beispiel
H20,, zu dem fluoreszierenden Farbstoff DCF (2-, 7-Dichlorfluorescein) hydrolysiert. Die
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Fluoreszenz kann bei 520 nm Wellenldnge unter Anregung bei einer Wellenlange von 485 nm
gemessen werden. Die in einer schwarzen 96-Well-Platte ausgesaten Zellen wurden 30 min vor
der Messung bei 37 °C mit DCFH>-DA (10 pM) beladen und anschlieBend mit dem
entsprechenden Stimulanz oder der Kontrolle behandelt. Die ROS-Bildung wurde anschlie3end
5 h lang in einem Fluorimeter bei 37 °C verfolgt. Die erhaltenen Fluoreszenzwerte wurden

schlieRlich auf die Kontrolle normiert.

4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Ellman-Assay

Dieser enzymatische Assay basiert auf einem etablierten Assay zur Bestimmung der Esterase-
Aktivitat in biologischem Probenmaterial (Ellman et al., 1961; Thullbery et al., 2005) und
wurde leicht abgewandelt. Der zu untersuchenden Probe wird Acetylthiocholinjodid (ATC; 1,5
mM) zugesetzt, welches durch Esterasen gespalten werden kann. Sind Esterasen vorhanden,
kann die frei werdende Thiolgruppe des ATC mit der ebenfalls zugesetzten 5,5’-Dithiobis-2-
nitrobenzoeséure (DTNB; 0,6 mM) reagieren und es entsteht der gelbe Farbstoff 2-Nitro-5-
thiobenzoat. Der so verursachte Farbumschlag in der Probe kann mittels Absorptionsmessung
bei 405 nm in einem Photometer verfolgt werden. Der AChE Inhibitor BW284c51 (0,1 mM)
und der BChE Inhibitor Tetra-isopropylpyrophosphoramid (iso-OMPA; 0,1 mM) wurden
eingesetzt um neben der Gesamtaktivitat auch die AChE und BChE Aktivitdt bestimmen zu
konnen. Absolute Werte konnten durch die Verwendung eines AChE-Standards (Electrophorus
electricus) berechnet werden. Der Assay wurde in transparenten 96-Wellplatten durchgefihrt,
wobei sich das Gesamtvolumen pro Well auf 250 ul belief. Die Veranderung der Absorption
wurde Uber 8 min bei 25 °C verfolgt. Follikelflissigkeiten wurden in einer 1:320, Zelllysate in
einer 1:8 Endverdunnung vermessen. Der Assay wurde in KPj-Puffer durchgefuhrt. Die
Messung erfolgte in Duplikaten, wobei die Follikelfltssigkeiten jeweils in 3 Assays vermessen
wurden. Die Follikelflissigkeiten wurden vor der Messung bei 10000 rpm und 4 °C fir 3 min
abzentrifugiert. Fir die Messung wurde der Uberstand verwendet. Zur Gewinnung der
Zelllysate wurden die Zellen aus einer 60 mm Kulturschale zun&chst bei -20 °C eingefroren,
wieder aufgetaut und anschlieRend in KP;-Puffer aufgenommen und bei 10000 rpm und 4 °C
fur 3 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 ul KPi-Puffer resuspendiert und fir die

Messung verwendet. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.
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4.2.2 Proteinisolierung

Nach Ablauf des Stimulationszeitraums wurden die Zellen direkt weiterverarbeitet oder
zundchst bei -20 °C gelagert. Danach wurden die Zellen in gekihltem NPE-Puffer
aufgenommen und mit einem Zellschaber vom ZellkulturgefaR geldst. Die Suspension wurde
anschlieRend bei 10000 rpm und 4 °C fiir 3 min zentrifugiert und in 10 mM PBS resuspendiert.
Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt, bevor die Zellen in ca. 100 pl
Inhibitorcocktail aufgenommen und schlie3lich mittels Ultraschall aufgeschlossen wurden. Die
so erhaltenen Proben wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Der
Proteingehalt der Proben wurde in transparenten 96-Wellplatten unter Verwendung des DC
Protein-Assay Kits der Firma Bio-Rad bestimmt, welches mit dem Bradford-Reagenz arbeitet.
Durch eine Absorptionsmessung bei 690 nm kann der Proteingehalt anhand einer

Standardgerade bestimmt werden.

4.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die aus den Zellen isolierten Proteine wurden mittels eindimensionaler diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970)
aufgetrennt, wobei es zu einer Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht kommt. Es
wurde sowohl ein niedrigprozentiges Sammelgel eingesetzt, um die Proteine bei neutralem pH-
Wert an der Lauffront zu konzentrieren, als auch ein Trenngel, welches die Proteine bei
basischem pH-Wert schlieBlich nach Molekulargewicht auftrennt (Tab. 1). Das Sammelgel

wird hierzu auf das Trenngel geschichtet. Es wurden 15 pg Protein pro Tasche auf das Gel

geladen.
Reagenz Sammelgel Trenngel
Acrylamid 30 % 0,9 ml 4,3 ml
4x Sammelgelpuffer 1,5 ml
4x Trenngelpuffer - 3,25 ml
H20 3,55 ml 4,55 ml
TEMED 20 pl 26 pl
10 % APS 30 ul 52 ul

Tabelle 1: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel.

Western Blot
Um die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine immunologisch zu analysieren, wurden diese auf

eine Nitrozellulosemembran transferiert. So kdnnen einzelne Proteine aus dem aufgetrennten
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Proteingemisch unter Verwendung spezifischer Priméarantikdrper und an ein Enzym gekoppelte
Sekundarantikorper detektiert werden (Burnette, 1981; Towbin et al., 1979). Das Filterpapier,
die Membran und das Acrylamidgel wurden zunédchst 10 min in Transferpuffer aquilibriert.
Nach dem Zusammenbau des Blotsystems erfolgte in Transferpuffer der Transfer der Proteine
auf die Nitrozellulosemembran innerhalb 75 min bei 100 V. AnschlieRend wurde eine Ponceau-
Kontrollfarbung vorgenommen. Die Absattigung der freien Bindungsstellen der Membran
erfolgte mit5 % Milchpulver in TBS-T fiir 30 min. Bei der Verwendung von Antikorpern gegen
phosphorylierte Proteine wurde die Absattigung und alle weiteren Schritte mit BSA (bovines
Serumalbumin) an Stelle des Milchpulvers durchgefiihrt. Uber Nacht und bei 4 °C wurde die
Membran mit dem Priméarantikorper (Tab. 6) in 1 % Milchpulver in TBS-T inkubiert. War eine
Préadsorption vorgesehen, um die Spezifitat des verwendeten Primé&rantikorpers zu bestéatigen,
wurde dieser flr 2 h bei 4 °C mit dem zugehérigen Blockierungs-Peptid (Tab. 8) inkubiert. Bei
13000 rpm und 4 °C wurde die Antikorper-Peptid Mischung abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde zundchst entsprechend dem eigentlichen Primarantikdrper verdinnt und wie die
Priméarantikdrper-Losung weiter verwendet. Nach der Primé&rantikdrper-Inkubation tiber Nacht
wurde die Membran 3 mal 5 min mit TBS-T auf einem Schittler gewaschen. AnschlieRend
folgte fur 1 h die Inkubation auf einem Schiittler mit einem entsprechenden Peroxidase (POX)-
gekoppelten Sekundarantikorper (Tab. 7) in einer 1:5000 Verdinnung in 5 % Milchpulver in
TBS-T. Nach weiteren 3 Waschschritten (5 min TBS-T) erfolgte die Detektion des
Chemilumineszenzsignals. Hierzu wurde das SuperSignal West Femto-Kit nach Angaben des
Herstellers und das Chemi-Smart 5000 Detektionssystem verwendet. Mit dem zugehdrigen

Programm ChemiCapt wurden die Aufnahmen festgehalten.

4.2.4 Immunhistochemie

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden 5 pm starke Paraffinschnitte von humanem,
Affen- und Rattengewebe verwendet. Diese wurden zunéchst in Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe (3 mal Xylol fur je 5 min; 2 mal 100 % Isopropanol fir je 3 min; 90 %, 80 % und
70 % Isopropanol fir je 3 min; 1 mal PBS-Puffer fir 10 min) entparaffiniert und rehydriert. Mit
Citratpuffer (9 ml Zitronenséurelésung vermengt mit 41 ml Natriumcitratlosung) wurden
anschlieBend die Antigene demaskiert. Hierzu wurden die Schnitte 25 min in Citratpuffer
gekocht. Nach dreimaligem Waschen in PBS-Puffer wurden die Gewebeschnitte auf den
Objekttragern mit einem Fettstift umrandet und alle folgenden Reagenzien wurden
tropfenweise auf die Schnitte aufgetragen. Die Inkubation der weiteren Schritte erfolgte in einer

Feuchtkammer. Um die endogene Peroxidase zu blockieren erfolgte eine 30 minitige
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Inkubation des Gewebes mit 9 % Methanol und 3 % H.O in PBS-Puffer bei Raumtemperatur.
Nach weiteren 3 Waschschritten mit PBS-Puffer wurden die Protein-Bindungsstellen des
Gewebes mit Normalserum blockiert. Es wurde hierzu Ziegen-Normalserum verwendet.
Handelte es sich um einen Primérantikdrper aus der Ziege wurde Esel-Normalserum
verwendet. Das Gewebe wurde 30 min bei Raumtemperatur mit entsprechendem 5 %
Normalserum in PBS-Puffer inkubiert. Anschliefend wurde der Primarantikorper (Tab. 6) in
gewilnschter Verdinnung in 5 % Normalserum in PBS-Puffer aufgebracht. Eine
Normalserumverdiinnung ohne Primarantikdrper diente als Negativkontrolle. Zusatzlich wurde
teilweise eine Prdadsorption durchgefihrt, um die Spezifitdt des verwendeten
Primarantikorpers zu bestatigen. Dieser wurde hierzu fiir 2 h bei 4 °C mit dem zugehdrigen
Blockierungs-Peptid (Tab. 8) inkubiert und die Antikorper-Peptid Mischung bei 13000 rpm
und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zunichst entsprechend dem eigentlichen
Primarantikorper verdinnt und wie ein Primarantikdrper weiter verwendet. Nach der
Inkubation mit dem Primarantikdrper tber Nacht bei 4 °C wurde das Gewebe 3 mal mit PBS-
Puffer gewaschen und nachfolgend mit einer 1:500 Verdiinnung des entsprechenden
biotinylierten Sekundérantikérpers (Tab. 7) in 5 % Normalserum in PBS-Puffer 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde das Gewebe fir 2 h mit einem kommerziell
erhaltlichen ABC-Reagenz behandelt. Das Funktionsprinzip beruht auf einer beschriebenen
Methode (Hsu et al., 1981). Nach zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Schnitte
fir 10 min mit Tris/HCI-Puffer inkubiert. Schlielich erfolgte der Farbevorgang unter
Verwendung des chromogenen 3-3’-Diaminobenzidin (DAB) und H202. Die durch die
Peroxidase bedingte Farbreaktion wurde bei gewunschter Intensitat oder nach maximal 10 min
in destilliertem Wasser gestoppt. AnschlieBend konnten die Schnitte bei Bedarf mit Hamalaun
gegengefarbt werden. Die Farbung der Zellkerne erfolgte unter flieBendem Leitungswasser. Die
gefarbten Gewebeschnitte wurden anschlieBend durch eine aufsteigende Alkoholreihe und
Xylol (Isopropanol 70 %, 80 %, 90 % fur je 3 min; 2 mal Isopropanol 100 % fiir je 3min; 3 mal
Xylol fiir je 5 min) gefuhrt und somit dehydriert. Abschlielend wurden die Schnitte in Entellan
eingebettet und tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet (Lahr et al., 1990).

4.2.5 Aufarbeitung der Rattenovarien

Die Arbeit mit den Versuchstieren wurde an der Universitat von Chile in Santiago de Chile,
Chile durchgefihrt. Es wurden weibliche Sprague Dawley Ratten mit etwa 250 bis 300 g
Korpergewicht verwendet. Die Tiere wurden ad libidum mit Wasser und Nahrung versorgt und
unter einem 12/12 h Tag/Nacht-Zyklus gehalten. Die Versuche wurden durch das Bioethische
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Komitee der Fakultat fir Chemie und Pharmazeutische Wissenschaften der Universitat von
Chile genehmigt und erfillen die internationalen Richtlinien (CONICYCT Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals). Es wurden stets alle Anstrengungen unternommen die Anzahl
und ein Leiden der Versuchstiere so gering wie mdglich zu halten. Die flr den Ellman-Assay
verwendeten Rattenovarien wurden nach der Entnahme zunéchst 3 mal in einer gekiihlten NaCl
Losung (pH = 7,0; 0,9 %) gewaschen und jeweils bei 2000 rpm fir 3 min abzentrifugiert.
AnschlieRend wurde das Gewebe in 300 pl KPi-Puffer homogenisiert. Das Probenvolumen
wurde anschlielend auf das 10-fache des vorher bestimmten Gewichts der Ovarien aufgefiillt
und bei 10 000 rpm fiir 3 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend in einer 1:17

Endverdunnung fir die Messung mittels Ellman-Assay verwendet.

4.3 Nukleinsdurearbeiten

4.3.1 RNA-Isolation

Die Total-RNA der kultivierten Zellen wurde mit einem RNeasy Plus mini Kit der Firma
Quiagen entsprechend der Herstelleranleitung isoliert. Nach Ende der Stimulation wurden die
Zellen in RLT-Puffer mit 1 % B-Mercaptoethanol aufgenommen und bei -80 °C bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert. Die in RLT-Puffer befindlichen Zellen wurden zunédchst mit einem
Probenvolumen 70 % Ethanol versetzt und anschlieBend bei Raumtemperatur Uber einer
RNeasy Séule abzentrifugiert (10000 rpm, 15 s). Nach einem RW1-Puffer (10000 rpm, 15 s)
und zwei RPE-Puffer (10000 rpm, 15 s)-Waschschritten wurde die S&ule mittels Zentrifugation
(10000 rpm, 1 min) getrocknet. Schlie3lich wurde die RNA in 30 pl RNase-freiem Wasser
eluiert. Die RNA Qualitét und Ausbeute wurde durch eine Absorptionsmessung von 2 pul RNA-
Probe in 58 ul DEPC-Wasser bei 260 nm und 280 nm Wellenlédnge in einem Photometer
bestimmt. Liegt der Quotient der 260 nm und 280 nm Absorption zwischen 1,9 und 2,0 weist
dies auf eine gute Qualitat der RNA hin. Die isolierte RNA wurde bei -80 °C gelagert.

4.3.2 cDNA-Synthese

Aus der isolierten RNA wurde mittels reverser Transkription cDNA fir die weitere Analyse
der Proben hergestellt. Fir die Umschreibung wurden 0,4 ug RNA und 1,6 ul Random 15-mer
Primer mit DEPC-Wasser auf 23 pul Gesamtvolumen aufgefillt und anschliellend in einem
Thermocycler fur 10 min bei 70 °C und 5 min bei 25 °C inkubiert. Im darauffolgenden Schritt
wurden der Probe 15 pl Nukleotidmix (8l first strand buffer; 4 ul 0,1M DTT; 2 ul 10 mM
dNTPs; 1ul 40 U/ml RNAsin) beigefuigt und es folgte ein weiterer Inkubationsschritt bei 25 °C

fir 10 min und 42 °C fir 2 min. Schlie3lich wurden 2 ul Superscript 11 reverse Transkriptase
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zugegeben und ein Umschreibungsprogramm mit 42 °C fur 50 min, 70 °C fur 15 min und 4 °C

fur 10 min wurde initiiert. Die entstandenen cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

4.3.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Durch die Analyse von cDNA mittels RT-PCR war der Nachweis spezifischer Gene in den
kultivierten Zellen mdéglich. Unter Verwendung eines PCR-Kits der Firma Promega wurden die
Reaktionen nach Tabelle 2 angesetzt und die Amplifizierung in einem Thermocycler
durchgefuhrt (Tab. 3).

Reagenz Volumen [ul]
5x GoTaqg-Buffer 5

dNTPs [2 mM] 2,5

Primer forward [100 pM] 0,5

Primer reverse [100 pM] 0,5
DEPC-H20 15,37

cDNA Template 1
GoTag-Polymerase 0,13

Tabelle 2: Zusammensetzung des RT-PCR-Reaktionsansatzes.

Schritt Zyklen Temperatur Dauer
Initiation 1 95°C 2 min
Denaturierung 35 95 °C 1 min
Annealing 35 52-62 °C (primerspezifisch) 455
Elongation 35 72°C 1 min
Finale Elongation 1 72 °C 5 min

Tabelle 3: Thermocyclerprogramm fiir RT-PCR-Reaktion.

Um eine Verunreinigung auszuschlielen, wurden Negativkontrollen ohne cDNA und dem
verwendeten Wasser sowie mit nicht umgeschriebener RNA durchgefiihrt. Die verwendeten
Primer wurden mit der Primer3 (http://primer3.ut.ee; 18.09.14) und PrimerBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/; 18.09.14 ) Software erstellt und von der
Firma Metabion (Planegg, Deutschland) synthetisiert (Tab. 9). Mittels Agarose-
Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte nach GroRe aufgetrennt. Es wurden 2 %
Agarosegele mit zugesetztem Ethidiumbromid (0,01 %) oder Midori Green (0,005 %) fiir die
spatere Detektion mittels UV- beziehungsweise Blaulicht verwendet. Um die GroRe der PCR-
Produkte zu bestimmen, wurde auf das jeweilige Gel neben den PCR Produkten ein Marker
(100 bp Schritte) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in TBE-Puffer bei 90 V und einer

Laufzeit von 35 min durchgefuhrt. Mit einem entsprechenden Kamerasystem wurden Bilder
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der PCR-Gele aufgenommen und dokumentiert. Um die Produkte zu sequenzieren und somit
auf ihre Identitat hin zu Gberprifen, wurden die entsprechenden Banden der PCR-Produkte aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem MinElute Gel Extraction Kit entsprechend der
Herstellerangaben aufgereinigt. Die Sequenzierung wurde von der Firma GATC Biotech
(Konstanz, Deutschland) durchgefiihrt und die Ergebnisse unter Verwendung der BLAST
Software (http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; 22.09.14) ausgewertet.

434 @PCR

Fur die Durchfihrung der quantitativen real-time PCR (qPCR) wurde das LightCycler 96
System mit entsprechender Software und das QuantiFast SYBR Green Kit verwendet. Die
Kombination der Reaktionskomponenten ist in Tabelle 4, das verwendete Cycler-Programm in
Tabelle 5 dargestellt.

Reagenz Volumen [pl]
Quanti-Fast Mix 6,25
H20 RNase-frei 1,25
Primer forward [25 uM] 0,5
Primer reverse [25 uM] 0,5
cDNA Template (1:20) 4

Tabelle 4: Zusammensetzung des qPCR-Reaktionsansatzes.

Schritt Temperatur Dauer
Initiierung 95°C 300s
Zyklusphase (40 Zyklen) 95°C 10s
59-60 °C 30s
Schmelzkurve (Anstieg von 65 - 97 °C) 95°C 45
65 °C 60 s
97 °C 1s

Tabelle 5: Thermocyclerprogramm fir g°PCR-Reaktion.

Die verwendeten Primer (Tab. 10) wurden auf dieselbe Weise wie in der RT-PCR entworfen.
Mittels Schmelzkurvenanalyse und Gelelektrophorese konnten die Primer auf ihre Spezifitat
hin getestet werden. Durch die Verwendung einer cONA-Standardreihe konnte die Effizienz
(E) der jeweilen Primer bestimmt werden. Die erhaltenen Daten wurden mittels der ,,delta-delta

Cr- Methode und folgender Formel ausgewertet:

(E . )ACT Zielgen (MITTELWERT gontrolle~MITTELWERT s¢imulation)
Zielgen

- (E )ACT Referenzgen (MITTELWERT gontrolle— MITTELWERT stimuiation)
Referenzgen

Hierbei beschreibt Cr (threshold cycle) den Zyklus, ab dem die Fluoreszenz exponentiell Gber

das Hintergrundsignal ansteigt. Die Daten werden als das berechnete Verhéltnis (R) angegeben
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(Pfaffl, 2001). Bei den Untersuchungen der PCOS- und nicht-PCOS-Granulosazellen wurde
auf den Mittelwert der nicht-PCOS-Gruppe normiert.

4.4  Statistik

Die Daten und Ergebnisse wurden mit den Programmen Graphpad PRISM 5.0d, Microsoft
Office fur Mac 2011 und Adobe Photoshop CS4 verarbeitet und dargestellt. Die Ergebnisse des
Live Cell Imaging, der entsprechenden Western Blots, der Messung des Zelldurchmessers und
der Konfluenzmessungen wurden mittels eines one-way ANOVA (p < 0,05), gefolgt von einem
Newman-Keuls-Test, auf Signifikanz hin untersucht. Fur die Daten des Caspase-Assays und
der LDH-Assays wurde ein repeated measures ANOVA (p < 0,05), gefolgt von einem
Newman-Keuls-Test analysiert. Die Ergebnisse der Esterasen-Aktivitdtsmessung mit
Follikelflissigkeiten von PCOS- und nicht-PCOS-Patientinnen wurden mittels eines Kruskal-
Wallis-Tests, gefolgt von einem Dunn-Test (multiple comparison), analysiert. Fir die LDH-
Assays, welche lediglich mit Nek-1 oder NSA und entsprechender Kontrollgruppe
durchgefuhrt wurden, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefuhrt (p < 0,05). Dies gilt ebenso
fir alle Daten der gPCR-Experimente und die Daten der Konfluenzmessungen, bei denen
PCOS- mit nicht-PCOS-Zellen verglichen wurden. Auch der p-MLKL/MLKL Western Blot

wurde auf diese Weise analysiert.

45 Material
45.1 Antikdrper

Antigen Verdlnnung Spezies Klonalitat Hersteller

AChE 1:500 (WB) Ziege polyklonal  Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
1:100 (IHC)

AChE (Ratte) 1:250 (WB) Ziege polyklonal  Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
1:50 (IHC)

Hebréische Universitat Jerusalem, Jerusalem,

AChE-R 1:1000 (WB) Kaninchen polyklonal Israel

1:200 (IHC)
BChE 1:800 (WB) Kaninchen polyklonal Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
ChAT 1:500 (WB) Maus monoklonal Merck Millipore, Billerica, MA, USA
1:100 (IHC)
MLKL 1:1000 (WB) Maus monoklonal Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
p-MLKL 1:1000 (WB) Kaninchen monoklonal Abcam, Cambridge, UK
1:100 (IHC)
RIPK1 1:500 (WB) Kaninchen polyklonal Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

RIPK3 1:500 (WB) Kaninchen polyklonal Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
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Tabelle 6: Liste der verwendeten Priméarantikdrper. Teilweise wurden die gleichen Antikérper sowohl fiir Western

Blot (WB) als auch fir die Immunhistochemie (IHC) verwendet.

Antikorper

Verdunnung Spezies

Methode Hersteller

POX rabbit anti goat 1:10000 Kaninchen WB Dianova, Hamburg, Deutschland
POX donkey anti mouse 1:10000 Esel WB Dianova, Hamburg, Deutschland
POX goat anti rabbit 1:10000 Ziege wB Dianova, Hamburg, Deutschland
Biotynilated donkey anti goat ~ 1:500 Esel IHC Dianova, Hamburg, Deutschland
Biotynilated goat anti rabbit 1:500 Ziege IHC Dianova, Hamburg, Deutschland
Biotynilated goat anti mouse 1:500 Ziege IHC Dianova, Hamburg, Deutschland
Tabelle 7: Liste der verwendeten Sekundarantikorper.
Protein Eingesetzte Konzentration Hersteller
AChE 2 ug Peptid pro 1 ug Antikdrper Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA

Tabelle 8: Liste der verwendeten Kontrollpeptide.

45.2 Primer

mMRNA Sequenz (5" - 3")* Genbak.-Nr.

AChE (Ratte) F CCCATGGCTATGAAATCGAG NM_172009.1
R TTCAGGCTCACGTATTGCTG

AChE (Ratte; nested) F CCTGGATCCCTCACTGAACT

AChE-E F CGGGTCTACGCCTACGTCTTTGAACACCGTGCTTC NM_015831.2
R ATGGGTGAAGCCTGGGCAGGTG

AChE-R F CCCCTGGACCCCTCTCGAAAC NM_015831.2
R ACCTGGCGGGCTCCCACTC NC_018918.2

AChE-S F CGGGTCTACGCCTACGTCTTTGAACACCGTGCTTC NM_000665.3
R CACAGGTCTGAGCAGCGATCCTGCTTGCTG

BChE F  TTGCCATCTTTGTTGCAGAG NM_000055.2
R CCAATAAGCATGCAGAGCAA

ColQ F CTGTTCCCACCACCATTCTT NM_005677.3
R CAGGCATGCCAGGAACAC

MLKL F TACAGTCAGCAGAGTGCAGG NM_152649.2
R ACCGTTTGTGGATGACCTGG

RIPK1 F TGGGCGTCATCATAGAGGAAG NM_003804
R CGCCTTTTCCATGTAAGTAGCA

Tabelle 9: Liste der fiir die RT-PCR verwendeten Primer. Dargestellt sind sowohl die ,,forward* (F), als auch

die ,,reverse (R) Primer.
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MRNA Sequenz (5" - 3")* Genbak.-Nr.

AChE-R F CTTCCTCCCCAAATTGCTC NM_015831.2
R GGGGAGAAGAGAGGGGTTAC NC_018918.2

AChE-S F CCTGGATCCCTCACTGAACT NM_000665.3
R TTCAGGCTCACGTATTGCTG

ColQ F CTGTTCCCACCACCATTCTT NM_005677.3
R CAGGCATGCCAGGAACAC

GAPDH F  GTCTTCACTACCATGGAGAAGG NM_002046.5
R TCATGGATGACCTTGGCCAG

L-19 F  AGGCACATGGG ATAGGTAA NM_000981

R CCATGAGAATCCGCTTGTTT

Tabelle 10: Liste der flr die gPCR verwendeten Primer. Dargestellt sind sowohl die ,,forward“ (F), als auch die

Lreverse™ (R) Primer.

45.3 Chemikalien

Substanz Hersteller

5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (DTNB) Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

5x First Strand Buffer Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
5x Go Taq Reaction Buffer Promega, Madison, W1, USA

Acetylcholin Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Acetylcholinesterase Electrophorus electricus  Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Acetylcholinthiocholinjodid (ATC) Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

Genzemtrum der LMU Miinchen, Miinchen,

AChE-R-spezifisches Peptid (ARP) Deutschland

Acrylamid AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Agarose Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Albumin Standard Pierce - Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
Ammoniumpersulfat (APS) Merck, Darmstadt, Deutschland

Atropin Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

Borséure Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bovines Serum Albumin PAA, Pasching, Osterreich

Bromphenolblau Serva, Heidelberg, Deutschland

BW284c51 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

CaCl x2 H,O Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

CASYclean Roche, Basel, Schweiz

CASYton Roche, Basel, Schweiz

DCFDA-H; Molecular Probes, Eugene, OR, USA

DEPC Wasser Ambion - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

Dithiothreithol (DTT) Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
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DMEM/Ham's F12 mit L-Glutamin PAA, Pasching, Osterreich

dNTPs (dATP/dCTP/dGTP/dTTP) PegLab, Erlangen, Deutschland
EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland
Entellan Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Fetal Calf Serum (FCS) PAA, Pasching, Osterreich
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
GoTaq DNA Polymerase Promega, Madison, WI, USA

H20- (30 %) Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
HCI Roth, Karlsruhe, Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Huperzin-A Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
K2HPO4 x 3 H,0 Merck, Darmstadt, Deutschland

KCI Merck, Darmstadt, Deutschland
KH,PO4 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Lipopolysaccharide (LPS) Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

MgClI x6 H,0O Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Midori-Green Direct Farbstoff Nippon Genetics, Diren, Deutschland
Milchpulver Vitalia, Bruckmiihl, Deutschland
(I\_Ir,EN’\,AIEIIS)I\I'—Tetrametherthylend|am|n Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Na;HPO,4 x 2 H,0 Merck, Darmstadt, Deutschland
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland
NaCl-Ldsung (0,9 %) B. Braun, Melsungen, Deutschland
NaHCO3 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Na-I1-Citrat Dihydrat Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Nekrostatin-1 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
Nekrosulfonamid Tocris, Bristol, UK

Nikotin Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Normalserum Esel Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Normalserum Kaninchen Chemikon, Billerica, MA, USA
Normalserum Ziege Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Pierce - Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
PBS PAA, Pasching, Osterreich
Penicillin/Streptomycin PAA, Pasching, Osterreich

pH Kalibrationsstandard pH 4/7/10 Roth, Karlsruhe, Deutschland
PIPES Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ponceau S Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

Protease und Phosphatese Inhibitor Tabletten Pierce - Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
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Rekombinantes humanes pro-NGF
Rekombinantes humanes B-NGF
Rnasin Plus

Saccharose

Superscript 11

Cedarlane, Burlington, Kanada

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Promega, Madison, WI, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Tetra-isopropyl-pyrophoshporamid (iso-OMPA) Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

TNF «

Tris

Trypsin

Tween 20

Xylol
Z-VAD-FMK
B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

Tabelle 11: Liste der verwendeten Chemikalien.

4.5.4 Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

1x Transferpuffer

100 ml 10x Transferpuffer
100 ml Methanol
auf 1 I mit ddH,O auffiillen

10x L&mmlipuffer

30,3 g Tris

144,1 g Glycin

10 g SDS

auf 1 | mit ddH0 auffillen

10x Ponceau S

1g Ponceau S
I6sen in 500 ml 1 % Essigsaure

10x TBE Puffer

108 g Tris

55 g Borséure

40 ml 0,5 M EDTA

auf 1 I mit ddH.O aufflllen, pH 8,0

10x Transferpuffer 30,3 g Tris

144,1 g Glycin

auf 1 I mit ddH.O auffiillen, pH 8,3
20x TBS-T 116,8 g NaCl

12,1 g Tris

10 ml Tween 20
auf 1 I mit dH,O auffiillen, pH 7,5

APS (10 %) 19 APS
10 ml ddH.0
Bromphenolblau 1 ml Tris
2,4 ml Glycerin
50 mg SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau
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auf 10 ml mit ddH,O auffillen, pH 6,8

Natriumcitratlésung

29,41 g Na-lll-citrat Dihydrat
auf 1 | mit dH,0 auffiillen

NPE-Puffer

4,4 g NaCl

1,5 g PIPES

0,15gEDTA

auf 0,5 | mit dH,0 auffillen, pH 7,2

PBS (Proteinlysate)

4,4 g NaCl

93,3 mg KClI

400,47 mg Na2HPO4 x2 H20
171,2 mg K2HPO4 x3 H20

auf 0,5 | mit dH,0 auffillen, pH 7,5

PBS 9,55 g PBS Dulbecco

auf 1 I mit dH,O auffillen, pH 7,5
Probenpuffer 1,99 Tris

5gSDS

25 g Saccharose
auf 0,25 I mit dH,0 auffillen, pH 6,8

Inhibitorcocktail

1 Inhibitor-Tablette
auf 10 ml mit Probenpuffer auffiillen

Sammelgelpuffer

15,15 g Tris

0,759 EDTA

1gSDS

auf 0,25 I mit ddH0O auffillen, pH 6,8

SDS (10 %)

1gSDS
auf 10 ml mit dH20 auffullen

Trenngelpuffer

45,43 g Tris

0,759 EDTA

1gSDS

auf 0,25 I mit ddH0O auffillen, pH 8,8

Tris/HCI (50 mM)

6,06 g Tris
38,9 ml HCI
auf 1 I mit dH20 auffullen, pH 7,6

Zitronensaureldsung

21,01 g Zitronenséure
auf 1 | mit ddH20 auffiillen

EC-Lo6sung

8,18 g NaCl

0,22 g KCI

0,2 g MgCl x6 H20

0,15 g CaCl x2 H20

2,38 g HEPES

1,98 g Glucose

auf 1 I mit ddH.O auffillen, pH 7,35

Tabelle 12: Liste der verwendeten Puffer und Lésungen.
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45.5 Kitsund Assays

Kit

Hersteller

3,3' Diaminobenzidin (DAB) Tabletten Set
Caspase-Glo 3/7 Assay

DC Protein Assay

LDH Cytotoxicity Assay Kit

MinElute Gel Extraction Kit
Mykoplasmentest

QuantiFast SYBR Green PCR Kit

Restore Western Blot Stripping Buffer

Rneasy Plus Mini Kit

SuperSignal West Femto Maximum Sensivity
Substrate

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Sunstrate
Vectastain ABC Kit

Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
Promega, Madison, WI, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Pierce - Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA

Quiagen, Hilden, Deutschland
Minerva, Berlin, Deutschland
Quiagen, Hilden, Deutschland

Pierce - Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA

Quiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Tabelle 13: Liste der verwendeten Kits und Assays.

45.6 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchmaterial

Hersteller

0,9 mm Kandile Sterican

96 Well Culture Plate, transparent
BZO Seal Film

CASY Cups

Cell Strainer (40 pm)

Combitips Plus

Cryo Pure Rohrchen

Deckglaser (24 x 60 mm)

F96 MicroWell White Polystyrene Plate
Falcon Rohrchen (15/50 ml)
Feather Disposable Scalpel

Injekt Einmalspritzen (10 ml)
Latexhandschuhe

LightCycler 480 Multiwell Plate 96
MicroAmp Optical Adhesive Film
Mikroreaktionsgefaiie (0,25/0,5/1,0/2,0 ml)
Nitrozellulosemembran

Nunclon 96-Well-Platte, schwarz
PAP-Pen

Parafilm

Pasteurpipette 150 mm, Glas
Pasteurpipetten, Plastik

PCR 96 Well TW-MT Platte weil3
Perfusor Spritzen (50 ml)

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich
Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland

Nunc, Roskilde Danemark
Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Feather, Osaka, Japan

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Kimberly-Clark, Dallas, TX, USA
Roche, Basel, Schweiz

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Machery & Nagel, Diren, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Science Services, Miinchen, Deutschland

American National Can, Chicago, IL, USA

Poulton & Graf, Wertheim, Deutschland
ratiolab, Dreieich, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
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Petrischalen (35/60 mm)
Pipettenspitzen 10/20/100/200/1000 pl
Pipettenspitzen 200 pl

Reagent Reservoirs (25 ml)

Rohrchen (13 ml)

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

Uvette

Zellschaber

p-Dish (35 mm, Glasboden)

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Rainin, Greifensee, Schweiz

VWR, Darmstadt, Deutschland

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland
Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kisker, Steinfurt, Deutschland

ibidi, Planegg, Deutschland

Tabelle 14: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

457 Gerate
Gerat Hersteller
Absaugpumpe KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland

Analysewaage DualRange XS 205
BioPhotometer

Brutschrank BBD 6220
Bunsenbrenner Fireboy plus
CASY Zellzahler

Chemi Smart 5000

Elektronischer Rihrer Multipoint HP15

FastGene GelPic LED Box
Fluoreszenzlampe HBO 100 W
Fluoreszenzmikroskop Axioplan
Gefriertruhe -80 °C

ibidi Gas Incubation System
ibidi Heating System
IKA-Magnetrithrer RTC
IKA-Minishaker MS 2
IKA-Schittler MTS4

Kamera 18.2 Color Mosaik
Kamera ProgRes CT3

Kamera ProgRes MF cool
Kihl- und Gefrierschranke
Kihlzentrifuge Biofuge Fresco
Light Cycler 96 System
Mehrkanalpipette 20-200 pl
Mikroliterzentrifuge

Mikroplatten-Reader Fluostar Optima

Mikroskop Axiovert 135

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Schérfe Systems, Reutlingen, Deutschland
PegLab, Erlangen, Deutschland
Variomag, Daytona Beach, FL, USA
Nippon Genetics, Diren, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Sanyo, Morigucci, Japan

ibidi, Planegg, Deutschland

ibidi, Planegg, Deutschland
IKA-Werk, Staufen, Deutschland
IKA-Werk, Staufen, Deutschland
IKA-Werk, Staufen, Deutschland
Visitron Systems, Puchheim, Deutschland
Jenoptik, Jena, Deutschland

Jenoptik, Jena, Deutschland

Liebherr, Bulle, Schweiz

Heraeus, Hanau, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Rainin, Greifensee, Schweiz

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland



Methoden und Material

70

Mikroskop Nikon Diaphot
Mikrowelle M690

Mikrowelle R-210A
Mikrowellenkochtopf
Mikrozentrifuge
Mini-PROTEAN3 Cell System
Multipipette Plus

ph-Meter FE20/EL20

Pipetten 2/10/20/100/200/1000/5000 pl
Power Pac 300
Prézisionswaage BP 310 S
Schittler Duomax 1030/2030
Sterilbank

Sterilbank

Stripettor

Sub Cell GT Agarose Gel System
Thermocycler PTC 200
Thermomixer comfort

Timer

Tischzentrifuge 1-14
Ultraschallprozessor 50H
Ultraturax T25

UV Detektionssystem

Vortex Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge Labofuge 400
Zentrifuge Labofuge 400e
Zentrifuge MC 6

Nikon, Chiyoda, Japan

Miele, Gtersloh, Deutschland
Sharp, Osaka, Japan

Nordic Ware, Minneapolis, MN, USA
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
Gilson, Middleton, WI, USA
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland

Holten LaminAir, Allergd, Danemark
Corning, Corning, NY, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland

Hielscher Unltrsonocs, Teltow, Deutschland

IKA-Werk, Staufen, Deutschland

MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Memmert, Schwabach, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Tabelle 15: Liste der verwendeten Gerate.

45.8 Medien
Medium Zusammensetzung
Kulturmedium fir humane Granulosazellen DMEM/Ham's F12
10 % FCS

1 % Penicillin/Streptamycin

Kulturmedium fir GFSHR17-Zellen

DMEM/Ham's F12
5% FCS

Medium fir Stimulation

DMEM/Ham's F12

Tabelle 16: Liste der verwendeten Kulturmedien.
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459 Zellen
Zellen Herkunft
Humane Granulosazellen A.R.T. Bogenhausen, Miinchen, Deutschland
GFSHR17-Zellen Weizmann-Institute of Science, Rehovot, Israel

Tabelle 17: Liste der verwendeten Zellen.

4.5.10 Biologisches Material

Material Herkunft

Ovargewebe, Mensch
(Homo sapiens)
Ovargewebe, Rhesusaffe
(Macacca mulatta)
Ovargewebe, Ratte
(Rattus norvegicus,
Sprague Dawley)
FollikelflUssigkeit,
Mensch (Homo sapiens)

Institut fur Zellbiologie (Anatomie 111), LMU Miinchen, Minchen, Deutschland
Oregon National Primate Research Center (ONPRC), Beaverton, OR, USA

Laboratorio de Neurobioquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceuticas,
Universidad de Chile, Santiago, Chile

A.R.T. Bogenhausen, Munchen, Deutschland

Hormon- und Kinderwunschzentrum, LMU Miinchen, Munchen, Deutschland
Tabelle 18: Liste des verwendeten biologischen Materials.
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