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2. Zusammenfassung

Vor etwa 40 Jahren wurden Oxytocin (OT) und das sex hormone-binding globulin
(SHBG) erstmals charakterisiert, spater auch das androgen-binding protein (ABP) als
Isoform von SHBG. Wegen ihrer grol3en Bedeutung im gesamten Organismus sind
beide Verbindungen ein aktueller Forschungsschwerpunkt. Diese Arbeit beschaftigt
sich mit deren Kolokalisation im mannlichen Reproduktionstrakt der Ratte.

Es ist bekannt, dass SHBG nicht nur die Halbwertszeit von Sexualhormonen
verlangert, sondern hochstwahrscheinlich auch als SHBG-Hormon-Komplex uber
einen membranstandigen Rezeptor eine second messenger Kaskade auslost, zum
Beispiel zur Regulation der Synthese von intrazellularen Steroidhormonrezeptoren.
OT hat neben dem Einfluss auf die Kontraktion der glatten Muskulatur auch Einfluss
auf die 5a-Reduktase-Aktivitat, die Testosteron seine aktivere Form DHT umwandelt.
OT- und OT-Rezeptor-Synthese werden durch Steroide reguliert. Es wird eine
Beziehung zwischen dem SHBG- und dem OT-Rezeptor vermutet und in diesem

Zusammenhang ein Modell beschrieben.

Verschiedene Quellen zeigten uns die Beziehungen zwischen OT und
Dihydrotestosteron (DHT) bzw. zwischen ABP und DHT in der Prostata. Deshalb
versuchten wir, diesen Zusammenhang zwischen ABP und OT erstmals mit Hilfe
einer Kolokalisation mit den Fluoreszenzfarbstoffen CY2 und CY3 lichtmikroskopisch
darzustellen. Fur die Kontrolle der aABP und die qualitative Analyse des Proteins
fuhrten wir den Westernblot und die SELDI-TOF MS durch. Die in situ Hybridisierung

sollte die lokale Expression von ABP demonstrieren.

Mit Hilfe der SELDI-TOF MS fanden wir ABP in allen Lappen der Prostata, im Testis,
im Prostatasekret und im Ductus deferens. Immunzytochemisch konnten wir ABP
und erstmals auch OT in allen Lappen der Prostata, im Prostatasekret und im Ductus
deferens nachweisen. Beim Vergleich der Folgeschnitte stimmten die
Lokalisationsorte der beiden Hormone uberein. Die Ergebnisse der Doppelfarbung
mit den Fluoreszenzfarbstoffen bestatigten ihre Koexistenz. Mit der in situ
Hybridisierung zeigten wir erstmals, dass ABP in den Zellen der Prostata und in den

Leydig-Zwischenzellen des Testis synthetisiert wird.




Zusammenfassung

Mit den morphologischen Ergebnissen dieser Arbeit kann man Rickschlisse auf
physiologische Mechanismen ziehen. ABP im spielt mannlichen Reproduktionstrakt
wahrscheinlich eine zentrale Rolle, weitestgehend unabhangig vom klassischen
Steroidrezeptormodell. Das bestehende Modell eines nukledren Rezeptors flr
Androgene erklart die Wirkmechanismen nur unvollstandig. Auch OT scheint im
mannlichen Reproduktionstrakt eine grof3e Rolle zu spielen. Auf diesem Gebiet
erganzten wir altere morphologische Ergebnisse, so dass inzwischen in allen
Geweben des mannlichen Reproduktionstrakts OT nachgewiesen werden konnte.
Neben dem Einfluss auf die glatte Muskulatur und die 5a-Reduktase-Aktivitat spielt

es eine Rolle im Wachstum der Prostata.

Die Kolokalisation von ABP und OT in den Organen des mannlichen
Reproduktionstrakts stutzt die Hypothese, dass beide interagieren. Eine Interaktion
kann nicht nur in physiologischen, sondern auch in pathophysiologischen Prozessen
eine Rolle spielen, zum Beispiel in der Pathogenese der benign prostatic hyperplasia
(BPH). Fur BPH gibt es verschiedene medikamentdose Therapieansatze, wie
Phytopharmaka, Aromatasehemmstoffe, 5a-Reduktase-Hemmer oder as-Blocker. In
vitro Experimente haben den Einfluss von Phytopharmaka auf SHBG gezeigt und
bestatigen damit die Theorie vom SHBG-Einfluss auf die Pathogenese von BPH. Die
Aufklarung des Wirkmechanismus von ABP und OT kann hilfreich in der Aufklarung

der Pathogenese von BPH sein und neuere und bessere Therapie-ansatze bieten.
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3. Einleitunqg

3.1. Der Reproduktionstrakt der Ratte

Definition

Der mannliche Reproduktionstrakt ist die Gesamtheit aller, der Arterhaltung und dem
Geschlechtsverkehr dienenden mannlichen Geschlechtsorgane. Dort werden
Keimzellen gebildet, aufbewahrt und weitergeleitet (Pschyrembel 2002). Die
mannlichen Geschlechtsorgane werden in aul3ere, im Einzelnen Skrotum und Penis,
und innere eingeteilt. Zu den inneren Geschlechtsorganen gehodren der Testis, der
Epididymis, der Ductus deferens und die Glandulae genitales accessoriae (Vesicula

seminalis, Prostata und Glandula bulbourethalis) (Junqueira und Caneiro 1996).

Makroskopische Anatomie

Abb. 3.1: A- Testis; B- und C-
extratestikularer Teil des Rete
testis; D- Caput epididymidis;
E- Cauda epididymidis; F-
Ductus deferens; G- Glandula
ductus deferentis; H- Vesicula
seminalis; |- Koagulations-
drise; K- Lobus ventralis der
Prostata; L- Lobus dorso-
lateralis der Prostata; M-
-3 Glandula bulbourethralis; N-
Musculus bulbocavernosus; O-
Musculus ischiocavernosus; P-
D Diverticulum urethrale; Q- Crus
penis; R- Corpus penis; S-
Glans penis; T- Glandula
preputialis; 1- lig. Testis
proprium; 2- lig. Caudae
epididymidis; 3- Plexus
pampiniformis; 4- adipdser
Korper des Samenstrangs; 5-
Vesica urinaria; 6- Ureter
(Gezeichnet von B. Ruppel)
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Die oben stehende Abbildung zeigt die makroskopische Anatomie des
Reproduktionstraktes der Ratte. Es gibt einige Unterschiede zu den menschlichen
Geschlechtsorganen, wie der etwas andere Aufbau der Prostata. Trotzdem ist die
Ahnlichkeit sowohl in der makroskopischen als auch in der mikroskopischen
Anatomie bei allen Saugetieren sehr grof3. Deshalb kann man aus Ergebnissen von
Experimenten an Tieren Parallelen zum Menschen ziehen. Fur die Wahl der Ratte
als Versuchsmodell sprachen zwei Grunde. Zum Einen ist die Beschaffung von
Untersuchungsmaterial leicht, zum Anderen kann durch den kinstlich

herbeigeflhrten Tod das Gewebe sofort fixiert werden.

Mikroskopische Anatomie

Der Reproduktionstrakt der Ratte unterscheidet sich histologisch kaum von dem des
Menschen. Ich mdchte im Folgenden auf die Histologie der verschiedenen Gewebe

naher eingehen.

1) Testis:

Der Testis der erwachsenen Ratte ist ca. 20mm lang, hat einen Durchmesser von ca.
14mm und wiegt 2-3,5g (Caster et al. 1956). Am kaudalen Pol des Testis entspringt
das Gubernaculum testis. Es besteht aus zwei Teilen, dem Ligamentum proprium,
welches den Testis mit der Cauda epididymidis verbindet, und dem Ligamentum
caudae epididymidis, welche in den externen Cremaster einstrahlt. Die Tunica
albuginea besteht aus zwei Blattern gleicher Starke. Am kaudalen Pol ist sie 35-
40um dick, an den Seiten 20pum und am kranialen Pol aufgrund grof3er Venen 170um
(Roosen-Runge 1958).

Der Durchmesser der Tubuli seminiferi betragt 250um, die Lange durchschnittlich
32cm. Die Tubuli sind von einer subepithelialen Membran umschlossen, welche den
glatten Muskelzellen ahnelnde Zellen enthalt (Rolshoven 1937; Clermont und
Messier 1959, Lacy und Rotblatt 1960, Leeson und Leeson 1964, Niemi 1965,
Murakami 1966, Kormano 1967).
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2) Epididymis:

Der Epididymis legt sich halbmondférmig an der medialen Seite des Testis an. Dabei

befindet sich der Kopf am kranialen Pol und der Schwanz am kaudalen Pol. Der
Durchmesser hat sein Minimum am Corpus mit 1,5-2mm. Er erweitert sich an der
Cauda bis 5-11mm. Das Gewicht liegt bei 0,76-0,98g, die Lange seines Ductus bei
ca. 4m. Das Epithel enthalt finf verschiedene Arten von Zellen: Haupt-, Basal- und
Apikalzellen, sowie helle und basophile Zellen (Reid und Cleland 1957, Hofer 1972).

3) Ductus deferens:

Der Ductus deferens taucht am medialen Teil des Corpus epididymis auf, zieht am
medialen Rand des Testis nach kranial und erreicht die Cavitas abdominalis entlang
des Ostium vaginale. Der Ductus ist 5-6cm lang bei einem Durchmesser von etwa
2,5mm. Nach Vereinigung der beiden Ductus, durchdringen sie den dorsolateralen

Lappen der Prostata und munden dorsal in die Urethra.

4) Prostata

Die Prostata der Ratte besteht aus drei Lappen, dem ventralen Lappen, dem

dorsolateralen Lappen und der Koagulationsdruse.

1) Lobus ventralis: Der ventrale Lappen liegt ventrolateral der Harnblase an, ist 14-
17mm lang und wiegt ca. 300mg. Der Lobus ventralis mundet Uber 5-7
sekretorische Gange in die Urethra/Colliculus seminalis.

2) Lobus dorsolateralis: Der dorsale und der laterale Lappen, die zu einem Korper
verschmolzen sind, haben einen Gesamtdurchmesser von 5-7mm. Dabei
umschlieen sie die Urethra, den Ductus deferens mit seiner Drise, sowie die
sekretorischen Gange der Koagulationsdriise und der Vesicula seminalis.

3) Koagulationsdrise: Die Koagulationsdrise legt sich an der konkaven Seite der
Vesicula seminalis an. Sie ist zwischen 3 und 6mm lang und wiegt 40-110mg. Sie
besteht aus 5 Tubuli, die sich wellenférmig an der Oberflache prasentieren. Der
sekretorische Ductus zieht ventrolateral zum Colliculus seminalis und muindet

kraniolateral ein.
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3.2. Steroide und SHBGs

3.2.1. Steroidhormone

Eine wesentliche Voraussetzung fur das Funktionieren hochentwickelter Organismen

(Zusammenschluss und Arbeitsteilung von Zellen) ist die Signallbertragung von

Zellen. Das geschieht unter anderem durch Hormone. Dabei kann man verschiedene

Arten der Signalibermittlung unterscheiden:

1) Die Ubertragung kann auf humoralem Weg erfolgen, das heiftt durch endokrine
Sekretion in das Blut.

2) Das Signal wird direkt durch Diffusion auf eine benachbarte Zelle Ubertragen
(parakrine Sekretion). Dabei ist die juxtakrine Sekretion eine Sonderform, bei
welcher der hormonelle Faktor der produzierenden Zelle in der Plasmamembran
verankert ist und fir Wechselwirkungen mit der Zielzelle ein direkter Zell-Zell-
Kontakt notig ist.

3) Bei der autokrinen Sekretion wirken die eigenen Signalmolekule auf die Zelle.

Eine Gruppe dieser Signalmolekile sind die Steroidhormone. Steroidhormone sind
naturliche Steroide (Steroide sind C18-C30-Koérper mit dem Grundgerist des
Sterans), die in ihrer Biosynthese vom Isopren ausgehen. Zu den menschlichen
Steroidhormonen  gehdren  Sexualhormone (Androgene und Gestagene),
Nebennierenrindenhormone  (Glukokortikoide und  Mineralokortikoide)  und
Calciferole. Die Biosynthese wird vom Hypothalamus-Hypophysen-System durch
positive und negative Ruckkopplung reguliert. Die Wirkung vermitteln

Hormonrezeptoren an den Targetzellen. (Pschyrembel, 2002)
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3.2.2. ABP/SHBG

SHBG (sex hormone binding globulin)

Das SHBG wurde erstmals in den 60er Jahren als ein Plasmaprotein, welches
spezifisch Androgene und Ostradiol bindet, beschrieben (Mercier et al. 1966, Rosner
et al. 1966, Pearlman et al. 1967, Murphy 1968, Steeno et al. 1968, Vermeulen und
Verdonck 1968). Inzwischen erscheint es eindeutig, dass seine biologische Rolle die
Regulation der Verfugbarkeitszeit und der metabolischen Raumung der
Sexualhormone ist (Siiteri et al. 1982).

Neueste Erkenntnisse der SHBG-Struktur, seiner Genexpression und die
Identifikation von speziellen Membranrezeptoren lassen vermuten, dass SHBG als
ein aktiver Regulator der Aktionen von Geschlechtshormonen in den Zielzellen
fungiert.

SHBG ist ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von 90-100kDa (Suzuki und
Sinohara 1984). In jedem Monomer wurden verschiedene funktionelle Domanen
entdeckt. Sowohl die Dimerisationsdomane als auch die steroidbindende Doméane
wurden in den ersten 177 Aminosaureresten gefunden (Bocchinfuso und Hammond
1995, Hildebrand et al. 1995). Die N-terminale Region beinhaltet die
rezeptorbindende Domane (Kahn et al. 1990). Das C-terminale Ende spielt keine
Rolle in der Steroid- oder Rezeptorbindung. Es wird vermutet, dass es die
Konformation des Dimers stabilisiert (Hildebrand et al. 1995).

Menschliches SHBG besitzt zwei Oligosaccharide als Seitenketten, eine O- und eine
N-gebundene (Avvakumov et al. 1983, Danzo et al. 1989, Danzo und Black 1990).
Als Variante des menschlichen SHBG wurde eine zusatzliche N-Glykosylierung
beschrieben (Van Baelen et al. 1992, Hardy et al. 1995), verursacht durch eine
Punktmutation auf dem Exon 8 (Power et al. 1992). SHBG mit dieser Mutation besitzt
die gleichen Bindungseigenschaften wie das normale SHBG (Bocchinfuso et al.
1992), hat jedoch eine reduzierte Raumungsrate (Cousin et al. 1998). Weil die
Oligosaccharid-Seitenketten des SHBG die strukturellen Determinanten fir den
Membranrezeptor bereitstellen (Gershagen et al. 1987), gibt es signifikante
Veranderungen beim glykosylierten SHBG im SHBG/SHBG-R-Komplex.
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Vergleich der Struktur und Eigenschaften von SHBG und ABP

SHBG und sein testikulares Gegenstick ABP (androgen binding protein) sind
extrazellulare Proteine, die DHT, Testosteron und Ostradiol mit einer hohen Affinitat
binden (Westphal 1986, Hammond 1990, Rosner 1990, Joseph 1994).

Sie haben eine identische Primarstruktur (d.h. die gleiche Aminosaure-Sequenz) und
werden vom gleichen Gen codiert, lokalisiert auf dem menschlichen Chromosom Nr.
17 (Walsh et al. 1986, Joseph et al. 1987, Hammond et al. 1987, Berube et al. 1990).
Unterschiede bestehen in den Syntheseorten (Joseph et al. 1988; Hammond et al.
1989) und in ihren Oligosaccharidketten (Joseph et al. 1988, Hammond et al. 1989,
Danzo et al. 1991, Joseph 1994).

Lokalisation

Menschliches SHBG wird in den Hepatozyten gebildet und in die Blutbahn
ausgeschuttet (Kahn et al. 1981, Que und Petra 1987, Gershagen et al. 19809;
Hammond et al. 1989, Fortunati und Catalano 1996).

Inzwischen ist bekannt, dass SHBG auch in anderen Geweben verschiedener
Spezies synthetisiert wird, zum Beispiel im Testis von Mensch (Hammond et al.
1989) und Maus (Wang et al. 1989), im Gehirn der Ratte (Wang et al. 1990), im
Endometrium des Menschen (Misao et al. 1994) und in der menschlichen Plazenta
(Larrea et al. 1993). Weitere Syntheseorte sind menschliche Krebszellen der Ovarien
(Misao et al. 1995a), des Endometriums (Misao et al. 1995b) und der Mammae
(Moore et al. 1996), aullerdem Krebszellkulturen des Menschen (Seguchi et al.
1998).

Eine Studie an transgenen Mausen mit menschlichem SHBG (Janne et al. 1998)
zeigte das erste Mal eine in vivo Expression des menschlichen SHBG-Gens in
verschiedenen mannlichen Geweben. Die menschlichen SHBG-Transgene wurden in
den periportalen Hepatozyten und in den Epithelzellen der geknauelten Tubuli der
Niere, genauso wie in Sertolizellen exprimiert. Wahrend die m-RNA der Leber- und
Nierenzellen die volle Lange des SHBG-Vorlauferpeptids codiert, wurden im Testis
die menschlichen SHBG-Transkripte von einem alternativen Promoter abgeleitet.
Vermutlich gibt es Unterschiede in der Synthese von SHBG und ABP, aber in

transgenen Mausen wurden keine phanotypischen Abnormalitaten beobachtet. ABP

10
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wird in den Sertolizellen der Tubuli seminiferi des Testis synthetisiert und in die
luminale Flussigkeit abgegeben (Hagenas 1975, Danzo et al. 1991). Nach dem
Transport in den Epididymis wird es vom Epithel des Caput epididymis Uber einen
rezeptorvermittelten Prozess aufgenommen (French und Ritzen 1973, Danzo et al.
1977, Feldman et al. 1981, Gerard et al. 1988, Felden et al. 1992). Wahrscheinlich
reguliert ABP die Spermatogenese und die Spermienreifung (Anthony et al. 1984a,
Anthony et al. 1984b).

3.2.3. Wirkungsweise der Steroide

Steroidhormone regulieren die Transkription spezifischer Gene. Sie kdnnen dabei
steigernd oder hemmend auf die Genexpression bestimmter Proteine (meist
Enzyme) wirken. Dazu mussen sie jedoch an Rezeptoren binden. Die Wirkung kann
auf zwei Wegen erfolgen, einmal Uber die Bindung an einen intrazellularen Rezeptor
und Uber die Bindung eines SHBG-Steroid-Komplexes an einen putativen Rezeptor
(Rosner et al. 1999).

Wirkung Uber intrazellulare Rezeptoren

Die intrazellularen Rezeptoren konnen in ihrer inaktiven Form zytoplasmatisch oder
nuklear lokalisiert sein. In dieser Form sind sie meist an andere Proteine gebunden,
die ihre DNA-Bindungsdomane blockieren.

Man unterscheidet zwei Bindungsdomanen. Einmal die Hormonbindungsdomane,
welche immer am C-terminalen Ende lokalisiert ist, und die DNA-Bindungsdoméane
mit einer Enhancer-Sequenz flir das entsprechende Gen.

Die Bindung des Steroidhormons an einen intrazellularen Rezeptor aktiviert diesen

zu einem Transkriptionsfaktor. (Loffler und Petrides, 1998)

11
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Signal-Transduktion tber das SHBG-SHBG-Rezeptor-System

Ende der 60er Jahre wurde erstmals ein Modell fir den Mechanismus der Steroid-
Wirkungen entwickelt. Dieses relativ simple Modell wurde Uber drei Jahrzehnte zu
einem komplexen System weiterentwickelt und verfeinert. Es entstand ein Modell
einer Steroid-Rezeptor-Superfamilie, in der die Mitglieder untereinander Ko-
Aktivatoren und Ko-Repressoren austauschen. Sie gehen aber nicht nur Reaktionen
untereinander ein, sondern auch mit Mitgliedern anderer Signalwege (Gronemeyer
1993, Parker 1993, Truss und Beato 1993, Tsai und O’'Malley 1994, Horwitz et al.
1996, Katzenellenbogen 1996). Alle diese Mitglieder sind Transkriptionsfaktoren, die
inaktiv sind, bis sie (meist durch Bindung mit inrem spezifischen Liganden) in einen
Zustand transformiert werden, welcher die Initiation zur Transkription freischaltet.
Obwohl die Verfolgung dieses Modells eine Fulle an Wissen einbrachte, kbnnen viele
Steroid-Wirkungsweisen noch nicht erklart werden.

In der letzten Dekade wurde ein grofer Aufwand betrieben um weitere Mechanismen
aufzuklaren, mit denen die Steroidhormone Mitglieder der Rezeptoren-Superfamilie
aktivieren, um biologische Effekte zu erzielen. Fast alle beteiligten Laboratorien
untersuchten die Wege, in denen das Steroidhormon direkt mit der Zellmembran
interagiert.

Alle Steroidhormone im Plasma sind entweder ungebunden oder gebunden an einem
von zwei spezifischen steroidbindenden Proteinen, entweder am SHBG oder am
corticosteroide binding globulin (CBG). Auch am Plasma-Albumin kénnen Steroide
binden (Westphal 1986, Rosner 1991). Um in die Zellen zu gelangen, mussen die
Steroide von diesen Proteinen dissoziieren. Anschlielend gelangen sie entlang des
Konzentrationsgradienten in die Zelle, um an einen spezifischen Rezeptor zu binden
(Mendel 1992). Aus dieser Sicht spielt SHBG eine passive Rolle zum Aufflllen der
Menge von freien Steroiden und der Verlangerung der Lebensdauer der
Plasmasteroide, die es bindet.

Eine andere Beobachtung ist, dass SHBG spezifisch an Zellmembranen bindet
(Strel'chyonok et al. 1984, Hryb et al. 1985, Hryb et al. 1986, Kuhn 1988). Diese
fruhen Beobachtungen lassen Vermutungen zu, dass SHBG in einem Steroid-
Signalsystem zwischengeschaltet ist, uber cAMP wirkt und unabhangig von der

Steroid-Rezeptoren Superfamilie agiert.
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Nakhla et al. (1990) lieferten den ersten Bericht Uber eine Induktion durch das
second messenger cAMP. Sie zeigten, dass nach der Bindung von SHBG an seinen
Rezeptor eine Interaktion mit DHT oder Ostradiol einen signifikanten Anstieg an
intrazelluldarem cAMP hervorruft. Ahnliche Beobachtungen machten Nakhla et al.
(1995) auch in der Prostata. In dieser Prostata-Studie hatte SHBG ohne Steroid und
Steroid ohne SHBG keinen Effekt auf die intrazellulare cAMP-Konzentration.

Fortunati et al. (1996a) und Nakhla et al. (1997) demonstrierten auflerdem das
Mitwirken von Proteinkinase A, dem Target von cAMP in der Signaltransduktion in
Prostata- und Brustkrebszellen. Manche Autoren behaupten, dass es einen
Verbindungsweg zwischen den Membranrezeptoren und den Steroidhormon-
Kernrezeptoren gibt (Fortunati et al. 1996b, Nakhla et al. 1997, Ding et al. 1998). Zur

Erlauterung sollen im Folgenden zwei Modelle dienen:

Mechanismen der Signaltransduktion

1) Nakhla et al. (1997) zeigte an Kulturen der menschlichen Prostata eine erhdhte
PSA-Sekretion durch Zugabe von DHT (nur in Anwesenheit von SHBG). Ein
vergleichbarer Anstieg konnte durch Zugabe von Ostradiol und SHBG induziert
werden, wahrend weder Ostradiol noch SHBG allein diesen Effekt hatten. Diesen
Effekt konnte man mit Antiandrogenen, aber nicht mit Antiéstrogenen blockieren.
Dies setzt das Mitwirken eines Androgen-Rezeptors voraus. Ostrogen stellt mit
dem SHBG-SHBGR-System wahrscheinlich einen Verstarker dar.

Aus diesen Erkenntnissen vermuten einige Autoren einen Zusammenhang
zwischen dem SHBGR und dem AR.

Abb. 3.2.: Diese Abb.
zeigt das Schema der
Wirkung vom SHBG-
SHBGR-System in der
Prostata. Ostrogen (E2)
bindet mit SHBG am
SHBG-Rezeptor.  Uber
cAMP und PKA wird ein
unbekannter Faktor
aktiviert, der die
Androgen-Rezeptoren
(AR) aktiviert. Somit
kann man von einem
Verstarker von DHT
sprechen. (Fortunati,
1999)
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2) Bei Brustkrebszellen wird die 0Ostrogeninduzierte Proliferation durch SHBG
gehemmt (Fortunati et al. 1993, Fortunati et al. 1996b). Der antiproliferative Effekt
hatte keinen Einfluss auf die in die Zelle gelangende Ostrogenmenge (Fortunati et
al. 1993), aber auf die cAMP-PKA-Kaskade.

Abb. 3.3.: Mechanismus
des SHBG-SHBG-R-
Systems in
dstrogenabhangigen
Brustkrebszellen.
Ostrogen (E2) bindet mit
SHBG am SHBG-
Rezeptor. Uber cAMP
und PKA wird wieder ein
unbekannter Faktor
aktiviert, welcher den
Ostrogenrezeptor auch
in Gegenwart seines
Liganden Ostrogen
hemmen kann. das
SHBG-SHBG-R-System
ist demnach in diesem
Fall ein Antagonist der
Ostrogenwirkung.
(Fortunati, 1999)

Diese unterschiedlichen Wirkungsweisen konnen auf verschiedene Weise erklart
werden:
a) Der pleiotrope Effekt von cAMP auf Zellwachstum (Gottesmann und
Fleischmann 1986).
b) Das Konzept, dass gleiche Hormone (oder Wirkstoffe) in unterschiedlichen
Zellen/Geweben unterschiedlich wirken (Katzenellenbogen et al. 1996).
In Brustkrebszellen (Fissore et al. 1994) und in Prostatakrebszellen (Nakhla et al.
1990, Nakhla et al. 1994, Nakhla et al. 1997) wurde durch SHBG in Anwesenheit von
Steroiden die intrazellulare cAMP-Konzentration erhoht. Einige Autoren berichteten,
wie Ostradiol allein (ohne SHBG) den cAMP-Anstieg induzieren konnte (Aronica et
al. 1994). Diese Diskrepanz kann auf unterschiedliche Prozeduren in

unterschiedlichen Laboratorien zurlickgeflihrt werden.
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3.3. Oxytocin

3.3.1. Hormonelles und intrinsisches Oxytocin

hormonelles Oxytocin

OT ist ein Nonapeptid, das im hypothalamo-neurohypophysaren System sezerniert
wird. Magnozellulare Neurone im Nucleus paraventricularis und im Nucleus
supraopticus des Hypothalamus synthetisieren OT als Teil eines Precursorproteins
zusammen mit Neurophysin I. Es hat bei beiden Geschlechtern eine ahnliche
Funktion, die Kontraktion der glatten Muskulatur. Wahrend OT bei der Frau die
Wehen ausldst und fur die Sekretion der Milch zustandig ist, wird es beim Mann flr
die Ejakulation und die Erektion bendtigt (Jirikowski 1991).

OT kann auch als Neurotransmitter fungieren. Neben der Steuerung des Sexual- und
Brutpflegeverhalten wird es bei physischem und psychischem Stress vermehrt
ausgeschuttet (Pedersen et al. 1985, Pedersen und Prange 1985).

Seine Wirkung ist unter anderem steroidabhangig. Einen Beweis daflr lieferten
Jirikowski et al. (1990a), als sie Ostrogen- und Glukokortikoid-Rezeptoren an
OTergen Neuronen nachweisen konnten. In elektrophysiologischen Experimenten
konnte gezeigt werden, dass durch Ostradiol die Feuerrate magnozellularer Neurone
erhoht wird (Jirikowski et al. 1988).

intrinsisches Oxytocin

OT wurde schon vielfach in verschiedenen Organen unterschiedlicher Saugetiere

nachgewiesen, zum Beispiel im Testis von Beuteltieren (Bathgate et al. 1993), in den

Leydig-Zwischenzellen des Rattenhodens (Guldenaar und Pickering 1985, Yeung et

al. 1988) und im Epididymis von Schafsbock, Ratte und Affe (Knickerbocker et al.

1988, Harris et al. 1996, Einspanier und Ivell 1997).

Es gibt mehrere Beweise, dass OT lokal produziert wird:

1) Nach Versuchen von Knickerbocker et al. (1988) war die Konzentration an OT im
Testis grof3er als im zirkulierenden Blut.

2) Die OT-Konzentration der testikularen Venen Uberschritt die der testikularen
Arterien (Knickerbocker et al. 1988).
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3) Die OT-Sekretion in Leydig-Zwischenzellen war im Kulturmedium groéRer als in
vivo (Nicholson und Hardy 1992).

4) Ein eindeutiger Beweis war der Nachweis von OT-mRNA im Rattenhoden
(Rehbein et al. 1986, Foo et al. 1991).

Der OT-Spiegel wird hauptsachlich durch das Gonadotropin LH (Nicholson und

Hardy 1992), durch Lipoproteine (Frayne und Nicholson 1994) sowie durch das

Epithel der Tubuli seminiferi reguliert.

Auch die Spermatogenese ist sehr wichtig fur die Regulation des OT-Spiegels im

Testis (in der Samenflussigkeit). Das bewiesen Pickering et al. (1990). Sie zeigten,

dass der OT-Gehalt im Testis bei Ratten, bei denen kurz nach der Geburt in die

Spermatogenese eingegriffen wurde, kleiner war als in normalen Ratten.

3.3.2. Funktionen

Oxytocin und die Kontraktion der glatten Muskulatur

Niemi und Kormano (1965) haben bewiesen, dass sich die Kontraktionsaktivitat der
Tubuli seminiferi in vitro bei Zugabe von OT steigert. Auf’erdem nimmt die
Kontraktionsaktivitat in Abwesenheit von OT ab (Nicholson et al. 1986). Sie kann
aber durch Zugabe von OT wieder gesteigert werden (Nicholson et al. 1987).
Besonders stark reagieren die Tubuli seminiferi wahrend der Spermiation auf OT
(Harris und Nicholson 1995). Diese Aktivitaten haben zur Folge, dass OT die
Spermienzahl im Epididymis von Ratten bei einsetzender Geschlechtsreife erhoht
(Nicholson und Fownsend 1995). Man konnte zudem nach Behandlung mit OT eher

Spermien im Epididymis beobachten.

Oxytocin und die Steroidgenese

Tagliche subkutane Injektionen erhéhen die Menge an Testosteron im Plasma und
im Testis in vivo, kontinuierliche Gabe von OT in den Testis senkt die
Testosteronmenge (Nicholson et al. 1991, Ang et al. 1994). Diese Ergebnisse lassen
sich damit erklaren, dass im Reproduktionstrakt (nur im Testis ist das
vorherrschende Androgen Testosteron) Testosteron nur als Prohormon fungiert.

Seine aktive Form ist DHT. Als Enzym flr die Konvertierung von Testosteron zu DHT
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ist die 5a-Reduktase wichtig. OT erhdht die 5a-Reduktase-Aktivitat (Nicholson und
Jenkin 1994).

3.3.3. Oxytocin-Rezeptor

OT-bindende Proteine in Plasmamembranen konnten anfangs nicht genau
charakterisiert werden. Die GroRenangaben reichten von 40kDa bis hin zu mehreren
100kDa. 1988 fanden Soloff et al. mit Hilfe der Strahlungsinaktivierung heraus, dass
die OTRs in den Glandulae mammariae und im Myometrium des Uterus der Ratte
sehr ahnlich in GrolRe und Molekulargewicht waren. Im Myometrium lag sie bei
57,5+3,8kDa und in der Glandula mammaria bei 58,8+1,6kDa. OTRs sind bereits in
unterschiedlichen Geweben gefunden worden: Unter anderem in den Leydig—
Zwischenzellen des Menschen, des Makaken (Frayne und Nicholson 1998), des
Marmosets (Einspanier und Ivell 1997) und der Ratte (Bathgate und Sernia 1994);
aulRerdem in der peritubularen Muskulatur des Epididymis des Makaken (Frayne und
Nicholson 1998) und des Marmosets (Einspanier und lvell 1997). Im Epididymis, in
der Tunica albuginea, in den Vasa deferentis und in der Capsula prostatica des
Schweins lokalisierten erstmals Maggi et al. (1987) OTRs.

Brodanszky et al. (1992) konnten nachweisen, dass eine Zugabe von OT zur
Capsula Prostatica des Meerschweins in vitro Kontraktionen hervorrief (lvell und
Russel, 1996). Das zeigte, dass in diesem Gewebe Rezeptoren vorhanden sein
mussten. Einspanier und lvell (1997) gelang dieser Beweis mit dem Nachweis von
MRNA der OTRs im Gewebe der Prostata, des Testis und des Epididymis.

Diese Fakten bestatigen die Behauptung von Ivell und Russel (1996), dass die
Ausschuttung von OT kurz vor bzw. wahrend der Ejakulation den Mechanismus des
Austriebs der Samenflussigkeit moduliert und die Menge der Samenflissigkeit und

die der Spermien reguliert.
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3.3.4. Oxytocin in der Samenflussigkeit

In der Samenflussigkeit konnte ebenfalls OT gefunden werden, unter anderem im
Schafsbock (Knickerbocker et al. 1988) und in der Ratte (Nicholson et al. 1994). Die
genaue Funktion und die Herkunft sind noch unklar. Man vermutet zwei wichtige
Aufgaben vom OT fir das Spermium. Erstens erhoht es die Kontraktilitat der
Muskulatur fir den Spermientransport und zweitens die Spermienkonzentration
(Knight und Lindsay 1970, Jirikowski 1991).

1) OT und die Kontraktilitat

Der Transport der Spermien im Epididymis resultiert aus der Peristaltik der

Wandmuskulatur. Wahrend Caput und Corpus epididymidis nur wenige adrenerge
Bereiche besitzen, ist die Cauda reich adrenerg innerviert (El-Badawi und Schenke
1967). Wie Knight (1974) demonstrierte, resultieren aus der Stimulation dieser
Neurone Kontraktionen im Ductus epididymis. Eine Durchtrennung der
sympathischen Nervenfasern zur Cauda bewirkt eine Reduktion der Transportrate
der Spermien durch denselben (Ricker und Chang 1996). Die Kontraktilitat kann aber
auch durch andere Faktoren beeinflusst werden. Wie oben beschrieben, ist einer
dieser Faktoren OT. Wahrend man die Adrenalinwirkung mit entsprechenden
Blockern hemmen kann, haben diese keinen Einfluss auf die OT-stimulierten
Kontraktionen (Knight 1974). Den Nachweis erbrachten Nicholson et al. (1999): Die
Erhdhung des OT-Spiegels in der Blutzirkulation wahrend sexueller Erregung

unterstitzt signifikant den Spermientransport in die Vasa deferentis.

2) OT und die Spermienproduktion

OT erhoht die Zahl der Spermien und die Menge des Ejakulats in verschiedenen
Spezies (Milovanov et al. 1962, Knight und Lindsay 1970, Kihlstrom und Agmo
1974). Auch Voglmayr berichtete 1975, dass nach einer regelmaligen Behandlung
mit OT nicht nur mehr FlUssigkeit im Testis, sondern auch eine hohere Konzentration
an Spermien im Testis des Schafbocks zu finden war. Frayne et al. wiesen (1996)
nach, dass die Behandlung mit OT-Antagonisten in spatpubertierenden Ratten einen

Aufschub des ersten Erscheinens von Spermien im Epididymis hervorrief.
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3.3.5. Oxytocin in der Prostata

FUr diese Arbeit ist die Lokalisation von OT in der Prostata von groRem Interesse,
denn wie unten aufgefuhrt, hat es wahrscheinlich verschiedene Einflisse auf dieses

Gewebe.

Lokalisation

Die Prostata ist ein androgenabhangiges Organ, das heil3t Androgene beeinflussen
Wachstum und die Funktion der Prostata. Ein OT-ahnliches Peptid wurde in der
Prostata der Ratte gefunden (Nicholson et al. 1985, Jenkin und Nicholson 1994).

Funktionen

OT steigert, wie andere neurohypophysare Hormone (Vasopressin und Vasotocin)
den Ruhetonus der Prostata (Brodanszky et al. 1992). OT hat dabei mehr Einfluss
auf den Tonus als Adrenalin und Methacholine (Agonisten flr das adrenerge und
cholinerge System), welche laut Caine et al. (1975) ebenfalls Einfluss auf die
motorische Aktivitat besitzen. OT erhéht den Ruhetonus und férdert wahrscheinlich

auch den Ausstol des Sekrets bei der Ejakulation.

Pathophysiologie

BPH (benign prostatic hyperplasia) trifft 50% aller Manner im Alter von uber 60
Jahren (Berry et al. 1984). Die Krankheit ist dabei abhangig von der Prasenz von
Androgenen (Partin et al. 1991). Ein sehr haufiges Symptom ist ein erschwerter und
schmerzhafter Harnlass (Caine et al. 1975). Die Behinderung beim Harnlassen muss
nicht nur die Folge von physischem Prostatawachstum sein. Auch der erhohte
Ruhetonus der glatten Muskulatur der Prostata kann eine Rolle spielen, wobei man
mit OT-Antagonisten eine Lockerung der Muskulatur und einen ungehinderten
Harnlass erreichen kann (Nicholson und Jenkin 1995). Die Vorrausetzung ist das
Vorhandensein von OTRs.

OT kann aber nach Popovic et al. (1982) und Hristic et al. (1985) auch das

Wachstum des Prostatagewebes stimulieren und die postkastrationale Atrophie der
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Prostata kompensieren. OT-behandelte Ratten besitzen gréliere azinare Lumina und
mehr Epithelvolumen im Lobus ventralis der Prostata als unbehandelte kastrierte
Ratten (Popovic et al. 1990). Die Mechanismen sind noch unklar.

Nicholson und Jenkin (1995) wiesen in der Prostata nach, dass OT die 5 a-
Reduktase-Aktivitat moduliert. Es wurden Abweichungen zwischen den Ergebnissen
betreffend Testis und Epididymis (Nicholson und Jenkin 1994) festgestellt. In der
Prostata konnte man nur in den ersten drei Tagen einen erhohten DHT-Spiegel
feststellen, im Testis und im Epididymis waren es zehn Tage.

Die Behandlung mit Testosteron lie} den Lobus ventralis wie erwartet wachsen,
daflr nahm die absolute und die relative Menge an OT ab (Nicholson und Jenkin
1994). Demnach ist ein Zusammenhang zwischen dem Androgen und dem Peptid
wahrscheinlich. Dazu stellten Nicholson und Jenkin (1995) die Theorie eines lokalen
Feedback-Mechanismus auf, in dem die Verringerung des Testosteronspiegels eine
Erhéhung der Konzentration an OT zur Folge hat. Das stimuliert wiederum die
Testosteronproduktion im Testis. Von groRerer Bedeutung ist hier, dass es die
Konvertierungsrate von Testosteron in DHT erhdht. Durch den erhdhten Level von
Testosteron oder DHT wird die Sekretion von OT verstarkt inhibiert oder die OTRs
werden blockiert.

Es gibt demnach einen lokalen Feedback-Mechanismus, in dem ein erhohter
Testosteron- und/oder DHT-Spiegel eine Abnahme des OT-Spiegels zur Folge hat
(Jenkin und Nicholson, 1999). OT und DHT erhdhen die 5a-Reduktase-Aktivitat,
welche flr die Konvertierung vom Prohormon Testosteron in der Prostata zu seinem
aktiven Zustand DHT zustandig ist. Ob OT einen direkten Einfluss auf das Enzym
oder auf seine Synthese hat, ist noch unklar. Wahrscheinlich erh6hen geringe
Mengen an Ostrogen die OT-Synthese.

Einen weiteren Feedback-Mechanismus vermuteten Jenkin und Nicholson in der
Regulation der Synthese der OT-Rezeptoren. Ostrogen hat in Gegenwart von hohen
Konzentrationen DHT grof3en Einfluss auf die Anzahl der OT-Rezeptoren (Bale und
Dorsa, 1995). Das bedeutet, bei Abwesenheit von DHT wachst die Zahl der
Rezeptoren fur OT; bei Zugabe von DHT sinkt deren Zahl. Eine Stérung dieses

Mechanismus konnte deshalb BPH zur Folge haben.
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Andererseits ist bei alten BPH-kranken Hunden der OT-Spiegel in der Prostata hoher
als in jungen gesunden Hunden (Nicholson und Jenkin 1995). Ebenfalls war in den
alten Hunden die Aktivitat der 5a-Reduktase hoher. Diese Ergebnisse widersprechen
denen der Ratte (Feedback-Mechanismus). Dies kann mit der Artspezifitat der
regulatorischen Funktionen von OT zusammenhangen. Nichtsdestotrotz kann man
mit diesen Ergebnissen behaupten, das OT eine wesentliche Rolle bei der
Entwicklung von BPH spielt. Moglicherweise kann man aufgrund dieser Erkenntnisse
irgendwann in diese Krankheit eingreifen (Nicholson und Jenkin 1995). Die Frage ist,
ob es noch andere Mechanismen gibt, zum Beispiel der Zusammenhang von SHBG

und OT. Diesen kann man aus der Beziehung von Testosteron und OT vermuten.
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4. Ziele der Arbeit

Aus der Einleitung geht hervor, das OT und ABP einen funktionellen Zusammenhang
haben koénnten. Wir vermuten wie Caldwell et al. (2003) eine Interaktion zwischen
diesen beiden Molekulen. Héchstwahrscheinlich ist diese Interaktion nicht nur auf
den mannlichen Reproduktionstrakt beschrankt, denn es existiert bereits eine Arbeit,
in der OT und SHBG im Hypothalamus der Ratte kolokalisiert wurde (Herbert et al.
2003).

Wenn es eine Interaktion wirklich gibt und der Mechanismus aufgeklart ist, ware das
unter Umstanden der Schlussel fur die Therapie vieler Krankheiten, unter anderem
fur die beschriebene BPH.

Bevor man der Erforschung dieses Mechanismus’ (zum Beispiel mit Kokulturen von
Zellen) - in unserem Fall fur die Bekampfung von BPH - nachgehen kann, ist es
erforderlich das Vorkommen von ABP und OT im mannlichen Reproduktionstrakt
genau zu charakterisieren und ihre Koexistenz zu prufen. Dazu werden wir

Gewebeschnitte und Gewebeextrakte der Ratte anfertigen. Ziele dieser Arbeit sind:

e ABP in Prostata, Prostatasekret, Ductus deferens, Epididymis und Testis
gualitativ mit Hilfe der SELDI TOF Massenspektrometrie bestimmen und mit

dem Westernblot bestatigen,

e mit der in situ Hybridisierung prifen, ob und wo in der Prostata ABP lokal
synthetisiert wird,

e mit der Immunzytochemie ABP in der Prostata und im Ductus deferens

lichtmikroskopisch mit der DAB (Diaminobenzidin) Farbung darstellen,

e OTin allen Teilen der Prostata und im Ductus deferens immunzytochemisch

lokalisieren und

e mit einer immunzytochemischen Doppelfarbung mit den
Fluoreszenzfarbstoffen CY2 und CY3 die Koexistenz von ABP und OT in

allen Organen des mannlichen Reproduktionstrakts beweisen.
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5. Material und Methoden

5.1. Praparation und Fixierung der Gewebe

5.1.1. Tierpraparation

Die Tierpraparation wurde nach Vorschrift des deutschen Tierschutzgesetzes (nach
dem erlaubten Protokoll #03-57\03) durchgefuhrt. Junge erwachsene Ratten
(Wistarratten mit einem Bruttogewicht von 300g) wurden unter Standardbedingungen
(3 Tiere pro Kafig mit freiem Zugang zu Wasser und Futter, 12h hell/dunkel Zyklus)
gehalten. Die Tiere wurden mit einer Uberdosis Ether getétet, das Abdomen und der
Thorax mit zwei Schnitten gedéffnet und anschlieRend das Gewebe entnommen.
Dabei musste beachtet werden, dass die Gewebe fur die verschiedenen

Nachweismethoden unterschiedlich fixiert werden mussten.

1) immunzytochemischer Nachweis

Far den immunzytochemischen Nachweis wird der linke Ventrikel (rechtes Atrium
wurde zuvor geoéffnet) mit 4%iger PFA in PBS perfundiert. Anschliefend ist der
Canalis inguinalis zu 6ffnen, um den Ductus deferens, den Epididymis (Caput und
Cauda) sowie den Testis zu entnehmen. Zum Schluss wird die Vesica urinaria
aufgesucht, um die angrenzenden vier Lappen (dorsal, lateral, ventral und
Koagulationsdrise) der Prostata zu sezieren. Die Praparate werden nun in PFA

fixiert.

2) biochemischer Nachweis

Far den biochemischen Nachweis ist eine Perfusion einer isotonischen NaCl-Losung
durch den linken Ventrikel vorzunehmen. Zur Entnahme geht man ahnlich vor wie
oben, nur dass man zusatzlich Prostatasekret vor der Resektion der Prostata
entnimmt. Dazu wird die Urethra distal der Vesica urinaria und proximal der Prostata
abgeklemmt. Nun spult man die Vesica urinaria mit isotonischer NaCl-Losung und
entleert sie vollstandig. Die Urethra wird ein zweites Mal distal der Prostata
abgeklemmt. Die erste Klemme wird nun entfernt. Schliel3lich wird die Vesica urinaria
erneut mit isotonischer NaCl-Losung gespult, diesmal aber mit dem proximalen Teil

der Urethra (Pars prostatica). Die Losung wird nun gesammelt. Zum Schluss

23



Material und Methoden

entnimmt man die Prostata mit den vier Lappen.

Eingelegt werden die Praparate in einen Lysispuffer (0,1M NaHPO4, 2mM NaCl 5mM
EDTA; pH 7,5). Sie werden homogenisiert - erst mechanisch, dann mit Ultraschall -
und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Um eindeutige Ergebnisse
bei der Westernblot-Analyse zu erhalten, werden flr diese Methode mehrere Tiere

verwendet.

5.1.2. Herstellung der Gewebeschnitte

1) Einbettunag:

Vor der Eponeinbettung werden die Praparate in PBS (0,1M Phosphatpuffer, 0,9%
NaCl; pH 7,3) gewaschen (ein Tag, 4°C, die Lésung mehrmals wechseln). Als

nachstes werden sie zur Entwasserung in die Alkoholreihe gegeben:

1)  in 50%igen Alkohol fur 2-4h

2 in 70%igen Alkohol Uber Nacht
3)  in 90%igen und 1-2h

4&5) in absoluten Alkohol jeweils 1h

~—"

(
(
(
(

Danach kommen sie 2h in Propylenoxid. Anschliefend werden sie nacheinander in
Propylenoxid geldstes Epon gegeben: In den Verhaltnissen 1:4 fur 1h, 1:2 fur 1h,
dann 1:1 Uber Nacht.

Schliel3lich werden die Gewebeblocke eine Woche bei 60°C in Eponharzgemisch

eingelegt.

Eponharzgemisch:

e Epon 812: Losungsmittelfreies Epoxyharz (Ferac)

e DDSA: Dodecenyl-Bernsteinsaureanhydrid (Ferac)

e MNA: Methylnadicanhydrid (Ferac)

e DMP 30: 2,4,6-Tris-(dimethylaminomethyl)-Phenol (Eponbeschleuniger;

Ferac)

2) Schneiden und Aufziehen der Praparate auf Objekttrager:

Die Eponblocke mit den Praparaten spannt man in ein Ultramikrotom und fertigt
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Semidunnschnitte (1um) von den Praparaten an. Danach werden jeweils zwei
benachbarte Schnitte auf einen silanbeschichteten Objekttrager aufgezogen und bei
45°C uber Nacht getrocknet.

3) Deeponierung:

Die in Eponharz eingelegten Schnitte werden deeponiert. Dazu werden sie jeweils
5min in verschiedenen Losungen (methanolisches NaOH, methanolisches Benzol,
Aceton |, Aceton Il [in dieser Reihenfolge]) gespult. Schliel3lich werden sie 30min in
PBSTX (PBS mit 0,05% Triton X), dann 30min in PBS gewaschen.

5.2. Immunhistochemische Untersuchungsmethoden

5.2.1. Einfache immunzytochemische Markierung mit DAB

Uberblick tiber Methoden

Es gibt direkte und indirekte immunzytochemische Nachweismethoden. Bei den
direkten Nachweismethoden ist der Primarantikdrper gegen das nachzuweisende
Antigen gerichtet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder einem Enzym (fur die
Detektion der Primarantikdrper) gekoppelt.

Bei den indirekten Farbemethoden gibt es inzwischen eine grof’e Auswahl. Zum
Beispiel gibt es die Primarinkubation mit einem spezifischen, unmarkierten
Primarantikorper und die anschlieende Sekundarinkubation mit einem markierten
Anti-Spezies-Antikorper (reagiert mit dem Fc-Teil des Primarantikorpers).
Nennenswert auch die Farbung mit der PAP-Methode, bei der weder die
Primarantikdrper, noch die Sekundarantikorper mit einem Farbstoff oder Enzym
markiert sind. Erst die Tertidarantikdrper sind mit einem Enzym gekoppelt. Daneben
kann man Markierungen mit Biotin und Streptavidin durchflihren, und deren hohe
Affinitat zueinander ausnutzen. Das Streptavidin ist bei unserer Nachweismethode
mit einer radikalbildenden Peroxidase gekoppelt. Diese Radikale kdnnen mit DAB
gefarbt werden. Der Vorteil gegentber der PAP-Methode ist die hdhere Spezifitat der
Farbung. Deshalb zogen wir sie der PAP-Methode vor. Mit dieser Technik konnten

wir Kreuzreaktionen weitestgehend ausschliel3en.
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Nachweis von Oxytocin und ABP

1) Prainkubation

Vor der Inkubation mit Primarantikérpern ist eine Prainkubation mit Normalserum
(zum Beispiel mit dem Serum vom Mensch), 1:50 in 1h, nétig. Die Proteine dieses
Serums binden an die geladenen Strukturen des Schnittes. Anschlie3end werden sie
15min in PBSTX gewaschen.

2) Inkubation mit Primérantikbérpern
Die Schnitte werden nun mit aABP (Nr. 653) /aOT (1:500 in PBS/1:1000 in PBS)

uber Nacht bei 4°C in feuchter Umgebung inkubiert. Am nachsten Tag werden die

Proben 15min in PBSTX und anschliefliend 15min in PBS gewaschen.

3) Inkubation mit Sekundarantikbrpern

Far die zweite Inkubation werden mit Biotin gekoppelte Antikorper (gegen den Fc-Teil
der Antikorper des Kaninchens gerichtet) verwendet. Die Verdunnung betragt 1:200.

Die Proben werden 2h inkubiert, dann wieder 30min in PBS gewaschen.

4) Zugabe von Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin

Mit Peroxidase gekoppeltes Streptavidin, welches wie oben beschrieben an Biotin
bindet wird nun in einer Verdiinnung von 1:200 hinzugegeben. Man lasst es fur 1,5h

reagieren. Danach werden die Proben erneut 30min in PBS gewaschen.

5) Farbung der Proben mit DAB

FiUr die farbliche Markierung wird DAB in Kombination mit H,O, verwendet. Dazu

wird jeweils eine Tablette in Aqua bidest. (Sterilisat) gelést und bei 4000U/min bei
4°C far 5min zentrifugiert. Schliel3lich pipettiert man es auf die Praparate und lasst es

fur 1-2min wirken.

6) Entwasserung und Eindeckeln der Proben

Vor dem Eindeckeln werden alle Gewebeschnitte in der Alkoholreihe (jeweils 3min in
50%, 70%, 90%, abs., abs. Alkohol) und zweimal 3min in Xylol entwassert und
abschlielRend unter Entellan eingedeckelt. Tabelle 5.1. zeigt Ubersichtlich die

einzelnen Arbeitsschritte.
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Arbeitsschritt _
. Verdinnung Dauer Bedingungen
(Inkubation)
HNS 1:50 1 Stunde Zimmertemperatur
aSHBG/aOT 1:500/1:1000 Uber Nacht 4°C
anti Kaninchen
o 1:200 2 Stunden Zimmertemperatur
mit Biotin
Streptavidin mit
) 1:200 1,5 Stunden Zimmertemperatur
Peroxidase
DAB und H,O; in
Jeweils 1 Tablette 1-2 min. Zimmertemperatur
Aqua bidest.

Tab. 5.1.: Ubersicht (iber die Arbeitsschritte der ABC-Methode (DAB-Farbung), die Waschschritte
wurden in dieser Tabelle vernachlassigt.

Kontrollen

Um Kreuzreaktionen und unspezifische Farbungen auszuschlieRen, werden
aullerdem Negativkontrollen durchgefuhrt, bei denen die Inkubation mit dem

Primarantikorper weggelassen wurde.

5.2.2. Immunzytochemische Doppelmarkierung

Far die Kolokalisation von oT und ABP

Mehrfachmarkierungsstrategie mit den Fluoreszenzfarbstoffen CY2 und CY3, die an

wahlten wir eine

die Sekundarantikorper gekoppelt sind.

Farbung von Oxytocin mit CY2

1) Prainkubation

Auch bei dieser Methode werden die Schnitte mit 1:50 verdinntem HNS in PBS fir

1h bei Zimmertemperatur prainkubiert und danach 30min in PBSTX gewaschen.

2) Inkubation mit Primarantikdrpern

Nun erfolgt eine Inkubation mit aOT (Antikdrper aus dem Kaninchen) uber Nacht bei

4°C in feuchter Umgebung. Die Antikorper sind mit einer Verdinnung von 1:500 in
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PBS geldst. Die Lésung enthalt auBerdem 2% HNS. Am néachsten Tag werden die
Schnitte erneut fur 15min in PBSTX und 15min in PBS gewaschen.

3) Inkubation mit farbstoffgekoppelten Sekundéarantikdrpern

Die CY2-gekoppelten Sekundarantikorper (gegen den Fc-Teil der Antikdrper des
Kaninchens gerichtet) werden 1:500 in PBS gel6st, dazu kommt ca. 1mg BSA.
AnschlieRend wird diese Losung bei 4000U/min bei 4°C fur 5min zentrifugiert. Nun
werden die Proben fur 4 Stunden bei Zimmertemperatur mit dieser Losung inkubiert

und danach far 30min in PBS gewaschen.

4) Blockierung aller tbrig gebliebenen Bindungsstellen

Zum Ausschluss spaterer Kreuzreaktionen und fur die eindeutige Zuordnung der
Farbungen mit CY2 und CY3 zu den entsprechenden Antigenen, werden die Ubrig
gebliebenen Bindungsstellen mit Antikdrpern des Kaninchens durch Inkubation mit
RNS (wichtig ist deren Fc-Teil) besetzt (mit einer Verdinnung von 1:50 fur 1h) und
danach 15min in PBS und 30min in PBSTX gewaschen.

Danach wird mit unmarkierten monovalenten Antikérperfragmenten (Fab, Dianova),
gerichtet gegen den Fc-Teil der Antikorper des Kaninchens, mit einer Verdunnung
von 1:50 fur 1h inkubiert (anschlieRend wieder 30min waschen). Damit werden alle

unbesetzten Fc-Teile besetzt.

Farbung von SHBG/ABP mit CY3

1) Primarinkubation

FUr die Primarinkubation des zweiten Teilschritts werden Antikérper gegen ABP
verwendet. Diese Antikorper werden wie die Antikorper im ersten Teilschritt aus dem
Kaninchen gewonnen. Deshalb wurden am Ende des ersten Teilschritts alle
restlichen Bindungsstellen blockiert, um Kreuzreaktionen zu vermeiden.

Das aABP wird nun 1:500 in PBS mit 2% Serum des Menschen verdinnt und Uber
Nacht bei 4°C in feuchter Umgebung auf die Proben gegeben. Danach werden die

Praparate 30min in PBSTX gewaschen.
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2)Sekundéarinkubation

Fur die Darstellung von ABP werden die Proben mit den CY3-markierten anti
Kaninchen Antikorpern fur 1,5h inkubiert. Die Losung mit 1:200 BSA in PBS wird vor
Anwendung bei 4000U/min und 4°C fur 5min zentrifugiert. Nun wird alles grindlich
fur 30min in PBS gewaschen. Tabelle 5.2. veranschaulicht alle Teilschritte in einer
Ubersicht:

Arbeitsschritt _
_ Verdlinnung Dauer Bedingungen
(Inkubation)
HNS 1:50 1 Stunde Zimmertemperatur
aOT und 2% HNS 1:500 Uber Nacht 4°C
anti Kaninchen mit abgedunkelt bei
1:500 4 Stunden
CY3 und BSA Zimmertemperatur
RNS 1:50 1 Stunde Zimmertemperatur
Fab 1:50 1 Stunde Zimmertemperatur
aSHBG (653) 1:1000 Uber Nacht 4°C
anti Kaninchen mit abgedunkelt bei
1:200 1,5 Stunden
CY2 und BSA Zimmertemperatur

Tab. 5.2.: Tabelle zur Ubersicht (iber die Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung ohne Waschschritte

Eindeckeln der Proben und Kontrollen

Die Proben werden unter Veronal Glycin eingedeckelt.

Fur die Kontrollinkubation wird die Inkubation mit aABP ausgelassen, um
Kreuzreaktionen von CY2 mit anderen Antigenen auszuschlieRen. In einem anderen
Experiment wird der Ablauf von aABP und aOT gewechselt, um zu zeigen, dass die

Muster auch getauscht werden konnen.

5.2.3. Auswertung der immunzytochemischen Ergebnisse

Die Auswertung der Schnitte erfolgte ausnahmslos mit dem Mikroskop Olympus Dp -
Soft BX 50. Dieses Mikroskop ist unter anderem mit Fluoreszenzfiltern ausgestattet,
die es uns erlaubten die Farbstoffe CY2 und CY3 zu untersuchen. Mit der

dazugehdrigen digitalen Olympus DP10 Kamera fotografierten wir sowohl die DAB-
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als auch die fluoreszenzgefarbten Schnitte und werteten diese anschliefend aus. Die

Verarbeitung der Bilder wurde mit der Olympus DP-Soft 3.0 Software durchgefuhrt.

5.3. Biochemische Untersuchungsmethoden

5.3.1. Affinitatschromatographie ftir ABP

Bevor wir den Westernblot und die SELDI-TOF Massenspektrometrie durchfihren
konnten, mussten die Proben gereinigt werden. Es sollten alle Bestandteile, auler
ABP, herausgefiltert werden. Um das zu erreichen flhrten wir die

Affinitatschromatographie durch.

1) Ausschluss schwerster Bestandteile und Gewinnung einer diinnfliissigen Phase

Die homogenisierten Extrakte werden fir 20min bei 8000U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit einer Pipette abgeschépft und in ein neues Eppendorf-Gefal

eingefullt.

2) Inkubation in der Séaule

Die Proben werden nun mit der Affinitatschromatographie gereinigt. Dazu wird
jeweils 1ml in einer aABP-konjugierten ProteinA-Sepharosesaule fur 90min inkubiert.
Das Waschen mit PBS wird vollzogen bis das Filtrat nach Prifen (mit Proteinfarbung

eines Dot-Blots mit Coomassie Blau) proteinfrei ist.

3) Eluierung des Proteins
Nun wird ABP mit einem 0,1M Glycin-HCI-Puffer (pH 4,0) eluiert. Damit wird die

Bindung von ABP an den an der Saule verankerten Antikdrper geldst.

4) Substitution des Puffers

Um den Puffer zu entfernen werden die Proben in einen Dialyseschlauch gegeben.
Dieser Schlauch ist nur fur niedermolekulare Stoffe durchlassig (bis 5kDa), nicht fur
ABP. Er wird mit Inhalt Gber Nacht in ein Gefald mit destilliertem Wasser gegeben. So
kann der Puffer durch einfache Diffusion gegen destilliertes Wasser substituiert

werden.
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5) Aufkonzentration der Proben

In einer Vakuumzentrifuge werden die Proben nun gefriergetrocknet. Das Ergebnis
ist aufkonzentriertes, entwassertes ABP. Zur Aufbewahrung wird es bei -80°C

gelagert.

5.3.2. Westernblot-Analyse

Die gereinigten lyophilisierten Proben (Testis, Epididymis, Ductus Deferens,
Prostatasekret, Prostata dorsolateralis, Prostata Ventralis und die Koagulations-
druse der Prostata) werden in jeweils 25ul Probenpuffer gelost und fur 5min bei
100°C im Wasserbad gekocht.

Probenpuffer: reduzierender Probenpuffer:
o 25ul Mercaptoethanol e 1,25ml Upper Tris

o 25ul 2%iges Bromphenolblau in H,O e 2ml SDS (10%)

e 450ul reduzierenden Probenpuffer e 3ml Glycerol

e 4,75ml Wasser

1) Elektrophorese

Es wird Trenngel mit 6% Polyacrylamid angesetzt, zwischen zwei Glasplatten
gegeben und mit Wasser aufgefullt (um das Gel zu glatten). Wenn es fest geworden
ist (nach ca. 30min), wird das Wasser herausfiltriert, dafur Sammelgel
hineingegeben, und der Kamm oben hineingeschoben (ca. 30min warten bis das
Sammelgel fest ist). Anschlielend wird der Kamm entnommen, die Glasplatten mit
dem Gel aufrecht in eine Elektrophoresekammer gestellt und Elektrodenpuffer (25,29
Glycerin [Roth®], 6g Tris [Aidrich®], 2g SDS [Fluka®]) hinzugegeben.

Die in Probenpuffer gelésten Proben werden, nachdem sie bei 90°C fur 5min gekocht
haben, oben in das Sammelgel getrennt nebeneinander eingefillt. Die Proben laufen

ca. 1h bei 50V. Der Lauf der Proben wird anhand von Farbmarkern beobachtet.
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Trenngel mit 6% Polyacrylamid: 4x Lower Tris pH 8,8 (100ml):
e 2,5ml Lower Tris e 13,89 Tris (1,5M) (Adrich®)
e 2ml Acrylamid (Serva®) e 24ml 1M HCI

e 5,5ml destilliertes Wasser e 0,49 SDS (1,5M) (Fluka®)
e 12ul APS (Ammoniumpersulfat) e pH auf 8,8 einstellen

e 12ul TEMED (Roth®)

4% Sammelgel (3 ml): 4x Upper Tris pH 6,8 (100 ml):
e 1ml Upper Tris e 6,059 Tris (0,5M) (Adrich®)
e 0,67ml Acrylamidlésung e 0,4% SDS (2 ml 20%)

e 2,33ml Wasser e 0,49 SDS (Fluka®)

e 12ul APS

e 12ul TEMED

2) Elektroblotting

Beim Blotting wird ein Abklatsch der Banden des Gels auf Nitrozellulosepapier
gebracht. Dazu wird das Trenngel (SDS-Gel) vorsichtig von den Glasplatten
genommen, auf das Nitrozellusepapier gegeben, in Anodenpuffer (635mg Tris Base
[Aidrich®], 3,62g Glycerin [Roth®], 50ml Methanol [Roth®], 250ml Aqua dest.)
getranktes Filterpapier eingeschlagen und auf3en mit Anodenpuffer getranktem
Filzpapier eingefasst. Das Ganze kommt nun aufrecht in eine Wanne, diese wird mit

Anodenpuffer aufgeflllt. AnschlieRend kann es 1h und 45min bei 200 mA laufen.

3) Abséttigung unspezifischer Bindungsplatze

Die Folie wird fur 1/2h in 50ml 2%iges Magermilchpulver in PBS getrankt und auf den

Schuttler gegeben (danach Folie trocknen lassen).

4) Farbung

Die Folie wird nun mit 1:500 aABP vom Kaninchen in PBS Tween Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Am nachsten Tag wird sie 3 mal 10min auf dem Schuttler in PBS
Tween gewaschen. Jetzt erfolgt eine Inkubation mit anti-Rabbit IgG der Ziege (1:100

in PBS Tween) fur 1h auf dem Schuttler. Danach wird es 3 mal 10min auf dem
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Schuttler in PBS Tween gewaschen. Nun wird 1:100 PAP in PBS Tween gel6st und
die Folie fur eine Stunde auf dem Schittler inkubiert (dann 3 mal 10min in PBSTX
waschen). Als letztes wird mit DAB und H,O, gefarbt. Zum Stoppen der Reaktion
wird die Folie fur 5Smin in 1%iges Na»S20s5 in Aqua dest. gegeben und dann mit Aqua

dest. gespult.

PBS Tween (pH 7,2):

e 10ml1 M Tris pH 7,9 Tris (=10 mM)
e 8,7gNaCl0,15 M

e 4,6ml Tween (0,5%)

e 1000ml destilliertes Wasser

5) Konservierung
Die Folie wird zum Schluss fur 2min in 10ml Konservierungspuffer eingelegt und

anschlie3end auf Filterpapier getrocknet.

Konservierungspuffer:
e 125ml Ethanol

e 20ml Glycerin
e 355ml Aqua dest.

5.3.3. SELDI-TOF MS

1) Vorbereitung der Chips
Verwendet werden der H4-, der WCX2- und der SAX2-Chip. Die Testflachen dieser

Chips werden mit einem Hydrophobmarker umrandet, um ein Verlaufen der

Flussigkeiten zu vermeiden. Danach werden sie mit entsprechenden Puffern dreimal

5min mit speziellen SELDI-Puffer-Losungen (jeweils 5ul) gewaschen.

SELDI-Puffer-Losungen:

e SAX2-Chiplésung (0,1M TRIS-Puffer, 0,02% PBS Tx; pH 8,5)
e WCX2-Chiplésung (100mM Ammoniumacetat-Puffer)

e H4-Chiplésung (100nM NaCl, 30% ACN in PBS)

33



Material und Methoden

2) Vorbereitung der Proben

Die vakuumzentrifugierten Proteinproben (Lobi ventralis und dorsolateralis der
Prostata, Prostatasekret, Koagulationsdrise, Ductus deferens, Testis und
Epididymis) der Affinitatschromatographie werden nun, in fur jeden Chip spezifischen

Puffern, gelost (siehe Kapitel 2.12).

3) Auftragen der Proben auf die Chips

Die gelosten Proben werden auf die, durch das Waschen aktivierten, Testflachen
aufgetragen. AnschlieRend werden die SAX2- und WCX2-Chips mit den Proben fur
90min in einer Luftfeuchtigkeitskammer geladen. Der H4-Chip wird nach dem

Auflegen der Proben luftgetrocknet.

4) Séattigung der Proben mit Sinapinsaure und ihre Analyse

Nach dem Waschen der Chips mit den jeweiligen Puffern und HPLC werden die
Proben mit Sinapinsaure (125ul ACN, 125ul 1%iges TFA) abgesattigt und kénnen
dann mit dem Proteinchiplaser analysiert werden. Er wird im positiven lonenmodus
verwendet (fur Details siehe von Eggeling et al. 2000). Die Laserintensitat wird auf
300nm eingestellt. Das entspricht annaherungsweise 200udJ. Bei der Anwendung
eines Nitrogenlasers wird die Intensitat auf 337nm eingestellt. Der Digitalisierer
arbeitet bei 250MHz. Als Ergebnis wirft der Computer ein Datensammlungsprotokoll

aus, welches eine Auswertung ermaoglicht.

5) Anfertigen von Kontrollen

Fir Kontrollzwecke werden die Ergebnisse mit den Ergebnissen des ABP-
Nachweises des Testis der Ratte verglichen. Dieser wird dazu homogenisiert und

affinitatsgereinigt. Die oben beschriebene Methode findet hier ebenfalls Anwendung.

5.3.4. Auswertung der biochemischen Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse des Westernblots wird ohne technische Hilfsmittel
vorgenommen.
Die Kurven der SELDI-TOF MS werden vom Computer erstellt und ausgeworfen. Wir

nutzten die Chipergen Proteinchipsoftware 2.01 flr die Datenanalyse. Die
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Auswertung der massenspektrometrischen Kurven erfolgte ebenfalls ohne

technische Hilfsmittel.

5.4. In situ Hybridisierung

Vorbereitung der Schnitte

1) Vorbereiten des Gewebes

Die Tiere werden, wie flr die Immunzytochemie mit Paraformaldehyd perfundiert.
Das entnommene Gewebe (in diesem Fall der Testis, der Epididymis und samtliche

Lappen der Prostata) wird jedoch sofort nach der Resektion bei -20°C tiefgefroren.

2) Anfertigen der Schnitte

Fur die in situ Hybridisierung missen die Schnitte nach einem anderen Protokoll, als
fur die vorhergehenden Farbungen angefertigt werden. Von den Geweben werden in
gefrorenem Zustand 15um starke Schnitte mit dem Kryostat angefertigt und auf
silanbeschichtete sterile Objekttrager gegeben. Die Schnitte werden nun bei 55-65°C
3h getrocknet und mit 4% PFA in PBS, pH 7,4 fur 10min bei Raumtemperatur fixiert.

Vorbereitung der Materialien
Nach dem Fixieren der Schnitte auf den silanisierten Objekttragern mussen sie fur
die Hybridisierung vorbereitet werden. Fur samtliche Arbeitsschritte muss man
vollkommen RNase frei arbeiten. Dazu werden alle zu verwendenden Geratschaften
vor der Durchfihrung fur 3h in 180°C ,gebacken®. Die Losungen mussen ebenfalls
RNase frei zubereitet werden.

Protokoll der Markierung

1) Permeabilisierung der Zellen

Die Schnitte werden zuerst mit verschiedenen Chemikalien bei 37°C (wurde mit
einem Wasserbad realisiert) behandelt. Das ist n6tig, um die Zellen fur die Sonde zu
permeabilisieren ohne die MRNA in der Zelle zu zerstoren. Die Objekttrager kommen
far 10min in 4%iges PFA (pH 7,4) und werden dann fur 10min in ein Bad mit 0,2M
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HCL gestellt. Nun werden sie fir 5min mit frisch angesetzter 0,1M Tris und 1ug/ml
Proteinase K behandelt. Zuletzt werden die Objekttrager fur 10min in ein Bad mit
5mM Acetanhydrid in 0,1M TEA gegeben. Zwischen den einzelnen Schritten und

zum Schluss werden die Schnitte jeweils 5min in PBS gewaschen.

Proteinase K 0,1M TEA (pH 8.0):

e 2mg Proteinase K
e 2ml PBSDT

e je 200ml aliquotieren

15¢g Triethanolamin
3,6ml HCL 25%

11 Aqua dest., autoklavieren

e Dbei -20°C einfrieren

2) Hybridisierung der mRNA

Fur die Hybridisierung der ABP-mRNA werden komplementare synthetische

Oligonukleotidproben verwendet, die am 3-Ende mit 5-Bromo-2’-Desoxyuridin
(BrdU) gekoppelt sind (Jirikowski et al. 1989). Die Sequenz der Antisenseprobe ist
TGT AGA ATC AAA TCC CGG GA (entnommen aus der cDNA-Sequenz in Sullivan
et al. 1993).

Die Hybridisierung wird uber Nacht bei 40°C in 50% Formamid, 5x SSC, 0,4mg/ml
Torula-RNA und 0,1mg/ml tRNA ausgefuhrt.

3) Waschvorgange

Vor den nachsten Arbeitsschritten miussen die Proben zuerst grindlich gewaschen
werden. Zuerst fir 30min bei 60°C in 50% Formamid und 2x SSC, dann fur 1h bei
60°C in 0,2x SSC und zuletzt 15min bei Raumtemperatur in 0,2x SSC.

20x SSC (pH 7.0)

e 175g NaCl

e 88g Na-Citrat x H,O

e 11 Hy0O dest.

e pH mit HCI auf 7 einstellen

e 1ml DEPD, rihren, autoklavieren

36



Material und Methoden

4) Anwendung der RNase A

Um die Proben von den Uberschissigen, einzelstrangigen Resten der Sonden-DNA
und der mRNA zu befreien, werden sie mit dem Enzym RNase A inkubiert. Die
RNase A ist zu 20ul/ml in TEN geldst und wird bei 37°C fur 30min auf die Proben
gegeben. Darauf folgen wieder mehrere Waschschritte: 3 mal 10min bei 37°C in
TEN, 15min bei 55°C in 50%igem Formamid mit 2xSSC, 15min bei 55°C in 0,2xSSC
und zuletzt 15min bei Raumtemperatur in 0,2xSSC.

TEN (pH 7.4)
e 10ml 1M Tris

e 2ml0,5M EDTA
e 100ml 5M NacCl

o auf 1l mit Aqua dest. auffullen

5) Blocken der Proben

Um weitere Reaktionen zu verhindern, werden die Proben geblockt. Das geschieht

mit der 2%igen Blockreagenz MABS bei Raumtemperatur Gber Nacht.

5X MABS (pH 7.,5)
58,04g Maleinsaure
150ml 5M NaCl

auf 11 mit Aqua dest.

pH mit NaOH einstellen

6) Férbung

Die Farbung der Proben ist eine Immunreaktion. Es werden monoklonale
Mausantikdper gegen BrdU mit einer Verdinnung von 1:400 in PBS verwendet. Die
Inkubation lauft bei 4°C uber Nacht. Am nachsten Tag werden sie mit der Biotin-

Streptavidin-Methode wie oben beschrieben gefarbt.

Kontrollen

Die Negativkontrolle wird mit der komplementaren sense-Sonde anstelle der

antisense-Sonde angefertigt. Als Positivkontrolle dient bei diesen Versuchen das
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nach unserer Methode gefarbte Gewebe des Testis. In diesem Gewebe wurde in

frGheren Arbeiten (Chen et al. 2000) ABP-mRNA in den Sertolizellen nachgewiesen.

5.4.1. Auswertung der in situ Hybridisierung

Bei der Auswertung dieser Schnitte wird wie oben das Mikroskop Olympus Dp -Soft
BX 50 verwendet. Mit der digitalen Olympus DP10 Kamera wird fotografiert und
ausgewertet.

Die Auswertung der Schnitte erfolgt ausnahmslos mit dem Mikroskop Olympus mit
der Interferenz Kontrast-Beleuchtung. Mit der dazugehdrigen digitalen Olympus
DP10 Kamera fotografieren wir die DAB-gefarbten Schnitte und werten diese
anschliellend aus. Die Verarbeitung der Bilder wird mit der Olympus Dp-Soft 3.0
Software durchgefuhrt.

5.5. Verwendete Gerate und Chemikalien

Die noch nicht genauer charakterisierten Gerate und Chemikalien mochte ich in der

folgenden Liste auffihren:

Antikorper

Mouse-AntiBrdU monoclonal antibody Progen®

Rabbit aOT Sigma®

Rabbit aABP Becchis et al. 1996
Fluoreszierende anti Rabbit, gekoppelt mit CY2 bzw CY3 Dianova®
Biotingekoppeltes anti-rabbit Sigma®
Streptavidin, gekoppelt mit Peroxidase Sigma®
monovalente Antikorperfragmente (Fab,) Dianova®
anti-Rabbit-Bricken-lgG der Maus fur PAP Sigma®
Peroxidase konjugierte rabbit IgG Sigma®
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Material und Methoden

Gerate

Blotgerat (E802)

BrdU (5’-Bromo-2’-Desoxyuridin)

Brutschrank

Chips fiir SELDI (WCX2, SAX2, H4)

Deckglaser
Dialyseschlauch (5kDa)
Elektrophoresekammer
Filterpapier

Kamera (DP10)

Kryostat Frigomt 2600E
Mikroskop (Dp-Soft BX 50)
Nitrozellulosepapier
Objekttrager
Ultramikrotom (Ultracut S,)
Vakuumzentrifuge
Vortexer (VF2,)

Zentrifuge (16R)

Software

MS-Word 2002
Olympus Dp-Soft 3.0

Chipergen Proteinchipsoftware 2.01

Paintshop Pro 7.02

Consort®

Sigma®

Inkubat®
Chipergen®

Menzel Deckglaser®
Neolab®

Life Technologies®
Whatman®
Olympus®

Reichert ®
Olympus®

Pierce®

Menzel Deckglaser®
Reichert®

Savant®

Janke& Kunkel®
Universal

Technologies®
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6. Ergebnisse

6.1. Immunhistochemische Untersuchungen

6.1.1. Einfache immunzytochemische Markierung mit DAB

Im semidunnen Serienschnitt war es mdoglich Einzelzellen von Folgeschnitten mit
verschiedenen Antikorpern zu farben. Somit sind mit der einfachen DAB-
Farbemethode Koexistenzstudien mdglich. Im Folgenden werden die Organe einzeln

besprochen:

Lobi dorsolateralis und ventralis der Prostata

1) Ergebnisse der Farbungen von ABP

In den Schnitten erkennt man die Tubuli mit deren Epithelzellen, welche von
interstitiellem Bindegewebe und glatten Muskelzellen umgeben sind. Die spezifische
Farbung von ABP zeigt sich in den Epithelzellen (Abb. 6.2.A), in den subepithelialen
Zellen (Abb. 6.1.A, weille Pfeile) und in gefallassoziierten, subepithelialen Zellen
(Abb. 6.2.C, schwarzer Pfeil). Viele Zellen in diesem Teil der Prostata zeigen eine
schlechte zytoplasmatische Immunfarbung der Epithelzellen (Abb. 6.1.A, viereckige
Pfeile).

Eine Gruppe von intensiv gefarbten Zellen stellen die subepithelialen Zellen dar
(Abb. 6.1.A, weilde Pfeile), davon sind einige mit BlutgefalRen assoziiert (Abb. 6.2.C,
schwarzer Pfeil). Eine andere Gruppe dieser intensiv gefarbten Zellen haben direkten
Kontakt zum Drisenlumen (Abb. 6.2.A, schwarzer Pfeilkopf). Auch das
Prostatasekret ist gefarbt (Abb. 6.1.A, schwarzer Pfeil). Die Farbungen der
Epithelzellen zeigen Unregelmaligkeiten in Menge und Farbintensitat. Manche von
diesen sind bis auf den Zellkern vollstandig gefarbt, wahrend andere eine
schollenartige Struktur aufweisen.

Der ventrale Lappen der Prostata zeigt eine etwas schlechtere Immunreaktivitat,

aber ahnliche Farbemuster.
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2) Ergebnisse der Farbung von Oxytocin

Die Bilder B und D der Abbildungen 6.1. und 6.2. zeigen die immunzytochemische
Farbung von OT. Man sieht in Abb. 6.1.B das gefarbte Prostatasekret (weiler Pfeil),
umgeben von schwach gefarbten subepithelialen Zellen (Abb. 6.1.B, viereckige
Pfeile). Darunter liegen die etwas intensiver gefarbten subepithelialen Zellen
(schwarze Pfeile).

Abb. 6.2. B zeigt an das Lumen angrenzend Epithelzellen, welche OT enthalten.

Auch gefalRassoziierte Zellen der Prostata enthalten das Nonapeptid (Abb. 6.2.D).

Koagulationsdrise der Prostata

1) Ergebnisse der Farbungen von ABP

In diesem Teil der Prostata sind die Tubuli im Semidinnschnitt unregelmafiger in
Grofle und Form als in den anderen Teilen der Prostata. Auch in der Farbung
unterscheiden sie sich. Wahrend die Epithelzellen in den beiden anderen Lappen der
Prostata teilweise oder vollstandig im gesamten Zytosol gefarbt sein kdnnen, sind die
Zellen in der Koagulationsdrise ausschliel3lich basal (Pfeile in Abb. 6.1.C) gefarbt.
Die apikalen (zum Lumen gewandte) Bereiche weisen keine Farbung auf. Allerdings
kann man ebenfalls in diesen Schnitten Unterschiede in Menge und Farbintensitat
der gefarbten Antigene feststellen. Auch in diesem Lappen kann ABP im

Drisenlumen nachgewiesen werden.

2) Ergebnisse der Farbung von Oxytocin

Es ist sehr auffallig, dass bei der OT-Markierung die Zellen wie beim ABP-Nachweis
ausschlielich basal (Pfeile im Bild 6.1.D) gefarbt sind. Kernfarbungen sind nicht zu

sehen.
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Abb. 6.1.: ABP- und Oxytocin-Immunreaktivitat in den Lappen der Prostata, visualisiert mit der
ABC-Methode.

A: Eine intensive zytoplasmatische Immunfarbung ist in zahlreichen subepithelialen Zellen (weille
Pfeile) des dorsolateralen Lappen der Prostata sichtbar. Eine Fraktion von epithelialen Zellen zeigt
eine schwache ABP-Farbung (viereckige Pfeile). Das Lumen ist mit einem homogenen ABP-
immunreaktiven Sekret gefillt (schwarzer Pfeil).

B: Eine Oxytocin-Farbung kann an ahnlichen Stellen im Lobus dorsolateralis der Prostata
beobachtet werden.

Eine starke, homogene Markierung von ABP (C) und Oxytocin (D) wurde in den Epithelien der
Koagulationsdrise der Prostata gefunden.

Skalenbalken=50um
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Abb. 6.2.: Einzelne epitheliale Zellen der Prostatalappen zeigen eine intensive ABP-Farbung (A).
Diese Zellen liegen nahe am Lumen. Die meisten dieser Zellen lassen sich ebenfalls fir Oxytocin
farben, wie es im folgenden Semidinnschnitt sichtbar ist (Pfeilkdpfe) (B). Das Prostatasekret zeigt
eine Immunreaktivitat fir Oxytocin und ABP.

Gruppen von subepithelialen zeigen eine Farbung flr ABP (Pfeil) (C). Diese Zellen scheinen
Kontakt zu BlutgefaRen zu haben. Angrenzende Semidiinnschnitte demonstrieren die Oxytocin-
Farbung der gleichen subepithelialen Zellen (Pfeil) (D).

Skalenbalken=10pm
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Ductus deferens

1) Ergebnisse der Farbungen von ABP

Im Ductus deferens erkennt man deutlich das hochprismatische Epithel, welches an
sein Lumen grenzt. Auch in diesem Epithel konnen wir ABP lokalisieren. Die meisten
Zellen sind schwach gefarbt. Es gibt vereinzelt Zellen, die eine starke
Immunreaktivitat aufweisen. Auflerdem fanden wir eine starke homogene Farbung in
der inneren longitudinalen Muskelschicht. Die Farbung der Zellkerne ist hier ebenfalls

ausgeblieben.

2) Ergebnisse der Farbung von Oxytocin

Es sind eindeutig Struktur und Zellgrenzen des Gewebes zu sehen. Die Farbemuster
ahneln stark denen der ABP-Farbung. Die Farbintensitdt und die Zahl der

angefarbten Zellen ist etwas geringer.

Abb. 6.3.: Bild A zeigt die ABP-Farbung der Epithelzellen des Ductus deferens. Die glatte
Muskulatur ist deutlich angefarbt. Die OT-Farbung der Epithelzellen im Bild B weist ein dhnliches
Farbemuster auf. Die glatte Muskulatur ist kaum gefarbt.

Skalenbalken=10pm.

Ergebnisse der Kontrollen

Um jede Art von Kreuzreaktionen ausschlielen zu konnen, haben wir
Negativkontrollen angefertigt (Abb. 6.4.). Bei diesen wurde eine Inkubation mit dem
Primarantikoper ausgelassen. Die Ergebnisse dieser Negativkontrollen entsprachen

unseren Erwartungen, denn es wurde kein Gewebe gefarbt.
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Unsere Positivkontrollen (Markierungen von ABP) zeigten die erwartete Farbung der

Sertolizellen.

A B

Abb. 6.4.: Kontrollschnitte des Ductus deferens (A) und des Lobus dorsolateralis (B) der Prostata
mit dem Auslassen der Primarantikrper.

A: Fehlende Farbung nach Auslassen von aOT.

Skalenbalken=10pm

B: Fehlende Farbung nach Auslassen von aABP.

Skalenbalken=50um

Vergleich der Folgeschnitte

Da wir immer in einem Gewebsschnitt ABP und im darauffolgenden OT gefarbt
haben (bzw. umgekehrt), ist es leicht die Strukturen zu vergleichen. In den
Folgeschnitten sind oftmals identisch angeschnittene Zellen zu erkennen. Wenn wir
identische Areale der Folgeschnitte Ubereinander halten, kdnnen wir bei vielen Zellen
eine Koexistenz von ABP und OT feststellen. Fur die Koagulationsdrise, die beiden
anderen Lappen und den Ductus deferens kann man die Abbildungen vergleichen. In
den Abbildungen 6.1, 6.2., 6.3 ist Bild B immer Folgeschnitt von Bild A und Bild D
immer von Bild C. Die Farbemuster stimmen in den jeweiligen Folgeschnitten Uberein
(man beachte die Pfeile). Dieses beeindruckende Ergebnis brachte uns auf die Idee

einer Doppelmarkierung, um die Koexistenz anschaulicher und praziser darzustellen.

45



Ergebnisse

6.1.2. Immunzytochemische Doppelmarkierung

Etablierung der Doppelmarkierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

1) Wahl der Antikorper

Vorversuche haben ergeben, dass hier dieselben Antikdrper mit der gleichen

Verdinnung wie bei der Einfachmarkierung mit DAB am besten funktionieren. Das

sind ausschlieRlich Kaninchenantikorper.

2) Ausschluss der Kreuzreaktionen

Die Hintergrundfarbung kann durch Normalserum des Menschen verhindert werden.
Aufgrund des identischen Fc-Teils von aABP und aOT waren Kreuzreaktionen der
Sekundarantikdrper moglich. Unsere ersten Versuche bestatigten das. Die
Farbungen Uberlagerten sich und ergaben kein glaubhaftes Farbemuster. Kontrollen

lieferten uns den Beweis fur die falsche Farbung.

3) Verdinnung der Antikdrpergekoppelten Fluoreszensen
Die idealen Verdunnungen fanden wir bei 1:500 fir CY3 und 1:200 in CY2. Der

Grund fur die geringere Verdlinnung von CY2 besteht in der zu schwachen

Farbintensitat, die der Fluoreszenzfarbstoff CY2 bei 1:500 zeigte.

Ergebnisse der Doppelmarkierung

Wir haben in allen Geweben das Ergebnis einer Kolokalisation erhalten,
beschranken uns aber mit der Darstellung der Doppelmarkierung auf den Ductus
deferens (Abb. 6.5.A) und Ductus epididymidis (Abb. 6.5.B). Mit diesen kommt die
Kolokalisation besonders gut zur Geltung. Auch bei dieser Farbung erkennen wir
eine Inhomogenitat der Farbungen in Struktur und Farbintensitat. Trotzdem kann
man deutlich das rotgefarbte ABP identifizieren. Ahnlich verteilt, aber in geringerer
Menge sieht man auch das grungefarbte OT. Man erkennt eine fast 100%ige
Deckung in allen Geweben, auch wenn diese Deckung nicht immer mit der
hervorstechenden orange-gelben Farbung (weilRe Pfeile) demonstriert ist. Bei der

Doppelmarkierung sind ebenfalls die ungefarbten Kerne zu sehen.
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Abb. 6.5.: Doppelmarkierung mit den Fluoreszenzfarbstoffen CY3 (ABP, rot) und CY2 (Oxytocin,
griin) des Ductus deferens (A) und des Ductus epididymidis.

A: Man sieht ihn mit der zum gréften Teil rot gefarbten glatten Muskulatur (links im Bild) und den
Epithelzellen (rechts im Bild). Einzelne Epithelzellen beinhalten sowohl ABP als auch OT. Die
orange-gelben Farbungen weisen auf eine Uberlagerung der beiden Molekiile hin (weiRe Pfeile)
(Mischfarbe). Kaum eine Koexistenz von ABP und OT sieht man in den Muskelzellen.

B: Man sieht die orange-gelbe Kolokalisation (weil3e Pfeile) der grinen ABP- und roten OT-
Immunfluoreszenz in den Epithelzellen des Epididymis.

Skalenbalken=30um.

Ergebnisse der Kontrollen

Um Kreuzreaktionen zwischen den Farbstoffen auszuschlielen, fertigten wir
Kontrollfarbungen an. In diesen Kontrollfarbungen lieRen wir die Inkubation mit den
zweiten Primarantikdrpern aus und erhielten das erwartete Ergebnis: Die Antikorper

mit dem zweiten Fluoreszenzfarbstoff konnten nirgendwo gebunden werden.

6.2. Biochemische Untersuchungen

6.2.1. Affinitdtschromatographie

Nach der Inkubation der Saule wurden die homogenisierten Extrakte mit PBS
ausgewaschen. Zu Beginn war der Nachweis der Proteine des Filtrats positiv. Es trat
eine intensive Farbung nach Proteinfarbung von einem Dot-Blot mit Coomassie-Blau
auf. Beim Waschen wurde die Farbintensitat schwacher bis keine Farbung mehr zu
sehen war.

Am Anfang der Eluation mit 0,1M Glycin-HCI-Puffer (pH 4,0) konnte man erneut eine
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Farbung des Dot-Blots mit Coomassie-Blau feststellen. Das Eluat wurde aufgefangen
bis die Farbung des Dot-Blots negativ war.

Nach Dialyse des Eluats und anschlieBender Vakuumzentrifugation war ein
gefriergetrocknetes, aufkonzentriertes Protein (ABP) am Boden der Eppendorfs zu

erkennen.

6.2.2. Westernblot

In der Abbildung 6.6. sieht man das DAB-gefarbte Nitrozellulosepapier des
Westernblots. Auf der rechten Seite befindet sich der Referenzstreifen zum
Festlegen der MolekulgroRe der Banden des linken Streifens.

Man kann auf dem linken Streifen deutlich drei Banden identifizieren. Sie liegen bei
ca. 18, 37 und 50kDa und weisen durch die Anwendung von DAB, nach einer
Primarinkubation mit aABP und der PAP-Methode, eine braune Farbung auf.

Der Referenzstreifen wurde ebenfalls mit der PAP-Methode gefarbt, allerdings
proteinunspezifisch. Er wurde zum Festlegen der MolekulgréfRen im Teststreifens in
derselben Elektrophorese erstellt.

Wahrend die Banden im Bereich bei 37 und 50kDa sehr kraftig gefarbt und scharf
begrenzt dargestellt sind, zeigt die Bande bei 18kDa eine schwachere Farbung und
erscheint gesplittet. Trotzdem zeigt sie eine intensivere Farbung in dem Bereich, der
naher an der 18kDa-Marke liegt (siehe die schwach markierte Bande bei 16kDa im

rechten Streifen).

+ 225kDa Abb. 6.6.: Western-
© 150kDa blot von den Ge-
. weben des Repro-
100kDa duktionstrakts  der
Ratte. Links sieht

h-d-'---
75kDa man den Nach-
weisstreifen mit den
h .
il 50kDa Banden bei ca. 18,
= 37 und  50kDa,
35kDa rechts daneben den
25kDa Referenzstreifen.
16kDa
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6.2.3. SELDI-TOF MS

Ergebnisse

In den gereinigten Extrakten der Lobi ventralis und dorsolateralis der Prostata, ihrer
Koagulationsdriise, des Prostatasekrets, und des Ductus deferens sowie zur
Kontrolle im Testis haben wir ABP mit Hilfe der SELDI-TOF MS nachgewiesen (Abb.
6.7.). Wie schon erwahnt, wurde ABP anhand der Molekulgré3e nachgewiesen und
charakterisiert. Der schliel3lich verwendete Chip war der SAX2. Bei diesem sah man
die KGs besonders deutlich. Die Massenspektrometrie des aABP ergab keine
Spitzen, die sich mit denen der Extrakte decken, womit sicher ist, dass die Antikérper
der Affinitatschromatographie nicht die Ursache der Spitzen in den Ergebnissen der
SELDI-TOF-Analyse war. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Organe einzeln

vorgestellt:

1) Testis

Im Diagramm des Testis kann man drei KG erkennen: bei 18,7, 37,3 und bei
47,5kDa. Der grote Ausschlag liegt bei 37,3kDa. Im Testis wurde in friheren
Arbeiten bereits ein Vorkommen an ABP nachgewiesen. Somit kann man sich an der

Kurve dieses Diagramms orientieren.

2) Lobi ventralis und dorsolateralis der Prostata

In diesem Diagramm sieht man einen grolen KG bei 19,2kDa und zwei fast nur zu
erahnende KGs bei 37kDa und 47,5kDa.

3) Prostatasekret

Im Prostatasekret ist der KG bei mittlerer Molektlmasse (37,3kDa) noch schwacher
ausgepragt, als bei den Prostatalappen. Ein KG bei 48kDa ist nicht zu finden. Nur
der KG bei 19,2kDa ist deutlich zu erkennen.

4) Koagulationsdriise

In der Koagulationsdruse sind alle drei KGs wieder eindeutig zu erkennen. Sie liegen
bei 19, 37,1 und 47,5kDa.
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5) Ductus deferens
Man erkennt die drei typischen KGs bei 19,2, 37,2 und 47,5kDa sind eindeutig zu

identifizieren. Der KG bei 37,2kDa ist am deutlichsten ausgepragt.

6) Epididymis

Im Epididymis hat man keine Spitzen. Man kann lediglich zwei Erhebungen, eine bei

19kDa und eine zwischen 37kDa und 50kDa erahnen.
Ubersicht der Ergebnisse
Um die Ergebnisse ubersichtlicher zu gestalten, habe ich eine Tabelle erstellt, in der

man sich die Anordnung der KG der Massenspektrometrie in den Organen einmal

vor Augen halten kann:

19 KDA 37 KDA 48 KDA
Testis + + +
Prost. Vund DL + + +/-
Prostatasekret + +/- -
Koagulationsdriise + + +
Ductus Deferens +/- + +/-
Epididymis +/- +/- +/-
Tab. 6.1.: Legende: + = Spitze im jeweiligen Massebereich; - = keine Spitze vorhanden;

+/- = Erhebung im jeweiligen Massenbereich
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Masse/Graze (Dalton)
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Bild 6.7.. Die SELDI-TOF Massenspekira zeigen ABP in verschiedenen Teilen von
affinitatsgereinigten Gewebeextrakten des mannlichen Reproduktionstrakts. Der 48kDa KG
deutet das gesamte monomer von ABP an. Die 37 und 19kDa Proteinpieks kdnnten Produkte
vom alternativ gespleildten ABP-Gen sein. Prostatasekr.= Prostatasekret, Koagulationsdr.=
Koagulationsdriise der Prostata.
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6.3. In situ Hybridisierung
Ergebnisse der Prostata

In den Bildern A, B und C der Abb. 6.8. sieht man Ausschnitte aus dem Gewebe der
Prostata mit den Epithelzellen des Drusenkorpers. Markiert ist in diesen Bildern das
Hybridisierungsprodukt der BrdU markierten Oligonukleotide mit mRNA von ABP.
Farbungen treten in vielen Zellen auf. Die Zellgrenzen sind nur zart angedeutet und
oft sind die Kerne gefarbt. Die Farbung kann sich bis in das Zytosol ausdehnen. Es
gibt Zellen, in denen ausschliellich Teile des Zytosols gefarbt sind. Die Farbung ist
inhomogen, von unterschiedlicher Farbintensitat und liegt im Zytosol und vielen
Kernen schollenartig vor. Kontrollinkubationen mit der sense-Probe blieben ungefarbt
(Abb. 6.8.D).

Abb 6.8.: D|e ABP- Expressmn wird mit der in situ Hybr|d|3|erung in den verschledenen Lappen
der Prostata demonstriert. Die hybridisierte ABP-mRNA wurde mit der immunzytochemischen
ABC-Methode gegen die BrdU-gekoppelten Proben visualisiert. Immunreaktivitat ist in den
epithelialen Geweben des ventralen Lappen (A), dorsolateralen Lappen (B) und in der
Koagulationsdriise (C) der Prostata sichtbar.

D: Kontrolle: Der Schnitt der Koagulationsdriise wurde mit der sense-Probe, statt mit der
spezifischen antisense-Probe hybridisiert.

Skalenbalken=50pum
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Ergebnisse des Testis

In Abb. 6.9.A ist ein Ausschnitt aus dem interstitiellen Bindegewebe des Testis zu
sehen. Leydig-Zwischenzellen sind intensiv gefarbt und man erkennt einzelne
Zytoplasmaauslaufer. Sie haben engen Kontakt zu den Kapillaren (K).

Die Sertolizellen erstrecken sich von der Basalmembran bis zum Tubuluslumen. Der
Zellkern liegt basal. Man sieht im Bild der Abb. 6.9.B, dass sich die Farbung

unregelmafdig und sehr schwach Uber die gesamte Zelle erstreckt.
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Abb. 6.9.: In situ Hybridisierung des Testis mit gefarbten Leydig-Zwischenzellen (A) und zur
Kontrolle die Sertolizellen (B).

A: Interstitielles Bindegewebe des Testis mit den angefarbten Leydig-Zwischenzellen und den
angrenzenden Kapillaren (K).

B: Sertolizelle, die sich im Tubulusepithel von der Basalmembran bis zum Lumen erstreckt.
Skalenbalken=10pm
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7. Diskussion

7.1 Etablierung der Methoden

Unter den Maoglichkeiten der Konservierung und Einbettung von Geweben
entschieden wir uns fur die Einbettung in Eponharz. Der Vorteil dieser Methode ist
die optimale Konservierung der Nukleinsauren in den Zellen (Jirikowski et al. 1990b)
und die Mdglichkeit fur das Anfertigen von Semidunnschnitten mit einer Starke von
1um. Das ermdglichte den Vergleich der Farbemuster von OT und ABP in den
Folgeschnitten. So konnten wir die Kolokalisation von ABP und OT nicht nur mit den
beiden Fluoreszenzfarbstoffen CY2 und CY3 nachweisen, sondern auch mit der
DAB-Farbemethode. Da wir bei dieser Methode die Kreuzreaktionen der
Sekundarantikdrper mit den Fc-Teilen der Primarantikérper (aABP und aOT)
ausschlieBen koénnen, ist die Spezifitdt der Doppelmarkierung untermauert. Die
Kolokalisation von ABP und OT in Harz eingebetteten Geweben wurde bereits von
Herbert et al. (2003) im Hypothalamus durchgeflhrt.
Kontrollinkubationen mit Normalserum anstelle der spezifischen Antikdrper oder mit
dem Weglassen der primaren Antikorper zeigten keine Farbreaktion. Wir konnten
deshalb davon ausgehen, dass es keine Kreuzreaktionen des Gewebes mit den
nachfolgenden Inkubationen gab.
Die Aufreinigung der Proben flr die Elektrophorese durch Affinitatschromatographie
stellte sicher, dass die entstandenen Proteinbanden des Westernblots bei 19, 36 und
47kDa ausschlieBlich ABP enthalten. Diese Molekulgrof3en entsprechen der Literatur
(Joseph et al. 1994). Auch die SELDI-TOF MS zeigte ein Vorkommen von ABP in
den untersuchten Geweben bei 19, 36 und 47kDa, was die immunzytochemischen
Ergebnisse ebenfalls unterstitzt.
Unsere immunzytochemischen Nachweise von OT in den Leydig-Zwischenzellen
(Yeung et al. 1988) und ABP in den Sertolizellen (Oke und Suarez-Quian, 1993) im
Testis stimmen mit der Literatur Uberein. Die Zellkerne blieben ungefarbt, weil OT
und ABP keine Kernmembrangangigkeit besitzen.
Die erhaltenen Ergebnisse lassen vermuten, dass ABP nicht nur im Testis, sondern
auch in anderen Teilen des mannlichen Reproduktionstrakts synthetisiert wird. Fur
diesen Nachweis wahlten wir die Methode der in situ Hybridisierung. Damit konnten
wir die Anwesenheit von ABP codierender mRNA demonstrieren. Bei dieser
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Untersuchung dienten uns die Sertolizellen des Testis als Kreuzvergleich und

stimmten mit alteren Ergebnissen Uberein (Chen et al. 2000).

7.2. ABP

1) Lokalisation von ABP

ABP wurde im Testis vieler Saugetiere immunzytochemisch und biochemisch
beschrieben, dazu gehdéren der Mensch, die Ratte und die Maus (Joseph 1994). Im
Epididymis (Musto et al. 1980, Pelliniemi et al. 1981, Feldman et al. 1981) und in der
Prostata (Larriva-Sahd et al. 1991) der Ratte wurde dieses Protein ebenfalls
lokalisiert.

Mit der immunzytochemischen Farbemethode gelang uns der Nachweis von ABP im
Testis, im Epididymis und in der Prostata der Ratte. Mit diesen Ergebnissen konnten
fruhere Arbeiten (Feldman et al. 1981 Larriva-Sahd et al. 1991 Joseph 1994)
bestatigt, und damit die Legitimitat unserer Schlussfolgerungen gesichert werden.
Des Weiteren lokalisierten wir ABP erstmals immunzytochemisch im Ductus
deferens. Im Testis und in der Prostata waren haufig blutgefaRassoziierte Zellen
angefarbt. Damit besteht die Moglichkeit einer endokrinen ABP-Sekretion und damit
auch ABP-Synthese dieser Zellen. Sie konnten infolgedessen den gesamten
Reproduktionstrakt Uber den endokrinen Weg versorgen. In diesen beiden Geweben
konnte ferner das luminale Sekret gefarbt werden. Daraus ergeben sich zwei
mogliche Erklarungen, namlich die Resorptions- oder die exokrine Sekretions-
Aktivitat der Sertoli- bzw. der Epithelzellen der Prostata. Bei mangelnder oder
fehlender Eigensynthese dieser Zellen, wirde das intrazellular nachgewiesene ABP
hauptsachlich oder vollstandig der Resorption aus der luminalen FlUssigkeit
entstammen. Dagegen wirde das ABP bei vorhandener Eigensynthese der Sertoli-
bzw. Epithelzellen in das Lumen sezerniert werden. Weil ABP in den Epithel- und
Muskelzellen des Ductus deferens lokalisiert werden konnte, kdnnte es Einfluss auf
Kontraktilitdt und Wachstum haben. Demnach ist dieses Protein wahrscheinlich
wichtig fur den Spermientransport.

In dieser Arbeit fuhrten wir erstmals eine SELDI-TOF MS im Reproduktionstrakt der
Ratte fur ABP durch. Diese Methode ist sehr sensitiv, denn man kann sehr kleine
Mengen an Peptiden, in unserem Fall ABP, nachweisen. Die homogenen KGs

zeigen, dass identisches ABP in den Geweben des Testis, des Ductus deferens und
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der Prostata lokalisiert ist. Diese Massen ahneln denen des SHBG, welches im
Hypothalamus der Ratte mit SELDI-TOF MS gefunden wurde (Herbert et al. 2003).
Der 47kDa-KG, der in den meisten Proben beobachtet wurde, entspricht der Masse
des ABP-Monomermolekdls, Uber die schon im Testis und in peripheren Geweben
berichtet wurde (Joseph 1994). Die Proteinmassen von 19kDa und 36kDa kénnen
alternativ gespleildte Varianten des ABP-Gens zeigen, welche in unterschiedlichen
Geweben und Spezies beschrieben wurden (Sullivan et al. 1993, Hammond und
Joseph 1994, Bocchinfuso 1996). Sie wurden in vorhergehenden Studien
vorausgesagt (Sullivan et al. 1993, Joseph 1994). Noch kdénnen wir nicht
ausschlieen, dass es sich bei den identifizierten KG um Spaltprodukte des ABP
handelt, welche bei den biochemischen Prozeduren zur Vorbereitung der Proben flr
die SELDI-TOF MS-Analyse entstanden sind.

Im Epididymis war ABP mit der MS nur sehr schwach nachweisbar. Das sind die
geringen Mengen ABP im Sekret und die resorbierten Anteile in den Zellen, die wir
mit den immunzytochemischen Ergebnissen bereits dargestellt haben. Die ahnlichen
Kurvenmuster der SELDI-TOF MS in der Prostata und im Prostatasekret lassen
vermuten, dass ABP von den Epithelzellen sezerniert wird. Das unterstutzt die
Hypothese der Eigensynthese dieser Zellen. Das undetektierbare 47kDa-KG
Fragment im Sekret ist wahrscheinlich in der geringen Menge des isolierten Sekrets
eines einzelnen Tieres begrindet. Es kann sich aber auch um eine
gewebsspezifische ABP-Variante handeln, wie es beim ABP in den Akrosomen von
Mensch und Maus beobachtet wurde (Selva et al. 2002). Die Funktion dieser ABP-
Isoformen ist noch unbekannt. Sie wurden bereits in verschiedenen Geweben und
Spezies beschrieben (Sullivan et al. 1993, Joseph et al. 1994, Hammond und
Bocchinfuso 1996). Das Muster der KG der affinitatsgereinigten Proben des Ductus
deferens ahnelt sehr dem des Testis. Der relative Anteil ist jedoch geringer, was sehr
wahrscheinlich an der geringeren Menge an ABP liegt. Moglicherweise wird das im
Testis sezernierte ABP von den Epithelzellen des Ductus deferens resorbiert.

Um der Frage der moglichen Synthese bzw. Sekretion von ABP in den Zellen auf
den Grund zu gehen, fihrten wir auch in diesem Gewebe eine in situ Hybridisierung
durch: Die Sequenz der verwendeten Oligonukleotid-Sonden-DNA wurde der
Genbank des EMBL (Heidelberg) entnommen und ist komplementar zur ABP-
kodierenden mRNA. Eine Kreuzhybridisierung der Sonde mit anderen Sequenzen

konnte durch entsprechende Computeranalyse ausgeschlossen werden
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(Designprogramm des NIH). Dass in manchen Zellen eher der Kern und in manchen
Zellen eher das Plasma (in manchen auch beides) angefarbt ist, begrindet sich
wahrscheinlich in einer Hybridisierung des Primartranskripts im Zellkern sowie der
MRNA im Zytoplasma.

Im Testis wiesen wir erstmals die mRNA von ABP in den Leydig-Zwischenzellen
nach. Viele dieser Zellen waren blutgefallassoziiert, was die Vermutung einer
endokrinen Sekretion zur lokalen Versorgung des Reproduktionstrakt absichert.
Aulerdem bestatigten wir die Arbeit von Chen et al. (2000), weil wir diese
Transkripte auch in den Sertolizellen fanden. Diese Zellen konnten fiur die exokrine
ABP-Sekretion in die Tubuluslumina zustandig sein. Somit haben wir mit dieser
Methode auch unsere zweite Theorie der exokrinen Sekretionsaktivitat im Testis
untermauert. Auch eine autokrine und parakrine Sekretion kann eine Rolle spielen,
denn es ist noch unklar, wie ABP in die Akrosomen der Spermien gelangt. Die Zellen
des Epididymis blieben bei der in situ Hybridisierung ungefarbt. Daraus schlossen
wir, dass ABP in diesem Organ nicht synthetisiert wird. Wahrscheinlich werden von
den epididymalen Zellen geringe Mengen ABP aus der luminalen Flussigkeit
resorbiert. Diese Theorie vertraten auch Danzo et al. (1977), Pelliniemi et al. (1981)
und Feldman et al. (1981). Die internalisierte Menge in den Zellen kdnnte vom
funktionellen Status des Reproduktionstrakts abhangen.

In der Prostata fanden wir ABP-mRNA in den luminalen Epithelzellen. Damit ist die
intrinsiche Produktion von ABP und dessen exokrine Sekretion in diesem Gewebe
denkbar. Vielleicht hat es auch hier endokrine und parakrine Funktionen. Eine
Regulation der Prostatasekretproduktion und Exkretion erscheint moglich. AuRerdem
konnte es eine Rolle beim Transport der Spermien durch den Uterus bis zur Eizelle
eine Rolle spielen. In den Zellen des Epididymis konnten wir keine spezifische mRNA

fur ABP nachweisen, was die Theorie der ABP-Resorption erhartet.
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2) ABP und die Androgenwirkungen im méannlichen Reproduktionstrakt

Es ist bekannt, dass testikulares ABP die Bioverfugbarkeit von Androgenen im
interstitiellen Bindegewebe des Testis und im Epididymis regulieren kann, und damit
mdglicherweise Einfluss auf die Spermatogenese und Spermienreifung hat (Anthony
et al. 1984). ABP schutzt Androgene vor der Metabolisierung und erleichtert deren
Aufnahme in Zellen mit nuklearen Androgenrezeptoren (Dorrington und Fritz 1975).
Uber einen mdglichen ABP-Rezeptor der Plasmamembran kénnte ABP als
Wachstumsfaktor wirken (Santiemma et al. 1992). Die Uberexpression von ABP in
transgenen Mausen erhoht die Zahl der Sertolizellen, reduziert die Fruchtbarkeit und
inhibiert den programmierten Zelltod im Epithel der Tubuli seminiferi (Joseph et al.
1997, Jeyaray et al. 2003).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals ein Vorkommen von ABP im
Ductus deferens. In anderen Arbeiten wurde ABP im Testis (Joseph 1994), in der
Prostata ( Larriva Sahd et al. 1991) und im Epididymis nachgewiesen (Musto et al.
1980, Pelliniemi et al. 1981, Feldman et al. 1981). Aul3erdem wird es im mannlichen
Reproduktionstrakt der Ratte (wie oben beschrieben) lokal synthetisiert.

Die morphologischen und physiologischen Ergebnisse legen nahe, dass ABP im
mannlichen Reproduktionstrakt eine zentrale Rolle spielt, weitestgehend unabhangig
von klassischen Steroidrezeptoren. Das bestehende Modell eines nuklearen
Rezeptors fur Androgene erklart die Wirkmechanismen der Steroide wahrscheinlich
nur unvollstandig. Die intrazellularen Androgenrezeptoren wurden in den gleichen
Geweben wie ABP lokalisiert, namlich im Testis, im Epididymis (You und Sar 1994)
und in den Lappen der Prostata (Paris et al. 1997). Eine Wirkung des ABP-
Androgen-Komplexes Uber einen membranstandigen Rezeptor wurde postuliert
(Rosner et al. 1999). Dies koénnte bekannte nichtgenomische Wirkungen von
Steroidhormonen eine Erklarung naher bringen, ahnlich wie es bereits in friiheren

Arbeiten von Fortunati (1999) beschrieben wurde.

7.3. Oxytocin

Bei Frauen bewirkt das OT des Hypothalamus den Milcheinschuss (Neville et al.
2002) in die Milchgange aus den Azini der Drusen wahrend der Stillzeit und die

Kontraktionen des Uterus wahrend des Geburtsvorgangs (Ivanisevic et al. 2001).
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Verschiedene Studien demonstrieren die Synthese des neurohypophysaren
Hormons OT aulerhalb des Gehirns, einschlieBlich des Reproduktionstrakts der
Frau (Khan-Dawood et al. 1984, lvell et al. 1985, Miller et al. 1993, Einspanier et al.
1994) und des Mannes (Nicholson 1996, Ivell et al. 1997).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals OT mit immunzytochemischen
Methoden in allen Lappen der Prostata (sowohl Epithelzellen, als auch subepitheliale
Zellen), im Prostatasekret und im Ductus deferens. Das unterstutzt vorhandene
Theorien Uber die funktionelle Bedeutung von OT im Reproduktionstrakt fur Erektion,
Ejakulation und Orgasmus (Carmichael et al. 1987, Filippi et al. 2003).

OT-mRNA wurde bereits im Rattenhoden (Rehbein et al. 1986, Foo et al. 1991)
nachgewiesen. OT kann dort Uber den autokrinen, parakrinen, endokrinen und
exokrinen Weg lokal im Reproduktionstrakt wirken. Die Wirkungsweisen von OT sind
vielseitig, was sich in der umfangreichen Lokalisation des OT-Rezeptors zeigt. OTR
sind in allen Geweben des mannlichen Reproduktionstrakts vertreten, sowohl in
Muskelzellen als auch in den epithelialen und subepithelialen Zellen. Das betrifft die
Tunica albuginea, den Epididymis, den Ductus deferens (Maggi et al. 1987), die
Prostata (Einspanier und Ivell 1997) und den Testis (Bathgate und Sernia 1994).

OT spielt in mannlichen Geschlechtsorganen unter anderem eine Rolle in der
Regulation der Aktivitat der glatten Muskelzellen und deren Ruhetonus (Brodanszky
et al. 1992). OT steigert das Wachstum der Prostata bei Ratten (Plecas et al. 1992,
Popovic et al. 1990), Hunden und beim Menschen (Nicholson 1996). Im Testis, im
Epididymis und in der Prostata kann OT die Konversion von Testosteron zum
wirkungsvolleren DHT durch die Stimulation des Enzyms 5a-Reduktase regulieren
(Nicholson und Jenkin 1999). Somit kann OT eine Rolle in der Entstehung von BPH
spielen (nach Partin et al. 1991 ist die Pathogenese von BPH abhangig von der
Prasenz von Androgenen). Der gesamte mannliche Reproduktionstrakt besitzt
reichlich glattes Muskelgewebe. So hat der Ductus deferens Muskulatur zum
Transport der Spermien und die Vesicula seminalis bendtigt sie zum Einschuss ihres
Sekrets in den Colliculus. Vermutlich hat OT Einfluss auf die Aktivitat aller Organe im
Reproduktionstrakt und bewirkt Kontraktionen in der glatten Muskulatur, so dass
Spermien vom Testis durch Peristaltik des Ductus deferens bis zur Urethra
transportiert werden kdnnen. Von den subepithelialen Zellen wird das Peptidhormon
wahrscheinlich in der Nahe der Gefalle in die Blutbahn abgegeben um so auf

endokrinem Weg auf die Organe des Reproduktionstrakts zu wirken. Auflierdem
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scheint es madglich, dass OT in die Lumina sezerniert wird. Unsere
immunzytochemischen Beobachtungen legen dies nahe. OT konnte forderlich fur die
Spermienmobilitdt und ihr Uberleben sein. Es ist auch denkbar, dass das OT des
Spermas auch im Uterus verschiedene Aufgaben erfullt, zum Beispiel die Anregung
der Sekretion von Drusenzellen in der Uterusschleimhaut (um das Einnisten der
Eizelle zu erleichtern) oder die Anregung der Peristaltik in der Tuba uterina fur den
Eitransport in den Uterus.

7.4. Kolokalisation

OT bzw. ABP werden lokal im mannlichen Reproduktionstrakt synthetisiert,
maoglicherweise unabhangig vom neurohypophysaren und adenohypophysaren
System bzw. von der ABP-Produktion in der Leber.

Jenkin und Nicholson (1999) zeigten den Einfluss von OT auf die Steroidgenese und
damit eine Abhangigkeit der Hypertrophie des Prostatagewebes von einem erhohten
OT-Spiegel. Ein weiterer Einfluss von einem hohen OT-Spiegel auf die Pathogenese
von BPH besteht in einem erhdhten Ruhetonus der glatten Muskulatur der Prostata.
Da ABP Einfluss auf die Bioverfugbarkeit von Androgenen hat bzw. vor ihrem
Metabolismus schuitzt und wahrscheinlich auch Androgensignale vermittelt (Fortunati
1999), kann es ebenfalls in der BPH-Pathogenese mitwirken. Daraus ergibt sich die
Frage eines funktionellen Zusammenhangs von ABP und OT. Eine Kolokalisation
von OT und ABP wurde in Organen des mannlichen Reproduktionstrakts beobachtet.
Besonders deutlich war die Koexistenz im Ductus deferens und im Epididymis. Die
Kolokalisation von OT und ABP in der Prostata haben wir mit Folgeschnitten
demonstriert. Hier war die Koexistenz nahezu 100%.

In den Axonen der Eminentia mediana und in den Heringkérpern der Hypophyse
wurde bereits eine Koexistenz von ABP und OT demonstriert (Herbert et al. 2003).
Laut Caldwell et al. (2003) kann die simultane Freisetzung dieser beiden Stoffe
wichtig fur die koordinierte Funktion in der Reproduktion sein. Die Kolokalisation von
ABP und OT in den Organen des mannlichen Reproduktionstrakts unterstitzt die
Hypothese, dass beide interagieren (Caldwell et al. 2003). Caldwell hat ein Modell fur
diesen Zusammenhang aufgestellt:
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Abb. 7.1.: In Bild A ist OT an seinen Rezeptor
gebunden, genauso wie P-BSA (Progesteron-BSA)
an seinen. Bei Bindung von OT an seinen Rezeptor
steigt die Affinitat fir P-BSA dessen Rezeptor,
wéhrend die Affinitt fur E-BSA (Estrogen-BSA)
bzw. SHBG-E an denselben Rezeptor sinkt. Wenn
OT gebunden ist, ist das gemeinsame G-Protein am
OT-Rezeptor zu lokalisieren. Somit ist der Weg des
second messenger Uber den Steroid-Rezeptor
ausgeschaltet.

Bild B zeigt, dass bei Bindung des G-Proteins an
den Steroid-Rezeptor die Affinitat fir E-BSA bzw.
SHBG-E steigt und fur P-BSA abnimmt. Bei
fehlendem G-Protein nimmt am OTR die Affinitét
fur OT ab. Man kann aus diesem Modell einen
Allosterischen  Zusammenhang zwischen den
Rezeptoren schlieRen. (Caldwell et al. 2003)

Die Kolokalisation von ABP und OT in einzelnen epithelialen Zellen und in, nahe den

GefalRen liegenden, subepithelialen Zellen lasst eine gegenseitige Regulation der

ABP- und OT-Expression in den Zellen der

Prostata vermuten. Solch eine Interaktion

kann nicht nur in physiologischen Prozessen, sondern auch in pathophysiologischen

Prozessen eine Rolle spielen. Zum Beispiel in der Pathogenese von BPH (bei einer

Fehlregulation von ABP und/oder OT). Diese Vermutung kann erklaren, dass sich die

eingangs beschriebenen Daten von Fortunati (1999) und Jenkin und Nicholson

(1999) in Bezug auf BPH nicht widersprechen. Der Vergleich der Ergebnisse von

beiden Gruppen wirft neue Fragen fur die

Vollstandigkeit dieser Modelle auf. Beide

Gruppen sind nicht von einem funktionellen Zusammenhang ausgegangen, welcher

von der vorliegenden Arbeit gestutzt wird.
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8. Schlussfolgerungen

Mit der vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche funktionelle Rolle von ABP (Isoform
des SHBG) im mannlichen Reproduktionstrakt morphologisch demonstriert. ABP
konnte fur das Wachstum des Prostatagewebes wichtig sein und eine entsprechende
Beeinflussung konnte unter Umstadnden eine Therapiemdglichkeit von BPH
darstellen. Mit der Aufklarung des Wirkmechanismus von OT und ABP/SHBG ist es

vielleicht moglich, gezielter in das Zellgeschehen einzugreifen.

Ein gutes Modell fur weitere Untersuchungen ist das Anlegen von menschlichen
Kokulturen. Diese wurden Epithelzellen, Stromazellen und glatten Muskelzellen der
Prostata enthalten, welche zuerst mit in vivo Konzentrationen von OT, ABP und DHT
behandelt werden. Dann werden die Konzentrationen unter Beobachtung des
Zellwachstums verandert. Des Weiteren ware eine Studie Uber den quantitativen
Vergleich der ABP- bzw. OT-Konzentrationen in gesundem und BPH-krankem

Prostatagewebe interessant.

Die Behandlung von BPH wird in naher Zukunft ein wichtiger Forschungsgegenstand

in der Urologie bleiben.
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