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1 Einleitung

1.1 Aufbau des Hodens

Der minnliche Genitaltrakt ist komplex aufgebaut und besteht aus den Gonaden, dem
Nebenhoden (Epididymis), dem Samenleiter (Ductus deferens), den akzessorischen
Geschlechtsdriisen, d.h. der Blidschendriise (Glandula vesiculosa), der Vorsteherdriise
(Prostata) und der Cowperschen Driise (Glandula bulbourethralis) und dem minnlichen
Glied (Penis) (Ulrich Welsch. Sobotta Lehrbuch Histologie). Der Hoden (Testis) hat die
Aufgabe sowohl die ménnlichen Keimzellen als auch die ménnlichen Sexualhormone
(Androgene) zu produzieren und dient gleichzeitig als exokrine (Spermatogenese) und

endokrine (Steroidsynthese) Driise.

Der Hoden eines erwachsenen Mannes hat einen Durchmesser von ca. 30mm und ein
Volumen von 20-25ml. Der Hoden liegt auflerhalb des Korpers im Hodensack
(Skrotum) und ist von einer derben Bindegewebskapsel, der Tunica albuginea,
umgeben. Diese weist Fibroblasten, Kollagenfasern und auch glatte Muskelzellen auf,
die zur physiologischen Aufrechterhaltung des interstitiellen Drucks, Regelung des
Blutflusses und Transport der Samenzellen (Spermatozoen) aus dem Hoden in Richtung
Nebenhoden (NH) beitragen (Chocu et al., 2012; Middendorff et al., 2002; Setchell BP,
1994). Die Tunica albuginea umschliet das Hodengewebe (Hodenparenchym) und
bindegewebsartige Septen (Septula testis) gliedern diese in ca. 350 Léappchen (Lobuli
testis). Ein Lobulus testis enthidlt 1-4 stark gewundene Samenkanilchen (Tubuli
seminiferi concorti) in denen die Entwicklung der Samenzellen stattfindet. Ein
intertubuldrer Raum aus Bindegewebe umgibt die Tubuli seminiferi und wird auch
Interstitium genannt (Krause, Weidner, Sperling, Diemer. Andrologie: Krankheiten der

ménnlichen Geschlechtsorgane).

Im Inneren der Tubuli seminiferi werden die unbeweglichen und noch nicht
befruchtungsfiahigen Spermatozoen bis zu einem Kanalsystem (Rete testis) transportiert,
welches an das darauffolgende Organ, den NH, angrenzt. Die Spermatozoen miissen
nun durch ein Gangsystem aus 10-20 Kanélchen (Ductuli efferentes) geleitet werden,

die sich schlieBlich zu einem Gang (D. epididymis) vereinen. Die ausdifferenzierten
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Spermien passieren letztendlich den Samenleiter und die Harnrohre (Urethra) bis sie

iber das minnliche Begattungsorgan ausgestoen werden konnen.

_ _ Nebenhoden
Ductuli efferentis

Rete testis

Tunica

albuginea
D. epididymidis

Lobulus testis mit Tubuli seminiferi

Abb. 1: Schema des Hodens und Nebenhodens nach A.F. Holstein (Holstein ef al.,
2003)

1.1.1 Tubuli seminiferi concorti:

Aufbau des intratubuliren Keimepithels (Sertoli-Zellen und Keimzellen)

Der menschliche Hoden besteht aus ca. 600 Tubuli seminiferi. Diese sind stark
gewunden und besitzen einen Durchmesser von 180-280um und eine Linge von 30-
80cm. Das Keimepithel der Tubuli seminiferi hat eine durchschnittliche Hohe von 60-
80um (Krause, Weidner, Sperling, Diemer. Andrologie: Krankheiten der mannlichen
Geschlechtsorgane). Es besteht aus somatischen, pyramidendhnlichen Zellen (Sertoli-
Zellen), die die Keimzellen umschlieBen. Die Abgrenzung des Keimepithels zum

interstitiellen Raum tibernimmt die Lamina propria (LP).

Die Sertoli-Zellen gewihrleisten wihrend der Embryonalentwicklung die Riickbildung
des Miiller-Gangs durch die Sekretion des anti-Miiller-Hormons (AMH) (Josso et al.,
2001; Mackay, 2000; Sajjad, 2010). Ab der Pubertit erfiillen diese hochprismatischen
Zellen vielfdltige Aufgaben, wie die Stiitz- und Nihrstoffzufuhr der Spermatiden,
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Phagozytose, Sekretion intratubuldrer Samenfliissigkeit zusétzlich zur Synthese und
Sekretion verschiedener Proteine (Transferrin, Androgen-bindendes Protein (ABP),
Occludin, Vinculin u.a. (Liu et al., 2014; Zhang et al., 2006a). Nach dem Erreichen des

adulten Lebensabschnitts werden sie mitotisch inaktiv.

Die Anzahl der Sertoli-Zellen bestimmt die Anzahl der tédglich gebildeten
Spermatozoen. Eine Dedifferenzierung von Sertoli-Zellen, (erkennbar z.B. durch
Persistenz der AMH-Expression, Proliferation oder erneute Expression fetaler Marker,
wie z.B. Cytokeratin 18) fiihrt dadurch zwangsweise zu einer qualitativen und
quantitativen Reduktion der Spermatogenese (Sharpe et al., 2003; Zhang et al., 2006b).
Somit sind diese Zellen von essentieller Bedeutung fiir eine korrekte

Keimzellentwicklung.

Sertoli-Zellen sind durch tight junctions verbunden. Diese parazelluldre Barriere 6ffnet
sich nur, wenn die Keimzellen wihrend der fortschreitenden Reifephase in Richtung
Lumen migrieren. Diese Diffussionsbarriere teilt das Keimepithel in ein basales und ein
adluminales Kompartiment, sodass verschiedene Milieus entstehen. Diese Barriere wird
auch Blut-Hoden-Schranke genannt (Kaur et al., 2014; Russell et al., 1980) und
ermdglicht den Keimzellen Schutz vor dem Immunsystem des Korpers (Griswold,

1998; Hedger, 2011).

Der prasenteste Zelltyp im Keimepithel sind die Keimzellen in denen die
Spermatogenese von statten geht (Abb. 2). Der Prozess der Keimzellentwicklung ist
sehr komplex und hoch organisiert. Die Entwicklung beginnt mit den basal lokalisierten
Spermatogonien und schreitet adluminal voran. Man unterscheidet zwei Arten von
Spermatogonien: Typ A und B. Sie sind histologisch anhand der Struktur ihres
Zellkerns leicht voneinander zu unterscheiden. Die Spermatogonien des Typs A
besitzen einen diploiden Chromosomensatz, sind mitotisch aktiv und werden als
Stammzellreservoir betrachtet. Nach der Teilung verbleibt eine Tochterzelle als A-
Spermatogonie, wihrend die andere sich zu einer B-Spermatogonie entwickelt, die den
Kontakt zur Basallamina 16sen kann. Aus mitotischen Teilungen der B-Spermatogonien
gehen die Spermatozyten I. Ordnung hervor. Diese sind wihrend der ersten meiotischen
Teilung die groBten unter den Keimzellen und man kann verschiedene Stadien der

Prophase I der Meiose (Leptotidn, Zygotdn, Pachytdn, Diplotin, Diakinese) im Kern
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beobachten. Aus der Teilung eines Spermatozyten I gehen zwei Spermatozyten II
hervor, die in der zweiten meiotischen Teilung zu haploiden Spermatiden reduziert

werden.

In der nun folgenden Spermiogenese reifen die Spermatiden und differenzieren sich zu
Spermatozoen. Die  Differenzierung erfolgt in drei  Entwicklungsstufen:
Kernkondensation, Akrosombildung und Entwicklung der Geiflel. Wihrend der
Kernkondensation wird das Karyoplasma auf 10% des urspriinglichen Volumens
verdichtet. Die darauf folgende Akrosombildung erfolgt iiber die Abschniirung primérer
Lysosomen aus dem Golgi-Apparat, die anschlieBend an den Kern gelagert werden
(Kappenbildung). Im Akrosom befinden sich eine Reihe hydrolytischer Enzyme, die das
Eindringen des Spermiums in die Zona pellucida der Eizelle erleichtern. Die Bildung
der GeiBelstrukturen (Axonema) entsteht aus Zentriolen, die sich zu
Mikrotubulusstrukturen der Kinozilie (9x2+2-Muster) formen. Die ausgereiften
Spermatiden drehen sich im Keimepithel, sodass der Schwanz Richtung Lumen zeigt.
Wihrend dem Vorgang der Spermiatio werden die Spermatiden durch peristaltische
Bewegungen der LP aus dem Lumen entlassen und konnen dann erst als Spermatozoen

bezeichnet werden.

Spermatogonien

Spermatozyte
1. Ordnung

Unreifer Spermatid

Sertoli-Zelle+Kern

Lamina propria

Reifer Spermatid

Abb. 2: Querschnitt eines Tubulus seminiferus

Verschiedene Keimzell-Stadien wurden in einem Schema von A.F. Holstein dargestellt.
(Holstein et al., 2003).
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1.1.2 Kinetik der Spermiogenese

Die Anzahl der Spermatogenese-Stadien und die Dauer des Spermatogenese-Zyklus
sind artspezifisch verschieden. Beim Menschen wurden 6 solcher Spermatogenese-
Stadien festgestellt, wihrend in der Ratte 14 und in der Maus 12 Stadien beschrieben
sind. Im Gegensatz zum Nager lassen sich beim Menschen sogar mehrere
Spermatogenese-Stadien innerhalb eines Tubulusquerschnitts erkennen (multi-stage-
arrangement; (Johnson et al., 1996; Luetjens et al., 2005; Schulze et al., 1984). Die
Keimzell-Stadien im Menschen folgen einer bestimmten rdumlichen Ordnung, sodass
Keimzellen gleichen Entwicklungsstadiums spiralférmig innerhalb eines Tubulus

seminiferus verlaufen.

Die Dauer eines Spermatogenese-Zyklus betridgt beim Menschen ca. 74 Tage, wihrend
er bei der Ratte ca. 52 Tage in Anspruch nimmt (Clermont, 1972; Hermo et al., 2010).
Der Transport der Spermien durch den NH-Gang betrigt weitere 8-17 Tage. So kann es
mindestens 82 Tage vom Beginn der Spermatogenese bis zum Erscheinen der Spermien

im Ejakulat dauern.

1.1.3 Interstitium und Leydigzellen: Hormonelle Steuerung der Spermatogenese

Die Tubuli seminiferi sind in amorpher extrazellulire Matrix und lockerem
Bindegewebe eingebettet (Interstitium). Neben den Leydigzellen befinden sich auch
Nerven, BlutgefiBle, Lymphgefdle und Zellen der Immunabwehr (Makrophagen,
Mastzellen) im Interstitium. Leydigzellen produzieren als Hauptprodukt der
Steroidbiosynthese das minnliche Geschlechtshormon Testosteron. Testosteron hat im
Wesentlichen Einfluss auf die Ausbildung des ménnlichen Phinotyps, der

Geschlechtsentwicklung und der Fertilitét iiber den Einfluss auf die Spermatogenese.

Die endokrine Regulation der Hodenfunktion beginnt allerdings im Gehirn durch den
Hypothalamus und die Hypophyse (Franchimont et al., 1975; Hotaling et al., 2014).
Dort wird die Vermehrung, Reifung und Differenzierung der Keimzellen iiber einen
komplexen Regelkreis gesteuert. Das im Hypothalamus gebildete Gonadotropin-
Releasing-Hormon (GnRH) induziert die Produktion der gonadotropen Hormone
luteinisierendes Hormon (LLH) und follikelstimulierendes Hormon (FSH) in der
Hypophyse (Counis et al., 2005; Jin et al., 2014). Beide Hormone werden pulsatil
17



abgegeben und finden ihren Wirkungsort im Hoden, wo sie fiir die Produktion und
Reifung der Keimzellen verantwortlich sind. LH kann iiber spezifische LH-Rezeptoren
an Leydigzellen binden und die Produktion von Testosteron und anderer Androgene
anregen (Huhtaniemi et al., 1995). Eine Regulation des Testosteronspiegels im Blut

wird iiber das Hypothalamus-Hypophysen-System gesteuert.

Testosteron nimmt iiber Androgenrezeptoren (AR) einen Einfluss auf andere Zellen im
Hoden. Der AR wird im Hoden vor allem in Sertoli-, Leydig-, Endothel- und
peritubuldren Zellen exprimiert (Bergh et al., 1992; Bremner et al., 1994; Sar et al.,
1990; Vornberger et al., 1994). Vereinzelt wurde der AR auch immunhistochemisch in
Keimzellen nachgewiesen, aber ein eindeutiger Beleg fehlt bislang (Kimura et al., 1993;
Lubahn et al., 1989; Zhou et al., 1996). FSH bindet an FSH-Rezeptoren der Sertoli-
Zellen und fordert so indirekt die Reifung und Differenzierung von Keimzellen wihrend
der Spermatogenese (Hermann et al., 2007). Bei zu hoher Testosteron-Ausschiittung
sorgen mehrere Feedback-Mechanismen fiir einen ausgeglichenen Hormonspiegel im
Blut. Das in den Sertoli-Zellen gebildete Proteohormon Inhibin hemmt die FSH-

Bildung im Hypophysenvorderlappen (Suresh et al., 2011).

1.1.4 Aufbau und Charakterisierung der Lamina propria des Menschen

Beim Menschen wird die 7-10um dicke LP durch eine Basallamina, welche aus
Kollagen Typ I und III sowie Laminin besteht, vom Keimepithel abgegrenzt. Die LP
besteht aus sogenannten Myofibroblasten, Fibroblasten und zwischengelagerter,
vornehmlich aus Kollagenfasern bestehender extrazellulirer Matrix. Die Zellen
umgeben in konzentrischen aber diskontinuierlich angelegten Schichten die Tubuli
seminiferi (Holstein ef al., 1996). Myofibroblasten sind lange, flache Zellen, die einzeln
in einem Netzwerk aus Mikrofibrillen und Kollagenfasern eingebettet sind (Holstein et
al., 1996) Der Begriff Myofibroblast wurde aufgrund der elektronenmikroskopischen
Beobachtung von ,spezialisierten Fibroblasten etabliert, die morphologische
Beziehungen zu glatten Muskelzellen zeigten (Bock et al., 1972). Immunhistochemisch
konnte dies durch Kolokalisation von Desmin und Vimentin in den inneren 3 bis 4

Zellschichten der LP belegt werden. Zusitzlich fanden sich LP-Zellen, die entweder nur
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Desmin- oder nur Vimentin-positiv waren (Davidoff er al., 1990). Vor allem die
dufleren beiden Schichten der LP zeichnen sich durch Vimentin-positive Zellen aus. Die
Gruppe um Holstein (et al. 1996) nahm an, dass diese beiden Schichten der LP reine
Fibroblasten sein konnten, da diese keine Charakteristika fiir glatte Muskelzell-

Antigene aufwiesen.

Peritubuldre Zellen sind in der Lage verschiedene Faktoren zu exprimieren, die fiir
Kontraktilitit von Bedeutung sind. Darunter sind Proteine wie Pan-Aktin, Gelsolin,
Myosin-heavy-chain 11 (Myhl1), Smooth-muscle-actin (SMA), Desmin und Calponin
(Albrecht, 2009; Holstein et al., 1996). Aber auch extrazelluldre Matrix-Komponenten,
die typischerweise von Bindegewebszellen exprimiert werden, wie Laminin,
Fibronektin, Vimentin, Kollagen Typ I und IV, CD90/Thy-1, CD34 (Albrecht, 2009;
Davidoff et al., 1990; Dobashi et al., 2003; Gulkesen et al., 2002; Hadley et al., 1987;
Haider et al., 1999; Santamaria et al., 1990) und kleine Proteoglykane, Biglykane und
Dekorin (Adam et al., 2012; Ungefroren et al., 1995) kommen in der LP vor. Zudem
konnen peritubulire Zellen weitere Substanzen, wie Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren [transforming-growth-factor-8 (TGF-B), insulin-like-growth-
factor-1 (IGF-I), peritubular-cell-factor-that-modulates-sertoli-cell-function (PmodS)
und Aktivin-A] sezernieren, die unter anderem einen Einfluss auf Sertoli-Zellen

ausiiben konnen (Albrecht et al., 2006; Gnessi et al., 1997).

Neben der Funktion als partielle Permeabilititsbarriere (Maekawa et al., 1996;
Rebourcet et al., 2014) zeichnen sich LP-Zellen vor allem durch Kkontraktile
Eigenschaften aus. Die peritubuldren Zellen generieren spontane Kontraktionen um
Spermien wihrend der Spermiatio ins Lumen zu entlassen und den weiteren Transport
durch das Tubulusinnere in Richtung Rete testis zu gewihrleisten (Albrecht, 2009;
Holstein et al., 1996). Schon wihrend der ersten morphologischen Beschreibungen der
Myofibroblasten konnte beobachtet werden, dass diese speziellen Zellen zu
Kontraktionen nach Inkubation einer ATP-haltigen Losung befidhigt sind (Bock et al.,
1972).

Kontraktionen kénnen durch verschiedene agonistische Substanzen wie Endothelin-1,

Vasopressin, platelet-derived-growth-factor (PDGF), Oxytozin, Oxytozin-dhnliche
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Substanzen, Prostaglandine, androgene Steroidhormone und Angiotensin II ausgelost
werden (Harris et al., 1998; Mewe et al., 2007; Santiemma et al., 1996; Tripiciano et
al., 1999; Tung et al., 1991). Diese Substanzen konnen auch Effekte auf parakriner,
endokriner und autokriner Ebene bewirken (Rossi et al., 2002). Die Gruppe von Zhang
(et al. 2006) zeigten bei einem Knockout (KO) des AR in peritubulédren Zellen (PTM-
ARKO), dass Gene die fiir Kontraktilitit (Endothelin-1, Endothelin-Rezeptor A und B,
Adrenomullin-Rezeptor und Vasopressin-Rezeptor-1a) maB3geblich von Bedeutung sind,
negativ reguliert werden. Dies fiihrt bei Médusen zur Reduktion der Keimzellzahl und
Oligozoospermie und kann dariiber hinaus zu Infertilitit fiihren. Ein Fehlen des AR in
peritubuldren Zellen hat negative Einfliisse auf die normale Entwicklung, Struktur und
Funktion der Leydigzellen zur Folge. Es erfolgte eine Down-Regulation Leydigzell-
spezifischer Gene [steroidgenic-factor 1 (Nr5al), IGF-I, Insulin-like factor 3 (INSL3),
(Welsh et al., 2012; Welsh et al., 2009)].

Die funktionelle Regulation der peritubulidren, kontraktionsfahigen Zellen ist bisher nur
unzureichend geklart. Die physiologische Konsequenz bei struktureller Verianderung,
z.B. Verdickung der LP bei Spermatogenesestorungen, und die daraus resultierenden
Effekte auf Kontraktilitit der Tubuluswand miissen noch weitestgehend untersucht

werden.

1.1.5 Keimzelldefekte

Storungen der Spermatogenese konnen vielféltig vorkommen und fithren oftmals zu
Sub- und Infertilitit. Laut World Health Organisation (WHO (2000) koénnen bei
kinderlosen Paaren gleichermallen Frauen (20%) als auch Minner (25%) betroffen sein.
Viele Fille (30-50%) verbleiben allerdings dtiologisch unbekannt. Mannliche Infertilitit
kann vielfiltige Griinde haben: Erkrankungen des Hodens und der ableitenden Ginge,
systemische Krankheiten, Toxine und Umweltfaktoren, genetische Faktoren, das Alter
u.a. konnen negative Auswirkungen auf die Fertilitéit ausiiben. In einem groBen Teil

minnlicher Infertilitdt sind die Ursachen allerdings unklar.

Defekte der Keimzellen konnen dabei in jedem Stadium auftreten. Schon wihrend der

Meiose kann es aufgrund von Nicht-Verpaarung und Fehlverteilung von Chromosomen

20



zur Bildung von Megalospermatozyten (Holstein et al., 1986; Johannisson et al., 2003)
und zu Infertilitit bei Patienten mit nichtobstruktiver Azoospermie (NOA) fiihren
(Guichaoua et al., 2005). Haufig kommt es auch bei einer Dedifferenzierung von
Sertoli-Zellen zu Spermatogenesedefekten (Bruning er al., 1993). Eine dauerhafte
Expression von AMH kann ebenso zu Funktionsstorungen der Sertoli-Zellen und
dadurch zu Keimzelldefekten fithren (Brehm et al., 2006; Sharpe et al., 2003). Bei
Hypospermatogenese ist die Spermatogenese zwar quantitativ reduziert, aber qualitativ
intakt. In Féllen von Spermatogenese-Arrest verbleibt die Spermatogenese auf der Stufe
der Spermatogonien, der primédren Spermatozyten oder der frithen runden Spermatiden.
Dies kann entweder alle Tubuli seminiferi oder nur einen Teil betreffen (Kohn er al.,
2005); Bergmann et al. 2006). Azoospermie (Fehlen von Spermatozoen im Ejakulat)
kann bei einem kompletten Spermatogenese-Arrest auftreten. Bei einem vollstindigen
Fehlen von Keimzellen fiillen die Sertoli-Zellen als einzige Zellform das Tubulusinnere
aus. Man spricht dann von einem Sertoli-cell-only-Syndrom (SCO-Syndrom). Dieses
Phinomen kann fokal oder total auftreten. Oft tritt bei diesem Defekt und generellen
Keimzellstorungen eine Verdickung der LP auf. Bei Azoospermie konnen durchaus
invasive Eingriffe zur Gewinnung von testikuldren Spermien fithren. Die testikulédre
Spermienextraktion (TESE) kann nicht nur therapeutisch, sondern auch diagnostisch
genutzt werden. Bei groBeren invasiven Eingriffen konnen Hodenbiopsien zur
Beurteilung und Klassifizierung der Spermatogenese dienen. Eine Evaluation der
Spermatogenese erfolgt am histologischen Hodenquerschnitt nach dem Zustand von
Spermatogonien, Spermatozyten, runden und elongierten Spermatiden sowie Sertoli-
Zellen. Auch die Morphologie der LP und die Zusammensetzung des Interstitiums flief3t
in die Beurteilung ein. Eine normale Spermatogenese liegt vor, wenn das Keimepithel

die definierten 6 Stadien der Spermatogenese reprisentiert (Clermont, 1972).

1.1.6 Verdickung der Lamina propria

Minnliche Infertilitdt wird vorwiegend mit gestorter Spermatogenese assoziiert. In den
meisten Fillen ist dies mit einer Verdickung der LP verbunden. Dabei kommt es zu
einer vermehrten Anhdufung von Kollagen und anderem extrazellulirem Material in die
peritubuldre Schicht der Tubuli seminiferi. Die Verdickung der LP &hnelt Fibrose-

Entwicklungen anderer Organe (Lunge, Leber, Niere, Herz); (Darby et al, 2007;
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Dempsey et al., 2006; Rosenbloom et al., 2010; Ruppert et al., 2008). Auch im Alter
kann es zu Veridnderungen der LP-Morphologie kommen. Als Ursache vermuteten
Davidoff et al. 1990 eine Umbildung von Myofibroblasten zu Fibroblasten in den
inneren Schichten der LP. Dabei wurde auch ein Verlust kontraktiler Marker in der
verdickten LP beobachtet (Arenas et al., 1997), gezeigt an der verminderten Expression
von Desmin in Myofibroblasten (Davidoff ef al., 1990). Die Vimentin-Immunreaktivitit
der peritubuldren Zellen bleibt allerdings erhalten (Davidoff et al., 1990). Dies
suggeriert eine Phinotyp-Verdnderung der Myofibroblasten (Skalli er al., 1986) zu
Fibroblasten (Holstein et al., 1996). Durch immunhistochemische Untersuchungen in
Kombination mit stereologischen Methoden konnten innerhalb unserer Arbeitsgruppe
(Volkmann et al., 2011) morphologische Verianderungen der LP bei infertilen Ménnern
in spezifische Gruppen eingeteilt werden. Eine regulidre Expression kontraktiler Marker
[SMA, Myhll, Calponin und zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhéngige
Proteinkinase I (PKGI)] konnte in allen Tubuli seminiferi von Hodenbiopsien mit
gestorter Spermatogenese, selbst mit starken morphologischen Veridnderungen, wie dem
SCO-Syndrom, bestitigt werden. Allerdings liel sich kein Hinweis auf eine
Dedifferenzierung von Myofibroblasten finden, wie zuvor von Davidoff et al. 1990,
beschrieben. Daraus liele sich folgern, dass ein Verlust von Myofibroblasten der Tubuli
seminiferi mit verdickter LP nicht auf gestorte Spermatogenese zuriickzufiihren ist. In
testikuldren Biopsien, in denen Tubuli mit normaler und gestorter Spermatogenese
unmittelbar nebeneinander liegen [,,mixed atrophy* (MA)], konnte die Expression der
kontraktilen Proteine Myhl1, Calponin und PKGI bestitigt werden. Zusitzlich wurde
ein partieller Verlust dieser Proteine beschrieben. Dies wurde mit einer
Dedifferenzierung oder Verianderung des zelluldren Phinotyps assoziiert (Welter et al.,

2013). Allerdings sind diese Zusammenhénge noch nicht ausreichend geklart.

Das Cytokin TGF-8, dessen Expression in peritubuldren Zellen nachgewiesen wurde
(Holstein et al., 1996; Miiller et al., 2005), scheint einer der wichtigsten
Wachstumsfaktoren wéhrend der Differenzierung von Fibroblasten in aktivierte
Myofibroblasten zu sein (Powell et al., 1999; Tomasek et al., 2002; Volkmann et al.,
2011).
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Fibrotische Verdnderungen des Hodengewebes wurden schon in einer Vielzahl von
Krankheitsbildern, die mit ménnlicher Infertilitit in Verbindung stehen, beschrieben.
Darunter gehéren Ménner mit Azoo- und Oligozoospermie (Jiang et al., 2013) oder
Patienten, die an Kryptorchismus (Mechlin et al., 2014), Varikozele (Martin et al.,
1992; Santoro et al., 2000) und Klinefelter-Syndrom (Aksglaede et al., 2013; Martin et
al., 1992) leiden.

Auch Immunzellen, hauptsdchlich Mastzellen und Makrophagen, wird eine Bedeutung
in Zusammenhang mit Fibrose und minnlicher Infertilitit zugesprochen (Apa et al.,
2002; Hussein et al., 2005; Yamanaka et al., 2000). Mastzellen, die im interstitiellen
Raum, aber auch direkt in oder an der LP lokalisiert sein konnen, sind bei Fibrose in
erhohter Anzahl vorhanden und zeigen Anzeichen von Degranulierung. Sie sekretieren
bestimmte Faktoren, wie Histamin, Tryptase und TNF-a, die peritubuldre Zellen der LP
beeinflussen konnen und Zellumbau wihrend des Prozesses der Infertilitdt fordern
konnen (Albrecht et al., 2005a; Albrecht et al., 2005b; Frungieri et al., 2002b; Schell et
al., 2008).

Neben der LP-Verdickung wurde bei Krankheitsbildern mit gestorter Spermatogenese
auch iiber eine Dilatation der Tubuli seminiferi berichtet (Volkmann et al., 2011). Wann
die Dilatation des Lumens auftritt und ob sie Folge einer LP-Stérung sein kann, ist
bisher vollig unbekannt. Auch der Einfluss der Dilatation der Tubuli auf den

Spermientransport ist unzureichend geklirt.

1.1.7 Charakteristika der Lamina propria der Ratte

Im Gegensatz zum Menschen besteht die LP bei der Ratte nur aus einer Schicht
ineinander greifender peritubulérer Zellen (,,Myoidzellen®), die in extrazelluldrer Matrix
eingelagert sind. Die peritubulidren Zellen liegen einer Basallamina an und bilden so die

Begrenzung des Keimepithels zum Interstitium.

Auch in der Ratte wurden fibrotische Verdnderungen der LP mit gleichzeitiger

Verminderung der Spermatogenese beobachtet. Experimentell wurde z.B. von

Santamaria (et al. 1995) durch Adrenalin eine Hodenatrophie im Ratten-Modell
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ausgelost, die zu einer Verkleinerung des Hodenvolumens, fibrotischer Verinderung der
LP und Beeintrichtigung der Keimzellen fiihrte. Im Vergleich zu den Kontroll-Tieren
wurde immunhistochemisch eine Zunahme von Kollagen IV, Vimentin, Laminin und
Fibronektin festgestellt, wihrend bei Desmin eine Abnahme in der LP zu beobachten
war. Dies fithrte zu der Annahme, dass es zu einer Schidigung der peritubulédren Zellen,

wihrend der Sekretion extrazelluldrer Matrixproteine kommt.

Ratten, die einer Begasung von Ozon ausgesetzt wurden, waren charakterisiert durch
eine reduzierte Spermatogenese, eine Hyalinisierung des interstitiellen Gewebes und
eine Verdickung der Basallamina und LP. Durch die Zugabe von Vitamin E und C und
erneuter Aussetzung mit Ozon konnte der degenerative Effekt gemildert und die
Riickbildung der Keimzellen und LP gefordert werden (Jedlinska-Krakowska et al.,
2006). Angiotensin II bewirkt eine Regulation intratestikuldrer parakriner und
autokriner Funktionen um fibrotische Prozesse nach einer Vasektomie einzuschrinken
(Shiraishi er al., 2003). Die antineoplastischen Cytostatika Cyclophosphamid und
Cisplatin rufen im Rattenmodel Oligo- und Azoospermie, gestorte Gonadotropin-
Sekretion, Verminderung des Testeron-Levels, sowie eine Verdickung der LP hervor

(Ilbey et al., 2009).

1.1.8 Isolierte Lamina propria- Zellen von Mensch und Ratte

Die Moglichkeit, Untersuchungen an menschlichen peritubulidren Zellen durchzufiihren,
sind limitiert. Allerdings existieren schon seit Lingerem detaillierte Studien von
kultivierten peritubulidren Zellen in Kombination mit anderen hodentypischen Zellen in
der Ratte. Im Tiermodell konnte man eindeutig einen Einfluss von peritubulédren Zellen
auf die Spermatogenese nachweisen (El Ramy et al., 2005; Mackay et al., 2007; Tung
et al., 1991; Welsh et al., 2012; Welsh et al., 2009; Zhang et al., 2006b). Sertoli-Zellen
stehen iiber die Basallamina in direktem Kontakt mit den Myofibroblasten der LP
(Russell et al., 1983). Durch Co-Kultur-Versuche dieser beiden Zelltypen konnte belegt
werden, dass unter der Kontrolle von Androgenen die Bildung von ABP und Transferrin
in Sertoli-Zellen erhoht wird (Skinner et al., 1985a). Diese Substanzen sind in den
Prozess der Aufrechterhaltung der Blut-Hoden-Schranke und der Abgabe der
Spermatozoen in das Lumen involviert (Skinner er al., 1985b; Yan et al., 2008).

Peritubuldre Zellen der Ratte zeigen eine konstante polygonale Form wihrend der
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Kultivierung. In Monokultur sezernieren sie Fibronektin, Kollagen I und IV in das
umgebende Medium. Sertoli-Zellen setzen ebenfalls Kollagen IV frei, aber sind nicht in
der Lage eigenstindig Kollagen I und Fibronektin zu bilden. Immunhistochemische
Analysen konnten dariiber hinaus zeigen, dass peritubulidre Zellen Laminin-negativ sind

(Skinner et al., 1985b).

Erfolgreiche Kontraktionsstudien von peritubulidren Zellen der Ratte (Tung et al., 1991)
und des Menschen in einem dreidimensionalen Kollagengel-System (Schell et al., 2010)

konnten in Kultur nachgewiesen werden.

Da in vivo Untersuchungen humaner peritubuldren Zellen nicht moglich sind, ist man
dazu iibergegangen ein addquates humanes Zellmodell zu etablieren, um in objektiver
Art und Weise Signalvorginge, Genexpression und Vorgidnge im Zusammenhang mit
Fibrose besser untersuchen zu konnen. Die ersten Untersuchungen an isolierten
humanen peritubuliren Zellen fiihrte die Gruppe von (Cigorraga et al., 1994) durch
Tubuli seminiferi-Explantate wurden priapubertiren Patienten mit Androgenresistenz
entnommen, um parakrine Wirkungen von verschiedenen Hodenzellen und den Einfluss
von Steroidhormonen auf peritubulidre Zellen besser charakterisieren zu konnen. Die
auswachsenden Zellen wurden als elongierte Fibroblasten-dhnliche Zellen beschrieben,

die immunpositiv auf SMA reagierten.

Humane peritubuldre Zellen kénnen mittlerweile standardisiert aus menschlichen
Hodenbiopsien unterschiedlichen pathogenen Ursprungs gewonnen werden (Albrecht et
al., 2006). Das Problem ist aber der begrenzte Zugriff auf gesundes Hodengewebe, um
eindeutige Vergleiche zwischen pathologisch unveriandertem Material und fibrotisch
verdndertem Gewebe in Kultur ziehen zu konnen. Bisher existieren relativ wenige
Studien von peritubuldren Zellen des Menschen. Dennoch stellt das Zellmodell
kultivierter LP-Zellen eine interessante Moglichkeit dar, um peritubuldre Zellen im
Detail zu charakterisieren und moglicherweise pathologisch relevante Mechanismen zu
identifizieren. Albrecht et al. veroffentlichten 2006 Studien {iber humane peritubulidre
Zellen in Kultur. Die Zellen zeigten in Kultur nicht nur eine elongierte Zellform,
sondern auch eine Fibroblast- und Muskelzell-dhnliche Morphologie, die die Autoren an

Myofibroblasten erinnerten. Sie konnten zudem die Expression einiger Gene, die fiir
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extrazelluldre Matrixproteine kodieren, nachweisen. Darunter waren Kollagen I, IV und
XVIII, Fibronektin, Laminin und Osteonectin [secreted-protein-acidic-and-rich-in-
cysteine (SPARC)]. Die Gruppe war vor allem an parakrinen Effekten, die durch
Mastzellen ausgelost werden, interessiert. Wie zuvor schon kurz angedeutet, werden
Mastzellen unter dem Aspekt von unphysiologischer Zellproliferation und Anhdufung
extrazelluldrer Matrix im Zusammenhang mit fibrotischen Veridnderungen im Hoden
vermehrt gefunden (Punkt 1.1.6). Mittels RT-PCR liefen sich die Rezeptoren fiir
Tryptase und Histaminl nachweisen. In nachfolgenden Studien konnten andere
Proteine, wie der Nervenwachstumsfaktor (NGF) und andere Cytokine des
Immunsystems [monocyte-chemoattractant-protein-1 (MCP-1) und inflammatorische
Molekiile z.B. Interleukin 6 (IL-6)] nachgewiesen werden. Die Expression und
Sekretion dieser Proteine wird unter anderem durch den Tumornekrosefaktor (TNF-a)
reguliert, der eine Rolle bei Apoptose, Zellproliferation und Zelldifferenzierung spielt
und die Aktivitit verschiedener Immunzellen anregt. Die Gruppe um Mayerhofer
postulierte, dass Mastzell-Produkte (Histamine, Tryptase, TNF-a) einen Einfluss auf
peritubuldre Zellen haben konnten und involviert sind bei Prozessen, welche
Sub/Infertilitdt auslosen konnen (Frungieri et al., 2002; Frungieri et al., 2002a; Albrecht
et al. 2005; Schell et al., 2008). Interessanterweise induzierte ein Endprodukt des
Prostaglandin-Metabolismus, 15-Deoxyprostaglandin J2 (15dPGJ2), die Bildung von
reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) in isolierten peritubuldren Zellen, was zu einem
reversiblen ,,Phinotyp-Switch* fiihrte. Die Zellen wiirden daraufhin eine verminderte
Expression verschiedener Muskelzellmarker (SMA, Calponin und Myhl1) zeigen was
zu einer Einschrinkung der Kontraktionsfihigkeit der Zellen im Kollagengel-Assay

fiilhrte (Welter et al., 2013).

Das Zellmodell kultivierter LP-Zellen bietet die Moglichkeit, ein besseres Verstindnis
tiber die Funktion der bisher unzureichend charakterisierten peritubuldren Zellen zu
erhalten. Die detaillierte Analyse von kontraktionsfordernden Signalwegen konnte zum
Verstindnis fibrotischer Verdnderungen der zugrunde liegenden minnlichen Infertilitit
beitragen. Wie zuvor erwihnt, scheinen peritubulédre Zellen sich in Kultur durch externe
Stimulation phénotypisch zu verdndern oder ,umzuformen® (Schell et al., 2010).

Allerdings ist dieser sogenannte ,,Phinotyp-Switch* von Myofibroblasten weder in vivo
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noch in vitro vollstindig bewiesen worden. Das vorliegende Zellmodell konnte einen

Teil zur Aufkldrung leisten.

Bisher wurde das Verhalten von peritubulidren Zellen iiber mehrere Passagen noch nicht
gezeigt. Zudem wurde der Phénotyp isolierter peritubuldrer Zellen nicht durch
Doppelmarkierung  von  Bindegewebs- und  Muskelzellmarker  gleichzeitig

nachgewiesen. Dies wurde im Laufe diese Doktorarbeit ergénzt.

1.2 Aufbau des Nebenhodens

Der NH ist fiir den Reifungsprozess und die Speicherung der Spermatozoen
unentbehrlich. Auf die Spermienreifung wirkt dabei ein komplexes Zusammenspiel von
luminalem Fliissigkeitsstrom, den Sekreten des epididymalen Epithels und dem

interstitiellen Gewebe.

Der NH erstreckt sich vom cranialen bis zum caudalen Hodenpol. Das Organ besteht
aus den stark aufgekniulten Ductuli efferentes (8-12 Kanélchen, Linge 10-12cm) und
dem NH-Gang (Ductus epididymis), welcher in den Samenleiter (Ductus deferens; 35-
40cm) {iibergeht. Eine diinne Bindegewebshiille (Tunica albuginea) bietet dem NH
Schutz. Der NH-Gang ist eingebettet zwischen Bindegewebe, das von Nerven, Gefdllen
und Lymphbahnen durchzogen wird. Der NH kann makroskopisch in drei strukturell
und funktionell unterscheidbare Abschnitte eingeteilt werden (Abb. 3): NH-Kopf
(Caput), NH-Korper (Corpus) und NH-Schwanz (Cauda). Im Caput sind sowohl Ductuli
efferentes als auch der Beginn des D. epididymidis zu finden. Eine Muskelschicht
umgibt das komplette Gangsystem und ist peristaltisch aktiv, sodass der Transport der

Spermatozoen zur Cauda gewihrleistet ist.

Der NH-Gang ist ca. 6m lang und bildet Schlaufen, sodass er stark aufgeknéult in den 4-
Scm langen NH des Menschen passt (Turner et al., 1978). Im Lumen befinden sich
neben Spermatozoen auch unreife, vorzeitig entlassene Keimzellen, abgestoflene

Epithelzellen, Makrophagen (Spermatophagen) und Fliissigkeit aus Hoden und Rete
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testis. Der Lumen-Durchmesser und auch die Dicke der Muskelschicht des D.
epididymidis nehmen von proximal nach distal stetig zu, wihrend die Epithelhdhe zur

Cauda hin abnimmt. Reife Spermien werden vor allem im Cauda-Bereich gespeichert.

Die morphologische und funktionelle Integritit des NH werden durch verschiedene
Hormone (Androgene, ()strogene, Progesteron, Melatonin usw.) und Proteine, wie z.B.
Wachstumsfaktoren, aufrecht erhalten (Robaire et al., 2011). Optimale Temperatur und

eine autonome Innervation (Ricker, 1998) spielen ebenfalls eine Rolle.

Corpus

D.
deferens
Cauda

Abb. 3: Schema eines Ratten-Nebenhodens, verindert nach (Guo et al., 2007). Die
Einteilung des NH erfolgte in Caput, Corpus und Cauda.

1.2.1 Allgemeiner Aufbau des Epithels

Das NH-Epithel besteht aus unterschiedlichen Zellen mit verschiedenen Hohen. Dabei

konnen Schwankungen zwischen 30 und 80um auftreten.

Das Epithel der Ductuli efferentes besteht aus abwechselnd kubisch, einschichtigem
oder mehrreihig prismatischem Epithel. Im histologischen Querschnitt erscheint daher
das Epithel wellenférmig. Mikrovilli besetzen die niederen Epithelschichten und sind
sekretorisch und resorptiv titig. Kinozilien sind auf den héheren Epithelabschnitten zu
finden, die durch Bewegung einen Fliissigkeitsstrom verursachen und so fiir den

Transport der Spermatozoen beitragen.
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Das Epithel des D. epididymidis besteht aus einer zweireihigen, gleichméfig hohen
Reihe von Zellen. Die Epithelzellen dienen der VergroBerung der Zelloberfliche und
sorgen fiir Sekretions- und Resorptionsvorgidnge. Hohe sidulenartige Epithelzellen tragen
auf der Oberflache lange unbewegliche Stereozilien, die sich in das Lumen strecken.
Diese bestehen aus Biindeln von Aktinfilamenten, die durch Fimbrin quervernetzt sind
und basal a-Aktin enthalten. Basalzellen liegen basolateral und tragen keine
Stereozilien. Neben den Sidulen- und Basalzellen des Epithels wurden noch weitere
Zelltypen wie ,,clear cells®, ,,narrow cells* und ,,halo cells* beschrieben (Robaire et al.,
1995; Shum et al., 2008). ,Narrow cells* beinhalten V-ATPasen und sekretieren
dartiber hinaus Protonen in das Lumen und sorgen so fiir einen leicht sauren pH
(pH6.5), sodass die Spermatozoen unbeweglich bleiben (Sédurestarre) (Cornwall, 2009;
Kujala et al., 2007; Pietrement et al., 2006). “Clear cells” sind lytisch aktiv und
absorbieren Proteine aus dem Lumen. “Halo cells” scheinen zusammen mit den

Basalzellen fiir die Immunabwehr verantwortlich zu sein (Cornwall, 2009).

Sekretionsvorgidnge des Epithels werden hormonell gesteuert. Die Aktivitit von
Prostaglandinen und Angiotensin scheint einen Einfluss auf die Spermienreifung zu
haben (Cosentino et al., 1986; Leung et al., 1998; Shum et al., 2008). Die Expression
beider Angiotensin-Rezeptoren, Typ I und II, konnte in Epithelzellen nachgewiesen
werden und ist Testosteron-abhingig (Leung et al., 1997; Leung et al., 2000; Leung et
al., 2003). Tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass der Angiotensin-Rezeptor-
Typ II der Basalzellen durch Angiotensin II aus dem Lumen aktiviert und so die NO-
Bildung veranlasst. NO diffundiert in die benachbarten ,,clear cells* und bewirkt iiber
einen spezifischen Signalweg die Akkumulation von V-ATPase in den Mikrovilli. Das
Enzym katalysiert die Protonensekretion ins Lumen. Dies fiihrt zur Aufrechterhaltung
des physiologisch sauren pHs im Lumen (Shum et al., 2008). Neben Muskelzellen der
NH-Wand konnen auch Faktoren der Epithelzellen auf Kontraktionsprozesse des NH-
Gangs wirken. Ein Verdau von Epithelzellen zeigte ein verdndertes Kontraktionsmuster

der Gang-umgebenden Muskelzellen (Mewe et al., 2006b; Mewe et al., 2007).

1.2.2. D. epididymidis: Muskelzellschicht und Kontraktilitit

Glatte Muskelzellen sind die morphologische Grundlage fiir die peristaltischen
Bewegungen des NH-Gangs. Wie bereits erwihnt, nimmt die Dicke der Muskelschicht
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von proximal nach distal zu (Holstein et al., 1969). Die jeweiligen NH-Abschnitte
weisen verschiedene Arten glatter Muskelzellen auf, die sich in ihrer Erregbarkeit

unterscheiden (Mewe et al., 2006b).

Im Caput-Bereich des NH, in dem sich auch die Ductuli efferentes befinden, umgeben
nur wenige Schichten glatter Muskelzellen zirkulidr die NH-Kanélchen. Sie werden als
weniger differenziert angesehen und neigen zu Spontankontraktilitat. Durch Oxytocin
kann die Autokontraktilitit gefordert werden (Veeramachaneni et al., 1990). Die
Spermatozoen werden in den Ductuli efferentes nicht nur durch alleinige
Muskelkontraktion der Wand transportiert, sondern auch durch die aktive Bewegung
der Kinozilien, die ins Lumen ragen (Risley er al., 1958; Heiniger et al., 1996). Es
konnte sogar gezeigt werden, dass selbst bei kastrierten Tieren oder wéhrend klinischer
Eingriffe, in denen die Ductuli efferentes abgebunden wurden, ein epididymaler
Transport moglich ist (MacMillan and Auckland. 1960). In derselben Studie konnten
mit Rontgen-Untersuchungen Kontraktionen in vivo im proximalen und Corpus-Bereich
der Ratte lokalisiert werden. Diese Kontraktionen traten rhythmisch mit einer hoheren

Frequenz in der proximalen- im Vergleich mit der distalen Region auf.

In den Corpus-Bereich iibergehend, wird die Muskelzell-Wand allmihlich verstirkt. Im
Vergleich zu den Ductuli efferentes hat sich die Anordnung der glatten Muskelzellen
jedoch nicht wesentlich verdndert. Im bovinen Modell konnten spontane rhythmische
Kontraktionen ohne externe Stimuli vom Caput bis zur Cauda dokumentiert werden.
Das Kontraktionsprofil ist charakterisiert durch eine Abnahme der spontanen
Kontraktionen von proximal nach distal, aber durch einen Anstieg der Amplitude im

Cauda-Bereich (Mewe et al., 2006a; Mewe et al., 2006b).

Im D. deferens sind dicke glatte Muskelzellen vorzufinden. Diese werden als
ausdifferenziert bezeichnet und haben nur eine geringe Neigung zu spontaner
Kontraktilitit. Die Kontraktilitdat der glatten Muskelzellen im D. defferens wird nicht
nur von hormonellen und parakrinen Mechanismen reguliert, sondern steht vor allem

unter der Kontrolle autonomer Nerven.

30



Adrenerge und cholinerge Nervenfasern durchziehen das epididymale Interstitium und
sind hauptsdchlich mit muskuldren und vaskuldren Strukturen assoziiert. Caput- und
Corpusbereich sind spérlich innerviert, wiahrend die Muskelschicht der Cauda stark von
Nervenfasern durchzogen ist (Kaleczyc et al., 1993; Koslov et al., 2013). In der Cauda
finden sich zudem hohere Konzentrationen von Neurotransmittern (Adrenalin und
Noradrenalin) als in anderen NH-Bereichen (Eliasson et al., 1968; Mewe et al., 2007).
Zudem wurde eine Reihe von Neuropeptiden in Nervenfasern lokalisiert, wie
Calcitonin-gene-related peptide (CGRP), Neuropeptid Y (NPY), vasoactive-intestinale-
peptid (VIP), Enkephalin und Somatostatin, die zur Regulation des Muskeltonus
beitragen (Carvalho et al., 1986; Chevendra et al., 1992; Tainio, 1994; Vaalasti et al.,
1986).

Eine starke Innervation des Ductus deferens wird als Hemminnervation aufgefasst, die
fiir eine Ruhigstellung der Spermatozoen sorgt. Nur unmittelbar vor der Ejakulation

wird diese Hemmung der Muskelkontraktion aufgegeben.

Studien am NH des Bullen (Mewe et al., 2007) zeigten, dass durch die Zugabe des
Neuropeptids Oxytocin im Caput Kontraktionen und in der Region von Corpus und
Cauda Relaxation der glatten Muskulatur der Tubuluswand stattfinden. Oxytocin als
auch Endothelin-1 wirken in parakriner Weise vasokonstrikorisch auf Muskelzellen
(Peri et al., 1998; Filippi et al., 2005). Nach Entfernung des Hodens und dem daraus
resultierenden Mangel an Androgenen konnte in einem Tierexperiment der
Spermientransport durch zusdtzliche Zugabe von Androgenen gesteigert werden. Die
Gruppe (Sujarit et al., 1985) postuliert, dass Androgene die Kontraktion im NH positiv

beeinflussen konnten.

Neuere Erkenntnisse {iiber zellulire Mechanismen konnten zum Verstindnis der
funktionellen Regulation der Muskelschicht des ménnlichen Reproduktionstraktes
beitragen (Mewe et al., 2006a; Mewe et al., 2006b; Mietens et al., 2012; Mietens et al.,
2014). Vor allem im Tiermodell, wie Rind, Ratte oder Maus konnten die zelluldren
Signalwege, die eine Rolle bei Kontraktilitit und Relaxation der Muskelzelle spielen,

untersucht werden.

31



Speziesspezifische Unterschiede von Kontraktionsmustern im Hoden und NH wurden
bisher spérlich beschrieben. In unserer Arbeitsgruppe werden momentan Kontraktions-
Analysen von Hoden bzw. NH der Ratte und des Menschen im Detail untersucht
(Mietens et al., 2014). Ausfiihrliche Untersuchungen iiber Kontraktionen bei
fibrotischen Verdnderungen der Muskelschicht und dem daraus resultierende Einfluss
auf den Spermientransport im Zusammenhang mit Infertilitit im Mann sind bisher

unzureichend bekannt.

In einem P2X1-Rezeptor/KO-Mausmodell wurden Storungen der kontraktilen Aktivitit
im Samenleiter mit daraus resultierender Infertilitit beobachtet (Mulryan et al., 2000;
White et al., 2013). Ob Storungen des Tubuli seminiferi- oder des D. epididymidis-

Kontraktionsmusters auch zu Infertilitit fithren, ist noch offen.

1.2.3 Storungen im Wandaufbau des D. epididymidis

Der korrekte Transport und die Lagerung der Spermatozoen in der Cauda des NH
hingen von der kontraktilen Aktivitit der Muskelschicht ab. Storungen der NH-Wand

und deren Ursache sind bisher relativ unbekannt und unerforscht.

Eine Ursache fiir Infertilitdt beim Mann kann ein Verschluss im D. epididymidis sein,
sodass keine Spermatozoen im Ejakulat zu finden sind. Die groBte klinische Relevanz
haben dabei Entziindungen des NH (Epididymitis). Sie konnen durch bakterielle
Harnwegsinfektionen (z.B. Chlamydien, Gonokokken, uropathogene Escherichia coli-
Stamme, Enterokokken, Proteus mirabilis, Klebsiellen und Pseudomonas aeruginosa)
ausgelost werden. Ob sie dabei auch Auswirkungen auf die Kontraktilitit im NH haben,

ist bisher nicht bekannt.

Wandverdickungen im NH sind bislang kaum erwihnt. In klinischen Studien wurden
Patienten mit obstruktiver Azoospermie untersucht, wobei eine Verdickung der
Muskelschicht des NH-Gangs im proximalen Bereich festgestellt wurde. In der Wand
wurden zytoplasmatische Biindel von diinnen Myofilamenten, mikropinozytotisch-
aktive Vesikel der Plasmamembran und eine Anhdufung von Kollagen und

extrazellulirer Grundsubstanz gefunden (Pelliccione et al., 2004). Die Gruppe
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postuliert, dass glatte Muskelzellen im Caput partiell durch Muskelzellen, die einen

verdnderten Phinotyp, dhnlich dem im Cauda-Bereich aufweisen, ersetzt werden.

Bei einer Lageanomalie des Hodens, z.B. in den Bauchraum (Kryptorchismus), kann
auch der NH betroffen sein. Eine alterabhingige Studie in jungen als auch erwachsenen
Patienten ergab, dass die Ductuli efferentes und auch der D. epididymidis sichtbar
angeschwollen und vergrofert sind. Immunhistochemische und morphometrische
Untersuchungen zeigten eine Verminderung der muskuldren Schicht um die Ginge in
allen drei Regionen, ein reduziertes Lumen und eine verminderte Hohe des Epithels,

unabhéngig vom Alter (De Miguel et al., 2001).

Ein weiterer Faktor fiir Infertilitit konnten Tumore im NH sein. Hodentumore treten
gehduft bei jungen Minnern auf, wihrend bei dlteren Minnern tumordse
Veridnderungen der Prostata dominieren. Bosartige Neoplasien im NH sind sehr selten.
Sie machen nur 0.03% der im Mann auftreten Krebserkrankungen aus (Jones et al.,
1997; Ganem et al., 1998; Odrzywolski et al., 2010). Tumore der glatten Muskulatur
des NH sind extrem selten. Eine klinische Studie aus China verdffentlichte 2012, dass
von 328 Patienten bei denen ein Tumorbefall des NH dokumentiert wurde, ca. 55% eine
adenomartige Veridnderung des Epithels, 15% Verdnderungen der glatten Muskelzellen
und 5% tumorartige Verdnderungen der Lymph- und Blutgefialle aufwiesen (Yeung et

al., 2012).

Warum Entartungen des NH-Gewebes so selten sind und welchen Stellenwert diese und
andere Erkrankungen des NH auf die Kontraktilitit der Muskelschicht haben, konnte

bisher nicht geklart werden.

1.91 Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)-System: Kontraktion und

Relaxation von glatten Muskelzellen

Glatte Muskulatur, wie sie in Blutgefilen, Hoden, Magen, Darm, Bronchien usw.
vorkommt, enthdlt Aktin-F-Filamente, Myosin und Intermediérfilamente. Eine
Einteilung in Sarkomere, ein tubuldres System oder Myofibrillen, wie sie bei
quergestreifter Muskulatur zu finden sind, fehlen hier. Die Regulierung der Kontraktion

und Relaxation der glatten Muskulatur erfolgt iiber den intrazelluliren Calcium (Ca?*)-
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Spiegel und die  Steuerung  verschiedener  Signaltransduktionskaskaden.
Membranspannende  Ca’**-Kanile konnen sowohl spannungsabhingig —durch
Depolarisation der Zellmembran als auch durch Bindung eines Liganden (Hormone,
Neurotransmitter u.a.) aktiviert werden. Ca®*-Ionen binden in glatten Muskelzellen
intrazelluldr an Calmodulin und nicht an Troponin, welches im Skelett- und Herzmuskel
vorkommt. Durch Ca?*-Ionen wird iiber mehrere Schritte die Aktivierung eines
spezifischen Enzyms, Myosin-Leichte-Kette (MLC)-Kinase (MLCK) induziert, welches
die Phosphorylierung der MLC katalysiert was zu einer Kontraktion der Muskelzelle
fiihrt, wihrend eine Dephosphorylierung der MLC zu einer Relaxation fiihrt (Butler ez
al.,2013).

Glatte Muskulatur kann aufgrund ihrer Struktur einen lang anhaltenden Tonus

aufrechterhalten.

1.3.1 Kontraktion der glatten Muskelzellen

Durch eine Erhohung des intrazelluliren Ca’*-Spiegels wird eine Kontraktion der
glatten Muskulatur bewirkt. Uber Ligandenbindung verschiedener Agonisten, wie
Noradrenalin oder Angiotensin II, an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (G4 oder
G11) wird die Phospholipase C (PLC) an der Innenseite der Membran aktiviert. Dadurch
wird eine Ca’*-abhingige Kontraktion in Gang gesetzt. PLC spaltet hierbei das
Phosphatidylinositol-4.5-Bisphosphat (PIP>) in die Botenstoffe Diazylglyzerol (DAG)
und Inositol-1.4.5-triphosphat (IP3). DAG kann entweder an weitere Zielproteine binden
oder weiter hydrolysiert werden, wobei Arachidonsidure entsteht, welches als Boten-
oder Ausgangsstoff fiir andere Prozesse zur Verfiigung stehen kann. IP3 vermittelt im
Cytoplasma iiber den IP3-Rezeptor die Ca**-Freisetzung aus dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER). Die Ca**-lonen aktivieren die Ca’*/Calmodulinabhingige-MLCK,
welche wiederum die Phosphorylierung der regulatorischen leichten (20kD) MLC am
Ser-19 des Myosins katalysiert. In Verbindung mit Aktin und Myosin fiihrt dies zum
Quer-Briickenschlag mit ATP-Spaltung und eine Verkiirzung des Muskels wird initiiert
(Perrett et al., 2013; Smrcka et al., 2012). MLC-Phosphatase (MLCP) wiederum spielt
eine Rolle im ,fine-tuning” der glatten Muskelzell-Kontraktilitit. MLCP
dephosphoryliert die MLC und kann dadurch zur Relaxation der Muskelzellen fithren
(Colson et al., 2012).
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Zur Muskelkontraktion kann auch ein Ca?*-unabhingiger Weg iiber die Stimulierung
des kleinen G-Proteins RhoA, welches sein Target-Protein Rho-Kinase aktiviert, fiihren.
Die Rho-Kinase wiederum ist in der Lage MLCP zu phosphorylieren und dadurch
dessen Aktivitdt zu inhibieren. Daraufhin kann eine Kontraktion des glatten Muskels
ausgelost werden, ohne dass die Ca’*-Konzentration veriandert wird (,,Kalzium-

Sensitisierung*; (de Godoy et al., 2011).

1.3.2 cGMP-Signalweg und dessen Einfluss auf die Relaxation glatter Muskelzellen

Das zyklische Nukleotid 3°-5"-cGMP ist ein wichtiges Signalmolekiil physiologischer
Prozesse und ist in die Modulation der glatten Muskelzell-Relaxation involviert.
Dadurch wird z.B. die funktionelle Aktivitit des NH-Gangs und des Samenleiters
hinsichtlich des Samentransports reguliert (Mewe et al., 2006a). Die Bildung des
intrazelluldren ,,second messenger“-Molekiils wird durch spezifische Enzyme
katalysiert. Guanylylcyclasen (GC) sind die Schliisselenzyme im cGMP-vermittelten
Signalweg (Takimoto, 2012).

Zum einen kann cGMP {iber die 16sliche Guanylylcyclase (sGC), welche cytosolisch in
der Zelle vorliegt und aus zwei Unterformen o und B (al/a2 und B1/B2) besteht,
gebildet werden (Koesling et al., 1991). Eine hohe sGC-Expression wurde fiir Lunge
(Weissmann et al., 2014) und Gehirn beschrieben (Zhihui, 2013). Im minnlichen
Reproduktionstrakt konnte sGC in glatten Muskelzellen der Tunica albuginea,
Leydigzellen, testikuldren Blutgefden, der peritubuldren LP, Sertoli-Zellen, Harnblase
und auch schwach in Keimzellen nachgewiesen worden (Davidoff et al., 1997;
Middendorff et al., 1996; Middendorff et al., 1997a; Middendorff et al., 2002; Andric et
al., 2007). Dariiber hinaus war eine Lokalisierung auch in der Muskelschicht des NH
moglich Mewe et al., 2006a; Miiller et al., 2011). sGC wird durch Stickstoffmonoxid
(NO) aktiviert. NO, welches zundchst als Endothelium-derived-relaxing-factor
identifiziert wurde (Furchgott et al., 1980; Ignarro et al., 1987), hat eine sehr geringe
Halbwertszeit und wird in unmittelbarer Umgebung zum Wirkort durch spezifische NO-
Synthasen (NOS) hergestellt. Diese katalysieren die Umwandlung von L-Arginin,
molekularem Sauerstoff und NADPH zu NO und dem Co-Produkt Citrullin. Drei
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Isoformen der NOS sind bekannt: neuronale NOS (nNOS), endotheliale NOS (eNOS)
und induzierbare NOS (iNOS) (Forstermann et al., 1994). Die eNOS, welche zuerst im
Endothel entdeckt wurde und nNOS, welche in neuronalem Gewebe und Skelettmuskel
beschrieben wurde, werden beide konstitutiv gebildet und sind Ca?*/Calmodulin-
abhingig. iNOS ist Ca?*-unabhingig auf transkriptioneller Ebene induzierbar und wird

in Makrophagen und Mikrogliazellen exprimiert.

NOS-Aktivitdt konnte in Organen des minnlichen Reproduktionstrakts nachgewiesen
werden (Ehren et al., 1994; Lee et al., 2008). Im Hoden sind als nNOS-Produktionsorte
neben Blutgefilen, Leydig- und Sertoli-Zellen auch die peritubulidre LP beschrieben
worden (Davidoff et al., 1997; Davidoff et al., 1995; Middendorff et al., 1997b).
Zusitzlich wurde NOS-Aktivitét in allen Regionen des NH (besonders hohe Aktivitét in
der Cauda) und des Samenleiters dokumentiert (Burnett er al., 1995). Im Rind wurde
eNOS in kontraktilen Zellen der Muskelschicht des NH-Gangs nachgewiesen (Mewe et
al., 2006a). Ein inhibitorischer Effekt von NO auf die Sekretion von Testosteron in

Leydigzellen der Ratte ist bekannt (Adams et al., 1994; Welch et al., 1995).

Neben NO kann auch Kohlenstoffmonoxid (CO) sGC-Aktivierung induzieren. In
Sertoli-Zellen wurde das CO-produzierende Enzym Hidmoxygenase-1 nachgewiesen

(Middendorff et al., 2000b).

Nicht nur iiber NO und sGC ist ein Anstieg des intrazelluldaren cGMP-Spiegels moglich.
cGMP-Bildung kann auerdem iiber die Katalyse von Guanosintriphosphat (GTP) iiber
membranstindige GCs erfolgen. In Sdugetieren wurden sieben Gene identifiziert, die
fir membrangebundene GCs (GC-A bis GC-G) kodieren. Untereinander weisen die
Enzyme eine dhnliche Topologie auf. Sie bestehen aus einer extrazelluldren Liganden-
bindenden Domine, einer kurzen Transmembran-durchziehenden Region und einer
intrazellularen Domine, die eine katalytische Region fiir GC enthdlt. Zwei der
membrangebundenen GCs (GC-A, GC-B) stellen Rezeptoren der sogenannten

natriuretischen Peptide dar (Potter, 2011a; Potter, 2011b; Saito et al., 2011).

Der Rezeptor GC-A wird durch die Herzhormone atriales natriuretisches Peptid (ANP)
und das zuerst im Gehirn entdeckte ,,brain‘ natriuretische Peptid (BNP) aktiviert. ANP
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zeigt dabei eine hohere Affinitit zu GC-A als BNP. GC-A-Expression wurde in
GefidBmuskelzellen, in Teilen des zentralen und peripheren Nervensystems, Niere, Milz,
Herz, und weiteren Organen nachgewiesen (Lowe et al., 1989; Pandey, 2011). GC-B
dient als spezifischer Rezeptor fiir das C-Typ natriuretische Peptid (CNP). GC-B-
Expression wurde vor allem in Chondrocyten, Fibroblasten der Lunge,
GefidBmuskelzellen, Uterus, Gehirn und der Niere dokumentiert (Potter et al., 2006;
Schulz et al., 1989). Dessen Substrat CNP wird hauptsidchlich von vaskuldren
Endothelzellen gebildet und wirkt als autokriner und parakriner Regulator des
GefiBtonus und des Zellwachstums iiber die Bindung an GC-B (Schulz, 2005; Sellitti e?
al., 2011; Thompson et al., 2012). Aber auch Knochenstrukturen sind Expressionsorte
von CNP (Miura et al., 2014; Robinson et al., 2013). CNP”- und GC-B”-KO-Miuse
weisen einen zwergenartigen Phanotyp und ein erhohtes Korpergewicht auf. Weibliche
Mause sind steril (Fujii et al., 2010; Xia et al., 2007). Auch im Menschen fiihren
Mutationen des GC-B-Rezeptors zu Zwergenwiichsigkeit (Khan et al., 2012; Robinson
et al., 2013; Yasoda et al., 2010). GC-A”-, ANP”- und BNP”-Miuse zeigten schwere
physiologische  Erkrankungen, wie arterielle Hypertonie, Storungen der
Bauchspeicheldriise und fibrotische Veridnderungen am Herzen (Klaiber et al., 2010;

Ropero et al., 2010; Kuhn, 2003).

Die natriuretischen Peptide konnen aber auch an einen dritten Rezeptor (Clearance-
Rezeptor, NPR-C) binden, der keine GC-Aktivitit besitzt und durch Internalisierung der

natriuretischen Peptide zu deren Abbau beitrégt.

GC-A und GC-B werden in Teilen des ménnlichen Reproduktionstrakts, wie Penis
(Miiller et al., 2010), Hoden und NH und nur in geringem Mafe in der Prostata
exprimiert (Miiller et al., 2011). GC-A ist dominant in den Keimzellen der Tubuli
seminiferi zu finden und mit Beginn der Pubertit hochreguliert. Demgegeniiber nimmt
die Expression des interstitiell lokalisierten Clearance Rezeptors NPRCs mit Beginn der
Pubertiit stark ab (Middendorff et al., 2000a; Miiller et al., 2004). GC-B konnte in der
peritubuldren LP, der hodenumgebenden Tunica albuginea und in testikuldren
Blutgefi3en nachgewiesen werden (Middendorff ef al., 2000a). Der GC-B Ligand CNP
wurde in Leydigzellen nachgewiesen (Middendorff et al., 1996). Dariiber hinaus zeigten
sich Leydigzellen nicht nur als Expressionsort fiir sGC, sondern auch fiir GC-A und

CC-B was eine Beeinflussung auf die Testosteron-Produktion schlieen ldsst
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(Mukhopadhyay et al., 1986; Middendorff et al., 1996; Schumacher et al., 1993; Miiller
et al., 2006).

Zusitzlich konnten alle zuvor beschriebenen Rezeptortypen in der Muskulatur des NH
lokalisiert werden (Kim et al., 2000; Mewe et al., 2006a; Mietens et al., 2014).
Kontraktionsstudien wurde an isolierten Abschnitten des NH-Ganges von Ratte und
Rind durchgefiihrt. Eine Verdnderung des Kontraktionsmusters durch Zugabe
verschiedener Komponenten des cGMP-Systems wurden dokumentiert (Mewe et al.,

2006a; Mietens ef al., 2012; Mietens et al., 2014).

Die genaue Verteilung der Rezeptoren in Teilen des NH (Caput, Corpus, Cauda) in
Ratte und Mensch ist noch nicht eindeutig geklart.

Das Signalmolekiil cGMP vermittelt verschiedene Zellantworten und ist in der Lage
verschiedene Effektoren und Zielstrukturen zu aktivieren. Es spielt in der Regulation
der Relaxation eine entscheidende Rolle. Dabei wird eine Signalkaskade iiber das von
cGMP aktivierte Enzym cGMP-abhingige Proteinkinase I (PKGI) initiiert. Weitere
Target-Proteine von cGMP sind cGMP-regulierte lonenkanile [cyclic-nucleotide-gated-
cation-channels (CNG)]; (Weyand et al, 1994; Wiesner et al., 1998) und die
Phosphodiesterasen (PDEs). Die cGMP-Spiegel variieren je nach zellulirem
Kompartiment, sodass man davon ausgehen kann, dass eine Ansammlung von cGMP-
,Pools/Wolken* in der Zelle existiert und es zur Bildung von sogenannten

Mikrodominen kommt (Francis et al., 2010).

PKG gehort zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen. Bisher konnten in Sdugetieren
zwel Gene, die fiir die Proteine PKGI und II kodieren, identifiziert werden. Durch
alternatives Splicing wurden die Exons des N-Terminus von PKGI so verindert, dass
daraus zwei unterschiedliche Isoformen, PKGIa und PKGIB, entstanden sind. Die
Unterscheidung der beiden Isoformen erfolgt nach ihrer Enzymaktivitit und der
Substratspezifitdt (Hofmann et al., 2000). PKGI ist ein Homodimer und besteht aus drei

funktionell verschiedenen Doménen: einer katalytischen, einer N-terminalen und einer
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regulatorischen Doméne (Pfeifer et al., 1999). cGMP ist in der Lage allosterisch an
zwel hintereinander geschaltete cGMP-Bindungsstellen der regulatorischen Doméne der
PKGI zu binden. PKGI kommt in hohen Konzentrationen in glatten Muskelzellen,
Thrombozyten, verschiedenen Arealen des Gehirns (Cerebellum, Hippocampus), der
neuromuskuldren Endplatte, Harnblase, Lunge und den Herzmuskelzellen vor
(Hofmann et al., 2000). In geringeren Konzentrationen ist die PKGI in Granulozyten,
Chondrozyten und Osteoklasten exprimiert. Im Reproduktionstrakt wurde PKGI in
Myofibroblasten der LP, in testikuldren BlutgefidBen, in der Harnblase, im Penis, in der
Muskelschicht des NH-Ganges und in geringen Konzentrationen in der Prostata
nachgewiesen (Holstein et al., 1996; Mewe et al., 2006a; Miiller et al., 2011; Volkmann
etal.,2011; Welter et al., 2013).

PKGII ist ebenfalls in Teilen des Gehirns zu finden. Daneben konnte eine Expression
des Enzyms in Niere, Chondrozyten und Lunge bestitigt werden (Giese et al., 2013;
Lohmann et al., 1997).

Im Relaxierungsprozess glatter Muskelzellen spielt PKGI eine mal3gebliche Rolle, da
das Enzym verschiedene Target-Proteine phosphoryliert und den zelluliren Ca**-
Spiegel moduliert. Ca**-Ionen kénnen entweder aktiv iiber spezifische Transporter aus
der Zelle befordert werden oder es erfolgt die Wiederaufnahme von Ca**-Ionen in das
Sarko/Endoplasmatische Retikulum. PKGI kann direkt die Dephosphorylierung der
MLC durch die MLC-Phosphatase auslosen und dadurch eine Relaxation der
Muskelzelle bewirken. Dariiber hinaus zeigt PKGI eine hohe Affinitit zum IPs-
Rezeptor-assozierten cGMP-Kinase-Substrat (IRAG). Durch Phosphorylierung von
IRAG wird der Ca*-Ausstrom aus dem ER gehemmt (Fritsch et al., 2004). PKGI-
abhéngig kann die PLC gehemmt, und dadurch die Bildung von IP3 unterdriickt werden.
PKGI phosphoryliert und aktiviert Ca**-aktivierte (BKca) Kalium-Kanile, um eine
Hyperpolarisation der Plasmamembran auszulésen und dadurch den Ca®*-Influx zu

hemmen (Fukao et al., 1999; Hall et al., 2000; Ko et al., 2008).

Kontraktions- und Relaxationsstudien im Nager-Modell und menschlichem Gewebe
unter dem Einfluss des cGMP-Signalweges konnen zu einem besseren Verstindnis des

Spermientransports im menschlichen Hoden und NH fiihren und einen Aufschluss
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dariiber geben, ob tubulidre Kontraktionen tatsichlich einen Effekt auf den luminalen

Spermientransport und die Spermiatio ausiiben.

1.3.3 Rolle der Phosphodiesterasen

PDEs katalysieren die Hydrolyse der Signalmolekiile cAMP und cGMP und sind somit
entscheidend fiir die zeitliche und rdumliche Ausbreitung zyklischer Nukleotidsignale
(Maurice et al., 2014). Durch ihre subzelluldre Lokalisation und Kompartimentierung in
Mikrodominen sind PDEs in der Lage, an spezifischen Stellen in der Zelle zu wirken
(Baillie, 2009; Bender et al., 2006; Castro et al., 2006; Fischmeister et al., 2006). Die
PDE-Aktivitit wird durch verschiedene Signale, z.B. Hormone, Neurotransmitter,

Cytokine, Licht und oxidative Einfliisse gesteuert.

PDEs sind stark mit verschiedenen physiologischen Funktionen im Korper verbunden
und konnen daher ganz spezifisch reguliert und exprimiert sein. Bei pathologischen
Zustinden im Korper fithren Fehlfunktionen der PDE-Aktivitit hiufig zu schweren
Erkrankungen, wie Asthma, erektile Dysfunktion (ED), chronische obstruktive
Lungenerkrankung (COPD), Autoimmunerkrankungen, pulmonale Hypertonie (PAH),
Herzerkrankungen, Schizophrenie, Schlaganfall und Depressionen (Keravis et al.,
2012). Deshalb ist die Entwicklung spezifischer PDE-Inhibitoren von groBer klinischer

Relevanz.

Wie zuvor erwihnt, ist die Rolle der cGMP-hydrolysierenden PDEs von wesentlicher
Bedeutung im Zusammenhang mit Relaxation glatter Muskelzellen. BekanntermaBen
wurden bereits einige PDEs im ménnlichen Reproduktionstrakt beschrieben (Omori et
al., 2007; Volkmann et al., 2011; Keravis et al., 2012; Shimizu-Albergine et al., 2012;
Cichero et al., 2013; Heuser et al., 2013). Trotzdem fehlen ausreichende Kenntnisse
iiber Expression, zellspezifische Lokalisation und Funktion der meisten PDEs in Hoden

und NH.
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1.3.4 Einteilung, Nomenklatur und Aufbau der Phosphodiesterasen

Bisher wurden 21 Genprodukte in Ratte, Maus und Mensch identifiziert, aus denen sich
11 PDE-Familien aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeiten zusammensetzen. Nach der
Nomenklatur bezeichnet der Buchstabe die jeweilige Isoform und die nachfolgende
Zahl bestimmt die Genvariante der Isoform. Durch die unterschiedlichen
transkriptionellen Produkte und alternatives Splicing der mRNA-Vorldaufer-Molekiile
kann man von mehr als iiber 100 verschiedenen mRNA-Produkten ausgehen. Die PDE-
Familien teilen ca. 35%-50% Sequenzhomologien, wobei nahezu 270 Aminoséduren in
der C-terminalen katalytischen Domine konserviert sind. Durch die Komplexitit der
PDE-Familien ergibt sich die Frage unterschiedlicher physiologischer Relevanz so
vieler Genprodukte und den daraus resultierenden Isoformen. Dariiber ist bisher jedoch

noch wenig bekannt.

In jedem Zelltyp konnen mehrere unterschiedliche PDEs exprimiert sein. Ihre
Lokalisation innerhalb der Zelle kann variieren. PDEs unterscheiden sich nicht nur
aufgrund ihrer unterschiedlichen Genprodukte und jeweiligen Isoformen, sondern in der
Regulation durch diverse biochemische Mechanismen wie
Phosphorylierung/Dephosphorylierung, allosterische Bindung von cGMP und cAMP,
Bindung von Ca?**/Calmodulin (CaM)-Komplex und verschiedene Protein-Protein-
Interaktionen (Bender et al., 2006). Zudem weisen einige PDE-Gene mehrere
Promotoren mit individuellen regulatorischen Merkmalen auf. Es existieren vielfiltige
alternative mRNA-Splicing-Varianten, die zur molekularen Vielfiltigkeit der PDEs

beisteuern.
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Abb. 4: Schema der Phosphodiesterasen-Doméinen

PDE:s sind gute Zielorte fiir Medikamente, da sie eine hohe Affinitét fiir ihre Substrate
haben (Maurice et al., 2014). Sie konnen schon in geringer Konzentration cAMP und
cGMP abbauen, d.h. ein selektiver Inhibitor muss nicht in hohen Mengen vorhanden
sein, um einen kompetitiven Effekt auszulosen. Daher ist es klinisch hochattraktiv ganz
selektive Inhibitoren fiir spezifische Isoformen zu entwickeln ohne Auftreten
unerwiinschter Nebeneffekte. Der therapeutische und vor allem finanzielle Erfolg von
Sildenafil (Viagra), einem selektiven PDE5-Inhibtor, validiert dieses Konzept (Barnett
et al., 20006).

Inhibitoren fiir PDE3 und PDE4 wurden, z.B. gegen Herzerkrankungen (Movsesian,
2000; Kambayashi et al. 2007) und COPD eingesetzt.

Neben spezifischen Inhibitoren sind auch unspezifische Inhibitoren, wie 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin (IBMX) bekannt. IBMX hemmt einen Grof3teil der PDE-Isoformen mit
Ausnahme der PDESA-B (Fisher er al., 1998; Soderling et al., 1998) und PDE9A
(Omori et al., 2007).
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Tabelle 1:

Affinitidt der PDE-Isoformen gegeniiber cAMP und ¢cGMP und Angabe

spezifischer PDE-Inhibitoren

PDE-Familie Km (pam) Inhibitoren
cGMP/cAMP
PDEA1 0.3-6/0.6— Nimodipin, 1C86340, 1C224, 1C295, Dioclein,
124 Vinpocetin, 8-Methoxymethyl-3-Isobutyl-1-

Methylxanthin (8MM-IBMX)

PDE2 15/15 EHNA, BAY-60-7750, PDP, 1C933, Oxidol, ND7001

PDES3 0.2/0.1 Cilostamid, Milrinon, Siguazodan, Cilostazol,
Enoximon, OPC-33540

PDE4 2/>300 Rolipram, Roflumilast, Cilomast, NCS 613,
Apremilast, Quinolyl Oxazol, Gsk256066, AWD12-
281, DC-TA-46

PDE5 150/1 Zaprinast, DMPPO, Sildenafil, Tadalafil, Vardenafil,
Aranfil, Udenafil, Mirodenafil

PDEG6 2000/60 Zaprinast, DMPPO, Sildenafil, Vardenafil

PDE7 0.2/>1000 BRL 50481, 1C242, ASB16165

PDES8 0.06/NA PF-04957325

PDE9 NA/0.07—0.17 | BAY-73-6691, PF-04447943, WYQ-C28L

PDE10 0.02-1/13 Papaverin, TP-10, MP-10. Amgen, Astra Zeneca,
Biotie, Omeros

PDE11 0.5-2/0.3-1 Nicht selektiv

Die Daten sind aus folgenden Publikationen entnommen: Bender et al., 2006; Francis et
al., 2010; Lugnier, 2006; Maurice et al., 2014. NA-nicht bekannt

Zusitzlich zu biochemischen und pharmakologischen Studien wurden PDE-KO-

Mausmodelle erzeugt. Die aus dem KO resultierenden physiologischen Merkmale in

Kombination mit funktionellen Studien, unter Einsatz selektiver PDE-Inhibitoren,

ermdglichen ein besseres Verstidndnis iiber die Funktion von PDEs.
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1.3.5. Phosphodiesterasen-Genfamilien

1.3.5.1 cGMP-spezifische Phosphodiesterasen

Aufgrund ihrer Substratspezifitit konnen einige PDEs spezifisch cGMP spalten (PDES,
PDE6 und PDEY), andere haben nur eine Spezifitit fiir das Substrat cAMP (PDE4,
PDE7 und PDES) und manche PDEs sind in der Lage sowohl cAMP als auch cGMP
dualspezifisch (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 und PDE11) zu degradieren.

1.3.5.1.1 PDES

PDES5 weist eine Isoform (PDESA) mit drei verschiedenen Transkriptvarianten:
PDE5A1, PDESA2 und PDE5SA3 auf. Das Enzym ist im Cytosol lokalisiert und
beinhaltet zwei ,,cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases and FhlA*“-
Dominen (GAF-A und -B) am N-Terminus der Sequenz. GAF-A ist fiir die
allosterische Bindung von cGMP zustéindig. Deshalb wird PDES5 auch cGMP-bindende-
cGMP-spezifische PDE genannt. Die GAF-B-Domiéne begiinstigt die cGMP-Bindung
an GAF-A (Francis et al., 2005).

PDES-Expression wurde in der Lunge, in Muskelzellen von Gefdfen und der Luftrohre
(Sanchez et al., 1998), aber auch in Purkinje-Zellen des Kleinhirns (Shimizu-Albergine
et al., 2012), in Epithelzellen des Magen-Darmtrakts (Sopory et al., 2004), in
Endothelzellen (Francis et al., 2005), in Melanomzellen (Bazhin et al., 2010) und im
Herzen nachgewiesen (Lu et al., 2010). Eine hohe Expression von PDES wurde im
Corpus cavernosum des Penis beschrieben und die Hemmung der PDES durch den
selektiven PDES-Inhibitor Sildenafil (Viagra) erreichte einen finanziellen und medialen
Hohepunkt in der erfolgreichen Therapie gegen erektile Dysfunktion. PDES-Inhibitoren
werden aber auch in Verbindung mit anderen Krankheiten (PAH und kardiovaskulédre
Erkrankungen u.a.) eingesetzt (Ghofrani et al., 2002a; Ghofrani et al., 2002b; Ghofrani
et al., 2003).
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1.3.5.1.2 PDE6

In den Stdbchen und Zapfen der Retina wird die Signalkaskade von cGMP reguliert
(Wen et al., 2014). Wihrend der Fototransduktion kommt es in den Fotorezeptoren zu
einer Anderung des Membranpotentials. Dabei werden spezifische Natriumkanéle durch

cGMP gesteuert und das cGMP-Signal wird vorrangig von PDEG6 terminiert.

PDEG6 besitzt zwei grole katalytische Untereinheiten (o und ). Die drei Isoformen
PDE6A, PDE6B und PDE6C werden durch die katalytische Untereinheit reguliert,
wihrend PDE6D, PDE6G und PDE6H durch die inhibitorische Untereinheit reguliert
werden. Auch hier sind GAF-Doménen vorhanden. Mutationen in Genen der PDE6
(PDE60fGen in Stdbchenzellen der Retina) verursachen eine Erhohung des cGMP-

Spiegels in Fotorezeptoren der Retina (Bowes et al., 1990).

Subtypen der PDE6 wurden auch auBlerhalb der Retina in der Lunge von Miusen (Tate
et al., 2002) und in vaskuldren Gefdflen von Ratten (Murray et al., 2003) nachgewiesen.
Erst kiirzlich wurden die Isoformen PDE6D, PDE6G und PDE6H in alveolaren
Epithelzellen bei Lungenfibrose entdeckt (Nikolova et al., 2010). Diese Studie lésst
vermuten, dass PDE6-Isoformen ein therapeutisches Target in der Behandlung von

PAH darstellen konnten.

Phinotypisch weisen PDE6-KO-Miuse ein reduziertes Korpergewicht auf. Die Retina

ist normal entwickelt und die Tiere sind zeugungsfihig (Zhang et al., 2014).

1.35.1.3 PDE9

PDED ist hochaffin gegeniiber cGMP. Diese Affinitit iibertrifft die der anderen PDEs
bei weitem. Bisher ist nur eine Isoform (PDE9A) bekannt. PDE9A ist neben PDES nicht
sensitiv gegeniiber IBMX. Im Gegensatz zu PDES und 6 enthilt PDE9 keine GAF-
Dominen. PDE9-Expression wurde in der Niere, Leber, Lunge und auch in Teilen des
Gehirns nachgewiesen (Keravis et al., 2012). PDE9”-Miuse zeigen eine reduzierte
Insulin-Resistenz, reduziertes Gewicht und einen geringen Fettanteil des Korpers
(Deninno et al., 2009). Eine Deletion oder Inhibierung des Gens fiihrt in vivo zu einer

Erhohung von cGMP im zentralen Nervensystem (Menniti ef al., 2008).
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1.3.5.2 Dual-spezifische Phosphodiesterasen (cAMP- und cGMP-degradierende
PDEs)

1.3.5.2.1 PDEI

Die PDEI1-Familie war eine der ersten Familien dieser Enzymgruppe die beschrieben
wurde (Keravis et al., 2010). Sie kommt vorwiegend im Cytosol vor und wird durch
Ca**-Ionen und das Ca**-bindende Protein Calmodulin (CaM) reguliert. Das Enzym hat
zwel Bindungsstellen fiir diesen speziellen Komplex am N-Terminus, der die
Hydrolyse-Aktivitit stimuliert. Eine katalytische Doméne (C-Domine) ist am Carboxyl-
Ende zu finden. Zwischen den Ca?*/CaM-Bindungsstellen liegt eine inhibitorische

Sequenz.

Es existieren drei PDEIl-Isoformen: PEIA, 1B und 1C, die normalerweise in
verschiedenen Zelltypen innerhalb eines Gewebes exprimiert sein konnen. Alle drei
Isoformen sind dual-spezifisch, aber die Affinit fiir das jeweilige Substrat variiert.
PDEIA ist hochspezifisch gegeniiber cGMP (Kin=5uM). Fiir cAMP betrigt die Km nur
noch 112uM. PDEIB priferiert cGMP (Kn=2,4uM) vor cAMP (Kn=24uM) und
PDEIC ist in der Lage beide zyklischen Nukleotide mit etwa der gleichen Affinitit zu
hydrolysieren (Bender et al., 2006). Die Bindung des Ca**/CaM-Komplexes verindert
die Konfirmation des PDE1-Isoenzyms und erhoht dadurch die Vmax fiir die Hydrolyse
zyklischer Nukleotide ohne die Km zu verdndern. PDE1A1 und PDE1A2 besitzen
Phoyphorylierungsstellen fiir PKA, wihrend PDEIB1 von CaM Kinase II
phosphoryliert werden kann. Daraufhin kann die Ca®"-Sensitivitit und daraus
resultierend die PDEI1-Aktivitit sinken (Keravis et al., 2012). Alle drei PDEI-
Isoformen kommen im Gehirn, aber in verschiedenen Regionen, vor. Hohe PDE1A-
Expression wurde in Niere, Schilddriise (Lakics et al., 2010) und in GefidBen
beschrieben (Essayan, 2001; Giachini et al., 2011). PDE1B-Expression konnte wihrend
der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und in Gefden nachgewiesen
werden (Bender et al., 2005). Hohe PDEI1C-Proteinlevel konnten im Herzen, der
Harnblase und in der Lunge nachgewiesen werden (Lakics et al., 2010). PDE1C wurde
in proliferierenden glatten GefdBmuskelzellen beschrieben. Es wird vermutet, dass
PDEIC eine Rolle bei der Umorganisierung von Zellen innerhalb der Gefille spielt und

somit ein mutmaBliches Target z.B. bei der Stenose von Blutgefden sein konnte
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(Rybalkin et al., 1997). PDEIC2 wurde zudem in sensorischen Riechzellen
nachgewiesen. Man nimmt an, dass dieses Isoenzym die Signaldauer von cAMP in

Bezug auf Stimulation durch bestimmte Geruchsstoffe reguliert (Yan et al., 1995).

Alle drei PDEI1-Isoformen wurden im minnlichen Reproduktionstrakt beschrieben. Im
Hoden der Maus wurden mRNA und Proteinexpression von PDE1A in elongierten
Spermatiden nachgewiesen, wihrend PDE1C-Expression in der meiotischen Prophase
und postmeiotischen Stadien nachgewiesen werden konnte. PDE1B-Expression wurde
hingegen im Interstitium gezeigt (Yan et al., 2001). Ein Anstieg der zelluliren Ca®'-
Konzentration erhoht die Hydrolyseaktivitit der drei PDEI-Isoformen in glatten
Muskelzellen, sodass cAMP und cGMP vermehrt abgebaut werden (Francis et al.,
2010). In einem Hypoxie-Mausmodel wurde eine erhohte PDE1A-Expression in Gefil3-
Muskelzellen festgestellt. Nach chronischer Zugabe eines PDEI-Inhibitors konnte ein
reversibler Effekt auf den Lungendruck und die Umgestaltung der kleinen Blutgefidf3e in

der Lunge beobachtet werden (Schermuly et al., 2007).

Eine PDE1A-KO-Maus ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht generiert wurden.
Aber ein PDE1B-KO-Mausmodell weist phénotypisch eine erhohte motorische
Aktivitdt auf. Die Tiere sind allerdings im rdaumlichen Lernen eingeschrinkt (Reed et
al., 2002; Siuciak et al., 2007). Ein PDE1C”-Mausmodell zeigte verminderte
Sensitivitit und Adaption des Geruchssinns (Cygnar et al., 2009). Die Selektivitit der
bisher bekannten Inhibitoren (Nimodepin, 8MM-IBMX, Dioclein u.a.) ist recht

begrenzt.

1.3.5.2.2 PDE2
PDE2 hydrolysiert in gleichem Male cAMP und cGMP. PDE2 wird allosterisch

stimuliert, indem cGMP an eine der GAF-Dominen bindet und so die Konformation des
Enzyms é@ndert. Dadurch wird die Hydrolyseaktivitit gesteigert. Ein Gen (pde2a)
kodiert fiir drei mRNA-Varianten: PDE2A1, PDE2A2 und PDE2A3. Sie unterscheiden
sich am N-terminalen Ende, was eine unterschiedliche zelluldre Lokalisierung erlaubt.
PDE2AL1 ist cytosolisch, wohingegen PDE2A2 und PDE2A3 membrangebunden sind.
Auch PDE2 gehort zu den PDEs, die zwei GAF-Doménen (GAF-A und -B) besitzen.
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cGMP bindet an die GAF-B-Domiéne wodurch die cAMP-Hydrolyse stimuliert wird.
Diese Funktion erlaubt der PDE2 eine ,,cross-talk““~-Rolle zwischen cAMP und cGMP in

der Zelle einzunehmen (Lugnier, 2006).

PDE2-Expression konnte in Gehirn, Herz, Thrombozyten, Endothelzellen, Nebenniere,
Makrophagen (Bender et al., 2006) und glatten Muskelzellen (Kass et al, 2007;

Genders et al., 2011) nachgewiesen werden.

1.3.5.2.3 PDE3

Die Isoenzyme PDE3A und PDE3B zeigen beide eine gleich hohe Affinitit fiir cAMP
und cGMP. cGMP verhilt sich als kompetitiver Inhibitor fiir die Degradation von
cAMP an der katalytischen Doméne. PDE3A weist eine PKA-Phosphorylierungsstelle
auf, was zur Aktivierung der PDE3A beitragt und gleichzeitig zu einer negativen

Feedback-Regulation von cAMP fiihrt.

PDE3A ist hauptsidchlich in Herz (Lugnier et al., 1993), Thrombozyten und glatten
GefidBmuskelzellen exprimiert. PDE3B hingegen wurde in Adipocyten (Nilsson et al.,
2006), Leber (Geoffroy et al., 2001) und auch Spermatozyten gefunden.

PDE3A-KO-Miuse sind unfruchtbar. Dabei wird PDE3A eine Rolle in der Entwicklung
und Reifung von Oozyten im weiblichen Reproduktionstrakt zugesprochen (Masciarelli
et al., 2004). In PDE3B™, aber nicht in PDE3A”-Miusen, konnte eine verminderte
Kontraktionsfihigkeit des Herzens festgestellt werden (Beca et al., 2013). Eine
transgene Maus, welche eine gezielte Uberexpression von PDE3B in B-Zellen des

Pankreas aufweisen, zeigen zusitzlich eine gestorte Insulin-Produktion (Harndahl et al.,

2004).

1.3.5.2.4 PDEI10

PDEI10 existiert als ein Gen (pdel10a) mit einer Isoform (PDE10A), aber diese kommt in
18 Splice-Varianten (PDEI10A1-PDE10A18) vor (Xie et al., 2006). Zwei GAF-
Domiinen befinden sich am N-terminalen Ende der Sequenz, aber im Gegensatz zu

anderen PDEs, binden diese GAF-Dominen nur cAMP (Keravis et al., 2012). Die
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Hydrolyse von cGMP wird durch cAMP inhibiert (Bender et al., 2006). Hauptsichlich
ist das Vorkommen dieser PDE-Isoform im Gehirn und in der Epiphyse beschrieben
worden. Aber in geringen Konzentrationen wurde PDEI0OA auch im Hoden
nachgewiesen. PDE10OA wird eine Rolle in der Pathophysiologie der Parkinson-

Krankheit zugesprochen (Giorgi et al., 2011).

PDE10A™ M:use weisen eine gestorte Motorik und ein verringertes Fluchtverhalten
auf. Weibliche KO-Miuse dieses Gens weisen eine deutlich verminderte Korpergrofie
auf (Siuciak et al., 2006). Kiirzlich wurde beschrieben, dass PDEI1QOA eine zentrale
Rolle im progressiven GefidBumbau innerhalb der Lunge einnimmt. Dies konnte ein

neuer therapeutischer Ansatz fiir die Behandlung der PAH sein (Tian ef al., 2011).

1.3.5.2.5 PDEI11

Die PDE11-Familie besitzt eine katalytische Sequenz die groBere Ahnlichkeit zu PDE5
als zu PDE10A hat. PDEI1 ist im Hoden und in der Prostata vorhanden. Weitere
Expressionsorgane sind Hypophyse, Leber und Herz. Bisher sind 4 Transkriptvarianten

(PDE11A1-PDE11A4) einer Isoform (PDE11A) bekannt.

PDE11A3 ist eine Variante die speziell nur im Hoden vorkommt (Loughney et al.,
2005). PDE11A4 hingegen ist nur in der Prostata zu finden. Bei PDE11A-KO-Méusen
wurde eine verminderte Spermienfunktion und gestorte Spermatogenese beschrieben.
Die PDEI11A3-Transkriptvariante ist bei diesen Méusen nicht exprimiert (Wayman et
al., 2005). Dieses Mausmodell weist zudem vergroflerte Herzventrikel auf. Zusitzlich

wurde ein abnormales Verhalten dieser Mause festgestellt (Kelly et al., 2010).

Auch in dieser PDE sind GAF-Dominen zu finden. PDE11A2 und PDE11A3 besitzen
eine vollstindige und eine unvollstindige GAF-Domine (Omori et al., 2007). In
PDE11A4 sind zwei GAF-Dominen und auch eine Phosphorylierungsstelle fiir PKA
und PKG zu finden (Yuasa et al., 2000). Aber die explizite Rolle der GAF-Domine in
PDE11 ist bisher noch nicht vollstidndig geklirt.
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1.3.5.3 cAMP-spezifische Phosphodiesterasen

1.3.5.3.1 PDE4
Von PDE4 sind vier Isoformen bekannt (PDE4A-D). Die PDE4-Familie wird auch

cAMP-spezifische Rolipram-sensitive PDE genannt. PDE4 weist eine einzigartige
Aminosdure-Signatur auf, die auch ,upstream-conserved-region (UCR-Domine)
genannt wird (Bolger et al., 1993). Die Expression von PDE4 wurde bisher in Gehirn,
glatten Muskelzellen, Herz, Niere, Endothelzellen, Hoden und Immunzellen

beschrieben.

Im ménnlichen Reproduktionstrakt konnten Unterschiede in der Expression und der
zelluldren Verteilung von PDE4D1 und PDE4D2 in Sertoli-Zellen nach Gabe von FSH
beobachtet werden (Levallet et al., 2007). PDE4A”-Miuse zeigen auffillig Angstliches
Verhalten, sodass PDE4A als neues Target fiir therapeuthische Mallnahmen gegen
Angstzustinde und dhnliche Krankheiten gesehen werden kann (Hansen et al., 2014).
PDE4B™-Miuse zeigen eine gestorte Lipopolysaccharid-stimulierte Produktion von
TNFa und gestorte Motorik. Uber die Generierung von PDE4C-KO-Méusen ist bisher
nichts bekannt. PDE4C-Expression wurde in spezifischen Bereichen des Gehirns
(Cortex, Cerebellum und Bulbus olfactorius) bei Mensch, Affe und Ratte beschrieben
(Perez-Torres et al., 2000).Verengungen der Luftréhre nach cholinerger Stimulation
und allergene Reaktionen wurden bei PDE4D”-M:usen festgestellt. Zusitzlich wurde
in PDE4D-KO-Miusen vermindertes Wachstum und Lernfahigkeit beschrieben (Jin et
al., 1999; Hansen et al., 2000; Jin et al., 2002; Mehats et al., 2003; Siuciak et al., 2007;
Rutten er al., 2008).

1.3.5.3.1 PDE7

PDE7 ist vor allem bekannt wegen der Resistenz gegeniiber mehreren Inhibitoren,
speziell Rolipram, dem spezifischen Inhibitor der PDE4-Familie. Dennoch werden
einige wenige PDE7-Inhibitoren klinisch eingesetzt (siehe Tabelle 1) und in Therapie-
Ansitzen verwendet. Es sind keine regulatorischen Doménen am N-Terminus bekannt.
Die Familie beinhaltet zwei Isoformen: PDE7A und B. Fir PDE7A sind drei
Transkriptvarianten geldufig. PDE7A1- und PDE7A3-Expression wurde in CD4* T-

Lymphozyten und proinflammatorischen Zellen nachgewiesen. Die Inaktivierung von
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PDE7A in PDE7"-Miusen fiihrte, entgegen der Erwartungen, nicht zu einer T-Zell-
Aktivierung (Yang et al., 2003). PDE7A2 kommt im Herzen vor. PDE7B1 wurde mit
Parkinson und der Huntington Krankheit in Verbindung gebracht (Sasaki et al., 2004).

3.5.23 PDES

Die PDES8-Familie hydrolysiert cAMP mit der hochsten Affinitdt von allen PDEs und
ist resistent gegeniiber Rolipram und dem nicht-selektiven PDE-Inhibitor IBMX (Vasta
et al., 2006a). Die Primirstruktur der PDES8 enthilt eine Rec/Pas-Domine, deren
regulatorische Funktion aber bisher ungeklirt ist (Soderling et al., 1998). Zudem
befinden sich PKA und PKG-Phosphorylierungsstellen zwischen der PAS- und der
katalytischen Doméne. Zwei Isoformen, PDESA und PDESB, sind bekannt.

Hohe Konzentrationen der Isoform PDESA wurden in Leydigzellen (Vasta et al., 2006),
Auge, Leber, Skelettmuskel, Kardiomyocyten (Patrucco et al., 2010) und in niedrigen
Konzentrationen in Niere, Ovarien und Gehirn gefunden. PDESB wurde in Schilddriise,
Plazenta, und Gehirn beschrieben (Hayashi et al., 2002). PDESA-KO-Miuse zeigen ein
erhohtes Testosteron-Level und wurden hauptsdchlich zum besseren Verstindnis der
Steroidogenese untersucht (Vasta et al., 2006); (Shimizu-Albergine et al., 2012).
PDE8B-KO-Miuse weisen verbesserte Fihigkeiten der Bewegung, der motorischen

Koordination und des Gedéchtnisses auf (Tsai et al., 2012).
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1.3.6 PDEs im Hoden und Nebenhoden

[Natriuretische Peptide ]

Hormone,
Neuropeptide... ]
|
|

Dual-spezifisch
PDE1, PDE2, PDE3,
PDE10, PDE11

cGMP-spezifisch .
PDES, PDEG, PDE9 Muskelrelaxation

Abb. 5: Schema des cAMP/cGMP-Signalweges

Der Signalweg zeigt exemplarisch und schematisch vor allem die Komponenten des
cGMP-Signalweges, welche in die Relaxation der Muskelzellen involviert sind.

Phosphodiesterasen stellen ein komplex reguliertes System in der Zelle dar. Ihre
Vielfiltigkeit und Verteilung in Geweben ist enorm, deshalb stellt die Entwicklung
potenter und vor allem selektiver PDE-Inhibitoren einen neuen Fokus in der Therapie

systemischer Krankheiten dar.

Vor allem im Hoden und NH ist die zellspezifische Lokalisation der PDEs wenig
bekannt. Bisher ist das Wissen iiber PDE-Expression im Hoden eher auf cAMP-
hydrolysierende PDEs, wie PDE1C, PDE4A, PDE4C, PDE7B und PDE8SA beschrinkt
(Bender et al., 2006). In Bezug auf den cGMP-Signalweg sind Transkripte der PDE10
(Fujishige et al., 1999), PDE11A (Keravis et al., 2012) und PDES (Volkmann et al.,
2011; Mietens et al., 2012) im Hoden beschrieben worden (Scipioni et al., 2005).

Im NH ist die Expression und Verteilung von PDEs weitestgehend unbekannt. Es
existieren funktionelle Daten iiber den Einfluss der cGMP-inhibierenden PDE3 auf die
Kontraktilitit im NH (Mewe er al., 2006a). PDES5 konnte ebenfalls im NH

nachgewiesen werden (Mietens et al., 2012).
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2 Zielsetzung

Hauptziel der Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung der
Phosphodiesterase (PDE)-Isoformen in den peritubuldren Zellen der Lamina propria
(LP) menschlicher Hodenkanilchen und in der Muskelschicht des Nebenhoden (NH)-
Gangs.

Auf Basis der Laser-Capture-Mikrodissektion (LCM) sollte zunichst eine Methode
entwickelt werden, die eine eindeutige Identifizierung von LP- bzw. NH-
Muskelzellbestandteilen und deren Abgrenzung von benachbarten Zelltypen ermoglicht.
Dariiber hinaus sollte das Potential der LCM nicht nur zur Bestimmung von

Transkripten, sondern auch von Proteinen evaluiert werden.

Im Hoden sollte der Unterschied zwischen normaler und fibrotisch verdickter Lamina
propria (die mit ménnlichen Fertilitdtsstorungen assoziiert ist) in Hinblick auf das
Expressionsprofil von PDE-Isoformen charakterisiert werden. Peritubuldre Zellen
sollten isoliert, kultiviert und anschlieBend zur Quantifizierung der exprimierten PDE-
Isoformen genutzt werden. Im Anschluss sollte kontrolliert werden, ob der
Mpyofibroblasten-Phinotyp wihrend der Kultivierung stabil geblieben ist und ob dieser

sich von klassischen glatten Muskelzellen anderer menschlicher Organe unterscheidet.

Im NH sollte nach Bestimmung der cGMP-produzierenden Enzyme zusitzlich die PDE-
Expression in den Abschnitten Caput, Corpus und Cauda verglichen werden. Die
funktionelle Bedeutung der PDE-Isoformen in der Regulation der Muskelkontraktilitit
sollte ex vivo in Organbadstudien mit Hilfe spezifischer PDE-Inhibitoren charakterisiert

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerite

Agarose Gel Elektrophorese Kammer
Fluoreszenz Mikroskop, Axioskop 2 plus
Gel-Dokumentationssystem

iCycler IQ™ Realtime PCR System
Kryostat, CM1900

Kugelmiihle

MasterCycler Gradient

Mikroskop Axiostar plus

Nanodrop 2000 Spektrophometer
Nuaire™ Bench Class II Biological
Safety cabinets

Nuaire™ DH Autoflow CO; Air Inkubator
PALM Laser Mikrodissektionssystem
Polyacrylamid-Gelelektrophorese-
Apparatur (SE600)

Organbad

3.1.2 Kits

Amersham™ ECL WB Detektionssystem
Envision GI2 double staining Kit
GeneAmp® RNA PCR Kit

iScript™ cDNA Synthese Kit

Platinum® SYBR® Green

gqPCR SuperMix-UGD

RNeasy Mikro Kit

RNeasy Mini Kit

PeqLab, Erlangen
Zeiss, Miinchen
Phase, Liibeck
BioRad, Miinchen
Leica, Wetzlar
Retsch, Haan
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Miinchen

Thermo Scientific, Waltham, USA

IBS Integra Bioscience, Fernwald
IBS Integra Bioscience, Fernwald

Zeiss, Miinchen

Hoefer, San Fransisco, USA
Radnoti, CA, USA

GE Healthcare, Freiburg
DAKO, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt
BioRad, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien
Eppendorf-Gefialie (1.5ml/2ml)
Cell Star Tubes (50ml)
Chamber Slide Objekttrager
Zellkultur 8 und 24 Wells

Objekttriager fiir Zellen
Kulturflaschen (40ml)
Nalgene® Cryoware
Objekttrager 1.0 PEN
Pipettenspitzen

(2,5; 10; 20; 100; 1000u1)
PCR Gefille(0,2ml)
Pipetten fiir die Zellkultur
5, 10, 25, 50ml

Zellschaber,
(Lange 25cm, Klinge 1,8cm)

3.1.4 Losungen
1-Chloro-2,2,2-Trifluoroethl-

Difluoromethylether (Isofluran)
4',6-diamidino-2-Phenylindol (DAPI)
B-Mercaptoethanol

Accutase

Acrylamid Losung, Rotiphorese-Gel-30-
Agarose
Amersham"-Hybond™-Nitrozellulose
Membranen
AmpliTag-DNA-Polymerase

Bovine serum albumin (BSA)
Bromophenolblau

Dithiothreitol (DTT)

DNasel

Eppendorf, Hamburg
Greiner bio One, Frickenhausen
Sarstedt, Niirnberg

Greiner bio One, Frickenhausen

Lab Tek®, Scotts Valey, Kalifornien, USA

Greiner bio One, Frickenhausen

Thermo Scientific, Waltham, USA

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen

Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, Darmstadt

BD Falcon, Heidelberg und

Greiner Bio one, FrickenhausenRontgenfilm

Fuji, Tokyo, Japan

BD Bioscienes, Bedford, USA

Abbott, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Roth, Karlsruhe

PeqLab, Erlangen

GE Healthcare, Freiburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany
Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Scientific, Waltham, USA
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Ethylendinitrilo-N, N, N, N”, -tetra-acetic

Acid-disodium-salt (EDTA)
Essigsiure

Ethanol

Ethidiumbromid

Filoceth

GeneRuler™ 100bp DNA Marker
Glycerol

Glycin

Isopropanol

Mayer’s Himalaunlésung
Methanol

Milchpulver

TEMED

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumazid (NaN3)

Normales Ziegenserum
Noradrenalin (Norepinephrin)
Orange-G

Paraformaldehyd
Ponceau-S-Losung
Kalium-Chlorid (KCI)
SigmaMarker™ (Proteinmarker)
Natrium-Chlorid (NaCl)
Sodium dodecyl sulphate (SDS)
Tissue-Tek O.C.T

Tris

Triton X-100

Tween 20

Western Blockierungslésung

Xylen

Thermo Scintific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt

Riedel de Haen, Seelze

Roth, Karlsruhe

Fischer Procryotect, Riidlingen, Schweiz

Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
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3.1.5 Inhibitoren

PDE]1-Inhibitor Dioclein von C. Lugnier StraBBburg, Frankreich

PDE2-Inhibitor BAY60-7550 Biomol GmbH, Hamburg (Vertrieb),
Hersteller ist Cayman Chemicals
(Michigan, USA)

PDE3-Inhibitor Trequinsin Biomol GmbH, Hamburg

PDES-Inhibitor Sildenafil Pfizer, Karlsruhe

3.1.6 Priméire Antikorper

3.1.6.1 Fluoreszenz-Immunhistochemie
SMA Maus-monoklonal Sigma-Aldrich, Steinheim
Ki67 Kaninchen-polyklonal Novocastra, Leica Biosystems, Wetzlar
Vimentin Maus-monoklonal Sigma-Aldrich, Steinheim
CD90 Maus-monoklonal Dianova, Hamburg
Calponin Kaninchen-monoklonal Epitomics, Burlingame, USA
3.1.6.2 Western Blot
GC-A Kaninchen-monoklonal Michaela Kuhn, Wiirzburg
PDE2A Kaninchen -monoklonal FabGenix, Texas, USA
sGC Kaninchen -monoklonal Cayman Chemicals, USA
Vinculin Maus-monoklonal Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.7 Sekundire Antikorper

3.1.7.1 Fluoreszenz-Immunhistochemie
Alexa, 488nm Ziege-anti-Maus Roche, Mannheim
Alexa, 488nm Ziege-anti-Kaninchen Roche, Mannheim
Cy3,550nm Ziege-anti-Maus Jackson Immunoresearch, Hamburg
Cy3,550nm Ziege-anti-Kaninchen Jackson Immunoresearch, Hamburg
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3.1.7.2 Western Blot

Ziege-anti-Kaninchen Pierce, Thermo Scientific, Waltham, USA

Ziege-anti-Maus Pierce, Thermo Scientific, Waltham, USA

3.2 Herkunft des Patientenmaterials

Das humane Hodengewebe stammt aus Bestinden des Instituts fiir Anatomie
Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf (Antrag: Bewilligung durch Ethikkommission der
Arztekammer Hamburg, Antragsnummer OB.98) und des Instituts fiir Veteriniranatomie -
histologie und -embryologie, Gielen (Antrag: Bewilligung durch Ethikkommission des
Fachbereichs Medizin Giessen, Antragsnummer KFO 181, 26/11).

Es standen uns 20 Hodenbiopsien mit gestorter Spermatogenese und verdickter LP, sowie 17
Hodenbiopsien (idiopathische Infertilitdt) mit normaler Spermatogenese und unauffilliger LP
zur Verfiigung. Das Alter der Ménner variierte zwischen 25-56 Jahren.

Das menschliche Nebenhodengewebe entstammt dem Institut fiir Anatomie und
experimentelle ~ Morphologie,  Universitdtsklinikum  Hamburg-Eppendorf ~ (Antrag:

Bewilligung durch Ethikkommission der Arztekammer Hamburg, Antragsnummer OB.98).

3.3 Behandlung der Proben vor der Mikrodissektion

Zunichst wurde von gefrorenem (-80°C) und unfixiertem Probenmaterial bei -20°C in einem
Kryostaten (CM1900, Leica, Wetzlar, Deutschland) 10um Schnitte angefertigt und auf
spezielle Membran-beschichtete Objekttriger (1.0 PEN-Polyethylennaphthalat, Zeiss,
Gottingen) gezogen. Diese wurden zuvor 30min mit UV-Licht von 245nm Wellenldnge
bestrahlt, wodurch die Membran hydrophile Eigenschaften ausbildet und die Schnitte somit
besser haften konnten, sodass das spitere Lasern erleichtert wurde. Ein positiver Nebeneffekt
war ebenso die Sterilisierung und Verminderung potenziell kontaminierender Nukleinséduren.
Die Querschnitte auf den Objekttrigern wurden zunichst 3min lang mit Himatoxlyin gefirbt
und nur kurz in Wasser entfiarbt. Danach sollte eine Fixierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70% = 96% —> 100% Ethanol) fiir die Entwésserung des Schnittes sorgen.
Nun wurde der Objekttrager 10min bei Raumtemperatur (RT) getrocknet, damit der Alkohol

verdampft und der korrekte Einsatz des Lasers gesichert war.
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3.4 Laser-Capture-Mikrodissektion (LCM)

Um verschiedene Zellpopulationen eindeutig voneinander trennen zu konnen, wurde die
Technik der Laser assistierten Mikrodissektion angewendet (siehe Fink et al., 2005; Fink et
al., 2000). Bei diesem Verfahren konnen unter optischer Kontrolle ganze Zellpopulationen
durch ein Laser-Katapult-System aus heterogenem Gewebe isoliert werden. Zur
Mikrodissektion von heterogenen Zellverbidnden wurde im Zuge dieser Doktorarbeit auf das
PALM-Micro-Beam-System der Firma P.A.L.M., Microlaser Technologies (Miinchen, jetzt
Zeiss) zuriickgegriffen.

Das Prinzip dieser Technik basiert auf einer berithrungslosen Mikrodissektion durch einen
UV-Laser, welcher mit einem inversen Mikroskop gekoppelt ist. Das Schnittprdparat wurde
auf einem motorisierten Objekttrigertisch fixiert und durch einen Computer gesteuert. Der
Laser fokussiert durch die Objektivlinse und schneidet den gewiinschten Zellbereich mitsamt
Folie aus und katapultiert das Gewebestiick in ein steriles Reaktionsgefd. Durch
Adhisionskrifte verbleiben die gepickten Zellen in dem mit Ol beschichteten Deckel des
Eppendorf-Gefifles. Laser-Fokus und -Energie miissen aufeinander abgestimmt sein, um die
gewiinschten Gewebebereiche nicht zu beschidigen.

Zur weiteren Analyse wurden die gesammelten Zellen lysiert. Mit entsprechenden

kommerziellen Kits (Qiagen, Hilden) wurde die RNA extrahiert (siehe 3.5.2.).

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 RNA-Isolierung aus Geweben

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Geweben wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Das Gewebe wurde zunichst mit Lysis-Puffer und der entsprechenden Menge [3-
Mercaptoethanol versetzt und anschlieend in einer Kugelmiihle (Retsch, Haan) fiir 5Smin bei
30.000Hz homogenisiert. Zum Entfernen der Zelliiberreste wurde das Lysat 3min bei
13.000rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1.5ml Eppendorf-GefiB iiberfiihrt.
Die RNA wurde mit 70% Ethanol geféllt und nach Herstellerangaben isoliert. Die
genomische DNA wurde erst im darauf folgenden cDNA-Synthese-Schritt (Punkt 3.5.5.)
verdaut. AbschlieBend wurde die RNA mit RNase-freiem Wasser durch Zentrifugation aus
der Siule eluiert. Um die Stabilitdt der RNA zu gewihrleisten, wurde diese entweder bei -

80°C eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.
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3.5.2 RNA-Isolierung aus Laser-mikrodisseziertem Gewebe

Das Probenmaterial nach der Mikrodissektion wurde mit dem RNeasy Mikro Kit (Qiagen,
Hilden) bearbeitet. Die RNA wurde nach Herstellerangaben isoliert. Genomische DNA
wurde mit DNasel (Thermo Scientific) fiir 15min bei RT verdaut. Die gebundene RNA
wurde nach mehreren Waschschritten mit RNase-freiem Wasser von der Sdulenmembran

gelost.

3.5.3 RNA-Isolierung der humanen Hoden-Primirzellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen peritubulidren Myofibroblasten-Zellen (3.6.1.)
erfolgte ebenfalls durch das RNeasy Mini Kit von Qiagen. Nach Abziehen des Mediums
wurden die kultivierten Zellen mit 1x PBS gewaschen. Nach Zugabe des vom Herstellen
beigefiigten Lysis-Puffers, welcher zusitzlich mit B-Mercaptoethanol vermischt wurde,
wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers (BD Bioscience, USA) vom Boden der
Kulturflasche gelost und in ein 1,5ml Reaktionsgefill iiberfiihrt. Die Extraktion der RNA

erfolgte wie unter (z.B. 2.5.1.) beschrieben.

3.5.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit der Nukleinsduren wurden mit dem Nanodrop 2000
Spektrophometer (Thermo Scientific) bestimmt. Fiir eine Messung geniigte bereits 1ul einer

Losung. Als Leerwert diente RNase-freies Wasser.

3.5.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die cDNA-Synthese aus der isolierten RNA von gepicktem Zellmaterial erfolgte mit dem
GeneAmp® RNA PCR Kit (Applied Biosystems, Darmstadt). Es wurden randomisierte
Hexamer-Primer (random hexamers) verwendet. Als Enzym wurde die MulLV-reverse-
Transkriptase (Maus-Leukdmie-Virus) als RNA-abhingige DNA-Polymerase eingesetzt, um
Einzelstrang-RNA in einen komplementidren DNA-Strang umzuschreiben. Zunédchst wurde
die RNA fiir 10min bei 70°C im Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) erhitzt, um
Sekundérstrukturen zu 16sen und anschlieffend mit dem Reaktionsmix (Tab. 2) versetzt. Bei
20°C erfolgte fiir 10min ein Inkubationsschritt. Die Synthese der cDNA wurde bei 43°C fiir
1h 15min durchgefiihrt. Zum Schluss erfolgte ein kurzer Denaturierungsschritt von Smin bei
99°C. Fiir die Negativkontrolle wurde anstatt der reversen Transkriptase steriles Wasser
eingesetzt. Das entstandene Produkt wurde entweder bei -20°C gelagert oder diente als

Template fiir die Polymerase-Kettenreaktion (3.5.7.)
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Tabelle 2: Pipettierschema zur cDNA Synthese der isolierten RNA aus gepickten Proben

Reaktionsmix fiir 1x Volumen in pl
Ansatz
10x PCR Puffer 3
2mM MgCl, 6
10mM dNTPs 1,5
Random Hexamers 1,5
RNase Inhibitor 0,75
MuLV RT 1,5
Steriles Wasser 0,75
Gesamtvolumen 15

Die cDNA-Synthese aus isolierter RNA von ganzen Geweben oder aus kultivierten humanen
peritubuliren Myofibroblasten-Zellen (3.6.1.) erfolgte mit dem iScript’ cDNA Synthese-Kit
von BioRad. Bei diesem Protokoll wurde 1pg RNA umgeschrieben. Zunichst wurde im
Thermocycler die genomische DNA mit DNasel [Thermo Scientific] bei 25°C fiir 15min
verdaut. Durch 25mM EDTA wurde der Prozess bei 65°C innerhalb von 10min gestoppt und
die Reaktion 2min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktionsmix mit der
modifizierten MMLV (Moloney-Maus-Leukédmie-Virus) reversen Transkriptase und dem 5x
iScript Mix versetzt. Hexamer-Primer waren bereits im S5xiScript-Mix vorhanden. Die
Angaben des Herstellers zur optimalen Synthese der DNA wurden dabei eingehalten: Smin
25°C, 30min 42°C, 5min 85°C. Fiir die Negativkontrolle wurde anstatt der reversen
Transkriptase steriles Wasser eingesetzt. Das entstandene Produkt konnte entweder bei -20°C

gelagert werden oder diente als Template fiir die Polymerase-Kettenreaktion (3.5.7.)

Tabelle 3: Pipettierschema zur cDNA-Synthese der isolierten RNA aus Geweben und
kultivierten humanen peritubuldren Myofibroblasten-Zellen

Reaktionsmix Volumen in pl
5x iScript Reaktionsmix 4
iScript RT 1
Steriles Wasser abhingig vom Volumen
der RNA
Gesamtvolumen 20
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3.5.6 Oligonukleotide (Primer)

Alle Primersequenzen wurden mit dem Webprogramm Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/)
erstellt. Die Oligonukleotide fiir PDE-Isoformen wurden von der Firma Metabion
(Martinsried) bezogen, wihrend alle weiteren Primer von der Firma Eurofins MWG-Biotech
(Ebersberg) bezogen wurden. Primersequenzen, die fiir die semiquantitative PCR verwendet
wurden, sind in Tabelle 4 aufgelistet. Alle Primerlosungen wurden in einer 200pMol/ul
Stammlosung angesetzt. Die Primer sollten Intronspannend und optimal eine Linge von ca.
20 Basen aufweisen, einen GC-Gehalt von ca. 50% besitzen und nicht-komplementir
zueinander sein. Um die Spezifitit der Primer zu gewéhrleisten, wurden die Sequenzen mit
dem Programm BLAST (Basic-Local-Alignment-Search-Tool) mit bereits vorhandenen

Sequenzen in der Datenbank verglichen.

Tabelle 4: Menschspezifische Sequenzen intronspannender Oligonukleotide
Gen Forward Reverse Accession GroBe
5273 523 number in bp

PDE1A CTGGTTGGCTTCTA CTATGCTCTCCACT | NM_001003683 240
CCTTTACAC TGCTTCATT

PDE1B ACATTCTCTGTGCT CCTTCCATTTCTGC | NM_000924 199
GACTGACG TTATTCTCC

PDE1C GTCACTTCCAACAA | GGTCACACAGAGG | NM_005020 222
ATCAAAGC AGAAAAAGG

PDE2A ATGCTCTGTGTCCC CTTGAGTTT236CT NM_002599 183
TGTCATC GTTCCTTCTGGA

PDE3A CCTCACCTCTCCAA ACTTCTCTCCAGG NM_000921 236
GGGACT GGCTCAT

PDE3B ACAGATGATTCTTT CAGGAAATGGTGT | NM_000922 242
GGGATTGG GAGAGGATTA

PDE4A ATAACTACTCCGAC | CAATAAAACCCAC | NM_006202 219
CGCATCC CTGAGACTTC

PDE4D TACACGGAGATGAC | TCTGTTATGGTGG NM_006203 246
TTGATTGTG CTTTGTTGA

PDESA CTATTCCCTGTTCCT | TGCTTTGTGTCTTG | AY264918 245
TGTCTGTG TAGCCTGTA

PDE6A CACAGACCTCGCCC | TCATGGGAATGGG | NM_000440.2 278
TGTATT ATTCTGT

PDE6B ACTTCTCGTGGCTG TCTCCTCCTCCTCC | NM_000283.3 287
CTGAGT TTCTCC

PDE6C CCGAGCTGTCACTT TACTCCAGGTGGT NM_006204.3 243
ACCACA GCCTCTC

PDE7A CAGTGGGCTTATTG CAAATGTCTGTGT L12052 192
AGAGAATCA CTGGTGTCTT

PDE7B GTTGAGAGGTGTGG | TGTCCAAGGTAGT NM_018945 296
CGAAAT CTTCATCCAG

PDESA GGGTGGATAGAGA GACTGATAGCCCA | NM_002605 265
AGAGTTGTCC TTGTTGTTTC

PDESB AGAGATTTTACGGA | ATTGAGAGATACA | NM_003719 212
CCACAGAAC AGGGGGAACA
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PDE9A ACCTGATGGGTTCA TGGACGGACCTCG AF067226 193
AGCAGAT TTAGAGATA
PDE10A GAGATGAACGATTT | GCACCTGATGTAT NM_006661 207
CCAAGAGG TGCTACTGAA
PDE11A ACTGTGTAGGTGGC CATTGTTGGTTCCC | NM_016953 203
TTTTGACA CTGTG
CatSper 1 TTTACCTGCCTCTTC | ACCAGGTTGAGGA AF407333.159 227
Kationenkanal | CTCTTCT AGATGAAGT
in Keimzellen
NEP TGTGGCCAGATTGA AGCCTCAGCCGAA NM_000902.3 411
Neutrale TTCGT CCTACAA
Endopeptidase
AMH TCAGGCCCAGCTCT CTGCCTTAAGTGA NM_000479.3 179
anti Miiller ATCACT GCCGAGT
Hormon
SMAa- TGTTCACCATCCTC AGGGCCAGAGAAG | M33216.1 198
smooth AGTTGC ACTAGGG
muscle actin o
Primerpaar 1
SMAa- TACCGCACTAACGA | GCTGGAAGGTGGA | M33216.1 140
smooth CTGCAC CAGAGAG
muscle actin o,
Primerpaar 2
p Aktin GTGGCATCCACG TCCTCCTGAGCGC NM_001101.3 199
Housekeeping | AAACTACCTT AAGTACTC
-Gen
Tabelle 5: Rattenspezifische Sequenzen intronspannender Oligonukleotide
Gen Forward Reverse Accession GroBe
5273 523 number in bp
PDE1 CCTGCAGGGAGAC GCTGCTTGCCCCA NM_030871.1 211
(A,B, O) AAAGAAG TAGTTAG
PDE2 AGGTGGTGGAGGA | TCAGTGGCTCGAC NM_0011438 130
CAAACAG TGATGAC 47.1
PDE3A CCG TAT TCT GAG TGG CGT GGA TTC NM_017337.1 149
CCA GGT GT TGT TAT GA
PDE3B GAAGGAGGGAGG CCACGAGCAGAAA | NM_017229.1 | 206
GCTAACAC TCACTCA
PDES5 GTACGAAGCGGTG | CGCTGTTTCCAGA NM_133584.1 193
GAGAGAG TCAGACA
SMAa- TGTGCTGGACTCT GAAGGAATAGCCA | NM_031004.2 148
smooth muscle GGAGATG CGCTCAG
actin o
TRPV6 CTGCAAGTCCAAG GGTCCTCTGAAGC NM_053686.1 259
transient receptor GACAAGG ACTCTGG
potential cation
channel, member 6
ANP AGAGAGTGAGCCG | TGTTGGACACCGC NM_012612.2 152
atriales AGACAGC ACTGTAT
natriuretisches
Peptid
BNP GACGGGCTGAGGT ACTGTGGCAAGTT NM_031545.1 195
Brain-type TGTTTTA TGTGCTG
natriuretisches
Peptid
CNP GCACTGTGCACTG CCTCCCCTCCCCA NM_053750.1 152
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C-Typ AGGTCAT AATAATA

natriuretisches

Peptid

GC-A CTGAGGCCTTGCT TTGAGCAGAGTCA NM_012613 226
Guanylylzyklase A | TTACCAG CCACCTG

GC-B AATGTCGTTGCCA GAGCGAGTAGCGA | NM_053838.1 172
Guanylylzyklase B | TCAAACA AACATCC

NPR-C TTCTGGCTTTGCAT | ATTTTGAACCGGC NM_012868.1 234
Clearence- GAAGTG CTTCTTT

Rezeptor der

natriuretischen

Peptide

B Aktin TCATCACTATCGG CTCCTTCTGCATCC | NM_031144.3 | 209
Housekeeping-Gen | CAATGAGC TGTCAGC

RPS18 GTGATCCCCGAGA TGGCCAGAACCTG NM_213557.1 292
ribosomales AGTTTCA GCTATAC

Protein 18

Housekeeping-Gen

3.5.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.5.7.1 PCR-Ansatz mit Template-cDNA von ganzen Geweben

Die PCR dient der selektiven Vervielfidltigung von DNA-Sequenzen. Bestimmt wird diese
Sequenz durch zwei spezifische Oligonukleotide (Primer), die jeweils an einem Strang

komplementir binden. Als Template diente cDNA, welche aus ganzen Geweben gewonnen

wurde. Die Amplifikation der Zielsequenz wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt.

95°C 12min

95°C 0:30sec

60°C 0:20sec 35 Zyklen

73°C 0:30sec

73°C 12min

4°C 00

In diesem Ansatz wurde die AmpliTaq® Gold DNA Polymerase von Applied Biosystem
(USA) verwendet. Die Template-cDNA wurde in den 0,2ul PCR-Gefédllen vorgelegt und

anschlieBend mit dem Reaktionsmix versetzt.

65



Pipettierschema fiir PCR-Reaktionen von mRNA ganzer Gewebeproben

Reaktionsmix Volumen in pl
10x PCR Puffer 2,5
2mM MgCl 2
10mM dNTPs 0,5
0,4 pMol/ul Forward 0,5
Primer
0,4 pMol/ul Reverse 0,5
Primer
AT Gold Polymerase 0,1
Steriles Wasser 17,9
Gesamtvolumen 25

3.5.7.2 PCR-Ansatz mit Template-cDNA von gepickten Proben

Die Vervielfiltigung der cDNA von gepicktem Probenmaterial wurde in einem modifizierten

Ansatz durchgefiihrt.
95°C
95°C
60°C
73°C
73°C
4°C

12min

0:30sec
0:30sec 42 Zyklen
0:20sec

7min

00

Aufgrund der geringen Anzahl der isolierten Zellen, wurde sowohl die Menge des Templates,

das Volumen der DNA-Polymerase, als auch die Anzahl der Zyklen erhoht.

Tabelle 7: Pipettierschema fiir gepickte Proben

Reaktionsmix Volumen in pl
10x PCR Puffer 2,5
2mM MgCl, 2
10mM dNTPs 0,5
0,4 pMol/ul Forward 0,25
Primer
0,4 pMol/ul Reverse 0,25
Primer
AT Gold Polymerase 0,2
Steriles Wasser 16,3
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Gesamtvolumen 25

Zur Kontrolle des PCR-Experiments wurden auch Negativproben ohne Template, aber mit

DNA-Polymerase amplifiziert, welche als Wasserkontrollen bezeichnet wurden.

3.5.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente an Hand ihrer Grofe
getrennt werden (Sambrock et al. 1989). Das Prinzip der Elektrophorese beruht auf der
Wanderung negativ geladener DNA in einem elektrischen Feld. Ein 2%iges Gel aus Agarose
und IXTAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffer wurde hergestellt. Zur Visualisierung der DNA-
Banden wurden 0,5mg/ml Ethidiumbromid zum Gel hinzugefiigt. Ethidiumbromid
interkaliert aufgrund seiner Struktur in die DNA-Doppelstrange und kann so unter UV-Licht
(245nm) sichtbar gemacht werden. Als Léngenstandard diente der 100bp Marker
(GeneRuler™ 100bp DNA-ladder, Thermoscientific, USA). Der Lauf der Elektrophorese fand
bei 150V und 250mA fiir ca. 30min statt. Die Auswertung der PCR-Produkte erfolgte mit

einem Gel Dokumentationssystem (Phase, Liibeck).

3.5.9 Quantitative Real-Time-PCR (qPCR)

Die quantitative Real-Time-PCR ermoglicht gleichzeitig die Amplifikation von
Nukleinsduren und ihre Quantifizierung mittels Fluoreszenzmessung. Der Gebrauch von
Fluoreszenzfarbstoffen wie SYBR-Green ermoglicht es, die Akkumulation des PCR-
Produktes in Echtzeit iiber eine Software (Biorad iQ"" 5 Optical System [BioRad, Miinchen])
darzustellen. Dieser Fluoreszenzfarbstoff interkaliert dabei mit der doppelstringigen DNA,
kann jedoch nicht zwischen spezifischen und unspezifischen PCR-Produkten unterscheiden.
Um falsch-positive Produkte auszuschlieBen, wurden die Amplikons sowohl in der
Schmelzkurvendarstellung als auch im 2%igen Agarosegel iiberpriift.

In der exponentiellen Phase der Real-Time-PCR verdoppelt sich die Menge der Zielsequenz
im Idealfall mit jedem Zyklus. Man spricht hier von einer optimalen PCR-Effizienz
(Effizienz=2). Der Beginn der exponentiellen Phase wird zur relativen Quantifizierung der
PCR-Amplifikate verwendet. Dabei wird der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz einer jeden
Probe erstmals signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt als Ct-Wert (Threshold
Cycle) bezeichnet. Der Ct-Wert korreliert indirekt proportional mit dem mRNA

Ausgangsniveau.
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Die relative Quantifizierung der Gene erfolgte nach der Berechnung des
Expressionsunterschiedes (Ratio) iiber die ACt-Methode, d.h. die Zielsequenz wird relativ in
threr Expression zu einer zweiten Sequenz bestimmt (Bustin 2005). Als Standards dienen
sogenannte Housekeeping-Gene wie z.B. das ribosomale Gen RPL30. Diese Gene werden in
der Regel konstitutiv in der Zelle exprimiert und sind nicht-reguliert.

Ratio (relative Expression) =24

Ratio (relative Expression) =2 (¢t Gen- Ct Housekeeping-Gen)

Wenn das Zielgen genauso stark exprimiert wird wie das Housekeeping-Gen, dann ist die
relative Expression gleich eins.

20=1

Mit der Festlegung dieses Wertes sind alle Gene, die eine relative Expression hoher als 1
aufweisen, in hoherer Kopienzahl, bezogen auf das Housekeeping-Gen, in der Zelle

vorhanden.

In dieser Arbeit wurde die relative Expression verschiedener Gene isolierter peritubuldrer
Primirzellen aus Hodenexplantaten in Bezug auf das Housekeeping-Gen RPL30 untersucht.
Dabei wurde die Transkriptmenge des Referenz-Gens mit Transkripten von verschiedenen
Phosphodiesterasen (PDE1A, PDE1B, PDEIC, PDE3B, PDESA, PDESA, PDE9A und
PDE10A), kontraktilen (SMA, PKGI, Myhll, Calponin und Smoothelin) und
Bindegewebsmarkern (CD90, Vimentin, Kollagenl und Fibronektin) verglichen. Die
Sequenzen der PDE-Primer stimmen mit den Sequenzen, die auch in der semiquantitativen
PCR verwendet wurden, iiberein (Tab.: 4). Zusitzlich verwendete Primer sind in Tabelle 9

gelistet.

Es erfolgte ein Vergleich zweier Hodenexplantate mit unterschiedlicher LP-Morphologie.
Dabei sollte die Expression der Zielgene in isolierten Zellen der unverdickten LP mit
isolierten Zellen der verdickten LP verglichen werden. Es standen zwei Biopsien mit
unverdickter LP (insgesamt 6 Mittelwerte fiir die relative Expression eines Zielgens konnten
zusammengefasst werden) und eine Biopsie mit verdickter LP (insgesamt 3 Mittelwerte fiir

die relative Expression eines Zielgens konnten zusammengefasst werden) zur Verfiigung.
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Da man fiir reproduzierbare Ergebnisse und statistische Auswertungen eine gewisse Anzahl
an Versuchen braucht, wurden Zellen ab Passage 3 fiir Real-Time-PCR-Untersuchungen
verwendet. Das Expressionsmuster der Zielgene wurde von Passage 3 bis Passage 6 niher
untersucht und charakterisiert. Es wurden jeweils 3 Flaschen mit Zellen pro Passage
angesetzt. Die RNA-Isolierung der Zellen (1*¥10° Zellen pro Flasche) erfolgte unabhingig
voneinander. Wihrend der cDNA-Synthese wurde eine genau definierte Menge von RNA
umgeschrieben.

Von allen humanen peritubulédren Zellen wurden RT-Negativkontrollen und Wasserkontrollen
fiir die Real-Time-PCR angefertigt und mitgefiihrt. Fiir alle untersuchten Gene fielen diese
Kontrollen negativ aus. Die Bestindigkeit der Expression jedes Gens wurde iiber mehrere
Passagen (P) untersucht.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism Software (CA,

USA).

Tabelle 8: Menschspezifische Primersequenzen fiir die quantitative Real-Time-PCR
Gen Forward Reverse Accession GroBe
5273 523 number in bp

Housekeeping ACAGCATGCGGA | AAAGGAAAATTT | NM_000989.3 158

Gen AAATACTAC TGCAGGTTT

RPL30

SMA GACAATGGCTCT | CTGTGCTTCGTC NM_001613.2 147

Smooth muscle GGGCTCTGTAA ACCCACGTA

Actin o

Primerpaar 3

PKGI GAGGACAGGACT | ACAGCTTCAGGT | NM_001098512 467

c¢GMP abhingige | CATCAAG TGGCGAAG

Proteinkinase I

PKGII CTGGGAACCTCA | TCAGCTGGATGC | NM_006259 186

cGMP CCACTGTA ACTTGTTC

abhingige

Proteinkinase II

Myhl1 CTCCGTGCTACA | CGAGTAGATGGG | NM_001040113. 182

Myosin heavy CAACCTGA CAGGTGTT 1

chain 11

Calponin GGAGCTGAGAGA | CCTGGCTGCAGC | NM_001299 114
GTGGATCG TTATTGAT

Smoothelin GGGATCTCACCA | TGGAGGTCACAG | NM_139270.1 116
GAAAGGAA CAGATCTG

CD90 GACCCGTGAGAC | GCCCTCACACTT NM_006288.3 239
AAAGAAGC GACCAGTT

Vimentin CCCTCACCTGTG | TCCAGCAGCTTC | NM_003380.3 241
AAGTGGAT CTGTAGGT

Kollagen I GTGCTAAAGGTG | ACCAGGTTCACC | NM_000088.3 128

Col I CCAATGGT GCTGTTAC

Fibronektin ACCAACCTACGG | GCTCATCATCTG | NM_002026 230
ATGACTCG GCCATTTT
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Die Reaktion wurde mit dem iCycler iQ" Real Time PCR System von BioRad (Miinchen)
unter Zuhilfenahme des Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UGD (Invitrogen,
Karksruhe) durchgefiihrt. Als Templatemenge wurde 1ul cDNA in Triplikaten pro qPCR-

Ansatz vorgelegt.

Tabelle 9: Pipettierschema  fir die qPCR-Versuche von Transkripten aus
Myofibroblasten-Primérzellen humaner Hodentubuli
Reaktionsmix Volumen in pl

SYBR green Mix 10

0,4 pMol/ul Forward 0,5

Primer

0,4 pMol/ul Reverse 0,5

Primer

Steriles Wasser 8

Gesamtvolumen 20

Die PCR-Programmierung sah wie folgt aus:

95°C 3:30min

95°C 0:30sec

60°C 0:30sec 40 Zyklen
72°C 0:30sec

50°C 0:10sec

20°C 0

3.6 Zellbiologische Methoden

3.6.1 Kaultivierung und Passagierung peritubulirer Zellen des menschlichen Hodens

Hodenbiopsien von Minnern mit Fertilitdtsproblemen konnten bei einem TESE-Eingriff
(Testicular-Sperm-Extraction) gewonnen werden. Ein Teil dieses Gewebes wurde von den
Patienten fiir die Forschung freigegeben. Informationen iiber den Stand der Spermatogenese
beim TESE-Material stammen von der histologischen Begutachtung durch Prof. Martin
Bergmann, Veterinirmedizin, Giessen.

Das frische Biopsiematerial wurde direkt in 1x MEM-Medium (Gibco® life technologies,
Darmstadt; versetzt mit 100U Penicillin und 100ug/ml Streptomycin) {iberfiihrt und

vereinzelt. Ein Teil der Explantate wurde zur histologischen Untersuchung in Bouin fixiert.
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Ein weiteres Stiick Gewebe wurde unfixiert in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zuséitzlich
war es moglich die Tubuli in kleinere Stiicke zu zerteilen und fiir Zellkulturversuche in
IxXDMEM-Medium mit 10% FCS (fetales Kilberserum), 100U Penicillin und 100ug/ml
Streptomycin zu iiberfithren. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei
37°C und5% COz in 24-Well-Platten (Greiner bio One, Frickenhausen). Nach ein bis zwei
Wochen in Kultur wuchsen elongierte Zellen aus der Tubuliwand (siehe Albrecht M. et al.
2006). Nach ca. 4 Wochen waren Wells dicht genug bewachsen, um die Zellen mit Accutase
(GE Healthcare, USA) von der Welloberfldche zu 16sen. Die Passagierung der Zellen erfolgte
in einem Abstand von ca. 2 Wochen bis die Anzahl der Zellen (1x10° Zellen pro ml) hoch
genug war, um die Zellen in 40ml Kulturflaschen (Greiner bio One, Frickenhausen) zu
iberfiihren.

Verschiedene Passagen der Zellen wurden fiir RT-PCR und quantitative Real-Time-PCR
verwendet. Die Reinheit der peritubuldren Zellen wurde anhand RT-PCR mit verschiedennen

Markern fiir Keim-, Leydig- und Sertoli-Zellen tiberpriift (siche Punkt 4.1.8).

Ab Passage 3 konnte die Menge der Zellen fiir reproduzierbare qPCR Versuche (Punkt
4.5.9.) verwendet werden. In dieser Doktorarbeit wurde die Expression der peritubuléren
Zellen von Passage 3 bis Passage 6 analysiert.

Samtliche Zellkultur-Arbeiten mit den humanen LP-Zellen wurden unter einer Sterilbank
(Nuaire™ Bench Class II Biological Safety cabinets, IBS Integra Bioscience, Fernwald)
ausgefiihrt. Ein Medienwechsel erfolgte mindestens einmal pro Woche. Wenn die Zellen den
Boden der Kulturflasche liickenlos bis zur Konfluenz bewachsen hatten, wurden 3
Kulturflaschen geerntet und fiir die RNA-Isolierung vorbereitet. Hierfiir wurde das
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen kurz mit sterilem PBS gespiilt und anschlieBend mit
Iml RLT-Lysis-Puffer (Qiagen, Hilden) lysiert, welcher zuvor mit der entsprechenden
Menge B-Mercaptoethanol versetzt wurde. Die Zellen wurden nun mit einem Zellschaber
(BD Bioscienes, Bedford, USA) vom Boden geldst und in ein 1,5ml Eppendorf-Gefil3
tiberfithrt. Die RNA konnte nun wie unter Punkt 2.5.3 isoliert werden. Bei Bedarf konnten
die Zellen ebenfalls bei -20°C eingefroren werden, um sie zu einem spiteren Zeitpunkt zu
bearbeiten.

Eine Flasche der zuvor verarbeiteten Passage wurde zur weiteren Subkultivierung der Zellen
genutzt. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe von Accutase (PAA Laboratories GmbH, Colbe)
nach kurzer Einwirkzeit im Brutschrank vom Flaschenboden gelost. Dieser Vorgang wurde

repetitiv mikroskopisch kontrolliert. AnschlieBend wurden die Zellen 10min bei 1500rpm
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pelletiert und in frischem vorgewdrmtem Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
griindlich mit einer Pipette gemischt und in einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt. Die Zellen
wurden in einem 1:4 Verhiltnis in frische Kulturflaschen erneut ausgesit. Gleichzeitig
wurden 20.000 Zellen pro Well in 8-Well-Objekttriigern (Lab Tek®, Scotts Valey,

Kalifornien, USA) ausgesit, um eine immunhistochemische Firbung daran durchzufiihren.

3.6.2 Kryokonservierung

In regelmiBigen Abstinden wurden passagierte Zellen kryokonserviert. Dazu wurden die
Zellsuspensionen pelletiert und in Iml Filoceth (Fischer Procryotect, Riidlingen, Schweiz)

aufgenommen, um anschlieBend in fliissigem Stickstoff gelagert zu werden.

3.6.3 Fluoreszenz-Immun-Firbung an peritubulidren Primérzellen

Die Zellen wurden nach der Passagierung fiir Immunfluoreszenzanalysen in 8-Well-
Objekttragern fiir noch weitere 24h im Brutschrank kultiviert, um die Festsetzung auf der
Unterseite des Wells zu sichern. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium abgenommen,
die Zellen mit 4% PFA (Paraformaldehyd) fixiert und anschlieend mit PBS gewaschen. Die
Versuche wurden pro Imun-Doppelfarbung im Zweifachansatz ausgefiihrt. Einige Wells des
Objekttrigers wurden mit TritonX (Detergenz) behandelt, um das Eindringen des
Primérantikdrpers Ki67 (Proliferationsmarker) in den Zellkern zu gewdhrleisten. Um die
Bindungswahrscheinlichkeit ungewiinschter Proteine zu minimieren, wurde anschlieend ein
Blockierungspuffer (2%-Normal-Ziegen-Serum verdiinnt in PBS) fiir 1h auf die Zellen
pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des priméren Antikorpers iiber Nacht bei
4°C.
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Schema:

SMA+ Ki67 SMA+ Ki67

mit TritonX Behandlung mit TritonX Behandlung

Vimentin+ Ki67 Vimentin+ Ki67

mit TritonX Behandlung mit TritonX Behandlung

CD90+ Calponin CD90+ Calponin
ohne TritonX ohne TritonX
Kontrolle Kontrolle

mit TritonX Behandlung ohne TritonX Behandlung

Primérantikorper:
SMA Maus-monoklonal - 1:1000
Ki67 Kaninchen-polyklonal - 1:1000
Vimentin Maus-monoklonal - 1:200
Ki67 Kaninchen-polyklonal - 1:1000
CD90 Maus-monoklonal - 1:50

Calponin Kaninchen-monoklonal - 1:500

Am folgenden Tag wurden die Objekttrager 2x 10min mit PBS gewaschen und anschlieend

mit dem Sekundirantikorper fiir eine Stunde unter Ausschluss von Licht inkubiert.

Sekundédrantikorper:

Fiir die Farbungen mit SMA+Ki67:
Alexa Ziege-anti-Maus 1:500
Cy3 Ziege-anti-Ratte 1:500
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol) 1:1250
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Fiir die Farbungen mit Vimentin+Ki67 und CD90+Calponin:

Alexa Ziege-anti-Ratte 1:500
Cy3 Ziege-anti-Maus 1:500
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol) 1:1250

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und danach mit 4% PFA fixiert.

Die Auswertung erfolgte mit dem Fluoreszensmikroskop Axioskop 2 plus und der
Axiovision Software (Zeiss, Miinchen). Jeweils 6 Bilder pro Doppelfarbung (SMA+Ki67,
Vimentin+Ki67, CD90+Calponin) wurden fiir die Analyse herangezogen. Die Zellanzahl pro
Bild wurde durch die Kernfiarbung DAPI bestimmt und anschlieBend immunpositive Zellen

ausgezihlt und in Excel mit Prozentrechnung ausgewertet.

3.6.4 Kultivierung klassischer Muskelzellen: Muskelzellen der Lungenarterie (HPASMCs)
und Prostata (HPrSMCs)
Sowohl HPASMC:s als auch HPrSMCs (Promocell, Heidelberg) wurden in Smooth-Muscle-

Cell-Growth-Medium?2 (Promocell, Heidelberg) mit zusitzlicher 1%iger
Penecellin/Streptomycin-Gabe (Punkt 2.6.1) in 40ml-Kulturflaschen kultiviert. Beide
Zelltypen wurden fiir quantitative Versuche genutzt. Die Passagierung der klassischen
Muskelzellen war vergleichbar mit der Passierung der peritubulidren Zellen (Punkt 2.6.1). Die
Bestimmung der relativen Expression von glatten Muskelzell- und Bindegewebsmarkern

erfolgte fiir HPASMCs von Passage 9 und fiir HPrSMCs von Passage 4.

3.7 Proteinbiochemische Methoden

3.7.1 Proteinisolierung aus ganzen Hodenschnitten der Ratte

Fiir Proteinprédparationen, die im Western Blot als Kontroll-Proben eingesetzt wurden,
wurden gefrorene Hodenproben von ménnlichen Wistar-Ratten (3 Monate alt) in einem
Morser pulverisiert und mit Homogenisierungspuffer (10ml/g Gewebe; 50 mM Tris-HCI [pH
7.5], ImM EDTA, 1mM Dithiothreitol [DTT] und 0,1mM PMSF) vermischt, um unter
Zuhilfenahme eines Potter-Elvehjem-Homogenisators die Zellorganellen mechanisch
aufzuschlieBen. Das Homogenat wurde anschlieBend bei 3000xg fiir 8min bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet, welches Zelltrimmer und Zellkerne enthilt, wurde verworfen,

wihrend der Uberstand die isolierten Proteine beinhaltet.
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Um Cytosolanteile von membranstindigen Proteinen zu trennen, wurde das Proteinlysat ein
weiteres Mal bei 100.000xg fiir 30min, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die
cytosolischen Proteine und wurde vorsichtig mit einer Pipette entnommen und eingefroren.
Das Pellet enthielt die Membran-assoziierten Proteine und wurde in 50mM Tris Puffer (pH
7.5) gelost.

Die Proteinkonzentration der jeweiligen Préparationen wurde mit dem BioRad-Protein-Assay
(BioRad, Miinchen) gemessen, basierend auf der Bradford Methode. BSA (Serumalbumin,
Sigma) diente als Standard.

Die Abschitzung von Proteinmengen an ganzen Hodenschnitten der Ratte (Durchmesser ca.
11-13mm) sollte mit der Western Blot-Methode analysiert werden. Dazu wurden im Kryostat
10um dicke Schnitte von gefrorenen Hodenproben angefertigt und in 1,5ml Gefédlle
iberfiihrt. Durch Vorversuche konnte festgestellt werden, dass pro Schnitt mit 10um Dicke
zwischen 40-50ug Proteine enthalten waren. Da die Proteine der Hodenschnitte nicht so
aufgearbeitet werden konnten, wie in der Proteinisolierung ganzer Gewebe durch
Zentrifugation, wurde ein Ansatz erarbeitet, um Kontamination mit DNA auszuschlieBen.

Der Ansatz setzte sich folgendermaflen zusammen:

1.) Kontrolle: 5 Schnitte + 27ul H>O (vortexen) + 3ul 10x DNasel Puffer
(ohne DNasel-Zugabe, ohne Inkubationsschritt bei 37°C)

2.) Behandlung 1: 5 Schnitte + 27ul H>O (vortexen) + 3ul 10x DNasel Puffer
(ohne DNasel-Zugabe, aber + Inkubation bei 37°C, 20min im
Thermoblock)

3) Behandlung 2: 5 Schnitte + 24ul H>O (vortexen) + 3ul DNase I + 3ul
10x DNase I Puffer
(Inkubation mit DNasel, bei 37°C, 20min im Thermoblock)

Um die Proteinmengen der Hodenschnitte besser abschitzen zu konnen, wurden Proben mit
membranstidndigen- und cytosolischen Proteinen bekannter Grofle (Membranproteine =
40ug; Cytosolische Proteine = 50ug) in den Versuchsansatz des Experiments aufgenommen.

Alle Proben wurden nun mit 15ul 3x Stoppmix (375mM Tris-HCL [pH 6,8], 200mM DTT,
15% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin, 0,6 mg/dl Bromphenolblau) versetzt und im
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Thermoblock Smin bei 100°C erhitzt. Danach wurden die Proben auf das SDS-Gel

aufgetragen.

Stoppmix Endkonzentration
Tris HCI pH6.8 100mM
DTT 65mM
Glycin 10%
SDS 5%

3.7.2 Proteinisolierung aus gepicktem Hodengewebe von Ratte und Mensch

Die Abschidtzung von Proteinmengen der isolierten Tubuli seminiferi bzw. das isolierte
Interstitium der Ratte, sollte ebenfalls mit der Western Blot-Methode untersucht werden.
Dazu wurden gefrorene Hodenproben wie unter Punkt 2.3. im Kryostat geschnitten und mit
Héamatoxylin gefarbt. Die Proben mit Keimepithel und LP wurden ohne interstitielle Areale
mit Hilfe der LCM isoliert. Anhand von Vorversuchen wurden in einer Probe 100 (ca. 1 Mill.
um?) Laser-mikrodissezierte Tubuli im Vergleich zu 200 (ca. 2 Mill. pm?) isolierten Tubuli
gesammelt. Vom Interstititum wurden ca. 2000 Areale (ca. 1 Mill. um?) gelasert und in
einem 0,5ml-Gefall gesammelt.

Auch hier wurde zur Bestimmung der Proteinmenge eine Fraktion mit Membranproteinen
bekannter Menge (20pg) in den Versuchsablauf einbezogen. Durch Vorversuche konnte der
ANP- und BNP-Rezeptor GC-A in einem ganzen Hodenschnitt der Ratte nachgewiesen
werden. Wir wollten testen, ob das auch in isolierten Tubuli durch LCM der Fall ist.

Im nachfolgenden Experiment sollten andere Proteine des cGMP-Signalwges an isolierten
humanen Tubuli nachgewiesen werden. Dazu wurden von zwei unterschiedlichen Menschen
100 Tubuli (3,5 Mill. pum?) und 200 Tubuli (6,5 Mill. um?) ausgeschnitten. Die unbekannte
Menge an Proteinen in Laser-mikrodissezierten Proben sollte anhand bekannter, aber
unterschiedlich groer Mengen von cytosolischen- und Membran-Proteinen (10, 20, 30ug
Protein) bestimmt werden.

Anschlieend wurden alle Proben mit 15ul 3x-Stoppmix behandelt, gut gemischt und im
Thermoblock fiir Smin bei 100°C erhitzt, um danach auf das SDS-Gel aufgetragen zu

werden.
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3.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diese Methode dient der Auftrennung denaturierter Proteine nach ithrem Molekulargewicht
(Laemmli, 1970). Das Detergenz SDS (sodium-dodecyl-sulfate) bindet an die hydrophoben
Regionen der Proteine, die dadurch denaturiert werden und eine stark negative Ladung
erhalten.

Die Proteinproben wurden in die Taschen des 7%igen Trenngels pipettiert. Die Bestimmung
des Gewichts unbekannter Proteinbanden erfolgte durch den Vergleich mit einem Protein-
Marker (Sigma-Aldrich, USA). Die Auftrennung erfolgte in einem vertikalen SE600-
Elektrophorese-System von Hoefer-Scientific-Instruments (MA, USA) bei 13W fiir eine
Stunde, bis die Proben das Sammelgel erreicht hatten. Die Auftrennung im Trenngel erfolgte

bei einer Laufzeit von 3 Stunden bei 17W.

Tabelle 10:  Verwendete Puffersysteme
Page-Puffer Endkonzentration
Tris —HCI pH 8.4 25mM
Glycin 192mM
SDS 0,1% (w/v)
Transfer-Puffer Endkonzentration
Tris 100mM
Glycin 192mM
4x Trenngel-Puffer Endkonzentration
Tris —HCI pH 8.8 1,5M
SDS 0,1% (w/v)
4x Sammelgel-Puffer Endkonzentration
Tris -HCI pH 8.8 0,5M
SDS 0,1% (w/v)
12% Trenngel Volumen
4x Trenngel Puffer 7,5ml
30% Acrylamid/ Bis Tml
10% Amoniumpersulfat 0,25ml
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(APS)

TEMED 0,05ml

Aqua dest. 14,75ml

Gesamtvolumen 30ml
Sammelgel Volumen

4x Sammelgel-Puffer Sml

30% Acrylamid/ 2,7ml

Bisacrylamid

10% Amoniumpersulfat 0,1ml

(APS)

TEMED 0,025ml

Aqua dest. 2,174ml

Gesamtvolumen 10ml

3.7.4 Western Blot

Nach der Trennung im SDS-Gel wurden die Proteine iiber Nacht auf eine Amersham'
Hybondm ECL Nitrozellulosemembran (GE Healthcare, 0,2um, Miinchen) transferiert. Um
die Effizienz des Blots zu beurteilen, wurde die Membran 10min bei Raumtemperatur mit
Ponceau-Rot gefiarbt. Die Positionen der mitgelaufenen, ungefirbten Standardproteine
wurden zusétzlich markiert. Die Membran wurde in destilliertem Wasser gewaschen und zur
spiateren Dokumentation gescannt. AnschlieBend wurde der Blot 2 Stunden in
Blockierungslésung inkubiert.

Im Western Blot mit Proben des Rattenhodens (ganzer Hodenquerschnitt und isolierte
Tubuli) wurde die Expression des Proteins GC-A untersucht. Die Inkubation mit dem
Primérantikorper [GC-A Antikorper, 125kDa, 1:500, (Michaela Kuhn, Wiirzburg)], verdiinnt
in Antikorper-Inkubationspuffer (10% der verwendeten Blockierungslosung in TBS-T,
0,005% Thimoresal), und dem Sekundirantikorper [Ziege-anti-Kaninchen, 1:2000, (Pierce)]
erfolgte jeweils fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.

Der Blot mit den isolierten humanen Tubuli-Proben wurde zunichst auf die Expression von
PDE2A (101-AP, 97kDa, 1:1000, FabGenix, USA) iiberpriift. Nach dem Waschen mit TBS-
T erfolgte die Inkubation mit dem Sekundirantikorper [Goat-anti-rabbit, 1:2000, (Pierce)].
Die Membran konnte durch Strippen mehrmals verwendet werden. Deshalb war die
Untersuchung anderer Proteine am gleichen Blot moglich. In Tab. 12 sind die Komponenten

des Puffers gezeigt. Anschlieend wurde der Blot mit dem Primérantikorper fiir die 16sliche
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Guanylylcyclase sGC (86kDa, 1:5000, Cayman, USA) mit dem Sekundérantikorper [Ziege-
anti-Kaninchen, 1:2000, (Pierce)] untersucht. Nach nochmaligem Strippen wurde der Blot
anschlieBend mit dem Strukturprotein Vinculin (116kDa, 1:6000, Sigma) und dem
Sekundirantikorper [Goat-anti-mouse, 1:2000, (Pierce)] iiberpriift.

Tabelle 11:  Stripping-Protokoll

Stripping

5% Magermilch 30min Inkubation
H->O Smin waschen
0,5M NaCl/ 30min Inkubation
0,5M Essigsdure

H-O Smin waschen
1,5M Tris 2min stoppen
H->O 3x5min waschen

Nach mehrmaligem Waschen in TBS-T wurden die Blots mit ECL-Detektionslosung (GE
Healthcare, Freiburg) behandelt und das Chemilumineszenz-Signal auf Rontgenfilmen

sichtbar gemacht.

3.8 Funktionelle Untersuchungen

3.8.1 Organbad-Studien

Bei den durchgefiihrten Organbad-Studien wurde die Kontraktion und Relaxation der
Muskelschicht des D. epididymidis der Ratte ex vivo untersucht. Dabei wurde insbesondere
der Nebenhodengang aus der Region des Cauda-Abschnittes pripariert. Bei fritheren Studien
am Rind ((Mewe et al., 2006a; Mewe et al., 2006b) und an der Ratte (Mietens et al. 2012)
wurden an diesem Abschnitt Spontankontraktionen des D. epididymidis beobachtet. Das
entnommene Organ wurde sofort in 1x MEM-Medium (Minimal Essential Medium, Gibco®
life technologies, Darmstadt) + 100U Penicillin und 100pug/ml Streptomycin iiberfithrt und
anschliefend unter dem Stereomikroskop (Leica MSS5, Wetzlar) prépariert. Ein kurzes
Segment des Nebenhodengangs wurde zwischen 2 Metallklammern gespannt und in die
Apparatur ~ eingehdngt  (sieche unten). Insgesamt konnten vier  priparierte
Nebenhodensegmente in einem Experiment parallel nebeneinander eingespannt werden. Im
Organbad wurde das Gewebe stindig mit Niahrstofflosung umspiilt und mit einem
Gasgemisch aus 5% CO; und 95% O> begast. Durch ein Pumpsystem konnte nach Zugabe
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von Substanzen, die Losung bei Bedarf aus den Organbadgefidflen abgelassen werden und
durch neuen Puffer ersetzt werden. Das Fassungsvermogen dieser Gefidle betrdgt 15ml. Zur
Erhaltung der Temperatur von 37°C wurde das Organbad mit vorgewidrmtem Wasser
umspiilt.

Zur Kalibrierung und Standardisierung der Versuchsbedingungen wurde die Apparatur vor
jedem Versuch mit einem Gewicht von 1g eingestellt. Die in den Klammern eingespannten
Segmente wurden nun an einem Glashaken aufgehingt, wobei der Zug auf das Gewebe durch
eine Schraube reguliert werden konnte. Die Vorspannung wurde vor jedem Versuch auf ca.
0,6g equilibriert bis sich Spontankontraktionen des Gewebestiicks einstellten. Diese lielen
sich nun mit spezifischen Substanzen, z.B. Inhibitoren, beeinflussen. Die Darstellung und
Analyse der Frequenzen erfolgte iiber das Programm LabChart (AD Instruments, Colorado
Springs, USA).

Die Beeinflussung der Muskelkontraktionen erfolgte durch den Einsatz spezifischer
Phosphodiesterase-Hemmer. In dieser Arbeit wurde der Einfluss folgender PDE-Inhibitoren

untersucht:

Tabelle 12:  Konzentrationen und ICso-Werte der verwendeten PDE-Inhibitoren

Inhibitor ICso Wert | Stocklosung
PDE1C-Inhibitor Dioclein 3,2uM 50mM
PDE2-Inhibitor BAY60- 4, 7nM 10mM
7550
PDE3-Inhibitor 0,3nM 10mM
Trequinsin
PDES-Inhibitor Sildenafil 3,5nM SmM

Ein moglicher Einfluss von Trequinsin und BAY60-7550 wurden mit einer Dosis
Wirkungskurve (InM = 10nM - 100nM - 1mM) iiberpriift, wiahrend Dioclein, das als
nicht kdufliches Agens nur begrenzt zur Verfligung stand, mit einer Endkonzentration von
S5uM eingesetzt werden konnte. Um die Vitalitit des Gewebes am Ende jedes Versuches zu
bestitigen, wurde Noradrenalin (10mM Stocklosung) in einer Endkonzentration von SuM

eingesetzt.

80



4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen im Hoden

4.1.1 PDE-Isoformen im Hoden des Menschen

Um sich einen Uberblick zu verschaffen, welche PDE-Isoformen im humanen Hoden
exprimiert werden, wurde zunidchst ein Screening mit menschlichen Hodenbiopsien
durchgefiihrt. Dazu wurde unabhéngig voneinander in fiinf verschiedenen Hodenproben die
Expression der PDE-Isoformen mit RT-PCR-Untersuchungen tiberpriift. Folgende Isoformen
konnten in allen fiinf Proben nachgewiesen werden: PDE1A, PDEIB, PDEIC, PDE2A,
PDE3A, PDE3B, PDE4A, PDE4D, PDESA, PDE6A, PDE6B, PDE6C, PDE7A, PDE7B,
PDESA, PDESB, PDE9A, PDE10A und PDE11A (Abb. 6). Menschliche Lungenproben

dienten als Positivkontrolle.

PDE1A PDE1B PDE1C PDE2A

PDE3A PDE3B PDE4A PDEA4D

IHo Lu I IHo Lu IIHo Lu I IHo Lu I

+ -0+ - 0+ -0+ - 0+ -0+ - 0 + -0+ - 0
PDE5A PDEGA PDE6B PDE6C

I L | [N 1 1
Ho Lu Ho Lu Ho Lu Ho Lu

+ - 0 + - 0 + -0+ - 0+ -0 + - 0+ - 0+ -0
PDE7A PDE7B PDESA PDESB

IHo Lu IIHo Lu . Ho Lu I IHo Lu I

+ 0 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0 + 0

500

Abb. 6: Nachweis spezifischer PDE-Isoformen in menschlichen Hoden- und
Lungenproben
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RT-PCR Expressions-Untersuchungen von 19 spezifischen PDE-Isoformen an verschiedenen
Gesamtprédparationen des humanen Hodens (Ho) und der Lunge (Lu), die hierbei als
Kontrolle diente. Es wurden Primer fiir folgende PDEs benutzt: PDE1A (240bp), PDE1B
(199bp), PDEIC (222bp), PDE2A (183bp), PDE3A (236bp), PDE3B (242bp), PDE4A
(219bp), PDE4D (246bp), PDESA (245bp), PDE6A (278bp), PDE6B (287bp), PDE6C
(243bp), PDE7A (192bp), PDE7B (296bp), PDESA (265bp), PDE8B (212bp), PDE9A
(193bp), PDE10A (207bp) und PDE11A (203bp). Als Lédngenstandard diente ein 100bp
DNA-Marker.

Zur genaueren Lokalisierung der PDE-Isoformen wurde eine spezielle Methode von LCM in
Kombination mit RT-PCR-Untersuchungen entwickelt. Hierfiir wurden, je nach
Fragestellung, Expressionsanalysen an isolierter unverdickter und verdickter LP (Abb. 7A),
an ausgeschnittenem Keimepithel der Samenkandlchen (Abb. 7B) und an Interstitium-
Arealen zwischen den Samenkanilchen (Abb. 7C), sowie den darin eingebetteten Gefdllen
(Abb. 7D) durchgefiihrt. Neben Untersuchungen im Hoden, erfolgten ebenfalls
Expressionsanalysen von PDE-Isoformen an isoliertem Epithelgewebe und isolierter
Muskelschicht des Nebenhodens (Abb. 7F).
Hoden

Abb. 7: Uberblick iiber Gewebeareale, welche zur Etablierung einer modifizierten
LCM-Methode verwendet wurden

A-F: Hamatoxylin gefirbte lichtmikroskopische Aufnahmen eines Hoden- (A-E) und eines
Nebenhoden- Querschnittes (F). Mit Hilfe der LCM-Methode wurden unterschiedliche
Gewebsverbidnde aus diesen kryopriservierten Organen isoliert. mRNA-Untersuchungen
wurden an isolierter LP (A), an isoliertem Keimepithel ohne LP (B), an interstitiellen Arealen
(C) und an GefédlBen (D) aus dem Interstitium des Hodens durchgefiihrt. Fiir Western Blot-
Analysen wurden ganze Tubuli (Keimepithel mit LP) verwendet (E). An Abschnitten des
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NH-Gangs wurden Untersuchungen an isolierter Epithel- und Muskelschicht durchgefiihrt (F-
Mensch).

Folgende Abkiirzungen werden verwendet: Lamina propria (LP), Keimepithel (KP),
Interstitium (Int), GefidBe (Gef), Keimepithel mit Lamina propria (Tu), Epithel (Ep),
Muskelschicht (Mu), Lumen des NH-Gangs (Lm). Der Balken gibt eine Linge von 150pum
an.

Mit Western Blot-Versuchen war es moglich, zusitzlich Proteine in Laser-mikrodisseziertem
Gewebeproben (Abb. 7E) nachzuweisen.

Unsere Studien beziiglich des Vorkommens und der Eigenschaften der PDE-Isoformen
wurden vor allen Dingen mit menschlichem Material durchgefiihrt. Im Zusammenhang mit

funktionellen Untersuchungen wurden auch Experimente mit Rattengewebe durchgefiihrt.
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4.1.2 Einfihrung in die modifizierte Methode der Laser-Capture-Mikrodissektion am

Beispiel der zelltypspezifischen Expression von PDESA im Hoden

Die Kombination der LCM mit anschlieBender RT-PCR ist so sensitiv, dass selbst kleinste
Verunreinigungen durch nicht gewiinschte Zellen beim Vorgang des Auslaserns von
Gewebearealen zu einem falsch-positiven Ergebnis fithren kénnen. Durch den Einsatz
spezifischer Markergene, die nur in bestimmten Gewebetypen exprimiert werden, war es uns
moglich, Zellen eindeutig zu identifizieren und dadurch die Expression spezifischer PDE-
Isoformen genau zu lokalisieren. Diese neu entwickelte Methode wird nun am Beispiel der

PDESA in Abbildung 8 erklart.

T. seminiferi mit intakter T. seminiferi mit Sertoli
Spermatogenese cell only (SCO)-Syndrom

PDE5A
B-Aktin
SMA
AMH

CatSperl

[]

Abb. 8: LCM mit anschlieBender RT-PCR zum Zelltyp-spezifischen Nachweis der
PDESA im Hoden

A-H: Hamatoxylin geféarbte lichtmikroskopische Aufnahme von unverdickter LP vor (A) und
nach (B) dem Auslasern und von isoliertem Keimepithel ohne LP vor (C) und nach (D) dem
Auslasern. Die LCM-Methode wurde auch an isolierter verdickter LP (E-F) und isolierten
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intratubuldren Gewebe (Gottschalk et al.) von Hodenproben mit SCO-Syndrom durchgefiihrt.
Der Balken gibt eine Linge von 150um an.

I: Durch RT-PCR-Analysen war es moglich PDESA-mRNA sowohl in unverdickter LP, in
verdickter LP des SCO-Syndroms als auch im Keimepithel (T-LP) mit normaler
Spermatogenese zu detektieren. Als Positivkontrolle diente menschliches Lungengewebe
(Lu). Folgende Primer wurden eingesetzt: Smooth muscle actin (SMA-198bp) als Marker fiir
Muskelzellen, anti-Miiller-Hormon (AMH-179bp) als Sertolizell-Marker und CatSperl
(227bp) als Keimzell-Marker. Als interne Kontrolle diente das Housekeeping-Gen -Aktin
(199bp). Die ausgeschnittene Lamina propria wird mit ,,LLP* und der intratubulidre Bereich mit
,»Tubuli ohne Lamina propria (T-LP)* bezeichnet. ,,+* zeigt die positive cDNA Probe (mit
reverser Transkriptase), ,,-,, zeigt die negative cDNA-Probe (ohne reverse Transkriptase), ,,0%
steht fiir die Wasserkontrolle (ohne cDNA).

PDE5SA-mRNA konnte in der LP und in Keimzellen, jedoch nicht in Sertoli-Zellen der Tubuli
seminiferi nachgewiesen werden. Dies war nur durch den Vergleich von Hodenbiopsien mit
gesunder Spermatogenese gegeniiber Biopsien, die das SCO-Syndrom und somit nur Sertoli-
Zellen, aber keine Keimzellen aufweisen, moglich. Durch die Verwendung von zusitzlichen
Markern konnte man ein einfaches Ausschluss-Prinzip anwenden, um die genaue
Lokalisation von PDE5SA zu bestimmen.

Dazu wurden mRNA-Analysen an ausgeschnittener unverdickter (normal, reguldr) Lamina
propria [(LP), (Abb. 8A-B)] als auch an Keimepithel (T-LP) mit normaler Spermatogenese
(Abb. 8C-D) durchgefiihrt. Eine menschliche Lungenprédparation (Lu) diente hierbei als
Positivkontrolle. PDESA wurde sowohl in der unverdickten als auch in der verdickten
(fibrotischen) LP nachgewiesen. Um Kontaminationen von umgebenden Nachbarzellen
auszuschlieBen, wurden zusétzliche Marker zur Qualitdtskontrolle verwendet. Smooth muscle
actin (SMA) wurde als Marker fiir Muskelzellen eingesetzt und sollte den Bereich der
ausgeschnittenen LP definieren. Da Sertoli-Zellen das anti-Miiller-Hormon (Owens et al.)
exprimieren (Rajpert-De Meyts et al., 1999), dienten uns spezifische Primer fiir AMH als
Sertoli-Zellmarker. Um Keimzellen zu identifizieren, wurde das Gen fiir den Kationen-Kanal
CatSperl ausgewihlt (Quill et al., 2001). Durch die zusitzliche Kontrolle dieser Markergene
konnte PDESA exakt Keimzellen zugewiesen werden, da AMH in beiden Priparationen
(Tubuli mit und ohne Keimzellen) ein positives Signal zeigte, aber PDESA nur in Proben mit
Spermatogenese nachgewiesen werden konnte, welche durch das Vorhandensein von
CatSperl definiert wurden. Als Kontrolle fiir die PCR-Reaktion wurde ein spezifischer Primer
fiir B-Aktin als Housekeeping-Gen eingesetzt.

Die Markergene SMA, AMH und CatSperl wurden standardméfig in jedem RT-PCR-

Versuch verwendet, in dem es um die Lokalisierung spezifischer Zelltypen ging.
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4.1.3 Expression ausgewihlter PDE-Isoformen in der unverdickten, normalen Lamina

propria

Im nichsten Schritt wollten wir uns einen Uberblick verschaffen, welche PDE-Isoformen in
der LP und im Keimepithel der Tubuli seminiferi vorhanden sind. Durch die LCM-Methode
konnten LP und Keimepithel unabhéngig voneinander aus Tubuli seminiferi mit intakter
Spermatogenese isoliert und mit Hilfe der RT-PCR analysiert werden. Die genaue
Lokalisierung der PDE-Isoformen erfolgte durch den Gebrauch der zuvor genannten
zusitzlichen, spezifischen Zellmarker (siehe 4.1.2). Reprisentative Ergebnisse konnten
unabhingig an mindestens fiinf verschiedenen menschlichen Hodenproben reproduziert

werden.

Ausschnitt eines Tubulusquerschnitts
mit unverdickter LP

PDE1A
PDE1B
PDE1C
PDE3B

PDESA

PDESA

PDE9A

PDE10A

Abb. 9: Uberblick iiber die Expression spezifischer PDE-Isoformen in der unverdickten
LP und im Keimepithel mit intakter Spermatogenese

A: Querschnitt eines Hodens mit normaler LP und intakter Spermatogenese. Der Balken gibt
eine Ldnge von 150um an.

B-C: Es wurden Primer fiir folgende PDEs benutzt: PDE1IA (240bp), PDEIB (199bp),
PDEIC (222bp), PDE2A (183bp), PDE3A (236bp), PDE3B (242bp), PDESA (245bp),
PDESA (265bp), PDESB (212bp), PDE9A (193bp), PDE10A (207bp) und PDE11A (203bp).
Die ausgeschnittene Lamina propria wird mit ,,LLP* und der intratubulédre Bereich mit ,, Tubuli
ohne Lamina propria (T-LP)* bezeichnet. ,,+* zeigt die positive cDNA Probe (mit reverser
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Transkriptase), ,,-,, zeigt die negative cDNA Probe (ohne reverse Transkriptase), ,,0% steht fiir
die Wasserkontrolle (ohne cDNA).

Im weiteren Verlauf dieser Studien haben wir uns vor allem auf die Expression cGMP-
spezifischer und dual-spezifischer Phosphodiesterasen fokussiert. Mit RT-PCR-
Untersuchungen konnten die cGMP-spezifischen PDE-Isoformen PDESA und PDE9A in der
unverdickten LP und im Keimepithel nachgewiesen werden. Die dual-spezifischen (cAMP-
und cGMP-abbauenden) Phosphodiesterasen PDE1A, PDE1B, PDE1C, PDE3B und PDE10A

konnten ebenfalls in der unverdickten LP und im Keimepithel lokalisiert werden.

Interessanterweise waren einige PDE-Isoformen: PDE2A, PDE3A und PDEI11A nicht in der
unverdickten LP, aber im Keimepithel, exprimiert. Dies konnte anhand reproduzierbarer
Versuche gezeigt werden, wobei zusitzlich eingesetzte Markergene die Spezifitidt der Daten
belegten (siehe 4.1.2). SMA wurde wie zuvor als glatter Muskelzell-Marker, CatSperl als
Keimzell-Marker und AMH als Sertolizell-Marker verwendet.

Die Lokalisation der cAMP-spezifischen PDE-Isoformen PDE8A und PDE8B zeigten eine
interessante Besonderheit im Hoden. Wihrend PDE8SA-Transkripte spezifisch in isolierter LP
und in isolierten Tubuli ohne LP lokalisiert werden konnte, traf dies fiir PDE8B-Expression
nicht zu (sieche Abb. 9). PDESB-mRNA fehlte sowohl in der LP als auch im Keimepithel.
Allerdings waren beide Isoformen (PDES8A und PDES8B) in Gesamt-Priparationen des
humanen Hodens durch RT-PCR nachweisbar (siche Abb. 6). Um die Lokalisation von
PDE8B-mRNA im Hoden bestimmen zu konnen, wurde ein neuer Versuchansatz entwickelt,

welcher unter Punkt 3.1.7 (Abb. 14) dargestellt ist.
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4.1.4 Expression der PDE-Isoformen in der pathologisch verdickten Lamina propria

Oft treten unterschiedliche Expressionsmuster von Genen im krankhaft verdnderten Gewebe
eines Organs auf. Deswegen wurde nun die Expression und Lokalisation der PDE-Isoformen

im Vergleich zu unverdickter LP, auch an der pathologisch verdickten LP iiberpriift.

Ausschnitt eines Tubulusquerschnitts
mit verdickter LP

LP  T-LP Lu

+-0+-0+-0

PDE1A PDE1C
PDE1B PDE2A
PDE3B PDE3A
PDE5A PDESB
PDESA PDE11A
PDE9A

PDE10A

Abb. 10: Uberblick iiber die Expression spezifischer PDE-Isoformen in der verdickten
LP und im Keimepithel mit gestorter Spermatogenese (SCO-Syndrom)

A: Querschnitt eines Hodens mit verdickter LP und gestorter Spermatogenese. Der Mal3stab
wird mit 150pum angegeben.

B-C: In der semiquantitativen PCR wurden Primer fiir folgende PDEs verwendet: PDE1A
(240bp), PDEIB (199bp), PDEIC (222bp), PDE2A (183bp), PDE3A (236bp), PDE3B
(242bp), PDE5 (245bp), PDESA (265bp), PDESB (212bp), PDEY9A (193bp) PDE10A
(207bp) und PDEI11A (203bp). Die ausgeschnittene Lamina propria wird mit ,,LP* und der
intratubulédre Bereich mit ,,Tubuli ohne Lamina propria (T-LP)*“ bezeichnet. ,,+* zeigt die
positive cDNA Probe (mit reverse Transkriptase), ,,-,, zeigt die negative cDNA Probe (ohne
reverse Transkriptase), ,,0° steht fiir die Wasserkontrolle (ohne cDNA).

Die cGMP-spezifischen Isoformen PDESA und PDE9A, sowie die dual-spezifischen
Isoformen PDE1A, PDE1B, PDE3B und PDEIOA konnten in der verdickten LP
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nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte auch die Expression der cAMP-spezifischen
PDESA in der verdickten LP belegt werden.

Transkripte der dual-spezifischen Isoformen PDEIC, PDE2A, PDE3A und PDEI1A, sowie
die cAMP-spezifische PDE8B konnten allerdings nicht in der verdickten LP gezeigt werden.
Bis auf PDESB und PDESA (Abb. 10) konnten die untersuchten PDEs auch in isolierten

Keimepithel-Proben der Tubuli seminiferi mit gestorter Spermatogenese detektiert werden.

4.1.5 Vergleich der PDE-Isoformen, die gleichzeitig in unverdickter und verdickter LP

nachgewiesen werden konnten

Die Ergebnisse der RT-PCR-Untersuchungen, die mit isolierter unverdickter und verdickter
LP erzielt wurden, konnten nun im néchsten Schritt miteinander verglichen werden (Abb. 11).
Zunichst wurden die Daten einander gegeniiber gestellt, in denen spezifische PDE-Isoformen

sowohl in der unverdickten LP als auch in der verdickten LP lokalisiert werden konnten.

T. seminiferi mit T. seminiferi mit
unverdickter LP verdickter LP

LP T-LP Lu

+ -0+ -0+ -0

PDE1A
PDE1B
PDE3B
PDE5A
PDESA
PDE9A
PDE10A

Abb.11: Darstellung der PDE-Isoformen, die gleichzeitig in der unverdickten und in der
verdickten LP exprimiert sind

A-B: Querschnitt eines Hodens mit normaler LP (A) und verdickter LP (B). Der Balken gibt
eine Ldnge von 150um an.

C: In der RT-PCR konnten folgende Transkripte in beiden LP-Priparationen nachgewiesen
werden: PDE1A (240bp), PDEIB (199bp), PDE3B (242bp), PDE5SA (245bp), PDESA
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(265bp), PDE9A (193bp) und PDE10A (207bp). Die ausgeschnittene Lamina propria wird
mit ,,LP* und der intratubulédre Bereich mit ,,Tubuli ohne Lamina propria (T-LP)* bezeichnet.
»+ ¢ zeigt die positive cDNA Probe (mit reverse Transkriptase), ,,-,, zeigt die negative cDNA
Probe (ohne reverse Transkriptase), ,,0 steht fiir die Wasserkontrolle (ohne cDNA).

In der unverdickten und auch in der verdickten LP konnten die cGMP-spezifischen Isoformen
PDESA und PDE9A lokalisiert werden, ebenso wie die dual-spezifischen PDE1A, PDEIB,
PDE3B und PDE10A. Das Vorkommen von PDE8A, klassifiziert als cAMP-spezifische PDE,
lie} sich ebenfalls in beiden LP-Préparationen bestétigen.

Wie zuvor beschrieben (Punkt 4.1.2), war es moglich PDESA-mRNA mit Hilfe spezifischer
Markergene und einem einfachen Ausschluss-Prinzip eindeutig Keimzellen zuzuweisen.
Somit konnte man PDES-Transkripte in Priparationen mit normaler Spermatogenese
nachweisen. In Hodenbiopsien mit dem Krankheitsbild SCO besteht der intratubulidre Bereich

nur noch aus Sertolizellen, wihrend Keimzellen komplett abwesend sind.

4.1.6 Vergleich der PDE-Isoformen, die weder in unverdickter LP noch verdickter LP

exprimiert sind

Wie zuvor beschrieben (Punkt 4.1.3- 4.1.4), konnten einige PDEs nicht in unverdickter oder
verdickter LP nachgewiesen werden. In der folgenden Abbildung wurden die Daten

miteinander verglichen.

unverdickte LP verdickte LP
LP T-LP Lu LP T-LP Lu
T -0+-0+-0 T -0+ -0+ -0

PDE1C

PDE2A

PDE3A

PDESB

PDE11A

Abb. 12: Darstellung der PDE-Isoformen, die weder in der unverdickten noch in der
verdickten LP exprimiert sind

In der RT-PCR wurden Primer fiir folgende PDEs benutzt: PDE1C (222bp), PDE2A (183bp),
PDE3A (236bp), PDESB (212bp) und PDE11A (203bp).

Die ausgeschnittene Lamina propria wird mit ,,LP* und der intratubulédre Bereich mit ,, Tubuli
ohne Lamina propria (T-LP)* bezeichnet. ,+* zeigt die positive cDNA Probe (mit reverse
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Transkriptase), ,,-,, zeigt die negative cDNA Probe (ohne reverse Transkriptase), ,,0% steht fiir
die Wasserkontrolle (ohne cDNA).

Die dual-spezifischen PDE-Isoformen PDE2A, PDE3A und PDEI1A konnten weder in
isolierter unverdickter noch in verdickter LP nachgewiesen werden. PDEI1C ist die einzige
PDE-Isoform, die eine Abweichung in der Expression von unverdickter im Vergleich zu
verdickter LP zeigte. PDESB-mRNA konnte hingegen weder in unverdickter und verdickter
LP, noch in ,,Tubuli ohne LP*“-Prédparationen (mit normaler und gestorter Spermatogenese)

nachgewiesen werden.

4.1.7 Besonderheiten bei der Lokalisierung einiger PDE-Isoformen

Wie zuvor erwihnt, sind uns wihrend unserer Untersuchungen verschiedene Besonderheiten
im Vorkommen einiger PDE-Isoformen aufgefallen. Die einzige PDE, die nur in der
unverdickten, nicht aber in der verdickten LP exprimiert wird, ist die PDE1C (Abb. 9 und
10).

T. seminiferi mit T. seminiferi mit
unverdickter LP verdickter LP

LP T—LP Lu
+ -0 + - -

Abb. 13: Vergleich der Expression von PDE1C in unverdickter und verdickter LP

A-B: Querschnitt eines Hodens mit unverdickter LP (A) und verdickter LP (B).

C: PDEIC-mRNA (222bp) wurde mit der kombinierten Methode der LCM und
anschlieBender RT-PCR in normaler, aber nicht in verdickter LP nachgewiesen. Als
Muskelzell-Marker wurde SMA (198bp), als Sertolizell-Marker AMH (179bp) und als
Keimzell-Marker CatSperl (227bp) eingesetzt. Als Langenstandard diente ein 100bp DNA-
Marker. Die ausgeschnittene Lamina propria wird mit ,,LLP* und der intratubulire Bereich mit
,»Tubuli ohne Lamina propria (T-LP)* bezeichnet. ,,+* zeigt die positive cDNA Probe (mit
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reverse Transkriptase), ,,-,, zeigt die negative cDNA Probe (ohne reverse Transkriptase), ,,0%
steht fiir die Wasserkontrolle (ohne cDNA).

Die Spezifitdt dieses Befundes zeigte sich durch die zusidtzliche Untersuchung Zelltyp-
spezifischer Marker (Abb. 13). Kontaminationen konnten durch die Qualititskontrolle der
zusitzlich eingesetzten Markergene ausgeschlossen werden. Die Anwendung spezifischer
Primer fiihrte zur Identifizierung von Muskelzellen in isolierten LP-Prédparationen. Als
Keimzell-Marker diente CatSperl. Keimzellen waren nur nachweisbar in ,T-LP“-
Préparationen von Probanden mit gesunder Spermatogenese, angezeigt durch ein positives
Signal im Agarosegel. Neben dem SCO-Syndrom mit verdickter LP wurden auch Patienten
mit diagnostizierter Hypospermatogenese und verdickter LP untersucht (Daten nicht gezeigt).
Dabei konnte im Keimepithel durch die Prdsenz von CatSperl eindeutig Keimzellen
nachgewiesen werden. Durch das Fehlen von Keimzellen beim SCO-Syndrom konnte PDE1C
eindeutig Sertolizellen zugeordnet werden, neben der zuvor bereits beschriebenen Keimzell-

Lokalisation von PDEIC (Yan et al., 2001).

Wie in Abbildung 8 gezeigt, weist die Lokalisation von PD5SA im Hoden ebenfalls eine
Besonderheit auf. PDE5S-mRNA konnte dabei pridzise Keimzellen, aber nicht Sertolizellen

zugeordnet werden. Dies wurde ausfiihrlich unter Punkt 3.1.2 beschrieben.

Eine weitere Besonderheit zeigte die Expression der cAMP-spezifischen PDESB. Die
mRNA-Transkripte wurden in der Gesamt-RNA des Hodens (Abb. 6) eindeutig
nachgewiesen. Allerdings konnte diese Isoform weder in der isolierten LP (unverdickt und
verdickt) und intratubulédr bei Tubuli mit normaler oder gestorter Spermatogenese lokalisiert

werden (Abb. 14).

92



LP T-LP Lu LP T-LP Lu
+-0+-04+ -0 T -0+-0+ -0

PDESB

500

D]

Abb. 14: Expression von PDESB im menschlichen Hoden

A: Expression von PDE8B (212bp) in einer Gesamt-RNA-Préparation des menschlichen
Hodens und der Lunge, die als Kontrollorgan diente. B-C: Himatoxylinfarbung eines
Querschnitt eines Hodens mit normaler LP (B) im Vergleich zu verdickter LP (C).

D: Fehlende Expression von PDESB-mRNA in isolierter unverdickter (B) vs. verdickter LP
(C) und dem intratubuldren Bereich. Der Balken gibt eine Lidnge von 150pm an. Als
Lingenstandard diente ein 100bp DNA-Marker.

Die spezifische Lokalisierung von PDE8B wurde darauthin in gepickten Interstitium-Arealen
untersucht (Abb. 10A-B). Um zu ermitteln, ob PDE8SB in Leydigzellen oder in Gefden im
Interstitium exprimiert wird, wurde ein zusitzlicher Marker zur Bestimmung der genauen
Lokalisation verwendet. Als Leydigzell-Marker wurde CYPI19A verwendet. Mit Hilfe der
LCM-Methode wurden nun groflere Gefde und interstitielle Bereiche isoliert und mit RT-

PCR unter Verwendung zusitzlicher Marker analysiert (Abb.11).
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PDESB
CYP19A

SMA

B-Aktin

Abb. 15: Lokalisierung von PDE8B im menschlichen Hoden

A-D: Hématoxylinfarbung eines Hoden-Querschnittes. Mit der LCM-Methode wurden
interstitielle Areale (A-B) und Gefifle (C-D) ausgeschnitten.

E: PDE8B-Expression (212bp) konnte mit RT-PCR im Interstitium gezeigt werden. Die
Qualitédtskontrolle der isolierten Proben erfolgte durch die Verwendung des Leydig-
Zellmarkers CYP19A (256bp) und Muskelzell-Markers SMA (147bp). B-Aktin (199bp)
diente als interne Positivkontrolle. Folgende Abkiirzungen werden verwendet: Interstitium
(Int), GefidBe (Gef), Gesamtpriparation einer humanen Hodenbiopsie (Ho) als Kontrolle. Der
Balken gibt eine Linge von 150um an. Als Lingenstandard dient ein 100bp DNA-Marker.

PDE8B-mRNA konnte in isolierten interstitiellen Arealen nachgewiesen werden, jedoch nicht
in ausgeschnittenen Gefidflen. Der Muskelzell-Marker SMA reagierte positiv auf Proben mit
isoliertem Institium und isolierten GefiaBen, da im Interstitium ebenfalls kleinere muskulire
GefidBle lokalisiert sind. Allerdings konnten nur in der Interstitium-Probe gleichzeitig
Leydigzellen, angezeigt durch die Expression von CYPI9A, und PDE8B nachgewiesen

werden.
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4.1.8 Isolierung peritubulirer Zellen aus der Lamina propria menschlicher Hodenbiopsien

Ein bereits bekanntes Primérzell-Modell humaner peritubuldrer Zellen (Albrecht, 2009;
Albrecht et al., 2006) machten wir uns zunutze, um die Expression der bisher untersuchten
PDE-Isoformen quantifizieren zu kénnen. Zunédchst wurden Hodenbiopsie-Proben aus TESE-
Eingriffen (sieche Material und Methoden 2.6.1.) unter dem Binokular weitest moglich von
Bindegewebe befreit und vereinzelt. Ein Teil des Gewebes wurde anschlieBend fiir
histologische Untersuchungen in Bouin fixiert, um die Morphologie der LP zu begutachten
(Abb. 16). Das restliche Gewebe wurde fiir Zellkulturversuche verwendet (siche Punkt 4.1.9.-
4.1.10).

unverdickte LP verdickte LP
Biopsie 1 Biopsie 2 Biopsie 3
Azan
SMA
Calponin
~_':'>~V\- o r——
A B £ O v A TN
4 M ¢ ‘ ¥ o
Myh11 ¢ il \g NX /‘: o e
¢ / x“\_ wE - - "’Lf* “ ‘(«%\ !
~ e A

Abb. 16: Histologische Beurteilung der Lamina propria-Morphologie

A-L: Einteilung der Hodenbiopsien nach unverdickter (A-K) und verdickter LP (C-L) anhand
spezifischer Antikorper gegen kontraktile Proteine wie SMA (D-F), Calponin (G-I) und
Myosin-heavy-chain 11 (Myhl1; J-L). Zusitzlich erfolgte Azanfiarbung (extrazelluldre Matrix
blau, Zellkerne rot) zum Nachweis von kollagenen Fasern. Biopsie 1 weist trotz
Spermatogenese-Storung eine unverdickte Lamina propria auf. Der Balken gibt eine Lénge
von 100um an.
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In einer Studie von 2011 (Volkmann et al., 2011) wurde beschrieben, dass trotz pathologisch
verdickter LP die peritubuldren Zellen einen kontraktilen Myofibroblasten-Charakter
beibehalten.

Dies wurde nun an Biopsien iiberpriift durch histologische Begutachtung. In Abbildung 16
wurde die Verdickung der LP durch Azanfirbung (blau, Abb. 16 A-C) sichtbar gemacht.
Trotz vermehrter Zunahme der extrazelluliren Matrix (EZM) im Fall einer fibrotisch,
verdickten LP (Abb. 16C) bleiben kontraktile Elemente erhalten. Dies konnte durch
immunhistochemische Farbungen mit spezifischen Antikorpern gegen SMA (Abb. 16F),
Calponin (Abb. 16I) und Myhl1 (Abb. 16L) gezeigt werden.

Vor dem Hintergrund der reduzierten Verfiigbarkeit menschlicher Hodenbiopsien wurden
zwei Proben mit einer unverdickten LP und eine Probe mit fibrotisch verdickter LP fiir
weitere Untersuchungen herangezogen. Diese wurden sowohl fiir quantitative Real-Time als

auch fiir immunhistochemische Untersuchungen fiir Vorversuche ausgewdhlt.

Fir nachfolgende  Expressions-Untersuchungen  (siche Punkt 4.1.9.) mussten
Verunreinigungen mit anderen Zellen des Hodens, die eventuell aus den Explantaten heraus
wuchsen, ausgeschlossen werden. Durch RT-PCR mit gleichzeitiger Verwendung
hodenspezifischer Markergene fiir Leydigzellen (Cypl9A), Keimzellen (CatSperl) und
Sertoli-Zellen (AMH) konnten isolierte Zellproben mit unverdickter und verdickter LP auf

Kontaminationen nicht gewiinschter Zelltypen iiberpriift werden. (Abb. 17).

unverdickte LP verdickte LP

A A Gesamt-
Ve _ N _ — Hoden-
Biopsie 1  Biopsie 2 Biopsie 3 Préoaration
1234 1234 1234 1234

o i - - =

Abb. 17: RT-PCR-Untersuchungen von Primirzellen auf Kontamination benachbarter
Zellen der Lamina propria

A-B: Der Nachweis erfolgte an Primérzell-Lysaten mit RT-PCR. Jeweils zwei Proben von
Biopsien mit unverdickter LP und eine Probe mit verdickter LP wurden auf
Verunreinigungen benachbarter hodenspezifischer Zelltypen iiberpriift (A). Zur Kontrolle
wurden die Primer auch an einer Gesamt-Hodenpréparation getestet (B).

Primer fiir folgende Proteine wurden eingesetzt:

(1)-Cytochrom P450 (CYP19A) als Leydig-Zellmarker (175bp)

(2)-CatSperl als Keim-Zellmarker (227bp)

(3)-anti-Miiller-Hormon (AMH) als Sertoli-Zellmarker (179bp)
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(4)-RPL30 als Housekeeping-Gen (158bp) (A-B).

Es konnte keine Kontamination mit Leydig-Zellen, Keimzellen und Sertoli-Zellen in den
menschlichen Primérzell-Lysaten verschiedener Biopsie-Proben festgestellt werden. Die
Kontrolle an einer Gesamt-Hodenpriparation zeigte die Expression der {iiberpriiften

Markergene.

4.1.9 Quantifizierung der PDE-Isoformen in unverdickter und verdickter Lamina propria

Im Folgenden wird das Expressionsniveau der PDE-Isoformen, welche in vivo in der LP
vorkommen, in isolierten, kultivierten Zellen der unverdickten und der verdickten LP

untersucht.

Neben der Ermittlung der PDE-Expressionslevel erfolgte auch eine Quantifizierung der
kontraktilen (SMA, PKGI, Myhll, Calponin und Smoothelin) und Bindegewebsmarker
(CD90, Vimentin, Kollagenl und Fibronektin) auf Transkriptebene. Die Expression jedes
Gens wurde auf den internen Standard RPL30 bezogen, der hier als Housekeeping-Gen

verwendet wurde (de Jonge HJ, 2007).
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Abb. 18: Genexpressionsdaten von zwei humanen Hodenbiopsien mit unverdickter LP
(A) und einer Hodenbiopsie mit verdickter LP (B)

A-B: Im oberen Teil beider Abbildungen sind gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-
Fragmente aller in der Real-Time-PCR untersuchten Gene mit spezifischer Banden-Grofe
dargestellt: PDE1A (240bp), PDE1B (199bp), PDEIC (222bp), PDE3B (242bp), PDESA
(245bp), PDE8SA (265bp), PDE9A (212bp), PDEIOA (207bp), SMA (147bp), cGMP-
abhingige Proteinkinase I (PKGI, 467bp), Myosin-heavy-chain 11 (Myhl1, 182bp), Calponin
(CPN, 114bp), Smoothelin (SMN, 116bp), CD90 (239bp), Vimentin (Vim, 241bp), Kollagenl
(Coll,128bp) und Fibronektin (FN, 230bp). Als Lingenstandard diente ein 100bp DNA-
Marker. Die Expression der Gene von Zellen mit unverdickter (A) und verdickter (B) LP
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wurden mit der ACt-Methode quantifiziert und auf das Housekeeping-Gen RPL30 normiert.
Die Darstellung der mRNA-Daten wird in einem gruppierten Sdulendiagramm prisentiert.
Die relative Expression der hier untersuchten Gene erfolgte iiber mehrere Passagen, welche
farblich markiert wurden (Bildlegende). Bei Proben mit unverdickter LP wurden 6
unabhiéngige Versuche pro Passage und bei der Probe mit verdickter LP 3 unabhéngige
Versuche pro Passage zusammengefasst. In allen Versuchen erfolgten die Real-Time-
Messungen in Triplikaten.

Abbildung 18A-B zeigt die relative Expression der untersuchten PDE-Isoformen im
Vergleich zu ausgewihlten kontraktilen und Bindegewebsmarkern im Uberblick. Die
Auswertung der mRNA-Daten erfolgte mit den Passagen 4 (P4) bis 6 (P6) von isolierten
Zellen zweier Biopsien mit unverdickter LP (Abb. 18A) und einer Biopsie mit verdickter LP
von P3 bis P6 (Abb. 18B). Die Auswertung wurde im Methodenteil beschrieben (Punkt

3.5.9).

Da die Spreizung der y-Achse suggeriert, dass nur SMA und die Bindegewebsmarker CD90,
Vimentin, Kollagenl und Fibronektin exprimiert werden, wurde eine separate Auftrennung
der DNA-Fragmente aller verwendeten Gene mittels Agarose-Gelelektrophorese gezeigt

(Abb. 18A-B, jeweils oben).

Sowohl bei Zellen mit unverdickter (Abb.18A) und verdickter LP (Abb.18B) war zu sehen,
dass das Expressionsniveau der Bindegewebsmarker Vimentin und Fibronektin etwa gleich
stark exprimiert war und im Vergleich zu den anderen Transkripten dominierte.

Auch die Bindegewebsmarker CD90 und Kollagenl sowie der kontraktile Marker SMA
waren in den isolierten Zellen dhnlich stark exprimiert, aber deutlich schwécher als Vimentin
und Fibronektin. Die vergleichsweise geringe Expression der untersuchten PDE-Isoformen
(PDE1A, PDEI1B, PDEIC, PDE3B, PDESA, PDESA, PDEY9A und PDE10OA) und der
weiteren kontraktilen Marker (PKGI, Myh11, Calponin und Smoothelin) war erst in einer

separaten Darstellung mit gespreizter Skalierung erkennbar (Abb. 19-21).
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Abb. 19: mRNA-Expression der PDE-Isoformen in unverdickter und verdickter
Lamina propria

A-D: Vergleichende Darstellung der im iCycler IQ™ gemessenen relativen mRNA-Mengen
der PDE-Isoformen. Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der ACt-Methode quantifiziert
und auf das Housekeeping-Gen RPL30 normiert. A: Relative Expression der PDE-Isoformen
von Zellen der unverdickten LP. B: Vergroflerte Darstellung der relativen Expression von
PDEIB, 3B, 9A, 10A von Zellen der unverdickten LP. C: Relative Expression der PDE-
Isoformen bezogen auf das Housekeeping-Gen RPL30 von Zellen der verdickten LP. D:
VergroBerte Darstellung der relativen Expression von PDE1B, 3B, 9A, 10A von Zellen der
verdickten LP. Bei Proben mit unverdickter LP(A-B) wurden 6 unabhéngige Versuche pro
Passage und bei der Probe mit verdickter LP (C-D) 3 unabhiingige Versuche pro Passage
zusammengefasst. Durch den Mann-Whitney-Test wurden Unterschiede zwischen jeweils
zwel Passagen gepriift. Signifikante Unterschiede mit p<0,05 sind mit einem Stern (*) und
hochsignifikante Unterschiede mit p<0,005 sind mit zwei Sternen (**) gekennzeichnet.

Die Auswertung der quantifizierten PDE-Isoformen erfolgte unter dem Blickpunkt der
unterschiedlichen LP-Morphologie (unverdickt versus verdickt).
Die Isoformen PDEIA, PDE1C, PDESA und PDESA zeigten eine relative Expression von

0,005-0,05 zur RPL30-Expression (Abb. 19A und 19C). Das mRNA-Level von PDEIB,
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PDE3B, PDE9A und PDE10A lag deutlich darunter (0,00001-0,0003 der relativen Expression
zum Standard RPL30; Abb. 19B und 19D). Dies galt sowohl fiir die mRNA-Daten der Zellen
von unverdickter LP (Abb. 19A-B) als auch fiir die Daten von Zellen der verdickten LP (Abb.
19C-D).

PDE1A- und PDESA-Expression von Zellen der unverdickten LP (Abb. 19A) zeigten keinen
signifikanten Unterschied von P3 zu P6 (ca. 0,03-0,05 relative Expression). PDEIC war
geringfiigig schwicher exprimiert als die zuvor genannte PDEIA sowie 5A und wies
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied innerhalb der untersuchten Passagen auf. Die
PDE8A-Expression lag nur geringfiigig unter dem Expressionsniveau der PDEIC. Das
Transkript wies allerdings Expressionsunterschiede von P4 verglichen zu den weiteren
untersuchten Passagen (PS5, P6) auf. PDESA war in P3 signifikant hoher exprimiert als in P4,
P5 und P6 (p=0,002, Mann-Whitney-Test). Die geringste relative Expression bezogen auf
RPL30 zeigten PDEIB und PDE3B (unter 0,0001 relative Expression bezogen auf den
Standard RPL30). PDE9A und PDEI10A (relative Expression: 0,0001-0,0003) waren

geringfiigig stirker expremiert als die zuvor beschriebenen PDE1B und 3B.

Die Zellen der verdickten LP zeigten ein insgesamt vergleichbares PDE-Expressionsmuster
wie die Zellen der unverdickten LP. Unterschiede in der Expression der hier untersuchten
Gene zwischen Zellen der unverdickten LP und verdickten LP wurden mit Hilfe des Mann-
Whitney-Tests ermittelt. Dabei konnte ein Vergleich nur innerhalb derselben Passage
durchgefiihrt werden (Vergleich von P4 unverdickte LP mit P4 verdickte LP usw.).

Die relative Expression von PDEIA lag durchschnittlich unter dem Wert 0,01 (Abb. 19B).
Die Expression dieses Transkripts war in Zellen der verdickten LP signifikant vermindert im
Vergleich zur PDE1A-Expression in Zellen der unverdickten LP (1Abb. 19A). Dabei wurde
ein Unterschied (p=0,0238; Mann-Whitney-Test) im direkten Vergleich der Passagen P4 mit
P4, PS5 mit PS5 und P6 mit P6 festgestellt.

PDEIB hingegen war deutlich schwicher exprimiert (relative Expression ca. 0,0001) als
PDEI1A (relative Expression ca. 0,009, Abb. 14C-D) in Zellen der verdickten LP. Jedoch war
PDE1B mit einem signifikanten Unterschied von p=0,0238 (Mann-Whitney-Test) in Zellen
der verdickten LP hoher exprimiert als in Zellen der unverdickten LP. Dies galt fiir die
Passagen 4, 5 und 6. Die relative Expression von PDE1C lag durchschnittlich bei einem Wert
von 0,008. Zwischen Zellen der unverdickten und der verdickten LP konnte kein signifikanter
Unterschied der PDEIC-Expression festgestellt werden. Wie zuvor in Zellen der

unverdickten LP, wurden ebenfalls vergleichsweise niedrige mRNA-Mengen von PDE3B in
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Zellen der verdickten LP gemessen. PDESA war dhnlich stark exprimiert in Zellen der
unverdickten (Abb. 19A) und verdickten LP (Abb. 19C) mit einer relativen Expression von
ca. 0,03. Interessanterweise zeigte PDESA in Zellen der verdickten LP die hochste PDE-
Expression (Abb. 19C). In Zellen der unverdickten LP waren PDE1A und PDESA beinahe
gleichwertig dominant exprimiert (Abb. 19A). Allerdings war eine signifikante Abnahme der
relativen Expression von PDES zwischen P4 und P6 (p=0,032, Mann-Whitney-Test) in Zellen
der verdickten LP zu beobachten. PDESA-Transkripte wiesen eine relative Expression von
0,005 auf. Somit unterschied sich die Expression dieses Gens wenig im Vergleich zu Zellen
der unverdickten LP. PDE9A war nur geringfiigig stiarker exprimiert in Zellen der verdickten
LP im Vergleich zu Zellen der unverdickten LP. In Zellen der verdickten LP war eine
Abnahme der PDE10A-Expression von P4 nach P5 und P6 zu beobachten. Die Expression
des Gens war allerdings gleich stark sowohl in Zellen der unverdickten als auch der

verdickten LP.

Zur weiteren Charakterisierung der isolierten, peritubuldren Zellen der unverdickten und
verdickten LP erfolgte die Quantifizierung kontraktiler (SMA, PKGI, Myhl1, Calponin,
Smoothelin) und Bindegewebsmarker (CD90, Vimentin, Kollagenl, Fibronektin) bezogen auf
das Housekeeping-Gen RPL30. Die Ergebnisse werden nun im Einzelnen dargestellt.
Zunichst folgt in Abbildung 20 die Darstellung der relativen Expression der kontraktilen
Marker.
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Abb. 20: mRNA-Expression kontraktiler Marker in unverdickter und verdickter
Lamina propria

A-D: Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der ACt-Methode quantifiziert und auf das
Housekeeping-Gen RPL30 normiert. A: Relative Expression kontraktiler Marker von Zellen
der unverdickten LP. B: VergroBerte Darstellung der relativen Expression von PKGI, Myhl1
und Smoothelin von Zellen der unverdickten LP. C: Relative Expression kontraktiler Marker
bezogen auf das Housekeeping-Gen RPL30 von Zellen der verdickten LP. D: Vergroflerte
Darstellung der relativen Expression von PKGI, Myhl1 und Smoothelin von Zellen der
verdickten LP. Bei Proben mit unverdickter LP (A-B) wurden 6 unabhiingige Versuche pro
Passage und bei der Probe mit verdickter LP (C-D) 3 unabhingige Versuche pro Passage
zusammengefasst. Mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests wurden Unterschiede zwischen den
einzelnen Passagen gepriift. Signifikante Unterschiede mit p<0,05 sind mit einem Stern (*)
und hochsignifikante Unterschiede mit p<0,005 sind mit zwei Sternen (**) gekennzeichnet.
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Das Expressionsmuster der kontraktilen Marker war dhnlich in Zellen der unverdickten und
verdickten LP (Abb. 20A-D). SMA wies in Zellen beider LP-Gruppen die hochste Expression
der kontraktilen Marker auf (Abb. 20A und C). Allerdings war in Zellen der unverdickten LP
eine signifikante Abnahme der SMA-Expression von P3 nach P6 zu beobachten (P3 zu PS5,
p=0,01; P3 zu P6; p=0,004; P4 zu P6, p=0,009; Mann-Whitney-Test, Abb. 20A). Weniger als
die relative Expression von 0,1 bezogen auf den Standard RPL30 wiesen die weiteren
kontraktilen Marker Calponin, PKGI, Myh11 und Smoothelin auf. Dies galt sowohl in Zellen
der unverdickten als auch verdickten LP (Abb. 20A-D).

Die relative Expression der Transkripte fiir Calponin und PKGI von Zellen der unverdickten
LP waren im Bereich von 0,005-0,06 und blieben iiber die untersuchten Passagen P3 bis P6

stabil. Am niedrigsten waren Myh11 und Smoothelin exprimiert.

Die relative Expression der kontraktilen Marker in Zellen der verdickten LP zeigten keine
signifikanten Expressions-Schwankungen von P4 bis P6. SMA wies, wie bereits erwihnt, die
hochste Transkriptmenge (relative Expression von 0,2-0,3) der kontraktilen Marker (Abb.
20C) auf. Die SMA-Expression in Zellen der unverdickten und verdickten LP war dhnlich
stark mit Ausnahme der P6. Dort war SMA signifikant hoher exprimiert in Zellen der
verdickten LP (p=0,0357, Mann-Whitney-Test). Calponin und PKGI zeigten ein dhnliches
Expressionsmuster (relative Expression: 0,005-0,06) im Vergleich zu den Zellen der
unverdickten LP. Die Smoothelin-Expression war zwar in Zellen der verdickten LP konstant
zwischen den Passagen 4 bis 6, doch in Zellen der verdickten LP wies Smoothelin im
direkten Vergleich der Passagen 4 mit 4, P5 mit P5 und P6 mit 6 eine signifikant hohere
Expression (p=0,0238; Mann-Whitney-Test) als in Zellen der unverdickten LP auf. Myhl1
wies im Vergleich zu den anderen kontraktilen Marker (SMA, PKGI, Calponin, Smoothelin)
insgesamt die niedrigste Expression der hier untersuchten kontraktilen Marker in Zellen der
verdickten LP auf. Es trat keine signifikante Verdnderung in Zellen der unverdickten und

verdickten LP auf.
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Abb. 21: mRNA-Expression von Bindegewebsmarkern in unverdickter und verdickter
Lamina propria

A-B: Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der ACt-Methode quantifiziert und auf das
Housekeeping-Gen ~ RPL30  normiert. = A:  Relative  Expression  spezifischer
Bindegewebsmarker von Zellen der unverdickten LP. B: Relative Expression spezifischer
Bindegewebsmarker von Zellen der verdickten LP. Die Standardabweichung wurde aus den
Mittelwerten berechnet und setzte sich bei Proben der unverdickten LP (A) aus 6 pro Passage
und bei der Probe der verdickten LP (B) aus 3 pro Passage zusammen. Mit Hilfe des Mann-
Whitney-Tests wurden Unterschiede zwischen den einzelnen Passagen gepriift. Signifikante
Unterschiede mit p<0,05 sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Wie zuvor erwihnt (siche Abb. 19A-B) wurden in kultivierten Zellen der unverdickten wie
auch der verdickten LP hohe und vergleichbare Transkriptlevel der Bindegewebsmarker
Vimentin und  Fibronektin  gefunden. Die Expression anderer untersuchter
Bindegewebsmarker (CD90, Kollagenl), von kontraktilen Markern (SMA, PKGI, Myhl1,
Calponin, Smoothelin) und PDE-Isoformen (PDE1A, 1B, 1C, 5A, 8A, 9A, 10A) war deutlich
geringer. Wihrend die Transkriptspiegel von Vimentin und Fibronektin unter beiden LP-
Bedingungen die RPL30-Expression um 20-80% {iberschritten, lagen CD90 und Kollagenl
etwa 1-5% unter dem RPL30-Expressionsniveau (siehe 3.5.9). Das Expressionsniveau der
Bindegewebsmarker von Zellen der unverdickten LP war durchgehend von P3 bis P6 stabil.
Eine signifikante Abnahme von Vimentin von P4 nach P5 und P6 (P4 nach P5: p=0,02; P4
nach P6: p=0,025; Mann-Whitney-Test) konnte in Zellen der verdickten LP festgestellt
werden. Das Expressionsniveau von CD90 blieb in Zellen beider LP-Gruppen unverindert,
withrend Kollagenl in Zellen der verdickten LP signifikant zunahm (Vergleich P4 mit P4, P5
mit P5, p=0,0238; Mann-Whitney-Test) im Vergleich zur Kollagenl-Expression in Zellen der

unverdickten LP.
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4.1.9.1 PDE1C-Expression bei verdickter LLP-Vergleich von Laser-mikrodissezierten LP-

Proben mit kultivierten peritubulidren Zellen

Wie zuvor erwihnt, konnte PDE1C als einzige der untersuchten PDE-Isoformen mit Hilfe der
LCM in Kombination mit RT-PCR in der unverdickten, aber nicht in der verdickten LP
nachgewiesen werden (Punkt 4.1.6, Abb. 12; Punkt 4.1.7 Abb. 13). Demgegeniiber war
PDEIC aber nachweisbar in untersuchten kultivierten peritubulidren Zellen der Passagen 3-6,
die von Patienten mit verdickter LP stammen (Punkt 4.1.9, Abb. 16).

Durch die nachfolgenden Untersuchungen soll geklirt werden, zu welchem Zeitpunkt der
Zellkultivierung PDEIC wieder gebildet wird. Geschieht dies sobald Zellen aus dem
peritubuldren Gewebe auswachsen oder erst bei fortschreitender Passagierung?

Diesbeziiglich wurden menschliche Hodenbiopsien fiir verschiedene Versuchsansitze
separiert. Ein Teil der Biopsie wurde unfixiert in fliissigem Stickstoff eingefroren, um anhand
der LCM-Methode die Lamina propria zu isolieren und durch RT-PCR die Expression von
PDEIC zu iiberpriifen. Gleichzeitig wurde ein anderer Teil derselben Hodenbiopsie fiir
Zellkulturversuche vereinzelt. Die bisherigen Expressionsanalysen fanden an isolierten Zellen
der Passagen 3-6 statt. Nun soll durch RT-PCR direkt in Passage O ermittelt werden, ob die
Zellen im Stadium des Herauswachsens aus der verdickten LP-Schicht die Fiahigkeit besitzen
PDEIC zu bilden. Die histologische Beurteilung iiber den Zustand der Spermatogenese und
der LP erfolgte an den Biopsien im Rahmen klinischer Routineuntersuchungen durch Prof.
Bergmann (siehe Punkt 3.2.). Die hier verwendete Biopsie wurde als Spermatozytenarrest mit

verdickter LP diagnostiziert.
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RT-PCR nach

RT-PCR mit isolierter Kultivierung isolierter
verdickter LP nach LCM Zellen aus verdickter LP
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Abb. 22: Expression von PDE1C in kultivierten peritubuliren Zellen der verdickten LP
A: Querschnitt einer Hodenbiopsie mit verdickter LP. Azanfarbung zeigt extrazelluldre
Matrix in blau. Zellen und Zellkerne werden rot gefdrbt. Der Balken gibt eine Linge von
100um an. B: Aus kryopriserviertem Biopsie-Material wurde die verdickte LP-Schicht mit
LCM isoliert und in der RT-PCR mit zusitzlichen Markern, um Kontaminationen mit
umgebendem Gewebe auszuschlieBen, analysiert. C: RNA wurde aus kultivierten Zellen
derselben Biopsie mit verdickter LP isoliert und die Expression von PDEIC in den Passagen
(P) 0-3 mit RT-PCR bestimmit.

Fiir folgende Gene wurden Primer eingesetzt: PDEIC (222), SMA (147bp), AMH (179bp),
CD90 (239bp) und CatSperl (227bp). Als interne Kontrolle dienten Primer fiir die
Housekeeping-Gene B-Aktin (199bp) und RPL30 (158bp). Die ausgeschnittene Lamina
propria wird mit ,,LP“ bezeichnet. Gesamthoden-Lysat (Ho) wurde als Positivkontrolle
verwendet. ..+ zeigt die positive cDNA Probe (mit reverser Transkriptase), ,,-,, zeigt die
negative cDNA Probe (ohne reverse Transkriptase), ,,0° steht fiir die Wasserkontrolle (ohne
cDNA).

RPL30

PDEI1C war in vivo nicht in verdickter LP nachweisbar. Kontaminationen durch Keimzellen
oder Sertoli-Zellen konnten durch die Qualititskontrolle mit zusdtzlich eingesetzten
Primerpaaren fiir Markergene, wie CatSperl als Keimzell-Marker und AMH als Sertoli-

Zellmarker, ausgeschlossen werden.
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In kultivierten Zellen derselben Biopsie konnte die Expression von PDEIC allerdings in
Passage 0 und den nachfolgenden Passagen 1-3 durch RT-PCR-Untersuchungen wieder
nachgewiesen werden. Die peritubuldren Zellen von Passage 0 migrieren zu diesem Zeitpunkt
vom Tubulus weg und beginnen mit der Proliferation. Der Tubulus wurde vor der RNA-
Isolierung der Zellen entfernt und die Zellen durch einen Waschschritt von Mediumresten
befreit. In den RNA-Proben der ausgewachsenen LP-Zellen konnten keine Keimzellen oder
Sertoli-Zellen nachgewiesen werden. Dies konnte durch den Gebrauch spezifischer Marker
(CatSperl-Keimzell-Marker und AMH-Sertoli-Zellmarker) belegt werden. Die kultivierten
LP-Zellen wurden positiv auf Muskelzellanteile durch SMA und auch auf
Bindegewebsanteile durch CD90 getestet.

PDEIC scheint eine wichtige Rolle wihrend des Zeitpunkts des Auswachsens der Zellen aus
dem Tubulus zu iibernehmen. Da PDEIC auch in nachfolgenden Passagen nachgewiesen
werden konnte, scheint PDEIC relevant zu sein bei Migrations- und/oder

Zellteilungsprozessen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die gleichzeitige Expression von kontraktilen und
Bindgewebsmarkern auf Zellen mit Myofibroblasten-Charakter oder auf eine Mischkultur
von Muskel- und Bindegewebszellen in Kultur hindeuten. Zur Kldrung dieses Punktes
wurden zusitzlich immunhistochemische Féarbungen mit Antikorpern gegen Muskelzell-
(SMA und Calponin) und Bindegewebsproteine (CD90 und Vimentin) durchgefiihrt. Die

Ergebnisse werden ausfiihrlich unter dem néchstfolgenden Punkt 4.1.10 besprochen.

4.1.10 Qualitative und quantitative Auswertung der Fluoreszenz-Immun-Firbung

menschlicher peritubulirer Zellen

Mittels Fluoreszenzchemischer Firbung konnten Proteine, die fiir kontraktile und
Bindegewebszellen charakteristisch sind, in isolierten peritubuldren Primérkulturzellen
nachgewiesen werden. Fiir Zellen mit Bindegewebscharakter wurden Antikorper gegen die
Proteine CD90 und Vimentin eingesetzt. Um Eigenschaften von Muskelzellen zu
demonstrieren, wurden Antikorper gegen SMA und Calponin verwendet. Es wurden sowohl
kultivierte, isolierte Zellen der unverdickten als auch der verdickten LP untersucht (Punkt
4.1.8, Abb. 16). Die quantitative Auswertung erfolgte durch Auszdhlung von positiver
Immunreaktion und wurde ausfiihrlich im Methodenteil (Punkt 3.6.3) dargelegt.

Die Immunfluoreszenzanalysen wurden routineméfig an den Passagen P3-P6 bei Zellen der

unverdickten LP durchgefiihrt.
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Abb. 23: Nachweis von Muskelzell- und Bindegewebsmarkern in isolierten
peritubuliiren Zellen der unverdickten LP (Biopsie 1)

A-Ba: Immunhistochemische Firbung von peritubuldren Zellen mit verschiedenen
Antikorpern. Alle Zellen konnen durch den Kernfarbstoff DAPI (blaue Farbung) identifiziert
werden. Die Balken geben einen Maflstab von 100um an. A-D: SMA-positive (*) Farbung
(griin) der Zellen. E-H: Zellen, welche das kontraktile Protein Calponin exprimieren, wurden
durch eine grilne Immunfluoreszenz charakterisiert. Der Stern (*) weist auf Calponin-
negative Zellen hin. I-L: Die rote Immunfluoreszenz stellt Vimentin*-Zellen dar. M-P:
CD90*-Zellen werden ebenfalls durch eine rote Fluoreszenzfarbung dargestellt. Der
Bindegewebsmarker CD90 wird in Zellmembranen exprimiert (weiller Pfeil). Der Stern (*)
weist auf Calponin-negative (E-H), aber CD90-positive Zellen hin. Q-T: Eine
Kolokalisierung von CD90 und Calponin wird durch die Uberlagerung von rot und griin im
Fluoreszensmiskroskop visualisiert. Der Stern (*) weist auf Calponin-negative Zellen (E-H),
aber CD90*-Zellen (M-P) hin. U-X: Gleichzeitige Darstellung von griiner Firbung (SMA™)
des Cytoskeletts und roter Kernfarbung, welche den Proliferationsmarker Ki67 reprisentiert.
Y-Ba: Uberlagerung von roter Fluoreszenz (Vimentin*) und griiner Kernfirbung, welche
ebenfalls den Proliferationsmarker Ki67 représentiert.

Der kontraktile Marker SMA konnte in isolierten Zellen der Biopsie 1 mit unverdickter LP
nachgewiesen werden. Die SMA-Fiarbung war durchgingig in den untersuchten Passagen P3
bis P6 detektierbar. Alle untersuchten Zellen, die durch den Kernfarbstoff DAPI (blaue
Fluoreszenz) leicht identifiziert werden konnten, waren SMA™ (Abb. 23A-D), als Hinweis auf
einen Muskelzell-Phinotyp aller Zellen. Die Immunreaktion der einzelnen Zellen differierte
aber deutlich.

Auch der kontraktile Marker Calponin konnte in isolierten Zellen aller untersuchten Passagen
der Biopsie 1 mit unverdickter LP nachgewiesen werden (Abb. 23E-H). Allerdings wies die
Calponin-Farbung einen Unterschied zu SMA auf. Einige wenige Zellen in jeder untersuchten
Passage P3 bis P6 waren Calponin-negativ, was durch eine fehlende griine Farbung, aber eine
vorhandene blaue Zellkernfirbung, erkennbar war [siehe Stern (*) in Abb. 23E-H, s.a. Abb.
24C]. Dies konnte vor dem Hintergrund, dass Calponin im Vergleich zu SMA als Marker fiir
mehr differenzierte Zellen gilt (di Gioia et al., 2000), verstehbar sein.

Die Antikorper Vimentin und CD90 firben Fibroblasten an und waren ebenfalls in isolierten
Zellen nachweisbar. Vimentin-Féarbung ist im Cytoplasma der Zellen zu finden. Bei CD90
handelt es sich um ein Membranprotein. Dies erklirt die membranakzentuierte Firbung (siehe
weille Pfeilspitzen in Abb. 23M-P). Das Fluoreszenz-Signal von CD90 war bei einigen Zellen
starker ausgeprigt als bei anderen. Alle Zellen, welche durch den Kernfarbstoff DAPI blau
gekennzeichnet wurden, waren sowohl Vimentin* (Abb. 23I-L) als auch CD90* (Abb. 23M-
P).

Die Anfiarbung mit Muskelzell- und Bindegewebsmarkern legte einen Myofibroblasten-

Phéanotyp der Zellen nahe. Zur Bestitigung der Kolokalisation von Muskelzell- und
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Bindegewebsmarkern wurden Doppelfarbungen in einer Zelle durchgefiihrt. In den
Abbildungen 23Q-T war eine Kolokalisierung von CD90 und Calponin feststellbar. Jedoch
lieB sich diese Kolokalisierung nicht fiir alle durch DAPI gekennzeichneten Zellen
nachweisen, da einige wenige Zellen [durch einen Stern (*) markiert] Calponin-negativ (Abb.

23E-H), aber CD90-positiv (Abb. 23M-T) waren.

Um das Zellwachstum und die Zellteilung der kultivierten Zellen beurteilen zu kénnen, wurde
ein Antikorper-Nachweis mit dem Proliferationsmarker Ki67 durchgefiihrt. Eine Ki67*-
Farbung zeigte sich darin, dass der Kern neben der DAPI-Markierung gleichzeitig noch einen
roten (Abb. 23U-X) bzw. einen griinen (Abb. 23Y-Ba) Farbstoff aufwies. Zellteilungen waren
in allen untersuchten Passagen P3 bis P6 zu beobachten. Jedoch teilten sich nicht alle Zellen,
sondern nur eine Subpopulation. Auffillig war, dass der Muskelzellmarker SMA und der
Bindegewebsmarker Vimentin auch in sich teilenden (Ki67%) Zellen regelméBig stark
exprimiert waren.

Eine prozentuale Auswertung der Antikdrper-Fiarbungen erfolgte in Abbildung 24.
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Abb. 24: Quantitative Auswertung der Ki67-positiven Zellen und der Kolokalisation
von CD90 und Calponin in kultivierten Zellen der unverdickten LP (Biopsie 1)

A, links: Prozentualer Anteil der SMA*-Zellen an allen Zellen (DAPI) und prozentualer
Anteil der Ki67"-Zellen an den SMA*-Zellen in P3 bis P6. B, links: Prozentualer Anteil der
Vimentin*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und prozentualer Anteil der Ki67*-Zellen an den
Vimentin*-Zellen in P3 bis P6. A-B, rechts: Exemplarische Immunfirbung Ki67*-Zellen (mit
Pfeil markiert). C, links: Prozentualer Anteil der CD90*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und
prozentualer Anteil der Calponin®-Zellen an den CD90*-Zellen in P3 bis P6. C, rechts:
Beispiel der Kolokalisierung von CD90 (mit Pfeil markiert) und Calponin (mit Stern *
markiert). A-C, rechts: Die Balken geben einen Maf3stab von 100um an.

In allen Zellen, welche durch den Kernfarbstoff DAPI blau gekennzeichnet waren, konnten,
wie zuvor erwihnt (Abb. 23), der Muskelzellmarker SMA und die Bindegewebsmarker
Vimentin sowie CD90 nachgewiesen werden. Diese Antikorperfarbungen wurden in der

prozentualen Auswertung 100% gesetzt (Abb. 24A-C, jeweils die ersten beiden Balken).
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Wie beschrieben (Abb. 24U-Ba) zeigte der Proliferationsmarker Ki67 von P3 bis P6
teilungsaktive Zellen. Die Teilungsrate wurde sowohl in der Doppelfarbung mit dem
kontraktilen Marker SMA als auch dem Bindegewebsmarker Vimentin ermittelt. Alle Zellen
waren SMA* und Vimentin*, aber nicht alle Zellen teilten sich zur gleichen Zeit. Die
Proliferationsrate aller Zellen lag regelmifBig zwischen 22 und 31% in den untersuchten
Passagen 3 bis 6. Ein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney-Test, p<0,05) zwischen den
Passagen konnte nicht festgestellt werden. Die Teilungsrate der Zellen war jedoch bei beiden
Ki67-Farbungen in Passage 6 am niedrigsten (SMA+Ki67: 22%, Vimentin+Ki67: 21%, Abb.
18A-B).

In Abbildung 24C waren alle durch den Kernfarbstoff DAPI (blaue Fluoreszenz)
identifizierten Zellen CD90* und mehr als 80% der Zellen waren gleichzeitig Calponin®
(Abb. 23I-T und Abb. 24C). Die CD90"-Zellen wurden wie zuvor beschrieben ebenfalls
100% gesetzt. Ein signifikanter Unterschied durch den Mann-Whitney-Test (p<0,05)

zwischen P3 bis P6 konnte nicht festgestellt werden.

Die Zellen der zweiten Biopsie mit unverdickter LP (Abb. 16C-D) wurden nach dem gleichen

Prinzip mit denselben Antikérpern gefarbt und ausgewertet.
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Abb. 25: Nachweis von Muskelzell- und Bindegewebsmarkern in isolierten
peritubuliiren Zellen der unverdickten LP (Biopsie 2)

A-Ba: Immunhistochemische Firbung von peritubuldren Zellen mit verschiedenen
Antikorpern. Alle Zellen konnen durch den Kernfarbstoff DAPI (blaue Farbung) identifiziert
werden. Die Balken geben einen Maflstab von 100um an. A-D: SMA-positive (*) Farbung
(griin) der Zellen. E-H: Zellen, welche das kontraktile Protein Calponin exprimieren, wurden
durch eine grilne Immunfluoreszenz charakterisiert. Der Stern (*) weist auf Calponin-
negative Zellen hin. I-L: Die rote Immunfluoreszenz stellt Vimentin*-Zellen dar. M-P:
CD90*-Zellen werden ebenfalls durch eine rote Fluoreszenzfarbung dargestellt. Der
Bindegewebsmarker CD90 wird in Zellmembranen exprimiert (weiller Pfeil). Der Stern (*)
weist auf Calponin-negative (E-H), aber CD90-positive Zellen hin. Q-T: Eine
Kolokalisierung von CD90 und Calponin wird durch die Uberlagerung von rot und griin im
Fluoreszensmiskroskop visualisiert. Der Stern (*) weist auf Calponin-negative Zellen (E-H),
aber CD90*-Zellen (M-P) hin. U-X: Gleichzeitige Darstellung von griiner Firbung (SMA™)
des Cytoskeletts und roter Kernfarbung, welche den Proliferationsmarker Ki67 reprisentiert.
Y-Ba: Uberlagerung von roter Fluoreszenz (Vimentin*) und griiner Kernfirbung, welche
ebenfalls den Proliferationsmarker Ki67 représentiert.

Wie zuvor fiir Biopsie 1 (Abb. 23) ausfiihrlich beschrieben, waren auch der kontraktile
Marker SMA (grilne Fluoreszenzfirbung, Abb. 25A-D) sowie die Bindegewebsmarker
Vimentin (rote Fluoreszenzfiarbung, Abb. 251-L)) und CD90 (rote Fluoreszenzfiarbung, Abb.
25M-T) in allen kultivierten Zellen der Biopsie 2 exprimiert. Dieses Phinomen war von
Passage 3 bis 6 nachweisbar. Die Zellen konnten abermals eindeutig durch den Kernfarbstoff
DAPI (blaue Fluoreszenz) identifiziert werden. Durch Auszdhlung der immunpositiven
Zellen in Abb. 26 A-C wurde diese Beobachtung bestitigt.

Eine Kolokalisation von Calponin und dem Bindegewebsmarker CD90 konnte durch
Doppelfiarbung beider Antikorper ebenfalls in Zellen der Biopsie 2 gezeigt werden (Abb.
25Q-T), wobei nicht alle Zellen Calponin® [Calponin™-Zelle durch einen Stern (*) markiert]
waren.

Die Teilungsrate der Zellen konnte, wie zuvor beschrieben (Abb. 23-24), mit dem
Proliferationsmarker Ki67 ermittelt werden. In Verbindung mit SMA zeigte Ki67 eine rote
Farbung (Abb. 25U-X) und mit Vimentin eine griine Firbung (Abb. 25Y-Ba) im Kern.

Abermals war nur ein Teil der Zellen gleichzeitig teilungsaktiv von P3 bis P6.
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Abb. 26: Quantitative Auswertung der Ki67-positiven Zellen und der Kolokalisation
von CD90 und Calponin in kultivierten Zellen der unverdickten LP (Biopsie 2)

A, links: Prozentualer Anteil der SMA*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und prozentualer
Anteil der Ki67"-Zellen an den SMA*-Zellen in P3 bis P6. B, links: Prozentualer Anteil der
Vimentin*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und prozentualer Anteil der Ki67*-Zellen an den
Vimentin*-Zellen in P3 bis P6. A-B, rechts: Exemplarische Immunfiarbung Ki67*-Zellen (mit
Pfeil markiert). C, links: Prozentualer Anteil der CD90*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und
prozentualer Anteil der Calponin®-Zellen an den CD90*-Zellen in P3 bis P6. C, rechts:
Beispiel der Kolokalisierung von CD90 (mit Pfeil markiert) und Calponin (mit Stern *
markiert). A-C, rechts: Die Balken geben einen Maf3stab von 100um an.

Da alle durch DAPI identifizierten Zellen der Biopsie 2 (unverdickte LP) ebenfalls positiv fiir
den kontraktilen Marker SMA als auch fiir die Bindegewebsmarker Vimentin und CD90
waren, wurden diese Marker in der Auswertung 100% gesetzt (die ersten beiden Sédulen, Abb.
26A-C). Wie zuvor beschrieben (Abb. 24A-B) wurde die Teilungsrate der Zellen von P3 bis
P6 mit dem Proliferationsmarker Ki67 (weiller Pfeil, Abb. 26A) ausgewertet. Im Gegensatz
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zu den Zellen der Biopsie 1, deren Teilungsaktivitit von P3 (31%) bis P6 (22%) leicht
abnahm (Abb. 24A), stieg die Proliferation der Zellen von Biopsie 2 von P3 (23%) nach P6
(31%) an (Abb. 26A). Zwischen den Passagen 3 und 4 wurde ein signifikanter Unterschied
von p=0,0152 (Mann-Whitney-Test) und zwischen P3 und P5 ein signifikanter Unterschied
von p=0,041 (Mann-Whitney-Test) festgestellt.

In Verbindung mit dem Bindegewebsmarker Vimentin zeigte Ki67 (weiller Pfeil, Abb. 26B)
ebenfalls einer Erhohung der teilungsaktiven Zellen von P3 (21%) nach P6 (38%). Ein
signifikanter Effekt von Ki67 zwischen P3 und P5 (p=0,026, Mann-Whitney-Test) und
zwischen P4 und P6 (p=0,026, Mann-Whitney-Test) wurde festgestellt.

Wie zuvor beschrieben (Abb. 24C), wurden CD90*-Zellen, welche durch DAPI
gekennzeichnet waren, 100% gesetzt. Die Menge der CD90+Calponin-koexprimierenden
Zellen (Abb. 26C) schwankte zwischen 84-88% und idhnelte der Menge an ausgezihlten
CD90+Calponin-positiven Zellen der Biopsie 1 (84-93%). Ein signifikanter Unterschied

zwischen den einzelnen Passagen von P3 bis P6 konnte nicht festgestellt werden.

Auch bei kultivierten Zellen der verdickten LP (Biopsie 3) wurden Antikorper gegen die
Muskelzellmarker SMA und Calponin als auch die Bindegewebsmarker Vimentin und CD90
verwendet. Die immunhistochemischen Fiarbungen wurden bei Zellen der verdickten LP

routinem@Big an den Passagen 4 bis 6 durchgefiihrt.
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Abb. 27: Nachweis von Muskelzell- und Bindegewebsmarkern in isolierten
peritubuliiren Zellen von Biopsie 3 (verdickte LP)

A-U: Immunhistochemische Farbung von peritubuldren Zellen mit verschiedenen
Antikorpern. Alle Zellen konnen durch den Kernfarbstoff DAPI (blaue Farbung) identifiziert
werden. Die Balken geben einen Mafstab von 100um an. A-C: SMA-positive (*) Farbung
(griin) der Zellen. D-F: Zellen, welche das kontraktile Protein Calponin exprimieren, wurden
durch eine grilne Immunfluoreszenz charakterisiert. Der Stern (*) weist auf Calponin-
negative Zellen hin. G-I: Die rote Immunfluoreszenz stellt Vimentin*-Zellen dar. J-L: CD90*-
Zellen werden ebenfalls durch eine rote Fluoreszenzfirbung dargestellt. Der
Bindegewebsmarker CD90 wird in Zellmembranen exprimiert (weiller Pfeil). Der Stern (*)
weist auf Calponin-negative (D-F), aber CD90-positive Zellen hin. M-O: Eine
Kolokalisierung von CD90 und Calponin wird durch die Uberlagerung von rot und griin im
Fluoreszensmiskroskop visualisiert. Der Stern (*) weist auf Calponin-negative Zellen (D-F),
aber CD90*-Zellen (J-O) hin. P-R: Uberlagerung von griiner Firbung (SMA™) des
Cytoskeletts und roter Kernfiarbung, welche den Proliferationsmarker Ki67 représentiert. S-U:
Gleichzeitige Darstellung von roter Fluoreszenz (Vimentin®) und griiner Kernfiarbung, welche
ebenfalls den Proliferationsmarker Ki67 représentiert.

Wie bei Zellen der unverdickten LP beschrieben (Abb.23 und 25) wiesen alle isolierten
Zellen der verdickten LP, welche durch DAPI blau markiert wurden, eine SMA*-Fiarbung auf
(grine Fluoreszenz, Abb. 27A-C). Dies deutet drauf hin, dass isolierte Zellen einen
Muskelzell-Phédnotyp in Kultur aufweisen unabhingig vom urspriinglichen (pathologischen)
Zustand der Lamina propria. In diesem Zusammenhang erscheint die Untersuchung weiterer
Biopsien mit verschiedener LP-Morphologie sinnvoll.

Calponin (griine Fluoreszenz, Abb. 27D-F) als kontraktiler Marker konnte auch bei Zellen der
verdickten LP nachgewiesen werden. Auch hier expremierten die meisten Zellen Calponin.
Welchen Anteil Calponin®-Zellen an der Gesamtzahl haben, wird in Abb. 28 prozentual
dargestellt.

In allen Zellen war ebenfalls eine positive Firbung mit den Antikdrpern gegen die
Bindegewebsmarker Vimentin (Abb. 27G-I) und CD90 (Abb. 27J-O) zu finden. Alle Zellen
wurden durch den Kernfarbstoff DAPI eindeutig identifiziert. Eine iiberwiegende
Kolokalisation durch den Bindegewebsmarker CD90 und den Muskelzellmarker Calponin
konnte bestitigt werden (Abb. 27M-0O) und kennzeichnet einen Myofibroblasten-Phénotyp,
welcher auch bei Zellen der verdickten LP in Kultur ausgeprigt ist. Die Kolokalisation
konnte wiederum nicht fiir jede Zelle gezeigt werden, da zwar jede durch DAPI markierte

Zelle CD90* (Abb. 27]J-0), aber nur ein Teil der Zellen Calponin® (Abb. 27D-F) war.
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Abb. 28: Quantitative Auswertung der Ki67-positiven Zellen und der Kolokalisation
von CD90 und Calponin in kultivierten Zellen der verdickten LP (Biopsie 3)

A, links: Prozentualer Anteil der SMA*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und prozentualer
Anteil der Ki67"-Zellen an den SMA*-Zellen in P4 bis P6. B, links: Prozentualer Anteil der
Vimentin*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und prozentualer Anteil der Ki67*-Zellen an den
Vimentin*-Zellen in P4 bis P6. A-B, rechts: Exemplarische Immunfiarbung Ki67*-Zellen (mit
Pfeil markiert). C, links: Prozentualer Anteil der CD90*-Zellen an allen Zellen (DAPI*) und
prozentualer Anteil der Calponin®-Zellen an den CD90*-Zellen in P4 bis P6. C, rechts:
Beispiel der Kolokalisierung von CD90 (mit Pfeil markiert) und Calponin (mit Stern *
markiert) Zelle. A-C, rechts: Die Balken geben einen Maf3stab von 100um an.

Die Teilungsrate der Zellen wurde ebenfalls mit dem Proliferationsmarker Ki67 in
Verbindung mit SMA (rote Kernfluoreszenz, Abb. 27P-R) und mit Vimentin (griine
Kernfluoreszenz, Abb. 28S-U) ermittelt. Die Proliferation der Zellen in Kombination mit
SMA zeigte eine leichte Abnahme von P4 (41%) nach P6 (24%) sowie zwischen PS5 (39%)
und P6(24%) (Abb. 28A). Es konnte ein signifikanter Unterschied (Man-Whitney-Test)
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zwischen P4 und P6 (p=0,0411) und zwischen P5 und P6 (p=0,0411) verzeichnet werden
(Abb. 22A). Eine dhnliche Teilungsaktivitit konnte auch in Verbindung mit Vimentin+Ki67
beobachtet werden (Abb. 28B). Die Proliferation nahm von P4 (37%) nach P6 (22%) sowie
P5 (39%) nach P6 (22%) ab. Ein signifikanter Unterschied (Man-Whitney-Test) trat ebenfalls
zwischen den Passagen P4 und P6 (p=0,022) und P5 und P6 (p=0,022) auf.

Der Anteil der CD90+Calponin-positiven Zellen ist prozentual geringer bei den Zellen der
verdickten LP als bei denen der unverdickten LP (Biopsie 1 (nLP): CD90+Calponin: 84-93%,
Abb. 24C; Biopsie 2 (nLP): CD90+Calponin: 84-88%, Abb. 26C; Biopsie 3 (VLP):
CD90+Calponin: 71-85%, Abb. 28C).

4.1.11 Genexpressionsanalysen spezifischer kontraktiler und Bindegewebsmarker in

kultivierten, klassischen Muskelzellen

Die hohere Expression von Bindegewebsmarkern wie Vimentin und Fibronektin gegeniiber
kontraktilen Markern (SMA, PKGI, Myhll, Calponin, Smoothelin) sowohl in der
unverdickten als auch der verdickten LP war ein interessantes Ergebnis. Um zu iiberpriifen,
ob auch in klassischen Muskelzellen die Expression von Bindegewebsmarkern hoher ist im
Vergleich zu Muskelzellmarkern, haben wir Genexpressionsanalysen der zuvor verwendeten
Marker (Abb. 18-20) an humanen, kultivierten Muskelzellen der Lungenarterie (HPASMCs)
und Prostata (HPrSMCs) im Vergleich zu den peritubulédren Zellen durchgefiihrt.

Beide Primirzell-Linien (HPASMCs und HPrSMCs) wurden von PromoCell (Heidelberg)
erworben. Laut Herstellerangaben wurden die Zellen mit immunhistochemischen
Untersuchungen positiv auf die Expression des Proteins SMA und negativ auf den

Bindegewebsmarker CD90 gepriift.

Nun soll durch Quantifizierung von kontraktilen und Bindegewebsmarkern mit der ACt-
Methode in klassischen Muskelzellen (HPASMCs und HPrSMCs) geklirt werden, ob die
zuvor beschriebene hohe Expression von Vimentin und Fibronektin ein spezifisches Merkmal
fiir die peritubulédren Zellen der LP, die in der Literatur auch als Myofibroblasten beschrieben
werden (Holstein et al. 1996), sein konnte. Die Expression jedes Gens wurde auf den internen
Standard RPL30 bezogen. Um reprisentative Ergebnisse zu erhalten, wurden fiinf Versuche
unabhéngig voneinander durchgefiihrt, die Mittelwerte bestimmt und daraus die

Standardabweichung berechnet.
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Abb. 29: Vergleich von klassischen Muskelzellen mit peritubuléiren Zellen

A-D: Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der ACt-Methode quantifiziert und auf das
Housekeeping-Gen RPL30 normiert. Kontraktile Marker [SMA, PKGI, Myh11, CPN, SMN,
blau markiert] wurden im Vergleich zu Bindegewebsmarkern [CD90, Vim, Col 1, FN, rot
markiert] in klassischen Muskelzellen der Lungenarterie (A: HPASMCs) und der Prostata (B:
HPrSMCs) und in peritubulédren Zellen (C: unverdickte und D: verdickte LP) dargestellt. Fiir
die HPASMCs und HPrSMCs wurden die Passagen 9 bzw. 4 genutzt. Die relative Expression
der Markergene ist fiir die Ergebnisse der peritubuldren Zellen in mehreren Passagen gezeigt,
welche farblich markiert wurden (Bildlegende). Bei Proben mit unverdickter LP (C) wurden 6
unabhiéngige Versuche pro Passage und bei der Probe mit verdickter LP (D) 3 unabhéngige
Versuche pro Passage zusammengefasst. In allen Versuchen erfolgten die Real-Time-
Messungen in Triplikaten.
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Uberraschenderweise erhielten wir ein vergleichbares Expressionsmuster der kontraktilen
(SMA, PKGI, Myhl11, Calponin, Smoothelin) und der Bindegewebsmarker (CD90, Vimentin,
Kollagen I, Fibronektin) in Zellen der HPASMCs und HPrSMCs wie in kultivierten
peritubuldren Zellen (Abb. 29). Die relative Expression der Bindegewebsmarker Vimentin
(VIM) und Fibronektin (FN) iiberwiegt interessanterweise auch in humanen Muskelzellen der
Pulmonalarterie (Abb. 29A) und der Prostata (Abb. 29B) und ist vergleichbar mit den Daten
der peritubuldren Zellen von unverdickter und verdickter LP (Abb. 29C-D). Bezogen auf das
Housekeeping-Gen RPL30 waren die Bindegewebsmarker CD90 und Kollagenl sowie der
kontraktile Marker SMA vergleichbar hoch exprimiert in allen Muskelzellen, jedoch deutlich
schwicher als Vimentin und Fibronektin. Das Expressionsniveau der weiteren kontraktilen
Marker (PKGI, Myhl1, Calponin, Smoothelin) war bezogen auf die RPL30-Expression in
HPASMCs und HPrSMCs geringer als das der iibrigen Marker, sodass eine separate
Darstellung mit gespreizter Skalierung gewihlt wurde (Abb. 30).

123



klassische Muskelzellen

HPASMCs HPrSMCs
0.7 0.7

8 7

o 0.5- o 0.5

o o

R 03 R 037

5 5 ortid

@ 0.1 @ _

8 0,008 = 3 0.01 .

o 9 0.0055

x —_

0.005 X -

": | — ""]JJ 0.0005 L Coo

£ 0003 2 0.00005

= ©

) N \s N N Q Q

S & & & & &S

peritubuliire Zellen
unverdickte Lamina propria verdickte Lamina propria
0.7 0.7
0.57 051

0.3
0.1 Iﬂ'

0.080 T
0.050
0.0251 I M
0.00014 = - = -
0.00005
UL LW e I LI
3

0.3"'

0.1 M m

0.08T1

0.051

"HI . il

0.003T

0.0015'II III I II I i i
0_

relative Expression zu RPL30
relative Expression zu RPL30

N
¥ e Q& F L & & O
R S A B ¢ & & ¢
mm Passage 3 mm Passage 4 | = Passage 4 —Passage 5 mm Passage 6 |

[ Passage 5 Bl Passage 6

Abb. 30: mRNA-Expression kontraktiler Marker in HPASMCs und HPrSMCs

A-B: Vergleichende Darstellung der relativen mRNA-Mengen der kontraktilen Marker
(SMA, PKGI, Myhl1, CPN, SMN) mit vergroBBerter Skalierung. Die Expression der Gene
wurde mit Hilfe der ACt-Methode quantifiziert und auf das Housekeeping-Gen RPL30
normiert. A: Relative Expression der kontraktilen Marker bezogen auf RPL30 in kultivierten
HPASMCs. B: Relative Expression der kontraktilen Marker bezogen auf RPL30 in
kultivierten HPrSMC:s.

Das Expressionsmuster war zwischen den einzelnen Zellen (LP-Zellen, HPASMCs,
HPrSMCs) vergleichbar. SMA war in allen untersuchten Zellen der dominante kontraktile
Marker. SMA ist signifikant hoher in HPASMCs (p=0,0079; Man-Whitney-Test) als in

HPrSMCs exprimiert. Der Transkriptspiegel von Myhl1 war in allen untersuchten Zellen am
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niedrigsten. Dennoch war die relative Expression von Myhl11 signifikant hoher in HPASMCs
(p=0,0079; Mann-Whitney-Test) im Vergleich zu HPrSMCs.

Im Vergleich zum Transkriptlevel in HPrSMCs war die Expression folgender kontraktiler
Marker, nimlich SMA, Myhl1, Calponin, Smoothelin, durchgehend stirker in HPASMCs.
Die Expressionsunterschiede zwischen den klassischen Muskelzellen und den isolierten LP-

Zellen sind sehr gering.
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Abb. 31: mRNA-Expression von Bindegewebsmarkern in HPASMCs und HPrSMCs
A-B: Vergleichende Darstellung der relativen mRNA-Mengen der verwendeten
Bindegewebsmarker (CD90, Vimentin, Kollagenl, Fibronektin) mit vergroerter Skalierung.
Die Expression der Gene wurde mit Hilfe der ACt-Methode quantifiziert und auf das
Housekeeping-Gen RPL30 normiert. A: Relative Expression der Bindegewebsmarker
bezogen auf RPL30 in kultivierten HPASMCs. B: Relative Expression der
Bindegewebsmarker bezogen auf RPL30 in kultivierten HPrSMCs.
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Die hier verwendeten Bindegewebsmarker zeigten keine signifikanten Unterschiede auf
mRNA-Ebene zwischen HPASMCs und HPrSMCs. Auch im Vergleich mit peritubuldren
Zellen war das Expressionsmuster vergleichbar. Wie zuvor bereits erwihnt (s.0., Abb. 28A-
B), waren die Bindegewebsmarker Vimentin und Fibronektin nicht nur die dominierenden
Transkripte in HPASMCs und HPrSMCs, sondern auch in peritubuldren Zellen (Abb. 18A-B
und 28C-D).

4.1.12 Etablierung der Laser-Capture-Mikrodissektion zum Nachweis von Proteinen mittels

Western Blot am Beispiel des cGMP- produzierenden Membranproteins GC-A im

Rattenhoden

Die Technologie der LCM erdffnete die Moglichkeit zelluldre Areale beriihrungsfrei aus
heterogenem Gewebe zu isolieren. Bereits eine geringe Ausgangsmenge an Zellmaterial
reicht aus, um mit RT-PCR DNA zu amplifizieren und mit spezifischen Primern ausgewihlter
Genprodukte nachzuweisen. Der Vorteil dieser Methode ist die exakte Lokalisierung von
Genexpression in einem Organanteil, wie z.B. der von PDESA in kontraktilen Zellen der
Tubuli seminiferi (Abb. 7).

Proteine konnen sich im Unterschied zu Nukleinsduren nicht selbst replizieren. Daher ist es
unmoglich, eine Technik wie die PCR anzuwenden, um Proteine in vitro zu vervielfachen.
Man muss also eine gewisse Mindestmenge von Proteinen extrahieren, um diese mit einer
Methode wie dem Western Blot detektieren zu konnen. Die Identifizierung eines Proteins
gestaltet sich als schwierig, wenn die Expression nur einer besonderen Gruppe von Zellen
zugesprochen werden kann, aber die Probe von dem ganzen Organ stammt. Exemplarisch
sollte nun der Rezeptor GC-A, der NO-Rezeptor sGC und die zyklische Nukleotid
degradierende PDE2A mit der Western Blot-Methode in Laser-mikrodissezierten (Ball et al.,
2004) Tubuli seminiferi des Rattenhodens nachgewiesen werden. Zunidchst musste die
Proteinmenge in der man, z.B. den membranlokalisierten GC-A Rezeptor (Silberbach et al.,
2001; Kotlo et al., 2010) detektieren kann, abgeschitzt werden. In einem Vorversuch wurde
die Proteinmenge eines kryopriservierten Hodenquerschnittes (10um Dicke) im Vergleich zu

bekannten Proteinmengen bestimmt (Abb. 32).
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Abb. 32: GC-A Nachweis an einem ganzen Hodenschnitt der Ratte

A: Ausschnitt eines unfixierten Hamatoxylin-gefdarbten Hodenquerschnittes (10um Dicke)
mit einem Durchmesser von ca.10-13mm. Der Balken gibt eine Liange von 150um an.

B: Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der SDS-Gelelektrophorese mit anschlieBender
Ponceau-Fiarbung, um das Proteinmuster darzustellen. C: Das GC-A Protein wurde
anschlieBend mit Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Bei der cytosolischen Fraktion
wurden 50ug Protein und bei der Membranfraktion 40ug Protein eines Rattenhoden-
Homogenats eingesetzt. Der Western Blot zeigte sowohl GC-A-Expression in der Fraktion
der Membranproteine als auch den unterschiedlich behandelten Hodenschnitten (K=
Kontrolle bei Raumtemperatur (RT) ohne Behandlung, 1= Inkubation bei 37°C, 2=
Inkubation mit DNasel, bei 37°C).

Dabei wurden die bekannte Menge einer cytosolischen Proteinpréaparation (40ug), sowie einer
Membranpriparation (50ug) im  Vergleich zu unterschiedlichen Ansidtzen von
Hodenquerschnitten untersucht. Beide Priparationen wurden aus Hodenproben adulter Ratten
mit Ultrazentrifugation des Homogenats gewonnen.

Nukleinsduren konnen das Laufverhalten der Proteine in der SDS-Page negativ beeinflussen.
Das Enzym DNasel hydrolysiert storende DNA-Fragmente und arbeitet effektiv bei 37°C
(Huang et al., 1996). Die Versuchsansitze setzten sich aus einer Kontrolle (K) bei
Raumtemperatur (RT) ohne Behandlung (Abb. 32), einer Probe, welche bei 37°C inkubiert
wurde (Abb. 32, Lane 1) und einer Probe, die mit DNasel bei 37°C fiir 20min behandelt
wurde (Abb. 32, Lane 2) zusammen. Das Proteinmuster wurde mit der Ponceau-Féarbung
dargestellt. Die Behandlung mit dem Enzym DNasel oder die Inkubation bei 37°C
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beeintrichtigten das Proteinmuster nicht. Der Vergleich der Bandenstirke konnte einen guten
Hinweis auf die Menge an Proteinen geben, die in einem Hodenschnitt enthalten sind. Die
Proteine eines Hodenschnittes weisen in etwa die gleiche Bandenintensitit wie die Proteine
der cytosolischen Fraktion auf. Die Menge der cytosolischen Fraktion ist mit 50ug genau
definiert.

Der Blot wurde mit dem spezifischen GC-A-Antikérper behandelt und zeigte sowohl eine
Bande in der Membranfraktion, als auch in den Hodenquerschnitten bei der erwarteten Groé3e
von ca. 125kDA. Die Unschirfe der GC-A-Bande deutet auf eine Glykosylierung des
Proteins hin. (Muller et al., 2002; Muller et al., 2004). Da der ANP-Rezeptor ein
membrangebundenes Protein ist, konnte er nicht in der cytosolischen Fraktion nachgewiesen
werden, welche hier als Negativkontrolle eingesetzt wurde. Die scharfe Bande in Lane K, 1
und 2 (ca. 200kDA) deutet auf ein cytosolisches, unspezifisch markiertes Protein hin, da diese

Bande auch deutlich in der cytosolischen Fraktion zu sehen ist.

Als néchster Schritt sollte das GC-A-Protein in Laser-mikrodissezierten Proben nachgewiesen
werden. In einem Hodenquerschnitt konnen bis zu. 200 Anschnitte von Tubuli seminiferi
(quer und lidngsgetroffene) vorhanden sein.

Um die Proteinmenge isolierter Tubuli mit der Proteinmenge eines ganzen
Hodenquerschnittes vergleichen zu konnen, wurden Prédparationen von 100 bzw. 200
quergetroffenen Tubuli und interstitiellen Arealen (ca. 2000 Areale) auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Wihrend der Mikrodissektion kann man im Menii des PALM Micro Beam
Systems die Fliche des ausgeschnittenen Zellbereichs angezeigt werden, sodass man sich
nicht nur an der Anzahl, sondern vor allem an der Fliche des ausgeschnittenen Materials
orientieren konnte. Als Kontrolle wurde die Membranfraktion eines Homogenats mit
bekannter Proteinmenge eingesetzt (Abb. 33). Das Protokoll fiir die Laser-Mikrodissektion
erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie fiir mRNA-Untersuchungen. Interessant war hierbei
die Frage, ob verschiedene Firbungen oder Fixierungen die Analyse von Proteinen storen.
Verschiedene Gruppen konnten bestitigen, dass die Farbung mit Hamatoxylin und die kurze
Fixierung von Ethanol keinen Effekt auf die Proteinintegritit ausiibt (Banks et al., 1999;
Mouledous et al., 2003).
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Tier 1 Tier 2

Abb. 33: GC-A Nachweis in isolierten Arealen (Tubuli und Interstitium) mit Hilfe der
Laser-Mikrodissektion

A-C: Mit Hamatoxylin gefarbte unfixierte Schnitte (Dicke=10um, Durchmesser 10-13mm)
vom Rattenhoden vor (A) und nach (B-C) Mikrodissektion von Tubuli seminiferi (B) oder
interstitiellen Arealen (C). Der Balken gibt einen Maf3stab von 150um an.

D-F: Membranproteine (20pug) von Hodenhomogenaten wurden im Vergleich zu 200 Tubuli
(ca. 2 Mill. um?) und interstitiellen Arealen (ca. 1 Mill. um?) und einer weiteren Priparation
von 200 Tubuli (ca. 2 Mill. um?) im Vergleich zu 100 Tubuli (ca. 1 Mill. pm?) mittels
Western Blot (D: Proteinfiarbung, E: Nachweis von GC-A) analysiert. Der ANP-Rezeptor
GC-A (125kD) konnte in unabhéingigen Prédparationen von zwei Tieren (1, 2) nachgewiesen
werden (E-F).

Mit Hilfe der Proteinfirbung konnte die Menge in isoliertem Probenmaterial an der
definierten Menge der Membranproteine abgeschitzt werden. In 200 Tubuli (ca. 2 Mill. pm?)
oder interstitiellen Arealen von ca. 1 Mill. um? befinden sich demnach weniger als 20ug
Gesamtprotein. Im Western Blot wurden Laser-mikrodissezierte Tubuli-Proben von zwei
unterschiedlichen Tieren (Abb. 33E, F), interstielle Areale (Tier 1) und die Membranfraktion
einer ganzen Hodenpréparation auf die Expression von GC-A untersucht. Dabei zeigte sich in
allen Proben ein Signal bei der erwarteten Grof3e von 125kDa. Hinsichtlich der Intensitéit der
Bande konnte man klare Unterschiede erkennen. In beiden Proben von. 200 Tubuli ist der
GC-A-Rezeptor deutlich reduziert gegeniiber der Membranfraktion als Kontrolle. Die
Bandenintensitit des Rezeptors schien nach Analyse von 200 Tubuli zweier verschiedener
Tiere gleich stark auszufallen. Die Stirke der GC-A Bande in der Probe mit 100 Tubuli war

vermindert gegeniiber der Probe mit 200 Tubuli (Abb. 33F).
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4.1.13 Nachweis von PDE2A in Laser-mikrodissezierten Tubuli seminiferi des Menschen.

Nachdem in isolierten Tubuli seminiferi des Rattenhodens das Protein GC-A mit Western
Blot-Analysen nachgewiesen werden konnte, wurden nun Untersuchungen auch mit
menschlichem Material zum Nachweis cGMP-abhingiger Signalkomponenten durchgefiihrt.
Die Proteinexpression von GC-A in ausgeschnittenen Tubuli seminiferi des Menschen
(n=100 und 200 T. seminiferi) war sehr gering, deshalb folgten nun Western Blot-
Untersuchungen an humanen isolierten Tubuli seminiferi zur Analyse der Proteinexpression

von PDE2A.

Hoden Hoden
Tubuli S1 MS Tubuli Si MS

1 23456 78910 1 2345678 910
‘ T —S&®@—=®#$ < Vinculin
= : o (116kD)

2 3456 78 910

:| «—— PDE2A
(95-97kD)

Abb. 34: Nachweis von PDE2A in isolierten ganzen Tubuli seminiferi des Menschen
A-B: Mit Himatoxylin gefirbtes unfixiertes Hodengewebe von 2 unterschiedlichen
Menschen. C und E: Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der SDS-Gelelektrophorese mit
anschlieBender Ponceau-Farbung (rotes Bandenmuster). D: Das Strukturproteins Vinculin
diente als ,,Loading control*. F: PDE2A-Expression im Western Blot konnte ebenfalls
nachgewiesen werden. Nach Mikrodissektion von Tubuli (Lane: 1-4) und Homogenisierung
von Hodengewebe (Lane: 5-10) wurden folgende Proben mittels Western Blot analysiert:

(1)- 100 Tubuli Hoden, Patient 1 (3,5 Mill. um?)

(2)- 200 Tubuli Hoden, Patient 1 (6,5 Mill. um?)

(3)- 100 Tubuli Hoden, Patient 2 (3,3 Mill. um?)

(4)- 200 Tubuli Hoden , Patient 2 (6,3 Mill. um?2)

(5)- Cytosolische Fraktion S1 (10ug Protein)

(6)- Cytosolische Fraktion S1 (20ug Protein)

(7)- Cytosolische Fraktion S1 (40ug Protein)

(8)- Membranfraktion MS (10ug Protein)

(9)- Membranfraktion MS (20ug Protein)

(10)- Membranfraktion MS (40ug Protein)
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Anhand der Ponceau-Firbung und der Analyse von Vinculin lédsst sich die Proteinmenge in
isolierten Tubuli gegeniiber einer definierten Menge an cytosolischen- und
membrangebundenen Proteinen abschitzen. In isolierten Tubuli von verschiedenen
Priparationen mit ca. 3 Mill. um? Fliche (Abb. 34C-D, Lane 1, 3) lassen sich ca. 2-3ug
Protein abschitzen, verglichen mit der cytosolischen und Membranfraktion (10ug
Proteinmenge) (Abb. 34C-D, Lane 5, 8). In der doppelten Menge isolierter Tubuli (ca. 6,5
Mill. um?, Abb. 34C-D, Lane 2, 4) ist reproduzierbar auch die doppelte Menge an Proteinen,
verglichen mit einer definiert aufgetragenen Menge, enthalten.

Im Western Blot liel sich die Bande des Proteins PDE2A bei der erwarteten Groe von 95-
97kDa deutlich in Proteinfraktionen des Cytosols- (Abb. 34F, Lane 5-7) und von Membranen
(Abb. 34F, Lane 8-10, MS) nachweisen. Die Intensitit der PDE2A-Bande steigt mit der
Erhohung der Proteinmenge. In isolierten Tubuli ist ein schwaches PDE2A-Signal in Lane 2
und 4 (ca. 6,5 Mill um?) zu detektieren. Aufgrund der #hnlichen Bandenintensitit zu
cytosolischen- und Membranprotein-Fraktionen mit einer Proteinmenge von 10ug (Abb. 34F,

Lane 5 und 8) enthilt die Probe mit Laser-mikrodissezierten Tubuli ca. 4-6ug Protein.

131



4.1.14 sGC-Expression in  Laser-mikrodissezierten  Tubuli  seminiferi  des

menschlichen Hoden

An das Rezeptorprotein I6sliche Guanylylclase (sGC) kann das Signalmolekiil
Stickstoffmonoxid binden und dadurch die Synthese von cGMP stimulieren. Es stellte sich
die Frage, ob dieses Protein in humanen Hodentubuli nach Mikrodissektion via Western Blot

nachzuweisen war.

Hoden
Tubuli S1 MS

(68kD)

Abb. 35: Nachweis der sGC pi-Untereinheit in isolierten Tubuli seminiferi des
Menschen

Folgendes Auftragsschema wurde eingehalten:
(1)- 100 Tubuli Hoden (3,3 Mill. um?)

(2)- 200Tubuli Patient (6,3 Mill. um?)

(3)- Cytosolische Fraktion S1 (10ug Protein)
(4)- Cytosolische Fraktion S1 (20ug Protein)
(5)- Cytosolische Fraktion S1 (40ug Protein)
(6)- Membranfraktion MS (10ug Protein)

(7)- Membranfraktion MS (20ug Protein)

(8)- Membranfraktion MS (40ug Protein)

In Laser-mikrodissezierten Tubuli seminiferi konnte bei der Analyse von 200 Tubuli (ca. 6,3
Mill. um?) die sGC Bi-Untereinheit detektiert werden. Die erwartete GroBe des Proteins lag
bei 68kDa. Die Intensitit der sGC-Bande erhohte sich mit ansteigender Proteinmenge in der

cytosolischen als auch in der Membranfraktion (Abb. 35)
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4.2.  Untersuchungen im Nebenhoden

4.2.1 Nachweis spezifischer Komponenten des cGMP-Signalweges in der Ratte

Im Nebenhoden erfolgten ebenfalls RT-PCR-Untersuchungen spezifischer Gene, welche am
Regulationsprozess des ,,second-messenger-Molekiils cGMP beteiligt sind (Mewe et al.,
2006; (Turner et al., 2007). Bisher liegen nur spirliche Untersuchungen zur Expression und
Lokalisation der Hormone ANP, BNP und CNP in den einzelnen Abschnitten (Caput, Corpus,
Cauda) des Nebenhodens vor.

Es wurde auf Transkriptionsebene die Expression dieser Hormone und deren Rezeptoren im
Ratten-Nebenhoden untersucht. Die Daten konnten in 5 verschiedenen Tieren reproduziert

werden (Abb. 36).

Nebenhoden

ANP BNP CNP_ B-Aktin

T 1T 1T 1
1t 2 38 1 2 3 1 2 3 1 2 3

500
Herz
O $
R L R q';@
S S L
= =-———
Nebenhoden
GC-A GC-B NPR-C sGC B-Aktin
7I1 23II123”123"123”1 23I
500

Abb. 36: Untersuchung einiger Transkripte des cGMP-Signalweges in definierten
Regionen des Ratten-Nebenhodens

A-C: RT-PCR-Untersuchungen wurden an Gesamtprdparationen des Ratten-Nebenhodens
durchgefiihrt. A: Die Expression der Transkripte fiir die Hormone ANP (152bp), BNP
(195bp) und CNP (152bp) wurden in den Abschnitten Caput (1), Corpus (2) und Cauda (3)
tiberpriift. B: Zur Kontrolle wurde die Expression im Rattenherzen iiberpriift. C: Die
Expression der Rezeptoren GC-A (172bp), GC-B (234bp), dem Clearance-Rezeptor NPR-C
(226bp) und des NO-Rezeptors sGC (261bp) wurden ebenfalls in Caput, Corpus und Cauda
untersucht. Als interne Kontrolle wurde -Aktin (209bp) als ,,Housekeeping*“-Gen eingesetzt.
Die RT-PCR-Analysen wurden unabhingig voneinander an 5 verschiedenen Organ-
Préparationen wiederholt. Als Langenstandard diente ein 100bp DNA-Marker.
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ANP-Expression konnte nicht im Nebenhoden nachgewiesen werden. Allerdings war ein
schwaches Signal von BNP im Caput- sowie in der Corpus-Pridparation im Agarosegel
sichtbar. Das lokal gebildete und parakrin wirkende natriuretische Peptid CNP konnte in allen
drei Abschnitten des Nebenhodens nachgewiesen werden. Die Exaktheit der RT-PCR wurde
durch das Housekeeping-Gen B-Aktin bestétigt. Um die Spezifitit der verwendeten Primer zu
tiberpriifen, wurde die Expression von ANP, BNP, CNP und dessen Rezeptor NPR-C in einer
Préparation des Rattenherzens untersucht. Erwartungsgemil zeigte sich fiir die Transkripte
der Hormonvorstufen ANP und BNP, sowie des Clearance-Rezeptors NPR-C eine deutliche

Bande im Agarosegel. Das Peptid CNP wies nur eine schwache Expression im Herzen auf.

Parallel zur Untersuchung der natriuretischen Peptide wurden auch deren Rezeptoren auf die
Expression in Caput, Corpus, Cauda untersucht. Die mRNA der cGMP-bildenden Proteine
GC-A, GC-B und NPR-C, sowie die im Cytoplasma vorkommende sGC, konnten in allen

drei Abschnitten des Nebenhodens detektiert werden.

4.2.2 Exakte Lokalisierung der Transkripte cGMP-bildenden Proteine GC-A, GC-B und
sGC im Nebenhoden der Ratte

Analog zur Lokalisierung von Genen in bestimmten Kompartimenten im Hoden wurde die
Methode der LCM in Kombination mit spezifischen Markergenen auch im Nebenhoden

angewendet (Abb. 37).
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GC-A

GC-B

sGC

SMA

TRPV6

RPS18

Abb. 37: Nachweis von Transkripten ¢cGMP-bildender Rezeptoren in der Laser-
mikrodissezierten Muskelzellschicht der Ratte

A, B: Kryoschnitte des Nebenhodens, bei denen durch LCM ausgeschnittene Anteile der
Muskelzellschicht markiert sind. Der Balken gibt eine Linge von 150um an.

C: Nachweis der Guanylylzyklasen GC-A (172bp), GC-B (234bp) und sGC (261bp) durch
RT-PCR in der isolierten Muskelschicht (Mu) des Nebenhodengangs. Eine Gesamt-
Nebenhodenpréparation (NH) diente als Positivkontrolle. RPS18 (292bp) gehort zur kleinen
ribosomalen Untereinheit (40S) und wurde hier als Housekeeping-Gen verwendet. Ein SMA-
spezifischer Primer (148bp) wurde als Marker fiir Muskelzellen eingesetzt. Als Marker fiir
Epithelzellen diente TRPV6 (259bp). ,,+, .- und “0 reprisentieren die Kontrollen mit
reverser Transkriptase, ohne reverse Transkriptase und die Wasserkontrolle fiir die PCR. Als
Lingenstandard dient ein 100bp DNA-Marker.

Die Expression der Gene fiir GC-A, GC-B und sGC konnte in der Muskelschicht in den
Abschnitten Caput und Corpus des Nebenhodens lokalisiert werden. Eine Kontamination
durch nicht-erwiinschte Nachbarzellen der Muskelschicht wihrend des Laser-Vorgangs
konnte durch das Fehlen des Epithelmarkers TRPV6 (Weissgerber et al., 2011) in der RT-

PCR ausgeschlossen werden.

4.2.3 Relative Expression verschiedener PDE-Isoformen in Caput, Corpus und Cauda

Uns standen fiir funktionelle Untersuchungen spezifische PDE-Inhibitoren zur Verfiigung.
Dazu gehorten der PDEI1-Inhibitor Dioclein, der PDE2-Inhibitor BAY-60-7550, der PDE3-
Inhibitor Trequinsin und der PDES-Inhibitor Sildenafil. Deshalb stellten wir uns die Frage, ob
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die Isoformen PDE1, PDE2, PDE3A, PDE3B und PDES5SA in den einzelnen Abschnitten des
Nebenhodens der Ratte exprimiert werden. Gleichzeitig konnte mit quantitativer Real-Time-
PCR das mRNA-Level der spezifischen PDE-Isoformen in Caput, Corpus und Cauda im
Vergleich zum Housekeeping-Gen RPS18 validiert werden. Fiir die Versuche wurden Caput,

Corpus und Cauda-Anteile von 5 verschiedenen Ratten gepoolt.
PDE1 PDE2 PDE3A PDE3B PDE5A RPS18

I 1 ] LI | LI | 1 I 1 I 1
1 2 3 1 2 3 123 1 2 3 1 2 3 1 2 3

1 -

e

1 p=0,008
™ p=0,008

2*102
D = Caput
= Corpus
? = Cauda

é D =08 %‘ég ééé

PDE1 PDE2 PDE3A PDE3B PDE5A

relativer mRNA Level (22Ct) bezogen auf RPS18

0

Abb. 38: Box-Plot Darstellung der relativen Expression spezifischer PDE-Isoformen in
definierten Abschnitten des Nebenhodens

A: RT-PCR-Analysen von PDE1 (211bp), PDE2 (130bp), PD3A (149bp), PDE3B (206bp),
PDESA (193bp) und dem ,,Housekeeping““-Gen RPS18 (292bp) in Caput (1), Corpus (2) und
Cauda (3) des Nebenhodens.

B: Die qPCR-Experimente erfolgten von denselben Proben wie zuvor die RT-PCR, um die
relative Expression der PDE-Isoformen PDEI, 2, 3A, 3B und 5A in Abschnitten des
Nebenhodens zu bestimmen. Es wurden unabhingige Versuche an 5 verschiedenen Tieren
durchgefiihrt. Die statistischen Auswertungen (p<0,05 Mann-Whitney-Test) erfolgten
zusammengefasst mit dem Programm GraphPad fiir alle 5 Tiere.

Die PDE-Isoformen PDEI, PDE2, PDE3A, PDE3B und PDESA konnten mit RT-PCR-
Analysen in allen drei Abschnitten des Nebenhodengangs nachgewiesen werden. Die relative
Expression der PDE-Isoformen lag konstant unter dem RPS18-Expressionsniveau.

Die PDEI1-Expression zeigte einen signifikanten Unterschied von Caput zu Cauda (Caput>
Cauda, p<0,032 Mann-Whitney-Test). PDE1 weist in der Cauda eine hohe Streuung auf,

wahrend das fiir die anderen PDEs nicht zutrifft.
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PDE?2 ist signifikant hoher exprimiert im Corpus verglichen mit den Abschnitten Caput und
Cauda (p<0,008 Mann-Whitney-Test). Die Isoformen PDE3A, PDE3B und PDESA zeigten

innerhalb der Abschnitte keinen signifikanten Unterschied in ihrem mRNA-Level.

Man kann nicht nur das relative Verhiltnis einer PDE-Isoform im Verlauf von Caput zu
Cauda bewerten, sondern auch das Expressionsverhalten verschiedener PDEs zueinander

innerhalb eines Nebenhodenabschnitts vergleichen (Abb. 39).
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Abb. 39: Box-Plot Darstellung des quantitativen Verhiltnisses spezifischer PDE-
Isoformen in einzelnen Nebenhodenabschnitten

A-C: Die relative Expression der spezifischen PDE-Isoformen PDE1, PDE2, PDE3A, PDE3B
und PDESA zueinander wurden in den Abschnitten Caput (A), Corpus (B) und Cauda (C) des
Nebenhodens untersucht. Die statistischen Auswertungen (p<0,05 Mann- Whitney-Test)
erfolgten mit SPSS.
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Im Caput war die Expression von PDEI1 signifikant hoher als die der PDE-Isoformen PDE2,
PDE3A, PDE3B und PDESA. Im Vergleich zu PDE3A und PDE3B ist PDESA signifikant
hoher exprimiert (p<0,008 Mann-Whitney-Test). Ein signifikanter Unterschied von PDEI1
und PDE2 im Vergleich zu PDE3A, PDE3B und PDESA liel sich im Corpus-Bereich
belegen (p<0,008 Mann-Whitney-Test). In der Cauda-Region lief sich jedoch kein

Expressionsunterschied der PDE-Isoformen feststellen.

4.2.4 Lokalisierung spezifischer PDE-Isoformen in der Muskelschicht des Cauda-

Abschnittes

Bisher konnte das Vorkommen der PDE-Isoformen PDE1, PDE2, PDE3A, PDE3B und
PDESA in allen drei Abschnitten des Nebenhodens qualitativ durch RT-PCR bestitigt
werden. Durch Real-Time-PCR war es moglich auch eine quantitative Aussage iiber das
Expressionslevel dieser PDE-Isoformen untereinander bzw. in den einzelnen Regionen des
Nebenhodens zu treffen.

Um im néchsten Schritt die Wirkung spezifischer PDE-Hemmer auf die Kontraktilitdt der
Muskelschicht untersuchen zu konnen, musste zunéchst gekliart werden, ob die spezifischen
PDEs tatsdchlich in glatten Muskelzellen exprimiert werden. Fiir funktionelle
Untersuchungen im Organbad wurde ein Teil des Nebenhodengangs aus der Cauda-Region
verwendet, somit fokussierten sich unsere RT-PCR-Untersuchungen auf die isolierte

Muskelschicht dieses Nebenhodenabschnitts.
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Abb. 40: Nachweis spezifischer PDEs in der Laser-mikrodissezierten Muskelzellschicht
des Caudaabschnittes des Rattennebenhodens

A, B: Kryoschnitte des Nebenhodens, bei denen durch LCM ausgeschnittene Anteile der
Muskelzellschicht der Cauda markiert sind. Der Balken gibt eine Liange von 150um an.

C-D: Folgende Primer wurden in der RT-PCR eingesetzt: PDE1 (211bp), PDE2 (130bp),
PDE3A (149bp), PDE3B (206bp), PDESA(193bp), SMA (148bp), TRPV6 (259bp), NEP
(156bp) und B-Aktin (209bp. Fiir die TRPV6-Primersequenzen wurden zwei unabhingige
Epithel-Proben (Epl1-2) als Positivkontrollen iiberpriift (D). In diesem Teilexperiment diente
SMA als Muskelzellmarker. Als weiterer Epithelmarker neben TRPV6 wurde NEP
ausgewidhlt. Mu bezeichnet die mikrodissezierte Muskelschicht, wihrend eine
Lungenpréparation (Lu) und das Housekeeping-Gen B-Aktin als Kontrollen dienten. ,,+°, ,,-*
und “O* reprisentieren die Kontrollen mit reverser Transkriptase, ohne reverse Transkriptase
und die Wasserkontrolle fiir die PCR. Als Langenstandard dient ein 100bp DNA-Marker.
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Mit Hilfe der LCM konnten Muskellzell-Areale aus dem Caudabereich isoliert und
anschlieBend in der RT-PCR mit zusitzlichen Markern genau definiert werden. Die
Gentranskripte der untersuchten PDE1, PDE2, PDE3A, PDE3B und PDESA konnten
eindeutig in der Muskelschicht mit Hilfe des Muskelzellmarkers SMA nachgewiesen werden.
Ein Fehlen des Epithelmarkers TRPV6 bestitigte, dass keine Kontamination der
Muskelproben vorlag. TRPV6 ist ein Transmembran-spannender Kanal fiir Ca®*-Ionen, der
bisher im Epithel von Nebenhoden, Plazenta und Prostata nachgewiesen wurde (Fecher-Trost
et al. 2013.). Lungenpriparationen bei denen die TRPV6-Primer kein positives Signal

zeigten, dienten als Negativkontrolle. Um die Spezifitit der Primer zu verifizieren, wurde die
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Expression von TRPV6 und einem zusitzlichen Epithelmarker NEP in zwei unabhidngigen
Epithelproben des Nebenhodengangs nachgewiesen (Abb. 40D). Die Reinheit der
Epithelproben konnte durch die Abwesenheit des Muskelzellmarkers SMA bestétigt werden.

4.2.5 Lokalisierung spezifischer PDE-Isoformen in glatten Muskelzellen des humanen

Nebenhodengangs

Zusitzlich zu Expressionsuntersuchungen von PDEs im Nebenhodengang der Ratte wurde
das Vorkommen von PDE-Isoformen auch im menschlichen Nebenhoden {iberpriift.
Allerdings konnten nur Prédparationen von drei verschiedenen Caput- und Corpus-Biopsien
verwendet werden. Menschliche Proben aus der Cauda-Region standen uns nicht zur

Verfiigung.

PDE3B

PDESA

SMA

NEP

B-Aktin

Abb. 41: Lokalisierung spezifischer PDEs im humanen Nebenhoden

A, B: Kryoschnitte des Nebenhodens, bei denen durch LCM ausgeschnittene Anteile der
Epithel- und Muskelzellschicht markiert sind.

C: RT-PCR-Analysen von PDE3A (236bp), PDE3B (242bp) und PDESA (245bp) mit
isolierten Epithel- (Ep) und Muskelzellen (Mu) des humanen Nebenhodens. SMA (140bp)
wurde als Marker fiir Muskelzellen und NEP (411bp) als Marker fiir Epithelzellen eingesetzt.
Eine Lungenpridparation (Lu) und das Gen -Aktin (199bp) dienten als interne
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Positivkontrollen. ,,+%, ,,-* und “0* reprisentieren die Kontrollen mit reverser Transkriptase,
ohne reverse Transkriptase und die Wasserkontrolle fiir die PCR.

Transkripte der Isoformen PDE3A und PDE3B konnten weder in isolierten Epithel- noch in
Muskelzellen nachgewiesen werden. Ein Signal der PDESA war nur in der Muskelschicht
detektierbar (Abb. 41C). Aus der Literatur ist bekannt, dass sowohl die PDE-Isoformen
PDE3A und B als auch PDESA in der humanen Lunge exprimiert werden, sodass eine
Lungenpréparation als Positivkontrolle diente (Fan Chung, 2006; Hemnes et al., 2006; Luong
et al., 2011). Durch den Gebrauch zusitzlicher Epithel- und Muskelzellmarker konnten
Kontaminationen von nicht gewiinschten Nachbarzellen in den gepickten Proben
ausgeschlossen werden. SMA konnte nur in der Muskelschicht-Probe und der Epithelmarker

NEP dementsprechend nur in der Epithelprobe nachgewiesen werden.
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4.2.6 Vergleich der Lokalisation spezifischer PDE-Isoformen im Nebenhoden von Mensch

und Ratte
Im Vergleich zeigten die Mensch- und Rattendaten Unterschiede im Expressionsverhalten der

untersuchten Isoformen PDE3A, PDE3B und PDESA (Abb. 42E).

Mensch

Ep Mu Lu

+ - 0+ - 0+ -0
500
500 E_

Abb. 42: Vergleich der Expression und Lokalisierung spezifischer PDEs im Nebenhoden
von Mensch und Ratte

A, B: Kryoschnitte des Nebenhodengangs des Menschen, bei denen durch LCM
ausgeschnittene Anteile der Epithel- und Muskelzellschicht markiert sind.

C, D: Kryoschnitte des Nebenhodens der Ratte, bei denen durch LCM ausgeschnittene
Anteile der Epithel- und Muskelzellschicht markiert sind. Der Balken gibt eine Linge von
150um an.

E: RT-PCR von Mensch und Ratte im Vergleich. Mikrodissezierte Epithelschicht wird durch
Ep und Muskelschicht durch Mu gekennzeichnet. Lunge (Lu) diente als Kontrolle. ,,+%, ,,-*
und “O* reprisentieren die Kontrollen mit reverser Transkriptase, ohne reverse Transkriptase
und die Wasserkontrolle fiir die PCR. Als Langenstandard dient ein 100bp DNA-Marker.

PDE3A und PDE3B konnten in Laser mikrodissezierten glatten Muskelzellen des
Rattennebenhodens lokalisiert werden, fehlten jedoch géinzlich in mikrodissezierten Proben
des menschlichen Nebenhodens. PDESA wurde in der Muskelschicht von Mensch- und

Rattenproben nachgewiesen. PDESA-Expression war hingegen nicht in der Epithelschicht
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von menschlichen Nebenhoden-Préaparationen nachzuweisen. Kontaminationen konnten
wiederum durch die Verwendung zusitzlicher Marker, SMA als Muskelzellmarker und NEP
sowie TRPV6 als Epithelmarker (Abb 40C-D und 41C), ausgeschlossen werden.

Da die Rattenuntersuchungen Basis fiir Organbadstudien sein sollten, wobei Kontraktion
bzw. Relaxation der Muskelzellschicht untersucht wurden, wurde auf den Nachweis von

PDE3A und B bzw. PDESA in mikrodissezierter Epithelzellschicht der Ratte verzichtet.

4.2.77 Kontraktionsstudien am Nebenhodengang der Ratte

Um die funktionelle Bedeutung spezifischer PDE-Isoformen auf die Kontraktilitit von
Muskelzellen zu untersuchen, wurden die Effekte spezifischer PDE-Inhibitoren an
Nebenhodengang-Abschnitten im Organbad analysiert. Durch unsere RT-PCR-Studien
konnten folgende Transkripte cGMP-degradierender Enzyme in der isolierten Muskelschicht
des Nebenhodengangs der Ratte nachgewiesen werden: PDE1, PDE2, PDE3A, PDE3B und
PDESA. Fiir diese PDE-Isoformen standen uns spezifische PDE-Inhibitoren zur Verfiigung.
Um die Sensitivitit von relaxierenden Agonisten auf das Kontraktionsmuster des
Nebenhodenganges zu ermitteln, wurden Konzentrationsreihen von verschiedenen
spezifischen PDE-Inhibitoren erstellt. Die Hemmung der Signalmolekiile cGMP bzw. cAMP
fithrt auf verschiedenen Wegen zu einer Senkung des intrazelluliren Ca?*-Spiegels und somit
zu einer Relaxation glatter Muskelzellen. Mittels isometrischer Kontraktionsmessungen
konnten Effekte spezifischer PDE-Hemmer am Nebenhodengang der Ratte beobachtet
werden. Die genaue Beschreibung der Durchfiihrung des Organbads ist dem Methodenteil zu

entnehmen.
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In Abbildung 43A ist die Wirkung des spezifischen PDES5-Inhibitors Sildenafil in einer

aufsteigenden Konzentrationsreihe dargestellt.

Sildenafil

i 5 UM 75uM  touM |

}

10 min

10uM 8'pCPT-cGMP 5uM Sildenafil  5uM NA

125uM IBMX S5uM NA

oo | UNAALA

Abb. 43: Relaxierende Effekte verschiedener Stimuli im Organbad

A: Nach jeweils 10min wurde das Cauda-Segment mit ansteigenden Sildenafil-
Konzentrationen (0,5uM, 1uM, 5uM, 7,5uM und 10uM Endkonzentration im Bad) inkubiert.
B: Verlangsamung der Frequenz durch cGMP-Analoga-Zugabe (10uM Endkonzentration)
und Verstiarkung dieses Effektes durch Zugabe von Sildenafil (SuM Endkonzentration) nach
weiteren 10min.

C: Inkubation mit dem unspezifischem PDE-Inhibitor IBMX (125uM Endkonzentration)
l6ste eine starke Suppression der Spontankontraktion aus.

Die Zugabe von Noradrenalin (NA) in allen Ansitzen (A-C) 16ste erneut kontraktile Aktivitit
aus. Die Zeitpunkte der Zugabe von Substanzen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Nach Vordehnung der Gangsegmente konnten regelmédfige und rhythmische

Spontankontraktionen im Organbad detektiert werden. Eine zunehmende Abnahme des
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Muskeltonus konnte durch die Inkubation mit ansteigenden Sildenafil-Konzentrationen

gezeigt werden.

Die Spontanaktivitit konnte aullerdem durch externe cGMP-Analoga-Zugabe (8‘pCPT-
cGMP) reduziert werden. Dies resultierte in einer Verlangsamung der Frequenz. Dieser
Effekt wurde durch zusitzliche Inkubation mit Sildenafil verstirkt, da das endogen
vorhandene und das extern zugefiigte cGMP-Analoga nicht mehr durch PDES abgebaut
werden konnte (Abb. 43B).

Die Zugabe des nicht-selektiven Inhibitors IBMX resultierte in einer Erhdhung des
intrazelluldaren cGMP-Spiegels, sodass es anschlieBend zu einer Abnahme der
Spontanaktivitdt kam. Dieser Effekt deutet darauf hin, dass nicht nur PDES eine Rolle im

Relaxationsprozess spielt, sondern auch andere PDEs daran beteiligt sind.

In allen Abbildungen 43A-C konnte gezeigt werden, dass das Gewebe nach PDE-Inhibition
wieder durch Noradrenalin stimuliert werden kann, sichtbar als starke Erhohung der
Frequenz. Die NA-Zugabe zeigte die Vitalitidt der Gewebesegmente am Ende des Versuches

und diente in allen Organbad-Experimenten als Kontrolle.

4.2.7.1 PDE2-Inhibition durch BAY60-7550

PDE2 konnte in der Muskelzellschicht des Caudabereichs des Ratten-Nebenhodengangs
lokalisiert werden (Abb. 40C).

PDE?2 ist eine cGMP-stimulierte PDE, die vorzugsweise cAMP hydrolysiert (Russwurm et
al., 2009) und iibernimmt eine wichtige Rolle im ,,cross-talk” zwischen den cAMP- und
cGMP-Signalwegen. Inwiefern PDE2 einen Einfluss auf den cAMP/cGMP-Spiegel in der
Muskelschicht des Nebenhodens hat und somit eine Verdnderung des Muskeltonus auslost,

sollte durch den PDE2-selektiven Inhibitor BAY60-7550 geklirt werden (Abb. 38).
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Abb. 44: Inhibitorische Wirkung ansteigender Konzentrationen des selektiven PDE2-
Inhibitors BAY60-7550

Relaxierende Effekte von Bay60-7550 in einer ansteigenden Konzentrationsreihe (InM,
10nM, 100nM und 1puM Endkonzentration) auf verschiedene Gangsegmente. Die Versuche
wurden 5-mal unabhingig voneinander durchgefiihrt.

Nach der Inkubation mit zunehmenden Bay60-7550-Konzentrationen im Abstand von ca.
8min zeigte das Frequenzmuster eine erkennbare kontinuierliche Verlangsamung. Diese
wurde ab dem 2. Zeitpunkt (Pfeil), bei dem 10nM als Endkonzentration in der Badlosung

vorhanden war, deutlich.
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4.2.7.2 PDE3-Inhibition durch Trequinsin
Im Gegensatz zu PDE2 wird die Hydrolyseaktivitidt der PDE3 durch cGMP inhibiert. Neben

PDE2 konnten auch die Isoformen von PDE3A und B in der isolierten Muskelschicht des
Ratten-Nebenhodengangs lokalisiert werden (Abb. 40C). Trequinsin (Friis et al., 2002) wurde
als spezifischer PDE3-Inhibitor beschrieben.

Trequinsin
1nM 10nM 100nM 1uM 5uM NA
| | | Lo
0,29 M
luuMMMJJll.llmlII,U e '
10min
100nM 5uM NA

10min

Abb. 45: Inhibitorische Wirkung ansteigender Konzentrationen des selektiven PDE3-
Inhibitors Trequinsin

A-B: Relaxierende Effekte von Trequinsin in einer ansteigenden Konzentrationsreihe (1nM,
10nM, 100nM und 1uM Endkonzentration, A) und mit einer einzelnen Zugabe von 100nM
(B) auf verschiedene Gangsegmente. Die Versuche wurden 4-mal unabhingig voneinander
durchgefiihrt.

Laut Literaturangaben (Lugnier et al., 1986) liegt der ICso-Wert bei ca. 1uM. Im Organbad
wurden niedrigere Konzentrationen (Abb. 45A) in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe
(1nM, 10nM, 100nM und 1uM) eingesetzt. Im Abstand von ca. 8min wurden zunehmende

Trequinsin-Konzentrationen zur Nihrstofflosung gegeben. Eine deutliche Verlangsamung der
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Spontanaktivitit konnte bei 100nM gezeigt werden. Dieser Effekt wurde durch einen

weiteren Versuch mit einer Einzel-Zugabe von 100nM (Abb. 45B) bestitigt.

4.2.7.3 PDE]1-Inhibition durch Dioclein

Die Ca®*/CaM-abhiingige PDE1 ist eines der Schliisselenzyme im ,,cross-talk“ zwischen

zyklischen Nukleotiden und der Ca?*-Signalwirkung in der Zelle.

Dioclein

5uM 5uM NA

0,29

.

Abb. 46: Einfluss des PDEIl-Inhibitors Dioclein auf die Spontanaktivitit von
Nebenhodengang-Segmenten der Ratte

Relaxierender Effekt von SuM Dioclein auf Spontankontraktionen der Muskelzellen aus der
Cauda. Da nur sehr wenig dieser Substanz vorhanden war, wurde auf eine
Konzentrationsreihe verzichtet. Der Versuch wurde ca. 4-mal unabhidngig voneinander
durchgefiihrt.

10min

Die Selektivitit der in der Literatur beschriebenen PDE1-Inhibitoren Vinpocetin und 8MM-
IBMX ist limitiert (Jeon et al., 2005; Lugnier, 2006), sodass die funktionelle Rolle der PDE1-
Isoenzyme in weiten Teilen weiterhin spekulativ verbleibt.

Auch der nicht-kommerziell erhiltliche PDEI-Inhibitor Dioclein wird eine hemmende
Wirkung auf die PDE1 zugeschrieben (Goncalves et al., 2009; Lugnier, 2011). Die
Spontanaktivitit wurde nach Zugabe von 5uM deutlich herabgesetzt (Abb. 46). Da uns
Dioclein nur in geringer Menge zur Verfiigung stand, konnten keine
konzentrationsabhidngigen Experimente durchgefiihrt werden, sodass unklar bleibt, ob es sich

hierbei um einen Effekt durch PDE1-Inhibition handelt.
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5 Diskussion

5.1.1 Vor- und Nachteile der Laser Capture Mikrodissektion

Bisher konnte eine Vielzahl der Komponenten des cGMP-Signalweges, die eine
Relevanz fiir die Relaxation der Muskelschicht der Tubuli seminiferi haben, im
minnlichen Reproduktionstrakt nachgewiesen werden (Middendorff et al., 1996;
Middendorff et al. 1997b; Middendorff et al., 2000a; Middendorff et al., 2000b; Mewe
et al., 2006a; Miiller et al., 2004; Miiller et al., 2011; Mietens et al., 2012; Mietens et
al., 2014; Thong et al., 2014). Allerdings fehlten detaillierte Kenntnisse {iiber
Expression, Lokalisierung und Verteilung fast aller zyklischen Nukleotid-

degradierenden Phosphodiesterasen im Hoden und NH des Menschen.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde zur Lokalisation von Genen das Verfahren der Laser-
Capture-Mikrodissektion mit einer molekularbiologischen Methode (RT-PCR)
kombiniert. Mit Primern fiir zelltypspezifische Molekiile war es moglich eine Aussage
iber die Lokalisation von PDE-mRNA in unverdickter und pathologisch verdickter LP

im Vergleich zu benachbarten Strukturen zu treffen.

Die Kontaminationsgefahr wihrend des Laservorgangs ist zwar gering, da keine
manuelle Manipulation vonstatten geht (Espina et al., 2006), aber nicht ausgeschlossen.
Das Hodengewebe besteht aus kompakten und weniger kompakten Bereichen, sodass
die Stirke und Schneidegenauigkeit des Lasers dadurch beeinflusst werden kann.
Aufgrund des heterogen aufgebauten Hodengewebes und der teilweise schlecht
einzuschitzenden Abgrenzung von benachbarten Gewebeanteilen (LP vs Keimepithel)
kann es durch die hoch-sensitive RT-PCR-Methode zu ,falsch-positive* Resultaten
kommen. Die Markierung des gewiinschten Bereichs, der nachfolgend durch den Laser
mikrodisseziert werden soll, steht unter visueller Kontrolle und ist daher subjektiv
ausgewihlt. Zusitzlich kann die Dicke des Hodenquerschnittes ebenfalls einen Einfluss
auf die PCR-Resultate haben. Die Zellen liegen im Hodenquerschnitt in verschiedenen
Ebenen, sodass unerwiinschte Zellen mitgelasert werden konnen und die Probe
verunreinigen konnen. Um  Kontaminationen der mikrodissezierten Proben

auszuschlieBen, haben wir zellspezifische Markergene zur Qualititskontrolle
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ausgewihlt. Dieses neu entwickelte System stellt also eine Erweiterung der LCM-
Methode mit nachfolgender RT-PCR, zur eindeutigen Bestimmung von Zellbereichen
dar. Um Keimzellen und Sertoli-Zellen klar von der LP-Schicht unterscheiden zu
konnen, haben wir als Keimzellmarker CatSperl (Ren et al., 2001; Nikpoor et al., 2004;
Hildebrand et al., 2010) und als Sertoli-Zellmarker AMH ausgewihlt (Tiittelmann e al.,
2009). CatSperl bezeichnet einen Spermien-spezifischen Kationen-Kanal, welcher die
intrazellulire Ca®*-Konzentration in Spermien reguliert und dadurch die
Spermienmotilitét steuert (Ren et al., 2001; Brenker et al., 2012). Das Protein wird auch
in Meiose-Stadien wihrend der Spermatogenese exprimiert (Quill er al., 2001).Die
Abwesenheit von CatSperl-Transkripten impliziert eine Storung in der Keimzellreifung,
so dass ein Fehlen dieses Markers in der RT-PCR die Abwesenheit von reifen
Keimzellen anzeigt. Der verwendete Marker AMH wird von Sertoli-Zellen sezerniert
und spielt eine Rolle wihrend der Embryonalentwicklung. Dariiber hinaus ist das

AMH-Level auch im erwachsenen Hoden nachweisbar.

Durch den Marker SMA wurden eindeutig Muskelzellpopulationen der LP des Hodens
sowie der Muskelschicht des NH bestimmt (Holstein et al., 1996). Weitere Bereiche im
NH, z.B. die Epithelschicht, wurden durch Gene, die exklusiv nur in Epithelzellen
exprimiert werden, definiert. Wir haben dafiir die Marker TRPV6 und NEP gewdhlt.
TRPV6 ist ein membranspannender Ca%*-Kanal, welcher epithelial im NH, Prostata und
Plazenta u.a. exprimiert wird (Weissgerber et al., 2011; Weissgerber et al., 2012;
Fecher-Trost et al., 2013). Dieser Kanal ist konstitutiv aktiv und fiir den passiven
Transport von Ca’**-Ionen entlang eines elektrochemischen Gradienten iiber die
Membran verantwortlich. NEP ist ein Membranrezeptor mit Metallopeptidase-Aktivitit,
welcher apikal im NH-Epithel lokalisiert ist (Thong et al., 2014). NEP ist in der Lage
eine Vielzahl biologisch aktiver Peptide wie Enkephaline, Bradykinin, Endothelin-1,
Neurotensin und natriuretische Peptide zu spalten und zu inaktivieren (Corti et al.,
2001). NEP reguliert dadurch indirekt die lokale Konzentration dieser Peptide an der
Zelloberflache und beeinflusst die Rezeptorvermittelte zelluldare Aktivitat (Turner et al.,

2001).

Die in dieser Dissertationsschrift zugrunde liegende Arbeit entwickelte erweiterte

Methode der LCM mit integrierter Spezifititskontrolle wurde zusitzlich zu den hier
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dargestellten Themenkomplexen bereits in anderen Projekten der Arbeitsgruppe
erfolgreich angewendet (Volkmann er al., 2011; Mietens et al., 2012; Mietens et al.,
2014; Thong et al., 2014).

In der vorliegenden Doktorarbeit konnte die LCM-Methode ebenfalls zum Nachweis
von Proteinen via Western-Blot genutzt werden. Ein grofer Vorteil dieses Verfahrens
ist wiederum die Auswahl definierter Zellbereiche zur Lokalisierung von spezifischen
Proteinen, was bei der Proteinanalyse aus Gesamtgewebe mit Western Blot nicht
moglich wire. Allerdings miissen fiir die Analyse von Laser-mikrodissezierten
Proteinen groBere Probenmengen verwendet werden als fiir Untersuchungen auf
molekularer Ebene. Das Auslasern von Gewebearealen mit einheitlichen Flichen (um?)
diente zur Orientierung der spateren Mengenbestimmung der Proteine im Western Blot.
Die exakte Bestimmung von mikrodissezierten Proteinmengen erfolgte durch den
Vergleich von Kontrollgeweben (cytosolische und Membran-Proteine in pg). Zunichst
wihlten wir bekannte Proteine des cGMP-Weges aus, deren Expression im Hoden
bekannt war. Unsere Arbeitsgruppe hat bereits Untersuchungen iiber die Expression der
Proteine GC-A (Miiller er al., 2004), sGC (Davidoff et al., 1997; Middendorff et al.,
2000b) und PDE2A (Unveroffentlichte Daten: Andrea Mietens-Dissertationsschrift
2005.; Stephenson et al., 2009) im Hoden durchgefiihrt, sodass man an dem zugrunde
liegenden Wissen diesen Methodenansatz entwickeln konnte. Systematisch wurde
zunidchst die unbekannte Proteinmenge eines ganzen Hodenquerschnitts durch
Vergleich mit definierten Proteinmengen (cytosolische und Membranproteine) anhand
von Ponceau-Firbung der Membran abgeschitzt. Die Proteinmenge mikrodissezierter

Proben konnte nun damit abgeschitzt werden.

Fir die Zukunft wire es moglich, die mikrodissezierten Proben zuvor auf
Transkriptebene mit zellspezifischen Markern zu iiberpriifen, um die Reinheit der
Proben zu gewihrleisten. AnschlieBend konnte man mit der zuvor beschriebenen
Methode, LCM mit anschlieBendem Western Blot, eindeutig Proteine in bestimmten
Bereichen innerhalb eines Gewebes nachweisen. Voraussetzung fiir einen gesicherten
Ablauf dieser Methode ist eine hohe Bindungssperzifitit und Sensitivitit des

nachzuweisenden Antikorpers.
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In dieser Doktorarbeit wurde die LCM in Verbindung mit RT-PCR und Western Blot
beschrieben. Parallel dazu wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe S. Galuska
(Biochemie, Fachbereich Medizin, Justus-Liebig-Universitit Giessen) spezifische
Glykosylierung mit Massenspektrometrie in Laser-mikrodissezierten Epithelzellen des

NH sogar von Paraffineingebettetem Gewebe nachgewiesen (Bartel et al., 2014).

5.1.2 PDEI1C-Expression in peritubuliren Zellen der LP

In der hier vorliegenden Arbeit konnte PDE1C-Expression in situ in unverdickter LP,
aber nicht in verdickter LP mit RT-PCR nach LCM lokalisiert werden. Es stellt sich die
Frage, ob das Fehlen der PDEIC in verdickter LP eine Rolle bei der Stimulierung oder

Induktion fibrotischer Umbauprozesse spielt.

PDEIC ist in der Lage mit nahezu gleicher Affinitit cCAMP wie auch cGMP zu
hydrolysieren. Es ist nicht bekannt, ob PDE1C in den peritubuldren Zellen primér den
cAMP oder den cGMP-Spiegel beeinflusst. Meine Ergebnisse zeigen, dass PDE1C
nicht in verdickter LP im Zellverband exprimiert ist. Dadurch konnte der cAMP-Spiegel
in den Zellen der verdickten LP erhoht sein und verschiedene Zellantworten ausldsen.
Neben dem Einfluss auf die Kontraktion von Muskelzellen und die Regulation von
Ionenkanélen, kann cAMP auch mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren interagieren
(z.B. CREB), die z.B. zu einer erhohten Ablagerung extrazellulirer Matrix, z.B.
Kollagenl in der LP fiihren konnten. Uber die moglichen Mechanismen ist allerdings

noch nichts bekannt.

Die cAMP-Produktion in der Zelle wird durch die Bildung von Hormon-Rezeptor-
Komplexen gesteuert. Allerdings ist noch weitestgehend unbekannt welche den cAMP-
Spiegel beeinflussende Rezeptoren in der LP des Hodens exprimiert werden. Die
Expression von Histamin-Rezeptoren H1 und H2 konnte in peritubuléire Zellen gezeigt
werden (Albrecht et al., 2005a). Diese Rezeptoren konnen das Mastzell-Produkt
Histamin binden und iiber die Aktivierung verschiedener G-Proteine zu einer Erhohung
des cAMP-Levels innerhalb der peritubulidren Zellen fithren. Es ist bekannt, dass bei
fibrotisch verdickter LP auch die Zahl von Makrophagen und Mastzellen erhoht ist
(Albrecht, 2009). Vermehrte Mastzell-Produkte (Histamin s.o., TNF-a, Prostaglandin-

Metabolite u.a.) konnten das sekretorische Verhalten von peritubuldaren Zellen
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beeinflussen und so zu fibrotischen Veridnderungen der LP beisteuern (Albrecht et al.,

2005b; Frungieri et al., 2002; Schell et al., 2008).

cAMP-Bildung und Wirkung koénnen sogar in verschiedenen Zellen stattfinden. In
Granulosazellen des Ovarialfollikels bewirkt die c¢cGMP-Bildung iiber den GC-B-
Rezeptor einen inhibitorischen Effekt auf PDE3A in der Oocyte. Uber Gap-junctions
kann das zyklische Nukleotid von den Granulosazellen in die Oocyte diffundieren und
dort durch die Hemmung der PDE3A den cAMP-Spiegel erhohen. Die PKA hemmt
eine Zellzyklus-spezifische Kinase. Dadurch kommt es zum Meiosearrest der Oocyte
(Conti et al., 2012; Robinson et al., 2012). Dies fithrt zur Vermutung, dass ein erhShter
cAMP-Spiegel in der verdickten LP in vivo auch auf Nachbarzellen wirken kénnte und
dort verschiedene Signalkaskaden auslosen konnte. Dies bedarf aber weiterer

Untersuchungen.

Neben einem Einfluss auf den cAMP-Spiegel, kann PDE1C auch den cGMP-Spiegel
beeinflussen. In peritubuldren Muskelzellen des Hodens hat das cGMP-Signalsystem
unter anderem Effekte auf die Muskelkontraktion (Middendorff er al., 2000a).
Inwieweit das Fehlen von PDEIC in verdickter LP in vivo einen Einfluss auf die

Kontraktion von glatten Muskelzellen hat, ist nicht bekannt.

In Gefidfen konnen Effekte des cGMP-Signalweges, wie die Aktivierung von PKGI,
unter anderem zur Proliferation und Differenzierung von vaskuldren glatten
Muskelzellen (VSMCs) fiihren. Dies ist essenziell fiir die vaskuldre Permeabilitdt und
Angiogenese. In Herzmuskelzellen hat die Aktivierung des cGMP-Targetprotein PKGI
einen Einfluss auf Kontraktilitdt und Hypertrophie der Zellen, sodass dies zur Apoptose
fiihren kann (Sellak et al., 2013). Bei einer Angiotensin II-induzierten Hypertrophie des
Herzens wurde eine erhohte Expression von PDE1- und PDES-Aktivitit festgestellt
(Mokni et al., 2010). In der Niere der Ratte wurde eine erhohte PDE1-Aktivitit nach
einer Gallengang-Ligation festgestellt (Tahseldar-Roumieh ez al., 2009). In einem
MRL/lpr lupus-prone-Mausmodel, welches der Erforschung der Autoimmunerkrankung
Lupus erythematodes dient, wurden die Effekte des cGMP-Systems in verschiedenen
Organen untersucht. Hypermetabolismus und Hypertrophie von Zellen resultiert bei
dieser Krankheit in einer Fehlfunktion verschiedener Organe. Eine erhohte PDEI-

Aktivitat fiihrt in Niere und Leber zu einer Erniedrigung des cGMP-Spiegel. In der Milz
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wurde eine erhohte PDE2-Aktivitit festgestellt. Der PDE1-Inhibitor Nimodepin, aber
nicht der PDE2-Inhibitor EHNA, fiihrte anschlieBend zu einer signifikanten Abnahme

von proliferierenden Zellen in Niere und Leber (Yougbare et al., 2014).

Im hier verwendeten Zellmodell isolierter, kultivierter peritubulédrer Zellen wird PDE1C
unabhiingig vom pathologischen Grundzustand der LP von Beginn der Kultivierung
stetig iiber mehrere Passagen exprimiert. Durch die Verwendung verschiedener
zellspezifischer Markergene konnte die Reinheit der peritubuldren Zellpopulation
gezeigt werden. Es lag weder eine Verunreinigung durch Sertoli-, Leydig- oder
Keimzellen vor. Daraus ldsst sich schlieBen, dass das Gen PDEI1C bei der verdickten LP
im Zellverband ,,stumm* geschaltet wird, aber in Kultur durch verschiedene Faktoren,
z.B. Wachstumsfaktoren im Medium, wieder induziert werden kann. Die
wiederkehrende PDE1C-Expression unter Kulturbedingungen ldsst auerdem vermuten,
dass PDEIC eine Bedeutung bei Proliferations- und Differenzierungsprozessen der

Zellen einnehmen konnte.

Glatte Gefdamuskelzellen weisen sich unter physiologischen Bedingungen durch einen
Synthese-inaktiven, kontraktilen Phénotyp aus. Nach pathologischen Stimuli wie
Atherosklerose oder Restenose nach Angioplastie, kann es zur Anderung des
,hormalen“ kontraktilen GefaBmuskel-Phdnotyps in einen proliferierenden Phénotyp
kommen. Diese Verdnderung zeichnet sich u.a. durch eine Abnahme
kontraktionsspezifischer Proteine, wie SMA, Myhl1, SM22q, Calponin, Smoothelin,
Caldesmon (Beamish et al., 2010) und die Synthese verschiedener Proteine, wie
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, aus. Unter Kulturbedingungen sind
ebenfalls Phénotyp-Verdnderungen von GefdBmuskelzellen zu beobachten. Die
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind allerdings unzureichend geklirt
(Rybalkin et al., 1997; Rybalkin et al., 2002; Rybalkin et al., 2003). Zudem ist auch
unklar, ob die gesamte GefiBBmuskelzell-Population proliferiert, da der Proliferations-
und Differenzierungsmarker Nestin nur in einer Subpopulation von GefdBmuskelzellen
nachgewiesen werden konnte (Saboor, Dissertationsschrift, 2012). Es finden sich auch
aktuelle Hinweise in der Literatur, dass multipotente vaskuldre Stammzellen (MVSCs)
einen grofen Anteil an der Umwandlung des kontraktilen in einen proliferierenden

Phinotyp der GefiBBmuskelzellen besitzen (Tang et al., 2012; Tang et al., 2013).
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Eine wesentliche Rolle bei der Proliferation glatter GefiBBmuskelzellen konnte PDE1C
zugewiesen werden. In vivo war keine PDE1C-Expression in GefidBmuskelzellen der
Thorakalaorta von Neugeborenen und Erwachsenen nachweisbar. Allerdings konnte
man in kultivierten GefiBBmuskelzellen in vitro und zusitzlich in proliferationsfihigen
GefidBmuskelzellen aus der Aorta von ungeborenen Feten in situ PDE1C-Expression
zeigen. PDEIA und PDE1B werden beide in GefiBmuskelzellen unter physiologischen
Bedingungen exprimiert. Dagegen ist PDE1A, aber nicht PDEIB auch in
proliferierenden Gefidlmuskelzellen nachweisbar (Rybalkin et al., 1997). Dies konnte
ein Hinweis darauf sein, dass PDE1B und PDE1C in Gefiflmuskelzellen verschiedene
Funktionen iibernehmen. PDE1B-Expression wurde in proliferierenden T-Lymphozyten
beschrieben (Kanda et al., 2001). Die Gruppe um Rybalkin (et al., 1997) vermutet, dass
allgemein bei der Proliferation einiger Zelltypen die Expression von PDEI-Isoformen
benotigt wird, um cAMP und/oder cGMP-Spiegel wihrend des Proliferationsvorgangs

sowohl in vivo also auch in Kultur zu regulieren (Rybalkin et al., 1997).

Interessanterweise war PDE1C-Expression bei der genannten Rybalkin-Studie in
proliferierenden Gefidlmuskelzellen menschspezifisch, da die Gruppe die PDE1C-in
vitro-Resultate nicht fiir Ratte, Rind und Affe (Macaca nemestrina) bestédtigen konnten
(Rybalkin et al., 1997). Studien von Schermuly und Kollegen (Schermuly et al., 2007)
zeigten, dass PDE1C-mRNA und PDEI1C-Proteinlevel erhoht waren in Lungengefifen
von menschlichen PAH-Lungenexplantaten. Eine Regulation von PDEIC konnte
ebenfalls in einem induzierten PAH-Ratten- und Maus-Modell beobachtet werden. Eine
Inhibierung der PDEIC durch den selektiven Inhibitor SMM-IBMX fiihrte in beiden
Tiermodellen zu einer strukturellen Umkehrung der modifizierten GefaBmuskelzellen.
Die Gruppe um Stefan Chan (et al., 2011) konnte ebenfalls im Nagermodell PDE1C-
Expression in kultivierten GefiBmuskelzellen bestitigen. Diese Untersuchungen stiitzen
die These, dass PDEIC in die Proliferation von GefiaBmuskelzellen involviert ist. In
kultivierten glatten Muskelzellen des weiblichen Myometriums zeigte PDEIC
immunhistochemisch eine nukledre Lokalisation, wohingegen PDESA nur im
Cytoplasma, nahe des Zentrosoms, aber nicht im Kern zu finden ist. Die Expression von
PDEIC im Kern deutet auf eine Rolle im Zusammenhang mit Zellproliferation hin
(Dolci et al., 2006). Die Gruppe um Cai (et al., 2011) stellte fest, dass in einem ex vivo-
Kulturmodell humaner V. saphena-Explantate die Inhibition der PDE1C durch den
PDE1-Hemmer IC86340 zu einem Lysosomen-abhingigen Abbau von Kollagen I
fiihrte. Allerdings ist IC86340 kein spezifischer PDEI1C-Inhibitor, da dieser
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hochstwahrscheinlich konzentrationsabhingig auch die anderen PDEI-Isoformen,
PDE1A und PDE1B, hemmt (Miller er al., 2009). Dennoch ist dies ein interessanter
Aspekt fiir GefaBkulturen. In dem von uns verwendeten peritubulidren Zellmodell wird

PDEI1C in vitro exprimiert, obwohl PDE1C in situ in verdickter LP fehlte.

Man konnte iiberpriifen, ob der Einsatz spezifischer PDE1-Hemmer, z.B. Dioclein und
SMM-IBMX, welche in geringen Konzentrationen die PDEIC hemmen konnten, auch
in peritubuldren Zellen zu einem Abbau von Kollagenl fiihrt. Erste Ergebnisse zeigten

morphologisch keine Auffilligkeiten bei peritubuldren Zellen.

In glatten GefiBmuskelzellen kann der Ca**-Spiegel entweder durch Ionenkanile, wie
spannungsabhingige Ca’*-Kanile vom L-Typ (Gollasch et al, 1998) und Ca’*-
aktivierte K*-Kanile (BKca) (Wang et al., 2014) oder intrazellular der Zelle durch z.B.
die Sarcoplasmic/endoplasmic-reticulum-calcium-ATPase (SERCA) reguliert werden.
Eine Regulation des Ca**-Eintritts in die Zelle scheint in GefiBen eine Rolle bei der
Vermehrung von extrazelluldrer Matrix zu spielen. Zu einer vermehrten Ablagerung
von Kollagen kann es bei Krankheiten wie Atherosklerose und Fibrose kommen. Das
Verhindern des Ca**-Einstroms konnte die Kollagen-Synthese reduzieren (Schachter,
1997; Vijayagopal et al., 2001). Allerdings muss erst noch untersucht werden inwieweit
die Kontrolle des Ca**-Spiegels, z.B. im Kontext mit der Ca**-abhiingigen PDE1C, eine

Auswirkung auf die Kollagenablagerung in der LP in situ hat.

Bei der Proliferation von SMCs sind zyklische Nukleotide von malgeblicher
Bedeutung. cAMP und cGMP sind fiir ihre Rolle in der Relaxation und Kontraktion von
Muskelzellen bekannt. Uber verschiedene Signalwege konnen zyklische Nukleotide die
Proliferation von SMCs hemmen (Bornfeldt, 1996). Ein erhohter cAMP-Spiegel
reguliert die Aktivitit der PKA, die wiederum die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-
Kaskade (Cook et al., 1993; Graves et al., 1993; Wu et al., 1993), die p70 S6 Kinase
Graves et al., 1993 (Monfar et al., 1995) und die Cyclin-abhédngige Kinase 4 (Kato et
al., 1994) durch Phosphorylierung hemmen kann. Dies fiihrt zu verminderter
Proliferation von GefidBmuskelzellen (Rybalkin et al., 1997; Rybalkin et al., 2002;
Rybalkin et al., 2003). Die Hemmung von PDE1C durch den selektiven PDE1-Inhibitor
8MM-IBMX fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der DNA-Synthese in
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menschlichen GefdBmuskelzellen unter Kulturbedingungen (Rybalkin et al., 1997,
Rybalkin et al., 2002; Rybalkin et al., 2003).

In Diskrepanz dazu konnte in Vorarbeiten weder in peritubuldren Zellen der normalen
noch der verdickten LP Proliferation durch den Proliferationsmarker PCNA in vivo
nachgewiesen werden. Mit einer positiven Immunreaktion konnten teilende Keimzellen
als interne Kontrolle herangezogen werden (Volkmann et al., 2011). Vereinzelte
PCNA-immunpositive peritubuldrer Zellen wurden im Hoden der Maus beschrieben
(Werler et al., 2014). In der Literatur ldsst sich bislang jedoch kein weiterer Hinweis auf
eine Proliferation von peritubuldren Zellen der LP des menschlichen Hodens finden.
Allerdings ist Proliferation nachweisbar in kultivierten peritubuldren Zellen, isoliert von
unverdickter und auch verdickter LP. Es zeigte sich eine hohere Proliferation von
peritubulédren Zellen im Zellmodell nach Zugabe des Prostaglandin-Metabolit 15dPGJ2
(Albrecht et al., 2006; Schell et al., 2010.). Auch in unserem Zellmodell menschlicher
LP-Zellen konnten proliferierende Zellen durch eine immunpositive Reaktion mit Ki67

bestétigt werden.

In vivo war zudem PDEIC im Keimepithel mit RT-PCR nach LCM lokalisierbar. Das
Epithel wurde von Biopsien mit diagnostiziertem SCO-Syndrom und
Hypospermatogenese durch LCM isoliert und anhand spezifischer Markergene fiir
Keimzellen (CatSperl) und Sertoli-Zellen (AMH) definiert. Dadurch war es moglich
PDEIC eindeutig Sertoli-Zellen zuzuordnen, da Keimzellen im SCO-Syndrom fehlen.
Von ausdifferenzierten Sertoli-Zellen im erwachsenen Mann ist bekannt, dass sie nicht
mehr proliferationsfihig sind. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass PDE1C nicht
nur im Proliferationsprozess eine Rolle spielt, sondern auch andere Funktionen in der
Zelle iibernimmt. In Miusen konnte die PDE1C immunhistochemisch in Spermatozyten
und runden wie elongierten Spermatiden gezeigt werden (Yan et al. 2001). Durch
unsere zuvor beschriebene methodische Vorgehensweise zum Nachweis von PDE1C im
Keimepithel kann nicht eindeutig bestimmt werden, ob PDE1C auch in menschlichen

Keimzellen exprimiert wird.

Um einen besseren Uberblick iiber weitere Funktionen der PDEIC in peritubuliren

Zellen der LP im Hoden zu erlangen, konnen in Zukunft verschiedene Untersuchungen
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in unserer Arbeitsgruppe fortgesetzt werden. Man konnte die PDE-Wirkung in
peritubuldren Zellen auf die Zellteilung mit einem Zellproliferations-Assay (XTT)
messen und speziell die PDE1C mit spezifischen PDEIC-Inhibitoren, z.B. Dioclein
(IC50=3,2uM) und S8MM-IBMX (ICs50=8uM)) inhibieren (Goncalves et al., 2009).
Hierbei sollten die Proliferation der Zellen durch einen PDE1-Inhibitor beeintrichtigt
werden. Einen dhnlichen Versuch konnte man mit einem Narben- oder Scratch-Assay
und verschiedenen PDEIl-Inhibitoren und Konzentrationen durchfithren, um den

Einfluss auf die Migration zu untersuchen.

Ein weiterer wichtiger Punkt wire es, PDE1C in Verbindung mit Fibrose-Entstehung zu
untersuchen. Dazu wire es moglich, peritubulidre Zellen von menschlichen Biopsien, die
eine verdickte LP aufweisen, zu isolieren und mit TGFp (verschiedene
Konzentrationen) zu inkubieren. AnschlieBend lieBe sich auf mRNA-Ebene die

Verinderung der PDE1C-Expression ermitteln.

Im Verlauf dieser Doktorarbeit war die Entdeckung der unterschiedlichen Expression
von PDEIC in unverdickter vs. verdickter LP ein besonderes Ergebnis. PDE1C konnte
eine bedeutende Rolle in Verbindung mit fibrotischen Umbauprozessen der Lamina
propria des Hodens einnehmen und somit indirekt zum Verstindnis ménnlicher Sub-

und Infertilitit beitragen.

5.1.3. Verlieren peritubulire Zellen bei Verdickung ihre kontraktile Funktion?

Der Einfluss fibrotischer Verdnderungen der LP und die Rolle der PDEs im Hinblick
auf Kontraktions- und Relaxationsprozesse sind bisher kaum gekldrt. Derzeit ist
ebenfalls unzureichend geklirt, ob peritubuldre Zellen der fibrotisch verdickten LP ihre

Kontraktilitdt verlieren.

Im Alter konnte bei fibrotisch auftretenden Verdnderungen der LP bereits eine
Abnahme der Desmin-positiven Zellen (Holstein et al., 1996.) und ein Anstieg
Vimentin-positiver Zellen belegt werden (Santamaria et al., 1992.; Arenas et al., 1997;
Schell et al, 2010). Myofibroblasten konnten demgegeniiber in verdickter LP
verschiedenen klinischen Hintergrunds wie Kryptorchismus, Orchitis, testikuldrer
Feminisierung, Prostatakrebs, nach Vasektomie, bei Transsexuellen (durch Azan und

eine zusitzliche SMA-Firbung) weiterhin nachgewiesen werden (Volkmann et al.,
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2012.). Selbst in der LP von Tubuli mit starker LP-Verdickung wurden SMA-positive
Zellen nachgewiesen. Die funktionelle Integritit der Myofibroblasten konnte durch
kontraktile zellspezifische Strukturproteine wie Myhl1 und Calponin belegt werden,
welche als Marker fiir differenzierte kontraktile Zellen dienen (Owens et al., 2004). Die
Relaxations-vermittelnden Proteine PKGI und PDES konnten zusitzlich in verdickter

LP von Tubuli mit verschiedenen Keimzellstorungen nachgewiesen werden.

Immunhistochemische Firbungen an Paraffin-fixierten Hodenquerschnitten, die im
Verlauf dieser Arbeit angefertigt wurden, zeigen eine deutliche, gleichméfig homogene
Farbung mit den kontraktilen Markern SMA, Calponin und Myhl11 an unverdickter und
verdickter LP (s. Punkt 4.1.8., Abbildung 16).

In Diskrepanz dazu steht eine Veroffentlichung von Welter (et al., 2013), in der ein
teilweiser Verlust von Muskelzell-Proteinen (Myhll, Calponin und PKGI) bei
fibrotischer Verdickung der LP beschrieben wurde. Die Untersuchungen erfolgten an
Biopsien mit ,,mixed atrophy‘“-Syndrom (MA), wobei Tubuli seminiferi mit normaler
und gestorter Spermatogenese in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander liegen. Man
weil} liber die klinischen Ursachen des MA-Syndroms relativ wenig (Sigg et al., 1981;
Nistal et al., 2007). Mit Ausnahme der verschiedenen Hersteller der Antikorper fiir anti-
Myhll1, anti-Calponin und anti-PKGI verlief die methodische Vorgehensweise der
Fixierung und Einbettung der menschlichen Hodenproben in beiden Arbeiten sehr
dhnlich, sowohl die Fixierung in Bouin und Einbettung in Paraffin als auch der

immunhistochemische Ablauf.

Ein anderer Grund fiir die verschiedenen Ergebnisse der beiden Gruppen konnte die
unterschiedlich verwendeten AK von verschiedenen Herstellern sein. Trotz positiver
interner AK-Kontrollen durch Farbung der vaskuldren glatten Muskelzellen konnte die
Bindungsaktivitit der AK in peritubuldren Zellen differieren. Hinsichtlich der Zeit
zwischen Organentnahme und Fixierung konnte aber bei den einzelnen Studien

Unterschiede vorhanden gewesen sein, die nicht ermittelbar sind.

In beiden Arbeiten konnten verschiedene kontraktile Proteine in Einzelzellen der
verdickten peritubuldren LP-Wand nachgewiesen werden. Somit konnten die Zellen in
vivo kontraktile Funktion ausiiben. Allerdings ist bisher ungeklért, ob bei fibrotisch

verdickter LP die Kontraktion des ganzen Tubulus-Gangs noch moglich ist. Dazu
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werden momentan in unserer Arbeitsgruppe Kontraktionsversuche an ganzen Tubuli mit

normaler und auch verdickter LP durch Videomikroskopie analysiert.

5.1.4 Quantitativer Nachweis von PDE-Isoformen in peritubuliren Zellen

unterschiedlichen pathologischen Ursprungs

In Verbindung mit Relaxation peritubulidrer Muskelzellen und dem cGMP-System lag
der Schwerpunkt unserer Untersuchungen auf den cGMP-degradierenden PDE-
Isoformen. In vivo konnten folgende cGMP-hydrolysierenden PDEs sowohl in
unverdickter als auch verdickter LP lokalisiert werden: PDESA, PDE9A; PDEIA,
PDEI1B, PDE3B und PDE10A. Zusitzlich wurde die cAMP-spezifische PDESA in der

LP nachgewiesen.

Um nachfolgend PDE-Transkripte mit Real-Time-PCR quantifizieren zu konnen,
bedienten wir uns des etablierten Zellmodells kultivierter peritubulédrer Zellen (Albrecht
et al., 2006). Aufgrund der limitierten Anzahl menschlicher Hodenbiopsien konnten wir
in ersten Versuchen zwei Proben mit unverdickter und eine Probe mit verdickter LP in
die Auswertungen einbeziehen. Trotz unterschiedlicher Dicke der LP in vivo
(unverdickt vs. verdickt) und damit verbunden unterschiedlicher Syntheseaktivitit der
Zellen, zeigt das mRNA-Level der kontraktilen und Bindegewebsmarker in kultivierten

Zellen ein sehr dhnliches Muster der hier untersuchten Molekiile.

In anderen Arbeiten mit isolierten, peritubulidren Zellen wurde in vitro eine signifikant
hohere Expression von Dekorin und Katalase in Zellen von Biopsien mit gestorter
Spermatogenese und fibrotisch verdickter LP (HTPC-Fs) im Vergleich zu Biopsien mit
normaler Spermatogenese und unverdickter LP (HTPCs) nachgewiesen (Adam et al.
2011). Ein moglicher Grund dafiir konnte sein, dass manche Gene trotz verdnderten
Bedingungen konstitutiv exprimiert werden (z.B. die hier erwihnten PDEs als
indirektes Zeichen weiterhin bestehender Kontraktilitdt der Einzelzellen) und andere
Gene einer Regulation (z.B. solche mit Einfluss auf die Synthese von extrazelluldrer

Matrix-Bestandteilen) unterstehen.

Dekorin kann viele 16sliche und unl6sliche Liganden binden und deren Aktivitit und
Verfiigbarkeit regulieren. Andererseits kann Dekorin als Ligand fiir verschiedene

Wachstumsfaktor-Rezeptoren zur Verfiigung stehen. Die Funktionen dieses kleinen
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Proteogylkans erlaubt es bei Prozessen wie Zellmigration, Adhision und Proliferation
involviert zu sein (Nili et al., 2003; Ferdous et al., 2010). Dekorin wurde bereits bei
fibrotischen Umbauprozessen (PAH und nephrogener systemischer Fibrose) eine
Bedeutung zugesprochen (Fadic et al., 2006; Gambichler et al., 2009). Katalase spaltet
reaktive Sauerstoffradikale und wurde zuvor bereits in peritubuldren Zellen der Ratte

beschrieben (Zini et al., 1996; Zini et al., 1997).

Das Expressionsniveau der zuvor genannten PDE-Isoformen (PDESA, PDE9A;
PDEI1B, PDE3B, PDEIOA und PDE8SA) zeigte nur geringe Unterschiede zwischen
isolierten, kultivierten Zellen von unverdickter und verdickter LP. Dafiir war ein

abgestuftes Expressionsmuster der einzelnen PDE-Isoformen zu beobachten.

In kultivierten Zellen der unverdickten LP scheinen PDEIA und PD5A ein erhohtes
mRNA-Level gegeniiber den anderen hier untersuchten PDE-Isoformen iiber mehrere
Passagen hinweg zu haben. Dies konnte darauf hindeuten, dass sowohl cGMP-Signale
als auch die damit in Verbindung stehenden Ca**-Konzentrationen, welche iiber cGMP
reguliert werden konnen, in isolierten peritubuldren Zellen durch PDEs, wie PDE1A
und PDESA, reguliert werden. Die zugrunde liegenden transkriptionellen Mechanismen
dieser beiden PDEs sind in isolierten peritubuldren Zellen jedoch noch unbekannt.
PDE1A- und PDESA-Expression wurden im menschlichen Hoden bereits beschrieben
(Michibata et al., 2001; Volkmann et al. 2011), allerdings war aus der Literatur bis zum
jetzigen Zeitpunkt noch nichts iiber die Lokalisierung von PDEIA in glatten
Muskelzellen der LP bekannt.

Die Expression von PDESA kann durch verschiedene Substanzen stimuliert und erhoht
werden. Eine Hochregulation der PDES5S nach Gabe von NO und Androgenen ist in
anderen Zellen beschrieben worden (Morelli et al., 2004; Schankin et al., 2010; Lin et
al.,2013).

In Zellen der verdickten LP ist das mRNA-Level von PDEIA jedoch vermindert im
Vergleich zu den peritubuldren Zellen der unverdickten LP. Zum derzeitigen Zeitpunkt
ist es schwer zu erkldren, warum die PDE1A-Expression in Zellen der verdickten LP
geringer ist im Vergleich zu den Zellen der unverdickten LP. Es ist wenig bekannt tiber
Transkriptionsfaktoren oder Promotoren der PDEIA oder unter welchen Bedingungen
die Genexpression reguliert wird. Die PDEI-Isoformen PDE1B und PDEIC sind in
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Zellen der unverdickten LP weniger exprimiert als PDE1A. Uber PDE1B- und PDE1C-
Expression ist generell im humanen Hoden bisher wenig bekannt. Beide PDE-
Isoformen sind in der Lage cGMP mit vergleichsweise dhnlicher Affinitdt zu binden
(Francis et al., 2010), wobei PDEIC, wie schon erwihnt, auch cAMP mit gleicher
Affinitdt wie cGMP spalten kann. In der Literatur wurde iiber eine vorherrschende
Expression von PDEIC und PDESA in glatten Muskelzellen berichtet (Dolci et al.,
2006).

PDE9A, die die hochste Affinitdt aller PDE-Isoformen fiir cGMP (K,=0,2-0,7uM;
(Francis et al, 2010) aufweist, ist interessanterweise in isolierten Zellen von
unverdickter und verdickter LP quantitativ weniger exprimiert als PDE1A, PDESA,
PDEI1C und die cAMP-spezifische PDESA. Man konnte vermuten, dass aufgrund der
hochaffinen Bindung von cGMP weniger PDE9A-mRNA in isolierten Zellen in vitro
hergestellt wird. Eine PDE9A-Expression im Hoden wurde bisher in der Literatur nicht
beschrieben. Hier konnte aber initial in einem PCR-Screening verschiedener humaner
Hoden-Biopsien gezeigt werden, dass PDE9A im Hoden exprimiert wird. Durch RT-
PCR nach LCM war es uns moglich PDE9A spezifisch in der unverdickten und

verdickten LP und sogar Keimepithel zu lokalisieren.

Ein abgestuftes Expressionsmuster der hier quantitativ untersuchten PDE-Isoformen
konnte auf verschiedene Funktionen der PDEs in der Zelle und eine verschiedene
subzellulidre Verteilung der PDE-Isoformen schlieBen. Man konnte vermuten, dass in
der Ndhe von cGMP-Pools nur bestimmte PDE-Isoformen gebraucht und exprimiert
werden. Die Organisation von PDEs kann in makromolekularen Komplexen erfolgen.
Dies erlaubt eine selektive Phosphorylierung von Target-Proteinen als Antwort auf ganz
spezifische, selektive Stimuli in der Zelle. PDEs regulieren die cAMP- und/oder cGMP-
Degradation lokal. Je nach Zellspezifitidt konnen PDEs im oder in der Nihe des Kerns
oder an anderen Zellorganellen exprimiert sein. In Kardiomyozyten sind cGMP-
Molekiile nicht gleichméBig innerhalb der Zelle verteilt, sondern in separaten,
ausgeglichenen sogenannten ,,Pools* angeordnet. Dies bezieht sich, z.B. auf ,,cGMP-
Pools*, welche in der Nihe der membranstindigen GC-Rezeptoren oder im Cytosol

nahe der sGC lokalisiert sind. Dementsprechend kontrollieren nur bestimmte PDE-
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Subtypen an bestimmten Stellen in der Zelle das cGMP-Signal (Stangherlin ez al., 2011;
Stangherlin et al., 2012).

Uber die spezifische zelluldre Lokalisierung der PDE-Isoformen PDESA, PDEO9A;
PDE1A, PDEIB, PDE3B, PDEIOA und PDESA in peritubuldren Zellen oder glatten

Muskelzellen ist bisher wenig bekannt.

PDES scheint in Herzmuskelzellen nur die cytoplasmatischen cGMP-Signale, gebildet
durch sGC zu steuern, wihrend PDE2 sowohl an der Membran als auch im Cytosol zu
finden ist. Zudem scheint PDES vor allem in der Nihe des Sarkolemmas lokalisiert zu
sein, um dort spezifisch das cGMP-Signal zu kontrollieren (Castro et al., 2006;

Takimoto et al., 2007).

Das cAMP-Signal in Kardiomyozyten wird lokal durch B2-Adrenorezeptoren begrenzt.
Durch die Uberexpression von Caveolin 3 wird dieses Signal nicht mehr lokal begrenzt,

sondern breitet sich aus (Wright et al., 2014).

In einem Zellkultur-Modell von Sertoli-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
Unterform PDE4D3 mit PKA und dem Ankerprotein AKAP-450 in der Nihe des
Zentrosoms kolokalisiert sind, die dadurch einen funktionellen Komplex bilden. Durch
cAMP wird PKA aktiviert, die wiederum PDE4D3 phosphoryliert und nachfolgend eine
lokale Feedback-Regulation ausgelost wird (Tasken et al., 2001).

Zu diesem Zeitpunkt der Untersuchungen konnen wir nur eine Aussage iiber das
Expressionslevel der einzelnen PDEs auf mRNA-Ebene, aber nicht auf Protein-Ebene
machen. Es sind wenige spezifische PDE-Antikorper fiir Western-Blot oder
Immunhistochemie zugénglich, sodass eine genaue Aussage {iiber PDE-
Proteinexpression in peritubuldren Zellen derzeit schwierig zu treffen ist. Fiir die
Zukunft konnte man versuchen, eine Protein-Quantifizierung beruhend auf der
Trennung nach dem isolektrischen Punkt durchgefiihrt mit einer Kapillarelektrophorese

und UV-Detektion (www.proteinsimple.com).

Das Expressionsniveau der in dieser Arbeit untersuchten PDE-Isoformen wurde iiber
mehrere Passagen beobachtet. Das mRNA-Level der meisten PDEs bleibt iiber die
untersuchten Passagen bei Zellen der unverdickten LP und bei Zellen der verdickten LP

stabil. In Zellen der unverdickten LP zeigt PDE8A eine kleine, aber signifikante
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Veridnderung in P3 im Vergleich zu P4, P5 und P6, wihrend in Zellen der verdickten LP
PDESA eine signifikante Verdnderung von P4 nach P6 zeigt. Bei der geringen Fallzahl

ist es fiir eine abschlieende Bewertung dieser Befunde aber noch zu friih.

Bisher wurde das Expressionsmuster peritubuldrer Zellen noch nicht iiber einen
Zeitraum mehrerer Passagen gezeigt. Die Gruppe um Mayerhofer benutzten bisher
peritubuldrer Zellen der Passagen 2-9 (Albrecht et al., 2006; Schell et al., 2008; Schell
et al. 2010; Welter et al., 2013), zeigten aber bisher nur Daten aus jeweils einer Passage

und nicht von mehreren verwendeten Passagen im Vergleich.

5.1.5 Fehlende Expression einiger PDE-Isoformen in der Lamina propria des Hodens

Neben der Expression von PDE-Isoformen in unverdickter und verdickter LP in vivo,
konnten einige wenige PDE-Isoformen mit LCM und nachfolgender RT-PCR-Methode
weder in unverdickter noch in verdickter LP nachgewiesen werden. Dazu gehoren die
dual-spezifischen PDE2A, PDE3A und PDEI11A. Zusitzlich wurde die cAMP-
spezifische PDESB ebenfalls nicht in der LP exprimiert.

In peritubuldren Zellen des Hodens scheint PDE2A somit keine Rolle zu spielen. Die
Degradation von cGMP und cAMP werden von anderen PDE-Isoformen iibernommen.
PDE2A-Expression ist hauptsidchlich im Gehirn und Herzen bekannt. Dort ist PDE2A
vermutlich in die Regulation von Blutdruck und Fliissigkeitshaushalt durch ANP
involviert (Iffland er al., 2005). Eine einzigartige Eigenschaft von PDE2A ist deren
Aktivierung iiber cGMP-Bindung an die regulatorische GAF-Domine was zum Abbau

von cAMP fiihrt.

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe wurde immunhistochemisch PDE2A in humanen und
bovinen Hoden-Querschnitten nachgewiesen. Dabei konnte PDE2A Spermatiden und
Spermatozyten in den Tubuli seminiferi zugewiesen werden. Auch auBlerhalb des
Keimepithels war eine Zuordnung von PDE2A zu Leydig-Zellen und GefidBlen im
Interstitium moglich (Mietens, Dissertationsschrift, 2005). Zusitzlich wurde PDE2A-
Expression in runden Spermatiden der Tubuli seminiferi von Ratten nachgewiesen
beschrieben. Dies unterstiitzt die These, dass PDE2A wichtig fiir die Funktion von

Keim- und Sertoli-Zellen sein konnte (Welch et al., 1992; Morena et al., 1995). Eine
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Expression in isolierten glatten Muskelzellen aus dem Corpus Cavernosum des Penis
konnten ebenfalls gezeigt werden (Chung et al., 2012). PDE2A-Expression war auch in
Endothelzellen  kleiner Kapillaren und Venolen nachweisbar  (Mietens,
Dissertationsschrift, 2005). Zudem weisen andere unveroffentlichte Daten unserer

Arbeitsgruppe auf eine PDE2A-Expression in der Aorta hin.

In Kardiomyozyten iibernimmt PDE?2 eine Rolle in der Umbildung von Fibroblasten zu
Myofibroblasten wihrend Fibroseprozessen. PDE2 wurde sowohl in Herzfibroblasten,
als auch in Kardiomyozyten nachgewiesen. Eine Uberexpression von PDE2 fiihrte zu
einem verminderten cAMP-Spiegel, was wiederum die Transition zu Myofibroblasten
induzierte, ohne exogene Zugabe profibrotischer Stimuli. Der cGMP-Spiegel war
allerdings nicht betroffen. Durch eine Erhohung des cGMP-Spiegels kann der PDE2-
induzierte Remodeling-Effekt umgekehrt werden. Es wird vermutet, dass cAMP und
cGMP als antifibrotische Mittler fiir protektive Mechanismen bei Herversagen

angewendet werden konnen (Vettel et al., 2014).

PDE2 kann durch cGMP stimuliert, wohingegen PDE3 durch cGMP inhibiert werden
kann. Dadurch iiberschneiden sich die Funktionen dieser beiden Phosphodiesterasen
(cross talk). Endothelzellen exprimieren beide PDE-Isoformen. Das ¢cGMP-Signal in
Endothelzellen variiert je nach Grad, indem PDE2 aktiviert und PDE3 inhibiert wird
(Surapisitchat et al., 2007). Die Degradation von cAMP- und cGMP-Signalen mittels
dieser beiden zuvor genannten PDEs spielt auch im Herzen eine regulatorische Rolle.
Die Inhibition von PDE?2 fiihrt iiber einen Anstieg von Ca** zu einer Kontraktion der
Kardiomyozyten. Ein cGMP-Anstieg fiihrt zu einer erneuten Aktivierung der PDE2 und
einer gleichzeitigen Inhibierung der PDE3-Aktivitit (Maurice, 2005; Zaccolo et al.,
2007).

Eine fehlende PDE3A-Expression in humanen LP-Zellen in vivo deutet darauf hin, dass
diese dual-spezifische PDE-Isoform dort nicht relevant zu sein scheint, wéhrend
PDE3B-Expression in der LP und im Keimepithel nachgewiesen werden konnte. In
Ubereinstimmung damit wurde die PDE3B zuvor auch schon in Spermatozyten der
Maus beschrieben (Laughlin et al., 2010; Reinhardt et al., 1995). Ferner konnten
Morena (et al., 1995) durch in-situ-Hybridisierung PDE3-mRNA Sertoli-Zellen

zuordnen, ohne allerdings eine Spezifizierung der Isoformen zu nennen. PDE3A, {iiber
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die im Hoden bisher keine Arbeiten vorliegen, scheint vornehmlich in anderen Organen

den Abbau der zyklischen Nukleotide zu steuern.

PDEI11A wird als weitere dual-spezifische PDE-Isoform ebenfalls nicht in der humanen
LP exprimiert. Allerdings ist bekannt, dass eine Unterform, die PDE11A3, im Hoden
vorkommt, wihrend die PDE11A4 in der Prostata exprimiert wird. Dies spricht fiir eine
gewebsspezifische Expression dieser beiden Subtypen (Loughney et al., 2005). Durch
PDE11A3-KO-Mausmodelle konnte man PDE11A3 eine Funktion in Spermien
zuordnen, da diese Miuse eine verminderte Spermienfunktion und Spermatogenese
aufwiesen (Wayman et al., 2005). Unsere Daten bestidtigen eine Lokalisierung der
PDE11A im Keimepithel, die von uns verwendeten Primer erkennen vor allem die

Sequenz der PDE11A3.

Die cAMP-spezifisch ausgewiesene PDE8B konnte im Gegensatz zu PDESA, weder in
der LP noch im Keimepithel nachgewiesen werden. Allerdings wurden fiir beide
Isoformen eine Expression im Hoden beschrieben, speziell in Leydig-Zellen (Tsai and
Beavo 2011). Aus diesem Grund haben wir die Expression von PDE8B in isolierten
Interstitium-Arealen durch LCM {iberpriift. Durch die Verwendung eines Leydig-
Zellmarkers (CYP19A) konnten wir PDE8B Leydig-Zellen zuordnen. PDESA und
PDES8B kontrollieren an verschiedenen Stellen in der Zelle cAMP-,,Pools”“. PDESA
wurde spezifisch in der Ndhe von Mitochondrien beschrieben, wohingegen PDESB
verbreiteter im Cytosol exprimiert wird. Diese verschiedenen Verteilungen der beiden
Isoformen innerhalb der Zellen konnten fiir eine unterschiedliche Aktivierung durch
PKA sprechen. Diese Aktivierung konnte wiederum verschiedene Downstream-
Regulationen auslosen (Shimizu-Albergine et al.,, 2012). Dyson et al., (2009) zeigten
z.B.: dass PKA-Typl die mRNA-Synthese des steroidogenic-acute-regulatory-protein
(STAR)-Gens beeinflussen kann, wohingegen PKA-Typll vorherrschend die
Phosphorylierung des STAR-Proteins in Leydig-Zellen reguliert.
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5.1.6 Verhiltnis von Bindegewebs- und kontraktilen Markern im Zellmodell

peritubulirer Zellen

Um die Muskelzell-Charakteristika der Zellen in Kultur genauer zu beschreiben, haben
wir typische Marker fiir die quantitative Analyse durch Real-Time-PCR ausgewihlt. Ein
spezifischer Marker fiir glatte Muskelzellen ist SMA, welcher bereits vielfach zur
Bestimmung von Myofibroblasten der LP im Hoden (Volkmann et al., 2011) und auch
bei kultivierten peritubulidren Zellen eingesetzt wurde (Schell. et al., 2010). Als weitere
kontraktile Marker wurden Calponin (Romano et al., 2007), Smoothelin, Myhl1
(Schell. et al., 2010; Welter. et al., 2013.) und PKGI ausgewihlt (Volkmann et al.,
2011; Welter et al, 2013.). Wie zuvor mehrfach erwihnt wurde, exprimieren
Myofibroblasten neben kontraktilen Elementen auch Bindegewebsproteine, sodass eine
Charakterisierung peritubuldrer Zellen auch iiber diese Proteine erfolgen muss. Als
Marker fiir Bindegewebszellen wurde CD90 eingesetzt, welches sowohl auf mRNA- als
auch auf Protein-Ebene in humanen peritubulédren Zellen nachgewiesen wurde (Albrecht
et al., 2006; Schell et al., 2010). Als weitere charakteristische Marker wurden Kollagenl
(Albrecht et al., 2006), Vimentin (Giilkesen et al., 2002; Arenas et al., 1997; Albert et
al., 2012) und Fibronektin (Maekawa et al., 1996) ausgewdhlt.

Ein interessanter Aspekt unserer Untersuchungen ist, dass das Expressionsmuster der
kontraktilen ~Marker (SMA, PKGI, Myhll, Calponin, Smoothelin) und
Bindegewebsmarker (CD90, Vimentin, Kollagenl, Fibronektin) sowohl in peritubulidren
Zellen der unverdickten als auch der verdickten LP vergleichbar ist. Daraus kdnnte man
schlieen, dass die Syntheseaktivitit der peritubuldren Zellen in vitro, bezogen auf die
hier untersuchten Marker, unabhingig vom Grad der Kollagensynthese dieser Zellen
prdoperativ in vivo ist. Welter (et al., 2013) konnten bei Reduzierung auf eine
untersuchte Passage ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Expression von
Myhll1, Calponin und PKGI in isolierten peritubuldren Zellen von Patienten ohne
pathologische Auffilligkeiten (HTPCs) und von Patienten mit gestorter Spermatogenese
und fibrotischen Verdnderungen (HTPC-Fs) feststellen.

Uberraschenderweise war das quantitative Verhiltnis der Bindegewebsmarker Vimentin
und Fibronektin deutlich erhoht gegeniiber den kontraktilen Markern in peritubulédren

Zellen, sowohl der unverdickten als auch verdickten LP. Aus der Literatur ist bekannt,
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dass Vimentin in hohen Konzentrationen in der Zelle vorkommt (Fuchs et al., 1994).
Vimentin wird vor allem als Marker fiir Bindegewebszellen, in der Pathogenese, aber
auch fiir Weichgewebstumore verwendet. Bei krebsartigen Gewebsentartungen neigen
Epithelzellen dazu ihre epithelialen Eigenschaften zu verlieren und dazu iiberzugehen
mesenchymale Eigenschaften zu entwickeln. Diesen Vorgang nennt man epithelial-
mesenchymale Transition (EMT). EMT steht ebenfalls in Verbindung mit Wundheilung
und Fibrose (Satelli ef al., 2011). Durch externe Zugabe von TGF- kann EMT auch in
Zellkultur-Versuchen ausgeldst werden (z.B. Vervoort et al., 2013). Erhohte Synthese
von extrazelluliren Matrixproteinen und damit in Verbindung stehende
Fibrosevorginge konnen durch TGF-8 induziert werden (Penttinen et al., 1988; Boo et
al., 2013; Leask, 2013; Mancini et al., 2014). In unserer Arbeitsgruppe werden aktuell
Zellkultur-Versuche mit isolierten peritubuldren Zellen und zusitzlicher TGF-B-Gabe
durchgefithrt mit dem Gedanken, dass der Myofibroblasten-Phinotyp stirker
ausgebildet sein wiirde. Ein verindertes Expressionsniveau der Muskelzellen gegeniiber

den Bindegewebsmarkern wird dabei erwartet.

In Zellmodellen mit isolierten Bindegewebszellen, in denen fibrotische Prozesse
analysiert wurden, sind Transkriptionslevel von extrazelluldiren Matrixproteinen oft
erhoht (Challa et al., 2012; Eckes et al., 1996; Lindquist et al., 2000; Tsukada et al.,
2006). Die Kollagenexpression zum Beispiel ist maB3geblich abhingig von der Stabilitit
der Kollagen-mRNA (Krupsky et al., 1997; Ricupero et al., 2001). Es gibt Hinweise in
der Literatur, dass Vimentin zur Stabilisierung von Kollagen-mRNA in humanen
Lungen-Fibroblasten und HEK-Zellen beitrigt (Challa et al, 2011). Ob dies in

peritubulédren Zellen zutrifft, muss noch untersucht werden.

SMA ist ein Strukturprotein und dient als Bestandteil des Cytoskeletts der Stabilisierung
der Zellform. AuBlerdem ist es zusammen mit Myosin Teil des Kontraktionsapparates.
Unter Zellkulturbedingungen ist auf mRNA-Ebene die Expression des kontraktilen
Markers SMA geringer im Vergleich zu Vimentin und Fibronektin, sowohl in Zellen
der verdickten als auch der unverdickten LP. Aber die SMA-Expression ist vergleichbar
mit der Expression von Kollagenl und CD90. Die Menge an SMA-mRNA nimmt in

peritubulédren Zellen, isoliert aus unverdickter LP von P3-P6 betrachtet, signifikant ab.

168



In Zellen der verdickten LP war keine Abnahme der SMA-mRNA iiber mehrere

Passagen zu beobachten.

Erste Proteindaten unserer Arbeitsgruppe zeigen keine Abnahme von SMA iiber
mehrere Passagen. Die Funktion des Proteins bleibt demnach erhalten, aber die mRNA
konnte in Zellen der unverdickten LP einer Regulation unter Kulturbedingungen
unterliegen. Vimentin konnte mit Western Blot-Versuchen ebenfalls gleichmiBig iiber

mehrere Passagen nachgewiesen werden.

Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass die vorliegenden Ergebnisse
des Zellmodells erste Versuche darstellen sollten, um Hinweise auf charakteristische
Merkmale auswachsender Zellen menschlicher Hodenbiopsien zu erhalten. Dafiir
konnten lediglich Biopsien von zwei Probanden mit unverdickter LP und eines
Probanden mit verdickter LP in Zellkultur-Versuchen untersucht werden. Zellen
verdndern in Kultur oft ihre biologischen Funktionen und Syntheseaktivititen. Vor
allem zeichnen sich Zellen in Kultur vorherrschend durch Proliferation und Migration
aus. Die Synthese von Kollagen scheint bei unseren in vitro-Bedingungen in
peritubulédren Zellen von geringerer Bedeutung zu sein als die Synthese von Vimentin

und Fibronektin.

5.1.7 Vergleich der verwendeten Markergene mit ,.klassischen Muskelzellen

Die iiberraschende Erkenntnis der hoheren Expression von Vimentin und Fibronektin
gegeniiber kontraktilen Markern fiihrte zu der Frage: Sind die hohen Expressionslevel
von Vimentin und Fibronektin ein typisches und vor allem spezifisches Merkmal fiir

peritubuldre Zellen?

Um dies zu kldren, wurden Gene kontraktiler und Bindegewebsmarker quantitativ in
,.klassischen* kultivierten Muskelzellen (HPASMCs und HPrSMCs) mit Real-Time-
PCR iiberpriift. Ein vergleichbares Expressionsmuster zeigte sich zwischen
peritubuldren Zellen und diesen beiden ,klassischen Muskelzellen. Somit ist die
vergleichsweise hohere Expression von Vimentin und Fibronektin kein Spezifikum
peritubulédrer Zellen mit ihrer in vivo vorhandenen groBBen Kollagen-Synthese, sondern

ist auch charakteristisch fiir ,,klassische* Muskelzellen in vitro.
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Verschiedene Signalwege, die mit Fibrose in Zusammenhang stehen, wurden bereits in
HPASMC:s untersucht, sodass Faktoren, welche sowohl in peritubulidren Zellen als auch
in HPASMCs exprimiert werden, unter dem Aspekt von Fibrose in zukiinftigen
Untersuchungen iiberpriift werden konnen. Endothelin-1 vermittelt Vasokonstriktion,
sowohl im Hoden, als auch in der Lunge. Verinderungen des Endothelin-1-Signalweges
konnten Stimuli fiir die Induzierung von PAH darstellen, sodass eine Inhibition
bestimmter Faktoren dieses Signalwegs (K*-Kanal TASK1) ein therapeutisches Ziel in
der Behandlung gegen PAH sein konnte (Seyler e al., 2012). Die Rolle von cAMP
wurde in Hypoxie-induzierten Maéusen und isolierten HPASMCs dieser Tiere
untersucht. Die durch Hypoxie-induzierte Proliferation konnte durch den PDE3-

Inhibitor Cilostamid vermindert werden (Chen et al., 2012).

Wie schon einige Male erwihnt wurde, wird das Cytokin TGF-8 in der LP des Hodens
(Holstein et al., 1996; Volkmann, Dissertationsschrift 2010), aber auch in HPASMCs
(Ismail et al., 2009) und in HPrSMCs exprimiert (Wu et al., 2008). Fiir vergleichende
Expressionsstudien werden zurzeit Versuche mit TGF-B und den hier diskutierten

Muskelzell-Kulturen zum Vergleich geplant.

5.1.8 Analyse des Phinotyps peritubulirer Zellen der unverdickten und verdickten

Lamina propria

Unter Kulturbedingungen konnte man auf mRNA-Ebene gleichermaBlen Eigenschaften
fiir Muskel- als auch Bindegewebsanteile in allen Zellen nachweisen. Nun stellt sich die
Frage, ob die zugehorigen Proteine von separaten Zellpopulationen, d.h. Muskelzellen
und Bindegewebszellen oder nur von einem Zelltyp, d.h. Myofibroblasten, exprimiert
werden. Fluoreszenz-immunhistochemische Untersuchungen mit einem Marker fiir
Muskelzellen (SMA) und einem Marker fiir Bindegewebszellen (Vimentin) deuten
darauf hin, dass alle peritubulidren Zellen in Kultur einen Myofibroblasten-Phénotyp
ausbilden. Der Myofibroblasten-Phinotyps wurde durch die Kolokalisation des
Muskelzellmarkers Calponin mit dem Bindegewebsmarker CD90 in einer Zelle

bestitigt.

Wihrend alle Zellen CD90 exprimieren, kann nur in einem Teil dieser Zellen
gleichzeitig Calponin nachgewiesen werden. Eine mogliche Ursache dafiir konnte sein,

dass SMA als allgemeiner smooth-muscle-Marker gilt, wihrend Calponin eher als
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Marker fiir mehr differenzierter Muskelzellen gibt (Bajpai et al., 2012; di Gioia et al.,
2000; Wang et al., 2010). Bei standardisierten Fluorezenz-IHC-Versuchen wurden die
Zellen nach der Passagierung in Wells nochmals 24h im Brutschrank inkubiert, um das
Festsetzen der Zellen am Boden zu sichern (s. Punkt 2.6.1). IHC-Vorversuche, die in
dieser Doktorarbeit nicht gezeigt wurden, deuteten an, dass eine ldngere Kultivierung
der Zellen (drei Tage) nahezu in jeder Zelle zu einer Kolokalisation von CD90 und
Calponin fiihrt. Dies konnte darauf hinweisen, dass bei verldngerter Kulturdauer fast
keine Zellen mehr proliferieren und somit alle Zellen einen differenzierten, kontraktilen

Phinotyp aufweisen.

Alle Zellen waren CD90-immunpositiv. CD90, auch als Thy-1 bekannt, ist ein
Membranprotein und wird in vielen Zelltypen, wie T-Zellen, Thymozyten, Neuronen,
Endothelzellen und Fibroblasten exprimiert. Dieses Glykoprotein spielt immunologisch
eine groe Rolle bei der T-Zellaktivierung. Daneben hat CD90 auch nicht-
immunologische Funktionen, z.B. Signalweiterleitung bei Apoptose, Zelladhédsion und
Migration. Es reguliert unter anderem Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und
steuert in Fibroblasten Proliferation und Migration (Rege et al.,, 2006).
Immunhistochemische Untersuchungen im CD90”-Mausmodel und von Menschen mit
idiopathischer PAH, zeigten eine Korrelation zwischen dem Fehlen von CDO90 in
Fibroblasten und einem ausgeprigtem fibrotischen Phidnotyp in vivo und auch in vitro-
Zellkulturen. Diese Erkenntnis scheint ein wichtiger Mechanismus bei der Entstehung
der Fibrogenese der Lunge zu sein. CD90-negative Fibroblasten reagieren sensitiver auf
Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF) und die Proliferation der Fibroblasten wird dadurch
selektiv gefordert. Dadurch kann es zur Akkumulation von Fibroblasten in sogenannten
fibrogenen Lisionen kommen. CD90 stellt also einen wichtigen Regulator der
molekularen Pathogenese in Fibroblasten dar (Hagood et al., 2005; Ramirez et al.,
2011). Die universelle Expression von CD90 in peritubuldren Zellen spricht also fiir

einen intakten Bindegewebs-Charakter unter Zellkultur-Bedingungen.

Zusitzlich zur generellen Charakterisierung der peritubuldren Zellen durch spezifische
Marker fiir Muskel- und Bindgewebszellen, fiihrten wir Untersuchungen zu
Zellwachstum und Zellteilung durch. Als typischer Marker fiir Zellproliferation wurde
Ki67 (Scholzen et al., 2000) wihrend der Fluoreszenz-IHC eingesetzt. In allen
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untersuchten Passagen der Zellen von unverdickter und auch verdickter LP war
Zellteilung festzustellen. Allerdings teilte sich nur eine Subpopulation der Zellen. Der
Marker Ki67 wurde dabei in zwei verschiedenen Antikorper-Kombinationen eingesetzt,
einmal in Verbindung mit dem Muskelzellmarker SMA und einmal zusammen mit dem
Bindegewebsmarker Vimentin. Unterschiede in der Proliferation zwischen
Vimentin+Ki67 und SMA+Ki67 lassen sich durch methodisch bedingte leichte
Unterschiede erkliren. Es wurden zwei unterschiedliche Zweit-Antikorper mit
unterschiedlichen Fluoreszenzen fiir den Ki67-Nachweis verwendet. In der
Kombination SMA+Ki67 ist Ki67 rot, wihrend Ki67 in Verbindung mit Vimentin griin

leuchtet.

Die Biopsien stammen von unterschiedlichen Menschen. Dies konnte eine Ursache fiir

die Unterschiede in der Proliferationsrate der Zellen sein.
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5.2 Nebenhoden:

5.2.1 Lokalisation und Funktion von PDEs im NH-Gang

Im Rahmen dieser Dissertationsschrift standen einige kommerzielle PDE-Inhibitoren
zur Verfligung. Deshalb waren wir im Hinblick auf funktionelle Studien an der
Lokalisation von cGMP-regulierenden PDEs (PDE1, PDE2, PDE3A, PDE3B und
PDES) in der Muskelschicht des NH-Gangs der Ratte interessiert. Zusitzlich konnten
wir durch Real-Time-PCR-Analysen eine quantitative Aussage iiber die Verteilung der

einzelnen PDEs in Caput, Corpus und Cauda treffen.

Fiir den proximalen Cauda-Bereich der Ratte konnte eine spontane und peristaltische
Aktivitat der glatten Muskelzellen des Nebenhodenganges gezeigt werden, die durch ein
sich periodisch wiederholendes Kontraktionsmuster (1-13 Kontraktionen pro Minute)
charakterisiert ist. Ohne zusitzliche Anregung war die Frequenz der Kontraktionen
gleichméfig. Parallel zu dieser Dissertationsschrift fanden wir eine Stimulation des
cGMP-bildenden Rezeptors GC-A durch die Zugabe von ANP, was zu einer Abnahme
der Kontraktionsfrequenz fiihrte (Mietens et al., 2012). Zuvor erfolgten bereits
Untersuchungen des Kontraktionsmusters in verschiedenen Regionen des Nebenhodens
am Bullen. In den Abschnitten Caput, Corpus und Cauda konnten in Abwesenheit
externer  stimulierender  Agenzien, dauerhafte  gleichmidBig  rhythmische

Spontankontraktionen beobachtet werden (Mewe et al., 2006).

5.2.1.1 PDE5

Mit der von uns weiterentwickelten Methode der LCM und nachfolgender RT-PCR in
Kombination mit spezifischen Markergenen war es uns moglich, die PDES der
Muskulatur des NH-Gangs von Mensch und Ratte zuzuordnen. Immunhistochemische
Daten unserer Arbeitsgruppe unterstiitzen die mRNA-Daten auf Proteinebene. Wihrend
der Vollendung dieser Doktorarbeit, konnten diese Daten publiziert werden (Mietens et
al., 2012). Wie bereits erwihnt, wurde PDES5-Expression in glatten Muskelzellen
beschrieben, z.B. im Corpus cavernosum des Penis (Albersen et al, 2013), den
Lungengefden (Guazzi et al., 2007), und in peritubulidren Zellen der LP des humanen
Hodens (Volkmann et al., 2011).
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In der Ratte war PDES-Expression in allen drei Regionen des NH (Caput, Corpus und
Cauda) nachweisbar. Die PDES-mRNA-Expression ist von Caput nach Corpus stabil.
Interessanterweise zeigen unveroffentlichte Proteindaten unserer Arbeitsgruppe eine
leichte Abnahme der PDES-Proteinexpression von Caput nach Cauda in der
cytosolischen  Fraktion (Mirjam Hildebrandt; unveroffentlichte Daten der
Dissertationsschrift). Momentan kann noch keine Aussage iiber die Diskrepanz der
mRNA- und Proteindaten gemacht werden. Weitere Untersuchungen miissen dazu

folgen.

In unseren Organbadstudien konnte die PDES5 spezifisch nach Gabe des PDES5-
Inhibitors Sildenafil gehemmt werden. Ein Vergleich der Literatur zeigt, dass die ICso-
Werte von Sildenafil variieren. Der ICso-Wert ist neben vielen anderen Faktoren
abhingig von der cGMP-Konzentration und dem verwendeten Gewebe. Es wurden
Werte zwischen 3,5-8,5nM angegeben (Gresser et al., 2002; Pauvert et al., 2003; Wallis
et al, 1999). In unseren Experimenten wurde nach Anfertigung einer Dosis-
Wirkungskurve eine hohere Konzentration von Sildenafil eingesetzt, um einen
sichtbaren relaxierenden Effekt im Organbad zu erzielen. Dies resultierte in einer
deutlichen Verlangsamung der spontanen Aktivitit der Muskelzellen im Organbad.
Nach externer Zugabe von c¢GMP und erwarteter Verlangsamung der
Muskelkontraktion, konnte durch weitere Gabe von Sildenafil eine zunehmende
Relaxation der Muskelzellen gezeigt werden. Einige wenige Ausschldge bleiben nach
Sildenafil-Gabe jedoch erhalten. Eine komplette Blockierung des Kontraktionsmusters
war durch den nicht-selektiven PDE-Inhibitor IBMX moglich, was auf Vorhandensein

und Bedeutung weiterer PDEs in der Muskelschicht schlie3en 14sst.

In einem assoziierten Projekt konnte mit einem Sildenafil-Langzeit-Modell gezeigt
werden, dass die Spontankontraktion des NH-Gangs bei Tieren mit tédglicher,
regelmifiger Sildenafil-Gabe keine Veridnderung im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
zeigte. Dies deutet darauf hin, dass chronische Sildenafil-Gabe keine dauerhaften
Auswirkungen auf die autorhythmische Kontraktilitit der Muskelzellen des D.
epididymidis hat (Mietens et al., 2012).
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Sildenafil, wie auch die verwandten Komponenten Tadalafil oder Vardenafil, werden
weltweit zur Behandlung erektiler Dysfunktion eingesetzt (Lacchini et al., 2014;
Zelefsky et al., 2014). Eine hohe Expression von PDES in Gefillen der Lunge ist
bekannt, sodass Sildenafil vielfach auch fiir die Therapie gegen PAH FEinsatz findet
(Lee et al., 2014; Wu et al., 2014; Yaseen et al., 2012). Auch bei Herzkrankheiten
finden sich Therapiemdglichkeiten fiir die Verwendung von Sildenafil (Borgdorff et al.,
2014; Carls et al., 2014). Seitdem das Patent fiir Sildenafil (Viagra) beim Hersteller
Pfizer im Juni 2013 abgelaufen ist, kann der Wirkstoff finanziell giinstiger in anderen
Konkurrenzprodukten verwendet und auch fiir andere Therapien eingesetzt werden.
PDES weist in der Blase hohe Expressionen auf (Fibbi et al., 2010; Miiller et al., 2011).
Seit kurzem darf Sildenafil bei Symptomen des unteren Harntraktes (engl. lower urinary
tract symptoms, LUTS) angewendet werden (Scheepe et al., 2014). In naher Zukunft
werden ebenfalls die Patente fiir Levitra (Vardenafil) der Firma Bayer (im Jahr 2015)
und Cialis (Tadalafil) der Firma Lily (im Jahr 2016) auslaufen.

5.2.1.2PDE3

Im Gegensatz zu PDES waren die Isoformen PDE3A als auch PDE3B nicht im
humanen NH nachweisbar. Dies scheint ein speziesspezifisches Phidnomen zu sein,
denn in isolierter Muskelschicht des Ratten-NH waren beide PDE3-Isoformen zu

finden.

In unseren quantitativen Untersuchungen scheinen PDE3A- und B sowie PDES im NH
der Ratte tiber dhnliche mRNA-Expression zu verfiigen. Die Verteilung der mRNA ist
von Caput nach Cauda stabil und scheint auf einem vergleichbaren mRNA-
Expressionsniveau zu sein. PDES zeigt sich fiir die Terminierung des cGMP-Signals
verantwortlich, wihrend PDE3 beide zyklischen Nukleotide degradieren kann (Ahmad
et al., 2014; Movsesian et al., 2011). Somit iibernimmt jede dieser Isoformen eine ganz

spezielle Funktion im NH-Gang.

In dieser Doktorarbeit konnte in funktionellen Kontraktionsstudien gezeigt werden, dass
die spezifische Inhibierung der PDE3 durch den Inhibitor Trequinsin einen
relaxierenden Effekt der Muskelschicht des NH-Gangs hat. Experimente mit einem
anderen PDE3-Inhibitor Milrinon offenbarten ebenfalls eine Suppression der
Spontankontraktion im Bullen (Mewe et al., 2006). Eine Inhibition der PDE3 durch

Trequinsin fiihrte in bovinen Oozyten zum Meiosearrest (Bilodeau-Goeseels, 2003). In
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isolierten Zellen des juxtaglomuldren Apparates der Niere fithrte eine PDE3-Inhibition
durch Trequinsin zu einem cAMP-Anstieg und zu einer stimulierten Renin-

Ausschiittung (Friis et al., 2002).

PDE3A wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht im ménnlichen
Reproduktionstrakt beschrieben. PDE3B hingegen wurde bereits in Spermatozyten
nachgewiesen (Reinhardt et al., 1995), aber iiber eine Expression im NH war bis zum

Beginn dieser Arbeit nichts bekannt.

Der speziesspezifische Unterschied von PDE3A und -B war ein interessantes Ergebnis
und konnte verschiedene Ursachen haben. PDE3 baut als dual-spezifische PDE primér
cAMP ab und kann durch cGMP inhibiert werden. In glatten Muskelzellen der Aorta
filhrte eine Erhohung der cGMP-Konzentration durch CNP zu einer Inhibierung der
PDE3. Daraufhin kam es zum Anstieg des cAMP-Spiegels. Durch die Aktivierung der
PKA kam es zur Phosphorylierung des GC-A-Rezeptors, was letztendlich zu einer
ANP-Aktivitidtserhohung fiihrte. Diesen Vorgang nennt man ,,GC-A-Sensitisierung*
(Waisbrod, Dissertationsschrift, 2011).

PDE3A wird eine Funktion bei der Reifung der Oocyte im weiblichen Genitaltrakt und
auch in vaskulédren glatten Muskelzellen zugesprochen (Tilley et al., 2002; Begum et
al., 2011). In PDE3A-KO-Miusen fiihrte das Fehlen von PDE3A zu einer verminderten
Mitogen-induzierten Proliferation von kultivierten GefdBBmuskelzellen durch die
Suppression der Gi-Phase zur Synthese-Phase und der G;-Phase zur Mitose-Phase des
Zellzyklus. Das reduzierte Wachstum wurde begleitet von einer signifikant
verminderten Phosphorylierungsaktivitdt der signal-regulated-kinase (ERK). Dafiir
wurde eine hohere Basal-Aktivitidt der PKA und verschiedener Transkriptionsfaktoren
gemessen, z.B. CREB und anderer involvierter Proteinen [p53, p21, Cyclin-DI,
Retinoblastomaprotein (Rb)] (Begum et al., 2011).

In Patienten mit einem Ductus arteriosus-abhingigen Herzfehler (congenital-heart-
disease; CHD) fiihrte eine Inhibierung der PDE3 mit den Inhibitoren Milrinon und

Olprinon zu einer Erweiterung der Gefidle und somit zu einer verbesserten
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Atemfihigkeit ohne Apnoe. Zudem war der Effekt durch PDE3-Inhibition groBer als
durch Zugabe von Prostaglandin E; (PGE:) (Ichikawa et al., 2012).

5.2.1.3PDEl

PDE1 konnte ebenfalls in der Muskelschicht des NH spezifisch durch die LCM-
Methode lokalisiert werden. Auf mRNA-Ebene war mit Quantifizierungsstudien eine
signifikante Abnahme der PDE1-Expression von Caput nach Cauda zu beobachten.
Zudem war das Expressionslevel von PDE1 von allen hier untersuchten PDEs im Caput

am hochsten. PDE1 scheint demnach eine grofere Funktion als die weiteren

untersuchten PDE2, PDE3A und —B und PDES im NH-Caput zu iibernehmen.

PDEI1-Inhibition konnte in dieser Arbeit mittels Organbadstudien durch Dioclein
(Spearing et al., 1997) gezeigt werden. Die Spontankontraktion konnte durch diesen

PDE]1-Inhibitor eindeutig supprimiert werden.

Inhibitoren, die an die katalytische Stelle eines Enzyms binden, wie Vinpocetin und
SMM-IBMX, hemmen die PDE1-Aktivitit, haben jedoch eine limitierte Wirksamkeit
und fehlende Selektivitit fiir die PDE1-Isoformen. Vinpocetin hat einen ICso-Wert von
10-100uM, abhingig von der PDE1-Isoform (Beavo et al., 1995; Yan et al., 1996; Yu et
al., 1997), wihrend 8-MM-IBMX eine hohere Selektivitit fiir PDE1 (IC50=8 puM)

aufweist.

Der von uns verwendete PDEI-Inhibitor Dioclein ist ein Flavonoid und wurde von
Goncalves (et al., 2009) als Calmodulin-unabhéngiger PDE1-Inhibitor beschrieben. Der
ICso-Wert liegt bei 3,2uM. Dioclein ist somit nur geringfiigig selektiver gegeniiber
PDEI als 8-MM-IBMX (ICs50=8 uM).

Dioclein wurde auch in anderen Organen als spezifischer Inhibitor fiir PDEI1 eingesetzt.
In glatten Gefd3-Muskelzellen der Rattenaorta 16st PDE1-Hemmung einen Endothel-
abhingigen vasodilatorischen Effekt aus (Gongalves et al., 2009).

PDEI1-Expression in NH-Epithelzellen wurde nicht von uns untersucht. Allerdings
wurde eine Expression von PDEIl in Epithelzellen der Lunge und des Darms

beschrieben (Brown et al., 2007; O'Grady et al., 2002). Wie bereits erwihnt, ist die
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PDE1 die einzige PDE, deren Aktivitit durch Ca®* gesteigert wird. Die Epithelzellen
des NH sezernieren viele verschiedene Proteine ins Lumen, die mit der Oberfliche der
Spermien interagieren konnen. Die Ca**-Konzentration spielt im NH eine groBe Rolle in
Bezug auf die Reifung und Funktion der Spermien. Die Ca’**-Konzentrationen im
Lumen nimmt deutlich in den distalen Segmenten des NH ab. In den NH-Epithelzellen
ist die Expression verschiedener Ca**-regulierender Kanile bekannt. Die
membranspannenden Kanile TRPVS und TRPV6, die zur transient-receptor-potential-
(TRP)-Kanalfamilie gehoren, regulieren den Ca**-Influx in die Epithelzellen des NH.
Ein Austausch einer spezifischen Aminosdure oder die Deletion des TRPV6-Gens
verursacht in Méusen eine gestorte Fertilitit, Motilitdt und Viabilitit von Spermien und
erzeugt einen signifikanten Anstieg der luminalen Ca**-Konzentration in NH und
Prostata (Weissgerber et al., 2011). Es existieren zusitzlich andere Transportsysteme im
NH zur Ca?-Regulation, wie z.B. die Plasmamembran-Ca?*-ATPase (PCMA),
Na?*/Ca**-Austauscher und Ca’*-aktiverte Chloridkanile (CACC) (Huang et al., 2009;
Patel et al., 2013; Triphan et al., 2007).

Zudem sind auch in Spermien verschiedene Ca’*-regulierende Kanile bekannt, wie
spannungsabhiingige Ca**-Kanile, CNG-Kanile, CatSperl-IV, sowie auch TRP-Kaniile.
Hohe extrazellulire Ca**-Konzentartionen in Spermien fiihren iiber die PKA zur
Phosphorylierung von Tyrosin mehrerer Spermienproteine und sind dadurch in den
Vorgang der Kapazitation involviert (Ecroyd et al., 2004). In der Literatur existieren
Hinweise, dass eine niedrige cAMP- und eine hohe Ca**-Konzentration in Spermien des
Caputbereichs eine Ursache fiir die Immotilitit unreifer Spermien sein kann (Baker et
al., 2003). Dazu wiirden unsere mRNA-Daten einer hohen PDE1-Expression im Caput

passen, um das cAMP-Signal in der Caputregion spezifisch zu terminieren.

Es gibt sogar Hinweise, dass PDEIA in einem stabilen Komplex mit Calmodulin und
PDE3A in Spermien existiert. Beide konnten eine Rolle bei der Regulation der
Spermienmembran spielen, was wichtig wire fiir den Vorgang der Kapazitation oder
Akrosomreaktion. Zudem wurde PDE1A auch im Haupt- und Mittelstiick von Spermien
nachgewiesen, was auf eine Rolle bei der Spermienmotilitdt hindeuten konnte (Lefievre

et al., 2002).
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5.2.1.4 PDE2

Unsere quantitativen PDE2A-mRNA-Daten zeigen ein auffilliges Expressionsmuster
im NH. Die hochste Expression wurde im Corpusbereich dokumentiert, wohingegen die
Expression in Caput und Cauda signifikant geringer war. Unsere mRNA-Daten passen
mit unverdffentlichten Protein-Daten unserer Gruppe zusammen (Hildebrandt,

unverdffentlichte Daten. Dissertation).

Frithere immunhistochemische Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten eine unregelmifige
Epithelfarbung von PDE2A im D. epididymidis. Dies fiihrt zur Vermutung, dass
PDE2A eine Rolle bei der Spermienreifung und bei der Sekretion von Faktoren im NH-
Epithel, die zur Reifung von Spermien fiihren, einnehmen konnte (Mietens,
Dissertationsschrift, 2005). Im Hoden wurde PDE2A-Expression bereits diskutiert.
PDE2A-Expression wurden in Spermatozyten unterschiedlicher Entwicklungsstadien
nachgewiesen (Morena et al., 1995; Welch et al., 1992). Man vermutet, dass PDE2 eine
Funktion in Reifung und Differenzierung von Keimzellen ausiibt. Zusitzlich wurde
PDE2 in Leydigzellen, speziell im Cytosol, lokalisiert (Andrea Mietens
Dissertationsschrift, 2005).

PDE?2 konnte anhand von RT-PCR nach LCM in der Muskelschicht des NH-Gangs der
Ratte isoliert werden. Es war moglich die Muskelkontraktionen des NH-Gangs in
Organbadstudien mit dem spezifischen PDE2-Inhibitor BAY60-7550 zu hemmen. Aus
der Literatur ist bekannt, dass BAY60-7550 eine 50-fach hohere Selektivitit gegeniiber
PDE2 zeigt im Vergleich zu PDE1, und eine mehr als 100-fach hohere Selektivitéit im
Vergleich zu PDE3B, PDE4B, PDES, PDE7B, PDESA, PDE10A und PDE11A (Rutten
et al.,2007).
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5.2.2 Lokalisation von Faktoren des NO/cGMP-Systems im Nebenhoden des

Menschen und der Ratte

Relaxationsprozesse in der Muskelschicht des NH werden vorwiegend durch
Komponenten des NO/cGMP-Signalsystems reguliert. Funktionelle
Kontraktionsstudien und Proteindaten in Rind, Ratte und auch Mensch, welche
innerhalb unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden, gaben einen guten Einblick tiber
Expression und Aktivitit der einzelnen involvierten Proteine des NO/cGMP-Systems.
Expressionsdaten im NH von eNOS, sGC, GC-A, GC-B und PKGI wurden bereits
publiziert Diese Enzyme vermitteln relaxierende Effekte, die distal zum Cauda stark
zunechmen (Mewe et al., 2006; Miiller et al., 2011; Mietens et al., 2012; Mietens et al.,
2014).

Bis zum Beginn dieser Doktorarbeit, fehlten detaillierte Aussagen iiber regionale und
zelluldre Lokalisation der cGMP-regulierenden Faktoren im NH der Ratte. Zuerst haben
wir uns einen allgemeinen Uberblick iiber die Expression einiger cGMP-bildender und -
regulierender Komponenten in den einzelnen Abschnitten des NH, Caput, Corpus und
Cauda verschafft, um anschlieBend prizise in der Muskelschicht des NH-Gangs die

Lokalisation dieser Proteine zu bestimmen.

Die Expression der cGMP-bildenden, membranstindigen Rezeptoren GC-A und GC-B,
sowie der cytosolisch-lokalisierten sGC und der Clearance-Rezeptor NPR-C (bindet
ANP, BNP und CNP), waren in allen drei Bereichen des NH der Ratte nachweisbar. Die
mRNA-Daten Kkonnten durch unveroffentlichten Proteindaten (WB) unserer
Arbeitsgruppe bestitigt werden (Hildebrandt, Dissertationsschrift). Die GC-A-
Expression nimmt von Caput nach Cauda, sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene zu. Dies lésst sich nicht fiir GC-B bestitigen. Die mRNA-Expression des
CNP-Rezeptors  verbleibt stabil von Caput nach Cauda, wohingegen die
Proteinexpression ansteigt. Eine leichte Zunahme von sGC auf mRNA- und
Proteinebene ist ebenfalls von Caput nach Cauda beobachtbar. Allerdings gilt diese
Zunahme des sGC-Proteins nur fiir die Membranfraktion und nicht fiir die cytosolische
Fraktion. Die Vermutung liegt nahe, dass eine Translokation des NO-Rezeptors an die

Membran von Caput zum Cauda stattfindet (Hildebrandt, Dissertationsschrift).
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Zusitzlich war es moglich, die Rezeptoren GC-A, GC-B und sGC durch die
Kombination von LCM und RT-PCR in Verbindung mit spezifischen Markergenen
explizit in der Muskelschicht des NH zu lokalisieren. Diese Daten konnten bereits in

einer Veroffentlichung von 2014 (Mietens et al., 2014) publiziert werden.

Die natriuretischen Peptide ANP, BNP und CNP, die als Liganden fiir die zuvor
genannten membranstdndigen Rezeptoren dienen, wurden ebenfalls auf ihre Expression
in Caput, Corpus und Cauda untersucht. Die natriuretischen Peptide sind vor allem
bekannt durch ihre Beteiligung an der Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts,
sowie des Blutdrucks iiber diuretische, natriuretische und relaxierende Effekte
(Arjamaa, 2014; Cho et al., 1999). Transkripte zu Vorstufen des GC-A-bindenden
Hormons ANP fehlten vollstindig im NH, wihrend interessanterweise Transkripte zu
Vorstufen von BNP schwach in der Caput- und Corpus-Region nachzuweisen war. Die
Hormone ANP und BNP werden hauptsdchlich im Herzen gebildet und iiber die
Blutbahn zum Zielorgan transportiert (Kuwahara et al., 2010), aber auch extrakardiale
Expressionsstellen sind bekannt. ANP-mRNA und auch ANP-Immunreaktivitidt konnten
in Zellen des Aortenbogens der Lunge, des Gehirns, der Nieren, des Magen-Darm-
Trakts und im Thymus nachgewiesen werden (Kuhn , 2003; Della Penna et al., 2014).
BNP-Expression wurde zuerst im Gehirn von Schweinen beschrieben, woraus sich der
Name ableitet (Sudoh et al., 1988). Dariiber hinaus wurde eine Expression von BNP in
der Lunge, der Schilddriise, der Nebenniere, der Niere, der Milz, der Ovarien, dem
Uterus und in der quergestreiften Muskulatur beschrieben (Dziedzic et al., 2014; Gerbes
et al., 1994; Nishimura et al., 2014). ANP kann mit hoherer Affinitdt an den Rezeptor
GC-A binden als BNP. In der Literatur gibt es Hinweise, dass BNP auch lokale und
parakrine Effekte im Herzen auslosen konnte. Die Aminosduresequenzen von ANP und
CNP sind konserviert zwischen verschiedenen Tierspezies, wohingegen die Sequenz

von BNP sehr verschieden ist zwischen Mensch, Ratte und Maus (Kuhn, 2003).

Das Enzym NEP ist im NH verantwortlich fiir den Abbau von ANP und CNP, wéhrend
der Abbau durch BNP spirlich ist (Turner et al., 2001).

In der Literatur war zuvor nichts iiber eine lokale Expression von BNP im Nebenhoden
der Ratte zu finden. Es lassen sich zum derzeitigen Augenblick keine expliziten

Aussagen iiber eine zellspezifische Lokalisation von BNP treffen. Zudem wire es
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moglich, dass BNP in Spermien expremiert wird, da die Spermien in den einzelnen
Organabschnitten nicht vor der RN A-Isolierung herausgewaschen wurden, so dass man
davon ausgehen kann, dass zusétzlich Spermien-mRNA extrahiert wurde. Die schwache
Expression von BNP in Caput und Corpus konnte darauf hinweisen, dass BNP in nicht
gereiften Spermien exprimiert wird. Im Gegensatz zu BNP konnte ANP-Expression in
Spermien von Schwein (Zhang et al., 2006) und Ratte (Willipinski-Stapelfeldt et al.,
2004) nachgewiesen werden. Moglicherweise ist die Expression der natriuretischen
Peptide im ménnlichen Genitaltrakt speziesabhingig. Auch die Expression des ANP-,

BNP-Rezeptors GC-A wurde in humanen Spermien gezeigt.

Zudem ist bekannt, dass neben cAMP auch cGMP eine Rolle bei der Kapazitation des
Spermiums spielt. cGMP kann mit seinem Target-Protein PKGI interagieren, welches
wiederum, glaubt man neuesten Studien, durch Phosphorylierung den Ca**-Einstrom

iiber CNG-Kandile steuert (Cisneros-Mejorado et al., 2014).

Der vor allem parakrin gebildete, aber auch autokrin wirkende Ligand CNP des GC-B-
und Clearance-Rezeptors, konnte ebenfalls in allen drei Teilbereichen des NH
nachgewiesen werden. CNP wurde spezifisch in der Epithel- und auch
Muskelzellschicht des NH von Mensch und Maus in Studien auflerhalb dieser
Doktorarbeit lokalisiert (Thong et al., 2014).
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6 Zusammenfassung

Eine Voraussetzung fiir den Erhalt der ménnlichen Fertilitit ist die intakte Funktion der
peritubuldren Myofibroblasten der Samenkanidlchen im Hoden und der glatten
Muskelzellen des Nebenhoden (NH)-Gangs. Eine mogliche Ursache fiir die
Unfruchtbarkeit beim Mann ist eine pathologische Veridnderung der Samenkanilchen
mit fibrotisch verdickter Lamina propria (LP), was zu verminderter Produktion bzw.

gestortem Transport von Spermatozoen fiihrt.

Das Signalmolekiil zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) ist zentraler Botenstoff
fiir die Funktion der kontraktilen Zellen und steuert deren Relaxation. Die Wirkung von
cGMP wird durch Phosphodiesterasen (PDEs) zeitlich und raumlich begrenzt. In der
vorliegenden Arbeit sollten PDEs in Hinblick auf die Kontraktilitit der Muskelschicht

des Hodens und NH niher untersucht werden.

Im Hoden konnten Isoformen aller 11 bekannten PDE-Familien nachgewiesen werden.
Die Etablierung einer neuen Methode auf der Basis der Laser-Capture-Mikrodissektion
(LCM) ermoglichte PDE-Transkripte zelltypspezifisch eindeutig zuzuordnen. Sowohl in
normaler als auch fibrotischer LP konnten so die PDE-Isoformen PDEIA, PDEIB,
PDE3B, PDE5SA, PDESA, PDE9A und PDEI10A lokalisiert werden, wihrend die
Transkripte von PDE2A, PDE3A, PDESB und PDE11A fehlten. Als Besonderheit war
die PDE1C-Expression nur in normaler, aber nicht in fibrotischer, LP zu finden. Nach
Kultivierung peritubuldrer Zellen von fibrotischer LP wurde PDEIC aber wieder
exprimiert. PDESA-mRNA konnte in der LP und in Keimzellen, jedoch nicht in Sertoli-
Zellen nachgewiesen werden. PDE8B-Transkripte zeigten sich nur in Leydig-Zellen.
Zusitzlich wurde die LCM fiir Western Blot-Analysen etabliert. Exemplarisch wurden
cGMP-generierende Enzyme und die PDE2A in isolierten Samenkanilchen

nachgewiesen.

Bei kultivierten peritubulédrer Zellen zeigte sich, dass PDESA und PDEIA die hochste
PDE-Expression in Zellen der normalen LP aufwiesen, gefolgt von PDEIC und
PDESA, wihrend die PDESA in Zellen der fibrotischen LP vor allen anderen am
starksten exprimiert war. Die Expression der PDE-Isoformen wies nur geringe
Unterschiede zwischen einzelnen Passagen auf. In Ubereinstimmung damit konnte auch

gezeigt werden, dass der myofibroblastische Phénotyp der einzelnen Zellen auf
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Transkript- und Proteinebene in Kultur erhalten blieb. Uberraschenderweise fand sich
auch bei klassischen Muskelzellen von Pulmonalarterie (HPASMCs) und Prostata

(HPrSMCs) in Kultur ein solcher Myofibroblasten-Phénotyp.

Im NH-Gang konnten beim Menschen PDESA-Transkripte in der Muskelschicht, aber
nicht im Epithel nachgewiesen werden. PDE3A und PDE3B fehlten beim Menschen,
waren aber in der Muskelschicht des Ratten-NH zusammen mit PDE1, PDE2 und
PDESA exprimiert. Regionsabhéngige Unterschiede zeigten sich fiir PDEI mit einer
Abnahme von Caput nach Cauda, wihrend PDE2 im Corpus am hdchsten exprimiert
war. PDE3A, PDE3B sowie PDESA waren in allen drei Abschnitten nahezu gleich stark
exprimiert. Im Organbad konnte durch FEinsatz spezifischer PDE-Inhibitoren die
funktionelle Bedeutung dieser PDEs fiir die Kontraktilitit des NH-Ganges gezeigt
werden. Daneben konnten auch die zugehorigen cGMP-generierenden Enzyme auf
Transkript- und Proteinebene sowie ihre Liganden in den NH-Abschnitten

nachgewiesen werden.

Die zelltypspezifische Expression und Funktion von PDE-Isoformen spricht fiir eine
fein regulierte Steuerung des cGMP-Systems der kontraktilen Zellen von Hoden und
NH mit Bedeutung fiir das Verstindnis maéannlicher Infertilitit und
Arzneimittelnebenwirkungen. Im Gegensatz zu normaler LP fehlt die PDEIC in
fibrotisch verdnderter LP, wird in isolierten Zellen unter Kulturbedingungen jedoch
erneut exprimiert. Dieser Befund deutet auf eine besondere Rolle dieses Enzyms beim

Proliferationsgeschehen und bei der Fibroseentwicklung (nicht nur im Hoden) hin.
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7 Summary

The functional integrity of peritubular myofibroblasts of seminiferous tubules of the
testis and smooth muscle cells of the epididymal duct is a prerequisite for male fertility.
A pathological disturbance of seminiferous tubules with fibrotic and thickened lamina
propria (LP) leads to reduced production and disturbed transport of spermatozoa and
coincides with male infertility. The messenger molecule cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) represents an important mediator of contractile cell function
and thereby regulates relaxation. The duration of cGMP action is limited spatially and
temporally by phosphodiesterases (PDEs). This study describes the PDE isoforms with

regard to contractility of smooth muscle cells of the male reproductive tract.

In the testis, PDEs of the eleven families described so far were detected. By a new
approach of Laser-Capture-Microdissection (LCM) cell type-specific PDE expression
could be demonstrated. By this procedure PDE1A, PDE1B, PDE3B, PDESA, PDESA,
PDEYA and PDE10A could be localized to regular and fibrotic LP, but transcripts of
PDE2A, PDE3A, PDESB and PDE11A were shown to be absent. PDEIC expression
was found in regular, but not in fibrotic LP. In cultured peritubular cells from fibrotic
LP, however, PDE1C expression was again detectable. PDESA-mRNA could be located
in LP and germ cells, but not in Sertoli cells. PDE8B transcripts were found only in
Leydig cells. Additionally, LCM was established for Western blot analyses. For
example, cGMP-generating enzymes and PDE2A could be detected in isolated
seminiferous tubules. In cultured peritubular cells of regular LP PDESA and PDE1A
showed the highest expression of all PDEs, followed by PDE1C and PDESA. In
cultured cells from fibrotic LP PDESA expression predominated compared to all other
PDEs. Culturing only slightly affected PDE expression when comparing different
passages of peritubular cells. In agreement, the myofibroblast phenotype of single cells
was preserved both at the transcript and protein level under culture condition from
passage to passage. Surprisingly, typical smooth muscle cells from human lung artery
(HPASMCs) und prostate (HPrSMCs) also showed a myofibroblast phenotype under

culture condition.

185



In the human epididymis, PDES transcripts could be detected in the smooth layer of the
duct, but not in epithelium. PDE3A and PDE3B transcripts were absent in the human
epididymal duct, but could be localized to the smooth muscle layer of the rat epididymal
duct together with PDE1, PDE2 and PDESA. PDEI1 expression declined from caput to
cauda, whereas PDE2 showed its highest expression in the corpus region. PDE3A,
PDE3B and PDESA were expressed in equal amounts in all parts of the epididymis.
Functional relevance of PDEs for contractile cell function was demonstrated in organ
bath studies using specific PDE inhibitors. Furthermore, the corresponding cGMP-
generating enzymes and their ligands could be detected in the different regions of the

epididymal duct both at the transcript and protein level.

The cell type-specific expression and function of PDE isoforms point to a well-
orchestrated regulation of cGMP signaling for contractile cell function of the testis and
epididymis. This might be important for the understanding of male infertility and side
effects of various drugs. Compared to regular LP, PDEIC is absent in fibrotic LP in
situ, but is expressed again in isolated cells under culture conditions, indicating a special
role of PDEIC for cell proliferation and development of fibrosis, not only in the testis

but also in other organs.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

15dPGJ2
ABP
ANP
AMH
AR
ARKO
ATP
BKCa
BNP
Ca2t
CaM
cAMP
cGMP

CGRP
CNG-Kanile

CNP
CO
COOH
COPD

DAG
ED

FSH
GAF-Domine

GC-A, GC-B

GnRH
IBMX

IGF-1
IL-6
INSL3
IP3

KO
LH
LpP

15-Deoxyprostaglandin J2
Androgen-bindendes Protein
Atriales natriuretisches Peptid
Anti-Miiller-Hormon
Androgen-Rezeptor
Androgen-Rezeptor-Knock-out-Mausmodel
Adenosintriphosphat
Ca?*-aktivierte-Kalium-Kanile
Brain-type natriuretisches Peptid
Calcium-Ionen

Calmodulin

Zyklisches Adenosinmonophosphat
Zyklisches Guanosinmonophosphat

Calcitonin-gene-related peptide
»cyclic nucleotide gated“-Kanile, zyklisch-Nukleotid-gesteuerte
Kanile

C-Typ natriuretisches Peptid
Kohlenstoffmonoxid
Carboxylsdure

Chronic-obstructive-pulmonary-disease, Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung

Diazylglyzerol
Erektile Dysfunktion
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