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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Aufbau von Driisen

Driisen sind Zellen oder Zellkomplexe, die aus niedermolekularen Vorstufen
hochmolekulare Produkte synthetisieren. Sie sind auf die Produktion und Freisetzung
verschiedener Sekrete spezialisiert und spielen bei vielen lebenswichtigen Vorgéngen,
wie der Nahrungsaufnahme und -verarbeitung, der Homoostase und der Reproduktion,
eine entscheidende Rolle.

Driisen konnen hinsichtlich mehrerer Kriterien eingeteilt werden:

1. nach der Existenz eines Ausfithrungsganges (exokrine/endokrine Driisen)

2. nach der Histologie (einfache/verzweigte, einzellige/mehrzellige, tubuldse/azindse
Driisen)

3. nach der Qualitét des Sekretes (serose/mukose Driisen)

4. nach dem Sekretionsmechanismus (apokrine/merokrine/holokrine Driisen)

Die produzierten Sekrete sind bei allen Driisen nicht fiir die Driisenzellen selbst von

unmittelbarer Bedeutung, sondern werden an anderen Stellen des Kdrpers benotigt.

1.2. Synthese von Sekretproteinen

Driisenzellen beziehen alle zur Synthese des Sekretes bendtigten Substanzen aus dem
Blut oder der interzelluliren Fliissigkeit. So werden fiir die Synthese -eines
proteinreichen Sekretes, wie z.B. das der Prostata, Aminosduren aus dem Blut durch
die Kapillarwand und ihre Basalmembran sowie Basalmembran und Zellmembran in
das Zytoplasma der Driisenzelle aufgenommen, wo sie flir die Proteinsynthese
verwendet werden. Auch die anderen Bestandteile des Sekretes werden auf diesem
Weg in die Zelle aufgenommen.

Zu Beginn der Proteinbiosynthese werden die in den Zellen exprimierten Gene
abgelesen, d.h. die entsprechende Sequenz der DNA wird durch eine RNA-Polymerase

in  komplementire RNA umgesetzt (Transkription). Dabei entsteht aus der
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doppelstrangigen DNA eine einzelstringige messenger-RNA (m-RNA). Diese m-RNA
wird dann aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert, wo sich Ribosomen
anlagern und die Ubersetzung in eine Proteinkette mittels transfer-RNA (t-RNA)
beginnt (Translation). Die Translation startet im Zytosol. Das entstechende Protein
kann dann dort oder auf dem Weg durch das endoplasmatische Retikulum (ER) und
Golgi-Apparat modifiziert werden. In letzterem Fall binden sich die Ribosomen mit
der m-RNA an das ER. Nach Synthese einer Signalsequenz wird die Proteinkette in
die Zisterne des ER geschleust. Zum Abschlul3 der Translation 16st sich das Ribosom
vom ER und hinterldf3t die Proteinkette im Lumen des ER. Das Protein kann, wenn es
als Glykoprotein sezerniert wird, N- oder O- glykosidisch mit Polysacchariden
modifiziert werden. AnschlieBend wird es in Transportvesikel verpackt und in die
Zisternen des Golgi-Apparates transportiert, in dem die Struktur des Proteins noch
verdndert werden kann. So konnen z.B. Disulfidbriicken eingefiigt oder die
Polysaccharidketten verdndert werden. Dann wird das nun spezifische Protein in
Vakuolen (Sekretgranula) in das Zytosol entlassen. Die Sekretgranula sammeln sich
an der apikalen Seite der Zelle und konnen bei Bedarf in den Ausfiihrungsgang der

Driise, bzw. ins Blut abgegeben werden.

1.3. Sekretionsmechanismen

1.3.1. Merokrine Sekretion

Driisen mit einem merokrinen, frither auch ekkrin genannten, Sekretionsmechanismus
gehoren zu den héufigsten im Organismus. Es werden Sekretgranula, die vom
perinukledren Teil der Zelle oder vom Golgi-Apparat kommen, im apikalen Teil fiir
die Sekretion bereitgehalten. Dadurch sind die Driisenzellen sekretionsbereit. Die
Blaschen, die noch von der Membran des Golgi-Apparates umschlossen sind, lagern
sich an die Innenfliche der Zellmembran an. Durch Erhéhung der intrazelluliren Ca”*-
Konzentration kommt es zur Verschmelzung der Membran der Granula mit der
Zellmembran und als Folge zur Freisetzung des Inhaltes. So ist bei diesem

Mechanismus keine Volumenschwankung der Zelle nachweisbar.
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Die merokrine Sekretion kommt vor allem bei Driisen mit hoher Sekretionsleistung,
wie z.B. Speicheldriisen, Driisen des Geschlechtsapparates und allen endokrinen
Driisen vor.

In der Prostata wurde dieser Sekretionsmechanismus zuerst von Brandes (1966)
beschrieben. Bestdtigt wurde diese Beobachtung u.a. von Helminen und Ericsson
(1970) sowie Flickinger (1974). Groos et al. (1999) konnten einen merokrinen
Sekretionsmechanismus fiir ein 115k Protein nachweisen.

In den Glandulae urethrales, die sich aus tubuldren Schleimdriisen aufbauen und die
Homologie der Prostata bei der Frau darstellen, konnte ebenfalls ein merokriner

Sekretionsmechanismus nachgewiesen werden (Zaviacic et al. 2000).

1.3.2. Apokrine Sekretion

Bei der apokrinen Sekretion sammeln sich die Sekretproteine oder grofie
Sekretgranula im apikalen Teil der Driisenzelle. Diese schniiren sich bei der Sekretion
mit einem Teil der Zellmembran in den Ausfiihrungsgang ab. Dadurch nimmt das
Zellvolumen nach mehrmaliger Sekretion ab und das Epithel wird niedriger. Diese
lichtmikroskopische Beobachtung kann zum Teil auch auf die Kontraktion von
Myoepithelzellen, welche das Driisenendstiick umfassen, zuriickzufiihren sein. Das
entstandene Volumendefizit mufl in den Ruhephasen der Zelle wieder ausgeglichen
werden. So haben Driisen diesen Typs verschieden hohe Epithelien und wechselnde
Mengen Sekret in ihren alveoldren Endstiicken.

Apokrin sezernierende Zellen existieren in der Milchdriise, Glandulae ceruminosae,
Glandulae ciliares, Schweilldriisen (Kurosumi et al., 1984), Plexus choroideus
(Gudeman et al., 1989) und in menschlichen olfaktorischen Driisen (Lucheroni et al.,
1986).

Auch in der menschlichen Prostata (Mao et al., 1965; Aumiiller, 1979), und in der
Koagulationsdriise der Ratte (Nicander et al., 1974, Aumiiller und Adler, 1979) ist
dieser Sekretionsmechanismus nachgewiesen worden. In der Koagulationsdriise

konnte nach Kopulation eine erhdhte Abschniirung apikaler Blasen mit 50-100 nm
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Durchmesser nachgewiesen werden (Hawkins und Geuze 1977). Als sekretorisches
Protein wird die sekretorische Transglutaminase von den Epithelzellen der Prostata auf
diesem Weg sezerniert (Aumiiller et al., 1989; Seitz et al., 1990). Wilhelm et al.
(1998) wiesen diesen Mechanismus fiir die Sekretion von Carboanhydrase II in der
Prostata nach. Auch ein 66k Protein wird durch apokrine Sekretion sezerniert
(Wilhelm et al. 1999).

Cohen et al. (2000) fanden Hinweise darauf, daB ein apokriner
Sekretionsmechanismus im gesunden Gewebe der Prostata vorkommt, wahrscheinlich
aber nicht im Prostatakarzinom. Dabei geht jedoch nicht die Sekretionsfdahigkeit
verloren, denn eine Schleimsekretion ist auch im pathologischen Gewebe noch

nachweisbar.

1.3.3. Holokrine Sekretion

Die holokrinen Driisen besitzen ein mehrschichtiges Epithel. In diesem Epithel
wandern die Zellen von der Basalmembran nach apikal und werden dort als
Zelltrimmer in den Ausfithrungsgang abgestoBen. Gleichzeitig entstehen an der
Basalmembran durch Mitose neue Zellen. Wihrend der Wanderung werden so viele
Sekretgranula gebildet, da3 diese zum Schluf} die ganze Zelle ausfiillen, der Zellkern
wird pyknotisch und das Zytoplasma zerfillt. Als Folge zerplatzt die Zelle und entlaft
ithren Inhalt in den Ausfithrungsgang der Driise.

Typisches Beispiel fiir diesen Sekretionstyp sind die Talgdriisen (Glandulae sebaceae),
die an den Haarbélgen und in verschiedenen Schleimhiuten vorkommen, so z.B. in
den Wangen und am Anus. Auch an Augenlid, Nasenfliigel, Labium minus pudendi
und im Praeputium penis sind sie vorhanden.

Zwischen holokriner und apokriner Sekretion konnten Stoeckelhuber et al. (2000)
einen engen morphologischen Zusammenhang darstellen. In
elektronenmikroskopischen Studien wiesen sie in verschiedenen Driisen eine
oberflachliche Schicht aus holokrinen Talgdriisen mit darunterliegenden apokrinen
Duftdriisen nach. Redcrest et al. (2001) beschrieben ein enges Zusammenspiel dieser

Driisen bei der Thermoregulation. Thre Sekrete sorgen durch Emulsifikation des
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merokrin sezernierten Schweilles fiir eine gleichméfBige Schweilschicht auf der Haut.
Somit wird eine Tropfenbildung auf der Haut und damit {ibermiBigen Wasserverlust

verhindert und andererseits eine adiquate Warmeabgabe gewihrleistet.

Sekraiyranulz

Cinlgi-Apparat

Ly sn

ilachondrien

Abb. 1.1: Schematische Darstellung von merokriner, apokriner und holokriner

Sekretion (aus Schiebler, Schmidt: Anatomie, 5. Auflage)

1.3.4. Diacytose

Es handelt es sich um die Sekretion von Sekretgranula, die als ganzes, d.h. mit ihrer
umgebenden Membran ausgeschleust werden. Brody et al. (1983) gaben diesem
Sekretionsmechanismus den Namen ,,Diacytose. In der humanen Prostata handelt es
sich um Vesikel, Prostasomen genannt, die von einer tri- oder multilamelldren
Membran umgeben sind. Sie konnen sowohl in der Prostata als auch in ihrem Sekret
in groBen Mengen nachgewiesen werden. Fiir die Prostasomen wird noch ein zweiter
Weg der Sekretion in das Driisenlumen diskutiert: die Fusion der Membran der
Granula mit der Zellmembran und Freisetzung der Prostasomen (Brody et al., 1983).

Nilsson et al. (1996) konnten einen monoklonalen Antikdrper herstellen, der eine
selektive Affinitdt zu einem 35 kd Protein der Prostasomen hat und so eine spezifische
Darstellung von Prostasomen erlaubt. Weiterhin konnten in den Prostasomen mehrere
Neuropeptide nachgewiesen werden, die als Marker fiir neuroendokrine Zellen gelten.
So konnten NPY, VIP, Chromogranin B und Synapthophysin dargestellt werden

(Stridsberg et al. 1996). Ein interessantes Ergebnis liber mogliche Funktionen der
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Prostasomen lieferte eine Studie von Carlsson et al. (2000). Die Autoren konnten in
Zellkulturen  einen  wachstumshemmenden  Effekt auf  Zelllinien von

Prostatakarzinomen nachweisen.

In den meisten Driisen ist nur ein Sekretionsmechanismus vorhanden. Es wurde jedoch
auch nachgewiesen, daBl mehrere Sekretionsmechanismen in einer Driisenzelle
vorkommen konnen. So konnte in der Brustdriise apokrine und merokrine Sekretion
nachgewiesen werden. Hier werden die Milchfette apokrin und die Milchproteine
merokrin sezerniert. Auch in der Koagulationsdriise der Ratte kommen innerhalb der
selben Zelle apokrine (Transglutaminase) und merokrine (115 K Protein) Sekretion
vor. Die Koexistenz von diesen beiden Mechanismen in der Prostata wurde u.a. von

Kachar und Pinto da Silva (1980) beschrieben.

1.4. Zellen der Prostata

Die Prostata ist eine androgenabhingige akzessorische Geschlechtsdriise, deren
Epithel die folgenden drei verschiedenen Zelltypen enthdlt: 1. Basalzellen, 2.

Driisenzellen und 3. neuroendokrine Zellen.

1.4.1. Basalzellen

Die Basalzellen der Prostata sind zwischen der Basalmembran und den
Oberflachenzellen lokalisiert. Morphologisch sind sie flach, oval oder linsenférmig
und enthalten im Gegensatz zu den neuroendokrinen und Driisenzellen keine

Sekretgranula, haben also keine sekretorische Funktion.

Basalzellen gelten als Vorlduferzellen der Driisenzellen (DeMazo et al. 1998). Durch
Proliferation und Umwandlung in Driisenzellen haben sie wichtige Funktionen bei der
staindigen Zellerneuerung, insbesondere nach Epithelschddigung. So bilden sie den

iiberwiegenden Teil der proliferierenden Zellen der Prostata (McNeal et al. 1995). Bei
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der Erneuerung der Prostata nach Kastration und anschlieBender Androgenbehandlung
konnte im Tierversuch den Basalzellen eine Schliisselrolle nachgewiesen werden
(Leav et al. 1978). Diese proliferativen Eigenschaften der Basalzellen lassen vermuten,
dal3 sie auch bei der Genese des Prostatakarzinoms eine bedeutende Funktion haben,
auch wenn im Karzinomgewebe keine Basalzellen nachgewiesen werden konnten

(Yang et al. 1999).

1.4.2. Driisenzellen

Die Driisenzellen leiten sich aus den Basalzellen ab und wandern nach ihrer
Differenzierung aufgrund der basalen Zellerneuerung in Richtung Driisenlumen und
werden schlieBlich in das Lumen abgestoen. Thre Funktion liegt u.a. in der Bildung
des Sekretes der Prostata, welches unter anderem saure Phosphatase, Prostata
spezifisches Antigen (PSA), Zitronensdure und Zink beinhaltet. Die dem Lumen
zugewandten Zellen des Epithels werden in fiinf funktionell unterschiedliche Zonen
unterteilt: apikale, supranukledre, Golgi, nukledre, und basale Zone. Diacytose kommt
in diesen Zellen als Sekretionsmechanismus fiir Prostasomen vor, aber auch mero- und
apokrine Sekretionsmechanismen wurden in der Prostata nachgewiesen (Hohbach und

Ueberberg, 1982; Seitz et al., 1990)

1.4.3. NeuroendoKkrine Zellen

1.4.3.1. Merkmale neuroendokriner Zellen

Bei den neuroendokrinen Zellen handelt es sich um:

1. Nervenzellen, die Hormone bilden kdnnen, insbesondere Peptide und Amine,

2. Zellen peripherer Organe, die gleiche Hormone bilden konnen wie die
hormonbildenden Nervenzellen.

Diese endokrinen Zellen enthalten gleichzeitig biogene Amine und/oder deren

Vorldufer sowie Polypeptide mit hormonaler Aktivitit. Weiterhin ist im Zytoplasma
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eine hohe Aktivitit verschiedener Aminosduredecarboxylasen nachweisbar. Aus
diesem Grund wurden diese Zellen, die in unterschiedlichen Geweben vorkommen
(z.B. Pankreas, Magen-Darm-Trakt, Schilddriise), unter dem Namen APUD (Amine
Precursor Uptake and Decarboxylation)- Zellen zusammengefalit. Dieser Name wurde
von Pearse (1969) gepriagt. Die Fahigkeit dieser Zellen biologisch aktive Vorstufen
aufzunehmen, diese durch intrazelluldre Dekarboxylierung in aktive Amine zu
verwandeln und sie dann in sekretorischen Vesikeln zu speichern, wurde erstmals von
Pearse (1966) beschrieben. Die Sekretion der gespeicherten Amine aus Vesikeln ist
pH-Abhédngig. Blackmore et al. (2001) konnten zeigen, da3 der pH-Wert durch die
Amin-Transporter geregelt wird, welche durch Antiport bei Amin-Aufnahme die
Aziditdt der Zelle senken. Heute werden iiber 40 verschiedene Zelltypen zu dieser
Gruppe gezédhlt. Neben den genannten Gemeinsamkeiten zeigen sich in der
Ultrastruktur weitere morphologische Kennzeichen:

1. groBer Zellkern mit volumindsem Nukleolus,

viele Mitochondrien,

viel rauhes endoplasmatisches Retikulum (RER),

grofer Golgi-Apparat,

A

das Vorkommen 100-200 nm grofer Sekretgranula, die sich im apikalen Teil der
Zelle sammeln und die entsprechenden Peptide enthalten.

Diese Peptide miissen nicht ausschlieBlich von den Zellen synthetisiert werden,
sondern konnen auch zum Teil in die Zelle aufgenommen werden. In den klassischen
neuroendokrinen Zellen des Hypothalamus (neurosekretorische Zellen) werden die
synthetisierten Peptide im Perikaryon in die Sekretgranula verpackt, welche dann im
Axon mit dem axoplasmatischen FluB zum Axonende transportiert werden. Dort

konnen sie in die Kapillaren sezerniert werden.

1.4.3.2. Neuroendokrine Zellen der Prostata

Die in der Prostata vorkommenden neuroendokrinen Zellen wurden zuerst von Pretl

(1944) beschrieben und 1951 von Feyrter bestitigt. Sie konnen durch
Elektronenmikroskopie (Fétissof et al., 1983; Abrahamsson et al., 1986) oder durch
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verschiedene Farbemethoden (z.B. Silberfarbung, Fétissof et al., 1983; Abrahamsson,
1988) identifiziert werden. Charakteristisch fiir die Zellen ist das Vorkommen
verschiedener Peptide, welche bei Bedarf sezerniert werden konnen. Hierbei handelt
es sich z.B. um Neuropeptid Y (NPY), Substanz P (SP), vasoaktives intestinales
Polypeptid (VIP), Calcitonin-gene-related Peptide (CGRP), Bombesin (Bom),
Somatostatin (Som), Serotonin (5-HT) oder Dopamin-B-Hydroxylase (DBH). Uber das
Vorkommen der verschiedenen Peptide in der Prostata gibt es eine Vielzahl von
Studien:

Larsen et al. (1981) beschriecben das Vorkommen von VIP in Nerven des
menschlichen ménnlichen und weiblichen Genitaltraktes. Die Autoren beschrieben
eine scheinbare Innervation von epithelialen Zellen und Gefdlen mit VIP-positiven
Nervenfasern unter anderem in Prostata, Blase, Urethra und Ductus deferens. Die
Innervation mit verschiedenen anderen peptidergen Nerven beschrieben Gu et al.
(1983), welche die Anwesenheit von VIP, SOM, SP und peptide-like avian pancreatic
polypeptide, ebenfalls in menschlichem Gewebe, nachwiesen. In dieser Studie wurde
die Abwesenheit von Leu-Enkephalin (L-ENK) und Met-Enkephalin (M-ENK)
postuliert, jedoch konnten auch diese Peptide bald nachgewiesen werden (Vaalasti et
al., 1986; Aumiiller et al., 1989, Jungblut et al., 1989). Auch NPY-immunreaktive
Nervenfasern konnten beschrieben werden (Lange und Unger, 1990). In dieser Arbeit
wurde die Abwesenheit des Peptides SP angenommen; SP wurde ebenfalls spiter
nachgewiesen (Tainio, 1995). Auch DBH-immunreaktive und CGRP-immunreaktive
Ganglienzellen und Nervenfasern konnten in humanem Gewebe identifiziert werden
(Crowe et al., 1991).

In den neuroendokrinen Zellen liegt nicht ausschlieBlich nur ein einziges Neuropeptid
vor, sondern es sind auch Kolokalisationen verschiedener Peptide beschrieben worden:
die Kolokalisation von VIP mit Acetylcholin und NPY mit Tyrosinhydroxylase (TH)
in adrenergen Nerven konnte nachgewiesen werden (Varndell und Polak, 1988; Sisto
et al., 1989; Yuri, 1990). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vorstellung dal} es sich bei
neuroendokrinen  Zellen um  Subpopulationen von  sympathischen und
parasympathischen Neuronen handelt (Vaalasti, 1994). In folgender Zeit wurden
weitere Kolokalisationen nachgewiesen: in neuroendokrinen Zellen der menschlichen

Blaschendriise, Ductus deferens und im fibromuskuldren Stroma der Prostata liegt eine
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Kolokalisation von TH und NOS vor (Jen et al., 1996). Weiterhin kommen
Stickoxydsynthase (NOS)- und VIP-Immunreaktionen generell kolokalisiert in
varikdsen Nervenendigungen der humanen Prostata vor (Hedlund et al., 1997).

In den anderen Strukturen des ménnlichen Genitaltraktes wurden &hnliche
Innervationen mit peptidergen Nerven festgestellt. So finden sich in Blédschendriise
und Ductus deferens die folgenden Peptide in absteigender Hiaufigkeit: NPY, VIP,
CGRP, L-ENK (Tainio, 1995). Bei der Innervation der verschiedenen Driisen wurden
in dieser Studie auch einige Unterschiede festgestellt: M-Enkephalinerge und SP-
positive Nervenfasern konnten zwar in der Prostata, jedoch nicht in der Bldschendriise
und im Ductus deferens nachgewiesen werden.

Im erwachsenen Goldhamster wurde auch eine altersabhidngige quantitative
Verianderung von peptidergen Nerven beschrieben (Chow et al., 1997). In diesem
Experiment wurde eine Abnahme der Dichte NPY- und DBH-immunreaktiver Nerven
um die Haélfte zwischen der zehnten und der 52. Lebenswoche nachgewiesen. In

dlteren Tieren dnderte sich die Dichte nicht mehr.

1.4.3.3. Achaete Scute Homologue in neuroendokrinen Zellen

Die  Helix-Loop-Helix =~ (HLH)-Genfamilie = bildet eine  Gruppe  von
Transkriptionsfaktoren, die eine bedeutende regulatorische Funktion in vielen
Schritten der Differenzierung und Entwicklung haben (Murre et al., 1989; Sun und
Baltimore, 1991). Diese beinhalten Regulation von Neurogenese, Myogenese,
Zellproliferation, Differenzierung von Zelllinien und andere wichtige Prozesse im
Organismus. Diese Familie beinhaltet iiber 200 Proteine, die ubiquitdr vorkommen, so
z.B. auch im Menschen und in Hefepilzen (Review von Littlewood und Evan 1995,
sowie Massari und Murre 2000). Helix-Loop-Helix Proteine sind durch zwei
hochkonservierte Doménen charakterisiert, die fiir DNA-Bindung und fiir Protein-
Protein-Interaktion zustéindig sind (Murre et al., 1994). Eine liberwiegend basische
(basic) Sequenz erlaubt HLH-Proteinen an ein spezifisches Hexanukleotid der DNA
(E-Box) zu binden und auf diese Weise eine regulative Funktion auszuiiben. Eine

weitere Sequenz aus iiberwiegend hydrophoben Anteilen (helix-loop-helix) ermdglicht



Einleitung 11

die Bildung von Homo- oder Heterodimeren. Diese Region, von etwa 60 Aminosduren
Lange, beinhaltet zwei a-Helices, welche von einem kiirzeren, aber in der Lange
variableren Loop getrennt sind. Einige HLH-Proteine weisen ein hiufiges Leucin-
Repeat (Leucine Zipper) auf, das sich unmittelbar an die HLH-Region anschlief3t. Je
nach vorkommen dieser Doménen konnen mindestens folgende Hauptgruppen

unterschieden werden:

hels- loop-hels:

b
. N .

Abb. 1.2.: Schematische Struktur der vier HLH Proteinfamilien. Die basische (basic)

Region (b) und Leucine Zipper (LZ) Doméne ist nicht mafBstabsgetreu dargestellt.

Zu der bHLH-Familie gehoren auch Proteine mit dem Achaete Scute Complex (ASC).
Sie kommen in verschiedenen Spezies mit unterschiedlichem Grad der Homologie
vor. Nachgewiesen wurde es zum Beispiel in der Drosophila (Achaete Scute),
verschiedenen Sdugetieren (mammalian achaete scute homologue, MASH) und dem
Menschen (human Achaete Scute Homologue, hASH), wo es auf Chromosom 12
lokalisiert wurde.

In verschiedenen Arbeiten wurde dargestellt, daB bei Unter- oder Uberproduktion des
MASH-Proteins  erhebliche morphologische und funktionelle Defizite in
entsprechenden Bereichen des zentralen und peripheren Nervensystems auftreten
(Hirsch et al. 1998). Gliazellen werden im Gegensatz zu den Nervenzellen nicht

betroffen (Guillemot et al. 1993).
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Auch in neuroendokrinen Zellen und Tumoren mit neuroendokriner Differenzierung
spielt die Expression von MASH eine wichtige Rolle. Lo et al. (1991) beschrieben,
daBl das Protein in Zellen exprimiert wird, die sich aus der Neuralleiste ableiten,
welches vermutlich auch fiir neuroendokrine Zellen zutrifft. Chen et al. (1997)
konnten Hinweise fiir das essentielle Vorkommen von MASH in neuroendokrinen
Zellen finden. Auch die Regulation neuroendokriner Differenzierung in der fetalen
Lunge der Maus wird von bHLH-Transkriptionsfaktoren, wie u.a. MASH, bestimmt
(Ito et al. 2000).

1.5. Innervation der Prostata

Die Prostata erhdlt eine reichliche Innervation von sympathischen und
parasympathischen Nerven. Die sympathische Innervation erfolgt {iiber den
sympathischen Grenzstrang und kurze adrenerge Neuronen (Owman und Sjdstrand,
1965). Vom Grenzstrang ausgehend erreichen die Fasern entweder iiber die Nn.
hypogastrici dexter et sinister oder als Nn. splanchnici sacrales den Plexus
hypogastricus inferior. Immunhistochemische Studien konnten nachweisen, daf3 diese
Nerven tiber die Kapsel der Prostata und die glatte Muskulatur verlaufen und daf3 eine
starke Innervation der Ausfiihrungsginge existiert (Vaalasti und Hervonen, 1980 a)

In normalem Prostatagewebe ist eine dichte Innervation mit adrenergen Nerven
vorhanden. Diese Nerven innervieren vor allem die glatte Muskulatur (Norberg et al.,
1967; Owman und Sjostrand, 1965). Im Gegensatz dazu finden sich in der
hyperplastischen Prostata, sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch nur noch
sehr wenige adrenerge Nerven (Vaalasti und Hervonen, 1980a; Vaalasti und
Hervonen, 1980b).

Die parasympathische Innervation der Prostata stammt aus den Segmenten S2-S5 des
Riickenmarks; von dort gelangen sie als Nn. splanchnici pelvici tiber den N. pudendus
zum Plexus hypogastricus inferior und weiter zur Prostata (Plexus prostaticus).

Die bevorzugte Lokalisation der cholinergen Nervenendigungen liegt in der Prostata
unter der Basalmembran des Epithels. In ultrastrukturellen Studien (Vaalasti und

Hervonen, 1979; Vaalasti und Hervonen, 1980 a) wurde nachgewiesen, daf3 sich dort
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viele Nervenendigungen befinden, die die Basalmembran niemals durchbrechen. Ein
direkter Kontakt von Nerven und Epithelzellen konnte nicht dargestellt werden.
Vaalasti (1994) beschrieb cholinerge Nerven mit Kontakt zur glatten Muskulatur

sowie Lokalistation um Blutgefifle.

1.6. Bedeutung der Innervation

Die Innervation des Epithels erfolgt hauptsdchlich iiber cholinerge Nerven. Diese
haben tiberwiegend Funktionen in der Steuerung der Sekretion.

Der Verabreichung von B-adrenergen Agonisten folgt in der Rattenprostata eine
Zunahme der Produktion des sekretorischen Proteins PBP und eine Zunahme von m-
RNA-expression (Thompson et al., 1987). Daraus schlieBen die Autoren auf eine
Beteiligung der sympathischen, adrenergen Nerven an der Regulierung der m-RNA-
Expression, Synthese und Sekretion der Prostata. Weiterhin sind in dieser Arbeit
Katecholamine als mitogene Faktoren fiir verschiedene Zelltypen identifiziert worden,
hierunter auch die stromalen Zellen der Prostata.

Die Innervation der glatten Muskulatur durch sympathische Nerven, die im ganzen
ménnlichen Genitaltrakt vorhanden ist spielt bei der Ejakulation, Erektion und
Emission eine bedeutende Rolle. Durch Kontraktion der glatten Muskulatur in den
einzelnen Driisen werden die verschiedenen Sekrete aus den Ausfiihrungsgéngen

ausgepreft.

1.7. Funktionen von Neuropeptiden

In den meisten Driisen besteht eine Innervation durch Neurone in denen Neuropeptide
vorhanden sind. Uber deren Funktion in den minnlichen akzessorischen
Geschlechtsdriisen herrscht noch weitgehend Unklarheit, jedoch gibt es einige Studien
iiber ihre Funktion in anderen Driisen, z.B. den Speicheldriisen.

In den sechziger Jahren wurde herausgefunden, daB3 die Produktion und Sekretion von

Speichel nicht nur iiber die klassischen Transmitter des Sympathikus (Noradrenalin)
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und des Parasympathikus (Acetylcholin) geregelt wird. So fanden Bertaccini und
DeCaro (1965) heraus, dal Physalaemin die Speichelsekretion auslosen kann. Auch
fiir SP konnte diese Wirkung kurze Zeit spiter nachgewiesen werden (Leeman und
Hammerschlag, 1967; Lembeck und Starke, 1968). Diese Ergebnisse bezogen sich auf
Tierversuche unter der Gabe von Substanzen, die die Wirkung von Acetylcholin
(ACh) und Noradrenalin (NA) authoben. Spéter konnte auch gezeigt werden, dal3 eine
Atropin-resistente Speichelsekretion unter Stimulation der parasympathischen Nerven
bei Ratten (Thulin, 1976; Ekstrom et al. 1983) und Frettchen erfolgt (Ekstom und
Olgat, 1986). Etwa zeitgleich wurden verschiedene Neuropeptide in den Nerven der
Speicheldriisen entdeckt, z.B. SP (Hokfelt et al., 1977), VIP (Wharton et al., 1979;
Uddman et al., 1980) und CGRP (Ekman et al., 1986).

Ekstrom (1987) fand in einem in vivo-Experiment an der Glandula parotis der Ratte
heraus, dal es in der Abwesenheit von Atropin bei Reizung des parasympathischen
Nerven zu einer nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC) Transmitterfreisetzung
kommt. Als Transmitter wurden SP, VIP, CGRP und Substanz K (SK) beschrieben.
Diese sind flir die Sekretion von Amylase und auch fiir die wissrige Sekretion
mitverantwortlich. Keines der genannten Peptide indiziert alleine die atropinresistente
parasympathische Sekretion. Die Wirkung der einzelnen Peptide war unterschiedlich:
SP und SK waren fiir eine wissrige Sekretion verantwortlich, wéhrend VIP eine kleine
Menge eines amylasereichen Sekretes hervorrief. Es gib also Hinweise auf den
modulierenden und oder regulierenden Effekt der peptidergen Innervation auf die

Sekretion von Speichel.

Im ménnlichen Genitaltrakt konnten ebenfalls Effekte von verschiedenen
Neuropeptiden nachgewiesen werden: VIP inhibiert konzentrationsabhdngig die
Kontraktionen der glatten Muskulatur von Prostata, Blase, Urethra, und Ductus
deferens (Larsen et al., 1981). AuBlerdem wird eine Funktion in der Regulation der
Sekretion angenommen (Moss et al., 1987). Stickoxyd (NO) und die elektrische
Stimulation von Nerven konnen eine durch Noradrenalin ausgeloste Kontraktion
wieder relaxieren (Hedlund et al., 1997). Es existiert also wie auch bei VIP eine

muskelrelaxierende Wirkung.
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Dagegen ist fiir NPY eine kontrahierende Wirkung auf die glatte Muskulatur bekannt
(Yuri, 1990). Dieses konnte bei dem Transport von Sekreten in den akzessorischen
Geschlechtsdriisen eine Rolle spielen und konnte auch eine Rolle als Antagonist zu
VIP bei der Kontrolle des Muskeltonus spielen (Larsen et al., 1981; Polak und Bloom,
1984).

Bei der Behandlung von Geweben mit sensorischen Neurotoxinen zeigt sich, daf3 eine
im Kontrollgewebe vorhandene Immunreaktivitit von CGRP und SP nicht mehr
nachzuweisen ist (Persson et al., 1997). Dieses konnte fiir die Funktion von CGRP als
Transmitter in sensorischen Nervenfasern sprechen.

In verschiedenen Arbeiten konnte fiir einige Substanzen proliferationsférdernde
Effekte nachgewiesen werden. Zu diesen Substanzen gehoéren Bombesin (Bologna et
al., 1989), Calcitonin (Shah et al., 1994), Katacalcin, CGRP und Serotonin (di
Sant‘Agnese und Cockett, 1996).

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Uber die neuroendokrinen Zellen in der menschlichen Prostata gibt es, wie oben
dargestellt, schon verschiedene Untersuchungen. Aufgefallen sind vor allem eine
Vielzahl an unterschiedlichen Peptiden, wihrend es iiber die Funktionen noch keine
genauen Vorstellungen gibt. Bei der histologischen Darstellung neuroendokriner
Zellen der Prostata konnen verschiedene Zellmorphologien dargestellt werden, welche
bisher erst selten Gegenstand von Forschungsarbeiten waren. Es konnen runde,
bipolare und multipolare Zellen unterschieden werden. In der vorliegenden Arbeit
sollte herausgefunden werden, ob eine Korrelation zwischen den unterschiedlichen
Zellmorphologien und den vorhandenen Neuropeptiden in den neuroendokrinen
Zellen der menschlichen Prostata besteht. Dazu sollte die Immunhistochemie und die
in situ-Hybridisierung als Methoden verwendet werden.

Im Einzelnen bestanden folgende Fragestellungen:

1. Besteht eine Innervation neuroendokriner Zellen in der Prostata?

2. Welche Neuropeptide konnen mittels der Immunhistochemie in den

neuroendokrinen Zellen der menschlichen Prostata identifiziert werden?
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3. In welchem Umfang bestehen Kolokalisationen verschiedener Neuropeptide in den
neuroendokrinen Zellen?

4. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Zellmorphologie und verschiedenen in
den Zellen enthaltenen Neuropeptiden?

5. Konnen neuroendokrine Zellen durch die in situ-Hybridisierung mit geeigneten
Sonden in der menschlichen Prostata dargestellt werden?

Fernziel der Arbeit sollte sein einen Beitrag zur Aufklarung der verschiedenen

Funktionen neuroendokriner Zellen zu leisten. Sicherlich bedarf es auch nach

Abschluf3 dieser Arbeit weiteren Untersuchungen, um die erhaltenen Ergebnisse zu

bestdtigen und zu vertiefen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Gerite

2.1.1. Gewebeaufbereitung und Mikroskopie

Lichtmikroskop

Photomikroskop Leica DMRE+DMRD
Photomikroskop Olympus AX 70
Schlittenmikrotom

2.1.2. in situ-Hybridisierung

PTC-200 Peltier Thermal Cycler

2.1.3. Elektrophorese und Blotting
Electrophoresis Power Supply EPS 200
Film: Polaroid 667 ohne Negativ
Gelelektrophoreseapparatur
Rollenhybridisierungsofen

Sofortbildkamera

UV-Transilluminator

Leica, Bensheim
Leica, Bensheim
Olympus, Hamburg
Jung, Heidelberg

Biozym Diagnostik, Hess.
Oldendorf

Pharmacia, Freiburg

Pharmacia, Freiburg und
Stratagene, Heidelberg
MWG Biotech,
Ebersberg

Polaroid MP-4 Land
Camara

MAGYV GmbH,

Rabenau-Londorf
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2.1.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

PTC 100 Programmable Thermal Cycler Biozym Diagnostik,

Hess. Oldendorf
MilliQ-Reinstwasseranlage Millipore, Eschborn
Ionenaustauscherbombe Christ, Osterode/Harz
2.2. Gewebe

Es wurden Gewebeproben von den folgenden Organen bearbeitet: Prostata,
Bléschendriise, Ductus deferens, Hoden und Nebenhoden wurden bei einem 43jdhrigen
Mann entnommen. Das postmortale Intervall bis zur Sektion und der Entnahme der
Proben betrug ca. 2 h 30 min.

Das Gewebe wurde freundlicherweise von Dr. Larsch vom Institut fiir Rechtsmedizin
der Medizinischen Hochschule Hannover, AufBenstelle Oldenburg zur Verfligung
gestellt. Als Vergleichsmaterial standen Paraffinschnitte aus Routineobduktionen
standen Prostatac von etwa 20 weiteren Individuen im Alter zwischen 10.
Schwangerschaftswoche und 67 Jahren zur Verfiigung. In diesen Schnitten fanden sich

auch Prostatae mit benigner Prostatahyperplasie und Karzinomen.

Weiterhin wurden die folgenden Kulturzellen verwendet:
LNCaP (LymphNode Carcinoma of the Prostate),
Dul4s,

hPCPs

2.3. Chemikalien

Die nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in p.a. Qualitit von den Fimen Merck

(Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) und Roth (Karlsruhe) bezogen.
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2.3.1. Gewebeaufbereitung, Standardfirbung

Corbit Balsam
Eosin Phloxin

Formaldehyd

Hématoxylin nach Mayer

Histocomp
Paraformaldehyd

Pikrinsaure

2.3.2. Immunhistochemie

2.3.2.1. Antikorper

Tabelle 2.1.: verwendete Sekundérantikdrper

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Vogel, Giellen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Antikorper Code Quelle Verdiinnung | Spezies

Alkalische A 8025 Sigma, Deishofen | 1:100 Ziege,

Phosphatase polyklonal

konjugiertes Anti-

Kaninchen IgG

Biotinyliertes BA-1000 Vector 1:200 Ziege,

Anti-Kaninchen Laboratories, polyklonal

IgG (H+L) Burlingame, USA

Biotinyliertes Anti- | BA-2001 Vector 1:200 Pferd,

Maus IgG (H+L) Laboratories, polyklonal
Burlingame, USA
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Tabelle 2.2.: verwendete Primédrantikorper

Antikdrper Code Quelle Verdiinnung | Spezies
Calcitonin 1629 Immunotech, unverdiinnt | Kaninchen,
Marseille, polyklonal
Frankreich
CgA A0430 DAKO A/S 1:2000 Kaninchen,
Dénemark polyklonal
CgA M 0869 DAKO A/S 1:1000 Maus,
monoklonal
GRP A 429 DAKO A/S 1:500 Kaninchen,
polyklonal
NSE NA 1237 Biotrend, Koln 1:1000 Kaninchen,
polyklonal
PGP 9,5 V 3231 BIOMEDA 1:4000 Maus,
Foster City, USA monoklonal
Serotonin 20080 Incstar 1:4000 Kaninchen,
Corporation, polyklonal
Stillwater, USA
VACKT Prof. Dr.Weihe | 1:4000 Kaninchen,
Uni Marburg polyklonal
VEGF Sc 152 Santa Cruz, 1:100 Maus,
Heidelberg monoklonal
VEGF SC 7269 Santa Cruz, 1:1000 Maus,
Heidelberg polyklonal
VMATI Prof. Dr. Weihe, |1:2000 Kaninchen,
Uni Marburg polyklonal
VMAT2 Prof. Dr. Weihe, |1:2000 Kaninchen,
Uni Marburg polyklonal
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weitere verwendete Chemikalien:

ABC (Avidin-Biotin-Complex) Vectastain ABC-kit Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA
BSA (Rinder Serum Albumin) Serva, Heidelberg
DAB (3,3 Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid Dihydrat) Sigma, Deishofen
Dinatriumhydrogenphosphat 2-hydrat Merck, Darmstadt
Fast Red TR Salt Sigma, Deishofen

H,0,, medizin. reinst
Kaliumdihydrogenphosphat

Natriumchlorid

Nickel (Ammonium-Nickelsulfat-Hexahydrat) purum >98%

2.3.3. in situ-Hybridisierung

Amberlite lonenaustauschergel

Anti-DIG Fab alkalische Phosphatase Konjugat
BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphate)

tRNA von Bierhefe
BSA Fraktion V
Denhardts 50X
Dextransulfat
Dithiotreithol
Essigsdureanhydrid
Fixogum

Formamid

Glycin

Kaisers Glyceringelatine
Levamisol

NBT (Nitro Blue Tetrazolium)
Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, CH

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Promega, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
Eurobio, Frankreich
Eurobio, Frankreich
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Marabu, Tamm

Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Promega, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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Pronase

Proteinase K

TEA (Triethanolamin)

HASH1-Sonde:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601

CCCGAGACCC
ACGCGGCAGA
TTTTTCTTAG
ACGCGAGGCT
AGGCGGCGTG
TCTAAGAAGT
GCTCCCGCTT
TTCTCTCTGT
CTGATTCCGC
ATGGAGAGCG
CTTCCTGCCG
CCGCAGCCGC
CAGCAGCAGC
CGGCCAGCCC
GACAGCGCTC
TTCAGCGGCT
GCGCCGCAAC
TTGCCACCCT
AGTAAGGTGG
GCAGCTGCTG
TCCTGTCGCC
GCCGGCTCGC
GCTCAGCCCC
GGGCTCGGCC
ATCGCACAAC
GGAGAAAAGG
AAAAAAACGA
CCTGAGAGAC
TGCACTCCAA
ATGCGCAAAA
GAGCAGCACA
GAAAGTTCTT
GTTCTTAGCC

GGCGCAAGAG
GCGCGTTCAG
AAACAAGAAG
CCCGAAGCCA
CAGGGAGGAG
CTCCCGGGGA
CATATTTCCT
GTCCCCCTCG
GACTCCTTGG
GCGGCGCCGG
CCCGCAGCCT
CGCAGCGGCA
AGCAGCAGCA
TCAGGGGGCG
GTCTTCGCCC
TTGGCTACAG
GAGCGCGAGC
TCGGGAGCAC
AGACACTGCG
GACGAGCATG
CACCATCTCC
CGGTCTCATC
GAGGAGCAGG
TGGTCAGGCC
CTGCATCTTT
AAAAGAAAAA
AAACAGTCAA
ATGGCTTTCA
TCATTCACGG
TGCAGCTTGT
CGCGTTATAG
GCTCGGGTCC
CTCTAGAAAC

AGCGCAGCCT
CACTGACTTT
GCGCCAGCGG
ACCCGCGAAG
AAAAAGCATT
TTTTGTATAT
TTTCTTTCCC
CGGGCCCeal
CCGCCGCTGC
CCAGCAGCCC
GTTTCTTTGC
GCGCAGAGCG
GCAGGCGCCG
GTCACAAGTC
GAACTGATGC
CCTGCCGCAG
GCAACCGCGT
GTCCCCAACG
CTCGGCGGTC
ACGCGGTGAG
CCCAACTACT
CTACTCGTCG
AGCTTCTCGA
CTGGTGCGAA
AGTGCTTTCT
AAAAGAAGAA
CCAACCCCAT
GAAAACGGGA
AGATATGAAG
GTGCAAAAGC
TAACTCCCAT
CTTCACCTCC
GAGTTGGTGT

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

TAGTAGGAGA
TGCTGCTGCT
CAGCCTCACA
GGAGGAGGGG
TTCACCTTTT
ATTTTTTAAC
TCTCTGTTCC
ACCTCGCGTC
GCATGGAAAG
CAGCCGCAGC
CACGGCCGCA
CGCAGCAGCA
CAGCTGAGAC
AGCGCCCAAG
GCTGCAAACG
CAGCAGCCGG
CAAGTTGGTC
GCGCGGCCAA
GAGTACATCC
CGCCGCCTTC
CCAACGACTT
GACGAGPGCT
CTTCACCAAC
TGGACTTTGG
TGTCAGTGGC
GAAGAAGAAA
CGCCAACTAA
AGCGCTCAGA
AGCAACTGGG
AGTGGGCTCC
CACCTCTAAC
CCGCCCTTTC
CTTTC

GGAACGCGAG
TCTGCTTTTT
CGCGAGCGCC
AGGGAGGAGG
TTGCTCCCAC
TTCCGTCAGG
TGCACCCAAG
CCGGATCGCT
CTCTGCCAAG
CCCAGCAGCC
GCCGCGGCGG
GCAGCAGCAG
CGGCGGCCGA
CAAGTCAAGC
CCGGCTCAAC
CCGCCGTGGC
AACCTGGGCT
CAAGAAGATG
GCGCGCTGCA
CAGGCAGGCG
GAACTCCATG
CTTACGACCC
TGGTTCTGAG
AAGCAGGGTG
GTTGGGAGGG
AGAGAAGAAG
GCGAGGCATG
ACAGTATCTT
ACCTGAGTCA
TGGCAGAAGG
ACGCACAGCT
TTAGAGTGCA
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In der dargestellten Sequenz sind die mdglichen Startcodons und ein Terminatorcodon

unterstrichen. Auffillig ist das hervorgehobene CAG-Triplet repeat (bp 583-624).

2.3.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

10x PCR-Puffer Pan Systems, Aidenbach
5x RT-Puffer Promega, Heidelberg
dNTP Mix Promega, Heidelberg
MgCl, 50mM Pan Systems, Aidenbach
Mineralol Sigma, Deishofen

Oligo dT12-1s) Primer Promega, Heidelberg
reverse Transkriptase Promega, Heidelberg
RNasin Promega, Heidelberg
Tag-Polymerase Pan Systems

2.3.4.1. Oligonukleotid-Primer

Die Sequenzen der Oligonukleotid-Primer, die fiir die PCR Verwendung fanden,
wurden anhand des PC-Programmes DNASIS und PC/Gene entsprechend den Regeln
fiir Primer-Konzepte (Taylor, 1993) erstellt. Die Primer wurden dabei auf ihre
Sequenzspezifitit iiberpriift und mit moglicherweise homologen Sequenzen in der
EMBL-Datenbank (European Molecular Biology Laboratory) verglichen.

Die lyophilisiert gelieferten Primer (BioSource, Nivelles, Belgien) wurden jeweils
durch Zugabe von 200 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) verdiinnt.
Aus dieser Stammldsung wurde die Primerkonzentration fiir die anschlieBenden

Versuche durch Verdiinnen mit Milliporewasser auf 50 pmol/ul eingestellt.
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Tabelle 2.3.: Verwendete humane Oligonukleotid-Primer
Gen Oligosequenz: sense Lokalisation, Anlagerungs-
antisense Fragmentgrofle | temperatur

GAPDH (Glycerin- | 5'-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA-3" | 360-379 60°C
aldehyd-Phosphat- 5’-CGG CCA TCA CGC CAC AGT TT-3" | 640-659
Dehydrogenase) 300 Basenpaare
HASHI (human | 5-GTC TTC GCC CGA ATC GAT G-3° | 711-729 55°C
Achaete-scute 5’-TCG TCC GAC GAG TAG GAT G-3" | 1067-1085
homolog 1) 374 Basenpaare
HASH In 5'-ATG GAA AGC TCT GCC AAG AT-3" | 433-452 58°C

5’-GCT GTC GCT TGA CTT GCT T-3" 688-706

274 Basenpaare

2.3.5. Isolierung eines DNA-Fragmentes

100 bp Marker

Agarose

alkalische Phosphatase
Ampicillin

Aval

Blocking Reagenz
Bromphenolblau
CDP-Star

DNA Mass Ladder
DNA-Bst E II Verdau
DNase I

EcoR1

Epicuran Coli SURE kompetente Zellen
Ethidiumbromid
Formaldehyd

Hind III

Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe

Pharmacia, Freiburg

Ratiopharm, Ulm

Pharmacia, Freiburg

Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg
Tropix, Bedford, USA
Gibco BRL, Karlsruhe
Biolabs, Schwalbach

Boehringer, Mannheim

Pharmacia, Freiburg

Stratagene, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Pharmacia, Freiburg
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OPA (One-Phor-All Buffer PLUS)
pCR II- Vector

Proteinase K

Pst1

RNA-Marker

RNase A

RNase Inhibitor (RNasin)
Rotiphenol

SOC-Medium

Trizol

X-Gal

Kits:

Boehringer Rapid DNA Ligation Kit

DIG-RNA Labeling Kit

Dual Promoter TA Cloning Kit

QIAEX Gel Extraction Kit

2.4. Gewebeaufbereitung

2.4.1. Fixierung

Fixierungslosungen:

a) 4% PFA in PBS

b) 3,75% Formaldehyd in Leitungswasser

2.4.2. Einbettung

Die mit Losung a) fixierten Gewebestiickchen wurden 3 x 2 h mit PBS gespiilt, die mit

Losung b) fixierten Stiickchen wurden 16 h lang mit PBS gespiilt. Anschlieend war die

Pharmacia, Freiburg
Invitrogen, Leek, NL
Roth, Karlsruhe
Pharmacia, Freiburg
Gibco BRL, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Promega, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Leek, NL
Gibco BRL, Karlsruhe
Gibco BRL, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Leek, NL
Qiagen, Hilden
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Behandlung einheitlich:

e je2h 70%, 80%, 90%, 96% Ethanol

3 x 24 h 100% Isopropanol

4 x 24 h Zedernholzol

3 x 24 h Paraffin (Histocomp) bei 60 °C

AusgieBen in Paraffin

2.4.3. Vorbehandlung der Objekttriger

Die  Objekttrager ~ wurden vor dem  Auftragen der  Schnitte  mit
Aminopropyltriethoxysilane (Apes) beschichtet um ein Abschwimmen der Schnitte
wihrend der Bearbeitung zu verhindern. Die Beschichtung wurde nach folgendem

Schema durchgefiihrt:

Entfettung in Aceton, 2 x 10 min

Inkubation in Apes 3%, 5 min

Sptilung in Aqua dest. 3 x 5 min
Inkubation {iber Nacht bei 90°C

2.4.4. Herstellung der Schnitte

Die Paraffinschnitte wurden auf einem Schlittenmikrotom hergestellt. Eine Petrischale
mit autoklaviertem Aqua dest. wurde auf etwa 40°C erwirmt. Darin wurden die 3-5pum
dicken Schnitte gestreckt und auf Superfrost Plus Objekttriger (Menzel, Braunschweig)
oder auf mit Apes-beschichtete Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend wurden die

Schnitte liber Nacht bei 37°C getrocknet.
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2.4.5. Standardfirbung

Zur histologischen Beurteilung des Gewebes wurden einige Schnitte nach einem

Standardverfahren mit Himatoxylin und Eosin gefarbt:

2.5. Immunhistochemische Methoden

Diese Methoden erlauben den Nachweis antigener Komponenten mit Hilfe von
spezifischen Antikorpern in Gewebsschnitten oder Zellausstrichen. Die Markierung
kann hierbei durch antikorpergekoppelte, enzymatische Reaktionen, fluoreszierende

Farbstoffe oder Goldpartikel (fiir die Elektronenmikroskopie) geschehen.

2.5.1. Enzymatische Reaktionen

2.5.1.1. Avidin-Biotin-Komplex (ABC) -Reaktion

Diese Methode nutzt die hohe Affinitdit von Avidin und Biotin zueinander. Als
Detektionssystem diente biotinylierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper bzw. ein
Pferd-Anti-Maus-Antikorper und ein Streptavidin-Peroxidase-Komplex.

Die Inkubationen der Antiseren erfolgten in einer feuchten Kammer. Die
Konzentrationen der Primérantikdrper wurden fiir alle Markierungsversuche in
Verdiinnungsreihen ausgetestet und optimiert.

Fiir die Durchfiihrung der Immunhistochemie wurde die Avidin-Biotin-Peroxidase
Methode unter zusitzlicher Nickel-Verstirkung verwendet. Sie wurde nach dem

folgenden Protokoll durchgefiihrt:

e Entparaffinierung in Xylol, 3 x 5 min

e Rehydrierung in Isopropylalkohol, 3 x 3 min

e absteigende Alkoholreihe, je 2 min ( 96%, 96%, 90%, 80%, 70%, 50%)
e Aqua dest.
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e Blocken der endogenen Peroxidasen in 3% H,0,, 45 min
e Spiilung in PBS, 2 x 5 min

e 5% BSA, 30 min in feuchter Kammer

e Abschiitten des tiberschiissigen BSA

e Auftragen des Primérantikorpers in jeweiliger Konzentration
e Inkubation iiber Nacht bei 4°C in feuchter Kammer

e Spiilung in PBS, 2 x 5 min

e Auftragen des Sekundirantikorpers

e Inkubation 45 min bei 20°C in feuchter Kammer

e Spiilung in PBS, 2 x 5 min

e Auftragen von ABC in der Konzentration 1:100

e Inkubation 45 min bei 20°C in feuchter Kammer

e Spiilung in PBS, 2 x 5 min

e Vorinkubation in DAB-Ni, 5 min

e Zugabe von 35 ul H,O, zum Starten der Farbreaktion
e Inkubation 15 min bei Raumtemperatur

e Abstoppen der Reaktion in PBS

e Aqua dest.

e Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe

e Isopropanol, 3 x 3 min

e Xylol 3 x5 min

e Eindecken in Corbit-Balsam (Duplex)

2.5.1.2. Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) -Reaktion

Die Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) Reaktion (Sternberger 1970) wurde an
Paraffinschnitten durchgefiihrt, als Chromophor diente Fast Red. Der Ablauf war analog
zur ABC-Technik. Die Reaktion wurde in Tris-HClI (pH 8,2) abgestoppt und

anschlieBend mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.
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2.5.1.3. Doppelmarkierungen

Bei den Doppelmarkierungen wurde die PAP-Reaktion mit der ABC-Reaktion
kombiniert und nach dem oben beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Nach der zuerst
durchgefiihrten PAP-Reaktion wurde auf ein weiteres Blocken der endogenen

Peroxidasen verzichtet. Das Eindecken der Schnitte erfolgte auch hier mit Kaisers

Glyceringelatine.
Phosphate buffered saline (PBS) NaCl 8,7¢g
NayHPO4 l4¢g
KH>POy4 03¢g (pH 7.4)
ad 1000 ml HoO
Waschpuffer PBS
Absittigungspuffer Rinder Serum Albumin (BSA) 5%
DAB-Reagenz DAB 35mg
Nickel 60 mg
PBS 100 ml
H>O» 50 pl
Tris-HC1 0,05 M (pH 8,2)

2.6. Molekularbiologische Methoden

2.6.1. in situ-Hybridisierung (ISH)

In der in situ-Hybridisierung wird die m-RNA eines Proteins im Zytoplasma mittels
einer komplementéiren Sonde gebunden. Die Sonde ist mit einem Enzym gekoppelt an
dem dann zur Visualisierung des Signals eine Farbreaktion ablduft.

Der mRNA-Nachweis durch ISH erfolgte auf Schnitten des in Formol fixierten
Gewebes. Es handelt sich um eine modifizierte Methode nach Wilkinson (1992).
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Durchfiihrung:

15 min bei 60°C im Hybridisierungsofen 2 x 10 min Xylol

je 5 min Ethanol 96%, 80%, 70%

2 x 5 min Aqua dest.

Mikrowelle 3 x 3 min (800 W):

Schnitte in 200 ml 0,01 M NaCitrat (pH 6,0)

nach jeweils 3 min verdunsteten NaCitrat-Puffer mit H,O auffiillen
3 min PBS

20 min 0,2 M HCI 2 x 3 min PBS

5 min 0,3% TritonX-100 in PBS

2 x 3 min PBS

Proteinase K-Verdau: 20 min bei 37°C, Proteinase K-Konz.: 1 pg/ml
Menge: 100 pl pro Schnitt

1 min in PBS waschen

5 min 0,2% Glycin in PBS

3 min PBS

10 min 4% PFA in PBS (pH 7,4) bei 4°C (frisch ansetzen)

2 x 3 min PBS

Mikrowelle 3 x 3 min

1 min in 4°C PBS

5 min 0,1 M TEA (pH 8,0) 200 ml + 0,5 ml Essigsdureanhydrid

5 min PBS

Prahybridisierung: 100 pl Prahybrid-Mix pro

2 h bei 60°C in feuchter Kammer

Losung absaugen

Hybridisierung: 20-30 ul Hybrid-Mix pro Schnitt (Riboprobe-Endkonz.: 5 ng/ul)
Eindecken mit sterilen, RNase-freien Deckgldschen;

versiegeln mit Fixogum

10 min 80°C

60°C tiber Nacht
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e Deckgldschen abziehen
e 30 min bei 53°C in 2x SSC waschen, 100 pl pro Schnitt
e 1 hbei53°Cin 1x SSC mit 50% Formamid (ca. 100 pl pro Schnitt)
e 2x 10 min in 0,5x SSC
e 10 minin 0,2x SSC
e 10 min in Puffer I
e 30 min in Puffer II (100 pl) in feuchter Kammer
e 1. AK (30 pl pro Schnitt):
Anti-DIG-Fab-Fragment-Alk. Phosphatase: 1:500 in Puffer II
Inkubation tliber Nacht bei 4°C in feuchter Kammer
e 2 x 15 min in Puffer I waschen
e 2 x in Puffer III
e Entwicklungs-Puffer 300 pl pro Schnitt in feuchter Kammer bei 37°C im Dunkeln
¢ 3 min Aqua dest.
e Eindecken mit Kaisers Glyceringelatine
Falls nicht anders angegeben, wurden die Arbeitsschritte bei Raumtemperatur

durchgefiihrt.

Losungen:

NaCl 5 M autoklaviert

Proteinase K 1 mg/ml in H,O

Prahybrid-Mix Formamid 50% (v/v)
Tris HCI, 50 mM (pH 7,5)
EDTA 25 mM
NaCl 20 mM
t-RNA 250 pg/ml
Denhardt's 2,5x

in H,O

10x Grundmix Tris-HCI, 200mM  (pH 7,5)
EDTA, 10 mM (pH 8,0)
t-RNA 5 mg/ml
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50x Denhardt's

PFA 4%
0,1 M TEA

20x SSC

Anti-Dig-Fab-AP

Maleinsdurepuffer

PK-Puffer 1x konz.

TE-Puffer

10x PBS

Dextransulfat

10x Puffer I

Puffer 11

Puffer I1Ia 2x konz.

Puffer I1Ib 2x konz.

poly-A RNA 1 mg/ml
Denhardt's 10x
in Hzo

Ficoll 400

1% (w/v)

PVP (Polyvinylpyrolidon 10.000) 1% (w/v)

BSA

1% (W/v)

Paraformaldehyd 4% (w/v) in PBS, (pH 7,4)

0,1 M Triethanolamin,

3,0 M Na(Cl
0,3 M Na-Citrat

1:500 in Puffer II
Maleinséure, 0,1M

NaCl 0,15M
Tris 100 mM
EDTA 50 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
NaCl 1,3M
Na,HPO,4 100 mM
KH,POg4 18 mM
KCl 27 mM
50% (w/v) in H,O

Tris 1,0M
NaCl I,5M

(pH 8,0)

(pH 7,0)

(pH 7,5)

(pH 8,0)

(pH 7,5)

(pH 7,0) autoklaviert

(pH 7,5)

1,0% (w/v) Blocking-Reagenz (autoklaviert)
0,5% (w/v) BSA in Maleinsdurepuffer

Tris 400 mM
NaCl 400 mM
MgCl, 200 mM

(pH 9,5)
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Puffer I11 Puffer IIla und I1Ib vor Gebrauch 1:1 mischen
Entwicklungspufter Puffer 111 20 ml

Levamisol 5mg

NBT 90 pul

BCIP 70 pl

Die Angabe H,O bezieht sich auf Wasser aus einer MilliQ-Reinstwasseranlage mit einer
vorgeschalteten Ionenaustauscherbombe, das anschlieBend autoklaviert wurde. Alle
verwendeten thermostabilen Losungen wurden ebenfalls vor Gebrauch autoklaviert (120

°C und 1 bar, mind. 15 min).

2.6.2. RNA-Gelelektrophorese

Aufgrund der negativen Ladungen werden DNA-Fragmente in Agarosegelen im
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Zugabe von Ethidiumbromid ermdéglicht dann
die Darstellung der aufgetrennten Nukleotidfragmente. Die planaren Ethidiumbromid-
Molekiile interkalieren zwischen die Basenpaare der Nukleotide und konnen durch
kurzwelliges UV-Licht (260 nm) zur Emission von orange-rotem Fluoreszenzlicht (590
nm) angeregt werden.

Die Trennung der RNA in Agarosegelen erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die
Trennung von DNA. Die hier durchgefiihrte Methode (Fourney et al., 1988) hat
gegeniiber dem Standardprotokoll (Sambrook et al., 1982) den Vorteil, daB3 die Banden
im Gel gut sichtbar sind und eine schirfere Auftrennung der Banden erfolgt.

Der Geltrog wurde mit Tesafilm abgedichtet und der Kamm in die vorgesehene Stellung
gebracht. Die fertig zusammengebaute Apparatur wurde dann mit 3% H,O, gefiillt und
zur Inaktivierung der RNasen mindestens 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde alles
mit H,O gespiilt.

Drei Gramm Agarose wurden in 260 ml H,O durch Kochen gelost und auf 50°C
abgekiihlt. AnschlieBend wurden 30 ml 10x MOPS und 15,3 ml 37 % Formaldehyd

unter dem Abzug zugefiigt. Nach kurzem Mischen wurde das Gel gegossen.
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Zur Vorbereitung der Proben wurden Aliquots der isolierten RNA mit 20 pul
Probenpuffer versetzt und 15 min bei 65°C inkubiert. Nach Abkiihlen auf Eis wurden
1,5 ul 0,3% Ethidiumbromid zugefiigt.

Das polymerisierte Gel wurde mit 1x MOPS {iiberschichtet und mit den Proben und zwei
RNA-Groenmarker beladen. Die Trennung war nach ca. 2 h bei 90 V abgeschlossen.
Das Gel wurde unter UV-Licht photographiert und zur Vorbereitung fiir ein Northern
Blot 30 min mit 0,05 M NaOH é&quilibriert.

Losungen:
10x MOPS-Puffer MOPS 0,2M

NaAc 50 mM

EDTA 10 mM (pH 7,0)
Probenpuffer 0,75 ml Formamid

0,15 ml 10x MOPS-Puffer

0,24 ml 37% Formaldehyd

100 pl H,O

100 pl Glycerin
80 ul 1 % Bromphenolblau

2.6.3. Northern Blot

Um die Hybridisierung mit den RNA-Sonden zu ermdglichen wurde die aufgetrennte
RNA auf eine Nylonmembran (Boehringer, Mannheim) iibertragen (Fourney et al.,
1988; Sambrook et al., 1982).

Auf eine Glasplatte, welche iiber einem Pufferreservoir von 10x SSC lag, wurden 10 cm
hoch Handtuchpapiere gestapelt. Dariiber wurde 1 cm trockenes 3mm Whatman
Filterpapier gelegt und dariiber ein in 10x SSC angefeuchtetes Whatman Papier. Die
vorher zurechtgeschnittene Membran wurde dem Gel von unten luftblasenfrei angelegt
und beides zusammen auf den Stapel gelegt. Den Abschlufl bildete ein Streifen

Whatman Papier welches in 10x SSC angefeuchtet war und auf beiden Seiten bis in das
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Pufferreservoir reichte. Der Transfer erfolgte iiber Nacht und wurde unter UV-Licht auf
Vollstindigkeit iiberpriift. Nach Lufttrocknung der Membran wurde die RNA durch UV
fixiert (1,23 J/cm?).

2.6.4. RNA-RNA Hybridisierung

Die Membranen wurden in 2x SSC angefeuchtet und jeweils in eine Glasrohre gelegt.
Die Prihybridisierung erfolgte mit 5 ml Hybridisierungspuffer pro Glasrohre,
mindestens 2 h lang. Zur Hybridisierung wurden die Membranen {iber Nacht mit je 5 ml
Hybridisierungspuffer inkubiert dem vorher 1 pg vorher kurz aufgekochte Sonde
zugesetzt ~ worden  waren. Die  Hybridisierung  erfolgte in  einem

Rollenhybridisierungsofen bei 68 °C.

Losungen:
Hybridisierungspuffer 25 ml 20x SSC
1 ml 10 % Laurylsarcosin
200 pl 10 % SDS
20 ml 10 % Blocking Reagenz
ad 100 ml H,O

2.6.5. RNA-Isolierung mit TRIzol und

Reinigung der Gesamt RNA-Priaparation von genomischer DNA

Die Total-RNA-Isolierung aus Kulturzellen und aus den Geweben erfolgte mittels der
TRIzol-Methode (Gibco) modifiziert nach Chomeczynski und Sacchi (1987). Das zu
untersuchende Gewebe wurde mit TRIzol-Reagenz im Verhéltnis 100 mg Gewebe/ml
TRIzol mit einem Micropistill homogenisiert und nach Zugabe von 0,2 ml
Chloroform/ml TRIzol™ mit 12000 rpm bei RT 5 min zentrifugiert. Man erhélt auf
diese Art drei Phasen:
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Eine obere wissrige Phase mit Total-RNA, eine mittlere weissliche Phase, die Proteine
enthdlt und eine untere rotliche Phase mit der genomischen DNA. Zur Eliminierung
genomischer DNA-Verunreinigungen wurde der farblose Uberstand mit RNase-freier

DNase I nach folgendem Schema behandelt:

200 pl Probe mit total-RNA
1 ul RNase-Inhibitor (RNasin, Promega, 10 U)
10 ul RNase-freie DNase I (pro ug RNA/1-3 U

DNase I)
25 ul 10x DNase I-Puffer
14 ul H,O
Gesamtvolumen des Ansatzes 250 pl
10x DNase I-Puffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8.,3)
KClI 0,5M
MgCl, 15 mM

Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und durch Zugabe von 50 pl
Phenol/Chloroform beendet. Der Ansatz wurde stark geschiittelt und 2 min mit 12000
rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde abgenommen und mit 0,5
ml 100% Ethanol/ml TRIzol und bei —20 °C 2 h gefillt. Es folgte die Zentrifugation der
gefillten RNA mit 12000 x g bei 4 °C, 30 min. Das Pellet wurde mit 70% EtOH
gewaschen, kurz luftgetrocknet und in autoklaviertem Wasser mit 0,5 pul RNase-

Inhibitor (20 Einheiten) aufgenommen und bei —20 °C aufbewahrt.

2.6.6. Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Die mRNA der aus den Zellen und Geweben isolierten Gesamt-RNA wurde mit Hilfe
der reversen Transkriptase nach dem Verfahren von Lee & Caskey (1990) in cDNA
umgeschrieben. 1-3 pg der RNA in 10 pl Millipore wurden nach Zugabe von 1 pg
Oligo dT(i2-1s) Primer fiir 10 min bei 70°C inkubiert. Die Probe blieb danach mindestens
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2 min auf Eis stehen. Dann wurden 8 pl Supermix und, nach einer Inkubation von 2 min
bei 42 °C, 1 pl Reverse Transkriptase (200 U, M-MLV RNase H-minus, Promega,
Heidelberg) dazupipettiert und 50 min bei 42 °C und 15 min bei 70 °C inkubiert.

Reaktionsansatz: 8 ul 5x RT-Puffer
2 ul ANTP Mix (ACGT, je 10 mM)
1 ul RNasin (10 U)
6 ul Autoklaviertes Millipore-Wasser

2.6.7. AMOC-Verfahren zur Erhohung der cDNA-Ausbeute

Das AMOC-Verfahren (arithmetic multiplication of cDNA) ist eine Methode, die
Effizienz der cDNA-Synthese zu erhdhen (Mangan und Butcher, 1993). Der ersten
reversen Transkription wurde hierbei direkt eine Denaturierung bei 85 °C fiir 10 min
und 3 min bei 95 °C angeschlossen und der Ansatz 5 min auf Eis gekiihlt. Es folgte die
erneute Zugabe von 100 Einheiten reverser Transkriptase (Promega) und eine

Inkubation fiir 30 min bei 37 °C.

2.6.8. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht die exponentielle Amplifikation von DNA-Nukleotidsequenzen in
vitro.. Die Reaktion gliedert sich in drei unterschiedliche Temperaturschritte. Zuerst
erfolgt eine Denaturierung der zu vervielfachenden Nukleotidsequenzen, danach ein
Anlagern der sequenzspezifischen Oligonukleotide an die komplementdre Sequenz
(»,annealing®) und abschlieBend eine Nukleotid-Kettenverlangerung (,,Elongation®) in
20-40 Zyklen (Innis und Gelfand, 1990).

Es wurden je 2 pl der cDNA mit 48 ul PCR-Supermix versetzt, mit 30 ul Mineraldl
iiberschichtet, und anschlieBend in einem PCR-Thermocycler dem Temperaturprofil
unterzogen, das fiir die jeweiligen Primerpaare spezifisch etabliert wurde. Zur Kontrolle

der Integritidt und Qualitdt der cDNA wurde das in allen eukaryotischen Zellen etwa
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gleich stark exprimierte Glycerin-Aldehyd-Phosphat-Dehydrogenase-Gen (GAPDH)

mit spezifischen Primern in der Kettenreaktion nachgewiesen.

PCR-Supermix Sul 10 x PCR-Puffer
1 pl dNTP Mix (ACGT, je 10 mM,)
1 ul 3¢-Primer (50 pmol/pl)
I pl 5¢-Primer (50 pmol/pl)
2 ul 50 mM MgCl,
0,5 ul  Tag-Polymerase, 1U
39,5 ul  Autoklaviertes Millipore-H,O

Nach initialer Denaturierung der cDNA-Vorlage fiir 4 min bei 94 °C wurden 30-40
Zyklen, bestehend aus 20 s 94 °C, 60 s Primeranlagerung (x °C, Primer-spezifisch) und
90 s bei 72 °C Kettenverldngerung, durchgefiihrt. Bei der letzten Kettenverlangerung
wurde 5 min bei 72 °C inkubiert, um vollstdndige doppelstrangige PCR-Fragmente zu

erhalten.

2.6.9. DNA-Gelelektrophorese

Die Trennung der DNA in Agarosegelen erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die
Trennung von RNA. Sie wurde jedoch in einem anderen Puffersystem durchgefiihrt.

Die Gele wurden nach Aufkochen der Agarose 1-2% in 1x TBE im Wasserbad auf etwa
50 °C abgekiihlt und in den Geltrog mit Probenkamm gegossen. Nach Erstarren des
Gels und Einsetzen in die Apparatur wurden die DNA-Proben (1:5 mit DNA-
Probenpuffer versetzt) einpipettiert. Die Gelelektrophorese (Elektrodenpuffer: 1x TBE)
lief bei 80 - 90 Volt Spannung fiir eine Dauer von 90 - 120 min. Nach der

Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht mit einer Sofortbildkamera dokumentiert.

6x DNA-Probenpuffer Xylencyanol FF 0,25% (w/v)
Glycerin 30% (w/v)
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Ethidiumbromid Ethidiumbromid 1 g
in 100 ml. H,O
10x TBE (Tris-Borat/EDTA) Tris 108 g
Borsédure 3¢g
EDTA 20 ml 0,5 M, (pH 8,0)

ad 1000 ml H,O

2.6.10. Bestimmung der RNA/DNA Konzentrationen

DNA und RNA koénnen bei 260 nm photometrisch quantifiziert werden. Dabei erhilt
man gleichzeitig durch den Quotient 260/280 nm einen Anhaltspunkt fiir die Reinheit
der Probe. Der Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, da der
Absorptionsmaximum fiir Nukleinsduren bei 260 nm und der fiir Proteine bei 280 liegt.
Bei einer Messung gegen den gleichen Puffer entpricht eine optische Dichte von 1 einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml einzelstrangiger
DNA oder RNA.

2.6.11. Elution der DNA aus Agarosegelen nach QIAEX

Die ausgeschnittenen Gelstlickchen wurden gewogen und mit 300 pul QX 1 Puffer/100
mg Gel und 1/10 Volumenteile 1 M Mannitol versetzt. Der Ansatz wurde 10 min bei 50
°C gelost. AnschlieBend wurden pro pg DNA 2 pl Quiaex-Suspension (diese wurde
griindlich resuspendiert) hinzupipettiert und gemischt. Dieser Ansatz wird zur Bindung
der DNA 10 min bei 50 °C inkubiert und alle 2 min gemischt. Danach wurde 30 s mit
12000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet
wurde in 500 pl QX 2-Losung gelost und erneut zentrifugiert. Nach Entnahme des
Uberstandes wurde dieser Schritt noch einmal wiederholt. Der gleiche Vorgang erfolgte
noch zweimal mit 500 ul QX 3-Losung. Nach Lufttrocknung wurde das Pellet mit 15 pl
H,O homogenisiert (Vortex) und 7 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
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wurde zentrifugiert und der Uberstand aufgehoben. Dieser Vorgang wurde wiederholt

und der Uberstand mit dem ersten vereinigt. Dieser enthielt die DNA.

Losungen:

QX1 (Losungs- und Bindungspufter)
Quiaex-Suspension

QX 2 (Waschpufter)

QX 3 (Waschpuffer)

Die Konzentration der DNA wurde gelektrophoretisch bestimmt in dem die Intensitit

der Banden mit denen der DNA Mass Ladder verglichen wurden.

2.6.12. Ligation

Die Ligation von Vektor und DNA-Fragment erfolgte mit Reagentien des Boehringer
Rapid DNA Ligation Kit. Zur Berechnung der notwendigen DNA-Menge fiir 50 ng
Vektor bei einem Verhiltnis DNA-Fragment/Vektor von 3:1 wurde folgende Formel

eingesetzt:

X ng PCR-Produkt = bp des DNA-Fragmentes x 50 ng pCR II Vektor
bp des pCR II Vektors

Die so errechneten Mengen an DNA-Fragment und Vektor wurden zusammen mit 2 pl
5x Dil. Puffer, 10 ul T4-DNA-Ligationspuffer und 1 pl T4-DNA-Ligase 15 min bei

Raumtemperatur ligiert und anschlieBend bei —20°C aufbewabhrt.

Losungen:
Dilutions-Puffer
T4-DNA-Ligationspuffer
T4-DNA-Ligase (4 U/ul)
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2.6.13. DNA-Transformation

100 pl von auf Eis aufgetauten kompetenten SURE-Zellen wurden mit 1,7 pl
Mercaptoethanol und 5 pl Ligationsansatz versetzt und 1,5 h auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock fiir 30 s bei 42°C wurde 2 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
kurz zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes in 75 pl SOC-Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden auf mit 50pug/ml Ampicillin und 40 pg X-Gal (fiir die
Blau-Weil} Selektion) (Sambrook et al., 1982) vorbehandelten Agarplatten verteilt und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.6.14. Mini-Praparation der Plasmid-DNA

Zum Selektionieren wurden fiir jede Sonde einige weille Klone (Insertion im lacZ Gen)
gepickt und jeweils in 5 ml LB-Medium mit 10 pl Ampicillin bei 37°C {iber Nacht
inkubiert.

Durchfiihrung:

e 1,5 ml der Bakterienkultur entnehmen

e 1 Minute zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C)

e Uberstand verwerfen

e Pellet in 300 pl Puffer I resuspendieren

¢ 15 min bei Raumtemperatur inkubieren (in diesem Schritt wurde die Bakterien-RNA
verdaut)

e Zugabe von 300 pl Puffer II, anschlieBend sehr vorsichtiges Durchmischen

e 5 min bei Raumtemperatur stehen lassen

e Zugabe von 300 pl Puffer III, vorsichtiges Durchmischen

e 15 min zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C)

e Uberstand mit 500 pl Rotiphenol versetzen

e 5 min zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C)

e Uberstand abheben und mit 500 pul Chloroform versetzen
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e crneut zentrifugieren

e Uberstand iiberfiihren und mit 650 ul Isopropanol versetzen

e 30 min bei —20 °C fillen

e 15 min zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C)

e Uberstand abkippen und mit 200 pl 70%igem Ethanol waschen
e 2 min zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C)

e Uberstand abkippen und Pellet trocknen lassen

e Pellet in 50 pl H,O aufnehmen und bei —20 °C autbewahren

Losungen:
LB-Medium (Luria-Bertani) 10 g Caseinhydrolysat
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1000 ml H,O (pH 7,0 autoklaviert)
RNase Stammlosung 50 mg lyophilisierte RNase A in 5 ml Puffer (10
mM Tris/HCI pH 7,5; 15 mM NaCl) 16sen, 15 min
bei 100 °C kochen und nach Abkiihlen bei —20 °C
lagern.
Puffer I Tris/HCI Puffer 50 mM (pH 8,0)
EDTA 10 mM
Lysozym 4 mg/ml
4 ml RNAse Stammlosung/100 ml
Puffer II NaOH 200 mM
1 % SDS
Puffer 11T KAc 2,55 M (pH 4.,8)

Die Konzentration der DNA wurde spektrophotometrisch bestimmit.
Zur Analyse wurden je 1,5 pg der isolierten Plasmide mit geeigneten Enzymen verdaut

und im Agarosegel aufgetrennt.
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2.6.15. Sequenzierung

Die Sequenzierung von 10 pg der aus der Miniprdparation gewonnenen DNA wurde

kommerziell von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Strategie des Vorgehens

In der Fachliteratur gibt es zur Zeit keine eindeutigen Angaben, ob neuroendokrine
Zellen innerviert werden oder ob dieses nicht der Fall ist. Zur Kldrung dieser Frage
wurden in immunhistochemischen Doppelmarkierungen neuroendokrine Zellen und
Nervenfasern mit unterschiedlichen Antikdrpern dargestellt und die Dichte der
Nervenfasern beurteilt. Da es noch keine Forschungsarbeiten iiber eine Korrelation
zwischen der Zellmorphologie neuroendokriner Zellen der Prostata und den in den
Zellen enthaltenen Neuropeptiden gibt, wurde in dieser Arbeit iiberpriift, ob ein solcher
Zusammenhang nachzuweisen ist. Dafiir wurden immunhistochemisch markierte Zellen
in Einzel- und Doppelmarkierungen nach ihrer Morphologie beurteilt. Ein weiteres Ziel
sollte der Nachweis von Kolokalisationen verschiedener Neuropeptide in
neuroendokrinen Zellen der Prostata sein.

Dem human Achaete Scute Homologue 1 (hASH 1) wird eine Rolle bei der
Entwicklung und Differenzierung von Nervenzellen zugeschrieben. Wie bereits
beschrieben, wird dieses Protein vermutlich in Zellen, die sich aus der Neuralleiste
ableiten, sowie in neuroendokrinen Zellen exprimiert. Um einen weiteren Hinweis auf
den Ursprung dieser Zellen zu erhalten und deren vermutlich neuralen Ursprung zu
bestitigen, wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, mit der in situ-Hybridisierung

das hASH-Protein in neuroendokrinen Zellen der Prostata nachzuweisen.

3.2. Immunhistochemische Ergebnisse

3.2.1. Innervation neuroendokriner Zellen

Um eine Aussage iiber eine mdgliche Innervation neuroendokriner Zellen im

menschlichen Prostatagewebe machen zu konnen, wurden immunhistochemische

Doppelmarkierungen erstellt. Im ersten Schritt der Doppelmarkierung konnten
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neuroendokrine Zellen durch Darstellung der CgA-Immunreaktivitit identifiziert
werden. Der zweite Schritt wurde mit dem panneuralen Marker PGP 9,5 durchgefiihrt
um so alle Nervenfasern darstellen zu konnen. Auf diese Weise konnten die
neuroendokrinen Zellen und die umgebenden Nervenfasern analysiert werden.
AnschlieBend konnte die Dichte der Nervenfasern in der Umgebung der
neuroendokrinen Zellen mit der Dichte der Nervenfasern im sonstigen Prostatagewebe
verglichen werden.

In mehreren Schnitten wurde auf diese Weise festgestellt, da sich die
Nervenfaserdichte in der unmittelbaren Ndhe der neuroendokrinen Zellen nicht von der
Nervenfaserdichte in entsprechenden Gebieten der Prostata ohne neuroendokrine Zellen
unterscheidet.

Diese Befunde bedeuten, dal kein Hinweis auf eine Innervation der neuroendokrinen
Zellen gefunden werden konnte und daBl die neuroendokrinen Zellen sehr

wahrscheinlich nicht innerviert sind.

3.2.2. Korrelationen zwischen Zellmorphologie und Neuropeptiden

Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen der Zellmorphologie und den in
den Zellen vorhandenen Neuropeptiden besteht, wurden immunhistochemische Einzel-
und Doppelmarkierungen mit verschiedenen Antikérpern, nach dem in 2.5.1.1.
dargestellten Protokoll, durchgefiihrt. Mogliche Veridnderungen der Zellmorphologie in
Abhéngigkeit vom Alter sollten durch immunhistochemische Reaktionen mit CgA an
Prostatagewebeproben, von Patienten unterschiedlichen Alters nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse der juvenilen Prostata beziehen sich auf die Prostata eines 15 Jahre alten
Jungen, die adulte Prostata wurde einem 46 Jahre alten Mann nach Suizid entnommen.
Weiterhin wurden Schnitte von pathologischem Gewebe (benigne Prostatahyperplasie
und Prostata-karzinom) untersucht.

Verwendet  wurden  Antikérper  gegen  Serotonin  (5-HT),  vesikuldren
Monoaminotransporter 1 (VMATI), Calcitonin, Chromogranin A (CgA), Gastrin-
Related Peptide (GRP) und Neuronspezifische Enolase (NSE), in den in Tabelle 2.1.

angegebenen Verdiinnungen. AnschlieBend wurden die markierten Zellen nach ihrer