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1 Einleitung

Das Weiterbestehen einer Art hangt entscheidend vom Funktionieren der Fortpflanzung
ab. Charakteristisch fur die sexuelle Fortpflanzung ist die Bereitstellung und Verschmel-
zung von Gameten, woflir sich hauptsachlich zwei Strategien bewahrt haben: Bei vielen
niederen Spezies werden sie in grolen Mengen produziert, um die geringe Wahrschein-
lichkeit ihres Zusammentreffens bei der extrakorporalen Befruchtung auszugleichen. Im
Gegensatz dazu haben sich mit zunehmendem Organisationsgrad Organe und Regula-
tionssysteme entwickelt, die eine viel genauere Steuerung der Gametenproduktion
zulassen und meist mit einer intrakorporalen Befruchtung und Embryonalentwicklung
verbunden sind.

Beim Menschen sind 10-15% der Partnerschaften von ungewollter Kinderlosigkeit be-
troffen, deren Ursachen auf beide Geschlechter nahezu gleich verteilt sind. Die Ursachen
von Fertilitatsstérungen bei Frauen sind zu ungeféhr 30% unbekannt. Um Strategien zur
Behandlung entwickeln zu kénnen, ist eine genaue Aufklarung der Vorgange im weib-

lichen Reproduktionszyklus notwendig.

1.1 Regulation der Ovarfunktion
1.1.1 Beteiligte Komponenten

Die Funktion der Gonaden beim Sauger, einschlieBlich Mann und Frau, wird haupt-
sachlich durch die hypophysaren Gonadotropine LH (luteinisierendes Hormon) und FSH
(follikelstimulierendes Hormon) gesteuert. Im Kérper der geschlechtsreifen Frau I6sen die
Gonadotropine zyklische Veranderungen in Morphologie und Funktion des Repro-
duktionstraktes aus. FSH induziert im Ovar die Reifung eines Follikels (Follikelphase), der
durch seine Produktion von Ostrogenen eine kurzzeitige hohe Ausschiittung von FSH und
LH zur Zyklusmitte bewirkt. LH I6st die Ovulation aus und fihrt zur Bildung des Corpus
luteum (CL, Gelbkérper), welches in der zweiten Zyklushalfte (Lutealphase) fur die
Produktion von Progesteron verantwortlich ist. Progesteron bewirkt Verdnderungen in der
Sekretion des zuvor unter Ostrogeneinflu zur Proliferation angeregten Endometriums
und bereitet eine mégliche Nidation vor. Wahrend der Progesteronspiegel sinkt, kommt es
zu regressiven Veranderungen des CL und zur AbstoRung des Endometriums. Auf diese
Weise sind Hormon- und Menstruationszyklus gekoppelt. Ausfuhrliche Informationen
finden sich in [1;55;81].
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1.1.2 Hypothalamus / Hypophyse
Die Ausschittung von LH und FSH durch Zellen der Adenohypophyse steht unter der

Kontrolle von GnRH (Gonadotropin-Releasinghormon). Es wird von hypothalamischen
Neuronen pulsatil in das Portalgefallsystem der Hypophyse freigesetzt, was synchrone
Pulse von LH und FSH zur Folge hat. Die Freisetzung von LH / FSH ist zyklusabhéangig:
Wahrend der Follikelphase betrégt ihre Frequenz ca. 1/h mit zunachst niedriger
Amplitude. Diese nimmt dann aufgrund der steigenden Konzentration von Ostradiol im
Laufe der Follikelreifung zu. In der Lutealphase bewirkt Progesteron eine Abnahme der
Frequenz des hypothalamischen Pulsgebers, wahrend die Amplitude erhéht bleibt.

Nur bei optimaler Steuerung der pulsatilen Freisetzung von GnRH kommt es zu einer
synchronen Ausschittung von LH / FSH in der Hypophyse. Bei veranderter Frequenz
oder konstanter GnRH-Freisetzung erlischt die Sekretion von Gonadotropinen. Die
Aktivitat der dem hypothalamischen GnRH-Pulsgenerator zugrundeliegenden Neurone
wird durch héhere ZNS-Zentren gesteuert und durch interne und externe Signale
moduliert. Hierbei spielen vor allem Rickkopplungsmechanismen durch die ovariellen
Steroidhormone eine Rolle (Abb. 1-1).
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Abb. 1-1: (A) Die Regulation der Ovarfunktion (ber die Freisetzung der Gonadotropine FSH und
LH wird wiederum durch Gehirn und Hypophyse gesteuert. Eine Riickkopplung erfolgt durch die
ovariellen Steroidhormone Ostradiol und Progesteron, nach [55]. (B) Konzentrationen von LH,
FSH, Ostradiol und Progesteron im Blut wahrend eines normalen Zyklus. Dargestellt sind die
taglichen Mittelwerte von 9 Frauen, nach [1].
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1.1.3 Synthese von Steroidhormonen

Morphologisch sind steroidproduzierende Zellen durch eine hohe Dichte von Mitochon-
drien und glattem ER (endoplasmatisches Retikulum) gekennzeichnet, an denen wichtige
Enzyme der Steroidsynthese lokalisiert sind; Lipidtropfchen stellen Speicher fiur das
Ausgangsmolekil Cholesterin dar. Bei Bedarf wird es von dort aus Cholesterinestern
freigesetzt, durch rezeptorvermittelte Lipoprotein-Aufnahme aus dem Blut aufgenommen
oder in den steroidproduzierenden Zellen neu synthetisiert. StAR (steroidogenic acute
regulated protein) vermittelt die Cholesterin-Translokation vom Zytoplasma zur inneren
Mitchondrienmembran. Hier katalysiert P450scc (Cholesterin-Monoxygenase, side-chain
cleavage enzyme) die Bildung von Pregnenolon durch Abspaltung eines C6-Kérpers. Im
Zytoplasma entsteht durch die Aktivitat von 33-HSD (33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase)
Progesteron, das Hauptprodukt der Granulosaluteinzellen im CL.

Der charakteristische Schritt bei der Bildung von Ostrogenen ist die Aromatisierung des A-
Ringes durch P450arom (Aromatase), wobei Androgene (Androstendion, Testosteron) als
Prohormone dienen. Diese werden aus Progesteron durch P450¢c17 (17a-Monoxygenase)
und C17,20-Lyase (Hydroxyprogesteron-Aldolase) gebildet.

Einige wichtige Enzyme der Steroidsynthese sind zyklusabhéngig oder in verschiedenen
Zelltypen aktiv. Fir die Ostrogensynthese ist z.B. das Zusammenwirken von Theka- und
Granulosazellen erforderlich (Abb. 1-2).

HYPOPHYSE
LH FSH/LH
Cholesterin Cholesterin
> Pastscc | v v [Pa50sce | &——
Pregnenolon Pregnenolon
> 5-Hiso | v v [5o+sD | «—
Progesteron Progesteron GR.-LUTEINZELLE
»|  Pasoc17 | v |  F----------mio oo
170-Hydroxyprog. I Androstendion GRANULOSAZELLE
> | C17,20-Lyase | .g ! - Testosteron
Androstendion == @ l
VUTEN Y | e
Testosteron Ostron ]
THEKAZELLE Ostradiol

Abb. 1-2: "Zwei Zell / zwei Gonadotropin - Hypothese" der Steroidproduktion im Ovar, nach [55].
Wéhrend der Follikelphase wird in Thekazellen durch LH die Synthese von Androgenen
angeregt, die zu den Granulosazellen diffundieren und durch die hier exprimierte Aromatase in
Ostrogene umgewandelt werden, stimuliert durch FSH. In der Lutealphase produzieren
Granulosazellen aufgrund der Expression zuséatzlicher Enzyme groBe Mengen Progesteron.
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1.1.4 Aufbau des Ovars

Die paarigen, mandelférmigen Ovarien liegen im Bauchraum am oberen Rand des kleinen
Beckens und sind jeweils Uber das bandartige Mesovarium mit dem Uterus verbunden.
Von hier aus erfolgt die Versorgung mit Gefallen und Nerven, die am Hilum des Ovars
ein- und austreten. Nach auflen wird es von einem einschichtigen Epithel umgeben,
welches in das Plattenepithel des Peritoneums ubergeht. Die Bereiche im Inneren des
Ovars sind nicht genau abgrenzbar. Im Markbereich dominieren Blutgefale, Lymph-
gefalle, Nerven und Bindegewebe, wahrend im Rindenbereich sémtliche Stadien der

Follikelentwicklung zu finden sind.

1.1.5 Follikelphase

Die Zahl der embryonal angelegten weiblichen Keimzellen nimmt von mehreren Millionen
auf ca. 400.000 zur Zeit der Geschlechtsreife ab. Aus diesem Reservoir von priméaren
Oozyten gelangen im Lauf von ungefahr 40 Jahren nur ca. 1%o zur Reife und Ovulation.
Zunachst sind die Oozyten von einer einfachen Schicht flacher Zellen umgeben, die sich
nach aulen durch eine Basallamina abgrenzen und die Vorlaufer der Granulosazellen
(GZ) darstellen. Diese Primordialfollikel wachsen unabhangig von Gonadotropinen zu
Primarfollikeln heran, wobei sich um die Oozyten ein mehrschichtiger Verband aus
kubischen GZ bildet und an die Basallamina angrenzend eine innere und aufliere Theka-
schicht aus Stromazellen differenziert. Die Versorgung von Oozyte und GZ erfolgt durch
Diffusion, da sich die von den Gefalien im Stroma ausgehende Vaskularisierung nur bis in
die Theka interna erstreckt und nicht Gber die Basallamina hinausgeht. Granulosazellen
stehen untereinander und mit der Oozyte durch Plasmafortsatze und Gap junctions in
Verbindung, so dal} auch auf diese Weise ein Austausch von Nahr- und Signalstoffen
mdglich ist.

Die Granulosazellen bilden eine Flussigkeit, die sich in der Follikelhdhle (Antrum)
sammelt. Dadurch enstehen die antralen Sekundarfollikel, von denen sich normalerweise
nur einer zum sprungreifen Graaf'schen Follikel entwickelt. Die anderen Follikel gehen
durch Apoptose zugrunde (Follikelatresie). Uberlebende Zellen der Theka interna kénnen
allerdings als interstitielle Driisenzellen weiterhin endokrin aktiv sein.

Fur die in der spaten Follikelphase ansteigende Ostrogenproduktion sind Theka- und
Granulosazellen gemeinsam verantwortlich. Da Granulosazellen das Enzym C17,20-
Lyase nicht besitzen, kénnen sie keine Androgenvorstufen fiir die Ostrogensynthese
bilden und sind dabei auf die Zellen der Theka interna angewiesen. Diese produzieren,
angeregt durch LH, vorwiegend Androstendion, das durch Diffusion zu den GZ gelangt.
Dort wird es durch das FSH-aktivierte Enzym P450arom aromatisiert. Dieses Modell der

Aufteilung von Stimulation und Synthese ist als "zwei Zell / zwei Gonadotropin-
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Hypothese" bekannt (Abb. 1-2). Eine Produktion von Progesteron durch GZ findet
zumindest wahrend der friihen Follikelphase nicht statt, da die zu den ersten Schritten der
Steroidsynthese notwendigen Enzyme StAR und P450scc noch nicht vorhanden sind.

Die Dichte von FSH-Rezeptoren auf den GZ nimmt beim Wachstum der antralen Follikel
zu und ist im sprungreifen Follikel am hochsten. Diese Zunahme wird vermutlich durch
FSH und Ostradiol ausgelést, die auch mitogen auf GZ wirken. Ostradiol bewirkt eine
Verstarkung der Expression seines eigenen Rezeptors und des Rezeptors fur LH auf
Thekazellen. Somit findet die positive Ruckkopplung neben einer indirekt verstarkten
Freisetzung von Gonadotropinen aus der Hypophyse auch auf der Ebene des Ovars statt.
In der friihen Follikelphase wirkt Ostradiol dagegen hemmend auf Hypothalamus und
Hypophyse, und damit auch auf die Ausschuttung von FSH und LH.

Der rasche mittzyklische Anstieg von LH fihrt nach 16-20 h zur Ovulation, wobei die
Oozyte mit den sie umgebenden Granulosazellen (Corona radiata) in den Bauchraum
freigesetzt und vom Eileiter aufgenommen wird. Die Ruptur der Follikelwand wird
vermutlich durch eine verstarkte Durchblutung des Ovars ausgeldst. Zuvor erhéht sich der

intrafollikulare Druck durch eine verstarkte Produktion von Follikelfliissigkeit.

1.1.6 Lutealphase

Die Lutealphase ist in ihrer Dauer konstanter als die Follikelphase und betragt ca. 14
Tage. Die nach der Ovulation zuriickbleibenden Granulosa- und Thekazellen spielen
weiterhin eine zentrale Rolle bei der Produktion von Steroidhormonen. Unter Einwirkung
von LH entsteht durch Wachstum und Differenzierung (Luteinisierung) ein temporéres,
endokrin aktives Gewebe innerhalb des Ovars, das Corpus luteum. Die Griinde fir seine
spatere Regression (Luteolyse) zum bindegewebigen und inaktiven Corpus albicans sind
noch weitgehend unklar.

Wahrend der Bildung des CL laufen im wesentlichen folgende Prozesse ab: Luteinisie-
rung der Zellen zu Granulosa- bzw. Thekaluteinzellen (GLZ / TLZ), Auflésung der Basal-
membran und Vaskularisierung des entstehenden Gewebes.

Bei der Luteinisierung hypertrophieren die Granulosazellen, was mit einer bis zu
achtfachen Volumenzunahme einhergeht [51]. Da sie nun auch selbst Steroidvorstufen
herstellen, zeigen sie die typischen Merkmale steroidproduzierender Zellen: Viel glattes
ER, zahlreiche Lipidtrépfchen und Mitochondrien. Die GLZ sind als grol3e ,luteale Zellen®
vorwiegend im zentralen Bereich des CL zu finden, das bei Primaten eine strukturelle
Kompartimentierung entwickelt. Nach dem Kollaps des Follikels bildet seine ehemalige
Wand Einfaltungen, in denen sich Teile der bisherigen, mit Gefalien versorgten Theka-
schicht befinden. Entlang dieser Septen, sowie an der Peripherie des CL, liegen die als

.paraluteal* bezeichneten TLZ. Von hier aus wandern Bindegewebszellen ein und die
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Vaskularisierung der Granulosaschicht beginnt, bis das CL in der Mitte der Lutealphase
zu den am hdchsten durchbluteten Geweben im Kérper gehért. Das CL besteht daher
auch aus Endothelzellen der Kapillaren und Zellen des Immunsystems. Welche Faktoren
zur Kontrolle und Aufrechterhaltung der Vaskularisierung beitragen, wird derzeit unter-
sucht. Es kommen u.a. spezifische Wachstumsfaktoren in Frage, wie VEGF (vascular
endothelial growth factor) und bFGF (basic fibroblast growth factor).

Entsprechend der morphologischen Trennung bleibt auch das Zwei-Zell-Modell der
Ostrogenproduktion im CL erhalten. GLZ zeigen beim Menschen und héheren Altwelt-
affen auch in der Lutealphase P450arom-Aktivitat und ermdglichen somit die Ostradiol-
synthese. Durch das Fehlen von C17,20-Lyase sind sie jedoch weiterhin auf Androgen-
vorstufen aus den TLZ angewiesen. Die Zu- und Abnahme des Ostradiolspiegels verlauft
zur Synthese von Progesteron parallel, das nun Uberwiegend aus den GLZ stammt.

Die gesteigerte Expression der daflir benétigten Enzyme P450scc und 33-HSD ist nicht
die einzige Auswirkung des mittzyklischen LH-Pulses. Es kommt auch zu Anderungen der
Freisetzung von verschiedenen Peptidhormonen. Relaxin spielt méglicherweise fur die
Implantation eine Rolle (zusammen mit Ostradiol) oder dient als frilhes Signal fur eine
Schwangerschaft. Inhibin wurde als Hemmer der hypophysaren FSH-Freisetzung
diskutiert. Wahrscheinlicher jedoch ist eine lokale Funktion im Ovar, durch die FSH- oder

LH-stimulierte Prozesse, wie die Follikelentwicklung, gehemmt werden.

1.1.7 Luteolyse

Die fur die Regression des Corpus luteum verantwortlichen Faktoren und Mechanismen
sind nach wie vor nicht genau bekannt. Als auslésende Signalsubstanzen wurden LH,
Ostrogene und Prostaglandine (PG) diskutiert [81], doch ist ihre Wichtigkeit in verschie-
denen Spezies nicht gleich, was mit der Anpassung an unterschiedliche reproduktions-
biologische Anforderungen zusammenhangen dirfte.

Aus der langsamer werdenden Frequenz der LH-Pulse wahrend der mittleren und spéaten
Lutealphase beim Menschen und Affen wurde auf eine Abnahme des trophischen Signals
fur die lutealen Zellen geschlossen. Aufgrund der konstant bleibenden Zykluslange trotz
kunstlicher Veréanderung der LH-Pulse, konnte dies jedoch nicht als Ursache der Luteo-
lyse bestatigt werden. Auch die ganzliche Unterdriickung des LH-Signals fuhrte nur fur die
entsprechende Dauer zu einem Ausbleiben der Progesteronproduktion, so daf® fir die
Bestimmung der Lebensdauer des CL interne oder lokal auf das Ovar beschrankte
Faktoren entscheidender sein dirften. Allerdings haben sich die in Primaten durch luteale
Zellen produzierten Ostrogene als Mediatoren eines selbstzerstérenden Prozesses als

fraglich erwiesen [81].
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PGF,, ist in vielen Nichtprimaten bei ausbleibender Implantation ein vom Uterus
abgegebenes luteolytisches Signal. Méglicherweise wirkt es bei Primaten in der spaten
Lutealphase ahnlich, wo es durch das CL selbst produziert wird. Obwohl durch PGF,, die
experimentelle Induktion der Luteolyse mdglich ist, reagieren grof3e und kleine Luteal-
zellen in der frihen Phase auf andere PG mit einer verstarkten Produktion von
Progesteron. Wahrend der CL-Entwicklung kommt es also zu einer Verschiebung der
Empfindlichkeit fur unterschiedliche PG. Stickstoffmonoxid (NO) spielt als lokaler Faktor
moglicherweise ebenfalls eine Rolle bei der Luteolyse. Humane GZ exprimieren die
endotheliale NO-Synthase und NO-Donoren vermindern die Progesteronproduktion [87].
In der spaten Lutealphase kann die Progesteronproduktion nur noch in gro3en Luteal-
zellen durch LH / CG stimuliert werden. Vermutlich wird hiertiber die Erhaltung des CL bei
einer beginnenden Schwangerschaft gesteuert. Die Veranderung des Zahlenverhaltnisses
zugunsten der kleinen Lutealzellen im Verlauf der zyklischen CL-Entwicklung kann durch
einen Verlust grol3er Zellen erklaren werden, die zu kleinen dedifferenzieren. Dabei spielt
vermutlich neben der Reduktion des Zellvolumens auch die Eliminierung von Zellen durch
zytotoxische Faktoren oder Apoptose eine Rolle, insbesondere in Nichtprimaten wie der
Ratte [31;68]. Hierbei haben die Zellen des Immunsystems nicht nur Lutealzellen, sondern
auch Endothelzellen des dichten Kapillarnetzes im CL zum Ziel [20]. In der Tat wurde
Apoptose von Endothelzellen im CL beobachtet, und die Steuerung der vaskularen
Entwicklung und Degeneration steht mit der Luteolyse in Zusammenhang [26], méglicher-
weise Uber die dadurch bedingte variable Verfigbarkeit von Gonadotropinen fir das CL
[92]. Auch beim Menschen wurde eine Beteiligung von Makrophagen, als hauptsachlichen
Immunzellen im CL, an der Steuerung von Steroidproduktion, Angiogenese und Luteolyse
vermutet. Widersprichliche Resultate ergaben sich dabei aus der Verwendung von
zellularen Markern, die nicht nur in Makrophagen, sondern auch in anderen Zellen des CL
prasent sind, beispielsweise CD68 in GZ [50].

Inwiefern bei héheren Primaten die Apoptose von lutealen Zellen stattfindet, ist unklar.
Sowohl positive als auch negative Marker und Hinweise wurden gefunden, wie Fas, BAX,
bcl-2 oder DNA-Fragmentierung [21;60;63;64;90;91]. Auch Uber das Auftreten einer von
Apoptose abweichenden Form der zellularen Regression im CL von Primaten wurde
berichtet [22]. Entlang der Septen, sowie an der Peripherie des CL, liegen die auch als
.paraluteal” bezeichneten TLZ. Neben diesen beiden Zellpopulationen besteht das CL aus
nichtlutealen Zellen, z.B. den Endothelzellen der Kapillaren oder Zellen des
Immunsystems, deren Bedeutung fur den Verlauf der Entwicklung des CL noch unklar
sind. Als Quelle oder Ziel lokal wirkender Faktoren kénnten sie an der Strukturbildung

oder Regression beteiligt sein.
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1.2 Spannungsaktivierte Na'-Kanale

1.2.1 Struktur und Funktion
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der Struktur spannungsaktivierter Na’-Kanéale, bestehend
aus vier homologen Domé&nen mit je sechs o-helikalen Transmembransegmenten S1-S6
(Zylinder). Die wichtigsten Bereiche fiir die Kanalfunktion sind markiert. Phosphorylierung durch
Proteinkinase A (P, Kreis) und C (P, Raute); Inaktivierungsschleife (h) und -rezeptor (ausgefiillte
Kreise);, Spannungssensor in S4 (+) und Kanalpore mit TTX-Interaktionsstellen (grau).

Die Untersuchung der Funktionsweise des Nervensystems flhrte zur Entdeckung der
Erregbarkeit von Neuronen. Als Grundlage von Aktionspotentialen nach dem ,Alles-oder-
nichts* Prinzip wurden die spannungsaktivierten Na’- und K'™-Kanale identifiziert. Die
Isolierung der 260-270 kDa (Kilodalton) schweren a-Untereinheit des Na*-Kanals gelang
Uber die Bindung spezifischer Toxine und war Ausgangspunkt fur die Aufklarung seiner
molekularen Struktur und Funktion [8]. Die meisten Eigenschaften des Kanals werden
durch die a-Untereinheit bestimmt, z.B. lonenselektivitdt und Spannungsabhéngigkeit,
wahrend die beiden B-Untereinheiten (30-35 kDa) bei der Kinetik des Offnens und
Schlielens und der Lokalisation in der Membran eine Rolle spielen.

Nach Isolierung der cDNA (komplementdare DNA) lie sich aus der primaren
Aminosauresequenz recht genau die Anordnung funktioneller Bereiche des Proteins
vorhersagen (Abb. 1-3). Die vier homologen Doménen (I-IV) bestehen wiederum aus
sechs o-helikalen Transmembransegmenten (S1-S6). Die Struktur der Domanen stellt
einen Grundbaustein von Kationenkanalen dar und ist in K- und Ca?*-Kanalen zu finden,
die durch cAMP / cGMP, Ca** oder das Membranpotential gesteuert werden [9].

Am Aufbau der Kanalpore sind die Segmente S5 und S6, sowie ein Teil der
dazwischenliegenden extrazellularen Schieife beteiligt. Dieser stellt den duf3eren Teil der

Pore dar und beinhaltet das Selektivitatsfilter fur Na'-lonen und die Bindungsstelle fur TTX
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(Tetrodotoxin) [72]. Die Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung wird durch
Ladungsverschiebungen im elektrischen Feld der Membran bewirkt. Im Segment S4 jeder
Doméne befinden sich mehrere positiv geladene Aminosauren, die von benachbarten
negativen Ladungen stabilisiert werden. Bei Spannungsanderungen kommt es zu einer
Rotation der Helix und zur Bewegung von S4 aus der Membranebene heraus, was tber
Konformationsanderungen zur Kanal6éffnung fihrt [32]. Dadurch wird auch die schnelle
Inaktivierung ausgeldst, die vermutlich Gber den Verschlu® der inneren Porenéffnung
durch ein charakteristisches Motiv aus 3 Aminosauren zwischen Domaéane Il und IV

bewirkt wird.

1.2.2 BeeinfluBung der Natriumkanal-Aktivitét durch Modulatoren und Pharmaka

Eine Modulation der Kanalaktivitat durch die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA) ist an
vier Stellen im Bereich der intrazellularen Schleife zwischen Domane | und Il méglich.
Eine Phosphorylierung fuhrt zu verminderten Stromamplituden, ohne die Spannungs-
abhangigkeit der Aktivierung oder Inaktivierung zu veradndern [41]. In Kkultivierten
Neuronen des Hippocampus wird dies Uber Dopamin-Rezeptoren vom D1-Typ und die
nachfolgende Stimulation der Adenylat-Zyklase (AC) vermittelt [7]. Neben der direkten
Verminderung des Peakstroms kann der cAMP / PKA-Signalweg auch zur Aktivierung von
DARPP-32 (Dopamin- und cAMP-reguliertes Phosphoprotein von 32 kDa) fiihren, was
durch die Hemmung der Proteinphosphatase 1 eine verringerte Dephosphorylierung des
Na'-Kanals (NaK) zur Folge hat [71].

Fur die Phosphorylierung durch PKC (Ca**-abhéangige Proteinkinase) besitzen NaK zwei
Stellen: In der Nahe des Inaktivierungsmotivs filhrt die Phosphorylierung zu einer
langsameren Inaktivierung. Die zweite Stelle ist mit einer Reduktion der Stromamplitude
verbunden. Die Phosphorylierung durch PKC und eine Depolarisation der Membran
verstarken den Effekt der PKA-Phosphorylierung. Die Konvergenz dieser drei Signale
erlaubt vermutlich eine Feinjustierung des neuronalen Antwortverhaltens, beispielsweise
ihre allgemeine Erregbarkeit.

Die pharmakologische BeeinfluBung von NaK durch Lokalanasthetika, Antiarrhythmika
oder Antikonvulsiva erfolgt Uber spezifische Bindungsstellen, deren Lokalisation am
Kanalprotein entscheidet, ob eine Substanz bevorzugt an Kanéle in bestimmten
Offnungszustéanden bindet oder eine frequenz- oder spannungsabhéngige Hemmung
stattfindet [83].

1.2.3 Isoformen und Regulation der Expression

Aus verschiedenen Zellen und Geweben von Saugern wurden bisher tUber 30 cDNA-

Sequenzen der a-Untereinheit des spannungsaktivierten Na’-Kanals isoliert. Sie lassen
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sich in zehn Isoformen einteilen, deren Bezeichnung inzwischen vereinheitlicht wurde
[29]. Demnach lassen sich drei Gruppen ausmachen, die sich in Bezug auf die Anzahl der
geladenen Aminosauren im spannungssensitiven Segment S4 und in der Sequenz der
Inaktivierungsschleife unterscheiden.

Die Gene der Isoformen konnten vier paralogen Chromosomensegmenten zugeordnet
werden, was Ruckschlufe auf ihre Evolution durch verschiedene Duplikationsereignisse
erlaubt [56]. Beim Menschen beinhaltet die Region 2g22 funf Gene, von denen drei eng
verwandt sind und vorwiegend in Neuronen des ZNS exprimiert werden (SCN1A, 2A, 3A).
Die beiden anderen (SCN7A, 9A) kommen funktionell im peripheren Nervensystem
(PNS), Gliazellen und neuroendokrinen Zellen vor. Die Gene SCN5A, 10A und 11A liegen
in Region 3p21 und codieren fur Kanadle mit geringer TTX-Sensitivitat. Sie werden
vorwiegend im Herzmuskel, in sensiblen Neuronen der Spinalganglien und dem PNS
exprimiert. Auf den Chromosomen 12 und 17 liegen SCN8A (vorwiegend ZNS) und 4A
(Skeletmuskel).

Die Intron / Exon - Struktur ist fur vier Gene bekannt und im Bereich der hoch
konservierten vier Domanen identisch. Die Aminosauresequenzen stimmen hier zu 70 bis
95% Uuberein, gegeniiber weniger als 50% im Bereich der beiden grof3en intrazellularen
Schleifen zwischen den Domanen I/l und II/lll. Hier spiegeln sich eventuell unterschied-
liche zytoplasmatische Interaktionsstellen wieder, die fur spezifische Eigenschaften der
verschiedenen Isoformen verantwortlich sein kénnten. Dal® die Schleifen funktionell von
Bedeutung sind, legt die hohe Sequenzhomologie von teilweise Uber 95% zwischen den
orthologen Genen verschiedener Spezies nahe [56].

Alternatives Splicing bei SCN1, 2, 3, 8 und 9A ist fir zwei Isoformen entwicklungsab-
hangig, mit einer neonatalen und einer adulten Form, und betrifft die Segmente S3 und S4
der Domane | (Exon 5) bzw. S3 und S4 von Doméane Ill (Exon 18). Die neonatale Form
von Exon 18 enthalt ein Stop-Codon und wurde u.a. aus Astrozyten isoliert [54]; die
Funktion dieser und anderer Aminosaureunterschiede ist unbekannt.

Mutationen als Ursache erblicher Krankheiten wurden bisher nur fir NaK-Gene nach-
gewiesen, die in Muskeln exprimiert werden, z.B. beim "long QT" Syndrom Typ 3. Dabei
kommt es meist zu einer verminderten Inaktivierung und zur Ausbildung Ubermafiger
Erregbarkeit, woflir bereits ein Anteil nicht-inaktivierender Kanale von wenigen Prozent
ausreicht.

Das Expressionsmuster verschiedener NaK-Typen in bestimmten Zellen und Geweben ist
nicht statisch und variiert je nach den physiologischen Anforderungen. Dies kénnte durch
die Entwicklung typspezifischer Agonisten oder Antagonisten kinftig gezieltere Therapien
ermdglichen. Eine positive Regulation der NaK-Expression durch Zunahme der

Osmolaritat des Blutes wurde in neurosekretorischen Zellen des supraoptischen Kerns
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gefunden [89]. Axotomierte Neurone veradndern die Transkription verschiedener NaK-
Gene unterschiedlich, was sich auch elektrophysiologisch nachweisen Iaft.

Die Expression von NaK in Astrozyten steht moglicherweise unter der Kontrolle von
I6slichen Faktoren, die lokal von Neuronen freigesetzt werden [77]. Eine Abnahme wurde
sowohl bei Isolation der Astrozyten (Retina) als auch durch die Kokultivierung mit
Neuronen (Rickenmark) beobachtet [84]. Die erhéhte NaK-Expression in Astrozyten
bestimmter Epilepsie-Patienten kénnte im mangelnden Kontakt zu Neuronen begriindet
sein.

Eine Verletzung von Astrozyten fihrt zu einem "Umschalten" der Expression von
zunachst TTX-sensitiven auf TTX-resistente NaK [44]. Dies deckt sich mit dem haufigen
Vorkommen TTX-resistenter NaK in dedifferenzierten Zelltypen und wurde auch in

Muskeln und Neuronen gefunden.

1.2.4 Funktion in nicht erregbaren Zellen

Der Nachweis von spannungsaktivierten lonenkandlen in Gliazellen [12;45] war
Uberraschend zu einer Zeit, in der die fehlende Erregbarkeit von Zellen mit einem Fehlen
der den Aktionspotentialen zugrundeliegenden Kanale assoziiert wurde. Obwohl unter
bestimmten Bedingungen die Ausbildung von aktionspotentialdhnlichen Zellantworten
moglich ist, sind Gliazellen sehr wahrscheinlich aus folgenden Griinden nicht erregbar
[77]: Die Dichte der NaK ist mit 0,1 bis 10 Kanalen pro pm? Membranflache ungefahr 100-
bis 1000-fach geringer als in Neuronen, gleichzeitig ist die K'-Leitfahigkeit sehr hoch.
Aullerdem sind die Zellen oft Uber Gap junctions miteinander gekoppelt, was gréRere
oder schnelle Anderungen des Membranpotentials durch einen KurzschluReffekt ver-
hindert.

An Ranvier'schen Schnirringen ist die Dichte von NaK nicht nur in der neuronalen
Membran am héchsten, sondern auch in den direkt benachbarten glialen Fortsatzen. Dies
fuhrte zu der Hypothese, dall Gliazellen hier als lokale Quelle fir NaK fungieren, und sie
auf Axone Ubertragen kénnten [62].

Es wurde auch vorgeschlagen, dal} lokal konzentrierte NaK in elektrisch isolierten
Gliafortsdtzen Uber die Aktivitdt benachbarter Neurone und die dadurch ansteigende
extrazellulare K'-Konzentration aktiviert werden koénnen [77]. Die Erregbarkeit der
Neurone kdme ohne die homdostatische Funktion der Gliazellen zum Erliegen: Die
Aktivitat ihrer Na'/K*-ATPase sorgt fur eine Entfernung von extrazellular akkumuliertem
Kalium [74], dessen Konzentration durch hohe neuronale Aktivitat schnell ansteigen kann.
Auch Neurotransmitter wie Glutamat werden aus dem Extrazellularraum mit Hilfe des Na*-
Gradienten entfernt. Daher steht der gliale Na'-Haushalt indirekt mit der neuronalen

synaptischen Transmission in Verbindung. Die Na'/K'-ATPase arbeitet nur bei einer
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geniigend hohen intrazellularen Na‘'-Konzentration. Uber spannungsaktivierte NaK
kénnten Na'-lonen nachgeliefert werden, was entweder durch eine Depolarisation (s.o.)
oder durch NaK geschehen kann, die auch unter Ruhebedingungen aktiv sind, d.h. einen
persistierenden Na*-Strom vermitteln (s. 1.2.5). In der Tat wurden Hinweise auf einen
solchen Strom gefunden [78]: Kultivierte Astrozyten hyperpolarisieren bei der Applikation
von TTX oder bei Entfernung des extrazellularen Na*. Dagegen konnte eine Anderung der
intrazellularen Na*-Konzentration durch TTX bei einem anderen Astrozyten-Praparat nicht
bestétigt werden [67].

In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, da® die Kopplung von
Astrozyten Uber Gap junctions zu einem Austausch von Na'-lonen und damit zu einer
Angleichung der intrazellularen Na'-Konzentration fiihrt [66]. Auf diese Weise werden
Na*-abhéngige Reaktionen der Zellen, wie die Aktivitat der Na'/K*-ATPase, koordiniert.
Maoglicherweise stellt also die intrazellulare Konzentration von Na* ein ahnliches, langsam
veranderliches Signal dar wie Ca®". Eine Kopplung beider Parameter ist durch den
Na‘/Ca*- Austauscher méglich, der den groRen, einwérts gerichteten Na‘'-Gradienten
normalerweise zum Herausbeférdern von Ca**-lonen nutzt (s. Ubersicht in [83]). Bei einer
hohen intrazellularen Na*-Konzentration kommt dieser Proze} zum Erliegen oder kehrt
sich sogar um. Méglicherweise wird also die intrazelluldre Ca*-Konzentration indirekt
iiber Na* reguliert. Eine bislang nicht reproduzierte direkte Verknuipfung von Na* und Ca*-
Einstrom stellt die "slip-mode" Leitfahigkeit spannungsaktivierter NaK dar, bei der die
Permeabilitaten von Ca** und Na* bis zu 1:1 betragen sollen [70].

Auf einen Zusammenhang zwischen den Konzentrationsgradienten fir Na® und K™ tber
die Membran von Zellen im CL und der Steroidproduktion wurde aufgrund von Experi-
menten mit Ratten geschlossen, die mit TEA und TTX behandelt wurden [93]. In anderen
nichthumanen Spezies wurden Calcium-, Kalium- und Chloridkanalen gefunden, die
teilweise unter dem EinfluR von LH/CG, muskarinergen Rezeptoren oder der extra-

zellularen Ca**-Konzentration stehen [11;59;88].

1.2.5 Persistierender Natriumstrom

Sowenig wie die Expression spannungsaktivierter NaK auf erregbare Zellen beschrankt
ist, liegt auch die Aufgabe dieser Kanale wohl nicht allein in der Generierung schneller
elektrischer Signale zur Informationsweitergabe. Neben dem innerhalb von Millisekunden
nach der Kanal6ffnung inaktivierenden, transienten Na*-Strom Iyt wurde in vielen Zellen
ein ebenfalls spannungsabhangiger, jedoch nicht inaktivierender, persistierender Strom
Inap gefunden [13]. In Cortexneuronen aktivierte Iy,p unterhalb der Feuerschwelle und war
sensitiv fur TTX, jedoch nicht fiir Ba**- oder Co*, die Calciumkanale blockieren [79]. Die

halbmaximale Aktivierung des Iy.p liegt in vielen Praparaten bei -50 mV, generell scheint
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sie ungefahr 10 mV negativer zu liegen als fir Iy.r. Eine moégliche Funktion von Iy in
erregbaren Zellen wird in einem Verstarkungseffekt ansonsten unterschwelliger Reize
durch ein positiveres Ruhepotential gesehen [89]; in Dendriten wirde Iy,p dadurch zu
einer verbesserten Weiterleitung postsynaptischer Potentiale beitragen.

Fir das Zustandekommen des Iy.,p wurden bisher drei mdégliche Mechanismen diskutiert
[13]: Die "window current" Hypothese auf der Basis des Hodgkin-Huxley Modells, ein
veranderliches Offnungsverhalten des normalerweise transient aktiven Na'-Kanals, und
die Existenz eines eigenen, nicht inaktivierenden Na*-Kanaltyps.

Die Uberlagerung der Kurven fir die Wahrscheinlichkeiten, daf ein NaK nicht inaktiviert
ist bzw. aktiviert ist, laRt im Uberlappungsbereich zumindest theoretisch einen perma-
nenten Strom erwarten, dessen Amplitude proportional zum Produkt beider Wahrschein-
lichkeiten ist [52]. Dieser "window current" hangt im wesentlichen davon ab, bei welchen
Potentialen die halbmaximalen Stréme der Aktivierung und der Inaktivierung (Vso) liegen.
Je naher die Werte beieinanderliegen, desto gréRer ist der Uberlappungsbereich. Liegt
die Inaktivierungskurve bei sehr positiven Potentialen, wird die Uberlappung so groR, daf
Inap durch Pulsprotokolle zur Messung der Aktivierung deutlich erkennbar wird [15].

Eine mégliche Entstehung des Iy,p durch wechselndes Offnungsverhalten des transienten
NaK wurde durch Einzelkanalmessungen gezeigt [3]. Dabei zeigten sich nach aktivieren-
den Spannungspulsen neben den frihen und schnell inaktivierenden Kanal6ffnungen
zwei weitere Offnungsmodi. Sie fuhrten zu spéat auftretenden "bursts" und iber die
gesamte Depolarisation andauernden Offnungen. Alle drei Modi zeigten dieselben
Leitfahigkeiten, was als Hinweis gewertet wurde, dal} ihnen ein und dieselbe Population
von NaK zugrundelag. Die meist negativere Inaktivierung von Iy,p gegeniiber Iy,r wurde
zwar als Argument fur einen eigenen NaK-Subtyp gesehen, jedoch durch die
Beobachtung abgeschwacht, dal eine Entfernung der fir die Inaktivierung verantwort-
lichen Struktur eine ebenso negative Potentialabhangigkeit bei Iy,r bewirkt [6]. Gleiches
gilt fur die pharmakologische Ausschaltung der Inaktivierung.

In Nervenendigungen und Herzmuskelzellen induziert NO unabhéngig von cGMP einen
Inap, der durch lang anhaltende Kanaléffnungen verursacht wird [2]. Dies war auch durch
die Aktivierung einer endogenen NO-Synthase mdglich.

Die Koexpression des Orthologs von SCN2A der Ratte mit B/y-Untereinheiten von G-
Proteinen induzierte einen Iy,p mit normaler Aktivierung, aber langsamer und unvollstan-
diger Inaktivierung [43]. Da der Effekt von (,/y; durch Peptide aufgehoben wurde, die das
B/y-Bindemotiv GIn-X-X-Glu-Arg besalen, wurde auf eine direkte Interaktion von B/y mit
dem im C-Terminus des NaK ebenfalls vorkommenden Motiv geschlossen.

In kortikalen Neuronen moduliert die Aktivierung D1-artiger Rezeptoren einen durch
Spannungsrampen ausgeldsten Iy.p derart, dald er bei Potentialen negativer als -40 mV

verstarkt und dartiber gehemmt wird [30]. Carbachol als Agonist muskarinischer Acetyl-
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cholin-Rezeptoren in Neuronen vermindert die Amplitude von Iy.p und Iyt gleichermalien,
ohne die Spannungsabhangigkeit zu beeinfluBen [49]. Dagegen wird die bevorzugte
Inhibition von Iy, durch Phenytoin offenbar Uber eine selektive Hemmung spater
Kanal6ffnungen bewirkt [10;73].

1.3 Zielsetzung

Der weibliche Reproduktionszyklus beim Menschen und anderen S&ugern kommt durch
das Zusammenspiel von Gehirn, Hypophyse und Ovar zustande. Die Freisetzung von
Steroidhormonen durch wachsende Follikel und nach der Ovulation durch das Corpus
luteum, ist dabei ein wichtiger Schrittmacher. Der Beginn eines neuen Zyklus wird durch
die Lebensdauer des Corpus luteum bestimmt, doch sind die dafir verantwortlichen
Mechanismen wenig bekannt. Lokale Faktoren im Ovar spielen dabei vermutlich eine
wichtige Rolle, u.a. eine Reihe von Neurotransmittern. Die mégliche Bedeutung von
lonenkanalen fur die Funktion des Corpus luteum blieb dagegen bisher weitgehend
unbeachtet.

Diese Arbeit hatte daher zunachst die Identifikation von lonenkanalen in Granulosazellen
und dem Corpus luteum zum Ziel. Die erstmals in diesen Zellen gefundenen spannungs-
aktivierten Natriumkanale sollten mit elektrophysiologischen und molekularbiologischen
Techniken naher charakterisiert werden. |hre Bedeutung fur die Funktion des Corpus
luteum wurde durch die pharmakologische BeeinfluRung der Kanalaktivitat untersucht.
Gleichzeitig wurde nach Mechanismen zur Regulation der Expression und Aktivierung der

Kanale gesucht.
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GmbH, Lambrecht / Pfalz

Heto-Holten A/S, Allergd, Danemark

Hybaid Limited, Middlesex, GroRbritan-
nien

Invitrogen, DeSchelp, Niederlande

Kindler, Freiburg

Lorenz MeRRgeratebau, Katlenburg-

Lindau

Merck KGaA, Darmstadt

MJ Research, Watertown, USA

MWG-Biotech AG, Ebersberg

NEN Life Science Products Inc., Boston,
Massachussetts, USA

Newport GmbH, Darmstadt

Novodirect GmbH, Kehl / Rhein

NUNC, Wiesbaden

PeQLAB, Erlangen

Pharmacia Biotech, Freiburg

Pierce, Kéln

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Science Products GmbH, Hofheim

Sigma, Deisenhofen

Stratagene, Heidelberg

TopLab, Martinsried

TSE Technical & Scientific Equipment
GmbH, Bad Homburg

Zeiss Jena GmbH, Minchen
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2.2 Verwendete Losungen

Zusammensetzung wichtiger Lésungen:

H,O wurde zweifach destilliert verwendet. Alle Zahlenangaben sind in der Einheit mM,

sofern nicht anders angegeben. Prozentangaben entsprechen Gewichtsprozent.

PBS (10 mM, 11): 0,386 g NaH,PO, x H,0; 1,282 g Na,HPO, x 2 H,O; 8,776 g NaCl: pH
7,4

Extrazellulare Lésung: 140 NaCl; 3 KCI; 1 CaCly; 10 Hepes; 10 Glucose; pH 7,4 (NaOH)

Intrazellulare Lésung (K*-Stréme): 140 KCI; 10 Hepes; 5 EGTA; 1 CaCly; 1 MgCly; pH 7,4
(KOH)

Intrazellulare Lésung (Na™-Stréme): 120 CsCl; 20 TEA-CI; 5 EGTA; 0,5 CaCly; 1 MgCly;
10 Hepes; pH 7,4 (CsOH)

NPE: 150 NaCl; 10 Pipes; 1 EDTA; pH 7,2

Probenpuffer (1x): 62,5 Tris; 2% SDS; 10% Saccharose, pH 6,8

DEPC-H,0: 500 ul DEPC in 11 H,O tber Nacht riihren lassen

DNA / RNA-Auftragspuffer (6x): 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 40%
Saccharose

TBE-Puffer (5x, 11): 54 g Tris; 27,5 g Borsaure; 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt 0,5% NaCl

LB-Agarplatten: LB-Medium mit 1,5% Agar (GibcoBRL); Ampicillin (50 ug/ml), 50 ul X-Gal
(50 mg/ml in N,N,-Dimethylformamid, Sigma); 20 ul IPTG (100 mM)

MOPS (5x, 2 I): 83,72 g Mops; 13,68 g Natriumacetat; 2,92 g EDTA

Denaturierungs-Puffer: 65% deionisiertes Formamid, 22% Formaldehyd (37%) und 13%
5x MOPS

RNA-Auftragspuffer: 0,4% Bromphenolblau; 1 EDTA; 50% Glycerin

SSC (20x, 51): 876,5 g NaCl; 441,0 g Na-Citrat; pH 7,0
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3 Methoden
3.1 Zellkultur (humane Granulosazellen)

Zum Anlegen einer Primarkultur aus menschlichen Granulosazellen wurden diese aus
Follikelflussigkeit isoliert, die vom Labor fur IVF (In vitro Fertilisation; Prof. Dr. Frank D.
Berg) der Universitat Munchen zur Verfiigung gestellt wurde. Gegen die Kultivierung und
experimentelle Verwendung der Zellen im Rahmen dieser Arbeit und einem laufenden
Drittmittelprojekt gab es seitens der Ethikkommission der Universitdt Minchen keine
Einwande. Die betroffenen Frauen gaben ihr schriftiches Einverstédndnis dazu. Die
Aufarbeitung der Proben erfolgte innerhalb von 2 bis 5 Stunden nach ihrer Gewinnung.
Durchschnittlich ergaben sich ca. 100 ml Flussigkeit aus 3 Punktionen, dies schwankte
jedoch stark. Je nach weiterem Verwendungszweck wurden die Zellen auf Falcon Kultur-
schalen (NUNC) von 35 oder 60 mm Durchmesser fur Stimulationsexperimente mit der
anschlielenden Ernte von zellularer RNA, Progesteron oder Protein, oder auf Deck-
glasern (J 12 mm, Kindler) fur Patch-clamp Experimente bis zu 12 Tage in Kultur

gehalten.

3.1.1 Vorbereitung der Kulturschalen

Um zu vermeiden, dal} die humanen GZ bereits nach wenigen Tagen eine fur Patch-
clamp Experimente unginstige flache Form annahmen, war neben einer ausreichend
hohen Dichte beim Aussden auch die Beschichtung der Kulturtrager-Oberflache mit
Laminin notwendig. Die Kulturschalen wurden hierzu mit 1 ml bzw. 3 ml Lamininldsung
gefiillt (5 pg/ml, in sterilem H,0), was ca. 0,5ug Laminin pro cm? entspricht. Zur
Beschichtung der Deckgldschen wurden zunachst auf 60 mm-Petrischalen 4-5 Tropfen
Lamininlésung zu je 25 ul aufgebracht. Dann wurden die Glaschen in Aceton getaucht,
abgeflammt, und auf je einen Tropfen gelegt. Die Schalen wurden Uber Nacht im Kuhl-
schrank belassen und die Glaschen am nachsten Tag 3 mal mit sterilem H,O gespult und

getrocknet.

3.1.2 Préparation/Isolierung

Um interindividuelle Schwankungen mdglichst auszugleichen, wurden die Flussigkeiten
zunachst zusammengefihrt, gemischt und eventuelle Zellaggregate mit einer 10 ml
Spritze mit Kanile durch auf- und abziehen homogenisiert. Das Gesamtpunktat wurde zu
je 6 ml pro Réhrchen verteilt und je 5 ml F12 / DME Medium (Ham's F12 und Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium im Verhaltnis 1:1) ohne FKS (fétales Kalberserum) zugesetzt.
Nach Mischen und Zentrifugation fur 3 min bei 1000 U/min (Labofuge 400e, Heraeus)

wurde der Uberstand bis auf ca. 1 ml abgesaugt. Um eine Konzentration der Zellen zu
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erreichen, wurden die sedimentierten Zellen (Pellets) von 6 Réhrchen zusammen mit 5 ml
frischem Medium ohne FKS aufgenommen und in ein frisches Roéhrchen Uberfuhrt. Nach
erneutem Zentrifugieren und Absaugen (wie oben) wurde das Pellet in 5-10 ml Percoll
(Amersham, 1:1 mit Medium ohne FKS verdiinnt) aufgenommen und nun fir 20 min bei
500 U/min zentrifugiert. Dadurch setzte sich ein grof3er Teil der Erythrozyten als Pellet ab
und die auf der Oberflache schwimmenden Granuolsazellen konnten mit einer silikoni-
sierten Pasteur-Pipette abgesaugt werden. Pro Rdhrchen ergaben sich ca. 3 ml, die mit
Medium (ohne FKS) auf 10 ml aufgefillt, gemischt und zentrifugiert wurden (3 min bei
1000 U/min). Nun wurde wieder wie im vorherigen Schritt abgesaugt (bis auf 1 ml),
aufgefullt und zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Je nach Pelletgrofie
wurden die Zellen in einer geeigneten Menge Medium (mit FKS) aufgenommen und auf
den vorbereiteten KulturgefaBen mit einer Dichte von ca. 100 Zellen pro mm? ausgesét.
Am nachsten Morgen hafteten die Zellen bereits gentigend fest am Untergrund, so dal}
die bei der Praparation nicht vollstédndig abtrennbaren Erythrozyten vorsichtig mit Medium
(ohne FKS) abgespiilt werden konnten (bis zu 4 mal). AnschlieBend wurden die Zellen bis
zu 11 Tage im Brutschrank (Heto-Holten) bei 5% CO, und 37°C kultiviert. Das Medium
(mit 10% FKS) wurde alle 2 Tage ausgetauscht.

3.1.3 Stimulation der Zellen

Um die langfristige Beeinflussung der Zellen durch Veratridin (Va), TTX oder hCG
(humanes Chorion-Gonadotropin) zu untersuchen, wurden diese Substanzen dem Kultur-
medium zugesetzt. Dies geschah normalerweise am Tag nach der Praparation, nachdem
die stérenden Erythrozyten abgespilt worden waren. Bei Verwendung von Veratridin, das
in Ethanol gelést werden mufite, wurde der Kontrollgruppe von Zellen Ethanol zugesetzt
(Endkonzentration 0,5%). Die Zellen wurden fur 24 oder 48 h inkubiert und danach

geerntet bzw. fixiert.

3.2 Progesteronbestimmung

Zur Bestimmung der Progesteronkonzentration im Kulturmedium der humanen GZ stand
der Enzymimmunoassay Serozyme-M Progesterone (Biochem Immunosystems) zur Ver-
fugung. Um Doppelbestimmungen durchzufiihren, wurde das Medium von stimulierten
und unstimulierten Zellen 1:200 oder 1:400 verdunnt zum Serozym-M-Konjugat (mit
Meerrettichperoxidase gekoppeltes Progesteron) in eine Mikrotiterplatte gegeben. Zur
spateren Kalibrierung wurden die im Assay enthaltenen Progesteron-Standards (0; 0,25;
1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 ng/ml) verwendet. Nach einer Inkubationzeit von 2 h bei
37°C erfolgten 3 Waschschritte mit dem vorgegebenen Waschpuffer. Danach wurde das

Chromogen (3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin) zu allen Proben und den Standards gegeben.
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Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurden alle Schalen der Mikrotiterplatte mit
Stoplésung versetzt und 30 min spater die Extinktion bei 450 nm und der Referenz-
wellenlange 620 nm gemessen. Der Hintergrund (Leerwert) jeder Mikrotiterplatte ergab
sich aus der Extinktion von Chromogen und Stoplésung. Von den Standardwerten und
den unbekannten Proben (A,) wurde der Hintergrund (A; abgezogen und auf den
ebenfalls hintergrundbereinigten Nullstandard (A,) bezogen (3-1).

A —A.

C, =
T4 -A,

(3-1)

Aus den erhaltenen Werten C, der Standards wurde eine Eichkurve erstellt, aus der die
Progesteronkonzentrationen in ng/ml ermittelt werden konnten. Anschlielend wurden die
Verdiinnungsfaktoren beriicksichtigt und die Werte der Doppelbestimmungen gemittelt,
sofern beide im dynamischen Bereich der Eichkurve lagen.

Aus den bestimmten Konzentrationen wurde die jeweils produzierte Progesteronmenge
durch Multiplikation mit dem Gesamtvolumen des Mediums einer Kulturschale berechnet.

Dieses Volumen wurde wahrend der Abnahme des Uberstands auf 50 pl genau bestimmt.

3.3 Proteinbestimmung

Um die ermittelten Progesteronmengen auf die Zelldichte beziehen zu kénnen, wurde die
Proteinmenge der Zellen bestimmt. Dazu wurden diese mit jeweils 1 ml NPE-Puffer
(NaCl / Pipes / EDTA = Ethylen-diamin-tetraessigsaure) von der Schale (& 35 mm) geldst
und bei 1000 U/min fur 2 min zentrifugiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml
NPE wurde das Pellet in 1x Probenpuffer aufgenommen. Durch Ultraschall wurden die
Zellen lysiert (UP 50H, Dr. Hielscher GmbH) und der Proteingehalt der einzelnen Lysate
mittels Bicinchoninsaure (protein assay reagant, Pierce) ermittelt. Die Bestimmung des
Proteingehaltes erfolgte durch Absorptionsmessung eines Bicinchoninsaure-Kupfer-
komplexes bei 562 nm. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden Albumin-Lésungen von 0
bis 20 mg/ml in 1x Probenpuffer verwendet. Die photometrische Messung erfolgte mit
dem Spektrophotometer DU 640 (Beckman).

Fur die Progesteronbestimmungen wurde anschlieend die gesamte Proteinmenge durch
Multiplikation des Konzentrationswertes mit dem Volumen des Probenpuffers (100 oder
150 pl) ermittelt.
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3.4 Molekularbiologie
3.4.1 RNA-Extraktion

Zur Extraktion der gesamten zellularen RNA von humanen GZ wurde der Praparations-Kit
RNeasy (Quiagen) verwendet. Gemal dem Arbeitsprotokoll des Herstellers wurden die
mitgelieferten Puffer zur Lyse der Zellen (RLT, basierend auf Guanidinisothiocyanat,
zuvor versetzt mit f-Mercaptoethanol) und zum Waschen der Saule verwendet (RW17 und
RPE | 70% Ethanol). Alle Zentrifugationsschritte wurden mit der Mikrozentrifuge Fresco
(Heraeus) bei 4°C durchgefuhrt. Schliellich wurde die RNA mit 50 ul DEPC-H,0 eluiert
und bei —-80°C gelagert.

Da RNA leicht degradiert, wurde ihre Qualitat vor weiteren Arbeitsschritten durch Elektro-
phorese mit einem Agarosegel (2%) geprift. Hierfir wurden die bei der DNA-Gelelektro-
phorese beschriebenen Chemikalien, Puffer und Gerate verwendet (s. 3.4.4). Pro Spur
wurde 1 ul der gewonnen RNA aufgetragen und mittels Ethidiumbromid (1 mg/ml) sichtbar
gemacht. Bei intakter RNA verhalt sich die Intensitat von ribosomaler 28 S zu 18 S RNA
etwa wie 2:1. Die RNA aus dem CL des Rhesusaffen wurde von Richard L. Stouffer,
Beaverton, USA, zur Verfigung gestellt und lag durch reverse Transkription bereits als
cDNA vor.

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit von RNA oder DNA wurde die Absorp-
tion einer 1:100 verdiinnten L&sung bei 260 nm und 280 nm gemessen. Ein Verhaltnis
Aseo:Azgo vOn weniger als 1,5 deutet auf eine Protein-, von mehr als 2,0 auf eine
Phenolverunreinigung hin. Aus A.se kdnnen die Konzentrationen nach 3-2 und 3-3

berechnet werden.
DNA-Konzentration = Ay x 50 x Verdiinnungsfaktor [ug/pl] (3-2)

RNA-Konzentration = Ay x 40 x Verdiinnungsfaktor [ug/ul] (3-3)

3.4.2 Reverse Transkription (RT)

Fur die RT von zellularer mRNA in cDNA wurden das Enzym MMLV-RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase), 10x Puffer sowie der RNAse-Blocker von
Stratagene verwendet. Tab. 3-1 zeigt den Reaktionsansatz fur ein Gesamtvolumen von
20 pl. Zunachst wurde das einer Menge von 200 ng RNA entsprechende Volumen mit
DEPC-H,0 auf 14 ul aufgefullt und mit 1 pl oligo dT15 (MWG-Biotech) fur 10 min auf 70°C
erhitzt. AnschlieBend wurde auf 4°C gekihlt und sofort 10x Puffer, RNAse-Blocker,
dNTPs (peQLAB) und MMLV-RT zugegeben. Die RT erfolgte dann bei 37°C fir 1 h.
Danach wurde bei 90°C denaturiert, auf 4°C gekuhlt und die so gewonnene cDNA bei

—20°C aufbewahrt oder direkt zur PCR (Polymerase Chain Reaction) eingesetzt.
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Tab. 3-1:  Reaktionsansatz fiir eine Reverse Transkription mit Gesamtvolumen 20 .

Reagenz Volumen
RNA in DEPC-H,0O 14 pl
Oligo dT15 (85 uM) 1ul
Puffer (10x) 2 ul
RNAse-Blocker (40 U/ul) 1ul
DNTPs (25 mM) 1ul
DTT (1 M) 1 ul
MMLV-RT (50 U/ul) 1l
Gesamtvolumen 20 ul

3.4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Um die Art der NaK in Zellen und Geweben zu bestimmen, wurden PCR mit panNaK-
Primern durchgefuhrt, die zur Sequenz mehrerer verschiedener NaK-Typen palite. Zur
Ermittlung der relativen Mengen wurden semiquantitative PCR mit zusatzlichen Primern
fur o-Tubulin oder Cyclophilin zur Normierung durchgefuhrt. In den meisten Fallen ging
der PCR eine RT-Reaktion voraus, um die mRNA in cDNA umzuschreiben (3.4.2). Die
Primer wurden gereinigt und lyophilisiert von MWG-Biotech bezogen (Tab. 3-2). Fur
Cyclophilin A entsprachen sie der Sequenz des Rhesusaffen, fur panNaK den zum
Zeitpunkt der Konstruktion verfugbaren Sequenzen fir NaK-Typen in verschiedenen
Spezies.

Tab. 3-2:  Sequenz und Lokalisation der verwendeten PCR-Primer.

Bezeichung Sequenz (5' > 3’) GenBank # Bereich Frag.
o-Tubulin 5. CACCCGTCTTCAGGGCTTCTTGGTTT KO00558 454-479 528
3" CATTTCACCATCTGGTTGGCTGGCTC 956-981
Cyclophilin A 5: GGGAAGTCCATCTACCGA AF023861 223-240 158
3"  ACATGCTTGCCATCCAAC 363-380
panNaK 5: ATCGGAATCTGAAGACAGC mehrere 222

3" CTGTGCTCATCATCGGCAA

Tab. 3-3:  Einfacher Reaktionsanatz fiir PCR mit einem Gesamtvolumen von 75 4.

Mix A Mix B
H,O 46,5 pl H,O 12l
MgCl, (25 mM) 3ul Primer &' 1l
10x Puffer 7,5 ul Primer 3' 1l
Nukleotid-Mix (10 mM) 1l Tag-Polymerase Tl

DNA-Template 2l
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Die PCR wurde mit dem Thermocycler PTC-200 (MJ Research) durchgefihrt. Dazu
wurde Mix A (Tab. 3-3) zur Denaturierung des Templates zunachst auf 94°C erhitzt und
dann Mix B hinzugegeben ("hot start"). AnschlieRend erfolgten 35 Zyklen der folgenden

Reaktionsschritte:

e Denaturierung bei 94°C fur 15 s
e Annealing der Primer bei 54°C fur 1 min

e Elongation bei 72°C fir 2 min

Danach wurde eine Temperatur von 4°C gehalten, bis der Ansatz eingefroren oder

elektrophoretisch aufgetrennt wurde.

3.4.4 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Visualisierung des mit PCR amplifizierten Fragments wurde der Ansatz mit 6x Auf-
tragspuffer versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt, mit einem Gel aus 1% Agarose
SeaKemLe (Biozym) in 1x TBE-Puffer, der auch als Laufpuffer verwendet wurde. Die
GroRe der Fragmente wurde durch Vergleich mit einem 100 bp DNA-Molekulargewichts-
marker (Roche Diagnostics) bestimmt. Die horizontale Elektrophorese (Sub Cell GT
Agarose Gel Electrophoresis System, Biorad) erfolgte fir 30 min bei 100 V. Die DNA-
Fragmente wurden anschliefiend mittels UV-Licht detektiert, digitalisiert und densito-

metrisch ausgewertet (PeakFind, eigene Software).

3.4.5 DNA-Ligation (Herstellung des Vektor-Plasmids)

Zur spateren Sequenzierung und in vitro Transkription des PCR-Produktes wurde dieses
mit dem Plasmid pGEM"-T (Promega) ligiert, Bakterien mit der rekombinanten Vektor-
DNA transformiert und spater das klonierte DNA-Fragment wieder isoliert.

Um nur das gewinschte PCR-Produkt fur diese Schritte zu erhalten, wurde die ent-
sprechende DNA-Bande nach Auftrennung des gesamten PCR-Ansatzes unter UV-Licht
aus dem Agarosegel herausgetrennt und mittels Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
nach Anleitung des Herstellers eluiert. Bei der anschlieRenden Ligation mit dem DNA
Ligation Kit (Promega) wurde gemaf den Herstellerangaben 10 ul DNA (Vektor-DNA und
Insert-DNA im molaren Verhaltnis 1:3) in 1x Verdinnungspuffer mit 10 ul Ligationspuffer
versetzt und mit 1 ul T4 DNA Ligase (3 U/ul) fur 15 min bei Raumtemperatur (R.T.)
inkubiert.

3.4.6 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Vor der Transformation der Bakterien muflten diese fur die Aufnahme der Plasmid-DNA

kompetent gemacht werden. Hierfiir wurde eine Ubernachtkultur (5 ml) von einer Einzel-
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kolonie E. coli XL1-Blue (Stratagene) in LB-Medium angelegt, mit der dann 100 ml LB-
Medium im Verhaltnis 1:100 angeimpft und fur 3 h bei 37°C unter Schutteln inkubiert
wurde. Nach Zentrifugation der Bakterien (15 min bei 3.000x g und 4°C) wurde das
Bakterienpellet in 50 ml eiskalter MgCl,-Lésung (100 mM) resuspendiert, fur 30 min auf
Eis inkubiert und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ml CaCl,-Lésung (100 mM)
aufgenommen und erneut 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das Pellet
in 2 ml CaCl,-Lésung aufgenommen und Uber Nacht auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
0,5 ml Glyzerin und 2,5 ml kalter CaCl,-Lésung wurden Aliquots von 100 pl bei —80°C

eingefroren.

3.4.7 Transformation

Zur Transformation wurden 100 pl der kompetenten Bakterien mit 5 ul Ligationsansatz fur
45 min inkubiert, gefolgt von einem Temperaturschock bei 42°C fir 2 min mit
anschlielender Abkuhlung auf Eis. Die Bakteriensuspension wurde in 900 pl LB-Medium
aufgenommen und auf einer antibiotikahaltigen LB-Agarplatte ausplattiert und tiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Dadurch wurden Bakterien selektiert, die nach der Aufnahme eines
Plasmids die Antibiotikaresistenz exprimierten. Zusétzlich war eine Unterscheidung
zwischen Klonen, die ein Plasmid mit Insert enthielten und jenen mit religierten Vektoren
ohne Insert durch Farbselektion (blue-white-screening) mdéglich. Bei Insertierung des
DNA-Fragments in den Vektor wurde der Leserahmen der p-Galactosidase (lacZ-Gen)
zerstort und X-Gal konnte nicht mehr zum blauen Farbstoff umgesetzt werden. Als Folge
davon blieben diese Kolonien weift und wurden fir eine Ubernachtkulturen in 5 ml LB-

Medium (mit Ampicillin) verwendet.

3.4.8 Préparation des Plasmids

Mit Hilfe des Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) wurde nach Angaben des Herstellers
Plasmid-DNA aus transformierten E. coli XL1-Blue isoliert. Das Pellet einer 5 ml Uber-
nachtkultur wurde mit 250 pl Puffer P1, 250 pl Puffer P2 und 350 pl Puffer N3 versetzt und
bei 10.000x g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Qiaprep Séule
Uberfihrt, mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen und die DNA mit 100 ul H,O eluiert. Ein Teil

davon wurde zur Kontrollsequenzierung eingeschickt (TopLab).

3.4.9 Northern Blotting

Fir Northern Blot Experimente muften neben der Aufarbeitung und Elektrophorese von
zellularer RNA auch spezifische, *?P-markierte Sonden hergestellt werden. Hierzu wurden
die durch RT-PCR und anschlieRende Klonierung und Praparation gewonnenen Plasmide

verwendet.
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3.4.9.1 Linearisierung

Zur Linearisierung wurde die aus der Praparation gewonnene Plasmid-DNA mit Restrik-
tionsenzymen geschnitten. Hierfur wurden je 15 ug Plasmid DNA mit Nco | bzw. Not |
(10 U/ul, Roche Diagnostics) fur 1,5 h bei 37°C inkubiert, bei einem Gesamtvolumen von
50 ul einschlieRlich 5 ml 10x Puffer. Zur Kontrolle des Restriktionsverdaus wurde von
diesem 5 pl plus 1 ul Auftragspuffer auf ein 2% Agarosegel aufgetragen und zusammen
mit Plasmid-DNA ohne Insert zum Vergleich aufgetrennt.

Zur Extraktion des linearisierten Plasmids wurde die Lésung mit dem gleichem Volumen
einer Mischung aus Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1 versetzt
und anschlieRend fur 3 min bei 13.000 U/min und 4°C zentrifugiert. Die walrige Phase
wurde abgetrennt, das gleiche Volumen Chloroform / Isoamylalkohol (1:1) zugegeben und
wieder far 3 min bei 13.000 U/min und 4°C zentrifugiert. Danach wurde mit 0,5%
Ammoniumacetat (7,5 M), 2,5% Ethanol (abs.) und 1 ul Glykogen (20 ug/ul) Gber Nacht
bei —80°C prazipitiert. AnschlieBend wurde fur 15 min bei 13.000 U/min und 4°C
zentrifugiert und das Pellet 2x mit Ethanol (70%) gewaschen. Das Pellet wurde getrocknet

und in H,O aufgenommen, so dal} sich eine DNA-Konzentration von ca. 2 pug/ul ergab.

3.4.9.2 |In vitro-Transkription

Zur Herstellung der radioaktiv markierten Sonden wurde o -**P UTP (NEN) verwendet.
Von diesem Nukleotid wurden 9.250 MBq bzw. 250 pCi in einer Vakuum-Zentrifuge
(Bachofer) getrocknet und in 5 ul DEPC-H,O aufgenommen. AnschlieRend wurden jeweils
13 pul des Transkriptionsansatzes (Tab. 3-4) hinzugefugt. Transkriptionspuffer, Rnasin,
SP6- und T7-Polymerase sowie DTT wurden von Promega und dNTPs von Amersham
bezogen.

Als Template diente jeweils die linearisierte Plasmid-DNA mit den PCR-Fragmenten fur
eNaK und HUMHBAX (SCN2A). Bei eNaK diente das mit Nco | geschnittene Plasmid als
Vorlage fur die SP6 RNA-Polymerase zur Transkription der Antisense-Sonde. Bei
HUMHBAX wurde die Antisense-Sonde durch T7 RNA-Polymerase und das mit Not |
geschnittene Plasmid hergestellt. Die Transkription erfolgte fur SP6 bei 40°C und fur T7
bei 37°C fur 1 h. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DNAse (Promega) bei 37°C fur
15 min unterbrochen. Eine Aufreinigung der Sonden erfolgte mit Nick-Columns (Pharma-
cia, Biotech). Nach diesem Schritt wurde 1 ul der aufgereinigten RNA in 6 ml Szintil-
lationsflussigkeit Ultima Gold (Canberra Packard) geldst und die Aktivitdt in einem (-
Counter TRI CARB 2100TR, Liquid Scyntillation Analyzer (Canberra Packard) gemessen.
Die Kontrollsonde B-Aktin wurde auf dieselbe Weise hergestellt, wobei auf ein bereits

vorhandenes Plasmid zurilickgegriffen werden konnte.
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Tab. 3-4:  Reaktionsanatz fir die in vitro-Transkription zur Herstellung der radioaktiv mar-
kierten Sonden. Einfaches Gesamtvolumen: 20 .

Reagenz Volumen
5x Transkriptionspuffer 4 pl
DTT (1 M) 2l
Rnasin (40 U/pl) 1l
CTP, ATP, GTP (2,5 mM) 4l
UTP (100 uM) 2l
Transkriptionsansatz 13 ul
2P UTP (250 pCi) 5 ul
SP6- bzw. T7-Polymerase (20 U/pl) 1l
Template (2 pg/pl) 1Tl
Gesamtvolumen 20 ul

3.4.9.3 RNA-Aufbereitung

Fir Untersuchungen mittels Northern Blot wurden jeweils 10 ug der extrahierten Gesamt-
RNA elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde die RNA zunachst getrocknet (Vacuum
Concentrator Typ Mini 30, Bachofer), in 5 ul Denaturierungs-Puffer aufgenommen, 45 min
auf Eis belassen und anschlieRend fir 5 min auf 65°C erwarmt. Vor dem Auftragen auf
das Agarose-Gel wurden die Proben mit RNA-Auftragspuffer versetzt und jeweils 1 pl

Ethidiumbromid (1 mg/ml) zugegeben.

3.4.9.4 Gelelektrophorese

Fur ein ca. 5 mm dickes Gel mit den Abmessungen 10x15cm wurde 0,7 g (1,1%)
Agarose (Biozym) in 39,75 ml DEPC-H,O aufgekocht und nach Abkuhlen auf 60°C
12,8 ml Formaldehyd (37%, Sigma) und 11,5 ml 5x MOPS, pH 7,0 zugegeben. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte zunachst fir 10 min bei 10 V und anschlieRend
bei 100V in 1x MOPS-Puffer. Nach 90 min wurde das Gel 3x 5 min in DEPC-H,O
gewaschen und dann zur Vorbereitung des Membrantransfers fir 5 min in 20x SSC
belassen. Der Transfer auf eine Nylon-Membran (Hybond-N, Amersham) wurde mit einem
Vakuumblotter (Appligene Oncor) bei einem Unterdruck von 55 mbar fur 2 h durchgefihrt.
Das Gel wurde zuvor mit 10x SSC Uberschichtet und ca. alle 15 min frischer Puffer
erganzt. Die transferierte RNA wurde in einem UV-Crosslinker (Stratalinker 2400,
Stratagene, Einstellung "autocrosslink") auf der Membran fixiert und entweder direkt

verwendet oder bei 4°C aufbewahrt.
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3.4.9.5 Hpybridisierung

Zu 10 ml der Hybridisierungslésung wurde eine Menge der jeweilgen **P-markierten RNA-
Sonde gegeben, die 1 Mio. Counts entsprach. Nachdem die Blots Uiber Nacht bei 60°C in
einem Hybridisierungsofen (Shake 'n” Stack, Hybaid) mit dieser Lésung inkubiert wurden,
folgten 3 Waschschritte zu je 30 min mit 0,1x SSC/ 0,1% SDS in DEPC-H,O bei 65°C.
Nach dem Trocknen der Membran wurde ein autoradiographischer Film aufgelegt
(Hyperfilm MP, Amersham) und in einer Filmkassette mit Verstarkerfolie bei —-80°C fir 1
bis 5 Tage exponiert.

3.5 Lysosomenfarbung / Fluoreszenzmikroskopie

Die Stimulation der GZ mit bestimmten Substanzen fiihrte zu morphologischen Veran-
derungen, die zunachst im Lichtmikroskop festgestellt wurden (s. 4.2.1). Um zu prifen, ob
davon z.B. auch die Dichte bzw. GréRe der Lysosomen betroffen war, wurden Vital-
farbungen der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker™ L-7528 (Molecular
Probes) durchgefiihrt.

Auf Deckglasern kultivierte und fur 24 oder 48 h stimulierte Granulosazellen wurden
hierzu mit Extrazellular- (EC-) Lésung gespdilt und fir 2 min mit dem Farbstoff (10 nM in
EC-L6sung) bei R.T. inkubiert. Diese Zeit wurde mit hoher Genauigkeit eingehalten, um
eine unterschiedliche Beladung der Zellen mit Farbstoff beim Vergleich verschiedener
Stimulationen zu vermeiden. Mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135TV
(Zeiss) wurden sie danach betrachtet und fotografiert (Filterset 00: Anregung 530-585 nm,
Emission > 615 nm). Die runden Deckglaser wurden dazu auf ein gréReres Deckglas
gelegt bzw. bei Verwendung von Immersionsél (40x Objektiv) mit zwei seitlichen Deck-
glasern mechanisch stabilisiert, um den geringen Objektivabstand erreichen zu kénnen.
Eine weitere Schwierigkeit stellte das schnelle Ausbleichen des Farbstoffs dar, so daf} der
Bildkontrast bereits nach wenigen Sekunden fiur fotografische Aufnahmen nicht mehr

ausreichend war.

3.6 Immunhistochemie

VVom bereits in Paraffin eingebettete Ovargewebe wurden 5 um dicke Schnitte auf Objekt-
trager augezogen und 2 h bei 37°C getrocknet. AnschlieRend wurden folgende Arbeits-
schritte durchgefiihrt:

e Inkubation fir 5-10 min in 0,01% Trypsin / 0,1% CacCl, (pH 7,8) bei 37°C

e 3x 5 min waschen mit 10 mM PBS (pH 7,4)

¢ Blockierung der endogenen Peroxidase mit 0,06% H,O, in PBS fiir 30 min bei R.T.

e 3x 5 min waschen mit PBS

e Blockierung mit 5% Normalserum (Spezies wie 2. Antikérper) in PBS fir 30 min
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e Normalserum abgiefl3en

e Inkubation mit 1. Antikérper Giber Nacht bei 4°C

e 3x 5 min waschen mit PBS

e Inkubation mit 2. Antikérper fir 2 h bei R.T. unter Schitteln

e 3x 5 min waschen mit PBS

e Tris-HCI far 10 min

e Tris-HCI / DAB (Diaminobenzidin) mit H,O, fir 5-10 min bei R.T.
e 10 min waschen mit Tris-HCI

e 3x 5 min waschen mit PBS

e Gegenfarbung mit Haematoxylin fur 10-15 s

e Blauen unter flieRendem Wasser fur 3 min, abspulen mit H,O

e Eindecken mit Glyzerin-Gelatine

3.7 Elektronenmikroskopie

Fur elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden die auf Petrischalen (35 mm)
kultivierten Zellen mit PFA (Paraformaldehyd, 4%) und Glutaraldehyd (0,5%) fixiert. Die
Postfixierung erfolgte fur 1 h in 4% OsO,4 (0,1 M in PBS) / 1,5% Kaliumhexacyanoferrat
(IN. Nach der Entwasserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe (50, 70, 80, 90, 95,
100%) wurden die Zellen in Epon 812 (Merck) gemafR folgendem Protokoll eingebettet
[35;48]:

Epon:Ethanol (1:2) fur 20 min
Epon:Ethanol (1:1) fur 20 min
2x Epon fur je 20 min

Epon uber Nacht

Anschlieend erfolgte die Polymerisierung des Epon-Harzes fiir ca. einen Tag bei 60°C.
Die harte Eponscheibe wurde von der Plastikschale befreit und die an der Braunfarbung
erkennbaren Zellen in kleinen Bléckchen (ca. 2x2 mm) mit Hilfe einer Sdge heraus-
getrennt. Von diesen wurden Ultradiinnschnitte (60-70 nm) gewonnen und mit Uranyl-
acetat (2%) / Bleizitrat (2,7%) kontrastiert (Reynolds, 1963).

Die Gewebestiicke aus dem CL des Rhesusaffen waren bereits fixiert mit 5% Glutar-

aldehyd in 0,1M Cacodylat (pH 7,4) und wurden wie oben beschrieben weiterbehandelt.
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3.8 Elektrophysiologie
3.8.1 Komponenten und Aufbau des Mel3platzes

Fur Messungen im whole-cell Modus ist eine hohe mechanische Stabilitdt notwendig,
sowohl kurzfristig gegenuber akustischen Schwingungen, als auch langfristig, z.B. bei
eventueller Drift der Patch-Kapillare. Daher wurde fir die Aufstellung des pneumatisch
schwingungsgedampften Arbeitstisches VH-3848-OPT-8 (Newport) ein Standort an der
Gebaudeaullenwand gewahlt. Der Arbeitstisch bestand aus zwei Stahlplatten mit
90x120 cm und erhielt durch eine innere Stahlwabenstruktur eine hohe Steifigkeit.
Dadurch ergab sich ein Gewicht von nur 80 kg, ebenso wie fur das Gestell. Dieses wurde
zunachst grob horizontal einjustiert. Nach Aufsetzen der Platte wurde die Druckluft-
regelung in Betrieb genommen, was eine anschlielende exakte Nivellierung in der
Horizontalen und eine Dampfung von Schwingungen in allen drei Raumrichtungen
ermdglichte. Das inverse Mikroskop Axiovert 135 TV (Zeiss) wurde mit demontierten
Gummififden aufgestellt, um eventuelle Schwingungen zu minimieren (z.B. durch
Objektivwechsel). Auf der Oberseite der Platte waren M6-Gewindebohrungen im 25 mm
Raster angebracht, was eine stabile Montage weiterer Gerate erleichterte. Um das
Auftreten mechanischer Schwingungen weiter zu minimieren, wurden alle nach aufien
fuhrenden Kabel und Schlduche zuerst auf der Arbeitsplatte fixiert.

Auch der Mikromanipulator 5771 (Eppendorf) wurde auf diese Weise Uber einen eigens
gefertigten Stahltrager (Dietmar Beyer) befestigt. Die Schrittmotoren des Manipulators
erlaubten eine Vor- und Rickwartsbewegung mit einer Auflésung von 50 nm. Aul3erdem
verhinderten sie weitgehend eine Drift der Kapillare gegeniiber den Zellen.

Die sorgféltige Erdung der Apparatur war fur rauscharme Messungen unerla3lich. Dazu
wurden ausgehend vom Erdungsanschlul® des Patch-clamp Verstarkers EPC9 (HEKA)
der Faradaykéafig (Johannes Bulling), die Arbeitsplatte, der Trager des Manipulators und
ein zentraler Punkt auf dem Mikroskoptisch mit einem Kupfergewebeband (Querschnitt
10 mm?) verbunden. Von diesem Punkt aus erfolgte die Erdung anderer kritischer Punkte
der Apparatur, insbesondere freie Metalloberflachen in der Nahe der MeRkapillare. Die
Kabel der Schrittmotorsteuerung wurden mit einem Schlauch aus Stahlgewebe umgeben
und zur Betriebseinheit auerhalb des Kafigs gefuhrt. Mit der Rauschanalyseoption der
MeRsoftware Pulse (HEKA) wurde die schrittweise Verbesserung verfolgt. Die erreichte
Rauschamplitude betrug minimal 800 fA, bei eingeschaltetem Mikromanipulator ca. 5 pA.

Fur die beabsichtigten whole-cell Messungen war dies ausreichend.

3.8.2 Perfusionssystem

Fur die Messungen wurden Deckglaser mit Zellen in eine als Badkammer verwendete

Petrischale (35 mm) gelegt und durch kurzen Druck mit einer Pinzette fixiert. Der Zu- und
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Ablauf von Ldsungen erfolgte mit einem doppelt angelegten Perfusionssystem. Zur
stédndigen Zufihrung frischer EC-Lésung (1 ml/min) wurde die Spritzenpumpe 540120
(TSE) verwendet, um mit einem pulsfreien Fliussigkeitsstrom eine Stérung der Messungen
zu vermeiden. Das schnelle Absaugen Uberschissiger Badlésung an der Oberflache mit
einer Membranpumpe N86KN. 18 (Roth) bewirkte gleichzeitg eine Entfernung von Staub-
teilchen, was eine saubere Spitze der Patchpipette nach dem Eintauchen gewahrleistete
und fur den Sealerfolg von entscheidender Bedeutung war.

Diese Absaugkanile war mit einer zweiten kombiniert, deren stumpfgeschliffene Spitze
tiefer in die Badlésung tauchte. Sie diente zum Absaugen von Testlésungen, die mit der
gegenliberliegenden Mehrkanal-Applikationsnadel und dem Substanzzulaufsystem
ValveLink8 (AutoMate Scientific/ Science Products) zugegeben wurden (Anflutungszeit
zwischen 1 und 10 ms). Die Absaugkaniile konnte mit dem manuellen Mikromanipulator
M1 (Bachofer), die Applikationsnadel mit einer dreiachsigen Motorsteuerung AM3DC-K
(Bachofer) in unmittelbarer Nahe der zu untersuchenden Zellen positioniert werden. Die
Zulaufgeschwindigkeit von Testldsungen wurde mit einem Drucksteuergerat MPCU-3
(Lorenz) reguliert. Die Geschwindigkeit der gegeniiberliegenden Absaugung war weniger
kritisch; sie wurde Uber die Spritzenpumpe eingestellt. Durch eine mit Lebensmittelfarbe
sichtbar gemachten Testlésung konnte durch geeignete Druckeinstellung und Positionie-
rung der FlieRkegel optimal eingestellt werden, so dal} nur die gemessenen Zellen
umspult wurden und eine Kontamination der gesamten Badlésung vermieden wurde. Mit
der Spritzenpumpe war ein gleichzeitiges Absaugen und Erganzen frischer Badlésung
moglich. Durch die Wahl einer gréReren Spritze wurde ein UberschulR des Zulaufs

erreicht, um ein Trockenlaufen des Bads zu verhindern.

3.8.3 Elektroden

Zur Messung des Stromes Uber eine Zellmembran werden Ag / AgCI-Elektroden verwen-
det, deren Reaktion mit den geldsten Chloridionen die Umwandlung des lonenstroms in
einen mel3baren Elektronenstrom erméglicht. Zu ihrer Herstellung auf elektrochemischem
Weg wurden zwei Silberdréhte (& 0,5 mm) in eine angesauerte KCI-Lésung (pH 2,0)
getaucht. Die zu chlorierende Elektrode wurde mit dem Pluspol, der Hilfsdraht mit dem
Minuspol verbunden. Bei 4V Gleichspannung wurde ein Strom von 7 mA pro cm
chloriertem Draht angelegt, bis sich auf der Oberflache erst ein schwarzer, kurz darauf ein
mattgrauer Belag bildete. Dies wurde bei Bedarf erneut durchgefiihrt, um systematische
Potentialfehler bei den Messungen auszuschlielen. Die differente Elektrode wurde auf
einer Lange von 5 mm chloriert und war weiter hinten mit einer Teflonschicht Giberzogen.

Die unbeschichtete Referenzelektrode wurde zur Maximierung der Kontaktflache auf einer
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Lange von 10 cm spulenférmig aufgewickelt und chloriert. Sie tauchte in eine KCI-Lésung

(150 mM) und stand Uber eine Agarbriicke mit der Badlésung in Verbindung.

3.8.4 Patch-Pipetten

Grundvoraussetzung fir Patch-clamp Experimente ist ein hochohmiger Kontakt zur
Zellmembran. Dazu wurden Glaskapillaren aus Borosilikat GB150-8P (Science Products)
auf dem Universalpuller DMZ (Engel) in einem dreistufigen Prozel? ausgezogen. Die
Einstellung des Pullers wurde so gewahlt, dal} die Kapillaren bis kurz vor die Spitze
stumpf zuliefen und sich nur im letzten Teil verjingten. Dadurch wurde ein geringer
Pipettenwiderstand erreicht und gleichzeitig die Streukapazitdt gering gehalten. Die
langwierige Pullereinstellung wurde durch eine optische Kontrolle der Pipettenspitze
erleichtert. Wenn der Sealerfolg nach einigen Wochen deutlich geringer wurde, lag dies
meist an einer leichten Deformation des Heizfilaments, so dal} es ausgetauscht und der
Einstellungsprozel wiederholt werden muf3te. Nach dem Ziehen der Kapillaren wurde die
Spitze hitzepoliert, was ebenfalls mit dem Puller durchgefiihrt werden konnte.

Die Befillung der Kapillaren mit intrazellularer Lésung erfolgte zunachst durch Anlegen
eines Unterdrucks und Eintauchen der Spitze in filtrierte L6sung. Anschlie3end wurde sie
von hinten beflllt, so da® die differente Elektrode schliellich gerade in die Lésung ein-
tauchte; dadurch wurde ein Uberlaufen im Pipettenhalter und dadurch mégliche Kriech-

stréme vermieden.

3.8.5 Ablauf einer Messung

Vor dem Eintauchen in die Badlésung wurde die mit dem Druckregelsystem verbundene
Patch-Pipette mit einem Uberdruck von 3 bis 8 cm Wasserséaule beaufschlagt. Wéahrend
dem Heranfahren an die Zelle mit dem Mikromanipulator wurde der Widerstand (zwischen
1 und 7 MQ) durch wiederholte Spannungspulse verfolgt. Zuvor wurden Offset-Potentiale
korrigiert. Das Liquid-junction Potential wurde in Pulse manuell eingegeben und bei den
Messungen berlicksichtigt. Es wurde zuvor mit einer selbsterstellten Tabellenkalkulation
berechnet und betrug bei den verwendeten Lésungen ca. -5 mV. Die leichte Zunahme
des Widerstands bei der Annadherung an die Zellmembran wurde durch die Audiomonitor-
Funktion hérbar gemacht, was bei den sehr flachen humanen GZ hilfreich fur das recht-
zeitigen Stoppen des Pipettenvortriebs war. Der Uberdruck wurde verringert, was meist
schon zu einer Zunahme des Widerstands auf mehrere hundert Megaohm fiihrte. Zur
weiteren Erleichterung des Sealvorganges wurde ein Unterdruck von 20 bis 30 cm H,O
angelegt und ein negatives Pipettenpotential von bis zu —100 mV eingestellt. Dies fuhrte
nach kurzer Zeit zu einem sprunghaften Anstieg des Widerstands auf 2 bis 5 GQ. Nun

wurde mit Hilfe einer Spritze (100 ml) eine kurzer und schneller Unterdruck erzeugt, der
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zum Durchbrechen der Membran fihrte. Dies war an einer Zunahme des transienten

kapazitiven Stroms erkennbar.

3.8.6 Messprotokolle

Fir die dargestellten elektrophysiologischen Messungen wurden verschiedene Span-
nungssequenzen zur elektrischen Stimulation der Zellen verwendet. Diese Pulsprotokolle
sind in Abb. 3-1 dargestellt und dienten zur Bestimmung der Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung und Inaktivierung, zur Auslésung von Rampenstromen und zur Ermittlung der
Wirkung verschiedener Substanzen auf die maximale Na*-Stromamplitude.

Fur die Aktivierung (A) wurden die Zellen innerhalb einer Pulssequenz zunachst fir
1000 ms auf —140 mV hyperpolarisiert, um moglichst alle NaK in den inaktiven (geschlos-
senen) aber aktivierbaren Zustand zu versetzen. Es stellte sich dabei heraus, dal} es fur
die Zellen schonender war, dieses Potential Uber eine Spannungsrampe von 20 ms Dauer
zu erreichen, ausgehend von einem Haltepotential zwischen —30 und —50 mV. Die Strom-
amplituden durch den nachfolgenden Testpuls bei unterschiedlichen Testpotentialen fur
20 ms entsprachen dann dem Anteil der jeweils aktivierten NaK. Es wurden Potentiale
zwischen —100 mV und +100 mV mit einer Schrittweite von +10 mV getestet.

Fir die Inaktivierung (B) wurden die transienten Na'-Stréme mit einem konstanten
Testpuls bei —20 mV / 20 ms ausgelést und in Abhangigkeit des variablen Potentials des
konditionierenden Prapulses untersucht. Seine Dauer wurde neben 1000 ms auch auf
100 ms eingestellt, um die Verschiebung der Aktivierungskurve bei veranderter Prapuls-
dauer zu demonstrieren.

Ein konstanter Testpuls von —140 mV auf 0 mV fir 40 ms wurde fur die Untersuchung der
Wirkung von TTX und hCG auf die Amplitude der transienten Na*-Strome verwendet. Sie
wurden im Sekundenabstand ausgeldst, bei einer Dauer des Prapuls-Potentials von
500 ms.

Zur Auslésung von Stromen durch langsame Spannungsrampen (C) wurde das Potential
der Zellen zunéachst fir 1000 ms auf —100 mV geklemmt, um es dann mit Geschwindig-
keiten zwischen 233 und 1400 mV - s auf +40 mV zu verandern.

Die Aufnahme der Daten erfolgte mit einer Bandbreite von 15,8 kHz; die Aufnahmerate
betrug 2 kHz.
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A ———— Abb. 3-1:  Die verwendeten Pulsprotokolle

— -—-- fur die Messung der Aktivierung (A), Inakti-

® J— vierung (B) und der Stréme durch Spannungs-
o) rampen (C). Ausgehend von einem Halte-

potential zwischen -30 und -50 mV (Pfeil)

B wurden verschiedene Zellen zunéchst mit
einer Spannungsrampe @ (20 ms) fir 1000 ms

Y / A hyperpolarisiert @, um die Kanéle in den

R / A aktivierbaren Zustand zu bringen. Anschlies-

________ send erfolgten Testpulse @ auf -20 mV (A, B)

c , . - oder Rampenspannungen auf +40 mV (C). Die

/ A e variablen Potentiale / Geschwindigkeiten sind

// R gestrichelt dargestellt. Zur Untersuchung der

et Wirkung von Testsubstanzen auf die Strom-

P amplitude wurde ein Protokoll wie in (A) ver-

//_' wendet, jedoch mit konstanten Testpulsen auf
omV.

3.8.7 Messung der Kopplung von Zellen tiber Gap junctions

Wahrend der Experimente zur Charakterisierung der Na'-Stréme wurden meist isoliert
liegende Zellen verwendet. Zeigten sie einen bereits lichtmikroskopisch erkennbaren
Kontakt zur benachbarten Zellen, trat in der Regel ein Leckstrom auf, der die Na'-Strome
Uberlagerte und ihre Auswertung unmdéglich machte. Dies liel® vermuten, daf} die Zellen
nach wenigen Tagen in Kultur Strukturen zur interzellularen Kommunikation ausbilden, die
durch die elektrische Kopplung der Zellen eine kurzschlieliende Wirkung haben. Eines der
am Aufbau dieser Gap junctions beteiligten Proteine wurde in einer parallel durchge-
fuhrten Untersuchung bei der Granulosazellinie GFSHR-17 aus der Ratte nachgewiesen
[67], und auch in kultivierten humanen GZ wurden funktionelle Gap junctions gefunden
[25]. Um ihre Rolle bei diesen Zellen genauer untersuchen zu kénnen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine elektrophysiologische Methode etabliert, die durch Messung der
Gesamtimpedanz ein Mal fir die interzellulare Kopplung liefert.

3.8.8 Herleitung der Kopplungsgleichung

Um den Grad der elektrischen Kopplung zwischen zwei Zellen zu bestimmen, gibt es
verschiedene Méglichkeiten. Eine verbreitete Methode ist die Untersuchung mittels
"double patch" Technik, bei der zwei benachbarte Zellen gleichzeitig gepacht werden.
Durch Strominjektion in eine Zelle und die Messung der resultierenden Spannungs-
anderung in beiden Zellen kann der Spannungsabfall Gber den Kopplungswiderstand Ry
bestimmt und daraus Ry prazise berechnet werden [37]. Diese Methode hat jedoch auch
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Nachteile, da fur das Patchen zweier Zellen sowohl ein grof3er manueller wie auch
apparativer Aufwand betrieben werden mufR3.

Aus diesen Griinden wurde versucht, eine einfachere Technik anzuwenden, die mit nur
einer gepachten Zelle im Kontakt zu Nachbarzellen auskommt. Von Vorteil ist dabei auch,
dald mehrere gekoppelte Zellen gleichzeitig untersucht werden kénnen, und sich ein
mogliches Auswaschen zytoplasmatischer Bestandteile durch den Austausch mit der
Pipettenlésung auf die gepachte Zelle beschrankt.

Eine indirekte Information Uber den Grad der interzellularen Kopplung kann bei dieser
MeRkonfiguration aus der Kapazitat und dem Eingangswiderstandes der gepachten Zelle
gewonnen werden, die sich unter bestimmten Bedingungen synchron mit Rx verandern.
Dazu wird entweder der Verlauf des Membranstroms bei Rechteck-Spannungspulsen
ausgewertet [5;42;57;80] oder eine komplexe Impedanzanalyse bei Anregungs-
spannungen mit einer oder mehreren Sinuswellen durchgefuihrt [28]. Die Anwendung
einer einzelnen Sinusspannung erlaubt mit der "Piecewise-Linear" Technik durch
Linearisierung der komplexen Gesamtleitfahigkeit Ls.s des Systems eine gute Schatzung
kleiner Anderungen von Cy,. Fir die Berechnung von Absolutwerten aller drei elektrischen
Parameter Rp, Ry und Cy, des zugrundeliegenden Ersatzschaltkreises (Abb. 3-2) werden
jedoch drei MelRgréRen benétigt. Daher mull neben dem Real- und Imaginérteil des
komplexen Gesamtstroms auch noch der konstante Stromanteil bestimmt werden, was
durch eine der Sinusspannung Uberlagerte Offsetspannung erreicht wird (Lindau-Neher
Technik [28]).

il Abb. 3-2:  Ersatzschaltkreis einer gepachten
© * R ¢ Zelle mit Kapazitat und Widerstand der Pipette
(Cp, Rp) und der Zellmembran (Cy, Ry).
— CP RM J— CM

Die Pipettenkapazitat Cr mufd nicht berticksichtigt werden, wenn sie kompensiert wird. Sie
variiert jedoch mit der Eintauchtiefe in die Badlésung, weshalb fur ein konstantes Niveau
des Badspiegels zu sorgen ist.

Das im Programm Pulse integrierte Lock-in Modul ermdglicht die automatische Be-
rechnung der drei Parameterwerte. Ihm liegt jedoch der Ersatzschaltkreis fur eine Zelle
zugrunde (Abb. 3-2), wahrend bei der Untersuchung von Gap junctions mindestens zwei
Zellen und damit entsprechend mehr elektrische Parameter zu beriicksichtigen sind. Um
abschatzen zu kénnen, wie sich Anderungen der realen Parameter in den berechneten
Werten fur das Ein-Zell-Modell auswirken, wurde ein entsprechender Ersatzschaltkreis

(Abb. 3-3) analysiert. Die Formeln zur Simulation der von der MeRapparatur gelieferten
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Ein-Zell-Parameter Ry*, Cuy* und Rp* durch vorgegebene Werte im Mehr-Zell-Modell
wurden expizit geldst und in eine Tabellenkalkulation implementiert.

Ck

Abb. 3-3:  Ersatzschaltkreis zweier gepachter Zellen mit vier RC-Gliedern. Die Indizes A und
B représentieren die beiden Zellen, P die Pipette und K die Kopplung zwischen den Zellen.

Vereinfachend wurde von zwei Uber einen Widerstand Rx gekoppelten Zellen A und B
ausgegangen, deren Membraneigenschaften jeweils durch eine Parallelkombination aus
Widerstand und Kapazitat reprasentiert wurden. Rp bezeichnet den Serienwiderstand der
Patch-Kapillare, Cp wurde wiederum nicht beriicksichtigt (s.0.). Durch die Simulationen
stellte sich die Berucksichtigung einer zundchst nicht auzuschlieRenden Kopplungs-
Kapazitat Ck als Uberflissig heraus. In einer anderen Arbeit wurde jedoch gezeigt, dal Ck
die Form von Aktionspotentialen in einer nachgeschalteten Zelle beeinflu3t [36].

Mit den drei RC-Gliedern und Rp ergibt sich fur die Gesamtimpedanz der folgende Ansatz:

-1

-1 4!
1 . | |
IGes =RP+ R—+ZCOCA +[(R—+ZCOCKJ +(R—+ZC()CBJ ] (3_4)

A K B

Dabei ist i die imaginare Einheit und o = 27:f, mit f als Frequenz der Anregungsspannung.
Durch Umformung und die Substitutionen

x,=1+ioR,C, x, =1+ioR,C, x, =1+ioR . C,
ergibt sich die Gleichung

 RyRyx xp + RoRyx x5 + RoR xpx + R Rpxy + R R X,

Ges —

Ryx x, + Roex . x, + R xpx, (3-5)

und mit den Substitutionen

Y =R,R,+R.R; +R,R, +R R, +R R,

¥, =R, R,R,R(C ,C, +C ,C, +C,C,)

s =R,R Ry (C +Cy)+R,R R (C +Cic )+ (R, Ry Ry +R Ry R ) (C1+C)
v, =R, +R; + R,

ys = RRRe (CCi +C . Cp +CC)
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Yo =R,Ry (CA+CB)+ R, Ry (CA+CK)+ Ry Ry (CB+CK)
schliellich eine Gleichung in der Form eines Quotienten aus zwei komplexer Zahlen:

[Ges = yl _a)zyz +ia)y3 (3'6)

Vs _a)zys +iw Yy,

oder der Gesamtleitwert

Y _a)zys +io Y,

L. = 5 ‘
VW~ y, tioy,

Ges

Zur Ermittlung des Real- bzw. Imaginarteils von Lges wird dieser Bruch mit einem zweiten
multipliziert, der aus dem konjugiert komplexen Nenner von Lges (dividiert durch sich
selbst) besteht:

Y4 _a)zys +io y, pal _a)z)b — iy,

L = P . P .
VWO Y, Ty, Y, -0y, 10},

Ges

und damit

Re(L. )= 2t @' p.ys + @ (vsys = yys = y,3,)
e( Gex) = 2 \2 2.2
b -0y, )+ @y, (3-7)

Tm(L, )_a)(yly6_y3y4+a)2y3y5_a)2y2y6)
Ges/) — 2 2 2 2
Y1~ J’2) TOY;

Diese beiden GréfRen stellen den frequenzabhangigen Teil der Gesamtleitfahigkeit des
Mehr-Zell-Modells dar. Zur Umrechnung in die Parameter Ry*, Cy* und Rp* des Ein-Zell-
Modells gemal den Gleichungen der Lindau-Neher-Technik [28], wird noch die Gleich-
stromleitfahigkeit bendétigt. Sie kann aus der einfachen Kombination der Ohm'schen
Widerstande in Abb. 3-3 ermittelt werden, d.h. in (3-4) sind samtliche Kapazitaten auf Null
zu setzen.

Dem Vorteil einer hohen Genauigkeit bei diesem MelRprinzip steht als Nachteil die
Anfélligkeit der C)~-Messungen firr groRe Anderungen von Ry, gegeniber. Dieses Problem
kann durch zwei Sinusspannungen verringert werden, erfordert aber zusatzliche Gerate
zur Stimulation [65].
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4 Ergebnisse
4.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der kultivierten Granulosazellen

Das unmittelbar nach dem Durchbrechen der Membran gemessene Ruhepotential der GZ
betrug durchschnittlich —25,9 + 12,5 mV (n=40), unabhéngig von der Dauer ihrer Kulti-
vierung. Die mittlere Kapazitat der Zellen lag bei 50,4 £ 21,0 pF (n=33). Es wurden Zellen
verwendet, die zwischen einem und elf Tagen in Kultur gehalten wurden.

In Abhangigeit der Klemmspannung konnten durch das Pulsprotokoll fur die Aktivierung
ein- und auswarts gerichtete Membranstrome ausgelést werden (Abb. 4-1), jedoch erst
nach drei Tagen mit nennenswerter Amplitude von mehreren hundert bis tausend
Picoampére (pA). Nach ein bis zwei Tagen zeigten die Zellen nur Stréme mit sehr kleiner
Amplitude.

Es gab immer wieder Experimente, bei denen eine untersuchte Zelle nach dem Durch-
brechen ihrer Membran einen Eingangswiderstand von nur 50 bis 300 MQ aufwies,
obwohl zunéachst ein hoher Seal-Widerstand von mehr als 1 GQ erreicht wurde. Dies hatte
so grofe Leckstrome zur Folge, dall die Messung spannungsaktivierter Stréme nicht
mehr moéglich war. Der Effekt trat haufig bei Zellen auf, die sichtbaren Kontakt zu benach-
barten Zellen hatten. Isoliert liegende Zellen hingegen zeigten dies nicht, so dal} dieses
Problem durch eine entsprechende Auswahl vermieden werden konnte.

4.1.1 Nachweis spannungsaktivierter K’-Kanéle

Da die auswarts gerichteten Stréme durch Verwendung von CsCl und TEA-CI in der
Pipettenlésung blockiert werden konnten (s. Abb. 4-3), muften sie hauptsachlich von
Kalium getragen sein. Auller dem hier nicht aufgetretenen, einwérts gleichrichtenden
"Kir"-Typ ("inward rectifier") werden alle anderen K*-Kanale durch intrazelluldares TEA
blockiert [33]. Der Stromverlauf in Abhangigkeit des Spannungssprungs und die Strom-
Spannungs (I/V) -Kennlinien lieBen zumindest drei auswarts gleichrichtende Typen erken-
nen. Die einem ,A-Strom" mit schneller Inaktivierung (Abb. 4-1A) und die einem nicht
inaktivierenden ,delayed-rectifier-Strom“ (Abb. 4-1B) dhnelnde I/V-Kennlinie (Abb. 4-1D)
war im hohen Potentialbereich gleichermallen linear, ohne ein Plateau zu erreichen.
Dagegen entsprach ein dritter Typ der Aktivitat von "BK(Ca)"-Kanalen (Abb. 4-1C), deren
Potentialabhéngigkeit im gezeigten Beispiel auf den Bereich zwischen —20 und +20 mV
beschrankt war. Dieser Bereich hangt von der intrazelluldren Ca*-Konzentration ab [33]
und lag bei den GZ unmittelbar nach dem Durchbrechen der Membran so, daR daraus auf
eine Konzentration zwischen 1 und 5 uM geschlossen werden konnte. Wenige Minuten
spater verschob er sich und entsprach einer 10-fach geringeren Ca*-Konzentration.

Die Experimente zeigten, dafl normalerweise eine Kombination verschiedener K*-Kanal-
typen in einer Zelle vorliegt. Die pharmakologische Trennung der Stromkomponenten
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durch Verwendung spezifischer Antagonisten oder Agonisten und die genauere Bestim-
mung der einzelnen Kanaltypen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefuhrt.

50 100
|

-0,2 mV

Abb. 4-1:  Spannungsaktivierte K- und Na’-Stréme in humanen GZ. Das Protokoll fiir die
Untersuchung der Aktivierung (Spannungspulse zunehmender Amplitude ausgehend von einem
Haltepotential bei —120 mV) zeigt die Aktivitdt von mindestens drei unterschiedlichen K’-Kanal-
typen: (A) Einen transienten ,A-Strom*, (B) einen nicht inaktivierenden Strom (,delayed-rectifier”)
und (C) einen im hohen Potentialbereich auf ein Plateau laufenden Strom, vermutlich durch
,BK(Ca)*“-Kanéle. (D) Die I/V-Kennlinien ergeben sich aus (A) bis (C) durch den Strom an der
Markierung (V). Der bei (A) und (C) erkennbare Einstrom von Na* wurde in spateren Experi-
menten durch TTX blockiert. Die kurzen Stromtransienten zu Beginn und Ende des Spannungs-
sprungs entstehen durch eine nicht vollsténdige Kompensation.

4.1.2 Hemmung der Na’-Kanéle durch TTX

Der pharmakologische Nachweis, daf® dem schnellen Einwartsstrom, ahnlich wie auch in
Neuronen, die Aktivitat spannungsgesteuerter Na*-Kanale zugrunde liegt, wurde durch
ihre Blockierbarkeit mit TTX gezeigt.

Fur die Ermittlung einer Dosis-Wirkungs-Kurve war in jeweils einem Experiment die Appli-
kation von maximal funf unterschiedlichen TTX-Konzentrationen méglich (Abb. 4-2), da
von den sieben Kanélen der Perfusionspipette einer flr Spulpuffer und ein weiterer fir die
Einstellung des Spuldruckes (Puffer mit Lebensmittelfarbe) benétigt wurde. Um einen
grolRen Bereich abdecken zu kénnen, wurden deshalb verschiedene Konzentration an
den einzelnen MefRtagen eingesetzt. Insgesamt wurden die Messungen von 10 verschie-
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denen Zellen zur Bestimmung der halbmaximal hemmenden Konzentration (ICs,) verwen-
det. Die Anpassung einer logistischen Gleichung lieferte einen Wert von 7,7 £ 1 nM, die
Steigung der Kurve in diesem Punkt (Hill-Koeffizient) betrug —0,63 + 0,05 (Abb. 4-2B).
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Abb. 4-2:  (A) Hemmung des spannungsaktivierten Na*-Einstroms durch TTX. Es wurden von
@ bis ® Konzentrationen von 0, 10 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM und 10 uM verwendet. (B) Dosis-
Wirkungskurve der TTX-Hemmung. Flr die Ermittlung der halbmaximalen Hemmkonstanten ICs,
von 7,7 nM wurden die Experimente mit 10 verschiedenen Zellen zusammengefal3t.

4.1.3 Aktivierung und Inaktivierung der Na’-Stréme

60 -40 -20 20 40 60

mV

A B *7 204 A

Abb. 4-3:  Spannungsaktivierte Na’-Stréme in humanen GZ. (A) Uberlagerte Stromverléufe
und (B) I/V-Kennlinie, ausgelést durch das Aktivierungsprotokoll. Die Auswartsstréme wurden
durch TEA- / CsCl blockiert. Die Amplitude der Einwértsstréme nimmt mit positiveren Sprung-
potentialen zu und dann linear ab. Im Potentialbereich > 0 mV sind 100% der NaK aktiviert, so
daB die Amplitude allein durch die elektromotorische Kraft fir Na“ bestimmt wird. Durch
Anpassung einer Geraden (*) kann die theoretische, maximale Aktivierung der NaK fir alle
Potentiale bestimmt werden, auf die die gemessenen Amplituden bezogen werden.

Bei allen weiteren Messungen zur Untersuchung der Na'-Stréme wurden die uber-
lagernden K*-Stréme durch CsCI/TEA-CI blockiert, so daf sie die Auswertung nicht beein-
trachtigen konnten. Eine Uberlagerung der durch das Aktivierungsprotokoll ausgelésten
Stréme und die entsprechende I/\VV-Kennlinie der maximalen Amplituden (Peakstréme)
zeigen die Abb. 4-3A und B. Aus letzterer kann die Spannung bestimmt werden, bei der
eine halbmaximale Aktivierung der NaK eintrat (Vs). Dazu wurde fir jedes Experiment
ermittelt, welcher maximale Na’-Strom bei gegebener Spannung erreicht werden konnte,
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d.h. die durch eine Offnung von 100% der NaK resultierende Stromamplitude. Dies ist bei
Spannungen Uber ca. 0 mV der Fall, so da der lineare Verlauf der I/\V-Kennlinie (Abb.
4-3B) nur noch die Abhangigkeit des Na’-Stroms von der elektromotorischen Kraft
widerspiegelt. Die Anpassung einer Geraden an diese Linie ergibt daher die 100%-
Aktivierungslinie der NaK, auf die schlie3lich alle gemessenen Stromamplituden bezogen
wurden. Dem sigmoiden Verlauf dieser relativen Stromamplituden wurde eine Boltzmann-
Funktion angepalt (Abb. 4-4, leere Kreise).

Zur Ermittlung der Vso-Werte fur die Inaktivierung wurden alle Peakstrome auf die mittlere
Amplitude der ersten funf Pulse bezogen und ebenfalls ein Boltzmann-Fit durchgefuhrt
(Abb. 4-4, ausgefillte Kreise).

Die Uberlagerung der Aktivierungs- und Inaktivierungskurve kann zur Bestimmung eines
maoglicherweise vorhandenen persistierenden Na'-Einstroms auf der Basis des Hodgkin-
Huxley-Modells verwendet werden. Da die Inaktivierungskurve den Anteil aktivierbarer
NaK und die Aktivierungskurve den Anteil der aktivierten NaK wiedergibt, liefert die
Multiplikation beider Kurven den Anteil permanent geéffneter Kanéle in Abhangigkeit vom
Potential. Der resultierende "window-current" erreicht sein Maximum im Durchschnitt bei
—-25 mV (Abb. 4-4, n=10 Zellen), was dem mittleren Ruhepotential der Zellen nahekommt.
Seine Amplitude betragt durchschnittlich 2% des maximalen Na'-Einstroms; bei Mes-
sungen an verschiedenen Zellen schwankte dieser theoretische Wert zwischen 0,3 und
4,0%, was einer absoluten Amplitude von ca. 5 bis 100 pA entsprach.
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Abb. 4-4:  Uberlagerung der Aktivierungs- (O) und Inaktivierungskurve (®) am Beispiel einer
Zelle. Die Multiplikation der beiden Boltzmann-Kurvenfits (glockenférmige Kurve) liefert die
Wahrscheinlichkeit fiir permanent gedffnete NaK (in diesem Fall ca. 2%) und hat ein Maximum
bei ca. -25mV, was bemerkenswert gut mit den mittleren Werten des Ruhepotentials
(gestrichelte Linie) und des Vs,-Wertes der Aktivierung tbereinstimmt.
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4.1.4 Abhéngigkeit der Aktivierung und Inaktivierung von der Kultivierungsdauer

Die halbmaximale Aktivierung (Vs,) der Na™-Strome veranderte sich mit zunehmender
Kultivierungsdauer der Zellen zu negativen Werten hin (Abb. 4-5) und erreichte nach
5 Tagen vermutlich ein Plateau zwischen —20 und —-25 mV, obwohl statt der Anpassung
einer Exponentialfunktion auch ein linearer Trend méglich ware (P=0,074, F-Test).

A

Aktivierung Abb. 4-5:  Verédnderung der halbmaximalen
=S 109 Aktivierung und Inaktivierung (Vs,) mit der
£ Kultivierungsdauer. (A) Bei der Aktivierung
E -20+ werden die Werte negativer und erreichen mit
> einer Halbwertszeit von 1,7 Tagen einen Pla-

.30 teauwert von -22,6 mV (n=57). (B) Die Vs
— Werte der Inaktivierung tendieren zu posi-
0 2 4 6 8 10 12 tiveren Werten (n=36).
Kultivierungsdauer [Tage]
B
Inaktivierung
-60-
3 !
.§. °
o -70
>
-804
I T I T I T I T I

0 2 4 6 8 10 12
Kultivierungsdauer [Tage]

Die lineare Anderung der Vs,-Werte fir die Inaktivierung war nicht signifikant (P=0,297),
der Mittelwert Gber alle Kultivierungsdauern betrug —70,7 £ 1,4 mV (n=36). Wurden jedoch
die Vs-Werte in zwei Gruppen geteilt und mittels t-Test verglichen, ergab sich bei einer
Grenze von 3 Tagen ein P-Wert von 0,051 (4 Tage: P=0,81), d.h. vermutlich liegt der
mittlere Vso-Wert bei jungen Zellen doch negativer als bei dlteren und eine Zunahme im
Laufe der Zeit 1aRt sich nicht ganz ausschlieRen. Bei der Aktivierung bestatigte sich
mittels t-Test ebenfalls der Unterschied zwischen jingeren und alteren Zellen, mit
P=0,0051 (3 Tage) und P=0,0006 (4 Tage).

4.1.5 Membranstréme durch Spannungsrampen

Die Potentialabhangigkeit des Membranstroms kann auch durch Spannungsrampen
charakterisiert werden. Bei ausreichend kleiner Geschwindigkeit der Spannungsanderung
tragen zum gemessenen Strom nur lonenkandle mit langsamer Kinetik bei; transiente
Strome im Millisekundenbereich, wie Iy,t, fallen weg.

Die durch verschiedene Spannungsrampen erzeugten |/\V-Kennlinien zeigt Abb. 4-6A. Der
gréRte Teil der spannungsaktivierten K'-Strome wurde durch Cs'/TEA blockiert. Mit
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kleiner werdender Geschwindigkeit nahm die Amplitude der einwarts gerichteten
Stromspitze ab, die ihr Maximum bei —30 bis —25 mV hatte. Dabei handelt es sich um den
zu erwartenden Na'-Einstrom durch einen Teil der eNaK, die trotz der langsamen
Depolarisation bei diesen positiven Potentialen noch aktivierbar blieben und bis Uber 5%
der maximalen Na*-Stromamplitude Iy,r ausmachten. Erst bei einer Rampengeschwin-
digkeit von 350 mV - s ' verschwand dieser Strom nahezu vollstandig.

Einzelne Zellen zeigten dagegen noch mit 230 mV - s’ einen Strom, der bei —40 mV
aktivierte und dann dem zu erwartenden Strom bei der gegebenen lonenverteilung folgte
(Abb. 4-6B). Aufgrund von Problemen mit der Kompensation der Leckleitfahigkeit in den
Zellen kann die Messung dieses kleinen persistierenden Stroms zunachst nur als Hinweis
auf seine wahrscheinliche Existenz gesehen werden. Fir seine Bestatigung ist die
Durchfuhrung weiterer Experimente notwendig, die jedoch Uber den Rahmen dieser Arbeit

hinausgehen.
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Abb. 4-6:  Membranstréme durch Spannungsrampen bei gleichzeitiger Blockierung von K’-
Kanélen mit Cs’/TEA. (A) Je geringer die Rampengeschwindigkeit (®: 1400, @: 700 und &
350 mV - s') desto kleiner war die Amplitude des Einwértsstromes mit einem Maximum bei —25
bis -30 mV. (B) Bei nur noch 233 mV - s’ zeigte sich in einzelnen Féllen eine weitere Kompo-
nente, die bei positiven Potentialen nicht inaktivierte und méglicherweise einem persistierenden
Na’-Strom Iy.e entsprach. Das Umkehrpotential des Stroms, bestimmt durch die Anpassung
einer Geraden (gestrichelte Linie) kam dem Umkehrpotential fiir Natrium nahe.

4.1.6 Abhéngigkeit der Na’-Stromamplitude von Kultivierungsdauer und MelBzeit

Aufgrund des viel gréf3eren Pipettenvolumens gegeniiber dem Zellvolumen kann davon
ausgegangen werden, dall bereits wenige Minuten nach dem Erreichen der whole-cell-
Konfiguration ein vollstdndiger Austausch der Pipettenlésung und von Substanzen mit
einem Molekulargewicht bis ca. 1 kDa mit dem Zellinneren stattgefunden hat [58]. Um
Pulsexperimente, z.B. zur TTX-Hemmung, mit méglichst konstanten Stromamplituden
durchfihren zu kénnen, wurden die Messungen meist erst nach einigen Minuten
begonnen. Vor dieser Zeit war haufig eine Zunahme der maximalen Na*-Stromamplitude
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zu beobachten, die nach spéatestens 5 bis 10 min in ein Plateau und in einigen Féllen
wieder in eine leichte Abnahme Uberging (Abb. 4-7).

Spezif. Na*-Strom [pA/pF]

0 5 10 15 20 25
Zeit [min]

Abb. 4-7:  Zunahme der spezifischen Na’-Stromamplitude mit der Mef3zeit, d.h. der Zeit nach

Erreichen der whole-cell Konfiguration, am Beispiel zweier Zellen. Nach 5 bis 10 min gingen die

einer e-Funktion folgenden MeRwerte in ein Plateau dber. In den meisten Féallen wurde die

Haélfte des Plateauwertes innerhalb von 1 bis 2 min erreicht, so dal3 fiir einen Vergleich der

frithen und spéten Amplituden (s. Abb. 4-8) eine Grenze von 90 s festgelegt wurde (schraffierter
Bereich).

Die Auswertung der maximalen spezifischen Na’-Stréme in Abhangigkeit der Kulti-
vierungsdauer und MeRzeit der Zellen ist in Abb. 4-8 zusammengefaldt. Die gemittelten
Stromamplituden in den ersten 90 s nach dem Durchbrechen der Membran sind im Mittel
kleiner als die spateren MeRwerte. Dieser Unterschied war jedoch nur bei Zellen
signifikant, die fur mindestens drei Tage in Kultur gehalten wurden. AuRerdem ist zu
erkennen, daR diese Zellen eine viel héhere Stromdichte aufwiesen als junge Zellen.
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Abb. 4-8:  Abhéngigkeit der spezifischen Na’-Stromamplitude von MeRzeit und Kultivierungs-
dauer der Zellen. Zusammenfassung von 36 Experimenten, die wie in Abb. 4-7 durchgefihrt
wurden, jedoch mit Zellen verschiedenen Alters. Ein Unterschied zwischen friihen (schraffiert)
und spéten (nicht schraffiert) Na’-Stromamplituden war nur bei 3 und 4 Tage alten Zellen
feststellbar. Die Anzahl der Vergleichswerte und die P-Werte der gepaarten t-Tests sind unter
Jjedem Séaulenpaar angegeben.
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4.1.7 Regulation durch hCG
4.1.7.1 Kurzzeitige Applikation in Pulsexperimenten

Wahrend durch die Applikation von hCG bei einer konstanten Klemmspannung von
—70 mV kein Membranstrom ausgelést werden konnte, zeigte sich in Puls-Experimenten
ein Einflul auf die Amplitude der wiederholt ausgelésten Na‘-Peakstrome (Abb. 4-9). In
einer Konzentration von 10 1U/ml (maximal stimulierende Konzentration fur die Produktion
von Progesteron) filhrte hCG stets zu einer Reduktion der Amplitude um durchschnittlich
115 + 86 pA (n=28).
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Abb. 4-9:  Die Zunahme der Na’-Stromamplitude mit der MeRzeit (vgl. Abb. 4-8) wird durch
hCG (10 IU / ml) reversibel blockiert. Nach Beendigung der Applikation ist die Erholung der
Amplituden schneller, als es der allgemeinen Zunahme entspricht (*). Die zuséatzlich dargestel-
Iten einzelnen Na’-Stromverldufe (R) veranschaulichen das Ausmal der absoluten Amplituden-
&nderung.

Wie aus Abb. 4-9 und Abb. 4-10 deutlich wird, Uberlagerte sich der Reduktion durch hCG
die allgemeine Zunahme der Stromamplituden mit der MeRzeit (Abb. 4-7). In solchen
Experimenten war die Plateauphase der Stromamplituden noch nicht erreicht, als mit der
Applikation von hCG begonnen wurde. Der exponentielle Kurvenverlauf zu Beginn und
Ende der Applikation (Abb. 4-9, *) hatte eine Halbwertszeit von ca. 2 s.

Die Amplituden-Reduktion durch hCG nahm im Verlauf der MeRzeit zu, was jedoch zum
Teil durch die allgemeine Amplitudenzunahme erklart werden kann. Betrachtet man die
reduzierten Stromamplituden inAbb. 4-10, so erreichten sie bei allen drei Applikationen
einen Wert zwischen —200 und -250 pA. Aus dieser Beobachtung kann geschlossen
werden, dal die zunehmende Reduktion durch hCG und die allgemeine Zunahme der
Amplituden auf dem gleichen Prozel3 beruhen. Durch hCG wird offenbar die maximale
Aktivierung oder Hemmung dieses Prozesses in einer Richtung ausgelést, so dafl immer
derselbe absolute Wert erreicht wird. Die allgemeine Amplitudenzunahme stellt die
zunehmende Aktivierung des Prozesses in der entgegengesetzten Richtung dar und
erreicht seine Sattigung erst nach mehreren Minuten. Wirde es sich um unabhéngige
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Prozesse handeln, ware sehr wahrscheinlich eine Reduktion um stets den gleichen
Betrag zu erwarten; in Abb. 4-10hadtte dann bei der dritten hCG-Applikation eine
Reduktion auf ca. —300 pA statt —200 pA stattfinden mussen. Die Wirkung von hCG auf
die Amplitude der Na*-Stréme sollte also teilweise Uber den gleichen Signalweg verlaufen,
wie die allgemeine Amplitudenzunahme.
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Abb. 4-10: Wird hCG erst appliziert, wenn die Na*-Stromamplitude tiber eine Minute hinweg
nahezu konstant ist, kommt es zu einer deutlichen Hemmung der Amplituden mit jeweils expo-
nentiellem Verlauf beim Ein- und Auswaschen der Substanz. Je langer die Messung fortgesetzt
wird, desto ausgeprégter ist die Amplitudenreduktion.

4.1.7.2 Langfristige Wirkung von hCG auf Membranpotential und spezifischen Na*-Strom
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Abb. 4-11: Langfristige Wirkung von hCG auf das Ruhepotential (A) und die spezifische Na’-

Stromamplitude (B) humaner GZ. Die Inkubation (ber 48 h flihrte jeweils zu einer mittleren
Reduktion um 6,6 mV (A) und 6,0 pA/pF (B).

Neben dem kurzfristigen Effekt bei der Applikation von hCG in elektrophysiologischen
Messungen konnten auch langfristige Wirkungen durch die Inkubation Uber 24 bzw. 48 h
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mit hCG beobachtet werden. Anderungen der Morphologie und der Progesteron-
produktion sind in 4.2.5 beschrieben.

Die Inkubation der GZ mit hCG Uber 48 h fihrte gegenltber Kontrollzellen (Alter 3 und 4
Tage) zu einer Verschiebung des Ruhepotentials (Abb. 4-11A) um +6,6 mV auf -19,3 +
3,9 mV (n=14, P=0,0046). Auch die spezifischen maximalen Na’-Stréme (Abb. 4-11B)
waren bei den behandelten Zellen mit -3,5 £ 3,9 pA/pF (n=21) kleiner (P<0,001) als bei
den Kontrollen mit -9,5 + 7,5 pA/pF (n=34).

4.1.8 Untersuchung der interzelluldren Kopplung (Gap junctions)

Die Simulation der vom Lock-in Modul ausgegebenen elektrischen Zellparameter Ry,* und
Cwu™ in Abhéngigkeit des Kopplungwiderstandes Ry zeigt Abb. 4-12A. Die fur beide Zellen
festgelegten Werte von Cj und Ry betrugen 30 pF und 1 GQ. Die doppelte Gesamt-
kapazitdt Cy* bei geringen Werten von Ry zeigt, da® gekoppelte Zellen elektrophysio-
logisch wie eine Zelle erscheinen und sich die einzelnen Kapazitdten addieren. Der
Bereich, in dem Cy* Anderungen von Ry widerspiegelt, erstreckt sich tber ca. eine
GréRenordnung. Er liegt fur eine Anregungsfrequenz von 110 Hz (gestrichelt) bei
grolReren Rx-Werten als fur 270 Hz (durchgehende Linie). Die Abhangigkeit des Gesamt-
widerstands Ry,* von Ry ware dagegen fur diese beiden Frequenzen nahezu gleich.

A 1000 B
— | 60 — 1000
800 0 I
o s S Y
= . £ :
" = x_ 100 =)
& 600 1303 e J
500 10
IS TS NS RN ) i L M 140
1 10 100 1000 10 100 1000
Rk [MQ] Ry IMQ]

Abb. 4-12: (A) Numerische Simulation der von der MeBapparatur fir das Ein-Zell-Modell
bestimmten scheinbaren Zellparameter Ry* (Eingangswiderstand, dtinne Linie) und Cy* (Kapa-
zitat, fett) in Abhéngigkeit vom Kopplungswiderstand Ry und fiir das tatsdchlich zugrundeliegen-
de Zwei-Zell-Modell mit Cy, = 30 pF und Ry = 1 GQ2 fir beide Zellen. (B) Einflu3 des tatsdch-
lichen Eingangswiderstands Ry, auf die scheinbaren Zellparameter (Rx = 50 M£2). Beide Simula-
tionen wurden mit einer Anregungsfrequenz von 110 Hz (gestrichelt) und 270 Hz (durchgehend)
berechnet.

Der mit dieser MeRBmethode zu erwartende Einflul des tatsachlichen Eingangswider-
stands Ry auf Cy* [65] sollte sich bei gekoppelten Zellen (Rx wurde zu 10 MQ ange-
nommen) erst ab Ry-Werten von kleiner als ca. 50 MQ bemerkbar machen (Abb. 4-12B),
dariber ist Cy* unabhangig von Ry. Dagegen mufte sich Ry* stets linear mit Ry
verandern. Dies zeigt, daR eine Anderung der interzelluldren Kopplung eher an einer
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Anderung von Cy* gemessen werden sollte, sofern die Aktivierung von Membranleit-
fahigkeiten nicht ausgeschlossen werden kann.

Die in Abb. 4-12 dargestellten Simulationen beziehen sich auf den Fall zweier gekoppelter
GFSHR-17 Zellen. Die Ergebnisse fur humane GZ stimmen damit qualitativ Gberein, doch
sind die Effekte auf Cy* wegen der gréReren Kapazitat der Zellen ausgepragter. Dies gilt
auch fur den Fall mehrerer gekoppelter Zellen, in dem Cj, und Ry von Zelle B im Zwei-
Zell-Modell (Abb. 4-12B) zu 300 pF und 200 MQ angenommen wurde, um einen Verbund
von 5-6 Zellen zu reprasentieren.

Die theoretischen Berechnungen konnten schliel3lich durch konkrete Messungen bestéatigt
werden und zum Nachweis eines Effektes von FSH auf die Kopplung der GFSH-R17
Zellen verwendet werden [75]. Die vom Lock-in Modul berechneten Werte Ry*, Cy* und
Rr* wurden im Sekundenabstand ausgegeben, als Textdatei gespeichert und mit einem
selbst entwickelten Programm fir die spatere Auswertung vorverarbeitet. Testsubstanzen
wurden mit dem in 3.8.2 beschriebenen System appliziert und die Zeiten protokolliert.
Abb. 4-13A zeigt Messungen bei zwei ungefahr gleich grof3en, zunachst gekoppelten
GFSHR-17 Zellen, die einzeln meist eine Kapazitdt von 20 bis 30 pF aufwiesen. Nach
kurzzeitiger Zugabe von Heptanol (1 mM) kam es zu einer Halbierung von Cy* was dem
Ergebnis aus Abb. 4-13A entspricht. Ry* stieg an und nahm wahrend der folgenden
Spllphase wieder ab, erreichte jedoch ebenso wie Cy* nicht mehr den Wert vor der
Applikation von Heptanol.
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Abb. 4-13: Ergebnisse von Patch-clamp Experimenten an gekoppelten Granulosazellen. (A)
Entkopplung zweier nahezu gleich groBer GFSHR-17-Zellen durch Heptanol (1 mM). Das

SchiieBen der Gap junctions spiegelt sich bei dieser Messung im Verlauf beider Parameter Ry

*

und Cy* wieder. (B) Die Applikation von hCG (10 IU/ml) fiihrt vermutlich zur Offnung von Gap
junctions zwischen humanen GZ.

Die Applikation von hCG (10 1U/ml) fihrte bei einer Messung mit mehreren gekoppelten
humanen GZ zur verstarkten interzellularen Kopplung (Abb. 4-13B), was sich an einer

Abnahme von Ry* und einer Zunahme von Cy* zeigte. Die Ergebnisse waren jedoch

insgesamt zu heterogen, um eine eindeutige Aussage machen zu kénnen.
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4.2 Bedeutung der Natriumkanal-Aktivitat fiir die Zellmorphologie und -funktion

4.2.1 Morphologische Verdnderungen

Abb. 4-14: Lichtmikroskopische Aufnahmen von humanen GZ am 2. Tag in Kultur (A), nach
24 h Inkubation mit TTX (B) oder Veratridin (C). Bei der Behandlung mit Veratridin (50 M)
zeigen die Zellen eine starke Granulation (¢). Nach TTX (5 uM) tritt dies viel seltener auf und
die Zellen sind frei von heller granularer Struktur im Zytoplasma (®). Skalierungsbalken: 30 um.

Die Inkubation der Zellen mit Veratridin und TTX fur 24 oder 48 Stunden liel3 bereits bei
der Betrachtung im Lichtmikroskop eine unterschiedliche Wirkung dieser Substanzen auf
die Zellmorphologie erkennen. Die mit TTX behandelten Zellen erschienen flach mit nur
wenig sichtbaren intrazelluldren Strukturen. Diese bestanden meist aus raumlich
begrenzten, haufig um den Zellkern herum angeordneten kleinen dunklen Gebilden, bzw.
um mehr peripher liegende hellere und gréf3ere (mutmalliche) Lipidtropfchen.

Im Gegensatz dazu waren die mit Veratridin behandelten Zellen derart mit granularen
Strukturen angefullt, dal} insbesondere die hier ebenfalls gehauft vorkommenden kleinen
und abgerundeten Zellen den Eindruck einer rauhen Oberflaiche erweckten. Diese Zellen
erschienen heller und dicker als die anderen. Diese ,Kontraktion® von Zellen wurde zwar
gelegentlich auch bei hCG-behandelten Zellen gefunden, jedoch ohne granulére Struktur.
Auch die abgeflachten Zellen zeigten eine starke Granulierung, die allerdings dunkel
erschien. Unbehandelte und veratridinbehandelte Zellen zeigten eine gréRere Vielfalt an
verschiedenen Zellformen als nach TTX oder hCG, obwohl in den Kontrollen die kon-
trahierten Zellen viel seltener waren. Demgegenuber zeigten die Zellen unter TTX und
hCG eine viel einheitlichere Form. Zur Quantifizierung des morphologischen Unterschieds
wurde in einem Stimulationsexperiment an zehn zufallig gewahlten Stellen jeder Kultur-
schale die Zahl der im Gesichtsfeld sichtbaren Zellen bestimmt und eine mittlere Zell-
dichte von 260 + 32 Zellen pro mm? Kulturschale errechnet. Sie zeigte zwischen den
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Teilexperimenten (Kontrolle, hCG, TTX und Veratridin) keinen Unterschied (n=10, P=0,19,
ANOVA). Aus der Anzahl der eindeutig ,kontrahierten“ Zellen wurde deren Anteil an der
gesamten Zellzahl ermittelt. Er lag bei unbehandelten und mit hCG oder TTX behandelten
Zellen bei 10% (Abb. 4-15). Bei den mit Veratridin behandelten Zellen war der Anteil
signifikant auf 25% erhéht (P<0.001, ANOVA).

% 407 Abb. 4-15: Veratridin ftihrt zu einer Zunahme
-_QE’ = 30- T kontrahierter Zellen. In einem Stimulations-
g = experiment (24 h) wurde durch Zé&hlung der
S § 20 Anteil dieser Zellen an der Gesamtzellzahl
: E —|_ T bestimmt. Er war bei Veratridin im Vergleich
‘2 10 i zur Kontrolle um das 2%-fache auf 25% erhéht
< 0 (P<0,001, ANOVA); bei der Behandlung mit

Co hCcG TTX Vera TTX bzw. hCG konnte kein signifikanter Effekt

beobachtet werden.

4.2.2 Ultrastrukturelle Verdnderungen

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen von GZ konnten die morphologischen
Veranderungen nach Inkubation mit Veratridin und TTX auch detailierter untersucht
werden. Die Zellen zeigten eine deutliche Zunahme sekundéarer Lysosomen mit Veratridin
(50 uM), die als Anhaufungen runder Strukturen erkennbar waren (Abb. 4-16C). Durch
ihren groReren Durchmesser und ihre hellere Erscheinung unterscheiden sie sich von
primdren Lysosomen, die in allen Stimulationen schon allein durch ihre hohe Elektronen-
dichte leicht erkennbar waren. Die genauere Betrachtung lie3 zudem Strukturen innerhalb
der sekundaren Lysosomen erkennen, bei denen es sich vermutlich um aufgenommene
Zellorganellen handelte.

Unbehandelte oder mit TTX behandelte Zellen (Abb. 4-16A und B) besalien nur vereinzelt
sekundére Lysosomen, dagegen erschien die Zahl der intakten Mitochondrien héher zu
sein, insbesondere bei TTX. Ansonsten zeigten die Zellen aller Stimulationen einen
intakten Zellkern, rauhes und glattes ER sowie Lipidtrépfchen. Fragmente von Zellen oder
ihren Kernen als Anzeichen fir Apoptose waren nur sehr vereinzelt anzutreffen.

4.2.3 Ergebnisse der Lysosomenfdrbung

Abb. 4-17 zeigt humane GZ nach Stimulation fur 24 h (Abb. 4-17D: 48 h). In allen Fallen
war die ungefahre Form der Zellen durch eine Rotfarbung erkennbar, wobei sich der Zell-
kern als dunkle Zone abhob. Bei starkerer VergréRerung war erkennbar, daf sich die Far-
bung auf Punkte konzentrierte, die den Lysosomen entsprachen und sogar feine Zellaus-
laufer erkennen lieRen (Abb. 4-17D). Viele der Zellen waren so stark abgeflacht, daR im
verbleibenden Zytosol Uber und unter dem Kern offenbar keine Lysosomen Platz fanden.
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Abb. 4-16: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von GZ am 2. Kultivierungstag (A) nach
24 h Stimulation mit TTX (B) bzw. Veratridin (C, D). Kompakte und elektronendichte primére
Lysosomen (P) sind tberall zu finden, wédhrend nach Veratridin (C) weniger Mitochondrien (M)
und viele grolBe sekundére Lysosomen (S) auftreten. Bei diesen scheint es sich aufgrund des
heterogenen Inhalts oft um Autophagosomen zu handeln, z.B. mit eingeschlossenen Mitochon-
drien (D). Oft konnte auch ein Verschmelzen der Strukturen beobachtet werden. Skalierungs-
balken: 2,5 ym (A-C) und 0,8 um (D).
Bei genauer Betrachtung schienen die Lysosomen der mit Veratridin behandelten Zellen
gréRer zu sein als in unbehandelten oder mit TTX inkubierten Zellen. Dem entsprach auch
die intensivere Gesamtfarbung der Zellen, obwohl nicht auszuschlieRen ist, daR sie durch
eine groRere Zahl von Lysosomen zustandekam. Darauf deutet die Beobachtung, dal die
Zellen nach Veratridin bis in die Auslaufer hinein dicht mit Lysosomen angefillt waren,
wahrend insbesondere bei den Kontrollzellen ihre Dichte zur Peripherie hin deutlich
abnahm.
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Abb. 4-17: Zunahme der Lysosomen nach Behandlung mit Veratridin. Wéhrend die Fluores-
zenz durch den Lysosomenfarbstoff in Kontroll- (A) und TTX-behandelten (B) Zellen meist auf
den zentralen Bereich des Zelleibs beschrankt ist, kommt es durch Veratridin (C) zu einer deut-
lich intensiveren Farbung, die bis in feine Zellausldufer verfolgt werden kann (D). Skalierungs-
balken: 50 um (A-C) und 20 um (D).

4.2.4 Nachweis von Lysosomen im CL-Gewebe

Zum Vergleich der morphologischen Verdnderungen in kultivierten humanen GZ mit
lutealen Zellen in vivo, wurden Gewebeschnitte des CL aus dem Ovar des Menschen und
des Affen mit immunhistochemischen Methoden und ultrastrukturell untersucht.

Als Marker fur lysosomale Membranen wurde LAMP-1 (Lysosomal Associated Membrane
Protein 1) verwendet. In Gewebeschnitten aus dem Ovar des Menschen (Abb. 4-18) und
Affen ist eine deutliche zytoplasmatische Farbung im Bereich des CL zu erkennen, das
sich vom ungefarbten restlichen Ovargewebe abhebt. Die Farbung innerhalb der Zellen
ahnelt in der Verteilung der Fluoreszenzfarbung von Lysosomen in humanen GZ: Unter
Aussparung des Zellkerns selbst ist ihre Intensitat in unmittelbarer Kernndhe am groften
und nimmt zur Peripherie hin ab. Die erkennbare Granulierung erinnert ebenfalls an die
punktférmig konzentrierte Fluoreszenzfarbung (Abb. 4-17D).
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Abb. 4-18: Immunhistochemischer Nachweis des Lysosomen-Markers LAMP-1 an einem
Semidiinnschnitt aus dem Ovar des Menschen. Die spezifische Farbung ist auf den Bereich des
Corpus luteum im linken Bildteil beschrénkt. Skalierungsbalken: 40 um.

Ultradiinnschnitte von Zellen aus dem CL des Affen zeigten im Transmissions-Elektronen-
mikroskop, dall im funktionellen Teil der Lutealphase (Tag 7 und 11) vorwiegend homo-
gen erscheinende, primare Lysosomen auftraten, wahrend sich sekundére Lysosomen im
regressiven CL (Tag 15, 16 und 18) hauften, erkennbar an ihrem heterogenen Inhalt (Abb.
4-19).

Abb. 4-19: Ultrastruktureller Nachweis von Lysosomen im CL des Rhesusaffen. (A) Tag 7, (B)
Tag 11 und (C) Tag 18 der Lutealphase. Gro3e sekundare Lysosomen (Pfeile) sind vorwiegend
in spéten Phasen zu finden. Skalierungbalken 1,3 um.
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4.2.5 Produktion von Progesteron
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Abb. 4-20: Produktion von Progesteron nach unterschiedlicher Behandlung von humanen GZ
fir 24 und 48 h in Kultur. Die Aktivierung von eNaK durch Veratridin (50 uM) fiir 24 und 48 h
fuhrte zu einer Verminderung, wahrend die Inkubation mit TTX (5 uM) keinen Effekt zeigte. Mit
TTX war auch keine Aufhebung des Effekts von Veratridin (5 uM) nach 24 h méglich. Nur durch
hCG (10 IU/mi) war eine Steigerung der Progesteronproduktion méglich

Abb. 4-20 zeigt das Ergebnis der Progesteronbestimmung von insgesamt 122 Kultur-
schalen mit GZ aus 30 Praparationen. Die Stimulationsdauer in den Experimenten belief
sich auf 24 h bzw. 48 h. Dargestellt sind die volumenkorrigierten und auf die gesamte
Proteinmenge einer Kulturschale bezogenen Progesteronmengen. Da in einigen Experi-
menten eine Isolierung der RNA statt einer Bestimmung der Proteinmenge durchgefihrt
wurde, muften die Progesteronmengen auf die mittlere Proteinmenge aus den ubrigen
Experimenten bezogen werden. Sie lag bei 81 + 34 ug und zeigte zwischen den verschie-
denen Stimulationen keinen nachweisbaren Unterschied (P=0,23; ANOVA).

Die Anzahl der zur Mittelwertbildung verwendeten Progesteronbestimmungen ist Tab. 4-1
zu entnehmen. Ein Vergleich innerhalb der Behandlungsgruppen, zwischen den Werten
der Stimulationen Uber 24 und 48 h (in Abb. 4-20 jeweils linke und rechte Saule), ergibt
mittels t-Test jeweils eine Zunahme, aufler fir die unbehandelten und die mit TTX
inkubierten Gruppen.

Die Abhangigkeit der Progesteronproduktion von den Stimulationssubstanzen ist in Tab.
4-1 ausgewertet. Dazu wurden, getrennt fur die beiden Stimulationsdauern 24 und 48 h,
die Einzelexperimente jeder Behandlungsgruppe und die entsprechenden Kontrollen
mittels gepaartem t-Test verglichen.

So lag die Progesteronproduktion der GZ nach einer 24-stiindigen Behandlung mit hCG
um ca. ein Drittel héher als bei unbehandelten Zellen und verdoppelte sich ungeféhr nach
48 h. Wahrend TTX (5 uM) keinen Effekt zeigte, fuhrte Veratridin in einer Konzentration
von 50 uM zu einer Reduktion auf weniger als die Halfte der Kontrollwerte nach 24 h.
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Nach 48 h war dieser Effekt viel weniger ausgepragt. Der P-Wert lag hier, wie auch fur die
24-stindige Inkubation mit Veratridin (5 uM) bzw. in kombiniert mit TTX (5 uM) zwischen
0,01 und 0,1.
Tab. 4-1:  Prozentuale Verdnderung der Produktion von Progesteron durch Inkubation von
humanen GZ mit hCG, TTX und Veratridin (Va) gegentiber unbehandelten Kontrolizellen. Die P-

Werte beziehen sich auf einen Vergleich der absoluten Werte mittels gepaartem t-Test. Werte
mit P<0,05 sind hervorgehoben.

Kont.  hCG TTX Vaso Vas  VagTTX
Unterschied (%) - +32,2 +4,5 -56,5 -27,8 -31,3

< ¢ Anzahl 16 13 12 13 7 6

8 % P gegen Co 0004 07857 <0,0001 0,0603 0,0125
Unterschied (%) | - 775  -3.1 281  +158 19,9

< ¢ Anzahl 14 9 11 12 5 4

€ % P gegen Co 0,0054 02806 00729 06234  0,1364

4.3 Molekularbiologische Ergebnisse
4.3.1 Identifikation von Na’-Kanélen in humanen Granulosazellen und im Ovar

Um NaK in den verschiedenen Zellen und Geweben molekular zu identifizieren, wurden
die daftr notwendigen PCR-Experimente unter Verwendung der panNaK-Primer durch-
gefuhrt. Dazu wurden die bekannten Sequenzen verschiedener NaK-Typen verglichen
und die Primersequenzen aus Abschnitten gewahlt, in denen eine mdglichst groRe
Ubereinstimmung vorlag (Abb. 4-22, fett dargestellte Basen). Die Unterschiede im Bereich
zwischen den Primern ermdéglichten spater die Identifikation isolierter Sequenzen,
wahrend seine Lange, und damit auch die zu erwartende Lange der PCR-Produkte, in
allen Fallen 222 bp betrug.

B

- <—222 bp

[
>
1

Co Co

Abb. 4-21: Nachweis von Natriumkanal-mRNA in kultivierten humanen GZ (A) und aus einer
cDNA-Bibliothek des humanen Ovars (B). Die PCR-Fragmente bei 222 bp wurden isoliert,
kloniert und sequenziert. Co: Kontrollexperimente. Aus Grinden der besseren Qualitdt sind die
Gelbilder negativ dargestellt.

Bei der aus humanen GZ isolieten mRNA mufite vor der PCR eine RT durchgefihrt
werden, wahrend beim Ovar direkt eine cDNA-Bibliothek (Invitrogen) verwendet werden
konnte. Nach Auftrennung im Agarose-Gel zeigten sich jeweils DNA-Banden bei einer
Lange von 222 bp (Abb. 4-21).
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Um den Typ des NaK zu identifizieren, wurde das Amplifikat aus dem Gel eluiert und im
pGEM"®-T Vektor subkloniert. Die anschlieBende Sequenzierung (ToplLab) lieferte fiir
humane GZ im gesamten abgedeckten Kultivierungszeitraum (Tag 2, 3 und 9) funfmal
dasselbe Ergebnis (eNaK=SCNO9A, Abb. 4-22). Der Vergleich mit bereits bekannten NaK-
Sequenzen zeigt eine véllige Ubereinstimmung mit der aus einem C-Zell-Karzinom
isolierten Sequenz (HSVASCAS, GenBank # X82835), bis auf primerbedingte Unter-
schiede im 5'-Bereich.

Eines der beiden sequenzierten PCR-Amplifikate aus dem menschlichen Ovar entsprach
ebenfalls HSVASCAS, wahrend es sich beim anderen um den im Gehirn gefundenen NaK
vom Typ Il handelte (hOv2 / HUMHBAX, GenBank # M94055).

10 20 30 40 50 60 70

————————— e T T S et L
eNaK ATCGGAATCTGAAGACAGC ATCAGAAGAA AAAGTTTCCA CCTTGGTGTC GAAGGGCATA GGCGAGCACA TGAAAAGAGG
HSVASCAS EIEl I R A .G ..................................................................
h0V2 --------------------- A --------- G ------ G TT TCCT G ----- AAG ----- TGA . T D A ) A
HUMHBAX ..................... Arerreee o G ...... G TT TCCT G ..... AAG ..... TGA L R I A
acLz --------------------- A --------- G ------ G TT TCCT G ----- AAG ----- TGA . T D A ) A
rBr2 T.cc ..... G ........ AC .AG .G.C ..... GT chc G ..... AAG .ATTGA.CT. C. .G ..... A
hBr3 -c --------------- G---A ----- Gc- c----TTT-CTCCA-G--T- -AA-C- -A-TGA-CAG---C- -A-AA
rBr1 c .G. C ..... Toevoe seoes G .G. GG.C....G.T.CTCCA.A ...... A.c. .A.TGA.CT. ..........
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fomm Fom Fom fom Fomm - Fomm - Fom Fom
eNaK TTGTCTACCC CCAATCAGTC ACCACTCAGC ATTCGTGGCT CCTTGTTTTC TGCAAGGCGA AGCAGCAGAA CAAGTCTTTT
HSVASCAS ................................................................................
h0V2 -T-- T-T- -AC-C ----- CTT -G ----- c --------- C-T--c- -c----A--C -A---T--GG-G C -----

HUMHBAX ceTeeeTeT- .AC.C ..... CTT .G ..... C ......... C.T..c. .c....A..C.A...T..GG.G C .....

acLz --T---T-T- -AC-C ----- CTT -G ----- c --------- C-T--c- -c----A--C -A---T--GG-T --------

rBr2 .T..CT.T. .GC.C ..... T TCT G ..... C. Ar e o C.A ..... .c. ..A..C.A...T...G. .C .....

hBr3 -C-GCT--- -TC ------- T-TCT-G--T--C --------- c ------- cc- --A--C -AT- -A ------ CA-

rBr1 -Ac -T- -AC ------- T TGT G ........ C.... -Ac ------- CC-G- -A- -C -AT -----------------
160 170 180 190 200 210 220
fomm Fom Fom Fom fomm Fom +--
eNaK TAGTTTCAAA GGCAGAGGAA GAGATATAGG ATCTGAGACT GAAT TTGCCGATGATGAGCACAG
HSVASCAS ...............................................................
h0V2 c--c-- -G- TC- -C--AG -C- T -c ------- A- -c --------------------
HUMHBAX c..c.. .G. TC. .C..AG .C..T..C ....... A .c. L R R I I )
acLz c--c-- -G- TC--AC -AG -C--T--c ------- A- -c --------------------
rBr2 C-Ac -------- TC- TG- AG ----- T..T. C .A.A -c- ....A. .C ----- A -----
hBr3 c ------- G- -TC-G-C -AG -G-T -------- A-A -c- ....T ........ A -----
rBr1 c..c.. .G. ..GC CG.AG CG.G..G ....... A « T ....G..C ...........

Abb. 4-22: Vergleich der aus humanen GZ (eNaK) und dem Ovar (hOv2) isolierten Basen-
sequenzen mit bekannten Sequenzen anderer Natriumkandle. HSVASCAS (SCN9A) ist mit
eNaK identisch, HUHBAX (SCN2A) mit der Sequenz aus dem OVar. Die meisten Sequenzen
aus dem CL des Affen entsprachen ebenfalls eNaK, wahrend eine einzelne mit SCN2A bis auf 3

Basen tibereinstimmte.
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4.3.2 Identifikation und zeitliche Regulation von eNaK im CL und Ovar des Rhesusaffen

Die vom Rhesusaffen verwendete mRNA stammte aus dem gesamten Ovar und aus CL-
Gewebe am Tag 5, 7, 10 und 14 der Lutealphase. Nach semiquantitativer RT-PCR (Ko-
amplifikation von Cyclophilin, jedoch nicht bei der Ovar-Probe) zeigten sich in allen Fallen
Amplifikate der erwarteten Lange (222 bp, Abb. 4-23A), die durch Sequenzierung als
eNaK identifiziert werden konnten.

Die Intensitdten der Banden wurden als Integral der Grauwerte quantifiziert (Abb. 4-23B)
und zeigen fur eNaK und Cyclophilin einen antiparallelen Verlauf, mit einer Zunahme von
eNaK Uber den gesamten Zeitbereich.
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4.3.3 Zunahme von eNaK mit der Kultivierungsdauer der humanen GZ

Einen Hinweis auf die mégliche Zunahme der eNaK Transkription in humanen GZ lieferte
die semiquantitative RT-PCR von mRNA aus Zellen vom 1. und 5. Kultivierungstag. Die
Starke der eNaK DNA-Bande nimmt im gezeigten Beispiel nach Standardisierung auf die
Koamplifikation von a-Tubulin (650 bp) um das 5,2-fache zu (Abb. 4-24).

- SN e < o-Tubulin (528 bp)
O
—

aam— Tag 1 Tag 5

s 4— eNaK (222 bp)

Abb. 4-24: Zunahme der Transkription von eNaK-mRNA in humanen GZ vom 1. auf den 5.
Tag in Kultur. Zum Vergleich wurden Primer fir a-Tubulin verwendet. Das Gelbild wurde zur
besseren Darstellung kontrastverstérkt.
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4.3.4 Regulation der eNaK mRNA Transkript-Mengen durch hCG

Neben der innerhalb von Sekunden einsetzenden, hemmenden Wirkung auf die Na'-
Stromamplitude zeigte sich, daR die langfristige Behandlung von humanen GZ mit hCG
eine verringerte mMRNA-Menge fir den eNaK zur Folge hatte. In Abb. 4-25 ist dies an zwei
von drei Experimenten gezeigt, bei denen fur 24 h (48 h nicht dargestellt) mit hCG
stimuliert und anschlieRend die extrahierte RNA mittels Northern Blot aufgearbeitet wurde.
Die Hybridisierung mit einer eNaK-Sonde lieferte eine Bande bei ca. 7,5 kb. Um eine
Normierung durchfihren zu kénnen, wurde anschlieRend mit einer weiteren Sonde -
Aktin detektiert. Als MaR fur die Intensitat der Banden wurde das Integral der Grauwerte
verwendet und auf den entsprechenden Wert fir p-Aktin bezogen. In drei Experimenten
mit hCG ergab sich eine Reduktion der mRNA fur eNaK auf 36% und 0% des
Kontrollwertes (nach 24 h) und auf 68% (nach 48 h).

B eNaK

eNaK
<4— eNaK (7,5 kb)

Co hCG Co hCG Co hCG
Pl

<4— pB-Aktin (1,3 kb)

Abb. 4-25: Hemmung der Transkription von eNaK in humanen GZ durch Inkubation mit hCG
fir 24 h (jeweils rechte Spur in A - C, unbehandelte Kontrolle links). Die Hybridisierung von
Northern blots zeigte bei Verwendung einer radioaktiv markierten Sonde fiir eNaK eine deutliche
Abnahme der Bandenintensitédt in zwei Experimenten (A, oben und B). Die Kontrolle mit f-Aktin
zeigte keine Verdnderung (nur dargestellt bei A, unten). Die Verwendung einer Sonde fiir den
NaK Typ Il zeigte weder vor noch nach Inkubation mit hCG eine spezifische Bande (C).

In einem weiteren Experiment wurde zur Hybridisierung eine Sonde fir den NaK- Gehirn
Il Typ (HUMHBAX) verwendet, die mit der aus dem menschlichen Ovar isolierten
Sequenz Ov2 hergestelt wurde. Dabei wurde weder in der Kontrolle noch nach hCG eine

Bande detektiert, so dal zumindest beim Beginn der Kultivierung von humanen GZ ein
Vorkommen dieser Form des spannungsaktivierten NaK augeschlossen werden kann.
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5 Diskussion

Die Méglichkeit systemischer Untersuchungen beim Menschen beschrankt sich auf die
Bestimmung von Hormonspiegeln im Plasma und die Beobachtung von Veradnderungen
durch klinische Eingriffe, z.B. der Entfernung von Ovarien. Die zunehmende Anwendung
der IVF-Technik in den letzten beiden Jahrzehnten ermdéglichte Experimente mit isolierten
Granulosazellen in Primarkultur. Sie werden bei der Punktion reifer Follikel fur die
Oozytengewinnung mit abgesaugt und normalerweise verworfen.

Das CL ist ein heterogenes, aus verschiedenen Zelltypen (endokrine, Gefalk-, Immun- und
Bindegewebszellen) aufgebautes Organ, deren Zusammensetzung sich wahrend seiner
Lebensdauer stark andert. Die GZ stellen das gréfRte "endokrine" Kompartiment des CL
dar. Untersuchungen zur Funktion dieser Zellpopulation kénnen zusammen mit anderen
Aspekten der Entwicklung des CL ein Gesamtbild seiner Stellung im Zyklus ergeben. Die
wahrend der IVF gewonnenen luteinisierten GZ bieten zudem die Méglichkeit, Kultur-
bedingungen fir bestimmte Fragestellungen genau vorgeben zu kénnen. Auch ist ein
Zugriff auf Einzelzellen mdglich, um schnelle Prozesse der Signaltransduktion mit elektro-
physiologischen Methoden untersuchen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression und Funktionalitdt eines spannungs-
aktivierten, TTX-sensitiven Natriumkanals in humanen GZ gezeigt. Die Ergebnisse zeigen
weiterhin, daR seine Aktivitdt mit der funktionellen und strukturellen Luteolyse in
Zusammenhang steht und durch hCG negativ reguliert wird.

5.1 Molekulare Identifikation von Na*-Kanélen im Ovar

Spannungsaktivierte lonenkanale fur Natrium, Calcium und Kalium bilden eine Familie
von Membranproteinen, deren o-Untereinheiten viele strukturelle Gemeinsamkeiten
aufweisen [9;39]; dies betrifft insbesondere ein als Spannungssensor fungierendes
Transmembransegment. Die erste cDNA eines NaK wurde aus einem elektrischen Fisch
isoliert [53], aus Saugern sind inzwischen die Sequenzen von mindestens zehn Isoformen
bekannt [29;56]. Einige Kanaltypen werden in bestimmten Geweben gehauft exprimiert,
beispielsweise im ZNS, PNS oder in Muskelgewebe, wobei im Nervensystem neben
Neuronen auch Schwann-Zellen und Astrozyten Na‘’-Kanale besitzen, Oligodendrozyten
jedoch nicht [4;34]. Auch von Phasen der Ontogenese kann die NaK-Expression abhéngig
sein oder sich auf spezielle subzellulare Bereiche beschranken, wie Ranvier'sche
Schnurringe und Wachstumskegel bei Neuronen oder Zytoplasmafortsatze von
Astrozyten [77;85].

Das unerwartete Vorkommen von NaK-mRNA in humanen GZ und im Ovar konnte mittels
RT-PCR und Northern Blot-Experimenten eindeutig gezeigt werden. Die verwendeten
Primer wurden aus dem Bereich der ersten intrazellularen Schleife zwischen den
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Domaénen | und Il des Proteins gewahlt und waren homolog zur Sequenz mehrerer Kanal-
typen, wogegen der dazwischenliegende Sequenzbereich nur eine geringe Ubereinstim-
mung von maximal 50% aufwies. Dies erlaubte nach Subklonierung und Sequenzierung
der Amplifikate die Identifizierung der vorkommenden Typen. Bei den GZ handelte es sich
zu allen untersuchten Kultivierungszeiten um den erstmals aus neuroendokrinen Zellen
(C-Zell-Karzinom) isolierten Kanal "hNE-Na" (GenBank # X82835), der beim Menschen
mit "SCNOA" bezeichnet wurde [29]. Orthologe Sequenzen wurden auch bei der Ratte in
peripheren Neuronen und in der Nebenniere und Schilddriise des Rindes nachgewiesen,
nicht jedoch im Hoden, Herz, Gehirn oder der Hypophyse [38]. Sein verbreites Vor-
kommen legt nahe, daf} dieser NaK-Typ flr neuroendokrine Zellen nicht so spezifisch ist,
wie zuerst angenommen wurde; in der vorliegenden Arbeit wird er daher auch als "eNaK"
bezeichnet. In einer cDNA-Bibliothek des humanen Ovars konnte er neben einem
Kanaltyp nachgewiesen werden, der bisher nur in ZNS-Neuronen und Schwann-Zellen
gefunden wurde ("HUMHBAX" / SCN2A). Dies laf3t sich méglicherweise durch neuronen-
artige Zellen im Ovar erklaren, die bereits im Rhesusaffen nachgewiesen wurden [16;47].
Eine Herkunft aus GZ konnte ausgeschlossen werden, da die Verwendung einer SCN2A-
spezifischen Sonde im Northern Blot kein Hybridisierungs-Signal lieferte. Umgekehrt legt
die Beschrankung der neuronenartigen Zellen auf das ovarielle Stroma und die Isolierung
von SCN9YA aus dem CL-Gewebe des Affen nahe, dal} die steroidproduzierenden GZ in
Primaten den hauptséachlichen Ort der Expression von SCN9A darstellen.

Die orthologe Sequenz von SCN9A im Rhesusaffen war im Uberdeckten Bereich mit der
des Menschen identisch. Aufgrund der vergleichsweise hohen Homologie zu SCN8A darf
eine ahnliche Position der Exongrenzen auch beim eNaK erwartet werden. Darauf deutet
die Sequenz an einer Stelle fur alternatives Splicen hin, die zwischen "hNE-Na" [38] und
"PN1" [69] verschieden ist: "nNE-Na" enthalt die um 11 Aminosauren kirzere Version des
Exons 10C von SCNB8A. Es ist daher anzunehmen, daf auch beim eNaK der amplifizierte
Bereich die Grenze zwischen Exon 10A und 10B einschlieBt und somit eine eine
Amplifikation genomischer DNA ausgeschlossen werden kann.

Die Transkriptldnge der im Northern Blot nachgewiesenen mRNA fir eNaK betrug 7,5 kb.
Weitere Banden bei 9,4 kb [38] oder 11 kb, wie fur das Ratten-Ortholog gezeigt [69],
wurden nicht gefunden.

Uber die Regulation der Expression von NaK im Allgemeinen ist wenig bekannt. In
lutealen Zellen des Rhesusaffen konnte durch semiquantitative RT-PCR eine Zunahme
der mRNA fur eNaK im Verlauf der Lebensdauer des CL gezeigt werden, d.h. von seiner
Entwicklung (Tag 5) Uber die funktionelle Phase (Tag 10) bis zur Regression (Tag 14).
Aus der gleichzeitigen Abnahme der Bandenintensitat fur Cyclophilin 1aRt sich schlie3en,
daf die beiden cDNAs um die Nukleotide konkurrierten und tatsachlich eine Zunahme der
mRNA fir eNaK stattfand. Diese Beobachtung wird unterstlitzt durch eine 5-fache
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Zunahme der eNaK-mRNA in humanen GZ vom ersten auf den flnften Kultivierungstag.
Dal aus der beobachteten Zunahme von mRNA auch eine verstarkte Expression und der
Einbau aus dem intrazellularen Pool in die Membran erfolgt, zeigt die ebenfalls
ansteigende Stromdichte.

Eine negative hormonelle Regulation der Transkription von eNaK zeigten ebenfalls die
Northern Blot-Experimente, bei denen humane GZ fur 24 h oder 48 h mit hCG inkubiert
wurden. Wahrend die mRNA-Menge des zur Kontrolle verwendeten [(-Aktins wenig
unterschiedlich war, nahm die Bandenintensitat fir eNaK stark ab, in einem Fall konnte
sie nicht mehr detektiert werden.

Die Expression von NaK in Neuronen und Gliazellen ist ein dynamischer Prozess. Einige
neurosekretorische Zellen des Nucleus supraopticus reagieren auf einen Anstieg der
Plasmaosmolaritat mit einer hohen Frequenz von Aktionspotentialen [82]. Dies wird durch
eine verstarkte Expression unterschiedlichen AusmaRes der NaK-Typen a-ll und Na6 in
der Ratte (ortholog zu SCN2A und SCNB8A) bewirkt, wobei Na6 {ber einen
persistierenden Na’-Strom die Feuerschwelle erniedrigt.

Sensorische Neurone in Spinalganglien zeigen einen transienten (Iyar)und einen
persistierenden Na’-Strom Iy.,p, der TTX-resistent ist [61]. Nach Axotomie wurde
beobachtet, dall die Expression der dem ly,p zugrundeliegenden Kanaltypen SNS und
NaN (ortholog zu SCN10A und 11A) herunterreguliert und jener vom Typ Il NaK
hochreguliert wird [15;18;89]. Dies resultiert in einer gréRBeren Erregbarkeit ("bursting'-
Verhalten), die vermutlich mit neuropathischem Schmerz in Zusammenhang steht [17].
Durch NGF und GDNF kann das Verschwinden von SNS und NaN verhindert werden.
Eine ahnliche positive Regulation durch von Neuronen freigesetzte trophische Faktoren
unbekannter Natur wurde fur einen in Astrozyten beschriebenen NaK belegt. Die
verstarkte Expression TTX-resistenter NaK findet in Muskelzellen nach Denervation oder
bei einer Verletzung von Astrozyten statt und wird allgemein mit einem dedifferenzierten
Zelltyp assoziiert [44].

Statt indirekt Uber den Entzug eines trophischen Faktors, wurde von einem direkten
supprimierenden EinfluR auf die Expression von NaK bisher in keinen anderen Zellen
berichtet. Doch muf} in GZ erst noch gezeigt werden, ob es tatsdchlich hCG selbst, oder
ein durch hCG induziertes Genprodukt ist, das den eigentlichen Inhibitor der Tanskription
von eNaK darstellt, wie z.B. Steroide, Relaxin oder Oxytozin.

Durch die Austattung mit NaK-Typen unterschiedlicher Eigenschaft und Funktion kénnen
Neurone und andere Zellen die fur ihre Aufgabe notwendige Erregungsfahigkeit oder
lonenverteilung regulieren. Dies ermdglicht die gezielte Entwicklung spezifischer aktiver
Substanzen fir experimentelle und therapeutische Ansatze.
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5.2 Charakterisierung der Na'-Stréme in humanen Granulosazellen

Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung des eNaK in humanen GZ war &hnlich, wie
sie in HEK 293-Zellen beschrieben wurde, in denen die a-Untereinheit exprimiert worden
war. Wichtig ist, daB3 sie sich auch bei Anwesenheit der 31-Untereinheit nicht &nderte [38].
In GZ waren die mittleren Vs,-Werte ab einem Kultivierungsalter von 5 Tagen um ca.
5 mV positiver als der im Rahmen einer anderen Arbeit gefundene Wert von —26 mV [14],
ebenfalls in HEK 293-Zellen. In GZ war die Steilheit des Stromanstiegs Uber einen
Potentialbereich von ca. 25 mV bis zur maximalen Aktivierung flach, was trotz ihrer
ausgedehnten Form und teilweise dunnen Auslaufern auf eine gute Spannungsklemme
Uber die gesamte Membranflache schlieRen 1aRt. Der Vs,-Wert der Inaktivierung war in
HEK 293-Zellen jedoch mit —78 mV [14] um ca. 10 mV negativer als in humanen GZ, was
durch einen langeres Prapulspotential erklarbar ist. Seine Verlangerung von 8 auf 512 ms
fuhrte in einer humanen Medulloblastomlinie zu einer Verschiebung um 35 mV zu
negativen Potentialen hin [19], was langsamen Komponenten der Inaktivierung
zugeschrieben wird. Trotz langem Prépuls wurde in [38] ein Vs-Wert der Inaktivierung
von —60 mV beobachtet, der sich bei Anwesenheit der {;-Untereinheit auf —-40 mV
verschob. Die Untersuchung des in Xenopus-Oozyten exprimierten und zu eNaK
orthologen Kanals PN1 ergab fur die Inaktivierung einen Vs-Wert von -78 mV
(Prépulsdauer 10 s) und auch die Aktivierung war mit —31 mV negativer als in humanen
GZ [69].

Die Versuche zur Hemmung mit TTX ergaben Ubereinstimmend, dal} es sich bei eNaK
um einen TTX-sensitiven Kanal handelt. Der ICs-Wert in humanen GZ lag mit 7,7 nM
zwischen den Messungen fur PN1 (4,3 nM) und hNE in HEK 293-Zellen (25 nM). Das
Vorhandensein eines weiteren, TTX-resistenten NaK zu den untersuchten Kultivierungs-
zeiten, konnte durch die vollstédndige Blockierung des gesamten Stroms ausgeschlossen
werden.

Die Zunahme des spezifischen Na’-Stroms Uber mehrere Minuten nach dem Durch-
brechen der Zellmembran spiegelt vermutlich eine fortschreitende Dephosphorylierung
des eNaK wieder. Dies kdnnte auf eine verringerte Aktivitdt der PKA zurlickzufiihren sein
[41], da auf ein energieerhaltendes System in der Pipettenlésung verzichtet wurde und
auch der cAMP-Spiegel in der Zelle durch zunehmende Auswaschung abnehmen konnte.
Die maximale Stromdichte nahm nach 2 Tagen in Kultur um das Vierfache zu. Ob danach
ein weiterer Anstieg erfolgt ist unklar, doch deckt sich diese Beobachtung mit der
Zunahme von eNaK mRNA in humanen GZ, so dal} die Stromzunahme in diesem Fall mit
einer verstarkten Expression des Proteins in Verbindung zu bringen ist. Es erscheint
plausibel, dal auch die im Verlauf der Lutealphase ansteigende mRNA-Menge im CL des
Affen zu einer héheren eNaK-Dichte fuhrt.
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Wenn der Phosphorylierungszustand bestimmend fur die maximale eNaK-Stromamplitude
ist, sollte sie auch durch Substanzen beeinflulbar sein, die am Beginn der Signalwege fur
die Aktivierung und Deaktivierung von Proteinen stehen. Fur die FSH- und LH/hCG-
Rezeptoren von GZ ist bekannt, daR® sie eine Erhéhung des intrazellularen cAMP-
Spiegels durch die Aktivierung der Adenylat-Zyklase bewirken. Die Applikation von hCG
(10 IU/ml) wahrend der wiederholten Auslésung von Iy,r fihrte zu einer Reduktion der
maximalen Stromamplitude innerhalb von 4-5s und erreichte dann einen konstanten
Wert. Experimente, bei denen hCG noch in der Phase ansteigender Amplituden des Iyar
getestet wurde, zeigten eine zunehmende Hemmung von Iy, auf ein &hnliches
Absolutniveau im Verlauf der gesamten Mel3zeit. Dies spricht bereits fur eine zumindest
teilweise Ubereinstimmung des Signalwegs beider Prozesse, jedoch mit entgegen-
gesetztem Wirkmechanismus.

Damit wird das folgende Modell gestiitzt, nach dem sich die eNaK in humanen GZ zu
Beginn der Lutealphase gréf3tenteils im phosphoryliertem Zustand befinden und aufgrund
dessen nur einen geringen Na'-Einstrom ermdéglichen. Im Experiment kommt es,
vermutlich durch einen sinkenden cAMP-Spiegel und Dephosphorylierung, zu einer
Stromzunahme, die durch hCG teilweise wieder riickgéngig gemacht wird. Es ist daher
anzunehmen, dall durch LH / hCG indirekt eine Phosphorylierung von eNaK stattfindet.
Konsequenterweise sollte in der frlhen Lutealphase die Expression von eNaK zunachst
keine Folgen fur Morphologie und Funktion der Zellen haben. Erst bei einem Absinken
des LH-Signals werden die bis dahin "stummgeschalteten" eNaK aktiv.

Analog zur Verminderung der mRNA-Menge fur eNaK konnte nach zweitagiger Inkubation
mit hCG ein geringere spezifische Stromamplitude (Inat) gemessen werden, d.h. hCG
beeinfluldt Uber eine negative Regulation der Expression die Aktivitat der eNaK. Unter der
Annahme, daf} der mutmalliche Iy.p ebenfalls proportional zur Dichte der Kanale ist, kann
hCG so den Einstrom von Na®" hemmen.

Bei der Expression von hNE-Na (SCN9A) in HEK 293-Zellen konnten Aktionspotentiale
ausgeldst werden, nachdem die Kanéle durch eine vorausgehende Hyperpolarisation in
den aktivierbaren Zustand gebracht worden waren [38]. Warum dies bei isolierten
humanen GZ nicht méglich ist, kann verschiedene Griinde haben. Die eNaK-Dichte von
0,3 Kanalen pro um? Membranflache ist mit der Dichte von NaK in den meisten Astrozyten
vergleichbar und méglicherweise zu gering, um einen ausreichenden Na*-Strom fir die
Umpolung des Membranpotentials zu generieren. Dies kann an einer gegentiber der Na*-
Leitfahigkeit zu groRen Leitfahigkeit fur K* liegen, wie in Astrozyten gezeigt wurde [76].
Der hohe Eingangswiderstand von mehreren Gigaohm in GZ bedingt eine lange
Membranzeitkonstante von 100-300 ms, was schnellen Anderungen des Membran-
potentials entgegensteht, so dall die Membran nicht in ausreichend kurzer Zeit
depolarisiert werden kann um eine Selbstverstarkung der eNaK-Aktivierung auszulésen.
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Luteale Zellen im Ovar und aneinander grenzende GZ in vitro sind Uber Gap junctions
niederohmig miteinander gekoppelt. Einzelne Messungen an humanen GZ zeigten, dafl
durch die Applikation von hCG diese Kopplung vermutlich akut verstarkt wird. Aufgrund
ihrer KurzschluBwirkung verhindert sie schnelle Anderungen des Membranpotentials und
fuhrt zur Synchronisation des Zellverbandes. Diese Uberlegungen machen eine Erreg-
barkeit der Lutealzellen in vivo unwahrscheinlich.

5.3 EinfluB der Na"-Kanalaktiviit auf die zellulare Morphologie und Funktion

In Neuronen dienen spannungsaktivierte lonenkanale vor allem der Integration und
Verarbeitung schneller elektrischer Signale, doch kénnen sie auch zu einer Verschiebung
der lonenverhéltnisse, zur Regulation des Membranpotentials und der Erregbarkeit oder
zur Verstarkung elektrischer Reize beitragen [89]. Beim Verlust neuronaler Funktionen
durch eine Ischamie des ZNS spielt der Einstrom von Na'-lonen eine wichtige Rolle [24].
Er I6st eine Vielzahl von Prozessen aus, die letztlich zum Absterben der Neuronen fuhren,
wie Ca*-Einstrom, Schwellung der Zellen, Energieverbrauch durch ein héhere Aktivitat
der Na/K-ATPase oder Intoxikation durch Glutamatfreisetzung. Obwohl noch nicht geklart
ist, auf welchem Weg Na" in die Zellen gelangt, deutet die neuroprotektive Wirkung von
TTX oder Phenytoin auf eine Beteiligung spannungsaktivierter NaK hin. Vermutlich ist hier
jedoch nicht eine verminderte Erregbarkeit, sondern die Blockierung eines persistierenden
Na*-Stroms maRgeblich. Durch den so abgeschwachten Anstieg der intrazellularen Na*-
Konzentration kann eine abnormale Aktivitdt nachgeschalteter Na“™-abhangiger Transport-
systeme vermieden werden [83]. Die Erhéhung des Na'-Spiegels stellt fur die Zellen
vermutlich ein reversibles Signal dar, dem bei langerem Andauern irreversible Signale
und Prozesse folgen kénnen.

Die Aufgabe der eNaK in humanen GZ und dem CL liegt offenbar nicht der Generierung
von Aktionspotentialen. Es ist daher naheliegend, die Frage nach ihrer eigentlichen
Funktion vor dem Hintergrund einer méglichen Beteiligung an der lonenhomdostase in
diesen Zellen zu stellen. Hierzu wurde die pharmakologische BeeinfluBbarkeit der NaK
durch TTX bzw. Veratridin genutzt. Die Inkubation mit diesen Substanzen fur 24 und 48 h
bewirkte deutliche Anderungen in Morphologie und Funktion der Zellen.

Die Kontrollen wiesen eine héhere Diversitat an Zellformen auf als nach der Behandlung
mit TTX (5 uM), die zu einem ultrastrukturell differenzierten Phanotyp mit zahlreichen
Mitochondrien und glattem ER fuhrte. Vermutlich entsprachen sie den lichtmikroskopisch
erkennbaren, kettenférmigen dunklen Strukturen in Kernnahe, wahrend andere Bereiche
im Zytoplasma frei von jeglichen Strukturen erschienen. Eine starke Haufung von Zellen
mit dichter heller Granulation ergab sich nach Behandlung mit Veratridin (50 uM). Ein
Viertel dieser Zellen wies zusatzlich eine kontrahierte Form auf, was einem mehr als
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doppelt so groRen Anteil entsprach als in den anderen Behandlungsgruppen; méglicher-
weise handelte es sich dabei um absterbende Zellen. Elektronenoptisch waren jedoch
keine apoptotischen Zellen zu finden, die u.a. an typischen kondensierten oder frag-
mentierten Kernen erkennbar sind [46]. Dagegen zeigte sich eine Haufung sekundarer
Lysosomen, mit typischerweise heterogenem Inhalt und einem Durchmesser von mehr als
700 nm. In einigen Fallen deuteten sich Verschmelzungsprozesse an, so daf sie im Laufe
der Zeit weiter an GréRe zunehmen durften, was gut zu den Literaturwerten von 0,5 bis
1,5 um paldt. Primdre Lysosomen sind dagegen kleiner (25-500 nm) und erscheinen
homogener [40], sie traten bei TTX und den Kontrollen haufiger auf als sekundare
Lysosomen. Bei diesen handelt es sich in humanen GZ zumindest teilweise um Auto-
phagosomen, da sie gelegentlich noch sichtbare Reste von Mitochondrien enthielten.
Tendentiell war die Dichte von Mitochondrien in TTX-behandelten Zellen héher als in
Veratridin-behandelten. Es ist also zu vermuten, da® im Zuge der regressiven zellularen
Veranderungen nach Aktivierung der NaK vorwiegend diese Organellen verdaut werden.
Weitere Hinweise auf einen Anstieg der lysosomalen Aktivitat in diesem Zusammenhang
gaben die Fluoreszenz- und immunhistologischen Farbungen. Die starke Fluoreszenz bei
Veratridin war im Gegensatz zu den anderen Behandlungen nicht nur auf Punkte
konzentriert und liel3 schon deshalb gréRere Lysosomen erwarten. Auch ihr Vorkommen
bis in Zellauslaufer hinein ist mit der Bildung peripher abgelagerter Residualkérper aus
sekundaren Lysosomen vereinbar, wogegen sich die punktférmigen primaren Lysosomen
bei TTX und den Kontrollen auf ihren zentralen Bildungsort konzentrierten.

Die Zunahme von sekundaren Lysosomen in kultivierten humanen GZ als Zeichen einer
beginnenden strukturellen Luteolyse konnte durch Untersuchungen an Gewebeschnitten
aus dem Ovar des Menschen und des Affen bestatigt werden. Die Immunfarbung fir das
lysosomale Protein LAMP-1 war fur den Bereich des CL spezifisch und deutlich starker
als im umgebenden Gewebe. Auch die elektronenmikroskopisch erkennbare Zunahme
sekundarer Lysosomen im regressiven CL des Affen zeigt, dafl beim Menschen und bei
nichthumanen Primaten die Luteolyse mit einer Zunahme des Selbstverdaus zellularer
Bestandteile verbunden ist.

Die Aktivitat der eNaK steht mit der Produktion von Progesteron, einer der Hauptaufgaben
der GZ, in Verbindung. Die Inkubation mit Veratridin (50 uM) fur 24 h Stunden fihrte zu
einer Verminderung der im Uberstand akkumulierten Progesteronmenge um durch-
schnittlich mehr als die Halfte (-56%) gegenuber dem Kontrollwert. Nach 48 h betrug
dieser Unterschied nur noch —28%, ebenso wie nach 24 h mit einer 10-fach geringeren
Konzentration von Veratridin (5 uM). Der P-Wert lag in beiden Féllen bei 7%, so daR
zumindest von einem Trend gesprochen werden kann der zeigt, dafl die Wirkung von
Veratridin bei langerer Inkubation abnimmt. Mégliche Ursachen hierfur sind eine
chemische Instabilitdt der Substanz oder Zellreaktionen, die ihre biologische Wirksamkeit
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herabsetzen. Folgerichtig zeigte die geringe Veratridinkonzentration von 5 uM nach 48 h
keine Wirkung mehr.

Durch TTX konnte keine verdnderte Produktion von Progesteron gemessen werden,
obwohl die verwendete Konzentration von 5 uM um den Faktor 100 héher lag, als die zur
vollstandigen Blockierung des Na‘-Peakstroms notwendige Konzentration. Sowohl nach
24 h als auch nach 48 h war kein Unterschied gegeniiber den Kontrollen nachweisbar.
Dies wird auch durch Versuche bestatigt, bei denen gleichzeitig Veratridin (5 uM) und TTX
verwendet wurde: Die Progesteronproduktion wurde nach 24 h im gleichen Mal? gehemmt
wie durch Veratridin allein, und nach 48 h war ebenfalls kein Effekt mehr feststellbar.

Da TTX zu morphologischen Anderungen fiihrt, die denen von Veratridin entgegengesetzt
sind, ware aufgrund der Hemmung der Progesteronproduktion durch Veratridin ein
gegenteiliger Effekt durch TTX zu erwarten gewesen, zumal die Zellen nicht mit hCG
inkubiert wurden und eine Hemmung der Expression von eNaK daher nicht stattfinden
konnte. Warum TTX weder zu einer Erhéhung von Progesteron fuhrte, noch den Effekt
von Veratridin aufzuheben vermochte, kann verschiedene Ursachen haben. Offenbar ist
der Einstrom von Na" Uber eNaK in unbehandelten Zellen zumindest wahrend der ersten
Kultivierungstage so gering, da} sich eine Blockierung der wenigen aktiven Kanale
zunachst nur auf morphologischer Ebene auswirkt. Da die Steroidproduktion auf ein
entwickeltes glattes ER und eine grofRe Zahl von Mitochondrien angewiesen ist, wird eine
Latenz zwischen strukturellen und funktionellen Anderungen verstandlich. Selbst die
Aktivierung des Rezeptors fur LH/hCG bewirkt zunachst nur eine zégerliche Zunahme von
Progesteron, so dal® auch dieser starke Stimulus eine zelluldre Umorganisation erfordern
durfte. Demgegeniber scheint die Kopplung von Na*-Einstrom und lysosomalem Abbau
von Komponenten, die an der Steroidproduktion beteiligt sind, viel effektiver abzulaufen,
so dal} dieselbe innerhalb kurzer Zeit stark abnimmt.

Fur die geringe Aktivitdt von eNaK zu Kultivierungsbeginn dirfte hauptsachlich eine
schwachere Expression der Kanale verantwortlich sein. Wie gezeigt wurde, nimmt sie
dann Uber mehrere Tage zu. Denkbar ist auch, dall der fur einen permanenten Na'-
Einstrom sorgende Mechanismus erst nach einigen Tagen aktiv wird.

Warum bei einer geringen Kanaldichte Veratridin dennoch einen Effekt zeigen kann, liegt
an seinem Wirkmechanismus [86]: Eine Bindung an den Kanal erfolgt in der protonierten
Form des Molekils (pK=9,54) auf der Innen- oder AuRenseite der Membran. Ein kleiner
Teil liegt bei physiologischem pH-Wert in ungeladener Form vor und kann durch die
Membran diffundieren, wodurch innen ein Vorrat von Veratridin entsteht und seine
anhaltende Wirkung erméglicht. Hinzu kommt, dall ein geringer, aber andauernder
Einstrom von Na* einen permanenten Stress der Zelle zur Folge hat, was sich primar auf
den Energiehaushalt durch eine erhdhte Aktivitdt der Na'/K'-ATPase niederschlagt. Ein
zu starker Na'-Einstrom durch eine hohe Dichte von NaK wirkt in Neuronen zytotoxisch;
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somit waren humane GZ zumindest im frihen Stadium der CL-Entwicklung durch ihre
geringe Dichte von eNaK vor den regressiven Prozessen geschitzt. Bei der
zunehmenden Expression ist denkbar, dal durch einen Na'-Einstrom zunachst mehr
Energie fur die Na'-Homdostase aufgewendet werden muf3 und der Steroidproduktion
nicht mehr zur Verfligung steht.

5.4 Mechanismen fiir den Na*-Einstrom in Granulosazellen

Die Ahnlichkeit der morphologischen Veranderungen im alternden CL und in humanen GZ
nach Inkubation mit Veratridin 1aRt den Schluf® zu, dal eNaK in GZ beim Primaten nicht
nur vorhanden, sondern auch funktionell sind. Nach dem Ausschlu® von Aktions-
potentialen in diesen Zellen stellt sich die Frage, auf welche Weise ein Einstrom von Na*
Uber die Aktivierung eines persistierenden Stroms Iy,p méglich ist.

Die Messungen an humanen GZ lassen in einzelnen Fallen einen "window current" von
bis zu 100 pA mdglich erscheinen und im Mittel wirde der Anteil am transienten Strom
immerhin 2% betragen (Abb. 4-4). Sein hypothetisches Maximum stimmt gerade mit dem
mittleren Membranpotential der Zellen von -25mV dberein und interessanterweise
nahern sich auch die Vs-Werte der Aktivierung und Inaktivierung im Laufe der
Kultivierungszeit der GZ einander an, so dal ein gréRerer lygp resultieren wirde. Die Vso-
Werte der Aktivierung sinken jedoch nicht unter —25 mV und sind damit positiver als in
vielen erregbaren Zellen [52]. Der Mittelwert von Vs, fir die Inaktivierung war mit —70 mV
zwar nicht extrem negativ, doch muf die Abhangigkeit dieses Wertes von der Dauer des
konditionierenden Prapuls-Potentials bertcksichtigt werden. Seine Dauer betrug bei den
meisten in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen 50 ms. Die bei langeren Prapulsen
gemessenen Vg-Werte liegen bei —80 mV [14], was einen gréReren "window current”
unter diesen Bedingungen eher unwahrscheinlich macht. Das ergibt sich auch schon aus
dem vergleichsweise positiven Membranpotential: Die Zellen befinden sich permanent in
einem Zustand, der eine weitgehende Inaktivierung der NaK bedingt, da auch ihre
langsamen Komponenten dann eine Rolle spielen. Auch in einer Arbeit an Hippocampus-
Neuronen wird auf das Verschwinden des "window current" bei positiven Potentialen
hingewiesen [23].

Einen anderen Mechanismus fir lygp lieferten die Untersuchungen mit in HEK 293 Zellen
exprimierten eNaK [14]. Die genaue Untersuchung der Inaktivierung ergab fur die beiden
Prozesse der Entwicklung und Erholung sehr lange Zeitkonstanten von 50 bis 100 ms im
Potentialbereich zwischen —60 und —90 mV. Sie entsprechen den Ubergangsraten des
Kanals vom geschlossenen in den gleichzeitig inaktivierten und geschlossenen Zustand,
bzw. umgekehrt. Der Ubergang vom offenen in den geschlossen-inaktivierten Zustand ist
dagegen nur wenig langsamer als fir andere NaK. Neuronen die den eNaK exprimieren,
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kénnen aufgrund der langsamen Erholung von der Inaktivierung keine hohe Frequenz von
Aktionspotentialen erzeugen. Dagegen bewirkt die langsame Entwicklung der
Inaktivierung, dal} sie auch bei langsamen Potentialanderungen noch erregbar bleiben.
Beide Effekte konnten auch durch Messungen an Neuronen aus Spinalganglien bestéatigt
werden, die diese Kanale exprimieren. Die Erklarung fur den durch langsame Spannungs-
rampen ausgeldsten Iy.p ist nun, daR aufgrund der langsamen Inaktivierung vom
geschlossenen Zustand aus zunachst immer geniigend aktivierbare Kandle Ubrigbleiben,
um einen Strom zu generieren. Bei —40 mV wird ein maximaler Iy,p mit einer Amplitude
von 1-2% des Iyar erreicht; durch Cd** oder Zn** (50 bis 500 pM) kann sie auf 5-10%
erhéht werden. Die schnelle Abnahme zu positiveren Potentialen spiegelt dann die bei
eNaK ebenfalls schnelle Inaktivierung vom geéffneten Zustand aus wieder.

Dieser Mechanismus kann zwar einen Teil des durch Spannungsrampen ausgeldsten
Stroms erklaren, doch erscheint der Begriff "persistierend" nicht angebracht, da er kurz
nach seinem Maximum wieder steil abfallt, ahnlich den in dieser Arbeit durchgefihrten
Messungen, und ganz richtig durch die schnelle Inaktivierung erklart wurde [14]. Ein
persistierender Na'-Strom wirde jedoch bedeuten, dal® die zugrundeliegenden NaK ab
ihrer maximalen Aktivierung, d.h. bei Potentialen positiver als ca. —-30 mV, permanent im
gedffneten Zustand bleiben und so der Membranstrom durch die Verteilung der Na*-lonen
bestimmt wird, mit einem Nulldurchgang beim Nernst-Potential fiur Na*. Ein derartiger
Strom deutete sich durch Messungen in der vorliegenden Arbeit an und trat auch in der
zitierten Studie [14] auf, wo er durch TTX blockierbar war. Der gréRte Teil des
dargestellten Stroms durfte jedoch durch eine weitere Verringerung der Rampen-
geschwindigkeit verschwinden und kénnte einen permanenten Einstrom von Na* bei den
in humanen GZ gemessenen Membranpotentialen nicht erklaren.

5.5 Zusammenhang zwischen Na‘-Kanalaktivitat und Luteolyse

Die negative Regulation der Expression von eNaK durch hCG und die kurzfristige
Hemmung des Na'-Stroms einerseits, und der Zusammenhang zwischen eNaK-Aktivitat
und der Produktion von Progesteron andererseits legen nahe, daR eNaK in GZ in vivo
eine wichtige Rolle fur die Funktion des CL und ihre Regulation spielen. Sie nehmen
offenbar eine Schllisselstellung ein zwischen dem trophischen LH/hCG-Signal fur die
lutealen Zellen und den regressiven Prozessen, die zur funktionellen und strukturellen
Luteolyse fiihren.

In Primaten sinkt die Progesteronproduktion des alternden CL, gleichzeitig verandert sich
auch das Muster der Sekretion von LH [81]. Die Anderung von Frequenz oder Amplitude
scheint jedoch nicht zur funktionellen Regression des CL beizutragen, wie aus Studien an
Rhesusaffen hervorging, deren endogene GnRH-Freisetzung unterbunden wurde. Weder



Diskussion 73

eine veranderte Frequenz der pulsatien GnRH-Infusion noch eine dreitdgige Unter-
brechung wirkte sich auf die Zykluslange aus, gemessen an der Produktion von
Progesteron [81]. In weiteren Experimenten konnte die Abnahme der CL-Funktion durch
eine kontinuierlich ansteigende Infusion von LH / CG vermindert werden [92]. Dies zeigt,
dall die Empfindlichkeit des CL fir Gonadotropine zum Ende seiner Lebensspanne
abnimmt und nur durch das vom Trophoblasten in groBen Mengen produzierte CG
ausgeglichen werden kann. Die genaue Ursache fur diese verminderte Empfindlichkeit ist
nicht verstanden. Als méglicher Grund wird die Verschlechterung der Blutversorgung und
eine damit einhergehende geringere Verfugbarkeit von Gonadotropin diskutiert. Luteal-
zellen produzieren am Beginn der Lutealphase LH-abhangig Faktoren zur Férderung der
Gefallbildung, hauptsachlich VEGF. Dadurch wird die zur Steroidproduktion notwendige
intensive Versorgung mit Nahr- und Vorlauferstoffen gewahrleistet [20]. Nach einer
Konzeption kommt es zur Stabilisierung der Gefale, vermutlich durch die weitere
Produktion entsprechender Faktoren (Ang-1) unter dem EinfluR von CG. Bleibt dies im
nichtfertilen Zyklus aus, kann die beginnende Gefaliriickbildung zur Luteolyse beitragen,
|6st sie jedoch nicht unbedingt aus.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fihren zu der Hypothese, daR die Luteolyse und die
Ruckbildung von Gefallen parallel durch einen dritten ProzeR ausgelést werden. Der
semiquantitative Nachweis von eNaK mRNA im CL des Affen zeigt, dal} trotz der
wahrscheinlichen Hemmung durch LH in der frihen Lutealphase eine langsame, aber
stetige Zunahme Uber die gesamte Dauer der CL-Entwicklung stattfindet. Sehr wahr-
scheinlich steht eine ebenfalls langsam zunehmende Expression von eNaK am Anfang
der Prozesse, die die Luteolyse einleiten. Es ist anzunehmen, daR es in der frihen
Lutealphase trotz der weitgehend gehemmten eNaK-Funktion zu einem Na'-Einstrom in
zunachst geringem Umfang kommt, der zu einer zunehmenden metabolischen Belastung
der Zellen durch den verstarkt notwendigen Betrieb der energieverbrauchenden Na*/K'-
ATPase fihrt. Dies ist jedoch nur méglich, sofern es fur die gegen Na* ausgetauschten
K*-lonen eine Mdglichkeit gibt, die Zellen wieder zu verlassen. Hier liegt méglicherweise
die Aufgabe der in humanen GZ gefundenen K*-Kanéle, da es ansonsten z.B. Uber eine
umgekehrte Aktivitdt des Na'/Ca*-Austauschers zu einer Erhéhung des intrazelluléren
Ca**-Spiegels kommen kénnte. Dieses System ist zu dem in Astrozyten vorgeschlagenen
Mechanismus ahnlich, bei dem die Aktivitat von NaK zur Regulation der Na"/K*-ATPase
dient. In GZ steht durch ihre verstarkte Aktivitdt weniger Energie fur die Steroidproduktion
zur Verfugung, und durch den beginnenden lysosomalen Abbau von Mitochondrien und
glattem ER verringert sich die Sekretion von Progesteron weiter. Dies wird vermutlich von
den Granulosazellen selbst Uber Rezeptoren fur Progesteron detektiert, was die positive
Ruckkopplung zusatzlich verstarken dirfte. Gleichzeitig andert sich die Freisetzung
anderer Faktoren durch das CL, was u.a. zur Ruckbildung der GefaRe fuhrt und Uber die
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verminderte Verfugbarkeit von LH fur die lutealen Zellen die verstarkte Expression und
Aktivitat von eNaK vorantreibt.

Humane GZ, die ohne hCG kultiviert wurden, zeigten eine viel schnellere Zunahme von
eNaK-mRNA. Sie entsprechen den Lutealzellen gegen Ende der Lutealphase und
bestatigen somit indirekt eine beschleunigte Expression von eNaK in diesem Zeitraum.
Wegen der zusatzlich entfallenden akuten Hemmung von Na'-Strémen durch die
geringere phosphorylierende Wirkung von LH/CG kann es dann zu einem effektiven Na*-
Einstrom in die Zellen kommen. Dies fuhrt von der bereits eingeleiteten funktionellen
Inaktivierung zur strukturellen Luteolyse, bei der die Zellen letztlich eliminiert werden oder
als bindegewebige Zellen zurickbleiben.

Morphologische Untersuchungen in vivo am CL des Menschen bestatigen dieses Modell.
Apoptotisch erscheinende Zellen wurden in den zentralen Bereichen des jungen CL
gefunden, jedoch nicht in den auReren Thekazellschichten [26]. Dies kann durch eine
noch ungentgende Durchblutung aufgrund der von aulen beginnenden GefaRbildung
und die resultierende mangelhafte Versorgung mit LH erklart werden. Gleichzeitig ist es
ein Indiz dafur, daR die Lutealzellen von Anfang an auf einen Mangel von LH / CG mit
regressiven Verédnderungen reagieren und eNaK exprimieren. In der spaten Lutealphase
gehdrten die meisten der apoptotisch aussehenden Zellen zum Gefallendothel; erst ganz
am Schlul} zeigten viele Lutealzellen ahnliche Anzeichen [26]. Auch hier ging also die
Degeneration der GefalRe der eigentlichen Luteolyse voraus.

Ob es sich beim Absterben der Lutealzellen immer um einen apoptotischen Prozef}
handelt, ist fraglich. Die genaue morphologische Untersuchung des Zelltods wahrend der
natUrlichen und induzierten Luteolyse im Affen zeigte aulier Zellfragmenten und anderen
Anzeichen fur Apoptose auch Zellen, die eine starke Vakuolisierung des Zytoplasmas
aufwiesen [90]. Der Inhalt dieser Vakuolen bestand nicht aus Lipiden. Diese Form des
Zelltods war zumindest auf elektronenmikroskopischer Ebene nicht mit den Kriterien fur
Apoptose vereinbar [22]. In menschlichen Ovarien traten ahnlich vakuolenreiche Zellen
gegen Zyklusende im CL auf und waren mit einer starken Immunfarbung fir CD68
verbunden, einem eigentlich fur Makrophagen-Lysosomen spezifischen und mit LAMP
verwandten Marker [50]. Die starke Vakuolisierung durfte daher auf eine vermehrte
Bildung von Lysosomen zurtickzufuhren sein. Dies deutet auf eine erhéhte Aktivitat von
eNaK und eine verstarkte Autophagozytose in den Lutealzellen hin. Die in dieser Arbeit
gefundene Zunahme sekundarer Lysosomen im regressiven CL des Rhesusaffen wird
damit bestatigt.

Die Funktion der eNaK in GZ liegt demnach vermutlich in der Regulation der intra-
zelluldren Na'-Konzentration. Durch Unterschiede in der lokalen Umgebung und im
Zustand der Zellen selbst ist es unwahrscheinlich, da die Expression von eNaK und die
Na*-Konzentration Gberall im CL mit gleicher Geschwindigkeit ansteigen. Dies kénnte zum
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frihzeitigen Absterben einzelner Zellen fihren, was zumindest in der frilhen Lutealphase
der CL-Funktion entgegenstinde. Die durch LH/CG geférderte Kopplung der Zellen Gber
Gap junctions stellt daher eine Mdoglichkeit dar, ihren physiologischen Zustand zu
synchronisieren und ein Uberleben aller Zellen zu erméglichen. Ein &hnlicher
Mechanismus wurde fur Astrozyten beschrieben [66] und gezeigt, da sie nach ihrer
Entkopplung (u.a. mit Heptanol) eine unterschiedliche intrazellulare Na'-Konzentrationen
entwickeln. Insgesamt ist jedoch die Rolle der Gap junctions fir die Luteolyse unklar.
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6 Zusammenfassung

Im Ovar des Menschen und im Corpus Luteum des Rhesusaffen konnte die mRNA fir
einen bislang nur im peripheren Nervensystem und in neuroendokrinen Zellen
gefundenen spannungsaktivierten Natriumkanal (eNaK, SCN9A) nachgewiesen werden.
In kultivierten humanen Granulosaluteinzellen wurden sowohl die Transkriptmenge, als
auch die durch depolarisierende Spannungspulse ausgelésten, TTX-sensitiven
transienten Stréme durch hCG negativ reguliert. Trotz des gleichzeitigen Vorkommens
spannungsaktivierter Kaliumkanale sind die GZ jedoch nicht erregbar, was u.a. an einer
intensiven Kopplung benachbarter Zellen durch Gap junctions liegt. Diese werden
maoglicherweise durch hCG gedffnet, wie sich durch Messungen der Membrankapazitat
zeigte, und sorgen in vivo vermutlich fir eine Synchronisierung der Zellen, u.a. auch ihrer
internen Na*-Konzentration. Die Aufgabe der eNaK liegt sehr wahrscheinlich in der
Vermittlung eines persistierenden Natriumeinstroms in die GZ, der im Verlauf der
Entwicklung des CL zunimmt und fur ein zunehmendes Energiedefizit sorgt. Dies legt die
kontinuierlich ansteigende Transkriptmenge von eNaK im alter werdenden CL des Affen
nahe. Gleichzeitig zeigen die alteren Lutealzellen morphologische Eigenschaften, wie sie
in vitro durch die pharmakologische Aktivierung von eNaK mit Veratridin innerhalb
weniger Tage ausgeldst werden: Eine starke Zunahme sekundéarer Lysosomen durch
Autophagozytose, jedoch keine Anzeichen von Apoptose. Es handelt sich dabei um eine
besondere Form der Regression im CL der Primaten, was durch Indizien in anderen
Arbeiten bestatigt wird. Die Aktivierung der eNaK fuhrt zu einer verminderten Produktion
von Progesteron durch die GZ, ihre Hemmung durch TTX zeigt dagegen keine Wirkung.
Daraus, und aus der hemmenden Funktion von LH/hCG folgt, daf in vivo nur eine geringe
Aktivitdt von eNaK in der frihen Lutealphase vorhanden ist. Erst gegen Ende der
Lutealphase kann es durch die verringerte Verfigbarkeit von LH und die ansteigende
Expression von eNaK zu einem massiven Na“™-Einstrom kommen, der zu einer schnellen
funktionellen Inaktivierung der Lutealzellen und fallenden Progesteronwerten flhrt.

Die regulierte Expression und Funktion der Natriumkanale in Granulosazellen stellt somit
einen bislang unbekannten Weg dar, dem die Luteolyse auf zellularer Ebene im CL der
Primaten folgt. Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnten sich auch auf das Verstandnis der
Physiologie bestimmter menschlicher Erkrankungen auswirken. Natriumkanéle sind das
Ziel fur verschiedene Medikamente, u.a. Lokalanasthetika und systemisch applizierte
Antiarrhythmika, sowie antiepileptisch wirkende Substanzen wie Phenytoin. Es stellt sich
daher die Frage, ob Anderungen der Funktion des CL eine mégliche Konsequenz der
Behandlung von Frauen mit solchen Substanzen sein kénnten.
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