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1 Einleitung

Einleitung

Die Hauptfunktionen der weiblichen Gonaden sind die Bereitstellung von
befruchtungsfahigen Eizellen und die Produktion von Hormonen. In beiden Fallen
spielen  Granulosazellen (GCs) eine wesentliche Rolle. Wahrend
Keimzellvorlaufer im Rahmen der Embryonalentwicklung von der Wand des
Dottersacks her einwandern, leiten sich GCs direkt aus den Keimstrangen ab.
GCs bilden das Follikelepithel, das sich im Laufe der Entwicklung vom ruhenden
Primordialfollikel bis hin zum sprungreifen Follikel zunachst als flaches,
einschichtiges Epithel, spater als mehrschichtiges Epithel prasentiert. Eine

Basalmembran trennt die GCs von den umgebenden Thekazellen.
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GCs liegen damit in einem avaskularen Kompartiment des Follikels und bilden
uber Gap Junctions ein funktionelles Synzytium, das sowohl die Versorgung der
Eizelle als auch den Austausch wichtiger Faktoren zur Reifung und
Differenzierung des Follikelepithels gewahrleistet. In Knockout-Mausen konnte
gezeigt werden (Cecconi et al., 2004), dass die fur die Ausbildung von Gap
Junctions im Ovar wichtigen Connexine 43 und 37 notwendig sind, damit es zu
einer ordnungsgemafen Reifung von Follikeln und Eizellen kommen kann. GCs
exprimieren das Enzym Aromatase und sind dadurch in der Lage, Androgene zu
Ostrogenen umzusetzen. Die Vorlaufer werden von den Thekazellen aus
Cholesterol synthetisiert und dann von den GCs in FSH-abhangiger Weise weiter
zu Ostrogenen verarbeitet, die unter anderem fiir das Voranschreiten des
weiblichen Zyklus, Follikelselektion, Proliferation des Endometriums und
schliel3lich die Auslosung der LH-Spitze und damit des Eisprungs verantwortlich

sind.

Mit dem Eisprung setzt auch die Gelbkdrperbildung (Luteinisierung) ein, wobei
sich die Zellen der Theca interna und die im rupturierten Follikel verbliebenen
GCs zu Theka- bzw. Granulosa-Luteinzellen (GLCs) differenzieren. Gefale
sprossen in das zuvor avaskulare Follikelepithel ein und die ehemaligen GCs
exprimieren jetzt selbst das gesamte enzymatische Arsenal, um aus Cholesterin

Progesteron synthetisieren zu kdnnen.

Zur Durchflihrung von Studien an humanen GCs werden in der Regel Zellen
verwendet, die nach der Eizellenthahme im Rahmen der In-Vitro-Fertilisation aus
dem Follikelpunktat isoliert werden koénnen. Die hormonelle Stimulation im
Vorfeld der Enthahme bedingt, dass die zur Verfigung stehenden GCs bereits
anfangen, sich zu GLCs zu differenzieren. Sie proliferieren kaum noch und
sterben innerhalb weniger Tage (Bagnjuk & Mayerhofer, 2019). Oft |Iasst sich die
dadurch begrenzte Anzahl an GLCs nur durch das Zusammenfiihren von Zellen
unterschiedlicher Patientinnen auf ein fur verschiedene Experimente genugend

hohes Mafl} anheben.

Abhilfe schafft hier die Tumorzellinie KGN, der das Rezidiv eines
Granulosazelltumors (GCT) aus dem Jahr 1994 bei einer Patientin aus Japan
zugrunde liegt (Nishi et al., 2001). KGN-Kulturen ermdglichen Untersuchungen

an einer homogenen Zellpopulation, die sich stabil kultivieren lasst. Dass die
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Zellen in wesentlichen Punkten ahnliche Eigenschaften aufweisen wie gesunde
GCs (Nishi et al., 2001), macht sie zu einem nutzlichen Modell, das auch

Ruckschlusse auf die Physiologie des Follikelepithels zulasst.

Wahrend reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in der Vergangenheit vor allem als
Noxen galten, die im Rahmen von oxidativem Stress vermehrt in Erscheinung
treten, wurde ihre Bedeutung flr physiologische Prozesse in den letzten Jahren
immer deutlicher. Sie sind fur viele zellulare Funktionen unerlasslich und erhalten
eine lebenswichtige Redox-Homoostase aufrecht (Finkel, 2011; Reczek &
Chandel, 2015; Schroder, 2019). Insbesondere H202 spielt eine wichtige Rolle
bei der Zellproliferation, Zellmigration und im Metabolismus (Gough & Cotter,
2011; Rhee, 2006; Sies, 2017). Auch im Ovar scheinen ROS eine entscheidende
Rolle zu spielen (Shkolnik et al., 2011). Bei H202 handelt es sich um einen
vergleichsweise langlebigen Vertreter, der beim Menschen in der
Follikelflissigkeit nachgewiesen werden konnte (Elizur et al., 2014) und somit als

lokales Signalmolekul in Frage kommt.

Als Quellen fur endogene ROS spielen insbesondere NADPH Oxidasen (NOX)
eine Rolle. NOX4 ist ein Membranprotein das H202 produziert und bereits in
GLCs nachgewiesen werden konnte (Kampfer et al., 2014). In der Publikation
»The NADPH oxidase 4 is a major source of hydrogen peroxide in human
granulosa-lutein and granulosa tumor cells® konnte dies bestatigt und die
Bedeutung von NOX4 durch den Einsatz eines bekannten Blockers verdeutlicht
werden. Bestimmte Aquaporine (AQP3, 8 und 9), die die Aufnahme von H202
begunstigen kénnen (Bienert et al.,, 2007), konnten ebenfalls nachgewiesen
werden.  Durch  Peroxy Orange 1 (PO1), einen zellpermeablen
Fluoreszenzfarbstoff, der durch H202 aktiviert wird (Dickinson et al., 2010),
konnte nach Stimulation ein Anstieg von intrazellularem H202 nachgewiesen
werden. Der Einsatz eines AQP-Blockers verringerte die Aufnahme von
exogenem H202. Die Ergebnisse der Arbeit liefern Hinweise dafur, dass H202 ein
wichtiger und auto- und parakriner Botenstoff in der Physiologie von GCs sein

konnte.

Trotzdem bleibt die Tatsache, dass ROS in hoheren Konzentrationen
zellschadigend sind, weshalb speziell H202 bereits als ,Jekyll and Hyde

Signalmolekul“ bezeichnet wurde (Gough & Cotter, 2011). Da sich aus GCs in
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seltenen Fallen Tumore entwickeln konnen, stellt auch der schadigende und
damit fur Patienten potentiell glinstige Effekt einen mdglicherweise medizinisch

relevanten Aspekt der Wirkung von H202 dar.

GCTs wachsen meist langsam und indolent. Rezidive sind haufig, auch wenn sie
in der Regel erst in groRem Abstand zur Resektion auftreten (Jamieson & Fuller,
2012). Aktuelle epidemiologische Daten sind nur schwer zu finden, da der Anteil
von GCTs an allen ovariellen Tumoren nur sehr gering ist. Dieser wird in der
Literatur mit bis zu 5% beziffert (Jamieson & Fuller, 2012; Li et al., 2018; Seagle
et al., 2017). Eine Anfrage beim Tumorregister Minchen (https://tumorregister-
muenchen.de/), dessen Einzugsgebiet sich Uber Oberbayern und Landshut
(insgesamt 4,94 Mio. Einwohner) erstreckt, ergab fur den Zeitraum von 2008 bis
2019 einen Anteil von 2,8% (178 aus 6266) fur das gesamte Einzugsgebiet und
von 2,4% (27 aus 1107) fur Falle aus dem Pathologischen Institut der LMU
Muanchen. In der Therapie gilt die vollstandige Resektion als Mittel der Wahl, eine
adjuvante Chemotherapie scheint keinen groRen Effekt auf die Uberlebensrate
zu haben (Seagle et al., 2017).

Mit dem Transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) ist ein Kationenkanal
bekannt, der durch H202 aktiviert werden kann und einerseits bei physiologischen
Prozessen, andererseits aber auch in der Induktion des Zelltods eine wichtige
Rolle spielt (An et al., 2019; Jiang et al., 2010; Kang et al., 2018; Miller, 2006).
Bei der Apoptose handelt es sich um eine Form von programmiertem Zelltod, der
durch unterschiedliche intra- und extrazellulare Faktoren ausgelost werden kann.
Die Effektor-Caspasen 3,6 und 7 bilden die gemeinsame Endstrecke flr den
intrinsischen und den extrinsischen Weg der Apoptose. lhre aktiven Formen
spalten lebenswichtige Proteine der Zelle und initiieren die Fragmentierung der
DNA, sodass es zu einem geordneten Absterben der Zelle kommt. Neben dem
Nachweis von aktivierter Caspase 3 gibt es noch andere Indikatoren, die auf
apoptotischen Zelltod hinweisen. Bei der Apoptose werden Phosphatidylserine
(PS), die normalerweise nur auf der Innenseite von Zellmembranen vorkommen,
nach aul3en transloziert und kdnnen so mittels fluoreszenzmarkiertem Annexin V
detektiert werden (Telford et al., 2016). Aullerdem verandert sich das
mitochondriale Netzwerk im Rahmen der Apoptose. Auch wenn eine

Fragmentierung der Mitochondrien durch viele verschiedene Umstande



5 Einleitung

ausgelost werden kann, tritt sie insbesondere im Rahmen der Apoptose immer
auf und kann so einen weiteren Hinweis flr diese Zelltodform liefern (Suen et al.,
2008).

In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass der durch die Aktivierung von TRPM2
bedingte Einstrom von Ca?* Apoptose auslésen kann (An et al., 2019; Kang et
al., 2018; Miller, 2006). Auch wenn der genaue Mechanismus der Aktivierung
durch H202 noch nicht bekannt ist, stehen mit dem gut beschriebenen Blocker
ACA und Ca?*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen Hilfsmittel zur Verflgung, um
die Funktionalitat des Kanals zu untersuchen. TRPM2 taucht in Zusammenhang
mit GCs in der Literatur nur in den Einzelzell- RNA-Sequencing-Daten einer
Arbeit an humanen GCs in situ auf (Zhang et al., 2018). Die Expression des

Kanals in GCTs wurde nach unserer Kenntnis bisher noch nicht nachgewiesen.

In der Arbeit ,,A Role for H20O2 and TRPM?2 in the Induction of Cell Death: Studies
in KGN cells* wurden der Effekt und ein mdglicher Wirkmechanismus von
supraphysiologischen H202 Konzentrationen auf GCTs genauer untersucht.
Dabei zeigten sich sowohl bei Akkumulation von endogenem H202 als auch bei
exogener Zufuhr Hinweise dafir, dass die Aktivierung von TRPM2 eine wichtige
Rolle spielt. Der Akkumulation und Wirkung von endogenem H202 konnte durch
das bekannte Antioxidans Trolox entgegengewirkt werden, bei exogener Zugabe
zeigten sich konzentrationsabhangige H202-Effekte. Die Ergebnisse der Arbeit
liefern Hinweise dafir, dass GCTs mit einem System ausgestattet sind, das die
Tumorzellen Uber Induktion von oxidativem Stress oder durch medikamentose

Aktivierung von TRPM2 in den Zelltod treiben kdnnte.

Die beiden vorliegenden Arbeiten sollen dazu beitragen, die Rolle von H202 in

GCs und GCTs besser zu verstehen:

In der Publikation ,, The NADPH oxidase 4 is a major source of hydrogen peroxide
in human granulosa-lutein and granulosa tumor cells” liegt dabei das Augenmerk
auf physiologischen Wirkungen und Mechanismen, in ,A Role for H.O> and
TRPM2 in the Induction of Cell Death: Studies in KGN cells* auf den
Mechanismen, die H202 mit Zelltod verbinden.
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Eigenanteil an den Publikationen

Publikation 1: The NADPH oxidase 4 is a major source of hydrogen peroxide in

human granulosa-lutein and granulosa tumor cells.

Mein Beitrag zu dieser Arbeit war die Konzeption und Durchfuhrung der
Experimente im Zusammenhang mit Aquaporinen und der zellularen Aufnahme
von H202. Samtliche AQP-Primer wurden von mir entworfen, getestet und zur
Identifizierung der verschiedenen AQPs in GLCs eingesetzt. Die Experimente
zum Nachweis der H202-Aufnahme mittels PO1 und der Einsatz des AQP-
Blockers Silbernitrat wurden von mir etabliert und durchgefihrt. Zur Erstellung
des Manuskripts habe ich durch die Beschreibung dieser Experimente sowie

durch Korrekturlesen und Verbesserungsvorschlage beigetragen.

Publikation 2: A Role for H2O2 and TRPMZ2 in the Induction of Cell Death: Studies
in KGN Cells.

Uberlegungen zu den Ergebnissen verschiedener Vorversuche zur zweiten
Arbeit mindeten in meiner Hypothese, dass ein durch H202 aktivierbarer
lonenkanal eine Erklarung liefern konnte. In der Literatur stie® ich auf TRPM2.
Die Expression des Kanals konnte ich mittels eines von mir designten Primers
nachweisen. Zellkulturarbeiten und Messungen von Zellzahlen, Viabilitdt und
Konfluenz sowie von H202 in Uberstanden wurden von mir durchgefiihrt. Fiir die
FACS-Analyse bereitete ich die Zellen vor, Vorversuche und Messungen zu den
veroffentlichten Ergebnissen machte ich in Zusammenarbeit mit der Core Facility
Flow Cytometry des Biomedizinischen Centrums der LMU. Das Calcium Imaging
etablierte ich auf Grundlage von Erfahrungen, die Katja Eubler mit dem Einsatz
des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes in Zellen aus humanen Hoden
gesammelt hatte. Die entsprechenden Messungen sowie die Experimente zur
Untersuchung der mitochondrialen Netzwerke von KGNs wurden von mir
durchgefuhrt. Alle immunhistologisch gefarbten Schnitte auf den Tissue-
Microarrays wurden von mir aufgenommen und ausgewertet. Samtliche
Abbildungen wurden von mir erstellt. Das Manuskript schrieb ich zusammen mit
Prof. Dr. med. Artur Mayerhofer, wobei wir durch das Korrekturlesen und

hilfreiches Feedback aller Ko-Autoren unterstitzt wurden.



7 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fir die Publikation “The NADPH oxidase 4 is a major source of hydrogen
peroxide in human granulosa-lutein and granulosa tumor cells“(Buck et al., 2019)
wurden Herkunft und Auswirkungen von H202 in humanen luteinisierten
Granulosazellen (GLCs) und der humanen Granulosazelltumorlinie KGN
untersucht. Dabei konnte mittels PCR, Western blot (WB) und Immunhistochemie
gezeigt werden, dass NADPH Oxidase 4 (NOX4) sowohl in vitro in GLCs und
KGN als auch in vivo in Granulosazellen (GCs) von praantralen und antralen
ovariellen Follikeln exprimiert wird. Eine Stimulation von GLCs mit FSH oder hCG
hatte keine Auswirkung auf die Expressionslevels von NOX4, was auf eine
konstitutive Aktivitat dieses Enzyms hinweist. Die Behandlung von GLCs und
KGN mit dem NOX4-Blocker GKT137831 fuhrte zu verminderten H20:2-
Konzentrationen in den Uberstanden. Bei den KGN zeigte der Einsatz des
Blockers eine anti-proliferative Wirkung. Eine Stimulation mit H202 flihrte zu einer
verstarkten Phosphorylierung der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) in
GLCs. Die auch als Peroxiporine bezeichneten Aquaporine (AQPs) 3, 8 und 9
kénnen die Aufnahme von H20:2 in Zellen beglnstigen. GLCs exprimieren diese
Kanale und die Aufnahme von H202 konnte durch den AQP-Blocker AgNO3
verringert werden. Die Versuchsergebnisse weisen auf eine wichtige Funktion
von NOX4 und ihrem Produkt H202 in der Regulation von GCs hin. H202 kdnnte

dabei als auto- und parakrines Signalmolekl dienen.

In der Publikation ,A Role for H202 and TRPM?2 in the Induction of Cell Death:
Studies in KGN Cells“ (Hack et al., 2019) wurde beschrieben, dass sowohl die
Akkumulation von endogenem H202 als auch die Zugabe von H202 Zelltod in
KGN auslésen konnen. Die Expression von NOX4 sowie die endogene
Produktion von H202 durch KGN konnten bestatigt werden. Fetales Kalberserum
ist ein gebrauchlicher Zusatz fur Kulturmedien, das neben einer Vielzahl
gunstiger Faktoren auch antioxidative Kapazitat aufweist (Lewinska et al., 2007).
Bei Kultivierung von KGN in serumfreiem Medium fiel nach etwa 40 Stunden die
Konfluenz deutlich ab, wahrend sie unter der antioxidativen Wirkung von Trolox
weiter anstieg. Nach 72 Stunden zeigten sich bei den mit Trolox behandelten
Zellen neben deutlich hdherer Zellzahl und Viabilitat auch eine verringerte H202-

Konzentration im Uberstand. In der FACS-Analyse war der Anteil an Zellen, die
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Marker fur die Apoptose (PS/Annexin V, s. Einleitung) aufwiesen, nach 72
Stunden 4,1-fach hoher als nach 24 Stunden. War das Medium mit Trolox
versetzt, so fiel der Anteil nach 72 Stunden im Vergleich zu unbehandelten Zellen
um 37,9% niedriger aus. Auch bei der Messung eines anderen Apoptosemarkers
(clICASP3) mittels WB zeigte sich eine signifikante Reduktion durch das
Antioxidans. Stimulation der Zellen mit exogenem H20: fiihrte innerhalb von 24
Stunden zu einer im Vergleich zur Kontrolle 11,4-fachen Erhohung des Anteils
an apoptotischen Zellen (FACS). Daneben konnte nach Zugabe von H202 auch
eine Fragmentierung des mitochondrialen Netzwerks von KGN beobachtet
werden, ein weiterer Hinweis auf Apoptose. Der Transient receptor potential
melastatin 2 (TRPM2) ist ein Ca?*-permeabler Kationenkanal, der von H202
aktiviert werden kann. Mittels PCR wurde die Expression von TRPM2 in KGN
nachgewiesen. Die Funktionalitat des Kanals konnte anhand eines reversiblen
und blockierbaren Anstiegs von intrazellularem Ca?* (Fluoforte®) gezeigt
werden. SchlieRlich wurden auch 73 primare GCTs auf Tissue-Microarrays aus
dem Pathologischen Institut der LMU immunhistochemisch untersucht. Sie
exprimierten allesamt sowohl NOX4, als auch TRPM2. Die Ergebnisse der Arbeit
deuten darauf hin, dass GCTs mit einem System ausgestattet sind, das von
therapeutischer Relevanz sein konnte. Sie legen TRPM2 als ein mogliches Ziel
medikamentdser Behandlung nahe. Sowohl die Aktivierung von TRPM2 als auch
die Induktion von oxidativem Stress kdnnten zum Absterben von GCT Zellen

fuhren und sich deshalb in der Tumortherapie als ginstig erweisen.
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Summary

For the publication “The NADPH oxidase 4 is a major source of hydrogen
peroxide in human granulosa-lutein and granulosa tumor cells® (Buck et al.,
2019), origin and effects of H20z2 in luteinizing human granulosa cells (GLCs) and
the human granulosa tumor cell line KGN were examined. By employing PCR,
Western blot (WB) and immunohistochemistry, expression of NADPH oxidase 4
(NOX4) could be detected in vitro in GLCs and KGN and in vivo in granulosa cells
(GCs) of preantral and antral ovarian follicles. Stimulation of GLCs with FSH or
hCG did not affect NOX4 expression levels, suggesting a constitutive activity of
this enzyme. Treatment of GLCs and KGN with NOX4 blocker GKT137831
resulted in lower H202 concentrations in the supernatants. The blocker showed
an anti-proliferative effect on KGN. Stimulation with H202 lead to an increase in
phosphorylation of mitogen-activated protein kinases (MAPK) in GLCs.
Aquaporins (AQPs) 3, 8 and 9, also known as peroxiporins, are able to facilitate
uptake of extracellular H202. GLCs express these channels and H202 uptake
could be reduced by AQP blocker AgNOs. These observations suggest that
NOX4 and its product H202, which may serve as an auto- and paracrine signaling

molecule, could play an important physiological role in GC regulation.

The publication ,A Role for H2O2, and TRPM?2 in the Induction of Cell Death:
Studies in KGN Cells” (Hack et al., 2019) describes that both accumulation of
endogenous H202 and addition of H202 can cause cell death in KGN. Expression
of NOX4 and endogenous production of H202 by KGN were confirmed. Fetal calf
serum is a commonly used additive to culture media which, besides many other
beneficial factors, has antioxidative capacity (Lewinska et al., 2007). When KGN
were cultivated in serum-free medium, confluence markedly dropped after 40
hours while it kept increasing under the antioxidative effect of Trolox. After 72
hours cells that were treated with Trolox showed higher cell counts and viability
and lower concentrations of H202 in the supernatants. FACS-analysis revealed a
4.1-fold higher share of cells presenting markers of apoptosis (PS/Annexin V, see
introduction) after 72 hours compared to 24 hours. When the medium was
supplemented with Trolox, the share after 72 hours was 37.9% lower than the
one of untreated cells. Quantification of another marker of apoptosis (CICASP3)

by WB showed a significant reduction by the antioxidant, as well. Stimulation with



10 Summary

exogenous H20:2 resulted in a 11.4-fold higher share of apoptotic cells (FACS)
after 24 hours compared to control. Furthermore, fragmentation of the
mitochondrial network could be observed after addition of H202, which is another
indicator for apoptosis. Transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) is a
Ca?*-permeable cation channel that can be activated by H202. TRPM2
expression was detected by PCR. Functionality could be proven by a transient
and blockable increase of intracellular Ca?* (Fluoforte ®). Finally, 73 primary
GCTs on tissue microarrays from the LMU Institute for Pathology were examined
immunohistochemically. All of them expressed both NOX4 and TRPM2. The
results presented in this publication provide evidence that GCTs are endowed
with a system that could be of therapeutic relevance. They propose TRPM2 as a
potential drug target. Both activation of TRPM2 and induction of oxidative stress

could result in death of GCT cells and therefore be beneficial in tumor therapy.
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