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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Eileiter
1.1.1 Die Morphologie des Eileiters

Der Eileiter (Tuba uterina, gr.: Salpinx) ist ein mit Schleimhaut ausgekleideter
Muskelschlauch, der das Ovar mit dem Uterus verbindet. Bei der Maus liegt er
intraperitoneal, angeheftet an eine Serosafalte, die Mesosalpinx, welche zusammen
mit dem Ligamentum ovarii proprium, dem Mesovarium und dem Eierstock die
Eierstocktasche, Bursa ovarica bildet. Der Eileiter kann makroskopisch in vier
verschiedene Segmente unterteilt werden, vom ovarnahen bis zum uterusnahen
Ende, in das Infundibulum, die Ampulla, den Isthmus und den Ubergang zum Uterus
(pars uterina bzw. intramuraler Teil).

Im Gegensatz zu den meisten anderen Spezies ist der Eileiter der Maus eng um sich
selbst gewunden (Wen & Chen 2004). Die Schichten der Wand sind in allen vier
Segmenten prinzipiell gleich aufgebaut; von innen nach auf3en: Tunica mucosa,
Tunica muscularis, gefal3fuhrende Tela subserosa und Tunica serosa. Die zwei
Hauptzelltypen des Epithels der Tunica mucosa sind zilientragende und
sekretorische Zellen. Zilientragende Zellen erzeugen einen Flussigkeitsstrom in
Richtung des Uterus, der unter anderem zur Aufnahme des Cumulus-Oozyten-
Komplexes in die Tuba uterina dient (Odor & Blandau 1973). Sekretorische Zellen
synthetisieren und sezernieren unter anderem Glykoproteine (Oliphant 1986) zur
Ernahrung des Embryos. Die Anzahl und das Verhaltnis der verschiedenen Zelltypen
zueinander sind sowohl spezies-, segment- als auch zyklusabhangig. Die Anzahl der
zilientragenden Zellen nimmt von Infundibulum in Richtung Uterus stark ab (Suarez
1987).

Die vier Segmente kdénnen bei der Maus wie folgt charakterisiert werden:

Das Infundibulum, der sogenannte Tubentrichter, dient der Aufnahme der Oozyte in
die Tuba uterina und ist eine Ausstllpung der inneren Eileiteroberflache (Wen &
Chen 2004). Das Infundibulum vieler anderer Spezies besitzt sogenannte
Eileiterfransen, oder Fimbrien, welche Ovar und Offnung des Ovidukts miteinander
verbinden. Das Epithel ist fast nur aus zilientragende Zellen aufgebaut, welche

essenziell fur die Aufnahme der Oozyte in den Eileiter sind (Odor & Blandau 1973).
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Das Infundibulum zeigt keine klar differenzierte Muskelschicht. Die hier vorhandenen
dunnen, elongierten Zellen enthalten kleine Myofilamentbindel und bilden ein
Netzwerk mit grollen Maschen, welche mit Bindegewebe geflllt sind (Faussone-
Pellegrini et al. 1990).

Die Ampulla ist der Ort der Befruchtung. Charakterisiert ist sie durch eine relativ
dunne, durchscheinende Muskelschicht und viele in das Lumen hineinreichende
Falten, welche in Richtung des Isthmus an Hohe verlieren. In der Muskulatur der
Ampulla sind ahnliche, irregular geformte Zellen wie im Infundibulum vorhanden
(Faussone-Pellegrini et al. 1990). In Richtung des Isthmus nimmt die Anzahl der
Myofilamentbindel zu und es bilden sich zwei Muskelschichten, eine innere zirkulare
und eine aulere longitudinale aus (Faussone-Pellegrini et al. 1990). Das Epithel
besteht fast nur aus zilientragende Zellen, deren Anteil in Richtung des Uterus
abnimmt.

Der Isthmus hat eine dickere Muskulatur, welche aus zwei Muskelschichten, einer
inneren zirkuldaren und eine &uleren longitudinalen besteht. Hier sind die
Muskelschichten eindeutig durch eine Bindegewebeschicht voneinander getrennt
(Faussone-Pellegrini et al. 1990). Die Morphologie der Zellen entspricht der von
klassischen glatten Muskelzellen (Faussone-Pellegrini et al. 1990). Es sind nur noch
vereinzelte, niedrigere Falten vorhanden. Zilientragende Zellen sind fast nur noch in
den Krypten zwischen den Falten zu finden, daflir hat der Anteil der sekretorischen
Zellen stark zugenommen (Noreikat 2009).

Im utero-tubaren Ubergang, welcher Eigenschaften eines Sphinkters besitzt, sind
dieselben Muskelschichten wie auch im Uterus vorhanden (Faussone-Pellegrini et al.
1990).

Bereits 1928 beschrieben Novak und Everett zyklusabhangige Veranderungen in der
Tuba uterina des Menschen und fiihrten sie auf die Wirkung von Ostrogen bzw.
Progesteron zurick (Novak & Everett 1928). Beim Menschen sind die maximale
Zellhdhe und die starkste Zilienbildung besonders in der Ampulla und dem
Infundibulum in der spaten follikularen Phase vorhanden (Verhage et al. 1979). In der
spaten lutealen Phase sind dagegen Atrophie und der Verlust von Zilien, besonders
im Infundibulum zu beobachten (Verhage et al. 1979). In der frGhen Follikelphase
kommt es dann wieder zu erneuter Zilienbildung und Zellhypertrophie (Verhage et al.
1979). Wahrend der Schwangerschaft und nach der Geburt ist eine noch starkere
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Atrophie und Deziliation als in der Lutealphase zu beobachten (Verhage et al. 1979).
In Explantaten des humanen Ovidukts konnte die Initierung der Deziliation mittels
Ostradiolgabe verhindert werden (Goldberg & Friedman 1995). Sekretorische Zellen
der Ampulla der Maus weisen besonders im Ostrus und Metdstrus viel sekretorische
Granula auf, welche hauptsachlich im Metéstrus mit der Plasmamembran
verschmelzen (Morita et al. 1997b). Im Isthmus dagegen kommt es hauptsachlich im
Prodstrus zur Exozytose (Morita et al. 1997b). Diese spezifische Regulation weist
darauf hin, dass die sekretorischen Produkte der Ampulla und des Isthmus
vermutlich unterschiedliche Funktionen haben (Morita et al. 1997b). So sind sie in
der Ampulla vermutlich wichtig fur die Fertilisation und die frihe embryonale
Entwicklung, im Isthmus dagegen fur die Kapazitation der Spermien (Morita et al.
1997b). Entsprechende Beobachtungen wurden auch in Proben der Ziege gemacht
(Abe et al. 1999). Zyklusabhangige Veranderungen der Mukosa wurden auch in
anderen Spezies, z.B. der Kuh (Abe & Oikawa 1993b; Yaniz et al. 2000), der Ziege
(Abe et al. 1993), dem Hund (Steinhauer et al. 2004) und dem Hamster (Abe &
Oikawa 1993a) beschrieben. Im Schwein sind die zyklusabhangigen Veranderungen
hauptsachlich in der Fimbrie und der Ampulla zu beobachten (Abe & Oikawa 1992).
Die Ergebnisse zu zyklusabhangigen Veranderungen des Epithels der Maus sind
widerspruchlich. So berichten Morita et al. (1997a) von starken zyklusabhangigen
Veranderungen des Epithels (Morita et al. 1997a), wohingegen Noreikat (2009) kaum
zyklusabhangige Veranderungen der relativen Anzahl der zilientragenden Zellen in
der Ampulla feststellen konnten (Noreikat 2009). Sie nehmen an, dass eine
komplexe Umstrukturierung der Mukosa aufgrund des sehr kurzen Sexualzyklusses
der Maus einen unverhaltnissmafRig groRen Aufwand darstellen wirde (Noreikat
2009). Auch in der Maus kommt es bereits in den ersten Tagen der Trachtigkeit zu
einem starken Ruckgang der zilientragenden Zellen der Ampulla (Noreikat 2009).

Unstrittig ist, dass die Muskulatur der Maus zyklusabhangigen Veranderungen
unterworfen ist (Faussone-Pellegrini & Bani 1990; Faussone-Pellegrini et al. 1991;
1995). Im Prodstrus und Ostrus sind vermehrt Myofilamente und dense-core Vesikel
vorhanden (Faussone-Pellegrini & Bani 1990). Im Ostrus fiihrt die Zunahme von
Organellen und kontraktilem Apparat zu einer ausgepragten Hypertrophie der Zellen,
besonders im Vergleich mit dem Zustand im Didstrus (Faussone-Pellegrini & Bani
1990). Kollagenfasern sind kaum vorhanden (Faussone-Pellegrini & Bani 1990). Im
Metostrus und Didstrus ist der kontraktile Apparat nur schwach ausgebildet und es
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sind nur wenige dense-core Vesikel, dafur aber Lysosomen und myelinahnliche
Korperchen zu finden (Faussone-Pellegrini & Bani 1990). Der interzellulare Raum ist
mit Kollagenfasern angeflllt (Faussone-Pellegrini & Bani 1990). Diese
Verdnderungen konnen den Zyklusstdnden mit hohen Ostrogenkonzentrationen
(Prodstrus, Ostrus) und denen mit einem Abfall der Ostrogenkonzentrationen und
gleichzeitig geringer Progesteronkonzentrationen zugeordnet werden. Wahrend der
Trachtigkeit und nach der Geburt kommt es zu starken Veranderungen der Anzahl
von Zellorganellen, wie z.B. Mitochondrien, Caveolae, glattem endoplasmatischem
Retikulum und Golgi-Apparat sowie dem interstitiellem Bindegewebe (Faussone-
Pellegrini et al. 1991; 1995).

All diese zyklischen Veranderungen von Muskulatur und Epithel des Eileiters sind auf
die veranderten physiologischen Anforderungen im Laufe des Zykluses und der

Trachtigkeit zurickzuflhren.

1.1.2 Innervation der Tuba uterina

Studien zur Innervation der Tuba uterina wurden an verschiedenen Spezies,
hauptsachlich Rind, Schwein und Mensch durchgefuhrt. Die Innervation der Tuba
uterina der Maus wurde dagegen bisher nicht naher untersucht. Mittels
Tracingexperimenten konnte gezeigt werden, dass die efferente Innervation der Tuba
uterina des Schweines hauptsachlich Gber hypogastrische Nerven aus dem Ganglion
mesentericum  inferius, dem Ganglion ovaricum und dem Ganglion
coeliacomesentericum entspringt (Owman & Sjoberg 1966; Czaja et al. 2001a).
Zusatzlich entspringen kurze adrenerge Nerven aus parazervikalen Ganglien
(Owman & Sjoberg 1966; Czaja et al. 2001a). Afferente Neurone liegen in den
Spinalganglien T10-L3, im Schwein hauptsachlich in den Ganglien T13-15 (Czaja
2000). Die grofdte Subpopulation dieser Nervenzellen enthalt Substanz P (SP) und
Calcitonin gene-related Peptid (CGRP; Czaja 2000). Generell weist die Tuba uterina
eine dichte adrenerge Innervation der Muskulatur und der BlutgefalRe auf. Am
dichtesten ist diese Innervation im Isthmus und nimmt Richtung Infundibulum stark
ab (als Zusammenfassung siehe Owman und Stjernquist 1988). Im Isthmus sind die
adrenergen Fasern hauptsachlich in der Muskulatur zu finden, wohingegen sie in der
Ampulla und Fimbrie eher assoziiert mit Blutgefalien vorkommen (Owman & Sjoberg
1966; Owman & Stjernquist 1988). Czaja et al. konnten 2001 mittels retrogradem

Tracing zeigen, dass 78,6% der aus parazervikalen Ganglien entspringenden
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Nervenfasern zum Isthmus und nur 21,4% zur Ampulla ziehen (Czaja et al. 2001b).
70% der aus den Parazervikalganglien entspringenden Axone sind noradrenerg,
wobei die nicht-noradrenergen Axone meist die Neuropeptide CGRP und/oder SP
enthalten (Czaja et al. 2001b). Die cholinerge Innervation ist im Vergleich zur
adrenergen schwacher ausgepragt. Auch sie ist haufiger im Isthmus und assoziiert
mit Blutgefallen anzutreffen (Kraus et al. 1991; Czaja et al. 1993).

Wie z.B. Lakomy et al. (1994) fur das Rind beschreiben, laufen die meisten Nerven
peri- und paravaskular in der Subserosa und in der Mesosalpinx. Viele Nerven laufen
entlang der Langsachse der Tuba uterina und senden kleinere Verzweigungen aus,
welche eine Art Netz um die Wand der Tuba uterina bilden. Seltener sind
Nervenfasern unterhalb des Epithels und in der Muskularis anzutreffen.

In verschiedenen Studien wurden verschiedene Neuropeptide, mit leichten
speziesabhangigen Unterschieden im Vorkommen, unter anderem in der Tuba
uterina von Rind (Lakomy et al. 1994, Majewski et al. 1995), Schwein (Majewski et
al. 1995), Ratte (Papka et al. 1985) und Mensch (Reinecke et al. 1989, Happdla et al.
1991) nachgewiesen. Es wurde unter anderem die Anwesenheit der Neuropeptide
Neuropeptid Tyrosin (NPY), SP, Vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP), CGRP,
Neurotensin (NT) und Somatostatin (ST) untersucht. NPY-positive Nervenfasern
kommen in allen Spezies vor. Im Rind und der Ratte ist eine malige Zahl in der
inneren zirkularen Muskelschicht, um Arterien und Venen und subepithelial zu finden
(Lakomy et al. 1994; Papka et al. 1985). Im Gegensatz dazu wurde eine dichte NPY -
positive Innervation im Ovidukt von Mensch und Schwein gefunden (Reinecke et
al.1989; Happola et al. 1991). SP-positive Nervenfasern bilden um die Tuba uterina
der Ratte ein dichtes Geflecht (Papka et al. 1985), sind im Rind aber eher selten
anzutreffen (Lakomy et al. 1994). VIP-positive Nervenfasern sind in den meisten
Spezies selten (Lakomy et al. 1994; Majewski et al. 1995; Papka et al. 1985). Die
Berichte Uber ihr Vorkommen im Menschen sind allerdings widerspruchlich (Owman
& Stjernquist 1988; Reinecke et al. 1989).
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Im Folgenden werden die Charakteristika der flr diese Arbeit verwendeten

neuronalen Marker, Neurotransmitter und Neuropeptide kurz zusammengefasst:

Die Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 (UCH-L1) wird auch als Protein gene
product 9.5 (PGP 9.5) bezeichnet und ist ein panneuronaler Marker. PGP 9.5 kommt

in allen Neuronen (Doran et al. 1983) und Zellen des neuroendokrinen Systems
(Thompson et al. 1983) und deren Tumoren (Rode et al. 1985) vor. Es wird hier als

Marker fur Nervenzellen im Allgemeinen verwendet.

Die Tyrosinhydroxylase (TH) dient als Marker fur katecholaminhaltige Nervenfasern.

Sie katalysiert den ersten Schritt der Katecholaminebiosynthese und wandelt dabei
die Aminosaure L-Tyrosin in L-Dopa (Dihydroxyphenylalanin) um (Nagatsu et al.
1964). Zu den Katecholaminen gehdren unter anderem Adrenalin, Noradrenalin und
Dopamin. Noradrenalin dient als Neurotransmitter postganglionarer, sympathischer
Neurone (Von Euler 1946) und gemeinsam mit Adrenalin als Hormon, welches vom
Nebennierenmark gebildet wird (Holton 1949; Von Euler & Hamberg 1949).

Neuropeptide:

Neuropeptid Tyrosin (NPY) ist ein 36 Aminosauren langes Peptid (Tatemoto et al.

1982), welches durch Spaltung aus einem Prakursor, dem sogenannten PraproNPY,
hervorgeht (Minth et al. 1984). Die NPY-Rezeptoren gehdéren zu den G-Protein
gekoppelten Rezeptoren. Mittlerweile wurden 6 verschieden NPY Rezeptoren Y1-y6
beschrieben (Michel et al. 1998), wobei NPY y6 bisher nur geklont wurde, ein
funktioneller y6-Rezeptor konnte dagegen bisher nicht nachgewiesen werden (Michel
et al. 1998). NPY kann viele verschiedene Funktionen im zentralen und peripheren
Nervensystem ausUben, es ist unter anderem wichtig fur das Essverhalten (als

Zusammenfassung siehe z.B. Silva et al. 2002).

Das Calcitonin gene-related peptide (CGRP) kommt in zwei Varianten vor. Das 37

Aminosauren lange aCGRP entsteht durch alternatives Splicen von Transkripten des
Calcitonin-Gens (Amara et al. 1982). Die zweite Form, BCGRP, wird von einem
anderen Gen ohne ein fur Calcitonin kodierendes Exon kodiert (Amara et al. 1985).
Beide Peptide konnen an einen Rezeptorkomplex aus dem ,calcitonin receptor like

receptor* (CRLR) und dem ,receptor activity modifying protein 1“ (RAMP1;
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(McLatchie et al. 1998; Buhimann et al. 1999) binden. CGRP kommt in sensorischen
Neuronen vor (Rosenfeld et al. 1983) und wirkt unter anderem als Vasodilator (Brain
et al. 1985).

Substanz P (SP) ist ein elf Aminosauren langes Neuropeptid. Es gehort zur Familie

der Neurokinine (friher Tachykinine) und entsteht durch alternatives Splicen aus o-
und B-Praprotachykinin (Nawa et al. 1984). SP bindet an den Neurokinin 1 Rezeptor
(NK1R), welcher zu der Tachykininrezeptor-Subfamilie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) gehort. Es kommt haufig zusammen mit CGRP (Wiesenfeld-
Hallin et al. 1984) in nozizeptiven Neuronen vor (Hokfelt et al. 1975) und ist

aulRerdem in entzlindliche Prozesse involviert (Bozic et al. 1996).

Das vasoaktive intestinale Peptid (VIP) besteht aus 28 Aminosauren und entsteht bei

der Spaltung des Prakursors PraproVIP (ltoh et al. 1983). Es kommt hauptsachlich
im Darm vor und wirkt als Neurotransmitter im zentralen und peripheren
Nervensystem. VIP bindet an die VIP-Rezeptoren 1 (VPAC1) und 2 (VPAC2), welche
zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Familie der Sekretin-ahnlichen GPCR
gehdren. Daruber vermittelt VIP Vasodilatation, Relaxation glatter Muskulatur, exo-
und endokrine Sekretion, Wasser und lonenaustausch, z.B. in der Lunge und dem
Darm (zitiert nach Ballesta et al. 1985).

Das Neurofilament light (NF-L) gehort zu Familie der Typ IV Intermediarfilamente.

Diese sind Bestandteile des Zytoskeletts von Neuronen. Sie bestimmen den
Durchmesser des Axons und sind hauptsachlich in myelinisierten Axonen mit einem
grollen Durchmesser (> 5 um), wie z.B. in peripheren Motoneuronen zu finden.
Neurofilamente bestehen aus drei Untereinheiten, welche nach ihrem
Molekulargewicht in NF-L (light, 68-70 kDa), NF-M (middle, 145-160 kDa) und NF-H
(heavy, 200-220 kDa) unterschieden werden. Diese Untereinheiten lagern sich zu 10

nm langen Filamenten zusammen (als Zusammenfassung Lee & Cleveland 1996).



Einleitung

1.1.3 Funktion der Tuba uterina

Die Tuba uterina ist fur eine problemlose Befruchtung und eine gesunde Entwicklung
des Embryos von groRer Bedeutung. Sie dient nicht nur dem Transport der Oozyte
und der Spermien zum Ort der Befruchtung bzw. des Embryos zum Uterus, sondern
stellt aulderdem ein geeignetes Umfeld sowohl fiir die Befruchtung, als auch fir die
ersten Tage der Entwicklung des Embryos zur Verfigung. AulRerdem findet hier die
Selektion gesunder, kraftig schlagender Spermien fur die Befruchtung statt. Nach
Erreichen der Tuba uterina binden viele Spermien im sogenannten
Spermienreservoir an zilientragende Zellen des Epithels; dort wird auch nach der
Ovulation die Kapazitation und Hyperaktivierung der Spermien durchgefihrt. In
verschiedenen Spezies wurde gezeigt, dass ein kurzes Segment im distal zum
uterotubaren Ubergang gelegenen Isthmus als Spermienreservoir dient
(Yanagimachi & Chang 1963; Harper 1973; Hunter & Nichol 1983; Suarez 1987;
Suarez et al. 1991). Dieses Reservoir stellt sicher, dass zum Zeitpunkt der Ovulation
Spermien im Eileiter vorhanden sind, dass diese wahrend der Lagerung fertil bleiben
(Smith & Yanagimachi 1990; Pollard et al. 1991; Smith & Yanagimachi 1991) und es
verhindert auRerdem durch kontrollierte Freisetzung der Spermien Polyspermie
(Hunter 1973; Hunter & Nichol 1988). Die Spermien binden mit der akrosomalen
Region an zilientragende Zellen des Ovidukts (Suarez 1987; Suarez et al. 1991).
Diese gebundenen Spermien zeigen im Vergleich zur unselektierten
Spermienpopulation und zu der nicht-gebundenen Spermienfraktion sowohl eine
Uberlegene Fahigkeit, an die Zona pellucida der Oozyte zu binden, als auch eine
héhere Fertilisationskompetenz (Gualtieri & Talevi 2003). Aufgrund ihrer veranderten
Eigenschaften ist die Bindungskapazitat von als Monolayern kultivierten oviduktalen
Epithelzellen wesentlich niedriger als die von Eileiterexplanten (Sostaric et al. 2008).
Die Bindungskapazitat von Eileiterexplanten wiederum ist praovulatorisch wesentlich
héher als nach der Ovulation (Sostaric et al. 2008). Aufgrund eines Ovulation-
assoziierten Signals werden die Spermien hyperaktiviert und kénnen das
Spermienreservoir verlassen. Nur hyperaktivierte Spermien sind dazu fahig (Demott
& Suarez 1992) und kénnen spater die Cumulusmatrix und die Zona pellucida der
Oozyte durchdringen (Stauss et al. 1995). Dieses Ovulations-assoziierte Signal
beruht eventuell auf sulfatierten Glycoconjugaten, wie z.B. Heparin-ahnlichen
Glucosaminglycanen, welche um den Zeitpunkt der Ovulation herum in der

Eileiterflissigkeit in ihrer hochsten Konzentration vorkommen (Parrish et al. 1989a;
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1989b; Talevi & Gualtieri 2001). Durch diese Mechanismen soll sichergestellt
werden, dass nur gesunde Spermien die Oozyte erreichen, so kdnnen z.B.
Spermatozoen mit fragmentierter DNA aussortiert werden (Ellington et al. 1999;
Ardon et al. 2008; Hourcade et al. 2010). AuRerdem verbessert Kokultur mit Zellen
des Ovidukts die Qualitat von Embryonen, z.B. wurden weniger Fragmentierung der
Blastozysten (Bongso et al. 1989), eine verbesserte Blastomerbildung (Yeung et al.
1992) und eine hohere Anzahl von Zellkernen je Blastozyste beobachtet (Vlad et al.
1996). Klinische Studien zeigen eine verbesserte Embryonenqualitat oder
Schwangerschafts- bzw. Implantationsrate sowohl bei Kokultur mit humanen (Yeung
et al. 1996) als auch bovinen Eileiterepithelzellen (BOEC) (Wiemer et al. 1993;
Ellington et al. 1999). Dies wird darauf zurtuckgefuhrt, dass die biochemische
Kommunikation zwischen Embryo und Ovidukt zu einer problemlosen Entwicklung
des Embryos beitragt. Aufgrund von hohem Aufwand und Kosten wird dieses
Verfahren allerdings nur bei einer besonders schlechten Prognose des Paares
eingesetzt (Wiemer et al. 1998).

Generell hat die Anwesenheit von Spermien bzw. eines Embryos eine
modulatorische Wirkung auf das Proteom (Ellington et al. 1993; Georgiou et al. 2005)
bzw. die Genexpression des Ovidukts (Fazeli et al. 2004; Georgiou et al. 2007).

1.1.3.1 Tubarer Transport

Der tubare Transport ist ein Zusammenspiel von Muskelkontraktionen und Aktivitat
der Zilien. Bisher ist unklar, welcher dieser Faktoren essenziell fur die Funktion der
Tuba uterina ist. So konnten Halbert et al. bereits 1976 zeigen, dass eine Blockade
der Muskelkontraktionen mittels des B-Rezeptor Agonisten Isoproterenol zwar die
sonst typischen Hin- und Herbewegungen der Oozyte in der Tuba uterina stoppt, die
Oozyte den Ort der Fertilisation aber trotzdem in einer normalen Zeitspanne erreicht
(Halbert et al. 1976). Halbert schloss daraus, dass die Aktivitat der Zilien fir den
geordneten Transport des Embryos zum Uterus wichtiger ist als die Aktivitat der
Muskulatur. Aulier B-Agonisten wie Isoproterenol haben auch a-Agonisten wie
Noradrenalin, aber auch cholinerge Agonisten wie ACh Einfluss auf die Kontraktilitat
der Tuba uterina (Samuelson & Sjostrand 1986). Sie wirken allerdings im Gegensatz
zu B-Agonisten stimulierend (Samuelson & Sjostrand 1986). Trotz des bereits
beschriebenen Einflusses der adrenergen Innervation auf die Kontraktilitdt der Tube

scheint sie weder einen Einfluss auf die Fertilitat im Allgemeinen noch auf den
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Transport des Embryos zu haben (Johns et al. 1974; Johns et al. 1975; Eddy &
Pauerstein 1980). Allerdings kann die Gabe des -Agonisten Isoproterenol die durch
eine Endocannabinoidrezeptor 1 (CB1)-Defizienz hervorgerufene Retention des
Embryos im Ovidukt aufheben (Wang et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass
die Kontraktilitat zyklusabhangigen Veranderungen unterworfen ist (Lindblom et al.
1980). Der Transport wird also von ovariellen Hormonen, wie Ostrogen und
Progesteron (Meiri et al. 1978; Lindblom et al. 1980; Croxatto 2002), aber auch
systemischen Hormonen, wie Prostaglandinen (Lindblom et al. 1978; Wanggren et
al. 2006; Wanggren et al. 2008) und Signalmolekullen der Eizelle (Ortiz et al. 1986)
bzw. des Embryo selbst (Ortiz et al. 1989; Velasquez et al. 1995) gesteuert. Auch die
Zilienschlagfrequenz wird von Hormonen, wie z. B. Progesteron (Mahmood et al.
1998; Paltieli et al. 2000) beeinflusst. Progesteron fuhrt zu einer Reduktion der
Zilienschlagfrequenz (Mahmood et al. 1998; Paltieli et al. 2000) wohingegen
Follikelflissigkeit die Zilienschlagfrequenz steigert (Lyons et al. 2006). McComb et al.
konnten zeigen, dass die korrekte Schlagrichtung der Zilien wichtig flr den
problemlosen Transport des Embryos ist. Sie zeigten dies, indem sie bei Kaninchen
ein Stuck Ampulla enthahmen und verkehrt herum wieder einsetzten. Nach dieser
Veranderung kam es nur in Ausnahmefallen zu einer Trachtigkeit (McComb et al.
1980). Der durch die in Richtung Ovar schlagenden Zilien hervorgerufene
Flussigkeitsstrom konnte also nicht iberwunden werden (McComb et al. 1980). Die
Wichtigkeit der ziliaren Aktivitat fir den problemlosen Transport des Embryos und
damit auch fur die erfolgreiche Implantation im Uterus zeigt sich auch dadurch, dass
bei Frauen mit tubaren Graviditaten eine starke Deziliation der Mukosa beobachtet
wurde (Vasquez et al. 1983). Andererseits konnen Frauen mit dem Kartagener
Syndrom, welches unter anderem zu immotilen Zilien sowohl im Respirations- als
auch im Reproduktionstrakt fuhrt, fertil sein (Afzelius et al. 1978; McComb et al.
1986). Dies spricht wiederum gegen eine notwendige Rolle der Zilien beim
Embryotransport. Popescu et al. konnten 2005 im Eileiter, ahnlich wie im Darm,
oviduktale, interstitiellen Cajalzellen ahnliche Zellen (interstitial Cajal-like cells, ICLC=
Telocyte; Popescu und Faussone-Pellegrini 2010) nachweisen (Popescu et al. 2005;
2007). Im Darm dienen Cajal-Zellen (ICC) als Schrittmacherzellen der Peristaltik
(Barajas-Lopez et al. 1989; Ward et al. 1994). Neuere Erkenntnisse deuten darauf
hin, dass diese ICLCs auch fur die Peristaltik des Eileiters verantwortlich sein

konnten (Dixon et al. 2009). Diese Zellen bilden, assoziiert mit glatten Muskelzellen,
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ein enges Netzwerk um die Tuba uterina (Popescu et al. 2005; 2007; Dixon et al.
2009). Mittels eines neutralisierenden Antikorpers gegen den Biomarker fur ICCs (c-
KIT; Ward et al. 1994) konnten die Kontraktionen der Tuba uterina gestoppt werden
(Dixon et al. 2009). Die von diesen Zellen generierten langsamen elektrischen
Wellen sind abhangig von intra- und extrazellularem Ca?" (Dixon et al. 2011a),
genauer gesagt von Ca?'-aktivierten Chlorid-Kanalen (Anoctamin 1, Tmem16a;
Dixon et al. 2011b). AufRerdem exprimieren diese Zellen Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren (Cretoiu et al. 2009). Im Magen konnte gezeigt werden, dass
die von ICCs erzeugten langsamen elektrischen Wellen Uber den muskarinischen
Rezeptor M3 reguliert werden (Kim et al. 2003). Diese neuen Erkenntnisse kdnnten
eventuell eine Erklarung fur die Regulation der Kontraktilitat der Tuba uterina

darstellen.

1.1.3.2 Funktionstdrungen des tubaren Transports

Etwa 1-2 % aller Schwangerschaften entwickeln sich aufl3erhalb des Uterus (CDC
MMWR  1995; Boufous et al. 2001), davon sind etwa 98%
Eileiterschwangerschaften, wobei es in etwa 70% der Falle zu einer Einnistung des
Embryos in der Ampulla kommt (Bouyer et al. 2002). Auch heutzutage sterben noch
Frauen an den Folgen einer Eileiterschwangerschaft, zwischen 2003 und 2005 in
GrolRbritannien z.B. etwa 0,35 von 1000 betroffenen Frauen (Lewis 2007). Als
Risikofaktoren fur extrauterine Graviditaten sind z.B. Verletzung der Tube aufgrund
von Operationen oder Infektionen (z.B. Chlamydia trachomatis), Rauchen und in vitro
Fertilisation bekannt. Diese Faktoren beeintrachtigen entweder den Transport in der
Tube und/oder flUhren zu einer frihzeitigen Implantation durch eine ungunstige
Veranderung des Milieus der Tuba uterina. Bei Shaw et al. (2010) sind die
Forschungsergebnisse zu den verschiedenen Risikofaktoren ausfuhrlich
zusammengefasst (Shaw et al. 2010). Eine Infektion mit Chlamydien fihrt im Ovidukt
der Maus z.B. zu einem Verlust der ICLC Schrittmacherzellen (Dixon et al. 2009).
AuRerdem ist seit langem bekannt, dass Rauchen einen negativen Einfluss auf
sowohl die weibliche als auch die mannliche Reproduktionsfahigkeit hat. Bei Frauen
fuhrt es unter anderem zu einer veranderten Steroidsynthese, Follikulogenese,
Embryoentwicklung, Embryotransport, Implantation und Plazentation (als
Zusammenfassung siehe z.B. Dechanet et al. 2011). Direkt messbare Effekte auf die

Funktion der Tuba uterina zeigen sich z.B. bei Messungen der Oozyten-
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Aufnahmerate, Zilienschlagfrequenz und Kontraktilitat. Viele Studien beschaftigen
sich mit der Wirkung von Zigarettenrauch an sich auf die Funktion der Tuba uterina.
So konnte gezeigt werden, dass Haupt- und Nebenstromrauch sowohl auf die
Oozyten-Aufnahmerate, die Zilienschlagfrequenz und auch auf die Kontraktilitat
inhibierend wirkt (Knoll et al. 1995; Gieseke & Talbot 2005; Riveles et al. 2007). Eine
Aufschlusselung nach verschiedenen Giftstoffen zeigt z.B., dass sowohl Pyrazine
(Riveles et al. 2004) als auch Phenole (Riveles et al. 2005) eine inhibierende
Wirkung auf diese drei Bioassays haben. Auch Nikotin hat negative Effekte auf die
Reproduktion im Allgemeinen und auf die Funktion der Tuba uterina im Besonderen.
So konnte gezeigt werden, dass Nikotin, vermutlich aufgrund einer verspateten
Progesteronsekretion, die Eizellteilung, den Eintritt des Embryos in den Uterus, die
Blastozystenbildung und die Implantation des Embryos verzégert (Yoshinaga et al.
1979). AuBerdem beeinflusst Nikotin die Kontraktilitat der Tuba uterina des
Rhesusaffen (Neri & Marcus 1972) und reduziert in der Ratte den Blutfluss in der
Tuba uterina und die Proliferation des Embryos (Mitchell & Hammer 1985).
Nikotinlevel, welche tatsachlich einen physiologischen Effekt haben kdnnten, wurden
z.B. in der Uterusflissigkeit (McLachlan et al. 1976), dem zervikalen Mukus (McCann
et al. 1992) und der Follikelflussigkeit (Weiss & Eckert 1989) von Raucherinnen
gemessen. Kurzlich wurde der Einfluss des Nikotinmetaboliten Cotinin Uber die
NAChR Untereinheit a7 auf die Expression des Prokinektinrezeptors 1 (PROKR1) in
der Tuba uterina beschrieben (Shaw et al. 2010). Prokinektinen (PROK) wird eine
Beteiligung an der Regulation der Angiogenese, der Kontraktilitat glatter
Muskelzellen und an der Regulation der Implantation zugesprochen (Maldonado-
Perez et al. 2007). In Proben von Frauen mit ektopischen Schwangerschaften wurde
eine Reduktion von PROKR-Transkripten im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen
festgestellt (Shaw et al. 2010).
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1.2 Neuronales und non-neuronales cholinerges System
Acetylcholin (ACh) ist ein weitverbreiteter Neurotransmitter des zentralen und

peripheren Nervensystems. Es dient unter anderem als Transmitter an
neuromuskularen Endplatten, peripheren Ganglien und im Parasympathikus. ACh ist
evolutionar gesehen aber wesentlich alter als die Entwicklung des Nervensystems
(Wessler et al. 1999). Es wurde in Bakterien, Pflanzen, Protozoen und Pilzen
nachgewiesen (als Zusammenfassung z.B.: Rama Sastry und Sadavongvivad,
1979). Auch in hdéheren Organismen wurde ACh in non-neuronalem Gewebe
detektiert, z.B. in Cornea (Williams & Cooper 1965), Plazenta (Comline 1946; Rama
Sastry & Sadavongvivad 1979), Atemwegen (als Zusammenfassung: Wessler und
Kirkpatrick 2001), Endothelium (Furchgott & Zawadzki 1980; Parnavelas et al. 1985),
Immunzellen (Fuji et al. 1996; 1998) und Urothel (Chess-Williams 2002). Abgesehen
von der Plazenta wurde das non-neuronale cholinerge System auch in anderen
Organen des Reproduktionstrakts, z.B. im Ovar (Mayerhofer et al. 2003),
Spermatozoen (Bishop et al. 1976) und im Ovidukt des Schweins (Steffl et al. 2006)
nachgewiesen. Die sogenannte ,non-neuronale“ Funktion von ACh wurde erstmals
1963 von Whittaker et al. angenommen (Whittaker et al. 1963). Durchsetzen konnte
sich dieses Konzept aber erst Ende des 20. Jahrhunderts mit den Arbeiten von
Grando (Grando 1997), Wessler und Kirkpatrick (Klapproth et al. 1997; Wessler et al.
1998; 1999) und Kawashima (Fujii et al. 1996; 1998; Kawashima et al. 1998). Im
non-neuronalen Gewebe dient ACh als para- und autokrines Signalmolekul. Es
reguliert viele grundlegende Zellfunktionen, wie z.B. Mitose, Zelldifferenzierung,
Organisation des Zytoskeletts, Zell-Zell Kontakte, Zilienschlag, Sekretion und

Immunfunktionen (Wessler et al. 1998).

1.2.1 Synthese, Speicherung und Freisetzung von ACh in einem

cholinergen Neuron

Der hochaffine Cholinetransporter 1 (CHT1) transportiert Cholin an den
Nervenendigungen ins Cytoplasma (Okuda & Haga 2000), dort wird es von dem
Syntheseenzym Cholinacetyltransferase (ChAT) mittels AcetylCoA zu ACh und
Coenzym A azetyliert (Nachmansohn & Machado 1943). Daraufhin transportiert der
vesikulare Acetylcholintransporter (VAChT) ACh in die synaptischen Vesikel
(Anderson et al. 1983; Erickson et al. 1994). Diese Vesikel fusionieren nach

Nervstimulation und Calcium-Eintritt in die Nervenendigung mit der Zellmembran und
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entlassen ihren Inhalt in den synaptischen Spalt. Fernandez-Busnadiego et al.
konnten diesen lange bekannten Mechanismus erstmals 2010 mittels
Cryoelektronentomographie sichtbar machen (Fernandez-Busnadiego et al. 2010).
Diese Exozytose fuhrt zu einer genau synchronisierten Freisetzung grof3er Mengen
Transmitter. Auf der Zielzelle interagiert ACh dann mit nikotinischen (nAChR) oder
muskarinischen (MR) ACh-Rezeptoren. Beide Rezeptortypen werden in spateren
Abschnitten genauer besprochen. Die durch die Bindung des Transmitters an die
Rezeptoren ausgeloste Reaktion wird von der Acetylcholinesterase (AChE)
terminiert, indem ACh in Cholin und Acetat hydrolisiert wird. Das Cholin wird
daraufhin wieder von CHT1 in die Nervenendigung transportiert. Die Aufnahme von
Cholin in die Zelle ist der geschwindigkeitsbegrenzende Schritt dieses Kreislaufs
(Haga & Noda 1973). Inaktives CHT1 ist auf Vesikeln lokalisiert, durch Verschmelzen
dieser Vesikel mit der Zellmembran wird weiteres CHT1 zum Transport von Cholin in
die Zelle zur Verfligung gestellt (Ribeiro et al. 2003). Uber diesen Prozess kann die

Aufnahme von Cholin in die Zelle reguliert werden (Taylor & Brown 2006).

1.2.2 Unterschiede zwischen dem neuronalen und non-neuronalen

cholinergen System

Da das neuronale System evolutionar gesehen aus dem non-neuronalen System
entstanden ist, sind im non-neuronalen System weniger spezialisierte, langsamere
und zueinander redundante Systeme vorhanden. So gibt es zu allen bereits im
obigen Abschnitt beschriebenen Schritten alternative Enzyme und Transporter,
welche in verschiedenen Organen in verschiedenen Kombinationen vorkommen
konnen. Im Folgenden werden die moglichen Alternativen zusammengefasst. Auch
die Annahme, dass ChAT, VAChT und CHT1 exklusiv in neuronalem Gewebe
anzutreffen sind, ist widerlegt. So ist mittlerweile bekannt, das CHT1 auch in non-
neuronalen Zellen, wie z.B. Keratinozyten (Haberberger et al. 2002), zilientragenden
Zellen der Trachea (Pfeil et al. 2003) und Arterien (Lips et al. 2003) vorhanden ist.
Auch VAChT kommt nicht nur in der Synapse, sondern auch in non-neuronalen
Zellen, wie z.B. Neuroendokrinen Zellen (Adriaensen et al. 2003; Song et al. 2003a;
2003b) und sekretorischen Zellen der Trachea (Lips et al. 2005) vor. Generell
dominieren aber in non-neuronalen Zellen Freisetzungsmechanismen, welche nicht

wie bei der Exozytose schnell groe Mengen an Transmitter, sondern langsam und
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kontinuierlich kleinere Mengen an ACh freisetzen. Dies geschieht z.B. mittels
organischer Kationentransporter (OCT1-3, Mitglieder der Solute Carrier Familie 22),
welche abhangig von Substratkonzentration und elektrischem Potenzial
verschiedene organische Kationen in beide Richtungen Uber die Plasmamembran
transportieren kdnnen (Koepsell et al. 2003). Erstmals gezeigt wurde dies flir ACh in
der Plazenta (Wessler et al. 2001). Indem Xenopus Oozyten mit humanen bzw.
Ratten OCTs transfiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass OCT1 und 2, aber
nicht 3 zum Transport von ACh in der Lage sind (Lips et al. 2005). Aulder den OCTs
sind auch andere niedrig affine Cholinaufnahmesysteme, wie die Choline Transporter
like Transporter (CTL, Mitglieder der Solute Carrier Familie 44) vorhanden. Niedrig
affine Cholinaufnahmesysteme gibt es in allen Geweben (Taylor & Brown 2006). Ein
weiterer, allerdings umstrittener, Freisetzungsmechanismus ist der Uber das
sogenannte Mediatophor, ein Proteolipid, welches ursprunglich in der
Plasmamembran des elektrischen Organs des Zitterrochens entdeckt wurde (Israel
et al. 1986). Dieses Proteolipid soll eventuell Uber Bildung einer Fusionspore
zwischen Vesikel und Plasmamembran ACh aus der Zelle transportieren (Morel
2003). Das Saugerhomolog dieses Proteolipids gehdrt zu der vakuolaren H*-ATPase
(V-ATPase, V, Untereinheit c). Non-neuronale Zellen, welche mit ChAT und
Mediatophor kotransfiziert werden, sind in der Lage, ACh Uber die Plasmamembran
zu transportieren (Morel 2003). Die ChAT hat eine hohe Spezifitat flr sein eines
Substrat, das Cholin, kann aber verschiedene Substrate als Acylgruppendonor
verwenden, unter Anderem Propionyl-CoA und Butyryl-CoA (Rossier 1977). Es
konnen aufder ACh also auch andere Cholinderivate gebildet werden, welche mit
einer gewissen Affinitat an die verschiedenen Rezeptoren binden kénnen. ACh kann
aulBer von ChAT auch von der eher ubiquitar vorkommenden Carnitintransferase
(CarAT) synthetisiert werden (White & Wu 1973; Tucek 1982). Die zwei Formen von
Cholinesterasen werden hauptsachlich nach ihrer Substratspezifitat unterschieden
(Augustinsson & Nachmansohn 1949). AChE hydrolysiert ACh mit der hdchsten
Substrat-Umsetzungsrate, die bisher in einem biologischen System gemessen wurde
(Augustinsson & Nachmansohn 1949). Butyrylcholine oder andere Cholinderivate mit
einer grolReren Acylgruppe werden dagegen sehr langsam hydrolysiert
(Augustinsson & Nachmansohn 1949). AChE kommt haupsachlich in cholinergen
Nervenfasern und Synapsen vor, aul3erdem ist es auch in non-neuronalen Zellen,

wie z.B. Fibroblasten, den nicht innervierten Teilen der Skelettmuskulatur (Rama
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Sastry & Sadavongvivad 1979) und Erythrozyten (Alles & Hawes 1940) vorhanden.
Auch die Butyrylcholinesterase (BChE) kann ACh spalten. BChE wird hauptsachlich
in der Leber synthetisiert und kommt im Blutplasma aber auch in fast allen anderen
Geweben, z.B. der Lunge und der glatten Muskulatur vor (Small et al. 1990; Adler et
al. 1991; Norel et al. 1993). Diese ubiquitare Prasenz von Cholinesterasen fuhrt zu

einer lokalen Begrenzung der Wirkung von non-neuronalem ACh.

1.2.3 Acetylcholinrezeptoren

Auf der Zielzelle bindet ACh entweder an ionotrope nikotinische (nAChR) oder G-
Protein gekoppelte metabotrope muskarinische Rezeptoren (MR). Beide
Rezeptortypen kommen auf Saugerneuronen, cholinerg innervierten Zellen, aber
auch auf nicht innervierten Zellen vor. Klassischerweise kommen nAChR an der
neuromuskularen Endplatte vor. Sie werden in muskulare und neuronale, welche
allerdings auch im non-neuronalen Gewebe vorkommen, Typen unterteilt. In der
Peripherie vermitteln MR z.B. die Kontraktion glatter Muskulatur und die Sekretion

von Drisen.

1.2.3.1 Nikotinische Acetylcholinrezeptoren

Bereits 1907 wurde die ,nikotinische rezeptive Substanz“ an der neuromuskularen
Endplatte entdeckt (Langley 1907). Ende der 60er Jahre konnten nAChR dann als
erster Rezeptor eines Neurotransmitters mit Hilfe des Schlangengiftes aBungarotoxin
(aBTX) aus dem elektrischen Organ des Stachelrochens isoliert werden (Changeux
et al. 1970; Cohen et al. 1972). NAChR gehdren zu der Superfamilie der Liganden
bindenden lonenkanale und werden aufgrund ihrer speziellen Struktur auch Cys-
Loop Rezeptoren genannt. Zu dieser Superfamilie gehdren unter anderem auch
Serotonin-, GABA- und Glycinreceptoren. Die Mitglieder dieser Superfamilie weisen
eine grolRe Sequenzhomologie auf (als Zusammenfassung siehe z.B. Karlin &
Akabas 1995; Ortells & Lunt 1995). Vermutlich aufgrund dieser Ahnlichkeit kdnnen
Liganden anderer Rezeptoren, wie z.B. Strychnin als Ligand des Glycinrezeptors
oder Serotonin modulierend auf NAChR einwirken (zusammengefasst in Arias 2000).
Diese Rezeptoren kommen in 4 funktionellen Konformationen vor: geschlossen,
offen und in zwei desensitisierten Konformationen (Galzi & Changeux 1995; Galzi et
al. 1996). ,Fast-onset® desensitisierte Rezeptoren koénnen innerhalb von
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Millisekunden, ,slow-onset” desensitisierte Rezeptoren innerhalb von Minuten wieder
aktiviert werden. Ohne Agonist ist die geschlossene Konformation die stabilste, bei
Anwesenheit eines Agonisten ist die ,slow-onset® desensitisierte Konformation am
stabilsten. NAChR sind sogenannte allosterische Rezeptoren, das heildt, sie besitzen
aulRer Bindungsstellen fur ihren Liganden, an die auch kompetitive Antagonisten
binden kdnnen, auch Bindungstellen fur nicht-kompetitive Agonisten (Monod et al.
1965; Changeux & Edelstein 1998). Die Bindungsstellen fir nicht-kompetitive
Agonisten, wie z.B. Physostigmin, Galanthamin, Codein und Serotonin sind auch auf
der o-Untereinheit lokalisiert. Genaues zu den Bindungsstellen der verschiedenen
Liganden kann z.B. bei Arias (2000) nachgelesen werden.

NAChR sind aus jeweils funf Untereinheiten aufgebaute lononenkanale. Diese
Untereinheiten sind symmetrisch um eine Pore herum angeordnet. Bisher sind
insgesamt 10 verschiedene a-, 4 B— und jeweils eine y—, 6— und e-Untereinheit
bekannt. Auch hier zeigen die verschiedenen Untereinheiten groRe
Sequenzhomologien zueinander (Raftery et al. 1980; Noda et al. 1983; Ortells & Lunt
1995). Die Zusammensetzung der pentameren lonenkanale aus den verschiedenen
Untereinheiten kann variieren, es gibt allerdings klassische Kombinationen, welche
im  Folgenden naher erlautert werden. Kombinationen unterschiedlicher
Untereinheiten fihren auch zu funktionell und pharmakologisch unterschiedlichen
NAChR (zusammengefasst in McGehee und Role 1995). Diese Unterschiede
betreffen die Kinetik der Kanale und kénnen z.B. die Ligandenspezifitat und -affinitat,
die Kationenpermeabilitat und das Verhalten der Kanale bei Desensitisierung
beeinflussen (Luetje & Patrick 1991; Covernton et al. 1994; Chavez-Noriega et al.
1997). Dementsprechend kommen verschiedene Kombinationen auch in
unterschiedlichen Geweben vor. Aufgrund ihrer hauptsachlichen Lokalisation wurden
die nAChR in zwei Gruppen unterteilt. Der Motortyp, welcher hauptsachlich an der
Motorendplatte im Skelettmuskel und im elektrischen Organ des Stachelrochens
vorkommt, und der neuronale Typ, welcher im ZNS und peripheren Nervensystem
vorkommt. Mittlerweile ist bekannt, dass besonders die als neuronal bezeichneten
Untereinheiten auch haufig in non-neuronalen Zellen vorkommen.

Der Motortyp setzt sich zusammen aus zwei o,- und jeweils einer B;-, 6- und e-
Untereinheit. Im fétalen Muskel ist die e-Untereinheit durch eine y-Untereinheit ersetzt
(Takai et al. 1985; Mishina et al. 1986). Die Untereinheiten sind zirkular in der
Reihenfolge ayafd angeordnet (Karlin et al. 1983). Die beiden Bindungsstellen flur
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ACh sind mittlerweile genau charakterisiert und liegen zwischen den Untereinheiten
ay bzw. € und ad im aminoterminalen extrazellularen Bereich des Rezeptors (Arias
2000; Brejc et al. 2001). Der Kanal offnet sich nur, wenn beide Bindungsstellen
besetzt sind (Jackson 1989). Durch diese Bindungen andert sich die Konformation
des Rezeptors, der lonenkanal wird gedffnet und abhangig vom elektrochemischen
Gradient kénnen mono- oder divalente Kationen passieren. Bis zur Offnung des
Rezeptors dauert es nur wenige Millisekunden. Bereits 1957 konnten Katz und
Thesleff zeigen, dass Motortyp-nAChR nach Ligandenbindung schnell
desensitisieren (Katz & Thesleff 1957). In der Motorendplatte liegen nAChR in
subsynaptischen Falten mit Rapsyn assoziert vor (Sealock et al. 1984). Die Rapsyn-
Bindungsstelle liegt auf der zytoplasmatischen Domane des Rezeptors. Rapsyn ist
notwendig fur korrektes Rezeptor-clustering (Phillips et al. 1991).

Der neuronale Typ besteht aus den als Homo- oder Heteropentamer angeordneten
Untereinheiten a2-10 und B2-4. Die Untereinheit a8 wurde bisher allerdings nur im
Huhn nachgewiesen (Lukas et al. 1999). Die Bindungsstellen sitzen auch bei den
neuronalen nAChR an den a-Untereinheiten, genauer gesagt an der Kontaktflache
zu den B-bzw. a-Untereinheiten. Heteromere nAChR haben demnach zwei
Bindungstellen, wohingegen Homomere bis zu 5 Bindungstellen haben konnten
(Arias 2000; Brejc et al. 2001). Neuronale nAChR desensitisieren wie Motortyp-
NAChR, dies ist allerdings von der Zusammensetzung der Rezeptoren aus den
verschiedenen Untereinheiten abhangig. Im non-neuronalen Gewebe sind nAChR,
nicht wie an der motorischen Endplatte und an Synapsen in Clustern organisiert,
sondern sie sind gleichmaRiger verteilt.

Neuronale nAChR kdénnen nach ihrer Affinitdt fur aBTX in toxinsensitive und
-insensitive nAChR unterteilt werden. Zu den oBTX-sensitiven nAChR gehoéren
neben den Muskeltyp-nAChR auch aus den Untereinheiten o7, 8, 9, 10
zusammengesetzte Homo- und Heteropentamere. Toxin-insensitive nAChR sind aus
zwei 02-6 und drei B2-4 Untereinheiten zusammengesetzte Heteropentamere
(McGehee & Role 1995). Aus den Untereinheiten a7, 8, 9 und 10 zusammengesetzte
NAChR haben aulerdem eine grofdere Calciumpermeabilitat als aus o- und (-
Untereinheiten zusammengesetzte Rezeptoren. Die a7- (Couturier et al. 1990) und
die a9-Untereinheiten (Elgoyhen et al. 1994) kénnen funktionelle Homomere bilden.

Aulerdem konnen die a9- und a10-Untereinheiten, welche in mechanosensorischen
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Haarzellen der Cochlea vorkommen, zusammen funktionelle Heteromere bilden
(Elgoyhen et al. 2001). Fur die Zusammensetzung der Toxin-insensitiven Kanale aus
o2-6 und 2-4 wurden bereits viele verschiedene funktionelle
Kombinationsmdglichkeiten beschrieben, z.B. a4B2 (Ramirez-Latorre et al. 1996;
Fenster et al. 1999) und a3(a5)B4 bzw. B2 (Wang et al. 1996). Weitere mogliche
Kombinationen werden z.B. bei Millar (2003) und McGehee und Role (1995)
zusammengefasst, wobei die Untereinheiten a5 und 3 nur zusammen mit anderen
o~ und B-Untereinheiten funktionelle Kanale bilden kénnen (Ramirez-Latorre et al.
1996; Lindstrom 2000; Kuryatov et al. 2008). Neben der hohen funktionellen
Variabilitdt durch die Zusammensetzung aus verschiedenen Untereinheiten konnen
auch unklassische Liganden, wie z.B. Lynx1 aus der Ly6-Superfamilie, binden und
die nAChR Reaktionen modulieren (Miwa et al. 1999) und damit die Variabilitat noch
weiter erhohen. Diese unklassischen Liganden gehdren damit zu derselben
Superfamilie wie oBTX und Conotoxin (aCTX, Gift mariner Kegelschnecken).
Verschiedene oCTX blockieren aullerdem sehr spezifisch verschiedene nAChR-
Untereinheiten (Mclntosh et al. 1999; Arias 2000). Weiterhin ist eine direkte
Interaktion mit anderen Rezeptoren moglich, wie sie z.B. fur P2X-Rezeptoren und
o4p2-nAChR nachgewiesen wurde (Khakh et al. 2005).

1.2.3.2 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

MR sind metabotrope Rezeptoren der Familie der GPCR. Sie besitzen sieben
hydrophobe Transmembranhelices, welche durch je drei ex- und interne hydrophile
Schleifen verbunden sind. Basierend auf Daten von kristallisiertem Rhodopsin
(Schertler et al. 1993; Palczewski et al. 2000), einem anderen GPCR, wird
angenommen, dass diese auch bei muskarinischen Rezeptoren kreisformig
angeordnet sind und in der Mitte eine Liganden-Bindungstasche bilden. Mittels
Computerprogrammen konnte die 3D-Struktur von humanem M1 (Peng et al. 2006)
und M3 (Ostopovici et al. 2007) vorhergesagt werden. Die Bindungsstelle von ACh
konnte mittels Mutagenesedaten (zusammengefasst in Wess 1993) und Remodeling
mittels Computerprogrammen (Peng et al. 2006) den Transmembranhelices 3, 6 und
7 zugeordnet werden. Das Coupling der verschiedenen G-Proteine erfolgt Gber die
zytoplasmatischen Schleifen des Rezeptors, hauptsachlich der Schleife i3
(zusammengefasst in Wess 1993). Ein G-Protein ist ein Komplex aus den drei

Untereinheiten o, f und y. Im inaktiven Zustand bindet dieses Heterotrimer GDP und
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kann so an einen Rezeptor binden. Wenn dieser Rezeptor aktiviert wird, wird GDP
gegen GTP ausgetauscht und das Heterotrimer verliert seine Stabilitdt. Das G-
Protein zerfallt in GTP und die a-Untereinheit sowie die By-Untereinheit. Die o-
Untereinheit hydrolysiert daraufhin GTP wieder zu GDP und interagiert mit dem
Effektorprotein, woraufhin z.B. die Bildung oder Freisetzung von nachgeschalteten
,second messengern“ stimuliert oder inhibiert wird. Mittlerweile weil} man, dass die
nachgeschalteten Signalwege nicht nur von der a-Untereinheit, sondern auch von
der By-Untereinheit abhangen (als Zusammenfassung z.B. bei Clapham & Neer
1997).

Die 5 Subtypen (M1-M5; Hall et al. 1993) wurden urspringlich dber ihre
unterschiedlichen  Affinitaten Zu verschiedenen  Agonisten/Antagonisten
charakterisiert (als Zusammenfassung siehe Hall et al. 1993; Eglen et al. 1996).lhre
Gene sind in der kodierenden Region intronlos und weisen starke Homologien
zueinander auf (Hall et al. 1993). Die grof3ten Sequenzunterschiede sind im N- und
C-Terminus sowie in der bereits erwahnten zytoplasmatischen Schleife i3 zu finden
(Hulme et al. 1990). Diese Subtypen kénnen nach ihrem bevorzugt verwendeten
Signalweg in zwei Gruppen eingeteilt werden. M1, 3 und 5 verwenden Pertussistoxin
(PTX) insensitive G-Proteine der Familie Gag/Ga41, welche die Phospholipase C
aktivieren (Smrcka et al. 1991; Berstein et al. 1992). Dies fuhrt zur Bildung von
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) was wiederum intrazelluldre Ca?*-
Lager o6ffnet und die Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Caulfield & Birdsall 1998). M2
und M4 verwenden bevorzugt PTX-sensitive G-Proteine der Familie Goi/Gop, um die
Adenylatcyclase zu inhibieren (Parker et al. 1991). Neben diesen bevorzugten
Signalwegen gibt es weitere mogliche Signalwege. So kann M3 neben der
Phospholipase C auch die Phospholipase D (Mamoon et al. 1999) und
Tyrosinkinasen (Inoue et al. 1994) aktivieren (siehe auch Felder 1995), aul3erdem
die Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK; Larocca & Almazan 1997) und rho-
Kinasen (Schmidt et al. 1999). Die Subtypen M2 und M4 kénnen die ATP-induzierte
Arachidonsaurefreisetzung steigern (Felder et al. 1991). AulRerdem kann auch M2
mit MAP-Kinasen interagieren (Cook et al. 2000). All diese Signalwege werden z.B.
bei Caulfield (1993), Felder (1995) und van Koppen und Kaiser (2003)
zusammengefasst. Muskarinische Rezeptoren konnen aufderdem
spannungsabhangige lonenkanale in erregbaren Zellen regulieren

(zusammengefasst bei Caulfield 1993), Dimere bilden, desensitisieren und, um ihre
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Anzahl auf der Zellmembran zu verringern, internalisiert werden (zusammengefasst
bei van Koppen & Kaiser 2003).

Fir MR ist nicht nur diese grol3e Bandbreite an moglichen Signalwegen bekannt,
sondern MR sind auch in praktisch allen neuronalen und non-neuronalen Geweben
zu finden (siehe z.B. Eglen et al. 1996; Eglen 2006).

1.3 Ziel der Arbeit
ACh ist nicht nur einer der wichtigsten Neurotransmitter des zentralen und

peripheren Nervensystems, sondern dient auch als para- und autokrines
Signalmolekul in vielen non-neuronalen Zellen. Es ist an der Regulation
grundlegender Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung, Sekretion und der
ziliaren Aktivitat beteiligt (Wessler et al. 1998). ACh kann mit zwei verschiedenen
Klassen von Rezeptoren interagieren, den G-Protein gekoppelten MR und den
ionotropen NAChR. In verschiedenen Organen des weiblichen Reproduktionstrakts,
wie z.B. der Plazenta (Rama Sastry et al. 1976) und dem Ovar (Mayerhofer et al.
2003), konnte der Nachweis flir das Vorhandensein eines non-neuronalen
cholinergen Systems bereits erbracht werden. AulRerdem konnten Steffl et al. (2006)
im Epithel des Eileiters des Schweins eine zyklusabhangige Expression des ACh-
Syntheseenzyms ChAT nachweisen (Steffl et al. 2006). Trotz der bekannten, eher
schwach ausgepragten cholinergen Innervation der Tuba uterina (Garcia-Pascual et
al. 1996) lost die Stimulation mit ACh im Ovidukt des Kaninchens (Heilman & Reo
1977; Rajkumar & Sharma 1981) und des Menschen (Sandberg et al. 1960; Jankovic
et al. 2004a; 2004b) Kontraktionen aus. Diese lassen sich durch Atropin blockieren
(Heilman & Reo 1977). Jankovic et al. fuhren sie auf Interaktion mit dem M3 zurlck
(Jankovic et al. 2004a; 2004b). Nicht nur MR, sondern auch nAChR haben einen
Einfluss auf die Funktion der Tuba uterina. So ist z.B. bekannt, dass rauchende
Frauen ein erhdhtes Risiko flr Eileiterschwangerschaften und andere
Komplikationen wahrend der Schwangerschaft haben (Ankum et al. 1996; Castles et
al. 1999). Viele Untersuchungen zum Einfluss des Rauchens auf die
Schwangerschaft und Reproduktion im Allgemeinen zeigen, dass Rauchen Einfluss
auf jedes Stadium der Reproduktion, u.a. Follikulogenese, Embryoentwicklung,
Embryotransport und Implantation, hat (Dechanet et al. 2011). Da Zigarettenrauch
ein Gemisch aus vielen tausend Komponenten und Giftstoffen ist, ist klar, dass nicht

all diese Effekte durch Nikotin hervorgerufen werden. So konnte gezeigt werden,
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dass bereits sehr geringe Dosen von Pyrazinen (Riveles et al. 2004) und Phenolen
(Riveles et al. 2005) Einfluss auf die Oozyten-Aufnahmerate, Zilienschlagfrequenz
und Kontraktionen der glatten Muskulatur der Fimbrie des Hamsters haben.
Allerdings konnte schon 1979 gezeigt werden, dass die Gabe von Nikotin die
Implantation der Eizelle verzogert (Yoshinaga et al. 1979). AuRerdem hat Nikotin
Einfluss auf die Motilitat der Tuba uterina (Neri & Marcus 1972), ihre Blutversorgung
und die Entwicklung des Embryos (Mitchell & Hammer 1985). Hohe Nikotinspiegel
wurden z.B. in der Uterusfllssigkeit (McLachlan et al. 1976), dem zervikalen Mukus
(McCann et al. 1992) und der Follikelflissigkeit (Weiss & Eckert 1989) von
Raucherinnen detektiert. AuRerdem steigert Cotinin, ein Nikotinmetabolit, in der Tuba
uterina die Expression von PROKR1 mittels der nAChR Untereinheit a7 (Shaw et al.
2010). All dies sind Hinweise auf ein endogenes cholinerges System in der Tuba
uterina, dessen zellulare und molekulare Komponenten bisher noch nicht genauer
untersucht wurden. So sollte diese Studie Einblick in die grundlegenden
Eigenschaften des cholinergen Systems im Eileiter der Maus geben. Expression und
Lokalisation der verschiedenen Komponenten des cholinergen Systems sollten unter
Berucksichtigung des Zyklusstandes bzw. der Trachtigkeit der Tiere untersucht
werden. Dies wurde mittels eines Wildtypstammes (WT, C57BI6) und zwei
verschiedener transgener Mausstamme (Tabac-Maus, Frahm et al. 2011; ChAT-
eGFP-transgene Maus, Tallini et al. 2006) untersucht. ACh-Messungen wurden
mittels HPLC in Proben von Ampulla bzw. Isthums und mittels DESI (Desorption
electrospray ionisation) auf der Oberflache des Epithels durchgeflhrt. Zusatzlich
wurden Calcium-Imaging-Experimente an isolierten Zellen von WT-, M1KO- (Fisahn
et al. 2002) und M3KO-Mausen (Yamada et al. 2001) durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden spezifiziert pathogenfreie weibliche Mause (zwischen 10

und 35 Wochen alt) der Zuchtlinie C57BI6 verwendet, die sowohl vom Zentralen
Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat Gielden als auch von den Charles River
Laboratorien (Sulzfeld) bezogen wurden. Aulerdem wurden Linien von Knockout-
bzw. transgenen Tieren verwendet. Bei den Knockouttieren handelte es sich um
weibliche Muskarin-Rezeptor M1- (Fisahn et al. 2002), M3- (Yamada et al. 2001),
bzw. M2 und M3-Doppelknockouttiere (Struckmann et al. 2003), die im Zentralen
Tierlabor der Justus-Liebig-Universitat Giel3en gehalten wurden (Wildtyp jeweils
C57BI6). Desweiteren wurden transgene Mause, welche eGFP unter der Kontrolle
des Promotors fir den nikotinischen Rezeptor a3 (Tabac-Maus, transgene a3p4a5-
Gencluster-Maus, Wildtyp: FVB; Frahm et al. 2011; Krasteva et al. 2011) und
transgene Mause, welche eGFP unter der Kontrolle des Promotors der
Cholineacetyltransferase (ChAT(Bac)-eGFP-Maus, Wildtyp: C57BI6; Tallini et al.
2006) exprimieren, verwendet. Alle Tiere wurden in Kafigen mit einer ad libitum
Wasser- und Futterversorgung, sowie einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h
gehalten. Alle Versuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen

Tierschutzgesetz durchgefinhrt.

2.1.2 Chemikalien/Pharmaka

Pharmaka Quelle Konzentration
Acetylcholinchloride Sigma-Aldrich, Steinheim 10° M
Adenosin 5’ -triphosphat Sigma-Aldrich 10°M
Atropinsulfat Sigma-Aldrich 10°M
Mecamylamin Sigma-Aldrich 10°M
Muskarinchlorid Sigma-Aldrich 10° M
Nikotintartrat Sigma-Aldrich 10" M
Isofluran Baxter, Unterschleil3heim

Tab. 2.1: Liste der verwendeten Pharmaka
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2.1.3 Antikorper

Antigen Code/ Wirt Fixier- Block- Verdiinn- Quelle
Klon ung I16sung ung
CD5 YTS 121.5.2 Ratte PFA Histoblock 1:20 AbD Serotec
monoklonal 5% Mausserum Dusseldorf
CD19 6D5 Ratte PFA Histoblock 1:120 AbD Serotec
monoklonal 5% Mausserum
CGRP BT17-2090-07 Ziege PFA Histoblock 1:4000 Biotrend
polyklonal Koln
CGRP T-4032 Kaninchen PFA Histoblock 1:3200 Peninsula
polyklonal Zamboni San Carlos
CA, USA
CHT1 Kaninchen PFA Histoblock 1:2000 Dr. J. Pineda
polyklonal Antikérper-
Services
Berlin
eGFP NB100-1614 |Huhn polyklonal PFA Histoblock 1:8000 Novus Biol.
Littleton, CO
USA
M2-Rezeptor M2-2-B3 Ratte Aceton Histoblock 1:600 Millipore
monoklonal Billierica
MA, USA
Neurofilament AB9568 Kaninchen PFA Histoblock 1:500 Millipore
light polyklonal
NPY 85061 Schaf Zamboni Histoblock 1:1000 Blessing et
polyklonal al. 1986
NPY N9528 Kaninchen PFA Histoblock 1:2500 Sigma
polyklonal Saint Louis
MI, USA
OCT2 OCT21-A Kaninchen Aceton 50% 1:200 aDiagnostics
polyklonal Pferdeserum San Antonio
TX, USA
OCT3 OCT31-A Kaninchen Aceton |50% Schweine| 1:200 aDiagnostics
polyklonal serum
hOCT3 Kaninchen Aceton 50% 1:500 Lips et al. 2005
polyklonal Pferdeserum
PGP 9.5 7863-0507 Kaninchen PFA Histoblock 1:5000 Biotrend
polyklonal
SMA 1A4 Maus PFA Histoblock 1:500 Sigma
monoklonal Zamboni
SP NC1/34HL Ratte PFA Histoblock 1:400 Bohringer
monoklonal Ingelheim
Ingelheim
TH TZ1010 Kaninchen PFA Histoblock 1:400 Biotrend
polyklonal Zamboni
VAChT BT1007 Ziege PFA Histoblock 1:4000 Biotrend
polyklonal
VIP B-34 Kaninchen PFA Histoblock 1:200 MiLab
polyklonal Malmo
Schweden

Tab. 2.2: Liste der verwendeten Primérantikorper und der jeweiligen fiir die Inmunhistochemie

verwendeten

Fixierungs-

und

Vorinkubationslésungen

(,,Blocklosung®).

PFA

(Paraformaldehyd) und Zamboni: Mause wurden wie in 2.2.1.3 beschrieben mit 4% PFA bzw.
Zamboni perfundiert. Aceton: Gewebe wurde wie unter 2.2.1.2 beschrieben frisch enthommen,
schockgefroren und nach dem Schneiden mittels Aceton auf dem Objekttrager fixiert; siehe
auch 2.2.3 Histoblock: 10% normales Pferdeserum, 0,5% Tween 20, 0,1% BSA in PBS mit
doppelter Salzkonzentration
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Antigen Wirtsspezies Konjugat Verdiinnung Bezugsquelle
Huhn-IgG Esel FITC 1:400 Dianova,
Hamburg
Huhn-1gG Esel Cy3 1:2000 Dianova
Kaninchen- Esel Cy3 1:2000 Chemicon
IgG
Kaninchen- Esel FITC 1:100 Dianova
IgG
Ratten-IgG Esel Cy3 1:1000 Dianova
Ratten-1gG Esel FITC 1:400 Dianova
Schaf-IgG Esel Cy3 1:2000 Dianova
Ziegen-lgG Esel Cy3 1:800 Chemicon

Tab. 2.3: Liste der verwendeten Sekundarantikorper

2.1.4 Oligonukleotide

Fir die qualitative und quantitative RT-PCR wurden bevorzugt intronspannende

Oligonukleotide als Primer ausgewahlt. Ausnahmen waren die Oligonukleotide flr

VAChT, die muskarinischen Acetylcholinrezeptorsubtypen, mit Ausnahme der mit i

gekennzeichneten Oligonukleotide, und das Oligonukleotidpaar fur p2-Microglobulin

(BMG) mit 177 bp Produktlange. In den folgenden Tabellen sind alle Angaben zu den

Oligonukleotiden und PCR-Bedingungen zusammengefasst. Alle Oligonukleotide

wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert. Diese Primer wurden

wie unten angegeben von verschiedenen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe

entworfen und auch bereits fir verschiedene Veroéffentlichungen verwendet (Lips et

al. 2007; Zarghooni et al. 2007).

Gen Sequenz [5°>37] Produkt Acc.Nr. Annealing MgCl,

lange [°C] [mM]
[bp]

AChE For atc tat ggg ggt ggt ttc tac a 150 NM_009559.3 59 2

AChE Rev  ggc ttc tct get tec tgg ta

CarAT For  cta acc tcc aac cac cga aa 188 NM_007760.3 59 2

CarAT Rev  cca cca cca tgt agc atc tg

ChAT For cct gcc agt caa ctc tag cc 183 NM_009891 60 2

ChAT Rev  ata cag aga ggc tgc cct ga

CHT1 For cat cct cag cca cct atg ct 134 NM_022025 60 2

CHT1 Rev  tgg ata ccc gta ggc agt ct

OCT1 For  gta agc tct gcc tce tgg tg 187 NM_009202 61 2

OCT1 Rev gtaagc tct gcc tee tgg tg

OCT2 For  tac cgg agt ctc caa gat gg 170 NM_013667 59 2

OCT2 Rev  gac caa gtc cag gaa cga ag

OCTS3 For cct cct cta tta ctg ggt ggt 165 NM_011395.2 59 2

OCT3 Rev  ggg tta ctg act tct tca tct gt

VAChHhT For ttg atc gca tga gct acg ac 188 NM_021712 60 2

VAChT Rev agg ctc ctc ggg ata ctt gt

Tab. 2.4: Liste der verwendeten Oligonukleotide fiir die qualitative RT-PCR zum Nachweis
cholinerger Marker und organischer Kationentransporter. Diese Primer wurden von Katrin Lips
und Petra Hartmann (ChAT, VAChT) aus unserer Arbeitsgruppe entworfen.
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Gen Sequenz [5" >3] Produktlange Acc.Nr. Annealing MgCl,
[bp] [°C] [mM]

M1 For cag tcc caa cat cac cgt ctt 441 NM_007698 60 2
M1 Rev gag aac gaa gga aaccaaccac
M1i For gag aag cactga agctgaggac 237 NM_007698 58 1,5
M1i Rev tcactgtag ccagagacaggag 324 NM_001112697
M2 For tgt ctc cca gtc tag tgcaag g 369 NM_203491 60 2
M2 Rev cat tct gac ctg acg atc caa ¢
M3 For gta caa cct cgc ctt tgt ttc ¢ 245 NM_033269 60 2
M3 Rev gac aag gat gtt gcc gat gat g
M3i For cgt tct gac caa gtg acc aag ¢ 186 NM_033269.4 60 1,5
M3i Rev acc cag gaa gag ctg atg ttg g
M4 For cat cct ggt gat gct gtc ca 110 NM_007699 60 2
M4 Rev tgc ctg agc tgg act cat tg
M5 For cag cgt ccc atg agg atg ta 216 NM_205783 60 2
M5 Rev cca tgg act gtg gga agt ca

Tab. 2.5: Liste der verwendeten Oligonukleotide fiir die qualitative RT-PCR zum Nachweis der
muskarinischen Acetylcholinrezeptorsubtypen (M1-M5). Das Oligonukleotidpaar M1i erkennt
zwei Splicevarianten von M1 mit 237 (NM_007698) bzw. 324 bp (NM_001112697) Lange.
i: intronspannend. Diese Primer wurden, auBer M1i und M3i, von Silke Wiegand (M1, M2, M3,
M5) und Petra Hartmann (M4) aus unserer Arbeitsgruppe entworfen.

Gen Sequenz [5° >3] Produkt Acc.Nr. Annealing MgCl,
lange [°C] [mM]
[bp]
nAChR o2 For  ctc cca tcc tgc ttt cca g 116 NM_144803 59 2
nAChR a2 Rev  gtt tga aca ggc ggt cct ¢
nAChR o3 For  cgc ctg ttc cag tac ctg tt 196 NM_145129 59 2
nAChR a3 Rev  cag agg gtt tcc att tca gc
nAChR o4 For ctc aga tgt ggt cct tgt cc 239 NM_015730 59 2
nAChR o4 Rev  ggt ggg tga ctg caa agt tc
nAChR o5 For  cca gct aat gac cac caa cg 218 NM_176844 59 2
nAChR o5 Rev  gct gcg tcc aag tga cag t
nAChR a6 For  cct gca ctg cgg ttt atg tc 232 NM_021369 59 2
nAChR a6 Rev cag cca cag att ggt ctc ca
nAChR o7 For  aca ata ctt cgc cag cac ca 144 NM_007390 59 2
nAChR o7 Rev aaa cca tgc aca cca gtt ca
nAChR o9 For  caa tgc tct gcg tcc agt ag 209 NM_001081104 59 2
nAChR a9 Rev aca cca gat cgc tgg gaa tc
nAChR a10 For tct gct cct gct ctt tct cc 208 NM_001081424 59 2
nAChR 10 Rev cca cag gta caa ggt cag ca
nAChR 2 For  cgaagtgaagatgatgaccaga 107 NM_009602 58 2
nAChR 32 Rev  cgaagtgaagatgatgaccaga
nAChR B3 For  cgatggaacggagagtaagg 217 ay574268 59 2
nAChR B3 Rev  agaggaagatgcggtcaaga
nAChR B4 For  atcagtgtgaatgagcgagaac 152 NM_148944 58 1
nAChR B4 Rev  acgatgtcaggcaaccagac

Tab. 2.6: Liste der verwendeten Oligonukleotide fiir die qualitative RT-PCR zum Nachweis der

nikotinischen Acetylcholinrezeptoruntereinheiten o und . Diese Primer, auBBer 2 und 4,

wurden von Katrin Lips aus unserer Arbeitsgruppe entworfen.
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Gen Sequenz [5° >3] Produktlange [bp] Acc.Nr. Annealing [°C] MgCl,
[mM]
BMGi 160 For  tggtgcttgtctcactgacc 160 NM_009735 59 2
BMGi 160 Rev  ccgttcttcagcatttggat
BMG 177 For  atgggaagccgaacatactg 177 NM_009735 59 2
BMG 177 Rev  cagtctcagtgggggtgaat
BMGi 150 For  accctggtctttctggtgct 150 NM_009735 59 2

BMGi 150 Rev__aatgtgaggcgggtggaa

Tab. 2.7: Liste der verwendeten Oligonukleotide zum Nachweis des housekeeping-Gens [2-
Microglobulin fiir die qualitative RT-PCR. Das Oligonukleotidpaar mit einer Produktldnge von
177 bp ist nicht intronspannend. Diese Primer wurden von Petra Hartmann aus unserer
Arbeitsgruppe entworfen.

2.1.5 Molekularbiologische Kits
Folgende molekularbiologische Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet:
e Qiaquick Gel Extraktion Kit (Qiagen, Hilden)
e Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen)
¢ RNeasy Micro Kit (Qiagen)
¢ RNeasy Mini Kit (Qiagen)
e RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen)

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung
Die Tiere wurden durch Inhalation einer Uberdosis Isofluran (Baxter Deutschland

GmbH) getotet.

2.2.1.1 Erstellung eines Vaginalabstrichs
Bei jedem Tier wurde aus der eréffneten Vagina ein Vaginalabstrich mit einem Q-Tip

(Velvera, Duren) durchgefuhrt und die Zellen auf einem Objekttrager (Menzel-Glaser,
Braunschweig) ausgestrichen. Die Abstriche wurden getrocknet, 10 min in Methanol
(Carl Roth, Karlsruhe) fixiert und anschlieend 45 min mit einer Giemsa-Ldsung (0,3
ml Giemsa (Fluka, Steinheim) in 10 ml Aqua dest.) gefarbt. Anschlielend wurden sie
mit Aqua dest. gespult, getrocknet und mit Eukitt Quick hardening Medium (Fluka)
eingedeckelt. Anhand der unterschiedlich vorkommenden Zelltypen (Tab. 2.8, Abb.
2.1) und des Vorkommens von Schleim wurde folgende Zuordnung in Zyklusstadien

vorgenommen:
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Zyklusstand Charakteristik

Prodstrus Intermediarzellen, Parabasalzellen,
Oberflachenzellen,

Ostrus Schollen

Metostrus Leukozyten, vereinzelt Schollen
Oberflachenzellen und Intermediarzellen,
Schleim

Didstrus viel Schleim, regenerierte Zellen,

Leukozyten

Tab. 2.8: Ubersicht iiber das Vorkommen zyklusabhingiger Zelltypen im Vaginalabstrich der
Maus (nach Nelson et al. 1982).

IM" ‘ |

Proostrus

Didstru

Ot

&
i

Abb. 2.1: Darstellung zyklusabhidngig vorkommender Zelltypen im Vaginalabstrich der Maus
mittels Giemsa-Farbung. (IM) Intermediarzellen, (L) Leukozyten, (PZ) Parabasalzellen, (S)
Schollen, (Sch) Schleim.
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2.2.1.2 Gewinnung von nativem Gewebe
Fur die Immunhistochemie wurde der Eileiter in seinem naturlichen, eng

gewundenen Zustand belassen. Es wurde die Bursamembran eroffnet, Fettgewebe,
das Ovar und der Uterus entfernt und das Gewebe in schmelzendem Isopentan in
Einbettmedium (O.C.T.-Compound, Sakura, Zoeterwoude, Holland) schockgefroren
und bei -80°C gelagert. Als Positivkontrolle wurde je nach Experiment Trachea,

Lunge oder Colon enthommen und auf dieselbe Art eingefroren.

2.2.1.3 Perfusionsfixierung
Der Thorax wurde erdffnet und das Herz freigelegt. Das rechte Herzohr wurde

eingeschnitten, der linke Ventrikel kanuliert und das Blut mit einer Vorspullésung (25
g/l Polyvinylpyrolidon MG 40000, 9 g/l NaCl, 5 g/l Procainhydrochlorid in Wasser, 2
ml/l Heparin in Wasser (5000 I. E. /ml; Ratiopharm, Ulm), pH 7,4) aus dem Kreislauf
gewaschen. Anschliefend wurde das Tier durch die liegende Kanule mit dem Fixans
(4% Paraformaldehyd (PFA) in 0,1 M Phosphatpuffer (PP), pH 7,4 bzw.
Zambonifixans: 2% Formaldehyd, 15% Pikrinsdure in 0, 1M PP) perfundiert, die
Gewebe entnommen und fur 1 h in dem Fixans nachfixiert. Dann wurde das Gewebe
uber mehrere Stunden in 0,1 M PP (pH 7,4) gewaschen, um Reste des
Fixationsmittels zu entfernen. Zur Kryoprotektion wurden die Proben Uber Nacht im
Kuhlschrank in 18% Saccharose in PP gelagert. Am folgenden Tag wurden sie in

Einbettmedium (O.C.T.-Compound, Sakura) schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.1.4 Gewinnung von Proben fiir die Reverse Transcriptase-
Polymerasekettenreaktion

Fir die RNA-Isolation wurde der Eileiter mit Ovar und einem Teil Uterus entnommen

und in eine mit Sylgardgel (9 Teile Sylgard 184 Base (Dow Corning GmbH,
Wiesbaden); 1 Teil Sylgard 184 Harter (Dow Corning GmbH)) beschichtete Schale
uberfuhrt. Dort wurde das Gewebe mit etwas HEPES-Ringer Puffer (KCl 5,6 mM,
NaCl 136,4 mM, MgCl,*6H,0 1 mM, CaCl,*2H,0 2,2 mM, Glucose 11 mM, HEPES
10 mM; alle Reagenzien von Sigma-Aldrich; eingestellt auf pH 7,4 mit 1 M NaOH
(Merck)) befeuchtet und das Ovar mit einer Minutie (Fiebig Lehrmittel, Berlin)
befestigt. Wahrend der Uterus mit einer Pinzette gehalten wurde, konnte die
Bursamembran erdffnet, die Mesosalpinx entfernt und so der Eileiter vorsichtig
entwunden werden. Nach dem Entwinden ist der Eileiter etwa 1 cm lang und die
unterschiedlichen Segmente sind makroskopisch unterscheidbar. Der Eileiter wurde

dann in Ampulla, Isthmus und uterotubaren Ubergang (intramuraler Teil) unterteilt
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und in RNAlater® (Qiagen) uberfihrt. Die Proben wurden, je nach Lange der
Lagerung, im Kuhlschrank beziehungsweise bei -20°C gelagert. Zur Enthahme der
Proben von trachtigen Tieren wurden zuerst jeweils zwei weibliche Tiere mit einem
Mannchen verpaart. Die weiblichen Tiere wurden daraufhin morgens und abends auf
Vorhandensein eines Vaginalplugs untersucht, um festzustellen, ob eine Begattung
stattgefunden hatte. Positive Tiere wurden, wie schon beschrieben, getotet, beide
Eileiter entnommen und vorsichtig entwunden. Der Eileiter wurden in einen mit
Sylgardgel beschichteten Delta T-Dish (0,17 mm, klar, Bioptech Inc., Butler, USA)
befestigt und mit Hilfe des Olympus BX61WI Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg)
auf Anwesenheit von Embryonen untersucht. Lokalisation und Furchungsstadium der

Embryonen wurden festgestellt.

2.2.2 Reverse Transcriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

2.2.2.1 Primerdesign
Es wurden fir finf Gene - muskarinischer Acetylcholinrezeptor M1 und M3,

nikotinische  Acetylcholinrezeptoruntereinheit 2 und 4 und Organischer
Kationentransporter 3 - neue Primer entworfen. Dazu wurden Sequenzinformationen
aus der pubmed genebank herangezogen und mit Hilfe des Programms Primer 3
geeignete Primer ausgewahlt (Tab. 2.9). Jeder der ausgewahlten Oligonukleotide
Uberspannt mindestens ein Intron. Die PCR-Bedingungen dieser Oligonukleotide
sind in den Tabellen 2.4, 2.5 und 2.6 angegeben. PCR-Produkte aller neu
angefertigten Primer wurden wie im Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben sequenziert, um

ihre Spezifitat zu Uberprufen.

Gen Genbank Acc. ProduktgroRe Position auf Anzahl der
Nr. (bp) der mRNA Introns

M1 NM_007698.3 237 406....645 1

NM_001112697.1 324 406....737 2
M3 NM_033269.4 186 658....846 2
nAChR B2 NM_009602 107 1491....1597 1
nAChR B4 NM_148944 152 242....393 2
OCT3 NM_011395.2 165 1208....1350 2

Tab. 2.9: Fiir diese Arbeit neu entworfene Oligonukleotide fiir die PCR.
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2.2.2.2 Qualitative RT-PCR
RNA-Extraktion

Die Proben wurden in Lysispuffer (RLT-Puffer, Qiagen) mit B-Mercaptoethanol
uberfihrt und 3 min in der Kugelmihle (MM 300, Retsch, Haan) zerkleinert. Die
Gesamt-RNA wurde nach Herstellerangaben mit dem RNeasy Microkit (Qiagen)
extrahiert, die Konzentration photometrisch bestimmt und die Proben bei -80°C

eingefroren.

DNase-Verdau und reverse Transkription

Um Kontaminationen mit genomischer DNA zu entfernen, wurde 1 ug/ul RNA einer
Probe 20 min bei 37°C mit 1 pl DNase-l (1 U/ul, Invitrogen), 1 ul 10 x DNase |
Reaction Buffer (Invitrogen) und 8 pl Wasser (1 U/ul, Invitrogen) inkubiert und das
Enzym anschlieBend mit 1 yl Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, 25 mM, pH 8,
Invitrogen) fur 10 min bei 65°C inaktiviert. Der RNA wurde zuerst 1 pul dNTPs (jeweils
10 mM, Qiagen) und 1 pl oligo-dTs (0,5 pg/pl, Eurofins MWG Operon) zugegeben.
Dieser Ansatz wurde 5 min auf 65°C erhitzt, gefolgt von einem kurzen Abkuhlen auf
Eis. Daraufhin wurden 4 pl 5x First-Strand Buffer, 2 ul Dithioltreitol (DTT, 0,1 M)
zugegeben und 2 min bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe der Reversen Transkriptase
Superscript Il (200 U/ul, alle Reagenzien: Invitrogen) wurde die RNA 50 min bei 42°C
in cDNA Ubersetzt. AnschlieRend wurde das Enzym 15 min bei 70°C inaktiviert und
die cDNA bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Um Kontaminationen mit
genomischer DNA detektieren zu konnen, wurde von jeder Probe eine

Kontrollreaktion ohne reverse Transkriptase angefertigt.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Diese cDNAs wurden mit genspezifischen Primern (Tab. 2.4-7, Eurofins MWG
Operon) flr die verschiedenen Komponenten des cholinergen Systems amplifiziert.
Wenn mdglich, wurden zur Amplifikation intronspannende Primer verwendet, um
mogliche Kontaminationen der Probe mit genomischer DNA erkennen zu kodnnen.
Dies war fur die muskarinischen Rezeptoren M1-M5 nur eingeschrankt mdglich, da
die kodierende Sequenz dieser Gene kein Intron beinhaltet (Eglen et al. 1996). Fur
die muskarinischen Rezeptoren M1 und M3 sind allerdings Introns im nicht
kodierenden Bereich bekannt (M1: Carninci et al. 2005; M3: Gomeza & Wess 2008),
Sequenz direkt verodffentlicht bei EMBL und genbank, Acc.Nr.: AF264050). Fir diese
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Gene konnten also intronspannende Primer (M1i, M3i) angefertigt werden. Aufgrund
der hohen Variabilitat der nicht kodierenden Regionen wurden mit Hilfe dieser
Primerpaare jedoch jeweils zwei Isoformen detektiert. Diese Primerpaare eigneten
sich deshalb nur fur die qualitative PCR. Oligonukleotidpaar M1i erkennt zwei
Splicevarianten von M1 mit 237 (NM_007698) bzw. 324 bp (NM_001112697) Lange.
Das Oligonukleotidpaar M3i erkennt zwei 186 bzw. etwa 110 bp grol3e Varianten
(NM_033269.4).

Fir die PCR wurde 1 pl cDNA, 2,5 pl Puffer I, 2 yl bzw. 1,5 yl MgCl, (bzw. 25 mM),
0,5 yl dNTP (10 mM), 0,5 pl einer Mischung aus Forward- und Reverseprimer (20
pM) und 0,1 pl AmpliTaq gold Polymerase (5 U/pl, alle verwendeten Reagenzien von
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) mit H,O auf ein Endvolumen von 25 pl
aufgeflillt. Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler (Mastergradient
Personal, Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf) nach dem nachfolgend beschriebenen
Protokoll. Zuerst 10 min Denaturierung der DNA bei 95°C, danach 40 Zyklen mit drei
aufeinanderfolgenden Schritten: 30 s Denaturierung bei 95°C, 20 s zur
Primeranlagerung bei 58°C - 61°C je nach Primer, 30 s Amplifikation des PCR-
Produkts bei 73°C, gefolgt von einer abschlieRenden Amplifikation bei 73°C flr
7 min. Die genauen PCR-Bedingungen der einzelnen Primerpaare sind den Tabellen
2.4 bis 2.7 zu entnehmen. Fir jede Probe wurden folgende Kontrollen mitgefuhrt: (a)
Proben ohne reverse Transkription (-RT) um Kontaminationen mit genomischer DNA
zu detektieren, (b) ohne Template (H20), (c) Primer fir BMG als Positivkontrolle fur

die Effizienz von RNA-Isolation und cDNA-Synthese.

Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mittels Elektrophorese in einem 2% TRIS-Azetat-EDTA
Agarose-Gel (20 g/l Agarose (Biozym LE Agarose, Biozym Scientific, hess.
Oldendorf), 4,84 g/l TRIS (USB, Cleveland, USA), 1,142 ml/l Eisessig (Merck,
Darmstadt), 2 ml/l 0,5 M EDTA (Invitrogen), ad 1 | H20), pH 8,0, mit einem Zusatz
von 8 pl/l Ethidiumbromid (1%; Roth GmbH, Karlsruhe) ihrer Grélie nach aufgetrennt.
Ein Volumen von 25 pl der PCR-Produkte wurden mit 5 ul Ladepuffer (0,1 g Orange
G dye (Sigma), 50% Glycerol (Sigma), 50 mM TRIS-HCL-Puffer (pH 8,0), 50 mM
EDTA-L6ésung (pH 8,0; Sigma), ad 10 ml HyO) gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Die PCR-Produkte wurden durch eine horizontale Elektrophorese in

einer Peglab Kammer, Modell 40-1410 (Peqglab, Erlangen), aufgetrennt. Als Marker
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wurde 10 ul 100 bp DNA-Ladder (Invitrogen) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte
mit einer Spannung von 140 V Uber etwa 45 min. Die PCR-Fragmente wurden im Gel
unter UV-Licht mit dem Transilluminator (Phase, Lubeck) detektiert und

dokumentiert.

Auswertung

Die Proben wurden in die nachfolgend beschriebenen Gruppen unterteilt. Nicht
trachtige Tiere wurden wie in 2.2.1.1 beschrieben dem entsprechenden Zyklusstand
(Prodstrus, Ostrus, Met6strus und Didstrus) zugeordnet und das Gewebe in Ampulla,
Isthmus und uterotubarer Ubergang geteilt. Bei trachtigen Tieren wurde festgestellt,
in welchem Eileiter sich der Embryo befand (ipsilateral, kontralateral oder in beiden
Eileitern) und welchem Furchungsstadium er zuzuordnen war (Einzell- oder
Zweizellstadium). Auch dieses Gewebe wurde in Ampulla und Isthmus unterteilt.

Es sollte untersucht werden, ob einer der oben aufgezahlten Parameter Einfluss auf
die Expression der verschiedenen Gene hat. Dazu wurde die absolute Anzahl
positiver und negativer Ergebnisse der RT-PCR festgestellt. Die Ergebnisse der
unterschiedlichen Gruppen wurden zuerst mittels Freeman-Halton-Test (Bonferroni
korrigiert) auf Signifikanz Uberpruft. Daraufhin wurden die Daten nach den oben
aufgezahlten Parametern jeweils paarweise mittels Vierfelder Chi*-Test mit
Bonferroni-Korrektur flir multiples Testen miteinander verglichen. Genaue Angaben
zur Berechnung des Freeman-Halton-, Vierfelder Chi*>-Test und der Bonferroni-

Korrektur wurden Bortz und Lienert (2008) entnommen.

2.2.2.3 Gelaufreinigung und Sequenzierung von PCR-Produkten
Um die Spezifitat neuer Primer zu Uberprifen, wurde eine PCR mit dem doppelten

oder vierfachen Standardvolumen durchgefihrt. Die zu bestimmenden Banden
wurden aus dem TAE-Agarose-Gel unter UV-Licht ausgeschnitten und in ein 2 ml
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Extraktion der PCR-Produkte erfolgte dann mit dem
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Der DNA-Gehalt
wurde mit Hilfe des Low DNA Mass Ladders (Invitrogen) abgeschatzt und
mindestens 30 ng (2 ng/ul) DNA sequenziert. Die Sequenzierung der PCR-Produkte
wurde von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefihrt.
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2.2.2.4 Laser-assistierte Mikrodissektion
Probengewinnung

Es wurden Proben von Eileiter und Trachea von 6 weiblichen C57BI6 Mausen wie
unter 2.2.1.2 beschrieben entnommen und sofort weiterverwendet. Von den Proben
wurden 10 pym dicke Kryoschnitte angefertigt und auf mit einer Polyethylennaphthalat
(PEN)-Membran beschichtete Objektrager (Carl Zeiss, Minchen) aufgezogen. Die
PEN beschichteten Objekttrager wurden zuvor 30 min lang mit 254 nm UV-Licht
aktiviert, um die Membran hydrophiler zu machen und dadurch das Gewebe wahrend
des Katapultierens auf der Membran zu stabilisieren. Die Schnitte wurden flr 45 s in
Hamalaun gefarbt, 2 min unter flieRendem Leitungswasser geblaut, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 90%, 96% und 100%) gewaschen und
schnellstmdglich weiterverwendet. Die Mikrodissektion des Gewebes wurde mit dem
PALM MicroBeam System (Carl Zeiss) durchgefihrt. Das Gewebe wurde dabei mit
einem Laser ausgeschnitten und mit Hilfe eines Laserpulses direkt in den Deckel
eines 0,5 ml Reaktionsgefalies katapultiert. Die Innenseite des Deckels wurde zuvor
mit 2,5 ul Mineraldl beschichtet, damit die Gewebestlcke dort besser haften blieben.
Fir jede Probe wurden 60 Stlicke Epithel bzw. glatte Muskulatur von etwa 75 ym
Lange gepoolt. Die Dauer der Mikrodissektion des Gewebes durfte je Objekttrager
eine Stunde nicht Uberschreiten. Nach der Mikrodissektion wurden 350 pl mit p-
Mercaptoethanol versetzter Lysispuffer (RLT-Puffer, Qiagen) zur Probe gegeben, die
Proben abzentrifugiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zum nachsten Tag
bei -80°C gelagert.

RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Nach Zugabe von 5 pl Carrier-RNA (4 ng/ul) wurde die Gesamt-RNA nach
Herstellerangaben mit dem RNeasy Microkit (Qiagen) extrahiert. Kontaminationen
mit genomischer DNA wurden durch einen finfmindtigen Verdau bei
Raumtemperatur mit DNase | (RNase-free DNase Set, Qiagen) entfernt. Daraufhin
wurden 15 yl RNA zuerst fur 5 min auf Eis und danach in einem Thermocycler 10
min bei 70°C inkubiert. Anschlielend wurde nach einer zweiten Inkubation auf Eis fur
2 min ein RT-Mix, bestehend aus 3 pl 10 x PCR Puffer Il (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCI, pH 8,3), 6 ul MgCl, (25 mM), 1,5 pul dNTPs (10 mM), 1,5 yl Random Hexamers
(50 mM), 0,75 pl RNAse Inhibitor (20 U/pl), 1,5 pl Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (MuLV, 50 U/pl) und 0,75 ul H,O (alle Reagenzien von Applied
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Biosystems), zugegeben. Die RNA wurde 75 min bei 43°C umgeschrieben. Zur
Inaktivierung der reversen Transkriptase wurde der Ansatz fur 5 min bei 99°C erhitzt,
auf 4°C abgekunhlt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Um Kontaminationen
mit genomischer DNA detektieren zu konnen, wurde eine Kontrollreaktion ohne

reverse Transkriptase angefertigt.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die cDNAs wurden mit genspezifischen Primern fur M1-3, a3, o7 und BMG
amplifiziert. Fur die darauffolgende PCR wurden 4 ul cDNA, 2,5 ul Puffer I, 2 pl
MgCl, (25 mM), 0,5 ul dNTP (10 mM), 0,25 ul jedes Primers (20 pM) und 0,2 ul
AmpliTaq Gold Polymerase (Gen Amp 5 U/ul; alle Reagenzien von Applied
Biosystems) mit Wasser auf ein Endvolumen von 25 pl aufgefullt. Die PCR-
Bedingungen waren wie folgt: 10 min Denaturierung bei 95°C, 50 Zyklen mit je 30 s
bei 95°C, 20 s Primeranlagerung bei 59-60°C, 30 s Elongation bei 73°C, und eine
abschlieRende Extension flr 7 Min bei 73°C. Es wurden dieselben Kontrollen wie bei

der qualitativen RT-PCR verwendet.
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2.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz
Die zu untersuchenden Geweben wurden wie unter 2.2.1.2 bzw. 2.2.1.3 beschrieben

entnommen und eingefroren. Es wurden Kryoschnitte mit einer Dicke von 10 um
angefertigt (Microm HM 560, MICROM International GmbH, Walldorf bzw. CM 1900,
Leica Microsystems, Wetzlar) und auf Objekttrager SuperFrost Plus (Menzel-Glaser)
aufgezogen. Je nach Antikérper wurde entweder natives oder mit PFA
beziehungsweise = Zamboni fixiertes Gewebe verwendet. Die jeweiligen
Fixationsbedingungen sind in Tab. 2.2 aufgefuhrt. Natives Gewebe wurde nach dem
Schneiden fur 10 min in auf -20°C gekuhltem Aceton fixiert und danach eine Stunde
getrocknet. Schnitte von perfundiertem Gewebe mussten nicht noch einmal fixiert
werden, sondern wurden sofort getrocknet. Alle folgenden Schritte wurden, um eine
Austrocknung zu verhindern, in einer feuchten Kammer durchgefuhrt. Die
Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen erfolgte flr eine Stunde mit einer
der folgenden Blocklésungen: Aceton-behandelte Schnitte mit 50% Pferdeserum
(Schlachthof, Marburg) bzw. 50% normales Schweineserum (Schlachthof, Giessen)
beides in PBS + S (0,005 M PP plus 4,48 g/l NaCl; pH 7,4), fur fixiertes Gewebe mit
10% normalem hitzeinaktiviertem Pferdeserum, 0,5% Tween 20, 0,1% BSA in PBS
mit doppelter Salzkonzentration (,Histoblock). Um mit Hilfe der monoklonalen
Ratten-Antikérper gegen CD5 und CD19 ein spezifisches Signal zu erhalten, wurde
die ,Histoblock“-Losung zusatzlich mit 5% Mausserum (Dianova) versetzt. Die
primaren Antikorper (siehe Tab. 2.2) wurden in PBS mit doppelter Salzkonzentration
in der Gebrauchsverdinnung angesetzt (CD5 und CD19 plus 1% Mausserum) und
die Schnitte Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimal 10 min
Waschen mit PBS wurden die entsprechenden sekundaren Antikorper in
PBS+NaNs;+NaCl fur eine Stunde auf die Schnitte aufgetragen. Daraufhin wurde
wieder zweimal 10 min mit PBS gewaschen und die Schnitte fir weitere 10 min in
4% PFA nachfixiert, um die Bindung zwischen dem primaren und dem sekundaren
Antikdrpern zu fixieren. Nach abschlieRendem zweimaligem Waschen wurden die
Objekttrager mit karbonatgepuffertem Glycerol (pH 8,6) eingedeckelt und bei 4°C
dunkel gelagert. Zur gleichzeitigen Markierung zweier Antigene (Tab. 2.10) wurden
Mischungen von Primar- beziehungsweise Sekundarantikdrpern in den angegebenen

Endverdinnungen (Tab. 2.2, Tab. 2.3) verwendet.
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Kolokalisationen

1. Antigen

2. Antigen

CGRP/SP Kaninchen-anti-CGRP (polyklonal) Ratte-anti-SP (monoklonal)
Esel-anti-Kaninchen-lgG Esel-anti-Ratte-1gG
Cy3-konjugiert FITC-konjugiert
CGRP/SMA Kaninchen-anti-CGRP (polyklonal) Maus-anti-SMA (monoklonal)
direkt mit FITC konjugiert
Esel-anti-Kaninchen-IgG
Cy3-konjugiert
CGRP/NPY Kaninchen-anti-CGRP (polyklonal) Schaf-anti-NPY (polyklonal)
Esel-anti-Kaninchen-lgG Esel-anti-Schaf-IgG
FITC-konjugiert Cy3-konjugiert
NPY/SMA Schaf-anti-NPY (polyklonal) Maus-anti-SMA (monoklonal)
direkt mit FITC konjugiert
Esel-anti-Schaf-lgG
Cy3-konjugiert
NPY/TH Schaf-anti-NPY (polyklonal) Kaninchen-anti-TH

Esel-anti-Schaf-IgG
Cy3-konjugiert

(polyklonal)
Esel-anti-Kaninchen-IgG
FITC-konjugiert

Tab. 2.10: Verwendete Kombinationen von Primér- und Sekundérantikérpern zur gleichzeitigen

Markierung zweier Antigene.
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Kolokalisationexperimente wurden auch an ChAT-eGFP transgenen Tieren
durchgefuhrt. In diesem Fall wurde die eGFP-Fluoreszenz mit einem Huhn-anti-
eGFP-Antikorper verstarkt und mit einem FITC-konjugierten Esel-anti-Huhn-IgG-
Antikorper detektiert. Das zweite Antigen wurde mit einem der im Folgenden
angegebenen Antikérper markiert und mit dem entsprechenden Cy3-konjugierten

Sekundarantikorper nachgewiesen (Tab. 2.11).

Kolokalisationen Antigen 1 Antigen 2
ChAT/CD5 Huhn-anti-eGFP (polyklonal) Ratte-anti-CD5 (monoklonal)
Esel-anti-Huhn-IgG Esel-anti-Ratte-IgG
FITC-konjugiert Cy3-konjugiert
ChAT/CD19 S.0. Ratte-anti-CD19 (monoklonal)
s.0. Esel-anti-Ratte-IgG
Cy3-konjugiert
ChAT/CHT1 S.0. Kaninchen-anti-CHT1
(polyklonal)
s.0. Esel-anti-Kaninchen-IgG

Cy3-konjugiert

ChAT/CGRP s.0. Kaninchen-anti-CGRP
(polyklonal)
s.0. Esel-anti-Kaninchen-IgG

Cy3-konjugiert

ChAT/NPY S.0. Kaninchen-anti-NPY
(polyklonal)
s.0. Esel-anti-Schaf-1gG
Cy3-konjugiert
ChAT/PGP 9.5 S.0. Kaninchen-anti-PGP 9.5
(polyklonal)
S.0. Esel-anti-Kaninchen-IgG

Cy3-konjugiert

Tab. 2.11: Verwendete Kombinationen von Primar- und Sekundarantikorpern zur Markierung
von eGFP und einem weiteren Antigen. Die ChAT-eGFP Fluoreszenz von ChAT-eGFP
transgenen Tieren wurde mittels eines Antikérpers gegen eGFP verstarkt, um dann die
Kolokalisation mit den oben genannten Markern fir Immunzell- und Nervenfasertypen zu
uberprifen.
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Auszahlung bei Kolokalisation zweier Marker in Immunzellen
Um das Ausmafl der Kolokalisation von ChAT-eGFP mit CD5 bzw. CD19 in

Immunzellen zu bestimmen, wurde von 4 verschiedenen ChAT-eGFP transgenen

Tieren Gewebe entnommen. Es wurden jeweils 4 (Probe 170/10a) bzw. 6 (100/10a,
107/10a, 166/10a) Cryoschnitte angefertigt und mit einer Kombination der Antikdrper
gegen CD5 und eGFP bzw. CD19 und eGFP inkubiert. Fir die Kombinationen, bei
denen Kolokalisationen zu beobachten waren, wurden dann alle Schnitte ausgezahlt
und die entsprechenden Anteile in % errechnet.

Praabsorbtion

Um die Spezifitat der Antikorper zu testen, wurden Praabsorbtionen durchgefuhrt.
Dazu wird der, wie gewohnt, verdlinnte Antikdrper mit einer entsprechenden Menge
des korrespondierenden Peptids fir einige Zeit vorinkubiert. Die Menge des Peptids,
genauso wie Dauer und Temperatur der Prainkubation, wurde fir jeden Antikorper
individuell angepasst. Wahrend dieser Zeit gehen Antikdrper und Peptid eine
Bindung ein und der Antikorper kann spater nicht mehr an die im Gewebe
vorhandenen Antigene binden. Die korrespondierenden Peptide zu CHT1 und CGRP
wurden in einer Konzentration von 20 ug/ml bei 4°C Uber Nacht vorinkubiert,
wohingegen die Peptide fur rOCT2, rOCT3 und VAChT auf 40 pg/ml bzw. hOCT3 auf
20 pg/ml verdunnt und eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert wurden. Mit
dieser Peptid/Antikdrper-Mischung und mit einer normalen Antikdrperverdiinnung als
Kontrolle wurde dann, wie gewohnt, die Immunfluoreszenz durchgefihrt. Als
spezifisch angesehen wurden Markierungen, die nur mit der Antikdrperverdinnung,

nicht aber mit der Peptid/Antikorper-Mischung erzielt wurden.

Peptid Léange Aminosauresequenz Lokalisation Referenz Hersteller
[AS]
rCHT1 13 CTKNSGNAEERSE 29-40 Lips et al. 2002 Auftrags
immunisierung*®
rCGRP 37 NTATCVTHRLAGLLSRSGG C-terminal Rosenfeld et al. Acris
VVKDNFVPTNVGSEAF 1983
rOCT2 21 grole intraz.  Gorboulev etal.  aDiagnostics
Schleife 1997
rOCT3 18 grofeintraz.  Lips etal. 2005 ¢ Diagnostics
Schleife
hOCT3 17 TRKKGDKALQILRRIAK 297-313 Lips et al. 2005 Auftrags
immunisierung*®
VAChT 14 FDGCEDDYNYYSRS 526-539 Biotrend

Tab. 2.12: Liste der zur Praabsorbtion verwendeten Peptide mit Angaben zur Linge des
Peptids in Aminosauren [AS], der Aminosduresequenz und der Lokalisation der Peptidsequenz
im Gesamtprotein. *Auftragsimmunisierung durchgefiihrt von Dr. J. Pineda Antikérperservices
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2.2.3.1 Diaminobenzidin (DAB)-basierte Preembedding-lImmunhistochemie und
Transmissionselektronenmikroskopie

FUr die Diaminobenzidin-basierte Elektronmikroskopie wurde Gewebe von mit PFA

perfundierten a3-eGFP Mausen (N=3) und einer FVB-Wildtypmaus verwendet. Es
wurden 40 um dicke Schnitte der Eileiterproben am Kryostaten (Microm HM 560)
angefertigt und daran frei flottierend in einem Blockschalchen die Immunhistochemie
durchgefuhrt. Dazu wurde zuerst, um unspezifische Bindungen abzusattigen, fur eine
Stunde mit 10% normalem Schweineserum (Schlachthof, Giessen) blockiert.
Daraufhin wurden die Gewebe mit dem Huhn-anti-eGFP Antikdrper in einer
Gebrauchsverdiinnung von 1:8000 Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Als nachster Schritt wurden die Gewebe 3 x fur 5 min in
PBS gewaschen und mit einem mit Peroxidase konjugierten Esel-anti-Huhn-IgG
Sekundarantikérper (Dianova, Hamburg) in einer Verdinnung von 1:1600 fur eine
Stunde inkubiert. Nach weiteren Waschschritten (1 x 5 min PBS, 2 x 5 min Tris-HCI
pH 7,6) wurde die nickelverstarkte (1,5%) DAB-Reaktion durchgefihrt. Dazu wurden
15 mg/ml Nickelammoniumsulfat in 20 ml Tris-HCI gelést und 250 pl DAB-
Stammldsung (10 ug/ml) zugegeben. Mit 4 ml dieser Losung wurden die Gewebe 10
min vorinkubiert. Zum Rest der Losung wurden 1,2 uyl H,O, (30%) gegeben und
damit die Gewebe weitere 45 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 0,05 M
Tris-HCI, pH 7,6, erfolgte die Osmierung fur 20 min in 1% OsOa4 in destilliertem
Wasser unter dem Abzug. Danach wurden die Gewebe fur 3 x 5 min in 0,05 M
Maleatpuffer, pH 5,2, gewaschen. Anschliel3end erfolgte die En-bloc-Kontrastierung
in 1% Uranylacetat in 0,05 M Maleatpuffer, pH 6,0, flr 1 h im Dunkeln. Nach weiteren
Waschungen in Maleatpuffer folgte die Entwasserung fur jeweils 5 min in
aufsteigender Alkoholreihe. Um das Gewebe mit Epon (480 g/kg Epoxyresin (Agar
Scientific, Essex, England), 320 g/kg Dodecenyl Succinic Anhydride (DDSA; Agar
Scientific), 200 g/kg Methyl Nadic Anhydride (MNA; Agar Scientific) und 3% N-
Benzyldimethylamine (BDMA, Agar Scientific)) zu infiltrieren, folgten weitere Schritte
mit 100% Ethanol und Propylenoxid 1 plus 1 gemischt, Propylenoxid pur und 30
Minuten in Propylenoxid und Epon 1 plus 1 gemischt. Zur abschlieRenden
Polymerisation in Epon wurden die Gewebe zwischen zwei mit Folie bedeckte
Objekttrager gelegt und diese mit Gewichten beschwert. Die Polymerisation erfolgte
in Epon pur Uber Nacht. Am nachsten Tag wurde das Epon gewechselt und ein
weiteres Mal bei 60°C Uber Nacht auspolymerisiert. Nach der erfolgten Aushartung
wurden die Gewebe unter dem Lichtmikroskop ausgewertet, geeignete Stellen
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markiert und mit der Rasierklinge ausgeschnitten. Diese Stellen wurden mit Epon auf
Eponblindblockchen Gber Nacht bei 60°C aufgeblockt. Am darauf folgenden Tag
wurden die Blockchen mit Rasierklingen unter der Stereolupe zugetrimmt und mit
dem Reichert Ultracut E (Leica, Bensheim) Semidunnschnitte (0,5 -1 ym) angefertigt.
Geeignete Regionen wurden mit dem Durchlichtmikroskop ausgewahlt. Von diesen
Stellen wurden Ultradinnschnitte von 80 nm angefertigt und auf 300 Mesh Nickel-
Netzchen aufgezogen. Zuletzt wurden die Schnitte noch einmal mit gesattigtem
wassrigen Uranylacetat und Bleicitrat nach Reynolds (26,6 mg/ml Bleicitrat, 35,2
mg/ml Trinatrium-citrat, mit NaOH auf pH 12 eingestellt) kontrastiert. Daraufhin
wurden die Schnitte mit dem Transmissionselektronmikroskop EM 902 (Zeiss, Jena)

ausgewertet und fotografiert.

2.2.4 Histochemie

2.2.4.1 Acetylcholinesterase (AChE)-Histochemie
Die AChE-Histochemie dient zum Nachweis cholinerger Nervenfasern. Zur Detektion

der Nervenfasern werden drei verschiedene Farbeldsungen bendtigt. Farbelosung A
(10 pl/ml Triton X 100 (Sigma), 3,28 mg/ml Natriumacetat (Merck), 136 ul/ml Eisessig
(Merck), 1,468 mg/ml Trinatrium-citrat dihydrat (Fluka), 0,506 mg/ml Kupfersulfat
(Merck), 0,1717 mg/ml iso-OMPA (Sigma), pH 5,3-5,4) ist bei 4°C ein Jahr haltbar.
Stammldésung B ist eine Losung des Substrats Acetylthiocholin-lodid (50 mg/mi;
Sigma) in destillietem Wasser und ist bei 4°C einen Monat haltbar. Gesattigtes
Kalimferricyanid (Kaliumhexacyanoferrat Ill, Sigma) in destilliertem Wasser ist
Stammlésung C und eine Woche bei 4°C haltbar. Es wurden 20 um dicke
Kryostatschnitte von mit 4% PFA fixiertem Gewebe angefertigt, getrocknet, 10 min in
PBS und zweimal 5 min in 0,05 M Natriumacetatpuffer, pH 5,2, gewaschen.
Anschliel’end wurde eine Mischung von 10 ml Stammlésung A, 100 ul Stammidsung
B und 100 pl Stammlésung C angefertigt. Als Kontrolle wurde eine weitere Mischung
ohne die das Substrat Acetylthiocholin-lodid enthaltende Stammldsung B angefertigt.
Die Schnitte wurden mit diesen Ansatzen fur 120 min bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde anschlielend flr 10 min in destilliertem Wasser gestoppt. Nach zwei
weiteren Waschungen in PBS wurden die Schnitte mit einer 1 plus 3 PBS/Glycerol-

Mischung eingedeckelt und mikroskopiert.
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2.2.4.2 Butyrylcholinesterase (BChE)-Histochemie
Wie fur die AChE-Histochemie wurden 20 ym dicke Kryostatschnitte von mit 4% PFA

fixiertem Gewebe angefertigt. Die vor jedem Versuch frisch angesetzte Farbel6sung
bestand aus 50 mg S-Butyrylthiocholin-lodid (BTC, Sigma) in 32,5 ml Tris-Maleat-
Puffer pH 6,0 (12,2 g/l Tris (Roth, Karlsruhe), 11,6 g/l Maleinsaure (Merck)) und 2,5
ml Trinatrium-citrat (0,1 M, Fluka), 5 ml Kupfersulfat (30 mM, Merck), 5 ml
Kaliumferricyanit (5 mM, Sigma) 4,75 ml aqua dest. und 250 ul 1,5 bis (4-
allyldimethylammoniumphenyl)pentan-3-one-dibromid (BW284c51; 5,66 mg/ml,

Sigma). Als Kontrolle wurde eine weitere Lésung ohne das Substrat BTC verwendet.
BW284c51 inhibiert die Acetylcholinesterase. Nach einer Stunde Trocknung wurden
die Schnitte zweimal fur 10 min in Tris-Maleat-Puffer gewaschen, 40 min bei 37°C
mit der Farbeldsung inkubiert und zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen. Die

Schnitte wurden danach mit Kaiser’s Glyceringelatine eingedeckelt.

2.2.5 Hochdruck-Flussigkeits-Chromatographie (HPLC)
Beide Eileiter einer Maus wurden entnommen, in Ampulla und Isthmus geteilt und

Uberschussige Flussigkeit wurde entfernt. Das Gewebe wurde weiter zerkleinert und
in jeweils 1 ml eiskalte Ameisensaure-Aceton-Mischung (15% v/v) gegeben. Fir jede
der 4 Ampulla- und Isthmus-Proben wurde Gewebe von 5 Mausen gepoolt.
Aulerdem wurden auch Proben der gesamten Tuba uterina (N=3) erstellt. Dazu
wurden jeweils beide Eileiter von 5 Mausen in 500 pl eiskaltem Ameisensaure-
Aceton-Gemisch (15% v/v) zerkleinert und gepoolt. Die Proben wurden 30 min auf
Eis stehen gelassen, bei -20°C gelagert und auf Trockeneis verschickt. In der
Arbeitsgruppe von Herrn Professor Ignaz Wessler, Institut fir Pathologie der
Universitat Mainz, wurden die Acetylcholin-Messungen durchgefihrt. Dazu wurden
die Proben nochmals fir 15 min auf Eis gestellt, abzentrifugiert (10 min, 4.000 rpm)
und der Uberstand mit Hilfe von Stickstoff bis zur vollstdndigen Trockenheit
verdunstet. Die getrockneten Proben wurden in 1000 uyl der mobilen Phase des
HPLC-Systems resuspendiert und 20 ul davon injiziert. Acetylcholin wurde mittels
kationischer Hochdruck-FlUissigkeits-Chromatographie (HPLC), kombiniert mit
Bioreaktoren und elektrochemischer Detektion, gemessen (Reinheimer et al. 1996;
Klapproth et al. 1997). Zur Detektion wurde das BAS 481 Microbore system von
Bioanalytical Systems Inc. (West Lafayette, USA) verwendet. Acetylcholin und Cholin
wurden mit Hilfe der mobilen Phase (45 mM Phosphatpuffer mit 0,3 mM EDTA, pH
8,5) auf einer analytischen SepStik Saule (1 x 530m; BAS, Axel Semrau,
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Sprockhdvel) aufgetrennt. Um die Spezifitat des detektierten Acetylcholinpeaks zu
Uberprifen, wurde eine mit 40 U AChE bepackte Saule verwendet. Durch die AChE
wird der Acetylcholinpeak spezifisch eliminiert und es bleibt nur der Cholinpeak
zurtck (Klapproth et al. 1997). Das Detektionslimit lag bei 20 fmol ACh pro 20 pl

Injektion.

2.2.6 Desorptions-Elektrospray-lonisierung (DESI)
Am Tag der Messung wurden drei Mause wie bereits beschrieben getotet und beide

Eileiter und die Trachea schnellstmoglich entnommen. Beide Eileiter wurden
entwunden und mit einer sehr feinen Federschere vorsichtig von der Ampulla her
eroffnet. Da der Eileiter kaum vollstandig er6ffnet werden kann, wurde nur ein Tell,
meist die Ampulla, eroffnet, aufgeklappt, auf einem Objekttrager platziert und dort
sofort mit Hilfe von Trockeneis festgefroren. Auch die Trachea, welche als
Positivkontrolle diente, wurde er6ffnet, aufgeklappt und auf einem Objekttrager
festgefroren. Im Labor von Dr. Zoltan Takats, Institut flir anorganische und
analytische Chemie der JLU Giessen, wurden die Proben vor der Spraykapillare
platziert. Das Losungsmittel wurde mit einer definierten Durchflussrate unter dem
Einfluss einer hohen Spannung (4 kV) auf die Probe gespruht. Aufgrund
elektrostatischer und pneumatischer Krafte wurden lonen von der Probe abgeldst
und mittels einer unter atmospharischem Druck stehenden lonentransferleitung zum
Massenspektrometer (Finnigan LTQ Orbitrap Discovery, Thermo Fisher Scientific)
geleitet und dort analysiert (Takats et al. 2004; 2005). Die Spektren wurden mittels

der Programme LTQ Tune und Xcalibur aufgenommen und ausgewertet.
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2.2.7 Calcium-Imaging an isolierten Zellen des Eileiters
Die bendtigten Deckglaschen wurden mit 1 mg/ml Concanavalin A (Sigma)

beschichtet und in eine 24-well Platte Uberfihrt. Beide Eileiter wurden enthommen,
sauber prapariert, sehr klein geschnitten und anschlieRend 30 min in 1 ml Tyrode 1
(ohne Calciumchlorid; 140 mM Natriumchlorid, 5 mM Kaliumchlorid, 1 mM
Magnesiumchlorid, 10 mM Hepes, 10 mM Glukose und 1 mM Natriumpyruvat) mit 27
Ml Papain (Sigma) und 10 pl L-Cystein (Sigma) im Wasserbad verdaut. Um den
Verdau zu stoppen, wurde 1 ml Tyrode 2 (1 mM Calciumchlorid; 140 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1 mM MgCl;, 1 mM CaCl,, 10 mM Hepes, 10 mM Glucose, 1 mM
Pyruvat/Brenztraubensaure) mit 2 ul Leupeptin (5 mg/ml, Sigma) zugegeben und das
Gewebe durch vorsichtiges Trituieren mit der Pasteurpipette weiter zerteilt. Der
Uberstand ohne Gewebereste wurde in ein neues 15 ml Falcon-Rdéhrchen (iberfiihrt
und 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in der entsprechenden Menge Tyrode 2 Puffer, d.h. je
50 ul Puffer pro Deckglas, aufgenommen und auf den Deckglaschen ausgesat. Die
Zellen wurden fur mindesten 2 Stunden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit Hepes-Ringer Puffer mit 8 mM CaCl, (pH
7,4) gewaschen und mit dem Calciumindikator Fura-2 Acetoxymethyl (AM) Ester
(Invitrogen) beladen. Der Calciumindikator Fura-2 AM Ester wird mit DMSO auf 1 mM
verdinnt und eine 4 uM Gebrauchsverdinnung in 8 mM CaCl, Hepes-Ringer Puffer
angesetzt. Mit dieser Gebrauchsverdinnung werden die Zellen 30 min bei 37°C
inkubiert und mit 8 mM CaCl, Hepes-Ringer gewaschen. AnschlieRend wurden die
Deckglaschen mit den Zellen fur das Experiment in einen mit 2 ml einer 8 mM CaCl,-
Hepes-Ringer Puffer geflllten Delta-T-dish Uberfuhrt und mit einem hufeisenférmigen
Gewicht fixiert. Wahrend des ganzen Experiments wurde der vorgewarmte 8 mM
CaCl, Hepes-Ringer-Puffer mit einer Gilson minipuls 2 Pumpe (Gilson, Limburg-
Offheim, Deutschland) ausgetauscht. Die Messungen wurden in 8 mM CaCl, Hepes-
Ringer Puffer einer Temperatur von etwa 30°C durchgefuhrt. Nach jeder
Pharmakazugabe wurde ein zweiminutiger Waschschritt durchgefuhrt. Dieser war
notwendig, um eine vollstdndige Entfernung des im vorigen Schritt zugegebenen
Pharmakons und damit einen vollstandigen Rickgang der Reaktion der Zellen auf
diesen Stimulus vor der Zugabe eines neuen Stimulus, sicherzustellen. Pharmaka
wurden entweder in destilliertem Wasser oder in 8 mM CaCl, Hepes-Ringer Puffer

angesetzt. Die Konzentrationsangaben sind in Tab. 2.1, Abschnitt 2.1.2 angegeben.
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Fura-2 wurde bei 340 und 380 nm Wellenlange (1) angeregt und die Fluoreszenz bei
einer Wellenlange von >420 nm aufgenommen. Jede Zelle wurde unabhangig
aufgenommen und das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat von 340:380 nm
gemessen. Vor dem Experiment wurden alle Zellen mit sichtbarem Zilienschlag auf
einem Foto markiert. Nach dem Experiment wurden tote Zellen zusatzlich durch
Trypanblau-Farbung ausgeschlossen. Die Zellen konnten so fur die Auswertung in
zwei Gruppen eingeteilt werden:
e aktiv schlagende, lebende zilientragende Zellen

e |ebende andere Zellen

Zellen, die auf keinen der verwendeten Stimuli reagierten, wurden von den weiteren
Analysen ausgeschlossen. Eine Reaktion wurde als mehr als 5% Zunahme der freien
Calciumkonzentration in der Zelle definiert. Zellen, die auf Zugabe des Vehikels
Hepes reagierten, wurden ausgeschlossen, aulder diese Reaktion betrug weniger als

1/5 der Reaktion auf einen anderen Stimulus.

Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte an einem Olympus BX50WI
Lichtmikroskop ~ (Olympus, @ Hamburg, Deutschland) mit einem  20er
Wasserimmersionsobjektiv  (Olympus). An dem Mikroskop war zusatzlich ein
Thermostat (Bioptechs Inc., Butler, USA) angeschlossen. Weiterhin befand sich
oberhalb des Okulars ein slow-scan charged-coupled device Kamerasystem mit
einem schnellen Monochromator (Kamera IMAGO, TiLL Photonics, Gréafelfing,
Deutschland), welches Bilder vom optischen System in bestimmten Frequenzen
aufnimmt und an den angeschlossenen Computer Ubertragt. Fur die Aufnahme und
Auswertung wurden die Imaginganalysesoftware , TiLLVision“ (TiLL Photonics) sowie

Microsoft Office 2003 Excel verwendet.

Es wurden pro Experiment insgesamt 11 Filme von jeweils 2 min Lange
aufgenommen, jeweils sechs ,Waschfilme“ (vor und nach dem Experiment und
zwischen den Pharmakazugaben; 120 s, 12 Bilder) und funf Filme mit den
Pharmaka- bzw. Hepes-Zugaben bei Bild 30 bzw. t=60 (120 s, 60 Bilder).
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waschen waschen waschen waschen waschen waschen
L 5 ! 1 1 !+ *r95r e >
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3 min 7 min 11 min 15 min 19 min 22 min
Hepes Muskarin Nikotin ACh ATP

Abb. 2.2: Zeitleiste liber den Ablauf der Calcium-Imaging-Experimente. Auf einen 2-miniitigen
Waschschritt (Film: 120 s, 12 Bilder) folgte jeweils ein 2-miniitiger Schritt mit der
Pharmakonzugabe nach einer Minute (Film: 120 s, 60 Bilder). Darauf folgte wieder ein 2-
minutiger Waschschritt, gefolgt von der nachsten Pharmonkazugabe. Pharmakazugaben
erfolgten also nach 3 (Hepes), 7 (Muskarin), 11 (Nikotin), 15 (ACh) und 19 (ATP) Minuten. Jedes
Experiment dauerte 22 Minuten.

Weiterhin wurden Versuche mit Antagonisten von nAChR bzw. MR durchgefuhrt. Es
wurden der nicht-kompetitive nAChR Antagonist Mecamylamin (Sigma) und der
kompetitive, nicht-selektive MR Antagonist Atropinsulfat (Sigma) verwendet. Dazu
wurde bei ansonsten identischem Versuchsablauf der Blocker statt Hepes und bei
jeder Pharmakonzugabe eine Mischung aus Pharmakon und Antagonist zugegeben.
Den Blocker bei jedem Pharmakon mit zuzugeben war notwendig, da wahrend der

Experimente konstant gewaschen wurde.

Statistik

Die Daten sind als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwerts angegeben. Zur
statistischen Analyse wurde die maximale Differenz vor und nach Pharmakonzugabe
der verschiedenen Gruppen mit dem globalen Kruskal-Wallis Rang-Summen-Test
verglichen. Bei einem errechneten p-Wert kleiner als 0,05 wurden die Werte
daraufhin paarweise mit dem Mann-Whitney-Test verglichen. Die errechneten p-
Werte sind im Ergebnisteil angegeben. Verbundene Stichproben wurden mit dem
Wilcoxon-Test auf statistische Signifikanz geprift. AuRerdem wurde die absolute
Zahl reagierender Zellen der verschiedenen Gruppen jeweils paarweise mit dem

Chi%-Test miteinander verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression und Lokalisation von Komponenten des
cholinergen Systems in der Tuba uterina der Maus

3.1.1 Vergleich der Expression von Komponenten des cholinergen
Systems mittels qualitativer RT-PCR bei tragenden und nicht-tragenden
Mausen

Die Abhangigkeit der Expression der Komponenten des cholinergen Systems von
folgenden Parametern wurde untersucht:

- Zyklusstand (Prodstrus, Ostrus, Metdstrus, Didstrus)

- Segment der Tuba uterina (Ampulla, Isthmus, evtl. uterotubarer Ubergang)

- Trachtigkeit (ipsi- oder kontralateraler Eileiter, 1-Zell- oder 2-Zell-Stadium des

Embryos)

3.1.1.1 Syntheseenzyme und Transporter

Die klassischen cholinergen Marker ChAT, VAChT und ChT1 waren in der Tuba
uterina nicht bzw. nur in etwa 30% der Proben (CHT1) nachweisbar (Abb. 3.1). ACh
konnte allerdings nicht nur von ChAT, sondern auch von der ubiquitar
vorkommenden Carnitintransferase (CarAT) synthetisiert werden. Diese wurde,
genauso wie schwache Banden von mRNA von AChE, nachgewiesen (Abb. 3.1).
Transkripte der drei verschiedenen organischen Kationentransporter (OCT1-3) waren
in fast allen Proben detektierbar (Abb. 3.1). Weder bei cholinergen Markern, noch bei
den organischen Kationentransportern waren Veranderungen der
Expressionshaufigkeit in Abhangigkeit der verschiedenen untersuchten Parameter

feststellbar.

47



Ergebnisse

ChAT CarAT CHT1

M tube + @ tube @ tube + @

200bp -

100bp -

VACHhT AChE
M tube + -RT © M © tube

200bp -

200bp-

100bp - 100bp-

OCT1 OCT2 OCT3
tube g tube g tube @ M

-200bp
-100bp

Abb. 3.1: RT-PCR, reprasentatives Gel zur Expression cholinerger Marker (ChAT, CHT1,
VAChT, AChE) und OCTs in der Tuba uterina der Maus. Das Syntheseenzym ChAT war im
Gegensatz zu der CarAT nicht nachweisbar. CHT1 und VAChT waren weitestgehend nicht
nachweisbar. Transkripte von AChE und OCTs waren dagegen nachweisbar. +: Positivkontrolle
(Gehirn) @: Wasserkontrolle, -RT: -RT-Kontrolle, M: Marker)

3.1.1.2 Muskarinische Acetylcholinrezeptoren

Die Gene der muskarinischen Rezeptoren bestehen aus nur einem Exon und nur fur
zwei der fuinf Rezeptorsubtypen sind bisher weitere Informationen im nicht-
kodierenden Bereich (NCR = non-coding region) der Gene bekannt. Es handelt sich
hierbei um die Subtypen M1 und M3. Im NCR von M1 sind zwei Introns und im NCR
von M3 sind vier Introns bekannt. Fur diese beiden Rezeptoren war es daher
madglich, intronspannende Primer zu entwerfen. Die Elektrophorese nach der mit
diesen intronspannenden Primern durchgefihrten RT-PCR zeigte jeweils zwei
Banden. Nach Gelextraktion dieser Banden und Sequenzierung der PCR-Produkte
konnten fir das Oligonukleotidpaar fur M1 zwei bereits bekannte Transkriptvarianten
(NM_007698.3; NM_001112697.1) auch im Eileiter nachgewiesen werden. Das
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PCR-Produkt der Transkriptvariante 2 (NM_007698.3), welche ein Intron beinhaltet,
war 237 bp lang. Transkriptvariante 1 (NM_001112697.1) beinhaltet zwei Introns und
fuhrte zu einem 324 bp langen PCR-Produkt. Die Sequenzierung des 186 bp langen
PCR-Produktes des intronspannenden M3-Primers bestatigte die korrekte
Amplifikation des Gens fur M3 (NM_033269.4). In diesem Fall ist bisher keine
weitere Transkriptvariante bekannt und es war aufgrund der zu geringen
Konzentration des PCR-Produkts nicht moglich, die zweite Bande von etwa 110 bp
Lange zu sequenzieren. In den Proben der Eileiter der Maus wurden sowohl
gleichzeitig beide Transkriptvarianten, jeweils nur eine, als auch gar keine
Transkripte von M1 und M3 nachgewiesen. Die Auszahlung von 38 Proben ergab,
dass fur M1 meist beide Transkriptvarianten nachweisbar waren (63,2%). In 7,9%
(TV1) bzw. 10,5% (TV2) der Falle war jeweils nur eine der Varianten nachweisbar.
Far M3 (37 Proben) waren die Unterschiede geringer: In 29,7% der Falle war nur
Bande 1 (186 bp), in 23,3% der Falle nur Bande 2 und in 37,8% der Falle waren

beide Banden vorhanden.

In Proben von Ampulla, Isthmus und uterotubarem Ubergang des Eileiters der nicht-
tragenden Maus wurde mit Hilfe der RT-PCR mRNA von allen 5 muskarinischen
Rezeptorsubtypen nachgewiesen (Abb. 3.2). Am haufigsten nachgewiesen wurden
die Subtypen M1, M3 und M4. Sie waren in etwa 80% der Proben detektierbar. Im
Gegensatz dazu waren M2 und M5 nur in etwa einem Drittel der Proben
nachweisbar. Die Expression war in allen drei Tubenabschnitten (siehe Abb. 3.2) und
auch in den verschiedenen Zyklusstanden vergleichbar. Die Expressionshaufigkeiten
wurden paarweise mittels Chi>-Test mit Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen
miteinander verglichen. Auch der Unterschied zwischen den Proben der trachtigen

und nicht-trachtigen Tiere war nicht statistisch signifikant (Tab. 3.1).
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Marker
,0

M1 M2 M3 M4 M5 =T
RT + 09 +0 +0 +0 + g

350 bp-

100 bp-

Ampulla

350 bp-

100 bp-

350 bp-

100 bp-

uterotubarer Ubergang

Abb. 3.2: RT-PCR, Nachweis der Expression der finf muskarinischen Rezeptoren in Ampulla,
Isthmus und uterotubarem Ubergang mittels RT-PCR. Die Expression ist unabhingig vom
untersuchten Tubensegment und den anderen untersuchten Parametern. Zyklusstand der
untersuchten Maus: Ostrus, +: cDNA, @: -RT- Kontrolle

nicht trachtige Tiere trachtige Tiere
positive Gesamtzahl positive Gesamtzanhl
Proben der Proben Proben der Proben
M1 28 35 30 36
M2 19 34 10 42
M3 30 34 27 36
M4 24 34 33 39
M5 17 34 14 40

Tab. 3.1: Absolute Ergebnisse der qualitativen RT-PCR zum Nachweis von muskarinischen
Rezeptoren M1-5 bei trachtigen und nicht-trichtigen Tieren. Unterschiede in der
Expressionshaufigkeit wurden mittels Chi*-Test (fiir multiples Testen mittels Bonferroni-
Korrektur korrigiert) auf Signifikanz tberpruft. Keiner der hier zu beobachtenden Unterschiede
ist statistisch signifikant.
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3.1.1.3 Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR)

Auch fast alle nikotinischen o— und B-Untereinheiten konnten mittels RT-PCR
nachgewiesen werden (Abb. 3.3a). In Abb. 3.3b ist dargestellt, in welchem
Prozentsatz der Proben die verschiedenen nAChR-Untereinheiten nachgewiesen
wurden. Fast nie nachgewiesen wurden die nAChR-Untereinheiten o6, a9 und 3
(Abb. 3.3). Am haufigsten exprimiert wurden die Untereinheiten a2, o4, a5, o7 und
B4. Die Untereinheit o7 war in einem signifikant geringeren Anteil (p<0,05) der
Proben von trachtigen Tieren als von nicht-trachtigen Tieren nachweisbar. Auf3erdem
war die Untereinheit o4 signifikant haufiger in der Ampulla als im Isthmus
nachweisbar. Bei keinem anderen Parameter gab es signifikante Unterschiede in der

Expressionshaufigkeit der verschiedenen Untereinheiten.

a 02 a3 od a5 ob af a9 al0 o p2 B3 B4

RT+ ¢ + 06 + 0 + 0+ 8+ 8 + 08 + 6T + @ + 6 + o

350 bp -
100 bp -
100
b -
O trachtig %
90 —
M nicht-trachtig
80 -

70

60

50

40 -

positive Nachweise [%)]

30

20 A
10 A

iy bl

a2 a3 a4 as a6 a7 a9 al0 B2 B3 B4
N({)= 44 44 44 44 32 35 32 32 36 36 35

N(nt)= 26 26 26 23 23 35 26 23 12 12 12

Abb. 3.3: qualitative RT-PCR a) Expression von a- und - nAChR-Untereinheiten im Ovidukt der
Maus. +: cDNA, @: Kontrolle ohne Reverse Transkription. Selten gefunden wurde mRNA der
nAChR a6, a9 und 3. b) Expression der nAChR Untereinheiten bei trachtigen und nicht
trachtigen Mausen. Die positiven Nachweise der verschiedenen untersuchten Gene wurde
mittels Chi%-Test mit Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen miteinander verglichen. *: die
Untereinheit a7 ist in trachtigen Tieren signifikant seltener exprimiert als in nicht trachtigen
Tieren. N=Anzahl der untersuchten Proben, (t): trachtige Tiere, (nt): nicht-trachtige Tiere
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3.1.2 Lokalisation von Komponenten des cholinergen Systems

3.1.2.1 Cholinacetyltransferase (ChAT), VAChT und CHT1

Cholinacetyltransferase (ChAT)

Zum Nachweis ChAT exprimierender Zellen in der Tuba uterina wurden Proben von
eGFP unter der Kontrolle des ChAT-Promotors exprimierenden Mausen verwendet.
Obwohl mittels qualitativer RT-PCR keine Transkripte von ChAT nachweisbar waren,
konnten mit Hilfe dieser transgenen Mause ChAT in drei verschiedenen Zelltypen
beobachtet werden: Nervenfasern, Immunzellen und selten in einzelnen eGFP-
exprimierenden Muskelzellen. Cholinerge Nervenfasern wurden selten gefunden.
Meist wurden sie in der Mesosalpinx, der Subserosa und in der Nahe von
Blutgefalien beobachtet (Abb. 3.4).

Abb. 3.4: Nachweis cholinerger Nervenfasern mittels eGFP-Immunhistochemie an Proben
ChAT-eGFP-transgener Mause. Cholinerge Nervenfasern waren generell selten zu beobachten.
Meist waren sie in der Mesosalpinx, der Subserosa und in der Ndhe von BlutgefiaBen
anzutreffen.

In den Anschnitten der Tuba uterina wurden auf’erdem in geringer Anzahl ChAT-
eGFP-positive Immunzellen gefunden. Um herauszufinden, um welche Art
Immunzellen es sich handelte, wurden immunhistochemische Doppelmarkierungen
mit Antikdrpern gegen T- und B-Lymphozyten durchgefuhrt. Zur Identifizierung von T-
Lymphozyten wurde ein Antikdrper gegen CD5 verwendet. Zwischen ChAT-eGFP
und CD5 war keinerlei Kolokalisation zu beobachten (Abb. 3.5). Im Gegensatz dazu
waren zwischen ChAT-eGFP-positiven Immunzellen und dem B-Lymphozytenmarker
CD19 Kolokalisationen zu beobachten. Es waren 27 von 1289 CD19-positiven Zellen
auch positiv fur ChAT-eGFP, das entspricht einem Anteil von 2,1%. Weitere 24
Zellen waren ChAT-eGFP-, aber nicht CD19-positiv, somit sind 52,9% aller eGFP-
positiven Zellen CD19 positiv. Es wurden fiur die Kombination CD19/ChAT-eGFP und
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CD5/ChAT-eGFP gleich viele Proben (N=4) und Schnitte (Probe 1: 4 Schnitte, Probe
2-4: 6 Schnitte) ausgewertet.

A’ ChAT-eGFP A" ChAT-eGFP/CD5

B ChAT-eGFP B ChAT-eGFP/CD19

Abb. 3.5: CD5 bzw. CD19 und ChAT-eGFP Doppelimmunfluoreszenz, Tuba uterina der ChAT-
eGFP-transgenen Maus. Die ChAT-eGFP-Fluoreszenz wurde mittels Huhn-anti-eGFP-Antikorper
und FITC-markiertem Esel-anti-Huhn Ig-Sekundarantikorper verstarkt. A-A”) CD5/ChAT-eGFP
Doppelimmunfluoreszenz in der Mesosalpinx der Tuba uterina. Kolokalisation von ChAT-eGFP
mit dem T-Zellmarker CD5 ist nicht zu beobachten (A”). B-B) CD19/ChAT-eGFP
Doppelimmunfluoreszenz in der Ampulla der Tuba uterina. Die CD19-positiven Immunzellen
befinden sich im Zwischenraum zwischen zwei Tubenquerschnitten. Zwei Prozent der CD19-
positiven Imnmunzellen (B-Lymphozyten) sind ChAT-eGFP-positiv (B, Pfeile).

Sehr selten kamen aul3erdem einzelne ChAT-eGFP exprimierende Zellen, vielleicht
Muskelzellen, meist in der Mesosalpinx oder der Subserosa vor (Abb. 3.6.A und B).
Ein einziges Mal wurde auch eine ChAT-eGFP positive Epithelzelle im Infundibulum
gefunden (Abb. 3.6.C).

A . ChAT-eGFP/CD5 ChAT-eGFP/CHT1 ChAT-eG'FPI HT1

0'4/
A

Abb. 3.6: ChAT-eGFP-CD5/CHT1-(Cy3)-Immunfluoreszenz, ChAT-eGFP-positive Zellen in der
Tuba uterina der Maus. Die ChAT-eGFP-Fluoreszenz wurde mittels Huhn-anti-eGFP-Antikorper
und FITC-markiertem Esel-anti-Huhn Ig-Sekundarantikérper verstarkt. Selten sind einzelne,
ChAT-eGFP-positive Zellen, eventuell Muskelzellen, in der Mesosalpinx, der glatten Muskulatur
und der Subserosa nachweisbar (A, B, Pfeil). Eine einzelne ChAT-eGFP exprimierende Zelle
wurde auch im Epithel des Infundibulums gefunden (C, Pfeil). Blockpfeil: CHT1-positive Zelle in
der Subserosa. ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso: Mesosalpinx, sub: Subserosa
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Vesikularer Acetylcholintransporter (VAChT)

Mittels Immunhistochemie war praktisch kein VAChT in der Tuba uterina
nachweisbar. In sehr seltenen Fallen waren punktformige Markierungen vorhanden,
welche tatsachlich VAChT darstellen kénnten, da VAChAT in Vesikeln vorkommt (Abb.
3.7). Ahnliches konnte in den Praabsorbtionen nicht gefunden werden (Abb. 3.7). Die
ebenfalls vorhandene apikale Farbung mancher Epithelzellen konnte nicht
praabsorbiert werden und ist demnach nicht spezifisch. Aufgrund der extrem
geringen Markierung wurde als Positivkontrolle Schnitte vom Darm eingesetzt. Hier
waren eindeutig VAChT-positive Nervenfasern nachweisbar (Abb. 3.7). Diese
Markierung war mit dem korrespondierenden Peptid vollstandig praabsorbierbar
(Abb. 3.7).

Darm Pra

Eileiter Pra

Abb. 3.7: VAChT-Immunhistochemie, Tuba uterina und Darm der Maus. VAChT-positive
Nervenfasern sind in der Muskulatur des Darms nachweisbar (Pfeile). Diese Markierung lasst
sich mit dem korrespondierenden Peptid vollstandig praabsorbieren. Im Gegensatz dazu ist
das Signal der VAChT-positiven Zellen in den Darmzotten nicht praabsorbierbar. Im Eileiter ist
praktisch kein VAChT nachweisbar. Hier abgebildet ist eine der selten moglichen
Markierungen. Die apikale Farbung einiger tubarer Epithelzellen ist nicht praabsorbierbar.
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Hochaffiner Cholintransporter 1 (CHT1)

Mittels Immunhistochemie konnten CHT1 exprimierende Zellen in der Tuba uterina
nachgewiesen werden. Es handelte sich dabei um einzelne Zellen in der
Mesosalpinx und seltener in der subserosen Adventitia um die Tubenquerschnitte
(Abb. 3.8). Das Signal konnte durch Praabsorbtion mit dem korrespondierenden
Peptid vollstandig blockiert werden (Abb. 3.8). CHT1-positive Zellen waren nicht
ChAT-GFP positiv. Mit Blick auf die Ergebnisse bei der RT-PCR, dort wurde nur in
etwa 30% der Proben CHT1 mRNA nachgewiesen, wurde verhaltnismaRig viel
CHT1-Protein in der Tuba uterina mittels Immunhistochemie nachgewiesen. CHT1-

positive Nervenfasern waren nicht vorhanden.

Praabsorbtion

Abb. 3.8: CHT1-Immunhistochemie, Tuba uterina der ChAT-eGFP-transgenen Maus. CHT1
immunrealtive Zellen sind in der Subserosa (A) und in der Mesosalpinx (B) nachweisbar. CHT1-
positive Zellen exprimieren kein ChAT-eGFP (C). Die CHT1-Markierung ist mit dem
korrespondierenden Peptid vollstandig praabsorbierbar (D).
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3.1.2.2 Organische Kationentransporter 1-3

Far den immunhistochemischen Nachweis der OCTs 2 und 3 wurden drei
verschiedene Antikdrper verwendet. Zum Nachweis von OCT1 konnte leider kein
spezifischer Antikorper gefunden werden. Der organische Kationentransporter 2
konnte im apikalen Bereich der zilientragenden Zellen detektiert werden. Das Signal
lie® sich mit dem korrespondierenden Peptid vollstandig praabsorbieren (Abb. 3.9).
Die Verwendung der zwei verschiedenen Antikdrper gegen das Ratten- (rOCT) bzw.
humane (hOCT) Ortholog von OCT3 fuhrte zu geringfligig unterschiedlichen
Markierungen. Der Antikorper gegen rOCT3 erkennt eine Peptidsequenz, die eine
vollstandige Homologie zu seinem murinen Ortholog aufweist. Dieser Antikorper
farbte hauptsachlich den apikalen Bereich der zilientragenden Zellen des Epithels.
Dagegen farbte der Antikdrper gegen das humane Ortholog, welches 82%
Sequenzhomologie zu dem murinen OCT3 aufweist, die glatte Muskulatur und
schwach den apikalen Bereich der zilientragenden Zellen. Auch diese Markierung
konnte durch Praabsorbtion mit den korrespondierenden Peptiden verhindert werden
(Abb. 3.9).

Praabsorbtion rOCT2 Praabsorbtion rOCT3 Praabsorbtion hOCT3

Abb. 3.9: Inmunhistochemie zum Nachweis der organischen Kationentransporter (OCT) 2 und
3. Der Antikorper gegen rOCT2 farbt den apikalen Bereich der zilientragenden Zellen. Zu sehen
ist hier ein Bereich der Ampulla. Die Spezifitit der Markierung konnte mittels Praabsorbtion mit
dem korrespondierenden Peptid gezeigt werden. Die Antikérper gegen das Ratten- und
humane OCT3 farbten den apikalen Bereich der zilientragenden Zellen (rOCT3) bzw. leicht den
apikalen Bereich der zilientragenden Zellen und die glatte Muskulatur (hOCT3). Auch diese
Markierung lasst sich durch Praabsorbtion mit den korrespondierenden Peptiden verhindern.
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3.1.2.3 Muskarinische Rezeptoren

Immunhistochemie

Es ist bekannt, dass momentan nur fir den Nachweis des M2-Rezeptors ein
spezifischer Antikérper vorhanden ist. Dabei handelt es sich um einen monoklonalen
Rattenantikorper (mAB367) von Chemicon (Billierica, USA). Seine Spezifitat wurde in
unserer Arbeitsgruppe mittels M2/3 Rezeptor-defizienten Mausen bestatigt (Jositsch
et al. 2009). Dieser Antikorper markiert im Bronchus spezifisch glatte Muskulatur
(Abb. 3.10a, Bilder mit freundlicher Genehmigung von G. Jositsch) und
Kardiomyocyten der Pulmonalvene (Jositsch et al. 2009). Im Fall der Tuba uterina
verursacht derselbe Antikorper eine falsch positive Farbung im apikalen Bereich der
zilientragenden Zellen sowohl im Isthmus, als auch in der Ampulla (Abb. 3.10b). Die
glatte Muskulatur ist nicht gefarbt. Alle hier abgebildeten Bilder sind unter identischen

Bedingungen mit Gewebe desselben gendefizienten Tieres erstellt wurden.

Bronchgé I_sthmus Isthmus

M2/3-/- M2-+/+ } M2/3 /-
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Abb. 3.10: Immunhistochemischer Nachweis des M2-Rezeptors mit dem monoklonalen Ratten
Antikorper 367 (Chemicon) a) Nachweis des M2-Rezeptors in der glatten Muskulatur des
Bronchus einer Wildtypmaus (M2+/+). Zum Nachweis der Spezifitdt des Antikorpers diente eine
M2/3-KO-Maus b) Unspezifische Farbungen des apikalen Bereichs der zilientragenden Zellen
in Ampulla und Isthmus der Maus bei Wildtyp- und KO-Mausen
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Laser-assistierte Mikrodissektion

Aufgrund der oben erwahnten Unspezifitat der vorhandenen Antikdrper gegen
muskarinische Rezeptoren (Jositsch et al. 2009; Pradidarcheep et al. 2009) wurde
Laser-assistierte Mikrodissektion zur Lokalisation der Rezeptoren durchgeflihrt. Es
wurde die Expression der Rezeptoren M1, M2 und M3 in Epithel und glatter
Muskulatur untersucht. Abbildung 3.11 zeigt reprasentative Bilder der Laser-
assistierten Mikrodissektion von Epithel und glatter Muskulatur. Im Epithel konnte
MRNA der Rezeptoren M1 (4 von 6 Proben) und M3 (4 von 6 Proben) nachgewiesen
werden. In Proben der glatten Muskulatur war keine Expression von muskarinischen

Rezeptoren nachweisbar (Abb. 3.12). Ohne reverse Transkription konnten keine

Amplifikationsprodukte nachgewiesen werden.

i [P b“i- g oy 7 i/ Jaty

TR ey, ks 5 1- ! 7y (R

A At ]
Abb. 3.11: Reprasentative Bilder von Hamalaun-gefarbten Kryoschnitten des Eileiters. Es

wurden mit Hilfe eines Lasers Proben von Epithel und Muskulatur entnommen. Fiir jede Probe
wurden 60 Gewebeprofile gepoolt. Griin dargestellt sind die verwendeten Laserlinien.

e
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Abb. 3.12: Agarosegele nach erfolgter RT-PCR mit den Primern M1, M2, M3 und dem
Housekeeping-Gen B-MG in Proben von Epithel (E) und glatter Muskulatur (M). @: Kontrolle
ohne Reverse Transkription, +: Positivkontrolle Gehirn; N(E)=6; N(M)=5

3.1.2.4 Nikotinische Rezeptoruntereinheiten

Laser-assistierte Mikrodissektion

Auch die Unspezifitit der vorhandenen Antikérper gegen nikotinische
Rezeptoruntereinheiten ist beschrieben (Moser et al. 2007). Deshalb wurde auch in
diesem Fall auf die Laser-assistierte Mikrodissektion zuruckgegriffen. Es wurde die
Expression der nAChR-Untereinheiten o3 und o7 sowohl in Epithel als auch in glatter
Muskulatur Uberpruft. Die mRNA von a7 war im Epithel in 3 von 6 Proben und in
glatter Muskulatur in 2 von 5 Proben nachweisbar, wohingegen mRNA von nAChR
a3 nicht gefunden wurde (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Agarosegele nach erfolgter RT-PCR mit den Primern a3 und a7 in Proben von
Epithel (E) und glatter Muskulatur (M). o: Kontrolle ohne Reverse Transkription, +:
Positivkontrolle Gehirn; N(a3)=4; N(a7,E)=6; N(a.7,M)=5
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DAB-basierte Immunhistochemie und Transmissionselektronenmikroskopie
des Eileiters einer transgenen Maus, welche eGFP unter der Kontrolle des a3-
Promotors exprimiert

Obwohl mittels Laser-assistierter Mikrodissektion keine mRNA der nAChR «a3-
Untereinheit nachweisbar war, konnte mit Hilfe einer eGFP unter dem a3-Promotor
exprimierenden Maus (Frahm et al. 2011) die Anwesenheit der a3-Untereinheit in
einzelnen zilientragenden Zellen im Epithel der Eileiter der Maus nachgewiesen
werden. Die o3-eGFP transgenen Mause zeigen grine eGFP-Fluoreszenz in
Nervenfasern (Abb. 3.14a). Nach immunhistochemischer Verstarkung mittels eines
polyklonalen Huhn-anti-eGFP Antikérpers waren zusatzliche Nervenfasern und
einzelne positive Zellen im Epithel der Ampulla, aber nicht im Isthmus, nachweisbar
(Abb. 3.14b).
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a) a3-eGFP ' | b) Amplifikation "

Adventitia

Ampulla

a3-eGFP,

Isthmus

Abb. 3.14: eGFP-Fluoreszenz in der nAChR a3-eGFP-transgenen Maus (Frahm et al. 2011). a)
Direkte a3-eGFP-Fluoreszenz ohne Antikérperverstarkung. EGFP-positiv sind hauptséachlich
Nervenfasern um BlutgefiaBe in der Adventitia und der Subserosa. b) Die Verstirkung der
Fluoreszenz mit Hilfe eines anti-eGFP-Antikorpers aus dem Huhn zeigt zusitzliche
Nervenfasern (siehe Bild Ampulla) und positive Epithelzellen (Blockpfeil) in der Ampulla, aber
nicht im Isthmus.
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Um den Zelltyp der a3-eGFP exprimierenden Zellen bestimmen zu konnen, wurde
eine DAB-basierte Immunhistochemie durchgefuhrt und am
Transmissionselektronenmikroskop ausgewertet. Diese Auswertung zeigte, dass die

eGFP-positive Epithelzellen zilientragende Zellen sind.
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Abb. 3.15: A) Amplifikation des eGFP-Signals mittels anti-eGFP Immunfluoreszenz in der
nAChR-0.3-eGFP-transgenen Maus (Frahm et al. 2011). Eine Subpopulation von Epithelzellen
der Ampulla ist nAChR-a3 positiv. B) DAB-basierte Immunhistochemie an nAChR a3-eGFP
exprimierenden transgenen Mausen (Frahm et al. 2011). Die Auswertung mit dem
Transmissionselektronenmikroskop zeigt, dass die a3-eGFP-positiven Epithelzellen
zilientragende Zellen sind.
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3.1.2.4 Acetylcholinesterase- (AChE) und Butyrylcholinesterase- (BChE)
Histochemie

Die AChE-Histochemie dient zum Nachweis cholinerger Nervenfasern. Im Eileiter der
Maus wurden generell nur sehr wenige cholinerge Nervenfasern nachgewiesen.
Diese wenigen Nervenfasern befanden sich hauptsachlich in der Mesosalpinx, dem
Mesovar bzw. in weiteren bindegewebigen, serdsen und subserdsen Strukturen,
welche den eng gewundenen Eileiter zusammenhalten und direkt umschliel3en.

Haufig befanden sich diese Nervenfasern in der unmittelbaren Nahe von

Blutgefalien.
Isthmus Isthmus
100 pm 100 ym
Mesosalpinx Ampulla Negativkontrolle
4
100 pm 100 pm

Abb. 3.16: AChE-Histochemie am Eileiter der Maus. Cholinerge Nervenfasern (Pfeil) waren
generell selten vorhanden. Meist befanden sie sich in der Mesosalpinx, der seré6sen und
subserosen Adventitia um die Tubenquerschnitte der Maus herum und in der Ndhe von
BlutgefdaBen. In der Negativkontrolle ohne das Substrat Acetylthiocholin-lodid sind keine
cholinergen Nervenfasern zu sehen.
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Auch zum Nachweis der Lokalisation der Butyrylcholinesterase im Eileiter der Maus
wurden histochemische Untersuchungen durchgefuhrt. Die BChE wurde in der Tuba
uterina hauptsachlich im Epithel und den dul3eren Lagen der glatten Muskulatur des
Isthmus nachgewiesen. In der Ampulla war manchmal eine schwache Farbung der
glatten Muskulatur zu beobachten. Die Starke der Farbung variierte von Probe zu
Probe. Als Positivkontrolle wurden Schnitte der Leber verwendet. Als

Negativkontrolle wurden Schnitte ohne das Substrat S-Butyrylthiocholin-lodid

inkubiert.
Isthmus Leber Negativkontrolle
-
%fm e m" %
6 )
\_ —— 100 um

Abb. 3.17: BChE-Histochemie am Eileiter der Maus. Die BChE wurde im Epithel und den
auBeren Muskelschichten des Isthmus nachgewiesen. Als Positivkontrolle dienten Schnitte
aus der Leber. Schnitte, die ohne das Substrat S-Butyrylthiocholin-lodid inkubiert wurden,
dienten als Negativkontrolle.

3.1.3 Acetylcholin-Messungen

Mittels HPLC konnten geringe Mengen von ACh in der Tuba uterina der Maus
nachgewiesen werden. In der Ampulla wurden durchschnittlich 0,38 +/- 0,12 pmol/mg
und im Isthmus 0,27 +/- 0,10 pmol/mg ACh nachgewiesen (N=4). In Proben der
Gesamttube (N=3) waren durchschnittlich 0,87 +/- 0,10 pmol/mg nachweisbar. Hier
war allerdings nach der Kontrollreaktion mit der Esterasetrennsaule und erneuter
Messung kein ACh-Peak mehr sichtbar. In den Proben der Gesamttube war also kein
eindeutiger ACh-Nachweis maglich.

Mittels DESI-Messung konnte kein ACh auf der Oberflache des Epithels der Tuba
uterina (N=3) nachgewiesen werden. Auf dem Epithel der Trachea, welches als

Positivkontrolle diente, war ACh nachweisbar (N=2).
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3.2 Funktionelle Untersuchungen des cholinergen Systems im
Eileiter der Maus mittels Calcium-Imaging

3.2.1 Nicht-zilientragende Zellen

Etwa 30% aller nicht-zilientragenden Zellen, die aus dem Ovidukt von WT-M&usen
isoliert  wurden, reagierten mit einem  Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration [Ca?']; von etwa 100% auf Zugabe von Muskarin, ACh und
ATP (Abb. 3.18, 20). Aullerdem reagierten einzelne (14 von 356) Zellen auch auf
Zugabe von Nikotin (Abb. 3.19). Als lebend wurden alle nicht-zilientragenden Zellen

klassifiziert, welche sich nach dem Experiment nicht mit Trypanblau anfarben liel3en.

3.2.1.1 Einfluss der cholinergen Blocker Atropinsulfat und Mecamylamin auf die
Reaktion nicht-zilientragender Zellen auf cholinerge Agonisten.

Bei Zugabe von Atropinsulfat wurde die Reaktion auf die cholinergen Agonisten
Muskarin und ACh vollstandig blockiert (Abb. 3.18, p=0,000). Die Zugabe von
Mecamylamin fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der Reaktion auf Nikotin
(p=0,000). Dies ist allerdings aufgrund der wenigen auf Nikotin reagierenden Zellen
in Abbildung 3.18 nicht sichtbar. Die Reaktion auf ATP wurde durch keinen der

beiden Blocker beeinflusst.
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nicht- Reaktion auf Reaktion auf Reaktion auf Reaktion auf
zi|ientragende Zellen Muskarin Nikotin ACh ATP
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Abb. 3.18: Calcium-Imaging-Experimente an oviduktalen nicht-zilientragenden Zellen,
dargestellt als Fura-2 Fluoreszenz-Intensitat (340:380 nm, Mlttelwert+SEM) Dle Zellen wurden
nacheinander m|t Hepes als Vehikelkontrolle, Muskarin (10 M), Nikotin (10 M), ACh (10 M)
und ATP (10 M) inkubiert. Nach jeder Pharmakongabe wurde 2 min gewaschen. Der
muskarlnlsche Blocker Atropinsulfat (10 M) und der nikotinische Antagonist Mecamylamin
(10 M) wurden jeweils statt Hepes als Vehikelkontrolle und als Mischung mit dem jeweiligen
Pharmakon gegeben. Die Gruppen wurden mittels Kruskal-Wallis Rangsummen-Test, gefolgt
vom Mann-Whitney-Test fiir gepaarte Stichproben verglichen. In der Tabelle sind die
resultierenden p-Werte des Mann-Whitney Tests angegeben. Die Reaktion auf die Zugabe von
Muskarin und ACh ist vollstandig durch Atropinsulfat blockierbar. Bei Gabe von Mecamylamin
ist die Reaktion auf Nikotin signifikant reduziert (Mann-Whitney-Test). Dies ist aufgrund der
geringen Anzahl reagierender Zellen hier nicht sichtbar. N=reagierende Zellen/Anzahl
Experimente
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Der Anteil reagierender nicht-zilientragender Zellen auf cholinerge Agonisten liel3
sich durch die Zugabe sowohl des muskarinischen Blockers Atropinsulfat als auch
durch die Zugabe des nikotinischen Antagonisten Mecamylamin beeinflussen.
Signifikant weniger Zellen reagierte nach Zugabe von Atropinsulfat auf Muskarin und
ACh. AuRerdem reagierten signifikant mehr Zellen nach Zugabe von Mecamylamin
auf Zugabe von Muskarin, ACh und ATP (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Anzahl reagierender nicht-zilientragender Zellen. Bei Gabe von Atropin reagieren
signifikant weniger Zellen auf Muskarin und ACh als ohne Blocker. Im Gegensatz dazu
reagieren bei Gabe von Mecamylamin signifikant mehr Zellen auf die Gabe von Muskarin, ACh
und ATP. Aufgrund der geringen Anzahl auf Nikotin reagierender Zellen (unter 5%) sind diese
Veranderungen nicht auswertbar. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, Chi>-Test. N=Anzahl lebender
Zellen
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3.2.1.2 Reaktionen oviduktaler nicht-zilientragender Zellen von WT-, M1KO- und
M3KO-Mausen auf cholinerge Agonisten.

Signifikant weniger aus den beiden KO-Linien isolierte nicht-zilientragende Zellen
reagierten auf Muskarin, ACh und ATP. Bei aus M1KO-Mausen isolierten nicht-
zilientragenden Zellen reagierten ca. 1/3 weniger Zellen nach Zugabe von Muskarin,
ACh und auch ATP. Bei aus M3KO-Tieren isolierten Zellen reagierten im Vergleich
zu den WT-Tieren nur noch etwa 25% der Zellen auf Muskarin und etwa 13%
Prozent auf ACh. Es reagierten also wesentlich weniger aus M3KO-Tieren isolierte
nicht-zilientragende Zellen auf Zugabe der Pharmaka Muskarin und ACh als aus
M1KO-Tieren isolierte Zellen. Dieser Unterschied ist signifikant. Bei Zugabe von ATP
reagierten dagegen bei beiden KO-Stammen etwa 30% weniger Zellen als bei den
WT-Mausen. Da weniger als 5% der Zellen auf Nikotin reagierten, konnten die
Unterschiede zwischen den drei Gruppen im Bezug auf Nikotin nicht ausgewertet
werden (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Anzahl aus WT-, M1KO- und M3KO-Tieren isolierter, reagierender nicht-
zilientragender Zellen. Es reagieren signifikant weniger aus M1KO- und M3KO-Tieren isolierte
Zellen auf Gabe von Muskarin, ACh und ATP. Auch die Unterschiede zwischen den beiden KO-
Stammen auf Muskarin und ACh sind signifikant. Die Verdnderungen bei der Gabe von Nikotin
sind aufgrund der geringen Anzahl reagierender Zellen, statistisch nicht auswertbar. * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001, Chi>-Test. N=Anzahl lebender Zellen
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Der Vergleich der Starke der Reaktionen nicht-zilientragender Zellen, welche
WT- und M1KO-Tieren isoliert wurden, zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Starke der Reaktion von aus M3KO isolierten nicht-zilientragenden Zellen

Muskarin und ACh war im Vergleich zu WT-Mausen signifikant reduziert.

aus
Die
auf

Im

Gegensatz dazu war die Reaktion auf Nikotin signifikant verstarkt und die auf ATP
unverandert (Abb. 3. 21).
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Abb. 3.21: Calcium-imaging-Experimente an oviduktalen nicht-zilientragenden Zellen isoliert

aus WT-, M1KO- und M3KO-Tieren. Der Vergleich der Reaktionen von WT- und M1KO-Tieren
zeigt keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu ist bei M3KO-Tieren die Reaktion
auf Muskarin und ACh signifikant schwéacher und auf Nikotin signifikant starker als in WT-
Tieren (Mann-Whitney-Test). N=reagierende Zellen/Anzahl Experimente
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3.2.2. Zilientragende Zellen

Etwa 10% aller isolierten lebenden zilientragenden Zellen des murinen Ovidukts
reagierten auf Zugabe von Muskarin, ACh, und ATP mit einem [Ca®']-Anstieg (Abb.
3.22, 24). Einzelne (2 von 173) zilientragende Zellen reagierten auch auf Zugabe von
Nikotin mit einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration [CaZ']; (Abb.
3.23). Die Zellen reagierten auf Muskarin und ACh mit einem Anstieg um etwa 25%
und auf Zugabe von ATP mit einem Anstieg von etwa 40% (Abb. 3.22). Sie
reagierten damit wesentlich schwacher auf Zugabe der Pharmaka als nicht-
zilientragende Zellen, welche einen [Ca®']-Anstieg um etwa 100% zeigten
(vergleiche 3.2.1). In diesen Experimenten wurden alle zilientragenden Zellen als
lebend klassifiziert, welche vor und nach dem Experiment mit den Zilien schlugen

und aulRerdem nach dem Experiment nicht mit Trypanblau anfarbbar waren.
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3.2.2.1 Einfluss der cholinergen Blocker Atropinsulfat und Mecamylamin auf die
Reaktion zilientragender Zellen auf cholinerge Agonisten.

Bei Zugabe von Atropinsulfat wurde die Reaktion auf die cholinergen Agonisten
Muskarin und ACh vollstandig blockiert (Abb. 3.22). Die Zugabe des nikotinischen
Antagonisten Mecamylamin fuhrte dagegen zu keiner signifikanten Veranderung der
Reaktion auf Nikotin und ACh (Abb. 3.22). Die Reaktion auf ATP wurde durch keinen
der beiden Blocker beeinflusst.
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Abb. 3.22 Calcium-Imaging-Experimente an isolierten zilientragenden Zellen des murinen
Ovidukts. Zilientragende Zellen reagieren mit einem [Ca*'];-Anstieg auf Zugabe von Muskarin,
ACh und ATP. Einzelne Zellen reagieren auch auf Nikotin. Reaktionen auf Muskarin und ACh
sind nach Zugabe von Atropinsulfat vollstindig verschwunden. Die Zugabe von Mecamylamin
fiihrt zu keiner signifikanten Veranderung. Die Reaktion auf ATP wird durch Gabe der Blocker
nicht beeinflusst (Mann-Whitney-Test). N=reagierende Zellen/Anzahl Experimente.
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Allerdings reagierte nach Zugabe von Mecamylamin keine der 86 gemessenen
Zellen auf Nikotin (Abb. 3.23). Die Zugabe von Mecamylamin fuhrte auflerdem zu
einer verstarkten Reagibilitat der zilientragenden Zellen auf Muskarin und ACh und
auch auf die Positivkontrolle ATP. In allen drei Fallen reagierten nach Zugabe etwa
25% der Zellen auf Muskarin und ACh, im Vergleich zu etwa 10% reagierender
Zellen ohne Zugabe des Blockers. Dieser Anstieg ist signifikant (Abb. 3.23, p=0,000;
Chi*-Test). Nach Zugabe von Atropin reagierte keine der gemessenen Zellen auf
Muskarin und nur noch etwa 3% der Zellen auf ACh (Abb. 3.23). Die Reduktion nach
Zugabe von Muskarin ist signifikant. Die Veranderungen nach Gabe von Nikotin
wurden aufgrund der zu geringen Anzahl reagierender Zellen nicht statistisch

ausgewertet.
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Abb. 3.23: Anzahl reagierender zilientragender Zellen ohne Gabe von Blockern und bei Gabe
von Atropin und Mecamylamin. Die Veranderungen bei den Atropinversuchen sind nur bei
Gabe von Muskarin signifikant unterschiedlich zu denen ohne Blocker. Bei Gabe von
Mecamylamin reagieren signifikant mehr zilientragende Zellen auf Muskarin, ACh und ATP als
ohne Blocker. Aufgrund der geringen Anzahl auf Nikotin reagierender Zellen sind diese
Veranderungen nicht auswertbar. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, Chi*-test. N=Anzahl lebender
Zellen
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3.2.2.2 Reaktionen oviduktaler zilientragender Zellen von WT-, M1KO- und M3KO-
Mausen auf cholinerge Agonisten.

Wie bei den nicht-zilientragenden Zellen reagierten auch in der Gruppe der
zilientragenden Zellen weniger aus M1KO- und M3KO-Tieren isolierte Zellen auf
Muskarin, ACh und ATP. Diese Veranderungen sind allerdings nur bei Zugabe von
ACh (WT-M3KO und M1KO-M3KO) und ATP (WT-M1KO) signifikant (Abb. 3.24).
Aufgrund des zu geringen Anteils reagierender zilientragender Zellen auf Nikotin

konnten diese Daten, wie bereits zuvor, nicht ausgewertet werden.

14
sk sk
o\-—°-12
cT:c1
2210 *
o 9
aYsg
(@) )
g 8
S0 6 —
= O
L ©
EE4
N277
0

Muskarin Nikotin ACh ATP
LTWT (N=173) BEM1KO (N=140) iM3KO (N=172)

Abb. 3.24: Anzahl aus WT-, M1KO- und M3KO-Tieren isolierter, reagierender zilientragender
Zellen. Es reagieren signifikant weniger aus M3KO-Tieren isolierte Zellen auf Gabe von ACh,
als aus WT- bzw. M1KO-Tieren isolierte Zellen. AuBerdem reagierten signifikant weniger aus
M1KO-Tieren isolierte Zellen auf ATP. Alle anderen Veranderungen sind nicht signifikant
unterschiedlich oder konnen statistisch nicht ausgewertet werden (Nikotin). * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001, Chi*>-Test. N=Anzahl lebender Zellen
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Die Reaktionen reagierender zilientragender Zellen, welche aus dem Ovidukt von
M1- bzw. M3KO-Tieren isoliert wurden, auf cholinerge Agonisten und Antagonisten
sind nicht signifikant unterschiedlich zu denen, die aus WT-Tieren isoliert wurden
(Abb. 3.25). Aus M1KO-Tieren isolierte Zellen reagierten aber signifikant schwacher
auf Zugabe von ATP (Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Calcium-Imaging-Experimente an zilientragenden Zellen isoliert aus WT-, M1KO- und
M3KO-Tieren. Die Reaktion auf die Zugabe cholinerger Agonisten ist in Isolationen von allen
drei Tierstaimmen vergleichbar. Einzig die Reaktion auf ATP ist in M1KO-Mausen signifikant
verringert (Mann-Whitney-Test). N=reagierende Zellen/Anzahl Experimente
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3.3 Innervation der Tuba uterina der Maus

3.3.1 Immunhistochemische Einfachinkubationen

3.3.1.1 Protein gene product 9.5 (PGP 9.5)

Das Protein gene product 9.5 (PGP 9.5), auch bekannt als Ubiquitin carboxy
terminale Hydrolase L1 (UCH L1), ist ein Marker fur Nervenfasern, neuroendokrine
Zellen und derer Tumore. In der Tuba uterina der Maus ist mit einem PGP 9.5-
Antikorper eine dichte Innervation, besonders der Mesosalpinx, der serésen und
subserdosen Adventitia um die Tubenquerschnitte herum und in der Nahe von
Blutgefalien festzustellen (Abb. 3.26).

Abb. 3.26: PGP 9.5-Immunfluoreszenz, A) Isthmus B) Mesosalpinx. In der Tuba uterina sind
Nervenfasern hauptsachlich in der Mesosalpinx, der Subserosa und in der Ndhe von
BlutgefdaBen (B) zu finden. ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso: Mesosalpinx, sub:
Subserosa

Aulerdem sind PGP 9.5-positive Epithelzellen, hauptsachlich in der Ampulla (Abb.
3.27) und im Infundibulum, nachweisbar. Bei diesen Zellen handelt es sich vermutlich

aber nicht um neuroendokrine Zellen. Keine dieser Zellen ist ChAT-eGFP positiv.

ChAT-eGFP Uberlagerung
K4

Abb. 3.27: Immunhistochemischer Nachweis von PGP 9.5 im Epithel der Tuba uterina der
ChAT-eGFP transgenen Maus. Im Epithel hauptsiachlich von Ampulla und Infundibulum
markiert der PGP 9.5-Antikorper einzelne, nicht ChAT-eGFP positive Zellen.
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3.3.1.2 Calcitonin gene-related peptide (CGRP)

Die Tuba uterina der Maus weist eine sehr dichte CGRP-positive Innervation auf. Die
Innervation ist hauptsachlich in der Nahe von Blutgefalien der Mesosalpinx und der
subserdsen und serdsen Adventitia um die Tubenquerschnitte vorhanden (Abb.
3.28A). Auffallig ist, dass im Bereich des Infundibulums praktisch keine Innervation
vorhanden ist. Insgesamt nimmt die Dichte der Innervation Richtung Ovar ab. Mittels
Praabsorbtion mit dem korrespondierenden Peptid konnte gezeigt werden, dass
diese Markierungen spezifisch sind (Abb. 3.28B). AuRerdem zeigten Epithelzellen
sowohl im Infundibulum als auch in der Ampulla eine CGRP-Immunreaktivitat (Abb.
3.28C). Auch diese Markierung war praabsorbierbar (Abb. 3.28D).

Praabsorbtion
ep

Praabsorbtion

Abb. 3.28: CGRP-Immunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus. Die Tuba uterina zeichnet sich
durch eine dichte CGRP-positive Innervation der Mesosalpinx, der subserésen Adventitia um
die Tubenquerschnitte und der Blutgefile aus (A). Diese Markierung ist mit dem
korrespondierenden Peptid vollsténdig preabsorbierbar (B). Einige Epithelzellen, besonders im
Bereich der Ampulla (C) und des Infundibulums zeigen CGRP-positive Markierungen. Auch
diese Markierungen sind vollstandig preabsorbierbar (D).
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Doppelimmunfluoreszenzdarstellung mit einem Marker fir glatte Muskelzellen (Anti-
smooth muscle actin, SMA) zeigte, dass CGRP-positive Nervenfasern meist
zwischen den Muskelfaserbundeln der Mesosalpinx entlanglaufen (Abb. 3.29A, B).
Aulerdem sind Nervenfasern meist blutgefallnah in der Adventitia um die
Tubenquerschnitte zu finden (Abb. 3.29C). Zusatzlich sind relativ wenige
Nervenfasern auch in den zirkularen, oviduktalen Muskelschichten zu finden (Abb.
3.29D).

Abb. 3.29: CGRP (Cy3)-, SMA (FITC)-Doppelimmunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus. CGRP-
positive Nervenfasern sind meist zwischen den Muskelfaserbiindeln der Mesosalpinx (A, B),
haufig in der N&he von BlutgefaBen (A) und in der subserdésen Adventita um die
Tubenquerschnitte (C) zu finden. Seltener sind Nervenfasern in den zirkuldren, oviduktalen
Muskelschichten zu finden (Pfeil, D). bg: BlutgefaB, ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso:
Mesosalpinx, sub: Subserosa, Pfeil: CGRP-positive Nervenfaser
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3.3.1.3 Neuropeptid Tyrosin (NPY)

NPY-positive Nervenfasern weisen in der Tuba uterina ein etwas anderes
Verteilungsmuster auf als CGRP-positive Nervenfasern. |hre Lokalisation ist weniger
in der Adventitia um die Tubenquerschnitte, sondern hauptsachlich blutgefalRnah in
der Mesosalpinx (Abb. 3.30).

Abb. 3.30: NPY-Immunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus. NPY-positive Nervenfasern sind
hauptsachlich in der Mesosalpinx, welche das Knaduel der Tuba uterina zusammenhilt, und in
der Ndhe von BlutgefiBen vorhanden (A, B). Haufig bilden sie ein dichtes Netz um die
BlutgefaRe (B).

Doppelimmunfluoreszenzen mit SMA zeigen haufig eine direkte Assoziation von NPY
mit der glatten Muskulatur der Blutgefalte (Abb. 3.31A). AulRerdem sind einige
Nervenfasern blutgefalnah in der Adventitia um die Tubenquerschnitte zu finden
(Abb. 3.31B). Eher selten sind Nervenfasern au3erdem auch in den Muskelschichten

anzutreffen.

Abb. 3.31: NPY (Cy3)- und SMA (FITC)-Doppelimmunfluoreszenzen, Tuba uterina. NPY-positive
Nervenfasern sind meist in der Mesosalpinx (A) und der Adventitia um die Tubenquerschnitte
(B) zu finden. Haufig weisen sie eine direkte Assoziation mit der glatten Muskulatur der
BlutgefdaBe auf (A, Pfeile). bg: BlutgefaB, ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso:
Mesosalpinx, sub: Subserosa.
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3.3.1.4 Vasoaktives intestinales Peptid (VIP)

Nervenfasern, die positiv fur das vasoaktive intestinale Peptid (VIP) sind, sind im
Ovidukt der Maus kaum vorhanden. Abbildung 3.32 zeigt eine sehr schwach VIP-
positive Nervenfaser der Tuba uterina. Als Positivkontrolle wurden hier
Gewebeschnitte des Darms verwendet (Abb. 3.32B).

VIP Tube VIP Darm

Abb. 3.32: VIP-Immunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus. VIP-positive Nervenfasern sind in der
Tuba uterina praktisch nicht vorhanden. Abb. A zeigt eine schwach markierte VIP-positive
Nervenfaser. Als Positivkontrolle fiir den VIP-Antikorper wurde Gewebe aus dem Darm
verwendet (B).

3.3.1.5 Neurofilament light (NFI)

Zum Nachweis myelinierter Axone wurde ein Antikdrper gegen Neurofilament light
(NFI) verwendet. In der Tuba uterina der Maus waren praktisch keine myelinierten
Axone nachweisbar. Abbildung 3.33 zeigt einen der seltenen Funde in der

Mesosalpinx.

Mesosalpinx

Abb. 3.33: Neurofilament light (NFl)-Immunfluoreszenz, Tuba uterina. In der Tuba uterina sind
praktisch keine NFIl-positiven Nervenfasern vorhanden. Eine Ausnahme bildet dieser Fund
(Pfeil) in der Mesosalpinx.
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3.3.3 Untersuchungen zur Kolokalisation verschiedener Neuropeptide

Nervenzellen enthalten haufig mehrere Neurotransmitter und Neuropeptide
gleichzeitig. Dieser sogenannte neurochemische Code sollte fur die Tuba uterina
naher bestimmt werden. Wie in den vorigen Abschnitten bereits beschrieben sind die
wichtigsten Neuropeptide der Tuba uterina CGRP (Abschnitt 3.3.1.2) und NPY
(Abschnitt 3.3.1.3). CGRP kommt in sensiblen Neuronen haufig gemeinsam mit
Substanz P vor, ist aber auch gemeinsam mit anderen Neuropeptiden, wie z.B. NPY
anzutreffen. Um die neurochemische Kodierung der Nervenfasern genauer zu

charakterisieren, wurden verschiedene Doppelimmunfluoreszenzen durchgefihrt.

Vorkommen von CGRP und SP

Doppelimmunfluoreszenzen mit Antikérpern gegen CGRP und SP zeigten, dass

beide Neuropeptide in denselben Nervenfasern vorkommen. Abbildung 3.34 zeigt
Beispiele fur die vollstdndige Kolokalisierung dieser beiden Neuropeptide in den
verschiedenen Abschnitten der Tuba uterina der Maus. Sie zeigt eine sehr dichte
CGRP- und SP-positive Innervation der Serosa und Subserosa (Abb. 3.34A, B) und
haufig, aber nicht ausschlielich blutgefalRnah in der Mesosalpinx (Abb. 3.34C, D).
Aulerdem sind einzelne Nervenfasern in der Muskulatur und manchmal auch in der
Lamina propia direkt unterhalb des Epithels (Abb. 3.34B, Pfeil) zu finden. Die Dichte

der Innervation nimmt Richtung Infundibulum bzw. Ovar ab.
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CGRP SP Uberlagerung

Abb. 3.34: CGRP (Cy3)-, SP (FITC)-Doppelimmunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus.
Nervenfasern der Tuba uterina enthalten sowohl CGRP als auch SP. Die Tuba uterina zeigt
sowohl eine sehr dichte CGRP-positive als auch eine SP-positive Innervation. Diese beiden
Neuropeptide sind vollstandig kolokalisiert, sind also in denselben Nervenfasern vorhanden.
Hier zu sehen als Ubersicht an einem Querschnitt des Isthmus mit angrenzender Adventitia (A).
Die stirkste Innervation befindet sich in der ser6sen und subserésen Adventitia um die
Tubenquerschnitte (B), in direkter Nachbarschaft von BlutgefaBen (C) und in der Mesosalpinx
(D), welche die verschiedenen Tubenabschnitte miteinander verbindet. AuBerdem sind einzelne
Nervenfasern in der Muskulatur und manchmal auch in der Lamina propia direkt unterhalb des
Epithels (B, Pfeil) zu finden. bg: BlutgefaB, ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso:
Mesosalpinx, sub: Subserosa.
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Vorkommen von CGRP und NPY

Doppelimmunfluoreszenzen mit Antikdrpern gegen die beiden haufigsten

Neuropeptide der Tuba uterina zeigten, dass beide normalerweise nicht in denselben
Nervenfasern vorkommen. Beide weisen zwar generell ein ahnliches
Verteilungsmuster auf, d.h. ihr hauptsachliches Vorkommen ist in der Adventitia um
die Tubenquerschnitte (Abb. 3.36A, B) und in der Mesosalpinx (Abb. 3.36C). Viele
CGRP- und NPY-positive Nervenfasern verlaufen auf’erdem in der Nahe von
Blutgefalien (Abb. 3.36C). Allerdings ist die NPY-positive Innervation etwas weniger
dicht und um die Tubenquerschnitte herum etwas weniger ausgepragt als die CGRP-
positive Innervation (Abb. 3.35). AuRerdem sind einzelne CGRP- und NPY-positive
Nervenfasern auch in der Muskulatur (Abb. 3.36D) und, seltener, in der Lamina
propria direkt unterhalb des Epithels (Abb. 3.36E, Ausschnitt) zu finden. Generell ist
die Innervation im isthmischen Teil der Tuba uterina dichter als in Ampulla bzw.
Infundibulum (zum Vergleich: Abb. 3.36A, B [Isthmus] mit E [Infundibulum]).

Abb. 3.35: Immunhistochemischer Nachweis CGRP- und NPY-positiver Nervenfasern in der
Tuba uterina der Maus. Positive Nervenfasern sind hauptséchlich in der Mesosalpinx (Pfeil)
und der subserésen und serésen Adventitia (Blockpfeil) um die Tubenquerschnitte vorhanden.
Die Dichte der Innervation nimmt Richtung Ovar stark ab. Die NPY-positive Innervation ist im
Bereich der Subserosa (Blockpfeil) weniger stark ausgepragt als die CGRP-positive
Innervation. Inf: Infundibulum, Isth: Isthmus, Meso: Mesosalpinx.
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NPY CGRP Uberlagerung

Abb. 3.36: NPY (Cy3)-, CGRP (FITC)-Doppelimmunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus. Die Tuba
uterina weist eine etwas dichtere CGRP-positive als NPY-positive Innervation auf. CGRP und
NPY sind in Nervenfasern meist nicht kolokalisiert, hier zu sehen als Ubersicht an einem
Querschnitt des Isthmus mit angrenzender Adventitia (A). Die starkste Innervation befindet
sich in der Adventitia um die Tubenquerschnitte (B), der Mesosalpinx und in direkter
Nachbarschaft von BlutgefaBen (C). AuBerdem sind einzelne CGRP- und NPY-positive
Nervenfasern auch in der Muskulatur (D) und selten in der Lamina propria direkt unterhalb des
Epithel (Ausschnitt E) zu finden. Generell ist die Innervation im isthmischen Teil der Tuba
uterina dichter als in Ampulla bzw. Infundibulum (zum Vergleich: A, B [Isthmus] mit E
[Infundibulum]). bg: BlutgefaB, ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso: Mesosalpinx, sub:
Subserosa.
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Katecholamin-haltige Nervenfasern und NPY

Die  Tyrosinhydroxylase  (TH)  katalysiert den  ersten  Schritt  der
Katecholaminbiosynthese, die Umwandlung der Aminosaure L-Tyrosin zu L-Dopa
(Dihydroxyphenylalanin). Zu den Katecholaminen gehéren unter anderem Adrenalin,
Noradrenalin und Dopamin. TH kann also als Marker flr noradrenerge Nerven
verwendet werden. Ein klassischer Kotransmitter noradrenerger Nerven ist NPY.
Doppelimmunfluoreszenzen mit Antikorpern gegen NPY und TH zeigten, dass
noradrenerge Nerven in der Tuba uterina der Maus meist auch das Neuropeptid NPY
enthalten. Die dichteste Innervation ist in der Nahe von Blutgefallen in der
Mesosalpinx (Abb. 3.37A, C, D) zu finden. Aul3erdem sind TH- und NPY-positive
Nervenfasern in der serosen und subserdsen Adventitia, auch hier haufig
blutgefalRnah, zu finden (Abb. 3.37B). Wie besonders in Abbildung 3.37D zu sehen
liegt teilweise wegen der unterschiedlichen intrazellularen Lokalisation von TH und
NPY in der Nervenfaser keine vollstandige Kolokalisation vor. NPY ist hauptsachlich
in den Vesikeln der Varikositaten (Abb. 3.37D, Pfeile) zu finden, wohingegen TH
axoplasmatisch vorkommt (Abb. 3.37D, Blockpfeil).
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Uberlagerung

Abb. 3.37: NPY (Cy3)- und TH (FITC)-Doppelimmunfluoreszenz, Tuba uterina der Maus. TH und
NPY sind in Nervenfasern meist kolokalisiert, hier zu sehen als Ubersicht an einem Querschnitt
der Ampulla mit angrenzender Adventitia (A). Die starkste Innervation befindet sich in der
serosen und subserdésen Adventitia um die Tubenquerschnitte (B), der Mesosalpinx und in
direkter Nachbarschaft von BlutgefaBen (C). Teilweise liegt aufgrund des axoplasmatischen
Vorkommens von TH (Blockpfeil) und der Lokalisation von NPY in Varikosititen (Pfeile) keine
vollstandige Kolokalisation vor (D). bg: BlutgefaB, ep: Epithel, gm: glatte Muskulatur, meso:
Mesosalpinx, sub: Subserosa.
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3.3.4 Vorkommen verschiedener Neuropeptide in cholinergen
Nervenfasern

Wie bereits in den Abschnitten 3.1.2.1, Lokalisation von ChAT mittels einer eGFP
unter dem ChAT-Promotor exprimerenden Maus, und 3.1.2.4, AChE-Histochemie
zum Nachweis cholinerger Nervenfasern, gezeigt wurde, kommen in der Tuba
uterina der Maus nur sehr selten cholinerge Nervenfasern vor. Meist sind sie in der
Subserosa, der Mesosalpinx und in der Nahe von Blutgefallen zu finden. In der
ChAT-eGFP-transgenen Maus sind diese Nervenfasern meist nur nach einer
Verstarkung mittels eines Huhn-anti-eGFP Antikdrpers schwach erkennbar. Diese
Nervenfasern wurden mittels immunhistochemischer Kolokalisationsexperimente mit
Antikorpern gegen die beiden am haufigsten vorkommenden Neuropeptiden der
Tuba uterina, CGRP und NPY, naher charakterisiert. Es zeigte sich, dass cholinerge
Nervenfasern meist zusatzlich das Neuropeptid CGRP (Abb. 3.38A), aber nicht NPY
(Abb. 3.38B) enthalten.

A CGRP y ChAT-eGFP 3 ChAT-eGFP/CGRP

ChAT-eGFP ) ChAT-eGFP/NPY

Abb. 3.38: Immunhistochemischer Nachweis von CGRP und NPY in der Tuba uterina der ChAT-
eGFP-transgenen Maus. ChAT-eGFP-positive Nervenfasern exprimieren haufig CGRP (A), aber
kein NPY (B). bg: BlutgefaB, gm: glatte Muskulatur, sub: Subserosa.
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4. Diskussion

4.1 Vorkommen von Komponenten des cholinergen Systems in der
Tuba uterina der Maus

Bisher liegen nur wenige Daten Uber das Vorkommen von Komponenten des
cholinergen Systems im Eileiter vor. Lediglich Steffl et al. berichteten 2006 von einer
zyklusabhangigen Expression von ChAT im Epithel der Tuba uterina des Schweines
und konnten auRerdem ACh mittels HPLC nachweisen (Steffl et al. 2006). Diese
Befunde konnten von uns, vermutlich aufgrund speziesspezifischer Unterschiede, am
Eileiter der Maus nur teilweise bestatigt werden. Mittels RT-PCR konnte ChAT in
keinem der drei Segmente der Tuba uterina detektiert werden. Trotzdem war es in
einigen, aber nicht allen Proben mdglich, geringe Mengen von ACh mittels HPLC
nachzuweisen. Da Transkripte der CarAT nachgewiesen werden konnten, kénnte
dies einen alternativen Syntheseweg fur ACh darstellen (Tucek 1982). Unter
Zuhilfenahme einer transgenen Maus, welche eGFP unter Kontrolle des ChAT-
Promotors exprimiert, und mittels Amplifikation dieses Signals mit einem anti-eGFP-
Antikérper konnten in seltenen Fallen ChAT-eGFP-positive Zellen detektiert werden.
Drei verschiedene ChAT-eGFP positive Zelltypen waren vorhanden: cholinerge
Nervenfasern, Immunzellen und einzelne langliche, unregelmallig geformte Zellen,
vermutlich glatte Muskelzellen. AuRerdem wurde einmal eine flaschenférmige ChAT -
eGFP-positive Epithelzelle in der Ampulla nachgewiesen.

Cholinerge Nervenfasern waren nur selten zu finden und kamen meist in der Nahe
von Blutgefalden in der Mesosalpinx oder seltener der Subserosa vor. Entsprechende
Ergebnisse konnten auch mittels AChE-Histochemie erzielt werden. Im Gegensatz
zu den Ergebnissen der RT-PCR fiur ChAT war mRNA von AChE schwach
nachweisbar. Da in Nervenfasern fast keine mRNA enthalten ist, lasst sich der
scheinbare Widerspruch zwischen Abwesenheit von ChAT-mRNA in den RT-PCR-
Proben und den trotzdem, wenn auch selten, nachgewiesenen cholinergen
Nervenfasern leicht erklaren. Der immunhistochemische Nachweis von VAChT war
nur in Ausnahmefallen erfolgreich, vermutlich weil VAChT nicht wie ChAT und auch
AChE im gesamten Axon, sondern nur in Vesikeln der Varikositaten zu finden ist.
Entsprechend der Ergebnisse der Immunhistochemie konnten auch keine

Transkripte fir VAChT in Proben der Tuba uterina nachgewiesen werden.
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Die ChAT-eGFP-positiven Immunzellen konnten mittels Doppelimmunfluoreszenzen
mit Antikdrpern gegen die Immunzellmarker fur T-Lymphozyten (CD5, Cobbold et al.
1984) und B-Lymphozyten (CD19, Krop et al. 1996) weitergehend charakterisiert
werden. Uberraschenderweise waren etwa 50% der eGFP-positiven Immunzellen B-
Lymphozyten (27/51 Zellen von 4 Tieren). T-Lymphozyten waren dagegen nicht
eGFP positiv. Insgesamt exprimierte eine Subpopulation von etwa 2% der B-
Lymphozyten ChAT-eGFP (27/1289 Zellen von 4 Tieren). Bisher konnte nur in einer
Arbeit ChAT in B-Lymphozyten nachgewiesen werden (Tayebati et al. 2002).
Allerdings gibt es verschiedene Arbeiten zur Expression von nAChR auf B-
Lymphozyten. Die nAChR o7 soll inhibitorisch auf die CD40-vermittelte B-
Zellproliferation wirken (Koval et al. 2009; 2011). Andere Untereinheiten wie
o4(a5)B2 wurden hauptsachlich in unreifen, neu gebildeten B-Lymphozyten des
Knochenmarks nachgewiesen (Skok et al. 2007). Im Laufe der B-Zellreifung in der
Milz nimmt dann der Anteil von a7(a5B4) nAChR zu (Skok et al. 2007). NAChR
scheinen also in die B-Zellreifung und Aktivierung involviert zu sein (Skok et al. 2005;
2007). Skok et al. spekulierten, dass B-Lymphozyten in der Peripherie auf von
aktivierten T-Lymphozyten synthetisiertes ACh (Kawashima & Fujii 2000) reagieren
wurden. Die Daten von Tayebati et al. und auch unsere Daten legen nun nahe, dass
B-Lymphozyten in der Lage sind, dieses Signal selbst zu generieren (Tayebati et al.
2002).

Das in dieser Arbeit beobachtete Vorkommen von ChAT in einzelnen glatten
Muskelzellen der Tuba uterina wurde bislang nicht beschrieben. Allerdings wurden
entsprechende Befunde in anderen Organen, z.B. der Trachea (Wessler &
Kirkpatrick 2001) mit derselben Methodik, erhoben. Da diese Zellen nicht in Proben
von allen Tieren und manchmal auch gehauft in einem bestimmten Bereich
vorkommen, kdénnte man spekulieren, dass die ChAT-Synthese eine Reaktion auf
einen bisher nicht naher untersuchten Reiz, z.B. eine Irritation oder Infektion darstellt.
Dies konnte z.B. auch zu einer parakrinen Aktivierung von Immunzellen fuhren.

CHT1 konnte mittels RT-PCR in etwa 30% der Proben nachgewiesen werden.
Immunhistochemisch konnten geringfligig gestreckte CHT1-positive Zellen im
Bindegewebe der Mesosalpinx und in der Subserosa detektiert werden. Dieses
Signal war praabsorbierbar. Keine der CHT1-positiven Zellen exprimierte zusatzlich
ChAT. In den ACh synthetisierenden Zellen der Tuba uterina der Maus ist also weder

der klassische Cholin-Aufnahmeweg udber CHT1, noch der klassische
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Ausschleusungsweg Uber VAChT vorhanden. Sowohl Aufnahme als auch
Ausschleusung wird vermutlich Gber organische Kationentransporter (OCT1-3)
vermittelt, deren Transkripte in allen Segmenten, in allen Zyklusstanden und auch
wahrend der Trachtigkeit vorkommen. Lips et al. konnten 2005 mittels 2-Elektroden-
Voltage-clamp-Experimenten zeigen, dass OCT1 und 2 in der Lage sind, ACh Uber
eine Membran zu transportieren (Lips et al. 2005). Immunhistochemisch war die
Lokalisation von OCT1 nicht moglich, da kein spezifischer Antikorper gefunden
werden konnte. OCT 2 und 3 wurden apikal in zilientragenden Zellen des Epithels
(Antikdrper gegen rOCT 2, rOCT3 und hOCT3) und in der glatten Muskulatur
(hOCT3) detektiert. Man wirde also annehmen, dass ACh ins Lumen ausgeschleust
wird, oder aber aus der Eileiterflussigkeit in die Epithelzellen aufgenommen wird.
Mittels DESI konnte kein ACh auf dem Epithel der Tuba uterina gefunden werden.
ACh scheint also entweder nicht ins Lumen ausgeschleust zu werden, oder die
ausgeschleuste Menge ist unter der Nachweisgrenze. Aul3erdem ist einschrankend
hinzuzufiigen, dass der apikale Bereich zilientragender Zellen der Tuba uterina, wie
z.B. bei der Immunhistochemie gegen den MZ2-Rezeptor zu sehen, relativ haufig
unspezifisch markiert wird. Prinzipiell ware es also denkbar, dass OCT 2 und 3 nicht
dort lokalisiert sind, sondern dass es sich um eine unspezifische Markierung handelt.
Wie die organischen Kationentransporter sind auch Acetylcholinrezeptoren, im
Gegensatz zu den anderen, oben beschriebenen Komponenten des cholinergen
Systems, in der Tuba uterina sehr verbreitet. Unabhangig von Zyklusstand, Segment
oder Trachtigkeit waren die Subtypen M1, 3 und 4 in etwa 80% der Proben
nachweisbar. Die Subtypen M2 und M5 waren in etwa einem Drittel der Proben
nachweisbar. Auch eine grole Bandbreite verschiedener nAChR-Untereinheiten war
detektierbar. Hier waren die Untereinheiten o2, 4, 5, 7 und 4 am haufigsten. Fast
nie detektiert wurden a6 und a9. Als einzige statistisch signifikante Veranderung
unter den verschiedenen untersuchten hormonellen Bedingungen konnte gezeigt
werden, dass die Untereinheit a7 in trachtigen Tieren signifikant seltener vorkommt
als in nicht-trachtigen Tieren. Auerdem kommt die Untereinheit o4 signifikant
haufiger in der Ampulla als im Isthmus vor. Da die Untersuchungen zu den
Unterschieden der hormonell bedingten und segmentalen Expressionshaufigkeiten
aller Komponenten des cholinergen Systems mittels qualitativer RT-PCR

durchgefuhrt wurde, muss darauf hingewiesen werden, dass schwacher ausgepragte
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Regulationen mit dieser Methode Ubersehen werden konnten. Unsere
Herangehensweise legt nahe, dass die Expression aller untersuchter Gene, mit
Ausnahme von nAChR o7 und o4, keiner segmentalen und/oder hormonellen
Regulation unterworfen ist.

Da die vorhandenen Antikorper gegen MR (Jositsch et al. 2009; Pradidarcheep et al.
2009) und nAChR (Moser et al. 2007), mit Ausnahme eines Antikérpers gegen M2
(Jositsch et al. 2009), unspezifisch sind, wurde zur Lokalisation der Subtypen M1-3
und Untereinheiten a3 und o7 die Laser-assistierte Mikrodissektion gewahlt. Auf
diese Weise konnten M1 und M3 im Epithel, aber nicht in der Muskulatur
nachgewiesen werden. Der immunhistochemische Nachweis von M2 zeigte eine
unspezifische Farbung im apikalen Bereich der zilientragenden Zellen, sowohl in WT-
als auch in KO-Tieren. In der glatten Muskulatur war keine Farbung zu sehen. Dies
entspricht den Ergebnissen der Laser-assistierten Mikrodissektion: Auch auf diese
Weise konnte M2 weder im Epithel noch in der Muskulatur nachgewiesen werden.
Allerdings wurde M2 wie bereits beschrieben mittels RT-PCR in etwa einem Dirittel
alle Proben des Gesamthomogenats nachgewiesen. Die Untereinheit o7 war mittels
Laser-assistierter Mikrodissektion sowohl im Epithel als auch in der Muskulatur
vorhanden. Im Gegensatz dazu konnte die a3-Untereinheit auf diese Weise in
keinem der beiden Gewebe nachgewiesen werden, obwohl sie mittels RT-PCR in der
Ampulla (55% der Proben) und im Isthmus (20% der Proben) nachweisbar war.
Dieser Unterschied in der Haufigkeit des Nachweises in den verschiedenen
Tubensegmenten ist statistisch nicht signifikant. Allerdings konnte ihr Vorhandensein
in zilientragenden Zellen des Epithels der Ampulla mit Hilfe einer e GFP unter dem
a3-Promotor exprimierenden transgenen Maus (Tabac-Maus; Frahm et al. 2011) und
nach Amplifikation dieses Signals mittels anti-eGFP-Antikérper nachgewiesen
werden. Dies spricht dafur, dass die Laser-assistierte Mikrodissektion nicht sensitiv
genug ist, um sehr geringe Transkriptmengen, wie vermutlich auch im Fall von M2,
nachzuweisen.

Zur Termination des ACh-Signals kdnnte entweder in der Nahe von cholinergen
Nervenendigungen AChE, oder wie mittels BChE-Histochemie gezeigt, im Epithel

und den aulReren Muskelschichten bzw. der Subserosa BChE dienen.
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4.2 Untersuchungen zur Funktionalitat der vorhandenen ACh-
Rezeptoren mittels Calcium-Imaging-Experimenten

Mittels Calcium-Imaging-Experimenten konnte gezeigt werden, dass in der Tuba
uterina der Maus voll funktionsfahige MR vorhanden sind. Sowohl in zilientragenden
als auch in nicht-zilientragenden Zellen war die Reaktion der Zellen auf Muskarin und
ACh durch Atropin vollstandig blockierbar. Die Reaktion auf ATP wurde durch Atropin
nicht beeintrachtigt. Wurden die Reaktionen der beiden Gruppen miteinander
verglichen, konnte festgestellt werden, dass sowohl wesentlich weniger
zilientragende Zellen auf die Pharmaka reagierten (10% der Zellen zu 30%), als auch
dass diese Reaktion wesentlich schwacher ausfiel (25% Anstieg des intrazellularen
Calciumspiegels zu 100% Anstieg) als in der Gruppe der nicht-zilientragenden
Zellen. Vermutlich ist ein Teil dieses Unterschieds u.a. dadurch zu erklaren, dass
sich zilientragende Zellen im Vergleich zu nicht-zilientragenden eher schlecht mit
dem Calciumindikator Fura-2 beladen lassen.

In beiden Gruppen reagierten trotz der groRen Anzahl nachgewiesener nAChR-
Untereinheiten sehr wenige einzelne Zellen auch auf Zugabe von Nikotin. Dies ist
aufgrund des Vorhandenseins vieler verschiedener nAChR-Untereinheiten,
besonders der calcium-permeablen lonenkanale bildenden nAChR o7 und 10,
uberraschend. Im Gegensatz zu diesen Homomere bildenden Untereinheiten sind
die lonenkanale der Heteromere bildenden Untereinheiten o2-6 und p2-4
hauptsachlich natrium- und kalium-permeabel. Eine Reaktion von Zellen mit
lonenkanadlen aus diesen nAChR-Untereinheiten wirde also nicht unbedingt zu
einem messbaren Anstieg der Calciumkonzentration in der Zelle fuhren. Mittels RT-
PCR wurden hauptsachlich Transkripte der Untereinheiten a2, 4, 5, allerdings auch
a7 und B4 nachgewiesen. Die geringe Reaktion der Zellen auf Zugabe von Nikotin
legt also die Uberlegung nahe, dass entweder hauptsachlich wenig calcium-
permeable nAChR auf oviduktalen Zellen vorhanden sind, dass keine oder nur
wenige funktionelle calcium-permeable nAChR gebildet werden, auch wenn
Transkripte der entsprechenden Untereinheiten nachgewiesen wurden, oder aber,
dass die vorhandenen nAChR keine klassischen lonenkanale bilden, wie es z.B.
auch fur Monozyten und Makrophagen diskutiert wird (Hecker et al. 2009; Mikulski et
al. 2010). Auch in B-Lymphozyten, welche nAChR o7 exprimieren, wurde z.B.

beschrieben, dass Nikotin die Proliferation fordert, ohne das eine lonenkanalaktivitat
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messbar war (Skok et al. 2003). Aulderdem ist bekannt, dass Nikotin nicht fur alle
verschiedenen nAChR-Kombinationen ein gleich guter Agonist ist (Xiao et al. 1998;
Kurzen et al. 2007). lonenkanale aus einer Kombination der Untereinheiten o9 und
a10 sind z.B. Uberhaupt nicht durch Nikotin aktivierbar (Verbitsky et al. 2000; Baker
et al. 2004; Kurzen et al. 2007). Nikotin wirkt hier sogar als Blocker (Verbitsky et al.
2000; Baker et al. 2004; Kurzen et al. 2007).

Die Zugabe von Mecamylamin flhrte in diesen Experimenten Uberraschenderweise
zu einer signifikant verstarkten Reagibilitat der Zellen auf Muskarin, ACh und ATP.
Mecamylamin ist ein nicht-kompetitiver nAChR-Antagonist, welcher relativ
unspezifisch viele NAChR, aber bevorzugt o34 (Papke et al. 2001) blockieren kann.
Bei humanen nAChR ist aullerdem bekannt, dass Mecamylamin o2p4 und o4p4
potenter als o232, a4B2 und o7 inhibiert (Chavez-Noriega et al. 1997). Mecamylamin
konnte in unserem Experiment also vorhandene wenig calcium-permeable Kanale
blockieren. Ohne Mecamylamin reagierten etwa 10%, nach Zugabe des nAChR-
Blockers etwa 25% der zilientragenden Zellen auf Muskarin, ACh und ATP. Ahnliche
Effekte waren auch bei den nicht-zilientragenden Zellen zu beobachten: Hier
reagierten ohne Mecamylamin etwa 30% und mit Mecamylamin etwa 50% der Zellen
auf die Zugabe der Pharmaka Muskarin, ACh und ATP. Durch die Blockade der
vorhandenen nAChR scheint also deren normalerweise inhibierender Effekt blockiert
zu werden, was zu einer verstarkten Reaktion der Zellen auf die anderen Agonisten
fuhrt. Dies spricht fir eine duale Modulation des cholinergen Systems in der Tuba
uterina durch MR und nAChR. Eine ahnliche biphasische Modulation ist z.B. fur die
neuromuskulare Endplatte (Wessler et al. 1986; Wessler 1989), in Keratinozyten
(Grando 1997) und bei der Nozizeption (Bernardini et al. 2001a; 2001b; Dussor et al.
2003; 2004) bekannt. An der neuromuskularen Endplatte kommt es zuerst mittels
NAChR zu einer Exzitation gefolgt von einer Inhibierung mittels MR (Wessler et al.
1986; Wessler 1989). Ahnliches wurde auch am Zungenmuskel der Ratte beobachtet
(Liu et al. 2005). Bei der Nozizeption wird Uber nAChR die CGRP-Ausschuttung
leicht verstarkt und Uber MR inhibiert (Bernardini et al. 2001a; 2001b; Dussor et al.
2003; 2004). Grando fasste 1997 zusammen, dass in Keratinozyten Proliferation und
Differenzierung durch nAChR ausgelost und durch MR inhibiert werden, die

Migration allerdings genau entgegengesetzt reguliert wird (Grando 1997).

92



Diskussion

Razani-Boroujerdi et al. berichteten 2007, dass die relativ spezifischen nAChR o7-
Blocker a-Bungarotoxin und Methyllycacontinin in T-Zellen den durch Nikotin

2+]i

induzierten Anstieg der [Ca“"]i nicht blockieren konnten, sondern im Gegenteil sogar

2+]i

zu einem Anstieg der [Ca“’]; fUhrten (Razani-Boroujerdi et al. 2007). Dieser nikotin-

induzierte [Ca®"];

bendtigte kein extrazellulares Calcium, dafur aber, wie auch der T-
Zell-Rezeptor (TZR)-abhangige Anstieg in der [Ca®'], eine Aktivierung von Protein-
Tyrosinkinasen, einen funktionellen TZR/CD3-Komplex und eine Leukozyten-
spezifische Tyrosinkinase (Razani-Boroujerdi et al. 2007). Sie schlossen daraus,
dass in T-Zellen a7-nAChR vorhanden sind, welche selbst keine funktionellen Ca?*-
Kanale bilden, sondern T-Zell-Rezeptoren (TZR) in ihrer Funktion modulieren.

Bisher wurden Beobachtungen uber atypische nAChR wie von Razani-Boroujerdi et
al. (2007), Hecker et al. (2009) und Skok et al. (2003) meist in Immunzellen gemacht.
Immunzellen sind in der Lage, Informationen, die durch die Bindung eines Antigens
an T-  bzw. B-Zellrezeptoren und die dadurch  hervorgerufenen
Konformationsanderungen an Signalmoleklle Ubertragen werden, weiterzugeben
und entsprechende Signalwege zu aktivieren. Maryna Skok spekulierte 2009, dass
ahnlich auch die Bindung von Agonisten und Antagonisten an nAChR und die
dadurch hervorgerufene Konformationsanderung nahegelegene P2X7-Rezeptoren
(Hecker et al. 2009) oder TZR (Razani-Boroujerdi et al. 2007) beeinflussen kdnnten
(Skok 2009). Eine direkte Interaktion von P2X,-Rezeptoren und a4p2-nAChR konnte
2005 mittels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) gezeigt werden
(Khakh et al. 2005). Entsprechend koénnte die Bindung von Mecamylamin an
atypische nAChR im Ovidukt zwar zu keinem direkten Calciumeinstrom, aber zu
einer Konformationsanderung der nAChR fuhren und dadurch zu einer Aktivierung
von MR und purinergen Rezeptoren, oder aber zu einer Aktivierung von
Signalwegen, welche MR und purinergen Rezeptoren gemeinsam sind und diese

gleichzeitig aktivieren, flihren.

Wie im vorherigen Kapitel bereits beschrieben wurden die Subtypen M1 und M3
mittels Laser-assistierter Mikrodissektion im Epithel, aber nicht in der Muskulatur
nachgewiesen. Calcium-Imaging-Experimente mit den entsprechenden KO-Mausen
zeigten, dass in zilientragenden Zellen dieser Mause der Anstieg der [Ca®']; nach

Gabe von Muskarin, Nikotin und ACh unverandert ist. Einzig in M1KO-M&ausen waren

93



Diskussion

signifikante Unterschiede zu WT- und auch zu M3KO-Mausen feststellbar. Diese
Unterschiede bezogen sich aber nicht auf die Starke der Reaktion nach Gabe der
cholinergen Agonisten, sondern nach Gabe des Kontrollstimulus ATP. In M1KO-
Mausen war die Starke der Reaktion hierauf signifikant verringert und es reagierten
aulRerdem signifikant weniger zilientragende Zellen auf ATP. Dies kénnte ein Indiz fur
eine unspezifische Reduktion der Reagibilitat der Zellen sein. Daflr spricht, dass in
der Gruppe der nicht-zilientragenden Zellen ein ahnlicher Effekt zu beobachten war.
Aufgrund der grof3eren Anzahl reagierender Zellen in dieser Gruppe (WT: 131 von
356, M1KO: 109 von 441, M3KO: 83 von 389) sind Aussagen, welche aus diesen
Experimenten gezogen werden kdnnen, aussagekraftiger. Hier ist die Starke des
ATP-induzierten Calciumeinstroms in allen drei Mausestammen identisch. Allerdings
ist der Anteil der auf ATP reagierenden Zellen in den KO-Stammen im Vergleich zu
dem WT-Stamm um 10% geringer. Vergleicht man den Anteil reagierender Zellen
nach Zugabe der anderen Pharmaka, fallt auf, dass bei aus M1KO-Mausen isolierten
Zellen auch etwa 10% weniger Zellen auf die Gabe von Muskarin und ACh
reagieren. Die Reduktion der Reagibilitat ist also in M1KO-Mausen nach Gabe aller
drei Pharmaka etwa gleich.

Im Gegensatz dazu reagieren etwa 22% weniger aus M3KO- als aus WT-M&usen
isolierte Zellen auf die Zugabe von Muskarin und ACh im Vergleich zu etwa 10%
weniger reagierender Zellen nach Zugabe von ATP. Auch die Starke der Reaktionen
auf Muskarin und ACh ist in M3KO-Mausen signifikant reduziert. Daraus lasst sich
schlie®en, dass es bei Abwesenheit eines MR-Subtyps, in diesem Fall M1 bzw. M3,
zu einer unspezifischen Reduktion der Reagibilitdt der Zellen auf die untersuchten
Agonisten kommt. Der dahinter stehende Mechanismus ist bisher unklar. Maglich
ware neben anderen Veranderungen eine Veranderung des Rezeptorrepertoirs
schon wahrend der Entwicklung. So ist z.B. bekannt, dass MR wichtig fur die
Epithelentwicklung sind. ACh fordert im Trachealepithel Uber MR die Proliferation
(Metzen et al. 2003) und in der Epidermis unter anderem das Wachstum der
Keratinozyten (Grando et al. 1993; Grando 1997). Zusatzlich zu dieser
unspezifischen Reduktion kann in der M3KO-Maus eine spezifische, also tatsachlich
M3-abhangige Reduktion des Calciumeinstroms nach Zugabe von Muskarin und
ACh und aulBerdem eine signifikant verminderte Reagibilitat der Zellen auf Muskarin
und ACh beobachtet werden. Diese ist sowohl im Vergleich zu WT- als auch zu

M1KO-Mausen zu beobachten. In nicht-zilientragenden Zellen der Tuba uterina
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scheint also der M3- und nicht der M1-Rezeptor eine entscheidende Rolle zu spielen.
Dies entspricht den Ergebnissen von Jankovic et al. (2004), die zeigten, dass durch
ACh ausgeloste Kontraktionen isolierter Segmente der humanen Ampulla durch
Atropin und den M3-Rezeptorblocker p-Fluoro-hexahydro-sila-difenidol (pFHHSID)
blockiert werden kdénnen (Jankovic et al. 2004b). Dies war mit den M1- und M2-
selektiven Blockern Pirenzepin und Methoctramine und dem Blocker nikotinischer
Rezeptoren Mecamylamin nicht moglich (Jankovic et al. 2004b).

Weiterhin wurde in unseren Calcium-Imaging-Experimenten ein signifikant starkerer
Anstieg des Nikotin-induzierten Calciumeinstroms in Zellen von M3KO-Tieren
beobachtet. Dies kdnnte, entsprechend der vorher diskutierten dualen Modulierung,
auf einen reflektorischen Effekt zum Ausgleich der nicht vorhandenen M3-Aktivitat
hindeuten. Da allerdings nur sehr wenige Zellen, meist weniger als 5%, Uberhaupt
auf Nikotin reagieren, ist ein Artefakt nicht auszuschlie3en. Aufgrund dieser geringen
Anzahl reagierender Zellen konnte mittels Chi*-Test der Anteil reagierender Zellen
nach Nikotingabe unter den verschiedenen Bedingungen (mit und ohne Blocker, WT-
KO) nicht statistisch ausgewertet werden.

In der Gruppe der zilientragenden Zellen ist eine so klare Aussage, wie oben
beschrieben, leider nicht moglich. Betrachtet man hier den Anteil reagierender Zellen
nach der ACh-Gabe, zeigt sich, dass signifikant weniger aus M3KO- als aus WT- und
M1KO-Tieren isolierte Zellen auf ACh reagieren. Zu erwarten ware, wenn tatsachlich
M3 der verantwortliche Rezeptor auch in zilientragenden Zellen ist, eine
entsprechend verminderte Anzahl reagierender Zellen auch nach Gabe von
Muskarin. Dies ist nicht der Fall. Der Anteil reagierender Zellen ist im Vergleich zum
WT zwar vermindert, allerdings nicht signifikant. Hier ware eine klarere Aussage nur
durch weitere Experimente maoglich. Da nur ein sehr geringer Anteil zilientragender
Zellen und diese auch nur relativ schwach auf Zugabe cholinerger Agonisten
reagieren, ist allerdings nicht von einer hohen Relevanz der MR in den
zilientragenden Zellen der Tuba uterina der Maus auszugehen. Zumindest scheint
durch sie keine Beeinflussung der ziliaren Aktivitat gegeben zu sein, da wahrend der
gesamten Experimente keinerlei Veranderung dieser festzustellen war. Passend zu
unseren Beobachtungen konnten Noreikat (2009) keinen Einfluss von Muskarin und
ACh, muskarinischen Blockern oder von MR-Gendefizienz —auf die
Zilienschlagfrequenz (ZSF) und die Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) in der

Tuba uterina der Maus feststellen (Noreikat 2009). Im Gegensatz zur Trachea war
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sowohl basale PTG als auch ZSF sehr hoch und nicht durch cholinerge Agonisten
oder Antagonisten beeinflussbar. Zusatzlich waren sie auch unabhangig vom
hormonellen Status des Tieres (Noreikat 2009). Aus diesen Ergebnissen wurde
geschlossen, dass die ziliare Aktivitat der Tuba uterina unabhangig vom
vorhandenen cholinergen System ist und vermutlich der Entfernung von
Abfallprodukten dient (Noreikat 2009). Sowohl in zilientragenden als auch in nicht-
zilientragenden Zellen ist der durch Muskarin und ACh induzierte [CaZ+]i—Anstieg
hauptsachlich auf M3 zurlckzuflihren. Mittels Laser-assistierter Mikrodissektion
wurden Transkripte von M1 und M3 im Epithel, aber nicht in der Muskulatur
nachgewiesen. Bei den Calcium-Imaging-Experimenten konnte eine starkere
Reaktion auf Muskarin und ACh allerdings in nicht-zilientragenden Zellen beobachtet
werden. Zu dieser Gruppe gehoéren hauptsachlich glatte Muskelzellen, aber auch
sekretorische Zellen des Epithels, Endothelzellen und andere Zelltypen aus der
Subserosa und Adventitia. Prinzipiell kdonnten also sekretorische Zellen diese
Rezeptoren exprimieren. Mdglich ist allerdings auch, dass wie bei nAChR a3 (und
vermutlich M2) in der Ampulla auch in diesem Fall die Laser-assistierte
Mikrodissektion nicht sensitiv genug ist um nur kleine Transkriptmengen, in diesem
Fall in der Muskulatur, zu detektieren. Auferdem sind vermutlich zusatzlich andere
MR, eventuell M5 beteiligt, deren Anwesenheit mittels Laser-assistierter
Mikrodissektion nicht untersucht worden war. Da weder in aus M1KO- noch in aus

2+]i

M3KO-Tieren isolierten Zellen, der Muskarin induzierte [Ca“ ]-Anstieg vollstandig

verschwunden ist.

4.3 Die Innervation der Tuba uterina der Maus

Die Tuba uterina der Maus weist eine dichte Innervation besonders in der Nahe von
Blutgefallen in der Mesosalpinx und etwas schwacher auch in der Subserosa auf.
Wenige Nervenfasern ziehen zwischen den Lagen der zirkularen glatten Muskulatur
entlang und erreichen die Lamina propria. Ein ahnliches Innervationsmuster ist auch
fir den Ovidukt anderer Spezies, unter anderem des Rinds (Lakomy et al. 1994)
bekannt. Generell nimmt die Dichte der Innervation vom Uterus in Richtung zum
Infundibulum hin ab. Im Infundibulum sind praktisch keine Nervenfasern zu finden.
Diese Tatsache beschrieben bereits Owman und Sternquist 1988. Mittels

retrogradem Tracing konnte gezeigt werden, dass 78,6% der aus parazervikalen
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Ganglien entspringenden Nerven zum Isthmus und nur 21,4 % zur Ampulla ziehen
(Czaja et al. 2001Db).

Das am haufigsten vorkommende Neuropeptid im Ovidukt der Maus ist CGRP.
CGRP-positive Nervenfasern bilden ein dichtes Netzwerk in der Subserosa um die
Tubenquerschnitte, teilweise assoziiert mit Blutgefalen, und ziehen in dicken
Nervenbundeln durch die Mesosalpinx entlang von Muskelfaserblindeln und auch
Blutgefalen. Mittels Doppelimmunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die
Neuropeptide CGRP und SP in denselben Nervenfasern vorkommen. Somit ist die
Situation in der Maus ahnlich der in der Ratte, wo SP-positive Nervenfasern ein
dichtes Geflecht um die Tuba uterina bilden (Papka et al. 1985). Auch im Schwein ist
die grofte Population der sensorischen Neurone CGRP- und SP-positiv (Czaja
2000).

Die Tuba uterina der Maus weist auRerdem eine dichte noradrenerge Innervation
auf. Diese ist allerdings besonders in der Subserosa weniger stark ausgepragt als
die sensorische Innervation und kommt hauptsachlich assoziiert mit Blutgefallen vor.
Owman et al. berichteten, dass noradrenerge Nerven im Isthmus des Kaninchens
hauptsachlich in der Muskulatur und in der Ampulla eher perivaskular vorkommen
(Owman & Sjoberg 1966; Owman & Stjernquist 1988). Eine dichte noradrenerge
Innervation der Muskulatur konnte von uns nicht bestatigt werden, auch wenn dort
einzelne TH-positive Nervenfasern nachgewiesen wurden. Vermutlich gibt es in
diesem Bereich speziesspezifische Unterschiede (siehe auch Owman & Stjernquist
1988). Doppelimmunfluoreszenzen  konnten  zeigen, dass noradrenerge
Nervenfasern haufig auch NPY enthalten. Da TH in Nervenfasern axoplasmatisch,
NPY aber vesikular vorkommt, ist in den Doppelimmunfluoreszenzpraparaten nicht
immer eindeutig zu entscheiden, ob es sich exakt um dieselben Nervenfasern
handelt. NPY-positive Nervenfasern kommen generell in allen Spezies vor. In der
Ratte und im Rind wurde z.B. eine eher malig ausgepragte Innervation in der
inneren zirkularen Muskulatur, assoziiert mit Blutgefalen und subepithelial gefunden
(Papka et al. 1985; Lakomy et al. 1994). Im Mensch und im Schwein wurde dagegen
von einer dichten NPY-positiven Innervation berichtet (Reinecke et al. 1989; Happola
et al. 1991). Mittels retrogradem Tracing konnten Czaja et al. 2001 zeigen, dass im
Schwein 70% aller aus PZG entspringenden Axone noradrenerg sind (Czaja et al.
2001b). Die restlichen Nervenfasern enthielten meist die Neuropeptide CGRP und

SP (Czaja et al. 2001b).
97



Diskussion

Die beiden wichtigsten Nervenpopulationen in der Tuba uterina der Maus sind also
sensorische C-Fasern, welche hauptsachlich die Neuropeptide CGRP und SP
enthalten, und efferente, noradrenerge Nerven aus parazervikalen Ganglien oder
dem Plexus mesentericus, welche zusatzlich NPY enthalten. Diese beiden
Hauptpopulationen konnten noch genauer charakterisiert werden. So gibt es auch
eine schwach ausgepragte cholinerge Innervation, welche zumindest bei der Maus
zusatzlich das Neuropeptid CGRP enthalt und theoretisch sowohl sensorisch als
auch parasympathisch sein kdnnten. Auch in anderen Spezies wird nur von einer
schwach ausgepragten cholinergen Innervation berichtet (Czaja et al. 1993). VIP-
positive Nervenfasern sind in den meisten Spezies, wie auch in der Maus,
ausgesprochen selten (Papka et al. 1985; Lakomy et al. 1994; Majewski et al. 1995).

Myelinierte Nervenfasern sind nur in Ausnahmefallen nachzuweisen.

4.4 Moglicher Einfluss des cholinergen Systems auf die
Kontraktilitat der Tuba uterina

Die Tuba uterina zeigt spontane, vermutlich myogene Kontraktionen, welche im
Verlauf des Zykluses variieren (Sandberg et al. 1960; Murcott & Carpenter 1977).
Durch elektrische Feldstimulation (EFS) werden Neurotransmitter aus
Nervenendigungen freigesetzt, welche dann eine Kontraktion oder Relaxation der
Muskulatur hervorrufen. In der Tuba uterina fihrt EFS zu einer spezifischen Antwort,
wobei der kontraktile Anteil dieser Antwort mittels Tetrodotoxin und auch Atropin
blockiert werden kann (Murcott & Carpenter 1977). Auch Stimulation mit ACh kann
Kontraktionen auslésen (Sandberg et al. 1960; Heilman & Reo 1977; Murcott &
Carpenter 1977; Rajkumar & Sharma 1981; Jankovic et al. 2004a; 2004b), welche
durch Atropin blockiert werden konnen (Heilman & Reo 1977; Murcott & Carpenter
1977). Jankovic et al. 2004 fihren dies auf den M3-Rezeptor zurlick (Jankovic et al.
2004a; 2004b). Der kontraktile Anteil scheint also durch cholinerge Nerven vermittelt
zu werden (Murcott & Carpenter 1977). Im Gegensatz dazu ist der inhibitorische
Anteil nicht durch Atropin blockierbar (Murcott & Carpenter 1977). Die spontane
Aktivitat der Tuba uterina ist laut Murcott und Carpenter dagegen nicht durch
Tetrodotoxin oder Atropin blockierbar (Murcott & Carpenter 1977). Diese myogenen
Kontraktionen werden vermutlich ahnlich wie im Darm von Schrittmacherzellen, den
sogenannten ICLCs hervorgerufen (Popescu et al. 2005; 2007; Dixon et al. 2009). Im
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Magen konnte gezeigt werden, dass die so erzeugten langsamen elektrischen
Wellen uber M3 reguliert werden (Kim et al. 2003). Ob die myogenen Kontraktionen
in der Tuba uterina nun durch MR reguliert werden oder nicht, musste noch weiter
untersucht werden. Die Ergebnisse unserer Calcium-Imaging-Experimente kdnnten
aber darauf hindeuten, dass dies auch in der Tuba uterina der Fall ist. Auch andere
Signalmolekule, z.B. Adrenalin (Sporrong et al. 1982) und CGRP (Samuelson et al.
1985), haben Einfluss auf die Kontraktilitat der Tuba uterina. So kann CGRP sowohl
spontane als auch SP-induzierte Kontraktionen inhibieren (Samuelson et al. 1985).
Adrenomedullin (ADM) senkt den basalen Tonus der Tuba uterina, was wiederum mit
dem ADM-Rezeptorblocker hADMy, 5, und teilweise auch mit dem CGRP-
Rezeptorblocker hCGRPg_37 rickgangig gemacht werden kann (Liao et al. 2011). Im
Gegensatz zur Wirkung auf die Kontraktilitat steigert ADM die Zilienschlagfrequenz
(Liao et al. 2011). Dieser Effekt ist durch hCGRPg_37, aber nicht hADMzg s,
blockierbar (Liao et al. 2011).

4.5 Modulation der CGRP-Freisetzung durch MR

4.5.1 Moglicher Einfluss auf die Nozizeption
Cholinerge Komponenten nehmen Einfluss auf die Nozizeption und die neurogene

Inflammation. So wurde z.B. gezeigt, dass MR auf peripheren Nervenendigungen
einen modulierenden Effekt auf die Nozizeption in der Haut der Ratte haben
(Bernardini et al. 2001a; 2001b; 2002). Noxische Hitze fuhrt zu einer Ausschuttung
von CGRP aus sensorischen Nervenfasern. Diese Hitze-induzierte CGRP-
Freisetzung kann durch Muskarin und Arecaidin, einen M2-Agonisten inhibiert
werden (Bernardini et al. 2001a). In M2KO-, aber nicht in M4KO-Mausen, war dieser
Effekt verschwunden (Bernardini et al. 2002). Im Gegensatz zu den MR haben
NAChR einen schwachen exzitatorischen Effekt auf die CGRP-Freisetzung
(Bernardini et al. 2001b). Auf diesem Weg kann es also zu einer biphasischen
Modulation der Nozizeption kommen. Entsprechende Ergebnisse wurden auch in-
vivo in einem orofazialen Schmerzmodel der Ratte erzielt (Dussor et al. 2003; 2004).
Muskarinische Rezeptoren kdnnten also auch modulierend auf die Nozizeption in der
Tuba uterina einwirken. Die dichte CGRP- und SP-positive Innervation legt nahe,
dass hier ein wie auch immer gearteter Warnmechanismus vorhanden ist, um vor

eventuell gefahrlichen Verletzungen, Infektionen oder auch z.B. der Einnistung eines

99



Diskussion

Embryos in der Tuba uterina zu warnen und rechtzeitig eine geeignete Reaktion des
Immunsystems einzuleiten. Eine Modulation dieser Schmerzreaktion mittels MR oder
NAChR ware entweder uber die wenigen cholinergen Nervenfasern, welche
gleichzeitig das Neuropeptid CGRP enthalten, oder auch parakrin Gber ACh
synthetisierende nicht-neuronale Zellen, wie z.B. glatte Muskelzellen oder
Immunzellen moglich. Auch wenn eine genaue Lokalisation des M2-Rezeptors in
dieser Arbeit nicht gelungen ist, konnte jedoch gezeigt werden, dass er im Ovidukt
vorhanden ist. Prinzipiell ware also eine Modulation der Nozizeption Uber den M2-
Rezeptor in der Tuba uterina der Maus denkbar. Die Nozizeption konnte allerdings

auch uber einen anderen MR-Subtyp moduliert werden.

4.5.2 Moglicher Einfluss auf die neurogene Inflammation/B-
Zelldifferenzierung

CGRP hat auRerdem eine inhibierende Wirkung auf die friihe B-Zell-Differenzierung
(McGillis et al. 1995). Physiologische Konzentrationen von CGRP inhibieren die
Antwort von Vorlauferzellen der B-Lymphozyten auf Interleukin 7 (IL-7, Fernandez et
al. 2000). Dieser Effekt ist durch den CGRP-Antagonisten CGRPgs.37 blockierbar
(Fernandez et al. 2000). ADM, SP und Calcitonin haben keinen Einfluss auf die
durch IL-7 induzierte Proliferation friher B-Zellen (Fernandez et al. 2000). In der in-
vivo-Situation konnte gezeigt werden, dass die Gabe von CGRP die Anzahl IL-7
responsiver B-Lymphozytenvorlaufer im Knochenmark verringert (Schlomer et al.
2007).

Es konnte also eine Art Rickkopplung zwischen der durch SP- und CGRP-
modulierten Nozizeption, der Kontraktilitat der Tuba uterina und der B-
Lymphozytenentwicklung existieren. Die Nozizeption wird Uber non-neuronales von
glatten Muskelzellen, Immunzellen oder der CarAT synthetisiertes ACh moduliert.
Diese Modulation kénnte auch direkt in den CGRP- und ACh-positiven Nervenfasern
stattfinden. CGRP wiederum konnte daraufhin inhibierend auf die Kontraktilitat der
Tuba uterina einwirken und so die durch ACh hervorgerufenen Kontraktionen
abschwachen. AuRerdem wirken sowohl CGRP als auch ACh inhibierend auf die B-
Zellreifung. CGRP wirkt inhibierend auf die IL-7 vermittelte Proliferation von B-
Zellvorlaufern (McGillis et al. 1995; Fernandez et al. 2000; Schlomer et al. 2007) und
ACh Uber nAChR o7 auf die CD40-vermittelte B-Zellaktivierung (Skok et al. 2005;

2007; Koval et al. 2009; 2011).
100



Diskussion

4.6 Schlussfolgerung
In der Tuba uterina der Maus ist ein funktionsfahiges, aber nicht-kanonisches

cholinerges System vorhanden. Das bedeutet, dass die klassischen cholinergen
Marker wie ChAT, VAChT oder CHT1 nicht, oder nur sehr wenig vorhanden sind.
ChAT Dbeschrankt sich auf die wenigen cholinergen Nervenfasern, eine
Subpopulation von B-Lymphozyten und einzelne glatte Muskelzellen. ACh ist
dementsprechend auch nur in sehr geringen Konzentrationen im Ovidukt vorhanden.
Es koénnte aufer von ChAT auch noch von der in der RT-PCR regelmaRig
nachweisbaren CarAT synthetisiert werden. Der Transport von ACh Uber die
Zellmembran wird wahrscheinlich von OCTs geleistet. Trotz der geringen messbaren
Konzentrationen von ACh sind sehr viele verschiedene nAChR und MR mittels RT-
PCR nachweisbar. Mittels Calcium-Imaging-Experimenten konnte gezeigt werden,
dass voll funktionsfahige MR in zilientragenden und nicht-zilientragenden Zellen
vorhanden sind. Relevant fur die Funktion scheint insbesondere, aber nicht
ausschlieRlich M3 zu sein. Insgesamt sind MR kaum fiir die Regulation der [Ca?"]; in
zilientragenden Zellen, sondern hauptsachlich fur die in nicht-zilientragenden Zellen
wichtig. Mdglicherweise spielt M3, wie im Magen (Kim et al. 2003), eine Rolle bei der
Modulation der myogenen durch ICLCs hervorgerufenen Kontraktionen (Popescu et
al. 2005; 2007; Dixon et al. 2009). Eine genaue Aussage hierzu wirde aber weitere
Untersuchungen erfordern. Die nAChR der Tuba uterina bilden vermutlich
hauptsachlich wenig calcium-permeable oder eventuell sogenannte atypische
Kanale. Inhibierung der nAChR mittels Mecamylamin fuhrt Uberraschenderweise
dazu, dass mehr Zellen auf Muskarin, ACh und auch ATP reagieren. Dieses
ungewodhnliche Ergebnis deutet auf eine biphasische Regulation der Funktion der
Tuba uterina durch MR und nAChR hin. Durch Inhibierung der nAChR wird
vermutlich deren normalerweise inhibierender Effekt auf MR und auch purinerge
Rezeptoren aufgehoben. Auch hier waren weitere Untersuchungen zur Aufklarung
des Mechanismus dieses Effektes notig.

Neben einer sehr ausgepragten sensorischen Innervation weist die Tuba uterina
aullerdem eine weniger dichte efferente, noradrenerge Innervation auf. Die wenigen
cholinergen Nervenfasern enthalten zusatzlich CGRP und kdénnten sowohl
sensorisch als auch parasympathisch sein. Die dichte sensorische Innervation legt

nahe, dass in der Tuba uterina eine Art Warnmechanismus vorhanden ist, welcher
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z.B. vor Verletzungen, Infektionen oder tubaren Graviditaten warnen konnte. Dieser
Warnmechanismus konnte Uber die vorhandenen cholinergen Nervenfasern oder
parakrin uber von nicht-neuronalen Zellen, z.B. B-Lymphozyten oder den einzelnen
ChAT-positiven glatten Muskelzellen synthetisiertes ACh moduliert werden. Eine
Modulation von Schmerzreaktionen Uber eine Modulation der CGRP-Freisetzung
mittels MR und nAChR wurde z.B. schon in einem orofazialen Schmerzmodel
gezeigt. Aullerdem konnte ACh uber MR Uber eine Modulation der CGRP-
Freisetzung und Uber nAChR a7 modulierend auf die B-Zellentwicklung einwirken
(Dussor et al. 2003; 2004). Dieses Model der Modulation der Schmerzreaktion durch
das non-neuronale cholinerge System im Eileiter der Maus kdnnte eventuell die
scheinbare Diskrepanz zwischen Abwesenheit cholinerger Marker und Anwesenheit
vieler verschiedener MR und nAChR erklaren. ACh wirde in diesem Fall nur im
Bedarfsfall synthetisiert werden und dann mit den vorhandenen Rezeptoren

interagieren.
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5. Zusammenfassung

Die genaue zeitliche Koordination von Eizell-, Embryo- und Spermientransport in der
Tuba uterina ist essenziell flr eine erfolgreiche Implantation des Embryos im Uterus
und damit fur eine erfolgreiche Schwangerschaft bzw. Trachtigkeit. Die genauen
Regulationsmechanismen sind allerdings noch immer nicht vollstandig verstanden.
Es gibt Hinweise darauf, dass das cholinerge System in diese Regulation involviert
ist. So ist zwar bekannt, dass die Tuba uterina nur eine schwach ausgepragte
cholinerge Innervation aufweist (Garcia-Pascual et al. 1996), trotzdem I6st ACh,
vermutlich Uber den muskarinischen Rezeptorsubtyp M3 (Jankovic et al. 2004),
Kontraktionen der Tuba uterina aus, welche mit Atropin blockierbar sind (Heilman &
Reo 1977). Auch fir die Beteiligung von nAChR gibt es Hinweise. So fuhrt
Nikotingabe zur Verzogerung der Eizellimplantation (Yoshinaga et al. 1979),
Veranderungen der Motilitat (Neri & Marcus 1972) und der Blutversorgung der Tuba
uterina und zu Veranderungen in der Entwicklung des Embryos (Mitchell & Hammer
1985). Somit kdnnten NAChR eventuell fir das erhdhte Risiko rauchender Frauen fur
ektopische Schwangerschaften mitverantwortlich sein (Ankum et al. 1996, Castles et
al. 1999). Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass der Nikotinmetabolit Cotinin Uber
NAChR a7 die Expression des Prokinektinrezeptors 1 reguliert (Shaw et al. 2010).
Auch Prokinektinen wird eine Beteiligung an der Regulation der Implantation
zugesprochen (Maldonado-Perez et al. 2007). Um einen genaueren Einblick in die
mogliche Beteiligung des cholinergen Systems in oviduktale Funktionen zu
bekommen, wurde das Vorkommen von Komponenten des cholinergen Systems
mittels RT-PCR und Immunhistochemie in Abhangigkeit von Zyklusstand,
Trachtigkeit und Segment der Tuba uterina untersucht. Diese Untersuchungen
zeigten, dass eine groRe Anzahl MR und nAChR, abgesehen von nAChR a7
unabhangig vom Zyklusstand des Tieres, vorhanden sind. M1, M3, nAChR a3 und a7
konnten im Epithel nachgewiesen werden. Um die Beteiligung dieser Rezeptoren an
der Regulation der intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca?']) zu untersuchen,
wurden Calcium-Imaging-Untersuchungen mit aus WT-, M1KO- und M3KO-Tieren
isolierten oviduktalen zilientragenden und nicht-zilientragende Zellen durchgefihrt.
Diese Untersuchungen zeigten, dass hauptsachlich der M3-Rezeptor, besonders in
nicht-zilientragenden Zellen, an dieser Regulation beteiligt ist. Obwohl Nikotin fast
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keine Reaktion der Zellen bewirkte, fuhrte die zusatzliche Gabe des nAChR-
Inhibitors Mecamylamin zur einer Verstarkung der Reaktionen auf Muskarin, ACh
und auch ATP. Die vorhandenen, vermutlich wenig calciumpermeablen oder
atypischen nAChR scheinen also eine inhibierende Wirkung auf muskarinische und
purinerge Rezeptoren zu haben. Die Regulation der [Ca?']; scheint also von MR und
nAChR gegenlaufig reguliert zu werden. Uberraschenderweise waren im Gegensatz
zur groRen Anzahl nachgewiesener ACh-Rezeptoren die typischen cholinergen
Marker ChAT, VAChT, AChE und CHT1 nicht oder nur sehr selten nachzuweisen
und auch ACh war mittels HPLC nur unregelmaRig nachweisbar. Die unspezifischen
Synthese- bzw. Abbauenzyme CarAT und BChE waren allerdings immer
nachweisbar. Der Transport von ACh Uber die Zellmembran wird wahrscheinlich von
den regelmafig nachweisbaren OCTs Ubernommen. In der Tuba uterina ist also ein
nicht-kanonisches cholinerges System vorhanden. Mittels einer ChAT-eGFP
exprimierenden transgenen Maus (Tallini et al. 2006) konnte ChAT aulder in den
ausgesprochen seltenen cholinergen Nervenfasern, in einzelnen glatten
Muskelzellen und B-Lymphozyten nachgewiesen werden. Die Tuba uterina weist
neben einer sehr ausgepragten sensorischen Innervation auch eine dichte efferente
noradrenerge Innervation auf. Die wenigen vorhandenen cholinergen Nervenfasern
enthalten meist zusatzlich das Neuropeptid CGRP. Aufgrund all dieser Daten ware
es denkbar, dass ACh im Eileiter der Maus als eine Art Warnsignal dient und im
Bedarfsfall, z.B. bei Verletzung, synthetisiert wird, um mit den ubiquitar vorhandenen
ACh-Rezeptoren zu interagieren und eine geeignete Reaktion auf diese Bedrohung

auszulosen.
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6. Summary

The exact temporal coordination of transport of ova, embryo and sperm in the oviduct
is essential for the successful implantation of the embryo in the uterus and therewith
for a successful pregnancy. Until now, the exact regulation mechanisms of this
transport are not fully understood. There are indications that the cholinergic system is
involved in this regulation. It is known, that in spite of its scanty cholinergic
innervation (for review see Garcia-Pascual et al. 1996) ACh induces contractions of
the tuba uterina, probably via the muscarinic receptor subtype M3 (Jancovic et al.
2004), which can be blocked by atropine (Heilman & Reo 1977). Administration of
nicotine leads to delayed implantation of the embryo (Yoshinaga et al. 1977), to
changes of the motility (Neri & Marcus 1972), of the blood supply and of the
development of the embryo (Mitchell & Hammer 1985). Thus, nAChR could at least
in part be responsible for the increased risk of ectopic pregnancies in smoking
women (Ankum et al. 1985; Castels et al. 1999). Recently, it was shown that the
nicotine metabolite cotinine regulates expression of prokinektin receptor 1 via nAChR
a7 (Shaw et al. 2010). Prokinektins are probably also involved in the regulation of the
implantation (Maldonado-Perez et al. 2007). To get deeper insights in the potential
involvement of the cholinergic system in oviductal functions, the presence of the
components of the cholinergic system was evaluated by means of RT-PCR and
immunohistochemistry with regard to segment of the oviduct, state of estrous cycle
and pregnancy of the animal. These evaluations showed a broad variety of MR and
nNAChR, except for nAChR a7, independent of the hormonal status of the animal. M1,
M3, nAChR a3 and a7 were present in the epithelium. To get insights in functional
coupling of ACh-receptors to [Ca?"]; calcium imaging experiments using ciliated and
non-ciliated cells isolated from WT-, M1KO- and M3KO-mice were performed. These
experiments showed that especially in non-ciliated cells M3 is the mayor regulator of
[Ca?"];. Although administration of nicotine resulted in nearly no reaction of cells,
administration of the nAChR-inhibitor mecamylamine surprisingly resulted in
increased reactions of the cells to muscarine, ACh and also ATP. This shows that
NAChR probably have an inhibitory effect on muscarinic and purinergic receptors in
the oviduct and that these receptors form mainly weakly calcium permeable or

atypical receptors. The regulation of [Ca2+]; seems to be inversely linked by nAChR
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and MR. In contrast to the broad variety of ACh-receptors present in the oviduct, the
classical cholinergic markers, ChAT, VAChT, CHT1 and AChE were not or only
seldomly detected, and ACh was only irregularly detected by HPLC. The nonspecific
synthesizing- and catabolizing enzymes CarAT and BChE were detected constantly.
Transport of ACh across the cell membrane is probably facilitated by OCTs, which
were regularly detected. Thus, in the murine tuba uterina a non-canonical cholinergic
system is present. Using a transgenic mouse expressing eGFP under the control of
the ChAT-promoter (Tallini et al. 2006), ChAT was not only detected in the very
infrequent cholinergic nerve fibres, but also in single smooth muscle cells and B-
lymphocytes. In general, the oviduct shows a sensory as well as an efferent,
noradrenergic innervation. The few additional cholinergic nerve fibres also contain
the the neuropeptide CGRP. Collectively, these data suggest that ACh is used as
some kind of danger signal in the oviduct, synthesized for example after some kind of
trauma to interact with the multiply present ACh receptors and to trigger an

appropriate defense mechanism.
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