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1. Einleitung

1.1 Hoden

Die paarigen Hoden bilden zusammen mit den Nebenhoden, Samenleitern und den
Geschlechtsdriisen das innere minnliche Genitale. Das duflere Genitale besteht aus Penis
und Hodensack, dem Scrotum. Hoden und Nebenhoden befinden sich zusammen im
Scrotum. Zu den Hodenhiillen gehéren innen die 7unica albuginea, nach aufien das
anliegende Epiorchium und das daraufliegende Periorchium, welche zusammen die 7unica
vaginalis testis bilden. Das so genannte Mesorchium stellt die Anheftungsstelle des
Samenstrangs dorsal am Hoden dar. Nach aufien folgen dann die Fascia spermatica interna
und externa mit dem dazwischenliegenden Musculus cremaster.

Wihrend der Fetalzeit wandert der Hoden aus der Bauchhohle in das Scrotum und zieht den
Samenstrang mit den Aa. testiculares, dem venosen Plexus pampiniformis und dem Ductus

deferens mit sich (Holstein, 2003).

1.1.1 Aufbau und Funktion des Hodens

Bei einer Linge von 40-45 mm und einem Durchmesser von 30 mm hat der adulte
menschliche Hoden ein Volumen von 20-25 ml. Die Konsistenz ist dabei prall-elastisch. Die
derbe, bindegewebige Kapsel (7unica albuginea) gibt dem Hoden mit ihren vielen glatten
Muskelzellen Form und Halt. Das Innere des Hodens durchziehen bindegewebige Septen, in
denen auch Blutgefiflfe und Nerven verlaufen, und bilden so mehrere Hundert
Hodenldppchen, die Lobuli testis (Holstein, 2003). Diese stellen das eigentliche
Hodenparenchym dar und enthalten pro Lippchen zwei bis vier Samenkanilchen (7ubuli
seminiferi contorti), bestehend aus dem Keimepithel und einer myofibrésen Hiille (Lamina
propria). Diese Lamina ist aus einer Basalmembran, einer Kollagenfaserschicht und den
peritubuldren Zellen aufgebaut. Letztere umgeben die Tubuli konzentrisch, beim Menschen
in sechs und mehr, beim Sdugetierhoden in zwei bis vier Lagen, bei Nagern mit nur einer
Lage. Mithilfe von Glattmuskel-Aktin konnen sich die peritubuliren Zellen periodisch

zusammenziehen und somit eine peristaltische Kontraktion des Samenkanilchens auslosen,
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wodurch der Transport der Spermien zu den Ausfithrungsgingen hin erfolgt. Dieser Vorgang
wird vermutlich durch das Hormon Oxytocin reguliert (Weinbauer et al., 2000). Von dort
werden die Spermien entweder {iber Tubuli recti oder direkt in das Rete testis und
schlieRlich iiber Ductuli efferentesin den Nebenhodengang weitergeleitet (Holstein, 2003).
Zwischen den Samenkanilchen befindet sich das Interstitium mit den Testosteron
produzierenden Leydig-Zellen. Damit erfiillt der Hoden sowohl reproduktive als auch
endokrine Funktion (Welsch, 2006).

Das Keimepithel besteht aus speziellen Stiitzzellen, so genannten Sertoli-Zellen, und den
Keimzellen (Holstein, 2003). Bei den Sertoli-Zellen handelt es sich um somatische Zellen,
welche sowohl fiir die Hodengrofie als auch das Ausmafl der Spermienproduktion
verantwortlich sind (Weinbauer et al.,, 2000). Sie reichen von der Basallamina bis zum
Lumen der Samenkanilchen und sind in Kontakt mit allen Keimzellen (Holstein, 2003). Da
jede einzelne Sertoli-Zelle je nach Spezies mit einer gewissen Zahl an Spermatiden in
Verbindung steht (Mensch: 4, Ratte: 10) wird die Zahl der produzierten Spermien von der
Anzahl funktionstiichtiger Sertoli-Zellen determiniert (Weinbauer et al., 2000). Benachbarte
Sertoli-Zellen sind iiber spezielle Zellkontakte, Zonulae occludentes, verbunden, wodurch
das Keimepithel in ein basales und ein luminales Kompartiment unterteilt wird. Basal
befinden sich Spermatogonien und Spermatozyten I im Prileptotinstadium, luminal die
iibrigen Spermatozyten I, Spermatozyten II und Spermatiden. Die durch diese Zellkontakte
entstandene Barriere wird als Blut-Hoden-Schranke bezeichnet. Sie bewirkt einen gezielten
Stofftransport nach luminal, was dem Schutz der Spermatiden vor mutagenen Substanzen
dient (Holstein, 2003; Welsch, 2006). Des Weiteren wird durch die physikalische Isolierung
der haploiden und somit antigenen Keimzellen eine Erkennung durch das Immunsystem
verhindert und damit einer mdglichen Autoimmunorchitis vorgebeugt (Weinbauer et al.,
2000). Das spezielle Milieu, welches durch die Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke
entsteht, ist notwendig fiir die Meiose sowie die weitere Entwicklung der Keimzellen. Zellen
im luminalen Bereich kénnen durch die Blut-Hoden-Schranke nicht direkt, sondern nur
indirekt durch die Sertoli-Zellen ernidhrt werden (Weinbauer et al., 2000). Eine von den

Sertoli-Zellen produzierte und sezernierte Fliissigkeit 6ffnet und fiillt das Tubuluslumen
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(Waites & Gladwell, 1982). Es dient als Transportmedium fiir die Spermien (Weinbauer et
al., 2000).

Nach ihrer Reifung werden die Spermatiden von den Sertoli-Zellen aus dem Keimepithel in
das Lumen der Tubuli abgegeben (Spermiation). Dabei bleibt Zytoplasma der Spermatiden in
Form von Residualkdrpern zuriick, welche dann von den Sertoli-Zellen phagozytiert
werden. Auflerdem haben Sertoli-Zellen auch endokrine Funktionen. Sie koénnen
Testosteron in Dihydrotestosteron, durch Aromatase auch in Ostradiol, umwandeln.
Stimuliert durch FSH aus dem Hypophysenvorderlappen, produzieren sie Androgen-
bindendes Protein, das Testosteron gebunden zum Nebenhoden transportiert. Inhibin dient
der negativen und Aktivin der positiven Riickkopplung der FSH-Sekretion (Holstein, 2003;
Welsch, 2006).
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Abb. 1-1: Keimepithel des Hodens, schematische Darstellung mit Sertoli- und Keimzellen sowie Anteilen des
interstitiellen Bindegewebes (aus Welsch, 2006).
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1.1.1.1 Keimepithel und Spermatogenese

Die Keimzellen vermehren sich und reifen zu Samenzellen heran, was als Spermatogenese
bezeichnet wird. Dabei entwickeln sich ausgehend von den aufien an der Basalmembran
liegenden Spermatogonien, {iiber primdre und sekundidre Spermatozyten, schlieflich
Spermatiden am Lumen des Samenkanilchens. Innerhalb der Spermatogonien lassen sich
zwei Gruppen unterscheiden. So gelten Typ A-Spermatogonien als Stammzellen, welche sich
mitotisch teilen. Eine der Tochterzellen bleibt A-Spermatogonie und differenziert sich nicht
weiter, die andere wird zur Typ B-Spermatogonie, welche bereits einen weiterentwickelten
Zelltyp darstellt (Welsch, 2006). Durch deren mitotische Teilung entstehen primére
(prileptotidne) Spermatozyten mit diploidem Chromosomensatz und doppeltem DNA-Gehalt
(46 XY, 2n 4C DNA), welche anschlieffend die Meiose I (1. Reifeteilung) durchlaufen.
Entsprechend der einzelnen Stadien der Prophase der Meiose lassen sich die Spermatozyten
unterscheiden. In diesen Stadien (Leptotén, Zygotdn, Pachytdn, Diplotin und Diakinese)
weisen die Zellkerne ein unterschiedliches Aussehen des Chromatins auf. Am Ende der
ersten meiotischen Teilung liegen sekunddre Spermatozyten mit haploidem
Chromosomensatz, aber ohne vollstindige Trennung der Chromatiden vor (23 X oder Y, 1In
2C DNA). Diese sind sehr kurzlebig und somit selten im mikroskopischen Préparat sichtbar,
weil sie ihre DNA nicht mehr verdoppeln, sondern relativ schnell in die Meiose II (2.
Reifeteilung) eintreten. Aus ihnen gehen haploide Spermatiden mit voneinander getrennten
Chromatiden hervor (23 X oder Y, In 1C DNA) (Welsch, 2006; Bergmann, 2011). Im
Rahmen der Spermiogenese entstehen aus runden Spermatiden ausdifferenzierte, elongierte
Spermatiden (Spermien). Dabei finden keine Teilungen, sondern phasisch gegliedert (Golgi-,
Kappen-, Akrosom-, Reifungsphase) nur noch Differenzierungsprozesse statt. Wahrend der

Spermiation werden elongierte Spermatiden in das Lumen entlassen (Weinbauer et al.,

2000).



1. Einleitung

Bei Betrachtung der Samenkanidlchen im Querschnitt zeigen sich entsprechend der
verschiedenen Differenzierungsschritte der Keimzellen sogenannte Stadien der
Spermatogenese. Diese sind abhidngig von der Spermatidenreifung nummeriert. Ein Zyklus
bezeichnet das Durchlaufen aller Stadien der Spermatogenese an einer bestimmten Stelle des

Keimepithels (Bergmann, 2011).

Abb. 1-2: Keimepithel (Hoden, Mensch), Ausschnitt. 1 deutlich erkennbare Spermatogonien; 2 Spermatozyten
1. Ordnung; 3 frithe Spermatiden; 4 spite Spermatiden; => Sertoli-Zellen; 5 Lumen; 6 Leydig-Zellen.
Plastikschnitt; Farbung H.E.; Vergrofierung 450fach (aus Welsch, 2006).

Die Dauer eines Spermatogenese-Zyklus variiert erheblich; je nach Tierart zwischen 8 und
12,5 Tagen, beim Menschen sogar 16 Tage. Fiir die Entwicklung von einer Spermatogonie
zum reifen Spermium miissen mindestens vier solcher Zyklen durchlaufen werden. So
ergeben sich fiir die Gesamtdauer der Spermatogenese 51-53 Tage bei Ratten und mehr als 64
Tage beim Mann. Auch die Anzahl der Spermatogenesestadien unterscheidet sich von
Spezies zu Spezies. So koénnen beim Mann sechs verschiedene Stadien, bei der Ratte
hingegen 14 Stadien charakterisiert werden (Weinbauer et al., 2000). Beim Menschen findet
sich ein sogenanntes multi-stage-arrangement, d.h. innerhalb eines Tubulusquerschnitts
konnen mehrere Spermatogenesestadien nebeneinander differenziert werden (Johnson,

1994; Johnson et al., 1996).
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Abb. 1-3: Die 14 Spermatogenesestadien der Ratte (I-XIV). A: A-Spermatogonien. In: Intermediir-
Spermatogonien. B: B-Spermatogonien. Pl: Prileptotin-Spermatozyten. L: Leptotdn-Spermatozyten.

Z: Zygotan-Spermatozyten. P: Pachytdn-Spermatozyten. Di: Diplotin-Spermatozyten. II: sekundire
Spermatozyten. 1-19: Spermatiden in verschiedenen Differenzierungsabschnitten (aus Parvinen, 1982).

Weiterhin ist in der menschlichen Keimzellentwicklung auffillig, dass sie nur eine geringe
Effizienz aufweist. Wahrend sich bei der Ratte ungefihr doppelt so viele Sertoli-Zellen und
korreliert auch wesentlich mehr Spermatiden finden, ist die Keimzelldichte beim Menschen
relativ gering. Hohe Verluste an Keimzellen in der Meiose u.a. durch Apoptose, fithren dazu,

dass anstelle von theoretisch vier runden Spermatiden im Schnitt meist nur zwei entstehen

(Weinbauer et al., 2000).

1.1.1.2 Interstitium

Der intertubulire Raum macht 2-6% des Hodenvolumens bei Labortieren und 12-15% beim
Menschen aus (Weinbauer et al., 2000). Neben amorpher extrazellulirer Matrix, dem
Kapillarsystem, Nerven, Lymphgefiffen, Makrophagen, vereinzelten Mastzellen und
fibroblastendhnlichen Bindegewebszellen enthilt er mit den endokrinen Leydig-Zellen auch
gleichzeitig die grofiten Zellen in diesem Kompartiment. Diese werden besonders von
Blutkapillaren umgeben. Leydig-Zellen bilden LH-gesteuert vor allem das wichtigste
Androgen, das Testosteron, welches rasch in den intertubuliren Raum und das Keimepithel

diffundiert. Dort wirkt es auf die Sertoli-Zellen, welche die Keimzellbildung steuern.
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Es werden immature und adulte Leydig-Zellen unterschieden. In adulten Leydig-Zellen
finden sich vor allem Mitochondrien mit tubuldren Cristae und glattes endoplasmatisches
Retikulum, beides Merkmale einer Steroidhormon produzierenden Zelle (Weinbauer et al,,
2000). Neben Androgenen produzieren sie auch Katecholamine, Neuropeptide und
verschiedene Zytokine. Aufgrund ihrer neuroendokrinen Funktion mit Wirkung auf
Steroidbildung, Durchblutung, Gefifipermeabilitit und ihres Einflusses auf die
Spermatogenese, wird von manchen Autoren vermutet, dass die Leydig-Zellen
neuroektodermalen Ursprungs sind. Ektopische Leydig-Zellen mit genannten Eigenschaften
im Samenstrang weisen durch ihre Ndhe zu Nervenfasern, Nerven- und Glomuszellen

ebenfalls in diese Richtung (Davidoff et al., 2009).

1.1.2 Immunologie des Hodens

Der Schutz der Keimzellen vor der eigenen Immunabwehr ist von entscheidender
Bedeutung fiir die méinnliche Fertilitit (Meinhardt & Hedger, 2011). So ist der Hoden, neben
Auge, Gehirn und Plazenta, eine sog. immunologisch privilegierte Region, in die
Fremdgewebe ohne Abstoffung eingebracht werden kann (Meinhardt & Schuppe, 2003).
Eine sonst stattfindende Antigen-spezifische Immunantwort wird im Hodengewebe und den
dazugehorigen lymphatischen Strukturen aktiv kontrolliert. Fiir dieses Phdnomen spielen,
neben iiblichen Mechanismen der Immuntoleranz, auch die Abschirmung der Antigene
durch die Blut-Hoden-Schranke, zusitzlich zu einer grundsdtzlich schwicheren Aktivierung
des Immunsystems, eine Rolle (Meinhardt & Hedger, 2011). Eine regulatorische Wirkung bei
der Vermeidung keimzellspezifischer Autoimmunreaktionen zeigen gewebsstindige
Makrophagen, Mastzellen und in geringer Menge auch Lymphozyten. Testikulédre
Immunzellen reagieren auf entziindliche Reize sogar nur mit einer abgeschwichten
Reaktion (Meinhardt & Schuppe, 2003). Besonders wichtig fiir das Immunprivileg sind die
somatischen Zellen des Hodens, besonders die Sertoli-Zellen, welche immunsuppressive
Eigenschaften besitzen. Dies zeigt sich eindriicklich bei Co-Transplantationen von Sertoli-
Zellen zusammen mit verschiedenen Allo- und Xenografts, wodurch eine Abstofdung

letzterer vermieden bzw. verzogert wird.
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Trotz dieser Fakten kann es zu Entziindungsreaktionen im Hoden kommen, was Tiermodelle
der experimentellen Autoimmunorchitis und erregerbedingte Entziindungen bewiesen
haben. Jedoch finden sich Entziindungen im Hoden im Vergleich zum Nebenhoden und dem
ibrigen Genitaltrakt wesentlich seltener. Unfruchtbarkeit durch Antikérperbildung gegen
Spermatozoen, Autoimmunorchitis oder inflammatorische Infiltrate unbekannter Atiologie

konnen auftreten, wenn die Schutzmechanismen der Immunkontrolle versagen (Meinhardt

& Hedger, 2011).

1.1.3 Orchitis

Trotz des Immunprivilegs gehoren Infektionen und Entziindungen des ménnlichen
Genitaltrakts zu den hiufigsten Ursachen fiir Infertilitit beim Mann. Dabei fithren durch
Antikorper gegen Spermien ausgeldste Autoimmunreaktionen, symptomatische sowie nicht-
symptomatische Orchitiden, aber auch systemische Infektionen oder Krankheiten zu
Storungen der Androgenproduktion und der Spermatogenese (Hedger & Meinhardt, 2003).
Die akute Orchitis, welche mit starken Schmerzen und Schwellung des Hodens einhergeht,
ist im Gegensatz zur chronischen, ,stillen® Entziindung leichter zu diagnostizieren. Das
erklart auch, warum man bei Minnern mit vermeintlich idiopathischer Infertilitit
immunpathologische Prozesse ohne erkennbare infektiose Ursache in Hodenbiopsien
nachweisen konnte (el-Demiry et al., 1987).

Eine Orchitis kann sowohl durch Trauma als auch virale oder bakterielle Infektionen
ausgelost werden, zusdtzlich auch kombiniert mit einer Nebenhodenentziindung als
Epididymoorchitis. Dabei ist die Mumps-Orchitis als Komplikation einer Parotitis durch das
Mumpsvirus am héufigsten und resultiert in 30% der Fille in einer bilateralen
Hodenatrophie mit Azoospermie. Aber auch im Rahmen einer Prostatitis oder Epididymitis,
meist ausgelost durch Gonokokken oder Chlamydien, kann eine Orchitis auftreten (Weidner
et al., 1999).

Mithilfe des Modells der experimentell ausgelosten Autoimmunorchitis, auf der Basis der
aktiven Immunisierung mit Hodenhomogenat und Adjuvans, konnten bereits Erkenntnisse
iiber die Pathologie und organspezifische Autoimmunitit gewonnen werden (Tung &

Teuscher, 1995; Filippini et al., 2001; Fijak et al., 2005). Betrachtet man die Histopathologie
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solcher Hoden, so findet man charakteristischerweise in den frithen Stadien peritubulire
und/oder interstitielle zelluldre Infiltrate. Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es zur
Einwanderung mononukleédrer Zellen in das Interstitium und der Ablésung der Keimzellen
bis hin zur Ausbildung von Granulomen, Nekrosen (Zhou et al., 1989) und dem
vollstindigen Fehlen der Spermatogenese (Doncel et al., 1989). Die experimentell ausgeloste

Autoimmunorchitis ist T-Zell-vermittelt (Yule & Tung, 1993).

1.1.4 Innervation des Hodens

Welche funktionelle Rolle die Innervation des Hodens hat, konnte bisher noch nicht
ausreichend gekldrt werden. Die médnnlichen Gonaden werden von Nervenfasern des
sensorischen und des autonomen Nervensystems versorgt (Zhu et al, 1995). Dabei
vereinigen sich sympathische Fasern aus dem Plexus mesentericus superior und dem Plexus
renalis zam Plexus testicularis (Syn. N. spermaticus superior), welcher zusammen mit der A.
testicularis bis in die Tunica albuginea und das Hodenparenchym hineinzieht, jedoch nicht
in die Samenkanidlchen reicht (Kuntz & Morris, 1946; Holstein, 2003). Weitere
Nervenfasern, auch als N. spermaticus inferior bezeichnet, stammen aus dem Plexus
mesentericus inferior und dem Plexus hypogastricus inferior und erreichen Hoden und
Nebenhoden iiber den Ductus deferens (Kuntz & Morris, 1946). Wihrend Kuntz und Morris
(1946) noch die Meinung vertraten, dass der Hoden hauptsichlich vom N. spermaticus
superior versorgt wird, wurde dies von Hodson (1970) und Santamaria et al. (1990) mit dem
Hinweis auf die Bedeutung der Innervation durch den N. spermaticus inferior erweitert.

Auch wenn in einigen Sdugetierspezies autonome Nervenfasern sowohl mit dem
Hodenparenchym als auch mit der Kapsel in Verbindung stehen (Prince, 1992; Setchell et al.,
1994), zeigt das Hodenparenchym der Ratte immunhistologisch keine Innervation (Properzi
et al., 1992). Vielmehr sind die Nerven im Bereich der Blutgefifie zu finden (Bell, 1972). Bei
den meisten Nerven im Hoden handelt es sich um adrenerge/catecholaminerge/
monoaminerge Fasern (Bell & McLean, 1973; Zhu et al., 1995; Wrobel & Moustafa, 2000),
welche vor allem die Blutgefifie der Kapsel umgeben (Lamano Carvalho et al., 1986). Die
Kapsel selbst wird sowohl adrenerg als auch cholinerg innerviert (Bell & McLean, 1973;

Santamaria et al., 1990). Monoaminerge Nervenfasern konnten auch von Zhu et al. (1995)
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nur entlang von Blutgefifien innerhalb der Hodenkapsel, genauer gesagt im Anfangsbereich
der A. testicularis, im Venenplexus und vorderen Abschnitt des oberen und unteren Pols
nachgewiesen werden, jedoch nicht im Bereich des Parenchyms. Im beschriebenen Gebiet
fanden sich auch PGP 9.5 und CPON positive Nervenfasern. Der immunhistologische
Nachweis fiir VIP gelang nur innerhalb des Nervengeflechts am wunteren Pol.
Denervationsexperimente an Hoden zeigten, dass die nervale Versorgung des vorderen
oberen Pols und der GefifSe des Hodens vom /V. spermaticus superior ausgeht, wihrend der
untere Pol vom N. spermaticus inferior innerviert wird (Zhu et al.,, 1995). Gong et al.
konnten 2003 und 2006 nachweisen, dass es nach chirurgischer Durchtrennung der Nn.
spermatici auferdem zu Apoptose von Spermatogonien und Leydig-Zellen kommt und somit
die nervale Versorgung einen entscheidenden Einfluss auf die Spermatogenese zu haben
scheint.

Wrobel et al. (1998) présentierten mithilfe von immunhistochemischen Untersuchungen mit
drei panneuralen Markern (PGP 9.5, NSE, Neurofilament) und einer modifizierten
Acetylcholinesterasetechnik an Hoden verschiedener Sdugetierspezies und des Menschen
ebenfalls, dass es sich bei den Nerven des Hodens bei so gut wie allen Spezies um vaskuldre
Nerven handelt, welche die Gefifie in Samenstrang, 7unica albuginea, Septula testis und
Mediastinum versorgen. Grofse Hodenareale bleiben weitgehend frei von Nerven. Allerdings
fanden sich auch Spezies-spezifische Unterschiede. So sind Hoden von Mensch und
prapuberalem Schwein sehr stark innerviert. Die Innervation des Hodens von Rhesusaffen
(Mayerhofer et al, 1996) und Schweinen (Wrobel & Brandl, 1998) zeigt
iiberraschenderweise sogar altersabhidngige Unterschiede und auch Untersuchungen an
jungen adulten, menschlichen Hoden erbrachten den Nachweis, dass diese {iberhaupt nicht
von monoaminergen, stattdessen iibermdfdig von peptidergen Nerven innerviert werden,
welche vermutlich regulatorisch auf die testikulire Funktion in diesem Alter wirken (Gong
et al., 2009).

Die Synthese und Sekretion von Testosteron wird iiber die Hypothalamus-Hypophysen-
Gonaden-Achse und durch para- bzw. autokrine Faktoren innerhalb des Hodens kontrolliert

(Saunders, 2003; Holdcraft & Braun, 2004). Allerdings wird mittlerweile davon ausgegangen,
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dass auch die Innervation des Hodens iiber den N. spermaticus superior und inferior einen
bedeutenden Einfluss auf diesen Prozess hat. Im Rattenhoden fiihrte die beidseitige
Durchtrennung des N. spermaticus superior zu einer Erniedrigung der
Testosteronproduktion, der Anzahl der LH-Rezeptoren im Hoden (Campos et al., 1993) und
zu einer Inhibition des eigentlich durch Stress ausgeldsten Anstiegs des Serumtestosterons
(Frankel & Ryan, 1981). Auf die elektrische Stimulation des /N. spermaticus superior
hingegen reagierten Katzen mit einem Anstieg des Testosteronspiegels (Chiocchio et al.,
1999). Bei direkter Verabreichung von Noradrenalin und Phentolamin zum Ganglion
mesentericum inferius in einem ex vivo System verzeichneten Sosa et al. (2009) einen
signifikanten Anstieg der Testosteronfreisetzung in den Gonaden, hingegen eine Abnahme
bei der Zugabe von Propranolol. Aquivalente Versuche am Ganglion mesentericum superius
zeigten jedoch keine Anderungen. Trotz intakter Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse kommt es bei Ratten im Rahmen einer chronischen Riickenmarksverletzung zu
Spermatogenesestorungen, weshalb angenommen wird, dass nicht-endokrine Mechanismen
eine Rolle spielen miissen (Chow et al., 2000).

Auch wenn fiir Leydig-Zellen keine direkte Innervation nachgewiesen werden konnte
(Sudrez-Garnacho & Vega, 1990; Wrobel et al., 1998; Wrobel & Schenk, 2003), fanden sich
bei Untersuchungen an Rattenhoden dennoch Nervenfasern mit synaptischen Vesikeln in
ihrer unmittelbaren Umgebung (Sudrez-Garnacho & Vega, 1990). Aulerdem kommt es nach
Denervation des Hodens Caspase-8-vermittelt zu Apoptose der Leydig-Zellen, Abfall des
Serumtestosterons und massivem Anstieg des Plasma LH (Gong et al., 2009). Neben o- und
B2-adrenergen Rezeptoren (Anakwe et al, 1985; Mayerhofer et al.,, 1992) exprimieren
Leydig-Zellen auch PGP 9.5, NPY, CPON, VIP, DBH und 5-HT (Gong et al., 2009).

Die efferenten autonomen Nervenfasern entstammen hauptsichlich dem Sympathikus, aber
auch parasympathische Fasern liegen im Plexus testicularis, wobei deren Herkunft unklar ist.
Ebenso wenig weils man iiber die afferenten Fasern des Hodens, welche
Schmerzempfindungen ins 10. Thorakalsegment des Riickenmarks iibertragen (Holstein,

2003).
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1.2 Acetylcholin

Acetylcholin ist der wohl am lingsten bekannte und auch am besten erforschte
Neurotransmitter. Otto Loewi bewies bereits 1921, dass fiir die Ubertragung eines
Nervenimpulses ein chemischer Stoff verantwortlich sein musste, den er als ,Vagusstoff"
bzw. ,Parasympathin® bezeichnete (Loewi, 1921; Loewi & Navratil, 1926). Henry Dale
identifizierte diesen als Acetylcholin (Dale, 1914). Beide erhielten 1936 ,Fiir ihre
Entdeckungen bei der chemischen Ubertragung der Nervenimpulse“ den Nobelpreis fiir
Physiologie oder Medizin.

Neben dem zentralen und peripheren Nervensystem konnte Acetylcholin auch in Bakterien,
Algen, Protozoen und primitiven Pflanzen nachgewiesen werden, was auf ein frithes
entwicklungsgeschichtliches Vorkommen hinweist. Im menschlichen Organismus wurde
Acetylcholin in non-neuronalen Zellen in Epithel (Lunge, Urogenitaltrakt), Mesothel
(Pleura, Perikard), Endothel, Muskel und in Immunzellen (Granulozyten, Mastzellen)
gefunden. Es muss also zwischen einem non-neuronalen cholinergen System mit non-
neuronalem Acetylcholin als zelluldrem Signalmolekiil und einem neuronalen cholinergen

System mit neuronalem Acetylcholin als Neurotransmitter unterschieden werden (Wessler

et al., 2003a).

1.2.1 Das neuronale cholinerge System

Cholinerge Neurone synthetisieren, speichern und setzen Acetylcholin frei, welches als
Signalmolekiil zur Kommunikation innerhalb des Nervensystems, vor allem aber zwischen
Neuronen und Effektorzellen dient. Dazu gehoren, abgesehen von zentralen und
parasympathischen, auch periphere, intramural gelegene Neurone. Neben dem motorischen
und sensorischen System werden komplexe, integrative neuronale Vorginge wie Lernen und
Gedachtnis, die sexuelle Aktivitdt, aber auch die vegetative Kontrolle des kardiovaskuldren,
respiratorischen, gastrointestinalen und urogenitalen Systems iiber Acetylcholin gesteuert.
Acetylcholin bindet an und aktiviert dadurch verschiedene Subtypen von nikotinischen
(nAChRs) und muskarinischen (mAChRs) Rezeptoren (Wessler et al., 1998). nAChRs

vermitteln die chemische Erregungsiibertragung an Neuronen, Ganglien, Interneuronen und
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der neuromuskuliren Endplatte, mAChRs spielen hingegen eine Rolle fiir die Ubertragung
zwischen Neuronen und Zielorgan wie Herz, glatter Muskulatur und Driisen (Wessler &
Kirkpatrick, 2008).

Auf der Grundlage von vier Komponenten wurde ein cholinerges System im Nervengewebe
skizziert: (1) Acetylcholin, (2) Cholinesterasen, welche Acetylcholin zu Acetat und Cholin
spalten, (3) Cholinacetyltransferasen, welche die Synthese von Acetylcholin aus Acetyl-
Coenzym A (Acetyl-CoA) und Cholin katalysieren, (4) cholinerge Rezeptoren, an welche
Acetylcholin binden kann (Sastry & Sadavongvivad, 1979).

1.2.1.1 Komponenten des neuronalen cholinergen Systems

Das synthetisierende Enzym Cholinacetyltransferase (ChAT)

In den Nervenendigungen des ersten autonomen und des zweiten parasympathischen
Neurons ist die Cholinacetyltransferase (EC 2.3.1.6) als katalysierendes Enzym fiir die
Synthese von ACh aus Acetyl-CoA aus dem Mitochondrium und Cholin, welches vorher
iiber den hochaffinen Cholintransporter-1 in die Zelle aufgenommen wurde (Okuda & Haga,
2003), verantwortlich (Racké et al., 2006). Erstmals aus Gehirn und Nervengewebe isoliert
und beschrieben wurde das Enzym 1943 von Nachmansohn und Machado. Es wird von
cholinergen Neuronen exprimiert, weshalb es als spezifischster Marker fiir diese gilt und
verwendet wird (Wessler et al., 1998). Fiir das Substrat Cholin weist ChAT eine sehr hohe
Spezifitdt auf. Im Gehirn der Ratte zeigte sie jedoch fiir das zweite Substrat Acetyl-CoA die
gleiche Affinitidt wie fiir Propionyl- und Butyryl-CoA (Rossier, 1977; Wessler et al., 1998).
Aus diesem Grund kénnte ChAT nicht nur Acetylcholin, sondern auch Propionylcholin oder
Butyrylcholin synthetisieren (Wessler et al., 1998).

In allen bisher untersuchten Spezies kodiert nur ein Gen ChAT. Dieses ist beim Menschen
auf Chromosom 10, Region 10q11.2-10q22.2, lokalisiert (Cohen-Haguenauer et al., 1990;
Cervini et al., 1991; Strauss et al., 1991; Viegas-Pequignot et al., 1991). Das ChAT-Gen der
Ratte besteht aus mindestens drei 5’-nicht-kodierenden Exons, sog. R-, N- und M-Typen,
und 14 kodierenden Exons (Misawa et al., 1992; Kengaku et al, 1993). Aufgrund
verschiedener Promoterregionen und alternativen SpleifSens sind verschiedene mRNA-

Varianten (von 1,4-4 kb) moglich, was auf eine komplexe und unterschiedliche Regulation
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der Expression von ChAT hinweist. Die genaue Anzahl an Isoenzymen ist aber bis jetzt noch
unbekannt (Benishin & Carroll, 1983; Wu & Hersh, 1994). Es wurden in der Ratte
mindestens sieben verschiedene ChAT mRNA Transkripte identifiziert (Ibanez et al., 1991a;
Wu & Hersh, 1994). Finf verschiedene Isoenzyme von ChAT konnten mithilfe von
biochemischen Methoden im Gehirn der Ratte als membrangebunden und drei im Zytosol
nachgewiesen werden. Dabei unterschieden sich die drei zytosolischen Formen, im
Gegensatz zu den membrangebundenen, kaum in ihren Eigenschaften (Wu & Hersh, 1994).
Wachstumsfaktoren verstirken die Expression des ChAT-Gens vermutlich durch
Aktivierung von Tyrosinkinasen und auch Sexualhormone und Glukokortikoide kénnen die
Expression und/oder Aktivitit von ChAT beeinflussen (Wu & Hersh, 1994; Miinch et al,,
1997; Reinheimer et al., 1998a).

Neben ChAT wird Acetylcholin auch von der Carnitinacetyltransferase (CarAT)
synthetisiert, welche z.B. im Herz- und Skelettmuskel von Sdugetieren gefunden wurde
(Tucek, 1982). Da eine Co-Expression beider Enzyme in einigen Geweben von Sdugern
vorkommen kann, ist es duflerst wichtig diese mithilfe von spezifischen Inhibitoren,
Bromoacetylcholin fiir ChAT und Bromoacetylcarnitin fiir CarAT, zu differenzieren (Tucek,
1982).

Abgesehen von der vor allem im zentralen Nervensystem vorkommenden Variante von
ChAT, der sogenannten cCHAT (c=common), wurde im peripheren Gewebe mithilfe von
Western Blot und Immunhistochemie die ebenfalls fiir ein Protein kodierende Form,
pCHAT (p=peripheral), nachgewiesen. Diese entsteht aufgrund alternativen Spleifiens, so
dass die Exone 6, 7, 8 und 9 fehlen (Tooyama & Kimura, 2000). Wéihrend cChAT sowohl im
Nucleus als auch im Zytoplasma lokalisiert ist, konnte pChAT mit griin fluoreszierendem
Protein (GFP) nur im Zytoplasma detektiert werden. Durch die Behandlung mit Leptomycin

B erfolgte die Translokation von pChAT in den Nucleus (Matsuo et al., 2005).
Der vesikulire Acetylcholin-Transporter (VAChT)

Acetylcholin wird im Austausch mit zwei Protonen mittels des monospezifischen VAChT in

synaptische Vesikel aufgenommen und gespeichert (Anderson et al.,, 1983; Marshall &
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Parsons, 1987; Erickson et al., 1994; Parsons, 2000). Dieser Transporter besteht aus 532
Aminosduren in 12 Transmembrandoménen und kann durch Vesamicol gehemmt werden.
Das VAChT-Gen wurde auf Chromosom 10 lokalisiert, auf welchem sich auch das ChAT-
Gen befindet.

Uberraschenderweise liegt die komplette Sequenz ohne Unterbrechung innerhalb des ersten
Introns des ChAT-Gens (Erickson et al., 1994), so dass die Expression beider miteinander

assoziiert sein konnte.
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung des cholinergen Genlocus. Transkription von VAChT und ChAT (Eiden,
1998).

Dies wird auch als cholinerger Genlocus bezeichnet (Wessler et al., 1999). Das VAChT-Gen
verwendet zwei der R Promotoren von ChAT, besitzt aber auch noch zwei spezifische
Promotoren V1 und V2 (Cervini et al., 1995). Neurotransmittersysteme betreffend, scheint
die Co-Lokalisation zweier Gene, deren Funktionen sich ergidnzen, einzigartig zu sein. Dies
lasst vermuten, dass Synthese und Speicherung von ACh streng kontrolliert und co-reguliert
werden (Berrard et al., 1995; Berse & Blusztajn, 1995). Allerdings wurde bereits gezeigt, dass
ChAT auch unabhingig von VAChT exprimiert werden kann (Ogawa et al., 2003).

Die Freisetzung von Acetylcholin in den synaptischen Spalt oder extrazelluliren Raum

erfolgt, ausgehend von einem Konzentrationsanstieg des intrazelluliren Calciums, durch die

15



1. Einleitung

Verschmelzung der Speichervesikel mit der prisynaptischen Membran (Jahn & Siidhof,
1994).

Die nikotinischen und muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren

Das freigesetzte Acetylcholin kann an zwei verschiedene Gruppen von Rezeptoren binden:
nikotinische und muskarinische. Bei den nikotinischen Rezeptoren (nAChR) handelt es sich
um ligandengesteuerte lonenkanile, deren Aktivierung zu einem Einstrom positivgeladener
Ionen und damit zur Membrandepolarisation fithrt. Dabei sind fiinf homologe oder
identische Untereinheiten so angeordnet, dass sie einen zentralen Ionenkanal bilden. An der
neuromuskuldren Endplatte lagern sich zwei o-, eine P-, eine - und eine y- oder eine e-
Untereinheit zu einem Rezeptor zusammen. Die y-Untereinheit findet sich im embryonalen,
wihrend die e-Untereinheit im adulten Muskel exprimiert wird. Dabei kommt es im Laufe
der Entwicklung zu einer verdnderten Transkription desselben Gens (Millar, 2003).
Neuronale nikotinische Rezeptoren werden entweder von zwei verschiedenen Typen von
Untereinheiten (2« und 3f) oder fiinf a-Untereinheiten (Homo- und Heteropentamer)
gebildet. Inzwischen sind neun verschiedene o- und vier verschiedene B-Untereinheiten
identifiziert (Sargent, 1993; Galzi & Changeux, 1995; Millar, 2003).

Die muskarinischen Rezeptoren (mAChR) gehoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Hier werden fiinf Subtypen (m1-m5) unterschieden (Caulfield, 1993; Caulfield
& Birdsall, 1998). Die G-Proteine sind heterotrimer, das heifit, sie bestehen aus einer o-, -
und y-Untereinheit. Die Bindung von ACh an den Rezeptor fiithrt zur Dissoziation der o-
von der PB/y-Untereinheit und zur Aktivierung intrazelluldrer Signalwege. Anhand der o-
Untereinheit erfolgt die Einteilung der G-Proteine in vier Familien, welche unterschiedlich

mit den fiinf Subtypen assoziiert sind (Caulfield, 1993; Gudermann et al., 1996).

Das hydrolysierende Enzym Acetylcholinesterase
Nach der Freisetzung und etwaigen Bindung an Rezeptoren wird Acetylcholin von der
spezifischen Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7) oder unspezifischen Cholinesterasen (Pseudo-,

Butyryl-, Plasmacholinesterase; EC 3.1.1.8) wieder in seine Bestandteile Acetat und Cholin
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gespalten und somit inaktiviert (Wessler et al., 2001a). Nahezu alle Zellen, ob neuronal oder
non-neuronal, weisen Cholinesteraseaktivitdt auf. Das Vorkommen einer unspezifischen
Cholinesterase wurde in Leber, Lunge und Kreislauf nachgewiesen (Wessler et al., 1998,

1999, 2001a).

Der hochaffine Cholintransporter-1 (ChT1)

Da Cholin nicht in Neuronen synthetisiert werden kann, ist die ACh-Synthese vom
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Wiederaufnahme von Cholin in die Prisynapse
abhingig (Kuhar & Murrin, 1978). Cholin selbst kann die Zellmembran nicht passieren, so
dass ein Transportsystem notwendig ist. In Synaptosomen des Gehirns konnte dafiir der
hochaffine Cholintransporter nachgewiesen werden (Haga, 1971; Haga & Noda, 1973),
welcher als einzigartig in cholinergen Neuronen gilt (Kuhar & Murrin, 1978). Die Aufnahme
von Cholin iiber ChT ist Na‘/Cl-abhingig und kann durch Hemicholinium-3 inhibiert
werden. Okuda et al. (2000) gelang es die cDNA des ersten hochaffinen Cholintransporters
ChT1 aus Caenorhabditis elegans und der Ratte zu isolieren. Kurz darauf wurde er auch fiir
den Menschen kloniert (Apparsundaram et al., 2000). ChT1 cDNAs aus Mensch und Ratte
kodieren ein Protein aus 580 Aminosduren. Beeindruckend ist der hohe Grad an
Sequenzkonservierung und die damit verbundene Homologie des ChT1 in verschiedenen
Spezies. ChT1 zeigt auflerdem signifikante Homologien zu Na*-abhingigen

Glukosetransportern, nicht aber zu Neurotransmitter-Transportern (Okuda & Haga, 2003).
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Abb. 1-5: Synthese, Freisetzung und Recycling von ACh anhand einer cholinergen Zelle. AChE =
Acetylcholinesterase, BuChE = Butyrylcholinesterase, ChT1 = hochaffiner Cholintransporter-1, ChAT =
Cholinacetyltransferase, M = muskarinischer Rezeptor, N = nikotinischer Rezeptor, VAChT = vesikuldrer ACh-

Transporter. Modifiziert nach Kummer et al., 2008.

1.2.2 Das non-neuronale cholinerge System

Bereits 1914 lieferte Ewins den Nachweis fiir das Vorkommen von Acetylcholin in Pflanzen.
Spéter wurde gezeigt, dass es auflerdem in der Milz von Pferden, menschlicher Plazenta, in
Schwiammen und Einzellern vorliegt (Dale & Dudley, 1929; Beyer & Wense, 1936; Comline,
1946; Biilbring et al., 1949; Lentz, 1966; Saxena et al., 1966; Jaffe, 1970; Hartmann &
Kilbinger, 1974). Laut Whittaker (1963) ist Acetylcholin in non-neuronalem Gewebe
nachweisbar und in der Natur so weit verbreitet, dass durchaus von einer Funktion
auflerhalb des Nervensystems ausgegangen werden kann. Auch Sastry & Sadavongvivad
beschrieben 1979, dass in Geweben ohne nervale Innervation wie menschlicher Plazenta,
Erythrozyten und Spermatozoen eine oder mehrere Komponenten des cholinergen Systems
aus dem Nervengewebe vorhanden sind. Der Begriff des ,non-neuronalen cholinergen
Systems® deutet darauf hin, dass die Synthese von Acetylcholin in den Zellen unabhingig
von Neuronen erfolgt und dass dieses lokal als auto- oder parakriner Botenstoff wirkt

(Wessler et al., 1998). Im Gegensatz zu seinem neuronalen Pendant hat das non-neuronale
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Acetylcholin Einfluss auf non-neuronale Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung,

Organisation des Zytoskeletts, Regulation von Zell-Zell-Kontakten, Migration,
Zilienaktivitit und Funktionen von Immunzellen (Wessler et al.,, 2003a). Seine Existenz
erklart, warum auch Zellen, welche nicht von cholinergen Neuronen innerviert werden,
dennoch muskarinische und nikotinische Rezeptoren exprimieren (Wessler et al., 1998).

Es gab die Vermutung, Acetylcholin werde von Neuronen synthetisiert und womdglich dann
von non-neuronalen Zellen aufgenommen. Diese Hypothese kann dadurch widerlegt
werden, dass direkt in non-neuronalen Zellen neben einer immunhistochemischen
Lokalisation auch der Nachweis der Enzymaktivitidt fiir ChAT gelang. Auflerdem konnte
Acetylcholin aus frisch isolierten oder kultivierten Zellen ohne Nervengewebe gewonnen
werden (Reinheimer et al., 1998a; Wessler et al., 2001a).

Die Tabellen 1-1 und 1-2 geben eine Ubersicht, in welchen non-neuronalen Zellen bzw.

Geweben des Menschen und der Ratte ACh bereits nachgewiesen wurde.

Epithelzellen

Atemwege Zilientragende Zellen, Basalzellen, sekretorische Zellen des
Bronchialepithels

Verdauungstrakt Mundhéhle, Osophagus, Magen, Jejunum, Ileum, Kolon, Sigma,
Gallenblase

Urogenitaltrakt Nierenbecken, Ureter, Harnblase, Vagina, Granulosazellen

Niere Tubuli

Auge Kornea

Haut Keratinozyten, Schweif3-, Talgdriisen

Plazenta Trophoblast

Driisengewebe Azini, Weibliche Brust, Thymus

mesotheliale Zellen

Viszerale Pleura, Mesenterialwurzel, Perikard, Aortenklappe

Endothelzellen Lungengefifie, Nabelvene, Haut

mesenchymale Zellen Adipozyten, Fibroblasten, glatte Muskulatur, Sehnen

Parenchym Leber, Schilddriise

Blutzellen Thrombozyten

Immunzellen Mononukledre Zellen, Dendritische Zellen, Makrophagen,
Mastzellen der Haut

Gehirn Astrozyten

Andere Haare, Nigel, Fettgewebe

Tab. 1-1: Humanes non-neuronales Gewebe, in welchem ACh mithilfe von HPLC oder ChAT mittels
Immunhistologie nachgewiesen wurde (aus Wessler et al., 1998; Wessler & Kirkpatrick, 2008).
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Epithelzellen

Atemwege Zellen des Trachealepithels

Verdauungstrakt Osophagus, Magen, Diinn- und Dickdarm

Urogenitaltrakt Harnblase

Auge Kornea

Haut Keratinozyten

Plazenta Trophoblast

mesotheliale Zellen Viszerale/parietale Pleura, Perikard, Mesenterium, Nieren-/
Hodenkapsel

Endothelzellen Aorta, Vena cava, Endokard

Parenchym Leber, Pankreas, Milz, Schilddriise, Niere, Hoden, Ovar

Immunzellen Alveolarmakrophagen, Thymus, Mikroglia

Andere Astrozyten, Pinealozyten, Fettgewebe

Tab. 1-2: Non-neuronales Gewebe der Ratte, in welchem ACh mithilfe der HPLC nachgewiesen wurde (aus
Wessler et al., 1998).

1.2.2.1 Komponenten des non-neuronalen cholinergen Systems

Obwohl die Cholinacetyltransferase hauptsachlich von cholinergen Neuronen exprimiert
wird, konnte sie dennoch in vielen non-neuronalen Zellen von Siugetieren u.a.
immunhistochemisch nachgewiesen werden. So exprimieren Epithel- und Endothelzellen
verschiedener Organe, neben Immunzellen und mesothelialen Zellen der Pleura und des
Perikards, das ACh-synthetisierende Enzym (Wessler et al., 1999 & 2003a).

Inwiefern die Speicherung von Acetylcholin in non-neuronalen Zellen erfolgt ist unklar, da
keine Speicherorganellen identifiziert werden konnten. Wahrscheinlich besteht ein
Gleichgewicht zwischen kontinuierlicher Synthese, Diffusion, Freisetzung und Hydrolyse
(Wessler et al., 2003a). Allerdings konnte VAChT im Endothel mithilfe von RT-PCR
(Haberberger et al., 2000) und Immunhistologie (Kirkpatrick et al., 2001) nachgewiesen
werden, was eine Speicherung in Vesikeln wahrscheinlich macht. Aus diesem Grund koénnte
die Freisetzung des non-neuronalen Acetylcholins iiber Endosomen oder Vesikel, welche
mit der Zellmembran verschmelzen, erfolgen (Wessler et al., 1998). Malo & Israél (2003)
zeigten in Endothelzellen der Ratte (RBE4), dass vermutlich auch das sogenannte
Mediatophor (Dunant & Israél, 1995) kalziumabhidngig ACh freisetzt. Ein weiterer Weg ACh

aus der Zelle zu transportieren, sind die organischen Kationentransporter OCT1-3. Sie
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gehoren zur SLC 22 Familie (solute carrier family) und haben unabhéngig von Subtyp oder
Spezies folgende Gemeinsamkeiten. Zum einen sind sie polyspezifisch, was bedeutet, dass
ihre Substrate verschiedene Grofien und molekulare Strukturen haben kénnen. Aufierdem
konnen sie von verschiedenen Komponenten inhibiert werden. Zum anderen transportieren
sie organische Kationen unabhingig von Na*-, CI'- oder H*-Ionen und in beide Richtungen
iber die Plasmamembran. Entscheidend dafiir ist der elektrochemische Gradient der
transportierten Kationen. Neben ACh sind Dopamin, Serotonin, Histamin, Cholin, Kreatinin,
Guanidin und Thiamin weitere endogene Substrate (Koepsell et al., 2003, 2007). Steroide
konnen OCTs inhibieren (Hayer-Zillgen et al., 2002), auch wenn sie selbst wahrscheinlich
nicht transportiert werden (Koepsell et al., 2003). Griindemann et al. identifizierten 1994
erstmals OCT1 in der Niere der Ratte. 1996 folgte der Nachweis von OCT2 in der Ratte
(Okuda et al., 1996) und 1998 OCT3 bei Ratte und Mensch (Griindemann et al., 1998;
Kekuda et al., 1998). OCT1 wird in allen Spezies am stirksten in der Leber exprimiert, in
Nagern besonders in der Niere, aber auch in Diinndarm, Haut und Milz. Die Expression von
OCT?2 beschrinkt sich vor allem auf die Niere, konnte dariiber hinaus in Neuronen des ZNS
und Plazenta des Menschen und in Thymus und Plexus choroideus der Ratte nachgewiesen
werden. OCT3 ist mit seiner Lokalisation in Skelettmuskel, Leber, Plazenta, Niere, Herz,
Gehirn des Menschen und Plazenta, Diinndarm, Herz, Gehirn, Niere, Thymus, Blutgefifie,
Haut der Ratte sehr weit verbreitet (Koepsell et al., 2003). Den direkten Beweis, dass non-
neuronales Acetylcholin mittels OCT, vor allem OCT1 und 3, freigesetzt wird, lieferten
Wessler et al. (2001b) durch Untersuchungen an der Plazenta des Menschen. Andererseits
zeigten Lips et al. (2005), dass in Xenopus laevis ACh ausschlief3lich von OCT1 und 2
transportiert wird, in der Trachea von Mensch und Ratte sowie den Bronchi von Mensch
allerdings alle drei Kationentransporter vorhanden sind.

Neben Neuronen und Zellen, welche von cholinergen Neuronen innerviert werden, sind
auch in Geweben ohne neuronale Strukturen wie Epithel-, Endothelzellen, Plazenta,
Epidermis (Sastry & Sadavongvivad, 1979; Brunner et al., 1990; Grando et al., 1993a+b, 1995,
1996) und auch auf zirkulierenden Blutzellen (Atweh et al., 1984; Hiemke et al., 1996)

nikotinische und muskarinische Rezeptoren zu finden. Menschliche Keratinozyten
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exprimieren zum Beispiel sowohl o3-, a5- und o7-Untereinheiten des nikotinischen
Rezeptorkomplexes als auch muskarinische Rezeptoren (Grando et al., 1995, 1996). Aus
diesem Grund dienen die klassischen Rezeptoren des neuronalen cholinergen Systems auch
als Angriffspunkt fiir non-neuronales Acetylcholin, vermutlich mit einer auto-/parakrinen
Wirkung. Des Weiteren scheint das zytosolische Acetylcholin direkt mit intrazelluldren
Signalmolekiilen, wie zum Beispiel GTP-bindenden Proteinen, in Interaktion zu treten
(Wessler et al., 1998, 2001a).

Non-neuronales Acetylcholin, welches in den Kreislauf gelangt ist, wird wahrscheinlich vor
allem von Cholinesterasen aus Erythrozyten und Plasma abgebaut, um eine lokale Wirkung
zu gewihrleisten und eine systemische, dhnlich wie bei Hormonen, zu vermeiden (Wessler

et al,, 1998, 1999, 2001a).

1.2.2.2 Pathophysiologische Rolle des non-neuronalen cholinergen
Systems in entziindlich verdndertem Gewebe

Da das non-neuronale System in Immunzellen und Schleimhautepithelien sehr stark
vorhanden ist, liegt es nahe, dass es an entziindlichen Erkrankungen, z.B. chronischen
Entziindungen der Schleimhaut oder allergischen Erkrankungen, beteiligt sein konnte
(Wessler et al., 1998, 2003a). Vermutlich spielt es bei der Kontrolle der Barrierefunktion
innerer und dufierer Oberflichen, aber auch der Aktivierung und Proliferation von
Immunzellen eine Rolle (Wessler et al., 1998). Bereits 1962 beschrieb Scott erh6hte ACh-
Spiegel in entziindlichen Hautkrankheiten. Dies konnte durch Hautbiopsien bei Patienten
mit atopischer Dermatitis mit einem erhohten Gehalt an ACh in der Epidermis bestitigt
werden (Wessler et al., 2003b; Reinheimer et al., 1998b). Glukokortikoide hingegen
supprimieren ChAT (Reinheimer et al., 1998a+b).

Versuche an nikotinischen Rezeptoren zeigten die Moglichkeit der anti-inflammatorischen
Regulation (Racké et al., 2006). Uber nikotinische Rezeptoren auf Makrophagen konnte die
Freisetzung von TNF-a und anderen Zytokinen mit Acetylcholin und
Nikotinrezeptoragonisten inhibiert werden (Borovikova et al., 2000). Dadurch, dass dies iiber
die Stimulierung des N. vagus und somit den cholinergen anti-inflammatorischen Pfad

ausgelost wurde, ist fraglich, ob es sich um neuronales oder non-neuronales ACh handelt.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bisherige Untersuchungen zum non-neuronalen cholinergen System am minnlichen
Genitale haben sich hauptsiachlich auf Spermatozoen oder den Nebenhoden bezogen. Eine
eingehende Untersuchung des Hodens im Hinblick auf die einzelnen Komponenten des non-
neuronalen cholinergen Systems war bisher noch nicht erfolgt, obwohl deren Vorkommen
aufgrund der mangelnden parasympathischen Innervation des Hodens bzw. der fehlenden
Innervation des Hodenparenchyms bei Nagern angenommen werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunidchst die Expression einzelner Komponenten des non-
neuronalen cholinergen Systems mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen isolierten Zellen
des Hodens untersucht werden. AnschlieSend wurden die ermittelten Ergebnisse durch
Immunfluoreszenzmikroskopie an Kryostatschnitten von unbehandelten Rattenhoden
verifiziert. Weitere Experimente beschiftigten sich mit dem Einfluss der experimentellen
Autoimmunorchitis auf Lokalisation und Expression der Komponenten des non-neuronalen

cholinergen Systems.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien (allgemein)

Hersteller

Aceton reinst

Agarose

B-Mercaptoethanol
Calciumchlorid

Chloroform

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Essigsaure (Eisessig)

Ethanol

Formaldehydlsg, mind. 37%, sdurefrei
Isofluran

Isopentan (2-Methylbutan)
Isopropanol (2-Propanol)
Magnesiumchlorid
Manganchlorid

Methanol

8-MOP (8-Methoxypsoralen)
Natriumacetat
di-Natriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO4)

Pikrinsdure krist., reinst
Roti®-Phenol/Chloroform
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Triton X-100

Trizol®

Tween 20

Wasserstoffperoxid 30% (H202)

Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co., Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Baxter, Unterschleif$heim

Sigma-Aldrich Co., Steinheim
Sigma-Aldrich Co., Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co., Steinheim
Sigma-Aldrich Co., Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Co., Steinheim

Sigma-Aldrich Co., Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt
CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Co., Steinheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Reagenzien (PCR) Hersteller

Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG, Melsungen

100 bp DNA Marker Promega, Madison, USA
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DNase I, RNase-frei

DNase 10xReaktionspuffer
Ethidiumbromidlésung
Magnesiumchloridlésung
M-MLV RT 5xReaktionspuffer
M-MLV RT RNase H Minus,
Punktmutante

Oligo (dT)is Primer

PCR Nukleotid Mix (dNTPs)
Rekombinanter RNasin®
Ribonuklease Inhibitor
0.24-9.5 kb RNA-Marker

Taq DNA Polymerase

Taq DNA Polymerase

Taq DNA Polymerase 10xPuffer mit
15 mM MgCl

Thermophiler DNA Polymerase
10xPuffer, Mg**-frei

2.1.2 Gerite

Gerite (allgemein)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega, Madison, USA

CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe
Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Laboreigene Herstellung
Promega, Madison, USA

Laboreigene Herstellung

Promega, Madison, USA

Hersteller

Direct-Q™
Reinstwasseraufbereitungs-System
DRI Block DB2A Heizblock

E143 Power Supply

E831 Power Supply

E832 Power Supply

Easypet 4420 Pipette

Heizblock 120 Thermolader
Heraeus® Biofuge Fresco Zentrifuge
MC 6 Tischzentrifuge

MR 3001K Magnetriihrer

MS2 Minishaker

Orbitalschiittler 3017

pH-Meter 766 Calimatic

RCT basic Magnetriithrer
Reference-Pipetten
Research-Pipetten

SPB 53 Waage

Ultrospec 2100 pro
Spektralphotometer

Millipore Corporation, Billerica, USA

Techne AG, Jansddorf

CONSORT nv, Turnhout, BE

CONSORT nv, Turnhout, BE

CONSORT nv, Turnhout, BE

Eppendorf AG, Hamburg

UniEquip GmbH, Martinsried

Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold
SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht

Heidolph Instruments, Schwabach

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Knick Elektronische Messgerdte GmbH & Co. KG,
Berlin

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Scaltec Instruments GmbH, Géttingen
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
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Gerite (PCR)

Hersteller

Gel Jet Imager

Gelelektrophoresezubehor

iCycler

Primus 96 advanced PCR-Maschine
PTC 200 PCR-Maschine

UV-Systeme

INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
BIO-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
BIOZYM Gesellschaft fiir Enzymtechnologie mbH,
Hamburg

INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

Die Auswertung der semi-quantitativen RT-PCR (isolierte Zellen) erfolgte mit dem

Programm Quantity One, Version 4.5.0, 1D-Analysis Software, BIO-Rad Laboratories,

Miinchen. Die quantitative RT-PCR (RealTime) wurde mithilfe des Programms IBM®

SPSS® Statistics 18, SPSS Inc., ausgewertet.

Gerite (Immunfluoreszenz)

Hersteller

Axioplan 2 Imaging
Fluoreszenzmikroskop

CM 1900 Kryostat

ebq100 Quecksilberdampfkurz-
bogenlampe

2.1.3 Puffer und Losungen

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen

Leica, Wetzlar
Leistungselektronik Jena GmbH, Jena

Puffer und Losungen Zusammensetzung

Absittigungslésung fiir Zamboni- 10% (v/v) ~ NSSin PBS

Fixierung 0,5% (v/v)  Tween 20
0,1% (v/v)  BSA

Absittigungslosung fiir Aceton- 50% (v/v)  Pferde-Serum

Fixierung

DEPC-H20 0,1% (v/v)  DEPC
0,9% (v/v)  Ethanol

100 bp DNA-Marker 5pul 100 bp DNA Marker (Promega)
4 ul Aqua ad iniectabilia (B.Braun)
1l 10xDNA-Probenpuffer (Xylencyanol

FF+Bromophenolblau)

6xDNA-Probenpuffer

0,25% (w/v) Xylencyanol FF
0,25% (w/v) Bromophenolblau
30% (v/v) Glycerol in H20
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10xDNA-Probenpuffer I

0,4% (w/v)  Xylencyanol FF
0,4% (w/v)  Bromophenolblau

50% (v/v) Glycerol in H.O
10xDNA-Probenpuffer II 0,4% (w/v)  Xylencyanol FF
50% (v/v) Glycerol in H.O
10xDNasel-Reaktionspuffer 1M Tris-HCI (pH 7,8)
66 mM MnCl

100 mM CaClz
100 mM MgCl2

Ethidiumbromidlésung 0,1%

Stamml6sung 1%, 1:10 verdiinnt

Ethidiumbromidlésung 0,3%

Stammlosung 1%, 1:3 verdiinnt

Fixationslosung (pH 7,2-7,4) 4% (w/v) Paraformaldehyd
0,1 M Phosphatpuffer
gepuffertes Glycerol (pH 8,6) 15M Na2COs
1,5M NaHCOs
Glycerol, wasserfrei
10xMOPS-Puffer pH 7,0 02M MOPS
(laboreigenes Optimum) 50 mM Natriumacetat wasserfrei
10 mM EDTA pH 8,0

PBS (51, pH 7,4)

2875ml 0,2 M NaH:POs x 2 H2O (Lsg.A)
9620ml 0,2 M Na:HPO:s x 2 H2O (Lsg.B)
24¢g NaCl

PBS+S (5 1, pH 7,4)

28,75ml 0,2 M NaH:POs x 2 H20 (Lsg.A)
96,20 ml 0,2 M Na:HPO: x 2 H20 (Lsg.B)
448 ¢ NaCl

Phosphatpuffer (0,2 M, pH 7,4)

Lsg.A: 31,2 g NaH2POs x 2 H2O (11)
Lsg.B: 35,6 g Na:HPOs x 2 H20 (11)
230 ml Lsg. A + 770 ml Lsg.B

10xReaktionspuffer mit 15 mM

100 mM Tris-HCI (pH 9,0 bei 25°C)

MgCl: (steril filtriert) 500 mM KCl

15 mM MgCL

1% Triton®X-100
RNA-Marker 3ul RNA-Marker (Invitrogen)

2l Aqua ad iniectabilia (B.Braun)

20l RNA-Probenpuffer
RNA-Probenpuffer 750 pl Formamid

150 pl 10xMOPS-Puffer

250 pl Formaldehyd

100 pl H-O (steril)

100 pl Glycerin

80 pl 1% Bromophenolblau
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50xTAE (Stocklosung/Liter) 242 g TRIS

57,1 ml Essigsdure

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Zamboni-Fixativ (1 1) 2% (v/v) Formaldehyd

0,1 M Phosphatpuffer

15% (v/v) Pikrinsdure (2-fach gefiltert)

2.1.4 Versuchsmaterial

Material Hersteller

Deckglaser (24 x 60 mm, Glasdicke R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik,

0,13-0,17 mm) Teningen

MILLEX®GP Syringe Driven Filter Millipore Corporation, Billerica, USA

Unit 0,22 pm

Objekttrager (25 x 75 x 1 mm) R. Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik,
Teningen

Precellys-Keramik-Kit 2,8 mm, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Keramikkiigelchen

Precellys-Stahl-Kit 2,8 mm,

Stahlkiigelchen

Reaktionsgefifse PP, 0,2 ml Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe

Tissue-Tek® Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, NL

VECTASHIELD® Triagermedium mit | Vector Laboratories, Burlingame, USA

DAPI

2.15 Kits

iQ™ SYBR® Green Supermix BIO-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

2.1.6 Primer

Alle Primer zur Detektion des cholinergen Systems im Hoden wurden von der
Arbeitsgruppe Kardiopulmonale Neurobiologie unter der Leitung von Prof. Dr. Kummer zur
Verfiigung gestellt. Sie wurden mithilfe der Primer3 Software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) entworfen und von MWG Biotech, Ebersberg, bezogen.
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Die Sequenz der 18S-rRNA-Oligonukleotid-Primer wurde ebenfalls mithilfe der Primer3
Software ermittelt und ebenso wie die GAPDH-Oligonukleotid-Primer von MWG Biotech,
Ebersberg, erworben. Die lyophilisierten 18S-RNA Primer (forward und reverse) wurden in
1 x TE pH 8,0 aufgenommen (100pmol/pl), der 18S-RNA_RT-Primer wurde mit 0,2 x TE pH
8,0 und RNasin versetzt (Endkonzentration 0,5pg/pl) und bei -20°C gelagert.

Einen Uberblick zu Primersequenzen, Annealing Temperatur und Produktlinge gibt

nachfolgende Tabelle.
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Tab. 2-1: Ubersicht der fiir die RT-PCR verwendeten Primerpaare.
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2.1.7 Antikorper (Immunfluoreszenz)

Alle Antikoérper zum immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis der Komponenten des
cholinergen Systems im Hoden wurden ebenfalls von der Arbeitsgruppe Kardiopulmonale

Neurobiologie unter der Leitung von Prof. Dr. Kummer bereitgestellt.

Primédrantikorper Hersteller

Kaninchen anti-Ratte OCT2 Alpha Diagnostic Intl.Inc., San Antonio, USA
Ratte OCT2 Kontrollpeptid Alpha Diagnostic Intl.Inc., San Antonio, USA
Kaninchen anti-Ratte OCT3 IgG#1 Alpha Diagnostic Intl.Inc., San Antonio, USA
Ratte OCT3 Kontrollpeptid Alpha Diagnostic Intl.Inc., San Antonio, USA
VAChHT Ziege Antiserum BIOTREND Chemikalien GmbH, Kéln
Kaninchen anti-Ratte VAChT Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Belmont, USA

Die Primidrantikorper Kaninchen anti-Ratte ChT1 und ChAT wurden durch Peptid-
Immunisierung von Kaninchen hergestellt (Lips et al., 2002; Pfeil et al., 2004). Die Peptide
dienten auch zur Priabsorptionskontrolle.

Folgende Sekundirantikérper fanden Verwendung:

Sekundérantikérper Hersteller

Esel anti-Kaninchen IgG CHEMICON International, Inc., Temecula, Kanada
Cy3 konjugiert
Maus monoklonal anti-Ziege IgG, SIGMA-ALDRICH, Inc., Saint Louis, USA
Klon GT-34

FITC konjugiert

2.1.8 Zellen

Die RNA folgender, aus dem Hoden der Ratte isolierter Zellen wurde von Charles Pineau,
GERM-INSERM, Université de Rennes, Frankreich, zur Verfiigung gestellt: Leydig-Zellen,
Peritubuldr-Zellen, Sertoli-Zellen, Spermatogonien, Pachytdn-Spermatozyten, runde
Spermatiden, Residualkérperchen. Die RNA-Isolierung erfolgte wie beschrieben (Guillaume

et al., 2001).
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Res B. Peritub Sertoli SPG SPC SPT Ladder

Abb. 2-1: RNA-Gelelektrophorese testikulirer Zellen (nach Charles Pineau). Res B.: Residualkérperchen.
Peritub: Peritubuldr-Zellen. Sertoli: Sertoli-Zellen. SPG: Spermatogonien. SPC: Pachytin-Spermatozyten. SPT:
Runde Spermatiden. Ladder: Marker.

Die Reverse Transkription wurde von Sudhanshu Bushan (AG Meinhardt) durchgefiihrt und

die cDNA fiir die Experimente zum non-neuronalen cholinergen System iiberlassen.

2.1.9 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten ménnliche Inzucht Wistar Ratten (Charles River Sulzfeld,
Germany). Die Organentnahme und Tierversuche wurden vom Regierungsprésidium Giefden
genehmigt (Aktenzeichen VI 63 — 19 ¢ 20-15 (1) GI 20/23; V 54-19 c 20-15 ¢ GI 20/23).

Fiir die Induktion der experimentellen Autoimmun-Orchitis (EAO) bzw. die Herstellung des
Hodenhomogenats wurden Hoden von Ratten (200 g) ohne Hodenkapsel unter sterilen
Bedingungen bei 4°C in einem gleichen Volumen isotoner Kochsalzlésung (500 mg/ml
Nassgewicht) homogenisiert und bei -20°C gelagert. 30 Ratten mit einem Koérpergewicht von
180-220 g wurden iiber eine intraperitoneale Gabe von 100 mg/kg KG Ketamin (Ketavet,
Pharmacia GmbH, Erlangen, Germany) und 10 mg/kg KG Xylazin (Rompun, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen, Germany) narkotisiert und anschliefend mit 0,4 ml syngenem
Hodenhomogenat immunisiert, welches einige Stunden zuvor mit 0,4 ml Freunds Adjuvans
(Sigma-Aldrich, USA) versetzt/gemischt wurde. Die Immunisierung erfolgte dreimal jeweils

im Abstand von 14 Tagen mit 0,8 ml/Ratte/Zeitpunkt subkutan in die hinteren Fufisohlen
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und an verschiedenen Stellen des Riickens. Die Injektionsstellen an den Fufssohlen wurden
mit Histoacryl® tissue glue (Braun, Tuttlingen, Germany) verschlossen. Nach den ersten
beiden Immunisierungen wurden 10° Zellen inaktivierter Bordetella pertussis Bakterien
(DSMZ, Braunschweig, Germany) in 0,5 ml isotoner Kochsalzlésung in die Schwanzvene
injiziert. Nach der dritten Immunisierung wurde eine intraperitoneale Injektion von 5 x 10°
Zellen in 0,5 ml isotoner Kochsalzlosung (Doncel et al., 1989) verabreicht. Die Tiere der
Kontrollgruppe (n=16) erhielten Freunds Adjuvans, welches Bordetella pertussis, aber kein
Hodenhomogenat, enthielt. 50 und 80 Tage nach der ersten Immunisierung wurden die
Tiere mit einer Uberdosis Isofluran (FORENE®, Abbott, Wiesbaden, Germany) getétet. Die
Hoden wurden unter sterilen Bedingungen entfernt, gewogen und entweder in fliissigem
Stickstoff eingefroren oder in Bouin’s Losung fiir 12 h gelagert (losub, Inauguraldissertation
2005; Fijak et al., 2005; Iosub et al., 2006).

Da sich in den Experimenten eine statistisch signifikante Abnahme des Hodengewichts bei
EAO-Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren mit Adjuvansbehandlung zeigte, kénnen
Hodenatrophie und Hodengewicht als Indikatoren fiir eine erfolgreiche Induktion der EAO

angesehen werden (Fijak et al., 2005).

No. Gewicht des Tieres (g) Gewicht des Hodens (g)
5R (50 d EAO) 340 0,6

5L (50 d EAO) 340 0,6

9L (50 d EAO) 360 0,7

10R (50 d EAO) 352 0,6

10L (50 d EAO) 352 0,7

12L (50 d EAO) 357 0,7
Mittelwert 0,65 (+ 0,05)
251 (80 d EAO) 400 0,8

26R (80 d EAO) 386 0,8

26L (80 d EAO) 386 0,6

28R (80 d EAO) 368 0,8

29L (80 d EAO) 400 0,8

30R (80 d EAO) 394 0,8
Mittelwert 0,77 (= 0,08)
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No. Gewicht des Tieres (g) Gewicht des Hodens (g)
31R (50 d ADJ) 360 1,4

31L (50 d ADJ) 360 1,4

33L (50 d ADJ) 348 1,4

34L (50 d ADJ) 355 1,4

36R (50 d ADJ) 337 1,3

36L (50 d ADJ) 337 1,3
Mittelwert 1,37 (= 0,05)
38R (80 d ADJ) 394 1,5

41R (80 d ADJ) 404 1,4

411 (80 d ADJ) 404 1,3

42R (80 d ADJ) 400 1,5

44R (80 d ADJ) 380 1,4

441. (80 d ADJ) 380 1,4
Mittelwert 1,42 (+ 0,08)

Tab. 2-2: Ubersicht der verwendeten Versuchstiere mit Adjuvansbehandlung (ADJ) und EAO unter Angabe des
Korper- und Hodengewichts (g) und des fiir das Hodengewicht berechneten Mittelwerts inkl.
Standardabweichung. 50 d: 50 Tage nach 1. Immunisierung. 80 d: 80 Tage nach 1. Immunisierung. (nach
M. Fijak).

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Gewebematerial

Unbehandelte ménnliche Wistar-Ratten (100 Tage alt, Charles River) wurden mit einer
Uberdosis Isofluran getdtet. Nach Eréffnung des Bauchsitus wurden die Hoden unter semi-
sterilen Bedingungen entnommen.

Die entnommenen Hoden wurden in Isopentan, welches zuvor in fliissigem Stickstoff
gekiihlt wurde, eingefroren und anschlieffend bei -80°C gelagert.

Durch einen Herzschnitt wurden die Tiere entblutet. Die Ratten wurden am Riicken
weitgehend enthdutet, Muskeln mit einem Skalpell abgetrennt und der Kopf abgesetzt. Nach
Eroffnung des Schiddels mit einer Knochenschere wurde das Grof8hirn entnommen und in

fliissigem Stickstoff sofort eingefroren.
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Danach wurde vom Nacken kommend der Wirbelkanal mit einer Knochenschere vorsichtig
erdffnet. Den Spinalnerven folgend, konnten die Spinalganglien vor den Foramina
intervertebralia lokalisiert und herausgetrennt werden. Anschlieffend wurde das
Riickenmark frei von Spinalnerven entnommen. Sowohl Spinalganglien als auch
Riickenmark wurden entweder sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren oder zuerst in ein
Eppendorf-Gefifs mit 350 pl RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) {iiberfithrt und
anschlieflend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Es wurde beachtet, dass die komplette
Praparationsdauer nicht mehr als 30 min betrug. Alle Proben wurden anschliefSend

bei -80°C aufbewahrt.

22.1.2 RNA-Isolierung

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr stabil und benétigen normalerweise keine Cofaktoren um
aktiviert zu werden. Um einen Verdau der RNA durch ubiquitir vorkommende RNasen
wahrend der RNA-Isolierung zu vermeiden, wurde versucht ein weitgehend steriles
Arbeiten zu gewihrleisten. So wurden Handschuhe getragen, Einmal-Reaktionsgefifie aus
Polypropylen und  hitzesterilisierte = Glaswaren verwendet wund Gerite wie
Elektrophoreseapparaturen, welche nicht sterilisiert werden konnten, fiir 30 min in 3%-ige
Wasserstoffperoxid-Losung eingelegt.

Von den bei -80°C tiefgefrorenen Hoden (EAO, ADJ, Kontrollen) wurden jeweils 100 mg
Gewebe entnommen und in Eppendorf-Gefifie iiberfithrt. Je 100 mg Gewebe wurden mit
1 ml Trizol, einer monophasischen Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, versetzt,
mit zwei Keramik- oder Stahlkiigelchen 3-5 min auf hochster Stufe homogenisiert und
anschlieffend fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Pro ml Trizol wurden nun 0,2 ml
Phenolchloroform hinzugegeben und 20 sec gevortext. Nach der Zentrifugation von 10 min
bei 13000 rpm und 4°C liefien sich drei Phasen unterscheiden: eine untere rote Phenol-
Phase mit Proteinen, eine mittlere Phenol-Chloroform-Phase (Interphase) mit DNA und
eine obere wissrige Phase mit RNA. Diese obere wissrige Phase wurde vorsichtig
abgenommen (ca. 600-800 pl), in ein neues Eppendorf-Gefifd pipettiert und mit 0,2 ml
Chloroform/ml Trizol versetzt. Nach weiterem kurzen Vortexen und 10 miniitiger

Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde wiederum die obere wissrige Phase vorsichtig
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abpipettiert (ca. 500 pl) und 1 Vol Chloroform hinzugegeben. Danach wurde, wie zuvor
beschrieben, erneut gevortext und anschliefend zentrifugiert, die obere wissrige Phase
abgenommen und schliefflich mit 0,5 ml eiskaltem Isopropanol/ml Trizol vorsichtig
gemischt. Dann wurde die RNA fiir 30 min bei Raumtemperatur gefillt. Nach weiterer
Zentrifugation (13000 rpm, 30 min, 4°C) befand sich das Prazipitat am Boden des Eppendorf-
Gefifles, so dass der Uberstand dekantiert werden konnte. Das erhaltene RNA-Pellet wurde
mit 200 pl eiskaltem 70%-igem Ethanol gewaschen, erneut 6 min bei 13000 rpm und 4°C
zentrifugiert und nach vorsichtigem Abpipettieren des Ethanols bei Raumtemperatur
luftgetrocknet. Nun wurde das RNA-Pellet in 50 pl H20 (Aqua ad iniectabilia, Braun) mit
0,5 ul RNase-Inhibitor aufgenommen und durch mehrmaliges Aufziehen in eine Pipette
vollstindig resuspendiert. Eine spektralphotometrische Bestimmung der RNA-Konzentration
schloss sich an. Die gewonnenen RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

Ebenfalls nach diesem Protokoll wurde RNA aus Niere, Leber und Grof3hirn als
Positivkontrollen isoliert. RNA weiterer Positivkontrollen wie Riickenmark und
Spinalganglien wurde aufgrund der geringeren Gewebemenge mithilfe des RNeasy Mini Kits

(Qiagen) nach Herstellerangaben gewonnen.

2213 Spektralphotometrische Quantifizierung der isolierten RNA

Fir die spektralphotometrische Bestimmung der Konzentration isolierter RNA wurde je
Probe die Extinktion eines mit H2O (Aqua ad iniectabilia, Braun) 1:50 verdiinnten Aliquots
bei den Wellenldngen 230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 nm gemessen. Die Basen der
Nukleinsduren zeigen ihr Absorptionsmaximum bei A = 260 nm, so dass die RNA-
Konzentration mithilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes A = ¢ x d x € (A = Absorption,
¢ = Konzentration, d = Kiivettendicke, € = molarer Extinktionskoeffizient) bestimmt werden
kann. Des Weiteren ldsst sich mithilfe des Spektralphotometers auch der Reinheitsgrad
angeben. Dieser wird aus dem Verhiltnis der Extinktion von 260 nm zu 280 nm berechnet
und sollte zwischen 1,5-2,0 liegen. Durch Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol

steigt die Absorption bei 280 nm an, wodurch der Reinheitswert verringert wird.
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22.1.4 RNA-Gelelektrophorese

Der Isolierung und spektralphotometrischen Quantifizierung schloss sich eine qualitative
Gelelektrophorese der RNA an. Dabei wurde die isolierte RNA durch die Behandlung mit
Formamid (im RNA-Probenpuffer) denaturiert und mithilfe der Elektrophorese durch ein
Formaldehyd enthaltendes Agarosegel aufgetrennt. Im elektrischen Feld wandern die
negativ geladenen RNA-Molekiile entsprechend ihrer Grofle durch das Agarosegel in
Richtung der positiv geladenen Anode.

Unter dem Abzug wurden zuerst Gelkammer, Geltriger und Kamm fiir mindestens 30 min
mit 3% (v/v) H20:2 behandelt und vor dem direkten Gebrauch nochmals mit DEPC-Wasser
ausgespilt. Fiir das 1%-ige RNA-Agarosegel wurden 1,6 g (0,8 g) Agarose in 138 ml (69 ml)
DEPC-Wasser bis zur vollstindigen Losung in der Mikrowelle aufgekocht. Sobald das
Gemisch auf ca. 60°C abgekiihlt war, wurden 8,2 ml (4,1 ml) Formaldehyd 37% und 16 ml
(8 ml) 10xMOPS-Puffer hinzugefiigt, gemischt und unter dem Abzug in die vorbereitete
Gelkammer gegossen. Zur Bildung von Taschen im Gel wurde ein Kamm eingesetzt und das
Gel getrocknet. Die Proben wurden auf ein Gesamtvolumen von 5 pl, bei einer Menge von
3 ug RNA absolut, mit Aqua ad iniectabilia aufgefiillt, mit 20 ul RNA-Probenpuffer versetzt
und bei 70°C im Heizblock fiir 10 min denaturiert. Nach dem Abkiihlen auf Fis und kurzer
Zentrifugation wurden jeder Probe 1,5 pl Ethidiumbromid (0,3%) zugefiigt. Ethidiumbromid
lagert sich zwischen die Basen von Nukleinsiuren ein und verdndert dadurch sein
Absorptionsspektrum. Bei Anregung mit ultraviolettem Licht leuchtet Ethidiumbromid
gebundene RNA sehr intensiv auf.

Das in den Laufpuffer 1xMOPS gelegte Gel wurde anschlief}end mit den fertigen Proben und
einem RNA-Marker beladen und die Elektrophorese bei einer Spannung von 80 V gestartet.
Nach der Elektrophorese wurde das Gel in der UV-Kammer betrachtet und das Ergebnis

fotografisch mithilfe des Gel-Jet-Imager dokumentiert.

2.2.15 DNase-Verdau

Fiir den DNase-Verdau wurden die Proben, bei einer RNA-Menge von 5 ug absolut, nach

folgendem Pipettierschema auf ein Gesamtvolumen von 20 pl gebracht:
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pl fir 5 pg Aqua ad DNase-10x DNase Roche | Gesamtvolumen
iniectabilia (pl) | Reaktionspuffer (pul) (pD)
Promega (pl)
X X 2 2 20

Tab. 2-3: Zusammensetzung der Proben fiir die DNase-Behandlung].

Zur Aktivierung der DNase wurden die Proben fiir 40 min bei 37°C, zur anschlieRenden
Inaktivierung fiir weitere 10 min bei 72°C inkubiert. Danach wurden die Proben auf Eis
gekiihlt, zentrifugiert und bei -80°C gelagert.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Durchfiihrung des DNase-Verdaus wurde eine PCR fiir
das ,housekeeping gene“ GAPDH angefertigt. Kam es dabei zu keiner Amplifikation, so war
der Verdau genomischer DNA vollstindig.

Da allerdings bei der Anwendung dieses Protokolls auch nach mehrmaliger Wiederholung
die Effizienz des DNase-Verdaus nicht zufriedenstellend war, wurde fiir weitere
Experimente ein neues Protokoll erarbeitet und verwendet. Dafiir wurde zundchst DEPC-
H2O angesetzt, iiber Nacht bei 37°C inkubiert und am nichsten Tag autoklaviert. Des
Weiteren wurde ein alternativer 10xDNasel-Puffer hergestellt. Die Menge der eingesetzten
DNase orientierte sich an einem durchgefiihrten Testversuch, bei welchem 0,25 pl, 0,5 pl
sowie 0,75 pl eingesetzt wurden, die simtlich zu einem vollstindigen Verdau gefiihrt hatten.

Diesmal wurden die Proben, bei einer RNA-Menge von 2,5 pg absolut, nach folgendem

Pipettierschema auf ein Gesamtvolumen von 15 pl aufgefiillt:

pl fiir 25 ug | DEPC-H20 (pl) 10xDNasel- DNase Roche Endvolumen
Puffer, 10 U/pl (ul) (ul)
laboreigene
Herstellung (pl)
X X 1,5 0,5 15

Tab. 2-4: Zusammensetzung der Proben fiir die DNase-BehandlunglI.

Um die DNase zu aktivieren, folgte fiir 30 min eine Inkubation bei 37°C. Jede Probe wurde

danach mit 3 pl 15 mM EDTA (pH 8,0) versetzt, um zweiwertige Kationen zu binden. Die
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Inaktivierung der DNase erfolgte fiir 5 min bei 75°C. Nachdem alle Proben kurz auf Eis
gekiihlt und dann zentrifugiert wurden, wurde der DNase-Verdau mithilfe einer GAPDH-

PCR tiiberpriift.

2.2.1.6 Reverse-Transkription

Nach dem DNase-Verdau erfolgte die enzymatische Umschreibung der mRNA in cDNA
mithilfe der reversen Transkriptase des Maus Moloney-Leukdmie-Virus (M-MLV). Jeder
Probe wurden 2 pl Oligo (dT)is Primer hinzugefiigt, diese mit Aqua ad iniectabilia (Braun)
auf 22 pl aufgefiillt und 10 min bei 70°C im Heizblock denaturiert. Danach wurden die
Proben fiir mindestens 2 min auf Eis gestellt. Fiir die reverse Transkription wurde folgender

Ansatz vorbereitet und zu den Proben gegeben:

M-MLV RT dNTPs 10 mM | Rekombinanter Aqua ad Endvolumen
5xReaktionspuffer (pl) RNasin® iniectabilia (pl) (pl)
(ub) Ribonuklease
Inhibitor
40 U/pl (ub)
8 2 1 7 18

Tab. 2-5: Zusammensetzung des Ansatzes fiir die reverse Transkription.

Dieser Ansatz (40 pl gesamt) wurde fiir 2 min bei 42°C vorgewirmt, anschliefSend 1 pl M-
MLV reverse Transkriptase je Probe hinzupipettiert und alles fiir 50 min bei 42°C inkubiert.
Die Deaktivierung der reversen Transkriptase erfolgte durch eine erneute Inkubation fiir
10 min bei 70°C. Anschlieffend wurden die Proben fiir mindestens 2 min auf Eis gelagert,
zentrifugiert und das Ergebnis der Transkription mittels einer GAPDH-PCR iiberpriift. Die
umgeschriebene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.1.7 Qualitative PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion bietet die Moglichkeit mithilfe des Enzyms DNA-
Polymerase eine spezifische DNA-Sequenz in vitro exponentiell zu amplifizieren.
Die qualitative PCR-Analyse in verschiedenen isolierten Zellen des Hodens der Ratte wurde

nach folgendem Pipettierschema durchgefiihrt:
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Template cDNA 1pl
5xReaktionspuffer 5ul
dNTPs 10 mM 0,5 pul
MgCl225 mM 1 ul
Primer 3’ 0,25 pl
Primer 5’ 0,25 pl
GoTaq Polymerase 0,2l
Promega (5 U/pl)

Aqua ad iniectabilia 16,8 pl
TOTAL 25 ul

Tab. 2-6: Zusammensetzung eines einfachen Ansatzes fiir die qualitative PCR-Analyse in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte.

Die RT-PCR-Analyse in EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren 50 und 80 Tage nach
Behandlung sowie fiir GAPDH und 18S-rRNA erfolgte nach folgendem Schema:

Template cDNA 1pl

10xReaktionspuffer, 25ul

laboreigenes Priparat

dNTPs 10 mM 0,5 pul
MgCl225 mM 1pl

Primer 3’ 0,25 pl
Primer 5’ 0,25 pl
Taq Polymerase (2,5 U), 0,2l

laboreigenes Priparat

Aqua ad iniectabilia 19,3 pl

TOTAL 25 ul

Tab. 2-7: Zusammensetzung eines einfachen Ansatzes fiir die RT-PCR-Analyse in EAO- und Adjuvans-
Kontrolltieren 50 und 80 Tage nach Behandlung sowie die Kontrolle mittels GAPDH- und 185-rRNA-PCR.
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Die Programmabldufe der PTC 200 PCR-Maschine wurden spezifisch fiir die zu

amplifizierenden Produkte wie folgt gewdhlt:

Programm GAPDH, ChAT, ChT1, OCT1+2 OCT3
18S-rRNA VAChT,
nAChRa4+7
Zyklenanzahl 30 40 40 40
Initiale 95°C fiir 2 min | 96°C fiir 4 min | 96°C fiir 4 min 96°C fiir 4 min
Denaturierung
Denaturierung 95°C fiir 40 sec | 94°C fiir 40 sec | 94°C fiir 45sec | 94°C fiir 40 sec
~Annealing“ 55°C fiir 30 sec | 60°C fiir 30 sec °C je nach 57,3°C fiir 45 sec
Primer fiir 45 sec
Elongation 72°C fiir 30 sec | 72°C fiir 30 sec | 72°C fiir 45sec | 72°C fiir 45 sec
Abschliefende | 72°C fiir 10 min | 72°C fiir 10 min | 72°C fiir 10 min | 72°C fiir 10 min
Elongation
Lagerung bis 4°C 4°C 10°C 10°C

zur Entnahme

Tab. 2-8: Temperatur- und Zeitprofil der RT-PCR-Programme.

22.1.38

DNA-Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente werden durch die Agarose-Gelelektrophorese entsprechend ihrer Grofde

aufgetrennt. Die Geschwindigkeit der Auftrennung ist dabei abhéngig von der molekularen

Grofie und Konformation der DNA, der Konzentration und dem Typ der fiir das Gel

verwendeten Agarose, dem Gebrauch von Ethidiumbromid zur Anfirbung des Auftrags, dem

Elektrophoresepuffer und dem angelegten elektrischen Feld.

Zur Herstellung 1,2-2%-iger Agarosegele wurde die entsprechende Menge an Agarose in

einem Erlenmeyer-Kolben eingewogen, mit 1xTAE Puffer aufgefiillt und in der Mikrowelle

aufgekocht bis sie vollstindig gelost war. Nach dem Abkiihlen auf ungefihr 60°C wurde

Ethidiumbromid 0,1% hinzugefiigt und alles durch vorsichtiges Schwenken vermischt.
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AnschliefSend wurde die Lésung in eine Gelkammer gegossen, ein Kamm als Platzhalter zur
Bildung der Taschen eingefiigt und das Gel bei Raumtemperatur fiir 30-45 min bis zur
vollstindigen Polymerisierung getrocknet. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm
vorsichtig entfernt und das Gel mit 1XTAE Elektrophoresepuffer iibergossen.

Die Proben wurden nach beendeter PCR auf Eis gelagert und mit 0,1 Vol des 10xDNA-
Probenpuffers gemischt. Dieser enthdlt Bromophenolblau und/oder Xylencyanol, wodurch
der Verlauf der Elektrophorese kontrolliert werden kann. Bromophenolblau wandert im
Agarose-Gel parallel zur DNA mit einer Grofie von ca. 450 bp, so dass die Gelelektrophorese
rechtzeitig beendet werden kann.

Nach der Einbringung der Proben und des 100 bp DNA-Markers in die Geltaschen wurde ein
elektrisches Feld angelegt. Zu Beginn wurde, bis die Proben aus den Geltaschen ins Gel
gewandert waren, eine geringere Spannung gewdhlt. Diese wurde spdter erhoht (max.
5 V/cm). Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel in der UV-Kammer betrachtet

und das Ergebnis fotografisch mithilfe des Gel-Jet-Imager dokumentiert.

2219 Co-Reverse-Transkription

Da fiir die quantitative RealTime PCR anstelle von GAPDH als ,housekeeping gene“ 18S-
rRNA Verwendung fand, wurde ein Protokoll fiir die reverse Transkription nach dem
Vorbild von Zhu & Altmann (2005) entwickelt, welche die Umschreibung von rRNA und
mRNA in cDNA in einem Schritt moglich macht.

Dafiir wurden die 15 pl Endvolumen des DNase-Verdaus (2,5 pg RNA absolut) mit 2 pl Oligo
(dT)1s Primer (0,5 pg/pl), 2 pl 18S-rRNA-RT-Primer (0,5 pg/pl) und 3 pl Aqua ad iniectabilia
(Braun) versetzt. Nach Denaturierung fiir 10 min bei 70°C und Abkiihlung auf Eis fiir
mindestens 2 min erfolgte das weitere Vorgehen geméifs des oben beschriebenen Protokolls
der reversen Transkription. Zur Uberpriifung der durchgefithrten Co-RT wurde eine

GAPDH-PCR und 185-rRNA-PCR angefertigt.

2.2.1.10 Quantitative RealTime-PCR

Die RealTime-PCR dient der Expressionsanalyse von Genen, basierend auf dem

Amplifikationsprinzip der qualitativen PCR, mit der zusdtzlichen Moglichkeit der
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Quantifizierung der vervielfiltigten DNA. Die Quantifizierung erfolgt dabei {iber
Fluoreszenzmessungen wihrend der Elongation, am Ende eines jeden PCR-Zyklus. Dafiir
eignet sich die Nutzung interkalierender Farbstoffe wie z.B. SYBR Green. Diese binden an
doppelstrangige DNA, wodurch ihre Fluoreszenz verstirkt wird. Mit zunehmender
Amplifikation der DNA steigt proportional auch die Intensitit der Fluoreszenz von Zyklus
zu Zyklus an. Entscheidend ist die Bestimmung des Ct-Wertes, die Zahl des Zyklus, in dem
die Fluoreszenz erstmalig signifikant die Hintergrund-Fluoreszenz iibersteigt. Je grofier die
Menge der spezifischen cDNA im Gemisch, desto niedriger der Ct-Wert. Ein wichtiger
Vorteil der RealTime-PCR ist die Tatsache, dass die Quantifizierung der DNA wihrend der
exponentiellen Phase der PCR, d.h. wenn optimale Reaktionsbedingungen vorliegen,
stattfindet und so eine korrekte Messung erfolgen kann. Fiir die Quantifizierung wird
aufierdem ein Referenz-Gen jeder Probe mitgemessen, in diesem Fall 18S-rRNA, um einen
relativen Mengenvergleich unabhidngig von Schwankungen der eingesetzten Gesamt-cDNA
durchfithren zu konnen (relative Quantifizierung). Die Rohdaten liegen in Form der Ct-
Werte fiir das gesuchte Gen und das Referenz-Gen vor. Die relative Expression wurde mit
folgender Formel berechnet:

RE = 2—(ACtC0—ACtCPmbe)

ACt = Ct des gesuchten Gens — Ct des Referenz-Gens, Co = unbehandelter Kontrollhoden,
Cprobe = Hoden von EAO und ADJ-Kontrolltieren 50 und 80 Tage nach Behandlung

Fiir alle Versuche wurde iQ™ SYBR® Green Supermix in folgendem Ansatz verwendet:

Template cDNA 1l
iQ™2xSYBR® Green 12,5 pl
Supermix

Primer 3’ 0,5 pul
Primer 5’ 0,5 pul
H>0 Ampuwa 10,5 pl
TOTAL 25 ul

Tab. 2-9: Zusammensetzung eines einfachen Ansatzes fiir die RealTime-qRT-PCR-Analyse.
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Die Programme wurden wie unter 2.2.1.7 beschrieben gewihlt.

Zur Vorbereitung der RealTime-PCR wurde ein Testlauf aller Primer (ChAT, ChT1, VAChT,
OCT1-3, nAChRa4+7, 18S-rRNA) in Zweifach-Bestimmung durchgefiihrt. Beim Vergleich
der Ct-Werte fiel fiir 18S-rRNA ein sehr niedriger Ct-Wert auf. Daraufthin wurden neben
unverdiinnten Proben, verschiedene Verdiinnungen und Volumina getestet, um die passende
Konzentration der Ausgangs-DNA fiir 18S-rRNA zu finden. Im Rahmen von
Verdiinnungsreihen zeigte sich eine Konzentration von 1:1000 als am besten geeignet.
Aufierdem wurde die Pipettiergenauigkeit und damit Reproduzierbarkeit der Verdiinnung
uberpriift.

Da immer wieder leichte Kontaminationen in der Negativkontrolle von 18S-rRNA auffielen,
wurde die Anwendung einer UV-Bestrahlung in Betracht gezogen. Sarkar & Sommer
(1990a+b, 1991, 1993) hatten bereits gezeigt, dass eine Eliminierung kontaminierender DNA
durch UV-Licht moglich ist. Zur Etablierung dieser Methode wurden verschiedene
Vorversuche durchgefithrt. Zum einen wurden Ansitze fiir Positiv- und Negativkontrollen
mit und ohne 8-MOP in DMSO hergestellt, zum anderen wurden diese vor Zugabe der
Template cDNA unterschiedlich lange (0, 1, 5 oder 15 min) mit UV-Licht bestrahlt. Die
Effektivitdit der UV-Bestrahlung zeigte sich dabei unabhingig von der Zugabe von 8-MOP.
Eine 5 miniitige Bestrahlung hatte bereits einen supprimierenden Effekt auf die
Amplifikation der cDNA in der Positivkontrolle, nach 15 min konnte iiberhaupt keine cDNA
mehr nachgewiesen werden. Auf diesen Daten basierend wurden bei allen durchgefiihrten
RealTime-PCRs die pipettierten Ansitze vor Zugabe der Template cDNA 3 min mit UV-
Licht bestrahlt, um eine Kontamination und somit Amplifikation von Fremd-DNA zu
vermeiden.

Um eine etwaige Pipettierungenauigkeit auszugleichen, erfolgte stets eine Dreifach-
Bestimmung jeder Probe. Durch eine vom iCycler erstellte Schmelzkurvenanalyse nach
abgeschlossener PCR wurde die Fragmentlinge und Spezifitit des amplifizierten Produkts
iiberpriift. Die Hohe des Peaks der Schmelzkurve zeigt ungefihr die Menge des Amplikons
an. AbschlieBend wurden auch die Proben der RealTime-PCR per Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt.

44



2. Material und Methoden

2.2.2 Morphologische Methoden
2221 Gewebematerial

Eine weibliche Wistar-Ratte (ca. 6-8 Wochen alt) wurde mit einer Uberdosis Isofluran
getotet und anschlieffend Trachea, Thorax, M. biceps, Speicheldriise, Leber, Niere,
Riickenmark und Spinalganglien fiir mogliche Positivkontrollen entnommen. Die Organe
bzw. Gewebe wurden in Isopentan, welches zuvor in fliissigem Stickstoff gekiihlt wurde,
getaucht und in Tissue Tek eingebettet. Des Weiteren wurden auch bereits bei -80°C
eingefrorene Hoden von Kontroll-, Adjuvans- und EAO-Tieren mit Tissue Tek fiir die

Herstellung von Kryostatschnitten vorbereitet.

2222 Herstellung von Kryostatschnitten

Das in Tissue Tek eingebettete Gewebe wurde je nach Gewebeart bei bestimmter
Temperatur (Hoden bei -17/-18°C, Trachea und Thorax als Positivkontrollen bei -20°C)
geschnitten. Die 10 um dicken Schnitte wurden anschlieffend auf mit Poly-L-Lysin
beschichtete Objekttriger aufgebracht. Je nach Antikoérper wurden die Objekttrager
entweder 10 min bei -20°C mit Aceton (fiir OCT2+3) oder 20 min bei Raumtemperatur mit
Zamboni (fir ChAT, ChT1, VAChT) fixiert. Nach der Fixierung mit Aceton wurden die
Objekttrager 30-60 min getrocknet. Die Fixierung mit Zamboni erforderte zweimal ein
10 miniitiges Waschen mit PBS und danach ein kurzes Spiilen mit Aqua dest., um eine
Bildung von Salzkristallen durch PBS zu vermeiden. Danach wurden Zamboni-fixierte
Objekttrager 1 h mit Histo-Block-Losung, Aceton-fixierte mit 50%-igem Pferde-Serum

geblockt, um unspezifische und somit unerwiinschte Bindungsstellen abzusittigen.

2.2.2.3 Immunfluoreszenz

Sowohl Primér- als auch Sekundirantikérper wurden entsprechend der benétigten

Verdiinnung mit dem Puffer PBS+S versetzt.
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Primérantik6rper Verdiinnung
OCT2 Kaninchen-anti-Ratte 1:400
OCT3 Kaninchen-anti-Ratte 1:400
VAChHT Ziege 1:1000
VAChHT Kaninchen-anti-Ratte 1:200
ChTVIb Kaninchenl 115.Tag 1:16000
cChAT Kaninchen2? 90.Tag 1:8000
Sekundidrantikérper

Esel-anti-Kaninchen Cy3 1:1000
Maus-anti-Ziege FITC 1:200

Nach Absaugen der Absittigungslosung wurden 100 pl Primérantikdrper pro Objekttriger
aufgetragen und {ber Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Bei den
Negativkontrollen wurde hingegen statt des Primérantikérpers PBS+S verwendet. Ansonsten
wurde genauso verfahren wie mit den iibrigen Proben. Des Weiteren wurden
Praabsorptionskontrollen fiir ChT1 und OCT2+3 angefertigt, ChAT- und VAChT-Peptide
waren nicht vorhanden. Dazu wurden 20 pg Peptid pro 100 pl Antikdrper eingesetzt. Peptid
und Antikérper wurden zusammen einige Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefSend anstelle des Primdrantikorpers aufgebracht. Der restliche Ablauf erfolgte nach
dem im nédchsten Abschnitt beschriebenen Protokoll.

Am folgenden Tag wurde der Primirantikorper abgesaugt und die Objekttriger zweimal
10 min mit PBS gewaschen. Nach Entfernung des PBS wurden die Schnitte mit je 100 pl
Sekunddrantikérper 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Da der
Sekundirantikorper lichtempfindlich ist, wurden auch alle folgenden Schritte im Dunkeln
durchgefiihrt. Als nichstes wurde der Sekundirantikérper abgesaugt und es folgte zweimal
ein 5-10 miniitiges Waschen mit PBS. Daran schloss sich die Nachfixierung mit PFA 4% fiir
10 min an, um eine stirkere Antigen-Antikorper-Bindung und somit eine Immobilisierung
zu erreichen und eine Diffusion und Hofbildung zu vermeiden. Abschlieflend wurden die
Objekttrager noch zweimal fiir 10 min mit PBS gewaschen, dieses abgesaugt und die Schnitte

mit gepuffertem Glycerol oder alternativ zur Darstellung von Zellkernen mit DAPI
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eingedeckelt. Mit der Auswertung am Fluoreszenzmikroskop wurde mindestens Y2-1 h
gewartet, bis das Glycerol oder DAPI ins Gewebe eingedrungen war. Die anschliefiende
Auswertung am Fluoreszenzmikroskop mit entsprechenden Filtern erfolgte per

Fotodokumentation. Die fertigen Immunfluoreszenzschnitte wurden bei +4°C dunkel im

Kiihlschrank aufbewahrt.
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3. Ergebnisse

3.1 ChAT im Hoden der Ratte
3.1.1 Nachweis von ChAT in testikulidren Zellen

Bei der Untersuchung verschiedener isolierter Zellen des Hodens konnte mittels RT-PCR-
Analyse nach Normalisierung der Daten gezeigt werden, dass die ChAT mRNA besonders
stark in mittleren und spiten Keimzellstadien wie Pachytin-Spermatozyten und runden
Spermatiden exprimiert wird. Aber auch das nach der Spermiation in Form von
Residualkorpern zuriickbleibende Zytoplasma der Spermatiden wies noch einen gewissen
Gehalt an ChAT mRNA auf. Interessanterweise fand sich in den frithen Keimzellstadien
(Spermatogonien) kein Nachweis fiir ChAT. In interstitiellen Zellen war ChAT in nur sehr
geringem Mafd exprimiert. Als Positivkontrolle (+) fiir ChAT diente Grof$hirn, in der
Negativkontrolle (-) wurde bei sonst gleicher Zusammensetzung des PCR-Ansatzes anstelle
von ¢cDNA Aqua ad iniectabilia verwendet. Fiir die Normalisierung wurde mithilfe des
Programms Quantity One, Version 4.5.0, 1D-Analysis Software (BIO-Rad Laboratories,
Miinchen) die Bandenintensitit von ChAT und GAPDH gemessen, in Relation zueinander

gesetzt und graphisch dargestellt.

Abb. 3-1: Qualitativer Nachweis der ChAT mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir einen
gleichmafligen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Grof3hirn.
Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-2: Semiquantitativer Nachweis der ChAT mRNA Expression in verschiedenen isolierten Zellen des
Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.

3.1.2 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChAT

Neben der Analyse der ChAT mRNA wurde mit Immunfluoreszenz an Kryostatschnitten
von Hoden auch der Nachweis auf Proteinebene durchgefiihrt. Als Positivkontrolle (A)
dienten hierbei Zellen des respiratorischen Epithels der Trachea (>), fiir die Negativkontrolle

(B) wurde bei sonst gleichem Protokoll der Primérantikérper durch PBS+S ersetzt.

Kontrolle

Abb. 3-3: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChAT in der Trachea der Ratte als Positivkontrolle
(A). Hier reagieren Zellen des respiratorischen Epithels der Trachea (>). Negativkontrolle: Weglassen des
Primérantikorpers (B). Mafdstab: 20 ym.
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Abb. 3-4: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChAT im Hoden von unbehandelten (CTR), EAO-
und Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. Anfirbung der Zellkerne mit DAPI
und Darstellung der Negativkontrollen (Weglassen des Primérantikorpers). Als ChAT-positiv (>) zeigen sich
hier meiotische Pachytidnspermatozyten, Residualkérperchen sowie Spermienschwinze kurz vor der
Spermiation. Positiv, jedoch nur schwach, sind auch Sertoli-Zellen. In 50 d AD] zeigen sich Sertoli-Zellen,
Pachytdn-Spermatozyten, runde Spermatiden, Residualkérperchen und Blutgefifie (B), in 50 d EAO Pachytén-
Spermatozyten, Sertoli-Zellen und Gefifie, in 80 d ADJ runde und elongierte Spermatiden und kleine Gefifie
fiir ChAT positiv. Mafdstab: 50 pm.
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Immunfluoreszenzmikroskopisch konnten die bereits mit der RT-PCR-Analyse an isolierten
Zellen des Hodens festgestellten Ergebnisse bestitigt werden. So waren auch hier in den
Schnitten der unbehandelten Rattenhoden meiotische Pachytin-Spermatozyten,
Residualkoérperchen und Spermienschwinze ChAT-positiv. Von den iibrigen Zellen zeigten
im Mikroskop jedoch nur Sertoli-Zellen eine schwach positive Reaktion. In den Schnitten
der Adjuvans-Kontrolltiere 50 Tage nach Behandlung waren Sertoli-Zellen, Pachytdn-
Spermatozyten, runde Spermatiden und Residualkdrperchen positiv. Dagegen war der
Nachweis von ChAT in den Schnitten der EAO-Kontrolltiere 50 Tage nach Behandlung nur
noch in Sertoli-Zellen und einigen Pachytidn-Spermatozyten moglich, was durch den Verlust

an Keimzellen im Orchitishoden erklirt werden kann.

Abb. 3-5: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChAT im Hoden von AD]J-Kontrolltieren 80 Tage
nach Behandlung (A+C+E). Anfirbung der Zellkerne mit DAPI (B+D+F). In den dargestellten Hodenschnitten
sind verschiedene Stadien der Spermatogenese zu erkennen. ChAT ist in den runden und elongierten
Spermatiden lokalisiert (>). Maf3stab: 50 pm.
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In den Adjuvans-Kontrolltieren 80 Tage nach Behandlung fielen besonders die spiten
Keimzellstadien als ChAT positiv auf. Entsprechend ihrer Lokalisation konnten vor allem
runde und elongierte Spermatiden identifiziert werden. Je weiter die Spermatogenese
fortschreitet, desto ndher am Lumen befinden sich die zu Spermien heranreifenden
Keimzellen.

In EAO-Hoden 80 Tage nach Behandlung war ChAT in Gefiflen und Lymphfollikeln
lokalisiert. Unabhdngig von Art und Dauer der Behandlung war stets eine positive Reaktion

fiir ChAT in Gefiflen zu erkennen.

Abb. 3-6: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChAT in EAO-Hoden 80 Tage nach Behandlung.
Es sind ChAT positive Zellen in einem und um einen Lymphfollikel (L) sowie in Blutgefifien (B) erkennbar.
Maf3stab: 50 pm.

3.1.3 Vergleich der ChAT mRNA Expression in EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren

Es konnte gezeigt werden, dass die Adjuvansbehandlung weder nach 50 noch nach 80 Tagen
einen signifikanten Einfluss auf die mRNA Expression von ChAT hatte. Im Gegensatz dazu
wurde aber bei den EAO-Ratten sowohl nach 50 als auch nach 80 Tagen eine Abnahme der

Expression beobachtet.
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Abb. 3-7: Qualitativer Nachweis der ChAT mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse im Hoden von
unbehandelten (CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M:
Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Grofshirn. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.

Maximum
1,25 —
1,0 — Median
g
2
a
Q075 -
&' Minimum
=
[—q
S 05 -
U P— P—
0,25 -
0,0 -
T T T T T
CTR 50d AD]J 50d EAO 80d AD]J 80d EAO
n=2

Abb. 3-8: Nachweis der ChAT mRNA Expression mittels qRT-PCR-Analyse im Hoden von unbehandelten
(CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. n = Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Darstellung mit Maximum, Minimum und Median (dicke schwarze Linie).
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Bei der qRT-PCR kam es mit einer Ausnahme (80 d EAO, Gruppe 1) ebenfalls zu einer
starken Abnahme der Expression 50 und 80 Tage nach Ausldsen einer Autoimmunorchitis.
Allerdings zeigte auch die Adjuvansbehandlung im Gegensatz zur qualitativen RT-PCR
einen supprimierenden Effekt. Da aufgrund unbefriedigender Schmelzkurvenverliufe nur
mit der Halfte der vorhandenen Proben (n=2) Versuche durchgefiihrt werden konnten, war
eine statistische Auswertung mithilfe des Programms SPSS nicht moéglich. Die relative

Expression wurde (s. 2.2.1.10) berechnet und in einem Diagramm dargestellt.

3.2 ChT1 im Hoden der Ratte
3.2.1 Nachweis von ChT1 in testikulidren Zellen

ChT1 war mittels RT-PCR-Analyse als einzige aller untersuchten Komponenten des non-
neuronalen cholinergen Systems in jedem der isolierten Zelltypen des Hodens nachweisbar.
Dabei zeigte ChT1 ein dhnliches Verteilungsmuster wie ChAT. So fand sich ChT1 mRNA
besonders in Pachytdn-Spermatozyten, runden Spermatiden und Residualkorperchen.
Weitaus schwicher war die Expression in Spermatogonien, Sertoli- und Peritubuldr-Zellen.
Die Leydig-Zellen wiesen einen sehr geringen Gehalt an ChT1 mRNA auf. Als
Positivkontrolle (+) fiir ChT1 diente, wie fiir ChAT, Grof$hirn, in der Negativkontrolle (-)
wurde bei sonst gleicher Zusammensetzung des PCR-Ansatzes anstelle von cDNA Aqua ad
iniectabilia verwendet. Fiir die Normalisierung wurde mithilfe des Programms Quantity
One, Version 4.5.0, 1D-Analysis Software (BIO-Rad Laboratories, Miinchen) die
Bandenintensitit von ChT1 und GAPDH gemessen, in Relation zueinander gesetzt und

graphisch dargestellt.
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Abb. 3-9: Qualitativer Nachweis der ChT1 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir einen
gleichmafligen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Grof3hirn.
Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-10: Semiquantitativer Nachweis der ChT1 mRNA Expression in verschiedenen isolierten Zellen des
Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.
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3.2.2 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChT1

Auch fiir die immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von ChTl wurden
Kryostatschnitte von Hoden angefertigt. Als Positivkontrolle diente wie bei ChAT Trachea,
da die Zellen des respiratorischen Epithels ChT1 positiv sind. Bei der Negativkontrolle
wurde der Primdrantikdrper weggelassen, fiir die Prdabsorptionskontrolle der

Primérantikorper mit einem immunogenen Peptid zuvor bei Raumtemperatur inkubiert.

Kontrolle

Abb. 3-11: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChT1 in der Trachea der Ratte als
Positivkontrolle (A). Es reagieren einzelne Zellen des respiratorischen Epithels (>). Negativkontrolle:
Weglassen des Primérantikorpers (B). Mafdstab: 50 ym.

In der Immunfluoreszenz war ChT1 vor allem in den Zellen lokalisiert, welche in der RT-
PCR-Analyse die hochste Expression gezeigt hatten. Dabei handelte es sich insbesondere um
primére Spermatozyten. In den Adjuvans-Kontrolltieren 50 Tage nach Behandlung konnten
aber auch ChT1 positive Spermatogonien nachgewiesen werden. Problematisch war die
Identifizierung der positiven Zellen in den Adjuvans-Kontrolltieren 80 Tage nach
Behandlung, da die Zahl der positiven Zellen an der Basis der Tubuli fiir Sertoli-Zellen
sprach, die Morphologie aber fiir primédre Spermatozyten charakteristisch war. Wird dieses
Ergebnis mit dem der RT-PCR-Analyse verglichen, so diirfte es sich mit grofierer

Wahrscheinlichkeit um primére Spermatozyten handeln.
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Abb. 3-12: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChT1 im Hoden von unbehandelten (CTR), EAO-
und Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. Anfirbung der Zellkerne mit DAPI
und Darstellung der Praabsorptionskontrolle (mit immunogenem Peptid prainkubierter Primarantikorper) bzw.
Negativkontrollen (Weglassen des Primédrantikdrpers). In der unbehandelten Kontrolle zeigen sich Zellen im
Keimepithel wie primére Spermatozyten ChT1 positiv (>). In 50 d AD] sind Spermatogonien und
Spermatozyten, in 80 d ADJ primére Spermatozyten zu erkennen. In den Orchitistieren finden sich 50 Tage
nach Behandlung nur noch vereinzelte Zellen der Basis der Tubuli positiv, 80 Tage nach Behandlung sind keine
ChT1 positiven Zellen mehr nachweisbar. Maf3stab: 50 pm.
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Die Schnitte der Rattenhoden mit experimentell ausgeloster Autoimmunorchitis zeigten
neben unspezifischen Bindungen entweder nur noch vereinzelt positive Zellen (50 Tage
nach Behandlung) oder gar keine Reaktion in testikuliren Zellen mehr (80 Tage nach
Behandlung). Jedoch fand sich eine positive Reaktion fiir ChT1 in 80 d EAO, dhnlich wie bei
ChAT, in Granulomen.

Abb. 3-13: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChT1 im Hoden von Orchitistieren 80 Tage nach
Behandlung (A). Es zeigt sich eine stark positive Reaktion in einem Granulom (>). Anfirbung der Zellkerne mit
DAPI (B). Mafdstab: 50 pm.

Bei der Mikroskopie der Schnitte im unbehandelten Hoden fiel auf, dass die positive
Reaktion von ChT1 nicht in allen Tubuli seminiferi nachweisbar war. Nach genauerer
Betrachtung zeigte sich, dass die einzelnen Tubuli in verschiedenen Stadien vorlagen (Abb.
3-14, A-D). So konnte ChT1 in Prileptotinspermatozyten der Tubuli ab Stadium VIII
gefunden werden. Aus diesem Grund ldsst sich eine stadienspezifische Expression von ChT1

postulieren.
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Abb. 3-14: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von ChT1 im unbehandelten Hoden der Ratte (A+C).
Anfirbung der Zellkerne mit DAPI (B+D). ChT1 positiv zeigen sich Zellen im Keimepithel wie primire
Spermatozyten (>). Auffallend ist jedoch vor allem die stadienspezifische Expression von ChT1 in
Prileptotdanspermatozyten (C). In niedrigen Stadien (I-VI) ist ChT1 nicht nachweisbar, hohere Stadien (ab VIII)
weisen ChT1-positive Zellen auf. Maf3stab: 50 pm.

3.2.3 Vergleich der ChT1 mRNA Expression in EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren

Beim Vergleich der ChT1 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in Hoden von EAO-
und Adjuvans-Kontrolltieren 50 und 80 Tage nach Behandlung fiel auf, dass es sowohl
innerhalb der Adjuvans-Kontrolltiere als auch in der Gruppe der Tiere mit experimenteller
Autoimmunorchitis im Verlauf der Behandlung zu einer quantitativen Abnahme der
Expression kam. Vergleicht man die beiden Gruppen untereinander, so zeigt sich schon bei
den Tieren 50 Tage nach Adjuvansbehandlung eine deutlich stirkere Expression als bei den
Tieren 50 Tage mnach experimenteller Autoimmunorchitis. Allerdings hatte die
Adjuvansbehandlung nicht so einen starken Einfluss auf die Abnahme der Expression wie

das Ausldsen einer Autoimmunorchitis.
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Abb. 3-15: Qualitativer Nachweis der ChT1 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse im Hoden von EAO-
und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M: Marker. bp: Basenpaare.
Positivkontrolle (+): GrofShirn. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-16: Nachweis der ChT1 mRNA Expression mittels qRT-PCR-Analyse im Hoden von unbehandelten
(CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. n = Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Darstellung im Boxplot mit Perzentile 0 (Minimum), 25, 75, 100 (Maximum) und dem Median
(dicke schwarze Linie).
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Die Auswertung der qRT-PCR-Analyse mittels des Statistikprogramms SPSS ergab nach dem
Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede in der Expression der verschiedenen
Proben. Prinzipiell hatte jede Art von Behandlung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (CTR) einen supprimierenden Effekt auf die Expression von ChT1 mRNA, der sich
allerdings aufgrund der Streuung relativierte. Der starke Unterschied zwischen Tieren 50
Tage nach Adjuvansbehandlung und 50 Tage nach Autoimmunorchitis, der sich in der
qualitativen RT-PCR zeigte, fand sich nicht in der gRT-PCR. Uberraschend war auch, dass es
80 Tage nach Orchitis nicht wie beim qualitativen Nachweis zu einer Abnahme, sondern

eher zu einer Zunahme der Expression kam.

3.3 VACAhT im Hoden der Ratte
3.3.1 Nachweis von VAChAT in testikuliren Zellen

Im Gegensatz zu ChAT und ChT1 konnte VAChT mRNA mittels RT-PCR-Analyse nur in
zwei der sieben isolierten Zellgruppen nachgewiesen werden. Neben Pachytin-
Spermatozyten exprimierten nur noch runde Spermatiden den Transporter. Weder friithe
Keimzellstadien, =~ Spermatogonien, @ noch  Zytoplasmareste @ der  Spermatiden,
Residualkoérperchen, zeigten eine VAChT-Markierung. Genauso verhielt es sich auch mit
Sertoli-, Peritubulér- und Leydig-Zellen.

Als Positivkontrolle (+) fiir VAChT diente, wie auch fiir ChAT und ChT1, Grof$hirn, in der
Negativkontrolle (-) wurde bei sonst gleicher Zusammensetzung des PCR-Ansatzes anstelle
von cDNA Aqua ad iniectabilia verwendet. Fiir die Normalisierung wurde mithilfe des
Programms Quantity One, Version 4.5.0, 1D-Analysis Software (BIO-Rad Laboratories,
Miinchen) die Bandenintensitit von VAChT und GAPDH gemessen, in Relation zueinander

gesetzt und graphisch dargestellt.
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Abb. 3-17: Qualitativer Nachweis der VAChT mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir einen
gleichmifligen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Grof$hirn.
Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-18: Semiquantitativer Nachweis der VAChT mRNA Expression in verschiedenen isolierten Zellen des
Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.
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3.3.2 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von VAChT

Als Positivkontrolle beim immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis von VAChT an
Kryostatschnitten von Rattenhoden wurde Trachea der Ratte eingesetzt. Die sekretorischen
Zellen des respiratorischen Epithels zeigten eine positive Reaktion fir VAChT. Die

Negativkontrolle wurde ohne 1.Antikorper durchgefiihrt.

Kontrolle

Abb. 3-19: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von VAChT in der Trachea der Ratte als
Positivkontrolle (A). Hier reagieren sekretorische Zellen des respiratorischen Epithels (>). Negativkontrolle:
Weglassen des Primérantikérpers (B). Mafdstab: 50 pm.

Bei der mikroskopischen Auswertung der Immunfluoreszenz war VAChT nur vereinzelt in
primiren Spermatozyten und runden Spermatiden im Hoden von unbehandelten (CTR) und
Adjuvans-Kontrolltieren nachweisbar. In den Schnitten der Orchitistiere fand sich keine

VACHT spezifische positive Reaktion.
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Abb. 3-20: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von VAChT im Hoden von unbehandelten (CTR),
EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. Anfirbung der Zellkerne mit
DAPI und Darstellung der Negativkontrollen (Weglassen des Primirantikorpers). VAChT positive Zellen (>)
sind im unbehandelten Hoden, in 50 d und 80 d ADJ priméire Spermatozyten und runde Spermatiden. In 50 d
und 80 d EAO finden sich keine VAChT-positiven Zellen. Maf3stab: 50 pm.
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3.3.3 Vergleich der VAChT mRNA Expression in EAO- und Adjuvans-
Kontrolltieren
Bei der RT-PCR-Analyse auf VAChT mRNA in Hoden von EAO- und Adjuvans-
Kontrolltieren 50 und 80 Tage nach Behandlung war eine Abnahme der Expression zu
beobachten. So fand sich 50 Tage nach Autoimmunorchitis und 80 Tage mnach
Adjuvansbehandlung eine schwichere und 80 Tage nach Autoimmunorchitis keine
Expression von VAChT mRNA mehr.
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Abb. 3-21: Qualitativer Nachweis der VAChT mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse im Hoden von EAO-
und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M: Marker. bp: Basenpaare.
Positivkontrolle (+): GrofShirn. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-22: Nachweis der VAChT mRNA Expression mittels qRT-PCR-Analyse im Hoden von unbehandelten
(CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. n = Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Darstellung im Boxplot mit Perzentile 0 (Minimum), 25, 75, 100 (Maximum) und dem Median
(dicke schwarze Linie).

Die statistische Auswertung der qRT-PCR-Analyse war aufgrund der hohen
interindividuellen Variabilitdt innerhalb der untersuchten Gruppen schwierig. Doch schien
auch die Expression von VAChT mRNA durch jegliche Behandlung eingeschrinkt zu
werden. Dabei war im Gegensatz zum qualitativen Ergebnis eine Abnahme der Expression

am stdrksten in den Adjuvans-Kontrolltieren 50 Tage nach Behandlung zu verzeichnen.

3.4 OCT2 im Hoden der Ratte
3.4.1 Nachweis von OCT?2 in testikuliren Zellen

Der Nachweis von OCT2 mRNA in verschiedenen isolierten Zellen des Hodens mittels RT-

PCR-Analyse gelang fiir die spiten Keimzellstadien wie Pachytdn-Spermatozyten und runde
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Spermatiden, aber auch fiir Residualkérperchen wund Leydig-Zellen. Bei der
Gegeniiberstellung  von  Pachytdn-Spermatozyten,  runden  Spermatiden  und
Residualkorperchen konnte eine stetig abnehmende Expression verzeichnet werden. Im
Vergleich zu diesen wiesen Leydig-Zellen einen geringeren Gehalt an OCT2 mRNA auf. In
allen anderen untersuchten Zelltypen fand sich kein OCT2. Als Positivkontrolle (+) fiir
OCT2 wurde Niere, in der Negativkontrolle (-) bei sonst gleicher Zusammensetzung des
PCR-Ansatzes anstelle von cDNA Aqua ad iniectabilia verwendet. Fiir die Normalisierung
wurde mithilfe des Programms Quantity One, Version 4.5.0, 1D-Analysis Software (BIO-Rad
Laboratories, Miinchen) die Bandenintensitit von OCT2 und GAPDH gemessen, in Relation

zueinander gesetzt und graphisch dargestellt.
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Abb. 3-23: Qualitativer Nachweis der OCT2 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir einen
gleichmaffigen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Niere.
Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-24: Semiquantitativer Nachweis der OCT2 mRNA Expression in verschiedenen isolierten Zellen des
Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.

3.4.2 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von OCT2

Fiir den immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis von OCT2 an Kryostatschnitten von
Rattenhoden diente Trachea als Positivkontrolle. Hier konnte OCT2 im apikalen Bereich der
kinozilientragenden Zellen nachgewiesen werden. Fiir die Negativkontrolle wurde bei sonst
gleichem Protokoll der Primirantikdrper weggelassen, fiir die Praabsorptionskontrolle dieser

mit einem immunogenen Peptid vor dem Auftragen bei Raumtemperatur inkubiert.
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Kontrolle

Abb. 3-25: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von OCT2 in der Trachea der Ratte als
Positivkontrolle (A). Markiert ist der apikale Bereich der kinozilientragenden Zellen des respiratorischen
Epithels (>). Negativkontrolle: Weglassen des Primérantikérpers (B). Mafdstab: 50 pm.

Die Ergebnisse der vorausgegangenen RT-PCR-Analyse in isolierten Zellen des Hodens
konnten im Rahmen der Immunfluoreszenz nur bedingt reproduziert werden. Die starke
Expression in Pachytdn-Spermatozyten, runden Spermatiden und Residualkérperchen zeigte
sich nicht in der Immunfluoreszenz. Lediglich in den Schnitten der Adjuvans-Kontrolltiere
50 Tage nach Behandlung war OCT2 in Spermatiden und Spermatozoen nachweisbar. Trotz
der niedrigen mRNA Expression in Leydig-Zellen konnte eine starke Immunreaktion
beobachtet werden. Dieser Effekt zeigte sich nicht nur im Hoden von unbehandelten und
Adjuvans-Kontrolltieren, sondern auch in Orchitistieren. Allerdings waren, vor allem 80
Tage nach Ausldsen einer Autoimmunorchitis, die Leydig-Zellen schwicher markiert.

Die eingeschrankte Qualitit der DAPI-Darstellungen ist durch die Fixierung der Schnitte mit

Aceton bedingt, welche fiir die Antikérper OCT2 und 3 notwendig war.
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Abb. 3-26: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von OCT2 im Hoden von unbehandelten (CTR),
EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. Anfirbung der Zellkerne mit
DAPI und Darstellung der Praabsorptionskontrolle (mit immunogenem Peptid priinkubierter
Primérantikorper) bzw. Negativkontrollen (Weglassen des Primédrantikorpers). Im unbehandelten Hoden sind
die im Interstitium liegenden Leydig-Zellen OCT2-positiv (>). Als OCT2-positive Zellen koénnen in 50 d ADJ
Leydig-Zellen, Spermatiden und Spermatozoen nachgewiesen werden. Sowohl in 50 d EAO als auch in 80 d
AD]J und in 80 d EAO sind ebenfalls Leydig-Zellen markiert, jedoch in unterschiedlicher Intensitit. Maf3stab:
50 pm.
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3.4.3 Vergleich der OCT2 mRNA Expression in EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren

Die RT-PCR-Analyse fiir OCT2 mRNA in Hoden von EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren 50
und 80 Tage nach Behandlung erbrachte den Nachweis, dass die Expression abnahm.
Innerhalb der Gruppe der Adjuvans-Kontrolltiere zeigte sich eine starke Reduktion beim
Vergleich der Tiere 50 und 80 Tage nach Behandlung. Bei Betrachtung der EAO-Tiere fiel
auf, dass die Expression 50 und 80 Tage nach Auslosen der Autoimmunorchitis gleich stark
ausgepragt war, sich aber ein sehr grofler Unterschied im Bezug auf die Audjuvans-

Kontrolltiere abzeichnete.
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Abb. 3-27: Qualitativer Nachweis der OCT2 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse im Hoden von EAO-
und Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M: Marker. bp: Basenpaare.
Positivkontrolle (+): Niere. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.

Auch wenn sich bei der statistischen Auswertung der qRT-PCR-Analyse im Kruskal-Wallis-
Test keine Signifikanzen zeigten, so waren dennoch deutliche Unterschiede in der
Expression erkennbar. Dabei stimmte das Ergebnis sehr gut mit dem der qualitativen PCR
iiberein. Auch hier kam es in allen untersuchten Gruppen sowohl durch die
Adjuvansbehandlung als auch das Auslosen einer Autoimmunorchitis zu einer Abnahme der
OCT2 mRNA Expression. Besonders stark war diese in den EAO-Ratten ausgeprigt, jedoch

war kein Unterschied zwischen Tieren nach 50 und nach 80 Tagen zu erkennen.

71



3. Ergebnisse

2,0 -
Perzentile 100
Perzentile 75

1,5 -
a
S
2
o e Median T
& 10 4
=]
o
[—q
O
O P

0,5 - == -|-

Perzentile ] —
25 J_
00 - B L - 1
> Perzentile 0
T T T T T
CTR 50d AD]J 50d EAO 80d AD]J 80d EAO
n=4

Abb. 3-28: Nachweis der OCT2 mRNA Expression mittels qRT-PCR-Analyse im Hoden von unbehandelten
(CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. n = Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Darstellung im Boxplot mit Perzentile 0 (Minimum), 25, 75, 100 (Maximum) und dem Median
(dicke schwarze Linie).

3.5 OCT3 im Hoden der Ratte
3.5.1 Nachweis von OCT3 in testikuliren Zellen

OCT3 mRNA lie sich bei der Untersuchung verschiedener isolierter Zellen des Hodens
mittels RT-PCR-Analyse nur in Leydig-Zellen und Spermatogonien nachweisen. Die im
Interstitium liegenden Leydig-Zellen zeigten eine stirkere Expression als die frithen
Keimzellstadien, Spermatogonien. In den iibrigen Zellen konnte keine OCT3 mRNA
gefunden werden. Als Positivkontrolle (+) fiir OCT3 fand Spinalganglion Verwendung, die
Negativkontrolle (-) wurde bei sonst gleicher Zusammensetzung ohne cDNA und dafiir mit

Aqua ad iniectabilia angesetzt.

72
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Fir die Normalisierung wurde mithilfe des Programms Quantity One, Version 4.5.0, 1D-
Analysis Software (BIO-Rad Laboratories, Miinchen) die Bandenintensitit von OCT3 und

GAPDH gemessen, in Relation zueinander gesetzt und graphisch dargestellt.
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Abb. 3-29: Qualitativer Nachweis der OCT3 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir einen
gleichmiafligen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Spinalganglion.
Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-30: Semiquantitativer Nachweis der OCT3 mRNA Expression in verschiedenen isolierten Zellen des
Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.

73



3. Ergebnisse

3.5.2 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von OCT3

Als Positivkontrolle fiir den immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis von OCT3 an
Kryostatschnitten von Hoden wurde Trachea gewihlt. Wie auch bei OCT2 wurde die OCT3-
Immunreaktion im apikalen Bereich der kinozilientragenden Zellen des respiratorischen
Epithels dargestellt. Fiir die Negativkontrolle wurde anstelle des Primérantikorpers PBS+S,
fir die Praabsorptionskontrolle der zuvor mit immunogenem Peptid inkubierte

Primédrantikorper verwendet.

Kontrolle

Abb. 3-31: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von OCT3 in der Trachea der Ratte als
Positivkontrolle (A). Im apikalen Bereich der kinozilientragenden Zellen des respiratorischen Epithels wurde
OCT3 nachgewiesen (>). Negativkontrolle: Weglassen des Primérantikorpers (B). Mafdstab: 50 pm.

Die verschiedenen Schnitte, sowohl unbehandelt als auch nach Behandlung, zeigten
immunfluoreszenzmikroskopisch eine starke Reaktion in den Leydig-Zellen des
intertubuldren Raums und bestitigten so das Ergebnis der RT-PCR-Analyse an isolierten
Zellen des Hodens. Einzig in Hodenschnitten 80 Tage nach Auslosen einer
Autoimmunorchitis waren keine positiven Zellen mehr nachweisbar. Eine Immunreaktion
in Spermatogonien, obgleich einer nachgewiesenen OCT3 mRNA Expression in der RT-

PCR-Analyse, konnte nicht verzeichnet werden.
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Abb. 3-32: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von OCT3 im Hoden von unbehandelten, EAO- und
Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. Anfirbung der Zellkerne mit DAPI und
Darstellung der Pradabsorptionskontrolle (mit immunogenem Peptid priinkubierter Primérantikorper) bzw.
Negativkontrollen (Weglassen des Primédrantikorpers). Aufier in 80 d EAO konnte sonst in allen Schnitten eine
starke Immunreaktion in den im Interstitium liegenden Leydig-Zellen (>) nachgewiesen werden. Maf3stab:
50pm.
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3.5.3 Vergleich der OCT3 mRNA Expression in EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren

Bei der vergleichenden Untersuchung von EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren 50 und 80
Tage nach Behandlung mittels RT-PCR-Analyse zeigte sich kein Unterschied in der
Expression von OCT3 mRNA zwischen den Adjuvans-Kontrolltieren und den Tieren mit
experimentell ausgeloster Autoimmunorchitis. Allerdings spielte die Dauer der Behandlung
eine Rolle, so dass nach 80 Tagen sowohl in den Adjuvans- als auch EAO-Tieren eine

deutliche Abnahme der Expression zu verzeichnen war. Dies bestitigte die Ergebnisse der

Immunfluoreszenz.
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Abb. 3-33: Qualitativer Nachweis der OCT3 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in EAO- und
Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M: Marker. bp: Basenpaare.
Positivkontrolle (+): Spinalganglion. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.

Aufgrund der mangelhaften Schmelzkurvenanalyse in der qRT-PCR und ungeniigender
Verbesserung dieser durch Varation der Annealing Temperatur mittels einer Gradienten-

PCR, wurden keine weiteren qRT-PCR-Versuche durchgefiihrt.
3.6 nAChRa7-Untereinheit im Hoden der Ratte

3.6.1 Nachweis der nAChRa7-Untereinheit in testikuliren Zellen

Mittels RT-PCR-Analyse in verschiedenen isolierten Zellen des Hodens wurde
nachgewiesen, dass die mRNA der nAChRa7-Untereinheit gleich stark in Peritubulér-,
Sertoli-Zellen und Spermatogonien exprimiert wird. Einen hoheren Gehalt wiesen Leydig-

Zellen und Pachytdn-Spermatozyten auf. Erstaunlicherweise war die nAChRa7-
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Untereinheit weder in runden Spermatiden noch in Residualkdrperchen lokalisiert, obwohl

der Rezeptor am stirksten in Pachytdn-Spermatozyten zu finden war.

500 bp
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GAPDH
320 bp

Abb. 3-34: Qualitativer Nachweis der nAChRa7-Untereinheit mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in
verschiedenen isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir
einen gleichmifiigen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+):
Spinalganglion. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-35: Semiquantitativer Nachweis der nAChRa7-Untereinheit mRNA Expression in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.
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Da fiir die Rezeptoruntereinheiten keine spezifischen Antikorper vorhanden sind (Herber et
al., 2004; Moser et al, 2007), war es mnicht moglich die Verbreitung der

Rezeptoruntereinheiten nAChRa7 und nAChRa4 noch detaillierter zu analysieren.

3.6.2 Vergleich der nAChRa7-Untereinheit mRNA Expression in EAO- und
Adjuvans-Kontrolltieren

Beim Vergleich von EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren 50 und 80 Tage nach Behandlung

zeigten sich im Rahmen der qualitativen PCR fiir die nAChRa7-Untereinheit nur geringe

Unterschiede. So wurde die Rezeptoruntereinheit in Tieren mit Autoimmunorchitis 50 Tage

nach Behandlung etwas schwicher als in den Adjuvanstieren exprimiert. Eine weitere

Abnahme war nach 80 Tagen zu verzeichnen.
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Abb. 3-36: Qualitativer Nachweis der nAChRa7-Untereinheit mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in
EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M: Marker. bp: Basenpaare.
Positivkontrolle (+): Spinalganglion. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.

Ahnlich verhielt es sich auch beim quantitativen Nachweis der nAChRa7-Untereinheit
mRNA. Allerdings wiesen Tiere 50 Tage nach Auslosen einer Autoimmunorchitis die
stirkste Suppression der nAChRa7-Untereinheit mRNA Expression im Vergleich zu Tieren

mit Adjuvansbehandlung oder linger andauernder Orchitis auf.
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Abb. 3-37: Nachweis der nAChRa7 mRNA Expression mittels gqRT-PCR-Analyse im Hoden von unbehandelten
(CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. n = Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Darstellung im Boxplot mit Perzentile 0 (Minimum), 25, 75, 100 (Maximum) und dem Median
(dicke schwarze Linie).

3.7 nAChRo4-Untereinheit im Hoden der Ratte
3.7.1 Nachweis der nAChRa4-Untereinheit in testikuliren Zellen

Die RT-PCR-Analyse von verschiedenen isolierten Zellen des Hodens erbrachte den
Nachweis von nAChRo4-Untereinheit mRNA in Leydig-, Peritubuldr-Zellen,
Spermatogonien, Pachytian-Spermatozyten und Residualkérperchen. Keine Expression war
in Sertoli-Zellen und, wie auch bei der nAChRa7-Untereinheit, in runden Spermatiden zu
finden. Am stirksten exprimierten Residualkérperchen die Rezeptoruntereinheit, am

schwichsten Spermatogonien und Peritubulidr-Zellen.
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Abb. 3-38: Qualitativer Nachweis der nAChRa4-Untereinheit mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in
verschiedenen isolierten Zellen des Hodens der Ratte. Die GAPDH mRNA Expression wird als Kontrolle fiir
einen gleichméfiigen Probenauftrag verwendet. M: Marker. bp: Basenpaare. Positivkontrolle (+): Riickenmark.

Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.
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Abb. 3-39: Semiquantitativer Nachweis der nAChRo4-Untereinheit mRNA Expression in verschiedenen
isolierten Zellen des Hodens der Ratte nach Normalisierung der RT-PCR-Daten.
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3.7.2 Vergleich der nAChRa4-Untereinheit mRNA Expression in EAO- und
Adjuvans-Kontrolltieren

Auf die mRNA Expression der Rezeptoruntereinheit nAChRo4 scheint nach qualitativer RT-
PCR-Analyse weder die Adjuvansbehandlung noch die Autoimmunorchitis einen
wesentlichen Einfluss zu haben. Lediglich Adjuvans-Kontrolltiere 80 Tage nach Behandlung

wiesen einen stirkeren Gehalt an nAChRa4 mRNA als die iibrigen Gruppen auf.

Abb. 3-40: Qualitativer Nachweis der nAChRoa4-Untereinheit mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse in
EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. M: Marker. bp: Basenpaare.
Positivkontrolle (+): Riickenmark. Negativkontrolle (-): Ansatz ohne cDNA.

Auch die statistische Auswertung der qRT-PCR-Analyse zeigte keine signifikanten
Unterschiede in der Expression von nAChRa4 mRNA beim Vergleich von EAO- und
Adjuvans-Kontrolltieren (AD]) 50 und 80 Tage nach Behandlung. Auffallend ist jedoch die
starke Schwankung der Werte in der Gruppe der Tiere 80 Tage nach Auslosen einer

Autoimmunorchitis.
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Abb. 3-41: Nachweis der nAChRa4-Untereinheit mRNA Expression mittels qRT-PCR-Analyse im Hoden von
unbehandelten (CTR), EAO- und Adjuvans-Kontrolltieren (ADJ) 50 und 80 Tage (d) nach Behandlung. n =
Anzahl der Tiere pro Gruppe. Darstellung im Boxplot mit Perzentile 0 (Minimum), 25, 75, 100 (Maximum) und
dem Median (dicke schwarze Linie).
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4. Diskussion

4.1 Nachweis der molekularen Komponenten des non-neuronalen cholinergen
Systems in den minnlichen Geschlechtsorganen
Die Vermutung, dass ein non-neuronales cholinerges System im Hoden existieren konnte
und der Versuch dieses nachzuweisen, sind nicht neu. Bereits 1979 beschrieben Sastry und
Sadavongvivad den Nachweis von Acetyl- und Propionylcholin, aber auch des
synthetisierenden Enzyms Cholinacetyltransferase in Spermatozoen von Bullen und
Menschen (Bishop et al., 1975, 1976). Ihrer Meinung nach wird ACh nicht in den Spermien
gespeichert und es liegt auch nur eine sehr geringe Menge davon in den Zellen vor, so dass
vermutlich das synthetisierte ACh sofort verbraucht wird ohne {iiberhaupt gespeichert
werden zu miissen.
Die Annahme, der Hoden besitze, wenn iiberhaupt, nur eine geringe cholinerge
(parasympathische) Innervation, wurde dadurch bestitigt, dass im Parenchym von
Rattenhoden keinerlei PGP 9.5 positive Nervenfasern nachweisbar waren. In non-
neuronalen  Zellen an der Basis der Tubuli gelang hingegen  der
immunfluoreszenzmikroskopische Nachweis von PGP 9.5. Dies konnte ein Hinweis auf den
neuroektodermalen Ursprung dieser Zellen sein. Auch das Bindegewebe, woriiber Hoden
und Nebenhoden in Verbindung miteinander stehen, ist reichlich mit PGP 9.5 positiven
Nervenfasern versorgt (Schirmer et al., 2011).
Messungen an Rattenhoden beziiglich des Gehalts von Acetylcholin ergaben, dass sowohl
Hoden von 16 Tage alten immaturen als auch von adulten Tieren ACh enthalten. Dabei ist
die Menge im Hodenparenchym von immaturen Ratten (3.61 + 1.32 pmol/mg Protein)
deutlich niedriger als von adulten (3068.3 + 764.94 pmol/mg Protein), in der Hodenkapsel
vergleichbar niedrig (immaturer Rattenhoden: 6.33 + 2.41 pmol/mg Protein, adulter
Rattenhoden: 3.8 + 1.62 pmol/mg Protein). Bei der Untersuchung von frisch isolierten
Keimzellen aus adulten Ratten und dem Uberstand des Zellmediums zeigte sich eine

signifikant hohere Menge an ACh im Uberstand (11.24 + 3.65 vs. 47.74 + 23.79 pmol/mg
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Protein) (Messungen durchgefiihrt von Klein et Lau, Goethe-Universitdt Frankfurt, Daten
aus Schirmer et al., 2011).

Der hohe Gehalt an ACh im Uberstand des Zellmediums im Vergleich zu dem in isolierten
Keimzellen lidsst sich entweder damit erkliren, dass Keimzellen fortwihrend ACh
synthetisieren und freisetzen ohne es zu speichern, oder aber dass testikulire Makrophagen
und Sertoli-Zellen, welche ebenfalls das synthetisierende Enzym und den hochaffinen
Transporter besitzen, anstelle der Keimzellen ACh synthetisieren und freisetzen (Schirmer et
al., 2011).

Der Unterschied im ACh-Gehalt zwischen immaturen und adulten Ratten kénnte mit dem
Aufbau des Tubulus bzw. Vorhandenseins verschiedener Zelltypen zusammenhingen. 16
Tage alte Ratten sind gerade in die Pubertit eingetreten und durchlaufen die erste
Spermatogenesewelle. Thr Hodenparenchym enthilt noch nicht alle Keimzellen, welche
ACh synthetisieren bzw. eventuell auch speichern. Pachytin-Spermatozyten sind zum
Beispiel erst ab dem 20. Lebenstag vorhanden (Clermont & Perey, 1957; Russell, 1993). ACh
scheint also fiir die Geschlechtsreife und somit fiir die Keimzellbildung eine Rolle zu spielen.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle Komponenten des cholinergen
Systems in den non-neuronalen Zellen des Hodens nachweisbar sind. Dabei sind Pachytén-
Spermatozyten und runde Spermatiden der hdufigste Ursprungsort. Eine starke Expression
zeigten das synthetisierende Enzym Cholinacetyltransferase und der hochaffine
Cholintransporter-1  in  Pachytdn-Spermatozyten,  runden  Spermatiden  und
Residualkérperchen. Der Nachweis von ChAT gelang jedoch nicht in frithen Keimzellstadien
und Spermatogonien sowie nur schwach in den Zellen des Interstitiums. ChT1 wird in
Leydig-, Peritubuldr-, Sertoli-Zellen und Spermatogonien relativ schwach exprimiert.
Blutgefifle sind fiir ChAT immunfluoreszenzmikroskopisch stark positiv. Der vesikuldre
Acetylcholin-Transporter fand sich nur in Pachytin-Spermatozyten und runden
Spermatiden. All das ldsst vermuten, dass die testikuldren Zellen, welche ACh hauptsichlich
synthetisieren, dieses auch speichern. Obwohl in Leydig-Zellen eine relativ niedrige mRNA
Expression zu verzeichnen war, zeigten diese im immunfluoreszenzmikroskopischen

Nachweis eine starke positive Reaktion fiir OCT2 und 3. In experimentell ausgeloster

84



4, Diskussion

Autoimmunorchitis konnte im Vergleich zu den Hoden unbehandelter Ratten und von
Adjuvans-Kontrolltieren sowohl mittels RT-PCR-Analyse als auch Immunfluoreszenz eine
Abnahme von ChAT, ChT1, VAChT und OCT2 beobachtet werden.

Interessanterweise fanden Ibanez et al. (1991b) ChAT Transkripte in Hoden von Mensch
und Ratte, die sich von dem mit neuronalem Ursprung (4.0 kb) unterschieden. Mithilfe der
Northern Blot Analyse konnten sie im adulten Rattenhoden zwei ChAT Transkripte mit 3.5
und 1.3 kb, im menschlichen Hoden eine ChAT mRNA mit 3.2 kb identifizieren. Auch wenn
beide Transkripte im Rattenhoden vermutlich das gleiche 5 Ende besitzen, kann das
kleinere von beiden aufgrund seines Aufbaus nicht fiir ein funktionsfihiges ChAT Protein
kodieren. In spédteren Versuchen stellten Lonnerberg & Ibanez (1999) sogar fest, dass auch
das 3.5 kb-Transkript nicht in der Lage ist fiir ein komplettes und wirksames ChAT Enzym
zu kodieren. Welche Funktion diese Transkripte im Hoden haben und welches Enzym
stattdessen fiir die Synthese von ACh verantwortlich ist, bleibt jedoch ungeklart.

Auch wenn nicht ausgeschlossen werden kann, dass die ACh synthetisierenden
Komponenten im Hoden, wie von Lonnerberg & Ibanez (1999) propagiert, funktionslos sind,
konnte im Rahmen unserer Expressionsanalysen gezeigt werden, dass sowohl mRNA als
auch Protein fiir die Synthese von ACh vorhanden sind. Des Weiteren gelang der Nachweis
von ACh in Rattenhoden und isolierten Keimzellen. Der in isolierten Zellen (ca. 11 pmol/mg
Protein) und im Uberstand (ca. 48 pmol/mg Protein) gemessene Gehalt an ACh ist durchaus
vergleichbar mit dem anderer non-neuronaler Zellen. Im Hinblick auf das Fehlen von
Nervenfasern weisen die aufgefiihrten Ergebnisse auf einen non-neuronalen Ursprung des
ACh direkt im Rattenhoden hin (Schirmer et al., 2011).

Allerdings miissen die Versuche zum Nachweis der ChAT aufgrund der hohen Aktivitit der
Carnitinacetyltransferase im Hoden, welche ebenfalls Cholin als Substrat nutzt, durchaus
kritisch betrachtet werden (Goodman & Harbison, 1981; Goodman et al., 1984).

Ein versehentlicher Nachweis der CarAT durch die verwendeten ChAT-Primer kann
aufgrund der im Vorfeld durchgefithrten Versuche der Arbeitsgruppe Kardiopulmonale

Neurobiologie unter der Leitung von Professor Kummer ausgeschlossen werden.
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Bei der in situ Hybridisierung wiesen Ibanez et al. (1991b) als ChAT positive Zellen
Spermatozyten und Spermatiden nach. In Sertoli-Zellen, Spermatogonien und im
Interstitium gelang dies nicht. Auch das steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit. Zwar hatten auch hier vor allem Pachytdn-Spermatozyten, runde Spermatiden und
Residualkérper die hochste mittels RT-PCR-Analyse nachgewiesene ChAT mRNA
Expression, jedoch gelang der Nachweis nur in Spermatogonien nicht. Ahnlich verhielt es

sich auch mit dem immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis.

4.2 Funktion und Bedeutung des non-neuronalen cholinergen Systems im
Hoden

Isolierte Granulosazellen von Mensch und Ratte produzieren ACh und enthalten VAChT
(Fritz et al., 1999, 2001; Mayerhofer & Fritz, 2002). Aufgrund ihrer Lage im avaskuldren
Kompartiment des Follikels haben Oozyten und Granulosazellen keinen Kontakt zu
Nervenfasern (Mayerhofer et al., 2003; Mayerhofer & Kunz, 2005). Auch wird davon
ausgegangen, dass keine cholinerge (parasympathische) Innervation des Ovars von Ratte,
Affe und Mensch existiert (Mayerhofer & Fritz, 2002). Da all diese Verhiltnisse denen im

Hoden entsprechen, liegt ein Vergleich nahe.

4.2.1 Proliferation und Differenzierung von Keimzellen

Bei der Frage nach der Funktion und Bedeutung eines non-neuronalen cholinergen Systems
im Hoden koénnen Ergebnisse von Versuchen am Ovar, Produktionsstitte von weiblichen
Keimzellen, Hinweise geben. Zellproliferation und Differenzierung finden im Rahmen des
Follikelwachstums, der Ovulation und der Bildung des Corpus luteum statt (Mayerhofer &
Fritz, 2002). Das synthetisierende Enzym ChAT konnte in kultivierten Granulosazellen von
Nagetieren und Primaten, nicht aber in Nervenfasern oder Nervenzellen des Ovars
nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich vor allem um Granulosazellen von
heranreifenden Tertidrfollikeln, weshalb der Einfluss von FSH angenommen wurde (Fritz et
al., 1999, 2001; Mayerhofer & Fritz, 2002; Mayerhofer & Kunz, 2005). Mayerhofer et al.
(2006) bestatigten diese Vermutung durch GFSHR-17 Zellen aus Ratten, welche

kontinuierlich den FSH-Rezeptor exprimierten und auf FSH mit einem signifikanten Anstieg
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der ACh-Produktion reagierten. Des Weiteren blieb ein immunreaktiver Nachweis fiir
ChAT in neonatalen und postnatalen Ovarien von Ratten, in neonatalen Ovarien von Affen
und denen von Ratten- und Mausembryonen aus (Mayerhofer et al., 2006). ACh scheint erst
im weiteren Verlauf fiir die Proliferation der Follikel eine Rolle zu spielen.

So wie die Granulosazellen im Ovar eine wesentliche Rolle fiir die weibliche
Keimzellentwicklung spielen, so entscheidend sind auch die Sertoli-Zellen fiir die
Entwicklung des Hodens und die Bildung der ménnlichen Keimzellen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis von ChAT bis auf in
Spermatogonien in allen untersuchten isolierten Zellen des Hodens. Ein besonderes
Augenmerk liegt auf den Sertoli-Zellen, welche wie die Granulosazellen im Ovar unter dem
Einfluss von FSH stehen. Die Sertoli-Zellen besitzen FSH-Rezeptoren, iiber die sie zur
Sekretion von Inhibin B und Androgen-bindendem Protein (ABP) stimuliert werden. Unter
dem Einfluss von FSH fordern sie die Proliferation und Differenzierung der Keimzellen
(Holstein, 2003). Die von Professor Klein ermittelten Daten im Rattenhoden zeigen, dass der
ACh-Gehalt im Hodenparenchym von immaturen Ratten (3.61 + 1.32 pmol/mg Protein)
deutlich unter dem von adulten (3068.3 + 764.94 pmol/mg Protein) liegt (Schirmer et al.,
2011). Dadurch, dass im Rahmen dieser Arbeit nur adulte Ratten untersucht wurden, kann
beziiglich der ChAT-Expression bei immaturen Tieren nur spekuliert werden. Denkbar
wire, dass FSH wie bei den Granulosazellen im Ovar, bei adulten Tieren eine Auswirkung
auf die ACh-Produktion bzw. die Expression von ChAT in Sertoli-Zellen hat. Es konnte aber
auch sein, dass immature Ratten noch nicht alle Keimzellen, welche ACh synthetisieren
bzw. speichern wie z.B. Pachytdn-Spermatozyten, besitzen, weshalb die ChAT-Expression
vermindert oder nicht vorhanden ist. Scheinbar spielt ACh fiir die Geschlechtsreife und
somit fiir die Keimzellbildung eine Rolle.

Immunbhistochemisch liefs sich ChAT in Granulosazellen von gesunden Tertidrfollikeln aus
Rhesusaffe, Mensch und Ratte nachweisen, jedoch nicht mittels RT-PCR (Fritz et al., 2001).
Diese Problematik unterstiitzt die These von Lonnerberg & Ibanez von unbekannten
Splicevarianten der ChAT oder gar eines anderen ACh synthetisierenden Enzyms wie z.B.

der Carnitinacetyltransferase aufgrund ihrer Homologie zu ChAT. Die CarAT ist ebenfalls in
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der Lage ACh zu synthetisieren und in Spermien von Siugetieren vorhanden (Day-
Francesconi & Casillas, 1982), weshalb sie fiir die ACh-Produktion eine grofiere Rolle spielen
konnte als ChAT (Goodman & Harbison, 1981; Goodman et al., 1984).

4.2.2 Spermato- und Spermiogenese

Effekte von Gonadotropinen und Androgenen werden iiber Sertoli-Zellen an die Keimzellen
vermittelt. Die Proliferation und somit die Zahl der Sertoli-Zellen ist abhingig von FSH, von
der Sertoli-Zellzahl wiederum die Menge an Keimzellen. FSH reguliert die DNA-Synthese in
Spermatogonien sowie deren Proliferation und Differenzierung vermutlich iiber die
Induktion des Stammzellfaktors in Sertoli-Zellen. Der Einfluss von FSH scheint dabei, wie
zumindest klinische und experimentelle Studien zeigen, primir quantitativ zu sein, d.h.
unter FSH-Mangel werden weiterhin Spermatozoen gebildet, jedoch eine geringere Anzahl
(Rey, 2003). Wie bereits beschrieben konnte ACh in direktem Zusammenhang mit FSH und
dessen Einfluss auf Proliferation und Differenzierung stehen.

FSH reguliert ebenfalls die Spermiogenese, also die Differenzierung von Spermatiden zu
Spermatozoen (Elongation, Ausbildung des Flagellums) (Rey, 2003). Tatsachlich waren auch
runde Spermatiden in den von uns durchgefithrten Untersuchungen einer der hiufigsten
Ursprungsorte fiir ACh. Dies legt nahe, dass ACh FSH abhingig produziert bzw. fiir die
weitere Differenzierung von Spermatiden zu Spermatozoen bendtigt wird.

In Abhidngigkeit von LH differenzieren sich Leydig-Zellen und produzieren Testosteron.
Intratestikuldre Testosteronspiegel sowie die Expression des Androgenrezeptors in Sertoli-
Zellen sind unabdingbar fiir den Eintritt der Keimzellen in die Meiose und somit fiir die
Spermatogenese. Fehlende Androgene fithren zu einem priameiotischen Stop der
Spermatogenese. Das Pachytinstadium ist dabei am stirksten Androgen empfindlich (Rey,
2003). Der Einfluss von Androgenen auf das non-neuronale cholinerge System bestdtigt sich
in der Beobachtung, dass in den Pachytin-Spermatozyten mit am haufigsten der Nachweis
der molekularen Komponenten gelang.

Sowohl Androgene als auch die Hypophyse haben einen Einfluss auf die ChAT mRNA
Expression. So nahm diese durch Zerstorung der Leydig-Zellen, Produktionsstitte von

Testosteron, ab. Der Effekt der Abnahme des 1.3 kb- und der Zunahme des 3.5 kb-
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Transkripts nach Hypophysektomie konnte durch Testosteronsubstitution verhindert
werden (Ibanez et al., 1991b). Favaretto et al. (1993) konnten an gereinigten Leydig-Zellen
der Ratte zeigen, dass cholinerge Agonisten (Acetylcholin, Carbachol und Nikotin) einen
inhibitorischen Effekt auf die Testosteronfreisetzung haben und im Gegenzug nikotinische
Antagonisten diesen teilweise wieder aufheben konnten. Ob es sich dabei um eine Art
Riickkopplungseffekt handelt, bleibt weiter zu erforschen.

Insgesamt scheint ACh eine entscheidende Rolle fiir die Hypophysen-Gonaden-Achse und

somit auch fiir die Spermato- und Spermiogenese zu spielen.

4.2.3 Gap Junctions

In nahezu allen Epithelien werden zwischen verschiedenen Zelltypen Gap Junctions
ausgebildet. Diese Zell-Zell-Kontakte bestehen aus zwei Halbkanilen, sog. Connexonen,
wobei jede Zelle einen Halbkanal beisteuert. Diese Connexone sind wiederum aus sechs
Proteinuntereinheiten, den Connexinen, aufgebaut. Beim Menschen sind 20, in Nagetieren
19 verschiedene Connexine bekannt (Willecke et al., 2002). Neben Adherens Junctions aus
Cadherinen und Tight Junctions aus Occludin sind auch Gap Junctions Teil der Blut-Hoden-
Schranke (Pointis & Segretain, 2005).

Connexin 43 ist das bisher am hdufigsten vorkommende Connexin in Sdugetieren. Es wird in
mindestens 35 verschiedenen Geweben und somit {iiber 35 Zelltypen wie z.B.
Kardiomyozyten, Keratinozyten, Astrozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Leydig-
Zellen und Sertoli-Zellen verschiedener Spezies exprimiert (Laird, 2006). Seine Expression
wird aufierdem von Androgenen gesteuert (Weinbauer et al., 2009).

In verschiedenen Zelltypen konnte gezeigt werden, dass Gap Junctions an Zellteilung,
Wachstum und Apoptose beteiligt sind.

Im Hoden scheinen sie und die dort vorherrschende Proteinuntereinheit Connexin 43 eine
entscheidende Rolle fiir die Entwicklung und Reifung von Spermatozoen zu spielen (Pointis
et al., 2005). Connexin 43 konnte im Hoden in Leydig- und Peritubulédr-Zellen nachgewiesen
werden (Risley et al., 1992; Risley, 2000). Auch die Reifung und Funktion der Sertoli-Zellen
wird wesentlich iiber Connexin 43 gesteuert (Weinbauer et al., 2009). Innerhalb der Tubuli

ist Connexin 43 ein Bestandteil der Zell-Zell-Kontakte zwischen Sertoli-Zellen
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untereinander, zwischen Sertoli-Zellen und Spermatogonien und zwischen Sertoli-Zellen
und primdren Spermatozyten (Risley et al., 1992; Batias et al., 1999, 2000; Pointis &
Segretain, 2005). Bei Connexin 43-Mangel teilen sich die Sertoli-Zellen kontinuierlich
weiter, was dazu fiithrt, dass die Spermatogenese nicht fortschreiten kann, sondern auf der
Ebene der Spermatogonien sistiert (Weinbauer et al., 2009). Des Weiteren entfallt
moglicherweise die Versorgung der Keimzellen von Seiten der Sertoli-Zellen und somit ihr
Uberleben. Normalerweise wird dies dadurch gesichert, dass Gap Junctions entweder den
Fluss von nekrotischen und/oder apoptotischen Signaleffektoren regulieren oder die
Diffusion von Vitalsignalen fordern (Krysko et al., 2005).

Connexin 43 beeinflusst also nicht nur die testikulire Entwicklung und Zelldifferenzierung,
sondern auch Beginn und Aufrechterhaltung der Spermatogenese und somit Uberleben der
Keimzellen (Brehm et al., 2007). Brehm et al. (2007) zeigten mit einem Knockout-Modell,
bei welchem das Connexin 43-Gen ausschliefilich in den Sertoli-Zellen fehlte, dass diese
Méuse zwar einen normalen Descensus testis und eine normale Entwicklung des
Urogenitaltrakts aufwiesen, jedoch aufgrund des Ausfalls der Spermatogenese Groéfie und
Gewicht der Hoden drastisch verringert waren. Histologisch und molekularbiologisch war
eine signifikante Reduktion der Zellzahlen von Spermatogonien pro Tubulus, im Gegenzug
aber erhohte Sertoli-Zellzahlen pro Tubulus zu verzeichnen. Aufierdem wurden Verlust
und/oder Abnahme der runden und elongierten Spermatiden sowie eine Hyperplasie der
Leydig-Zellen beobachtet. Auch im menschlichen Hoden wird bei Connexin 43-Mangel die
Spermatogenese beeintriachtigt (Steger et al., 1999; Defamie et al., 2003).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Connexin 43 absolut notwendig fiir die
Spermatogenese, verantwortlich fiir Beginn und Abschluss der Mitose in Spermatogonien
und die Regulierung der Sertoli-Zellproliferation und —maturation ist. Auflerdem ist es
einzigartig in seiner regulatorischen und physiologischen Wirkung und kann nicht durch
andere Connexine ersetzt werden. Ob ein Verlust des Connexin 43-Gens in Keimzellen
dhnliche Folgen fiir die Spermatogenese hat wie in Sertoli-Zellen, muss mithilfe eines

passenden Knockout-Modells fiir Keimzellen herausgefunden werden.
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Granulosazellen exprimieren neben ChAT auch den Proliferationsmarker PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) (Mayerhofer & Fritz, 2002). Allerdings ist eine
Proliferation nur dann moglich, wenn Gap Junctions aufgehoben werden (Sommersberg et
al., 2000). Selbst isolierte menschliche Granulosazellen behalten die starke Verbindung iiber
Gap Junctions wie Granulosazellen im wachsenden Follikel bei (Fritz et al., 2002). Fritz et al.
(2002) zeigten, dass unter Stimulation mit cholinergen Substanzen die Serin-
Phosphorylierung von Connexin 43 zunimmt und so Gap Junctions beeinflusst werden
konnen. Diese Phosphorylierung fithrt durch Blockierung der Gap Junctions zur Stérung der
interzelluliren Kommunikation der Granulosazellen untereinander, wodurch sie dem
funktionellen Synzytium des Follikels entkommen und proliferieren kénnen (Mayerhofer &
Kunz, 2005). Im Gegensatz dazu verstirkt FSH in Granulosazellen, welche stets den FSH-
Rezeptor exprimieren, die Kopplung durch Gap Junctions und verhindert so Proliferation,
fordert aber Differenzierung (Sommersberg et al., 2000).

Wihrend der Spermatogenese ist die interzellulire Kommunikation der Sertoli-Zellen
untereinander, aber auch zwischen Sertoli-Zellen und Keimzellen extrem wichtig, weshalb
in dieser Phase die Intaktheit und Stabilitit von Gap Junctions notwendig ist.

Im Bereich der Blut-Hoden-Schranke sind Tight und Gap Junctions sowie Connexin 43 Teil
des basalen tubulobulbdren Komplexes (Du et al., 2013). Im Stadium VII der Spermatogenese
der Ratte werden sie weniger stark exprimiert. Es wird vermutet, dass die Anzahl der
Zellkontakte reduziert wird, kurz bevor Spermatozyten im Stadium VIII-IX der
Spermatogenese ihre Position verdndern (Du et al., 2013; Russell, 1979). Ob ACh einen
Einfluss auf Gap Junctions und somit die Passage der Prileptotin-Spermatozyten durch die

Blut-Hoden-Schranke hat, bleibt zu kliren.

4.2.4 Spermienmotilitit

Ergebnisse von Untersuchungen an zilientragenden Zellen des Bronchialsystems kénnen
Hinweise auf den Einfluss von ACh auf die Beweglichkeit u.a. auch von Spermien geben.
Aus menschlichen Bronchien isolierte zilientragende Zellen exprimieren ChAT und
synthetisieren ACh, weshalb nahe liegt, dass die ziliare Aktivitit iiber ACh reguliert wird

(Klapproth et al., 1997; Reinheimer et al., 1998a). An Biopsien von menschlichem Tracheal-
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und Bronchialepithel konnte der stimulierende und hemmende Effekt muskarinischer
Agonisten (Methacholin) und Antagonisten (Atropin) auf die ziliare Aktivitit gezeigt
werden (Wong et al., 1988a+b). Auch Kordik et al. konnten bereits 1952 nachweisen, dass
niedrige Konzentrationen von Acetylcholin bzw. des Cholinesteraseinhibitors Physostigmin
die Beweglichkeit von Zilien erhéhten und hohe Konzentrationen diese verminderten.
Entweder fiihrt die gepulste Anderung des Acetylcholingehalts in der Zelle durch intra-
und/oder transzellulire Translokation von ACh, mdglicherweise durch die Cholinesterase
ausgelost, zu einem schlagartigen Permeabilitdtsunterschied (durch erhohten Natrium-
und/oder Calciumeinstrom) und steuert somit die Beweglichkeit oder ACh aktiviert direkt
die kontraktilen Mikrotubuli (Wessler et al., 1998). Sicher ist, dass sowohl die Aktivitit der
Proteinkinase A, die Aktivitit von cAMP und cGMP als auch der Anstieg intrazelluldren
Calciums eine Rolle fiir die ziliare Aktivitit spielen (Wanner et al., 1996).

Da Acetylcholin sowohl in zilientragenden Protozoen als auch in Spermien von Sdugern
nachgewiesen wurde, konnte seine Aufgabe darin bestehen, die Bewegung dieser auszuldsen
und aufrechtzuerhalten (Wessler et al., 1998). Die Tatsache, dass sowohl ChAT als auch
AChE in hohen Konzentrationen in den Spermienschwinzen zu finden sind, verstirkt diese
Vermutung. Bei genaueren Untersuchungen der einzelnen Spermienabschnitte (Kopf,
Mittelstiick, Schwanz) in Bullen zeigte sich, dass, obwohl alle Fraktionen signifikante
Mengen sowohl an ChAT als auch an AChE enthielten, die in den Spermienschwinzen
fiinfmal hoher war als in Kopf und Mittelstiick. Des Weiteren wurde die Beweglichkeit von
Spermien durch Inhibitoren der ChAT wie z.B. 2-Benzoylethyltrimethylammonium um 80%
nach 5 min und um 95% nach einer Stunde vermindert, was ebenfalls fiir eine Beteiligung
des cholinergen Systems an der Spermienmotilitit spricht (Sastry & Sadavongvivad, 1979).
Sanyal & Khanna (1971) machten bei menschlichen Spermien die Beobachtung, dass ACh
auf verschiedene Typen von Spermatozoen, die einen mit rundem, die anderen mit ovalem
Kopf, unterschiedliche Wirkung hat. So dndert sich zwar nichts an der Gesamtmotilitit, d.h.
gleich viele Zellen passieren das mikroskopische Feld in einer Zeiteinheit, jedoch erhéht sich
die Anzahl der oval geformten Spermien, wihrend die der runden abnimmt. Mit

zunehmender Konzentration von ACh nimmt auch die Beweglichkeit der ovalen Zellen zu.
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Nanomolare und niedrige mikromolare Konzentrationen von ACh, aber auch Nikotin,
stimulieren in vitro in verschiedenen Spezies die Spermienbeweglichkeit durch Erhéhung
der Schwimmgeschwindigkeit, der Schlagfrequenz des Flagellums, durch Anderungen im
Schwimmverhalten und der Chemotaxis (Nelson, 1972; McGrady & Nelson, 1976; Dwivedi &
Long, 1989; Sliwa, 1995). Bei ausreichend hohem Spiegel inhibieren Antagonisten wie o-
Bungarotoxin die Spermienbeweglichkeit und die Wirkung von ACh oder Nikotin (Nelson,
1976; Placzek et al., 1988). Ca?" ist der wichtigste Faktor fiir den Beginn und die
Aufrechterhaltung der Beweglichkeit und entscheidend fiir die Hyperaktivierung von
Spermien (Suarez & Ho, 2003). In mikromolaren Mengen fordert ACh iiber die nAChRa7-
Untereinheit den Einstrom von Ca” in das Mittelstiick und den Kopf von menschlichen
Spermien (Bray et al., 2005, nicht publizierte Daten).

Denkbar wire allerdings auch, dass das non-neuronale cholinerge System des Ovars einen
Einfluss auf die Funktion und Beweglichkeit der in die Zona pellucida eindringenden

Spermien hat.

42,5 Akrosomenreaktion

In dieser Arbeit gelang der Nachweis der nAChRa7-Untereinheit mittels RT-PCR-Analyse,
bis auf fiir runde Spermatiden und Residualkorper, in allen anderen isolierten Zellen des
Hodens. Die stirkste Expression war in den Pachytédn-Spermatozyten zu verzeichnen. Auch
Meizel (2004) beschreibt das Vorkommen nikotinischer Acetylcholinrezeptoren in Spermien
von Sdugetieren, welche die Funktionen dieser beeinflussen. Western Blot Ergebnisse zeigen
das Vorhandensein der nAChRa7-Untereinheit in menschlichen Spermien (Son & Meizel,
2003). Die Bindung der Antagonisten o-Bungarotoxin, o-Conotoxin IMI und
Methyllycaconitin an nAChR fithrt zur Blockade des Einsetzens der Akrosomenreaktion in
menschlichen (im Ejakulat) und Médusespermien (im Nebenhoden). Da nAChRa7 als einzige
Rezeptoruntereinheit alle drei Antagonisten bindet, ist anzunehmen, dass die Hemmung der
Akrosomenreaktion iiber diese vermittelt wird (Bray et al., 2002b; Son & Meizel, 2003). Die
nAChRa7-Untereinheit ist vermutlich zusammen mit dem Glycinrezeptor, welcher

immunfluoreszenzmikroskopisch in Spermien von Schweinen und Méiusen nachgewiesen
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wurde (Melendrez & Meizel, 1996; Sato et al., 2000a), auch fiir die Depolarisierung, die
entscheidend fiir die Akrosomenreaktion ist, verantwortlich (Meizel, 2004). Wenn einer der
beiden Rezeptoren inhibiert wird, bleibt die Akrosomenreaktion aus (Sato et al., 2000b; Bray
et al.,, 2002a, b; Son & Meizel, 2003). Eine Erhoéhung des intrazelluliren Calciumspiegels,
entweder durch die Freisetzung aus intrazelluliren Speichern oder durch die mittels
Depolarisation gesteuerte Offnung spannungsabhingiger Calciumkanile, ist notwendig fiir
die Akrosomenreaktion (Jungnickel et al, 2001; O'Toole et al, 2000). Die
Membrandepolarisation in menschlichen Spermien erfolgt mithilfe eines Natrium- und/oder
Calciumeinstroms via des nAChRa7 (Bray et al., 2002b). nAChRa7-Homomere besitzen eine
hohere Permeabilitit fiir Ca?', was fiir die Akrosomenreaktion bedeutend ist (Meizel, 2004).
Die Akrosomenreaktion konnte in menschlichen Spermien (Ejakulat) sowohl durch ACh als
auch Nikotin, in Méusespermien (Nebenhoden) nur durch ACh in vitro ausgelost werden
(Bray et al., 2002b; Son & Meizel, 2003).

Die nAChRa7-Untereinheit, welche auf Spermien von Miusen exprimiert wird, ist vor allem
im Mittelstiick, aber auch entlang des kompletten Flagellums lokalisiert. Spermien von
Midusen ohne nAChRa7 zeigen Storungen in der Motilitdt, eine herabgesetzte
Hyperaktivierung (Bray et al., 2005) und keine Akrosomenreaktion, weder durch ACh noch
durch die Zona pellucida ausgelost (Meizel & Son, 2005).

Der bereits beschriebene Mechanismus des iiber die nAChRa7-Untereinheit geforderten
Ca?-FEinstroms in das Mittelstiick und den Kopf von menschlichen Spermien (siehe 4.2.4)
konnte fiir Pachytin-Spermatozyten, welche die nAChRa7-Untereinheit und weitere
Komponenten des cholinergen Systems wie ChAT, ChT1, VAChT, OCT2 exprimieren,
wichtig sein. Warum allerdings in Pachytdn-Spermatozyten und Spermien nAChRa7
nachgewiesen werden konnte, in runden Spermatiden und Residualkérpern jedoch nicht,
bleibt unklar. Dadurch, dass sie in Spermien wu.a. fiir die Motilitit und die
Akrosomenreaktion verantwortlich ist, wundert es nicht, dass diese Rezeptoruntereinheit
von runden Spermatiden nicht exprimiert wird. Die Klirung der Funktion in Pachytin-

Spermatozyten erfordert jedoch noch weitere Untersuchungen.
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4.3 Spezifische Rollen einzelner molekularer Komponenten des non-
neuronalen cholinergen Systems in den ménnlichen Geschlechtsorganen

Wir wiesen mittels PCR eine signifikante Expression der mRNA von ChAT, ChT1, VAChT
und OCT2 im Hodenparenchym nach (Schirmer et al., 2011). Nach dem Entfernen der
Hodenkapsel lag das Expressionsmuster in der Reihenfolge ChAT > ChT1 > OCT2 > VAChT
vor. Die Untersuchung isolierter Populationen testikulirer Zellen ergab eine mifdige bis
hohe Expression von mRNA fiir ChAT, ChTl, VAChT und OCT2 in Pachytin-
Spermatozyten, runden Spermatiden wund abgesehen von VAChT auch in
Residualkorperchen. Im Gegensatz dazu fehlte bzw. war der Nachweis in Sertoli-Zellen,
Peritubuldr-Zellen sowie Spermatogonien sehr gering. ChAT und ChT1 waren in RNA von
isolierten testikuliren Makrophagen vorhanden, ChAT und OCT2 in Leydig-Zellen.
Immunfluoreszenzmikroskopisch zeigten Spermatiden und Spermatogonien eine starke
positive Reaktion fiir ChAT und ChT1, fiir OCT2 hingegen nur Leydig-Zellen (Schirmer et
al., 2011).

4.3.1 Einfluss nikotinischer Rezeptoren auf die Fertilitit

Die von Sylvia Schirmer in unserer Arbeitsgruppe durchgefithrten Experimente zeigten eine
mRNA Expression der nAChR-Untereinheiten im Hodenparenchym in der Reihenfolge o4 >
o7 > a5 > a9 und in der Hodenkapsel mit einer Héufigkeitsverteilung o4 > o7 > o5 > o2. Fiir
die Untereinheiten nAChRa2, a3, a4, a6 und o9 konnte ein signifikanter Unterschied im
Expressionsmuster zwischen Parenchym und Kapsel beobachtet werden. So war die relative
Expression von nAChRa2 und o6 in der Kapsel siginifikant hoher, wohingegen nAChRa3,
o4 und o9 seltener als im Parenchym exprimiert wurden. Das Vorkommen von $1-f3 war in
Kapsel und Parenchym gleich, f4 fand sich nur in der Kapsel (Schirmer et al., 2011).

Die Expression der nAChRa7-Untereinheit fand sich in Spermatogonien, Spermatozyten,
aber auch in den Sertoli-Zellen. Spermatogonien und Spermatozyten exprimierten auch die
nAChRa4-Untereinheit, wahrscheinlich als Teil des heteromeren a4f2 Rezeptors, welcher

einen der hdufigsten nAChR Subtypen in Nervengewebe darstellt (Albuquerque et al., 2009).
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Der ungiinstige Effekt des Rauchens auf die reproduktiven Funktionen wie
Frithgeburtlichkeit und Abort sind hinreichend bekannt. Beim Mann fithrt Nikotin als
Hauptbestandteil des Zigarettenrauchs zu einer Einschrinkung der Spermatogenese und
Steroidhormonbiosynthese. Letzteres vermutlich durch Beeinflussung des StAR-Proteins
(Steroidogenic acute regulatory protein), welches den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt fiir die Steroidhormonbiosynthese darstellt (Gocze & Freeman, 2000; Bose et al.,
2007). Allerdings konnte durch die Identifizierung der a4- und a7-nAChR-Untereinheiten
mRNA in Leydig-Zellen im Rahmen dieser Arbeit ein weiterer Mechanismus zur
Beeinflussung der Androgensynthese gefunden worden sein.

Andere nAChR-Untereinheiten scheinen keinen direkten Einfluss auf die Fertilitit zu
haben, da Mduse mit fehlerhaften Untereinheiten o4, 2 (Marubio et al., 1999), o5 (Wang et
al., 2002) und P4 (Wang et al., 2003a) keine Auffilligkeiten beziiglich Wurfgrofde oder

Fruchtbarkeit zeigten.

4.3.2 Stadienspezifische Expression des hochaffinen Cholintransporters-1

Beim immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweis des hochaffinen Cholintransporters-1 im
unbehandelten Hoden fiel auf, dass Praleptotdnspermatozyten in Tubuli der Stadien VIII und
hoher eine positive Reaktion zeigten. In Tubuli der Stadien I-VI waren keine Zellen positiv.
Nach der letzten Mitose der Typ B-Spermatogonien im Stadium VI entstehen
Prileptotinspermatozyten. Diese vervielfiltigen ihre DNA vom Ende des Stadiums VII bis
zum Stadium VIII und leiten so die Meiose ein. Im mittleren Pachytin (Stadium VI-VIII)
zeigen die meiotischen Chromosomen eine diffuse Struktur, was eine signifikante Erh6hung
der Transkriptionsrate widerspiegelt. Wahrend der spdten Schritte der Reifung bilden die
Spermatiden eine durchgehende Schicht entlang des Lumens des Tubulus, sichtbar in den
Stadien VII und VIII. Die Spermiation beginnt im Stadium VIII. Dabei spaltet sich das
Zytoplasma vom Spermatid ab und bildet einen Residualkorper, welcher anschlieffend von
den Sertoli-Zellen phagozytiert wird (Parvinen, 1982). Die Expression von ChT1 vor allem
im Stadium VIII gibt einen Hinweis auf den moéglichen Einfluss von ACh auf Meiose,

Spermatogenese und Spermiation.
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In den Stadien XIII-V sind die Bindung von FSH und die Aktivierung der FSH-abhéngigen
Adenylatcyclase in den Sertoli-Zellen am stdrksten, die Stadien VII und VIII scheinen
dagegen nahezu unempfindlich gegeniiber FSH zu sein. Stattdessen liegen hier die maximale
Konzentration an endogenem Testosteron und die maximale Sekretionsrate des Androgen-
bindenden Proteins (ABP) vor. In diesen Stadien wird auch am stirksten die Meiose-
induzierende Substanz (MIS) sezerniert (Parvinen, 1982).

Interessanterweise kommt es nach Hypophysektomie nicht zu einer gleichmifiigen
Degeneration aller Keimzellarten, sondern es sind nur einzelne Schritte der Spermatogenese
betroffen. Pachytanspermatozyten und Schritt 7 und 19 Spermatiden in den Stadien VII und
VIII degenerieren, was jedoch durch die Gabe von LH verhindert werden kann (Parvinen,
1982). Es ist daher denkbar, dass ChT1 unter dem Einfluss von Androgenen steht.

Wihrend der Stadien VII und VIII unterliegen die Keimzellen einer Vielzahl an
tiefgreifenden metabolischen Verinderungen sowie Anderungen in den interzelluliren
Verbindungen (Parvinen, 1982). Spermatogonien, welche auflerhalb der Blut-Hoden-
Schranke lokalisiert sind, miissen sich zu Prileptotin-/Leptotinspermatozyten
differenzieren, welche dann vom basalen zum luminalen Kompartiment des Tubulusepithels,
die Blut-Hoden-Schranke passierend, im spiten Stadium VIII bzw. frithen Stadium IX
migrieren (Russell, 1977; Yan et al., 2008). Mithilfe des nur in Stadium VII und VIII
sezernierten Plasminogenaktivators koénnen sie die Tight Junctions zwischen den Sertoli-
Zellen nach temporirer Offnung passieren. Dieser Plasminogenaktivator scheint auch fiir die
Abgabe der reifen Spermatiden aus dem Tubulusepithel ins Lumen im Stadium VIII eine

entscheidende Rolle zu spielen (Parvinen, 1982).

4.3.3 Geschlechtsspezifitit der organischen Kationentransporter

OCT1 der Ratte wird in Leber und Niere exprimiert (Griindemann et al., 1994), OCT2
hingegen nur in der Niere (Okuda et al., 1996). OCT3 ist vor allem in der Plazenta
nachweisbar, aber auch in Darm, Herz, Gehirn und Lunge und nur in sehr geringen Mengen
in der Niere (Kekuda et al., 1998).

Bei Untersuchungen an der Niere zur Aufnahme von organischen Kationen konnte gezeigt

werden, dass Nieren von minnlichen Ratten Tetraethylammonium stirker aufnahmen als
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die von weiblichen (Bowman & Hook, 1972), was auf einen geschlechtsspezifischen
Unterschied hindeutet. Urakami et al. (1999) fanden heraus, dass OCT2, nicht jedoch OCT1
bzw. OCT3, in Nieren von minnlichen Ratten wesentlich hoher exprimiert wird als in
weiblichen und vermutlich fiir die Geschlechtsspezifitit verantwortlich ist. Die Behandlung
von minnlichen und weiblichen Ratten mit Testosteron fiihrte auflerdem zu einer
signifikanten Erhohung der Expression von rOCT2 mRNA und Protein in der Niere,
Ostradiol hingegen zu einer mifligen Abnahme der Expression bei minnlichen Tieren,
jedoch nicht bei weiblichen. Fiir rOCT1 konnte dieser Einfluss nicht nachgewiesen werden
(Urakami et al., 2000).

Diese Ergebnisse weisen auf die wichtige Rolle hin, die Testosteron bei der Regulation der
Transkription von OCT?2 spielt. Androgene, wie Testosteron, sind die wichtigsten Hormone
fiir die Ausprigung des miannlichen Phinotyps (Lee & Chang, 2003). Uber einen spezifischen
intrazelluliren Androgenrezeptor und die Androgen responsiven Elemente ARE-1 und 3
wird die Promotoraktivitit von OCT2 stimuliert. Weder die Promotorregion von rOCT1
noch von rOCT3 besitzen ARE-homologe Sequenzen, was die fehlende Wirkung von
Testosteron erklirt (Asaka et al., 2006). Die rOCT2 mRNA Expression in anderen Organen
wie Leber oder Kleinhirn weist keinen geschlechtsbezogenen Unterschied auf (Slitt et al.,
2002).

Die stirkere Expression von OCT2 in Nieren ménnlicher Ratten sowie der starke Einfluss
von Testosteron auf die Expression passen zu den Untersuchungsergebnissen dieser Arbeit.
OCT2 konnte hier im Rattenhoden u.a. in den Leydig-Zellen, Hauptproduktionsstitte von
Testosteron, nachgewiesen werden. Besonders deutlich war der Nachweis in den Leydig-
Zellen immunfluoreszenzmikroskopisch.

Die ebenfalls zur SLCZ2 (solute carrier) Familie gehérenden OCTN1-3, welche das
Zwitterion Carnitin transportieren, konnten mithilfe von Western Blot Analyse auch im
Hoden nachgewiesen werden. Dabei stellt Carnitin eine wichtige Energiequelle fiir Reifung,
Beweglichkeit und Fertilitdit der Spermien dar (Xuan et al., 2003). Eine dhnliche Rolle

konnte auch ACh spielen, welches von den OCTs transportiert wird. Im Rahmen dieser
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Arbeit konnte beobachtet werden, dass OCT2 vor allem in den spéiten Keimzellstadien wie
Pachytdn-Spermatozyten und runden Spermatiden vorhanden ist.

Wessler & Kirkpatrick (2008) konnten nachweisen, dass Inhibitoren der organischen
Kationentransporter die Freisetzung von ACh deutlich herabsetzten. Experimente an
transfizierten Oozyten zeigten einen ACh-Transport {iber OCT1 und OCT2, nicht jedoch
iiber OCT3 (Lips et al., 2005), was im Widerspruch zu Beobachtungen an der Plazenta steht.
Dort ist OCT3 an der Freisetzung von ACh beteiligt (Wessler et al., 2001b). Scheinbar gibt es
bei den einzelnen Subtypen gewebe- und zellspezifische Unterschiede. Durch die weite
Verbreitung organischer Kationentransporter sind sie geeignet die Freisetzung von non-

neuronalem ACh zu vermitteln (Wessler & Kirkpatrick, 2008).

4.4 Expression von Acetylcholin im Rahmen der experimentell ausgel6sten
Autoimmunorchitis - Problematik der Standardabweichung und Signifikanz
Ziel dieser Arbeit war, neben dem Nachweis der molekularen Komponenten des cholinergen
Systems im unbehandelten Hoden der Ratte, Unterschiede in der Lokalisation und
Expression im entziindeten Hoden zu untersuchen und aufzuzeigen. Von anderen
entzlindlichen Erkrankungen wie z.B. der atopischen Dermatitis ist bekannt, dass es in deren
Rahmen zu einer erhohten Ausschiittung von Acetylcholin kommt, welches fiir die
Kardinalsymptome der Erkrankung verantwortlich ist.
Im unbehandelten Hoden der Ratte fand sich fiir das synthetisierende Enzym ChAT, den
hochaffinen Cholintransporter ChT1, den organischen Kationentransporter OCT2 und die
nAChR-Untereinheiten a4 und o7 eine deutliche Expression. Der Nachweis der ChAT,
ChT1, VAChT und OCT2 mRNA Expression mittels RT-PCR-Analyse zeigte, wenn auch in
unterschiedlichem Ausmaf?, in Rattenhoden sowohl 50 als auch 80 Tage nach dem Ausldsen
einer Autoimmunorchitis eine Abnahme der Expression. Letztendlich ist dies aber nicht
durch eine verminderte Expression im eigentlichen Sinn bedingt, sondern durch das Fehlen
der die molekularen Komponenten exprimierenden Keimzellen. Aufgrund der
Autoimmunorchitis kommt es zu einer Stérung der Spermatogenese und einem daraus

resultierenden Mangel an Keimzellen.
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Quantitativ konnten keine Signifikanzen in der Abnahme der Expression zwischen
unbehandelten und entziindeten Hoden nachgewiesen werden. Dies lisst sich auf die starken
interindividuellen Unterschiede, erkennbar an den ausgeprigten Standardabweichungen,
zuriickfithren. Auch wenn bei der Auswahl der Hoden darauf geachtet wurde, dass es sich
um Tiere mit einer klinisch sichtbaren Autoimmunorchitis (u.a. mit deutlich reduziertem
Hodenvolumen) handelte, scheinen nicht alle das gleiche Ausmaff einer
Entziindungsreaktion mit dem damit verbundenen Verlust an Keimzellen aufzuweisen.
Zudem konnten ChAT wund ChTl, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
immunfluoreszenzmikroskopisch auch in Gefifien und Lymphfollikeln vor allem in Hoden
mit Autoimmunorchitis nachgewiesen werden. Dies kann ebenfalls den Nachweis der
Komponenten beeinflussen. Mit einer grofieren Zahl an Versuchstieren konnten diese
interindividuellen Unterschiede ausgeglichen werden.

Bei den ohnehin schwach und nur in wenigen Zellen exprimierten Transportern VAChT
(Pachytédnspermatozyten, runde Spermatiden) und OCT3 (Leydig-Zellen, Spermatogonien)
zeigte sich beim qualitativen Nachweis mittels RT-PCR-Analyse und Immunfluoreszenz eine
weitere Abnahme der Expression. Somit war weder fiir VAChT in Orchitis 50 Tage und 80
Tage nach Behandlung noch fiir OCT3 80 Tage nach Behandlung ein positiver Nachweis

mehr zu verzeichnen.

4.5 Vorkommen und Rolle von Acetylcholin in anderen inflammatorischen
oder autoimmunologisch bedingten Erkrankungen

Als Modell zur Untersuchung des Vorkommens von Acetylcholin und dessen Rolle im
Rahmen von inflammatorischen Erkrankungen dient u.a. die atopische Dermatitis. Dabei
handelt es sich um eine Erkrankung, welche mit generalisiertem Juckreiz, Entziindung mit
zelluldrer Infiltration, Akanthose und Spongiose einhergeht. Vogelsang et al. (1995) und
Heyer et al. (1997) konnten zeigen, dass Acetylcholin bei Patienten mit atopischer
Dermatitis, im Gegensatz zu Gesunden, Juckreiz induziert und sehr wahrscheinlich fiir die
Symptome verantwortlich ist. Menschliche Keratinozyten produzieren non-neuronales
Acetylcholin, welches als lokales Signalmolekiil fungiert (Wessler et al., 1998). Bei

Untersuchungen an Patienten mit atopischer Dermatitis fanden sich in Hautbiopsien, vor
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allem im Bereich der Epidermis und der oberen Dermis, 14-fach erhohte Spiegel an
Acetylcholin im Vergleich zu gesunden Probanden (Wessler et al., 2003b). Der effektive
Einsatz von Medikamenten mit Atropin-dhnlichen Eigenschaften und Wirkung auf
nikotinische Rezeptorkanile in der Therapie des Juckreizes spricht ebenfalls fiir den Einfluss
von Acetylcholin auf die Symptome (Wessler et al., 2003b). Acetylcholin fiithrt zu
Vasodilatation und beeinflusst Zell-Zell-Kontakte (Wessler et al., 1998, 1999), so dass
erhohte Acetylcholinspiegel zu einer gestorten Barrierefunktion und erhéhtem Blutfluss und
somit zu Entziindung und Spongiose bei atopischer Dermatitis fiihren konnen (Wessler et al.,
2003Db).

Radosa et al. (2011) fanden im Rahmen von Untersuchungen an Patienten mit Psoriasis
guttata heraus, dass auch hier das cholinerge System beteiligt ist. In den betroffenen
Hautarealen befinden sich Rezeptoren und ACh nicht wie in gesunder Haut in den basalen
Schichten, sondern oberhalb davon. Es konnte gezeigt werden, dass sich sowohl nikotinische
(a3, a5, a7, a9, al0, B1, p4) als auch muskarinische (M1, Mss) AChR-Untereinheiten sowie
AChE auf Mastzellen befinden. Uberraschenderweise gelang der Nachweis der fiir die ACh-
Synthese und —Speicherung notwendigen Elemente (ChAT, ChT1, VAChT) in Mastzellen
nicht. Da ACh, Cholin und Nikotin zu einer Degranulation der Mastzellen fiithren, ist
anzunehmen, dass Mastzellen lediglich Ziel parakriner und endokriner cholinerger
Stimulation durch ACh sind. Vermutlich wird die Degranulation iiber die Ca*-permeablen
AChR-Untereinheiten a7 und a9/a10 vermittelt (Radosa et al., 2011).

Des Weiteren wurde beobachtet, dass ein non-neuronales cholinerges System bei
Tendopathie der Patellar- (Danielson et al., 2006, 2007a) und Achillessehne (Bjur et al., 2008)
sowie im Rahmen von chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden und
Osteoarthritis (Grimsholm et al., 2008), aber auch der Colitis ulcerosa (Jonsson et al., 2007)
existiert. Sowohl mithilfe der Immunhistochemie als auch der In-situ Hybridisierung konnte
in Sehnen bzw. den Tenozyten, aber auch in Zellen der Dickdarmmukosa sowie in
Fibroblasten- und Mononukledr-dhnlichen Zellen und Blutgefifen ein non-neuronales
cholinerges System nachgewiesen werden. Auffillig ist dabei, dass der Nachweis der fiir den

ACh-Metabolismus wichtigen Enzyme und den mAChR M: besonders stark in pathologisch
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verdndertem Gewebe ist (Forsgren et al., 2009). Entziindlich bedingte proliferierende
Prozesse und Gewebeumbau scheinen durch auto-/parakrine Effekte von ACh an
muskarinischen Rezeptoren bedingt zu sein, ein anti-inflammatorischer Aspekt wird
allerdings ebenfalls diskutiert (Forsgren et al., 2009). Durch die erhohte Zahl an Tenozyten
werden wiederum vermehrt ACh und andere Signalmolekiile produziert (Danielson et al.,
2007b,c; Scott et al., 2008). Dadurch, dass bei Geweben wie Sehnen nur eine sparliche, bei
Synovia sogar tiberhaupt keine cholinerge Innervation besteht, ist es wahrscheinlich, dass
hier das lokal produzierte ACh direkt auf muskarinische Rezeptoren auf Tenozyten wirkt
(Forsgren et al., 2009).

Das fiir den ACh-Metabolismus wichtige Enzym, ChAT, sowie der hochaffine
Cholintransporter, ChT1, fanden sich auch im entziindlich verinderten Hodengewebe bei
der experimentell ausgeldsten Autoimmunorchitis. Immunfluoreszenzmikroskopisch zeigten
vor allem Zellen in Granulomen eine starke Reaktion. Auch in Blutgefifien — entziindlich
verdndertes Gewebe ist meist noch stdrker vaskularisiert - konnte ChAT nachgewiesen
werden.

Borovikova et al. (2000) priagten den Begriff des 'cholinergen anti-inflammatorischen
Weges'. ACh, welches aus cholinergen Nerven als Antwort auf elektrische Stimulation des
N. vagus freigesetzt wurde, hat demnach einen immunmodulierenden Effekt durch
Inhibierung und damit Abschwichung der Wirkung von TNFa und anderer pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1f, IL-6, IL-18. Das anti-inflammatorische Zytokin IL-10
bleibt unbeeinflusst. Moglicherweise stimuliert neuronal freigesetztes ACh wiederum die
Freisetzung von non-neuronalem ACh (Wessler & Kirkpatrick, 2008). Nach Kawashima und
Fujii (2003) treten jedoch iiber das non-neuronale cholinerge System ablaufende Prozesse
unabhingig vom neuronalen System auf. Es ist wahrscheinlich, dass non-neuronales ACh die
Immunantwort unabhéngig von neuronaler Innervation beeinflusst, wie Neumann et al.
(2007) mit Untersuchungen an peripheren Leukozyten zeigten.

Lymphozyten besitzen alle notwendigen Komponenten fiir ein unabhingiges,
extraneuronales cholinerges System. Muskarinische und nikotinische ACh Rezeptoren

wurden bereits auf Lymphozyten aus Thymus, Lymphknoten, Milz und peripherem Blut

102



4, Diskussion

nachgewiesen (Kawashima & Fujii, 2000). Sato et al. (1999) konnten mithilfe von RT-PCR in
menschlichen Leukédmie-Zelllinien und mononukledren Leukozyten zeigen, dass einige
Lymphozyten sogar die Eigenschaft besitzen gleichzeitig muskarinische und nikotinische
Rezeptoren zu exprimieren. Dadurch, dass die Rezeptorsubtypen Mi, M2 und Ms zwischen
Individuen und Zelllinien in ihrer Expression variieren, konnte es sein, dass diese genetisch
determiniert ist und/oder durch Umwelteinfliisse wie Infektionen und physiologischen
Stress reguliert wird (Kawashima & Fujii, 2000). In menschlichen Thymozyten konnten die
nikotinischen Rezeptorsubtypen o3, o5 und B4 (Mihovilovic & Roses, 1991, 1993) sowie ol
(Wakkach et al., 1996), in zirkulierenden menschlichen Lymphozyten a3 und o4 (Hiemke et
al.,, 1996) nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fanden sich in menschlichen
mononukledren Leukozyten weder a3- und a4- noch 3- und p4-Subtypen. a2, o5 und o7
wurden exprimiert. Auch hier scheint es wie bei den muskarinischen Rezeptorsubtypen
individuelle und speziesspezifische Unterschiede zu geben. Das hydrolysierende Enzym
AChE ist ebenfalls in Lymphozyten vorhanden und seine Aktivitit kann durch die
Stimulation mit Phytohemagglutinin (PHA) erhoht werden (Paldi-Haris et al.,, 1990;
Szelenyi et al., 1982, 1987), wie auch bei ChAT (Kawashima et al, 1997). Die
immunologische Aktivierung von T-Lymphozyten scheint die cholinergen Komponenten zu
verstdrken.

ACh, welches von T-Lymphozyten synthetisiert und freigesetzt wird, fungiert als auto-
und/oder parakriner immunmodulierender Faktor. ACh ist ubiquitir im Blut von
Sdugetieren vorhanden (Kawashima & Fujii, 2000). Der Nachweis von ChAT im buffy coat
von Kaninchen ldsst vermuten, dass ACh von Lymphozyten synthetisiert wird (Kajiyama et
al., 1991) und das ChAT dabei auch vorrangig das synthetisierende Enzym ist. Fujii et al.
(1995) wiesen sowohl ChAT mRNA als auch Protein in menschlichen Leukdmie-T-Zelllinien
nach. Calcineurin scheint dabei eine Rolle in der Regulierung der ChAT mRNA
Transkription in mononukledren Leukozyten zu spielen. Die Tatsache, dass VAChT nicht in
PHA-stimulierten mononukledren Leukozyten exprimiert wird, ldsst vermuten, dass ACh in

Lymphozyten nicht in Vesikeln gespeichert wird (Fujii et al., 1998).
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Testikuldre Makrophagen besitzen mit dem synthetisierenden Enzym ChAT und dem
hochaffinen Cholintransporter ChT1 zumindest einen Teil der Komponenten zur ACh-
Synthese, Komponenten zur Speicherung und zum Transport wie VAChT oder OCT fehlen
jedoch, dhnlich wie in Lymphozyten (Schirmer et al., 2011). Beziiglich der relativen mRNA
Expression von nAChR-Untereinheiten weisen sie eine hohe Variabilitdt auf, hauptsachlich
wurde mRNA von o2, o4, o5, ab, o7, a9, «l0 sowie P3 exprimiert (Schirmer,
Inauguraldissertation 2011). Interessanterweise fanden sich sowohl die Untereinheit
nAChRo4 als auch o7, obwohl bisher die meisten Studien in Subpopulationen von
Makrophagen nur das Vorliegen von nAChRa4 und das Fehlen von nAChRa7 beschreiben
(Mikulski et al., 2010; Matsunaga et al., 2001; Galvis et al., 2006). Wang et al. (2003b)
hingegen zeigten ebenfalls die mRNA Expression von nAChRa7 in von menschlichen
Monozyten abgeleiteten Makrophagen und des weiteren die dariiber inhibierte Freisetzung
von TNFa.

Auch in der Expression von mRNA der MR-Untereinheiten zeigten testikulire Makrophagen
Variationen. Aufler der MiR-Untereinheit wurde keine der M:R-MsR konsequent
exprimiert. Diese Beobachtungen bestdtigen die von Kawashima & Fujii (2000) postulierte
Hypothese der individuellen und speziesspezifischen Unterschiede, welche genetisch
determiniert sein und/oder durch Umwelteinfliisse wie Infektionen und physiologischen
Stress reguliert werden konnten.

Alle Komponenten des cholinergen Systems sind in den non-neuronalen Zellen des Hodens
vorhanden. Inwiefern diese alle auch funktionsfihig sind, miissen weiterfithrende
Experimente kliren. Bisherige Beobachtungen aus anderen Organen/Organsystemen lassen
vermuten, dass ACh Auswirkungen auf Zellproliferation, -differenzierung, Stoffwechsel und
Motilitét in testikuldren Zellen hat. Die unmittelbare Ndahe von Synthese- und Wirkort von
ACh im Hoden begiinstigt eine auto- oder parakrine Form der Regulation testikuldrer
Funktionen. Die Ergebnisse der durchgefiithrten Experimente sind ein eindeutiger Hinweis
auf ein funktionsfihiges non-neuronales cholinerges System im Hoden und dessen

moglichen Einfluss auf pathophysiologische Verinderungen (Schirmer et al., 2011).
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5. Zusammenfassung

Acetylcholin ist seit langem als klassischer Neurotransmitter bekannt. Neben seiner Rolle im
zentralen und peripheren Nervensystem wird ACh aber auch von einer Vielzahl non-
neuronaler Zellen synthetisiert und freigesetzt. Deshalb wird vermutet, dass es eine auto-/
parakrine Funktion in non-neuronalem Gewebe iibernimmt. Der Nachweis von ACh im
Hodenparenchym der Ratte (3.61 + 1.32 pmol/mg Protein in immaturen Ratten, 3068.3 +
764.94 pmol/mg Protein in adulten Ratten) in Kombination mit einer fehlenden Innervation
deutet auf einen non-neuronalen Ursprung hin. Diese Tatsache sowie die erniedrigte
Konzentration von ACh in experimenteller Autoimmunorchitis (EAO) gaben Anlass die
Expression der ACh synthetisierenden und freisetzenden Enzyme und Transporter in
isolierten  testikuldren Zellen sowie EAO-Proben mithilfe von RT-PCR und
Immunfluoreszenz zu untersuchen. Sowohl die Cholinacetyltransferase (ChAT) als auch der
hochaffine Cholintransporter (ChT1) wurden besonders in Pachytéin-Spermatozyten, runden
Spermatiden und Residualkérperchen exprimiert. Interessanterweise konnte ChAT weder in
frithen Keimzellstadien noch Spermatogonien und nur sehr schwach in interstitiellen Zellen
nachgewiesen werden. ChT1 zeigte eine geringe Expression in Leydig-, Peritubuldr-, Sertoli-
Zellen und Spermatogonien, wohingegen Blutgefifse fiir ChAT
immunfluoreszenzmikroskopisch stark angefirbt waren. Der vesikulire Acetylcholin-
Transporter (VAChT) wurde ausschliefilich in isolierten Pachytdn-Spermatozyten und
runden Spermatiden gefunden. Immunfluoreszenzmikroskopisch zeigten nur Leydig-Zellen
eine starke Anfirbung fiir die organischen Kationentransporter 2 und 3 (OCT), wihrend die
mRNA  Expression in  Pachytdn-Spermatozyten, runden  Spermatiden und
Residualkorperchen (OCT2) sowie Spermatogonien (OCT3) vorhanden war. Die nikotinische
Acetylcholinrezeptoruntereinheit o7 konnte nicht in runden Spermatiden wund
Residualkérperchen nachgewiesen werden. nAChR7 wird méfig in Leydig-, Peritubulér-,
Sertoli-Zellen, Spermatogonien und stirker in Pachytdn-Spermatozyten exprimiert. Im
Gegensatz zu Untersuchungsergebnissen in anderen chronisch entziindlichen Erkrankungen
wie atopischer Dermatitis oder Psoriasis, konnte im Hoden von EAO Ratten eine Abnahme

der Expression von ChAT, ChT1, VAChT und OCT2 beobachtet werden.
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6. Summary

Acetylcholine has long been known as a classical neurotransmitter. Besides its role in the
central and peripheral nervous system ACh is also synthesized and released by a large
number of non-neuronal cells suggesting an autocrine/paracrine role in non-neuronal tissues.
The presence of ACh in rat testicular parenchyma (3.61 + 1.32 pmol/mg protein in immature
rats, 3068.3 + 764.94 pmol/mg protein in adult rats) with a concomitant lack of innervation
indicates a non-neuronal origin. This together with a reduced concentration of ACh in
experimental autoimmune orchitis (EAO) prompted us to investigate the expression profile
of the ACh synthesizing and release machinery in isolated testicular cells and EAO samples
using RT-PCR and immunofluorescence. Choline acetyltransferase (ChAT) and choline
transporter (ChT1) showed high expression levels in pachytene spermatocytes, round
spermatids and residual bodies. Interestingly, there was no evidence of ChAT in early germ
cell stages, spermatogonia, and only faint expression of ChAT mRNA in interstitial cells. For
ChT1, a constant low expression level was detected in Leydig cells, peritubular cells, Sertoli
cells and spermatogonia, whereas blood vessels stained strongly positive for ChAT. The
vesicular acetylcholine transporter (VAChT) was found exclusively in isolated pachytene
spermatocytes and round spermatids. Immunofluorescence localization of organic cation
transporter 2 and 3 (OCT) showed strong staining only in Leydig cells, whereas the mRNA
expression levels were more pronounced in pachytene spermatocytes, round spermatids and
residual bodies (OCT2) as well as in spermatogonia (OCT3). Alpha7, a nicotinic acetylcholine
receptor (nAChR) subunit, was not detectable in round spermatids and residual bodies.
Expression was moderate in Leydig cells, peritubular cells, Sertoli cells, spermatogonia and
increased in pachytene spermatocytes. In contrast to findings in other chronic inflammatory
diseases such as atopic dermatitis or psoriasis, a decrease of the expression of ChAT, ChT1,

VAChAT and OCT?2 was observed in total testis extracts of EAO rats.
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