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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in das Kallikrein — Kinin — System (KKS)

1.1.1 Historie

Im Jahre 1909 konnten die beiden franzdsischenu@jgn Abelous und Bardier beo-
bachten, dass die intraventse Verabreichung elken@unltslichen Fraktion aus hu-
manem Urin bei einem narkotisierten Hund zu einemillvergehenden Blutdruckabfall
fuhrte. Sie lieferten damit erste Hinweise auf Biestenz des Kallikrein - Kinin - Sys-

tems (Abelous und Bardier, 1909). Diesen Effektrtém der Chirurg Emil Karl Frey

und der Physiologe Heinrich Kraut 1928 auf einerttwabile, nicht dialysierbare Sub-
stanz zurlck, die sie als Kreislaufhormon charatgten (Frey und Kraut, 1928). Da
diese Substanz im Pankreas in einer sehr hoheneltmation gefunden wurde, be-
nannte man sie nach dem griechischen Wort fir digcBspeicheldriise kallikréas als
Kallikrein (Kraut et al., 1930). Im selben Jahr fighBayer Kallikrein unter dem Han-
delsnamen Padutin in den Markt ein. Das Mittel veuddbei vor allem zur Behandlung
von idiopathischen Fertilitdtsstorungen bei Manneadmer auch bei peripheren Durch-
blutungsstérungen und anderen Indikationen im Barder Inneren Medizin sowie der

Augenheilkunde eingesetzt.

Spater durchgeflihrte prospektive, randomisiertep@bplind-Studien konnten jedoch
nach einer Behandlung von FertilitdtsstorungenRaidutin keinen positiven Effekt auf
das Gesamtkollektiv bezogen nachweisen (Keck etl@B4; Yamamoto et al., 1996;
Gletzerman et al., 1993), so dass Bayer im Jabdd Padutin wieder vom deutschen

Markt nahm.

1937 konnten Werle, G6tz und Kappler zeigen, das3Mrkung des Kallikrein Gber
die Aktivierung eines inaktiven Zwischenstoffestttadet, welcher bei glatten Mus-
kelzellen zu einer Kontraktion fuhrt (Werle et 41937).

Sie beschrieben die aktive Substanz als ein Poligpapd nannten sie Kallidin (Werle
und Berek, 1948). Kurz darauf identifizierte Roeh8ilva eine weitere, von Kallikrein
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aktivierte Substanz im Blutplasma: das Bradykinwe)ches eine Hypotension bewirkt
und am isolierten Meerschweinchendarm zu einersiamgn Kontraktion fuhrt (Rocha
e Silva et al., 1949). Der Name Bradykinin leitethsdabei von dem griechischen bra-
dys fur langsam und kinein flir Bewegung ab. Diesiedn aktiven Peptide wurden zu-
sammenfassend als Kinine bezeichnet. Regoli unél®akonnten die biologischen
Effekte der Kinine auf eine Interaktion mit speziien Kininrezeptoren zuriickfihren,
bei denen sie noch zwei Subtypen unterschiedenBgeund den B-Rezeptor (Regoli
und Barabé, 1980).
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1.1.2 Aktivierung, Funktion und Bedeutung von Kallkrein-Kinin-

Systemen

Kallikrein — Kinin — Systeme kommen nahezu ubiquité Organismus vor und setzen
sich aus funf Hauptkomponenten zusammen: Kininé kialogisch aktive Peptide und
die terminalen Effektoren des Systems. Sie werdeiptsachlich durch Gewebs- bzw.
Plasmakallikrein, aber auch durch Akrosin protastyt aus ihren Vorstufen, den Kini-
nogenen, freigesetzt. Sie vermitteln ihre biologesdVirkung durch Interaktion mit
spezifischen Kininrezeptoren, welche aus funktiemelund pharmakologischen Ge-
sichtspunkten in zwei Subtypen eingeteilt werdesn & und den B Rezeptor (BR
und BR). Die wichtigsten Vertreter der Kinine sind das@ykinin, sein ebenfalls akti-

ves Abbauprodukt des-Atdradykinin sowie das Kallidin.

Prakallikrein

T 4— Hageman Faktor

EBiol. Effelt Inaktive Peptide

Abbildungl: Schematischer Uberblick tber das Kallikrein-Ki@gstem
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Einleitung 4

Die freigesetzten Kinine werden schnell durch Kasen genannte Proteasen wieder
deaktiviert. Diese Vorgange laufen dynamisch ab.bEsteht also ein permanentes
Nebeneinander von Kininbildung und -deaktivieruag, dass sich ein Gleichgewicht

ausbildet.

Grundsatzlich kann das systemisch relevante Pladdiiia&in-Kinin-System vom lokal
wirksamen Gewebskallikrein-Kinin-System untersckreaverden. Im Plasma spielt das
System eine wichtige Rolle bei der Regulation uteu&rung von Gerinnungs- bzw.
Fibrinolyseprozessen (Pisano und Austen, 1972)rewihdas Gewebskallikrein-Kinin-
System in Abhangigkeit von der Art des Gewebes ¥ie&zahl verschiedener Funktio-

nen erfullen kann.

Zum einen fungieren die freigesetzten Kinine hier ldassische lokal wirksame Ent-
zindungsmediatoren: Sie fihren zur Venokonstriktidurch direkte Interaktion mit

glatten Muskelzellen zur arteriellen GefaRdilatationd durch Offnung von tight-

junctions zu einer erhohten Kapillarpermeabilittachtfogel et al., 1993). Sie kdnnen
durch Reizung von nozizeptiven Neuronen das Sclengsfinden steigern und sind
Uber das AnstofR3en verschiedener Aktivierungskaskaaieé subsequenter Freisetzung
von unter anderem Prostanoiden an der EntstehungOdemen beteiligt (Abe und

Ogata, 1982). Immunkompetente Zellen wie Makrophageutrophile Granulozyten

und Mastzellen werden zudem aktiviert (Polosa gt18193) und ihre Migration vom

Blut ins Gewebe gefordert (Bhoola et al., 1992).

Zum anderen spielt das Gewebskallikrein-Kinin-Systeine wichtige Rolle bei der

Steuerung von Proliferations- und Differenzieruraygéngen (Atanassova, 2003). Es
beeinflusst den Tonus glatter Muskelzellen sowie @aicosemetabolismus (Schack et
al., 1980). Tabelle 1 fasst einige Beispiele fuezifische physiologische bzw. pa-
thophysiologische Kininwirkungen in verschiedenega@en zusammen:
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Tabellel: Beispiele fiir die Wirkung von Kininen in verschiedge Organen

Organsystem

Kininwirkung

Oberer Respirationstrakt

Beteiligung bei der allergischen Rhinitis (Churtktial., 1991)

Bronchokonstriktion bei Asthmatikern (Barnes, 2P9

=

Lunge Reizhusten als NW einer Behandlung mit ACE Inhitgtomit resul

tierender erhéhter Kininkonzentration (Trifilieff al., 1993)
_ Posttraumatisches cerebrales Odem (Schilling unkll V¥897)

Gehirn
Erhohte Durchléassigkeit der Blut-Hirn-Schranke (\Methal., 1996)
Protektiver Effekt bei diabetischer NephropathiegDrell, 2005)

Niere Verminderte Riickresorption von NaCl und HO (Tomita et al.
1986)

Herz Essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung von as3&uktur und -
funktion (Emanueli et al., 1999)

Leber Portaler Druckanstieg in der zirrhotischen oderziémdeten Lebe
(Loureiro-Silva, 2001)

Knochen Wichtige Rolle bei der rheumatoiden Arthritis (Blt@et al., 1992)

Gastrointestinaltrakt

Beteiligung bei der Proliferation und Metastasigruwon Osophd

guskarzinomen (Dlamini et al., 1999)

Skelettmuskel

Vermehrte endogene Glucoseaufnahme des MuskelgewEhetze
et al.,1996)

Auslésung von Kontraktionen (Bhoola et al., 1992ZDhkura et al.

Uterus
2003)
Steigerung der Proliferationsraten von SpermatagoijiAtanassovy
2003)
. Steuerung vo lonentransportvorgangen im Ductus defe
Testis

(Pierucci-Alves und Schultz, 2008)

Einfluss auf den Aquaporin 9 abhangigen Flissigkaistrom in

Epididymis und Ductus deferens (Belleannee ePaD9)
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Im Blutplasma erfolgt die Abspaltung der Kinine vden Kininogenen weitgehend
durch das Plasmakallikrein, welches sich von derGewebe vorkommenden Form
durch das Molekulgewicht, die Substratspezifitatl tamit die Art der freigesetzten
Kinine unterscheidet. Wahrend im Plasma hauptsétidas Nonapeptid Bradykinin
aus high molecular weight kininogen (HMWK) abgesgalwird, steht im Gewebe die
Freisetzung des Dekapeptides Kallidin aus low madscweight kininogen (LMWK)
im Vordergrund (Bhoola et al., 1992). HMWK und LMAsind beides Produkte des
gleichen Gens und werden im wesentlichen in deet.epnthetisiert.

Auch die Kallikreine werden aus inaktiven Vorstufelen Prakallikreinen, freigesetzt.
Im Plasma erfolgt dies hauptsachlich durch denvegtten Gerinnungsfaktor XII (Ha-
geman Faktor), der durch Kontakt mit Proteinen dgtrazellularen Matrix oder
Membranphospholipiden aktiviert wird (Faktor Xlld)as gebildete Kallikrein férdert
wiederum die Aktivierung des Hageman Faktors. Egtlalso ein positiver Feedback-
mechanismus vor (Cochrane et al., 1973). Gewelidsleath wird durch verschiedene
Kallikreinasen, wie z.B. Thrombin, C1 Esterase dingosin gebildet, die als Reaktion

auf schadigende Noxen, Ischamie oder Traumen Betgewerden.

Wie bereits erwahnt, findet neben der stidndigenbNgung ein permanenter Abbau
der Kinine statt. Dieser wird durch verschiedere Kahinasen bezeichnete Proteasen
katalysiert. Der wichtigste Vertreter ist dabei Hiainase Il, eine mit dem Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE) identische Dipeptidylcarppeptidase. Mit dem ACE Inhi-
bitor Captopril ist die Wirkung der Kininase Il vstidndig hemmbar. Auch die neutrale
Metalloendopeptidase (Erdds et al., 1985), die Airgearboxypeptidase N (Kininase I)
(Sheikh und Kaplan, 1986), die Aminopeptidase PirfGauaes et al., 1973) sowie das
post proline cleaving enzyme (Sudo et al., 1984)l sim Kininabbau beteiligt. Durch
die hohe Aktivitat dieser Proteasen haben Kinineaine sehr kurze Halbwertszeit im
Organismus. Sie betragt in vivo ca. 27 Sekundem ¢Cgl., 2001).

Die Effekte des Kallikrein — Kinin - Systems beraheuf einer Interaktion von Kininen
mit ihren spezifischen Rezeptoren, die pharmakstdgund funktionell in zwei Subty-
pen unterteilt werden: dem Bind den B Rezeptor (BR / B;R). Sie unterscheiden sich
durch die Affinitat zu verschieden Agonisten bzwtégonisten: der #R bindet bevor-

zugt [des-Ard]-Bradykinin, wahrend der R eine hohe Affinitat zu Bradykinin und
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Kallidin aufweist. In den letzten Jahrzehnten wurdelem eine Vielzahl synthetischer

Rezeptorantagonisten mit hoher Selektivitat finadieschiedenen Subtypen entwickelt.

Auch funktionell unterscheiden sich die beiden $pén betrachtlich: Wahrend deg B

Rezeptor in sehr vielen Zelltypen exprimiert winddudie akuten Wirkungen des Kal-
likrein — Kinin — Systems induziert, spielt def Rezeptor unter physiologischen Be-
dingungen nahezu keine Rolle. Er wird erst untatibventen pathologischen Konditio-
nen, wie z.B. nach Trauma oder Ischamie und nachugttion durch verschiedene
proinflammatorische Mediatoren, hochreguliert. DdGmmen in vivo unter anderen
das Interleukin Il 13 (Phagoo et al., 2001) und Lipopolysaccharide (LB&3 der

Membran von gramnegativen Bakterien (Castano €1998) in Frage.

Beide Subtypen der Kininrezeptoren bestehen ausmeilmop mit jeweils 7 Trans-
membrandomanen und sind an ein G-Protein gekofpeitAufbau und die Aminosau-
resequenz des;B und des BER entsprechen einander zu 36%, dabei unterschsidien
v.a. die Bindungsstellen am C-Terminus und dear@lulare Anteil voneinander (Re-
goli et al., 1998).

Nach mehrmaliger bzw. langer andauernder BindumgAgonisten am Rezeptor lasst
sich beim B Rezeptor eine rasche Desensibilisierung und latsrarung beobachten,
was die transiente Natur deg Bermittelten Wirkung erklaren kann. DegMB hingegen
unterliegt diesem Mechanismus nicht und reagierntshrmaliger Stimulation mit ei-

nem gleichbleibenden Aktivitatsschema (Blaukat,300

Neueren Erkenntnissen zufolge ist in einigen Gewedngch eine direkte Aktivierung
des BR durch Kallikrein unter Umgehung von Kininogeneowb Kininen maglich
(Biyashev et al., 2006; Chao et al., 2008).

Die Bindung von Bradykinin und anderen Agonisten BytRezeptor setzt eine Kaska-
de intrazellularer Signale in Gang und l6st so al@iedene Antworten in den Zielzellen
aus. Dabei variieren die aktivierten Signaltransiduspfade und die ausgeldsten Reak-
tionen der Zelle stark in Abhangigkeit vom Zelltyjer Spezies und der Art des Gewe-

bes.

Von besonderer Bedeutung - und in vielen Gewebeunteeffen - ist beim BRezeptor

die Aktivierung der plasmamembrangebundenen Phdipplse CB (Blaukat, 2003;
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Rabito et al., 1996Girolami et al., 1992; Taketo et al., 1997; Nakamet al., 1996)
Das Enzym wirkt auf das in kleineren Mengen in B&opholipiddoppelschicht der
Plasmamembran vorhandene Phosphatidylinositol-éihbsphat und spaltet es in
zwei Produkte: das Inositol -1,4,5 — trisphosplig) (und das Diacylglycerin. Das ent-
standene IPwandert zum Endoplasmatischen Retikulum und fdart durch Offnung
von C&" lonenkanélen zu einem €&Einstrom vom ER ins Cytosol. Gut erforscht ist
dieses System beispielsweise bei der Uber muskRezeptoren vermittelten Kontrak-
tion glatter Muskelzellen durch Acetylcholin (Makilf, 1988; Yang et al., 1993), was
daraufhin bei der vorliegenden Arbeit als Positkolle bei den entsprechenden Un-
tersuchungen Anwendung fand. Eine Vielzahl vonétnen sind in ihrer Funktion von
der C&* Konzentration abhangig und werden auf diese Waisigiert bzw. selten auch
deaktiviert. So werden u.a. verschiedene FormerStekstoffmonooxid (NO) produ-
zierenden NO - Synthase (NOS) von einem hohefl Spiegel aktiviert. Das entste-
hende NO regt seinerseits die Guanylatcyclase #dumy von cyclischem Guanosin-
monophosphat (cGMP) an. Das cGMP moduliert wiededierWirkung verschiedener
Proteinkinasen und lonenkanale und nimmt dadurah &influss auf die GA Kon-
zentration, so dass eine Ruckkopplung stattfindatanchen Geweben existieren auch
Formen der NO-Synthase, die zusammen mit den gltwdren Domanen des,BRe-
zeptors einen inhibitorischen Komplex bilden. Benfsilation des B Rezeptors diffun-
diert dieser Komplex auseinander und die NO Symtheisd zur Produktion von NO
angeregt (Marrero et al., 1999; Sheng et al., 1@d%i0s et al., 1995). Eine Aktivierung
der Guanylatcyclase ist beispielsweise in glattarskélzellen durch das ebenfalls als

Kontrolle verwendeten atrial natriuretic peptideNR) bekannt (Hamet et al., 1989).

Das bei der Spaltung von Phosphatidylinositol-4€piosphat entstehende Diacylgly-
cerin bleibt in der Plasmamembran haften und kammh entweder unter Freisetzung
von Arachidonséure weitergespalten werden odemzumem mit C4" lonen die Prote-
inkinase C aktivieren, die wiederum verschiederedpZoteine phosphoryliert und so in
ihrer Aktivitat kontrolliert (Bascands et al., 199®ie bei der Spaltung von Diacylgly-
cerin enstehende Arachidonséure dient als Syrghes@lage fur Lipidbotenstoffe wie
Prostaglandine und Thromboxane, fungiert aber aetihst als Botenstoff (Alberts et
al., 2004).
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Neben der Phospholipasg ®ann auch die Phospholipase A2 durch derRBzeptor
aktiviert werden. Sie fihrt ebenso wie der Weg (s Diacylglycerin zu einer Frei-
setzung von Arachidonsaure (Pierrucci-Alves et2008). Haufig an der Signaltrans-
duktion des BR beteiligt ist auch die Adenylatcyclase, die dikliing von cyclischem
3’5"-Adenosinmonophosphat (CAMP) katalysiert. Dabastiert eine Vielzahl von Va-
rianten der Rolle des Enzyms in der Signalweitentgj. So kann die Adenylatcyclase
bei der Rezeptoraktivierung direkt tiber ein G Rrogktiviert werden (Liebmann et al.,
1996). Aber auch eine indirekte, sekundare Aktivgr durch Produkte anderer Sig-
nalwege, wie unter anderem Uber die Phospholipasst Deschrieben (Stevens et al.,
1994). In anderen Geweben vermittelt dgRBviederum einen inhibierenden Einfluss
auf die Adenylatcyclase. Auch hier kann die Modifikn der Enzymaktivitat direkt
ausgelost werden (Liebmann und Reissmann, 1990jraen et al., 1994) oder indi-
rekt (iber andere Transduktionspfade erfolgen (Baiscat al., 1993). Die Anderung der
Aktivitat des Enzyms spiegelt sich in einer erhahbzw. reduzierten intrazellularen
Konzentration vom cyclischen AdenosinmonophosptaMP) wider. Das cAMP kon-
trolliert verschiedene lonenkanéle in der Plasmabram Seine Hauptwirkung ist je-
doch die Aktivierung der Proteinkinase A, die eleenge die Proteinkinase C verschie-
dene Zielproteine phosphoryliert und damit aktitvieew. deaktiviert. Forskolin, ein
Diterpen, ist ein direkter Aktivator der Adenylattyse und wurde bei den Versuchen
bezuglich des cAMP Pathway als Kontrolle mitgefi{hedin und Rosberg, 1983).

Neben den bisher vorgestellten klassischen Sigmalttuktionspfaden, die tber die
Freisetzung eines second messengers wie untereamd#MP, cGMP, C& oder IR
ihre Wirkung entfalten, fuhrt die Stimulation des Bezeptors in vielen Zellen auch zu
einer Aktivierung von direkt an den Rezeptor geladfgm Kaskaden von verschiedenen
Proteinkinasen. Weil diese Form der Signaltranddokbesonders oft bei mitogenen
Signalen anzutreffen ist, werden diese Kaskaderamaogenfassend als MAPK
pathways (mitogen activated protein kinase) bensithm Falle des BRezeptors ist
eine Aktivierung des ERK (extracellular activataddse) Pfades (Blaukat et al., 2000)
sowie der Januskinase / Stat (signal transducelaatiator of transcription) Kaskade
(Ju et al., 2000) beschrieben.

Sowohl die Aktivierung von MAPK Pathways als auch Wodifikation der Aktivitat
verschiedener Proteinkinasen durch andere Signattuktionspfade kann in der Ziel-

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Einleitung 10

zelle zu einem geénderten Phosphorylierungsmugibre. Dabei sind sowohl
Anderungen im Phosphorylierungsmuster von Tyro€lippmer et al., 1996; Coutant
et al., 1995) als auch von Serin- und Threoninte=id(Ju et al., 2000; Pizard et al.,
1999) bekannt.

Die vom BR vermittelten Signale sind im Gegensatz zlR Bwusgeltsten Antworten
von sehr transienter Natur, was vor allem auf eraschen Desensibilisierung und In-
ternalisierung des /R nach Stimulation beruht (Blaukat, 2003). Als bekeys schnell-

lebig gilt das PhospholipaseBQ IP; System, flr das maximale sjl/Konzentrationen

schon 10-60 Sekunden nach Stimulation beschrieb&len. Bereits nach wenigen
Minuten wurden wieder basale Konzentrationen ragist(Rabito et al., 1996; Lambert
et al., 1986; Liebmann et al., 1996). Auch beim &&MP -System konnten maximale
Level nach Stimulation bereits nach wenigen Minuienbachtet werden. Nach 15 Mi-
nuten war die Konzentration wieder deutlich niedrigMinimal erhohte cGMP Spiegel
konnten jedoch auch nach 24h noch nachgewieserewdkbhmet et al., 1989; Leit-
man et al., 1988). Die Bildung von cAMP entsprichtler Regel in etwa dem zeitlichen
Ablauf der Generierung von cGMP. Fiur das Bradylggstem wurde jedoch teilweise
auch ein verspateter Anstieg als Hinweis auf emrékte Aktivierung der Adenylat-

cyclase Uber andere Signalkaskaden beobachtenfhaiet et al., 1996).
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1.2 Der Hoden

1.2.1 Anatomie und Physiologie des Testis

Der Hoden (Testis) ist ein paarig angelegtes, mérgnatoses Organ und liegt aul3er-
halb der Leibeshdhle im Scrotum, wo eine um etw&a°Z niedrigere Temperatur als
die Kdrpertemperatur herrscht. Dies stellt einehtige Voraussetzung fir eine normale
Spermatogenese dar. Er ist durchschnittlich 4-5ang lund 3cm breit. Sein Gewicht
betragt zusammen mit dem Nebenhoden (Epididymes),dém Testis von dorsal an-
liegt, zwischen 20-30g. In der Regel ist der litkeden etwas kleiner und héngt tiefer

als der rechte Hoden.

Lateral vom Nebenhoden ist der Testis mit dem Satremg (Funiculus spermaticus)
verbunden, der aus dem Samenleiter (Ductus delerdes A. ductus deferentis, den
Aa. testiculares, dem Venengeflecht Plexus pangimiés sowie Lymphgefallen und

Nerven besteht.

Der Testis ist von der Tunica albuginea, einer eerkollagenfasrigen Kapsel umgeben,
der sich von auf3en das viscerale Blatt der Tunmgimalis anschliel3t. Die innere

Schicht dieser Kapsel ist besonders reich an Bléfgs und wird als Tunica vasculosa
bezeichnet. Das Hodenparenchym innerhalb der Kapsgldurch zarte bindegewebige
Septen (Septula testis) in 300-400 Hodenlappchehy(ll testis) geteilt, die jeweils 1-4

Samenkandalchen (Tubuli seminiferi) enthalten. Eimbdlus seminiferus hat einen

Durchmesser von ca. 1@ und wird vom Keimepithel ausgekleidet. Das Keiitireg

ist 60-8Qum hoch und besteht zum einen aus den Sertolizaliender Basalmembran

aufliegen und ins Lumen reichen. Sie werden aushSalitz- und Ammenzellen be-

zeichnet und bilden ein Stitzgerist des KeimegtHaleses wird durch tight-junctions

zwischen den benachbarten Sertolizellen, die soggea Blut-Hodenschranke, in zwei
Bereiche unterteilt. Weiter Uben sie eine Vielzabkretorischer und regulatorischer
Funktionen aus. So produzieren sie unter andereiokitg, Prostaglandine, Steroide,

Wachstumsfaktoren und verschiedene Proteine unidssimiurch Erschaffung und
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Aufrechterhaltung eines geeigneten Milieus von raet Bedeutung fur die Spermato-
genese (Weinbauer et al., 2009). Zum anderen ¢rtthélKeimepithel die verschiede-

nen Stadien der Keimzellen, die hier ihre Reifatagl durchfihren und sich zu Samen

zellen differenzieren (Spermatogenese). Dabei Inégire Entwicklung mit den Sper-
matogonien aul3en an der Basalmembran der Tubuh. Wi#erscheidet Spermatogo-
nien vom Typ A, die als Stammzellen gelten, und viyp B, die bereits einen weiter-
entwickelten Zelltyp darstellen. Die Spermatogonim Typ A werden zusatzlich aus
zytologischen und physiologischen Gesichtspunktshmach A-pale und A-dark un-
terschieden. Durch ihre mitotische Teilung entwick&e sich zu Spermatozyten vom
Typ 1 weiter. Es folgt die erste Reifeteilung degibse, wobei aus einer Typ 1 Sperma-
tozyte zwei Spermatocyten vom Typ Il hervorgeH@iese treten nach kurzer Zeit in
die zweite meiotische Teilung ein. Daraus reswdtierochterzellen mit einem haploi-
den Chromosomensatz, die Spermatiden, die sichtber@he dem Lumen der Tubuli
seminiferi befinden. Die Spermatiden differenzieseh in der Folgezeit Uber die Zwi-
schenschritte runde Spermatide und elongierte Sgietenzu fertigen Spermatozoen

aus.

Die Tubuli seminiferi werden von einer Lamina Piapumgeben, die aus einer Basal-
membran, einer Kollagenfaserschicht und konzemitrigan die Tubuli angeordneten
Myofibroblasten, den Peritubularzellen, bestehedei zur Kontraktion fahigen Zellen
bilden dabei artspezifisch bis zu 6 Lagen. Sie simgr anderem fiir die Produktion von
Bestandteilen der extrazellularen Matrix sowie werschiedenen Wachstums- und

Differenzierungsfaktoren verantwortlich.

Zwischen den einzelnen Tubuli befindet sich eingadehntes interstitielles Gewebe,
das aus BlutgefaRen, Lymphgefal3en, Nerven undeastosteronbildenden Leydigzel-

len aufgebaut ist.

Alle Samenkanalchen minden in das Rete testisKan@élchensystem am Hilum des
Hodens, ein. Die Kanéle des Rete testis schlisiéénzu etwa einem Dutzend Ductuli
efferentes zusammen, welche die Tunica albuginezhdohren und in den caput epidi-
dymidis eintreten. Dort vereinigen sie sich zum acepididymidis, der nach der Ne-

benhodenpassage in den Ductus deferens tbergdbtdidp2008).
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Laminapropria | permatogonie
Sertoli Zelle Reife Spermatide  Frihe Spermatide Leydig - Zelle

Abbildung 2: Querschnitt durch einen humanen Tubulus seminifdPasaffinschnitt; H.E. ; VergréRe-
rung 500x (aus Benninghoff, 2008)
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1.2.2 Aufgabe und Funktion von Peritubularzellen

Peritubularzellen sind konzentrisch um die Tuboljeordnete Myofibroblasten mesen-
chymaler Herkunft. Im menschlichen Testis bildea dellen bis zu 6 Lagen um den
Tubulus. Bei den meisten Saugetieren kommen nu2kchten vor, beim Nager sind
die Myofibroblasten einschichtig angeordnet. Dudid Produktion von Faktoren wie
Panaktin, Desmin, Gelsolin, glattem Muskelfasernryemd —aktin sind die Peritubu-
larzellen zu Kontraktionen fahig (Weinbauer et 2009). Bei Ratten konnten peristalti-
sche Kontraktionen des Samenkandalchens nachgewieseden, die Tubulusflissigkeit
und Samenfaden distal transportieren (Harris urch®son, 1998). Weiter bilden sie
Bestandteile der extrazellularen Matrix und versdene Wachstums- und Differenzie-
rungfaktoren. Hier waren unter anderen IGF-1 (limslike-Growth Factor), TGHB
(Transforming Growth FactoB) und Pmod-S (peritubular cell factor that modidate
Sertoli cell function), das modulierend auf die t8kzellfunktionen wirkt, zu nennen
(Skinner et al., 1989; Skinner und Moses, 1989;tdNoret al., 1994; Gnessi et al.,
1997). Die Proliferation von Peritubularzellen inatientestis nimmt bereits kurz nach
der Geburt rapide ab (Palombi et al., 1992).

Die polygonalen Zellen besitzen ausgestreckte Zgsmpaauslaufer und bilden in Kul-
tur flache Monolayer (Anthony und Skinner, 1989).

1.2.3 Endokrine Steuerung der Hodenfunktion

Die Funktion des Testis unterliegt neben dem beratgestellten umfangreichen loka-
len Steuerungssystem entscheidend einer systemisehe@okrinen Regulation tber das
Hypothalamus-Hypophysensystem. Das im Hypothalagalsldete Gonadotropin re-
leasing hormon (GnRH) I6st in der Adenohypophyse3kkretion des follikelstimulie-
renden Hormons (FSH) und des luteinisierenden HosmaH) aus. FSH stimuliert
verschiedene Sertolizellfunktionen und wirkt soiiekit auf die Spermatogenese ein.
LH stimuliert Leydigzellen zur Produktion des Sethweamons Testosteron. Das Testos-
teron l6st vielfaltige systemische Effekte aus Gbtdurch Interaktion mit Sertolizellen

einen indirekten Einfluss auf die Spermiogenese @hsr negative Feedbackschleifen
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wirkt das Sexualhormon im Hypothalamus inhibierewnd die GnRH Freisetzung, un-
terdriickt in der Hypophyse die Bildung von LH sowahwacher ausgepragt auch FSH
und hemmt autokrin die Testosteronproduktion in Hewdigzellen (Weinbauer et al.,
2009)

1.3 Das Kallikrein-Kinin System im Reproduktionstrakt

Alle Komponenten eines funktionierenden Kallikré&min-Systems wurden im mann-
lichen und teilweise auch im weiblichen Reproduksimakt nachgewiesen (Monsees et
al., 2012, 2003, 2002, 1999; Valdes et al., 199®61 Frenette et al., 1997; Saitoh et
al., 1987; McDonald et al., 1996; Corthorn et 2007). Im Folgenden soll die Vertei-
lung und das Vorkommen der einzelnen BestandteieSYstems im Testis vorgestellt
und schliel3lich auf die physiologische Bedeutung Beptidhormonsystems fir die

Reproduktionsfunktion eingegangen werden.

1.3.1 Kininogenasen

Das humane Seminalplasma enthalt an kininfreisd&aerKininogenasen neben dem
weit verbreiteten Gewebskallikrein verschiedene kozyten-Proteinasen sowie die
Protease Akrosin, die im Akrosom von Spermatozadalisiert ist. Sie setzt Kinine

mit der gleichen Potenz aus Kininogenen frei wis Hallikrein und spielt vermutlich

eine wichtige Rolle bei der Penetration der Zonbupiela (Moriwaki und Kaneko,

1979). Gewebskallikrein konnte im mannlichen hunma@enitaltrakt mit immunhisto-

chemischen Methoden in Sertolizellen, in epididyaed Epithelzellen sowie in Prosta-
tadrisenzellen nachgewiesen werden (Saitoh €t%7). Bei der Ratte wurde hingegen
eine Gewebskallikreinexpression in runden und gienten Spermatiden, in testikula-
ren Endothelzellen und lumenseitig in Epithelzebers dem Ductus Epididymidis auf-
gezeigt. Sertolizellen zeigten hier keine positReaktion. Die Expression von Ge-
webskallikrein in Spermatiden war dabei sowohl! algigi vom Alter des Tieres als
auch vom Stadium der Spermatogenese. Gewebskailliktegde bei 32 Tage alten Rat-
ten in der akrosomalen Kappe von runden und eloaigien Spermatiden ab der Ent-
wicklungsstufe 9-10, bei 38 Tagen alten Tieren analongierten Spermatiden bis zur
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Entwicklungsstufe 17 nachgewiesen. Im maturen Regstis wurde Kallikrein abhan-
gig vom Spermatogenese - Zyklus in allen Tubulmisderi detektiert. Bei praepuber-
téaren Ratten zeigte sich hingegen im Keimepith@t&kd&xpression von Kallikrein. Im
Gegensatz dazu fand sich in Peritubularzellen thalien Ratten kein Gewebskallikrein,
bei praepubertaren Ratten hingegen konnte zumimaestschwache positive Reaktion
beobachtet werden (Monsees, 2003). Im weiblichemt&é&akt fand sich eine Expres-
sion von Gewebskallikrein im Uterus (Valdes et 8893, 1996; Corthorn et al., 2007).
Die Kininogenasen befinden sich in einem Gleichgbitvimit verschiedenen Proteina-
seinhibitoren, die eine Uberschielende proteolyiskktivitat und damit Entzindungs-
reaktionen verhindern. Akrosin liegt im Seminalptastberwiegend als Komplex mit
seinem naturlichen, spezifischen Inhibitor Akrastator, welches zu den saurestabilen
LMW-Proteinase-Inhibitoren gehort, die in hoher Kentration im Seminalplasma
vorhanden sind. Des Weiteren konnte ein intraakrader Akrosin-Inhibitor identifi-
ziert werden (Tschesche et al., 1982). Wichtightaibitor des Kallikrein ist denol-
Proteinase-Inhibitor, der das Kallikrein allerdingisht mit sofortiger Wirkung inakti-

viert.

1.3.2 Kininogene

Die Freisetzung der Kinine durch Kallikrein gesttiiaus Vorlauferproteinen, die zu-
sammenfassend als Kininogene bezeichnet werdentaMdifiKininogene hauptséchlich
in der Leber synthetisiert und systemisch UbeBligbahn im Korper verteilt werden,

zeigt sich im Testis und in einer Reihe von andé€eganen auch eine lokale LMWK

(low molecular weight kininogen) Expression (Takat@l., 1997, 2000). Innerhalb des
Testis wurde LMWK an der akrosomalen Kappe von emndnd elongierten Spermati-
den, an Peritubularzellen sowie auch an Endothed- Muskelzellen von Blutgefa3en

des Interstitiums lokalisiert (Monsees, 2003).

1.3.3 Bradykinin B, Rezeptor

Eine Expression von Bradykini,BRezeptor RNA konnte bei adulten Ratten durch den
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Einsatz von RT-PCR fiur Testis, Epididymidis und &rostata hachgewiesen werden.
Dabei zeigte sich die ausgepragtesiR BExpression im Epididymidis, gefolgt von der
Prostata. Der Testis weist die geringste RNA Meagk (Monsees et al., 2003). Im
Testis von praepubertaren Ratten findet sich ddR&eptor in pachytenen Spermato-
zyten, in Leydigzellen und in Peritubularzellen.i Bdulten Ratten ist die Expression
abhangig vom Stadium der Spermatogenese. Wahredeniririhen Stadien Il und I
nur elongierte Spermatiden einep Bezeptor tragen, findet sich der Rezeptor im Stadi
um XIII bei runden und elongierten Spermatiden, isdvei pachytenen Spermatozyten.
An Peritubular- und Leydigzellen konnte bei adulRatten der B Rezeptor dagegen

nicht mehr nachgewiesen werden (Monsees et al3)200

1.3.4 Kininasen

Neben der Bildung von Kininen findet eine standiggktivierung der Effektoren durch
verschiedene proteolytische Enzyme, den Kininastatt., Einen wichtigen Vertreter im
Seminalplasma stellt die Kininase Il dar, die idssit mit dem Angiotensin-I-
converting-enzyme (ACE) ist. Die Kininase Il im Sealplasma stammt zu 70% aus
der Prostata, der Rest aus Hoden und Nebenhodesgigg et al., 1989). Durch den
Einsatz spezifischer Kininaseinhibitoren konntes \akitere wichtige Vertreter im Se-
minalplasma die neutrale Metalloendopeptidase (Eed@l., 1985), die auch Kininase |
genannte Carboxypeptidase N (Sheikh und Kaplang)1@8e Aminopeptidase P (Gui-
maraes et al., 1973) sowie das post proline clgagiizyme (Sudo und Tanabe, 1984)
identifiziert werden. Vergleiche zwischen dem Brddinabbau bei direktem Kontakt
mit Sertolizellen und dem Abbau im konditionierter|lfreien Kulturiiberstand zeigten,
dass die Kininasen an die Zellmembranen von Segtt@n gebunden sind und mit den
Kininrezeptoren um die Kinine konkurrieren (Monseg¢sl., 1996). Auch bei Peritubu-
larzellen konnten membranstandige Proteasen nadbgEwund mittels HPLC (high
performance liquid chromatography) identifiziert rden (Kos 2001; Monsees et al.,
1996, 1997, 1998).
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1.3.5 Peritubularzellen und das Kallikrein-Kinin System

Zusammenfassend lassen sich Peritubularzellen aaigraktile Myofibroblasten, die
konzentrisch um die Tubuli seminiferi angeordnatisbeschreiben. Zu ihren Aufgaben
gehdren unter anderem die Synthese und SekretiorBestandteilen der extrazellula-
ren Matrix sowie die Bildung verschiedener Wachstuomd Differenzierungsfaktoren
wie Insulin-like-Growthfactor (IGF-1), TGB-und Pmod-S. Sie spielen dadurch eine
wichtige Rolle in der parakrinen Regulation fur degs und Sertolizellen. Bei Peritubu-
larzellen praepubertarer Ratten konnten sowohlRBzeptor Protein als auch,AB
MRNA detektiert werden werden (Monsees et al., 200&iter konnte eine Funktions-
fahigkeit des Rezeptors nachgewiesen werden. N&ohuldtion des Rezeptors mit
Bradykinin zeigte sich ein dosisabhéngiger Anstlegintrazellularen G4 Konzentra-
tion. Mehrfache Stimulation des Rezeptors fihrteemer Desensibilisierung (Wenne-
muth et al., 2003). Auch die Kininogenase Gewelbgkain konnte in praepubertaren
Peritubularzellen nachgewiesen werden. Immunhisiomtéch zeigte sich hier eine
schwache Anfarbung fir Gewebskallikrein. Bei adulatten konnten hier jedoch we-
der der B Rezeptor noch Gewebskallikrein mehr nachgewiessaden (Monsees et al.,
2003). Als weitere Komponenten des Kallikrein-Ki8gstems wurden mittels Hoch-
leistungs-Flussig-Chromatographie (HPLC) kininaldrale membranstandige Kinina-
sen identifiziert. Zu nennen sind hier vor allera #ininase |, die Kininase Il und die

neutrale Metalloendoprotease (Kos 2001).

1.3.6 Physiologische Bedeutung des Kallikrein-KiniBystems im

Reproduktionsgeschehen

Eine Reihe der bisherigen Studien und Ergebnissst wef eine mogliche Beteiligung

des Kallikrein-Kinin-Systems an der mannlichen wuth weiblichen Reproduktions-

funktion hin (Belleannee et al., 2009; Pierucci-#dvund Schultz., 2008; Atanassova,
2003; Ohkuru et al., 2003; Buchinger und Rehbo®&9@9] Schill und Haberland, 1974;

Schill, 1979; Schill et al., 1979, 1980; Schill uRgbsk, 1979; Saitoh et al., 1989; Ro-
hen und Stuttmann., 1977).
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Wie zuvor erortert, konnten als GrundvoraussetZiingine Funktion des Peptidhor-
monsystems im Reproduktionsgeschehen sowohl im lchen als auch im weiblichen
Genitaltrakt alle Bestandteile gefunden werdea,fdr ein funktionierendes Kallikrein

- Kinin -System notwendig sind.

Durch die Blut-Hoden-Schranke ist der luminale Bgraler Samenkanalchen effektiv
gegen hydrophile Substanzen abgeschirmt. Daherstrgieht die lokale Expression
von Kininogenen, Kininogenasen und Kininasen diek&onalitat des Gewebskal-

likrein-Kinin Systems als lokales Hormonsystem igsiis.

Wie bereits geschildert, zeigt die Expression dasehiedenen Komponenten des Ge-
webskallikrein-Kinin Systems (vor allem von Gewedlsikrein sowie vom Bradykinin
2 Rezeptor (BR)) eine starke Variabilitiat in Abhangigkeit sowohlmAlter der Tiere
als auch vom Spermatogenese Stadium. Dies lassBeiteiligung des Systems an der

Regulation der Spermatogenese vermuten.

Der mdgliche Einfluss des Kallikrein - Kinin -Syste auf die Regulation der Sperma-
togenese wird weiter durch die Tatsache gestlgas dinine in vielen Organen und
Zelltypen eine mitogene Wirkung austiben. So kosol®n in den 70er Jahren gezeigt
werden, dass Gewebskallikrein in Duodenum und Jejudie mitotische Aktivitat sig-
nifikant steigern kann (Rohen und Peterhoff, 19%R)Folgenden konnte eine mitogene
Wirkung des Kallikrein-Kinin-Systems unter anderdrai basalen Epithelzellen der
Rattenzunge und bei Knochenmarkszellen (Lobbec&@é2)l bei Fibroblasten, Kerati-
nozyten, Thermozyten, glatten Muskelzellen sowie Zedlen im Endometrium und
Mesangium nachgewiesen werden (Uberblick in Walsth Ean, 1997). Die Wirkung
scheint dabei in der Regel durch Aktivierung desRgzeptors induziert zu werden
(Bathon et al., 1992; Kiehne und Rozengurt, 1994nké et al., 1994; Roberts und
Gullick, 1989). Es fanden sich aber Hinweise adlel-én denen auch der;BBubtype in
die Steuerung von Mitosevorgangen involviert isa(beau and Tremblay, 1986; Tiffa-
ny and Burch, 1989).

Im weiblichen Reproduktionstrakt konnte eine Béegeihg des Kallikrein-Kinin Sys-
tems an der Regulation der Embryoimplantation salgieFollikel- und Uteruskontrak-

tion aufgezeigt werden (Ohkura et al., 2003).

1974 konnten Schill und Haberland einen direkterfl&ss des KKS auf die mannliche
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Reproduktionsfunktion nachweisen, indem sie zeigtlaxss die Zugabe von Kallikrein
in vitro die Motilitat von humanen, ejakulierten ématozoen signifikant steigerte
(Schill und Haberland, 1974). Bei Ratten fuhrteeeffpplikation von Kallikrein in vitro

ebenfalls zu einer erhbhten Anzahl an Spermato#@ehen und Stuttmann, 1977), zu
einem Anstieg der ABP- (androgen binding proteionkentration (Saitoh et al., 1989)
und zu einer Aktivierung von Sertoli-ZellfunktiondRohen und Buschhiter, 1975).
Weiterhin konnte in einer neueren Arbeit gezeigtdea, dass Kinine in testikularen
Organkulturen Spermatogonien von praepubertareteRau einer Proliferation anre-

gen (Atanassova, 2003).

Im Ductus deferens kann Bradykinin eine Kontraktiamm glatten Muskelzellen indu-
zieren und die Prostaglandinproduktion anregenef®emund Celoch, 2001). Neuere
Studien zeigten weiter einen Einfluss auf den Aguiap9 abhangigen Flussigkeitsein-
strom in Epididymis und Ductus deferens der RaBelléannee et al., 2009). Auch
konnte ein durch Bradykinin getriggerter lonentgors im humanen Ductus deferens

und beim Schwein nachgewiesen werden (PieruccisAdial., 2008).

Im Gegensatz zu der eindeutigen Beeinflussungndemlichen Reproduktionsfunktion
durch das Kallikrein-Kininsystem in vitro kamen sehniedene klinische Studien zur
Wirksamkeit einer Kallikreintherapie bei der Behlumd) von Mannern mit idiopathi-
schen Fertilitatsstorungen zu kontroversen ErgeknisBei einer 1979 durchgefuhrten
Doppelblindstudie wurden méannliche Probanden, dwe é&sthenozoospermie (redu-
zierte Motilitat der Spermien) bzw. Oligozoosperrfreduzierte Spermienzahl) aufwie-
sen, uber 3 Monate mit Padutin (Wirkstoff: KallikreBayer, Deutschland) behandelt.
Dabei konnte eine signifikante Verbesserung vonr8amotilitat und -zahl erreicht
werden. Auch die Konzeptionsrate innerhalb eindse¥astieg signifikant an (Schill,
1979). Bei einer weiteren placebokontrollierten pelplindstudie mit 58 Patienten
konnte auch eine Hemmung des Kininabbaus durchpdeanten ACE Inhibitor Cap-
topril eine deutliche Erh6hung der Spermienzahlidem. Spermienmotilitat und Kon-
zeptionsraten zeigten allerdings keine statistigdsbaren Differenzen (Parsch und
Schill, 1988). Die unveranderte Konzeptionsratenkardglicherweise durch die Beo-
bachtung, dass Captopril auch die Bindung von Sigerran das Oolemma blockiert,
erklart werden (Kohn et al., 1998).
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Leider konnten neuere, groRangelegte Studien dsitiyem Effekt einer Kallikreinthe-

rapie auf die Seminalparameter und die Konzeptadasm Regelfall nicht bestatigen,
obwohl es auch hier durchaus einzelne ,Responddr“(geck et al., 1994; Yamamoto
et al., 1996; Gletzerman et al., 1993). Aus die§&md wurde Padutin nur noch selten

eingesetzt und 2001 vom deutschen Markt zuriickgezog

Letzlich gibt es eine Vielzahl an Hinweisen fir eeiBeteiligung des KKS am Repro-
duktionsgeschehen. Durch den Nachweis, dass d BR Knockout Mause fertil
sind (Borkowski et al., 1995; Cayla et al., 200@suero et al.,2000) scheint es unter

normalen Bedingungen jedoch nicht essentiell fiir Beproduktionsprozess zu sein.
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1.4 Theoretische Grundlagen der Rezeptorpharmakolag

Grundvoraussetzung fur die Aktivierung eines Reaspturch einen Liganden ist zu-
nachst die Bindung des Liganden an den RezepteseDBindung ist sattigbar und in
der Regel reversibel. Die Interaktion von Ligandl iezeptor kann durch die Parame-
ter Bnax Und Ky charakterisiert werden. B« beschreibt dabei die maximale Bindungs-
kapazitat, also die maximale Konzentration an Bighstellen, die Dissoziati-
onskonstante Kstellt ein Mal3 fur die Affinitat zwischen Liganahd Rezeptor dar.

Bei Sattigungsexperimenten wird ein Bindungsprotaeih ansteigenden Mengen eines
markierten Liganden inkubiert, im Anschlufl3 wird dllenge des spezifisch gebundenen
Liganden als Funktion von der Ligandenkonzentraéionittelt.

Bmax

[gebundener Ligand]

[freier Ligand]

Abbildung 3: Typische hyperbolische Bindungskurve bei Sattigemgserimenten mit Bindung an
einer Bindungsstelle. Eingezeichnet sind die Disgmnskonstante Kund die maximale Rezeptoren-

konzentration By
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Nach dem 1867 von Cato Maximillian Guldberg eingefén Massenwirkungsgesetz
gilt im Gleichgewicht:

K

[freier Ligand] + [freier Rezeptor] <— [Liganden-Rezeptorkomplex]
K

Kq = Ko/Ky = [freier Ligand] + [freier Rezeptor] / [LiganddRezeptorkomplex]

Die maximale Rezeptorkonzentration ergibt sich @aisSumme der Konzentration der

gebundenen und freien Rezeptoren. Es gilt alseweit

Bmax = [freier Rezeptor] + [Liganden-Rezeptorkomplex]freier Rezeptor] + [gebun-

dener Ligand]

Aus der Kombination der beiden Formeln resultieg sogenannte Scatchard Glei-

chung:

[gebundener Ligand)] / [freier Ligand] = K x [gebundener Ligand] +Rx/ Kg
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Tragt man die experimentellen Daten in der Fornb{gelener Ligand] / [freier Ligand]
gegen [gebundener Ligand] auf, erhalt man eine d&grden Scatchard Plot.qkent-
spricht dabei dem Reziprokwert der Steigung dera@am. B« ergibt sich aus dem
Schnittpunkt der extrapolierten Gerade mit der kge([gebundener Ligand]).

Den Auftrag log (B/Bmax-B) gegen log L nennt maril Riot. Die Steigung der Kurve
bei halbomaximaler Sattigung heil3t Hill KoeffizieBei Bindung an einer einzigen Bin-
dungsstelle liefert der Hill Plot eine Gerade nat &teigung 1. Der Hill Koeffizient ist
in diesem Fall also 1.

Steigung K4

[gebunden] ]/ [frei]

Bmax

[gebunden]

Abbildung 4: Typischer Scatchard-Plot bei Sattigungsexperinmenti Bindung an einer Bindungs-
stelle. Die Schnittstelle zwischen der Ausgleiclhaden und der x-Achse entsprichi.B Ky ergibt sich

aus dem Reziprokwert der Steigung der Ausgleiclastgar.
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Gebundene Liganden lassen sich durch Einsatz vaegR&rantagonisten von der Bin-
dung zum Rezeptor verdrangen. Die mittlere Hemméotration 1G, entspricht der
Wirkkonzentration des Antagonisten, bei der die 84ed3e um 50% im Vergleich zur

Kontrolle abgenommen hat (Rehm, 2002).

gebundener Ligand [dpm]

Konzentration Antagonist [log(mol/l)]

Abbildung 5: Typische Verdrangungskurve bei Verdrangung desridga durch Einsatz eines Anta-
gonisten. Eingezeichnet ist die mittlere Hemmkotzgion IG,. Sie entspricht der Konzentration des
Antagonisten, bei der eine halbmaximale Inhibitiwreicht wird.
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1.5 Ziele der Arbeit

Eine Reihe von Aspekten spricht fur eine Beteiligules Kallikrein-Kinin Systems an
der ménnlichen Reproduktionsfunktion. So konntde alesentlichen Komponenten
eines Gewebskallikrein-Kinin Systems im Genitaltrdks Mannes nachgewiesen wer-
den. Die Expression verschiedener BestandteileP@gsidhormonsystems zeigte sich
bei der Ratte dabei sowohl abh&ngig vom Entwickdgtapium der Tiere als auch vom
Stadium der Spermatogenese. Weitere Untersuchumglegen zudem einen Einfluss
des Kallikrein-Kinin Systems auf physiologische Yange und Seminalparameter.
Obwonhl Uber die genauen Zusammenhange bis heutewnét bekannt ist, wurde Ge-
webskallikrein als Medikament bei Mannern mit sulonaler Fertilitat in der androlo-

gischen Praxis eingesetzt.

Ziel der Arbeit war es, weitere Erkenntnisse tlberAlfgabe und Bedeutung des Kal-
likrein-Kinin Systems am Reprduktionsgeschehen ewignen. Als Modell fur die
Versuche wurden die Peritubulérzellen von prapdoent Ratten gewahlt, weil diese
zum einen den BRezeptor und auch Gewebskallikrein exprimierermzZ&nderen las-

sen sie sich in sehr reiner Form und verhaltnisgkgkeht isolieren.

Zunachst sollten mdgliche, an dep Bezeptor gekoppelte, Signaltransduktionswege in
Peritubularzellen aus dem Rattenhoden identifiziegtden. In bereits existierenden
Untersuchungen wurde ein,B vermittelter signifikanter Anstieg der intrazéditen
Cd* Konzentration nach nanomolarer Stimulation mit Biddin nachgewiesen. Als
Gegendstand der aktuellen Arbeit boten sich samgtster Linie eng mit der €&Kon-
zentration verknupfte Signaltransduktionspfade @ée NO / cGMP und das Phospho-
lipase @ / IP; System an. Weiter sollte das ebenfalls in Wechdalwg mit Calciumi-
onen stehende Adenylatcyclase / CAMP System urdietsuwerden. Da auch ein enger
Zusammenhang der genannten Signalkaskaden mitldeitét verschiedener Protein-
kinasen besteht, Uberpriften wir weiter, inwiewsith das Phosphorylierungsmuster

der Zellproteine nach Stimulation mit Bradykinindéunt.

Neben den Untersuchungen zur Signaltransduktioneiwaweiterer Aspekt der vorlie-
genden Arbeit die pharmakologische Charakterisgdes bereits nachgewiesenen B
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Rezeptors. Ziel dabei war die Ermittlung von phatabagischen KenngréRen wie der
Dissoziationskonstante kund der maximalen Rezeptorendichtg,B Auch sollte die
Existenz von weiteren Bradykinin Bindungsstelleme Wweispielsweise das Vorhanden-

sein von B Rezeptoren, Uberpruft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle allgemein verwendeten Reagenzien und Chenakakiaren von hdchstverfigba-

rem Reinheitsgrad und wurden von folgenden Firmezzobgen:
Amersham Buchler, Braunschweig

Biochrom, Berlin

BIO-RAD, Hercule, California, USA

Dako, Hamburg

Gibco BRL-Bethesda Research Laboratories, Eggenstei
Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Bezugsquellen fiir spezielle Reagenzien wie spehifisAntikbrper oder radioaktive
Tracer werden bei den jeweiligen Anwendungen angageDas im Folgenden mit ,A.
dest.” bezeichnete Wasser wurde mit einer MillipBenwasseranlage aufbereitet
(Milli-RO 10 Plus-lonenaustauscher zur Vorreiniguagrbunden mit einer Milli Q UF-

Plus-Umkehrosmose Anlage; Millipore, Eschborn).

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Material und Methoden 29

2.1.2 Kits

D-myo-Inositol 1,4,5-triphosphate®H] Biotrak assay system, Amersham Buchler,

Braunschweig

ECL Western blotting detection reagent and analgsistem, Amersham Buchler,

Braunschweig
CyclicAMP (low pH) Immunoassay, R&D Systems, Wiesba

CyclicGMP (low pH) Immunoassay, R&D Systems, Wiatdra

2.1.3 Gerate
Begasungsbrutschrank B 5060 EK/Beraeudnstruments, Hanau
B-Szintillationscounter LS 500 TD, Beckman, Minchen
Elisa Reader Sunrise, Tecan, Mannedorf
Invertmikroskop Axiovert 35, Zeiss, Jena
Sterilbank Klasse 2 8511 Klasse 2, Kétterman, &etz

Weiter wurden die im Labor vorhandenen Standardgemrwendet.

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Material und Methoden 30

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Bei allen durchgeflhrten Versuchen zur Signaltrak8dn und Pharmakologie des B
Rezeptors von Peritubularzellen wurden ausschilefdus Rattenhoden isolierte Pri-
markulturen verwendet. Auf den Einsatz immorteiier Peritubular — Zelllinien
(Hoeben et al.,1995) wurde verzichtet, da durehlaimortalisierung einige Charakte-
ristika der Priméarkulturen verloren gehen und zudker Umgang mit solchen Zellli-

nien erhdhte Sicherheitsanforderungen an das Lsiblii.

2.2.1.1. Praparation von Primarkulturen der Peritubularzellen

Die verwendeten Primarkulturen wurden aus den Hodeam praepubertaren (Alter: 18-
21 Tage) Sprague-Dawley Ratten nach etabliertertolkth (Wennemuth et al., 2000)
isoliert. Dazu wurden die Ratten in eine Plastikibaik Deckel gesetzt, in die GQiber

einen Kunststoffschlauch eingeleitet wurde. Der @ied Ratten trat nach wenigen Mi-
nuten Uber die Phasen Schnappatmung — Atempausecheldtmung ein. Nachdem
sichergestellt war, dass die Ratten tot warendemsie zur Oberflachendesinfektion in
ein Becherglas mit 70%igen Ethanol Uberfuhrt undféinf Minuten darin belassen.
Zunachst wurde die Bauchdecke mit einem V-formi§ehnitt vom Beckenkamm bis

zum Rippenbogen geodffnet (s.Abbildung 6).

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Material und Methoden 31

Abbildung 6: Entnahme der Hoden

Durch leichten Druck liel3en sich die Hoden nun nalgn schieben, mit einem neuen
Praparierbesteck entnehmen und in eine Petrisch#l®BS (Dulbecco’s PBS) uber-
fuhren. Die Testes wurden nun in eine Schale @96 Alkohol gegeben und sofort
danach in zwei weiteren Petrischalen mit PBS gelescAlle weiteren Schritte der
Praparation erfolgten unter der Sterilbank (Koti@nmNr. 8511, Uetze-Honigsen). An-
schlieBend wurde das testikulare Gewebe von deicdwalbuginea befreit, mit einer
Pinzette verkleinert und in ein 50ml Falcon Rohrcingit dem Isolationsmedium M1
(0,25% Trypsin und 0,001% DNAse | in PBS; durchud2Spritzenfilter steril filtriert)
gegeben und bei 34°C im Schittelwasserbad 30 —i&0téh inkubiert. Dieser Schritt
diente dazu, die Tubuli seminiferi aus ihrem Gewebeund zu I6sen. Dabei wurde der
Zustand der Tubuli regelmalig unter dem Mikroskopntkolliert, da die
Inkubationszeiten variabel waren. Die Inkubationraeu beendet, wenn die Tubuli
etwas verkurzt und gestreckt vorlagen (Abbildung@ 8). Es folgten zwei Spilschritte
mit steril filtrierten Isolationsmedien M2 und M@/2: 1% Trypsininhibitor aus
Sojabohnen in PBS; M3: 0,25% Trypsininhibitor ausjaBohnen in PBS) und
anschlieBend sechs weitere nur mit PBS. Dazu wygdeils 10-20 Minuten beli
Raumtemperatur bis zum Sedimentieren der Tubuliaget (Mikroskopkontrolle) und
der Uberstand mit den Leydigzellen abgesaugt. Ue REritubularzellen von den
Tubuli abzutrennen, folgte eine 10 — 20minttigeuldtion mit Isolationsmedium M 4
(0,2% Hyaluronidase, 0,2% Collagenase und 0,001%442Nn PBS) im
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Schittelwasserbad bei 34°C. Auch dieser Vermldoigte unter mikroskopischer Kon-
trolle bis sich die Peritubulérzellen ablosten whel Tubuli eine unregelméafiige Ober-
flache entwickelten (Abbildung 9 und 10).

AnschlieRend wurde der die Peritubularzellen etehde Uberstand abgenommen, in
ein neues Falconrohrchen Uberfuhrt und mit Kultudime (RPMI 1640 Medium +
10% fetales Kalberserum + Penicillin / Streptomycaufgeflllt. Es folgte eine
10minatige Zentrifugation bei 500 x g. Das resudtrele Pellet wurde mit Kulturmedi-
um resuspendiert und die Suspension auf 250ml Walilaschen, die bereits mit 23ml

Kulturmedium aufgefillt waren, verteilt. Die Kultwter isolierten Peritubularzellen

fand in einer 5%igen COAtmosphére bei 37°C im Brutschrank statt.

Abbildung 7: Die Testissuspension vor ke Abbildung 8: Die Tubuli Seminiferi nac
dau mit 0,25%Trypsin und 0,001%DNAase Verdau mit 0,25% Trypsin und 0,001%DIsg¢
PBS. Die Tubuli sind noch im Zellverband vera  in PBS. Die Tubuli liegen ggreckt und verkir
kert (X 10;). vor (X 10).
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Abbildung 9 und 10: Die Tubuli seminiferi nach Verdau mit 0,2% Hyaluigese, 0,2% Ctdgenas
und 0,001% DNAse in PBS. Die Oberflache der Tulstilaufgeraut (schwarze Pfeile), Peritubméiier
I6sen sich ab (weilRe Pfeile). (X 32 links, X 40hisg

2.2.1.2. Passagieren von Peritubularzellkulturen

Nach 3 bis 5 Tagen bildete sich ein konfluentetrdeén aus und die Kulturen konnten
passagiert werden. Bei einer Passage werden dengebteolytisch abgeldst, auf neue
KulturgefalRe verteilt und wieder bis zur Konfludaativiert. Dadurch erhalt man zum
einen pro prapariertem Testis eine grol3ere Mendjerealie fir Versuche eingesetzt
werden kénnen, und reduziert somit die Zahl detttenden Ratten. Zum anderen er-
hoht sich bei diesem Vorgang die Reinheit der Kultla wahrend des Passagierens

eventuell noch verbleibende Spermatogenesezellgei@di und eliminiert werden.

Bei einer Passage wurde zunachst das alte Medismndem Kulturflaschen abgesaugt
und die Zellen mit 10ml PBS pro Flasche gespultséafielRend wurde in jede Flasche
3ml Trypsin/EDTA LOsung (0,05% Trypsin, 0,02% EDTRAPBS) gegeben. Dabei war
es wichtig, die Losung nicht direkt Uber den Zelna laufen zu lassen. Die Flaschen
wurden nun kurz geschwenkt und das Trypsin wietlgesaugt. Nach 4 bis 5 Minuten
(Mikroskop Kontrolle) Inkubation im Brutschrank b&r°C wurden die Zellen mit 10ml
PBS pro Flasche resuspendiert und auf bereitgestatit Medium geftllte, Kulturge-

falRe verteilt. Nach weiteren 3 bis 5 Tagen im Briutank konnten die Peritubularzellen
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erneut passagiert werden. Fur die Versuche wurdsschliel3lich Kulturen der 2. Pas-
sage eingesetzt, da zu diesem Zeitpunkt eine ahsrede Reinheit erreicht worden war
(s. Kapitel 3.1.1) und das Wachstumsverhalten éde andererseits ab der 3. Passage
stark nachgelassen hatte. Weiterhin konnte nicsgeschlossen werden, dass bei weite-

ren Passagen eine gewisse Entdifferenzierung tarftvelirde.

2.2.1.3. Einfrieren von Peritubularzellen

In der Regel wurden die kultivierten Peritubuléleeldirekt fir die Versuche verwen-
det. Falls dennoch mehr Zellen als gerade ben@tigtanden waren, wurden diese
eingefroren. Dazu wurden die Zellen durch eine Bdhang mit Trypsin analog der bei
dem Passagieren verwendeten Prozedur (s. 2.2abge)dst. Die Resuspension erfolgte
in 1ml Einfriermedium (70% RPMI 1640 Medium, 20%tdkes Kalberserum und
10%DMSO). Die Zellen wurden nun fur 24 Stundeniiree Styroporbox bei 80°C ein-

gefroren. Im Anschluss wurden die Zellen in flissidgstickstoff Uberfuhrt.

2.2.1.4. Auftauen eingefrorener Peritubularzellen

Die gefrorenen Peritubularzelen wurden im Kryordiert im Wasserbad bei 37°C so-
lange aufgetaut, bis gerade noch einige Eiskrestall sehen waren. Die Suspension
wurde in ein 15ml Falconréhrchen transferiert undl Kulturmedium aufgefullt. Es
folgte eine 5Sminttige Zentrifugation bei 500 x gerDJberstand wurde abgesaugt und
das erhaltene Pellet in Kulturmedium resuspendied wie bei einer Passage auf ge-
eignete vorbereitete KulturgefalRe verteilt. Die tulerfolgte weiterhin in einer 5%igen
CO, Atmosphare bei 37°C im Brutschrank.
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2.2.1.5. Reinheitskontrolle durch Immuncytochemie am Nachweis vona -

smooth muscle Isoactin

Da Peritubularzellen als einzige Zellen der Tubkelniniferi dasx — Isoactin exprimie-
ren, eignet sich ein immuncytochemischer Nachwers & — smooth muscle Isoactin
gut als Reinheitskontrolle fur eine Peritubuléadagliur. Verwendet wurde ein mo-
noklonaler IgG Antikérper von der Maus (Maus anirfan, Dako) in Kombination mit
einem gegen die Maus gerichteten HRP-(=Meerrettichpdasg konjugierten Zweit-
antikorper. Als Negativkontrolle wurde statt destBntikbrpers Mausserum verwendet.
FUr die immuncytochemische Untersuchung wurdenPdigtubularzellen nach der 2.
Passage in 24er Well Platten (Primaria) ausgesfikultiviert. Nachdem sie die Kon-
fluenz erreicht hatten, wurden die Zellen zuergkft. Dazu wurde das Medium abge-
saugt und durch eiskaltes Methanol ersetzt. Dieggde im Eisschrank bei —20°C flr
10 Minuten auf den Zellen belassen und anschlg@bgesaugt. Die Kulturplatten mit
den Zellen konnten in Alufolie verpackt und big kintersuchung bei —20°C gelagert
werden. Die Arbeitsschritte des immuncytochemiscNachweises sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
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Tabelle 2: Immuncytochemischer Nachweis varisoactin in glatter Muskulatur

Behandlung Reagentien Volumen Dauer
\Waschen in Puffi TBS Boden bedec 2 x 10 Minutel
Blockierung endogener 3%,6; 15 Minuten
Peptidasen
\Waschen in Puffer TBS 3 x 5 Minuten
Blockierung Blockierlosung 10 Minuten
unspezifischer Bindungsstellen mit Casein
Inkubation mit dem Anti - a - Isoactir 0,5ml / Well Uber Nacht
1. Antikorper 1:1000 in TBS bei 4°C
Negativkontrolls Mausserum

1:1000 in TBS
\Waschen in Puffer TBS Boden bedecktf 3 x 5 Minute
Inkubation mit dem Anti Maus — HRP 0,5ml / Well 45 Minuten
2. Antikorper 1:200 in TBS
\Waschen in Puffi TBS Boden bedec 2 x 5 Minutet
\Waschen in Puffi Tris /HCL (pH 7.5 5 Minuter
Nachweisreaktic 1 Tablette DAL 1ml/ Well 3 Minuter

in 15ml Tris / HCL

(pH 7.5) + Ll

30%iges hO,
Kernfarbuni Hamatoxilin n. Miver  [1ml / Well 15 Minuter
Abspilen des Hamatoxil Leitunaswasst volles Wel 3 x 3 Minutet
Spulen A. des volles Wel 30 Sekunde
\Waschen in Puffi TBS iml/ Well 30 Sekunde
Abspulen de:Substrate A. des volles Wel 3 Minuter
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2.2.2 Untersuchungen zur Signaltransduktion des BRezeptors

2.2.2.1 cAMP

Fur die Versuche zur cAMP Produktion nach Aktivieg des BR wurden in 6er Well
Schalen (Primaria) kultivierte Peritubuléarzellendar zweiten Passage eingesetzt. 24
Stunden vor Versuchsanfang wurde begonnen, dierZeallf serumfreie Bedingungen
zu adaptieren, da die genaue Zusammensetzung vBn(fe@les Kalberserum) nicht
bekannt ist, und nicht ausgeschlossen werden ldass es storende Substanzen, wie
z.B. auch Bestandteile des Kallikrein — Kinin Sysseenthalt. Dazu wurde das serum-
haltige Nahrmedium abgesaugt und durch dasselbenid¢@liium mit geringerem Se-

rumanteil ersetzt. Die einzelnen Verdiinnungssehsitid Tabelle 3 zu entnehmen.

Tabelle 3: Adaption an serumfreie Kulturbedingungen

Mediurr Daue
RPMI 1640 + 10% FC |1 Stund

RPMI 1640 + 5% FC |1 Stund

RPMI 1640 + 2,5% FC |1 Stund

RPMI 1640 + 1% FC |Uber Naclk

RPMI 1640 ohne FC |eine Stund

Nach der Adaption wurden die Zellen eine weiteren8é mit RPMI 1640 Medium,
dem 0,5mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) zugésewar, inkubiert. IBMX ist
ein unspezifischer Inhibitor der cAMP und cGMP Rtaxdiesterasen und wurde ein-
gesetzt, um einen schnellen Abbau des generieA®tP zu verhindern und so eine
Aktivitatsdnderung der Adenylatcyclase deutlickdassen zu kénnen (Bascands et al.,
1993) AnschlieRend wurde das Medium wieder abggaamd es erfolgte die Stimula-
tion der Zellen. Dazu wurden folgende Losungen esiet:
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« RPMI 1640 Medium + 0,5mM IBMX ohne weiter Zuséatze ldontrolle
* RPMI 1640 Medium + 0,5mM IBMX + 10nM Bradykinin
*  RPMI 1640 Medium + 0,5mM IBMX + 100nM Bradykinin

* RPMI 1640 Medium + 0,5mM IBMX + 1M Forskolin als Positivkontrolle

Das Diterpen Forskolin ist ein direkter AktivatoerdAdenylatcyclase und wurde hier

als Positivkontrolle verwendet (Hedin und Rosb&g8§3).

Bei weiteren Durchgangen des Experiments wurdeCdigope mit 10nM Bradykinin
durch eine Losung mit 100nM Bradykinin #iKl Forskolin ersetzt, um auch einen
eventuellen inhibitorischen Effekt desHBauf die Adenylatcyclase nachweisen zu kon-
nen. Die Stimulation erfolgte Gber 15, 30 oder 6ihden im Brutschrank bei 37°C.
AnschlielRend wurde die Reaktion gestoppt, indens Madium dekantiert und 6Q0
eiskalte 0,1N HCL auf die Zellen gegeben wurde.MNatwa 10 Minuten Inkubation
unter stdndigem leichten Schwenken waren die Zéigart (Mikroskopkontrolle). Die
Lysate wurden 10 Minuten bei 600 x g zentrifugiert! der Uberstand bis zur Messung
ihres CAMP Gehalts bei —20°C gelagert. Um die Korzgion des Cyclonukleotids zu
bestimmen, kam ein kommerzielles ELISA Kit (R&D &ms GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) zum Einsatz. Dabei handelt es sicleinrkompetitives ELISA — System,
bei dem eine definierte Menge von an alkalischesphatase gekoppeltes CAMP mit
dem cAMP aus der Probe um Bindungsstellen an ep@gklonalen Kaninchen anti-
CAMP- Antikorper konkurriert. Durch den Einsatz @nan den Boden einer 96 Well
Platte gebundenen Ziege- anti- Kaninchen- Zweiénpiers und p-Nitrophenyl Phos-
phat als Substrat der alkalischen Phosphatase di@nMenge an markiertem cAMP
photometrisch bestimmt werden. Die erhaltenen Wintedie optische Dichte (OD)
verhalten sich somit antiproportional zur in deoli&r vorhandenen Menge an cAMP.
Alle Messungen wurden in Doppelbestimmung durchgefiDamit die erhaltenen OD
- Werte einer cAMP - Konzentration zugeordnet warklennten, wurden Standards mit
bekannter cAMP - Konzentration mitgefiihrt (s. Abloihg 11).
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Als Kontrollparameter wurden ebenfalls TA (Totatiaity), NSB (Non substrate bin-
ding), By (maximum binding) und Substrate blank bestimmt. tien Empfindlichleit
des Systems zu erh6hen, wurden zu Beginn alleeRrabd Standards acetyliert. Dies
geschah, indem zu jeweils 3QDStandard bzw. Probe fibeines Gemisches aus 0,5m|
Acetic Anhydrid und 1ml Triethylamine gegeben unatZ geschittelt wurde. Dann
wurden je 10Ql pro Bestimmung der acetylierten Proben bzw. Sel in ein Well
der Mikrotiterplatte pipettiert und durch ZugabenveQul Neutralisationsreagenz neut-
ralisiert. AnschlieBend wurden je ji0des cAMP — Konjugats und der Antikorperlo-
sung hinzugegeben. Es folgte eine zweistlindigeblakkon bei Raumtemperatur unter
stetigem Schwenken. AnschlieRend wurde der Inteailtvikrotiterplatte dekantiert und
jedes Well 3 mal mit Waschpuffer gewaschen, umtgebundenes cAMP zu entfer-
nen. Nun wurden 2Q0 der Substratldsung in jedes Well gegeben undAdesatz eine
weitere Stunde inkubiert. Dann wurde die Reaktiohje 50pul Stoplésung beendet
und der erfolgte Farbumschlag im Photometer begreiiesswellenlange von 405nm
und einer Referenzwellenlange von 570nm quantitizdon den gemessenen Werten
wurde der ermittelte durchschnittliche NSB — Wéagjezogen. Aus den resultierenden
Werten der Standards und den Logarithmen der zuggmiKonzentrationen konnte
nun eine Standardkurve erstellt werden, mit détdfie die CAMP -Konzentration der
Proben bestimmt werden konnte. Fir die Berechnengsthndardkurve wurde Micro-

soft Excel 2000 eingesetzt.
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Abbildung 11: Verwendete cAMP - Standards
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2.2.2.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Des Weiteren wurde von jeder Probe die Proteinkainzgon bestimmt, so dass die
ermittelte cAMP Konzentration auf die Proteinmeibgeogen werden konnte. Auf die-
se Weise wurde ausgeglichen, dass sich aufgrundMexhstumsschwankungen nicht
exakt gleich viele Zellen pro Well befinden. Die $8eing der Proteinkonzentration er-
folgte mit dem ,DC Protein Assay“ von Bio-Rad, dgne modifizierte Form der Be-
stimmung nach Lowry darstellt. Dabei wurden in eikikrotiterplatte zu je Jul Probe
nacheinander 28 Reagenz A und 2Q0 Reagenz B pipettiert. Nach 15 Minuten Inku-
bationszeit wurden die optischen Dichten der Pmobei einer Messwellenlange von
750nm photometrisch bestimmt. Anhand der bei jedesay mitgefuhrten Standards
aus Rinderserumalbumin (BSA) in 0,1 normaler HClrdeuwieder eine Standardkurve
erstellt, mit deren Hilfe die Proteinkonzentrationermittelt werden konnten. Abge-

deckt wurde der Bereich von 1,5 bis 0,1 mg/ml.

2.2.2.2 cGMP

Die Versuche zur cGMP Produktion nach Stimulaties &R wurden annéahernd ge-
nauso durchgefuhrt wie die cCAMP — UntersuchungeR.221). Da sich in den meisten
Geweben eine wesentlich geringere KonzentratiooGP als an cAMP findet, war es
jedoch sinnvoll, die verwendeten Zellen hier siatber Wellschalen in 75chzellkul-

turflaschen zu kultivieren. Auf diese Weise wamasglich, eine deutlich héhere Zell-
zahl fur jede Probe zu verwenden und so eine @ptim Messbereich des Assays lie-
gende Konzentration des Analyten zu erreichen. Z2iken wurden hier aufgrund des
schnelllebigeren Charakters des NO / cGMP - Systémsur 30 Sekunden, 5 Minuten

oder 15 Minuten stimuliert. Dafur wurden folgerffigbstanzen benutzt:
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RPMI 1640 Medium + 0,5nM IBMX ohne weiter Zusatzg ldontrolle
 RPMI 1640 Medium + 0,5nM IBMX + 10nM Bradykinin
* RPMI 1640 Medium + 0,5nM IBMX + 100nM Bradykinin

 RPMI 1640 Medium + 0,5nM IBMX + 106M ANP (Atrial Natriuretic Peptide) als
Positivkontrolle (Hamet et al., 1989).

Zur Lyse der Zellen wurde hier wegen der gréRereluigefalie 1ml 0.1 normale HCL
verwendet. Die Ubrigen Schritte zur Probengewinnuadiefen exakt wie bei den
CAMP - Versuchen. Die Konzentration der Proben veuadch hier mit einem kommer-
ziellen ELISA Kit (R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Bsahland) bestimmt. Die
Arbeitsschritte des cGMP Kits entsprechen genau deotokoll des cAMP Kits

(s.2.2.2.1). Allerdings wurden hier Standards vor-%,08 pmol/ml verwendet. Analog
zu den cAMP — Versuchen wurde wiederum die Protaimkntration jeder Probe ermit-

telt und die cGMP — Konzentration auf die Proteingeebezogen.

2.2.2.3 D-myo-Inositol 1,4,5 — Trisphosphat (1§

Um eine mdogliche Beteiligung der Inositoltriphosph@Ps;) — Kaskade an der
Signaltransduktion des,BRezeptors nachzuweisen, wurden Peritubuléarzelben der
zweiten Passage in 150 tifulturflaschen ausgesat. Nachdem die Zellen biskon-
fluenz gewachsen waren, wurden sie an serumfreiitdedingungen adaptiert. Dies
geschah nach dem gleichen Protokoll wie bei den BAMGMP — Versuchen (2.2.2.1.
[ 2.2.2.2.) . Allerdings wurden die Zellen nach derstiindigen Inkubation mit serum-
freiem RPMI 1640 Medium nicht direkt fur die Versigceingesetzt, sondern zunachst
durch eine Behandlung mit 0,05% Trypsin und 0,027 & in PBS(s. 2.2.1.2. Passa-
gieren von Peritubularzellen) abgelost und in 4®MR 1640 Medium pro Zellkultur-
flasche aufgenommen. Auf diese Weise konnte eitet@dKonzentration von Zellen
im resultierenden Lysat und somit ein dem Messbkrdes verwendeten Assays besser
entsprechende jKonzentration erreicht werden. Die erhaltenen 8osjpnen wurden

gepoolt, um eine gleichmaRige Zellkonzentratiormeichen. Anschlieend wurden je
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2ml der Suspension in ein 15ml Falconréhrchen gegeind ins Schittelwasserbad bei
37°C gestellt. Dort wurden die Zellen eine Stundsdittelt, um auszuschliel3en, dass
die zu messenden Effekte durch die Trypsinbehagdheeinflusst werden. Danach
wurden die Zellen stimuliert, indem in jedes Roélerei2ml 37°C warme Stammlésung
der jeweiligen zur Stimulation verwendeten Reagemgegeben wurde. Auf diese Wei-

se kamen folgende Endkonzentrationen zum Einsatz:

« RPMI 1640 Medium ohne weiter Zusatze als Kontrolle
 RPMI 1640 Medium + 10nM Bradykinin
* RPMI 1640 Medium + 100nM Bradykinin

* RPMI 1640 Medium + 10mM Acetylcholin als Positivkorlle

Aufgrund der schnellen und transienten Natur der IRaskade wurden mit 5, 30 oder
300 Sekunden sehr kurze Inkubationszeiten gewidalth Ablauf der Zeit wurden die
Roéhrchen mit 10ml eiskaltem RPMI 1640 Medium afiife und eine Minute bei
1800xg und 4°C zentrifugiert. Alle weiteren Sclaitvurden ab diesem Zeitpunkt auf
Eis durchgefuhrt. Das Medium wurde vorsichtig del@ahund das resultierende Pellet
in 60Qul eiskalter Perchlorséaure (4%) lysiert. Es folgteeel5 minitige Zentrifugation
bei 2000 x g und 4°C, damit sich die durch die Rlersaure ausgefallenen Proteine
absetzen konnten. Von dem Uberstand wurdemi5@iigenommen, mit 3 Tropfen pH -
Indikator (FLUKA) versetzt und mit eiskalter KOH60mMM Hepespuffer bis zu einem
pH — Wert von 7,5 titriert. Dabei wurde fir die gepAnnaherung 10 normale KOH, fur

die Feineinstellung 1 normale KOH verwendet.

Das bei der Neutralisation entstandene Kaliumperahlwurde durch eine weitere
Zentrifugation bei 2000 x g und 4°C sedimentierdnVUberstand wurden 3Dabpi-
pettiert und bis zur Untersuchung bei —80°C. gmia

Die IP; Konzentration wurde durch die Verwendung eines rkenziell erhaltlichen
RIA Kits (Amersham Buchler, Braunschweiggstimmt. Das Funktionsprinzip dieses
Kits ist mit den ELISA Systemen bei CAMP bzw. cGMé&tgleichbar. Das Baus den
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Proben bzw. Standards konkurriert hier mit radivekn [*H] IP; um die Bindung an
ein aus boviner Nebennierenrinde isoliertemBihdungsprotein. Durch Zentrifugation
wird dasfreie vom gebundenen JRyetrennt und die gebundene Radioaktivitat durch
Messung im Szintillationsz&hler bestimmt. Die gesees Radioaktivitat und damit die
Menge an gebundenefH] IP; verhalt sich dabei wieder antiproportional zus Kon-

zentration in Proben und Standards.

Alle Schritte zur Durchfihrung des RIA wurden ausk Elurchgefihrt. Verwendung
fanden Standards mit JAKonzentrationen von 25 bis 0,19pmol / ml. Jede 3veg
wurde auch hier in Doppelbestimmung ausgefihrt. Kdsitrollparameter wurden die
TC (TotalCounts), NSB (Non-specific binding) ung Bnaximum binding) mitbe-
stimmt. Zun&chst wurden je 10i0der Proben und Standards des Assay Puffers]®es
Tracer und des BP- Bindungsproteins in Eppendorf — Tubes pipettiert das Ge-
misch kurz gevortext. Es folgte eine 15 minutigkulmation auf Eis und eine anschlie-
Rende Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 2000 x gl uA°C. Der Uberstand wurde de-
kantiert und alle FlUssigkeitsreste mit einem Waétechen vorsichtig entfernt. An-
schlieBend wurde das Pellet mit 1ml A. dest. resodiert und in Szintillations — Vials
transferiert. Die Vials wurden mit 3,5ml Szintillans Cocktail aufgefillt und die Ra-
dioaktivitat fir 4 Minuten pro Probe if3- Szintillationszahler gemessen (in cpm =
counts per minute). Von allen Werten wurde der NtBBezogen. Analog zu der Aus-
wertung der ELISAs bei cAMP und cGMP konnte aus rEsultierenden Werten der
Standards und den Logarithmen der zugehérigen Kara®nen nun eine Standard-
kurve erstellt und die FKonzentrationen der Proben ermittelt werden.
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2.2.2.4 Western Blot - Untersuchungen zum NachweBradykinin induzierter

Proteinphosphorylierungen

2.2.2.4.1 Gewinnung der Proben

Auch fur die Versuche zum Nachweis von Bradykimduzierter Proteinphosphorylie-
rungen wurden Peritubularzellen bei der zweiters&ge in 150cmFlaschen ausgesét
und bis zur Konfluenz kultiviert. Am Tag vor demrgach erfolgte erneut eine Adapti-
on der Zellen an serumfreie Lebensbedingungen dashbereits beschriebenen Proto-
koll (s. 2.2.2.1.). Fir die Stimulation der Zellwnrde das alte Medium nicht abgesaugt,
da sich gezeigt hatte, dass schon dieser Vorganggge Phosphorylierungen induzie-
ren konnte. Stattdessen wurde zu den 7ml RPMI Md@ium in der Flasche 7Qul
einer 0,1mM Bradykinin Stammlésung gegeben und Klidturflasche leicht ge-
schwenkt. Auf diese Weise wurde eine BradykinimdlEonzentration von 100nM er-
reicht. Die Stimulation erfolgte Gber 1, 7, 15,&fer 60 Minuten. Anschlie3end wurde
der Uberstand abgesaugt und je 1ml Lysepuffer (70mis!/ HCI, pH 6,8; 2,5% SDS;
12,5% Glycerol; 1,28M Trypsininhibitor aus Sojabohnen; 0,1mM BacitracimM 4-
Amidinophenylmethanesulfonyl Fluoride Hydrochl@jd5mM EDTA, 1mM Phe-
nanthroline, M Phosphoramidon, |BM E-64 und 1,5M Pepstatin) auf die Zellen
gegeben und diese lysiert. Nach Entnahme vaqu 2% Proteinbestimmung wurde das
Ubrige Lysat mit 6Ql 3 - Mercaptoethanol, 30 aktiviertem Natriumorthovanadate,
30ul der 0,5M lodoacetamid — Stammldsung, sowieBromophenolblau versetzt und
sofort zur Hitzedenaturierung fur 5 Minuten bei @5Yekocht. Die Aktivierung und
damit die Depolymerisation des Natriumorthovanasiatagt fir ein deutlich gréReres
Potential des Natriumorthovanadates, Proteinphdgpigylphosphatasen zu inhibie-
ren. Dazu wurde eine 200mM Stammldsung Natriumedhadate mit 1IN HCL auf
einen pH Wert von 10 titriert und die nun gelbe Wwig so lange gekocht, bis die Farbe
wieder verschwand. Dies Prozedur wurde so langeesmlt, bis die Losung farblos

blieb und sich der pH Wert bei 10 stabilisiertesPa- Mercaptoethanol bewirkte eine
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Reduzierung der Disulfidbricken. Die resultieren&@h — Gruppen wurden anschlie-
Bend durch Alkylierung mit lodo-acetamid stabilisi®&Jm eine hohere Proteinkonzent-
ration zu erreichen, wurde das Lysat anschlie3endeintrifugenfilter (MG cut off:
10KDa) transferiert und fur 15 Minuten bei 2000 xigd 4°C. zentrifugiert. Die kon-
zentrierte Proteinldsung wurde aliquotiert undzuis Durchfiihrung der Polyacrylamid-

gelelektrophorese (=PAGE) bei —80°C gelagert.

2.2.2.4.2 Polyacrylamid — Gelelektrophorese (PAGE)

Bei einer SDS Polyacrylamidgelelektrophorese naaénimli (Laemmli, 1970) werden
Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldea dabracht, durch eine porése Po-
lyacrylamidmatrix zu wandern. Die Matrix wirkt dakes Molekularsieb und héalt die
Proteine abhangig von ihrem Stokes — Radius undtdeon ihrem Molekulargewicht
unterschiedlich stark zuriick, so dass grol3e Pmtaimgsamer, kleine schneller durch
das Polyacrylamidgel wandern kdénnen. Die Polyaamdanatrix wird durch die radika-
lische Polymerisation von Acrylamidmonomeren unérgarnetzenden N,N"- Methy-
lenbisacrylsaureamid (Bis) aufgebaut. Die Porengrdfld elastischen Eigenschaften
der Gele ergeben sich dabei aus der verwendetemnG®®nomerkonzentration

%T (total monomer concentration =< @BL9) und aus dem Verhaltnis von Acry-

lamid zu Bis %C (crosslinking monomer concentration; e asgyas ). Da Prote-

ine mit der Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfatyai geladene SDS — Protein —
Komplexe mit konstanter Nettoladung pro Masseneéirthiglen, kann ausgeschlossen
werden, dass die Bewegung der Proteine durch dasv@e der Proteineigenladung
beeinflusst wird. Zur Auftrennung der Zelllysate nde eine diskontinuierliche SDS
PAGE durchgefuhrt, das heil3t, die Proteine wurdemdzhst in einem leicht sauren
Sammelgel mit grof3er Porenweite gesammelt, beeoinsiem basischen Trenngel mit
hoher Acrylamidkonzentration aufgetrennt wurdent &g vorliegende Fragestellung
zeigte es sich am gunstigsten, Trenngele mit %4D% und %C = 2,67% zu verwen-

den. Die genaue Zusammensetzung der verwendetenn@elie folgt:
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Tabelle 4: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

|Reagenzien Sammelgel (%T=4%) | Trenngel(%T=10%)
0,5M Tris / HCL, pH6,8 1,25ml

1,5M Tris / HCL, pH8,8 2,5ml

A.dest 3,05ml 4,017ml

Acrylamid / Bis — Stammldsung 0,665ml 3,333ml
(%T=30%; %C=2,67%)

SDS - Stammlésung (10%) 50ul 100ul
Ammoniumpersulfat - Lésung (10%) [25ul SO0ul
N,N,N",N’-tetramethylethylene- Sl Sl

diamine ( TEMED)

Fur die Herstellung der Gele wurde die ,Mini-PROTEA Electrophoresis Cell* von
Bio Rad verwendet. Dazu wurden die einzelnen Korepten der Gele ohne die Am-
moniumpersulfatiosung (APS) und das TEMED in 15mlcBnrohrchen gegeben, ge-
mischt und ca. 15 Minuten mit Hilfe einer Vakuummeanentgast. Zu der entgasten
Trenngellésung wurden nun die Radikalstarter AP& TEMED hinzugeflgt und das
Trenngel gegossen. Das Gel wurde direkt im Ansshioi 2 -Isopropanol tberschich-
tet und eine Stunde auspolymerisieren gelasserh Namdlicher Entfernung des 2 -
Isopropanols durch wiederholtes Spulen mit A. desil anschlielender Elimination
von Flissigkeitsresten mit Filterpapier, konnte &asnmelgel gegossen werden. Die
Polymerisation wurde auch hier durch die vorhedggabe von APS und TEMED ge-
startet. Teflon - Wellformer- Kdhmmchen mit 12 Zahrieldeten die Probetaschen. Eine
weitere Stunde spéter war das Gel auspolymergiettdie Proben konnten in die Pro-
bentaschen eingefillt werden. Das Ladevolumen getul pro Tasche. Je nachdem,
welcher Antikorper bei der anschlieBenden Nachwaldion (s.2.2.2.4.6) eingesetzt
werden sollte, wurde eine Spur entweder mit Phagpbsin-, Phosphoserin- oder
Phosphothreonin - BSA - Konjugaten (alle Sigma) Rasitivkontrolle mitgefihrt. Um
die Molekulargewichte der Proteine abschatzen an&d, wurden die beiden auf3eren
Probetaschen mit je 14 der vorgefarbten Proteinstandardlésung (Precifitus Pro-

tein standards all blue, Bio Rad) beladen. Zus#tzkiurde eine Spur mit einem
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weiteren Molekulargewichtsmarker (Sigma Marker Wilange, Sigma) aufgetragen.

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht tiber die verwendéanker.

Tabelle 5: Grofl3e und Zusammensetzung der verwendeten Molgleméchtsmarker

Sigma Marker Wide Range Precision + Protein Standards, Bio

Grol3e [kDa]| Protein Grol3e [kD&fotein

20E Myosin 25( Keine Angabe
11€ B Galactosidas 15C Keine Angabe
97 Phosphorylase 10C Keine Angabe
84 Fructos-6-PhospheKinase |75 Keine Angabe
66 BSA 5C Keine Angabe
55 Glutamat Dehydrogena 37 Keine Angabe
45 Ovalbumir 25 Keine Angabe
36 GAPDH 2C Keine Angabe
29 Carboanhydra: 15 Keine Angabe
24 Trypsinoge! 1C Keine Angabe
2C Trypsin Inhibitor (Sojabhne’  |---

14,z o Lactalbumir

6,5 Aprotinin

Nach Auffullen der Elektrophoresekammer mit eiskalt Laufpuffer (25mM Tris,
192mM Glycin, 0,1%SDS) wurde die Elektrophorese Kithlraum bei 4° Celsius
durchgefuhrt. Das Netzgerat (Power supply 1000Ei0, Rad) wurde bei variabler
Stromstarke auf konstante 200V eingestellt. DiektEbphorese wurde abgebrochen,
sobald die Bromophenolblaufront das untere Gelenaacht hatte. Mit oben genannten
Einstellungen dauerte dies etwa 45 Minuten. Im Ahss wurde das Trenngel mit ei-
nem Skalpell von dem Sammelgel abgeldst und entwedeCoomassie Blau gefarbt,
oder zur Durchfihrung des Westernblots in eine hakionsschale mit Westernblot —
Transferpuffer (s.2.2.2.4.4. Ubertragung der Pneteiuf eine Nitrocellulosemembran)

gelegt.
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2.2.2.4.3 Farbung der Gele mit Coomassie Blau

Die Farbung mit Coomassie Blau basiert auf einespanifischen Bindung des Farb-
stoffes an fast alle Proteine. Die Nachweisgreremgt bei 0,1 — @g Protein pro Bande.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Tedrmumachst in eine Farbewanne
mit 20%iger Trichloressigsaure zur Fixierung tbkrfiiNach 10 Minuten Inkubation
auf der Diffusions — Entfarbe - Apparatur erfolgiae 15-minitige Zwischenwasserung
mit 7%iger Essigsaure. Anschlie3end konnte dienglighe Farbung beginnen. Das Gel
wurde in einer Wanne mit Farbeldsung (0,25% (w/@p@assie Brilliant Blue R-250;
45,5% Methanol; 9,2% Essigsaure) gegeben und efwiButen unter standigem
Schwenken gefarbt. Um die Hintergrundfarbung zuingern, wurde das Gel so lange
in der Entfarbelésung (30% Ethanol; 10% Essigsaume)biert, bis das gewlnschte
Verhéltnis zwischen Protein- und Hintergrundfarbenggetreten war. Dabei wurde die
Entfarbeldsung mehrfach gewechselt. Im Anschlusslevdas Gel auf eine gleichma-
Big helle Leuchtbox gelegt und durch einen dunKkbé&geFilter (Kodak Wratten Filter

Nr. 8) mit einer Polaroidkamera fotografiert (2.8.1 Ergebnisse).

2.2.2.4.4 Ubertragung der Proteine auf eine Nitradlulosemembran (Western
Blot)

Der elektrophoretische Transfer der separierteer® auf eine Nitrocellulosememb-
ran erfolgte nach dem Semi - Dry - Verfahren in geastblot* Apparatur von Bio-
metra. Vor dem Blotten wurden sechs 3mm dicke efplipiere (Schleicher & Schull)
und die verwendete Nitrocellulosemembrane (Pordigi@2m, Bio Rad) grol3zigig
auf die GroR3e des Trenngels zurechtgeschnittenzusdmmen mit dem Trenngel in
eine Inkubationsschale mit Transferpuffer (25mMsT@i92mM Glycin, 10% (v/v) Me-
thanol; pH 8,3) gelegt. Dort wurden sie fur 20 Membelassen, um mit dem Transfer-
puffer equilibrieren zu kénnen. Zwischendurch wud#s Gel fur jeweils eine Minute
aus dem Puffer genommen. Eine Verbreiterung ded&awlurch Diffusion konnte auf

diese Weise minimiert werden. Nach kurzem BefeucHar Elektroden der
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Blottingapparatur mit Transferpuffer, erfolgte dersammenbau des Blotting - Sandwi-
ches. Dabei war es sehr wichtig, nach jeder newhicl® alle eingeschlossenen Luft-
blasen durch Rollen mit einem nassen Glasstabems S8andwich zu entfernen. Zuerst
wurden 3 Lagen Filterpapier auf die Anode gelegtfdigte die Membran, anschliel3end
das Gel und schlie3lich 3 weitere Schichten ausrpipier. Lag das Gel einmal auf der
Membran, durfte es nicht mehr bewegt werden, datskein originalgetreues Abbild
der transferierten Proteine moglich gewesen walach der Entfernung von tberschis-
sigem Transferpuffer konnte der Deckel mit der koistoffkathode aufgelegt und mit
2-3 kg beschwert werden. Die Durchflusskihlung Bitting — Apparatur wurde an
die Wasserleitung angeschlossen und in Betriebrgeren. Der Transfer erfolgte bei
einer konstanten Stromstarke von 200mA f étembran und variabler Spannung. Als
Spannungsquelle kam erneut das Gerat ,Power sudil9 / 50“ von Bio Rad zum
Einsatz. Die optimale Transferdauer wurde empireschittelt und betrug letztendlich 2
Stunden. Bei einem kirzeren Transfer hatte sickigezdass grof3e Proteine mit einem
Molekulargewicht von 100kDa und aufwérts noch nieblistandig auf die Nitrocellu-
losemembran tGbertragen waren. Im Anschluss koragesdndwich auseinander gebaut
und das Gel vorsichtig von der Membran abgehobedewe Sowohl das Gel (Coomas-
sie Blau; s.2.2.2.4.3), als auch die Membran (Rbieki 71; s.2.2.2.4.5) wurden gefarbt,
um so den korrekten Ablauf des Transfers kontmahezu kdnnen. Die Farbung der
Membran mit Direktblau 71 hatte zudem den Zweck, gleichmaRlige Beladung der

einzelnen Spuren mit einer identischen Proteinmengdemonstrieren.

2.2.2.4.5 Farbung der Membran mit Direktblau 71

Fur die Farbung der geblotteten Proteine auf dembtan wurde Direktblau 71 (Hong
et al.,, 2000) eingesetzt. Dieser Farbstoff (SynagyBenzolichtblau, Siriuslichtblau)
besitzt auf Nitrocellulosemembranen mit 0,5 — 1,Bngtein / m Membran eine we-
sentlich niedrigere Nachweisgrenze als die weibngtete Ponceau - S - Féarbung
(Nachweisgrenze: 5-15ng Protein / Amnd lasst sich zudem besser dokumentieren.
Zur Durchfuhrung der Farbung wurde die Membranine énkubationsschale mit Di-
rektblau 71 - Arbeitslosung (0,008% (w/v) DirekaBI71; 40% Ethanol; 10% Essigsau-
re) gelegt und fur 5 Minuten auf der Diffusions rtfarbe Apparatur angefarbt. Um die
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Hintergrundfarbung zu reduzieren, folgten zwei Wiastiritte fur jeweils zwei Minuten
mit Direktblau 71- Waschlésung (40% Ethanol; 109%igsiure). Die gefarbte Memb-
ran konnte nun mit der Polaroidkamera fotografaer mit einem Flachbettscanner
(Tevion MD 40420)gescannt werden (s.3.2.4.2 Ergebnisse). Weiterhirden die
Banden der Proteinstandards auf der Membran méneiweichen Bleistift markiert.
Damit die anschlieRende Nachweisreaktion nichtrgshtigt wurde, war es notwen-
dig, die Membran wieder zu entfarben. Dies geschabh eine 15minitige Inkubation
in Direktblau 71 - Entfarbelésung (150mM Natriumdomigonat; 10% Ethanol). Auch die

Entfarbung erfolgte unter standigem Schwenken.

2.2.2.4.6 Immunologische Identifikation phosphoryérter Proteine

Der immunologische Nachweis von phosphorylierteotétnen auf der Nitrocellulose-
membran wurde durch den Einsatz von monoclonaleausVIAntikorpern gegen
Phosphotyrosine (Sigma; Klon PT - 66), Phosphosef8igma; Klon PSR - 45) und
Phosphothreonine (Sigma; Klon PTR - 8) erbrachts ZAveitantikdrper wurde ein HRP
- markierter Anti - Maus - Antikorper von der Ziegegesetzt (schon bei 2.2.1.5 ver-
wendet). Die optimalen Konzentrationen fur die Kétper wurden empirisch bestimmt

und sind der Tabelle 6 zu enthnehmen.

Tabelle 6: Zum Nachweis von phosphorylierten Proteinen veneémdntikorper

1. Antikorpe Konzentration 1. Antikorps Konzentration 2. Antikorpt
Antiphosphotyrosi  |1:2000 (in -TBS + 1%BSA 1:2000 (in -TBS + 1%BSA

Antiphosphoserin 1:500 (in T-TBS + 1%BSA) 1:1500 T+TBS + 1%BSA)

Antiphosphthreonin | 1:500(in T-TBS + 1%BSA) 1:1259T-TBS + 1%BSA)
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Vor Beginn der Nachweisreaktion mussten die Ubéissigen Proteinbindungsstellen
auf der Nitrocellulosemembran abgesattigt werdemeine unspezifische Bindung der
Antikdrper zu minimieren. Nachdem sich die weit breitete Blockierung mit Tro-

ckenmilchpulver als vollig untauglich fur die vemaeten Antikbrper erwiesen hatte
(vermutlich enthalt Trockenmilch selber verschieglphosphorylierte Proteine), wurde
eine Reihe andere Reagenzien ausprobiert. Das Bagtbnis konnte bei der Verwen-
dung von 5% Teleostgelatine (Gelatine from coldewéish skin, Sigma) in T-TBS +

1% BSA bei Blockierung Uber Nacht bei 4°C erziedirden. Wenn nicht anders ange-
geben, wurden alle Wasch- und Inkubationsschrittedar Diffusions - Entfarbe Appa-

ratur bei Raumtemperatur durchgefihrt. Tabelle é&chreibt den genauen Ablauf bei

der Immunreaktion.

Tabelle 7: Protokoll der Immunreaktion zum Nachweis phosplieridr Proteine

Behandlung Reagenz Dauer
Absattigen unspezifischi 5% Teleostgelatine i Uber Nacht bei 4°
Bindungen T-TBS
\Waschen in Puffer T-TBS 2 X 1 Minute
Inkubation 1. Antikérper | s. Tabelle 6 1 Stunde
Negativkontrolls nur T-TBS + 1% BSA 1 Stunde
\Waschen in Puffer T-TBS 1 x 15 Minute +
3 x 5 Minuten
Inkubation 2. Antikérper | s. Tabelle 6 1 Stunde
\Waschen in Puffer T-TBS 1 x 15 Minute +
3 x 5 Minuten

Die gebundenen Antikorper wurden mit dem ECL Sys{@&mhanced chemilumines-
zenz System, Amersham Pharmacia Biotech) visudl{seAbbildung 12). Dazu wurde
in einer Dunkelkammer die Proteinseite der MembranECL Reagenz bedeckt und
fur eine Minute inkubiert. Uberschiussige Reagenzdewentfernt, anschlieBend die
Membran in Klarsichtfolie verpackt und in eine Haesette gelegt. Nun konnte das
Photopapier (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia &) auf die Membran gelegt
und die Kassette geschlossen werden. Nach eingedén Antikérper empirisch be-

stimmten Entwicklungszeit wurde die Kassette wiegtgiffnet, der Film entnommen
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und in eine Schale mit Entwicklerldsung gelegt diad90 Sekunden darin belassen.
Der Film wurde nun in Wasser gewaschen und angdnie in eine Schale mit Fixie-
rungslésung gegeben. Nach einer Minute konnte dieréhtnommen und nach Abspu-

len von restlicher Fixierungslésung zum Trocknefgabangt werden.

oxichertes

HC  Prodikt
Licht -

Emimision

: _ Enh
Nitrocellul oze Al Photofilm

Membran

Abbildung 12: Prinzip der ECL Reaktion
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2.2.3 Pharmakologische Charakterisierung des B Rezeptors in

Peritubularzellen

Die pharmakologische Charakterisierung desRBzeptors in Peritubularzellen wurde
an adharent gewachsenen Zellen mit radioaktiv regedn PH]-Bradykinin (Amers-

ham Pharmacia Biotech) durchgefuhrt. Die weitvatbre Bestimmung von pharmako-
logischen Daten an Membranpraparationen von Zetenes sich fur uns als ungeeig-
net, da es sich gezeigt hatte, dass eine grof3e eMéeltmaterial nétig gewesen ware,
um die erforderliche Menge an Membransuspensionustgllen und somit sehr viele

Ratten hatten getotet werden mussen.

Verwendet wurden stattdessen in 6er Well Schaléiviarte Peritubularzellen in der 2.
Passage. Wie bei den Versuchen zur Signaltranssuktiussten die Zellen vor Ver-
suchsbeginn auf serumfreie Kulturbedingungen addpiverden, da mdglicherweise
auch die pharmakologischen Eigenschaften gdeeReptors durch unbekannte Serum-
bestandteile hatte beeinflusst werden kdnnen. Riapfion geschah nach dem bereits
beschriebenen Protokoll (2.2.2.1).

2.2.3.1 Vorversuche zur Pharmakologie

Bevor die eigentliche Determination der pharmakisidgen Parameter stattfinden
konnte, war es zum einen erforderlich, die nétigaubationszeit bis zum Erreichen des
Bindungsgleichgewichts zwischen Bradykinin und d&m Rezeptor zu ermitteln. Zum
anderen musste bestimmt werden, wie viele Wasditigckaur Elimination von nicht
gebundenem®H] - Bradykinin durchgefiihrt werden sollten, um emdglichst optima-
les Verhaltnis zwischen spezifischer und unspezigs Bindung zu erreichen. Um die-
se zwei Versuchsparameter zu ermitteln, wurde weddption der Zellen auf serum-
freie Bedingungen in beiden Féllen zunachst dasriiétium abgesaugt und durch
Bindungspuffer (RPMI 1640 Medium; 4481 Captopril; 1,8M Phosphoramidon; 1mM
o - Phenanthroline; 1% BSA) ersetzt. Es folgte eimsténdige Inkubation im Brut-
schrank bei 37°C, um die Zellen mit dem Bindunga@mequilibrieren zu lassen. Die
Proteaseinhibitoren Captopril, Phosphoramidon @rdPhenanthrolin im Puffer (s. Ta-
belle 8) hatten die Aufgabe, die verschiedenennéiseén zu blockieren, die vermutlich

an die Membran von Peritubularzellen gebunden gnetidort mit dem BRezeptor um
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die Kinine konkurrieren, wie dies bei Sertolizellder Fall ist (Regoli und Barabe,
1980). Durch die Inhibition sollte eine Bindung d&sdykinins an die Kininasen und
somit deren Peptidolyse verhindert werden. Zudemevii der pharmakologischen
Bestimmung eine Bindung de§-||] Bradykinin an die Kininasen nicht von einer Bin-
dung an den BRezeptor zu unterscheiden gewesen und hatte serltiadtenen Daten

verfalscht.

Tabelle 8: Spezifitdt der verwendeten Kininaseinhibitoren

Kininase- Inhibitor Spezifitd

Captopri Kininase |

Phosphoramidon Neutral Endopeptidase (NER)
o - Phenanthrolir Metalloprotease

Nach der Vorinkubation wurden die Zellen aus demt&hrank genommen und auf
Eis gestellt. Die Styroporbox mit dem Eis wurde veitd der Inkubation stetig ge-
schwenkt. Nach 10 Minuten wurde der Bindungspufigrder Hélfte der Zellen durch
Bindungspuffer + 10nM>H] - Bradykinin, bei der anderen Halfte durch Bindspuf-
fer + 10nM PH] - Bradykinin + 10uM “kaltes” Bradykinin ersetzt. Durch die Zugabe
des hohen Uberschusses an kaltem Bradykinin wiiedspezifische Bindung de3H]-
Bradykinin an den BRezeptor nahezu vollstandig unterdrickt, so dasslibsen Zel-
len letztendlich die rein unspezifische Bindungtiesit werden konnte. Durch Sub-
traktion der erhaltenen Werte von den Ergebnissgnadderen Gruppe, die sich aus
unspezifischer und spezifischer Bindung zusamnietesevar es maoglich, die spezifi-

sche Bindung zu ermitteln.

Bei den Versuchen zum Austesten der benétigtenblationszeiten wurde die Bin-
dungsreaktion nach 30, 45, 60, 75, 90, 105 sowi NMithuten durch Absaugen des
Bindungsansatzes beendet. Nun wurden die Zelleal3Lriviinute mit je 1,5ml eiskal-
tem PBS pro Well gewaschen und anschlie3end mit_{sepuffer (0,1N NaOH; 0,1M
Natriumbicarbonat; 1%SDS) 5 Minuten lysiert. Numkte das Lysat in Szintillations -
Vials transferiert, mit 3.5ml Szintillations Cocktaufgefullt und die Radioaktivitat im

- Szintillationszahler bestimmt werden.
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Bei der Ermittlung der optimalen Anzahl von Wasdirgten wurden alle Zellen 90
Minuten im Bindungsansatz inkubiert und anschinel3eerschieden oft (1-5mal) mit

eiskaltem PBS gewaschen. Die tbrigen Schritte wialemtisch.

Fur die Auswertung der erhaltenen Daten wurde iddeFéllen die Software Micro-

soft Excel 2000 verwendet.

2.2.3.2 Sattigbarkeit der Bindung von Kininen am B Rezeptor

Um die Sattigbarkeit der Bindung von Kininen amMABezeptor zu demonstrieren, wur
den Peritubularzellen mit steigenden Konzentratiomen FH] Bradykinin inkubiert.
Der grundsatzliche Versuchsaufbau war identisch deitn bei den Vorversuchen
(s.2.2.3.1) zur Pharmakologie: Adharent gewachs&rgubulérzellen in der zweiten
Passage wurden zunachst eine Stunde im Brutsch@nB7°C mit Bindungspuffer
(s.2.2.3.1) equilibriert, bevor sie auf Eis gestetid unter Schitteln mit dem Bindungs-
ansatz inkubiert werden konnten. Im Gegensatz awadeversuchen, bei denen fir alle
Zellen der gleiche Bindungsansatz verwendet womlan kamen hier folgendéH]
Bradykininkonzentrationen zum Einsatz: 0,1nM; 0,5n¥hM; 2nM; 3nM; 5nM;
7,5nM; 10nM und 20nM. Die unspezifische Bindungradeuwieder in Gegenwart von
10uM unmarkiertem Bradykinin bestimmt. Gemal3 den Enggden aus den Vorversu-
chen (s. 3.3.1prfolgte die Inkubation Uber eine Stunde mit diehsanschlielRenden
Spulgéangen mit eiskaltem PBS (1,5ml pro Well). Aisfiend konnten die Zellen, wie
bereits bei den Vorversuchen (2.2.3.1) beschrielysiert und die Radioaktivitat nach
Versetzung mit Szintillationscocktalil ifs- Szintillationszahler gemessen werden. Alle
Werte wurden auf die durchschnittliche Proteinkonzzgion pro Well bezogen, die
durch die Bestimmung der Proteinmenge aus dreiligu&usgewéhlten Wells mit dem
,DC Protein Assay” von Bio Rad (s.2.2.2.1 cAMPingtelt wurde. Aus den erhalte-
nen Daten wurde eine Sattigungskurve erstelltda@uglurch weitere Umformungen die
pharmakologischen Konstanten thd Bnax bestimmt werden konnten (s.3.2.3.2 Ergeb-
nisse). Die Dissoziationskonstantg &fasst die Affinitat von Bradykinin zum,Re-

zeptor und Bax beschreibt die Gesamtkonzentration an Bindundsstel
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2.2.3.3 Verdrangbarkeit der Bindung von Kininen amB, Rezeptor

Neben der Sattigbarkeit der Bindung von Kininen BgrRezeptor sollte gezeigt wer-
den, dass sich Bradykinin durch die Verwendung spezifischen Antagonisten bzw.
Agonisten wieder aus der Bindung verdréangen |&sgesetzt wurde einmal der selek-
tive B, Rezeptor Antagonist HOE 140 sowie der $pezifische Agonist [desAtd-
HOE 140, der in hohen Konzentrationen auch eingsge Affinitdit zum B Rezeptor
aufweist. Von beiden Substanzen sollte die Konagiotm bestimmt werden, mit der
50% des maximal gebundenen Bradykinins aus deruBigderdrangt werden kann
(ICsg). Prinzipiell unterschied sich das experiment&tagehen nicht von dem Satti-
gungsversuch, allerdings befand sich hier einefismnzentration an’H] Bradykinin
im Bindungsansatz, wahrend die Menge der verwend&t@nisten bzw. Antagonisten
variiert wurde. Die eingesetzten Konzentrationerd sler Tabelle 9 zu entnehmen.Fur
die Extrapolation der Kurve aus den Messdaten winde die Software Graph Pad

Prism eingesetzt.

Tabelle 9: Konzentrationen der verwendeten Agonisten / Antigien

Agonist / Antagonist eingesetzte Konzentrationen
HOE 14( 0,1nM |0,75nV 5nM  25nM |0,1uM |[1uM
[desArg®] HOE140 1nM [0,1uM [1CpM |- - -

2.2.4 Statistik

Alle Versuche wurden mindestens 3-5mal wiederhblbei konnten jeweils ver-
gleichbare Ergebnisse erzielt werden. Wenn niclilee angegeben, ist jeweils ein
reprasentatives Experiment dargestellt. Fir digssische Auswertung der Versuche
zur cAMP-, cGMP- und IR Produktion (s.2.2.2.1 cAMP, 2.2.2.2. ¢cGMP und.22
D-myo-Inositol 1,4,5 — Trisphosphat ¢ wurde ein zweiseitiger Student’s t - Test
durchgefuhrt. Die Symbole (*) bzw. (**) zeigen dabsin Signifikanzniveau von

p<0,05 und p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle.

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Ergebnisse 57

3 _Ergebnisse

3.1 Zellkultur

Wachstum und Zustand der fir die Versuche isolheReritubuléarzellenkulturen wur-
den regelméaRig mit Hilfe eines Phasenkontrastmidaps kontrolliert und durch den
Einsatz einer Kamera dokumentiert. Typisch furMmrphologie von Peritubularzellen

sind die unregelmalligen Zellbegrenzungen mit lanogenen Zytoplasmaauslaufen.

Die Reinheit der Peritubularzellkultur stieg dabeutlich bei jeder Passage an (s. Ab-
bildung 13-16).

Abbildung 13a, b: Peritubulérzellkultur 2 Tage nach Aussaat (linkg,2@chts 32x). Die Kultur

enthalt noch eine deutliche Verunreinigung durchr8mtogenesezellen (Pfeile zeigen Beispiele).
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Abbildung 14a, b: Peritubularzellkultur 2 Tage nach der 1. Passagks(ROx, rechts 32x). Es

zeigen sich nur noch vereinzelte Verunreinigundgdrile zeigen Beispiele).

Abbildung 15a, b: Peritubularzellkultur 2 Tage nach der 2. Passagks(R0x, rechts 32x). Die Peri-

tubularzellkultur hat einen Reinheitsgrad von &o%rreicht.
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3.1.1 Reinheitskontrolle durch Immuncytochemie zunNachweis vona -

smooth muscle Isoactin

Um die Reinheit der angelegten Peritubularzellkutu Gberprufen, wurde mittels eines
monoklonalen Antikorpers das fur glatte Muskelzelgpezifischen - smooth muscle
Isoactin angefarbt. Da Peritubularzellen die eiezigylatten Muskelzellen im Testis
sind, kann eine positive Farbreaktion als Beweisifis Vorliegen einer Peritubularzel-
le gewertet werden. Die Zellkerne wurden mit Hamgiao - Mayer gegengefarbt.
Durch Auszahlen unter dem Mikroskop wurde fur Krgtuin der zweiten Passage ein
Reinheitsgehalt an Peritubularzellen von ca. 95¢%itmmt. Da diese Reinheit fur unse-
re Zwecke ausreichend war und die Zellen zu diegempunkt ein noch gutes Wachs-
tumsverhalten aufwiesen, wurde jeweils die zwedssge der angelegten Kulturen fur

Versuche eingesetzt (s.Abbildung 15a und b).
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Abbildung 16a-d: Immuncytochemischer Nachweis varsmooth muscle Isoactin als Reinheitskon-
trolle fir die Peritubularzellkultur. Links (a,c)unden die Actinfasern der Peritubularzellen mitttses
monoklonalen Antikorpers spezifisch angefarbt. Re¢h,d) wurde statt des Antikdrpers Mausserum als
Negativkontrolle verwendet. Die Zellkerne wurdemvgds mit Hamatoxylin-Mayer gegengefarbt. (a,b
32x; ¢,d 40x)
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3.2 Signaltransduktion des BRezeptors in Peritubularzellen

3.2.1 cAMP

Um der Frage nachzugehen, ob die Adenylatcyclasghdrine Aktivierung des BRe-

zeptors in Peritubularzellen zur cAMP Produktiomstiert werden kann, wurden die
Peritubularzellen tGber verschiedene Zeitraume (b@580min, 60min) mit 2 verschie-
denen Konzentrationen Bradykinin (40L0% mol/l) bzw. Forskolin in der Konzentrati-
on 10° mol/l als Positivkontrolle inkubiert und auf ihreAMP Gehalt hin untersucht.
Da sich in jedem Well aufgrund natirlicher Wachstaahwankungen nicht exakt die
gleiche Zellzahl befindet, wurden die Proteinmepge Well bestimmt und die ermit-

telten cAMP Konzentrationen darauf bezogen.

Unabhangig von der Inkubationsdauer zeigte sicls@wan mit Bradykinin stimulierten

Zellen und nichtstimulierten Zellen kein signifikan Unterschied im cAMP Gehalt (s.
Abbildungl7a). Wie erwartet reagierten die mit kofs inkubierten Zellen jedoch

signifikant mit einem Anstieg der cCAMP Konzentratiom den Faktor 4,3 (p<0,0001).
Dies zeigt, dass die Analyse des cAMP-Gehalt séltnsekt durchgefihrt worden ist.

In einigen Geweben kann die Adenylatcyclase aucbhdeine Aktivierung des BRe-
zeptors gehemmt werden (s. 1.1.2). Da der cAMP I&dbha Zelllysates der Kontroll-
gruppe sich schon im unteren Messbereich des Agstgms befindet, konnte mit dem
bisherigen Versuchsaufbau ein eventuell inhibitdres Effekt auf die Adenylatcyclase
nicht nachgewiesen werden. In einer zweiten Versgthe wurde deshalb Gberpruft,
ob Bradykinin die Forskolin induzierte cCAMP Prodiokt unterdrticken kann. Dazu
wurden die Peritubularzellen tGber die gleichenrAeinen wie zuvor entweder nur mit
Forskolin oder mit Forskolin und Bradykinin (1@nol/l) inkubiert. Allerdings zeigte
sich auch hier kein signifikanter Unterschied zWwest der Forskolin Gruppe und der

mit Forskolin und Bradykinin inkubierten Zellen (Bibldung 17b).
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Abbildung 17 a,b: cAMP Konzentrationen in Peritubularzellen nach Station mit Bradykinin
Uber verschiedene Zeitraume. Als Positivkontrollgde Forskolin verwendet. Dargestellt ist jeweis d
Mittelwert + SD aus 3 unabhangigen Experimenter. &ymbole (*) bzw. (**) zeigen dabei ein Signifi-
kanzniveau von p<0,05 und p<0,01 im Vergleich zonKolle. Das Symbol (#) zeigt ein Signifikanzni-

veau von p>0,4 im Vergleich zur Forskolingruppe.
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3.2.2 cGMP

Der potentielle Einfluss des;R auf die NO / cGMP Signalkaskade wurde mit dem
praktisch gleichen Versuchsaufbau wie beim Adepyldase / CAMP Systemnter-
sucht. Weil das NO/cGMP- schneller als das cAMB/stem reagiert, wurden hier In-
kubationszeiten von 30 Sekunden, 5 und 15 Minueamddlt. Als Positivkontrolle wur-
de Atrial Natriuretic Peptid (ANP) in der Konzeritom 0,1mol/l eingesetzt.

Im Vergleich zwischen den mit Bradykinin stimuliemt Zellen und der Kontrollgruppe
konnte kein signifikanter Unterschied festgestelitrden (Abbildungl8). Die ANP
Gruppe unterschied sich allerdings hochsignifikeoh der unbehandelten Kontroll-
gruppe. Gegeniiber dem basalen cGMP Level von 0,GB3p&MP / mg Protein konnte
eine Zunahme um den Faktor 10,98 auf 8,02 pmol BGkhg Protein bei den mit ANP
stimulierten Zellen beobachtet werden. Dies beldgss auch die Analyse des cGMP-

Gehalts selbst korrekt durchgefiihrt worden ist.
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Abbildung 18: cGMP Konzentrationen in Peritubularzellen nachm8tation mit Bradykinin tber
verschiedene Zeitraume. Dargestellt ist jeweils Mételwert + SD aus 3 unabhangigen Experimenten.
Die Symbole (*) bzw. (**) zeigen dabei ein Sign#ikzniveau von p<0,05 und p<0,01 im Vergleich zur

Kontrolle.
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3.2.3 Inositoltriphosphat (1Ps)

Bei den Untersuchungen zur Beteiligung des Indsipblosphat (IB) - Weges an der
Signaltransduktion des;B wurden Peritubularzellen in Suspension unterswedil in
Vorversuchen bei adharenten Zellen keine ausretthdR; -Konzentration erreicht
werden konnte. Die Zellen wurden mit Bradykininden Konzentrationen found
107 mol/l, sowie mit Acetylcholin (18mol/l) als Positivkontrolle stimuliert. Die Inku-
bationszeiten wurden wegen der SchnelllebigkeitiBgs Systems mit 5, 30 und 300
Sekunden sehr kurz gewahlt (Rabito et al., 199éhext et al., 1986; Liebmann et al
1996).

Nach 5 Sekunden Stimulation mit Bradykinin reagertie Zellen mit einem signifi-
kanten, konzentrationsabhangigen Anstieg derKiénzentration (Abbildung 19): Bei
10nmol/l wurde eine um den Faktor 1,42 (p<0,02),180nmol/l um den Faktor 2,87
(p<0,002) erhbhte PPKonzentration gemessen. Schon nach 30 Sekund&rdesaKon-
zentration des second messenger bereits wieddiOamol/I: 1,14fache vom Basalwert,
p<0,07; 100nmol/l: 1,69fache vom Basalwert, p<0)0®0Bach 5 Minuten konnte bei
10nmol/l kein signifikanter Unterschied mehr bediiat werden. Bei 100nmol/l wurde
noch eine um den Faktor 1,37 (p<0,02) erhéhte Katnagon gefunden.

Bei Stimulation mit der Positivkontrolle Acetylcho] wurde jeweils ein signifikanter
Anstieg der IR - Konzentration in dem Peritubularzelllysat gemns@sdVie auch nach
Applikation vom Bradykinin, war bei den mit Acetiiolin stimulierten Zellen nach 5
Sekunden der BLevel am hdchsten, nach 5 Minuten Reaktionszeit deegen be-

reits wieder ein deutlicher Abfall zu verzeichnen.

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Ergebnisse 66

Inositoltriphosphat (IP 3) Produktion
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Abbildung 19: IP; Konzentrationen in Peritubularzellen nach Stimatat mit Bradykinin Gber ver-
schiedene Zeitraume. Dargestellt ist jeweils dettéWvert + SD aus 3 unabhangigen Experimenten. Die
Symbole (*) bzw. (**) zeigen dabei ein Signifikarzeau von p<0,05 und p<0,01 im Vergleich zur Kon-

trolle.
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3.2.4 Western Blot - Untersuchungen zum Nachweis Bdykinin indu-

zierter Proteinphosphorylierungen

Zum Nachweis von Bradykinin induzierten Proteingstaeylierungen wurden Peritu-
bulérzellen mit Bradykinin tber verschiedene Zeitn& inkubiert. Die Zellen wurden
lysiert, das Lysat mittels SDS Gelelektrophoresigetvennt und auf eine Nitrocellulo-
semembran Ubertragen. AnschlieRend folgte die inohogische Detektion von

phosphorylierten Tyrosin-, Serin- und Threoninresaaf der Membran.

3.2.4.1 Farbung der Gele mit Coomassie Blau

Um die korrekte Auftrennung des Lysates zu Ubegmiifvurden die Gele nach der
Elektrophorese mit dem Farbstoff Coomassie Blaéargpe{Abbildung 20).

Firbung der Gele mit Coomassie Blau
KDa o o — -} —
L g S s -
100 — -51-;—-'-:- - — e —
g8 — Hbed  mylied . Y -—
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- e, — — — ——
25— -~
. ‘ . —
12 — N p—. F aam F Y e W -
10— k .-...

100 nMBK - + = = 3 s
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Abbildung 20: Polaroidaufnahme eines mit Commassie Blau gef&@b8-PAGE Gels eines Lysates

aus Peritubularzellen nach Stimulation mit 100nM &#er verschiedene Zeitraume.
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3.2.4.2 Farbung der Membran mit Direkt Blau 71

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocelatoembran wurde diese mit Di-
rektblau 71 gefarbt (Abbildung 21). Auf diese Welksmnte der korrekte Transfer auf
die Membran kontrolliert werden. Zudem diente didsbung als Kontrolle zur

gleichmafigen Beladung der einzelnen Spuren.

Firbung der NMembran mit Direkt Blau 71

| B
250

100

10 M BLK = -+ + - B +

Abbildung 21: Polaroidaufnahme einer mit Direkt Blau 71 gefarb#embran nach erfolgtem Trans-

fer der Proteine
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3.2.4.3 Immunologische Identifikation phosphorylieter Proteine auf der Nit-

rocellulosemembran

Die immunologische Identifikation erfolgte durchndBinsatz von monoklonalen An-
tiphosphotyrosin, -serin und -threonin Antikérpefis Zweitantikbrper fand ein HRP-
konjugierter gegen die Maus gerichteter Antikr@8ege) Verwendung. Die gebunde-
nen Antikorper wurden mit Hilfe des ECL Systemsl{&mced chemilumineszenz Sys-

tem, Amersham Pharmacia Biotech) visualisiert.

3.2.4.3.1Tyrosinphosphorylierungen

Bereits nach einer Minute Inkubationsdauer lieleh sindeutige Unterschiede im Ty-
rosinphosphorylierungsmuster im Vergleich zur uramelelten Kontrolle erkennen (s.
Abbildung 22). Besonders deutlich wurde der Unteiest nach 7 Minuten Stimulation
mit Bradykinin. Zweifelfrei zu erkennen waren im rgkeich zur Kontrolle intensivere
Banden im Bereich 100, 60, 40, 24, 22 kDa, sowim&r 10kDa. Etwa 60 Minuten

nach erfolgter Stimulation begannen die Bandewésle wieder zu verschwinden.

Eine genaue Identifikation der phosphoryliertent€ire bleibt weiteren Untersuchun-

gen vorbehalten, verschiedene Mdglichkeiten werdeler Diskussion (s.4.1.) erdrtert.
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Abbildung 22: Immunoblot mit einem monoklonalen Antiphosphotyrogintikorper. Bereits eine
Minute nach Stimulation mit Bradykinin zeigten sieimdeutig intensivere Banden im Bereich 100, 60,
40, 24, 22 kDa, sowie 2 unter 10kDa im Vergleicin Kontrolle (). Dieser Effekt erreicht ein Maxi-
mum ca. 7 Minuten nach Stimulation. Das dargestélgebnis ist reprasentatitv fiir 3 unabhangige Ex-
perimente.
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3.2.4.3.2Serin- und Threoninphosphorylierung

Weder im Serin- noch im Threoninphosphorylierungstau konnte ein Unterschied
zwischen stimulierten Zellen und der Kontrolle ¢gsitellt werden (s. Abbildung 23,
24).

ant1 — Ser(P)

C 1 7 15 30 60 min P-Ser

Abbildung 23: Immunoblot mit einem monoklonalen Antiphosphosekimtikdrper. Es ist kein Un-
terschied zwischen der Kontrolle und den stimuierEellen festzustellen. Das dargestellte Ergelshis
reprasentatitv fir 3 unabhangige Experimente.
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antt — Thr(P)
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Abbildung 24: Immunoblot mit einem monoklonalen Antiphosphothii@oAntikdrper. Es ist kein
Unterschied zwischen der Kontrolle und den stinmtéie Zellen festzustellen. Das dargestellte Ergebni

ist reprasentatitv fur 3 unabhangige Experimente.
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3.3 Pharmakologische Charakterisierung des B2 Rez&ps in Peritubu-

larzellen

Die Affinitdt der Bindung von Bradykinin an deryB der Peritubulérzellen sowie die
Dichte dieser Rezeptoren an der Zelloberfliche wutdrch Einsatz des radioaktiv
markierten fH] Bradykinin untersucht. Die gebundene Radioatdivivurde im Szintil-
lationszahler in der Einheit Zerfalle pro Minutg(d) gemessen. Um daraus die gebun-
dene Stoffmenge (in fmol) arfH] Bradykinin zu bestimmen, wurde e der Tracer -
Stammldsung in Doppelbestimmung im Szintillatiotde& gemessen. Aus den gemes-
senen Counts konnte mit der vom Hersteller gelieferspezifischen Aktivitat

(67Ci/mmol) eine Umrechnungskonstante bestimmt amerd

dpm x 0,0537 = gebundenési] Bradykinin in fmol

3.3.1 Vorversuche zur Pharmakologie

Vor der eigentlichen pharmakologischen Charaktstisg des BR in Peritubulérzel-
len war es zum einen notwendig, die nétige Inkuvesizeit bis zum Erreichen des Bin-
dungsgleichgewichts zwischen Bradykinin und deg Rezeptor zu ermitteln. Zum
anderen musste die optimale Anzahl an Waschsahibstimmt werden, um ein mog-
lichst gutes Verhdltnis von spezifischer zu undpmetier Bindung bei ausreichender
Gesamtbindung zu gewébhrleisten. Dabei zeigte &s dass nach 60 Minuten Inkubati-
onszeit ein ausreichendes Gleichgewicht erreichdere konnte (s. Abbildung 25a).
Des Weiteren erwies es sich am gunstigsten, nachintke@bation 3 Waschschritte
durchzufiihren, da nach 2 Waschschritten eine nelchl®he unspezifische Bindung zu
verzeichnen war (45,5% der Gesamtbindung), nagimakkgem Waschen hingegen die
Gesamtbindung stark abnahm, ohne dabei den Argeilidspezifischen Bindung nen-
nenswert zu senken (3 x Waschen: 33,1% der Gesadotty; 4 x Waschen: 31,4% der
Gesamtbindung; s. Abbildung 25b).
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Abbildung 25: Vorversuche zur Pharmakologie: (a) Peritubularneli@rden tber verschiedene Zeit-
raume mit {H] Bradykinin inkubiert. AnschlieBend wurden jeveeilie Gesamtbindung, die spezifische
und die unspezifische Bindung ermittelt. Nach 6@&lén war ein ausreichendes Bindungsgleichgewicht
eingetreten. (b) Im Anschluf3 an die Inkubation veureine variable Anzahl an Waschschritten durchge-
fuhrt und wieder die Gesamtbindung, die spezifisahd die unspezifische Bindung bestimmt. Dabei

zeigte sich ein optimales Verhaltnis zwischen djsetier und unspezifischer Bindung bei ausreichende

Gesamtbindung nach 3 erfolgten Waschschritten.
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3.3.2 Sattigbarkeit der PH] Bradykinin Bindung

Um die Sattigbarkeit der’fi] Bradykinin Bindung zu tberpriifen, wurden die 12gl
mit ansteigenden KonzentrationefH] Bradykinin (0,1 - 20nmol/l) inkubiert und die
gebundene MengéHl] Bradykinin bestimmt. Die unspezifische Bindungrde jeweils
in Gegenwart von 10 pmol unmarkiertem Bradykinimgsesen. Der Anteil an spezi-
fisch gebundenem’fl] Bradykinin betrug durchschnittlich 66% der Gesaimdung.
Die aus den erhaltenen Daten erstellte Kurve edlgt typische hyperbolische Form

einer Sattigungskurve bei einer Bindungsstelldhildung 26).

40 -
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30 ] /
/I
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i

B Spezifische
Bindung

Unspezifische
Bindung

4 Gesamthindung

gebundenes [°H] Bradykinin (fmeol/mg Protein)

Konzentration [ H] Bradykinin nmol'l

Abbildung 26: Peritubulérzellen wurden mit steigenden Konzerdregn an [3H] Bradykinin (01nM
— 20 nM) inkubiert. Im Anschluf® wurden die Gesamdling, die spezifische und die unspezifische Bin-
dung ermittelt. Die Kurve aus den Messdaten deziipehen Bindung zeigt die typische hyperbolische
Form einer Sattigungskurve bei einer Bindungsst&lrgestellt sind die Mittelwerte SD aus 3 unab-

hangigen Experimenten.
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Im Gleichgewicht gilt fir die Dissoziationskonstan€y und die maximale Bindungska-

pazitat Bhax. :

Kq= [freie Rezeptoren] x [freier Ligand] / [gebundehé&and]

Bmax= [freie Rezeptoren] + [gebunder Ligand]

Daraus folgt: [gebundener Ligand] 8 x [freier Ligand] / Ky + [freier Ligand]
Durch weitere Umformung erhélt man die Lineartransfation nach Scatchard:
[gebundener Ligand]/[freier Ligand] = -[gebundehe&gand]+Ba/Kg

Tragt man die experimentellen Daten in der Fornb{gelener Ligand]/[freier Ligand]
gegen [gebundener Ligand] auf, erhalt man folggbeeade:

Scatchard Plot

m =K 4=1,134:0,03[nM]

gebunden / frei (fmolimg Proteinmb]

-5 I 5 10 15 70 .\5 a0

gebunden (fmolimg Protein)

Abbildung 27: Darstellung der in den Sattigungsexperimenten srhah Daten nach Scatchard. Die
Schnittstelle zwischen der Ausgleichsgeraden umdcdchse entspricht der maximalen Bindungskapa-
zitat By Die Dissoziationskonstante,kergibt sich aus dem Reziprokwert der Steigungfdesgleichs-
geraden. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Johéagigen Experimenten.
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Dabei ist der Reziprokwert der Steigung der Austiegraden gleich der Dissoziati-
onskonstante ¥ die Schnittstelle mit der y - Achse die maximBieadungskapazitat
Bmax. FUr Kg konnte ein Wert von 1,134nM +0,03ermittelt werdeBy.xwar 22,34+
1,35fmol / mg Protein. Es konnte weiterhin ein Hibeffizient von 0,97 bestimmt wer-

den, was auf eine spezifische Bindungsstelle histwei
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3.3.3 Verdrangbarkeit der ’H] Bradykinin Bindung

Durch den Einsatz des spezifischefRBAntagonisten HOE 140 lieR? sich di#{] Bra-
dykinin Bindung am BR unterdriicken. Der Bselektive Antagonist Des-Arg-Hoe 140
war im einstelligen nanomolaren Bereich wie erwanteht in der Lage, dasH] Bra-
dykinin an seiner Bindung zu hindern. Erst in c@0fach héheren Konzentrationen

konnte jedoch eine Verdrangung beobachtet werden.
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Abbildung 28: Nach Erreichen eines Bindungsgleichgewichtes wuhdeh den Einsatz von ver-
schiedenen Antagonisten versucht, da§ Bradykinin aus der Bindung zu verdrangen. Fiir Bespezi-
fischen Antagonisten HOE140 wurde einggl@n 7,9 £ 0,8nM ermittelt. Der Bspezifische Antagonist
[desArg] HOE140 war erst in sehr viel hdheren Kaneionen in der Lage, dadH] Bradykinin aus
seiner Bindung zu verdrangen (GB02 + 32 nM).
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Durch Extrapolation der erhaltenden Messwerte isitler Software Graph Pad Prism
wurden als Mal} fur die mittlere Hemmkonzentratider 1Go, Wert von 7,9 = 0,8nM
fur HOE 140 bzw. 302 + 32 nM fur [desArg] HOE14Gsbhmmt. Der 1Gy-Wert ent-
spricht der Wirkkonzentration, bei der die Mel3grafde 50% im Vergleich zur Kon-

trolle abgenommen hat.
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4 Diskussion

Da eindeutig belegt wurde, dald der Bradykinin TyRpezeptor in Peritubularzellen pra-
pupertarer Ratten exprimiert wird (Monsees et2803, 2002, 1999) und auch funktio-
nal ist (Wennemuth et al., 2003), wurden dieseerelh der vorliegenden Arbeit als

Modellsystem genutzt, um den, Rezeptor beziglich der intrazellularen Signaltrans

duktion und der Pharmakologie weiter zu charakezes.

4.1 Signaltransduktion des B2 Rezeptors

NO
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Abbildung 29: Schematischer Uberblick tiber die wichtigsten irsebiedenen Geweben und Zellty-

pen an den BRezeptor gekoppelten Signaltransduktionspfade(eigkizze).
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Wie bereits geschildert, unterliegen die an deneRex gekoppelten Signalpfade und
die Art der Quervernetzung zwischen den einzeln&y&i einer hohen Variabilitat in

Abhangigkeit von der Art des Gewebes.

In Endothelzellen verschiedener Spezies und Lakiadisen konnte eine Signaltrans-
duktion Uber den eNOS / NO / cGMP Transduktionspiachgewiesen werden (Marre-
ro et al., 1999, Castro et al., 1998, Boulangeal ¢t1990). Auch eine Triggerung der
Phospholipase C und die Bildung von (Rambert et al., 1986) wurde nacbRBStimu-

lation beobachtet. In bovinen Endothelzellen ausAteta zeigte sich auch eine Akti-

vierung der Jak/Stat Kaskade als Vertreter eine®KIRathways (Ju et al., 2000).

Bei Mesangialzellen der Ratte wurde die Bildung @acylglycerin und IR Uber die
Phospholipase C mit subsequenteni*@astieg, die Bildung von Prostaglandinen und
eine indirekte Hemmung der Adenylatcyclase nagR Btimulation beschrieben (Bas-
cands et al., 1993, Castano et al., 1998).

Demgegeniber zeigte sich eine direkte Hemmung AleiPcBildung nach Stimulation
durch Bradykinin bei lleummembranen von Meerscheleem (Liebman et al., 1994).
Ein direkt Uber ein G-Protein der Subklasse&mittelterAnstieg der cCAMP Konzent-
ration wurde hingegen bei humanen epidermalen Kamzellen beobachtet (Liebman
et al., 1996), wahrend in trachealen glatten Muskdn eine indirekte Aktivierung der
Adenylatcyclase und damit verbundener cAMP Anstiggpr die Phospholipase D
nachgewiesen wurde (Stevens et al., 1994).

Unter anderem in Fibroblasten und Keratinozytennkereine Anderung des Phospho-
rylierungsmuster nach Aktivierung desRBdokumentiert werden (Tippmer et al., 1996;
Coutant et al., 1995).

Neben der direkten Aktivierung von Signaltransdotkspfaden durch demB existiert
ein vielfaltiges System von Quervernetzungen una@kRépplungsmechanismen, die
bisher nur ansatzweise erforscht sind. Bereits lemivé&vurde die indirekte Aktivierung
der Adenylatcyclase Uber die Phospholipase D (&teet al., 1994) und die indirekte
Hemmung des Enzyms Uber die Phospholipase C (Bdsaral., 1993). In humanen
epidermalen Karzinomzellen wiederum fihrt die Aldiung der Adenylatcyclase
Uber eine gesteigerte cAMP Produktion zu einerdienung der Proteinkinase C (Lieb-

mann et al., 1996). Im Falle von mesengialen Raé#an aktiviert eine erhdohte
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cAMP Konzentration die Bildung von Prostaglandif{@astano et al., 1998). Der flr
Endothelzellen beschriebene Anstieg der cGMP Kamnagon wird durch eine Stick-
stoffoxid (NO) getriggerte Aktivitatssteigerung deuanylatcyclase ausgelost. Die NO
Produktion kann zum einen durch die Aktivierung N® Synthase nach Dissoziation
vom Komplex mit dem BER und die dadurch erhéhte NO Produktion zurtickgefih
werden, zum anderen ist aber auch ein indirektey Weer die Phoslipase C /3IRas-
kade beschrieben, wo die NO Synthasé'@ad Calmodulin abhangig reguliert wird
(Marrero et al., 1999).

Uber die Bradykininsignaltransduktion in den Repikttbnsorganen existieren bisher
nur wenige Daten. Im weiblichen Genitaltrakt isi K¥varialzellen ein biphasischer
C&* Einstrom nach Stimulation des Rezeptors nachweiddia erste Phase kann auf
einen IR getriggerten C& Einstrom zuriickgefiihrt werden, die zweite Phasdasr
sich durch einen durch Tyrosinphosphorylationergelisten C& Einstrom von extra-
zellular. Im Myometrium des Uterus kann BradykirKiontraktionen auslésen, nach
Stimulation des BR wurde weiter eine Inhibierung der Adenylatcyclasehgewiesen.
Ob die Kontraktionen dabei durch die geanderte cARtAzentration ausgelost wer-
den, ist bisher nicht bekannt (Liebman et al., 980 Dezidualzellen des Uterus ist
eine Signaltransduktion uber eine Bildung von Ardchsdure, Prostaglandinen und
Interleukinen beschrieben (Buchinger et al., 199@ch beim Mann kann die Bildung
von Prostaglandinen nach Stimulation deR B epididymalen Epithelzellen beobach-
tet werden (Pierucci-Alves et al., 2008). Neuedteli®@n berichten von einer Bradyki-
nin abhangigen Regulation des Aquaporin 9 im Epitid. Diese wird tiber eine Ande-
rung der intrazellularen GaKonzentration vermittelt (Belleannee et al., 2009).

In friheren Untersuchungen konnte unsere Arbeipgggzeigen, dass immature Peritu-
bularzellen auf nanomolare Bradykinin - Stimulatioit einem signifikanten Anstieg
der Konzentration an Galonen reagieren (Wennemuth et al., 2003). DiedéekE
konnte durch Einsatz von spezifischen Agonistemtagonisten zweifelsfrei auf Akti-
vierung des BR zuriickgefiihrt werden. Der Einstrom von*Cenen war dabei deut-
lich konzentrationsabhangig. Weiter konnte eineddsmilisierung des Rezeptors bei
mehrfacher Stimulation nachgewiesen werden. Die @atwort war bei der zweiten
und dritten Stimulation noch nachweisbar, aber ldduschwécher ausgepragt. Durch

Blockierung der Sarco(endo)plasmischenreticulurfi-®@a Pase (SERCA) mittels Vor
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behandlung mit Thapsigargin wurde der”Cainstrom vollstandig unterbunden. Diese
Tatsache deutet auf intrazellulare Speicher aldl@fi@r das einstrémenden Eain.
Allerdings war der Calciumeinstrom bei Stimulatidar Zellen in einem CGa freien
Medium deutlich schwécher ausgepragt als in Anwesiervon extrazellularen Calci-
um. Dies 4Rt vermuten, dass die Stimulation dg% &nen Einstrom von G&aus in-
trazellularen Calciumspeichern triggert. Die erledhttrazellulare C& Konzentration
wiederum oOffnet konzentrationsabhangige lonenkanétk fihrt subsequent zu einem

Einstrom von C& von extrazellular nach intrazellular.

Da die Beteiligung von Calciumionen an der Sigaalsduktion des R feststand,
interessierten uns bei den Untersuchungen vor aBegnaltransduktionswege, die an
das C&" System gekoppelt sind.

Zu nennen ist hier zunachst das System uber dagdhophosphat (1), das zur Ent-
leerung intrazellularer Calcium Speicher fuhrt, rapach der NO/cGMP Transdukti-

onspfad.

Da viele Proteinkinasen in ihrer Funktion von def‘CKonzentration abh&ngig sind,
sollte zudem das Phosphorylierungsmuster der £¢dpre nach Stimulation betrachtet

werden.

Wie aus den Ergebnissen ersichtlich, konnte eihéhde cGMP Konzentration nach
Stimulation des B- Rezeptors nicht festgestellt werden. Da diettauiarzellen aller-
dings auf Stimulation mit ANP mit verstarkter cGNPlPoduktion reagierten und somit
eine Funktionsfahigkeit des Assay Systems sowieévdaditat der Zellen demonstriert
waren, kann ein Einfluss der Guanylatcyclase aaf Signaltransduktion des,B in
Peritubularzellen der Ratte nahezu ausgeschlossaten. In vielen Geweben verlauft
die Signaltransduktion auch Uber eine RegulationAl@vitat der Adenylatcyclase. Bei
dem hier untersuchten,B konnte jedoch weder eine Aktivierung, noch einleilie-

rung der Adenylatcyclase festgestellt werden.

Dagegen zeigte sich eine eindeutige Beteiligung®eSystems an der Signaltransduk-
tion: Die Zellen reagierten auf Rezeptoraktivieruhgch Bradykinin konzentrationsab-
hangig schon nach 5 Sekunden mit einem signifikandhten Inositoltriphosphat- Ge-
halt. Der Anstieg des Rvar nach 5 Minuten bereits wieder deutlich abgksanDiese

Schnelllebigkeit ist typisch fur dassBystem. Wie aus vielen Geweben und
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Zellarten bekannt, fiihrt die erhéhte IRonzentration zu einer Offnung von lonenkané-
len des endoplasmatischen Retikulums und zu einestrBm von C& in den freien

intrazellularen Raum.

Zu vermuten ist, dass bei der Spaltung von Phogptiasositol-4,5-bisphosphat und
der Bildung von Inositol -1,4,5- trisphosphatlidurch Generierung von Diacylglyce-
rin auch der hier nicht untersuchte Signaltransdakpfad Uber die Arachidonsaure
und die subsequente Bildung von ProstaglandinenTimdmboxanen getriggert wird,
wie dies in verschiedenen Geweben bekannt istr(RigrAlves et al., 2008, Bascands
et al., 1993, Castano et al., 1998).

Weiterhin konnte nach Inkubation der Zellen mit @sanin ein verdndertes Tyro-

sinphosphorylierungsmuster dargestellt werden:

Banden im Bereich von 100, 60, 40, 24, 22 kDa s@wmter 10kDa zeigten eine mar-
kante Zunahme der Intensitat, die etwa eine Staadh Beginn der Stimulation wieder
abnahm. Eine exakte Identifizierung der phospherign Zielproteine ist ohne weitere

Untersuchungen jedoch nicht mdglich und bleibt @reih Arbeiten vorbehalten.

Denkbar sind die Produkte von Tabhangigen Proteinkinasen wie die Proteinkinase
C, aber auch Bestandteile der MAP Kinase Kaskad®d@en activated protein kinase),

die auch direkt durch den,B aktiviert werden kann.

Schlief3lich ist auch vorstellbar, dass deRBals Folge seiner eigenen Aktivierung
phosphoryliert und durch diesen Mechanismus desdiagrt wird, wie dies in der Li-
teratur fir andere Gewebe bereits beschrieben wastgBlaukat et al.,1996). Aller-
dings lauft dieser Mechanismus typischerweise ilerPhosphorylierung von Serin-
und Threoninresten, nicht tiber Tyrosinphosphomytigen. Eine Anderung im Serin-
bzw Threoninphosphorylierungsmuster konnte jedamhwns nicht beobachtet werden.
Da aber bekannt ist, dass auch derR@zeptor in Peritubuléarzellen der Ratte schnell
desensibilisiert wird (Wennemuth et al., 2003)gtidier moglicherweise ein anderer
Mechansimus der Desensibilisierung vor. Denkbar aierdings auch, dass die
Phosphorylierung des,BRezeptor quantitativ so gering ausfallt, dassnsiieden ver-

wendeten Methoden nicht nachzuweisen war.
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4.2 Pharmakologie

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine séttigh3# Bradykinin Bindung an kultivier-
ten Peritubularzellen aufgezeigt werden. Die Birgisnheint dabei weitgehend durch
eine einzige Bindungsstelle vermittelt zu werdem kdine Hinweise fur das Vorliegen
weiterer Bindungsstellen gefunden wurden. So zeéigtBindungskurve die typische
hyperbolische Form einer Sattigungskurve bei eBiadungsstelle. Weiterhin war der
zugehorige Scatchard Plot linear (r=0,97) und aeriteelte Hill Koeffizient lag mit
0,96 in der N&he von 1.

Durch den Einsatz der selektiven Antagonisten H@ER1I4d [desArg]-HOE140 konnte
der B Rezeptor als Bindungspartner identifiziert werd@ar selektive B Antagonist
HOE140 konnte schon im einstelligen nanomolarere®erdas iH] Bradykinin fast

vollstandig an seiner Bindung hindern.

Der B, selektive Antagonist Des-Arg-Hoe 140 verdrangte (] Bradykinin erst in
sehr viel héheren Konzentrationen. Es ist bekatads dieser Antagonist in sehr hohen

Konzentrationen auch eine gewisse unspezifischaift zu B Rezeptoren aufweist.

Die ermittelten pharmakologischen Parameter stimgugmit den in der Literatur pub-
lizierten Werten Uberein: Fur die maximale Rezeapithite By ax Sind u.a. Werte von 3,2
fmol/mg Protein in Skelettmuskelzellen von adultdeerschweinchen (Rabito et al.,
1996), 25,1+0,3 fmol / mg Protein in Zellkulturearvtrachealen glatten Muskelzellen
von Hunden (Yang et al., 1995), 22,75+1,3 fmoldtBin bei humanen Umbilicalvenen
(Gessi et al., 1997) sowie 271+19 fmol / mg Proteen Skelettmuskelzellen der Ratte
(Rabito et al., 1996) Uberliefert. Der von uns ¢taite Wert fir Peritubularzellen bei
Ratten von 22,34 + 1,35 fmol / mg Protein liegtoakwischen den fur andere Zellen
ermittelten Werten. Auch die Dissoziationskonstatgewar mit 1,134+ 0,03nM ver-
gleichbar mit fir andere Gewebe publizierten Wertgir die Skelettmuskelzellen von
adulten Meerschweinchen wurde eingwdn 0,83+0,16nM (Rabito et al., 1996) ermit-
telt, bei den humanen Umbilicalvenenendothelzefleigte sich eine Kvon 0,51 *
0,02nM (Gessi et al., 1997).
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Die pharmakologischen Charakterisierung von traemeglatten Muskelzellen von
Hunden lieferte eine Kvon 2,5+ 0,3nM (Yang et al., 1995).
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4.3 Postuliertes Modell

Bei Peritubularzellen aus dem Testis von praepatent Ratten fanden sich alle Be-
standteile eines vollstandigen Kallikrein-Kinin-&#s. So konnten Kininogene wie
das LMWK (low molecular weight kininogen), versaléme membranstandige Kinina-
sen, das den Kininogenasen zugerechnete Gewehksiallund der B Rezeptor nach-
gewiesen werden. Bei adulten Ratten hingegen zsigtean den Peritubulérzellen kei-
ne Expression von Gewebskallikrein und deRBzeptors mehr (Monsees et al., 2003,
2002, 1999,1998, 1997, Saitoh et al 1987, Takamh 1997, 2000; Kos, 2001).

Bei einer pharmakologischen Charakterisierung geRdxeptors an kultivierten Peritu-
bulérzellen von praepubertéren Ratten konnte irvddiegenden Arbeit eine maximale
Rezeptordichte Bk von 22,34 + 1,35fmol / mg Protein ermittelt werd®me Dissozia-
tionskonstante Kbetrug 1,134+ 0,03nM. Die gemessene Bindung kodnteh Ver-
drangungsstudien mit spezifischen Antagonisteneeitig auf den BRezeptor zuriick-

gefuhrt werden.

Bei Aktivierung des B Rezeptors zeigte sich bei den aktuellen Versu@wemascher
und signifikanter Anstieg der intrazellularen Irtoirisphosphatkonzentration. In vor-
herigen Studien (Wennemuth et al., 2003) war kewdite deutlich erhohte Eakon-
zentration nach Stimulation des Rezeptors nachgewigorden. Diese kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die fiir viele Gewebe besahene Offnung von Ghlonenka-
nalen des endoplasmatischen Retikulums durch dasitdltrisphosphat zurtickgeftihrt

werden, was wiederum zu einem Einstrom voA"@men nach intrazellular fihrt.

Bei wiederholter Stimulation war die beschriebemalRion quantitativ schwacher aus-

gepragt. Dies belegt eine Desensibilisierung bétipier Stimulation.

Weiter zeigten im Rahmen der aktuellen Arbeit aegafte Westernblotstudien, dass
die an den BER gekoppelten Signaltransduktionswege zu einem dggtan Tyro-
sinphosphorylierungsmuster der Zellproteine vonit&taularzellen fihren. Im Serin-
und Threoninphosphorylierungsmuster konnte keinadikinin induzierte Anderung
nachgewiesen werden. Die ldentifikation der phosgleten Proteine und der zur
Phosphorylierung fuhrende Transduktioswege bleilgitesen Studien vorbehalten.
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5 Zusammenfassung

In der Literatur konnten alle Komponenten eineskfiomierenden Kallikrein-Kinin-

Systems im méannlichen Reproduktionstrakt nachgemiegerden. Die Expression der
einzelnen Komponenten hangt dabei vom Alter dese$iend vom Stadium der Sper-
matogenese ab. Dies lasst eine Beteiligung deskkati-Kininsystem an der Regulati-

on der Spermatogenese vermuten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den bereitsPeritubuléarzellen aus dem Testis
praepubertarer Ratten nachgewiesengiiR8zeptor pharmakologisch zu charakterisie-

ren und auf nachgeschaltete Signaltransduktionseegatersuchen.

Alle Versuche wurden an Peritubularzellen durchiefidie in Primarkultur aus den

Testis praepubertéarer Ratten isoliert wurden. Bei dersuchen zur Signaltransduktion
wurden die Zellen mit Bradykinin und geeigneten #olken stimuliert und anschlie-

Rend lysiert. Das Lysat wurde dann per ELISA, RiAvbWesternblot untersucht, um
Ruckschlisse auf die Signaltransduktionsmechanisieden zu kdnnen.

Die pharmakologische Charakterisierung erfolgtecduEinsatz von H] Bradykinin.
Adharente Peritubularzellen wurden mit ansteigent@terkonzentrationen inkubiert,
um die Sattigbarkeit zu demonstrieren und die Rezbjmdung zu charakterisieren. Die
pharmakologische Spezifitdt wurde durch Verdrangemgerimente mit den spezifi-
schen Antagonisten HOE140 bzw. Des-Arg-HOE140 nexsigsen.

Nach Stimulation des /R mit Bradykinin konnte eine dosisabhéngige sigatfit er-
hohte IB Konzentration gemessen werden. Der Gehalt detuBatérzellen an cAMP

und cGMP blieb hingegen unveréandert.

Mit Westernblotuntersuchungen wurden durch Bradykinduzierte Tyrosinphospho-
rylierungen im Bereich 100, 60, 40, 24, 22 und vdgkDa nachgewiesen. Das Serin-
und Threoninphosphorylierungsmuster zeigte dag&gere Anderung nach Stimulati-
on mit Bradykinin.

An pharmakologischen Parametern konnte eine DigBomskonstante Kvon 1,13nM
und eine maximale Rezeptorendichtg,Bvon 22,34fmol / mg Protein bestimmt wer-
den. Der ermittelte Hill Koeffizient war 0,97. Di@erte flr die mittlere
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Hemmkonzentration 1§ waren 7,9nM fur HOE 140 bzw. 302nM fur Des-Arg-
HOE140.

Die Form der ermittelten Sattigungskurve und degehirigen Scatchard Plot sowie der
bestimmte Hillkoeffizient von 0,97 sprechen dafdass die Bradykinin Bindung an
Peritubularzellen an einer spezifischen Bindungjssézfolgt. Durch den Einsatz spezi-

fischer Antagonisten konnte des Bezeptor als Bindungsstelle verifiziert werden.

Die ermittelten pharmakologischen Parameter dg® i Peritubularzellen der Ratte

waren mit den in der Literatur fir andere Geweblglipierten Werten vergleichbar.

Die Signaltransduktion des,BRezeptors in Peritubularzellen erfolgt unsereriénts
nach Uber eine Spaltung von Phosphatidyl inosifeleiphosphat in Diacylglycerol und
Inositoltriphosphat, welches wiederum zu einer &aring der intrazellularen Calcium-
Speicher filhrt. Die veranderte T&onzentration aktiviert dann verschieden Kinasen,
was sich in einem geanderten Phosphorylierungsmomderschlagt. Auch eine direk-

te Aktivierung von verschiedenen Kinasen durch @R scheint wahrscheinlich.

Pharmakologie, Signaltransduktion und physiologisBdeutung von Kininrezeptoren in Peritubular-

zellen des Rattenhodens



Abstract 90

6 Abstract

Previous studies have shown that all components fahctional Kallikrein-Kinin sys-

tem can be detected in the male reproductive tEagiression of these individual com-
ponents depends on the animal's age and the stapemnatogenesis. This may sug-
gest an involvement of the Kallikrein-Kinin systemthe regulation of spermatogene-

Sis.

Functional B receptors were detected in peritubular cells eftdstes of prepubescent
rats. The objective of this work was to pharmacwally characterize these,Bezep-

tors and to investigate their downstream signalsaction pathways.

All experiments were conducted using peritubulaliscéhat had been isolated in
primary culture from the testes of prepubescers. fiat the signal transduction experi-
ments the cells were first stimulated using bradiykiand suitable controls and then
subsequently lysed. The lysate was analyzed udih§/ RIA or western blots to gain

insights into the underlying signal transductiorchranisms.

The pharmacological characterization was carrigdusing radioactive®H] bradykinin.

Adherent peritubular cells were incubated withngsiracer concentrations to demon-
strate saturability and to characterize the regeptading. The pharmacological speci-
ficity was demonstrated using substitution expentsewith the specific antagonists
HOE140 and Des-Arg HOE 140, respectively.

Following stimulation of the BR with bradykinin, a dose dependent significantls- e
vated IR concentration was measured. In contrast, the corat®n of CAMP and
cGMP in peritubular cells was not affected.

Using western blots, we demonstrated bradykininied tyrosin phosphorylations in
the 100, 60, 40, 24, 22 kDa range and also belokid#® In contrast, no change was
seen in serin and threonin phosphorylation patteftes bradykinin stimulation.

As pharmacological parameters we determined a dasan constant Kof 1.13 and a
maximum receptor density,B« of 22,34fmol/mg protein. The Hill coefficient wasal-
culatedto be 0.97. The measurements for the menfibititor concentration 16
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yielded 7.9nM for HOE and 302 nM for Des-Arg-HOE 14€spectively.

The shape of the saturation curve, the correspgr8oatchard plot and the value found
for the Hill coefficient suggest that bradykinimis to peritubular cells at one specific
binding location. Using specific antagonists, weevable to identify the Breceptor as

this binding location.

The measured pharmacological parameters of tiie iB peritubular cells of the rat

were in excellent agreement with values publisindderature for other tissue types.

We conclude that the signal transduction of thedgeptor in peritubular rat cells in-
volves splitting Phosphatidyl inositol-4,5-diphogpd into Diacylglycerol and Inositol-
triphosphate which in turn leads to a depletionhef intracellular calcium storage. The
rising C&" concentration then activates various kinases, hwhésults in a modified

phosphorylation pattern. In addition, a direct\atipon of different kinases by,B ap-

pears probable.
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7 Abkiirzungsverzeichnis
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APS
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cAMP
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HPLC
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kDa
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LH
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MAPK
MRNA
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PAGE
PBS
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SDS
SERCA
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TEMED
TGFB
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10 Anhang

10.1 Veroffentlichungen im Rahmen der Dissertation

Teile der vorliegenden Dissertation wurden durcst@prasentationen oder Vortrage

auf folgenden Kongressen vorgestellt:

3rd European Congress of Andrology, Mlnster, 2004
38. Jahrestagung Physiologie und Pathologie der Rpflanzung, Zirich, 2005

4th Congress of the DFG-Graduate Seminar “Cell-Cellnteraction in Reproduc-
tion”, Giessen, 2005

In den entsprechenden Kongressbanden wurden fagebstracts publiziert:

Ihmels M., Schill W.B., Monsees T.K. 2004. Signatansduction of kinin receptors
in rat testis peritubular cells. Andrologia 36(4) 50 Po 151

Ihmels M., Schill W.B., Monsees T.K. 2005. Pharmadagy of kinin receptors in rat
testis peritubular cells. Sat asmv 147(2) 47-87

Ihmels M., Schill W.B., Monsees T.K. 2005. Pharmadogy and signaltransduction
of kinin — receptors in peritubular cells of rat testis. Andrologia 37:146.
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10.2 Eidesstattliche Erklarung

.Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich deliegende Arbeit selbststandig und
ohne unzuléssige Hilfe oder Benutzung anderer elsadgegebenen Hilfsmittel ange-
fertigt habe. Alle Textstellen, die wortlich odanrsgemal aus veroéffentlichten oder
nichtveroffentlichten Schriften entnommen sind, atlé Angaben, die auf mindlichen
Auskunften beruhen, sind als solche kenntlich gémdei den von mir durchgefihrten
und in der Dissertation erwahnten Untersuchungeme hah die Grundsatze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzdeg Justus-Liebig-Universitat Giel3en
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ aigdlegt sind, eingehalten. Ich
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbacimmittelbar geldwerte Leistungen
fur Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhangdam Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arkeiter im Inland noch um Ausland
in gleicher oder ahnlicher Form einer anderen RFuggbehdorde zum Zweck einer
Promotion oder eines anderen Priufungsverfahreneleggwurde. Alles aus anderen
Quellen und von anderen Personen ibernommene Blatas in der Arbeit verwendet
wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, e/aid solches kenntlich gemacht.
Insbesondere wurden alle Personen genannt, di&ktdae der Entstehung der
vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Mit der Ubdifamg meiner Arbeit durch eine
Plagiatserkennungssoftware bzw. ein internetbasieBoftwareprogramm erklare ich

mich einverstanden.”

Giessen, den 21.8.2012

Malte Ihmels
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