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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Die ménnlichen Genitalorgane

Die ménnlichen Genitalorgane werden in dufere und innere Genitalorgane unterteilt. Zu
den duBleren Genitalorganen rechnet man laut Definition das Glied (Penis), die Harnréhre
(Urethra masculina) und den Hodensack (Skrotum) (Schulte 2007). Zu den inneren
Genitalorganen des Mannes zdhlen die paarig angelegten Hoden (Testis/Orchis),
Nebenhoden (Epididymis), Samenleiter (Ductus deferens), sowie die akzessorischen

Geschlechtsdriisen (Blidschendriise, Vorsteherdriise und Cowper-Driisen) (Schulte 2007).

1.2  Anatomie des Nebenhodens

Der Nebenhoden ist ein circa 10 mm dickes und ldngliches Organ, welches dem Hoden
an der Hilusseite anliegt, und vom kranialen bis zum kaudalen Hodenpol reicht (Holstein
2008). Der Hoden und der Nebenhoden sind iiber das Rete testis miteinander verbunden
(Holstein 2008). Das Rete testis miindet an der Seite des oberen Hodenpols in die 8-12
Ductuli efferentes, diese vereinigen sich zum Nebenhodengang (Ductus epididymidis)
und bilden den Anfang der ableitenden Samenwege (Holstein 1969). Der Nebenhoden
besteht aus einem stark aufgeknduelten Kandlchen, welcher als Nebenhodengang
bezeichnet wird (Holstein 2008). Im Bereich des Nebenhodenschwanzes geht der
Nebenhodengang in den Ductus deferens tiber (Holstein 2008).
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V. Lanz und Neuh#user analysierten den menschlichen Nebenhoden im Jahr 1964
morphologisch und unterteilten ihn in drei Regionen: Kopf (Caput), Korper (Corpus) und
Schwanz (Cauda) (v. Lanz und Neuhéuser 1964) (Abb. 1).

eff. duct

Abb. 1: Hoden mit Nebenhoden
In dieser Abbildung ist der Hoden (Testis) und der Nebenhoden (Epididymis) dargestellt. Der
Nebenhoden wird unterteilt in den Nebenhodenkopf (Caput) mit den Ductuli efferentes, dem
Nebenhodenkdrper (Corpus) und dem Nebenhodenschwanz (Cauda). Zusitzlich ist der Beginn
des Samenleiters (Vas deferens) als Verbindung vom Nebenhoden zur Harnréhre dargestellt.
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Weiter ldsst sich der Nebenhoden in unterschiedliche Segmente unterteilen. Die Anzahl
der Segmente ist abhidngig von der Spezies (Holstein 1969; Turner et al. 2003; Holstein
2008; Domeniconi et al. 2016). Bei Ratten wird der Nebenhoden in 19 Segmente (Abb.
2) unterteilt, wihrend sich der Nebenhoden der Maus nur in 10 Segmente (Abb. 2)
unterteilen ldsst (Turner et al. 2003; Hinton et al. 2011). Die einzelnen Segmente werden
durch bindegewebige Septen begrenzt und durch den fortlaufenden Nebenhodengang
miteinander verbunden (De Kretser et al. 1998; Itoh et al. 2005; Britan et al. 2006).

> Caput

Caput ¢

>~ Corpus
Corpus ¢

Cauda . Cauda

<

Abb. 2: Schematische Darstellung des Nebenhodens der Maus und der Ratte
Nebenhoden der Maus (links) mit 10 Segmenten und der Ratte (rechts) mit 19 Segmenten.
Zusitzlich sind der Nebenhodenkopf (Caput), Nebenhodenkorper (Corpus) und der
Nebenhodenschwanz (Cauda) eingezeichnet (Jelinsky et al. 2007).
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1.3 Die Aufgaben des Nebenhodens

Die Aufgaben des Nebenhodens umfassen die Reifung, den aktiven Transport und die
Speicherung der unbeweglichen Spermatozoen (Mersdorf et al. 2001). Fiir die Reifung
der Spermatozoen benétigt der Nebenhodengang ein besonderes intraluminales, leicht
saures Mileu (Shum et al. 2009). Dieses wird durch Sekretion und Resorption zwischen
der Lumenfliissigkeit des Nebenhodenganges und den Epithelzellen des Nebenhodens
erreicht (Shum et al. 2009). Ein gestortes Milieu fiihrt zu Infertilitdt, indem die Spermien
keine aktive Motilitit erwerben und sich nicht mehr durch den weiblichen
Reproduktionstrakt fortbewegen konnen (Blomqvist et al. 2006). Auf Grund
unterschiedlicher Sekretions- und Absorptionsaktivitit des Nebenhodens variiert das
Epithel und die Muskelzellschicht je nach Aufgabenbereich des Nebenhoden-
gangabschnittes. Das Epithel wird vom Kopfbereich zum Schwanzbereich des
Nebenhodens niedriger, die Muskelzellschicht wird von proximal nach distal dicker
(Holstein 1969; Baumgartner et al. 1971). Insgesamt nimmt das Lumen des
Nebenhodenganges zu und enthélt die noch immobilen Spermien. Der unterschiedliche
Aufbau des Nebenhodenganges wird bendtigt, um in den einzelnen Gangabschnitten

individuelle Funktionen zu erfullen.
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1.4  Die Ductuli efferentes

Die Ductuli efferentes bilden fast ausschlieBlich den Nebenhodenkopf (Holstein 1969).
Das Epithel ist zu Beginn der Ductuli efferentes sowohl hoch als auch mehrreihig, niedrig
oder fast kubisch (Holstein 1969). Im weiteren Verlauf wird das Epithel niedriger, dann
zweireihig und kurz vor dem Nebenhodengang wieder mehrreihig (Holstein 1969). Im
Epithel enthalten sind mehrere Zelltypen: die Hauptzellen, die Basalzellen und die
Kinozilien tragenden Zellen (Abb. 3). Die Hauptzellen sind hochprismatische Zellen mit
einem basalem Zellkern und einem Biirstensaum, dieser Biirstensaum ist zu einer hohen
Prozentzahl an der Fliissigkeitsresorption aus dem Lumen beteiligt (Jones und Clulow
1987; Clulow et al. 1994). Durch die enorme Fliissigkeitsresorption entsteht eine
Volumenreduktion des intraluminalen Inhalts mit Erhéhung der Spermienkonzentration.
Zusitzlich zu den Hauptzellen befinden sich im Epithel der Ductuli efferentes die
Basalzellen, diese sind anzusehen als Ersatzzellen fiir das Epithel, welche in Richtung
Lumen wachsen konnen. Robaire und Hermo berichteten von flachen halbkugelférmigen
Basalzellen, welche sich an der Basalmembran des Epithels befinden und keinen direkten
Kontakt zum Lumen des Nebenhodenganges haben (Robaire und Hermo 1988). Die
Kinozilien tragenden Zellen mit einem apikalem Zellkern sind bei dem Spermientransport
behilflich, ihre Anzahl im Epithel steigt im Verlauf der Ductuli efferentes an (Holstein
2008). Umgeben sind die Ductuli efferentes von einer diinnen Muskelzellschicht

(Baumgarten et al. 1971).

A

Abb. 3: In Paraffin eingebetteter Nebenhodenkopf, angefirbt mit Azan

A: Myofibroblast, B: Basalzelle, C: Apikale Zelle mit Kinozilien, D: Hauptzelle, E:
Epithel des benachbarten Nebenhodenganges, F: Interstitium, G: Lumen des
Nebenhodenganges
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1.5 Der Ductus epididymidis

Der Ductus epididymidis (Nebenhodengang) ist beim Menschen ungefiahr 6 m lang und
wird aufgrund seines geschlingelten Verlaufes auf circa 6 cm komprimiert.
Histologisches Merkmal des Nebenhodenganges sind sein hohes zweireihiges
Zylinderepithel mit langen Stereozilien, zusétzlich ist er von einer Schicht glatter
Muskelzellen umgeben, deren Dicke von proximal nach distal zunimmt (Abb. 4 und Abb.
5) (Holstein 1969; Kierszenbaum und Tres 2016). Der kaudale Nebenhoden ist fiir die
Speicherung und anschlieBende Ausschiittung der reifen Spermien zustéindig (Holstein
2008). Daher findet man in histologischen Anschnitten dieser Region eine grof3e

Ansammlung von Spermatozoen.

Abb. 4: In Paraffin eingebetteter Nebenhodenkorper, angefirbt mit Azan
A: Dem Epithel anliegende Muskelzellen; B: Epithel mit unterschiedlichen
Zelltypen
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1.6  Das Epithel des Ductus epididymidis

Im Epithel des Ductus epididymidis sind viele verschiedene Zelltypen anzutreffen. Bei
Ratten und Miusen befinden sich im distalen Nebenhodengang, am Ubergang vom
Hoden zum Nebenhodenkopf (Initialsegment und Zwischenzone), die Bleistiftzellen
(Narrow Cells). Diese sind an Endozytoseprozessen und der Sekretion von H*-Ionen in
das Lumen des Nebenhodenganges beteiligt (Adamali und Hermo 1996; Sun und
Flickinger 1980; Hermo et al. 2000; Da Silva et al. 2010).

Der wichtigste Zelltyp im Nebenhodengangepithel ist die Hauptzelle, sie befindet sich im
gesamten Nebenhoden (Robaire und Hinton 2015; Trasler et al. 1988). Die Funktionen
der Hauptzellen sind die Fliissigkeitsresorption aus dem Lumen, sowie die Sekretion von
H*-Ionen und anderen Substanzen, in das Lumen des Ductus epididymidis (Holstein
2008; Adamali und Hermo 1996). Dies dient der Ausreifung der Spermien. Zusétzlich
sind auch Basalzellen vorhanden, bei diesen handelt es sich vermutlich um Reserve- bzw.
Stammzellen fiir die Epithelzellen. Die Basalzellen des Epithels befinden sich an der
Basalmembran und besitzen keinen direkten Kontakt zum Lumen (Veri et al. 1993). Die
sogenannten ,,Clear-Cells* erhalten im Nebenhodengang das saure Milieu, sie erh6hen
die Protonensekretion in das Lumen der Nebenhodenkanélchen (Breton et al. 1996). Die
,Halo-Zellen befinden sich im gesamten Nebenhodenepithel, es sind kleine Zellen mit
einem schmalen Rand von Zytoplasma, Kontakt zur Basalmembran und einer
immunologischen Funktion (Robaire und Hinton 2015). Da Silva et al. konnten im Jahr
2011 mit spezifischen Markern dendritische Zellen im Nebenhoden nachweisen (Da Silva
et al. 2011). Es sind spezialisierte antigenprdsentierende Zellen, welche fiir die
Immunantwort in vielen Geweben zustindig sind (Steinman und Banchereau 2007; Helft

et al. 2010).
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1.7  Die Muskelschicht und die Kontraktilitdt des Ductus epididymidis

Die Schicht glatter Muskelzellen, welche das Epithel des Nebenhodenganges umgeben,
wird von proximal nach distal dicker (Holstein 2008). Diese Muskelzellen sind spezielle
Zellen und werden von einigen Autoren als Myofibroblasten bezeichnet (Mewe et al.
2006b). Diese Myofibroblasten besitzen eine spontane Kontraktionsaktivitit (Holstein
2008). Friithere Studien am Rind (Mewe et al. 2006a; Mewe et al. 2006b) und an der Ratte
(Mietens et al. 2012) zeigten in allen Bereichen des Ductus epididymidis
Spontankontraktionen. Die Frequenz der spontanen rhythmischen Kontraktionen nimmt
von Caput nach Cauda ab, wihrend die Amplitude zunimmt (Talo et al. 1979; Mewe et
al. 2006b). Diese Spontankontraktionen sind fiir den Spermientransport im Nebenhoden
essentiell, da sich die Spermien in einer Sdurestarre befinden und sie ihre Motilitét erst

durch die Reifung im Nebenhoden erlangen (Anderhuber et al. 2012).

Abb. 5: In Paraffin eingebetteter Nebenhodenschwanz, angefirbt mit Azan
A: Am Epithel anliegende glatte Muskulatur; B: Epithel (vorwiegend Hauptzellen)
C: Basalzelle
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1.8  Transport der Spermien im Nebenhoden

Die unbeweglichen Spermien werden durch die Zilien der Ductuli efferentes und iiber die
Kontraktionen der Muskulatur des Nebenhodenkanals zum Samenleiter transportiert
(Bedford 1975). Die Geschwindigkeit des Transports wird durch Faktoren wie z.B.
Androgen beeinflusst, die Passagezeit der Spermatozoen bei verschiedenen Spezies liegt
bei ungefihr 10 Tagen, unabhéngig von der Lange des Nebenhodenkanals (Sujarit et al.
1985; Robaire und Hinton 2015; Hib und Ponzio 1977).

1.9 Der Ductus deferens

Der Samenleiter (Ductus deferens) verbindet den Nebenhoden mit der Urethra und dient
dem raschen Transport der Spermien wihrend der Emission. Er besteht aus einem
komplexem Epithel, das absorptive und sekretorische Funktionen besitzt (Holstein 2008).
Proximal trégt das zwei- oder mehrreihige Zylinderepithel Stereozilien (Kierszenbaum
und Tres 2016). Das Epithel ist von einer dicken Muskelschicht umgeben, welche in
Schichten lédngs- und spiralféormig angeordnet ist (Holstein 2008). Diese dicke
Muskelschicht besitzt keine spontane Kontraktion, aber eine dichte noradrenerge

Innervation, um die Emission der Spermien zu gewéhrleisten (Baumgartner et al. 1971).
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1.10 Die Nebenhodenentziindung (Epididymitis)

Die Epididymitis (akut oder chronisch) ist eine Entziindung des Nebenhodens, welche
von infektidosen und nicht-infektidsen Prozessen ausgeldst werden kann (Taylor 2015). In
den meisten Fillen der bakteriellen Epididymitis ist der Infektionsmechanismus der
retrograde Aufstieg der Keime, zusitzlich kann die Infektion auch iiber hdmatogene
Ausbreitung erfolgen (Taylor 2015). Patienten mit einer klassischen Epididymitis zeigen
einen allméhlich stirker werdenden posterioren Schmerz am Hoden, welcher fiir
gewOhnlich unilateral auftritt, sowie in die Leisten und den Unterbauch ausstrahlt
(Trojian et al. 2009; Jodl und Kohl 2003). Grundsdtzlich kann die
Nebenhodenentziindung in jedem Lebensalter auftreten. Vermutlich wird eine
Nebenhodenentziindung bei Patienten unter 14 Jahren hauptsdchlich durch eine
Harnwegsinfektion mit dem Bakterium Escherichia coli (E. coli) ausgelost (Trojian et al.
2009). Das gram-negative Bakterium E. coli enthélt in der Wand das Molekiil
Lipopolysaccharid (LPS) (Pt6ciennikowska et al. 2015). LPS bindet an den Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR4) (1.12 und 1.13), welcher eine Reihe von immunologischen

Signalkaskaden aktiviert und die Entziindung des Nebenhodens auslst.

Eine quantitative Reduktion der Spermienkonzentration lésst sich einerseits durch die
direkte Storung der Spermatogenese aufgrund des Ubergreifens der Epididymitis auf den
Hoden erkldren, dennoch sollte auch an eine (partielle) Obstruktion des
Nebenhodengangs gedacht werden (Pilatz et al. 2016). Immer wieder tritt bei
Nebenhodenbiopsien eine asymptomatische Epididymitis als Zufallsbefund auf
(Hedinger und Dhom 1991). Vermutlich handelt es sich um eine autoimmunbedingte
Schadigung, welche hdufig zuerst asymptomatisch verlaufen kann und erst spater in Form
einer Fertilititsstorung bemerkbar wird (Hedinger und Dhom 1991). Eine bedeutende
Langzeitfolge bei einer Nebenhodenentziindung kann eine Sterilitét sein (Jodl und Kohl

2003).

-10-
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1.11 Hypoxie im Nebenhoden

Bei einer Hypoxie kommt es zu einem Sauerstoffmangel im Blut und in Organen. Je nach
Organ oder Gewebe ist der Sauerstoffbedarf unterschiedlich (Semenza 2001).
Sauerstoffmangel kann beim Menschen insbesondere zu Ischdmien am Myokard oder
Cerebrum fiihren, da diese Organe sehr gut durchblutet sind, sind sie am ehesten von einer
Hypoxie betroffen. Zusdtzlich kann eine Hypoxie z.B. auch zu einer sexuellen
Funktionsstorungen beim ménnlichen Geschlecht fithren (Semenza 2011; Vogelberg und
Konig 1993). In Signalwegen von Infektionen scheint Hypoxie eine zentrale Rolle
einzunehmen (Devraj et al. 2017). Nach einer Hypoxiephase im Gewebe kann eine
Entziindung durch Zytokine ausgeldst werden (Eltzschig und Carmeliet 2011). Dafiir sind
die Prolyl-Hydroxylase-Domine-Proteine (PHDs) verantwortlich, die als zelluldre
Sensoren zur Kontrolle des Sauerstoffgehalts im Gewebe dienen. Eine der bekanntesten
Funktionen der PHDs ist die Regulation des Hypoxie-induzierenden-Faktors (HIF)
(Semenza 2012). HIF und der Nukleare Faktor-kB (NF-kB) wirken gemeinsam bei der
Kontrolle der Genexpression (Oliver et al. 2009). Devraj et al. gehen davon aus, dass der
Hypoxie-induzierende-Faktor-1 ~(HIF-1) als modulierende Substanz fiir alle
Behandlungen von Infektionen bedeutend sein konnte, aber aktuell noch wenig erforscht

ist (Devraj et al. 2017).

Uber Hypoxie im Nebenhoden ist aktuell wenig bekannt. Farias et al. beschrieb, dass
hypobare Hypoxie oxidativen Stress in Rattenhoden und Rattennebenhoden induziert,
welcher Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Schiaden verursacht (Farias et al. 2010). Der
Sauerstoffmangel ist auch mit der liberschieBenden Anreicherung von freien Radikalen
verbunden, welche die Proteine und die DNA in der Zelle zusitzlich belasten (Majmundar
et al. 2010). Dies kann zu einer gestorten Spermatogenese sowie einer
Spermiendysfunktion fiihren (Tang et al. 2020). Auch unter intermittierender hypobarer
Hypoxie zeigte sich eine vermehrte Schadigung von Strukturen durch freie Radikale
(Farias et al. 2010). Ikeda et al. beschrieben bereits 1999, dass Sauerstoffradikale die
Apotose von Zellen induziert (Ikeda et al. 1999).

-11-
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1.12 Toll-like-Rezeptoren

Der Korper aktiviert das Immunsystem, um sich vor Infektionskrankheiten und Krebs zu
schiitzen. Er erkennt Gefahrensignale in Form von Pathogen-assoziierten molekularen
Mustern (PAMPs), diese aktivieren direkt die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), zu deren
Liganden das bakterielle LPS, Lipoproteine, Flagellin sowie virale und bakterielle
Nukleinsduren zdhlen (Akira und Takeda 2004). Daneben bindet TLR4 aber auch
korpereigene, endogene Liganden, die z.B. durch Schédigung von Zellen und Gewebe
freigesetzt werden konnen und als damage-associated molecular patterns (DAMPs)
bezeichnet werden (Niizeki et al. 2008). Dartiiber sind TLRs ein interessantes Target fiir
viele Therapeutika, z.B. fiir Impfstoffe (Baldridge et al. 2004), Krebsimmuntherapien
(Schon und Schon 2008) und Autoimmunerkrankungen (Marshak-Rothstein 2006;
Kanzler et al. 2007). Bezeichnet werden die TLRs als Typ-I-Transmembranrezeptoren,
welche extrazelluldr aus leucinreichen Repeats (LRRs) und intrazelluldren Toll / IL-1-
Rezeptor (TIR)-Signaldoménen bestehen (Li et al. 2010). Sie erkennen beschéddigtes oder
entziindetes Gewebe sowie fremde mikrobielle Komponenten auf korpereigenem
Gewebe (Li et al. 2010). Die humane TLR-Familie beinhaltet 10 funktionelle TLRs,
welche auf der Zelloberflache (TLR 1, 2, 4, 5 und 6) oder auf intrazelluliren Membranen
(TLR 3, 4, 7, 8 und 9) exprimiert werden (Iwasaki und Medzhitov 2004; Barton und
Kagan 2009). Die unterschiedliche Lokalisierung der TLRs ist notwendig, da ihre

Liganden entweder extrazelluldrer oder intrazelluldrer Herkunft sind.

-12-
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1.13 Toll-like-Rezeptor 4

Der TLR4 (Abb. 6) war der erste und der am hdufigste untersuchte menschliche TLR,
welcher einen Liganden binden kann (Poltorak 1998; Hoshino et al. 1999). Liganden
werden vom TLR4 mit Hilfe des myeloiden Differenzierungsfaktors 2 (MD2) gebunden,
da der TLR4 den Liganden nicht direkt erkennen kann (Gioannini et al. 2005). Dafiir
bilden TLR4 und MD2 einen TLR4-MD2-Komplex (Park und Lee 2013). MD2 kann den
lipophilen Teil vom LPS direkt binden und erkennen (Gioannini et al. 2005). Darauthin
bildet der Rezeptor das endgiiltige aktivierte Homodimer (LPS/MD2/TLR4) (Park et al.
2009). Dieses 10st durch die Bindung von verschiedenen Adapterproteinen die
intrazelluldre Signalkaskade aus (Akira et al. 2006; O’Neill und Bowie 2007). Der
wichtigste Ligand vom TLR4 ist LPS, ein bakterielles Endotoxin, welches Bestandteil
der duBleren Membran von gram-negativen Bakterien ist (Barona et al. 2011; Park und

Lee 2013).

Der TLR4 besteht im extrazelluldren Teil aus LRRs (Kobe und Kajava 2001), diese sind
mit den intrazelluldren TIR-Doménen verbunden. Die Rezeptordimerisierung ermoglicht
den intrazelluliren TIR-Dominen in Wechselwirkung miteinander zu treten und TIR-
TIR-Komplexe zu bilden. Diese Komplexe bilden die Schnittstelle zwischen
extrazelluldrer Ligandenbindung und nachgeschalteter Signalkaskade (Gay und Gangloff
2008). Die nachgeschaltete  Signalkaskade  fiihrt zur  Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen (Shimazu et al. 1999).

Wie bereits unter 1.12 erwéhnt befindet sich der TLR4 auf extra- und intrazelluldren
Membranen. Bindet ein Ligand an den TLR4, wird die Dimerisierung des Rezeptors und
die nachfolgende Signaliibertragung durch zwei verschiedene Signalwege vermittelt. Der
TLR4 der extrazelluliren Membran aktiviert den Myloid differentiation primary response
gene 88 (MyD88) / MyD88 Adapter-like (MAL) - abhingigen Signalweg, wohingegen
der TLR4 der intrazelluliren Membran den TIR-domain-containing adaptor inducing
IFN-B (TRIF)/ TRIF-related adaptor molecule (TRAM)-abhéngigen Signalweg aktiviert
(Yamamoto et al. 2003; Akira und Takeda 2004). Dieses ermdglicht eine differenzierte

Immunantwort, je nachdem, welcher Rezeptor aktiviert wird (Carter et al. 2016).

Aufgrund der Lokalisation von TLR4 auf Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen

ist die Hauptaufgabe von TLR4, Entziindungsreaktionen auszuldsen, welche in
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systemische Verdnderungen wie Fieber, Kreislaufstorungen und in einzelnen Féllen in

einen septischen Schock iibergehen konnen (Wenzel et al. 1996; Rietschel et al. 1996).
TLR4 TLR4-MD2

LPS .LBP CD14+LPS
extrazellular
intrazellular

e

@e)
MyD88

- N
- EEDOTERDDE >

Interferone Proinflammatorische Zytokine (Interleukin-6, TNF-a)

Abb. 6: TLR4-Rezeptor

a) Der LPS/TLR4-Signalweg an Zellmembranen: Extrazelluldr bindet das LPS an das LBP, dieses
transferiert LPS an Cluster of Differentiation 14 (CD14). Dann kann der MD2 das LPS binden. Fiir die
Bindung von LPS bilden TLR4 und MD2 einen TLR4-MD2-Komplex. Das aktivierte Homodimer erzeugt
intrazelluldre Wechselwirkungen zwischen den TIR-Doménen MyD88 und MAL. Diese aktivieren weitere
Protein-Protein-Wechselwirkungen an deren Ende die Aktivierung des Inhibitor of NFkB-Kinase (IKK)
steht. Durch Phosphorylierung an NFxB wird IKK dissoziiert. NFxB tritt durch die Kernmembran an die
DNA und bewirkt die Transkription proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-6 (I1-6) oder
Tumornekrosefaktor-o. (TNF- o).

b) Der LPS/TLR4 Signalweg auf Membranen von Endosomen: LPS bindet wieder mit Hilfe von MD2 an
den TLR4. Hier kommt es zu Wechselwirkungen der TIR-Doménen, TRIF und TRIF-related adaptor
molecule (TRAM). Diese TIR-Doménen veranlassen durch Protein-Protein-Wechselwirkungen, die
Bildung von Interferon (IRF). (Brikos und O'Neill 2008; Ryu et al. 2017; Karin und Ben-Neriah 2000;
Kuzmich et al. 2017; Ignacio et al. 2018)
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1.14 Lipopolysaccharid
Die Bezeichnung LPS geht auf die Arbeit von M.J. Shear und F.C. Turner zuriick. Sie

isolierten 1943 die zwei Hauptkomponenten (Lipid und Polysaccharid) aus gram-
negativen Bakterien (Shear und Turner 1943). Das bakterielle Endotoxin LPS besteht aus
einer Lipid- und Kohlenhydratverbindung (Abb. 7) (Ulvestad et al. 2018).

Rodrigues et al. zeigten, dass die Nebenhoden von Ratten nach LPS-Exposition eine
inflammatorische Reaktion iiber eine Aktivierung des TLR4/NFxB-Signalwegs
entwickelten (Rodrigues et al. 2008). NFkB aktiviert die Transkription von
entziindungsfordernden Botenstoffen wie TNF-a, II-1, 11-6. AuBerdem werden auch
Stickstoff, Metabolite der Arachidonséure und der pléattchen-aktivierte Faktor freigesetzt,
diese sorgen fiir eine weitere Stimulation des Immunsystems (Dinarello 1996; Mayeux

1997)

Friihere Studien zeigten, dass LPS neben der bekannten Wirkung auf das Immunsystem
auch einen inhibitorischen Einfluss auf die Kontraktionen glatter Muskelzellen hat.
Rebollar et al. zeigten am Duodenum inhibitorische Effekte von LPS auf Acetylcholin-
evozierte Kontraktionen (Rebollar et al. 2002).

Die Kontraktionen des Duodenums werden durch glatte Muskulatur ermdglicht. Auch der
Nebenhoden besitzt glatte Muskulatur mit spontaner Kontraktionsaktivitit. Es gibt
unterschiedliche Mechanismen der Stimulation und Inhibierung der glatten Muskulatur
im Nebenhoden (Elfgen et al. 2018). Ob ein direkter Einfluss von LPS auf die
Nebenhodenkontraktion besteht, ist noch unklar (Elfgen et al. 2018). In Studien einer
aszendierenden Epididymitis im Mausmodell erreichten die eingesetzten Bakterien nach
drei Tagen nur die Grenze des letzten Segmentes (Segment 10), wobei sich der
Gangdurchmesser des nach proximal folgenden Segmentes (Segment 9) verengte
(Stammler et al. 2015). Ahnliche Verinderungen zeigten Gangverinderungen bei

Menschen mit Epididymitis (Stammler et al. 2015).
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Kernregion

innen
O-Antigen

ool W oes

0-spezifische
oligosaccharide Untereinheit

(O Monosaccharid Fettsiuren ASUV

Abb. 7: Lipopolysaccharid
Dargestellt ist LPS mit der Kohlenhydratgruppe (griin), welche aus der &ufleren Zellmembran der
gram-negativen Bakterienzellwand herausragt. Diese Gruppe ist mit der dulleren (gelb) und der
inneren (lila) Kernregion verbunden. Der Kernregion angeschlossen ist der Lipidanteil des LPSs
(rot/schwarz). Dieser ist Teil der duBeren Membran der gram-negativen Bakterienwand und

bindet direkt MD?2.
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2 Ziel der Arbeit

Die hier vorliegende Arbeit untersucht pathologische Einfliisse wie Sauerstoffmangel
oder bakterielle Infektionen auf den Nebenhoden. LPS als Bestandteil der dufleren
Zellmembran der Zellwand von gramnegativen Bakterien kann Entziindungsreaktionen
auslosen. Eine Entziindung des Nebenhodens (Epididymitis) kann gravierende Folgen
haben, welche zur Infertilitdt des Mannes fiithren kann. Diese Arbeit untersucht, ob der
Rezeptor fiir LPS ubiquitdr im Nebenhoden exprimiert wird und welchen Einfluss LPS
auf die spontanen Kontraktionen der Nebenhodengangmuskulatur hat. Dariiber hinaus
werden in einem Mausmodell strukturelle Verdnderungen im Nebenhoden unter

chronischer Hypoxie analysiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerite

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

High temperature Incubator

Kugelmiihle

MasterCycler Gradient

Mikrotom RM2255

Nanodrop 2000 Spektrophotometer
Organbad

Stereomikroskop MS5

Ultrazentrifuge (Sorvall ultra pro 80)

3.1.2 Kits
Envision G|2 double staining-Kit

GeneAmp® RNA PCR-Kit

iScript™ ¢cDNA Synthese-Kit

RNeasy Mini-Kit

PeqLab, Erlangen, Deutschland
Zeiss, Miinchen, Deutschland
Phase, Liibeck, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Retsch, Haan, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Radnoti, Covina, USA

Leica, Wetzlar, Deutschland

Sorvall, Hertfordshire, United Kingdom

DAKO, Hamburg, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Eppendorf-Gefilie (1,5 ml/ 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

SuperFrost Plus Objekttriager R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Pipettenspitzen

(10; 20; 100; 1000 pl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PCR-Gefdle (0,2 ml) Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

(10; 20; 100; 1000 ul)
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3.1.4 Chemikalien und Substanzen

B-Mercaptoethanol
ABC-Elite-Kit Standard

Agarose

Ammoniumchlorid

Anilin

Anilinblau

Ampuwa

Azokarmin
Rinderserum-Albumin (BSA)
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
DNasel
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Eisessig

EnVision+ Systems HRP

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid

Eukitt

Formaldehydlésung 37 %
GeneRuler™ 100bp DNA-Marker
Glucose 10 %

Glucose-Oxydase

Glycerol

Isopropanol

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

220-

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Vector Laboratories, Burlingame, USA
PeqLab, Erlangen, Deutschland

Fluka, Buchs, Schweiz

VWR, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
Chroma, Miinster, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Riedel de Haen, Seelze, Deutschland

Roth, Karlsruhe oder Berkel AHK,
Ludwigshafen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Kaliumchlorid (KCI)
Lipopolysaccharid (LPS)
Methanol

Minimum Essential Medium (MEM)

MuLV-reverse Transkriptase
Natriumchlorid (NaCl)
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na;HPO4)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumazid (NaNj3)

Nickelsulfat

Normal Rabbit Serum

Normal Goat Serum
Noradrenalin

Orange-G

Peroxidase Anti Peroxidase (PAP)
Peroxidase-markiertes Polymer
Paraformaldehyd (PFA)
Pikrinsdure 33 %

Salzsdure (HCL)

SigmaMarker™ (Proteinmarker)
Tris

Wasserstoffperoxid (H20:)
Wolframatophosphorsédure

Xylol

21-

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco,
Waltham, USA

via Thermo Fisher Sientific,

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Dako, Hamburg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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3.1.5 Primérantikérper in der Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Alpha-Smooth Muscle Actin (a-SMA)-Antikdrper:
=  #A 5228 von Sigma (Miinchen, Deutschland)
=  Monoklonal, aus Maus

* Verdiinnung 1:1000 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaNj3

Calponin-Antikorper:
=  #ab46794 von Abcam (Cambridge, Vereinigtes Konigreich)
=  Monoklonal, aus Kaninchen

* Verdiinnung 1:500 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3

Protein-Kinase-G (PKG) 1-Antikorper:
=  #PKO0O05 von Enzo Life Science (Lausen, Schweiz)
= Polyklonal, aus Kaninchen

* Verdiinnung 1:1000 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaNj3

Myosin Heavy chain (MYH)-11-Antikorper:
= 5¢-79079 von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Deutschland)
= Polyklonal, aus Ziege

* Verdiinnung 1:200 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3

Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA)-Antikdrper:
=  #2714-1 Epitomics via Abcam (Cambridge, Vereinigtes Konigreich)
=  Monoklonal, aus Kaninchen

* Verdiinnung 1:500 in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3

22.


https://www.google.de/search?q=Cambridge+Vereinigtes+K%C3%B6nigreich&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAjWaQkEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjC_daxg4TWAhXGKlAKHTeVC0gQmxMIjgEoATAR
https://www.google.de/search?q=Cambridge+Vereinigtes+K%C3%B6nigreich&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAjWaQkEQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjC_daxg4TWAhXGKlAKHTeVC0gQmxMIjgEoATAR

Material und Methoden

3.1.6 Sekundirantikorper in der Immunhistochemie und Immun-

fluoreszenz

Alexa488-goat-anti mouse
= A-11001 von Invitrogen via Thermo Fisher Sientific (Waltham, USA)

= Verdiinnung 1:500 in PBS

Rabbit-anti-goat-IgG Biotin
=  #E0466 von Dako (Hamburg, Deutschland)

» Verdiinnung 1:250 in PBS

Cy3-goat-anti-rabbit

= #111-166-045 von Jackson Immuno Research (Hamburg, Deutschland)

= Verdiinnung 1:500 in PBS
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3.2 Herkunft und Art des Untersuchungsmaterials

3.2.1 Herkunft und Haltung der Tiere fiir das hypoxische Mausmodell

Das Gewebe fiir die Azan-, Immunfluoreszenz- und immunhistochemischen Farbungen
stammen von gekauften C57BL/6-Miusen (8 Wochen) von Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden unter der Tierversuchsnummer 17a-10c
20/15(1)-Gi20/10-3/95 und 25.3-19¢ 20/15(1)-Gi20/10-20/99 beantragt und gelistet. Die
Tiere hatten beliebig Zugang zu Wasser und Nahrung. Sie wurden geméf der Richtlinien
fiir die Verwendung von Versuchstieren in einem kooperierenden Institut gehalten. Die
Durchfiihrung der Tierexperimente erfolgte unter Verwendung von Studienprotokollen
der zustdandigen lokalen Behorden (Regierungsprasidium Giellen, Hessen, Deutschland).

Unsere Arbeitsgruppe fiihrte eine Organentnahme der Nebenhoden durch.
3.2.2 Durchfiihrung des hypoxischen Mausmodells

Der hypoxische Gewebezustand wurde induziert durch die Exposition von Méusen
gegeniiber chronischer Hypoxie (Weissmann et al. 2003). Das konstante Niveau der
Hypoxie wurde mit Hilfe einer autoregulatorischen Steuereinheit gehalten. Den
Kammern wurde ein Gemisch aus Stickstoff und Sauerstoff zugefiihrt. Die Tiere wurden
in einem anderen Institut unter hypoxischen Bedingungen (10 % inspirierte O>-Fraktion)
in einer normobaren Kammer fiir unterschiedliche Zeitrdume (1 Tag bis 3 Wochen)
gehalten. UbermiBige Feuchtigkeit im System wurde durch Kondensation in einem
Kiihlsystem verhindert. Anfallendes CO> wurde kontinuierlich mit Natronkalk aus den
Kammern entfernt. Die hypoxischen Kammern wurden einmal am Tag zur Reinigung
sowie zur Versorgung der Tiere mit Nahrung und Wasser gedffnet. Die
Kammertemperatur lag bei 22-24 °C. Kontrolltiere wurden in &dhnlicher Weise in
Kammern mit normaler Sauerstoffumgebung (21 % inspirierte O»-Fraktion) gehalten
(Weissmann et al. 2003). Die Tiere wurden nach normoxischer / hypoxischer Behandlung
mit Heparin und Ketanest in einem anderen Institut getétet und die entnommenden
Organe wurden von unserer Arbeitsgruppe in Losung nach Bouin (3.3.2) {iber Nacht

fixiert.

Das fixierte Gewebe wurde anschlieBend in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in

Paraffin eingebettet.
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3.2.3 Gewebe fiir molekularbiologische und funktionelle Untersuchungen

Die Gewebeproben fiir die molekularbiologischen und funktionellen Untersuchungen
wurden von Ratten des Stammes Wistar (12 Wochen) entnommen. Die Tiere kamen ohne
Herz-Lungen-Paket aus dem Institut fiir Physiologie, der JLU. Die Tiere wurden dort
unter der Tierversuchsnummer 469 M, 505 M, 506 M, 507 M und 510 M beantragt und
gelistet. Sie wurden in der Physiologie durch CO»—Inhalation betdubt sowie anschlieSend
dekapitiert. Das Gewebe wurde fiir molekulargenetische Untersuchungen verwendet. Fiir
diese Versuche wurden Caput, Corpus und Cauda des Nebenhodens, sowie kleine
Gewebestiicke aus allen einzelnen Segmenten des Nebenhodens entnommen und in
Tubes bei -80 °C eingefroren. Aullerdem wurden die Nebenhoden der Tiere fiir die

funktionellen Experimente im Organbad verwendet.
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3.3 Methoden

3.3.1 Azanfarbung

Anilinalkohol

Anilinblau-Orange-Gemisch

Azokarminldsung

Essigsaurer Alkohol

Durchfiihrung

100 ml 90 %iger EtOH + 0,1 ml Anilin

0,5 g Anilinblau, 2 g Orange G in 100 ml
Aqua dest. 16sen + 8 ml Eisessig zugeben,
kurz aufkochen und nach dem Erkalten

filtrieren

0,1 g Azokar G in 100 ml Aqua dest.
aufschwemmen, kurz aufkochen und
durch einen nicht gehidrteten Filter
abfiltrieren, dann 1 ml Eisessig je 100 ml

Filtrat zugeben

100 ml 96 %iger EtOH mit 1 ml Eisessig

versetzen

Von den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurde mit Hilfe eines Mikrotoms

RM2255 (Leica) 5 um dicke Schnitte angefertigt. Die Proben wurden nach dem Strecken

im Wasserbad auf Objekttrager aufgezogen und auf eine Wairmeplatte gelegt.

Anschliefend wurden sie iiber Nacht im Inkubator bei 40 °C getrocknet. Die Féarbung

erfolgte per Hand. Der weitere Arbeitsablauf fiir die Azanfarbung nach Heidenhain ist

tabellarisch dargestellt.

Losung
1. Entparaffinieren

(3 x Xylol, EtOH 100 %, 96 %, 70 %,
Aqua dest.)

2. Anilinalkohol

Dauer Anmerkung

Je 5 Min.

5 Min.
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3. Vorgewirmte Azokarminlsg. 12 Min. bei 56 °C im
Waérmeschrank

4.  Aqua dest. 1 Min. Spiilen

5. Anilinalkohol 1 Min. Differenzieren

6. Aqua dest. 1 Min. Spiilen

7. 5%ige Wolframatophosphorsdure 2 Std. Entfarben + Beizen des
Bindegewebes

8.  Aqua dest. 1 Min. Spiilen

9. 1 Teil Anilinblau-Orange-Gemisch + 1,5 Std.

2 Teile Aqua dest.
10. Aqua dest. 5 Min. Spiilen
11. Essigsaurer Alkohol 2 Min. Differenzieren,
wenn notig
12. absolutes Isopropanol 5 Min. Entwéssern
13. 3 x Xylol Jeweils 5 Min.

14. Eindecken in Eukitt

15. Trocknen unter Abzug (Labor) {iber Nacht
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3.3.2 Herstellung von Bouin’scher Losung und Puffern fiir

Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Bouinsche Losung
30 ml Pikinsdure gesattigt
10 ml Formalin 37 %

2 ml Eisessig

PBS, pH 7.4 (2 Liter)
0,163 M NaCl 159¢g
0,05 M NaHPOsx2H0 17,8¢g
aufgefiillt auf 2 Liter mit Aqua dest.

pH 7,4 mit 1 N HCl eingestellt + bei 4 °C gelagert

PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaNj

100 ml PBS (0,1 M) pH 7,4 (siche oben)

200mg  BSA
100 mg  NaN3
bei 4 °C gelagert

PB 0,1 M, pH 7,4 (2 Liter)
49 ¢ KH>PO4
292 ¢ Na;HPO4 x 2 H20
aufgefiillt auf 2 Liter mit Aqua dest.

pH 7.4 kontrolliert + bei 4 °C gelagert
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Citratpuffer pH 6,0 fiir Mikrowellenbehandlung
Stammldsung A: 2,101 g Zitronensdure /100 ml Aqua dest.
Stammldsung B: 14,705 g Natriumcitrat x 2 H>0 / 500 ml Aqua dest
82 ml Losung B auf 900 ml mit Aqua dest. auffiillen mit Losung A auf

pH 6,0 einstellen, auf 1000 ml mit Aqua dest. auffiillen.

Herstellung der Losungen fiir die DAB-Entwicklung
Nickelsulfat (fiir Entwicklungspuffer)

130 mg Nickelsulfat
10 ml Aqua dest.
bei 4 °C gelagert

Entwicklungspuffer mit DAB und Nickelverstirkung

Fiir eine grofe Férbekiivette:
180 ml PB 0,1 M pH 7,4 (4 °C)
4 ml DAB (22,5 mg/ml)
400 pl Ammoniumchlorid (18 mg /100 pl)
3,6 ml Nickelsulfat (0,05 M)
3,6 ml Glucose (10 %)
Alle Komponenten mischen und anschlieend filtrieren

Zum Starten der Reaktion Zugabe von 600 pul Glucose-Oxidase
(1,2 mg / 1 ml Aqua dest.)

9.
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3.3.3 Immunhistochemie

Durchfiihrung fiir a-SMA, Calponin, PKG1, PCNA und MYH-11

Ahnlich der Azanfirbung wurden die im Paraffin eingebetteten Gewebe in 5 um dicke
Proben geschnitten und mit Objekttrigern aufgenommen. Die Schnitte wurden fiir 60
Min. auf dem Objekttrager getrocknet und anschliefend im Inkubator {iber Nacht bei 40
°C getrocknet. Danach wurden die Schnitte unter Verwendung von Xylol und Ethanol
entparaffiniert. Mit Methanol / H202 (2 ml H2O2 30 % + 50 ml Methanol) wurde die

endogene Peroxidase blockiert.

Die weitere Durchfiihrung fiir a-SMA, Calponin, PKG1 und PCNA wird schrittweise
dargestellt:

1. Spiilen in Aqua dest. und in PBS jeweils fiir 5 Min.

2. Zugabe des in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3 verdiinnten Primérantikorpers
(3.1.5), Inkubation bei 4 °C tiber Nacht in feuchter Kammer

3. Spiilen in PBS fiir 3 x 5 Min.

4. Zugabe des Peroxidase-markierten Polymers und anschlieBende Inkubation in

einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir 30 Min.
5. Spiilen in PBS und PB 0,1 M pH 7,4 jeweils fiir 10 Min.
6. DAB-Entwicklung je nach primidrem Antikorper

Antikorper gegen a-SMA (5 Min.), Calponin (5 Min.), PKG1 (12 Min.), PCNA
(8 Min.)

7. Spiilen mit PB 0,1 M pH 7,4

8. In Aqua dest. bringen

9. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (70 %; 96 %; 100 %),
anschliefend 3 x 5 Min. in Xylol

10. Eindecken mit Eukitt

11. Trocken unter Abzug iiber Nacht
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Die Vorbereitung der Farbung mit MYH-11 erfolgt wie unter 3.3.3.1 beschrieben. Die

weitere Durchfiihrung fiir MYH-11 wird schrittweise dargestellt:

10.

11.

12.

13.

14.

11.

12.

13.

Spiilen in Aqua dest. fiir 5 Min.

Alle Schnitte in Citratpuffer 8 Min. bei 650 Watt in die Mikrowelle, anschlieBende
Inkubation fiir 15 Min. bei 465 Watt in der Mikrowelle und 20 Min. abkiihlen

Spiilen in PBS fiir 15 Min.

Zugabe von PBS + 2 % Normal-Rabbit-Serum auf jeden einzelnen Schnitt, bei

Raumtemperatur in feuchter Kammer 30 Min. inkubieren
Spiilen in PBS fiir 2 Min.

Zugabe des in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaNj3 verdiinnten Priméirantikorpers
(3.1.5), Inkubation bei 4 °C tiber Nacht in feuchter Kammer

Spiilen in PBS fiir 3 x 8 Min.

Zugabe des Anti-Goat-IgG-Biotin (1:250), Inkubation in einer feuchten Kammer

bei Raumtemperatur fiir 60 Min.
Spiilen in PBS fiir 2 x 8 Min.

Zugabe des PAP (1:200), Inkubation in einer feuchten Kammer bei

Raumtemperatur fiir 30 Min.
Spiilen in PBS fiir 2 x 8 Min.

Zugabe des ABC-Komplex (1:250), Inkubation in einer feuchten Kammer bei

Raumtemperatur fiir 30 Min.

Spiilen in PBS und PB 0,1 M pH 7,4 jeweils fiir 8§ Min.
Entwicklung des priméren Antikdrper MYH-11 fiir 30 Min.
Spiilen mit PB 0,1 M pH 7,4 fiir 5 Min.

In Aqua dest. fiir 5 Min belassen.

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (70 %; 96 %; 100 %),
anschlieend 3 x 5 Min. in Xylol
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14. Eindecken mit Eukitt

15. Trocken unter Abzug iiber Nacht
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3.3.4 Immunfluoreszenz

Durchfiihrung

Das fixierte und in Paraffin eingebettete Nebenhodengewebe der Maus wurde wie fiir die
Immunhistochemie (3.3.3) aufbereitet. Im Folgenden wird die schematische Darstellung

des Arbeitsablaufes tabellarisch aufgelistet:

1. Schnitte entparaffinieren (3 x Xylol + 100 % EtOH fiir je 5 Min.)

2. Methanol (150 ml) + 30 % H>0O; (6 ml) fiir 30 Min.

3. 96 % EtOH, 70 % EtOH und Aqua dest. fiir je 5 Min.

4. Blockierung fiir 60 Min. mit 2 % Normal Goat Serum in PBS bei Raumtemperatur

5. Zugabe des in PBS + 0,2 % BSA + 0,1 % NaN3 verdiinnten Primarantikorpers (3.1.5),
Inkubation bei 4 °C iiber Nacht

6. Spiilen in PBS fiir 2 x 10 Min.

7. Zugabe des in PBS verdiinnten Sekundérantikorpers (3.1.6), Inkubation eine Std. bei
Raumtemperatur. Eine Lichtexposition der Objekttrager wurde vermieden, weil die

sekundiren Antikorpern Alexa 488 und Cy3 lichtempfindlich sind.
8. Spiilen in PBS fiir 2 x 10 Min.
9. 4% PFA 10 Min.
10. Spiilen in PBS fiir 2 x 10 Min.
11. Eindeckung mit Glycerol

12. Lagerung der Schnitte bei 4° C

Die Kontrollschnitte wurden anstelle des Primdrantikorpers nur mit der

Antikorperpufferlosung inkubiert.

Anschliefend wurden die fertigen immunhistochemischen Férbungen und
Immunfluoreszenzen mit dem Zeiss Axioskop 2 Mikroskops ausgewertet und in Bildern

dokumentiert.
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3.3.5 Molekularbiologische Methoden

3.3.5.1 RNA-Isolierung aus dem Nebenhodengewebe der Ratte

Die Vorbereitung der Gewebeproben wurde unter 3.2.3 beschrieben. Zur Isolierung der
Gesamt-RNA aus dem Nebenhodengewebe der Ratte wurde das RNeasy Mini-Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet. Die Gewebeproben wurden aus dem -80 °C-Gefrierschrank
entnommen und auf Eis transportiert. Die weitere Durchfithrung wird schrittweise

dargestellt:

1. Versetzen des Nebenhodengewebes mit Lysis-Puffer und B-Mercaptoethanol
(10 pl B-Mercaptoethanol pro 1 ml Lysis-Puffer)

2. Homogenisieren in einer Kugelmiihle fiir 5 Min. bei 30.000 Hz

3. Zentrifugieren und entfernen der Zelliiberreste 3 Min. bei Raumtemperatur und
13.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424)

4. Uberstand in ein frisches 1.5 ml Eppendorf-GefilB iiberfiihren

5. RNA mit 70 % EtOH féllen und nach Herstellerangaben isolieren

3.3.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration der Nukleinsdureproben der 19 Segmente des Nebenhodens und von
Nebenhodencaput, -corpus und -cauda wurden mit dem Nanodrop 2000-
Spektrophotometer bestimmt. Fiir eine Messung wurde 1 ul RNA (einer Losung)

verwendet. Als Leerwert diente RNase-freies Wasser.

3.3.5.3 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die cDNA-Synthese aus isolierter RNA von ganzen Geweben erfolgte mit dem iScript™
cDNA Synthese-Kit von BioRad. Bei diesem Protokoll wurde 1 pg RNA umgeschrieben.
Die weitere Durchfithrung wird schrittweise dargestellt:
1. Im Thermocycler wurde die genomische DNA mit DNasel (Thermo Scientific)
bei 25 °C fiir 18 Min. verdaut.
2. Zum Stoppen des Prozesses wurde bei 65 °C innerhalb von 10 Min. 1 pl EDTA
pro Probe zugegeben.

3. Das Reaktionsgemisch wurde 2 Min. bei 4 °C inkubiert.
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4. Der Reaktionsmix wurde mit der modifizierten MuLV-reversen-Transkriptase

(1ul/Probe) und dem 5 x iScript Mix versetzt.

Die Hexamer-Primer waren bereits im 5 x iScript-Mix enthalten. Die Angaben des
Herstellers zur optimalen Synthese der cDNA wurden dabei eingehalten: 5 Min. 25 °C,
30 Min. 42 °C, 5 Min. 85 °C. Fiir die Negativkontrolle wurde Aqua dest. anstatt der
reversen Transkriptase eingesetzt. Das entstandene Produkt konnte entweder bei -20 °C

gelagert werden oder diente als Template fiir die Polymerase-Kettenreaktion (s. 3.3.5.5)

Tabelle 1: Pipettierschema zur cDNA-Synthese der isolierten RNA aus Geweben

Reaktionsmix Volumen in pl

5 x iScript Reaktionsmix 4

iScript RT 1

Aqua dest. abhingig vom Volumen
der RNA

Gesamtvolumen 20
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3.3.5.4 Oligonukleotide (Primer)

Alle  Primersequenzen  wurden mit dem  Webprogramm  Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/) erstellt. Die Oligonukleotide fiir die Primer wurden von der
Firma Eurofins MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Die Primerlosungen wurden in

einer 200 pMol/pl Stammldsung angesetzt.
Fiir die Primer galt:

- intronspannend

- Liange etwa 20 Basenpaare (bp)

- Guanin/Cytosin-Gehalt ca. 50%

nicht-komplementar

Um die Spezifitdt der Primer sicher zu stellen, wurden die Sequenzen mit dem Programm

BLAST (Basic-Local-Alignment-Search-Tool / https://blast.ncbi.nlm.nih.  gov/

Blast.cgi) mit bereits vorhandenen Sequenzen in der Datenbank des Programmes

verglichen.
Tabelle 2: Rattenspezifische Sequenzen intronspannender Oligonukleotide
Gen Forward Reverse Accession Grofle
5>73 523 number in bp
TLR4 TGCTCAGACATG | TCAAGGCTTTT | NM_2996506 | 546
GCAGTTTC CCATCCAAC
RPS18 GTGATCCCCGAG | TGGCCAGAACC | NM 213557.1 292
. AAGTTTCA TGGCTATAC
(ribosomales
Protein 18)
Housekeeping
-Gen

-36-



https://blast.ncbi.nlm/

Material und Methoden

3.3.5.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Ansatz mit Template-cDNA von ganzen Geweben:

Die RT-PCR wird verwendet, um eine selektive Vervielfiltigung von mRNA zu
erreichen. Die Sequenzen werden durch zwei spezifische Oligonukleotide (Primer)
bestimmt, welche jeweils an einem Strang komplementir binden. Als Template diente
die cDNA, welche aus ganzen Geweben gewonnen wurde. Die Amplifikation der

Zielsequenz wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt.

95°C 12 Min.
95°C 30 Sec.
60°C 20 Sec. 35 Zyklen
73°C 30 Sec.
73°C 7 Min.
4°C kiihlen

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

und anschliefend mit dem Reaktionsmix versetzt.

Tabelle 3: Pipettierschema fiir PCR-Reaktionen von mRNA ganzer Gewebeproben

Reaktionsmix Volumen in pl
10 x PCR-Puffer 2,5

2 mM MgCly 2

10 mM dNTPs 0,5

0,4 pMol/ul Forward 0,5

Primer

0,4 pMol/ul Reverse 0,5

Primer

37-



Material und Methoden

AT Gold Polymerase 0,1
Aqua dest. 17,9
Gesamtvolumen 24

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

mit DNA-Polymerase amplifiziert, welche als Wasserkontrollen bezeichnet wurden.

3.3.5.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-

Gelelektrophorese

In der Gelelektrophorese entsteht ein elektrisches Feld. In diesem elektrischen Feld
kommt es zur Wanderung der negativ geladenen DNA. Ein 2 % iges Gel aus Agarose
und 1 x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffer wurde hergestellt. Dem Gel wurde 0,5 mg/ml
Ethidiumbromid zugefiihrt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA-Doppelstrange und
kann so unter UV-Licht (245 nm) visualisiert werden. Als Léngenstandard diente der
100 bp - Marker (GeneRuler™ 100 bp DNA-ladder, Thermo Scientific, USA). Der Lauf
der Gelelektrophorese fand bei 150 V und 250 mA fiir ca. 30 Min. statt. Die Auswertung
der PCR-Produkte erfolgte nach der Dokumentation mit einem Gel-

Dokumentationssystem (Phase, Liibeck).
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3.3.6 Funktionelle Untersuchungen

3.3.6.1 Verwendete Substanzen

- LPS (1 mg/ml)
1 mg LPS geldst in 1 ml MEM, bei -20 °C gelagert

(nicht mischen auf dem Vortexmischer)

- Noradrenalin (10 mM)
1,7 mg/ml pro ml Aqua dest = 10 mM Stocklosung (Endkonzentration im
Organbad 10 uM)

3.3.6.2 Kontraktionsstudien mit LPS-Zugabe

Bei den funktionellen Organbad-Studien wurden Kontraktionen und Relaxationen der
Muskulatur des Ductus epididymidis der Ratte ex vivo untersucht. Dabei wurde der
Nebenhodengang aus dem Segment 18 des kaudalen Nebenhodengangabschnittes
prépariert. Frithere Studien am Rind (Mewe et al. 2006a; Mewe et al. 2006b) und an der
Ratte (Mietens et al. 2012) zeigten an diesem Abschnitt Spontankontraktionen des
Ductus epididymidis. Der entnommene Nebenhoden wurde sofort in MEM-Medium
iiberfiihrt und anschlieend unter dem Stereomikroskop (Leica MS5, Wetzlar) préipariert.
Ein kurzer Gangabschnitt des Segments 18 wurde zwischen 2 Metallklammern
eingespannt und in die kraftaufnehmende Vorrichtung des Organbads eingehingt (Abb.
8A).

-39-



Material und Methoden

3.3.6.3 Durchfiihrung der Kontraktionsstudien mit LPS-Zugabe

Maximal vier préaparierte Nebenhodengangabschnitte konnten in einem Experiment
parallel nebeneinander eingespannt werden. Im Organbad wurde das Gewebe konstant
mit MEM-Medium umspiilt und mit einem Gasgemisch aus 5 % CO2z und 95 % O»
begast. Das Organbad wurde stindig mit vorgewdrmtem Wasser umspiilt, um eine
konstante Temperatur von 36°C zu gewihrleisten. Zur Standardisierung der
Versuchsbedingungen wurde die Einhdngevorrichtung vor jedem Versuch mit einem
Gewicht von 1 g kalibriert. Die in den Klammern eingespannten Nebenhoden-
gangabschnitte wurden mittels Faden aufgehdngt, das Gewebe wurde auf eine
Vorspannung von 0,5 - 0,6 g gebracht. Somit wurde vor jedem Versuch eine dhnliche
Vorspannung des Nebenhodengangabschnittes erreicht. Gewebeabschnitte, welche
keine Spontankontraktionen zeigten, flossen nicht in die Bewertung ein, da hier von einer
Gewebsverletzung ausgegangen werden konnte. Die Versuche mit Spontankontraktion
wurden fiir ca. 5 Min. beobachtet und aufgezeichnet. Nach 5 Min. Spontankontraktion
wurde in unterschiedlichen Konzentrationen die Substanz LPS hinzugegeben. Diese
Substanz sollte tiber den TLR4-Rezeptor einen Einfluss auf die Kontraktionen zeigen.
Die Messung wurde nach LPS-Zugabe noch 30 Min. fortgesetzt. Die Darstellung und
Analyse der Frequenzen erfolgte iliber das Programm LabChart (AD Instruments,

Colorado Springs, USA).
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Abb. 8: Organbad 6

A: 2 Klammern fixieren einen Nebenhodengangabschnitt (Pfeil) in A. An der oberen Klammer ist eine
diinne Schnur befestigt, welche am Kraftsensor (1 in B) befestigt wird und so die Kontraktionsmessung

erlaubt.

B: Befestigung der oberen Klammer mittels Faden (1), Organbadkammer (15ml Fassungsvermogen) mit
Ablaufschlauch der Kammer (2), Ablaufschlauch fiir Uberschuss (3), Zulaufschlauch des warmen Wassers
in die hohlwangige Kammer (4), Ablaufschlauch des warmen Wassers in die hohlwangige Kammer (5),
Gaszulauf (6), Glashaken fiir die Befestigung (7).
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3.3.6.4 Kontraktionsstudien am priainkubierten Nebenhodengang

Fiir die Inkubationsversuche wurden postmortal entfernte Nebenhoden der Ratte (3.2.3)
entnommen. Beide Nebenhoden des Tieres wurde unter dem Stereomikroskop (Leica
MSS5, Wetzlar) prépariert. Der kaudale Nebenhodenabschnitt wurde abgetrennt, die
Kapsel entfernt (Abb. 9) und der gekndulte Nebenhodengang mit Pinzetten aufgelockert.
Damit sollte eine bessere Angriffsmoglichkeit fiir das anschlieBend hinzugefiigte LPS
geschaffen werden. In der Folge wurde der kaudale Nebenhodenteil in ein Tube mit 1 ml
MEM und 2 pg/ml LPS iiberfiihrt und bei 33 °C 90 Min. inkubiert. Nach der Inkubation
wurde der Nebenhodenteil in MEM gespiilt. Der Kontrollnebenhoden wurde analog
behandelt mit dem Unterschied, dass die 90-miniitige Inkubation in reinem MEM
erfolgte. Danach wurden von LPS- und Kontroll-Nebenhoden Nebenhoden-
gangabschnitte unter dem Stereomikroskop (Leica MS5, Wetzlar) aus vergleichbaren

Bereichen prépariert, isoliert und im Organbad eingespannt (Abb. 8a).

Abb. 9: Nebenhoden der Ratte
Kaudaler Abschnitt des Nebenhodens der Ratte nach Entfernung der Tunica albuginea

(MaBstab = 0,5 cm)
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3.3.6.5 Durchfiihrung der Kontraktionsstudien am prainkubierten

Nebenhodengang

Der Versuchsaufbau dhnelt den zuvor beschriebenen Versuchen mit Zugabe von LPS ins
Organbad. direkten Organbadversuche. Die 4 Kammern des Organbades wurden mit je
15 ml MEM gefiillt, konstant mit 36 °C vorgewdrmtem Wasser umspiilt, mit einem
Gasgemisch aus 5 % CO2 und 95 % O: begast. Zur Standardisierung der
Versuchsbedingungen wurde die Einhdngevorrichtung vor jedem Versuch mit einem
Gewicht von 1 g kalibriert. Die zwischen den Klammern -eingespannten
Nebenhodengangabschnitte (mit und ohne LPS-Priinkubation) wurden mittels Faden
aufgehingt, das Gewebe wurde auf eine Vorspannung von 0,5 - 0,6 g gebracht. Somit
wurde vor jedem Versuch eine dhnliche Vorspannung des Nebenhodengangabschnittes
erreicht. Nach 30-miniitiger Aufzeichnung wurde Noradrenalin (15 pl Stocklosung/15
ml MEM) in die Kammern gegeben. Die Darstellung und Analyse der Frequenzen
erfolgte iiber das Programm LabChart (AD Instruments, Colorado Springs, USA).
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4 Ergebnisse
4.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen des Mausnebenhodens in

einem Hypoxiemodell

Zur Frage, ob chronische Hypoxie Einfluss auf die Struktur des Nebenhodens hat, wurden
Nebenhodenschnitte von normoxisch gehaltenen Mausen (NOX), Méusen, die 1 Woche
unter hypoxischen Bedingungen gehalten wurden (HOX 1W), und Maéusen, die drei
Wochen unter hypoxischen Bedingungen gehalten wurden (HOX 3W), untersucht. Um
morphologische und strukturelle Unterschiede der GefiBmuskulatur und der
Nebenhodengangmuskulatur festzustellen, wurden Azanfiarbungen nach Heidenhain

erstellt.

4.1.1 Azanfarbung nach Heidenhain

Die Azanfirbung nach Heidenhain diente als Ubersichtsfirbung, um morphologische und
strukturelle Verdnderungen an der Nebenhodengangmuskulatur des kaudalen
Nebenhodens durch die Exposition gegeniiber chronischer Hypoxie sichtbar zu machen.
In den untersuchten Schnitten NOX, HOX 1 W und HOX 3 W zeigten sich
lichtmikroskopisch keine morphologischen oder strukturellen Unterschiede der

Muskulatur, des Epithels oder des Bindegewebes.
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Abb. 10: Lichtmikroskopische Aufnahmen (Azanfirbung nach Heidenhain) der Cauda von
Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell. Die Mause waren Normoxie (a), chronischer Hypoxie fiir eine

Woche (b) oder chronischer Hypoxie fiir drei Wochen (c) ausgesetzt. Pfeile zeigen Gangmuskulatur
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4.2 Immunfluoreszenzfarbung am Mausnebenhoden in einem

Hypoxiemodell

4.2.1 Immunfluoreszenzfiarbung fiir a-SMA und Calponin

Um Veridnderungen der GefdBmuskulatur und der Muskulatur des kaudalen
Nebenhodenganges nach chronischer Hypoxie festzustellen, wurden Immunfluoreszenz-
farbungen mit Antikdrpern gegen a-SMA und Calponin durchgefiihrt (Abb. 11). Unter
Normalbedingungen (Abb. 11 a-c) zeigte sich die GefaBmuskulatur auf a-SMA positiv,
war jedoch auf Calponin negativ. Im Gegensatz dazu war die Muskulatur der
Nebenhodengénge der normoxisch gehaltenen Méuse (Abb. 11 a-c) gegeniiber a-SMA

und Calponin positiv.

Das gleiche Farbemuster zeigte sich in den Nebenhoden der hypoxisch gehaltenen Méuse
(Abb. 11 d-f und g-i). Die GefdaBmuskulatur zeigte sich nur a-SMA positiv, wahrend in
der Muskulatur der Nebenhodenginge der hypoxisch gehaltenen Mause (Abb. 11 d-fund
g-1) 0-SMA und Calponin positiv war.

Insgesamt ergaben die Farbungen sowohl fiir a-SMA als auch fiir Calponin keinerlei
Verdnderungen in der GefdB- und Nebenhodengangmuskulatur durch chronische

Hypoxie.
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a-SMA Calponin

Abb. 11: Ubersicht von Immunfluoreszenzfirbungen der Cauda von Mausnebenhoden in einem
Hypoxiemodell. Die Miuse waren Normoxie (a-c), chronischer Hypoxie fiir eine Woche (d-f) oder
chronischer Hypoxie fiir drei Wochen (g-i) ausgesetzt. Es wurden Antikorper gegen a-SMA (a,d,g) und
Antikorper gegen Calponin (b,e,h) gezeigt, sowie die Uberlagerung der Kanile (c,f,i). Sterne zeigen

GefaBmuskulatur, Pfeile zeigen Gangmuskulatur.
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4.3 Immunhistochemische Farbung mit verschiedenen Antikérpern am

Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell

4.3.1 Immunhistochemische Farbung mit einem Antikorper gegen MYH-

11 in der Cauda von Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Gefd3- und Nebenhodengangmuskulatur
des kaudalen Nebenhodenganges nach chronischer Hypoxie fiihrte ich Farbungen mit
einem Antikorper gegen MYH-11 durch (Abb. 12). Unter Normalbedingungen (Abb. 12
a) und in der Immunfarbung der {iber eine Woche unter Hypoxie gehaltenen Tiere (Abb.
12 b) zeigte sich sowohl die GefédB3- als auch die Nebenhodengangmuskulatur auf MYH-
11 positiv. Interessanterweise zeigte die Immunfarbung der Gruppe HOX 3W (Abb. 12
c) weiterhin eine positive MYH-11-Féarbung der Gangmuskulatur, wéihrend sich die
GefaBmuskulatur MYH-11 deutlich schwécher darstellte. Die Farbungen weisen darauf
hin, dass eine lidngerfristige Hypoxie von drei Wochen keine Auswirkung auf die
Nebenhodengangmuskulatur hat, wihrend sich die Expression von MYH-11 in der

Gefiallmuskulatur verdndert.
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Abb. 12: Immunhistochemische Firbungen mit einem Antikérper gegen MYH-11 in der Cauda
von Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell. Die Miuse waren Normoxie (a-c), chronischer
Hypoxie fiir eine Woche (d-f) oder chronischer Hypoxie fiir drei Wochen (g-i) ausgesetzt. Sterne zeigen

Gefamuskulatur, Pfeile zeigen Gangmuskulatur.
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4.3.2 Immunhistochemische Farbung mit einem Antikorper gegen PKG1 in

der Cauda von Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell

Zur  weiteren  immunhistochemischen  Untersuchung  der  GefaB- und
Nebenhodengangmuskulatur des kaudalen Nebenhodenganges nach chronischer Hypoxie

wurden Férbungen mit einem Antikdrper gegen PKG1 angefertigt (Abb. 13).

Unter Normalbedingungen (Abb. 13 a) und nach einer Woche Hypoxie (Abb. 13 b) zeigte
sich die GefdBmuskulatur stirker gefarbt als die Nebenhodengangmuskulatur. Im
Vergleich war die Nebenhodengangmuskulatur in der Farbung der NOX-Proben (Abb.
13 a) schwicher geférbt, als in der Farbung nach einer Woche Hypoxie (Abb. 13 b). Bei
der Féarbung nach drei Wochen Hypoxie (Abb. 13 c) ergab sich eine negative
Immunreaktion in der GefdBmuskulatur und eine, im Vergleich zu der NOX-Férbung
(Abb. 13 a) und der Fiarbung nach einer Woche Hypoxie (Abb. 13 b), schwichere
Immunreaktion in der Nebenhodengangmuskulatur. Somit beeinflusste eine lédngere
Hypoxie die PKGIl-Fiarbung bei beiden  Muskulaturen (GefdB- und

Nebenhodengangmuskulatur).
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Abb. 13: Immunhistochemische Firbungen mit einem Antikérper gegen PKG1 in der Cauda von
Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell. Die Mause waren Normoxie (a-c), chronischer Hypoxie
fiir eine Woche (d-f) oder chronischer Hypoxie fiir drei Wochen (g-i) ausgesetzt. Sterne zeigen

Gefamuskulatur, Pfeile zeigen Gangmuskulatur.
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4.3.3 Immunhistochemische Farbung mit einem Antikdrper gegen PCNA

in der Cauda von Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell

Zusitzlich zu den Untersuchungen der Gefd3- und Nebenhodengangmuskulatur wurde
die Proliferation in diesen Strukturen, sowie des Nebenhodengangepithels unter
chronischer Hypoxie untersucht. Dafiir wurden immunhistochemische Farbungen mit
einem Antikorper gegen das Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen erstellt (PCNA) (Abb.
14). Dieses Antigen ist ein wichtiger Cofaktor der DNA-Synthese wihrend der
Replikation. Unter Normalbedingungen (Abb. 14 a) war die Gefdmuskulatur nicht
angefarbt, dies dnderte sich auch nicht unter einer dreiwdchigen Hypoxie (Abb. 14 b-e).
Dagegen lielen sich in der Gruppe NOX (Abb. 14 a) einzelne proliferierende Zellen in
den peritubuldren Muskelzellen als auch im Epithel nachweisen. Bereits nach drei Tagen
zeigte sich eine Abnahme der proliferierenden Zellen (Abb. 14 c). Der Nachweis der
proliferierenden Zellen blieb bis zur dritten Woche (Abb. 14 e) auf niedrigem Niveau.
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Abb. 14: Immunhistochemische Firbungen mit einem Antikorper gegen PCNA in der
Cauda von Mausnebenhoden in einem Hypoxiemodell. Die Méuse waren Normoxie (a),
chronischer Hypoxie fiir 24 Stunden (b), 3 Tagen (c), eine Woche (d) und fiir drei Wochen (e)

ausgesetzt. Sterne zeigen GefdBmuskulatur, Pfeile zeigen Gangmuskulatur.

-54-



Ergebnisse

4.4  Der TLR4-Rezeptor im Nebenhoden

Neben den Untersuchungen am Hypoxie-Modell (s. 4.1 - 4.3) wurde der Einfluss von
Entziindungsmediatoren auf die Nebenhodengangmuskulatur untersucht. AuBerdem
wurde die Expression des entsprechenden Rezeptors (TLR4) in den einzelnen Segmenten
des Nebenhodens analysiert (s. 4.4.1). So wurden die Effekte von LPS auf die
Kontraktionen des Nebenhodenganges betrachtet (s. 4.5). Interessanterweise konnen
hypoxische Signale durch NF-kB-Signaliibertragung entziindliche Prozesse im Gewebe
beeinflussen, da in beiden Signalwegen (TLR4-Rezeptor und HIF) der spezifische
Transkriptionsfaktor NF-kB eine Rolle spielt (Rodrigues et al. 2008; Oliver et al. 2009).
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4.4.1 Expression des TLR4-Rezeptors im Nebenhoden der Ratte

Um die Wirkung von LPS am Nebenhoden in nachfolgenden funktionellen
Untersuchungen in einem Folgeschritt analysieren zu kdnnen, wurde mittels RT-PCR
zundchst die Expression des TLR4-Rezeptors in Caput, Corpus und Cauda des
Nebenhodens der Ratte untersucht. Qualitativ lieBen sich TLR4-Rezeptor-Transkripte
(206bp) in allen drei Abschnitten des Nebenhodens der Ratte nachweisen (Abb. 15).

Caput Corpus Cauda

+ o + - 0 + -0

500 bp

200 bp

Abb. 15: Expression von TLR4 im Nebenhoden der Ratte

Expression von TLR4 (206 bp) aus einer Gesamt-RNA-Préparation von Nebenhodencaput, -corpus
und -cauda der Ratte. Als Langenstandard diente ein 100 bp DNA-Marker.
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4.4.2 Expression des TLR4-Rezeptors in den verschiedenen Segmenten des

Nebenhodens der Ratte

Um die Wirkung von LPS am Segment 18 untersuchen zu kdnnen, testete ich zuerst, ob
TLR4 in Segment 18 exprimiert wird. Vergleichend wurden die weiteren Segmente 1 bis
17 und 19 des Nebenhodens der Ratte hinsichtlich ihrer Expression des TLR4-Rezeptors
qualitativ untersucht. Der TLR4-Rezeptor konnte in allen 19 Nebenhodensegmenten der

Ratte nachgewiesen werden (Abb. 16 A-G).

TLR 4 RPS18 TLR 4 RPS18
S1 Lu S1 Lu S2 S2
+ -0 +-0 + -0+ -0+ -0+-0

A 500 bp -

S3 S4 S5

TLR4 RPS18 TLR4 RPS18 TLR4 RPS18
+-0 +-0 +-0 +-0 +-0 +-0

B
S6 S7 S8
TLR4 RPS18 TLR4 RPS18 TLR4 RPS18
+-0+-0+-0 +-0+-0 + -0
C
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S9 S10 S11

TLR4 RPS18 TLR4 RPS18 TLR4 RPS18
+-0+-0 +-0+-0+-0 +-0

500 bp -
D
S12 S13 S14
TLR4 RPS18 TLR4 RPS18 TLR4 RPS18
+-0+ -0 +-0 +-0+-0+-0
500 bp - = 500 bp -
) | - | -
S15 S16 S17
TLR4 RP518 TLR4- RPS18 TLR4 RP818
+ -0 +-0 + -
500 b
' p - o -
S18 S19
TLR4 RP518 TLR4 RP518
+ - 0 + -

500 b
0 p _ o -

Abb. 16: Expression von TLR4 in den einzelnen Segmenten (S1-S19) vom Nebenhoden der Ratte

A: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Préparation von Gewebestiicken aus dem Segment 1 und
Segment 2. Die Lunge diente als Kontrollorgan. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

B: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Préparation von Gewebestiicken aus dem Segment 3,
Segment 4 und Segment 5. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

C: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Préparation von Gewebestiicken aus dem Segment 6,
Segment 7 und Segment 8. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

D: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Priparation von Gewebestiicken aus dem Segment 9,
Segment 10 und Segment 11. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

E: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Préaparation von Gewebestiicken aus dem Segment 12,
Segment 13 und Segment 14. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

F: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Préparation von Gewebestiicken aus dem Segment 15,
Segment 16 und Segment 17. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

G: Expression von TLR4 (206 bp) einer Gesamt-RNA-Priparation von Gewebestiicken aus dem Segment 18 und
Segment 19. RPS18 (292 bp) wurde als Housekeeping-Gen verwendet.

Als Langenstandard diente jeweils ein 100 bp DNA-Marker.
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4.5 LPS-Effekte auf die Kontraktionen 1m distalen Teil des
Nebenhodenganges der Ratte

Zur FEinschitzung bakterieller Effekte auf die Kontraktilitit des Nebenhodenganges
wurde der Einfluss von LPS an Gangabschnitten des Segments 18 mittels Organbad
analysiert (Tabelle 4 + Abb. 17). Durch die vorangegangenen RT-PCR-Studien (s. 4.4.1)
konnte der TLR4-Rezeptor im kaudalen Abschnitt und insbesondere im Segment 18 des
Nebenhodens nachgewiesen werden. In den Organbadversuchen wurde LPS den
Gangabschnitten in unterschiedlichen Konzentrationen (1 pg/ml, 2 pg/ml und 5 pg/ml)
zugegeben. Insgesamt wurden 26 Nebenhodengangabschnitte untersucht. In Tabelle 4
und Abb. 17 ist die durchschnittliche Kontraktionsfrequenz fiir die Periode von jeweils
10 Minuten nach Zugabe von LPS  dargestellt. Zusidtzlich  sind
Nebenhodengangabschnitte dargestellt, welche keine LPS-Zugabe erhielten. Die
Abnahme der durchschnittlichen Kontraktionsfrequenz war bei Nebenhodengang-
abschnitten mit LPS-Zugabe und bei 6 Nebenhodengangabschnitten ohne LPS-Zugabe
dhnlich. Lediglich 2 Kontrollen (keine Zugabe von LPS) zeigten eine spontane

gleichbleibende Kontraktionsfrequenz.
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Tabelle 4: Nebenhodengangabschnitte ohne LPS-Zugabe und nach Zugabe von
LPS (1, 2, 5 pg/ml)

Durchschnittliche Durchschnittliche Durchschnittliche
Anzahl der Kontraktionsfrequenz | Kontraktionsfrequenz | Kontraktionsfrequenz
(Kontraktionen pro (Kontraktionen pro (Kontraktionen pro
Versuche 10 Min.) 10 Min.) 10 Min.)
(n) Start bis 10 Min. 10 Min. bis 20 Min. | 20 Min. bis 30 Min.
Versuchsdauer Versuchsdauer Versuchsdauer
ohne LPS |8 28,63 =100 % 19,75 =69,79 % 11,87 =41,85%
1 pg/ml 11 23,63 =100 % 16,27 = 68,85 % 10,72 =45,37 %
2 png/ml 7 31,14 =100 % 24,28 =77,97 % 14,71 = 47,24 %
5 pg/ml 8 24,75 =100 % 16,13 =65,17 % 9,5 =38,38 %
100%
90%
80%
70%
60% —e—ohne LPS
50% —e—1 pg/ml LPS
40% 2 png/ml
—e—5 png/ml
30%
20%
10%
0%
0 - 10 Min. 10 - 20 Min. 20 - 30 Min.

Abb. 17: Graphische Darstellung der Daten aus Tabelle 4.
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In Abbildung 18 sind fiinf isometrische Kontraktionsmessungen exemplarisch dargestellt
(Abb. 18 A-E). Die Messungen Abb. 18 A-C =zeigen exemplarisch Frequenz-
verdanderungen der Kontraktionen an Nebenhodengingen aus dem Segment 18 unter
Zugabe von unterschiedlichen LPS-Konzentrationen (1 pg/ml, 2 pg/ml und 5 pg/ml).
Beobachten ldsst sich eine zeitlich verzogerte Abnahme der Kontraktionsfrequenz nach
LPS-Zugabe (Abb. 18 A-C). Zusitzlich ist in der Abb. 18 E exemplarisch ein
Nebenhodengangabschnitt ohne LPS-Zugabe (Kontrolle) und gleichbleibender spontaner

Kontraktionsfrequenz dargestellt.

1pg/ml LPS

10uM Noradrenalin

%

5 Minuten

B 0,lg 2pg/ml LPS
\1/ 10uM Noradrenalin
5 Minuten
Spg/ml LPS

10uM Noradrenalin

v

5 Minuten 10pM Noradrenalin

V
o s L 0 1111 |

10puM Noradrenalin

\:

5 Minuten
E 0,1g

5 Minuten

Abb. 18: Kontraktionsmessung mit und ohne Zugabe von LPS

Nach ungefahr 5 Min. wurden den Nebenhodengangabschnitten (Segment 18 / kaudaler Nebenhoden-
gang) unterschiedliche LPS-Konzentrationen zugegeben (A: 1 pg/ml, B: 2 pg/ml, C: 5 pg/ml
Endkonzentration im Bad). Die Zugabe von Noradrenalin (NA) als Vitalitétskontrolle fiihrte bei diesen
Versuchen zu einem Anstieg der kontraktilen Aktivitit. Zusitzlich wurden Nebenhodengangabschnitte des
gleichen Segmentes als Kontrolle ohne LPS-Zugabe mit Kontraktionsverdnderung (D), sowie ohne

Kontraktionsverdnderungen (E) exemplarisch dargestellt.
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4.6  Kontraktionsstudien am mit LPS prainkubierten Nebenhodengang
(Segment 18) der Ratte

In den vorangegangenen Untersuchungen konnte nicht sicher gezeigt werden, dass LPS
die Kontraktionsfrequenz der Nebenhodengangabschnitte reduziert (s. 4.5 + s. Abb. 18).
Um den verzogerten LPS-Effekt besser erfassen zu konnen, erfolgte die Durchfiihrung
von Prainkubationsversuchen. Fiir das Duodenum war bereits beschrieben wurden, dass
eine 90-miniitige Prdinkubation eines Darmabschnittes mit LPS bei anschlieBend
durchgefiihrten Organbadversuchen zu einer verminderten Spontankontraktion im
Vergleich zur Kontrolle fithrte (Barona et al. 2011). In einem &hnlichen Versuchsaufbau
inkubierte ich Nebenhodengangabschnitte aus dem Segment 18 fiir 90 Min. mit LPS (2
pg/ml) vor Beginn der Organbaduntersuchungen. In der tiberwiegenden Anzahl der
Versuche zeigte sich beim prédinkubierten Nebenhodengang eine signifikante komplette
Authebung der Kontraktionsaktivitit (Tabelle 5 und Abb. 20 A). Das Gewebe war jedoch
noch vital, denn nach der Zugabe von Noradrenalin als Vitalititskontrolle wurde eine
deutliche kontraktile Aktivitdt mit einer fiir Noradrenalin typischen Kontraktionsfrequenz
beobachtet. Die Kontrollen wurden im Medium ohne LPS préinkubiert (Abb. 20 B), sie
zeigten typische Spontankontraktionen und reagierten mit erhdhter Frequenz auf

Noradrenalin.
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Tabelle 5: Reaktion von Nebenhodengangabschnitte auf LPS-Prainkubation

Anzahl der Kontinuierliche Keine kontinuierliche
durchgefiihrten spontane Kontraktion spontane Kontraktion
Versuche
nach Prédinkubation nach Préinkubation
Kontrolle ohne 18 17 1
Zugabe von
LPS
Zugabevon 2 22 5 17
pg/ml LPS
20
18
= 16
3
S 14
E
212 e
) ontinuierliche
% 10 spontane Kontraktion
E) 8 ¥ keine kontinuierliche
E spontane Kontraktion
Z 6
B
£ o4
2
0

Kontrollen

2pug/ml LPS

Abb.19: Graphische Darstellung der Daten aus Tabelle 5.
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10uM Noradrenalin

v

5 Minuten

10uM Noradrenalin

v

B 0,1g

5 Minuten

Abb. 20: Relaxierende Effekte auf die spontane Nebenhodengangkontraktion nach Priinkubation
mit LPS im Organbad. Exemplarisch sind zwei Kurven dargestellt. A: Der Nebenhoden war vor
Durchfiihrung des Organbadexperiments 90 Min. in 2pg/ml LPS inkubiert wurden. B: Als Kontrolle
dienten die Nebenhoden, welche vor Durchfithrung des Organbadexperiments 90 Min. in MEM inkubiert
wurden. Beide Nebenhodengangabschnitte wurden 30 Min. im Hinblick auf das Vorkommen von
Spontankontraktionen beobachtet. Als Vitalititskontrolle erfolgte die Zugabe von Noradrenalin (NA) nach
diesem 30 Minuten-Intervall.

Von den 22 mit LPS pridinkubierten Nebenhodengangabschnitten aus dem Segment 18
zeigte sich in 17 Féllen eine Aufhebung der Spontankontraktion im anschlieBend
durchgefiihrten Organbadversuch (exemplarisch in Abb. 20 A). Lediglich bei 5
Versuchen waren trotz LPS-Priinkubation noch Spontankontraktionen nachweisbar
(exemplarisch in Abb. 20 B). Hingegen zeigten 17 der 18 Kontrollen eine gute
Spontankontraktion nach Prdinkubation, lediglich 1 Kontrolle zeigte eine verminderte

Spontankontraktion.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss chronischer Hypoxie auf die kaudale
Nebenhodengangmuskulatur der Maus histologisch analysiert. Hierzu wurden im
Rahmen eines Hypoxiemodells Untersuchungen am Nebenhoden von Méusen, welche
unter normoxischen Bedingungen, beziechungsweise unter chronischer Hypoxie fiir 24
Stunden, drei Tage, einer oder drei Wochen gehalten wurden, durchgefiihrt. Es zeigten
sich unter chronischer Hypoxie keinerlei Verédnderungen in der Azanfiarbung sowie in der
Immunfluoreszenzfirbung mit a-SMA und Calponin. Die Férbungen mit einem
Antikorper gegen MYH-11 ergaben, dass eine chronische Hypoxie zwar keine
Auswirkung auf die Nebenhodengangmuskulatur hatte, aber es fand sich nach einer 3-
wochigen Hypoxie eine verringerte Expression von MYH-11 in der GefaBBmuskulatur.
Interessanterweise zeigte auch die PKGI-Expression bei ldngerer Hypoxie eine
abgeschwichte Immunreaktion sowohl in der GefaB- als auch in der Nebenhodengang-
muskulatur im kaudalen Mausnebenhoden. Diese Immunreaktion war nach 3-wdchiger

Hypoxie in der GefdBmuskulatur v6llig aufgehoben.

Zusitzlich zu den Untersuchungen an der Muskulatur wurden ergéinzende Farbungen mit
einem Antikorper gegen PCNA erstellt, um die Proliferation der Zellen im kaudalen
Nebenhoden zu untersuchen. Hierbei zeigte sich im Vergleich zwischen Normoxie und
den unterschiedlichen Hypoxiezeiten eine schwicher werdende Proliferation in
peritubuldren Muskelzellen und Epithelzellen. Dagegen zeigte sich in den

Gefillmuskelzellen keine Proliferation.

Grundsitzlich ist Hypoxie mit Entziindungsprozessen verbunden. Das geschieht {iber die
Transkriptionsfaktoren HIF-1 und NF-kB, diese vermitteln eine Verbindung hypoxischer
Signale mit LPS/TLR4-vermittelten Entziindungsprozessen (Zhang et al. 2019, Kyotani
et al. 2019). In diesem Kontext konnte der TLR4-Rezeptor unter normoxischen
Bedingungen mittels PCR in allen Nebenhodenabschnitten (Caput, Corpus, Cauda) und
auch in allen 19 Segmenten der Ratte nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit
diesen Ergebnissen konnte in funktionellen Untersuchungen ein inhibierender Einfluss
des TLR4-Liganden LPS auf das Kontraktionsmuster des Nebenhodenganges gezeigt

werden.
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5.1 Auswirkungen von chronischer Hypoxie auf die GefdaB- und

Gangmuskelzellen des kaudalen Mausnebenhodens

Mit der Frage, ob Hypoxie Einfluss auf Gefd3- und Gangmuskelzellen des Nebenhodens
hat, wurde in der Ubersichtsfirbung kein Hinweis auf offensichtliche strukturelle
Verdnderungen der Muskulatur, des Epithels oder des interstitiellen Bindegewebes
sichtbar. Dariiber hinaus wurde die Expression der Muskelmarker a-SMA, Calponin,
MYH-11 sowie von PKG1 im Hypoxiemodell untersucht, um phéinotypische
Verdnderungen der glatten Muskelzellen zu iiberpriifen. In der Literatur sind spezifische
und detaillierte Untersuchungen zum Einfluss von Hypoxie auf den Nebenhoden spérlich,
jedoch wird von diversen Schidden im Hoden berichtet. Unter anderem zeigte sich, dass
es unter hypobarer Hypoxie und dem mit der Hypoxie verbundenem oxidativen Stress zu
einem nachteiligen Einfluss auf die Hodenstruktur kommen kann, welche eine
Verdnderung der Spermienparameter verursachen kann (Poorhassan et al. 2018, Farias
2010). Farias et al. beschrieben auBlerdem eine signifikante Abnahme der
Nebenhodenspermien und eine Abnahme der Blutgefdfle im Hoden (Farias et al 2005).
Zapeda et al. zeigten, dass in Hodengewebe, welches einer hypobaren Hypoxie ausgesetzt
war, oxidativer Stress induziert wurde, welcher eine Abnahme der Hodenmasse, einen
Stillstand der Spermatogenese und eine Zunahme der Apoptose verursachte (Zapeda et
al. 2012). Bereits 2015 wurde die signifikante Abnahme der Hodenmasse unter Hypoxie
bestitigt, zusdtzlich wurden nachteilige Auswirkungen auf die Testosteronproduktion
beobachtet (He et al. 2015). All diese Berichte zeigen eine gravierende Auswirkung von
Hypoxie auf die Struktur und Funktion des Hodengewebes. Ahnliche Mechanismen sind
auch im Nebenhoden denkbar.

Eine Hypoxie im Hoden ist verbunden mit einer reduzierten Spermatogenese
beziehungsweise eingeschriankter Spermienfunktion. Klinische Beispiele dafiir sind die
Varikozele (Hu et al. 2015) oder auch die intermittierende Hypoxie im Rahmen eines
obstruktiven Schlafapnoesyndroms (Torres 2014). Bislang lag dieser Aspekt nicht im
Fokus, aber hypoxie-induzierte Storungen der Nebenhodenfunktion mit Reifungsstorung
der Spermien konnte zu einer Infertilitdt beitragen. Im Vergleich zum Hoden scheint die
Kapillardichte im Nebenhoden groBer, obwohl der Durchmesser von Tubuli seminiferi
und Nebenhodengang nahezu identisch sind (Kormano und Reijonin 1976). Dies konnte
ein struktureller Hinweis auf einer relative Minderperfusion und Hypoxie des Hodens im

Vergleich zum Nebenhoden sein. Moglicherweise erfordert die vergleichsweise dickere
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Muskelschicht des Nebenhodenganges ein dichteres Kapillarnetz, um einen hoheren
Blutfluss zu gewdhrleisten, welcher die Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen
sicherstellt. Denkbar ist daher auch, dass eine hohere Kapillardichte im Nebenhoden als
Schutz vor Hypoxie fungiert.

Hoden und Nebenhoden sind androgen-abhingige Organe (Brooks 1983). Im Hoden-
Nebenhoden-Stromgebiet ist eine hohere Konzentration von Testosteron als im
systemischen Kreislauf messbar. Somit sind auch indirekte Effekte auf den Nebenhoden
denkbar, welche tiber einen verminderten Testosteronspiegel vermittelt werden. Eine
klinische Relevanz eines durch Hypoxie verminderten Testosteronspiegels zeigte sich bei
der obstruktiven Schlafapnoe, wobei noch diskutiert wird, ob der verminderte
Testosteronspiegel eine Folge der Hypoxie selbst oder der meist begleitenden

Fettleibigkeit ist (Tanc¢i¢-Gaji¢ et al. 2021; Wittert 2014).

In meinen Untersuchungen zeigte sich, dass bei einer chronischen Hypoxie
Veranderungen der Gefdl3- und Nebenhodengangmuskulatur zu beobachten sind. Nach
langerer Hypoxie trat eine Reduktion von MYH-11 in der GefdaBmuskulatur auf, welches
Hinweise auf eine Verdnderung der Kontraktilitit der glatten GefaBmuskulatur geben
konnen. Dafiir spricht auch der Verlust der PKG1-Expression nach lingerer Hypoxie in
der Gefalimuskulatur, welche die Relaxation der GefdaSmuskulatur vermittelt. Zusétzlich
zeigte sich auch eine  Abnahme der  PKGI-Expression in  der
Nebenhodengangmuskulatur. Dies gibt Hinweise darauf, dass auch in der
Nebenhodengangmuskulatur Hypoxie-Effekte iiber eine veridnderte Kontraktilitidt der

Nebenhodengangmuskulatur vermittelt werden konnen.
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5.2 Chronische Hypoxie und Proliferation von Gefal3- und

Gangmuskelzellen

Zusitzlich zu den bereits beschriebenen Untersuchungen wurde der Einfluss von Hypoxie
auf die Proliferation von Gefd- und Gangmuskulatur, sowie des
Nebenhodengangepithels analysiert (s. 4.3.3). Hierzu wurde die PCNA-Expression im
Nebenhoden von Miusen, welche unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
gehalten wurden, verglichen. Die PCNA-Expression in der Gangmuskulatur des kaudalen
Nebenhodens zeigte einzelne positive Zellen unter normoxischen Bedingungen, unter
Hypoxie wurde keine PCNA-Expression detektiert (s. 4.3.3). In GefaBmuskelzellen
hingegen konnte weder unter Normoxie, noch unter Hypoxie PCNA nachgewiesen
werden (s. 4.3.3). Im Gegensatz dazu wurde berichtet, dass eine intermittierende Hypoxie
ein erhohtes Interleukin-6 induzieren kann, welches iiber die Induktion einer
Entziindungsreaktion die Proliferation von glatten GefdBmuskelzellen begiinstigt
(Kyotani et al. 2019). Dieser Mechanismus wurde auch fiir extravaskulidre glatte
Muskelzellen angenommen (Kyotani et al. 2019). Die Ergebnisse erscheinen hier
widerspriichlich. Eine mdgliche Ursache konnte sein, dass Kyotani et al. von der
intermittierenden Hypoxie als Korrelat fiir die obstruktive Schlafapnoe ausgehen,
wihrend in der vorliegenden Arbeit eine chronische Hypoxie angewendet wurde. Unter
chronischer Hypoxie entfallen potenzielle Regenerationsphasen, welche in der
intermittierenden Hypoxie Reparaturvorgdnge bzw. Proliferationen von Zellen zulassen
wiirden. Andererseits konnte die fehlende PCNA-Expression im Nebenhoden eine Art
Schutzmechanismus vor einer pathologischen Proliferation und deren Folgen sein. Dies
kann zum Beispiel im Rahmen von Atherosklerose und hypoxiebedingter pulmonaler
Hypertonie  beobachtet =~ werden. FEine  pathologische  Proliferation  unter
Hypoxiebedingungen konnte unsere Arbeitsgruppe in einer Vorgédngerarbeit (Saboor et
al. 2016) unter Nutzung desselben Mausmodells in der Lunge sicher nachweisen. Der
Peak der Proliferation befand sich dort nach etwa drei Tagen chronischer Hypoxie. Dieser
Unterschied konnte durch organspezifische Besonderheiten begriindet sein, da pulmonale
Zellen im kleinen Blutkreislauf lokalisiert sind und in der Lunge anderen
Oxygenierungsverhiltnissen ausgesetzt sind. Im Fokus dieser Studie stand der kaudale
Nebenhoden, so dass eine Proliferation in den proximalen Abschnitten nicht
ausgeschlossen werden kann. AuBlerdem wére denkbar, dass in unterschiedlichen

Abschnitten auch ein unterschiedliches Ausmal an Proliferation auftreten konnte. Damit
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im Einklang wird diskutiert, dass der Nebenhoden als eine Aneinanderreihung kleiner
Organe betrachtet werden kann (Domeniconi et al. 2016). In den 19 bekannten Segmenten
des Nebenhodens sind strukturelle und funktionelle Unterschiede sowohl im Epithel als
auch auf muskuldrer Ebene gut vorstellbar, da der Nebenhoden schon allein zwei
verschiedene Hauptfunktionen (Reifung und Speicherung der Spermien) hat. Dies
erfordert unterschiedliche strukturelle Voraussetzungen, beispielsweise variiert die
Muskelzellschicht je nach Aufgabenbereich des Gangabschnittes, indem die
Muskelzellschicht von proximal nach distal dicker wird (Holstein 1969; Baumgartner et
al. 1971). Dies ermoglicht eine Spontankontraktion zum Transport der Spermien im
proximalen Bereich, wéihrend im distalen Nebenhodengang Spermien bis zur Ejakulation
gespeichert werden. Somit konnen die Proliferation und die Reparaturvorgédnge in den

verschiedenen Regionen unterschiedlich sein.

5.3  Chronische Hypoxie und Proliferation von Epithelzellen

In den fiir diese Dissertation durchgefiihrten histologischen Routinefarbungen konnten
keine offensichtlichen strukturellen Verdnderungen des Epithels nachgewiesen werden
(s. 4.1.1). Eine Abnahme der Epithelzellproliferation unter Hypoxie zeigte sich jedoch
bereits nach einer 24-stiindigen Hypoxie (s. 4.3.3). Dies konnte, ebenso bei den Gefal3-
und Gangmuskelzellen, ein Hinweis auf mangelnde Reparaturvorgénge unter Hypoxie
mit einer nachfolgenden Funktionseinschrankung des Epithels sein. Dariiber hinaus
konnte die Abnahme der Proliferation im Epithel auch Auswirkungen auf die Blut-
Nebenhoden-Schranke haben, die durch tight junctions im apikalen Bereich der Zellen
gebildet wird. Durch Toxine und verschiedene Zytokine, die mit Entziindung assoziiert
sind, kann eine Abnahme von tight junctions ausgeldst werden (Siu et al. 2009), so dass
diese Schranke fiir Pathogene durchldssiger werden kann und Infektionen begiinstigt
werden konnen. Eine weitere Epithelfunktion neben der Aufrechterhaltung der Blut-
Nebenhoden-Schranke ist die Proteinsynthese fiir die Reifung der Spermatozoen.
Wihrend dieses Reifungsprozesses werden proteintragende Membranfragmente iiber

Exosomen an die Spermatozoen iibertragen (Neyroud et al. 2021; Sullivan 2005).

Grundsitzlich ist anzunehmen, dass die Hauptfunktionen des Nebenhodens (Reifung und
Speicherung der Spermien), die primdr verbunden sind mit einem intakten,
funktionsfiahigen Epithel des Nebenhodenganges, durch Hypoxie gestort werden. In der
vorliegenden Studie wurde die Abnahme der PCNA-Expression im Nebenhodenepithel
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unter Hypoxie eindeutig nachgewiesen. Lei et al. unterstiitzen die Ergebnisse dieser
Dissertation indem sie eine gleichzeitige Abnahme der PCNA-Expression zeigen, sowie

eine Zunahme der Zellapoptose im Hoden (Lei et al. 2020).

54 Wechselwirkung zwischen TLR4- und HIF-1a-Signalweg

Sowohl Hypoxie als auch die Entziindung spielen in einer Vielzahl von pathologischen
Situationen eine wichtige Rolle und sind eng miteinander verbunden (Zhou et al. 2014).
An entzilindeten Stellen nimmt der Sauerstoffgehalt resultierend aus einer unzureichenden
GefiaBperfusion ab, dies flihrt bei umgebenden Zellen zu stirkerem hypoxischen Stress,
welcher Entziindungen und Gewebeschidden beschleunigt (Lewis et al. 1999). Die
Veranderungen der Signalwege, die an pathologischen Prozessen beteiligt sein konnen,
sind jedoch im Nebenhoden noch wenig untersucht. In dieser Studie wurde bereits der
Einfluss von Hypoxie auf den kaudalen Nebenhoden der Maus nachgewiesen. Zur
weiteren Untersuchung der Verbindung zwischen Hypoxie und Entziindung erfolgten
qualitative Untersuchungen von TLR4-Rezeptor-Transkripten durch RT-PCR-Analysen
(s. 4.4.1 +4.42).

Der TLR4-Rezeptor ist der Mustererkennungsrezeptor, welcher LPS als Liganden
erkennt. HIF-1a ist ein Haupttranskriptionsfaktor der Sauerstoffhomdostase (Pugh und
Ratcliffe 2003). Unter hypoxischen Bedingungen bindet HIF-la an die TLR4-
Promotorregion. In der Literatur ist bereits beschrieben, dass die TLR4-Expression in
Makrophagen iiber HIF-1a als Reaktion auf hypoxischen Stress hochreguliert wird (Kim
et al. 2010). Dies deutet darauf hin, dass hypoxischer Stress an Entziindungsherden die
Anfilligkeit fiir nachfolgende Infektionen und Entziindungssignale durch
Hochregulierung von TLR4 erhoht (Kim et al. 2010). Aber auch das Zusammenspiel von
HIF-1o und NF-xB ist bei der Kontrolle der Genexpression ein entscheidender
Mechanismus. Dieser kann durch die hypoxische Signaliibertragung entziindliche
Prozesse beeinflussen (Oliver et al. 2009; Dopeso et al. 2018). Bestitigt wurde dies durch
die Studie von Zhang et al., welche eine gemeinsame Expressionssteigerung von TLR4
und HIF-1a unter Hypoxie beschreiben (Zhang et al. 2016). Ein interessantes klinisches
Beispiel ist die obstruktive Schlafapnoe (intermittierende Hypoxie). Eine Erkrankung,
welche mit systemischer Entziindung und oxidativen Stress assoziiert ist. Es wurde
bereits gezeigt, dass die obstruktive Schlafapnoe die minnliche Fertilitit und die

antioxidative Kapazitit im Hoden bei Maiusen reduziert (Torres et al. 2014).
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Auswirkungen auf den Nebenhoden sind in dhnlicher Weise zu vermuten. Im Falle der
obstruktiven Schlafapnoe ist eine konsequente Therapie nach Diagnosestellung fiir den

Erhalt der Fertilitdt von Bedeutung (Torres et al. 2014).

5.5 Expression des TLR4-Rezeptors in allen 19 Segmenten des
Nebenhodens der Ratte

In der hier vorgelegten Studie konnte der Nachweis von TLR4-Rezeptor-Transkripten
durch RT-PCR-Analysen qualitativ in allen drei Abschnitten des Nebenhodens bestétigt,
sowie nach unserem Wissenstand erstmalig in allen 19 Segmenten, gezeigt werden (s.
4.4.1 und 4.4.2). Ergebnisse anderer Autoren weisen in eine dhnliche Richtung. Die
Expression von TLR1 bis TLR9 sowie TLR11 wurde bereits im Nebenhodenepithel
nachgewiesen (Palladino et al. 2008). Der TLR4-Rezeptor konnte unter normalen
physiologischen Bedingungen in epididymalen Epithel- und Interstitialzellen, in
luminalen Spermatozoen (Palladino et al. 2007, Rodrigues et al. 2008, Palladino et al.
2008) und in Immun- als auch in Nicht-Immunzellen lokalisiert werden (Silva et al.
2013). Grundsitzlich sind 13 TLRs bisher beschrieben, diese konnen durch das
angeborene Immunsystem eine Abwehrreaktion des Wirts auslosen. Die Erkennung von
PAMPs erfolgt durch ihre Bindung an Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) wie die
TLRs. Diese aktivieren die nachgeschalteten Signalwege, welche Entziindungen und
andere Abwehrmechanismen auslosen. Unter den PRRs ist der TLR4 der am héufigsten
untersuchte TLR bei Sédugetieren (Takeuchi et al. 2010). Der TLR4-Rezeptor ist der
Hauptrezeptor fiir den Liganden LPS. Im Nebenhoden wurde bereits gezeigt, dass nach
der Stimulation durch LPS die Transkriptionsaktivitit von NF-kB ansteigt (Palladino et
al 2007, Muhlbauer et al. 2008, Palladino et al. 2008), da LPS die Aktivierung des
Promotors in NFkB und TLR4-abhingiger Weise stimuliert (Vora et al. 2004). Die in
dieser Dissertation nachgewiesene TLR4-Expression in den 19 Segmenten des
Nebenhodens deuten auf einen relevanten Signalweg hin, welcher in allen Segmenten des
Nebenhodens konserviert ist. Auch in Segment 18, dass in dieser Arbeit fiir funktionelle

Untersuchungen verwendet wurde (s. 4.5 und 4.6).
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5.6 LPS-Effekte auf die Kontraktionen im distalen Teil des

Nebenhodenganges der Ratte

Verschiedene Autoren berichten von einer verringerten Kraftproduktion der glatten
Muskulatur von Uterus, Magen und Pfortader wéihrend eines verdnderten Stoffwechsels,
wie zum Beispiel unter Hypoxie (Wray et al 1992, Taggart und Wray 1998, Huang et al.
1993 und Sward et al. 1993). Ein einzelner Faktor (ATP, pH-Wert,
Myosinphosphorylierungen, proteolytische Aktivitit oder anorganisches Phosphat)
konnte nicht fiir die krafthemmende Rolle als Ursache identifiziert werden, so dass die
Kraft hochstwahrscheinlich aufgrund der Kombination verschiedener Faktoren abnimmt

(Taggart und Wray 1998).

Die hier vorgelegte Studie ist von einem hypoxischen Einfluss auf die glatte Muskulatur
im Nebenhoden ausgegangen, dieser Einfluss konnte in den fiir diese Dissertation
erstellten immunhistochemischen und funktionellen Untersuchungen nachgewiesen
werden. In den funktionellen Untersuchungen zu dieser Studie wurde der Effekt von LPS
auf das Kontraktionsverhalten der Nebenhodenginge analysiert. Wahrend sich in
Gangabschnitten aus Segment 18 im liberwiegenden Teil eine hohe Spontanfrequenz
zeigte, lieB sich vereinzelt auch eine niedrige Spontanfrequenz beobachten, was fiir eine
gewisse Varianz innerhalb eines Segments spricht. Somit wurde kein sicherer LPS-Effekt
sichtbar (s. 4.5). Auffillig waren mehrere minutenlange verzdgerte LPS-Effekte an
Gangabschnitten mit hoher Spontanfrequenz (s. Abb 18). Diese zeitliche Verzégerung
des LPS-Effektes deutet auf mogliche Transkriptions- und Translationsvorginge und
damit einer Wirkung auf den Zellstoffwechsel hin. Frithere Studien von Barona et al.
zeigten inhibitorische Effekte von LPS nach 90 Minuten Prainkubation auf Acetylcholin-
induzierte Kontraktionen am Duodenum (Barona et al. 2011), daher erfolgten vor diesem
Hintergrund  Prdinkubationsversuche, um  die durch LPS induzierten
Kontraktionsverdanderungen der Gangmuskulatur des Nebenhodens sicher beurteilen zu
konnen. In der iiberwiegenden Anzahl der Versuche zeigte sich beim LPS-préinkubierten
Nebenhodengang eine komplette Authebung der Kontraktionsaktivitét (s. 4.6 + Tabelle
5 + Abb. 19). Die ursdchlichen Faktoren fiir die wenigen Non-Responder sind bislang
nicht ausreichend geklért. Eine mogliche Erkldrung konnte sein, dass LPS nicht in
ausreichender Menge den an der Lumenseite des engen Nebenhodenganges lokalisierten

TLR4-Rezeptor erreicht. Mdoglicherweise hat die LPS-Priinkubationszeit es
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wahrscheinlicher gemacht hat, dass ausreichend viele LPS-Molekiile den Rezeptor
erreichten. Bei den Experimenten in dieser Studie erfolgte die Wirkung von LPS von
aullen auf den Nebenhodengang, dies entspricht eher einer himatogenen Infektion {iber
das Interstitium. Eine andere experimentelle Moglichkeit wére eine LPS-Injektion direkt
in den Nebenhodengang, um die oberfldchlichen Epithelzellen in denen der TLR4-
Rezeptor lokalisiert ist leichter zu erreichen. Funktionelle Untersuchungen im Organbad
wiren im Anschluss aber schwieriger zu interpretieren gewesen, da Spermien vermutlich
die Spontankontraktionen beeinflussen (Mewe et al. 2006b). Ein deutlicher Unterschied
zu physikalischen Verhiltnissen wire anzunehmen. Dies zeigte sich bereits, wenn der
Nebenhodengang bei der Priparation verletzt wurde und Spermien austraten. Diese
verletzten Nebenhodengédnge zeigten bereits eingeschrinkte Kontraktionen und wurden
daher in der vorliegenden Arbeit nicht eingeschlossen. Es gibt in der Literatur eine
grolere Zahl von E.coli-Injektionsversuchen, die als experimentelles Modell der
Nebenhodenentziindung dienen (Vieler et al. 1993). Diese erlauben auch indirekte
Aussagen tiber einen LPS-Effekt. Hierbei wurde die lokale Expression der Zytokine bei
einer bakteriellen Epididymitis untersucht (Tanaka et al. 1995) und gezeigt, dass eine
akute Nebenhodenentziindung zu einem Anstieg des oxidativen Stresses im benachbarten
Hoden fiihrt (Kaya et al. 2006). Bei diesen Injektionsversuchen wurden Hoden bzw.
Nebenhoden nach mehreren Stunden (Vieler et al. 1993; Tanaka et al. 1995; Kaya et al.
2006), mehreren Tagen (Kuzan et al. 1989; Bhushan et al. 2008; Turner et al. 2011) oder
sogar erst nach Monaten untersucht (Lucchetta et al. 1983; Hackett et al. 1988; Pilatz et
al. 2015).

Elfgen et al. fassen zusammen, dass unterschiedliche Mechanismen der Stimulation und
Inhibition von spontanen Kontraktionen im Nebenhoden diskutiert werden (Elfgen et al.
2018). Ob ein direkter Einfluss von E.coli auf die Nebenhodenkontraktion besteht, war
derzeit aber noch unklar (Elfgen et al. 2018). Die vorliegende Dissertation kann eine
reduzierte Frequenz der Spontankontraktionen des Nebenhodens nach Zugabe von LPS
(welcher ein Bestandteil der Membran von gram-negativen Bakterien ist) nachweisen.
Der Vergleich zwischen direkter, schneller LPS-Wirkung und der LPS-Wirkung durch
Priinkubation spricht dafiir, dass es sich beim LPS-Einfluss eher um einen langsamen,

indirekten Einfluss handelt.
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6 Zusammenfassung

Hypoxie und Entziindungen spielen bei einer Vielzahl von pathologischen Situationen
eine wichtige Rolle und sind eng miteinander verbunden. In dieser Dissertation wurde der
Einfluss von chronischer Hypoxie auf den kaudalen Mausnebenhoden histologisch
analysiert sowie LPS-Effekte auf die Kontraktilitit der Muskulatur des

Rattennebenhodenganges untersucht.

Im Nebenhoden der Maus konnten im Rahmen eines dreiwdchigen Hypoxie-Modells
zunichst keine offensichtlichen strukturellen Verinderungen in den Ubersichtsfirbungen
gezeigt werden. Die Expression der Muskelmarker SMA und Calponin in Gefa3- und
Nebenhodengangmuskulatur blieb gleichfalls unveridndert. Als Hinweis auf hypoxie-
induzierte Verdnderungen nahm die Expression von MYH-11 als Marker fiir kontraktile
glatte Muskelzellen lediglich in der GefaBBmuskulatur ab. Dagegen zeigt sich nach
langerer Hypoxie sowohl in der Gefél3- als auch in der Nebenhodengangmuskulatur ein
Verlust der PKG1-Expression, welche die Relaxation glatter Muskelzellen vermittelt.
Erginzende Fiarbungen mit einem Antikorper gegen PCNA zeigten in GefaBmuskelzellen
keine Proliferation und in peritubuldren Muskelzellen sowie im Epithel eine deutliche
Abnahme der Proliferation als Ausdruck mangelnder Regeneration. Das Fehlen von
Reparaturvorgdngen kann Funktionsstdrungen begiinstigen, welche mutmaflich auch
entziindliche Prozesse einleiten. Als Basis fiir funktionelle Untersuchungen wurde mit
dem Entziindungsmediator LPS dessen Rezeptor TLR4 untersucht. Die Expression von
TLR4-Transkripten konnte durch RT-PCR-Analysen qualitativ in allen drei Abschnitten
und nach unserem Wissensstand erstmalig auch in allen 19 Segmenten des
Rattennebenhodens nachgewiesen werden. Funktionelle Untersuchungen am kaudalen
Rattennebenhoden zur Einschitzung bakterieller Effekte auf die Spontankontraktionen
der Nebenhodengangmuskulatur zeigten zunéchst keine unmittelbare Reaktion auf LPS.
Erst eine verldngerte Einwirkzeit von LPS fiihrte zu einem Ausbleiben der spontanen
Gangkontraktion, mdglicherweise wird so der epithelial lokalisierte TLR4-Rezeptor
durch Diffusion besser erreicht. Weitere Erklarungen fiir eine verzogerte Wirkung wiren

durch LPS induzierte Verdnderungen in der Transkription und Translation.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafiir, dass die Funktionen der GefdB- und
Gangmuskulatur im distalen Nebenhoden durch Hypoxie und Entziindungsprozesse

beeintrichtigt werden.
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7 Summary

Hypoxia and inflammation play an important role in a variety of pathological situations and are
closely linked. In this dissertation, the influence of chronic hypoxia on the caudal mouse
epididymis was analysed by histology and LPS effects on the contractility of the rat epididymal

duct were investigated.

In the mouse epididymis, a model of hypoxia for three weeks did not reveal any obvious
structural changes in the routine stainings. The expression of the muscle markers SMA and
calponin in vascular and epididymal duct smooth muscle also remained unchanged. As an
indication of hypoxia-induced changes, the expression of MYH-11, a marker for smooth muscle
cells of contractile phenotype decreased only in vascular smooth muscle cells. In contrast, after
prolonged hypoxia, both vascular and epididymal duct smooth muscle cells show a loss of
PKGI1 expression which mediates smooth muscle cell relaxation. Additional staining with an
antibody against PCNA showed no proliferation in vascular smooth muscle , but a marked
decrease in proliferation in peritubular smooth muscle and the epithelium as an expression of
lack of regeneration. The lack of repair processes can promote functional disorders, which

presumably also initiate inflammatory processes.

As a basis for functional investigations using the inflammatory mediator LPS, its receptor TLR4
was investigated. The expression of TLR4 transcripts could be qualitatively detected by RT-
PCR analyses in all three sections and, to our knowledge, for the first time also in all 19
segments of the rat epididymis. Functional studies on the caudal rat epididymis to assess
bacterial effects on spontaneous contractions of the epididymal duct muscles initially showed
no immediate response to LPS. Only a prolonged exposure to LPS led to the abolishment of
spontaneous ductal contractions; possibly the TLR4 receptor in the epithelium is reached by
diffusion of LPS with a delay. Further explanations for this delayed effect could be LPS-
induced changes in transcription and translation. Overall, the results suggest that function of
the vascular and ductal smooth muscle in the distal epididymis are impaired by hypoxia and

inflammatory processes.
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Priifungsbehdérde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Priifungsverfahrens
vorgelegt. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen iibernommene Material, das in
der Arbeit verwendet wurde oder aus das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches
kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt und indirekt an der
Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch
eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasiertes Softwareprogramm erkldre ich

mich einverstanden*

Ort, Datum Unterschrift
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