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10 1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Aligemein

Bei 18-20 % der Partnerschaften in Deutschland kommt ungewollte Kinderlosigkeit
vor. Die Ursachen dafir liegen in etwa gleich haufig bei Mann und Frau, sind aber
im Einzelnen in vielen Fallen unbekannt. Um Fertilitatsstérungen bei Frauen
behandeln zu konnen, miussen daher die einzelnen Vorgange im weiblichen
Reproduktionszyklus genauer verstanden werden. Eine zentrale Rolle spielt
hierbei das Ovar, das die weibliche Gamete, die Eizelle, reifen lasst und in
endokrinen Zellen Steroidhormone produziert, deren Hauptaufgabe die
Vorbereitung der Gebarmutterschleimhaut auf den Embryo ist. Eine wichtige
Funktion in der Steroidhormonproduktion kommt dem Corpus Iuteum (CL,
Gelbkorper) zu. Das CL ist ein Organ, das nach der Freisetzung der Eizelle
aufgebaut wird und kurzzeitig metabolisch hoch aktiv ist, um dann wieder
abgebaut zu werden (Luteolyse). Wichtig im CL sind die Granulosalutealzellen, die
hauptséchlich Progesteron aber auch Ostradiol produzieren. Fehlfunktionen dieser
Zellen kdnnen daher eventuell die Ursache flr UnregelmaRigkeiten in der Funktion
des Ovars und damit fur Infertilitat sein. Daher ist es besonders wichtig, diese
Zellen und ihre endokrine Funktion genauer zu verstehen.

In verschiedenen Spezies sind Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
lonenkandlen und der wichtigsten Funktion der Granulosazellen, der
Steroidhormonsynthese, gezeigt worden (Kusaka et al., 1993; Li et al., 2003;
Manikkam et al., 2002; Mason et al., 2002). Vor Kurzem wurde die mRNA der
Untereinheiten eines ATP-abhangigen Kaliumkanals (Katp) in endokrinen Zellen
des Ovars der Ratte nachgewiesen (Chien et al., 1999).

Hauptsachlich ist der Katp aus anderen endokrinen Zellen, namlich den Beta-
Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas, bekannt, wo er an der
Insulinsekretion beteiligt ist. Eine Hemmung des Karp durch orale Antidiabetika
wird in der Therapie des Diabetes mellitus Typ Il ausgenutzt.

Da es sich beim Kate um einen lonenkanal handelt, der durch den metabolischen
Zustand der Zelle reguliert wird und das CL ein metabolisch hoch aktives Organ
ist, stellt sich die Frage, ob der Katp auch in diesem endokrinen Gewebe des

Menschen von Bedeutung sein kdnnte.

Im Folgenden sollen die erwahnten Prozesse im Ovar genauer betrachtet werden.
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1.1.1 Ovarfunktion

Die Aufgabe des Ovars als endokrines Organ ist, wie bereits erwahnt, die
Synthese von Steroidhormonen (Ostradiol, Progesteron und Androgene), aber
auch von Peptidhormonen (Relaxin, Inhibin u.a.) (Richards und Hedin, 1988).
Neben seiner endokrinen Funktion ist das Ovar flir die Reifung und Freisetzung

der Oozyten (Eizellen) zustandig.

1.1.2 Aufbau des Ovars

Bei den paarig angeordneten Ovarien handelt es sich um plattovale,
pflaumengroRe Organe, die im Bauchraum beidseits am jeweils oberen seitlichen
Rand des kleinen Beckens liegen. Sie sind mit dem Mesovarium
(Bauchfellduplikatur) an der Dorsalseite des Ligamentum latum uteri befestigt.

Das Ovar besteht aus der duferen Rinde, der inneren Medulla und dem Hilum,
welcher als Eintrittspunkt fiir Nerven und BlutgefaRe dient und den Ubergang zum
Mesovarium bildet. Die aulere Rinde wird von einem einschichtigen Epithel
umgeben. Dort befinden sich Follikel, die in ruhende (praantral), wachsende sowie
atretische eingeteilt werden. Praantrale und antrale Follikel bestehen aus einer
Eizelle und dem sie umgebenden Follikelepithel. In den Follikeln umgeben die
Granulosazellen (GZ) direkt die Eizelle. Den GZ liegt nach auflen hin die
Basallamina auf, welche sie von den umgebenden Thekazellen trennt. Die Follikel
sind in das Stroma eingebettet, das sich aus unterstitzendem Bindegewebe,
interstitiellen  sekretorischen  Zellen und  neurovaskularen  Elementen

zusammensetzt. Die Medulla besteht aus einer Mischung verschiedener Zellen.

1.1.3 Ovarieller Zyklus

Zunachst kommt es im Ovar unabhangig vom Einfluss des Follikel-stimulierenden
Hormons (FSH) und des Luteinisierenden Hormons (LH) aus der gro3en Zahl
primarer Follikel zur selektiven Weiterentwicklung einiger Primordialfollikel. Die
Ausloser dieser Entwicklung sind bislang unbekannt. Die Oozyten sind zunachst
von einer Schicht flacher Epithelzellen umgeben, die durch die Basallamina vom
umgebenden Gewebe abgegrenzt sind und sich spater zu den GZ
weiterentwickeln. Anschlieend kommt es unter dem Einfluss von FSH zur

Reifung mehrerer Follikel, die durch die Aktivierung des Enzyms Aromatase
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(CYP 19 A 1) Ostrogene, insbesondere Ostradiol, produzieren. Durch die
Ostrogenproduktion kommt es zur vermehrten Ausbildung von FSH-Rezeptoren
auf der Oberflache der GZ. Die Bindung von FSH an diese Rezeptoren fordert
wiederum die Follikelreifung. Im Anschluss an dieses Stadium nehmen die flachen
Zellen eine kubische Form an, teilen sich und bilden nun mehrere Schichten um
die Oozyte herum. Der Follikel wird nun zum Primarfollikel. Die Oozyte sezerniert
eine mukose, glykoproteinhaltige Substanz, die eine trennende Schicht (Zona
pellucida) zwischen GZ und Oozyte bildet. Daraufhin verandern sich die Zellen
aus dem Stroma, die direkt neben der Basallamina liegen und bilden follikulare
Thekazellen, die konzentrisch um die Granulosazellen herum angeordnet sind.
Dabei unterscheiden sich die Thekazellen der Theca interna, die direkt auf der
Basallamina liegen und endokrine Funktion annehmen, und der Theca externa,
die bindegewebigen Charakter haben und nicht direkt auf der Basallamina liegen.
Zwischen den GZ bildet sich zunehmend ein Raum (Antrum), der mit einer
Flussigkeit gefullt ist, die Steroide und lokale Wachstumsfaktoren enthalt. Der
antrale Follikel entsteht, wenn Granulosazellen FSH-Rezeptoren ausgebildet
haben und FSH, das von der Hypophyse bereitgestellt wird, binden. Der Follikel
mit den meisten FSH-Rezeptoren entwickelt sich nun weiter zum Graaf'schen
Follikel (Abbildung 1.1) und unterdriickt durch die Ausschiittung von Ostrogenen
und Inhibin, einem Glykoprotein, das die hypophysare FSH-Produktion hemmt, die
Weiterbildung der  konkurrierenden  Follikel. Wenn die Follikelreifung
abgeschlossen ist, nimmt die Ostrogenkonzentration stark zu, was die Hypophyse
dazu veranlasst, schlagartig grole Mengen an LH abzugeben. Dieser Anstieg in
der Mitte des Zyklus 16st die Ovulation aus. LH, das in der Zyklusmitte seine
maximale Ausschuttung erreicht, fuhrt zur Bildung des CL, das in der zweiten
Zyklushalfte fiir die Progesteronproduktion verantwortlich ist. Der Ostradiolspiegel
fallt und durch negative Ruckkopplung sinken die LH- und FSH-Werte wieder auf
das Ausgangsniveau ab (Abbildung 1.2).



1. Einleitung 13

LH (miUfmi)

sprungreifer
(Graaf) Follikel

20

Antrum mit

Thea interna .r_
Liquor folliculi L

— Granulosazellen

FSH (miU/mi)

1
I
- [
[
T
[

Kumuluszellen g
der Corona 0 . . L 1 1 1 s &
radiata i sr basale H o oPoeo®® 17T 8
N L & Koérpertempefatur g~ "% o0.g- 366 ©
Cumulus E = I Ve bod Jaes B
oophorus 2 o E 10f° 0000 000" J §
hper o
g £ i °
o [ o B 1 El
=] =3
X = [
o1- % 5 17-0H -
e Progesteron. —1, 3 é
oL 0
200 ~

2 100} .

u ]

B 1

1

o 1 1 1 1 1 L
-16 -12 -8 -4 0 4 8 12 16

Tage vor/nach LH Peak

Abbildung 1.1: Schema eines antralen Abbildung 1.2: Plasmaspiegel von LH, FSH,

Follikels, modifiziert nach Junqueira et al., Ostradiol  (E.), Progesteron und  17a-
2004. Hydroxyprogesteron wéhrend eines normalen
Zyklus. AuBBerdem ist die basale

Kérpertemperatur angegeben; modifiziert nach
Griffin und Ojeda, 2004.

1.1.4 Lutealphase, Corpus luteum (CL, Gelbkdrper) und Luteolyse

Nach der Ovulation wird der Follikel zum CL umgebaut. Das aktive CL besteht aus
luteinisierten Granulosazellen sowie Thekazellen, Fibroblasten und neugebildeten
BlutgefalRen. Die Luteinisierung der Zellen zu Granulosalutealzellen findet unter
dem Einfluss von LH statt und ist durch die Bildung von Lipidtropfchen und
Hypertrophierung des Endoplasmatischen Retikulums in GZ sowie die Auflésung
der Basallamina gekennzeichnet. Die Thekazellen luteinisieren ebenfalls und
bilden den aulleren Rand des CL. Die Basallamina bildet sich zurtck. Findet keine
Befruchtung statt, kommt es nach vierzehn Tagen zur funktionellen Luteolyse. Das

bedeutet, dass die Lutealzellen kein Progesteron mehr produzieren und
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Makrophagen und spater Fibroblasten in das CL einwandern. SchlieBlich nimmt
das CL die Struktur einer bindegewebigen Narbe an (Corpus albicans)

(strukturelle Luteolyse).

1.1.5 Hypothalamus/Hypophyse

Das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) wird pulsati aus dem
Hypothalamus freigesetzt und gelangt Uber das hypophysare Pfortadersystem
zum Hypophysenvorderlappen, wo es die Ausschuttung der beiden Gonadotropine
FSH und LH bewirkt (Abbildung 1.3). Diese pulsatile Freisetzung ist eine
wesentliche Voraussetzung fur die Ausschittung der Gonadotropine. Wahrend der
Follikelreifungsphase kommt es ungefahr alle 90 Minuten zur Ausschuttung von
FSH und LH. In der Lutealphase verlangern sich diese Intervalle unter dem
Einfluss von Progesteron auf 2 bis 3 Stunden. Komplementar zur Ausschittung
von LH greift wahrend der Schwangerschaft in der Plazenta produziertes humanes

Choriongonadotropin (hCG) am LH-Rezeptor an und stimuliert das CL.

—* Gehimn
Neurotransmitter

Hypothalamus-
>
neurone

Gonadotropin-
Releasinghormone

——— Hypophyse

FSH, LH

2
—= Granulosazellen
|

Ostradiol
Progesteron

Abbildung 1.3: Steuerung der Ovarfunktion (ber die Hypophysenhormone FSH und LH. Eine
Riickkopplung erfolgt (iber die Steroidhormone Ostradiol und Progesteron; modifiziert nach Griffin
und Ojeda, 2004.

1.1.6 Synthese von Steroidhormonen

Die beiden wichtigsten Steroidhormone, die im Ovar gebildet werden, sind das

Ostrogen Ostradiol (17B-Ostradiol) und das Gestagen Progesteron. Ostradiol stellt
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das Hauptprodukt der Granulosazellen im Follikel dar, wohingegen Progesteron
das Hauptprodukt der Granulosaluteal- und Thekalutealzellen im CL ist. Die
Aufgaben der Ostrogene sind vielfaltig, z.B. Férderung des Wachstums der
weiblichen Sexualorgane, Pragung der weiblichen Geschlechtsmerkmale,
Veranderung der Uterusschleimhaut (Endometrium) in der ersten Zyklushalfte,
Veranderung des Zervikalsekrets, Beeinflussung der Stoffwechselvorgange in der
Leber, Hemmung von Wachstum und Talgproduktion der Talgdriusen und
Senkung des peripheren GefalRwiderstandes. Die Aufgaben der Gestagene sind
essentiell fur die Vorbereitung und Erhaltung der Schwangerschaft. Das
physiologisch aktive Gestagen Progesteron flhrt zur Sekretion aus den Drisen
der Uterusschleimhaut, erhoht die Viskositat des Zervixschleims, unterdrickt die
LH-Ausschattung der Hypophyse und Dbewirkt eine Erhohung der
Korpertemperatur um etwa 0,5 °C.

Das C27-Grundgertst des Cholesterols ist der Ausgangspunkt fur die Synthese
der ovariellen Steroide. Cholesterol, das im Blut in Form von Low-Density-
Lipoproteinen (LDL) gebunden vorliegt, gelangt Uber LDL-Rezeptoren in endokrine
Zellen des Ovars, wo es nach der Hydrolyse in Lysosomen flr die
Steroidhormonsynthese freigegeben wird. Uberschiissiges Cholesterol wird
verestert und in Lipidtropfchen flr den spateren Gebrauch gespeichert. Zunachst
wird Cholesterol durch das Enzym Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR)
(Stocco und Clark, 1996) im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zur inneren
Mitochondrienmembran transportiert, wo die Cholesterol-Monooxygenase
(Cholesterol Side Chain Cleavage Enzyme, SCC) die Bildung des C21-Korpers
Pregnenolon katalysiert. Die Cholesterol-Monooxygenase fehlt in GZ des
wachsenden Follikels und tritt erst in luteinisierten GZ bzw. in follikularen und
luteinisierten Thekazellen auf. Die Granulosazellen des antralen und praantralen
Follikels haben keine Cholesterol-Monooxygenase und konnen daher nur aus den
Vorstufen, die durch Granulosa- und Thekazellen des CL und durch follikulare
Thekazellen bereitgestellt werden, Ostrogen produzieren. Pregnenolon wird
anschlieRend im ER durch das Enzym 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase (3p-
HSD) in Progesteron oder durch das Enzym 17a-Hydroxylase in 17a-
Hydroxypregnenolon umgewandelt. Sowohl Progesteron als auch 17a-
Hydroxypregnenolon koénnen zu 17a-Hydroxyprogesteron umgebaut werden.

Letzteres wird durch die C17,20-Lyase in Androstendion (C19) umgewandelt. 17a-
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Hydroxypregnenolon wird durch die C17,20-Lyase zu Dehydroepiandrosteron, das
durch die 33-HSD in Androstendion umgewandelt wird. Androstendion (19C) wird
durch die 17B-Hydroxysteroiddehydrogenase in Testosteron umgewandelt.
Sowohl Androstendion als auch Testosteron konnen in die Granulosazellen
diffundieren. Diese enthalten das fir die Ostrogensynthese erforderliche Enzym
Aromatase (Cytochrom P450 19 A 1), das schlieBlich Androstendion in Ostron und
Testosteron in Ostradiol umwandelt. Das Zusammenwirken von Granulosa- und
Thekazellen ist daher fir die Ostrogensynthese von entscheidender Bedeutung
(Abbildung 1.4). Neben dieser Interaktion gelangen die Androgene Uber die

Vaskularisierung der Thekazellen in die Blutbahn.

Hypophyse
LH LH FSH
Cholesterol Cholesterol
*» SCC ! ¥ * SCC +
Pregnenolon Pregnenolon
* 38-HSD ! ¥ * 33-HSD =
Progesteron Progesteron
* 17 -Hydroxylase '
17 a-Hydroxy-
progesteron s .
+C17.20-Lyase | Androstendion
Androstendion » Testosteron
Ostron 1 Aromatase +
Testosteron Ostradiol
Thekazelle Granulosazelle

Abbildung 1.4: Steroidhormonproduktion in endokrinen Zellen des Ovars; modifiziert nach Griffin
und Ojeda, 2004. In Thekazellen wird durch LH die Synthese von Androgenen angeregt. Diese
diffundieren zu den Granulosazellen und werden dort durch das Enzym Aromatase zu Ostrogenen
umgewandelt. Dieser Prozess wird durch FSH stimuliert. In der Lutealphase fiihrt LH in

Granulosazellen zur Produktion von Progesteron.

1.2 Polyzystisches Ovar-Syndrom

Bei etwa 10 % der IVF-Patientinnen ist die Hormonbalance gestort und es tritt eine
ovarielle Dysfunktion unbekannter Genese, das Polyzystische Ovar-Syndrom
(PCOS), auf. Nach den sogenannten Kriterien von Rotterdam (Rotterdam

Workgroup, 2004) liegt ein PCOS vor, wenn bei der Patientin zwei der folgenden
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Kriterien zutreffen: Oligo- und/oder Anovulation, klinische und/oder biochemische
Zeichen von Hyperandrogenismus sowie polyzystische Ovarien. Weitere klinische
Kennzeichen des PCOS sind Hirsutismus, metabolisches Syndrom
(Hyperinsulinismus, Hypertonie, Hyperlipoproteinamie, Adipositas) und ein
erhohtes Risiko fir Diabetes mellitus Typ Il (Reyss et al., 2006). Da andere
Ursachen von Androgenuberschuss, wie z.B. androgenfreisetzende Tumore,
ahnliche klinische und biochemische Veranderungen hervorrufen konnen, ist das
PCOS eine Ausschlussdiagnose. Meist wird diese Erkrankung erst bei unerfulltem
Kinderwunsch diagnostiziert, da es durch die ovarielle Dysfunktion haufig zu

Infertilitat kommt. Die gangige Therapie ist in diesem Fall die IVF.

1.3 Zellmodell

Granulosazellen aus praovulatorischen Follikeln stimulierter Zyklen in IVF-
Patientinnen stellen ein Zellmodell dar, an dem Eigenschaften von diesen
endokrinen Zellen des Ovars untersucht werden konnen. Die humanen GZ
befinden sich, wenn sie in Kultur genommen werden, in einem Stadium zwischen
Ovulation und Luteinisierung. Aus der erhdhten Progesteronproduktion der Zellen
kann geschlossen werden, dass sie sich in der Phase der Luteinisierung befinden.
Durch Behandlung mit hCG, das in seiner Wirkung LH entspricht, kann die basale
Progesteronproduktion humaner GZ erhoht und der Luteinisierungsprozess
gefordert werden. In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurden die
Zellen sowohl unbehandelt als auch nach hCG-Behandlung untersucht, um
mogliche Unterschiede durch den Luteinisierungsprozess zu erkennen. Diese
konnten Hinweise auf Veranderungen im Laufe der Entwicklung der GZ geben.

Die humanen GZ wurden in zwei Gruppen unterteilt. ,Normale“ GZ stammten von
Patientinnen, bei denen kein PCOS diagnostiziert worden war; ,PCOS* GZ
stammten von Patientinnen mit PCOS.

1.4 ATP-abhangige Kaliumkanale (Katp)

ATP-abhangige Kaliumkanale (Katp) kommen in vielen verschiedenen Geweben
und Zellarten vor und erfullen dort unterschiedliche Aufgaben. lhre Aktivitat hangt
vom intrazellularen ATP/ADP-Verhaltnis ab und sie verknupfen den metabolischen
Zustand der Zelle mit dem elektrischen Zustand der Plasmamembran. Man nimmt

daher an, dass Karp-Kandle eine wichtige Rolle in zellularen
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Signaltransduktionswegen verschiedener Gewebe unter  veranderten
metabolischen Umstanden spielen, wie z.B. bei Hyperglykamie, Hypoglykamie,
Ischamie und Hypoxie (Miki und Seino, 2005). Aullerdem sind sie, z.B. in
Glattmuskelzellen des Kolons, an der Regulation des Ruhemembranpotentials
beteiligt (Koh et al., 1998).

1.5 Struktur und Funktion von Katp-Kanalen
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Abbildung 1.5: Aufbau Abbildung 1.6: Struktur der Kir6.x- und SUR-Untereinheit;

des Kirp aus einem modifiziert nach Seino und Miki, 2003. Man nimmt an, dass die

Oktamer von vier Kir 6.x- Kir 6.x-Untereinheit aus zwei transmembrandren Domé&nen (TMD)
und  vier SUR-Unter- besteht und die SUR-Untereinheit aus einer Doméne mit finf
einheiten; modifiziert transmembrandren Segmenten und zwei Doménen mit sechs
nach Ashcroft, F. und transmembrandren Segmenten. NBD: Nukleotidbindungsdoméne.

Gribble, 1998.

Aufbau und Struktur von Karp-Kanédlen wurden in den letzten Jahren von
verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Die Ergebnisse sind in einigen
Ubersichtsartikeln zusammengefasst (Aguilar-Bryan und Bryan, 1999; Aguilar-
Bryan et al., 1998; Babenko et al., 1998; Bryan et al., 2004; Inagaki und Seino,
1998; Nichols, 2006; Seino, 1999; Seino und Miki, 2003). Karp-Kanale setzen sich
aus zwei Untereinheiten zusammen, der Kir 6.x-Untereinheit (Potassium Inward
Rectifier) (Nichols und Lopatin, 1997; Reimann und Ashcroft, F., 1999) und der
SUR-Untereinheit (Sulfonylurea Receptor) (Ashcroft, S. und Ashcroft, F., 1992;
Bryan und Aguilar-Bryan, 1999). Ein Tetramer der Kir 6.x-Untereinheit bildet die
Pore von Karp-Kanélen, die von einem Tetramer aus SUR-Untereinheiten
umgeben wird (Abbildung 1.5). Die zwei Untereinheiten bilden somit ein Oktamer
und ergeben in dieser Kombination einen funktionellen Karp-Kanal (Shyng und
Nichols, 1997).
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Die Kir 6.x-Untereinheit ist fiir die K'-Selektivitat, die Leitfahigkeitseigenschaften,
die Bindung von Nukleotiden und die einwarts gleichrichtende Eigenschaft von
Katp-Kanalen  verantwortlich.  Einwartsgleichrichtung bedeutet, dass die
Leitfahigkeit des Kanals bei Hyperpolarisation hoher und bei Depolarisation
geringer ist (jeweils relativ zum K'-Umkehrpotential). Karp-Kandle weisen
allerdings nur eine schwache Gleichrichtung im Vergleich zu anderen Kanalen der
Kir-Familie auf (Nichols und Lopatin, 1997; Reimann und Ashcroft, F., 1999). Der
Grad der Gleichrichtung hangt von den in der Pore vorhandenen Aminosauren ab
(Loussouarn et al., 2002; Nichols und Lopatin, 1997). Weitere Faktoren, die zu
dieser Gleichrichtung beitragen, sind Magnesium und Polyamine bei Potentialen
oberhalb des Umkehrpotentials (Nichols und Lopatin, 1997). Es gibt zwei
Isoformen der Kir 6.x-Untereinheit, die sich in ihrer Leitfahigkeit unterscheiden.
Wahrend ein Karp-Kanal mit einer Kir 6.1-Untereinheit eine Leitfahigkeit von nur
etwa 35 pS aufweist, hat ein Karp-Kanal mit einer Kir 6.2-Untereinheit eine
Leitfahigkeit von etwa 80 pS (Babenko et al., 1998; Gribble et al., 1997; Inagaki et
al., 19953; Seino und Miki, 2003). Auch bezuglich der
Nukleotidbindungseigenschaften unterscheiden sich die beiden Kir 6.x-
Untereinheiten (siehe unten). Fir die Kir 6.x-Untereinheit sind zwei Gene
identifiziert worden. Das Kir 6.1-Gen besteht aus 3 Exons und befindet sich auf
dem Chromosom 12p11.23. Das entsprechende Protein besteht aus 424
Aminosauren (M, =48 kDa) (Inagaki et al., 1995b). Das Kir 6.2-Gen besteht aus
einem einzigen Exon und befindet sich auf Chromosom 11p15.1. Das
entsprechende Protein besteht aus 390 Aminosauren (M, = 43,5 kDa) (Ashcroft,
S., 2000). Die Struktur der Kir-Untereinheit weist zwei transmembranare Domanen
M1 und M2 auf, die eine ,Porenschleife* mit einer charakteristischen, fiir die K*-
Selektivitat verantwortlichen -GlyPheGly-Sequenz umgeben.

Die SUR-Untereinheit (Ashcroft, S. und Ashcroft, F., 1992; Bryan und Aguilar-
Bryan, 1999; Inagaki et al., 1996) gehort zur Groldfamilie der ABC (ATP-binding-
cassette)-Transportsysteme, die eine stark konservierte ATP-Bindungsstelle
besitzen. Innerhalb dieser ABC-Familie hat die SUR-Untereinheit am meisten
Ahnlichkeit zum MRP (Multidrug Resistance-Associated Protein)-Typ. Die groRten
Ahnlichkeiten zwischen den SUR-Untereinheiten und anderen Proteinen der ABC-
Familie bestehen in den Nukleotidbindungsdomanen (NBD). Der SUR besteht aus

17 transmembranaren Segmenten, die in eine Domane mit funf Segmenten
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(TMDO) und zwei Domanen mit sechs Segmenten (TMD1 und TMD2) aufgeteilt
sind, sowie aus zwei groRen intrazellularen Schleifen, welche die
Nukleotidbindungsdomanen beinhalten (Abbildung 1.6). Die SUR-Untereinheit
bildet den Angriffspunkt fur Nukleotide und fur Pharmaka (Inagaki et al., 1996). Es
wurden drei Isoformen der SUR-Untereinheit beschrieben: SUR 1, SUR 2A und
SUR 2B. SUR 1 hat eine hohe Bindungsaffinitat und wurde in Pankreaszellen, im
Gehirn und anderen neuroendokrinen Zellen beschrieben. SUR 2A und SUR 2B
sind zwei Rezeptoren mit niedriger Bindungsaffinitat, die Karp-Kanale in
Kardiomyozyten, im Skelettmuskel und im glatten Muskel bilden. Das humane
SUR 1-Gen, das 39 Exons umfasst, wurde auf Chromosom 11, bei 11p15.1,
lokalisiert. Das entsprechende SUR 1-Protein besteht aus 1582 Aminosauren
(M, = 176 kDa) (Ashcroft, S., 2000). Das humane SUR 2-Gen besteht aus 38
Exons und wurde auf Chromosom 12, bei 12p11.12 lokalisiert. Das SUR 2A-Gen
unterscheidet sich vom SUR 2B-Gen in Exon 38, welches die jeweils letzten 45
Aminosauren kodiert. Das SUR 2-Protein besteht aus 1549 Aminosauren
(M; = 174 kDa) (Shi et al., 2005).

Das Kir 6.2/SUR 1-Paar und das Kir 6.1/SUR 2-Paar sind auf den Chromosomen
in enger Nachbarschaft lokalisiert. Dies legt eine Duplikation der Genpaare und
anschlieende Weiterentwicklung im Laufe der Evolution nahe (Aguilar-Bryan et
al., 1998).

Nukleosiddiphosphate und Nukleosidtriphosphate (NDP und NTP) interagieren mit
Katp-Kanalen auf unterschiedliche Weise und konnen sie entweder aktivieren,
blockieren oder in einen aktivierbaren Zustand versetzen. Im Allgemeinen werden
Katp-Kanale durch intrazellulare ATP-Konzentrationen von 100 yM gehemmt und
durch NDP aktiviert. Bei Fehlen von zytoplasmatischem ATP 6ffnet der Karp-Kanal
zwar, es kommt jedoch zu einer schnellen Inaktivierung des Kanals. Dieser
Funktionsverlust ist reversibel und Karp-Kanale konnen durch MgATP wieder in
einen aktivierbaren Zustand versetzt werden (Aguilar-Bryan und Bryan, 1999;
Ashcroft, F. und Gribble, 1998; Babenko et al., 1998; Matsuo et al., 2005; Nichols
und Lederer, 1991). Somit ist das intrazellulare ATP/ADP-Verhaltnis entscheidend
fur die Aktivitat von Karp-Kanalen.

Eine Ausnahme bildet die Kombination von Kir 6.1 und SUR 2B im glatten Muskel
in Gefalken (Arterien oder Pfortader) (Beech et al., 1993; Cole und Clement-
Chomienne, 2003; Cui et al., 2002; Zhang und Bolton, 1996). ATP in niedrigen
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Konzentrationen (100 uM) aktiviert diesen Subtyp und erst hohe Konzentrationen
(1 mM) hemmen ihn. Fur unterschiedliche Zellen und Expressionssysteme liegen
zu den zu einer Hemmung fuhrenden ATP-Konzentrationen jedoch sehr
unterschiedliche Angaben (1-5 mM) vor (Teramoto, 2006). Durch NDP wird dieser
Subtyp stets aktiviert. Die Kombination von Kir 6.1 und SUR 2B wird aufgrund
seiner SUR-Untereinheit zu den Karp-Kandlen gezahlt und da dieser Subtyp
unterschiedlich auf verschiedene ATP-Konzentrationen anspricht, aber stets durch
NDP aktiviert wird, wird auch der Name Knpp verwendet (Beech et al., 1993; Cole
und Clement-Chomienne, 2003; Kamouchi und Kitamura, 1994; Teramoto, 2006;
Yamada et al., 1997; Zhang und Bolton, 1996).

Auler Nukleotiden gibt es weitere endogene Signalsubstanzen, z.B. Calcitonin
Gene Related Peptide (CGRP) oder Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP), die
den Karp in glatten Muskelzellen von Kaninchenarterien und Schweineherzarterien
aktivieren (Brayden, 2002). Auch die Proteinkinase A stimuliert die Aktivitat von
Katp-Kanalen in verschiedenen nativen Geweben (Seino und Miki, 2003). Dabei
erhoht die Phosphorylierung der Kir 6.2-Untereinheit die Kanalaktivitat. Quinn et
al. (2004) =zeigten, dass die Phosphorylierung der Kir6.1- und SUR 2B-
Untereinheiten des Karp durch die Proteinkinase A an mehreren Stellen zur
Aktivierung des Kanals fuhrt. Phosphoinositoldiphosphat (PIP,) senkt die ATP-
Sensitivitat von Karp-Kanalen. Ergebnisse von Seino und Miki (2003) deuten
darauf hin, dass die Angriffsstelle die Kir 6.2-Untereinheit sein kdnnte. Hanna et al.
(2005) zeigten, dass Acetylcholin einen stimulierenden Effekt auf die Kir6.1-

Untereinheit von Katp-Kanalen hat.
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1.6 Wichtige Beispiele von Karp-Kanalen
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Abbildung 1.7: Mechanismus der Insulinausschiittung in der Beta-Zelle der Langerhansschen
Inseln im Pankreas, modifiziert nach Ashcroft, S., 2000. Die Hemmung des Karp flihrt zur
Depolarisation der Plasmamembran. Dadurch éffnen sich spannungsabhéngige Ca”*-Kanéle und
es kommt zum Ca**-Einstrom. Die erhGhte intrazellulére Ca**-Konzentration fiihrt zur vermehrten

Insulinausschlittung.

Uber den Katp, der in Beta-Zellen des Pankreas vorkommt, ist heute am meisten
bekannt (Ashcroft, S., 2000; Ashcroft, F. und Rorsman, 2004; Yokoshiki et al.,
1998). Er besteht aus der Kir 6.2- und der SUR 1-Untereinheit. Sein Schliel3en
durch eine intrazellular ansteigende ATP-Konzentration bewirkt eine
Depolarisation der Plasmamembran und einen Anstieg der intrazelluldren Ca®*-
Konzentration. Infolgedessen kommt es zur Freisetzung von Insulin aus den
Vesikeln der Beta-Zellen. Mutationen in den Untereinheiten dieses Katp-Typs
verursachen familiaren Hyperinsulinismus (Aguilar-Bryan und Bryan, 1999; Seino
und Miki, 2003). Durch den hierdurch verursachten Verlust der K'-Kanalaktivitat
stellt sich das Membranpotential auf einen positiveren Wert ein, der in einem
Bereich liegt, in dem Ca?**-Kanale (L-Typ) aktiviert werden. Es kommt somit zu
einem stetigen Ca2+-Einstrom, der zu einer erhohten intrazellularen Ca?'-
Konzentration fihrt und die Insulinsekretion verstarkt.

Ein weiterer wichtiger Subtyp des Karp besteht aus den Untereinheiten Kir 6.1 und
SUR 2B und kommt im glatten Muskel in Gefalen vor. Ein Offnen dieses Kanals
durch Katp-Offner (siehe Abschnitt 1.7) fUhrt zu einer Hyperpolarisation der

Plasmamembran, einer verringerten intrazellularen Ca?*-Konzentration und
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letztlich zur Vasodilatation. K*-Kanaldffner, wie z. B. Diazoxid, werden daher in der
akuten Therapie der Hypertonie, aber auch der Hypoglykdmie eingesetzt
(Brayden, 2002; Cole und Clement-Chomienne, 2003; Nelson und Quayle, 1995;
Teramoto, 2006; Yamada et al., 1997; Zhang und Bolton, 1996).

Die Kombination einer Kir 6.2- mit einer SUR 2B-Untereinheit kommt im glatten
Muskel (z.B. im Kolon) vor (Koh et al., 1998; Isomoto et al., 1996; Seino und Miki,
2003; Teramoto, 2006). Fur einige Glattmuskelgewebe werden auch
Kombinationen der Kir6.1-, Kir6.2- und SUR 2B-Untereinheit beschrieben
(Teramoto, 2006).

Ein weiterer Typ des Karp besteht aus der Kir 6.2- und der SUR 2A-Untereinheit
und kommt im Herzen und im Skelettmuskel vor. In Herzmuskelzellen wurde der
Katp zum ersten Mal beschrieben (Noma, 1983). Im Herzen ist der Karp am
erhohten K'-Ausstrom und der Verkiirzung des Aktionspotentials beteiligt (Gross
und Fryer, 1999; Kane et al., 2005).

Ein Katp vom Beta-Zell-Typ (Kir 6.2/SUR 1) wurde auch im Gehirn, vor allem in
Neuronen der Substantia nigra, nachgewiesen. Sein Offnen unter metabolischem
Stress hat eine neuroprotektive Wirkung (Ballanyi, 2004; Yamada und Inagaki,
2005).

Es wird ebenfalls ein mitochondrialer Katp (mitoKatp) beschrieben, der in
Kardiomyozyten vorkommt (Garlid et al.,1996; Garlid et al., 2003; Gross und Fryer,
1999; Liu et al., 1998; Mannhold, 2003). Die Zusammensetzung des mitoKarp ist
noch unklar, jedoch wurden von Cuong et al. (2005) die Proteine der Kir 6.1,
Kir 6.2- und der SUR 2-Untereinheiten nachgewiesen. Das Offnen des mitoKatp ist

am Schutz vor Ischamie beteiligt und tragt daher zur Kardioprotektion bei.

1.7 Karp-Offner und -Inhibitoren

Die SUR-Untereinheit stellt eine Angriffsstelle fur viele Pharmaka dar (Gribble und
Reimann, 2002; Gribble und Reimann, 2003; Mannhold, 2004; Moreau et al.,
2005). Die Sensitivitat von Karp-Kanalen gegenuber diesen hangt dabei sowohl
von der exprimierten SUR-Untereinheit als auch von der coexprimierten Kir 6.x-
Untereinheit ab. Karp-Kanédle werden durch Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid
gehemmt, was zu einem verminderten K'-Ausstrom und dadurch zu einer

Depolarisation der Plasmamembran fuhrt. In dieser Arbeit wurde Glibenclamid
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eingesetzt, da es Karp-Kanale mit SUR 1- und SUR 2A/B-Untereinheiten
gleichermafien inhibiert (Gribble und Reimann, 2002). Karp-Offner wie Diazoxid
fihren Uber einen verstarkten K'-Ausstrom zu einer Hyperpolarisation der
Plasmamembran und damit zu einer verringerten zellularen Erregbarkeit, z.B. der
glatten Muskelzellen. Diese Substanzen werden daher als Antihypertensiva in der
akuten Therapie eingesetzt. Karp-Offner sind eine strukturell heterogene Gruppe
und konnen chemisch in verschiedene Klassen eingeteilt werden, wie z.B.
Benzothiadiazine (Diazoxid) und Pyrimidinderivate (Minoxidil) (Tabelle 1.1). Sie
unterscheiden sich in ihrer Affinitat zum SUR. In dieser Arbeit wurde hauptsachlich
Diazoxid eingesetzt, weil Diazoxid mit ahnlicher Affinitat an SUR 1 und SUR 2B
bindet (Gribble und Reimann, 2002; Mannhold, 2004; Moreau et al., 2005; Seino
und Miki, 2003).

Anwendungsgebiet
Substanzklasse Substanz
(Handelsname)
A. Karp-Inhibitoren
Sulfonylharnstoffe Glibenclamid
° o H H 0 o Orales Antidiabetikum
N—‘@#—TJ—T—Q (Euglucon N®)
[ |
0_CHSH H H O H H
B. KATp'bffner
Benzothiadiazine Diazoxid Antihypertensivum
Cl C)\s//o Hnd
SNH Antihypoglykdmikum
N/ACH3 (Hypertonalum®,
Proglicem®)
Pyrimidinderivate Minoxidil
NH,
- Antihypertensivum
( N \N _/<N—'0 (Lonolox®)
NH,

Tabelle 1.1: Strukturformeln und Handelspréparate des Kurp-Inhibitors Glibenclamid und der Kyrp-
Offner Diazoxid und Minoxidil.
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1.8 lonenkanale im Ovar

Uber die Funktion von lonenkanalen in endokrinen Zellen des Ovars ist bislang
wenig bekannt. In letzter Zeit gibt es aber immer mehr Hinweise dafur, dass
lonenkanale (K*-, Na*- und Cl-Kanale) in endokrinen Zellen des Ovars von Ratte,
Schwein und Mensch eine wichtige Rolle spielen, vor allem im Zusammenhang

mit der dort stattfindenden Steroidhormonsynthese (Mayerhofer und Kunz, 2006).

In GZ des CL der Ratte wurde vor Kurzem durch RT-PCR-Versuche und In-situ-
Hybridisierung mRNA des Katp (Kir 6.1- und SUR 2B-Untereinheit) nachgewiesen
(Chien et al., 1999).

Mason et al. (2002) wiesen in isolierten GZ aus dem Schwein zwei K*-Stréme
nach. Manikkam et al. (2002) zeigten einen Zusammenhang zwischen diesen K-
Stromen und der Progesteronproduktion in diesen GZ. Dort verandert die
pharmakologische Beeinflussung der K*-Stréme die Progesteronproduktion.

Auch fiir zwei K*- und einen Ca*-Kanal (T-Typ) ist in GZ aus dem Schwein ein
Zusammenhang mit der Progesteronproduktion nachgewiesen worden (Kusaka et
al., 1993). LH fuhrt hier durch Blockade des K*-Stroms zu einer Depolarisation und
damit zu einer Erhdhung der Progesteronproduktion.

Mattioli et al. (1993) beschrieben in GZ aus dem Schwein zwei verschiedene K-
Stréme. Die Aktivitat eines dieser K'-Stréme nimmt im Laufe der Kulturzeit der
Zellen zu und man nimmt an, dass sein Auftreten mit der Luteinisierung der GZ
zusammenhangt.

Li et al. (2003) zeigten, dass der K'-Kanal-Inhibitor 4-Aminopyridin sowohl die
basale als auch die FSH-induzierte Progesteronproduktion in GZ aus dem
Schwein verringert. Dabei bewirkt 4-Aminopyridin eine verringerte cAMP-
Produktion, StAR-Expression und Ostradiolsynthese. Diese Verdnderungen
kommen wahrscheinlich durch den Einfluss von 4-Aminopyridin auf das

Membranpotential zustande.

In humanen GZ wurden die Bedeutung von K*-Kanalen und ihr Einfluss auf die
ovarielle Steroidhormonproduktion von Kunz et al. (2002) bereits fur den BKca

beschrieben. Es wurde gezeigt, dass die Blockade des BKc, durch den
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spezifischen Blocker Iberiotoxin die hCG-induzierte Progesteronproduktion
verringerte.

Kunz et al. (2006a) wiesen im humanen Ovar und in humanen GZ aullerdem
einen K4.2-Kanal auf mRNA- und Proteinebene nach. Dieser lasst sich von
verschiedenen ovariellen Steroiden (Progesteron, Ostradiol, Testosteron) teilweise
blockieren. Aullerdem konnte durch eine Blockade des K,4.2 und anderer
Komponenten des ovariellen A-Typ-Stroms durch Chinidin die hCG-induzierte
Progesteronproduktion signifikant gesenkt werden.

Bulling et al. (2000) zeigten, dass im humanen Ovar und in humanen GZ ein
endokriner spannungsaktivierter Natriumkanal (eNaCh/Nay1.7) vorkommt, der am
physiologischen Abbauprozess des vorubergehend endokrin aktiven CL beteiligt
ist. Agoston et al. (2004) konnten im humanen Ovar und in humanen GZ einen
Ca?*-Kanal vom T-Typ und einen vom L-Typ nachweisen, die beide an endokrinen
Funktionen der Zelle beteiligt sind. Auch Platano et al. (2005) beschrieben diese

Ca®*-Kanale in humanen GZ.

1.9 Zielsetzung

lonenkanale spielen im humanen Ovar und bei der dort stattfindenden
Steroidhormonsynthese eine wichtige Rolle. ATP-abhangige Kaliumkanale (Katp)
verknupfen in vielen Zelltypen den metabolischen Zustand der Zelle mit dem
Membranpotential. Da dieser Kanaltyp vor Kurzem in GZ des CL der Ratte auf
MRNA-Ebene beschrieben wurde, war die Annahme naheliegend, dass der Katp
auch im metabolisch hoch aktiven CL des Menschen eine Rolle spielen konnte.
Die vorliegende Arbeit sollte daher untersuchen, ob im humanen Ovar und in
humanen GZ ein Katp vorhanden ist und wie er gegebenenfalls zusammengesetzt
ist. Als Zellmodell dienten humane GZ von IVF-Patientinnen. Neben dem
molekularbiologischen Nachweis der Kanaluntereinheiten sollte einerseits die
intrazellulare Lokalisation des Katp in humanen GZ und andererseits die
Lokalisation im Ovar untersucht werden. Au3erdem sollte der Karp in humanen GZ
durch elektrophysiologische und fluoreszenzmikroskopische Methoden funktionell
charakterisiert werden. Humane GZ von IVF-Patientinnen und von Patientinnen
mit PCOS wurden getrennt voneinander untersucht, um maogliche Unterschiede in
Aufbau und Funktionalitat des Karp erkennen zu kénnen. Da GZ Steroidhormone

produzieren, sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Karp und dieser
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wichtigsten physiologischen Funktion dieser Zellen betrachtet werden. Katp-
Offner- und Inhibitoren dienten der Untersuchung der Einflisse auf das
Membranpotential und der Steroidhormonproduktion. Der Karp-Inhibitor
Glibenclamid ist ein haufig verwendetes Pharmakon bei der Behandlung des
Diabetes mellitus Typ II; Diazoxid, ein Vertreter der Katp-Offner, wird im akuten
Fall der Hypertonie eingesetzt. Vor diesem Hintergrund sollte untersucht werden,
ob derartige Substanzklassen auch am ovariellen Karp wirken und die ovarielle

Funktion, wie z.B. die Steroidhormonsynthese, beeinflussen.



28

2. Material

2. Material

2.1 Herstellerverzeichnis

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Kits und Gerate

stammen von folgenden Firmen:

Agowa GmbH, Berlin

Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
BD Biosciences Clontech, Heidelberg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Biomol GmbH, Hamburg

Bioptechs Inc., Butler, USA

Biorad Laboratories GmbH Life Science, Munchen
Biozym Diagnostic GmbH, Hess. Oldendorf
BMG Labtech, Offenburg

Chemicon International Inc., Temecula, USA
Dianova GmbH, Hamburg

DRG Instruments GmbH, Marburg

Eppendorf AG, Hamburg

Fermentas GmbH, St.-Leon-Rot

GL Biochem Ltd., Shanghai, China

Heka Elektronik Dr.-Ing. P. Schulze GmbH, Karlsruhe
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Dr. Hielscher GmbH, Stahnsdorf

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Kindler GmbH, Freiburg

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Lorenz Mel3geratebau, Katlenburg-Lindau

MJ Research, Watertown, USA

Newport GmbH, Darmstadt

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Pierce, Weiskirchen

Promega GmbH, Mannheim
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Qiagen GmbH, Hilden

Science Products GmbH, Hofheim

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Stratagene, Heidelberg

TSE Technical & Scientific Equipment GmbH, Bad Homburg
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA

Zeiss Jena GmbH, Munchen

Zeitz, Augsburg

2.2 Verwendete Losungen

Es wurde stets zweifach destilliertes Wasser (H,O bidest.) verwendet. Alle

Prozentangaben sind in Gewichtsprozent angegeben.

PBS (10 mM, 11): 0,386 g NaH2PO4 x H,O; 1,023 g Na;HPO4 x 2 H,O; 8,776 g
NaCl; in H,O bidest.; pH 7,4

Extrazellulare (EZ) Losung (1 1): 8,2 g NaCl (140 mM), 0,22 g KCI (3 mM), 0,15 g
CaCl, (1 mM), 0,20g MgCl, (1 mM), 2,38 g HEPES (10 mM), 1,8 g Glucose
(10 mM); in H,O bidest.; pH 7,4

Intrazellulare (1Z) Losung (1 1): 0,20 g MgCl, (1 mM), 0,15 g CaCl, (1 mM), 2,38 g
HEPES (10 mM), 0,76 g EGTA (2 mM), 30,45 g Kaliumgluconat (130 mM), 0,29 g
NaCl (5 mM); in H,O bidest.; pH 7,4

Probenpuffer (1 x, 100 ml): 0,75 g Tris (62,5 mM), 2 g SDS, 10 g Saccharose; in
H»O bidest.; pH 6,8

NPE-Puffer (100 ml): 0,877 g NaCl (150 mM), 0,302 g Pipes (10 mM), 0,038 g
EDTA-Dinatriumsalz (1 mM); in H,O bidest.; pH 7,2

DEPC-H,0: 500 ul DEPC in 11 H,O Uber Nacht riihren lassen und anschlielRend
autoklavieren

Elektrophoresepuffer (10 x, 1 1): 30,28 g Tris; 144,12 g Glycin, 10 g SDS; in H,O
bidest.; pH 8,3; zum Gebrauch 1:9 mit H,O bidest. verdiinnen
Natriumcacodylat-Puffer I, pH 7,4: 16,05 g Natriumcacodylat in 900 ml H,O
bidest.; pH 7,4

Ponceau S (10x): 1g Ponceau S auf 500 ml 3 % Trichloressigsaure (fur

Gebrauch 1:9 mit H,O bidest. verdiinnen)
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TBE-Puffer (5x, 11). 54 g Tris, 27,59 Borsaure, 20 ml 0,5M EDTA, in H,O
bidest.; pH 8,0

TBS-Puffer (10 x, 1 1): 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl, in H,O bidest.; pH 7,6
TBS-Tween (11): 100 ml TBS (10 x), 900 ml H,O bidest., 500 yl Tween 20
(= 0.05 %)

Trenngelpuffer (100 ml): 18,15 g Tris (1,5 M); 0,4 g SDS (0,4 %), in H,O bidest.;
pH 8,8

Sammelgelpuffer (100 ml): 6 g Tris (0,5 M), 0,4 g SDS (0,4 %), in H,O bidest.;
pH 6,8

Transferpuffer (5 1): 72,1 g Glycin (192 mM), 15,14 g Tris (25 mM), 1 | Methanol, in
H>O bidest.

PFA (4 %, 100 ml): 4 g Paraformaldehyd, 1 ml 1 N NaOH, 0,57 g NaH,PO4 x H,0,
0,93 g Nap;HPO4 x 2 H,0, in H,0 bidest.; pH 6,8

KPBS 0,12 M (500 ml): 1,47 g KH2PO4, 8,59 g KoHPO4, 27 g NaCl, in DEPC-H0;
pH 7,4

KPBS 0,02 M: 20 ml 0,12 M KPBS + 100 ml DEPC-H,0O

KPBS (Normalserum/Triton): 48,85 ml 0,02 M KPBS, 1 ml Normalserum des
Zweitantikorpers, 150 pl Triton X-100

F+-Marker (100-3000 bp): 40 pl 0,5 pg/ul Gene Ruler 100 bp DNA Marker Plus
(Fermentas), 50 ul Farbstoff (6 x), 110 pl H2O bidest.

Ethidiumbromid: 10 mg/ml; fir Gebrauch 1:10 verdinnen
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3. Methoden
3.1 Zellkultur

Die fur die Experimente eingesetzten humanen GZ wurden aus Follikelflussigkeit
gewonnen, die aus Punktionen des Labors fur In-vitro-Fertilisation (Assisted
Reproductive Technologies, A.R.T. Bogenhausen, Munchen, Prof. Dr. Frank D.
Berg, Dr. U. Berg) stammte. Die Patientinnen wurden dabei in die Untergruppen
»hormal® und ,PCOS* eingeteilt (siehe Abschnitt 1.3). Die Ethikkommission der
Universitat Munchen hat sowohl die Kultivierung als auch das weitere
experimentelle Arbeiten an diesen humanen GZ genehmigt. Die Patientinnen
wurden Uber die beabsichtigte Verwendung der Zellen aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis.

Drei solcher Punktionen ergaben etwa 100 ml Flissigkeit und wurden sofort
aufgearbeitet oder andernfalls noch fur maximal zwei bis funf Stunden bei 37 °C
gelagert. Die humanen GZ wurden anschlieBend je nach Verwendungszweck
aufgearbeitet und bei 37 °C/5 % CO; (Brutschrank, Heraeus BBD 6220) in Kultur

gehalten.

3.1.1 Vorbereitung der Kulturschalen

Fur Patch-Clamp- und fluoreszenzmikroskopische Experimente war eine Adhasion
der Zellen an Deckglaschen und das Wachstum als Einzelzellschicht notwendig.
Ein optimales Wachstum wurde auf unbeschichteten Deckglaschen (K, @ 12 mm,
Nr.1, Kindler GmbH) erreicht. Zuvor wurden diese in Isopropanol (70 %) getaucht,
Uber dem Bunsenbrenner abgeflammt und anschlieBend in verschlossenen

Petrischalen bis zur Verwendung steril aufbewahrt.

3.1.2 Préaparation/Isolierung

Die einzelnen Punktate wurden zunachst gemaly der Gruppierung ,normal“ und
.,PCOS* eingeteilt und gemischt. Die nach den Gruppierungen aufgeteilten und
gemischten Zellen der Punktionen eines Tages wurden als eine Zellcharge
bezeichnet. Die humanen GZ wurden anschlieRend mechanisch durch Aufziehen
und Entleeren einer 10 ml-Spritze mit Kanule (20 G) vereinzelt. Die Flussigkeit
wurde zu je 6 ml auf 13 ml-Réhrchen verteilt und mit je 5 ml F12/DME-Medium

(Ham’s F12 und Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium im Verhaltnis 1:1) ohne
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FKS (fotales Kalberserum) (= F12/DME (-)-Medium) gemischt. Anschliel3end
wurde fur drei Minuten bei 800 U/Min. (Labofuge 400e, Heraeus) zentrifugiert und
der Uberstand bis auf etwa 1 ml abgesaugt. Dann wurden pro Réhrchen 10 ml
vorgewarmtes F12/DME (-)-Medium zugegeben und nochmals drei Minuten bei
800 U/Min. zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand wieder bis auf etwa
1 ml abgesaugt. Die Pellets wurden zusammengegeben, gemischt und mit
vorgewarmtem F12/DME (+)-Medium (mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/
Streptomycin) versetzt. Dann wurden die aufbereiteten Zellen je nach
Verwendungszweck auf Petrischalen (@ 60 mm oder 35 mm), auf 24-Well-Platten
(Nunclon Surface, Nunc) oder auf Deckglaschen in Petrischalen (je funf pro
Schale mit @ 60 mm) verteilt. Die so praparierten humanen GZ wurden im
Brutschrank (37 °C/5 % CO,) kultiviert. Der Tag der Praparation war
definitionsgemal Tag 0.

Am nachsten Tag (Tag 1) wurde das Medium abgesaugt und die humanen GZ mit
vorgewarmtem F12/DME (-)-Medium gespult. Dabei wurde das noch vorhandene
Blut moglichst vollstandig entfernt, damit es das Wachstum der Zellen nicht
behinderte. AnschlieRend wurden die Zellen wieder mit vorgewarmtem F12/DME
(+)-Medium (4 ml fur Petrischalen mit @ 60 mm bzw. 2 ml flr Petrischalen mit

@ 35 mm) versetzt und weiter im Brutschrank kultiviert (Mayerhofer et al., 1999b).

3.1.3 Behandlung der Zellen mit Testsubstanzen

Um mogliche Veranderungen der Expression des Karp zu untersuchen, wurden
humane GZ unterschiedlichen Alters (Tag 3 bis Tag 6) fur 20-24 h mit hCG
(10 IU/ml; entspricht 10 ul hCG (1000 IU/ml) pro 1 ml Medium) behandelt. Daftr
wurde das Medium von den Kulturschalen abgesaugt und die Zellen anschliel3end
mit F12/DME (+)-Medium, dem hCG (10 IU/ml) oder die entsprechende Menge
H,O bidest. (Kontrollbehandlung) zugesetzt war, versetzt und dann weiter im
Brutschrank inkubiert. Nach 20-24 h wurde das Medium abgenommen und die
MRNA oder das Protein gewonnen (siehe Abschnitt 3.2 und 3.3).

AuRBerdem wurden humane GZ mit Pharmaka wie Diazoxid und Glibenclamid
behandelt, die aktivierend bzw. hemmend am Karp wirken. Diese lagen in DMSO
geldst vor. Die Stocklosungen (Diazoxid: 100 mM), Glibenclamid: 10 mM) wurden
fur die Versuche um den Faktor 1:1000 verdinnt, so dass eine DMSO-

Endkonzentration von 0,1 % im Medium vorlag. Entsprechend wurden zur
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Kontrolle in allen Versuchen humane GZ eingesetzt, die mit DMSO (0,1 %)

behandelt worden waren.

3.2 Molekularbiologie
3.2.1 RNA-Extraktion aus kultivierten humanen GZ

Die zellulare RNA humaner GZ wurde mit Hilfe des RNeasy Plus Mini Kits
(Qiagen) gewonnen. Dabei wurden die Zellen zunachst mit dem RLT-Lyse-Puffer
(Guanidinisothiocyanat mit B-Mercaptoethanol (1 %)) auf die vorgesehene Saule
zur Entfernung genomischer DNA gegeben und zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde auf eine neue Saule gegeben und nochmals zentrifugiert. Anschliel3end
wurde die Saule mit RW1 und RPE/70 % Ethanol gewaschen. Alle Arbeitsschritte
wurden bei R.T. durchgefuhrt. Die im Protokoll vorgeschriebenen
Zentrifugationsschritte wurden mit einer Biofuge pico (Heraeus) bei R.T.
durchgefuihrt. Die dabei gewonnene RNA wurde mit 30-50 yl DEPC-H,O von der
Saule eluiert und anschlielRend bei —80 °C gelagert.

Um die Qualitdat der RNA zu prufen, wurde ein Agarosegel (2 %) angefertigt
(Chemikalien und Gerate siehe Abschnitt 3.2.3). Es wurde jeweils 1 yl der RNA
auf das mit Ethidiumbromid (0,1 ug/ml) versetzte Gel aufgetragen. Bei intakter
RNA ist das Verhaltnis der Intensitaten von ribosomaler 28S zu 18S RNA ca. 2:1.
Der RNA-Gehalt wurde mittels Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von
260 nm (Biophotometer, Eppendorf) bestimmt. AuBerdem wurde das Verhaltnis
der Absorptionen bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm gemessen. Ein Wert
des Verhaltnisses Agzso/A2so von 1,5 deutet auf eine Proteinverunreinigung, ein
Wert von mehr als 2,0 auf eine Phenolverunreinigung hin. Die Bestimmung des
RNA-Gehalts war wichtig, um in der anschlieRenden reversen Transkription
jeweils die gleiche Ausgangsmenge an RNA zu verwenden, was vor allem fur die

semiquantitative Auswertung der PCR-Ergebnisse von Bedeutung war.

3.2.2 Reverse Transkription (RT)
3.2.2.1 Reverse Transkription mit Oligo-dTis-Primern

Fir die RT zelluldarer mRNA in cDNA wurden Oligo-dTs-Primer in einem
Reaktionsansatz von 20 ul verwendet (Mayerhofer et al., 1997). Dabei wurde

zunachst eine 200 ng mRNA entsprechende Menge mit DEPC-H,O auf ein
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Gesamtvolumen von 11,8 ul aufgeflllt, mit 1,0 yl RQ1 RNase free DNase
(Promega, 1 U/ul pro 1 uyg DNA), 1,0 yl First Strand Buffer (Stratagene, 10 x,
30 mM MgCl;) und 0,2 yl RNase Block Ribonuclease Inhibitor (Promega, 40 U/ul)
versetzt (Gesamtvolumen 14 ul) und far 20 Minuten bei 37 °C fur den DNase-
Verdau erwarmt. Anschlieend wurde der Ansatz mit 1,0 yl EDTA (84 mM) und
1,0 yI Oligo-dT1s-Primern (Promega) fur 15 Minuten bei 70 °C zur DNase-
Hitzeinaktivierung und zum Primer-Annealing erwarmt. Am Ende der
Inkubationszeit wurde der Ansatz auf Eis gekuhlt und anschlielRend 1,0 pl First
Strand Buffer (10 x), 1,0 yl ANTP (25 mM), 1,0 yI MMLV-RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Stratagene, 20 U/ul) und 1,0 yl MgCl,
(180 mM) hinzugesetzt. Dann wurde folgendes RT-Programm ausgefuhrt:

23 °C far 10 Minuten
- 37 °C fur 60 Minuten
90 °C fur 5 Minuten

- 4 °C fur 10 Minuten

Die gewonnene cDNA wurde bei —20 °C eingefroren oder direkt im Anschluss in

einer PCR weiterverarbeitet.

Die von Kunz et al. (2006b) nachgewiesenen RT-PCR-Produkte wurden anhand
dieses Protokolls hergestellt. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten RT-PCR-
Produkte wurden jedoch spater nach einem veranderten Protokoll durchgefuhrt,

das im Folgenden dargestellt wird.

3.2.2.2 Reverse Transkription mit Hexamer-Primern

Zur Verbesserung des RT-Verfahrens wurden anstatt der Oligo-dT4s-Primer
sogenannte Hexamer-Primer verwendet. Auflerdem wurde die Reverse
Transkriptase Superscript Il (Invitrogen) eingesetzt. Der Reaktionsansatz setzte
sich wie folgt zusammen:

Zunachst wurde eine 200 ng mRNA entsprechende Menge mit DEPC-H,0O auf ein
Gesamtvolumen von 10,7 pl aufgefullt und mit 0,8 pl Hexamer-Primern versetzt.
Die Proben wurden fur 10 Minuten auf 70 °C und anschlief3end fur 5 Minuten auf
25 °C erwarmt (Primer-Annealing). Daraufhin wurden 4 ul First Strand Buffer (5 x,
Invitrogen), 2 yl DTT (0,1 M, Invitrogen), 1 yl dNTP (10 mM) und 0,5 yl RNasin
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(RNase Block Ribonuclease Inhibitor, Promega) hinzugegeben. Der Ansatz wurde
fur 10 Minuten auf 25 °C und anschlief3end fur 2 Minuten auf 42 °C erwarmt. Dann
wurde je 1 ul Superscript Il zu jedem Ansatz hinzugegeben und folgendes RT-

PCR-Programm durchgefuhrt:

- 42 °C fur 50 Minuten
- 70 °C fur 15 Minuten
- 4 °C fir 10 Minuten

Diese Art der RT mit anschlie®Bender PCR ergab flur humane GZ eine
ausreichende Menge der PCR-Produkte, so dass auf eine anschlieRende nested-

PCR fur die SUR-Untereinheiten verzichtet werden konnte.

Die cDNA aus dem CL des Rhesusaffen wurde freundlicherweise von Richard L.
Stouffer, Oregon National Primate Research Center, Beaverton, USA, zur

Verfligung gestellt.

3.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir den Nachweis der Untereinheiten des Karp wurden PCR-Versuche
durchgefuhrt. Dabei wurden jeweils entsprechende Primer fur die Kir6.1-
Untereinheit (Harvard-Primerbank; http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank), die
Kir 6.2-Untereinheit (Cui et al., 2002) und die SUR 1/2A/2B-Untereinheiten (Cui et
al., 2002) verwendet. Nested-Primer fir die SUR 1/2A/2B-Untereinheiten wurden
mit Hilfe des Programms PrimerSelect (Lasergene Navigator, DNAStar, Inc.)
ausgewahlt. Die Primer fur die PCR zur Untersuchung des Enzyms Aromatase
stammten ebenfalls aus der Harvard-Primerbank. Die Primer fur die Cholesterol-
Monooxygenase (Side Chain Cleavage Enzyme, SCC), das Enzym 3B-
Hydroxysteroiddehydrogenase (33-HSD) und das Steroidogenic Acute Regulatory
Protein wurden mit Hilfe des Programms PrimerSelect ausgewahlt. Zusatzlich
wurden bei allen PCR-Experimenten B-Aktin-Primer verwendet (PrimerSelect).
Diese dienten einerseits der qualitativen Uberpriifung der PCR (GréRe der Bande
ohne Intron: 193 bp, GroRe der Bande mit Intron: 313 bp) und andererseits der
Normierung der semiquantitativen PCR. Die Primersequenzen sind in Tabelle 3.1

dargestellt.
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Die Primersequenzen wurden

Amplifizierung genomischer

intronspannend gewahlt,

DNA zu erkennen.

Das galt

nicht far

um die etwaige

die

Primersequenz von Kir 6.2, da das Kir 6.2-Gen intronlos ist. Alle Primer wurden

gereinigt und lyophilisiert von der Firma Metabion bezogen.

GenBank
Bezeichnung Sequenz (5°-37) Accession- | Bereich Fragment
Nummern
Kir 6.1 F |[CTGCTCTTCGCTATCATGTGG NM_004982 | 591-772 182 bp
Kir 6.1 R [CCTCCAAACCCAATGGTAACTTG
Kir 6.2 F | TGTCCCGCAAGGGCATCATCCCCG NM_000525 | 573-959 387 bp
Kir 6.2 R | TAGTCACTTGGACCTCAATGGAG
SUR 1 F | CGATGCCATCATCACAGAAG NM_000352 [4536-4826 |291 bp
SUR 1 R |CTGAGCAGCTTCTCTGGCTT
SUR 2A F |ATATGGTCAAATCTCTACCTGGAGG NM_005691 [ 4306-4664 | 359 bp
SUR 2A R | GTTGGTCATCACCAAAGTGGAAAAG
SUR 2B F |ATATGGTCAAATCTCTACCTGGAGG NM_020297 |4306-4667 |362 bp
SUR 2B R | CATGTCTGCGCGAACAAAAGAAGC
SUR1n F |ATCATCACAGAAGGCGGGGAGAAT NM_000352 [ 4543-4704 | 162 bp
SUR1n R |GGCTGTCATCACCACCTTTTG
SUR2AnNn F |ATTGACATGGCCACAGAGAA NM_005691 |4455-4626 |172 bp
SUR2AnN R | GGGCGAACAAATTTGGGACAGTAT
SUR 2B n F |CCGGACCGTGGTGACAATG NM_020297 | 4511-4660 | 150 bp
SUR2B n R | GCGCGAACAAAAGAAGCAAATACT
CYP19 A1 F | GCTACCCAGTGAAAAAGGGGA NM_000103 | 1295-1434 | 140 bp
CYP19 A1 R | GCCAAATGGCTGAAAGTACCTAT
StAR F | TGGAGAGGCTCTATGAAGAGC NM_000349 | 653-988 336 bp
StAR R [|GCCACGTAAGTTTGGTCTTAG
SCC F | TCGGCAGCCTGGAAGAAAGACC NM_000781 | 474-699 226 bp
SCC R [GGCGCTCCCCAAAAATGACG
3[3-HSD F | GTAGCCGGGCCCAACTCCT NM_000862 | 513-721 209 bp
3[3-HSD R [AATCGGCTTCCTTCCCCATAGA
[-Aktin F | GGATGCAGAAGGAGATCA NM_001101 | 1008-1202 | 193 bp
[-Aktin R [CTAGAAGCATTTGCGGTG

Tabelle 3.1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primer (F: forward, R:

Zuordnung zu bekannten Sequenzen (GenBank Accession-Nummer)

reverse) und ihre

Fir die PCR wurden jeweils RT-Produkte humaner GZ und cDNA aus humanen

Geweben (BD Biosciences Clontech) verwendet. Die PCR wurde mit dem in
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Tabelle 3.2 aufgeflihrten PCR-Mix und dem in Tabelle 3.3 aufgeflihrten
Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 50 ul durchgefuhrt. Als
Negativkontrolle (N) der PCR wurde die entsprechende Menge H,O bidest. anstatt

der cDNA verwendet.

Reagenz Volumen

Puffer (10 x) (Promega) 5l
MgCl, (25 mM) 3l
dNTP (2 mM) 5 pl
H,0 bidest. 28 ul
Gesamtvolumen 41 ul

Tabelle 3.2: Reaktionsansatz PCR-Mix

Reagenz Volumen

PCR-Mix 41 pl
Primer F (50 uM) 1ul
Primer R (50 pM) 1ul
H,O bidest. 4.5 pl
Taqg-Polymerase (Promega) 0,5 pl
CDNA 2l
Gesamtvolumen 50 pl

Tabelle 3.3: PCR-Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 ul

Mit einem veranderten Protokoll wurde die PCR spater mit der GoTag-Polymerase
(Promega) und dem in Tabelle 3.4 aufgefihrten PCR-Mix und in Tabelle 3.5
aufgefihrten Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefuhrt.
Als Negativkontrolle (N) der PCR wurde die entsprechende Menge H,O bidest.

anstatt der cDNA verwendet.

Reagenz Volumen

GoTaqg-Puffer (5 x) (Promega) 5 ul
MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP (2 mM) 5 pl
H,O bidest. 28 ul
Gesamtvolumen 41 ul

Tabelle 3.4: Reaktionsansatz PCR-Mix, GoTaq-Polymerase
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Reagenz Volumen

PCR-Mix 41 ul
Primer F (50 yM) 1ul
Primer R (50 uM) 1ul
GoTaqg-Polymerase (Promega) 0,25 pl
H,O bidest. 4,75-6,25 pl
cDNA 0,5-2 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 3.5: PCR-Reaktionsansatz mit GoTaq-Polymerase mit einem Gesamtvolumen von 50 ul

Die PCR-Versuche wurden mit dem PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ

Research) mit folgenden Programmen (Tabelle 3.6) durchgefuhrt:

Kir 6.x/SUR Kir 6.x/SUR (GoTaq)
Denaturierung 94 °C 180 s 94 °C 180 s
Denaturierung 94 °C 60 s Zyklen: 35 94 °C 60 s Zyklen: 35
Primer-Annealing 55 °C 120 s nested- 55 °C 30s
Elongation 72 °C 180 s PCR: 30 72 °C 60 s
Elongation 72 °C 600 s 72 °C 600 s

Aromatase StAR, SCC, 3B8-HSD
Denaturierung 94 °C 180 s 94 °C 180 s
Denaturierung 94 °C 30s Zyklen: 30 94 °C 30s Zyklen:
Primer-Annealing 55 °C 30s 55 °C 30s 27-30
Elongation 72 °C 60 s 72 °C 60 s
Elongation 72 °C 600 s 72 °C 600 s

Tabelle 3.6: PCR-Bedingungen

Nach Beendigung der PCR wurde eine Temperatur von 4 °C eingestellt. Die cDNA

wurde im Anschluss elektrophoretisch aufgetrennt oder bei —20 °C eingefroren.

3.2.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden auf ein mit Ethidiumbromid (0,1 ug/ml) versetztes

Agarosegel aufgetragen. Dabei wurde ein Gel (2 %) aus Peqgold-Agarose

(Peqglab) oder ein Gel (2,5 %) aus Metaphor-Agarose (Biozym) verwendet. Mit

letzterer konnten Fragmente, die weniger als 200 bp grol3 waren, wie z.B. bei der
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nested-PCR, besser aufgetrennt werden. Zur Bestimmung der FragmentgroRRe
wurde gleichzeitig ein 100 bp DNA-Molekulargewichtsmarker (F+, Fermentas)
aufgetragen. Die Elektrophorese (Power PAC 300, Biorad) erfolgte fur 40 Minuten
bei 100 V (Peqgold-Agarose) oder fur 60 Minuten bei 80 V (Metaphor-Agarose).
AnschlieRend wurden die Fragmente mittels UV-Licht sichtbar gemacht und
fotografisch festgehalten.

Zur lIdentifikation wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des Qiaquick PCR
Purification Kits (Qiagen) aufgereinigt und von der Firma Agowa mit Hilfe eines
oder beider Primer sequenziert.

Die densitometrische Auswertung der Intensitat der PCR-Banden erfolgte mit Hilfe
des Programms ImageJ (Image J 1.36b, Wayne Rasband, National Institute of
Health, USA), wie es bereits von Fritz et al. (2002) gezeigt wurde. Die Intensitaten
der jeweiligen PCR-Produkte wurden auf die des entsprechenden B-Aktin-
Produkts bezogen und anschliefend mit dem sich auf diese Weise ergebenden
Kontrollwert verglichen.

Die PCR-Versuche mit den Kir6.x- und SUR-Primern wurden ebenfalls fur
ovarielle cDNA und cDNA des CL des Rhesusaffen durchgefihrt. Es wurde
dasselbe PCR-Protokoll verwendet. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden

ebenfalls von der Firma Agowa sequenziert.

3.3 Proteingewinnung/SDS-PAGE/Western Blot

Humane GZ in Petrischalen (d 60 mm) wurden zweimal mit PBS gespdlt und bei
—20 °C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

Zur Gewinnung des Proteins wurden die humanen GZ mit 1,5 ml NPE-Puffer mit
einem Schaber von den Petrischalen abgeldst und anschlieend bei 4 °C und
10000 U/Min. far drei Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1,5 ml PBS
(1 x) resuspendiert und wieder abzentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet in
Probenpuffer (1 x) + Inhibitormischung (Phenylmethylsulfonylfluorid, Aprotinin,
Leupeptin und Natriumvanadat) aufgenommen und die Zellen durch Ultraschall
(UP 50H, Dr. Hielscher GmbH) aufgeschlossen.

Um die Proteinkonzentration der Proben zu bestimmen, wurde der DC Protein
Assay (Biorad) verwendet, der auf der Bradford-Methode basiert. Die Absorption

einer Standardreihe von Losungen mit definierter Proteinkonzentration und der
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Proben wurden bei 650-750 nm in einem Elisa-Reader (Dynex Technologies)
gemessen.
10 %

Bromphenolblau pro 100 ul Probe versetzt und fur 5 Minuten auf 95 °C erwarmt,

AnschlieRend wurden die Proben mit B-Mercaptoethanol und 1 pl

um Disulfidbriicken der Proteine zu trennen.

Far die Auftrennung und anschlieende Sichtbarmachung der Proteine (Kir 6.1,
SUR 2B, Aromatase, StAR) wurde zunachst eine SDS-PAGE durchgefuhrt. Far
eine optimale Auftrennung der Proteinbanden wurden Gele unterschiedlichen
Acrylamidgehalts (12,5 % bzw. 15 %) verwendet (Tabelle 3.7). Zunachst wurde
Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel (4 %) darlbergeschichtet
(Tabelle 3.7).

die Trenngelmischung zwischen zwei Glasplatten gegeben.

Trenngel Sammelgel
Acrylamidgehalt 12,5 % 15 % 4%
Acrylamid (30 %) 1,6 ml 2ml 270 yl
Trenngelpuffer pH 8,8 1,25 mi 1,25 ml -
Sammelgelpuffer pH 6,8 - - 625 pl
H,O bidest. 2,1 ml 1,6 ml 1500 pl
Ammoniumpersulfat (10 %) 75 ul 75 ul 19 ul
Natriumdodecylsulfat (10 %) 100 pl 100 pl 25 ul
TEMED (100 %) 12,5 pl 12,5 ul 3,25 pl

Tabelle 3.7: Western-Blot-Trenn- und Sammelgel

Nach 30 Minuten Polymerisation wurde das Gel im Elektrophoresepuffer (1 x) mit
gleichen Mengen der Proteinproben beladen. Die Trennung erfolgte bei 160 V und
400 mA far etwa 90 Minuten.

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine wurden diese durch
Transferblotting auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond-C Extra, Amersham
Biosciences) uberfuhrt. Dafur wurde ein Wet-Blot-System in einer Mini Trans-Blot-
Kammer (Biorad) verwendet. Das Transferblotting verlief bei 100 V und 400 mA
fur 60 Minuten im Transferpuffer (1 x).

Zur Sichtbarmachung der Banden wurde der Blot nach dem Transferblotting mit
Ponceau S (1x) angefarbt. Die Banden wurden markiert und der Blot

anschlie3end fur etwa 30 Minuten mit Milchpulver (5 %)/TBS-Tween inkubiert, um



3. Methoden 41

unspezifische Bindungen zu blockieren. Anschlieiend wurde der Blot mit dem
Erstantikorper (Anti-Kir 6.1 (1:200, Alomone), Anti-SUR 2B (1:500, Chemicon),
Anti-Aromatase (1:500, Cordian Beyer, Aachen) oder Anti-StAR (1:500, D.M.
Stocco, Texas Tech University, Lubbock, USA)) in Milchpulver (0,5 %)/TBS-Tween
uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Blot nochmals fur 1 h
bei R.T. geschuttelt und anschlieBend dreimal fur 5 Minuten mit TBS-Tween
gewaschen. Dann wurde der Blot fur 1 h mit dem peroxidasemarkierten
Zweitantikorper (gegen Spezies gerichtet, in welcher der Erstantikorper produziert
wurde, 1:5000-1:7000 in Milchpulver (0,5 %)/TBS-Tween) inkubiert. Danach wurde
der Blot dreimal fur 5 Minuten mit TBS-Tween gewaschen. Der Blot wurde dann
mit dem Pico- oder Femto-Set (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate oder SuperSignal® West Femto Maximum Substrate, Pierce) zur
Chemilumineszenz (ECL)-Detektion versetzt  und mit Hilfe  des
Chemilumineszenzsystems Chemi-Smart 5000 (Peqlab, Vilber Lourmat) und des
Programms ChemiCapt belichtet.

AnschlieBend wurde der Western Blot zur semiquantitativen Auswertung mit
einem B-Aktin-Antikorper (1:5000, Sigma-Aldrich) inkubiert (gleiches Verfahren wie
oben beschrieben). Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Imaged (siehe
Abschnitt 3.2.3), wobei die Intensitaten der einzelnen Proteinbanden jeweils auf
die der entsprechenden [(-Aktin-Bande bezogen wurden. Anschliel3end erfolgte

Vergleich mit dem sich auf diese Weise ergebenden Kontrollwert.

3.4 Immunhistochemie

Die in den immunhistochemischen Versuchen verwendeten Paraffinschnitte von
humanen Ovargewebeproben pramenopausaler Frauen stammten aus dem Archiv
des Anatomischen Instituts (Mayerhofer et al., 1999a).

Die Gewebeproben (Ovar und Uterus) aus dem Rhesusaffen wurden
freundlicherweise von Richard L. Stouffer, Oregon National Primate Research
Center, Beaverton, USA, zur Verfligung gestellt.

Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden Schnitte (5 um) hergestellt.

Es wurden zwei verschiedene gegen die Kir 6.1-Untereinheit gerichtete Antikorper
verwendet. Der eine wurde freundlicherweise von William Coetzee, USA, zur
Verfligung gestellt (Pountney et al., 2001; Yoshida et al., 2004). Ein Peptid mit

derselben Sequenz, wie sie fur die Immunisierung verwendet worden war, wurde
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von der Firma Metabion bezogen. Zusatzlich wurde ein kommerziell erhaltlicher
Antikorper gegen die Kir 6.1-Untereinheit (einschlieBlich des zur Immunisierung
verwendeten Peptids) von der Firma Alomone bezogen, ebenso ein Antikorper
(und Peptid) gegen die Kir 6.2-Untereinheit. Fir die SUR 2B-Untereinheit wurde
von der Firma Chemicon ein Antiserum hergestellt. Das entsprechende Peptid
(Sequenz: SLLAQENGVFASFVRADM) fur die Immunisierung im Kaninchen
wurde von der Firma GL Biochem LTD (Shanghai, China) hergestellt und zur
Immunisierung an KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) konjugiert.
Immunhistochemische Versuche dienten der Lokalisation des Proteins der Kir 6.1-
und SUR 2B-Untereinheiten auf Schnitten (5 ym) von Ovarien und Uteri des
Menschen bzw. Affen. Es wurde wie folgt vorgegangen:
- 4 x 3 Minuten Xylol zum Entparaffinieren der Schnitte
- 2 x 3 Minuten 100 % Isopropanol, jeweils 1 x 3 Minuten 96 %, 90 %, 80 %,
70 % Isopropanol
- 3 x5 Minuten PBS
- 20 Minuten blockieren der endogenen Peroxidase mit HO2 (3 %) in
Methanol
- 3 x5 Minuten PBS
- 30 Minuten Mikrowellenvorbehandlung
- 3 x5 Minuten PBS
- Inkubation der Schnitte Uber Nacht bei 4 °C mit dem Erstantikorper. Alle
Verdinnungen wurden mit folgender Losung hergestellt: Normalserum des
Zweitantikorpers (Ziege, 5 %, zuvor fur 30 Minuten bei 56 °C inkubiert),
BSA (0,5 %), 0,05 % NaNs; (0,05 %) in PBS (10 mM), pH 7,4. Folgende
Erstantikérper bzw. Kontrollen wurden eingesetzt:
a) Kir 6.1 (1:2000)
b) Kir 6.2 (1:1000)
c) SUR 2B (1:5000)
d) Kontrollen
1) Kein Erstantikorper
2) Normalserum des Erstantikorpers (Kaninchen)
3) Kir 6.1 + Peptid (1:10), dann verdunnt (1:1000)
4) SUR 2B + Peptid (1:1), dann verdunnt (1:5000)
- 3 x5 Minuten PBS
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- 2 hR.T. Zweitantikorper (gegen Kaninchen gerichtet), 1:500

- 3 x5 Minuten PBS

- 1 hR.T. ABC Elite Komplex

- 3 x5 Minuten PBS

- 1 x 5 Minuten Tris-HCI

- 5 Minuten Diaminobenzidin (DAB)-Reaktion (Vectastain Elite Kit, Vector
Laboratories; Mayerhofer et al., 1999a; Fritz et al., 2001b)

- 1 x5 Minuten PBS

- Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %)

- Eindeckelung

Um die Spezifitdt der Antigen-Antikdrper-Reaktion zu Uberprifen, wurde der
Erstantikdrper entweder durch das Peptid, das zur Immunisierung verwendet
worden war, praadsorbiert, durch Normalserum des Erstantikdrpers (Kaninchen,
1:5000) ersetzt oder ganz weggelassen. Zur Praadsorption wurde der Antikorper
fir 2h bei R.T. mit einem zehn- oder hundertfachen Uberschuss an Peptid
(Volumenprozent, empirisch herausgefunden) inkubiert und anschlieRend bei
10000 U/Min. fur 5 Minuten mit der Biofuge pico (Heraeus) abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde wie der entsprechende Antikdrper verdinnt.

3.5 Immunzytochemie/Immunfluoreszenz

- Deckglaschen mit humanen GZ (Tag 3) 2 x mit PBS (4 °C) spulen.

- 30 Minuten fixieren mit PFA (4 % in 0,01 M PBS, pH 6,8)

- 3 x5 Minuten PBS, pH 7,4

- 3 x 10 Minuten KPBS (0,02 M)

- 1 x 10 Minuten inkubieren mit KPBS (Normalserum/Triton)

- Uber Nacht bei 4°C inkubieren mit Erstantikérper gelést in KPBS
(Normalserum/Triton) (Kir6.1: 1:500, SUR 2B: 1:5000). AuRerdem
Kontrolle durch Praadsorption des Erstantikdrpers durch das Peptid, das
zur Immunisierung verwendet worden war (siehe Abschnitt 3.4). Der
Uberstand wurde mit KPBS (Normalserum/Triton) verdiinnt (Kir 6.1: 1:1000;
SUR 2B: 1:5000).

- 3 x 10 Minuten KPBS (0,02 M)

- 1 x 10 Minuten inkubieren mit KPBS (Normalserum/Triton)
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1 h bei R.T. im Dunkeln inkubieren mit FITC-markiertem Zweitantikérper
(1:200 geldst in KPBS (Normalserum/Triton); Dianova)

- 3 x 10 Minuten KPBS (0,02 M) im Dunkeln

- 1 x5 Minuten H;O bidest. im Dunkeln

- Eindecken mit Prolong Antifade Kit (Molecular Probes) im Dunkeln

AnschlieRend erfolgte Fluoreszenzimaging der Deckglaschen am konfokalen
Mikroskop TCS SP2 (Leica Microsystems) bei einer Anregungswellenlange von

488 nm und Emissionswellenlange von 530 nm.

3.6 Immungoldfarbung und Elektronenmikroskopie

An humanen GZ wurde fur die Kir6.1- und SUR 2B-Untereinheit eine
Immungoldfarbung mit anschlieRender elektronenmikroskopischer Betrachtung
durchgefuhrt. Die Durchfuhrung erfolgte wie bei Hoéhne-Zell et al. (1996)
beschrieben.

Humane GZ wurden mit PFA (2 %)/Glutaraldehyd (0,5 %) in PBS fur 1 h fixiert und
in Lowicryl (K4M, Polysciences Europe) eingebettet. Es wurden Ultradlinnschnitte
von etwa 50-100 nm flr die Betrachtung im Elektronenmikroskop hergestellt und

diese auf Nickel-Tragernetze (Grids) aufgezogen.

- Inaktivierung unspezifischer Aldehydgruppen mit Glycin (50 mM) in PBS fur
15 Minuten

- Blockierung: 30 Minuten in BSA (5 %) und Normalserum (1 %) (Spezies
des Zweitantikdrpers)

- 3 x 5 Minuten BSA-C-Puffer (Aurion) (0,1 %) in PBS pH 7,4

- Inkubation mit dem Erstantikérper (Kir 6.1: 1:500-1:1000, SUR 2B: 1:1000)
in BSA-C-Puffer Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Zusatzlich
Kontrolle durch Praadsorption des Erstantikorpers durch das zur
Immunisierung verwendete Peptid (siehe Abschnitt 3.4) (Kir 6.1: 1:10 und
1:100; SUR 2B: 1:2)

- 6 x 5 Minuten BSA-C-Puffer

- Inkubation mit Auro-Probe (Aurion) IgG-Au (10 nm) 1:20 in BSA-C-Puffer
fur 2-4 h bei R.T.

- 6 x 5 Minuten BSA-C-Puffer
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- 3 x5 Minuten PBS

- 5-10 Minuten Nachfixierung mit Glutaraldehyd (2 %) in PBS

- 1 x5 Minuten PBS

- 5 x 2 Minuten H,0 bidest.

- Die Schnitte wurden fur 5 Minuten mit Uranylacetat (2 %) und fur 3 Minuten
mit Bleicitrat (2,7 %) kontrastiert (Reynolds, 1963).

Die so praparierten Zellen wurden im Elektronenmikroskop EM 10 (Carl Zeiss)

betrachtet, fotografiert und die Bilder digitalisiert.

3.7 Elektronenmikroskopie und Zellmorphologie

Humane GZ wurden auf Petrischalen (@ 35 mm) fur funf Tage kultiviert, wobei sie
an Tag 4 mit folgenden Reagenzien behandelt wurden: H,O bidest. (Kontrolle),
hCG (10 IU/ml), DMSO (0,1 %), hCG (10 IU/ml)/DMSO (0,1 %), Glibenclamid
(10 uM), hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) und Diazoxid (100 pM).
Anschliefend wurden die Zellen mit Glutaraldehyd (2,5 %) in Natrium-Cacodylat-
Puffer | far 1 h fixiert. Dann wurden die Zellen 2 x 5 Minuten in PBS (10 mM)
gewaschen. Die Postfixierung erfolgte fur 1h in einer Mischung aus
Osmiumtetroxid (0,04 M) und Kaliumhexacyanoferrat (I1I) (0,1 M). Anschlieend
wurden die Zellen nochmals 2 x 5 Minuten in PBS (10 mM) gewaschen. Dann
wurden die Praparate je 10 Minuten mit Ethanol (50 %, 70 %, 80 %, 95 %) und
3 x 10 Minuten mit Ethanol (100 %) versetzt, um sie zu entwassern. AnschlielRend
wurden sie 10 Minuten in Epon (Merck)/Ethanol 1:1, 20 Minuten in Epon/Ethanol
2:1, 2 x 20 Minuten in Epon (100 %) und Uber Nacht in Epon (100 %) bei R.T.
inkubiert, um den Ethanol zu entfernen.

AnschlieRend erfolgte die Polymerisation des Epon-Harzes fur 16 bis 24 h bei
60 °C. Die erhartete Scheibe wurde in flissigen Stickstoff getaucht, um die
Petrischale leichter ablésen zu kénnen. Aus dieser Scheibe wurden Stlcke
herausgesagt und auf Halterungen geklebt. Dann wurden Ultradinnschnitte (50-
100 nm) der Probenstlcke hergestellt und mit Uranylacetat (2 %)/Bleicitrat (2,7 %)
kontrastiert (Reynolds, 1963). Diese wurden im Elektronenmikroskop EM 10 (Carl
Zeiss) betrachtet, fotografiert und die Bilder digitalisiert.
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Von denselben Probenstiicken wurden Semidinnschnitte (1 um) hergestellt, die
mit Azur ll/Methylenblau gefarbt und im Lichtmikroskop (Axioplan, Zeiss)
betrachtet und fotografiert wurden, um eine Aussage zu morphologischen

Veranderungen der Zellen durch die Behandlung machen zu kénnen.

3.8 cDNA-Array

Zur Untersuchung der Genexpression in humanen GZ wurde der Human
G Protein-coupled Receptors Signaling Pathway Finder Gene Array (Super Array)
verwendet. Zur Gewinnung von mRNA als Ausgangmaterial fir cDNA wurden
humane GZ an Tag 3 fir 24 h jeweils mit DMSO (0,1 %), Diazoxid (100 pM),
Glibenclamid (10 uM) oder H,O bidest. (Kontrolle) behandelt. Zellen mehrerer
Zellchargen wurden gemischt. AnschlieRend wurden die Zellen abgenommen und
die mRNA wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben prapariert. Dann wurde die mRNA
mit DEPC-H,O auf 100 pl aufgeflllt, mit 10 yl Natriumacetat (3 M, pH 5,5) und
275 ul Ethanol (100 %) versetzt und bei —20 °C Uber Nacht ausgefallt. Am
nachsten Tag wurde fur 60 Minuten zentrifugiert (10000 U/Min.). Das dabei
entstehende Pellet wurde mit Ethanol (70 %) resuspendiert und abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet getrocknet, bis der Ethanol
entfernt war. Die gewonnene mRNA wurde in 10 yl DEPC-H,0O aufgenommen. Es
erfolgte RT (siehe Abschnitt 3.2.2.1) mit jeweils 3,5 ygg mMRNA und Biotin-dUTP.
AnschlieRend wurde der Array mit Prahybridisierungslosung versetzt. Uber Nacht
erfolgte Hybridisierung der biotinylierten cDNA-Proben mit den auf der Membran
des Arrays befindlichen Genproben. Fir die Chemilumineszenzdetektion des
Gene Arrays wurde der GEArray Chemiluminescent Detection Kit verwendet.
AnschlieBend erfolgte die Belichtung des Gene Arrays mit Hilfe des
Chemilumineszenzsystems Chemi-Smart 5000 (Peqglab, Vilber Lourmat) und des

Programms ChemiCapt (Mayerhofer et al., 1997).

3.9 Steroidhormonbestimmung
3.9.1 Progesteron

Humane GZ wurden an Tag 3 fur 24 h mit H,O bidest. (Kontrolle), hCG (10 [U/ml),
DMSO (0,1 %), hCG (10 IU/ml)/DMSO (0,1 %), Glibenclamid (10 uM) und hCG
(10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) behandelt. Um die Progesteronkonzentration im
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Kulturmedium der so behandelten humanen GZ zu bestimmen, wurde der
Progesteron Assay EIA-1561 (DRG Instruments) verwendet. Dafur wurden die
Uberstdnde der Kulturschalen unbehandelter und unterschiedlich behandelter
humaner GZ 1:500 verdinnt. Standards und Proben wurden in Mikrotiterstrips, die
mit Progesteronantiserum beschichtet waren, pipettiert. Anschlielliend wurde eine
definierte Menge an Enzymkonjugat (Progesteron-Meerrettichperoxidase-
Konjugat) hinzugegeben. Hierbei wurden jeweils Dreifachbestimmungen
durchgefuhrt. Die Mikrotiterplatten wurden fir 1h bei R.T. inkubiert und
anschlie3end dreimal mit einem Waschpuffer gewaschen. Wahrend der Inkubation
konkurriert das Progesteron des Standards oder der Probe mit dem
Progesteronenzymkonjugat um die freien Bindungsstellen auf der festen Phase.
Das nicht gebundene Konjugat wird durch Waschen der Wells entfernt.
AnschlieRend wurde das Chromogen (3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin)
hinzugegeben und 15 Minuten bei R.T. inkubiert. Dann wurde die Mikrotiterplatte
mit Stoplosung versetzt, um die Farbentwicklung zu beenden, und die Extinktion
bei 450 nm gemessen (Fluostar Optima, BMG Labtech). Die Menge an
gebundenem Enzymkonjugat ist umgekehrt proportional zur
Progesteronkonzentration in der Probe. Aus den Progesteronstandards (0; 0,25;
1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 ng/ml, Zweifachbestimmung) konnte nun eine
Eichkurve erstellt werden, aus der die Progesteronkonzentrationen der Proben
abgelesen werden konnten. AnschlieBend wurde der Mittelwert aus den

Dreifachbestimmungen gebildet.

3.9.2 Testosteron und Ostradiol

Humane GZ wurden fur 3 h bzw. 24 h mit H,O bidest. (Kontrolle), DMSO (0,1 %),
Diazoxid (100 yM) und Glibenclamid (10 uM) behandelt. Im Anschluss wurden die
Zellen fir 3 h oder 6 h mit Testosteron (10 nM) versetzt. Die Uberstdnde wurden
abgenommen und die Testosteron- und Ostradiolkonzentrationen bestimmt
(Dreifachbestimmungen).

FUr die Bestimmung der Testosteronkonzentrationen wurde der Testosteron
Assay EIA-1559 (DRG Instruments) verwendet. Diesem liegt das gleiche
Messverfahren wie dem der Progesteronbestimmung zugrunde. Die Proben

wurden jedoch unverdinnt gemessen.
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Fir die Bestimmung der Ostradiolkonzentrationen wurde der Ostradiol Assay EIA-
2693 (DRG Instruments) verwendet. Auch hier war das Verfahren dasselbe wie
bei der Progesteronbestimmung. Die Proben wurden in diesem Fall unverdinnt

bzw. 1:5 verdinnt gemessen.

3.9.3 Bestimmung der Testosteronumsetzung durch das Enzym Aromatase

Humane GZ wurden fur 1 h mit Formestan (200 ng/ml (0,66 pM), 1 ug/ml (3,3 uM),
2,5 ug/ml (8,3 uM)) und Testosteron (10 nM) versetzt. Die Uberstande wurden
abgenommen und es erfolgte die Bestimmung der Testosteronmenge wie in

Abschnitt 3.9.2 beschrieben (Dreifachbestimmungen).

3.10 Proliferationsassay

Um das proliferative Verhalten der humanen GZ zu untersuchen, wurde der Cell
Titer 96 Aqueous Assay (Promega) verwendet. Dazu wurden humane GZ in einer
24-Well-Platte (Nunc) ausgesat und von Tag 1 bis Tag 3 mit H,O bidest.
(Kontrolle), DMSO (0,1 %), Diazoxid (100 uM) und Glibenclamid (10 uM)
behandelt. An Tag 3 wurden die humanen GZ mit 500 ul EZ-Lésung, die 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazol

(MTS) (317 pg/ml bzw. 0,65 mM) enthielt, versetzt und etwa 20 Minuten bei 37 °C
im Warmeschrank inkubiert. Anschlielend wurde die Absorption bei 490 nm
gemessen (Fluostar Optima, BMG Labtech). Der Hintergrund (EZ-Losung+MTS)
wurde abgezogen. Dem Proliferationsassay liegt folgendes Prinzip zugrunde: MTS
wird durch mitochondriale Aktivitat der Zellen zu farbigem Formazan umgesetzt,
das im Kulturmedium I0slich ist. Man nimmt an, dass diese Reaktion in
metabolisch aktiven Zellen durch NADPH oder NADH katalysiert wird, das durch
Dehydrogenasen produziert wird (Berridge und Tan, 1993). Aus der
mitochondrialen Aktivitdt kann man auf die Anzahl an lebenden Zellen in Kultur
und damit auf eine Proliferation der Zellen schlieRen. Dieser Zusammenhang
beruht auf der Annahme, dass die aktiven Zellen in etwa gleich grof3 sind und eine

gleiche Mitochondrienaktivitat und -dichte aufweisen.

3.11 Farbung von Lipiden mit dem Farbstoff Nilrot

Nilrot (Invitrogen) ist ein Farbstoff, mit dem sich Lipide, vor allem neutrale

Lipidtropfchen, in Zellen anfarben lassen. Nilrot fluoresziert in polaren
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Losungsmitteln wesentlich schwacher als in unpolaren Umgebungen wie
Membranen oder Lipidtropfchen.

Um die Verteilung von Lipiden in humanen GZ zu untersuchen, wurden diese fur
24 h auf Deckgldschen mit H,O bidest. (Kontrolle)) DMSO (0,1 %), hCG
(10 1U/ml), DMSO (0,1 %) und hCG (10 IU/ml), Glibenclamid (10 uM) und hCG
(10 IU/ml) behandelt. Dann wurden die Deckglaschen mit PBS gewaschen und
anschlieend fur 10 Minuten mit 1 ml farblosem F12/DME (+)-Medium (1 yM
Nilrot/0,01 % DMSO) inkubiert. Anschliefend wurden die Deckglaschen nochmals
mit PBS gespllt und in der Badkammer (Delta T Dish, 0,17 mm, Bioptechs Inc.)
mit 500 ul farblosem F12/DME (+)-Medium versetzt. Die Messung erfolgte am
konfokalen Mikroskop TCS SP2 (Leica Microsystems) bei Anregungs- und
Emissionswellenlangen von 540 nm und 590 nm. Zur Auswertung wurde die
Fluoreszenzintensitat pro Zellflache bestimmt (Leica Confocal Software, Version

2.61, Leica Microsystems).

3.12 Fluoreszenzmikroskopische Messung des Membranpotentials

Anderungen des Membranpotentials kénnen anhand der Verteilung eines
Fluoreszenzfarbstoffs Uber die Plasmamembran beobachtet werden. Bei
Depolarisation dringt der anionische Farbstoff DIBAC4(3) leichter in die Zelle ein
und tritt mit intrazellularen Proteinen und Lipiden in Wechselwirkung. Dadurch
nimmt die Fluoreszenzintensitat zu. Bei Hyperpolarisation wird die Konzentration
des Farbstoffs in der Zelle geringer, die Fluoreszenzintensitat nimmt ab. Beim
anionischen  Fluoreszenzfarbstoff DIiBAC4(3) (Bis-(1,3-dibutylbarbitursaure)-
trimethinoxonol) (Molecular Probes) (Baczko et al., 2004; Langheinrich und Daut,
1997; Yamada et al., 2001) handelt es sich um einen Farbstoff, der im Vergleich
zu anderen anionischen Fluoreszenzfarbstoffen eine sehr hohe Sensitivitat
aufweist (1 %/mV, Angaben des Herstellers), was fur die Messung der relativ
kleinen Anderungen des Membranpotentials humaner GZ notwendig war.
DIiBAC4(3) verteilt sich jedoch nur relativ langsam durch die Membran (zeitliche
Auflésung etwa 30 s).

Far den Versuch wurden humane GZ, die 5 bis 10 Tage auf Deckglaschen
kultiviert worden waren, mit EZ-Losung mit DiBAC4(3) (600 nM) in der Badkammer
(Delta T Dish, 0,17 mm, Bioptechs Inc.) inkubiert und mit dieser Lésung auch

permanent umsplilt, bis eine gleichmafige Verteilung des Farbstoffs und damit ein
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stabiles Fluoreszenzsignal erreicht war. Somit sollten spatere mechanische
Effekte durch das Anstromen der Losungen vermieden werden. Anschlie3end
wurde die Fluoreszenzintensitat

- bei Zugabe von EZ-LAsung (mit DiIBAC4(3))

- bei Zugabe von Diazoxid (100 uM) bzw. Minoxidil (1 uM) gelést in EZ-

Lésung mit DiIBAC4(3)

- bei Zugabe von Glibenclamid (10 uM) gelost in EZ-Losung mit DIBAC4(3)
gemessen. Die Anderungen der Fluoreszenzintensitat wurden mit dem konfokalen
Mikroskop TCS SP2 und der Leica Confocal Software (Version 2.61, Leica
Microsystems) fur 30 Minuten alle 5 s bei Anregungs- und Emissionswellenlangen

von 488 nm und 520 + 20 nm gemessen.

3.13 Fluoreszenzmikroskopische Messung des mitochondrialen

Membranpotentials

DePsipher (5,5°,6,6"-Tetrachloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin;
R&D Systems) ist ein lipophiles Kation, das fur Messungen des mitochondrialen
Membranpotentials benutzt wird. Das Kation aggregiert bei Hyperpolarisation der
mitochondrialen Membran und zeigt dabei orange-rote Fluoreszenz. Die
Aggregate lassen sich an der punktférmigen Verteilung erkennen. Wenn das
mitochondriale Membranpotential zusammenbricht, liegen weniger Aggregate des
Farbstoffs im Mitochondrium vor und mehr Monomere. Die Monomere zeigen
grune Fluoreszenz und sind gleichmaRig verteilt. Die Fluoreszenzintensitat bei
einer Anregungswellenlange von 488 nm wurde am konfokalen Mikroskop
TCS SP2 (Leica Microsystems) in zeitlichen Abstanden von 10 s bestimmt. Dabei
wurde in einem Kanal die orange-rote Fluoreszenz (605 + 15nm) der
Farbstoffaggregate und im anderen Kanal die grune Fluoreszenz der Monomere
(530 + 15 nm) gemessen (Ishida et al., 2004). Die Werte wurden uber mehrere
Einzelzellen gemittelt. Als MaR fur Veranderungen des mitochondrialen
Membranpotentials wurde das Verhaltnis der grinen zur roten
Fluoreszenzintensitat (lsso/lsos) verwendet (Leica Confocal Software, Version 2.61,
Leica Microsystems).

Humane GZ auf Deckglaschen (zwischen Tag 5 und Tag 6) wurden mit DePsipher
(10 pyg/ml) in  Kulturmedium far 30 Minuten bei 37 °C/5 % CO, beladen.

AnschlieRend wurde das Deckglaschen mit EZ-Lésung gewaschen und in eine
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Badkammer (Delta T Dish, 0,17 mm, Bioptechs Inc.) mit EZ-Lésung Uberflihrt.
Zunachst wurde der Karp-Offner Diazoxid (100 uM) und anschlieRend der Kartp-
Inhibitor Glibenclamid (10 uM) appliziert. Danach wurde der Protonophor und
Entkoppler CCCP (Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon, Sigma-Aldrich) (2 uM)
appliziert.

3.14 Elektrophysiologie
3.14.1 Aufbau des Messplatzes

Damit die Patch-Clamp-Experimente erfolgreich durchgefuhrt werden konnten,
musste der Messplatz gegen mechanische Schwingungen gedampft sein. Daher
war die Patch-Apparatur an der AulRenwand des Gebaudes auf dem
schwingungsgedampften Tisch VH-3848-OPT-3 (Newport) aufgestellt.  Der
Arbeitstisch bestand aus zwei Stahlplatten, die Uber eine Druckluftregelung in der
Horizontalen ausbalanciert wurden. Auf dem Arbeitstisch befand sich das inverse
Mikroskop Axiovert 135 TV (Zeiss). Der Mikromanipulator Patchman (Eppendorf)
erlaubte Bewegungen von 157 nm-Schritten in alle Richtungen. Der Messplatz war
von einem Faradaykafig umgeben, um ihn gegen Einstreuungen
elektromagnetischer Wechselfelder abzuschirmen. Alle Kabel und Schlauche, die
vom Messplatz nach aulen fuhrten, wurden auf der Arbeitsplatte fixiert, um das
Auftreten mechanischer Schwingungen zu reduzieren. Um elektrisches Rauschen
zu minimieren, war die gesamte Apparatur ausgehend vom Erdungsanschluss des
Patch-Clamp-Verstarkers EPC 9 (Heka) mit Kupfergewebeband geerdet. Die
Rauschamplitude betrug etwa 1-2 pA.

3.14.2 Perfusionssystem

FUr die Messungen wurden Deckglaschen mit Zellen, die wie oben beschrieben
prapariert worden waren, in eine als Badkammer verwendete Petrischale
(g 35 mm) gelegt. Die Deckglaschen wurden durch kurzes Andricken mit einer
Pinzette fixiert, um ein Verrutschen wahrend der Messung zu vermeiden. Der Zu-
und Ablauf verschiedener Losungen erfolgte mit einem doppelt angelegten
Perfusionssystem. Die Applikations- und Absaugkanilen wurden manuell in
unmittelbarer Nahe der zu untersuchenden Zellen positioniert. Fur Inside-Out-

Messungen wurden die Zu- und Ablaufe etwas oberhalb der Zellen positioniert.
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Testlosungen wurden mit Hilfe der Mehrkanalapplikationsnadel und des
Substanzzulaufsystems ValvelLink8 (AutoMate Scientific/Science Products)
zugegeben. Durch das Drucksteuergerat MPCU-3 (Lorenz) konnte die
Zulaufgeschwindigkeit der  Testldsungen reguliert werden. Auf der
gegenuberliegenden Seite gab es eine Kanile zum Absaugen der Testldsungen.
Die Geschwindigkeit der Absaugung wurde Uber die Spritzenpumpe 540120 (TSE)
eingestellt. Um den FlUssigkeitsspiegel in der Badkammer stets konstant zu halten
und somit eine Storung der Messung zu vermeiden, wurde ebenfalls Uber die
Spritzenpumpe mit einer zweiten Applikationskantle, die tiefer in die Badldsung
tauchte, standig frische EZ-L6sung pulsfrei zugeflhrt. Vor Beginn einer Messung
wurde Uberschussige Badlosung an der Oberflache mit einer Membranpumpe
N86KN.18 (Roth) abgesaugt. Dadurch konnten gleichzeitig Staubteilchen entfernt
werden, welche die Spitze der Patchpipette beim Eintauchen in die Ldsung

eventuell kontaminiert und die Messung behindert hatten.

3.14.3 Elektroden

Um Strome uber die Zellmembranen zu messen, wurden Ag/AgCI-Elektroden
verwendet. Die Messelektrode sollte gleichmaliig chloriert sein und musste, wenn
der Uberzug nicht mehr durchgéngig war, neu chloriert werden, um systematische
Messfehler auszuschlieRen. Dazu wurde ein Silberdraht (<& 0,5 mm) zunachst mit
NHs (25 %) gereinigt und anschlielend dessen Oberflache mit Salpetersaure
(30 %) angeatzt. Danach wurde er in Salzsaure (0,1 M) getaucht. Die zu
chlorierende Elektrode wurde mit dem Pluspol (Anode, Oxidation), ein Hilfsdraht
mit dem Minuspol (Kathode) verbunden. Bei 4 V Gleichspannung wurde ein Strom
von 10 mA fur etwa 10 Minuten angelegt, bis sich auf der Oberflache erst ein
schwarzer und kurz darauf ein mattgrauer Belag bildete.

Als Referenzelektrode diente eine gesinterte Ag/AgCl-Elektrode (Science
Products). Die Referenzelektrode tauchte in EZ-Lésung und stand Uber eine
Agarbrucke (2 % Peqgold-Agarose in KCI-Losung (150 mM)) mit der Badlosung in
Verbindung.

3.14.4 Patch-Pipetten

Um einen Gigaseal, d.h. eine optimale Abdichtung zwischen Zellmembran und

Messpipette, erreichen zu koénnen, mussten Pipettenspitzen mit entsprechend
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kleinem Durchmesser hergestellt werden. Dazu wurden Glaskapillaren aus
Borosilikatglas GB150-8P (Science Products) verwendet, die auf dem
Universalpuller DMZ (Zeitz, Augsburg) in drei Arbeitsschritten ausgezogen
wurden. Um einen geringen Pipettenwiderstand zu erzielen, wurde der Puller so
eingestellt, dass relativ konstant Pipettenspitzen mit einem Durchmesser von etwa
1 um hergestellt werden konnten. Im Anschluss an das Ziehen der Pipetten wurde
die Spitze durch den Puller hitzepoliert, um scharfe Kanten, die durch das
Auseinanderbrechen der Kapillare entstanden sein konnten, glatt zu schmelzen.

Die Pipetten wurden anschliefend mit intrazellularer Losung beflllt. Dazu wurde
die Spitze in filtrierte Losung eingetaucht und es wurde Uber eine Spritze mit
angelegtem Schlauch ein Unterdruck erzeugt. Anschlielend wurde die Pipette mit
Hilfe einer Befullnadel etwa bis zur Halfte beflllt und in den Pipettenhalter
eingesetzt, so dass die Ag/AgCI-Elektrode schlielllich gerade in die Ldsung
eintauchte. Ein zu hohes Fullvolumen wurde vermieden, um zu verhindern, dass
die 1Z-Lésung im Pipettenhalter Uberlaufen und dadurch moglicherweise

Kriechstrome hervorrufen konnte.

3.14.5 Messung

Um ein Verstopfen der Pipette mit eventuell vorhandenen Staubteilchen in der EZ-
Ldsung zu vermeiden, wurde durch ein Druckregelsystem vor dem Eintauchen in
die Badldsung ein Uberdruck von 3 bis 8 cm Wassersdule am hinteren
Pipettenende angelegt. Durch einen automatisch angelegten Spannungspuls
wurden bis zur Herstellung der Whole-Cell-Konfiguration die elektrischen
Parameter der Pipette und der Zelle mitverfolgt. Beim Eintauchen in die EZ-
Ldésung der Badkammer sollte sich ein Pipettenwiderstand von 2 bis 5 MQ
ergeben. Der Widerstand sollte auch noch in diesem Bereich liegen, wenn sich die
Pipette nach optisch kontrollierter Annaherung in unmittelbarer Nahe der Zelle
befand. In dieser Position wurden Offset-Potentiale korrigiert. Nun erfolgte die
Annaherung der Pipette an die Zellmembran im Stepmodus. Hierbei wurde die
Audiomonitorfunktion zu Hilfe genommen, um die leichte Zunahme des
Widerstands akustisch verfolgen zu konnen. Dies war hilfreich, um bei den sehr
flachen humanen GZ die Pipette rechtzeitig anhalten zu kdnnen. Wenn sich der
Widerstand um etwa 1 MQ erhéht hatte, wurde der Uberdruck verringert bzw. ein

Unterdruck von 15 bis 20 cm Wassersaule angelegt, was nach kurzer Zeit zu
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einem sprunghaften Anstieg des Widerstandes auf mehrere GQ (sog. Gigaseal)
fuhrte. Nach kurzem Abwarten konnte die Zelle im On-Cell-Modus gemessen
werden oder sofort in den Whole-Cell-Modus Ubergegangen werden. Um die
Whole-Cell-Konfiguration zu erreichen, wurde ein kurzer Spannungspuls (700-
1000 mV fur 100 ps) angelegt und gleichzeitig mit Hilfe einer Spritze (100 ml) ein
kurzer und schneller Unterdruck erzeugt, der zum Durchbrechen der Membran
fUhrte, was an einer Zunahme des transienten kapazitiven Stroms erkennbar war.

Fur die Inside-Out-Messungen wurde als Badlésung EZ-LOosung und als
Pipettenldsung 1Z-Losung verwendet. Zum Erreichen der Inside-Out-Konfiguration
wurde zunachst wie oben beschrieben ein On-Cell-Patch hergestellt. Wenn der
Gigaseal stabil war, wurde die Pipette durch den Mikromanipulator rasch von der
Zelle weg nach oben bewegt. Dabei bildete sich ein kleines Vesikel. Nach kurzem
Abwarten in der Losung wurde der Patch aus der Losung hinausbewegt und nach
etwa 3s wieder in die Loésung eingetaucht, wodurch eine Seite der
Vesikelmembran durchriss. Die Innenseite des intakten Membransticks war nun
zur Badlosung und die Aufenseite zur Pipettenlosung gewandt. Der Gigaseal

blieb erhalten und die Zelle konnte nun im Inside-Out-Modus gemessen werden.

3.14.6 Messprotokolle

Fur die dargestellten elektrophysiologischen Messungen wurden verschiedene
Spannungssequenzen zur elektrischen Stimulation der Zellen verwendet. Im
Whole-Cell- und im Inside-Out-Modus wurden Potentiale von —80 mV bis +80 mV
mit einer Schrittweite von 10 mV und einer Pulsdauer von jeweils 200 ms angelegt
(Abbildung 3.1).

+80 mV

0mV

-80 mV

200 ms

Abbildung 3.1: Pulsprotokoll fiir Whole-Cell- und Inside-Out-Messungen. Potentiale von —80 mV bis
+80 mV mit einer Schrittweite von 10 mV und einer Pulsdauer von jeweils 200 ms.
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3.14.7 Software und Auswertung

Zur Aufnahme und Auswertung der elektrophysiologischen Messungen wurde das
Programm Pulse (Heka) verwendet. Zur Auswertung der Daten diente das
Programm Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Zur Auswertung der Inside-Out-Messungen wurden aus den aufgenommenen
Stromspuren die Einzelkanalamplituden abgelesen und gegen die angelegte
Spannung aufgetragen. Die angelegten Spannungen wurden um den Wert des
Liquid Junction Potentials (+16 mV; Kunz et al., 2006a) korrigiert. Das Anlegen
einer Ausgleichsgeraden durch diese Punkte und Ermittlung der Steigung lieferte
die Einzelkanalleitfahigkeit in Siemens [S].

Zur Auswertung der Whole-Cell-Messungen wurden die registrierten Strome
gegen die angelegten Spannungen aufgetragen. Den sich daraus ergebenden
Punkten wurde ein Ausgleichspolynom 3. Grades (I/V-Kennlinie) angepasst. Aus
dem Nulldurchgang (I = 0 A) dieser I/V-Kennlinie ergab sich das Membranpotential

der Zelle.
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4. Ergebnisse

4.1 Molekularbiologische Charakterisierung
4.1.1 Identifikation des Katp in humanen GZ und im humanen Ovar

Zur Untersuchung der molekularen ldentitat der Untereinheiten des Karp wurden
zunachst RT-PCR-Versuche durchgefuhrt. Die mRNA wurde dabei aus der
Gruppe ,normaler” humaner GZ gewonnen, die vier Tage in Kultur waren. Nach
der RT erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern fur die Kir6.x- und SUR-
Untereinheiten. Um die Primer und die PCR-Bedingungen zu uberprifen, wurden
PCR-Versuche mit cDNA aus kommerziell erhaltlichen Proben unterschiedlicher
Gewebe durchgefuhrt, in denen die verschiedenen Untereinheiten des Katp
beschrieben sind. Dabei konnten die Kir6.1- und die SUR 2B-Untereinheit in
cDNA vom glatten Muskel im Dinndarm (Abbildung 4.1 und 4.5), die Kir 6.2- und
die SUR 1-Untereinheit in cDNA vom Pankreas (Abbildung 4.2 und 4.3) und die
SUR 2A-Untereinheit in cDNA vom Herzen (Abbildung 4.4) nachgewiesen werden.
In cDNA des Ovars liel3en sich die Untereinheiten Kir 6.1 und SUR 2B, in geringer
Menge auch Kir 6.2 und SUR 1, nicht jedoch SUR 2A nachweisen. In humanen
GZ lieR sich stets mRNA der Kir6.1- Untereinheit (Abbildung 4.1)
(n =5 Zellchargen) (Kunz et al., 2006b) nachweisen. Von den drei mdglichen
SUR-Untereinheiten enthielten alle Proben humaner GZ mRNA der SUR 2B-
Untereinheit (Abbildung 4.5) (n = 5 Zellchargen) (Kunz et al., 2006b). Messenger
RNA der SUR 1- und der SUR 2A-Untereinheit lie® sich in humanen GZ nicht
nachweisen. FUr die Kir6.2-Untereinheit lie sich in RT-PCR-Versuchen an
humanen GZ eine schwache Bande erkennen. Um die Identitat der PCR-Proben
zu bestatigen, wurden diese aufgereinigt und mit Hilfe der entsprechenden Primer
sequenziert (jeweils 5 x durchgefuhrt). Sowohl bei den Kir 6.x- als auch bei den
SUR-Untereinheiten war die Sequenz im amplifizierten Bereich mit der in der

GenBank angegebenen identisch.
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387 bp
182 bp
Gm Ov -hCG +hCG N P Ov -hCG +hCG N
Abbildung 4.1:  Amplifizierung der Karp- Abbildung 4.2:  Amplifizierung der Karp-

Untereinheit Kir 6.1 aus humaner cDNA des
Glattmuskels (Gm) und des Ovars (Ov) und
aus mRNA kultivierter humaner GZ ohne
(-hCG) oder mit hCG-Behandlung (+hCG)
(10 IU/ml, Tag 3 fiir 24 h). Negativkontrolle,
H,0 (N).

291 bp

P Ov -hCG+hCG N

Abbildung 4.3: Katp-
Untereinheit SUR 1 aus humaner cDNA des
Pankreas (P) und des Ovars (Ov) und aus
mRNA kultivierter humaner GZ ohne (-hCG)
oder mit hCG-Behandlung (+hCG) (10 IU/ml,
Tag 3 fiir 24 h). Negativkontrolle, H,O (N).

Amplifizierung  der

362 bp

Gm Ov -hCG +hCG N

Abbildung 4.5: Katp-
Untereinheit SUR 2B aus humaner cDNA des
Glattmuskels (Gm) und des Ovars (Ov) und
aus mRNA kultivierter humaner GZ ohne
(-hCG) oder mit hCG-Behandlung (+hCG)
(10 IU/ml, Tag 3 fiir 24 h). Negativkontrolle,
H,0 (N).

Amplifizierung  der

Untereinheit Kir 6.2 aus humaner cDNA des
Pankreas (P) und des Ovars (Ov) und aus
mRNA kultivierter humaner GZ ohne (-hCG)
oder mit hCG-Behandlung (+hCG) (10 1U/ml,
Tag 3 fiir 24 h). Negativkontrolle, H,O (N).

359 bp

H Ov -hCG+hCG N

Abbildung 4.4: Kate-
Untereinheit SUR 2A aus humaner cDNA des
Herzens (H) und des Ovars (Ov) und aus
mRNA kultivierter humaner GZ ohne (-hCG)
oder mit hCG-Behandlung (+hCG) (10 IU/ml,
Tag 3 fiir 24 h). Negativkontrolle, H,O (N).

Amplifizierung  der

Die humanen GZ wurden an Tag 3 fur 24 h mit oder ohne hCG (10 IU/ml)

behandelt. Es sollte untersucht werden, ob diese Behandlung eine Veranderung
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der mMRNA-Menge zur Folge hat. Mit Hilfe einer semiquantitativen
densitometrischen Auswertung wurde die Menge der PCR-Produkte der Katp-
Untereinheiten auf die von (B-Aktin derselben Probe bezogen. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen in der mRNA-Menge von Kir6.1 und SUR 2B
zwischen unbehandelten und mit hCG behandelten humanen GZ festgestellt
werden (Abbildung 4.6) (n = 5 Zellchargen).

Aktin  Kir6.1 Aktin SUR 2B
+ -+ + -+

hCG hCG hCG hCG

Abbildung 4.6: Nachweis der Kir 6.1- und SUR 2B-Untereinheit (ohne oder mit hCG-Behandlung
(10 IU/ml) ( —hCG, +hCG)) und semiquantitativer Vergleich mit B-Aktin (ohne oder mit hCG-
Behandlung (10 IU/ml) (-hCG, +hCG)).

4.1.2 Identifikation des Katp im CL und Ovar des Rhesusaffen

Es wurden RT-PCR-Experimente mit cDNA-Material aus dem CL des Rhesusaffen
(Macaca mulatta) durchgefuhrt. In diesen Proben wurde mit Hilfe der humanen
Primer die mRNA der Kir6.1- und der SUR 2B-Untereinheit (Abbildung 4.7)

nachgewiesen (n = 4 cDNA-Proben).

Kir 6.1 SUR 2B
362 bp
182 bp
Affen CL Affen CL
Tag1 Tag10 N Tag1l Tag10 N

Abbildung 4.7: Nachweis der Kir 6.1- und SUR 2B-Untereinheit in cDNA-Material des CL des
Rhesusaffen an Tag 1 und Tag 10 nach der Ovulation. Negativkontrolle, H,0O (N).

Vier PCR-Proben wurden jeweils sequenziert. Die Sequenzen der Kir 6.1- und
SUR 2B-Untereinheiten des Rhesusaffen wurden in der GenBank unter folgenden
Accession-Nummern veroffentlicht: Kir 6.1: DQ869083, SUR 2B: DQ866819. In
dem sequenzierten Genabschnitt konnten im Vergleich zu den humanen
Sequenzen der Kir6.1- und SUR 2B-Untereinheiten (NM_004982 und

NM_020297) mehrere Basenaustausche festgestellt werden. Wie aus
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Abbildung 4.8 ersichtlich, fihrt dies an der Stelle a zu keiner Veranderung der
Aminosauresequenz, an der Stelle b jedoch zum Austausch von Glycin (human,
Position 114) zu Serin (Affe) im Kir 6.1-Protein (GenBank Accession-Nummer der
Proteinsequenz der humanen Kir 6.1-Untereinheit: NP_004973). An der Stelle ¢
fuhrt der Basenaustausch zum Austausch von Glutamin (human, Position 1536)
zu Arginin (Affe) und an der Stelle d zum Austausch von Asparagin (human,
Position 1538) zu Aspartat (Affe) im SUR 2B-Protein (GenBank Accession
Nummer der Proteinsequenz der humanen SUR 2B-Untereinheit: NP_064693).

A. Kir 6.1-Untereinheit

a

Leu Phe Ala lle Met Trp Trp Leu Val Ala Phe Ala His Gly Asp lle Tyr Ala Tyr Met 105
Human: TG CTC TTC GCT ATC ATG TGG TGG CTG GTG GCC TTT GCC CAT GGG GAC ATC TAT GCT TAC ATG
Ovar M. mulatta: GAT

b
Glu Lys Ser Gly Met Glu Lys Ser Gly Leu Glu Ser Thr Val Cys Val Thr Asn Val Arg Ser 126

Human: GAG AAA AGT GGA ATG GAG AAA AGT GGT TTG GAG TCC ACT GTG TGT GTG ACT AAT GTC AGG TCT
Ovar M. mulatta: AGT
Ser
Phe Thr Ser Ala Phe Leu Phe Ser lle Glu Val Gin Val Thr lle Gly Phe Gly 144
Human: TTC ACT TCT GCT TTT CTC TTC TCC ATT GAA GTT CAA GTT ACC ATT GGG TTT GGA G

Ovar M. mulatta:

B. SUR 2B-Untereinheit

a
Arg Thr WVal Val Thr Met Ala His Arg Val His Thr lle Leu Thr Ala Asp Leu WVal lle WVal 1518

Human: CGG ACC GTG GTG ACA ATG GCT CAT CGA GTA CAC ACT ATT CTG ACG GCA GAC CTG GTT ATT GTG
Ovar M. mulatta: CTC
c d
Met Lys Arg Gly Asn lle Leu Glu Tyr Asp Thr Pro Glu Ser Leu Leu Ala GIn Glu Asn Gly 1539
Human: ATG AAG CGA GGA AAT ATT TTA GAA TAT GAC ACT CCA GAAAGC CTC TTG GCT CAG GAA AAT GGA
Ovar M. mulatta: CGG GAT
Arg Asp
Val Phe Ala Ser Phe Val Arg Ala 1547
Human: GTA TTT GCT TCT TTT GTT CGC GC

Ovar M. mulatta:

Abbildung 4.8: Vergleich der Sequenzen der Kir 6.1-und SUR 2B-Untereinheiten von Mensch und
Rhesusaffe (M. mulatta) (GenBank Accession-Nummern der humanen Sequenzen: Kir 6.1:
NM_004982 und NP_004973 und SUR 2B: NM_020297 und NP_064693).
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4.1.3 Nachweis und Lokalisation der Katp-Untereinheiten auf Proteinebene
4.1.3.1 Western Blot

Mit Hilfe von Western Blot-Experimenten wurden die Katp-Untereinheiten Kir 6.1
und SUR 2B in humanen GZ auf Proteinebene nachgewiesen (Abbildung 4.9)
(Kir 6.1: n =4 Zellchargen; SUR 2B: n = 3 Zellchargen). Das Protein wurde daftr
aus humanen GZ gewonnen, die an Tag 3 fur 24 h mit oder ohne hCG (10 1U/ml)
behandelt worden waren. Sowoh! fur die Kir6.1- als auch fur die SUR 2B-
Untereinheit wurden jeweils mehrere Banden detektiert. Fir Kir 6.1 (erwartete
Grolle der Bande = 48 kDa) waren vier Banden zu erkennen, die etwa 75 kDa, 65-
70 kDa, 45-50 kDa und 20 kDa grof3 waren. Fur SUR 2B (erwartete GrofRe der
Bande = 174 kDa) waren vier Banden mit den Grof3en von etwa 100 kDa, 75 kDa,
55 kDa und etwa 45 kDa zu erkennen. Die Farbungen sind als spezifisch zu
betrachten, da sie mit dem Peptid, mit dem die Immunisierung durchgefiihrt
worden war, blockiert werden konnten (Praadsorption). In der semiquantitativen
Auswertung (siehe Abschnitt 3.3) konnte keine Veranderung in der Proteinmenge
der Kir 6.1- und SUR 2B-Untereinheiten erkannt werden, wenn die Zellen mit hCG

behandelt worden waren (Kir 6.1: n = 4 Zellchargen; SUR 2B: n = 3 Zellchargen).

Kir 6.1 Praadsorption SUR 2B Préaadsorption
105 kDa s 105 kDa e
75 kDa | 75 kDa — =
50 kDa P 50 kDa mumm ——
35 kDa s 35 kD2 s
-— -
-hCG +hCG -hCG +hCG -hCG +hCG -hCG +hCG

Abbildung 4.9: Nachweis der Kir 6.1- und der SUR 2B-Untereinheit in humanen GZ ohne oder mit
hCG-Behandlung (10 IU/ml, Tag 3 fiir 24 h) (-hCG, +hCG). Jeweils rechts daneben Kontrolle nach
Prdadsorption des Antikérpers mit Peptid, ebenfalls ohne oder mit hCG-Behandlung (10 IU/ml,
Tag 3 fiir 24 h) (-hCG, +hCG).

4.1.3.2 Immunzytochemie

In immunzytochemischen Versuchen an kultivierten humanen GZ wurden die
Kir 6.1- (Abbildung 4.10) und die SUR 2B-Untereinheit (Abbildung 4.11)
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nachgewiesen (n = jeweils 2 Zellchargen). Wie anhand des Vergleichs mit dem
entsprechenden Durchlichtbild zu erkennen ist, waren alle humanen GZ gefarbt.
Humane GZ, die ohne Erstantikdrper (Kontrolle) und solche, die mit Normalserum
(Spezies des Erstantikdrpers, Kaninchen) behandelt worden waren, zeigten keine

Farbung. Die Spezifitat der Reaktion wurde auflerdem durch Praadsorption der

Antikorper mit dem fur die Immunisierung benutzten Peptid gezeigt.

Abbildung 4.10: Nachweis der Kir 6.1-Untereinheit in immunzytochemischen Versuchen in
humanen GZ. Experiment mit Erstantikérper (1:500) (Kir 6.1, Skalierungsbalken: 150 um, darunter
Durchlichtbild). Kontrollexperiment ohne Erstantikdrper (Ko); Skalierungsbalken: 50 um, darunter
Durchlichtbild), Kontrollexperiment Normalserum Kaninchen (Ko Ns, Skalierungsbalken: 75 um,
darunter Durchlichtbild), Kontrollexperiment nach Prédadsorption des Antikérpers mit Peptid 1:10
(Pep 10, Skalierungsbalken: 75 um) und Kontrollexperiment nach Préadsorption des Antikbrpers
mit Peptid 1:100 (Pep 100, Skalierungsbalken: 75 um).
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Abbildung 4.11: Nachweis der SUR 2B-Untereinheit in immunzytochemischen Versuchen an
humanen GZ. Kontrollexperiment ohne Erstantikérper (Ko, darunter Durchlichtbild), Erstantikbrper
(1:5000) (SUR 2B). Kontrollexperiment nach Prdadsorption des Antikérpers mit Peptid (Pep).
Skalierungsbalken: 150 um.

4.1.3.3 Immunhistochemie

Die Kir6.1- und die SUR 2B-Untereinheit konnten in GZ in frihen
Entwicklungsstadien des Follikels und in Graaf'schen Follikeln ebenso wie im CL
in den dort befindlichen Lutealzellen nachgewiesen werden (Abbildung 4.12 und
4.13). Dies galt fur Affe und Mensch. Die Glattmuskelzellen im Affenuterus und die
Glattmuskelzellen in Gefalken im humanen Ovar waren ebenfalls spezifisch
gefarbt, wie es fur den Karp in Glattmuskelzellen beschrieben wurde (Teramoto,
2006), und dienten somit als Positivkontrolle. Die Spezifitat der Antikorper wurde
durch Praadsorption mit dem Peptid, das fur die Immunisierung verwendet worden
war, gezeigt. Farbungen mit einem Antikérper, der gegen das Kir 6.2-Protein
gerichtet war, ergaben in Glattmuskelzellen in Gefallen keine spezifische

Reaktion.
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Abbildung 4.12: Immunhistochemischer Nachweis der Kir 6.1-Untereinheit an Schnitten aus dem
Ovar des Menschen. Darin sind der Glattmuskel in Gefé8en (Pfeile) (Gm, Skalierungsbalken:
100 um), Granulosazellen des antralen Follikels (Pfeil) (F, Skalierungsbalken: 200 um) und
Lutealzellen des CL zu erkennen (CL, Skalierungsbalken: 200 um). Kontrollfdrbung im CL ohne
Erstantikérper (Ko, Skalierungsbalken: 100 um). Kontrollfdrbung im CL nach Prdadsorption des
Antikérpers mit Peptid (Pep, Skalierungsbalken: 100 um). Immunhistochemischer Nachweis der
Kir 6.1-Untereinheit an einem Schnitt aus dem Uterus des Rhesusaffen. Zu erkennen sind
Glattmuskelzellen des Myometriums (M, Skalierungsbalken: 100 um).
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Abbildung 4.13: Immunhistochemischer Nachweis der SUR 2B-Untereinheit an Schnitten aus dem
Ovar des Menschen. Darin sind Granulosazellen des antralen Follikels (Pfeil) (F,
Skalierungsbalken: 200 um) und Lutealzellen des CL zu erkennen (CL, Skalierungsbalken:
100 um). Kontrollfdrbung ohne Erstantikérper (Ko, Skalierungsbalken: 200 um), Kontrollféarbung
nach Préadsorption des Antikérpers mit Peptid (Pep, Skalierungsbalken: 200 um).
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Pep

Abbildung 4.14: Immunhistochemischer Nachweis der SUR 2B-Untereinheit an Schnitten aus dem
Uterus des Rhesusaffen. Zu erkennen sind Glattmuskelzellen des Myometriums (M,
Skalierungsbalken: 200 um). Nachweis der SUR 2B-Untereinheit in Granulosazellen des Follikels
(F, Skalierungsbalken: 200 um) und in Lutealzellen des CL im Affenovar (CL, Skalierungsbalken:
50 um). Kontrollfdrbung ohne Erstantikérper (Ko, Skalierungsbalken: 200 um), Kontrollféarbung
nach Prdadsorption des Antikérpers mit Peptid (Pep, Skalierungsbalken: 200 um).

4.1.4 Identifikation des Katp in GZ von Patientinnen mit PCOS

In humanen GZ von Patientinnen mit PCOS wurde ebenfalls die mRNA der
Kir 6.1- und der SUR 2B-Untereinheit nachgewiesen (Abbildung 4.15), womit der
Katp in diesen Zellen die gleiche Zusammensetzung hat wie in GZ ,normaler®
Patientinnen (n = 5 Zellchargen). Die Behandlung humaner GZ mit hCG flhrte zu
keiner signifikanten Veranderung der mRNA-Menge der Untereinheiten in Zellen

von Patientinnen mit PCOS.

Kir 6.1 SUR 2B
362 bp
182 bp

-hCG +hCG N

-hCG +hCG N

Abbildung 4.15: Nachweis der Kir 6.1- und SUR 2B-Untereinheit aus mRNA kultivierter humaner
GZ von Patientinnen mit PCOS, jeweils ohne oder mit hCG-Behandlung (10 IU/ml, Tag 3 fiir 24 h
(-hCG, +hCG)). Negativkontrolle, H,0O (N).

4.2 Untersuchung einer moglichen intrazellularen Lokalisation des Karp
4.2.1 Immungoldfarbungen

In Kardiomyozyten wurde ein intrazellularer Katp in der mitochondrialen Membran
(mitoKatp), beschrieben (Garlid et al., 1996; Garlid et al., 2003; Gross und Fryer,
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1999; Liu et al., 1998). Um diese mdgliche Lokalisation des Karp in humanen GZ
zu untersuchen, wurden zunachst Immungoldfarbungen an Ultradinnschnitten
humaner GZ mit anschlieRender Betrachtung im Elektronenmikroskop
durchgefuhrt. Hierbei wurden die Kir6.1- und die SUR 2B-Untereinheit
nachgewiesen. Die Lokalisation des Katp in humanen GZ beschrankte sich auf die
Zellmembran (Abbildung 4.16). Durch Praadsorption mit dem zur Immunisierung
verwendeten Peptid lieR sich die Spezifitdt des Antikorpers zeigen (nicht
dargestellt). Gelegentliche Markierungen des Zytoplasmas und der Zellorganellen
waren unspezifisch und traten in gleichem Male auch bei Kontrollen (kein

Erstantikérper bzw. Praadsorption) auf.
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Abbildung 4.16: Nachweis der Kir 6.1- und der SUR 2B-Untereinheit in der Plasmamembran

humaner GZ mit Hilfe von Immungoldférbung. Skalierungsbalken: 100 nm.

4.2.2 Funktionelle Untersuchungen einer moglichen intrazellularen

Lokalisation des Katp

Um die Ergebnisse der Immungoldfarbungen auch auf funktioneller Ebene zu
Uberpriifen, wurden Anderungen des Membranpotentials der Mitochondrien durch
Applikation von Karp-Modulatoren mit Hilfe des Fluoreszenzreagenzes DePsipher
gemessen. Das Offnen des mitochondrialen Katp wiirde zu einem K*-Einstrom aus
dem Zytoplasma in die Mitochondrien und dadurch zu einer Depolarisation der
inneren mitochondrialen Membran flhren, was sich an einem Anstieg des
Verhaltnisses der Griun/Rot-Fluoreszenzintensitat zeigen wirde. Die Applikation
von Glibenclamid oder Diazoxid hatte jedoch keinen Einfluss auf das Verhaltnis

der Grin/Rot-Fluoreszenzintensitat, was bedeutete, dass sich das mitochondriale
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Membranpotential nicht anderte. Die Entkopplung des mitochondrialen
Membranpotentials durch den Protonophor CCCP am Ende des Experiments
fuhrte zu einem steilen Anstieg des Verhaltnisses der Grin/Rot-
Fluoreszenzintensitat, was den Anstieg der Zahl an depolarisierten Mitochondrien
anzeigte (Abbildung 4.17 und 4.18) (n = 4 Zellchargen).
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Abbildung 4.17: Verédnderung des Abbildung 4.18:  Verdnderung  der
mitochondrialen Membranpotentials nach Gabe Fluoreszenzintensitdt in humanen GZ

von EZ-L6sung, Diazoxid (100 uM), Glibenclamid vor (a) und nach (b) der Gabe des
(10 uM) und CCCP (2 uM). Dargestellt ist das Entkopplers CCCP bei einer
Verhéltnis der Griin/Rot-Fluoreszenzintensitéat Wellenldnge von 530 nm (Is3) und
(Is30/lsos) in  Abhéngigkeit von der Zeit (t). 605 nm (lg05) gemessen.

Exemplarisch ist die Messung einer Zellcharge

gezeigt (liber sechs Zellen gemittelt).

Zusammen mit den Immungoldversuchen lasst sich ein mitochondrialer Karp
sowohl auf funktioneller als auch auf Proteinebene ausschliefen. Der Katp ist

somit in humanen GZ ausschliel3lich in der Plasmamembran lokalisiert.

4.3 Funktioneller Nachweis
4.3.1 Charakterisierung des Katp durch Einzelkanalmessungen

Es wurden Einzelkanalmessungen in der Inside-Out-Konfiguration bei
symmetrischer, hoher K*-Konzentration (130 mM K*) und angelegten Potentialen
von —80 mV bis +80 mV bei einer Pulsdauer von 200 ms durchgefuhrt (siehe
Abbildung 3.1). Die entsprechenden resultierenden Strome sind in Abbildung 4.19

dargestellt. Da in der 1Z-Lésung eine hohe K*-Konzentration und eine niedrige CI-
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Konzentration vorlag, musste es sich bei dem gemessenen Strom um einen K-
Strom handeln. Wurden die Stromamplituden gegen die entsprechende Spannung
aufgetragen, so ergab sich aus der Steigung dieser Geraden die
Einzelkanalleitfahigkeit (Abbildung 4.20). FUir negative Potentiale lag eine
Einzelkanalleitfahigkeit von 43,5 £ 16,0 pS (SD) (n = 5 Zellen, n = 8 Messspuren)
vor. Die Stromamplitude war bei negativen Potentialen grofer als bei den
entsprechend positiven Potentialen (Abbildung 4.19). Dieses Phanomen wird als

Einwartsgleichrichtung bezeichnet.

B0 ™A i bt i P o bt P e enatid 4 B0 MV

Vr (mV)
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Abbildung 4.19: Stromspuren am Beispiel einer Abbildung 4.20: 1/V-Kennlinie des
Messung in der Inside-Out-Konfiguration bei Karp bei symmetrischer, hoher K'-
symmetrischer, hoher K'-Konzentration (130 mM K°) Konzentration (130 mM K*). Aus
und angelegten Spannungen von —80 mV - +80 mV der Steigung der I/V-Kennlinie
(nicht alle Spuren sind gezeigt). Darunter: ergibt sich eine Einzelkanal-
VergréBerung einer einzelnen  Stromspur mit leitfahigkeit von 43,5 + 16,0 pS.
geschlossenem (g) und offenem (o) Zustand des

Kanals.

Aulerdem wurde die Auswirkung von ATP und ADP auf den Katp in humanen GZ
untersucht. Hierbei wurden die Zellen ebenfalls in der Inside-Out-Konfiguration
gemessen. Es wurde nacheinander 1Z-Lésung, ATP (1 mM) und ADP (3 mM)
appliziert. Die freie Mg®*-Konzentration in der 1Z-Lésung wurde nach Féhr et al.
(1993) berechnet und betrug etwa 300 uM. Bei zwei Patches konnte bei Zugabe
von IZ-Lésung ein einzelner K*-Kanal mit einer Einzelkanalleitfahigkeit des Katp
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gemessen werden. Bei Applikation von ATP konnte beobachtet werden, das die
Aktivitat dieses Kanals signifikant reduziert war. In einem dieser Versuche konnte
bei der anschlielenden Applikation von ADP wieder eine erhohte Kanalaktivitat
beobachtet werden (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Beispiel einer Stromspur in der Inside-Out-Konfiguration bei Applikation von IZ-
Lésung, ATP (1 mM) und ADP (3 mM) und angelegter Spannung von —80 mV. Zu erkennen ist
eine verringerte Kanalaktivitit bei Applikation von ATP im Vergleich zu I1Z und ADP.

4.3.2 Einfluss des Katp auf das Membranpotential

Um die Funktionalitat des Karp und seinen Einfluss auf die Regulation des
Membranpotentials zu untersuchen, wurden elektrophysiologische
Untersuchungen in der Whole-Cell-Konfiguration durchgefihrt. Die mittlere
Kapazitat der Zellen lag bei 48 £ 19 pF (SD) (n = 10 Zellen). Die gemessenen
Zellen waren zwischen 2 und 10 Tagen in Kultur.

FUr Messungen in der Whole-Cell-Konfiguration wurden isolierte Zellen verwendet,
um mogliche Stérungen durch benachbarte Zellen zu vermeiden. Dies war
notwendig, weil humane GZ untereinander intensiv uber Gap Junctions elektrisch
gekoppelt sind.

Die Wirkung spezifischer Pharmaka auf das Membranpotential wurde durch
Applikation von EZ-Loésung, Diazoxid (100 yM) und Glibenclamid (10 uM)
untersucht. Durch die Applikation des Karp-Offners Diazoxid konnte keine
Veranderung des Membranpotentials beobachtet werden. Durch anschliellende
Gabe des Karp-Inhibitors Glibenclamid kam es zur Depolarisation der
Plasmamembran um 9,0 £ 1,9 mV (SD) in etwa 10 % der gemessenen humanen
GZ (Abbildung 4.22) (n = 6 Messungen an 6 Zellen; P (Student t-Test) < 0,0001).
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Abbildung 4.22: Aufzeichnung der Anderung des Membranpotentials humaner GZ nach Gabe von
Diazoxid (100 uM) und Glibenclamid (10 uM). Glibenclamid fiihrte zu einer Depolarisation von
9,0+ 1,9mV (SD). Das Membranpotential Vr wurde in Whole-Cell-Messungen aus dem
Umkehrpotential der I/V-Kennlinie (siehe Abschnitt 3.14.7) ermittelt. Das Membranpotential zum
Zeitpunkt der Zugabe von Glibenclamid wurde gleich Null gesetzt. Die Messungen von 6 Zellen
wurden gemittelt. P (Student t-Test) < 0,0001, wobei die Abschnitte von 0 bis 120 s (Diazoxid) und
200-285 s (Glibenclamid) verglichen wurden.

In ersten Versuchen wurde eine Hyperpolarisation der Plasmamembran durch

Diazoxid nach der Gabe von Glibenclamid gemessen (n = 2, nicht gezeigt).

4.3.3 Fluoreszenzmikroskopische Messungen von Membranpotential-

anderungen in humanen GZ

Um auch Aussagen zum Verhalten der Gesamtheit der humanen GZ machen zu
konnen, wurden fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an kultivierten
humanen GZ in Kulturschalen mit dem potentialsensitiven Farbstoff DIBAC4(3)
durchgefiihrt. Anderungen des Membranpotentials wurden gemessen, indem die
Zellen auf die Anderungen ihrer Fluoreszenzintensitat hin untersucht wurden.
Dabei konnten Anderungen des zelluldaren Membranpotentials (Depolarisation)
aufgrund einer Hemmung von funktionellen Karp-Kanalen in etwa 95 % der GZ im
Gesichtsfeld gezeigt werden. Die Applikation von Glibenclamid flihrte zu einem
Anstieg der Fluoreszenzintensitdt um 10,0 £ 3,3 % (SD) (n =4 Messungen an
4 Zellchargen; P (One Sample t-Test) =0,0103) (Abbildung 4.23), was einer
Erhdhung des Membranpotentials um etwa 10 mV entspricht (Yamada et al.,
2001). Diazoxid fuhrte zu keiner signifikanten = Veranderung des

Membranpotentials.
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Abbildung 4.23: Aufzeichnung der Anderung des Membranpotentials humaner GZ nach Gabe von
Diazoxid (100 uM) und Glibenclamid (10 uM). Dargestellt ist die Verdnderung der
Fluoreszenzintensitét bezogen auf die Fluoreszenzintensitit bei Diazoxid-Gabe in Abhéngigkeit

von der Zeit (t) anhand der Messung einer Zellcharge (iiber 10 Zellen gemittelt).

4.4 Physiologische Rolle des Karp in humanen GZ

Die Regulation des Membranpotentials ist flir Zellen von entscheidender
Bedeutung. Da der Karp an der Regulation des Membranpotentials beteiligt ist,
stellt sich die Frage, welche physiologische Bedeutung dem Karp in humanen GZ
und im Ovar zukommt und wie sich seine Beeinflussung auf physiologische
Prozesse humaner GZ auswirkt. Daher wurde der Einfluss von Karp-Offnern und
-Inhibitoren auf die wichtigsten Aufgaben der GZ, namlich die Ostradiol- und die

Progesteronproduktion untersucht.

4.4.1 Beeinflussung der Genexpression

Im Zusammenhang mit modglichen Signaltransduktionswegen wurde initial ein
kommerzieller Gene Array genutzt, um Einblick in mogliche Veranderungen der
Expression wichtiger Gene durch eine Blockade oder Aktivierung des Kartp
wahrend einer Inkubationsdauer von 90 Minuten zu gewinnen. Dazu wurden
humane GZ unterschiedlich behandelt (H,O bidest. (Kontrolle), DMSO (0,1 %),
Diazoxid (100 uM) und Glibenclamid (10 uM)). Auf diese Weise wurde unter
anderem die Expression des Enzyms 3[3-Hydroxysteroiddehydrogenase (33-HSD)
und des Luteinisierenden Hormon/Choriongonadotropin-Rezeptors gezeigt. |hre

Expression wurde durch die Stimulantien wahrend des Inkubationszeitraumes von
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90 Minuten nicht nachweisbar beeinflusst. Hinweise auf eine Veranderung des
Genexpressionslevels durch die Behandlung um mehr als den Faktor 2 ergaben
sich nur fur das Enzym Aromatase (CYP 19 A1) (Tabelle 4.1), welches durch

Glibenclamid vermehrt nachzuweisen war.

Gen Abkilirzung | Regulation
3B-Hydroxysteroiddehydrogenase 3B-HSD Nein
Luteinisierendes Hormon/Choriongonadotropin-Rezeptor | LHCGR Nein
Aromatase (Cytochrom P450, Subfamily 19 A 1) CYP 19 A1 Ja

Tabelle 4.1: Genexpression in humanen GZ, detektiert mit einem Gene Array

Um diese Veranderungen zu uberprufen, wurden RT-PCR- und Western Blot-
Versuche mit Inkubationsdauern von 3 h und 24 h durchgefuhrt. Fur RT-PCR-
Versuche mit spezifischen Primern fir die Aromatase wurde mRNA aus humanen
GZ, die mit H,O bidest. (Kontrolle), DMSO (0,1 %), Diazoxid (100 yM) und
Glibenclamid (10 uM) fur 3 h oder 24 h inkubiert worden waren, gewonnen. Die
Menge der PCR-Proben wurde nach densitometrischer Auswertung (Imaged,
siehe Abschnitt 3.2.3) auf die jeweilige Menge des [-Aktins bezogen und
anschlielfend mit dem sich auf diese Weise fur die Kontrolle ergebenden Wert
verglichen (Werte nicht dargestellt). Bei dieser semiquantitativen Auswertung
zeigte sich, dass bei den so behandelten GZ zu beiden Zeitpunkten mRNA der
Aromatase vorhanden war, jedoch unterschiedliche Behandlung offensichtlich zu
keiner Veranderung der Menge fuhrte (n =6 Zellchargen pro Inkubationsdauer)
(Abbildung 4.24).

Weiterhin wurden auf Proteinebene Western Blot-Experimente mit einem gegen
die Aromatase gerichteten Antikorper durchgefuhrt. Humane GZ wurden an Tag 3
fur 24 h mit H,O bidest. (Kontrolle), DMSO (0,1 %), Diazoxid (100 uM) und
Glibenclamid (10 uM) behandelt. Die Bande des Aromataseproteins liegt bei
50 kDa. Die Menge des Aromataseproteins wurde nach densitometrischer
Auswertung (Imaged; siehe Abschnitt 3.3) auf die jeweilige Proteinmenge des -
Aktins (40 kDa) bezogen und anschlieRend mit dem sich auf diese Weise fur die
Kontrolle ergebenden Wert verglichen (Werte nicht dargestellt). Bei dieser
semiquantitativen Auswertung konnte keine signifikante Veranderung der
Proteinmenge der Aromatase bei unterschiedlicher Behandlung beobachtet
werden (n = 2 Zellchargen) (Abbildung 4.25).
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Aromatase — —_—— - 50 kDa
Aromatase 140 bp Aktin — 40 kDa
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Abbildung 4.24: PCR mit spezifischen Primern fiir Abbildung 4.25: Durch Behandlung mit
das Enzym Aromatase. Behandlung humaner GZ H,O bidest. (Ko), DMSO (0,1 %),
mit H,O bidest. (A), DMSO (0,1 %) (B), Diazoxid Diazoxid (100 uM) (Dia) und Glibenclamid
(100 uM) (C) und Glibenclamid (10 uM) (D). (10 uM) (Glib) fir 24 h kommt es zu
Negativkontrolle der PCR (E). Die Aromatase keiner nachweisbaren Verédnderung der
(140 bp) ist nach Inkubationsdauer von 3 h und Menge des Aromataseproteins (50 kDa).
24 h nachweisbar.

Um zu Uberprufen, ob das Enzym Aromatase in kultivierten humanen GZ aktiv ist,
wurde zunachst ein Versuch durchgefuhrt, in dem der Umsatz von Testosteron in
Ostradiol durch die Aromatase gemessen wurde. Daraus ergab sich, dass in
humanen GZ Testosteron zu Ostradiol umgewandelt wird und die Aromatase
somit in Kultur aktiv ist. Aullerdem wurde Uberpruft, ob die Aromatase in humanen
GZ mit dem kommerziell erhaltlichen Aromatasehemmer Formestan inhibiert
werden kann. Dabei wurden humane GZ an Tag 3 fur 1 h mit unterschiedlichen
Formestankonzentrationen und Testosteron (10 nM) versetzt. Die Uberstande
wurden abgenommen und die Testosteron- und Ostradiolkonzentrationen
gemessen. Es ergab sich eine verminderte Umsetzung von Testosteron zu
Ostradiol in  Abhangigkeit von der Formestankonzentration (n=1)
(Abbildung 4.26). Sowohl die verminderte Umsetzung von Testosteron
(P (ANOVA) = 0,0004) als auch die verminderte Bildung von Ostradiol
(P (ANOVA) = 0,0008) durch Formestan waren statistisch signifikant. Dies zeigte,
dass das Enzym Aromatase in kultivierten humanen GZ aktiv ist und durch

spezifische Substanzen beeinflusst werden kann.
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Abbildung 4.26: Die Umsetzung von Testosteron (10 nM) durch die Aromatase lésst sich durch
verschiedene Konzentrationen an Formestan (200 ng/ml (0,66 uM) und 1 ug/ml (3,3 uM) signifikant
hemmen (P (ANOVA) = 0,0004) (a). Negativkontrolle H,O bidest. (Ko). Entsprechend wird die
Bildung von Ostradiol im Uberstand humaner GZ nach Vorgabe von Testosteron (10 nM) bei
Inkubation mit Formestan (200 ng/ml (0,66 uM) und 1 ug/ml (3,3 uM) signifikant vermindert
(P (ANOVA) = 0,0008) (b). Negativkontrolle H,O bidest. (Ko). Messung an einer Zellcharge.

Um den Einfluss der Karp-Offner und -Inhibitoren auf den Umsatz einer
vorgegebenen Menge an Testosteron zu untersuchen, wurden humane GZ an
Tag 3 fur 3 h mit H,O bidest. (Kontrolle), DMSO (0,1 %), Diazoxid (100 uM) und
Glibenclamid (10 uM) behandelt und anschliefend mit Testosteron (10 nM)
inkubiert. Die Stimulantien und Testosteron wurden getrennt voneinander
appliziert, um sicherzustellen, dass ein mdglicher Einfluss der Pharmaka auf die
Expression der Aromatase vor Beginn der Testosteronumsetzung stattfindet und
die Pharmaka die Testosteronmessung nicht beeintrachtigen. Nach 1 h wurden
die Testosteron- und Ostradiolkonzentrationen in den Uberstanden bestimmt.
Dabei ergab sich, dass die mit Diazoxid behandelten humanen GZ weniger
Testosteron umgesetzt hatten als unbehandelte GZ (n =3 Zellchargen;
P (ANOVA) = 0,02; P (Newman-Keuls) < 0,05) (nicht gezeigt). Messungen der
Ostradiolkonzentration ergaben jedoch keine verringerte Menge an Ostradiol, die
als Folge des verringerten Testosteronumsatzes zu erwarten gewesen ware.

In  Wiederholungsversuchen mit langeren Behandlungszeiten (24 h) und
Inkubationszeiten mit Testosteron (6 h) wurden keine signifikanten Veranderungen

der Testosteronumsetzung gemessen (nicht gezeigt).
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4.4.2 Beeinflussung der Progesteronproduktion humaner GZ

Die Zugabe von hCG (10 1U/ml)/DMSO (0,1 %) steigert die Progesteronproduktion
humaner GZ im Vergleich zur alleinigen Gabe von DMSO (0,1 %) (Kontrollwert).
Die Zugabe des Losungsmittels scheint sich also nicht auf die durch hCG
induzierbare  Progesteronproduktion  auszuwirken. Die  Steigerung der
Progesteronproduktion durch hCG uber basale Werte wurde durch Zugabe des
Katp-Inhibitors Glibenclamid signifikant verringert (n = 6 Zellchargen; P (repeated
ANOVA) < 0,0001; P (Newman-Keuls) <0,05) (Abbildung 4.27). Die alleinige
Zugabe von Glibenclamid veranderte die basale Progesteronproduktion im
Vergleich zu DMSO (0,1 %) jedoch nicht (P (Newman-Keuls)> 0,05). Die
Reduktion der hCG-induzierten Progesteronproduktion muss somit der Hemmung

des Karp durch Glibenclamid zugeschrieben werden.
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Abbildung 4.27: Progesteronkonzentrationen im Uberstand nach unterschiedlicher Behandlung
humaner GZ fir 24 h in Kultur bezogen auf die Progesteronkonzentration der mit DMSO
behandelten humanen GZ. Die Erhéhung der Progesteronproduktion durch hCG (10 IU/ml) wurde
durch die Gabe von Glibenclamid (10 uM) signifikant vermindert (*, P (Newman-Keuls) < 0,05). Die
alleinige  Gabe von Glibenclamid (10 uM) Iéste jedoch keine Verdnderung der
Progesteronproduktion humaner GZ im Vergleich zu DMSO aus (P (Newman-Keuls) > 0,05);

n = 6 Zellchargen.

4.4.3 Prufung auf Toxizitat

Um toxische Effekte der Pharmaka und des Ldsungsmittels oder Einflusse auf das
Zellwachstum humaner GZ ausschlieBen zu kénnen, wurden diese fur 24 h mit
DMSO (0,1 %), hCG (10 IU/mI)/DMSO (0,1 %), Glibenclamid (10 uM), hCG
(10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM), H,O bidest, (Kontrolle) und Diazoxid (100 uM)

inkubiert. Nach Fixierung und Einbettung wurden Semidunnschnitte (1 pm)
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hergestellt, die gefarbt (Azur II/Methylenblau) und anschlieRend lichtmikroskopisch
untersucht wurden (Abbildung 4.28). Es konnten keine offensichtlichen toxischen
Veranderungen der Zellen, wie Zellnekrosen, im Vergleich zu Kontrollzellen

festgestellt werden.

Abbildung 4.28: Semidiinnschnitte humaner GZ nach Behandlung mit DMSO (0,1 %), hCG
(10 1U/ml)/DMSO (0,1 %) (hCG/DMSQO), Glibenclamid (10 uM) (Glib), hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid
(10 uM) (hCG/Glib), H,O bidest. (Ko) und Diazoxid (100 uM) (Dia) fiir 24 h. Skalierungsbalken:
25 um.

Um aullerdem sicherzugehen, dass die verringerte Progesteronproduktion nicht
auf eine veranderte Zellproliferation zurlckzufuhren ist, wurden Effekte der
Pharmaka und des Lésungsmittels auf die Zellzahl mit Hilfe des Tetrazoliumsalzes
MTS untersucht. Die Inkubation mit den Pharmaka und dem L&sungsmittel allein

fuhrte zu keinen nachweisbaren Veranderungen des proliferativen Verhaltens
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humaner GZ (n=2 Zellchargen). Es war tendenziell eher eine vermehrte
Proliferation bei Behandlung mit hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) im
Vergleich zu hCG (10 IU/ml)/DMSO (0,1 %) zu erkennen (statistisch nicht
signifikant). Somit haben die Pharmaka und das Lo&sungsmittel offensichtlich

geringflgige proliferative, aber keine zytotoxischen Effekte (nicht gezeigt).

4.4.4 Weitere Untersuchung madoglicher Mechanismen des Einflusses von

Glibenclamid auf die hCG-induzierte Progesteronproduktion

4.4.4.1 Mogliche Beeinflussung wichtiger Enzyme in der

Progesteronsynthese

Als  weitere  mogliche Ursachen der reduzierten  hCG-induzierten
Progesteronproduktion durch Glibenclamid wurden die fur  die
Progesteronsynthese wichtigen Enzyme StAR, SCC und 3B-HSD untersucht.
Dazu wurden humane GZ an Tag 3 fur 24 h mit H,O bidest. (Kontrolle), hCG
(10 1U/ml), DMSO (0,1 %), hCG (10 IU/ml)/DMSO (0,1%), Diazoxid (100 uM), hCG
(10 1U/ml)/Diazoxid (100 pMm), Glibenclamid (10 uM) und hCG
(10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) behandelt. Der mogliche Einfluss des Katp-
Inhibitors Glibenclamid auf die mRNA- und Proteinmenge der Enzyme wurde
anhand von RT-PCR- und Western Blot-Experimenten untersucht. In RT-PCR-
Experimenten erfolgte nach densitometrischer Auswertung (Imaged, siehe
Abschnitt 3.2.3) Bezug der Mengen der PCR-Proben von StAR auf die jeweilige
Menge der B-Aktin-Probe und Vergleich mit dem sich auf diese Weise flur die
Kontrolle ergebenden Wert (n =2 Zellchargen; Werte nicht dargestellt)
(Abbildung 4.29). Bei dieser semiquantitativen Auswertung konnte eine Erhdhung
der mRNA-Menge von StAR durch hCG gezeigt werden, wie sie bereits
beschrieben wurde (Ronen-Fuhrmann et al., 1997). Es konnte jedoch kein
nachweisbarer Einfluss von Glibenclamid auf die durch hCG erhohte mRNA-
Menge des Enzyms verzeichnet werden. In Western Blot-Experimenten erfolgte
nach densitometrischer Auswertung (Imaged, siehe Abschnitt 3.3) Bezug der
Proteinmengen von StAR auf die jeweilige Menge der (3-Aktin-Probe und Vergleich
mit dem sich auf diese Weise fur die mit DMSO behandelte Probe ergebenden
Wert. Bei dieser semiquantitativen Auswertung zeigte sich ebenfalls nur die
beschriebene Erhéhung der Proteinmenge von StAR durch hCG (DMSO: 1,0;
hCG/DMSO: 1,30; Glibenclamid: 0,94; hCG/Glibenclamid: 1,35) (Fritz et al.,
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2001a). Glibenclamid flhrte zu keiner nachweisbaren Veranderung der durch hCG
erhohten Proteinmenge von StAR (30 kDa) (n = 4 Zellchargen) (Abbildung 4.30).

StAR Reébp

A BCDEFGHI

Abbildung 4.29: Semiquantitative RT-PCR
mit humanen GZ mit spezifischen Primern fiir
das Enzym StAR. Eine nachweisbare
Verédnderung der mRNA-Menge liel3 sich nur
fur jeweils mit hCG behandelte GZ erkennen.
Jeweils 24 h Inkubation mit H,O bidest. (A),
hCG (10 1U/ml) (B), DMSO (0,1 %) (C), hCG
(10 1U/ml)/DMSO(0,1 %) (D),
(100 uM) (E), hCG (10 IU/ml)/Diazoxid
(100 uM) (F), Glibenclamid (10 uM) (G), hCG
(10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) (H), PCR-
Negativkontrolle (1).

Diazoxid

StAR *ews e e @ 30kDa

Aktin wa 40 kDa

DMSO hCG/ Glib hCG/
DMSO Glib
1 1,19 0,91 1,36

Abbildung 4.30: Beispiel eines Western Blots
Enzym StAR
Antikérper.  Die

mit einem gegen das
gerichteten spezifische
Bande ist bei 30 kDa zu erkennen. Humane
GZ waren mit DMSO (0,1%), hCG
(10 IU/ml)/DMSO (0,1 %),
(10 uM) und hCG (10 IU/mI)/Glibenclamid
(100 uM) inkubiert
Proteinmenge der Aromatase wurde jeweils
(40 kDa)

bezogen. AnschlieBend wurden die sich

Glibenclamid
worden. Die
auf die des

B-Aktinproteins

daraus ergebenden Werte auf die mit DMSO

behandelte
dargestellt.

Proteinprobe  bezogen, wie

HCG erhohte die mRNA-Menge der Enzyme SCC (Richards und Hedin, 1988) und
3B-HSD wahrend der

Inkubation der humanen GZ mit den Pharmaka Diazoxid und Glibenclamid hatte

Inkubationsdauer von 24 h nicht nachweisbar. Die

keinen nachweisbaren Einfluss auf die mRNA-Menge der Enzyme SCC und 3B-
HSD (Abbildung 4.31). (Imaged, siehe
Abschnitt 3.2.3) war Bezug der Mengen der PCR-Proben von 33-HSD bzw. SCC

auf die jeweilige Menge der B-Aktin-Probe und Vergleich mit dem sich auf diese

Nach densitometrischer Auswertung

Weise fir die Kontrolle ergebenden Wert erfolgt (Werte nicht dargestellt).
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SCC

Aktin

A BCDETFGH.I A BCDEFGHI

Abbildung 4.31: Semiquantitative RT-PCR an humanen GZ mit spezifischen Primern fiir die
Enzyme SCC und 3B-HSD. Eine nachweisbare Verdnderung der mRNA-Menge liel3 sich fiir beide
Enzyme weder fiir die Pharmaka- noch fiir die hCG-Behandlung erkennen. Jeweils 24 h Inkubation
mit H,O bidest. (A), hCG (10 IU/ml) (B), DMSO (0,1 %) (C), hCG (10 IU/ml)/DMSO(0,1 %) (D),
Diazoxid (100 uM) (E), hCG (10 IU/ml)/Diazoxid (100 uM) (F), Glibenclamid (10 uM) (G), hCG
(10 1U/ml)/Glibenclamid (10 uM) (H), PCR-Negativkontrolle (l).

4.4.4.2 Mogliche Beeinflussung der Steroidspeicherung und der
Zellmorphologie

Da Glibenclamid die Steroidhormonsynthese weder durch offensichtliche
Veranderungen der Proliferation noch der mRNA- oder Proteinmenge der
relevanten Enzyme beeinflusste, wurde anschlieRend der Ausgangsstoff der
Steroidhormonsynthese untersucht, namlich Cholesterol. Cholesterol wird nach
der Aufnahme in die Zelle Uber LDL-Rezeptoren entweder direkt weiterverarbeitet
oder in Form von Cholesterolestern in Lipidtropfchen gespeichert. Um mdgliche
Veranderungen der Cholesterolspeicherung in Lipidtropfchen und nachfolgende
Auswirkungen auf die Steroidhormonsynthese zu untersuchen, wurden diese
Lipidtropfchen in humanen GZ im Elektronenmikroskop und auf’erdem durch
Fluoreszenzimaging mit dem Farbstoff Nilrot untersucht.

Einzelne humane GZ wurden im Elektronenmikroskop betrachtet. Dazu wurden
humane GZ mit DMSO (0,1 %), hCG (10 IU/ml), hCG (10 IU/ml)/DMSO (0,1 %)
und hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) inkubiert und anschlieend eingebettet.
Bei Behandlung mit hCG (10 IU/mI)/DMSO (0,1 %) fielen bei einer von zwei
Zellchargen vermehrt Lipidtropfchen auf, die von Glykogen umgeben waren
(Abbildung 4.32 A). Bei humanen GZ, die mit hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid
(10 uM) behandelt worden waren, traten weniger von diesen Lipidtropfchen auf.
Neben den veranderten Lipidtropfchen fielen bei Behandlung humaner GZ mit
hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) im Elektronenmikroskop auRerdem vermehrt
Mitosen und sekundare Lysosomen auf, wie in Abbildung 4.32B und C zu

erkennen ist.
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Abbildung 4.32:  Ultradlinnschnitte humaner GZ, die an Tag3 fir 24h mit hCG
(10 1U/ml)/Glibenclamid (10 uM) behandelt worden waren: zu erkennen sind Fett (Pfeile) (A,
Skalierungsbalken: 1 um), Mitose (Pfeile markieren kondensierte Chromosomen) (B,

Skalierungsbalken: 1 um) und Lysosomen (Pfeile) (C, Skalierungsbalken: 2,5 um).

Um das Vorkommen der Lipidtropfchen naher zu untersuchen, wurde
Fluoreszenzimaging mit dem Farbstoff Nilrot durchgefuhrt (Abbildung 4.32). Dazu
wurden humane GZ auf Deckglaschen fur 24 h mit DMSO (0,1 %), hCG
(10 IU/ml), hCG (10 IU/ml)/DMSO (0,1 %) und hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid
(10 pM) behandelt und im Anschluss daran mit Nilrot gefarbt. Anhand der
Fluoreszenzintensitat pro Zellflache wurde eine mogliche Veranderung in der
Lipidmenge beurteilt. Bei dieser Methode wurde die Gesamtheit der Zellen im
Gesichtsfeld betrachtet und ein Mittelwert gebildet. Es konnte keine offensichtliche
Veranderung der Lipidmenge durch hCG (10 IU/ml)/Glibenclamid (10 uM) im
Vergleich zur Behandlung mit hCG (10 IU/mlI)/DMSO (0,1 %) festgestellt werden
(n = 3 Zellchargen).

Abbildung 4.32: Beispiel des Nilrot-Fluoreszenzimagings: zu erkennen sind die mit Nilrot

angefarbten Lipidfrépfchen und Zellmembranen humaner GZ. Skalierungsbalken: 75 um.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden isolierte humane GZ in Primarkultur untersucht, die bei der
Gewinnung von Oozyten aus praovulatorischen Follikeln bei der IVF anfallen. Dies
ermoglichte es, GZ unter bestimmten, genau definierten Kulturbedingungen
anhand von zell- und molekularbiologischen sowie elektrophysiologischen
Methoden funktionell zu untersuchen. GZ in Kultur entsprechen GZ der
praovulatorischen Follikel und Lutealzellen im CL. Daher wurden vergleichende,
deskriptive Untersuchungen an Follikel- und CL-Proben von Mensch und Affe
durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass humane GZ und Lutealzellen in der
Plasmamembran funktionelle Katp-Kanale einer bestimmten Zusammensetzung
besitzen, die an der Regulation des Membranpotentials mitwirken. AufRerdem
wurde gezeigt, dass der Katp an der wichtigsten physiologischen Funktion des CL

bzw. des Ovars, der Progesteronproduktion, beteiligt ist.

5.1 Molekulare Identifikation der Kir 6.1- und der SUR 2B-Untereinheit im

humanen Ovar und in humanen GZ sowie im Rhesusaffen

Katp-Kanale sind lonenkanale, die aus zwei verschiedenen Untereinheiten
aufgebaut sind, namlich Kir 6.x und SUR. Sie verknlipfen den metabolischen
Zustand der Zelle mit dem elektrischen Zustand der Plasmamembran. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ein Karp in endokrinen Zellen des
humanen Ovars, den humanen GZ, vorkommt und sich aus den Untereinheiten
Kir 6.1 und SUR 2B zusammensetzt. Dieser Nachweis der Untereinheiten erfolgte
auf mRNA-Ebene durch RT-PCR-Versuche. Durch PCR-Versuche wurden die
Untereinheiten Kir 6.1 und SUR 2B ebenfalls in cDNA des humanen Ovars
nachgewiesen.

In seiner Zusammensetzung gleicht der Katp in endokrinen Zellen des humanen
Ovars dem Karp im Ovar der Ratte, der von Chien et al. (1999) beschrieben
wurde. Bei diesem Subtyp des Katp handelt es sich um denjenigen, der in glatten
Muskeln in Gefallen vorkommt (Brayden, 2002; Cole und Clement-Chomienne,
2003; Nelson und Quayle, 1995; Teramoto, 2006; Yamada et al., 1997). Die
Untereinheiten des Karp in humanen GZ von IVF-Patientinnen mit und ohne PCOS
waren identisch. Damit ergab sich kein Hinweis auf eine veranderte Expression

des Katp im Zusammenhang mit PCOS.
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Der Nachweis des Kir 6.1- und des SUR 2B-Proteins in humanen GZ erfolgte
durch spezifische Antikorper in Western Blot-Versuchen. Der Hersteller (Alomone)
gibt fur die Kir 6.1-Untereinheit unterschiedliche Bandenmuster in zwei Geweben
an (Rattenherz und Rattenkortex). Im Vergleich mit den Banden des
Rattenherzens liegt in unserem Fall ein ahnliches Muster der Banden flr die
Kir 6.1-Untereinheit vor, wenn auch die GroRen etwas abweichen. Eine Bande
weist jedoch eine Grofle von etwa 50 kDa auf, was der GrofRRe des Kir 6.1-Proteins
(48 kDa) etwa entspricht. Das SUR 2B-Protein hat etwa eine Grélze von 174 kDa,
doch sowohl fir SUR 2B als auch fur Kir 6.1 waren mehrere Banden zu erkennen.
FUr Membranproteine ist dies nicht ungewohnlich, da diese besonders der
Proteolyse ausgesetzt sind. Da sich die Farbung der Banden fur beide
Untereinheiten durch Praadsorption mit dem fur die Immunisierung verwendeten
Peptid ganz oder teilweise reduzieren liel3, kann man jedoch davon ausgehen,
dass die Reaktion spezifisch war.

Immunzytochemische Versuche zeigten, dass die Kir6.1- und die SUR 2B-
Untereinheit in humanen GZ exprimiert werden.

Neben dem Nachweis in humanen GZ wurde das Vorkommen des Kate im Ovar
des Menschen und des Rhesusaffen untersucht. In immunhistochemischen
Versuchen an Gewebeschnitten des Ovars des Menschen und des Rhesusaffen
konnten die Kir 6.1- und die SUR 2B-Untereinheit in GZ groRRer Follikel und in
Granulosalutealzellen des aktiven CL nachgewiesen werden. Letztere
entsprechen isolierten humanen GZ in Kultur (Mayerhofer et al., 1999b). Somit

konnte gezeigt werden, dass der Karp in endokrinen Zellen des Ovars vorkommit.

Im CL des Rhesusaffen konnte durch RT-PCR-Versuche mRNA der Karp-
Untereinheiten Kir 6.1 und SUR 2B nachgewiesen werden. Dabei ergaben sich
jedoch an einigen Stellen Basenaustausche im Vergleich zur humanen Sequenz.
Im Fall der Kir 6.1-Untereinheit wirde dies zu einem Aminosaureaustausch von
Glycin im Menschen zu Serin im Affen fuhren. Der Ort des
Aminosaureaustausches liegt zwischen den transmembranaren Segmenten M1
und M2, in der Nahe der Pore, welche die Katp-Kanaleigenschaften bestimmt. Bei
den beiden Aminosauren, die im SUR 2B-Protein des Rhesusaffen verschieden
waren, handelt es sich um Arginin (statt Glutamin im Menschen) und Aspartat

(statt Asparagin im Menschen). Die Aminosauren beim Affen entsprechen in
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beiden Fallen den Aminosauren des humanen SUR 1-Proteins an der jeweiligen
Stelle. Man geht davon aus, dass es ursprunglich nur ein Kir 6.x/SUR-Gen gab,
das sich duplizierte und dann differenzierte (Aguilar-Bryan et al., 1998). Die
Beobachtung der unterschiedlichen Basen beim Rhesusaffen im Vergleich zum
Menschen und die Ahnlichkeit zum SUR 1-Protein kénnten dadurch erklart

werden.

In cDNA des humanen Ovars und in humanen GZ wurde au3erdem mRNA der
Kir 6.2-Untereinheit nachgewiesen. Da das Kir 6.2-Gen jedoch intronlos ist, kann
trotz des DNase-Verdaus eine Amplifizierung genomischer DNA in humanen GZ in
diesem Fall nicht ausgeschlossen werden. Es ware jedoch auch maglich, dass die
Kir 6.2-Untereinheit aus Verunreinigungen humaner GZ-Kulturen mit Monozyten
stammt, die in einem geringen Prozentsatz in den Punktionen vorkommen und die
moglicherweise einen Karp-Kanal aufweisen (Lohrke et al.,, 1997). Dies ist
wahrscheinlich, da sich in immunhistochemischen Versuchen fur die Kir6.2-
Untereinheit keine spezifische Farbung ergab. Auch die elektrophysiologischen
Untersuchungen wiesen nicht auf eine Kir 6.2-Untereinheit hin (siehe
Abschnitt 4.3.1 und 5.3.1), weshalb das mdgliche Vorkommen dieser Untereinheit
auf mMRNA-Ebene nicht weiter untersucht wurde und das PCR-Produkt der Kir 6.2-
Untereinheit in cDNA des humanen Ovars wahrscheinlich aus anderen, nicht
endokrinen Zellen stammte. Die SUR 1-Untereinheit konnte in cDNA des
humanen Ovars nachgewiesen werden, nicht jedoch in humanen GZ, und scheint
somit fur diese endokrinen Zellen des Ovars nicht spezifisch zu sein. Die SUR 2A-
Untereinheit wurde weder in cDNA des humanen Ovars noch in humanen GZ

nachgewiesen werden.

Humane GZ wurden in Kultur mit dem Schwangerschaftshormon hCG stimuliert,
um mogliche Unterschiede, die durch den Luteinisierungsprozess auftreten
konnen, zu untersuchen. Mdgliche Veranderungen der Expression des Katp durch
diese Behandlung sollten daraufhin betrachtet werden.

Die Behandlung humaner GZ mit hCG fuhrte zu keiner nachweisbaren
Veranderung der mRNA-Menge der Kir6.1- und der SUR 2B-Untereinheit im
Vergleich zu unbehandelten GZ. Der Einfluss von hCG auf die Proteinmenge der

Kate-Untereinheiten wurde in Western Blot-Experimenten untersucht. Die
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Proteinmenge der Kir 6.1- und der SUR 2B-Untereinheit wurde durch Behandlung
mit hCG ebenfalls nicht nachweisbar verandert.

Die unterschiedlich lange Behandlung der GZ mit hCG ahmt unterschiedliche
Entwicklungsstadien im Luteinisierungsprozess nach. Um diese
Entwicklungsstadien im Ovar nachvollziehen zu kénnen, wurde die Expression der
MRNA der Kir 6.1- und der SUR 2B-Untereinheit aus dem CL des Rhesusaffen an
Tag1 und Tag 10 nach der Ovulation in RT-PCR-Versuchen untersucht. Es
konnte keine nachweisbare Veranderung der mRNA-Menge der Katp-
Untereinheiten zwischen diesen beiden Zeitpunkten beobachtet werden. In
immunhistochemischen Versuchen am CL des Rhesusaffen zeigte sich fur beide
Untereinheiten sowohl eine Farbung von GZ als auch von Lutealzellen. Aus
diesen Ergebnissen folgt, dass sich die mRNA- und Proteinmenge des Karp im

Entwicklungsprozess der Granulosazellen im Ovar offensichtlich nicht verandert.

Da die molekularbiologischen Untersuchungen keine Anhaltspunkte fur
Veranderungen der mRNA-oder Proteinmenge der Katp-Untereinheiten ergaben,
wurden die funktionellen Versuche an humanen GZ ohne vorherige hCG-

Behandlung durchgeflhrt.

5.2 Lokalisation des Karp in der Plasmamembran humaner GZ

Immungoldfarbung mit anschlieBender Untersuchung der humanen GZ im
Elektronenmikroskop sollte Uber die Lokalisation des Karp in humanen GZ
Aufschluss geben. Dies war um so mehr von Bedeutung, da in anderen Zellen,
wie z.B. Kardiomyozyten, mitochondriale Karp-Kanale (mitoKarp) beschrieben
wurden (Garlid et al., 1996; Garlid et al., 2003; Gross und Fryer, 1999; Liu et al.,
1998).

Durch Immungoldfarbung wurden die Kir 6.1- und die SUR 2B-Untereinheit in der
Plasmamembran humaner GZ nachgewiesen, nicht jedoch in den Mitochondrien.
Um eine mitochondriale Lokalisation auch funktionell auszuschlielen, wurde eine
Fluoreszenzmethode eingesetzt (Ishida et al., 2003) und es wurde gezeigt, dass
weder Diazoxid noch Glibenclamid einen Einfluss auf das mitochondriale
Membranpotential humaner GZ hatten. Die Zellen reagierten nur auf den
Protonophor CCCP, der zu einer Depolarisation der mitochondrialen Membran

fuhrte. Zusammen mit den Immungoldfarbungen zeigten diese Ergebnisse, dass
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sich der Katp in humanen GZ in der Plasmamembran und nicht in der

mitochondrialen Membran befindet.

5.3 Charakterisierung des Katp in humanen GZ
5.3.1 Charakterisierung von Katp-Einzelkanalen in humanen GZ

Um die Funktionalitat des Karp in humanen GZ zu untersuchen, wurden in Patch-
Clamp-Versuchen Einzelkanalmessungen in der Inside-Out-Konfiguration
durchgefuhrt. Die Leitfahigkeitsmerkmale des Katp ha@ngen von der die Pore
formenden Kir 6.x-Untereinheit ab. Kir 6.1 weist bei symmetrischer, hoher K-
Konzentration eine Einzelkanalleitfahigkeit von etwa 35 pS auf, Kir 6.2 von etwa
80 pS (Aguilar-Bryan et al., 1998; Babenko et al., 1998; Gribble et al., 1997;
Inagaki et al., 1995a; Seino und Miki, 2003). Bei diesen Angaben handelt es sich
um Mittelwerte aus unterschiedlichen Zellarten und Expressionssystemen. Die
Einzelkanalleitfahigkeit von etwa 44 pS und die Einwartsgleichrichtung bei
symmetrischer, hoher K*-Konzentration sprechen fiir Kir 6.1 als porenformende

Untereinheit des in humanen GZ aktiven Katp.

5.3.2 ADP/ATP-Abhéangigkeit

Die in humanen GZ vermutlich aktive Kombination der Untereinheiten Kir 6.1 und
SUR 2B stellt einen Sonderfall der Karp-Kanale dar und wird auch Knpp genannt
(Beech et al.,, 1993; Cole und Clement-Chomienne, 2003; Kamouchi und
Kitamura, 1994; Nelson und Quayle, 1995; Teramoto, 2006; Yamada et al., 1997;
Zhang und Bolton, 1996). Normalerweise werden Katp-Kandle durch ATP
(100 puM) gehemmt und durch NDP aktiviert. Der sogenannte Kypp wird durch NDP
aktiviert, jedoch nur durch hohe ATP-Konzentrationen (1 mM) gehemmt. Durch
niedrige ATP-Konzentrationen (100 uM) wird er aktiviert. Zur
Nukleotidabhangigkeit gibt es jedoch fur unterschiedliche Zellarten, Zelllinien,
Kulturbedingungen, Nukleotide, Messbedingungen und Messzeitpunkte stark
variierende Angaben (Teramoto, 2006).

Um die Nukleotidabhangigkeit in humanen GZ zu bestimmen, wurden in Inside-
Out-Messungen ATP und ADP appliziert. In ersten Messungen fuhrte ATP (1 mM)
zu einer Hemmung und ADP (3 mM) zu einer Aktivierung des Karp in humanen

GZ. Das Ansprechen auf Nukleosiddiphosphate und Nukleosidtriphosphate war
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allerdings unter anderem wegen der Uberlagerung durch den BKc,, der sehr
haufig in humanen GZ vorkommt, schwierig zu messen. Daher konnten nur
wenige Daten zur Nukleotidabhangigkeit ausgewertet werden. Aus ihnen ergaben
sich jedoch klare Anhaltspunkte daflrr, dass der Katp in humanen GZ durch hohe
Konzentrationen an ATP (1 mM) gehemmt und durch ADP aktiviert wird. Es sind
jedoch weitere Messungen, z.B. bei niedrigen ATP-Konzentrationen (100 uM) oder
Applikation anderer Nukleotide, notwendig, um die Nukleotidabhangigkeit genauer

zu charakterisieren.

Neben der Regulation durch Nukleotide konnen Karp-Kanale auch durch andere
endogene Substanzen (z.B. Acetylcholin oder VIP) moduliert werden, wie es aus
verschiedenen Zelltypen bekannt ist (Brayden, 2002; Hanna und Wang, 2005;
Quinn et al., 2004; Seino und Miki, 2003). Acetylcholin (Fritz et al., 2001b) und VIP
kommen im Ovar vor und erfordern als mdgliche Modulatoren des Katp in

humanen GZ weitere Untersuchungen.

5.4 Beteiligung des Katp an der Regulation des Membranpotentials in

humanen GZ

Um die Funktionalitat des Karp in humanen GZ zu untersuchen, wurden
Messungen in der Whole-Cell-Konfiguration durchgefuhrt, in denen der Katp-
Offner (Diazoxid)- und der Kartp-Inhibitor (Glibenclamid) appliziert wurden.
Glibenclamid flhrte zu einer Depolarisation der Plasmamembran um etwa 9 mV.
Diazoxid fuhrte nicht zur Hyperpolarisation der Plasmamembran, was ein Hinweis
dafur war, dass Katp-Kanale in humanen GZ im Normalzustand gedffnet sind und
daher durch den Katp-Offner nicht weiter aktiviert werden kénnen. Somit ist der
Katp oOffensichtlich an der Regulation des Membranpotentials humaner GZ
beteiligt. Fur Glattmuskelzellen des Kolons in der Maus wurde bereits gezeigt,
dass der Karp normalerweise gedffnet ist und zur Einstellung des
Ruhemembranpotentials beitragt und seine Blockierung zur Depolarisation der
Plasmamembran um etwa 10 mV fluhrt (Koh et al., 1998).

In ersten Versuchen ergaben sich auch Hinweise fur eine Hyperpolarisation der
Plasmamembran bei der Applikation von Diazoxid nach einer Depolarisation durch
Glibenclamid. Dies bedarf weiterer experimenteller Abklarung. Diese Hinweise

wirden jedoch die These stitzen, dass sich Karp-Kanale in humanen GZ
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normalerweise im gedffneten Zustand befinden und durch Karp-Offner nicht weiter
aktiviert werden konnen, aber nach einer Hemmung durch Karp-Inhibitoren und
daraus folgender Depolarisation auch auf Karp-Offner ansprechen.

In Whole-Cell-Messungen konnte nur in etwa 10 % der Zellen die Aktivitat des
Katp gemessen werden, weil es bei vielen Messungen durch schlechte
,oealbildung” zu Leckstromen kam und dadurch die durch Glibenclamid
hervorgerufenen Anderungen der Leitfahigkeit maskiert wurden.

Aufgrund  dieser  methodischen Probleme  wurde  zusatzlich eine
fluoreszenzmikroskopische Methode angewandt, bei der nicht einzelne Zellen
untersucht wurden, sondern die Anderung des Membranpotentials der Gesamtheit
einer Zellpopulation nach Applikation spezifischer Pharmaka beobachtet werden
konnte. Die Versuche wurden mit dem anionischen Farbstoff DIBAC3(4)
durchgefuhrt. Die Applikation des Karp-Inhibitors Glibenclamid fihrte zu einer
Depolarisation der Plasmamembran um etwa 10 mV. Die alleinige Gabe von
Diazoxid fUhrte zu keiner Anderung des Membranpotentials. Bei vermehrter
Offnung von Katp-Kandlen ware hierbei eine Hyperpolarisation zu erwarten
gewesen. Daraus folgt, dass der Karp gehemmt werden kann und die meisten
Katp-Kanale geoffnet vorliegen missen. Damit wird das Ergebnis aus Whole-Cell-
Messungen mit der Patch-Clamp-Methode bestatigt.

Aus der Kombination der beiden Methoden Whole-Cell-Patch-Clamp (einzelne
Zellen, hohe Zeitauflosung) und Fluoreszenzmikroskopie (viele Zellen, geringe
Zeitauflosung) lasst sich sowohl fir einzelne humane GZ als auch fur die
Gesamtheit der humanen GZ feststellen, dass alle untersuchten Zellen
funktionelle Katp-Kanale besitzen, dass Glibenclamid zu einer Hemmung des Katp
und damit zu einer Depolarisation der Plasmamembran in fast allen humanen GZ
fuhrt und dass der Karp an der Regulation des Membranpotentials in humanen GZ
beteiligt ist, so wie es fur den Karp in anderen Zellen schon beschrieben wurde
(Mannhold, 2004; Koh et al., 1998).
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5.5 Einfluss der Karp-Kanalaktivitat auf die Zellfunktion und die zellulare

Morphologie

Hinweise auf die Rolle von lonenkanalen in der Steroidhormonproduktion ergaben
sich in Tierexperimenten und fur andere lonenkanale in humanen GZ (Agoston et
al., 2004; Bulling et al., 2000; Kunz et al., 2002; Kunz et al., 2006a; Li et al., 2003;
Manikkam et al., 2002; Platano et al., 2005). Daher stellte sich die Frage, ob eine
Beeinflussung des Katp zu Veranderungen der wichtigen physiologischen
Aufgaben humaner GZ, der Ostradiol- und Progesteronproduktion (siehe
Abbildung 1.4), fihrt.

5.5.1 Ostrogen

Die Aromatase ist das Enzym, das die Bildung von Ostradiol aus Testosteron und
von Ostron aus Androstendion katalysiert. Durch Messung der
Testosteronumsetzung in humanen GZ wurde gezeigt, dass die Aromatase unter
den gegebenen Kulturbedingungen aktiv war, durch den Aromatasehemmer
Formestan gehemmt werden konnte und dass die Testosteronumsetzung und die
Menge des entstehenden Ostradiols durch Formestan signifikant reduziert werden
konnte.

Anhand eines Gene Arrays ergaben sich Hinweise darauf, dass Glibenclamid die
MRNA-Menge des Enzyms Aromatase nach 90 Minuten Inkubation erhdhte. In
RT-PCR- und Western Blot-Versuchen konnte jedoch keine signifikante
Veranderung der mRNA-Menge der Aromatase und des Aromataseproteins
gefunden werden. Da der Einfluss von Glibenclamid auf das wichtige Enzym
Aromatase jedoch entscheidend fiir die Ostrogenproduktion sein konnte, wurde
weiter untersucht, ob sich die veranderte mRNA-Menge der Aromatase durch
Glibenclamid auf die Umsetzung von Testosteron zu Ostradiol auswirkte. Dazu
wurden Messungen der Testosteronumsetzung humaner GZ durchgefuhrt. Dabei
wurde eine verringerte Testosteronumsetzung in humanen GZ, die mit Diazoxid
behandelt worden waren, im Gegensatz zu unbehandelten humanen GZ
festgestellt. Wenn man davon ausgeht, dass Diazoxid einen Glibenclamid
entgegengesetzten  Effekt zur Folge hat, also eine reduzierte
Aromataseexpression, so wurde dies die Beobachtungen erklaren. Allerdings
verringerte sich die Ostradiolkonzentration nicht bei gleichzeitig verringerter

Testosteronumsetzung, wie zu erwarten gewesen ware. In
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Wiederholungsversuchen bei langerer Behandlungszeit (24 h) und Inkubationszeit
mit Testosteron (6 h) ergaben sich widerspruchliche Ergebnisse fur die

Testosteronumsetzung.

Die Beobachtung, dass sich die veranderte Testosteronkonzentration nicht in einer
veranderten Ostradiolkonzentration widerspiegelte, kdnnte an einer Verschiebung
der Reaktionsgleichgewichte zwischen Testosteron, Ostradiol, Androstendion und
Ostron liegen. Allerdings wirkte sich die Applikation des Aromatasehemmers
Formestan sowohl auf die Testosteron- als auch auf die Ostradiolkonzentration
aus, so dass man davon ausgehen muss, dass eine Verschiebung der
Reaktionsgleichgewichte keine entscheidende Rolle spielt. Die Tatsache, dass die
Veranderung der Testosteronumsetzung bei verlangerten Zeiten nicht wiederholt
werden konnte, mag auch daran liegen, dass es vermutlich nur zu einer
vorubergehenden Veranderung der mRNA-Menge der Aromatase durch
Glibenclamid kommt und sich dadurch die unterschiedliche Testosteronumsetzung
uber langere Zeit nicht mehr beobachten lasst. Aul3erdem bleibt zu bedenken,
dass bei kultivierten humanen GZ aufgrund der unterschiedlichen Spenderinnen

eine starke Heterogenitat der Zellen vorliegt.

Da die Ergebnisse letztlich nur auf mRNA-Ebene im Gene Array zu einem
bestimmten Zeitpunkt (90 Minuten) zu sehen waren, wurde der mogliche Einfluss
von Glibenclamid auf die mRNA-Menge der Aromatase experimentell nicht weiter
untersucht. Sollte das Ergebnis des Gene Arrays jedoch kein Artefakt sein, so
wlrde das bedeuten, dass die Behandlung mit Glibenclamid zu erniedrigten
Testosteron- und erhdhten Ostradiolspiegeln fihren wiirde, was sich wiederum auf
die Fertilitdt auswirken konnte. Fur Glibenclamid sind bislang keine Auswirkungen
auf die Fertilitat beschrieben, was aber daran liegen durfte, dass es sich bei Typ II-
Diabetikern um eine Patientengruppe handelt, die sich meist nicht mehr im

reproduktiven Alter befindet.

5.5.2 Progesteron

Das wichtigste Hormon, das von lutealen Granulosazellen produziert wird, ist
Progesteron. Kusaka et al. (1993) zeigten in Schweinegranulosazellen, dass eine

hohe extrazellulare K*-Konzentration zu einer Depolarisation der Plasmamembran
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und einer Erhéhung der Progesteronproduktion der ovariellen lutealen Zellen flhrt.
Dies zeigte erstmals einen Zusammenhang zwischen K*-Kanalen, Veranderungen
des Membranpotentials und einer Regulation der Steroidhormonbildung/-
freisetzung. Allerdings ist die hohe &uBere K'-Konzentration ein sehr massiver
Eingriff in die Physiologie der Zelle und eine sehr unspezifische MaRnahme zur
Veranderung des Membranpotentials (Gore und Behrman, 1984; Higuchi et al.,
1976).

HCG steigert die Progesteronproduktion humaner GZ wahrend einer
Inkubationsdauer von 24 h. Wahrend der Karp-Inhibitor Glibenclamid die basale
Progesteronproduktion humaner GZ nicht veranderte, zeigte sich, dass die hCG-
induzierte Steigerung der Progesteronproduktion durch die zusatzliche Gabe von
Glibenclamid signifikant verringert wurde (Kunz et al., 2006b). Die Aktivitat des
Kate in humanen GZ steht somit offensichtlich im direkten oder indirekten
Zusammenhang mit der Progesteronfreisetzung.

Als  mogliche Grinde fur diese  Reduktion der hCG-induzierten
Progesteronproduktion durch Glibenclamid kamen eine Toxizitat des Pharmakons
bzw. des Losungsmittels oder ein Einfluss auf die Zellproliferation in Frage, zumal
fur Hepatozyten ein Einfluss des Katp-Inhibitors Glibenclamid auf die Proliferation
gezeigt worden ist (Malhi et al., 2000). Die Proliferation der Hepatozyten wird
durch den Hepatocyte Growth Factor gesteigert und kann durch die zusatzliche
Gabe von Glibenclamid signifikant verringert werden. In humanen GZ wurde
ebenfalls ein mdglicher Einfluss der Pharmaka auf die Proliferation der Zellen
untersucht. Dabei ergab sich, dass die Behandlung mit Diazoxid, Glibenclamid
und dem Loésungsmittel DMSO keine nachweisbare Veranderung der Proliferation
im Vergleich zu Kontrollzellen (H,O bidest.) bewirkte. Tendenziell war sogar ein
leicht proliferativer Effekt von hCG/Glibenclamid im Vergleich zu hCG/DMSO zu
verzeichnen (statistisch nicht signifikant). Da keine negative Auswirkung auf das
proliferative Verhalten zu erkennen war, kann man davon ausgehen, dass die
Reduktion der hCG-induzierten Progesteronproduktion durch Glibenclamid nicht
auf eine verringerte Zellzahl zurtickzuflhren ist, sondern auf eine verringerte
Progesteronproduktion der einzelnen Zellen.

Die mit den Pharmaka und dem Losungsmittel DMSO behandelten humanen GZ
wurden in Semidunnschnitten lichtmikroskopisch untersucht. Dabei war die in

diesen Schnitten auflésbare Zellmorphologie nicht erkennbar verandert. Daraus ist
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zu schlieen, dass die Behandlung humaner GZ mit Diazoxid, Glibenclamid und
dem Losungsmittel DMSO offensichtlich keine toxischen Auswirkungen auf die

Zellen hatte.

5.5.3 Zusammenhang zwischen Membranpotential und Steroidhormon-
produktion in GZ?

Durch die in Abschnitt 5.5.2 dargestellten Ergebnisse kann man davon ausgehen,
dass die Karp-Modulatoren weder toxisch sind noch das Zellwachstum
beeinflussen. Als weiterer Ansatzpunkt zur Erklarung des Effektes von
Glibenclamid auf die hCG-induzierte Progesteronproduktion kommt ein maoglicher
Zusammenhang zwischen dem Membranpotential und der
Steroidhormonproduktion humaner GZ in Frage. Der Einfluss eines anderen K-
Kanals (BKca) auf die Steroidhormonproduktion in humanen GZ wurde bereits
beschrieben (Kunz et al., 2002). Die Funktion des BKc, ist jedoch nicht Gber das
Membranpotential an die Hormonproduktion gekoppelt, sondern uber die
intrazelluldre Ca®*-Konzentration. Das lasst den Schluss zu, dass BKca-Kanale im
Laufe der Steroidhormonbildung 6ffnen missen. Aullerdem wurde gezeigt, dass
Oxytocin und Acetylcholin (und der cholinerge Agonist Carbachol) die
intrazelluldre Ca**-Konzentration erhdhen und somit BKc,-Strdme auslésen
konnen. Die Blockade des BKcs verringert die  hCG-induzierte
Progesteronproduktion humaner GZ.

Auch die Blockade des A-Typ-Stroms (la) in humanen GZ durch Chinidin senkt die
hCG-induzierte  Progesteronproduktion. Der |n wird wiederum durch
Hyperpolarisation der Plasmamembran aktiviert. Acetylcholin und Oxytocin
erhéhen also die Ca®*-Konzentration und aktivieren damit den BKc,, was zu einer
Hyperpolarisation und damit zu einer Aktivierung des I flihrt (Kunz et al., 2006a).
4-Aminopyridin reduziert die basale und FSH-stimulierte Progesteronproduktion in
Schweinegranulosazellen durch Beeinflussung des Membranpotentials und
Veradnderung der K*- und Cl-Konzentration (Li et al., 2003). LH verringert den |a
und fuhrt dadurch in Schweinegranulosazellen zu einer Depolarisation der
Plasmamembran und zu einer Erhohung der Progesteronproduktion (Kusaka et
al., 1993). Auch die Beeinflussung weiterer K*-Strome fiihrt zur Veranderung der

Progesteronproduktion (Manikkam et al., 2002).
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K*-Kanale sind somit enger als bisher vermutet mit der Steroidhormonproduktion
in Granulosazellen verknupft (Mayerhofer und Kunz, 2006). Der Einfluss des Kartp
auf die Regulation des Membranpotentials spielt offensichtlich eine wichtige Rolle.
Es bleibt jedoch offen, wie die Verknupfung zwischen Veranderung des
Membranpotentials und der Veranderung der Steroidhormonproduktion
zustandekommt. Moglicherweise wird die Aktivitat anderer, spannungsabhangiger
K*-Kanale (z.B. K\4.2; Kunz et al., 2006a) durch den Katp reguliert.

5.5.4 Mechanistische Untersuchungen der Rolle des Katp bei hCG-
induzierter Progesteronproduktion

Es wurde versucht, mogliche Grunde fur die Reduktion der hCG-induzierten
Progesteronproduktion durch Glibenclamid zu finden. Dazu wurden die fur die
Steroidhormonsynthese wichtigen Enzyme StAR, 3B-HSD und SCC (siehe
Abschnitt 1.1.6) in Bezug auf Anderungen der mRNA- und Proteinmenge
untersucht. Dieser Ansatz lag nahe, da in anderen steroidhormonbildenden Zellen
(Leydig-Zellen) eine Reduktion der hCG-induzierten Hormonproduktion mit einer
verringerten mRNA-Menge einiger dieser Enzyme korreliert war (Frungieri et al,
2006). Fur das Enzym StAR, konnte in humanen GZ die bekannte Erhdhung
sowohl der mRNA- als auch der Proteinmenge durch hCG beobachtet werden
(Fritz et al., 2001a; Ronen-Fuhrmann et al., 1997). Eine Veranderung der hCG-
induzierten Erhdhung der mRNA-und Proteinmenge durch Glibenclamid konnte
jedoch bei der hier gewahlten Versuchsdauer von 24 h nicht beobachtet werden.
Die Versuchsdauer war gewahlt worden, weil die Reduktion der hCG-induzierten
Progesteronproduktion durch Glibenclamid wahrend dieses Inkubationsintervalls
beobachtet worden war. Die gemessene mRNA-Menge der Enzyme 33-HSD und

SCC wurde weder durch hCG noch durch die Stimulantien nachweisbar verandert.

Semiquantitative Messungen der mRNA- bzw. der Proteinmenge der Enzyme sind
zwar mit der Funktion korreliert, kdnnen alleine aber keine vollstandige Aussage
zur Funktion geben. Daher missten in Zukunft Untersuchungen der Aktivitat der
genannten Enzyme durchgefuhrt werden, um die dargelegten Ergebnisse zu

erganzen.
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Aus den beschriebenen Ergebnissen folgt, dass die wichtigen Enzyme der
Steroidhormonsynthese auf mMRNA-Ebene offensichtlich nicht beeinflusst werden.
In ersten Versuchen sollten daher weitere mogliche Ansatzpunkte zur Erklarung
der Reduktion der hCG-induzierten Progesteronproduktion durch Glibenclamid
untersucht werden. Unter anderem wurde der Ausgangstoff der
Steroidhormonsynthese in  humanen GZ, das Cholesterol, betrachtet.
Gespeichertes Cholesterol befindet sich in Form von Estern in Lipidtropfchen und
wird bei Bedarf fur die Steroidhormonsynthese bereitgestellt. Durch veranderte
Fett- oder Lipidspeicherung in den Lipidtropfchen kann es zu einer Veranderung
der Steroidhormonsynthese kommen.

Bei Betrachtung von Ultradunnschnitten der Zellen im Elektronenmikroskop fiel
eine erhohte Menge an Lipidtropfchen in mit hCG/DMSO behandelten humanen
GZ auf. Diese Lipidtropfchen waren bei mit hCG/Glibenclamid behandelten
humanen GZ in geringerem Ausmal’ vorhanden. Dies konnte lediglich bei einer
von zwei Zellchargen beobachtet werden, konnte jedoch ein Hinweis darauf sein,
dass die Reduktion der hCG-induzierten Progesteronproduktion humaner GZ
durch Glibenclamid durch eine Beeinflussung der Cholesterolspeicherung in
Lipidtropfchen zustandekommt.

Die entsprechenden fluoreszenzmikroskopischen Versuche mit dem Farbstoff
Nilrot ergaben keine offensichtlichen Veranderungen in der Lipidmenge in mit
hCG/Glibenclamid behandelten Zellen im Vergleich zu mit hCG/DMSO
behandelten Zellen. Ein Einfluss von Glibenclamid auf die Anzahl der
Lipidtropfchen kann trotzdem nicht vollstandig ausgeschlossen werden, da Nilrot
auch Membranen farbt und es maoglich ist, dass Nilrot eine zu geringe Sensitivitat
fir diese Messung aufweist, weil die moglichen Anderungen in der
Cholesterolmenge zu gering sind.

Bei Betrachtung von Ultradinnschnitten humaner GZ anderer Zellchargen, die mit
hCG/Glibenclamid behandelt worden waren, waren im Vergleich zu solchen, die
mit hCG/DMSO behandelt worden waren, vermehrt Mitosen, Apoptosen und
sekundare Lysosomen (Bulling et al., 2000) zu erkennen. Im Gegensatz zu
anderen Methoden handelt es sich bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung der Zellen jeweils um Stichproben einzelner Zellen, die jeweils eine

leicht unterschiedliche Reaktion auf dieselbe Behandlung zeigen kénnen.
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Will man auf die durch Glibenclamid reduzierte Progesteronproduktion schliel3en,
muss dies aus der Summe aller Beobachtungen geschehen. Da es sich bei den
verwendeten humanen GZ-Kulturen um eine Mischung von Zellen verschiedener
Patientinnen handelt, deren einzelne Grunde fur die IVF nicht bekannt sind, ist es
schwierig, mechanistische Schllisse flr alle diese Zellen zu ziehen. Einige
Methoden lassen nur eine begrenzte Anzahl an Messungen zu (z.B.
Elektronenmikroskopie) und sind daher nur bedingt reprasentativ. Bei anderen
Methoden (z.B. Steroidhormonbestimmung im Uberstand) ergibt sich ein
Mittelwert, der die Variabilitat der Zellen moglicherweise nicht bertcksichtigt. Die
Untersuchung einzelner Zellen von individuellen Patientinnen wird daher in

Zukunft ein Weg sein, diese Fragen detaillierter anzugehen.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die mRNA- und die
Proteinmenge der Karp-Untereinheiten selbst nicht direkt durch hCG beeinflusst
wird. Die mRNA- und Proteinmenge der wichtigen Enzyme StAR, SCC, 3B-HSD
und Aromatase in der Steroidhormonsynthese wird offensichtlich nicht durch
Pharmaka beeinflusst, die am Katp in humanen GZ wirken. Eine mdgliche
Veranderung in der Cholesterolspeicherung ist nicht auszuschlieRen und bedarf

der weiteren Abklarung.

5.6 Ausblick

Kultivierte humane GZ stellen ein Zellmodell dar, anhand dessen vor allem
Vorgange der Luteinisierung im entstehenden CL des humanen Ovars untersucht
werden koénnen. Es stellt sich aber stets die Frage, ob die in Zellkultur
gemessenen Veranderungen der Hormonkonzentrationen tatsachlich zu
Veranderungen der Plasmaspiegel im Organismus flihren wirden, da dort
Ruckkopplungsmechanismen der Hormonproduktion greifen. Die klinische
Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse ist daher schwer abzuschatzen.

Als Modell far die Auswirkungen einer veranderten Aktivitat des Karp im
Organismus koénnte eine Kir 6.1-Knockout-Maus dienen. Miki et al. (2002)
beschrieben eine Kir 6.1-Knockout Maus und untersuchten an ihr vor allem die
Prinzmetal Angina, da die Kir 6.1-Untereinheit vor allem im glatten Muskel in
GefalRen exprimiert wird (Miki et al., 2002; Seino und Miki, 2004). Die Kir 6.1-

Knockout-Maus ware in Bezug auf die Fertilitdt und eventuelle Auswirkungen auf
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das Ovar interessant. Da Kir 6.1-Knockout-Mause jedoch schon nach 4-6 Wochen
sterben, ist keine sinnvolle Aussage zur Fertilitat moglich.

Die Tatsache, dass ein Karp in endokrinen Zellen des humanen Ovars vorkommt,
ist auch aus pharmakologischer Sicht interessant, da der Karp im Ovar eventuell
ein Angriffspunkt fur Pharmaka sein kénnte, die am Katp anderer Gewebe wirken.
Diese Moglichkeit sollte noch untersucht werden und ist insofern interessant, da
bisher nicht beschriebene Wirkungen dieser Pharmaka an endokrinen Zellen des
Ovars ausgeldst und auf diese Weise erklart werden konnten. Fur Glibenclamid
gibt es in diesem Zusammenhang keine publizierten Erfahrungen, da sich die
typische Patientengruppe der Typ ll-Diabetiker nicht mehr im reproduktiven Alter
befindet. Nimmt man jedoch an, dass Glibenclamid die Progesteronproduktion
tatsachlich reduziert, konnten Karp-Inhibitoren durch eine gestagenhemmende
Wirkung eine Mdglichkeit fur eine Fertilitatskontrolle darstellen. Fur Diazoxid und
Minoxidil sind bislang ebenfalls keine Wirkungen an endokrinen Zellen des Ovars
publiziert worden. Fur sie ergeben sich jedoch eventuell neue Therapieansatze,
sollten sie die Progesteronproduktion endokriner Zellen im Ovar im gegenteiligen
Sinn  wie Glibenclamid beeinflussen und somit zu einer erhohten
Progesteronproduktion flhren. Sie kénnten damit ein moéglicher Therapieansatz
fur Patientinnen mit Gelbkorperschwache (CL-Insuffizienz) sein, bei der eine
Storung der CL-Funktion zu einer verminderten Progesteronproduktion und damit

zu einer verminderten Wahrscheinlichkeit fur eine Schwangerschaft fuhrt.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Identifikation und Lokalisation eines
ATP-abhangigen Kaliumkanals (Kate) in isolierten humanen Granulosazellen und
im humanen Ovar. In RT-PCR- und Western Blot-Experimenten zeigte sich, dass
dieser in humanen GZ von I|VF-Patientinnen ohne und mit PCOS aus den
Untereinheiten Kir 6.1 und SUR 2B besteht. Die Proteine der Karp-Untereinheiten
in kultivierten humanen GZ lie3en sich in immunzytochemischen Farbungen mit
Antikoérpern, die gegen die Kir 6.1- und die SUR 2B-Untereinheit gerichtet waren,
nachweisen. Immungoldfarbungen mit anschlieRender elektronenmikroskopischer
Betrachtung zeigten, dass sich der Katp in der Plasmamembran humaner GZ
befindet, nicht jedoch in Mitochondrien. Dies ergab sich auch in funktionellen
Untersuchungen, in denen Diazoxid und Glibenclamid keine Wirkung auf das
mitochondriale Membranpotential hatten. Der Karp, der aus den Untereinheiten
Kir 6.1 und SUR 2B zusammengesetzt ist, entspricht dem Subtyp des Katp-
Kanals, der typischerweise im glatten Muskel in GefalRen vorkommt.

Die elektrophysiologischen  Eigenschaften des Karp  wurden  durch
Einzelkanalmessungen untersucht und ergaben, dass der beschriebene Kanal alle
charakteristischen Merkmale eines Karp aufweist, namlich eine Leitfahigkeit von
etwa 44 pS, Einwartsgleichrichtung und eine Regulation durch Nukleotide. Neben
der Charakterisierung des Katp auf Einzelkanalebene wurde auch das Ansprechen
des Kanals auf Karp-Offner und -Inhibitoren in Whole-Cell-Messungen und durch
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Der Karp spricht auf den Katp-Inhibitor
Glibenclamid an, was zu einer Depolarisation der Plasmamembran flihrt. Somit ist
der Karp der erste Kanaltyp in humanen GZ, fir den eine Rolle bei der Regulation
des Membranpotentials gezeigt werden konnte.

Es ergaben sich Hinweise darauf, dass der Karp-Inhibitor Glibenclamid
Auswirkungen auf die Expression des fiir die Ostradiolsynthese wichtigen Enzyms
Aromatase hat. Des Weiteren fuhrte das SchlielRen des Karp durch Glibenclamid
zu einer Senkung der hCG-induzierten Progesteronproduktion, der Hauptaufgabe
der Granulosalutealzellen. Zur Klarung des zugrundeliegenden Mechanismus
wurde der Einfluss des Katp auf verschiedene Syntheseschritte der
Progesteronproduktion und die daran beteiligten Enzyme untersucht. Es konnte
jedoch weder fiur das Enzym StAR noch fur die Enzyme SCC und 3B-HSD eine
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Veranderung der Expression durch die Behandlung humaner GZ mit den Karp-
Modulatoren Diazoxid und Glibenclamid nachgewiesen werden.

Bei der Betrachtung von Ultradlnnschnitten im Elektronenmikroskop zeigten sich
in humanen GZ, die mit hCG und Glibenclamid behandelt worden waren, weniger
Lipidtropfchen als nach der Behandlung mit hCG und DMSO. Zudem traten unter
hCG und Glibenclamid vermehrt Mitosen und Apoptose auf, aber es bleibt unklar,
wie sich dies auf die Progesteronproduktion auswirkt.

Diese Effekte von Glibenclamid auf den Karp bzw. das Membranpotential
einerseits und auf die hCG-induzierte Progesteronproduktion in humanen GZ
andererseits legt einen Zusammenhang zwischen der Karp-Aktivitat und der
Steroidhormonsynthese in humanen GZ nahe. Der Mechanismus dieses Effekts
bleibt aber noch zu klaren.

Da der Karp in humanen GZ vorkommt und einen potentiellen Angriffspunkt fur
pharmakologische Wirkstoffe darstellt, sollte er als moglicher Ausléser eventuell

noch nicht bertcksichtigter Wirkungen im Ovar weiter untersucht werden.



98 7. Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

Agoston, A., L. Kunz, A. Krieger und A. Mayerhofer (2004). "Two types of calcium
channels in human ovarian endocrine cells: involvement in
steroidogenesis." J Clin Endocrinol Metab 89(9): 4503-12.

Aguilar-Bryan, L., J. P. t. Clement, G. Gonzalez, K. Kunjilwar, A. Babenko und J.

Bryan (1998). "Toward understanding the assembly and structure of KATP
channels." Physiol Rev 78(1): 227-45.

Aguilar-Bryan, L. und J. Bryan (1999). "Molecular biology of adenosine
triphosphate-sensitive potassium channels." Endocr Rev 20(2): 101-35.

Ashcroft, F. und P. Rorsman (2004). "Type 2 diabetes mellitus: not quite exciting
enough?" Hum Mol Genet 13 Spec No 1: R21-31.

Ashcroft, F. M. und F. M. Gribble (1998). "Correlating structure and function in
ATP-sensitive K+ channels." Trends Neurosci 21(7): 288-94.

Ashcroft, S. J. und F. M. Ashcroft (1992). "The sulfonylurea receptor." Biochim
Biophys Acta 1175(1): 45-59.

Ashcroft, S. J. (2000). "The beta-cell K(ATP) channel." J Membr Biol 176(3): 187-
206.

Babenko, A. P., L. Aguilar-Bryan und J. Bryan (1998). "A view of sur/KIRG6.X,
KATP channels." Annu Rev Physiol 60: 667-87.

Baczko, I., W. R. Giles und P. E. Light (2004). "Pharmacological activation of

plasma-membrane KATP channels reduces reoxygenation-induced Ca(2+)

overload in cardiac myocytes via modulation of the diastolic membrane
potential." Br J Pharmacol 141(6): 1059-67.

Ballanyi, K. (2004). "Protective role of neuronal KATP channels in brain hypoxia."
J Exp Biol 207(Pt 18): 3201-12.

Beech, D. J., H. Zhang, K. Nakao und T. B. Bolton (1993). "K channel activation by
nucleotide diphosphates and its inhibition by glibenclamide in vascular
smooth muscle cells." Br J Pharmacol 110(2): 573-82.

Berridge, M. V. und A. S. Tan (1993). "Characterization of the cellular reduction of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT):

subcellular localization, substrate dependence, and involvement of

mitochondrial electron transport in MTT reduction." Arch Biochem Biophys
303(2): 474-82.




7. Literaturverzeichnis 99

Brayden, J. E. (2002). "Functional roles of KATP channels in vascular smooth
muscle." Clin Exp Pharmacol Physiol 29(4): 312-6.

Bryan, J. und L. Aguilar-Bryan (1999). "Sulfonylurea receptors: ABC transporters
that regulate ATP-sensitive K(+) channels." Biochim Biophys Acta 1461(2):
285-303.

Bryan, J., W. H. Vila-Carriles, G. Zhao, A. P. Babenko und L. Aguilar-Bryan
(2004). "Toward linking structure with function in ATP-sensitive K+
channels." Diabetes 53 Suppl 3: S104-12.

Bulling, A., F. D. Berg, U. Berg, D. M. Duffy, R. L. Stouffer, S. R. Ojeda, M. Gratzl

und A. Mayerhofer (2000). "Identification of an ovarian voltage-activated

Na+-channel type: hints to involvement in luteolysis." Mol Endocrinol 14(7):
1064-74.

Chien, E. K., Y. Zhang, H. Furuta und M. Hara (1999). "Expression of adenosine
triphosphate-sensitive potassium channel subunits in female rat
reproductive tissues: overlapping distribution of messenger ribonucleic acid
for weak inwardly rectifying potassium channel subunit 6.1 and
sulfonylurea-binding regulatory subunit 2." Am J Obstet Gynecol 180(5):
1121-6.

Cole, W. C. und O. Clement-Chomienne (2003). "ATP-sensitive K+ channels of
vascular smooth muscle cells." J Cardiovasc Electrophysiol 14(1): 94-103.

Cui, Y., S. Tran, A. Tinker und L. H. Clapp (2002). "The molecular composition of
K(ATP) channels in human pulmonary artery smooth muscle cells and their
modulation by growth." Am J Respir Cell Mol Biol 26(1): 135-43.

Cuong, D. V., N. Kim, H. Joo, J. B. Youm, J. Y. Chung, Y. Lee, W. S. Park, E. Kim,
Y. S. Park und J. Han (2005). "Subunit composition of ATP-sensitive
potassium channels in mitochondria of rat hearts." Mitochondrion 5(2): 121-
33.

Fohr, K. J., W. Warchol und M. Gratzl (1993). "Calculation and control of free

divalent cations in solutions used for membrane fusion studies." Methods

Enzymol 221: 149-57.

Fritz, S., R. Grunert, D. M. Stocco, D. B. Hales und A. Mayerhofer (2001a). "StAR
protein is increased by muscarinic receptor activation in human luteinized
granulosa cells." Mol Cell Endocrinol 171(1-2): 49-51.




100 7. Literaturverzeichnis

Fritz, S., I. Wessler, R. Breitling, W. Rossmanith, S. R. Ojeda, G. A. Dissen, A.
Amsterdam und A. Mayerhofer (2001b). "Expression of muscarinic receptor
types in the primate ovary and evidence for nonneuronal acetylcholine
synthesis." J Clin Endocrinol Metab 86(1): 349-54.

Fritz, S., L. Kunz, N. Dimitrijevic, R. Grunert, C. Heiss und A. Mayerhofer (2002).

"Muscarinic receptors in human luteinized granulosa cells: activation blocks

gap junctions and induces the transcription factor early growth response
factor-1." J Clin Endocrinol Metab 87(3): 1362-7.
Frungieri, M. B., S. I. Gonzalez-Calvar, F. Parborell, M. Albrecht, A. Mayerhofer

und R. S. Calandra (2006). "Cyclooxygenase-2 and prostaglandin F2 alpha
in Syrian hamster Leydig cells: Inhibitory role on luteinizing hormone/human
chorionic gonadotropin-stimulated testosterone production." Endocrinology

147(9): 4476-85.

Garlid, K. D., P. Paucek, V. Yarov-Yarovoy, X. Sun und P. A. Schindler (1996).
"The mitochondrial KATP channel as a receptor for potassium channel
openers." J Biol Chem 271(15): 8796-9.

Garlid, K. D., P. Dos Santos, Z. J. Xie, A. D. Costa und P. Paucek (2003).

"Mitochondrial potassium transport: the role of the mitochondrial ATP-

sensitive K(+) channel in cardiac function and cardioprotection." Biochim
Biophys Acta 1606(1-3): 1-21.

Gore, S. D. und H. R. Behrman (1984). "Alteration of transmembrane sodium and
potassium gradients inhibits the action of luteinizing hormone in the luteal
cell." Endocrinology 114(6): 2020-31.

Gribble, F. M., R. Ashfield, C. Ammala und F. M. Ashcroft (1997). "Properties of
cloned ATP-sensitive K+ currents expressed in Xenopus oocytes." J
Physiol 498 ( Pt 1): 87-98.

Gribble, F. M. und F. Reimann (2002). "Pharmacological modulation of K(ATP)
channels." Biochem Soc Trans 30(2): 333-9.

Gribble, F. M. und F. Reimann (2003). "Sulphonylurea action revisited: the post-

cloning era." Diabetologia 46(7): 875-91.
Griffin, J. E. und S. R. Ojeda (2004). Textbook of Endocrine Physiology. Oxford

University Press.



7. Literaturverzeichnis 101

Gross, G. J. und R. M. Fryer (1999). "Sarcolemmal versus mitochondrial ATP-
sensitive K+ channels and myocardial preconditioning." Circ Res 84(9):
973-9.

Hanna, S. T., K. Cao und R. Wang (2005). "Interaction of acetylcholine with Kir6.1
channels heterologously expressed in human embryonic kidney cells." Eur
J Pharmacol 515(1-3): 34-42.

Higuchi, T., A. Kaneko, J. H. Abel, Jr. und G. D. Niswender (1976). "Relationship
between membrane potential and progesterone release in ovine corpora
lutea." Endocrinology 99(4): 1023-32.

Hoéhne-Zell, B. und M. Gratzl (1996). "Adrenal chromaffin cells contain functionally
different SNAP-25 monomers and SNAP-25/syntaxin heterodimers." FEBS
Lett 394(2): 109-16.

Inagaki, N., T. Gonoi, J. P. t. Clement, N. Namba, J. Inazawa, G. Gonzalez, L.
Aguilar-Bryan, S. Seino und J. Bryan (1995a). "Reconstitution of IKATP: an
inward rectifier subunit plus the sulfonylurea receptor." Science 270(5239):
1166-70.

Inagaki, N., J. Inazawa und S. Seino (1995b). "cDNA sequence, gene structure,

and chromosomal localization of the human ATP-sensitive potassium
channel, uKATP-1, gene (KCNJ8)." Genomics 30(1): 102-4.

Inagaki, N., T. Gonoi, J. P. Clement, C. Z. Wang, L. Aguilar-Bryan, J. Bryan und S.
Seino (1996). "A family of sulfonylurea receptors determines the
pharmacological properties of ATP-sensitive K+ channels." Neuron 16(5):
1011-7.

Inagaki, N. und S. Seino (1998). "ATP-sensitive potassium channels: structures,
functions, and pathophysiology." Jpn J Physiol 48(6): 397-412.

Ishida, H., N. Higashijima, Y. Hirota, C. Genka, H. Nakazawa, H. Nakaya und T.
Sato (2004). "Nicorandil attenuates the mitochondrial Ca2+ overload with
accompanying depolarization of the mitochondrial membrane in the heart."
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 369(2): 192-7.

Isomoto, S., C. Kondo, M. Yamada, S. Matsumoto, O. Higashiguchi, Y. Horio, Y.

Matsuzawa und Y. Kurachi (1996). "A novel sulfonylurea receptor forms
with BIR (Kir6.2) a smooth muscle type ATP-sensitive K+ channel." J Biol
Chem 271(40): 24321-4.

Junqueira, L. C. U., J. Carneiro und M. Gratzl (Hrsg.) (2005). Histologie. Springer.



102 7. Literaturverzeichnis

Kamouchi, M. und K. Kitamura (1994). "Regulation of ATP-sensitive K+ channels
by ATP and nucleotide diphosphate in rabbit portal vein." Am J Physiol
266(5 Pt 2): H1687-98.

Kane, G. C., X. K. Liu, S. Yamada, T. M. Olson und A. Terzic (2005). "Cardiac
KATP channels in health and disease." J Mol Cell Cardiol 38(6): 937-43.

Koh, S. D., K. K. Bradley, M. G. Rae, K. D. Keef, B. Horowitz und K. M. Sanders
(1998). "Basal activation of ATP-sensitive potassium channels in murine

colonic smooth muscle cell." Biophys J 75(4): 1793-800.

Kunz, L., A. Thalhammer, F. D. Berg, U. Berg, D. M. Duffy, R. L. Stouffer, G. A.
Dissen, S. R. Ojeda und A. Mayerhofer (2002). "Ca2+-activated, large
conductance K+ channel in the ovary: identification, characterization, and
functional involvement in steroidogenesis." J Clin Endocrinol Metab 87(12):
5566-74.

Kunz, L., R. Ramsch, A. Krieger, K. A. Young, G. A. Dissen, R. L. Stouffer, S. R.
Ojeda und A. Mayerhofer (2006a). "Voltage-dependent K+ channel acts as

sex steroid sensor in endocrine cells of the human ovary." J Cell Physiol
206(1): 167-74.

Kunz, L., J. S. Richter und A. Mayerhofer (2006b). "The adenosine 5'-
triphosphate-sensitive potassium channel in endocrine cells of the human
ovary: role in membrane potential generation and steroidogenesis." J Clin
Endocrinol Metab 91(5): 1950-5.

Kusaka, M., N. Tohse, H. Nakaya, T. Tanaka, M. Kanno und S. Fujimoto (1993).

"Membrane currents of porcine granulosa cells in primary culture:

characterization and effects of luteinizing hormone." Biol Reprod 49(1): 95-
103.

Langheinrich, U. und J. Daut (1997). "Hyperpolarization of isolated capillaries from
guinea-pig heart induced by K+ channel openers and glucose deprivation."
J Physiol 502 ( Pt 2): 397-408.

Li, Y., S. Ganta, F. B. von Stein, D. E. Mason, B. M. Mitchell und L. C. Freeman
(2003). "4-aminopyridine decreases progesterone production by porcine
granulosa cells." Reprod Biol Endocrinol 1: 31.

Liu, Y., T. Sato, B. O'Rourke und E. Marban (1998). "Mitochondrial ATP-
dependent potassium channels: novel effectors of cardioprotection?"
Circulation 97(24): 2463-9.




7. Literaturverzeichnis 103

Léhrke, B., M. Derno, B. Kruger, T. Viergutz, H. Matthes und W. Jentsch (1997).
"Expression of sulphonylurea receptors in bovine monocytes from animals
with a different metabolic rate." Pflugers Arch 434(6): 712-20.

Loussouarn, G., T. Rose und C. G. Nichols (2002). "Structural basis of inward

rectifying potassium channel gating." Trends Cardiovasc Med 12(6): 253-8.
Malhi, H., A. N. Irani, P. Rajvanshi, S. O. Suadicani, D. C. Spray, T. V. McDonald
und S. Gupta (2000). "KATP channels regulate mitogenically induced

proliferation in primary rat hepatocytes and human liver cell lines.
Implications for liver growth control and potential therapeutic targeting." J
Biol Chem 275(34): 26050-7.

Manikkam, M., Y. Li, B. M. Mitchell, D. E. Mason und L. C. Freeman (2002).
"Potassium channel antagonists influence porcine granulosa cell
proliferation, differentiation, and apoptosis." Biol Reprod 67(1): 88-98.

Mannhold, R. (2004). "KATP channel openers: structure-activity relationships and
therapeutic potential." Med Res Rev 24(2): 213-66.

Mason, D. E., K. E. Mitchell, Y. Li, M. R. Finley und L. C. Freeman (2002).

"Molecular basis of voltage-dependent potassium currents in porcine

granulosa cells." Mol Pharmacol 61(1): 201-13.

Matsuo, M., Y. Kimura und K. Ueda (2005). "KATP channel interaction with
adenine nucleotides." J Mol Cell Cardiol 38(6): 907-16.

Mattioli, M., B. Barboni und L. J. DeFelice (1993). "Calcium and potassium
currents in porcine granulosa cells maintained in follicular or monolayer
tissue culture." J Membr Biol 134(1): 75-83.

Mayerhofer, A., G. A. Dissen, M. E. Costa und S. R. Ojeda (1997). "A role for

neurotransmitters in early follicular development: induction of functional

follicle-stimulating hormone receptors in newly formed follicles of the rat
ovary." Endocrinology 138(8): 3320-9.

Mayerhofer, A., M. B. Frungieri, A. Bulling und S. Fritz (1999a). "Sources and
function of neuronal signalling molecules in the gonads." Medicina (B Aires)
59(5 Pt 2): 542-5.

Mayerhofer, A., H. C. Hemmings, Jr., G. L. Snyder, P. Greengard, S. Boddien, U.

Berg und C. Brucker (1999b). "Functional dopamine-1 receptors and

DARPP-32 are expressed in human ovary and granulosa luteal cells in
vitro." J Clin Endocrinol Metab 84(1): 257-64.




104 7. Literaturverzeichnis

Mayerhofer, A. und L. Kunz (2006). "lon channels of primate ovarian endocrine
cells: identification and functional significance." Expert Rev Endocrinol
Metab 1(4): 549-555.

Miki, T., M. Suzuki, T. Shibasaki, H. Uemura, T. Sato, K. Yamaguchi, H. Koseki, T.
Iwanaga, H. Nakaya und S. Seino (2002). "Mouse model of Prinzmetal
angina by disruption of the inward rectifier Kir6.1." Nat Med 8(5): 466-72.

Miki, T. und S. Seino (2005). "Roles of KATP channels as metabolic sensors in
acute metabolic changes." J Mol Cell Cardiol 38(6): 917-25.

Moreau, C., A. L. Prost, R. Derand und M. Vivaudou (2005). "SUR, ABC proteins
targeted by KATP channel openers." J Mol Cell Cardiol 38(6): 951-63.

Nelson, M. T. und J. M. Quayle (1995). "Physiological roles and properties of

potassium channels in arterial smooth muscle." Am J Physiol 268(4 Pt 1):
C799-822.

Nichols, C. G. und W. J. Lederer (1991). "The mechanism of KATP channel
inhibition by ATP." J Gen Physiol 97(5): 1095-8.

Nichols, C. G. und A. N. Lopatin (1997). "Inward rectifier potassium channels."
Annu Rev Physiol 59: 171-91.

Nichols, C. G. (2006). "KATP channels as molecular sensors of cellular
metabolism." Nature 440(7083): 470-6.

Noma, A. (1983). "ATP-regulated K+ channels in cardiac muscle." Nature
305(5930): 147-8.

Platano, D., M. C. Magli, A. P. Ferraretti, L. Gianaroli und G. Aicardi (2005). "L-
and T-type voltage-gated Ca2+ channels in human granulosa cells:

functional characterization and cholinergic regulation." J Clin Endocrinol
Metab 90(4): 2192-7.

Pountney, D. J., Z. Q. Sun, L. M. Porter, M. N. Nitabach, T. Y. Nakamura, D.
Holmes, E. Rosner, M. Kaneko, T. Manaris, T. C. Holmes und W. A.

Coetzee (2001). "Is the molecular composition of K(ATP) channels more
complex than originally thought?" J Mol Cell Cardiol 33(8): 1541-6.

Quinn, K. V., J. P. Giblin und A. Tinker (2004). "Multisite phosphorylation
mechanism for protein kinase A activation of the smooth muscle ATP-
sensitive K+ channel." Circ Res 94(10): 1359-66.

Reimann, F. und F. M. Ashcroft (1999). "Inwardly rectifying potassium channels."
Curr Opin Cell Biol 11(4): 503-8.




7. Literaturverzeichnis 105

Reynolds, E. S. (1963). "The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque
stain in electron microscopy." J Cell Biol 17: 208-12.

Reyss, A. C., C. Proust-Richard, S. Catteau-Jonard und D. Dewailly (2006).
"[Rotterdam consensus in adolescent girls: which investigations and how to
interpret them to make the diagnosis of PCOS?]." Gynecol Obstet Fertil
34(4): 341-6.

Richards, J. S. und L. Hedin (1988). "Molecular aspects of hormone action in

ovarian follicular development, ovulation, and luteinization." Annu Rev
Physiol 50: 441-63.

Ronen-Fuhrmann, T., R. Timberg, S. R. King, K. H. Hales, D. B. Hales, D. M.
Stocco und J. Orly (1998). "Spatio-temporal expression patterns of
steroidogenic acute regulatory protein (StAR) during follicular development
in the rat ovary." Endocrinology 139(1): 303-15.

Rotterdam-Workgroup (2004). "Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and

long-term health risks related to polycystic ovary syndrome (PCOS)." Hum
Reprod 19(1): 41-7.
Seino, S. (1999). "ATP-sensitive potassium channels: a model of heteromultimeric

potassium channel/receptor assemblies." Annu Rev Physiol 61: 337-62.

Seino, S. und T. Miki (2003). "Physiological and pathophysiological roles of ATP-
sensitive K+ channels." Prog Biophys Mol Biol 81(2): 133-76.
Seino, S. und T. Miki (2004). "Gene targeting approach to clarification of ion

channel function: studies of Kir6.x null mice." J Physiol 554(Pt 2): 295-300.

Shi, N. Q., B. Ye und J. C. Makielski (2005). "Function and distribution of the SUR
isoforms and splice variants." J Mol Cell Cardiol 39(1): 51-60.

Shyng, S. und C. G. Nichols (1997). "Octameric stoichiometry of the KATP
channel complex." J Gen Physiol 110(6): 655-64.

Stocco, D. M. und B. J. Clark (1996). "Regulation of the acute production of
steroids in steroidogenic cells." Endocr Rev 17(3): 221-44.

Teramoto, N. (2006). "Physiological roles of ATP-sensitive K+ channels in smooth
muscle." J Physiol 572(Pt 3): 617-24.

Yamada, A., N. Gaja, S. Ohya, K. Muraki, H. Narita, T. Ohwada und Y. Imaizumi
(2001). "Usefulness and limitation of DIBAC4(3), a voltage-sensitive

fluorescent dye, for the measurement of membrane potentials regulated by



106 7. Literaturverzeichnis

recombinant large conductance Ca2+-activated K+ channels in HEK293
cells." Jpn J Pharmacol 86(3): 342-50.

Yamada, K. und N. Inagaki (2005). "Neuroprotection by KATP channels." J Mol
Cell Cardiol 38(6): 945-9.

Yamada, M., S. Isomoto, S. Matsumoto, C. Kondo, T. Shindo, Y. Horio und Y.
Kurachi (1997). "Sulphonylurea receptor 2B and Kir6.1 form a

sulphonylurea-sensitive but ATP-insensitive K+ channel." J Physiol 499 ( Pt
3): 715-20.

Yokoshiki, H., M. Sunagawa, T. Seki und N. Sperelakis (1998). "ATP-sensitive K+
channels in pancreatic, cardiac, and vascular smooth muscle cells." Am J
Physiol 274(1 Pt 1): C25-37.

Yoshida, H., J. E. Feig, A. Morrissey, I. A. Ghiu, M. Artman und W. A. Coetzee
(2004). "K ATP channels of primary human coronary artery endothelial cells
consist of a heteromultimeric complex of Kir6.1, Kir6.2, and SUR2B
subunits." J Mol Cell Cardiol 37(4): 857-69.

Zhang, H. L. und T. B. Bolton (1996). "Two types of ATP-sensitive potassium

channels in rat portal vein smooth muscle cells." Br J Pharmacol 118(1):
105-14.




8. Anhang 107

8. Anhang
8.1 Zeitschriftenartikel

Kunz, L., J. S. Richter, A. Mayerhofer (2006). “The adenosine 5’-triphosphate-
sensitive potassium channel in endocrine cells of the human ovary: role in
membrane potential generation and steroidogenesis.” J Clin Endocrinol Metab
91(5):1950-5.

In Vorbereitung: Richter, J.S., A. Mayerhofer und L. Kunz. ,Functional

characterization of the Katp in endocrine cells of the human ovary*

8.2 Auszeichnungen

Richter, J. S.: Novartis-Preis ,Junge Endokrinologie“ 2005, vergeben von der
Deutschen Gesellschaft fur Endokrinologie fur die Arbeit mit dem Titel:
.ldentification of an ATP-dependent potassium channel in endocrine cells of the

human ovary: Role in steroidogenesis.”

8.3 Kongressbeitrage

Richter, J.S., L. Kunz und A. Mayerhofer (2004). ,ATP-sensitive potassium
channels in the human ovary.” Young Active Research Meeting der Deutschen

Gesellschaft fir Endokrinologie, Minster.

Richter, J. S., L. Kunz, R. Ramsch, A. Krieger und A. Mayerhofer (2005). ,Katp in
human endocrine ovarian cells composed of Kir 6.1 and SUR 2B.” Annual Meeting

of the Biophysical Society, Long Beach, USA.

Kunz L., A. Bulling, M. Traut, J. Richter, F. Berg, U. Berg und A. Mayerhofer
(2005), ,Physiologische Rolle von lonenkanalen in humanen Granulosazellen von
IVF-Patientinnen.“ 1. Kongress des Dachverbands fir Reproduktionsbiologie und

-medizin, MUnster.

Richter, J. S., L. Kunz und A. Mayerhofer (2006). ,Insights into the physiological
role of the Katp channel in human endocrine ovarian cells — a target for drugs.”
Exp Clin Endocrinol Diabetes 114:51-S84.




108 8. Anhang

8.4 Danksagung

Diese Arbeit entstand im Rahmen des Graduiertenkollegs 333 ,Biologie
menschlicher Erkrankungen® am Anatomischen Institut am Biederstein der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen unter der Betreuung durch Herrn
Professor Dr. Artur Mayerhofer und Herrn Dr. Lars Kunz.

Herrn Prof. Dr. Artur Mayerhofer danke ich fiir die Uberlassung des Themas, die
Bereitstellung des Arbeitsplatzes, viele anregende Diskussionen und die
Begutachtung meiner Arbeit.

Herrn Dr. Lars Kunz danke ich dafir, dass er ganz entscheidend zum Gelingen
dieser Arbeit beigetragen hat, indem er mich mit viel Geduld und Begeisterung in
die Thematik einfuhrte und jederzeit fur Fragen und hilfreiche und motivierende
Diskussionen zur Verfugung stand.

Herrn Prof. Dr. Martin Biel danke ich fur das Interesse an meiner Arbeit und fur die
Vertretung dieser Dissertation vor der Fakultat fir Chemie und Pharmazie.

FUr weitere kritische Diskussionen und Durchsicht dieser Arbeit danke ich Herrn
Dr. Andreas Bulling.

Herrn Professor Dr. Manfred Gratzl und Frau Dr. Karen Schmidt-Base gilt mein
aufrichtiger Dank fur die Betreuung und Foérderung der Arbeit im Rahmen des
Graduiertenkollegs 333 ,Biologie menschlicher Erkrankungen® in Munchen.

Fir die gute Zusammenarbeit und die ausgesprochen freundliche
Arbeitsatmosphare danke ich PD Dr. Martin Albrecht, Thomas Braun, Annette
Krieger, Andreas Mauermayer, Christine Mayer, Karin Metzrath, Gerhard
Prechtner, Romi Ramsch, Marlies Rauchful3, Sebastian Reindl, Dr. Axel
Reinhardt, Christine Roggors, Christoph Schell, Gabriele Terfloth, Astrid
Tiefenbacher, Matthias Traut, Prof. Dr. Laurenz Wurzinger und Barbara
Zschiesche.

Herrn Prof. Dr. Dieter Berg, Frau Dr. Ulrike Berg und ihren Mitarbeitern im IVF-
Labor A.R.T. Bogenhausen, Munchen, danke ich fur die gute Zusammenarbeit.
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fur die Bereitstellung der
Mittel.

Nicht zuletzt mochte ich mich sehr herzlich bei meinen Eltern und meinem Bruder
bedanken, die mich stets unterstitzt und motiviert haben und die mir mein

Studium und diese wissenschaftliche Arbeit Gberhaupt ermoéglicht haben.



8. Anhang

109

8.5 Lebenslauf

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Staatsangehorigkeit
Familienstand

Eltern

Schulbildung

Studium

Promotion

Forderung

Johanna Sophia Richter

22.02.1979

Freiburg im Breisgau

Deutsch

Ledig

Dr.-Ing. Herbert Richter, Diplom-Physiker

Dr. rer. nat. Gabriele Schroeter, geb. Wachsmuth,

Diplom-Chemikerin

Grundschule Vorstetten (1985-1988)
Grundschule Kéngen (1988-1989)
Robert-Bosch-Gymnasium Wendlingen (a.N.)
(1989-1998)

Abitur (1998)

Studium der Pharmazie an der Ludwig-Maximilians-
Universitat, Mlinchen (1998-2002)

1. Abschnitt der Pharmazeutischen Prifung (2001)

2. Abschnitt der Pharmazeutischen Prufung (2002)

1. Halfte des Praktischen Jahres in der St. Anna-
Apotheke, Minchen (November 2002-April 2003)

2. Halfte des Praktischen Jahres bei MSD (Merck,
Sharp & Dohme), Haar (Mai 2003- Oktober 2003)

3. Abschnitt der Pharmazeutischen Prifung (2003)

,Kaliumkanéle im menschlichen Ovar und in humanen
Granulosalutealzellen: Charakterisierung des ATP-

abhéngigen Kaliumkanals*® (seit Januar 2004)

Die Promotion wurde im Rahmen des
Graduiertenkollegs 333  ,Biologie = menschlicher

Erkrankungen® geférdert.



