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Einleitung und Fragestellung

Die Hoden als minnliche Keimdriisen weisen eine komplexe Morphologie und
Funktion auf und sind im Laufe des Lebens zahlreichen potentiell schidlichen
Einfliissen ausgesetzt. Schidigungen des Hodengewebes konnen Infertilitdt, maligne
Entartung oder ménnlichen Hypogonadismus zur Folge haben. Neben den eigentlichen
Keimzellen, den Spermatozoen und ihren Vorldufern, sind insbesondere die Testosteron
produzierenden Leydigzellen und ihre Vorldufer anféllig fiir Umwelteinfliisse. Zu ihrer
Schidigung kann es durch Medikamente, Chemikalien, Stoffwechselprodukte (Urdmie)
und durch Entziindungen kommen (1-3). Dabei scheint die Empfindlichkeit fiir
schidigende Einfliisse in den verschiedenen Lebensphasen unterschiedlich zu sein (4).
Eine fiir die Funktion der Leydigzellen besonders kritische Phase ist die ménnliche
Pubertit, in deren Verlauf es zu einer zunehmenden Steigerung der Testosteronsekretion

um ein Vielfaches der prapubertidren Werte (5) kommit.

Die Leydigzellen unterscheiden sich von ihren Vorlduferzellen hinsichtlich ihrer
Differenzierung, ihrer Morphologie und der Fahigkeit zur Testosteron-Sekretion.
Vorlduferzellen sind auch das Reservoir, aus dem sich in der Pubertit oder nach

Schidigung im Erwachsenenalter die Leydigzellen differenzieren.

Unter diesen Vorlduferzellen stellen die sogenannten Progenitor-Leydigzellen (PLCs)
eine wichtige Subpopulation dar. Es wird vermutet, dass diese eine essentielle Funktion
beim Beginn der Pubertét haben. In dieser Phase kommt es zu einer raschen Zunahme
des Hodenvolumens, die klinisch einem der ersten Pubertiitszeichen entspricht (6).
Durch Ausschiittung von luteinisierendem Hormon (LH) steigt der lokale
Testosteronspiegel plotzlich an, obwohl zu diesem Zeitpunkt kaum reife Leydigzellen
im Hoden-Interstitium vorhanden sind (7). Dieser Anstieg der Testosteronsekretion
wird vermutlich durch die Progenitor-Leydigzellen ausgelost, welche zwar unreife
Vorstufen der Leydigzellen sind, jedoch bereits die Fahigkeit zur Testosteronsekretion

besitzen (5, 8).

Prostaglandine sind wichtige Signalmolekiile. Sie entstehen aus der in allen
Zellmembranen vorkommenden Arachidonséure, und in einer spontanen Reaktion bildet

sich das 15-deoxy-A'*'"*-Prostaglandin J, (15d-PGJ,) aus Prostaglandin D,, einem der
y g g
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Hauptprodukte des sogenannten Cyclooxygenase—Zyklus. Die physiologische Funktion
von 15d-PGJ, ist zum Teil noch ungeklért. Es konnte schon gezeigt werden, dass
15d-PGlJ, als Ligand des nukledren Transkriptionsfaktors PPARy wirkt und somit die
Expression einer Reihe von Genen beeinflussen kann (9, 10). Erhohte
Gewebekonzentrationen von 15d-PGJ, wurden insbesondere im Rahmen von
Entziindungen gemessen (11) und in zahlreichen Zelltypen wurde beobachtet, dass 15d-

PGJ, den programmierten Zelltod (Apoptose) auslésen kann (12-18).

Moglicherweise spielt 15d-PGJ, auch eine Rolle in der Pathogenese der Hodenfibrose
(19). Bei dieser Erkrankung kommt es zu einem fibrosen Umbau der Hodenkanélchen
und dadurch zu Stérungen der Spermatogenese. So wurden bei Hodenbiopsien von
infertilen Ménnern vermehrt fibrotische Verédnderungen der Tubuli Seminiferi
festgestellt (20). Eine jlingere Studie zeigt aulerdem, dass die Expression von
Cyclooxygenase-2 (COX-2), dem Schliisselenzym in der Synthese des Prostaglandin
D,, in fibrotischen Hodenbiopsaten vermehrt ist (19). Die ebenfalls festgestellte
Aktivierung von PPARy (19) konnte ein weiterer Hinweis auf die Wirkung von 15d-

PGJ, und seine Bedeutung fiir die Pathogenese von Erkrankungen des Hodens sein.

In der hier vorgelegten Arbeit wird der Einfluss des 15-deoxy-A'*'"*-Prostaglandins J,
auf die Vitalitdt und die Funktion von kultivierten Progenitor-Leydigzellen der Ratte
untersucht. Insbesondere soll erforscht werden, ob es in Progenitor-Leydigzellen durch
15d-PGJ, zur Induktion des programmierten Zelltodes (Apoptose) kommt und wie
dieser Effekt vermittelt wird. Diese Arbeit steht in Zusammenhang mit einem
umfassenden Programm zur Erforschung der Fertilitdt und ihrer Storungen und
resultiert aus einer Kooperation von Prof. Dr. Kiipker mit dem Population Council der

Rockefeller University (New York, USA).
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2.1

2.2

Literaturiiberblick

Nachfolgend wird eine kurze Ubersicht zu den in dieser Arbeit verwendeten
Leydigzellen des Hodens und den Prostaglandinen gegeben, die an diesen Zellen

getestet wurden. Dabei wird die aktuelle Literatur zu dieser Thematik ausgewertet.

Der Hoden

Die Hoden, lateinisch testis (singular) bzw. testes (plural), sind die paarig angelegten
méannlichen Keimdriisen, deren Hauptaufgabe die Produktion der Spermien und des
ménnlichen Sexualhormons Testosteron ist. Bei einer Linge von 4.5-5.1 cm, 3 cm
Breite und 2 cm Tiefe (21, 22) liegt das durchschnittliche Hodenvolumen eines jungen
gesunden Mannes bei ca. 15-25 ml (23). Die Hoden sind von einer festen Kapsel
umschlossen. In ihr ist das testikuldre Parenchym von drei Schichten umgeben. Diese
werden von innen nach auflen als Tunica Vaginalis, Tunica Albuginea und Tunica
Vasculosa bezeichnet. Von der Tunica Albuginea aus zieht ein Strang von Bindegewebe
in den Testis, das sogenannte Mediastinum Testis. Von diesem ziehen Blutgefdfe und
Nerven in das Hodengewebe. Innerhalb der Kapsel wird jeder einzelne Hoden durch
bindegewebige Septen in Kompartimente unterteilt. Auf diese Weise bilden sich in
jedem Hoden ca. 200-300 konisch geformte Hodenlédppchen oder Lobuli. Diese Lobuli
enthalten wiederum einen oder mehrere Tubuli Seminiferi. In diesen Tubuli befindet
sich das Keimepithel, das aus den reifen Keimzellen, ihren Vorlduferzellen
(Spermatozoen und Spermatogonien) und den Sertoli-Zellen besteht, welche die sich
entwickelnden Keimzellen umgeben und eine Stiitz- und Erndhrungsfunktion austiben.
Die einzelnen Tubuli Seminiferi werden von Bindegewebe umgeben. Die Leydigzellen
residieren im interstitiellen Raum des Hodens, separiert von den Hodenkanélchen und
dem Germinalepithel. Sie befinden sich dort in unmittelbarer Nachbarschaft von
Mastzellen, Makrophagen, Nerven, Blut- und Lymphgefden (24). Im menschlichen
Hoden macht dieses interstitielle Gewebe ca. 20-30 % des totalen Hodenvolumens aus,

Leydigzellen alleine umfassen 5-12 % (25).

Die Leydigzelle

Leydigzellen wurden 1850 erstmalig von dem deutschen Zoologen und vergleichenden

Anatom Franz von Leydig (1821-1908) beschrieben und tragen seitdem seinen Namen.



Bouin und Ancel erbrachten 1903 als Erste den Nachweis der Testosteron-Sekretion
durch Leydigzellen (26).

Testosteron, welches aus den Steroidvorldufern Cholesterin und Pregnenolon gebildet
wird, ist das wichtigste vom menschlichen Hoden produzierte Androgen. Neben
Testosteron werden jedoch noch weitere C18-, C19- und C21-Steroide von den
Leydigzellen produziert (27, 28). Pregnenolon, welches in den Mitochondrien aus
Cholesterin gebildet wird, dient als Vorldufer-Molekiil fiir alle Steroidhormone. Im
Glatten Endoplasmatischen Retikulum wird Pregnenolon durch das Enzym 3§-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu Progesteron umgewandelt. Progesteron ist das erste
biologisch aktive Hormon. Progesteron wird durch das Enzym 17a-Hydroxylase/C17-
20lyase (P450c17) umgewandelt zu Androstendion. Der letzte Schritt in der
Biosynthese des Testosterons ist die Umwandlung von Androstendion durch das Enzym
17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu Testosteron (29). Testosteron stellt einen
wesentlichen Regulator der ménnlichen Sexualfunktion und der Fortpflanzung dar, da
es unter anderem fiir die Initiierung der Spermatogenese in der Pubertét und fiir ihr
lebenslanges Bestehen verantwortlich ist. Als weitere biologische Wirkungen des
Testosterons sind zum Beispiel die Differenzierung und Ausbildung des fetalen
Reproduktionstraktes (24, 30), die Maskularisierung in der Pubertit (31) sowie spéter
das weitere Wachstum und die Unterhaltung der Androgen-abhéngigen Organe beim

erwachsenen Mann zu nennen.

Die Testosteron-Sekretion der Leydigzellen wird durch das im Hypophysen-
Vorderlappen gebildete Luteinisierende Hormon (LH) stimuliert. LH bindet an die
membranstindigen LH-Rezeptoren der Leydigzellen und 16st somit eine cAMP-
abhidngige Signaltransduktions-Kaskade aus, welche die Testosteron-Sekretion
stimuliert. Die LH-Sekretion des Hypophysenvorderlappens wird wiederum durch das
tibergeordnete, im Hypothalamus gebildete Gonadotropin-Releasing Hormon gesteuert
(32). Neben der direkten endokrinen Kontrolle der Leydigzellen durch LH findet auf
vielfdltige Weise eine lokale, parakrine Kontrolle statt (33). Die Sertolizellen, welche
unter der endokrinen Kontrolle des Follikel-stimulierenden Hormons (FSH) stehen,
sezernieren verschiedene parakrine Substanzen, die entweder hemmend (z.B. TGF-f3)
oder stimulierend (z.B. Inhibin, Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1)) auf die

Leydigzellen und die Testosteronproduktion wirken (34).



2.2.1 Die pri- und postnatale Entwicklung der Leydigzellen

Die pri- und postnatale Differenzierung der Leydigzellen wurde vor allem am Beispiel
der Ratte untersucht. Ubersichten hierzu finden sich bei Huhtaniemi und Pelliniemi
(35), Hardy (36) sowie Mendis-Handagama und Ariyaratne (37). Im Folgenden werden

diese Ergebnisse kurz zusammengefasst.

2.2.1.1 Fetale und adulte Leydigzellen

Generell werden zwei unterschiedliche Populationen von Leydigzellen beschrieben:
fetale und adulte Leydigzellen. Fetale Leydigzellen differenzieren sich bereits wéihrend
der fetalen Entwicklung in utero zu Leydigzellen. Bei der Geburt ist eine bestimmte
Anzahl dieser fetalen Leydigzellen vorhanden, so dass bereits in der Neonatalperiode
eine geringe Sekretion von Androgenen stattfindet. Diese zahlen- und volumenméfig
geringe Population reicht jedoch nicht fiir die in der Pubertit und im Erwachsenenalter
erforderliche Testosteronsekretion aus. Eine zweite Population von Leydigzellen wird
als adulte Leydigzellen bezeichnet. Diese differenzieren sich erst nach der Geburt bzw.
im Laufe des Lebens aus mesenchymalen Vorlduferzellen im Hodeninterstitium. Die
adulten Leydigzellen stellen die fiir die Pubertit und das Erwachsenenalter zahlenméBig

und funktionell wichtigere Population der Leydigzellen dar.

2.2.1.2 Embryonale Entwicklung

Wie alle somatischen Zellen des Hodens entwickeln sich die Leydigzellen in der
Embryonalentwicklung aus dem Mesonephros. Sie entstehen aus undifferenzierten
mesenchymalen Zellen in den ventromedialen Anteilen des Mesonephros, dem
sogenannten testikuldren Primordium. Aus diesen Primordialzellen entwickeln sich
sowohl die Hodenkanile (Tubuli Seminiferi) als auch das Interstitium des Hodens. Das
Interstitium besteht zunédchst aus undifferenzierten mesenchymalen Zellen. Aus diesen
differenzieren sich dann im Laufe der Embryonalentwicklung verschiedene Zelltypen,
wie beispielsweise Fibroblasten, glatte Muskelzellen oder die fetalen Leydigzellen. Wie
bereits erwihnt, bleibt ein Teil dieser undifferenzierten, mesenchymalen
Vorlduferzellen bis in das Erwachsenenalter hinein erhalten. Sie bilden den Ursprung

und die Reserve fiir die postnatale Differenzierung der Leydigzellen.



2.2.1.3 Postnatale Differenzierung der Leydig-Zelllinie am Beispiel der
Sprague-Dawley-Ratte

Leydig Cell Lineage

mesenchymal progenitor cell Newly Formed Immature Mature

cell ALC ALC ALC
> = @ = =

not steroidogenic 3p-HSD +ve 3p-HSD +ve 3p-HSD +ve 3p-HSD +ve

no LH receptors gain LH receptors T LH receptors TLH receptors 1LH receptors

fe——— Spindle-shape————>} polygonal,small polygonal large polygonallarge

{ —————lor no cytoplasmic lipid >} T cytoplasmic | eytoplasmic
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Abbildung 1: Postnatale Differenzierung der Leydig-Zelllinie (37)

Wie Abb. 1 zeigt, konnen fiinf Differenzierungsstufen der Leydig-Zelllinie
unterschieden werden. Die postnatale Entwicklung nimmt ihren Ursprung von den
mesenchymalen Vorliduferzellen des Hoden-Interstitiums. In der Ratte differenzieren
sich etwa am 14. Tag post partum mit dem Beginn der Pubertit zahlreiche
Vorléduferzellen zu Progenitor-Leydigzellen (PLCs). PLCs sind morphologisch den
mesenchymalen Vorlduferzellen noch sehr &dhnlich. Wie diese sind die PLCs
spindelformige Zellen. Sie kénnen jedoch anhand ihrer biochemischen Eigenschaften
von den Vorlduferzellen unterschieden werden. Die wichtigsten Kriterien fiir diese
Unterscheidung sind die messbare 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD)-Aktivitat
der PLCs und die Expression von LH-Rezeptoren auf der Plasmamembran.
Demgegeniiber haben die mesenchymalen Vorlduferzellen weder eine messbare 3[3-
HSD-AKktivitdt noch nachweisbare LH-Rezeptoren. Die PLCs sind zu einem grofen Teil
bereits in der Lage, Androgene zu bilden, aber trotz dieser Fihigkeit besitzen sie nur
sehr wenig oder gar kein Glattes Endoplasmatisches Retikulum. Auch ist ihr
zytoplasmatisches Volumen gering. Das Glatte Endoplasmatische Retikulum enthélt
Schliisselenzyme der Androgen-Biosynthese. Steroidogene Zellen weisen
typischerweise einen grossen Anteil an Glattem Endoplasmatischem Retikulum auf. Mit
zunehmendem Anteil an Glattem Endoplasmatischem Retikulum steigt auch die
Verfiigbarkeit der Enzyme fiir die Steroid-Produktion. Weshalb PLCs trotz des nahezu
vollstdndigen Fehlens nachweisbare Mengen an Androgen produzieren konnen, ist noch

Gegenstand der Forschung (38).



2.3

Bei der Sprague-Dawley-Ratte werden etwa zwischen Tag 21 und 56 post partum aus
den PLCs neugebildete adulte Leydigzellen (newly formed adult Leydig cells: ALCs).
Die ALCs konnen wiederum morphologisch und biochemisch von den PLCs
unterschieden werden. Am auffélligsten ist ihre rundliche Form im Vergleich zu den
spindelformigen PLCs. Diese mehr rundliche Form ist bedingt durch die
Volumenzunahme des Endoplasmatischen Retikulums und des Zytoplasmas. Die
Expression von LH-Rezeptoren auf der Plasmamembran ist gegeniiber der der PLCs
noch einmal deutlich gesteigert.

Aus den neugebildeten adulten Leydigzellen (newly formed ALCs) differenzieren sich
als weiteres Ubergangsstadium die unreifen, adulten Leydigzellen (immature ALCs),
welche vor allem durch die Akkumulation von Lipid-Tropfen in ithrem Zytoplasma
imponieren. Diese gespeicherten Lipide werden fiir die Androgen-Synthese bendtigt.
Etwa ab Tag 56 post partum finden sich im Hoden der Sprague-Dawley-Ratte
schlieBlich die reifen, ausdifferenzierten Leydigzellen (mature ALCs), die nun in der
Lage sind, Testosteron in groBen Mengen auszuschiitten und die Geschlechtsreife zu
unterhalten.

Die postnatale Differenzierung der Leydig-Zelllinie von den mesenchymalen
Vorléduferzellen bis zu adulten Leydigzellen wird durch zahlreiche endokrine und
parakrine Signale gesteuert. Unter diesen scheint das Thyroidea-Stimulierende Hormon
(TSH) eine entscheidende Rolle zu spielen. Induziert man in Ratten eine Hypothyreose,
so unterbleibt die Bildung von PLCs (39). Im Gegensatz zu TSH hemmen Androgen
und Ostrogen die Differenzierung von Vorliduferzellen zu PLCs (40). Die
Differenzierung von PLCs zu adulten Leydigzellen (ALCs) scheint endokrinologisch
hauptséichlich durch LH kontrolliert zu werden (39).

Die Prostaglandine

Anfang der dreiBiger Jahre entdeckte Ulf von Euler hormonéhnliche Substanzen im
menschlichen Sperma, die blutdrucksenkende und uteruskontrahierende Wirkungen
aufwiesen. Da er (filschlicherweise) annahm, dass sie von der Prostata gebildet wurden,

erhielten sie den Namen Prostaglandine.

Prostaglandine sind Lipide und gehdren gemeinsam mit den Thromboxanen, den
Prostacyclinen und den Leukotrienen zur Substanzklasse der Eicosanoide (eikosi

(griechisch)= zwanzig) (41). Die Eicosanoide leiten sich biosynthetisch von der vierfach
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ungesittigten C-20-Fettsdure Arachidonsiure (5Z, 8Z, 117, 14Z-Eicosatetraensédure) ab.
Prostaglandine werden als Gewebshormone bzw. autokrine Substanzen angesehen.

Wegen ihrer kurzen Halbwertszeit ist ihre Wirkung lokal begrenzt (42).

Prostaglandine kontrollieren zahlreiche physiologische Prozesse, wie z.B. die
Nierenfunktion, die Thrombozytenaggregation, die Freisetzung von Neurotransmittern
und die Modulation der Immunantwort (43).

Die Prostaglandin-Synthese beginnt mit der Freisetzung von Arachidonsiure aus
Phospholipiden der Plasmamembran durch das Enzym Phospholipase A,. Diese
Arachidonsédure wird durch die beiden Cyclooxygenase-Enzyme COX-1 und COX-2 zu

Prostaglandin H, umgewandelt.

Den beiden Cyclooxygenase (COX)-Isoenzymen kommt eine Schliisselrolle in der
Prostaglandin-Synthese zu, denn sie regulieren die quantitative Bildung der
Prostaglandine (44, 45). Das ubiquitidr vorkommende COX-1 vermittelt eine Vielzahl
physiologischer Funktionen und scheint vor allem fiir homdostatische Prozesse wie
beispielsweise die Mukusproduktion der Schleimhédute von Bedeutung zu sein (46).
Dagegen ist die Expression von COX-2 konstitutionell kaum nachweisbar. Sie ist
allerdings in einer Vielzahl spezialisierter Zellen, insbesondere in Zellen des
Immunsystems, induzierbar (47). COX-2 nimmt an der Regulation spezifischer
physiologischer Prozesse teil, wie beispielsweise Entziindung, Ovulation, Implantation

oder Verschluss des Ductus arteriosus Botalli (47).

Ausgehend vom Prostaglandin H, konnen nun viele biologisch aktive Endprodukte der
grossen Gruppen der Prostacycline und der Thromboxane gebildet werden. Diese
Umwandlungen werden jeweils durch spezifische Enzyme (Synthasen, Isomerasen und
Reduktasen) vermittelt. Zur Gruppe der Prostacycline gehdren beispielsweise
Prostaglandin E,, Prostaglandin F, und das in hohen Konzentrationen vorkommende

Prostaglandin D, (PGD,).

Aus Prostaglandin D, entsteht durch spontane Umwandlung 15-deoxy-A'>"-
Prostaglandin J,, welches gewissermassen ein Abbauprodukt des Prostaglandins D,
darstellt. Diese spontane Degradation von Prostaglandin D, nach ldngerer Inkubation in

Gegenwart von Albumin zu 15d-PGJ, wurde erstmalig von Fitzpatrick 1983
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beschrieben (48). Abbildung 2 gibt einen vereinfachten Uberblick iiber die Entstehung
von 15d-PGJ,.

Membrane phospholipids

l Phospholipase As |

Arachidonic acid LPS
cox-1] / "\ [cox-2|«—— iL-1
THF-ox

Prostaglandin Hg

l

! Prostaglandin synthases .

PG .-‘f. ™ PGFy,
i

PGD, 0%

!

¥

OH
) PGE,
15-d-PGJ,
TRENDS i Mmvtumsogy

Abbildung 2: Entstehung von 15d-PGlJ, (49)

2.3.1 Das Prostaglandinderivat 15d-PGJ,

Bis 1995 wurde 15d-PGJ, zunichst keine groflere Aufmerksamkeit zuteil. Im Jahre
1995 erschienen dann unabhéngig voneinander in der gleichen Ausgabe der Zeitschrift
,Cell* zwei Veroffentlichungen, in denen 15d-PGJ, als vermutlich endogener Ligand
des nukledren Rezeptors und Transkriptionsfaktors PPARy (Peroxisome-Proliferator-

aktivierter Rezeptor) beschrieben wurde (9, 10).

PPARY reguliert eine Vielzahl von Genen mit wichtigen Funktionen im Stoffwechsel.
Thiazolidinedione (Rosiglitazone, Pioglitazone und weitere) werden als synthetische
Agonisten von PPARY inzwischen weitverbreitet in der Diabetes-Therapie eingesetzt.
Ein endogener PPARYy-Agonist ist jedoch bisher noch nicht identifiziert worden. In vitro
zeigt 15d-PGJ, dhnliche Effekte wie die synthetischen PPARy-Liganden (50). Diese
Ergebnisse fiihrten zu der Vermutung, dass 15d-PGJ, als physiologischer Regulator auf
verschiedene durch PPARY vermittelte Effekte wirken konnte. Diese Effekte reichen
von der Zelldifferenzierung und Regulation des Blutzuckerspiegels (51) iiber einen
antikanzerogenen Effekt durch Hemmung von Tumorwachstum und Angiogenese (52)
bis hin zu Regulationen im Entziindungsprozess (53, 54). Auf Grund dieser

Vermutungen wurde 15d-PGJ, zum Gegenstand intensiver Forschung.
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Wihrend zunéchst die moglichen Wirkungen von 15d-PGJ, als Aktivator von PPARy
im Vordergrund standen, zeigten sich in jlingster Zeit zahlreiche Effekte, die nicht
durch PPARY vermittelt werden. Insbesondere wurde beobachtet, dass 15d-PGJ, als
Inhibitor der IkB-Kinase in Makrophagen wirken kann und somit durch indirekte
Hemmung des Transkriptionsfaktors NFkB eine starke anti-entziindliche Wirkung

austibt (55).

Zahlreiche Ergebnisse deuten also darauf hin, dass das Prostaglandin 15d-PGJ, eine
anti-entziindliche Rolle spielen konnte. Diese Vermutung wird auch durch in
vivo-Studien unterstiitzt, die zeigen, dass 15d-PGJ, in Tiermodellen die entziindliche
Reaktion von Krankheiten wie der adjuvant induzierten Arthritis (17) oder dem
Ischédmie-Reperfusions-Schaden (56) hemmen kann. Verwirrenderweise lassen andere
Studien einen gegenteiligen Effekt erkennen, ndmlich eine pro-inflammatorische
Wirkung von 15d-PGJ,. So wurde beispielsweise gezeigt, dass 15d-PGJ, die
Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a and IL-6 fordern kann (57).
Ferner wurde in verschiedenen Zelltypen unter Behandlung mit 15d-PGJ, eine
gesteigerte Expression von pro-inflammatorischen Proteinen wie Phospholipase A,,
COX-2 oder Interleukin 8 festgestellt (58-60). Somit bleibt die Rolle von 15d-PGJ, in
der Pathogenese von Entziindungen weiterhin unklar. Sie ist Gegenstand intensiver

Forschung.

Der programmierte Zelltod (Apoptose)

Nach heutigem Wissensstand wird der Tod einzelner Zellen des Korpers nicht nur durch
duBlere Einfliisse bewirkt, sondern er kann auch von den Zellen selber eingeleitet
werden. Dieser programmierte Zelltod wird als Apoptose bezeichnet. Der Vorgang der
Apoptose wurde erstmalig 1972 von Kerr und Mitarbeitern beschrieben (61). Er spielt
eine wichtige Rolle in einer Vielzahl biologischer Prozesse, wie zum Beispiel in der
Morphogenese, der Gewebs-Homdostase, der Elimination von beschddigten oder
infizierten Zellen oder auch der Elimination von gegen eigene Antigene des

Indivuduums gerichteten Zellen des Immunsystems (62).

Schon frith wurde ein Zusammenhang zwischen 15d-PGJ, und Apoptose vermutet. Ein

pro-apoptotischer Effekt von 15d-PGJ, wurde in zahlreichen Studien und verschiedenen
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Zelltypen beobachtet, so zum Beispiel in Brustkrebszellen (63), in aus Monozyten
differenzierten Makrophagen (14, 64, 65) in Endothelzellen (15), in Synoviozyten (17)

und in normalen und maligne entarteten B- und T- Lymphozyten (16, 18)

Interessanterweise existieren in den verschiedenen Zelltypen unterschiedliche
Mechanismen, die die durch 15d-PGJ, vermittelte Apoptose auslosen. In manchen
Zellen wird die Apoptose offenbar durch PPARy vermittelt (15-18, 66). In vielen
anderen Zelltypen wurde jedoch eine von PPARy unabhingige, durch 15d-PGJ,
vermittelte Apoptose beschrieben. Zum Teil wird hier eine Aktivierung von Mitogen-
aktivierten Protein-Kinasen (MAPkinasen) als der die Apoptose auslosender
Mechanismus angenommen (65, 67, 68). In anderen Zellen scheint die Hemmung der
IkB-Kinase durch 15d-PGJ, die Apoptose auszuldsen (69, 70). Neuere Studien zeigen
ferner einen Zusammenhang von durch 15d-PGJ, vermittelter Apoptose mit vermehrtem
oxidativen Stress, welcher durch die gesteigerte Bildung von sogenannten Reactive
Oxygen Species (ROS) messbar wird (71, 72). Offenbar existieren beziiglich der
Wirkmechanismen der durch 15d-PGJ, vermittelten Apoptose Uberlappungen.

24.1 Die Bedeutung der Apoptose fiir das Leben

Die Forschung auf diesem Gebiet wurde durch die Erkenntnis angetrieben, dass die
normale Entwicklung und Gesundheit von Metazoen einen koordinierten Ablauf der
Apoptose voraussetzt (62).

Ihr Ziel 1ist die Aufdeckung der molekularen und biochemischen
Steuerungsmechanismen der Apoptosevorginge. Von diesen Erkentnissen konnten neue
therapeutische Ansitze fiir die Behandlung zahlreicher Erkrankungen abgeleitet werden.
Wihrend ein normaler Ablauf der Apoptose unersetzlich fiir den Sdugetier-Organismus
ist, kann die abnorme Steigerung der Apoptose zur Pathogenese von Krankheiten wie
AIDS, neurodegenerativen Erkrankungen und Organschéddigung durch Ischimie
beitragen (73). Im Gegensatz dazu wird eine Hemmung der Apoptose als ein wichtiger
Faktor in der Entstehung von Karzinomen, Autoimmunerkrankungen und viralen
Infektionen angesehen (73).

Die Apoptose wird charakterisiert durch eine Vielzahl morphologischer und

biochemischer Veridnderungen, die im Folgenden ndher erldutert werden.
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24.2

243

Morphologische Verinderungen wihrend der Apoptose

Der Ablauf des programmierten Zelltods ist gekennzeichnet durch einen
charakteristischen Ablauf morphologischer Verdnderungen der Zelle, die kollektiv als
Apoptose bezeichnet werden. Apoptose ist ein griechischer Term, der libersetzt
,abfallen* bedeutet, in dem Sinne, wie Blitter von einem Baum abfallen (61). Viele
grundlegende morphologische Verdnderungen wurden bereits von Kerr 1972
beschrieben, weitere morphologische Veédnderungen wurden nachfolgend durch viele
andere Autoren bekannt (74-76).

Die Apoptose geht einher mit Zellschrumpfung, Schddigung der Mitochondrien,
Kondensierung des Chromatins, Fragmentierung der DNA und Bildung von
sogenannten "apoptotic bodies" (englisch fiir Apoptosekorperchen). Diese
morphologischen Verdnderungen wéhrend der Apoptose sind spezifisch und
unterscheiden sich deutlich von den Veridnderungen wihrend der Nekrose von Zellen,
also dem durch duBere Einfliisse herbeigefiihrten Zelltod (77). Im Gegensatz zu
apoptotischen Zellen zeigen Zellen in der Nekrose typischerweise eine Schwellung,
welche buchstiblich zum Platzen der Zelle und zur Freisetzung von intrazelluldren
Substanzen in die Umgebung der nekrotischen Zelle fiihrt. Die derartig freigesetzten
Substanzen schidigen das umliegende Gewebe und fiihren zu einer entziindlichen
Reaktion (78). Bevor es zu einer Nekrose kommt, leiten die Zellen oftmals die
Apoptose ein. Damit wird die Entstehung von entziindlichen Prozesse verhindert (62,

7).

Biochemische Verinderungen wihrend der Apoptose

Am Anfang der Apoptose steht ein Stimulus, der die apoptotische Antwort auslost.
Dieser kann ein externes Signal sein, welches durch Oberflidchen-Rezeptoren vermittelt
wird, oder er kann aus dem Inneren der Zelle selbst stammen, wie z.B. durch die
Wirkung einer Droge, eines Medikaments, Toxins oder durch Bestrahlung. Die zweite
Phase der Apoptose besteht in der Erkennung und Transduktion dieses Signals.
Signaltransduktionskaskaden tibertragen das auslosende Signal zu einer komplexen
zelluldren Maschinerie. Diese Maschinerie beinhaltet zum Beispiel proteolytische
Enzyme wie die ,,Caspasen® sowie andere Proteine, die als positive und negative
Regulatoren der Apoptose wirken. In der letzten Phase der Apoptose kommt es zur
Degradation der DNA. In vivo, aber nicht unbedingt in vitro, werden diese sterbenden

Zellen erkannt und von anderen Zellen phagozytiert (79).
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Ein groBer Teil des heutigen Wissens tiber die Biochemie der Apoptose verdanken wir
Studien an dem Wurm Caenorhabditis elegans (C. elegans). Der adulte,
hermaphroditische Wurm bildet zunédchst 1090 somatische Zellen aus, von denen genau
131 durch Apoptose sterben (80, 81). Durch genetische Untersuchungen an C. elegans
wurde eine Reihe von Genen identifiziert, welche die Apoptose dieser Zellen steuern.
Diese wurden als CED-Gene (CED= cell death defective) bezeichnet, wie zum Beispiel
CED-3 (82), CED-4 (83), CED-5 (84). Die Klonierung und genauere Charakterisierung
dieser Gene erbrachten wichtige Beitrdge zum molekularen Verstindnis der Apoptose.
So stellte sich beispielsweise heraus, dass CED-9 in C. elegans Parallelen zur humanen
Bcl-2-Familie (81, 85) und CED-3 zu der Caspase-Familie (86) besitzen. Viele der in C.
elegans gewonnenen Erkentnisse zur Apoptose lassen sich auf den menschlichen
Organismus libertragen, da die biochemischen Bausteine der Apoptose im Verlauf der
Evolution hochkonserviert geblieben sind (62).

Im Folgenden soll auf einzelne Proteine bzw. Proteinfamilien genauer eingegangen

werden, da der Nachweis dieser Proteine von groler Bedeutung in dieser Arbeit ist.

2.4.3.1 Die Cystein-Familie der “Caspasen”

Als ,,Caspasen® wird eine Familie von Cystein-Proteasen bezeichnet, die eine wichtige
,» ITrigger (englisch= Ausloser)-Rolle in der Steuerung der Apoptose einnehmen, da sie
eine proteolytische Kaskade aktivieren (87). Sie wurden Caspasen genannt, weil sie an
anderen Proteinen die Aminosédure Aspartat (= aspartate) in kleinere Fragmente
schneiden (= cleave). Die Caspasen stellen in den Sédugetieren das Homolog zu CED-3
in C. elegans dar (86) und entstehen zunéchst als inaktive Pro-Enzyme. Bei Beginn der
Apoptose kommt es dann zur weiteren Prozessierung durch Eigenproteolyse sowie zur
Proteolyse durch andere Proteasen. Durch die Proteolyse werden verschiedene kleinere
und groflere Untereinheiten gebildet, die sich dann zu einer aktiven Form des Enzyms
zusammenlagern konnen (88). Die sogenannten Initiator-Caspasen (Caspasen
1,2,4,5,8,9,10 und 12) werden auf einen pro-apoptotischen Stimulus hin aktiviert (61).
Diese Initiator-Caspasen besitzen spezielle N-terminale Doménen, iiber die sie mit
Botenmolekiilen interagieren kénnen (87). Werden diese Caspasen durch entsprechende
Signale aktiviert, fiihrt dies zur Proteolyse von nachgeordneten Caspasen, den
sogenannten Effektor-Caspasen (89). Die Effektor-Caspasen bewirken sodann den

Zelltod auf bisher noch nicht vollstindig erforschtem Weg (90). Unter anderem wurden
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folgende Effekte der Caspasen beobachtet: 1. Inaktivierung der Inhibitoren von pro-
apoptotischen Proteinen, 2. Zerstorung der Zellstruktur und 3. Deregulierung von
Proteinen durch Abspaltung der Regulatordoméne von der katalytischen Doméne. Die
klassische Initiator-Caspase 9 wird durch Schéddigung der DNA und durch die
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien aktiviert. Diese schneidet hierauf
die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7. Insbesondere Caspase 3 besitzt dabei eine
Schliisselrolle in der friithen Phase der Apoptose und bewirkt die Proteolyse von anderen
Caspasen und weiteren Proteinen in Zytoplasma und Zellkern. Unter anderem schneidet
sie auch den Androgen-Rezeptor (AR) (91).

Die Aktivierung der Caspase 3 kann durch 15d-PGJ, vermittelt werden und ist in einer
Reihe von Zelltypen beschrieben worden (15, 65, 71, 92). Neben der Aktivierung liber
mitochondriale Signale, wie z.B. Cytochrom c-Freisetzung, stellt die durch den
Transkriptionsfaktor p53 vermittelte Aktivierung von zunéchst Caspase 8 und 9 und

nachfolgend Caspase 3 einen wichtigen Ausloser der Apoptose dar (93).

2.4.3.2 Die Signalkaskade der MAP-Kinase

Die von durch Mitogen aktivierte Protein-Kinasen (MAP-Kinasen) vermittelten Signal-
Kaskaden werden durch extrazelluldre Signale aktiviert und tibertragen solche Signale
an das Zellinnere. Diese Signalkaskaden bestehen aus bis zu fiinf nachgeordneten
Proteinkinasen, welche einander durch Phosphorylierung aktivieren. Die vier bisher
bekannten MAP-Kinase-Signalkaskaden werden abgekiirzt als ERK, JNK,
SPK/p38MAP-Kinase und BMK (Erk5)-Kaskade bezeichnet (94). Die
Signaltransduktion durch MAP-Kinasen beeinflusst so unterschiedliche Zellfunktionen
wie Proliferation, Differenzierung, Stressreaktion und Apoptose. Die sogenannte Jun-N-
terminale-Kinase (JNK), die in den Experimenten dieser Arbeit eine Rolle spielt, wird
von einer Vielzahl von extrazelluldren Stimuli, wie zum Beispiel entziindlichen
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, aktiviert. Nach der Aktivierung findet eine
Translokation von JNK in den Zellkern statt, wo diese MAP-Kinase die Aktivitét
verschiedener Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise p53 und c-Jun beeinflusst (95,

96).

2433 Das Proto-Onkogen Bcl-2

Bei vergleichenden Studien von C. elegans mit humanen Tumor-Zelllinien wurde ein

durch die Evolution konservierter Apoptosemechanismus entdeckt, die Bcl-2-Familie,

welche das Sdugetier-Homolog des CED-9 Gens des C. elegans darstellt (81). Das
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urspriinglich geklonte und charakterisierte Bcl-2-Gen agiert als ein proto-Onkogen,
welches das Uberleben der Zellen durch Hemmung der Apoptose fordert (97). Von den
Mitgliedern der Bcl-2-Familie wurden Bax, Bad, Bcl-xI und Bcl-2 im Testis der Nager
exprimiert (98-101).

In der Signaltransduktion der Apoptose spielen die Proteine der Bcl-2-Familie eine
bedeutende Rolle. Mitglieder dieser Familie konnen sowohl pro-apoptotisch (Bad, Bax,
Bcl-xs, Bak) als auch anti-apoptotisch (Bcl-2, Bel-x1, Mcl-1) wirken. Dabei bestimmt
das quantitative Verhiltnis der einzelnen Faktoren zueinander ihre Wirkung mit (102).
AuBer Bad und Bid besitzen alle Mitglieder der Bcl-2-Familie eine hydrophobische
Transmembrandoméne, welche diese Proteine an den Membranen von Mitochondrien,
des Zellkerns oder des Endoplasmatischen Retikulums verankert (103). Bad fehlt diese
Verankerung und es ist daher iiberall im Zytoplasma zu finden (103, 104).

Eine Verdnderung der Genexpression ist fiir eine gesteigerte Aktivitdt von Proteinen der
Bcl-2-Familie nicht notwendig, da Phosphorylierungen in der sogenannten variablen
Doméine die Aktivitdt der meisten Bcl-2-Proteine regulieren. So fiihrt beipielsweise die
Phosphorylierung von Bad, vermittelt durch das mitochondriale Protein Raf-1, zu einer
Sequestrierung von Bad durch das sogenannte 14-3-3-Protein und damit zur
Inaktivierung von Bad (105).

Ein Hinweis auf die Wirkung der Bcl-2-Proteine ergab sich aus rontgen-
kristallographischen Studien. Sie implizieren, dass die Bcl-2-Proteine ionenselektive
Poren in Membranen bilden. Diese Beobachtung erklirt die verdnderte Permeabilitét
des Zellkerns, die in der Apoptose beobachtet wurde und zu einer Anfirbbarkeit der
DNA mit dem Fluorochrom 7-AAD fiihrt. Uberexpression von Bcl-2 verhindert diese

Permeabilitdtsdnderung und somit die Apoptose (103, 106).

24.34 Die Gruppe der “Heat Shock Proteine” (HSP)

Unter den ,,Heat Shock Proteinen® versteht man eine groBe Protein-Familie von
einander sehr dhnlichen, ubiquitdren Proteinen, die fiir das Leben der Zelle essentiell
sind. Die verschiedenen Mitglieder dieser Familie werden nach ihrem
Molekulargewicht in Kilodalton (kDa) benannt. Die HSP-Proteine tragen den Namen
Hitzeschock-Proteine, da ihre Expression in der Zelle durch Stressfaktoren wie
beispielsweise Hitze, Hypoxie, Mangel an Néhrstoffen, freie Radikale oder auch virale
Infektionen induziert wird (107). Ein weiterer Aktivator der HSP-Expression ist die

Akkumulation von ungefalteten oder falschgefalteten Proteinen in der Zelle, der
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sogenannten “unfolded protein response (UPR)” (108). Der UPR ist ebenfalls ein
Stressfaktor fiir die Zelle und kann Apoptose ausldsen.

Die HSP haben die Funktion von Chaperonen. Sie helfen bei der Komplexbildung und
Faltung von anderen Proteinen oder Proteinkomplexen. Dariiber hinaus wird vermutet,
dass HSP auch beim Transport von Proteinen zwischen einzelnen Zellkompartimenten
eine Rolle spielen (109).

Die HSP-70-Familie besteht aus mehreren Proteinen von ca. 70 kDa Molekulargewicht,
welche als Chaperone funktionieren und gleichzeitig Adenosintriphosphat (ATP)
spalten konnen. Die HSP-70-Proteine besitzen eine amino-terminale 44 kDa-Doméne,
welche ATP hydrolisiert und mit der so gewonnenen Energie die Chaperon-Aktivitét
des Proteins antreibt. Der carboxy-terminale Anteil der Proteine besteht aus lose
angeordneten P-Faltbliattern. Diese Doméne bindet hydrophobe Peptide aus jeweils
sechs Aminosduren, welche den Ansatzpunkt fiir die Faltung und die Chaperonaktivitét

der HSP-70-Proteine bilden (110).

2435 Die nukledre Hormon-Rezeptor-Superfamilie (NR)

Die nukledre Hormon-Rezeptor-Superfamilie (NR) besteht aus Liganden-abhingigen
und -unabhéngigen Transkriptionsfaktoren (111). Diese Transkriptionsfaktoren haben
Bedeutung fiir so unterschiedliche physiologische Prozesse wie Stoffwechsel,
Reproduktion und embryonale Entwicklung. Eine wichtige Gruppe in dieser Familie,
auf die in dieser Studie eingegangen wird, bilden die Steroid-Hormon-Rezeptoren, im
Speziellen der Glucocorticoid-Rezeptor (GR) und der Androgen-Rezeptor (AR). Es
wird angenommen, dass diese nukledren Hormon-Rezeptoren im Zellkern Komplexe
mit anderen Proteinen bilden. Diese Multiprotein-Komplexe konnen dann direkt mit der
Promotor- oder Enhancer-Region der Zielgene interagieren und somit Einfluss auf

deren Expression nehmen (111, 112).

2.4.3.5.1 Der Glucocorticoid-Rezeptor (GR)

Der Glucocorticoid-Rezeptor reguliert den Metabolismus der Kohlenhydrate, Proteine
und Fette, unterdriickt die Immun- und Entziindungsantwort, aktiviert das ZNS,
reguliert cardiovaskulidre Funktionen und wirkt auf die basale und stressinduzierte

Homoostase.
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2.4.3.5.2 Der Androgen-Rezeptor (AR)

Der Androgen-Rezeptor vermittelt in den einzelnen Geweben und Zelltypen den Effekt
der Androgene Testosteron und 5-a-Dihydrotestosteron. Die Androgene wirken
nattirlich auf die ménnlichen Reproduktionsorgane, aber auch in anderen Geweben wie
Muskeln, Leber, Haut, Nerven- und Immunsystem. Mutationen des Androgen-
Rezeptors spielen eine Rolle in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie
beispielsweise des Prostatakarzinoms, der testikuldren Feminisierung, der spinal-
bulbédren Muskelatrophie und der androgenetischen Alopezie. Caspase 3 schneidet den
Androgen-Rezeptor spezifisch an der Aminosédure Aspartat in Position 148, und diese

Proteolyse des Androgen-Rezeptors tritt wihrend der Apoptose vermehrt auf (113).

24.3.6 Die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR)

Die sogenannten Peroxisome-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARs) stellen eine
Gruppe von Transkriptionsfaktoren dar, die ebenfalls zur Familie der nukleédren
Hormon-Rezeptoren gezidhlt werden. PPARs sind durch Liganden-Bindung aktivierte
Transkriptionsfaktoren. Sie sind verwandt mit den nukledren Rezeptoren fiir Retinoide,
Steroidhormone und Schilddriisenhormone (114). Bisher sind drei PPAR-Isoformen
bekannt: a, 9, and y. PPARa beeinflusst die Transkription von Genen, welche z.B. in
die B-Oxidation von Fettsduren oder die Lipolyse von Lipoproteinen involviert sind.
PPARY wirkt vor allem auf den Glukosestoffwechsel sowie die Differenzierung und den
Metabolismus von Adipozyten und Makrophagen (115, 116). In jlingster Zeit haben die
Pharmaka aus der Gruppe der Thiazolidinedione (z.B. Rosiglitazon, Pioglitazon,
Ciglitazon) grofle Bedeutung in der Diabetestherapie erlangt (117). Diese Medikamente

wirken als Agonisten von PPARy und vermindern somit die Insulinresistenz.

24.3.7 Das Tumor-Suppressor-Gen-p53

P53 funktioniert in zahlreichen Tumoren als Tumor-Suppressor-Gen. Abhingig vom
Zelltyp und den physiologischen Bedingungen induziert p53 entweder Apoptose oder
stoppt die Zellteilung, indem es in den Zell-Zyklus eingreift. P53 kontrolliert die
Zellteilung, indem es als Transaktivator die Transkription vieler nachgeordneter Gene
reguliert. Zu diesen nachgeordneten Genen gehéren beispielsweise Inhibitoren der
Cyclin-abhingigen Kinasen (118, 119). Im Amino-Terminus des Proteins befindet sich
eine DNA-Bindungsdomine mit einer charakteristischen Struktur, mittels derer p53 an

Zielgene binden kann.
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Das Protein p53 wird aktiviert durch zelluldre Stress-Faktoren wie z.B. Schiadigung der
DNA durch ultraviolette Strahlung oder durch Hypoxie. Kommt es in einer Zelle durch
duBlere Einfliisse zu einer Schadigung der DNA, so kann p53 den Zellzyklus stoppen, so
dass vor einer erneuten Zellteilung zunéchst die DNA-Schiden repariert werden
konnen. P 53 wurde deshalb auch als ,, Wichter des Genoms* bezeichnet (119).

Ist der Schaden der DNA der Zelle zu grof3, kann p53 aber auch Apoptose induzieren.
Zu Beginn der Apoptose 1dBt sich eine gesteigerte Expression von p53 sowie eine
Translokation des pS3-Proteins in den Nukleus beobachten (118). Ferner konnte gezeigt
werden, dass es in der Apoptose unter der Wirkung von p53 zu einer gesteigerten
Transkription der pro-apoptotischen Gene Bax und Fas kommt (120). Dieses wird als
der Hauptmechanismus der durch p53 vermittelten Apoptose angesehen. Dariiber
hinaus kann p53 auch die Transkription von Bcl-2 hemmen, was ebenfalls einen pro-
apoptotischen Effekt auf die Zelle hat. In zahlreichen Tumoren wurden mutierte Formen
des p53-Gens gefunden, welche das pro-apoptotische Potential verloren haben und

somit in der Karzinogenese mitwirken (121).

2.4.3.8 Die Stoffgruppe der “Reactive Oxygen Species” (ROS)
ROS sind hochreaktive Stoffe, die der Klasse der freien Radikale angehdren (122).

Unter einem freien Radikal versteht man Molekiile oder auch einzelne Atome, die ein
oder mehrere freie, ungepaarte Elektronen in ihrer duBleren Schale besitzen (123).
Reactive Oxygen Species (ROS) spielen eine Rolle in der Pathogenese zahlreicher
Erkrankungen wie z.B. Entziindungen, Infektionen, Alkoholtoxizitét, Ischimieschédden,
Zellschadigung durch ultraviolette Strahlung (124-126) oder auch Cryptorchidismus
(127). Der kumulative oxidative Schaden durch jahrelange Exposition von Korperzellen
gegeniiber ROS wird als einer der Hauptmechanismen der Zellalterung angenommen
(128).

Die Leydigzellen werden als besonders anféllig fiir durch ROS verursachte Schadigung
angesehen. Dies ist vermutlich durch ihre enge Nachbarschaft zu zahlreichen
Makrophagen im Hoden-Interstitium bedingt (129). Immunkompetente Zellen wie die
Makrophagen im Interstitium des Hodens sezernieren als natiirlicher
Abwehrmechanismus (sogenannter ,,respiratory burst) groflere Mengen an freien
Radikalen in die unmittelbare Umgebung (130). Diese Freisetzung von ROS schidigt
jedoch nicht nur in das entsprechende Gewebe eingedrungene Mikroorganismen,

sondern kann dartiiber hinaus auch empfindliche Zellen in der unmittelbaren Umgebung,
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wie z.B. die Leydigzellen, durch oxidativen Stress schiddigen. Nach Kontakt mit
Mikroorganismen oder anderen entziindlichen Reizen wurde eine ROS-Freisetzung
durch Makrophagen des Hoden-Interstitiums nachgewiesen (131). Eine solche
entziindliche Aktivitit tritt vermutlich in vivo z.B. im Rahmen einer Orchitis auf. Ferner
konnte gezeigt werden, dass freie Radikale die Testosteron-Produktion der Leydigzellen
vermindern (129). Dies geschieht vermutlich durch Hemmung des Enzyms 3[-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase, eines Schliisselenzyms der Steroid-Synthese.

Neben der Freisetzung im Rahmen von entziindlichen Prozessen werden ROS auch
kontinuierlich als Nebenprodukte der Atmungskette in den Mitochondrien gebildet. Sie
konnen ferner als Nebenprodukt katalytischer Reaktionen in der Steroid-Biosynthese
durch die Cytochrom P450-Enzyme in den Leydigzellen freigesetzt werden (132).
Zahlreiche Autoren haben eine wichtige Rolle von ROS in der Auslésung der Apoptose
postuliert und viele Gewebe und Zelltypen wurden im Hinblick auf diese Fragestellung
untersucht. So wurde beipielsweise eine erhdhte Apoptoserate in méannlichen
Keimzellen der Ratte nach exogener Zufuhr von Wasserstoffsuperoxid nachgewiesen
(133). Eine weitere Arbeit beschiftigte sich mit der Rolle von Phtalat-Estern im
Zusammenhang mit Infertilitdt. Diese Substanzen werden in groBem Umfang als
Weichmacher in der Kunststoffindustrie verwendet und es wird ein Zusammenhang
zwischen Phtalat-Exposition und Hodenatrophie vermutet (134). Ikeda und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass eine Exposition gegeniiber Phtalat-Estern zu einer erhShten
Konzentration von freien Radikalen im Rattenhoden fiihrte, was wiederum eine erhGhte
Apoptoserate im Keimepithel ausloste (135).

In den letzten Jahren wurde ROS in ihrer Bedeutung fiir den ménnlichen
Reproduktionstrakt zunehmende Aufmerksamkeit zuteil. Mehrere Arbeiten haben ROS
im Hinblick auf ihre potentiell toxischen Effekte auf die Keimzellen untersucht. Dabei
traf man auf erh6hte ROS-Werte in 25-40 % der Samenproben infertiler Manner (136,
137).
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3

3.1

Material und Methoden

Reagenzien und Antikorper

15-deoxy-A'>"*-Prostaglandin-J, (15d-PGJ,), N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (Ome)-
fluoromethylketone (ZVAD-fmk) und N-Acetyl-L-Cystein (NAC) wurden von
Calbiochem (San Diego, CA, USA) bezogen. Die PPARy-Agonisten/Antagonisten 2-
Chloro-5-nitro-N-phenylbenzamide (GW 9662), Rosiglitazone und 4-Chloro-6-(2,3-
xylidino)-2-pyrimidinylthioacetic Acid (WY 14643) stammten von Cayman Chemical
Company (Ann Arbor, MI, USA) und Accutase® von Innovative Cell Technologies
(San Diego, CA, USA). Der Annexin V-FITC-Apoptose-Kit 2, welcher den Farbstoff
Propidiumjodid (PJ) beinhaltet, wurde von BD Pharmingen (San Jose, CA, USA),
7-Actino-Aminomycin D (7-AAD) und 2’,7’-Dichlorodihydrofluoreszein-Diacetate
(H,DCFDA) wurden von Molecular Probes (Eugene, OR, USA), Dimethylsulfoxid
(DMSO) wurde tiber Fischer Scientific (Brightwaters, NY, USA) erworben.

Die folgenden Antikorper wurden fiir die Western-Immunoblot-Analyse benutzt (die
jeweiligen Verdiinnungen sind in Klammern angegeben): Anti-Caspase-3-Antikorper
(Kaninchen polyklonal, 1:500), Anti-Caspase-9-Antikorper (Kaninchen, polyklonal,
1:1000), Anti-pS3-Antikorper (Kaninchen, polyklonal, 1:2000), sowie der Anti-Phospho
(Thr183/Tyr185)-SAPK/JNK-Antikorper (Kaninchen, polyklonal, 1:1000). Diese
Antikorper wurden jeweils von Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)
bezogen. Kaninchen-polyklonaler Anti-Glucocortikoid-Rezeptor-Antikérper (1:500,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), Kaninchen-polyklonaler Anti-COX-
2-Antikorper (1:1000, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA), Maus-
monoklonaler Anti-Bax-Antikérper (Ab-5, 1:50, Oncogene, San Diego, CA, USA),
sowie ein Maus-monoklonaler Anti-HSP-70-Antikérper (1:5000, Affinity BioReagents,
Golden, CO, USA) wurden von den jeweils angegebenen Stellen bezogen. Das
Kaninchen-polyklonale Anti-Androgen-Rezeptor-Antiserum (AR, PG-21, 1:1000)
wurde grofziigigerweise von Drs. Douglas Stocco (Texas Tech, Houston, TX, USA)

und Gail Prins (University of Illinois, Chicago, IL, USA) zur Verfiigung gestellt.
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3.2

Die Priparation von Progenitor-Leydigzellen (PLCs)

Die Isolierung von Progenitor-Leydigzellen fiir die Primérkultur erfolgte aus dem
Hoden von 18 Tage alten Sprague-Dawley-Ratten (Crl: CD (Sprague Dawley) BR-CD,
Charles River Laboratories Inc., Kingston, NY, USA) wie in der Literatur beschrieben
(138, 139). Hierzu wurden die 18 Tage alten Ratten durch Einleitung von Kohlendioxid
in den Kifig getotet.
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Abbildung 3: 18 Tage alte Sprague-Dawley-Ratte nach Er6ffnung der Peritonealhohle.
Die Klemme greift am Hoden an. Hoden und Samenstrang sind zu erkennen.

Unter steriler Arbeitstechnik erfolgten ein suprapubitaler Schnitt und stumpfe
Freipriparation der abdominalen Wand bis kurz unterhalb des Rippenbogens. Durch
einen parasagitalen Schnitt wurde die Peritonealhdhle eréffnet zur Darstellung von
Hoden und Samenstringen. Nach Freilegung wurden die Hoden entnommen und in eine
Petrischale mit PBS (englisch fiir phosphate buffered saline = Phosphat gepufferte
Kochsalzlosung) - Puffer tiberfiihrt. Die Hodenkapsel wurde entfernt und die Hoden
wurden in PBS-Puffer mit 25 mg/ml Kollagenase/Dispase (Roche Diagnostika,
Mannheim, Deutschland) und 0.42 mg DNAse (Sigma, St. Louis, USA) versetzt, 20
Minuten lang bei 34°C unter kontinuierlichem Riitteln angedaut, um einzelne Zellen aus
dem Gewebe heraus zu 16sen. Danach wurde die so gewonnene Zellsuspension durch
einen 100 Micron-Filter passiert und fiir 10 Minuten bei 1500 UpM zentrifugiert.

Das durch die Behandlung mit Kollagenase und Dispase gewonnene Zellpellet wurde
sodann einer Dichte-Gradienten-Zentrifugation in einer Percoll®-Losung (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) zugefiihrt, um eine mit PLCs angereicherte
Fraktion zu erhalten. Zur besseren Auftrennung wurden der Percoll-Losung und der
Zellsuspension zusitzlich sogenannte ,,Density-Marker-Beads* (Sigma, St. Louis, USA)
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3.3

beigemischt. Nach einer 30-miniitigen Zentrifugation bei 13500 UpM in einer auf 4°C
gekiihlten Beckman Coulter Avant J-25-Zentrifuge, unter Verwendung eines JA-20
Rotors (Beckmann Coulter, Anaheim, USA), wurden drei separate, verschiedenfarbige
Banden sichtbar. Deren Dichte korrespondierte mit Buoyant Dichte 1,019 g/ml (blaue
Bande), 1,051 g/ml (griine Bande) und 1,062 g/ml (rote Bande). Die Fraktion der
aufgereinigten Progenitor-Leydigzellen (PLCs) befand sich zwischen der roten Bande
(Buoyant Dichte von 1,062 g/ml) und den Erythrozyten, welche sich knapp unterhalb
der blauen Bande (Buoyant Dichte von 1,019 g/ml) anreicherten.

Nach der Isolation und Aufreinigung wurden die Zellen bei 1500 UpM zentrifugiert und
zweimal in PBS-Puffer gewaschen. Mittels eines Hamozytometers wurden die PLCs

gezihlt und in Zellkultur-Schalen ausplattiert.

Séamtliche Tierversuche folgten strikt den Richtlinien fiir die Pflege und den Gebrauch
von Labortieren durch das National Institute of Health (NIH, USA) sowie dem
Protokoll Nummer 01062 des ,,Institutional Animal Care and Use Commity (IACUC)*
der Rockefeller Universitét (Rockefeller University, New York, NY, USA).

Die Kultivierung und Behandlung der Progenitor-Leydigzellen

Nach der Isolation und Purifikation wurden die PLCs {iber Nacht (24 h) kultiviert (bei
34°C, 5 % CO,, im Wasser-isolierten Inkubator, Typ 3250, Forma Scientific, Marietta,
OH, USA). Als Medium wurde Phenolrot-freies Ham’s F-12/low Glucose/DMEM
Medium (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) verwendet, versetzt mit 0.1 % fGtalem
Rinderserum (FBS, JRH Scientific, Lenexa, KS, USA), HEPES, Natriumbicarbonat
(Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) und dem Antibiotikum Gentamicin (Gibco,
Grand Island, NY, USA).

Die Primirkultur der PLCs wurde initial fiir 24 Stunden bei einer Zelldichte von 2x10°
Zellen pro 60-mm- oder 5x10° Zellen pro 100-mm-Polystyren-Kulturschale (Corning,
New York, NY, USA) unterhalten. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das
Kulturmedium aspiriert und die PLCs wurden zweimal mit serumfreiem Medium
gewaschen. Die fiir den jeweiligen Versuch bendtigten Reagenzien, Medikamente oder
Inhibitoren, bzw. die jeweilige Trédgersubstanz als Kontrolle (Ct), wurden sodann in

spezifischer Dosierung und Zeitdauer zum Medium zugegeben.
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3.4

3.5

Die Western-Immunoblot-Analyse

Progenitor-Leydigzellen wurden in 200 ul eiskaltem Extraktions-Puffer lysiert (10 mM
Tris-HCI, pH 7.8, versetzt mit 150 nM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % NP-540, 0.1 % SDS,
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 uM Dithiothreitol, 2 wg/ml Aprotinin, 2 mg/ml
Pepstatin A und 1 mM Natrium-Orthovanadat (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Anschliefend wurde das Lysat fiir 15 Minuten bei 12000 UpM und 4°C zentrifugiert
um Zelltrimmer zu entfernen. Die Proteinkonzentration des Zell-Lysates wurde
anschlieBend mittels eines Bradford-Assays bestimmt (140). Zur elektrophoretischen
Auftrennung mittels SDS-Page Gel-Elektrophorese wurden sodann 20 ug pro Bahn des
Proteinextraktes auf ein Fertiggel (4-20 % Tris-Glycine Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) geladen. Anschliessend erfolgte der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA). Zur GroBenunterscheidung wurde ein
entsprechender GroBenmarker verwendet (Rainbow Molecular Weight Marker,
Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). Nach dem Transfer
erfolgte die Inkubation der Membran mit den entsprechenden Maus- oder
Kaninchenantikorpern. Als Sekundérantikdrper wurden Meerrettichperoxidase-
gekoppelte Anti-Maus- oder Anti-Kaninchen-Antikérper in einer Verdiinnung von
1:3000 verwendet. Unter Einsatz des ECL-Plus-Kits (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshir, England) erfolgte die Detektion der Banden mittels
Chemolumineszenz. Zur Normalisierung der Proteinladung wurden die Membranen
nachfolgend mit einem monoklonalen Anti-f-Actin-Antikorper inkubiert (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Die densitometrische Analyse wurde mit einem Scanner (Molecular
Dynamics, Boulder, CO, USA) und der Software Scion Image des National Institute of
Health durchgefiihrt.

Die Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden die physikalischen Eigenschaften von Zellen
gemessen. Wihrend die Zellen einzeln verschiedene Detektoren passieren, wird die
Lichtstreuung aufwiérts und orthogonal gemessen. Die Lichtstreuung der Zelle ist
abhéngig von der ZellgroBe, Oberfldachen- und Zytoplasmabeschaffenheit. Zusétzlich
wird die Fluoreszenzintensitit verschiedener mit Farbstoff konjugierter Antikorper

gemessen.
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Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden auf einem FACScan (englisch=
Fluorescent Aktivated Cell Sorting) des Typs FACSCalibur
(4-Farben Zytometer) (BecktonDickinson, San Jose, CA, USA) ausgefiihrt. Dieses
Durchflusszytometer ist mit einem luftgekiihlten Argonionen- sowie einem Diodenlaser
ausgestattet. Der Argonionenlaser strahlt Licht einer Wellenldnge von
488 nm, der Diodenlaser von 635 nm aus. Beide Laser besitzen verschiedene Kanéle zur
simultanen Detektion von griinem, gelb-orangem und rotem Licht. Die mit dem
Durchflusszytometer gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der CellQuest Pro 4.0.1

Software (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA) analysiert.

Fiir die durchflusszytometrische Analyse wurde zunichst eine Zellsuspension der
Progenitor-Leydigzellen hergestellt, indem die Zellen durch eine 10 miniitige
Inkubation mit Accutase® von der Kulturoberfldche abgelost wurden. Danach wurden
die PLCs zweifach mit eiskalter Pufferlosung (PBS/1 % BSA) gewaschen und
anschlieBend in einem Bindungs-Puffer (10 mM HEPES/NaOH (pH 7.4), 140 mM
NaCl, 2.5 mM CaCl,) gelost. Bis zur Messung mit dem Durchflusszytometer, die
binnen einer Stunde erfolgte, wurden die Zellen vor Licht geschiitzt und gekiihlt

gelagert.

3.5.1 Durchflusszytometrische Untersuchung des Apoptoseverlaufs

In den letzten Jahren haben sich verschiedene Methoden etabliert, um mittels
Durchflusszytometrie die Apoptoserate in Zellsuspensionen zu bestimmen. Entweder
werden Antikorper verwendet (Annexin V) oder Farbstoffe, die eine in Abhingigkeit
von der Integritdt der Plasmamembran abhéngige Farbung gestatten. Auch kénnen die
durch Apoptose induzierten Verdnderungen in der Zellmorphologie, wie z.B. die
ZellgroBe und Granularitdt, mittels des sogenannten Aufwértsstreulichtes in der
Durchflusszytometrie erfasst werden.

In dieser Arbeit wurden zur durchflusszytometrischen Messung der Apoptose in PLCs

Féarbungen mit Propidiumjodid, 7-AAD und Annexin V-FITC durchgefiihrt.

3.5.1.1 Fdrbung mit Annexin V und Propidiumjodid

Zu den ersten Anzeichen apoptotischer Prozesse gehdren Verdnderungen in der

Plasmamembran. In vitalen Zellen ist Phosphatidylserin (PS) asymmetrisch in der

Doppelmembranen verteilt; dabei enthélt die innere Schicht anionisch geladenene

Phospholipide (PS) und die duBlere Schicht neutrale Phospholipide (141). In der
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Apoptose kommt es sehr friih zu einer Translokation des Phospholipids
Phosphatidylserin von der inneren in die &duBlere Schicht der Plasmamembran
(Abbildung 4), wodurch PS der extrazelluldren Umgebung gegeniiber exponiert wird
(142). Diese verdnderte Phospholipidanordnung scheint bei der Erkennung
apoptotischer Zellen durch Makrophagen eine entscheidende Rolle zu spielen (143).
Annexin V ist ein 35-36 kD -Ca**-abhiingiges, phopsholipid-bindendes Protein mit einer
hohen Affinitit zu Phosphatidylserin. Mit FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) markiertes
Annexin V bindet an dieses Phospholipid (144) und kann so mittels
Fluoreszenzmikroskopie oder Durchflusszytometrie (145) nachgewiesen werden. Zur
Unterscheidung von Nekrose wird eine Gegenfidrbung mit Propidiumjodid (PJ)
angewandt. Propidiumjodid ist ein Stoff, der in DNA-Stringe interkaliert und die

Durchléassigkeit der Plasmamembran belegt.
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Abbildung 4: Umverteilung des Phosphatidylserins (schwarze Punkte) in der
Plasmamembran wihrend der Apoptose. Dabei kommt es zu einer Umverteilung von
der inneren Schicht auf die duBlere Schicht. Sobald PS in der duBleren Schicht zum
Extrazellularraum exponiert wird, bindet Annexin V-FITC.

Hierdurch konnen Zellen in der ersten Phase der Apoptose (Propidiumjodid-negativ)
von Zellen in der letzten Phase sowie von nekrotischen Zellen (Propidiumjodid-positiv)
unterschieden werden. Da Phosphatidylserin schon externalisiert wird, bevor in der
DNA Strangbriiche entstehen, ist Annexin V-FITC ein hervorragender Marker, um
friihe Stadien der Apoptose zu erfassen (145, 146). FITC-konjugiertes Annexin V
wurde in dieser Arbeit verwendet um friihe Stadien der Apoptose in PLCs zu erfassen.
Der Test wurde geméil den Instruktionen des Herstellers Becton Dickison (San Jose,
CA, USA) benutzt.

Die Fluoreszenz des Fluoreszeinisothiocyanates (FITC) wurde im griinen Spektrum
mittels eines 530 nm Filters gemessen. Propidiumjodid (PJ) wurde im orangen

Spektrum mittels eines 585 nm Filters gemessen. Abbildung 5 zeigt exemplarisch ein
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sogenanntes Dot-Plot-Histogramm einer solchen Firbung mit Annexin V-FITC und

Propidiumjodid.
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Abbildung 5: Zwei Farben Dot-Plot-Histogramm (Féirbung von PLCs mit Annexin
V-FITC und Propidiumjodid). Die Mehrzahl der Zellen befindet sich im linken
unteren Quadranten und sind vitale Zellen. Diese Zellen weisen weder PS in der
duBeren Schicht ihrer Plasmamembran auf, noch ist ihre Membran fiir PJ durchléssig.
Zellen, die sich nur mit Annexin V, jedoch nicht mit PJ anfidrben, befinden sich im
rechten unteren Quadranten. Diese Zellen befinden sich im ersten, frithen Stadium der
Apoptose. Sie weisen bereits PS in der duBBeren Schicht der Plasmamembran auf, diese
ist aber noch nicht durchléssig fiir PJ. Zellen, die sich sowohl mit Annexin V als auch
mit PJ anfirben, befinden sich im rechten oberen Quadraten. Diese Zellpopulation
durchléuft das letzte Stadium der Apoptose oder ist bereits tot.

3.5.1.2 Fdrbung mit 7AAD

Der kationische Farbstoff 7-AAD wird von vitalen Zellen, die eine intakte
Plasmamembran besitzen, nicht resorbiert. Ist die Integritdt der Plasmamembran jedoch
gestort, wie dies in der Apoptose der Fall ist, farben sich die Zellen an (147). In dieser
Studie wurde 7-AAD in einer Konzentration von 1 ug/ml angewendet. Aufnahme von
7-AAD durch die Zelle ist ein Indikator fiir Apoptose oder Zelltod. Sie wurde im

dunkelroten Spektrum eines 650 nm Filters mittels Durchflusszytometrie gemessen.

3.5.2 Durchflusszytometrische Messung von Reactive Oxygen- Species (ROS)

ROS-Konzentrationen wurden mittels einer Fiarbung der PLCs mit de-acetyliertem 2',7'-
Dichlorodihydrofluoreszein-Diacetat (H,DCFH-DA, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) bestimmt, welches in Gegenwart von ROS zu Dichlorofluoreszein (DCF) oxidiert
wird (11). Nach der initialen Behandlung mit 15d-PGJ, wurden die Zellen mit H,DCF-
DA inkubiert, was einer Aufladung der Zellen entspricht (20 uM, 34°C, 30 min).
Danach wurde die je nach ROS-Komzentration unterschiedlich starke Excitation von
DCF mit einem 525 nm Filter gemessen. In dieser Studie erfolgte die Datenerfassung

der ROS Messung mittels der bereits beschriebenen Histogramm Plots.

29



3.6

Statistische Analysen

Alle hier beschriebenen Experimente wurden mindestens drei Mal wiederholt. Fiir jede
Wiederholung wurden frische PLC-Primérkulturen verwandt. Die Resultate zeigen
jeweils ein représentatives Experiment. Signifikante Unterschiede sind in den einzelnen
Versuchen durch ein Sternzeichen markiert. Signifikanz wurde auf der Grundlage des
Student’s t-test ermittelt und ein p-Wert von p<0.05 als statistisch signifikant

angenommen.
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4.1

Untersuchungen und Ergebnisse

EinfluB des Prostaglandinderivats 15d-PGJ, auf die Vitalitit der
PLCs

In der Abbildung 6 werden Progenitor-Leydigzellen, welche entweder mit PBS
(Negativkontrolle) oder 10 uM 15d-PGJ, behandelt wurden, verglichen. Die Population
der vitalen Zellen entspricht in den beiden Histogrammen dem Gipfel innerhalb des
Markers M1. Wie die Histogramme in Abbildung 6 zeigen, befinden sich 93.78 %
(7TAAD-Fiérbung, blaues Histogramm) bzw. 92.63 % (Propidiumjodid-Féirbung, griines
Histogramm) innerhalb der Marker M1. Diese Zellen erscheinen am linken Rand der
quantitativen Fluoreszensmessung, welche durch den Marker M1 gekennzeichnet ist.
Dies bedeutet, das Sie sich nicht mit 7-AAD oder Propidiumjodid anfdrben und

lediglich eine sogenannte Autofluoreszenz emittieren.

M2 M2

Marker % Gated Marker % Gated
All  100.00 ! 2 All 100.00
M1 9378 M1 3 M1 M1 37.91
M2 6.29 M2 62.40
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Abbildung 6: 15d-PGJ, verringert die Vitalitit von PLCs. Das Balkendiagramm

zeigt die Vitalitdt der PLCs unter Behandlung mit 15d-PGJ,. Rot symbolisiert vitale

Zellen, schwarz tote Zellen. Die PLCs wurden enweder mit der Trigersubstanz PBS

(linke Sidule, Kontrolle= Ct), oder mit 10 uM 15d-PGJ, (rechte Siule) behandelt. Die

neben die Histogramme eingefiigten Tabellen geben Daten wieder, die durch Anfarbung
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4.2

der PLCs mit 7-AAD (blaue Histogramme) oder PJ (griine Histogramme) gewonnen
wurden. Die Histogramme zeigen die Intensitit der Fluoreszenz von 7-AAD (blau) bzw.
PJ (griin) auf der x-Achse und die Anzahl der Zellen pro Intensitétsstufe auf der y-
Achse. Die vorliegende Abbildung enthélt auerdem mikroskopische Bilder der PLCs
fiir die Kontrolle (Kontrolle= Ct, linke Seite der Abbildung) sowie der mit 15d-PGJ,
behandelten PLCs (15d-PGJ,, rechte Seite der Abbildung).

Nach 24 h Behandlung mit 15d-PGJ, (rechte Seite, Abbildung 6) zeigt sich eine deutlich
andere Verteilung der Zellen in den Histogrammen der Abbildung 6. In beiden
Histogrammen sieht man unter Behandlung mit 15d-PGJ, einen deutlichen *“Shift”
(englisch= Verschiebung) auf der x-Achse hin zum Marker M2. Dieser Shift signalisiert
eine Zunahme der Fluoreszenz-Intensitdt der mit 15d-PGJ, behandelten Zellen und
bedeutet, dass sie sich vermehrt mit den Farbstoffen 7-AAD bzw. Propidiumjodid
anfirben. Nur noch 37 % (7-AAD) bzw. 29 % (Propidiumjodid) der Zellen befinden
sich im Bereich des Markers M1 und sind als vital anzusehen. Es kommt somit unter
Behandlung der PLCs mit dem Prostaglandinderivat 15d-PGJ, zu einer deutlichen
Abnahme der Vitaltit von 55 % (7-AAD Firbung), bzw. von 62 % (Propidiumjodid).
Diese Ergebnisse zeigen eine deutliche Abnahme der Vitalitdt der Progenitor-
Leydigzellenunter dem Prostglandinderivat 15d-PGJ,. Das Balkendiagramm in
Abbildung 6 stellt diese Ergebnisse vereinfacht dar.

Zeit- und dosisabhiingige Effekte von 15d-PGJ, auf PLCs

Die mit der Trigersubstanz PBS behandelte Kontrolle im ersten Histogramm der
Abbildung 7 zeigt fast ausschlieBlich vitale Zellen (M1 (Gipfel am linken Rand der x-
Achse)= 91 %). Sie beinhaltet sehr wenige Zellen im letzten Stadium der Apoptose
bzw. tote Zellen (M2 (Gipfel am rechten Rand der x-Achse)= 6 %). Unter Behandlung
mit ansteigenden Konzentrationen (0.1-100 mM) des Prostaglandinderivates 15d-PGlJ,
zeigt sich eine kontinuierliche Abnahme der vitalen Zellfraktion. Zu erkennen ist dies
unter anderem am Verschwinden des ersten Gipfels (M1) am linken Rand der
Histogramme.

Der Effekt der 15d-PGJ, Behandlung zeigt eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung.
Geringe Konzentrationen von 15d-PGJ, (0-1 yM) fiihren kaum zu einer Einschriankung
in der Vitalitdt der PLCs (Verringerung um 3 %), wahrend Konzentrationen von 10-100
uM einen deutlich groeren Effekt auf die PLCs haben (Verringerung der Vitalitit um
60 % auf 37 % vitale Zellen). Besonders deutlich ist dieser Effekt an der Tatsache zu

erkennen, dass der erste Gipfel in den Histogrammen, welcher in den obersten drei
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Histogramme (Ct, 0.1 und 1 M 15d-PGJ,) nahezu identische ist, ab einer 15d-PGJ,-
Konzentration von 10 xM fast komplett verschwindet. Wie bereits erwihnt, stellt dieser

Gipfel die vitale Population der PLCs dar.
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Abbildung 7: Der Effekt von 15d-PGJ, auf PLCs ist konzentrationsabhingig.
Durchflusszytometrische Daten einer Konzentrationsstudie von 15d-PGJ, nach einer 24-
stiindigen Inkubation der PLCs mit verschiedenen 15d-PGlJ,-Konzentrationen (0.1, 1,
10, 50 und 100 uM). Die Abbildung enthilt Histogramme, die auf der x-Achse die 7-
AAD Fluoreszenz-Intensitdt der PLC und auf der y-Achse die Zellzahl pro
Intensitéitstufe messen. Zur Interpretationshilfe wurde der sogenannte Marker ,,M*
eingefiigt. Die Proben wurden entweder einer Behandlung mit PBS (Ct) oder
verschiedenen Konzentrationen (0.1, 1, 10, 50 oder 100 xM) von 15d-PGJ, ausgesetzt,
wobei die Konzentrationen in aufsteigender Reihe am linken Abbildungsrand vermerkt
sind. Die Histogramm-Statistik zeigt den prozentualen Anteil der Zellen in den jeweils
mit ,,M* gekennzeichneten Regionen.

Im Falle der Farbung mit 7-AAD bedeutet dies, dass die Plasmamembran der PLCs
intakt ist und damit undurchléssig fiir 7-AAD bleibt. Beginnend mit einer Konzentration
von

10 uM 15d-PGJ,, wird die Plasmamembran der PLCs zunehmend durchléssig fiir
7-AAD. Diese Population der Zellen erscheint als zweiter Gipfel (M2 (Gipfel am
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rechten Rand der Histogramme)). Von besonderer Bedeutung ist dabei das parallele
Erscheinen zweier Gipfel im 7-AAD-Histogramm, wie es sich unter Behandlung mit
10 uM 15d-PGJ, zeigt. Auf zelluldrer Ebene bedeutet dies ein Nebeneinander von
sowohl vitalen, ungeférbten, als auch toten, mit 7-AAD angeférbten Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen eine Konzentrationsabhingigkeit des von 15d-PGJ,
vermittelten Effektes auf die PLCs. Somit stellt sich die Frage, wie dieser Effekt des
15d-PGJ, auf zelluldrer Ebene mittels Signaltransduktion vermittelt wird. Zur
Untersuchung, ob es sich bei der beobachteten Vitalititsminderung um einen
nekrotischen oder apoptotischen Effekt in den Zellen handelt, wurden unter anderem

Western-Blot-Analysen von Proteinextrakten der mit 15d-PGJ, behandelten PLCs

durchgefiihrt.
—— w—
pINK — —
HSP70 — — — W —
pBAD c——a—
p-Actin
15d-PGJ, 0 0.1 1 10 50 100
Konzentrationen (Cv)
(uM)

Abbildung 8: 15d-PGJ, induziert dosisabhingig verschiedene fiir Zellstress
charakteristische Proteine. Immunoblotanalyse nach Behandlung der PLCs mit
verschiedenen Konzentrationen von 15d-PGJ, (0, 0.1, 1, 10, 50, 100 uM 15d-PGl,) fiir
12 hr. B-Actin Proteinlevel sind zur Normalisierung der Ladung angegeben.

Wie in Abbildung 8 zu erkennen, induziert die Behandlung der PLCs mit ansteigenden
Konzentrationen von 15d-PGJ, eine vermehrte Expression des Stressmarkers Heat
Shock Protein 70 (HSP-70). Ferner zeigt der Immunoblot eine Zunahme der
phosphorylierten Fraktionen der Stressfaktoren JNK und Bad. Wie bereits erwihnt,
stellen hierbei die phosphorylierten Fraktionen, welche vom Antikdrper spezifisch
erkannt werden, den aktivierten Zustand dieser Proteine dar. Eine deutliche Zunahme

zeigt sich sowohl in den Signalen der phosphorylierten Fraktionen von JNK und Bad,

als auch in denen des HSP-70 unter Behandlung mit 10 und 50 uM 15d-PGJ,. Die
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4.3

Behandlung mit geringen Dosen von 15d-PGJ, zeigt dahingegen keinen Effekt auf die
HSP-70-Expression und die Phosphorylierung von JNK oder Bad. Unter Behandlung
mit 100 uM 15d-PGJ, zeigt sich ebenfalls keine Erh6hung der phosphorylierten
Fraktionen von JNK, Bad oder der HSP-70-Konzentration. Dieses ist am ehesten als
Folge eines zytotoxischen Effektes von extrem hohen 15d-PGJ,-Konzentrationen zu
erkldren. In dem hier beschriebenen in-vitro System liegt somit das Wirkmaximum von
15d-PGlJ, bei 10-50 uM.

Die beobachtete Dosis-Wirkungsbeziehung der 15d-PGJ,-Behandlung auf die Vitalitét
der PLCs und die Aktivierung von Zell-Stress assoziierten Proteinen 146t einen
spezifischen Effekt dieses Prostaglandin-Derivates auf die Testosteron-produzierenden
PLCs vermuten. Im Folgenden soll untersucht werden, ob es sich hierbei um durch
Toxizitdt induzierte Nekrose oder um den mehr spezifischen Prozess des

programmierten Zelltodes, also der Apoptose, handelt.

Abgrenzung der Apoptose von der Nekrose unter 15d-PGJ,-
Einfluss in PLCs

103
!
"

10’
!

Propidiurn Jodide

10
AnnexanSFITC

9A: 9B:
Ct 10 uM 15d-PGJ,

Abbildung 9A und 9B: 15d-PGJ, vermittelt Apoptose in PLCs. Apoptosemessung
mittels Durchflusszytometrie. PLCs wurden unter Behandlung mit 10 uM 15d-PGJ,
(15d-PGJ, Abb. 10B) oder nur mit der Trigersubstanz PBS (Ct, Abb. 10A) fiir 24 h
kultiviert. Apoptoserate und Vitalitit der PLCs wurden durch Fiarbung mit Annexin V-
FITC und Propidiumjodid (PJ) gemessen, wie anhand der beiden Zwei Farben Dot-Plots
erkennbar. Ungefidrbte PLCs von normaler Vitalitdt farben doppelt negativ und
erscheinen im linken, unteren Quadraten; sie besitzen weder Phosphatidylserin auf ihrer
duBleren Zellmembran (was zu einer Anfirbbarkeit durch Annexin V fiihren wiirde)
noch nehmen sie PJ durch undichte Membranen auf. Zellen, die nur Annexin V
gebunden haben, sind apoptotisch und erscheinen im rechten, unteren Quadranten.
Diese Zellen haben angefangen Phosphatidylserine auf ihrer Oberfldche zu exponieren,
sind jedoch noch nicht durch den Prozess gegangen, der zur Permeabilisierung ihrer
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4.4

Zytoplasmamembranen fiihrt (was zu Anféarbbarkeit durch PJ fiihrt). Zellen, die
Annexin V binden und PJ aufnehmen, sind im letzten Stadium der Apotose oder bereits
tot und erscheinen im 4&dulleren, oberen, rechten Quadranten.

Nach Behandlung mit 10 uM 15d-PGJ, weisen die PLCs die charakteristischen
Veridnderungen auf, die in Abbildung 9 dargestellt sind. In der PLC-Kontrolle sind fast
ausschlieBlich vitale Zellen zu verzeichnen (linker, unterer Quadrant). Nach
Behandlung mit 10 uM 15d-PGJ, zeigt sich eine Abnahme der vitalen und ein
signifikanter Zuwachs der apoptotischen und toten Zellfraktion. Erkennbar ist dies an
der Abnahme der Zellen im linken, unteren Quadranten (vitale Zellen) sowie an einer
Zunahme im rechten, unteren Quadranten (1. Stadium der Apoptose) und rechten,

oberen Quadranten (2. Stadium der Apoptose und tote Zellen).

Charakteristische biochemische Verianderungen unter dem

Einfluss von 15d-PGJ,

pINK

pBAD

B-Actin — —  ——

10 uM 15d-PGlJ, Ct lhr 3hr 6hr 9hr

Abbildung 10: 15d-PGJ, aktiviert JNK und BAD. Immunoblotanalyse der PLC-
Proteinextrakte nach unterschiedlicher Behandlungsdauer (1, 3, 6, 9 hr) mit 10 uM 15d-
PGJ, oder der Triagersubstanz PBS (Ct, 9 hr). Die pB-Actin-Banden wurden zur
Normalisierung der Ladung verwendett. Drei verschiedene Westernblotanalysen
wurden densitometrisch ausgewertet. Die Balken zeigen den Mittelwert der Intensitédten
im Vergleich zur Kontrolle. Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Student’s t-test
bestimmt (*= p<0.05). Gezeigt ist ein représentativer Blot.

Bereits eine Stunde nach Zufiigen von 10 uM 15d-PGJ, zeigt die Immunoblotanalyse

einen deutlich sichtbaren Anstieg der phosphorylierten Fraktion des anti-apoptotisch
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wirkenden Proteins phospho-Bad (pBad). Das Signal fiir pBad zeigt einen
zeitabhingigen Anstieg in Intensitdt, wobei es zu einer maximalen Erh6hung des
Signals nach neun Stunden Inkubation mit 15d-PGJ, kommt (Abbildung 10). Es zeigt
sich ferner ein deutlicher Anstieg der phosphorylierten Fraktion der JUN N-terminalen
Kinase (JNK) nach 3 Stunden. Der Anstieg der INK—Expression ist also leicht verzogert
gegeniiber pBad. Die Expression beider Proteine bleibt bis zum Ende des Experiments

nach neun Stunden Inkubation erhoht.

Androgen
Rezeptor (AR) = s s s J—
Glukokorticoid .
Rezeptor (GR)
B_ Actin —— —— G — —

10 uM 15d-PGJ, Ct Thr 3hr 6hr 9hr

Abbildung 11: 15d-PGJ, bewirkt eine Spaltung des Androgen-Rezeptors und
Glukokortikoid-Rezeptors. Immunoblotanalyse von PLC-Proteinextrakten nach
unterschiedlicher Behandlungsdauer (1, 3, 6, 9 hr) mit 10 uM 15d-PGJ, oder der
Tridgersubstanz PBS (Kontrolle= Ct, 9 hr). Erneut wurde fiir jeden Zeitpunkt mittels
Densitometrie der Mittelwert von drei Banden aus drei verschiedenen
Westernblotanalysen ermittelt. Zur Normalisierung der Ladung wurden die Banden-
Intensitéten auf B-Actin bezogen. Gezeigt ist ein représentativer Blot.

Abbildung 11 zeigt, dass unter der Inkubation mit 15d-PGJ, eine Abnahme der
Proteinkonzentrationen des Androgen-Rezeptors (AR) und des Glukokortikoid-
Rezeptors (GR) auftritt. Diese Abnahme wird vermutlich durch proteolytische Spaltung
dieser nukledren Hormon-Rezeptoren verursacht. Ab einer Behandlungszeit von 3

Stunden zeigt sich ein schwicheres Signal fiir sowohl AR als auch GR. Das

Wirkmaximum dieses Effektes scheint bei 6 Stunden zu liegen, da es bei beiden
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Rezeptoren zum Zeitpunkt 9 Stunden wieder zu einer leichten Zunahme des Signals

kommt.

Aktivierung der Caspasenkaskade wihrend der durch 15d-PGJ,
ausgelosten Apoptose

Wihrend der Apoptose werden in den Zellen bestimmte Stoffwechselwege aktiviert, die
zum Tod der Zelle fiihren. In deren Zentrum steht eine Kaskade aus den Proteasen der
Caspasen. Im Folgendem wurde erforscht, ob die Behandlung mit 15d-PGJ, zu einer
Aktivierung der Effektor-Caspase 3 (Cysteine Protease Protein 32) fiihrt, der eine

Schliisselrolle in der Ausfiihrung der Apoptose zukommt.

Caspase 3

32 kDa

_> | . — e
17 kDa :t

12 kDa

B—Actin —— ——— N  — —

10 uM 15d-PGJ, ct 1hr 3hr  6hr Ohr

Abbildung 12: 15d-PGJ, aktiviert Caspase 3. Westernblotanalyse von PLC-
Proteinextrakten nach unterschiedlicher Behandlungsdauer (1, 3, 6, 9 hr) mit 10 uM
15d-PGJ, oder der Trigersubstanz PBS (Kontrolle= Ct, 9 hr). Das Balkendiagramm
zeigt die densitometrisch bestimmten Intensitidten von jeweils drei Banden pro
Zeitpunkt aus drei unterschiedlichen Analysen, bezogen auf die Kontrolle. -Actin
wurde zur Normalisierung der Ladung verwendet. Gezeigt ist ein repréidsentativer Blot.
Der Immunoblot mit dem Anti-Caspase 3-Antikorper ldsst 3 Banden von
unterschiedlichem Molekulargewicht erkennen. Die oberste Bande entspricht der 32
kDa Pro-Caspase 3, wihrend am unteren Bildrand die beiden 17 kDa bzw. 12 kDa
Spaltprodukte zu erkennen sind.

Wie Abbildung 12 zeigt, kommt es unter Behandlung mit 15d-PGJ, zu einer
Aktivierung von Caspase 3. Caspase 3 liegt zunéchst als inaktive Pro-Caspase 3 vor und
wird bei Einleitung der Apoptose proteolytisch gespalten. Der fiir den Immunoblot
verwendete Antikorper gegen Caspase 3 erkennt sowohl die 32-Kilodalton Pro-Caspase
als auch die kleineren Spaltprodukte, welche die biologisch aktive Form des Enzyms
darstellen und eine Groéfe von 17 bzw. 12 kDa besitzen. Bereits eine Stunde nach

Inkubation mit 15d-PGJ, kommt es zu einem deutlich sichtbaren Anstieg der
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4.6

12 bzw. 17 kDa grossen, aktiven Spaltprodukte, was fiir eine Aktivierung der Caspase 3
durch dieses Prostacyclin spricht.

Im néchsten Schritt wurde versucht, die Aktivierung von Caspase 3 durch 15d-PGJ,
mittels einer Prdinkubation der PLCs mit dem Pan-Caspase-Inhibitor Zvad-fmk zu

hemmen.

Abschwichung der Apoptose durch Pan-Caspasen Inhibitor Zvad

100
90
80
70

p=0.022

)

60 -
50
40

% vitaler Zellen

30
20
10

0

cr 10pM 15d-PGJ2 50uM Zvad+10pM 15d-PGJ2

Abbildung 13: Zvad-fmk verhindert teilweise die durch 15d-PGJ, ausgeloste
Apoptose. PLCs wurden fiir eine Stunde mit dem Pan-Caspase Inhibitor Zvad-fmk (50
uM) oder der Trigersubstanz PBS vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte die Behandlung
mit 10 uM 15d-PGJ, fiir 24 hr (rote Balken) bzw. mit PBS (Ct= schwarzer Balken). Die
Vitalitét der Zellen wurde durch Anfirbung mit Annexin V-FITC und Propidiumjodid
(PJ) in der Durchflusszytometrie gemessen. Das Balkendiagramm zeigt die statistische
Auswertung der durchflusszytometrischen Messung dreier Experimente. Statistische
Signifikanz wurde mit Hilfe des Student’s t-test bestimmt (*= p<0.05).

Wie in Abbildung 13 ersichtlich, ldsst sich durch Vorbehandlung mit 50 uM des
Caspase-Inhibitors Zvad—fmk eine Abschwichung der durch 15d-PGJ, ausgelGsten
Vitalitdtsabnahme erzielen. Von den mit 15d-PGJ, behandelten PLCs lebten nach
24 stiindiger Inkubation ca. 25 %. Wurden PLCs mit 50 uM Zvad-fmk vorbehandelt,
lebten dagegen noch bis zu 65 % der PLCs nach 24 Stunden. Dem Caspase-Inhibitor
Zvad-fmk gelingt es nicht, den durch 15d-PGJ,-vermittelten Effekt komplett zu
blockieren. Die Vitalitdt der mit dem Caspase-Inhibitor vorbehandelten Probe betréigt 60
% und bleibt damit ca. 30 % niedriger als die in der Kontrollgruppe (Ct) gemessene
Vitalitétsrate von 90 %.

Daraufhin wurde untersucht, ob der Effekt von Zvad-fmk durch eine erhdhte

Konzentration des Caspase-Inhibitors zu steigern ist.
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Abbildung 14: Zvad-fmk kann auch unter gesteigerter Dosis die durch 15d-PG)J,
vermittelte Apoptose nicht komplett verhindern. Die Abbildung zeigt eine
durchflusszytometrische Messung von PLCs nach Firbung mit Annexin V und PJ. Zur
Interpretationshilfe sind Quadranten in die Dot Plots eingefiihrt. Der prozentuale Anteil
der in den einzelnen Quadranten gemessenen Signale wurde in die Quadranten
eingefiigt. PLCs wurden entweder mit der Tridgersubstanz PBS (Kontrolle= Ct) oder 10
uM 15d-PGJ, behandelt. Die mit Zvad-fmk markierten Proben wurden 1 Stunde mit
Zvad-fmk (50, 100 oder 300 oder uM) vorbehandelt, bevor auch sie mit 10 uM 15d-
PGJ, behandelt wurden. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte 24 Stunden
nach Inkubation mit 15d-PGJ,.

Abbildung 14 zeigt, dass, obwohl eine Vorbehandlung der PLCs mit Zvad-fmk die
Vitalitit der 15d-PGJ, exponierten PLCs zu steigern vermag (von 14 % in mit 10 uM
15d-PGJ, behandelten PLCs auf 51 % in den mit 50 uM Zvad-fmk behandelten PLCs
betridgt die Verbesserung 36 %), dieser Effekt unter hoheren Konzentrationen von Zvad-
fmk (50, 100 oder 300 uM) nicht weiter steigerbar ist.

Da auch hohe Konzentrationen des Caspase-Inhibitors die durch 15d-PGJ, ausgeloste
Apoptose nicht komplett verhindern konnen, wurde im Folgenden untersucht, ob
moglicherweise weitere, Caspase-unabhingige Mechanismen an der durch 15d-PGJ,

vermittelten Apoptose beteiligt sind.
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Abhéngigkeit der durch 15d-PGJ, induzierten Apoptose von
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Abbildung 15: PPARYy- und a-Agonisten haben keine Auswirkung auf die Vitalit:it
der PLCs. PLCs wurden fiir 24 Stunden mit folgenden Reagenzien behandelt: mit der
Tridgersubstanz PBS (Ct), 10 uM 15d-PGJ,, 10 uM 15d-PGJ, und dem
PPARy—Antagonisten GW 9662, 10 uM des PPARy-Agonisten Rosiglitazone und 10
uM des PPARa Agonisten WY-14643. Gezeigt ist ein Dot Plot von PLCs nach Férbung
mit Annexin V und PJ. Zur besseren Interpretation sind Quadranten und Prozentzahlen
angegeben. Zellen im frithen Stadium der Apoptose befinden sich im rechten unteren,
Zellen im spdten Stadium der Apoptose und nekrotische Zellen im rechten oberen
Quadranten.

In zahlreichen Zelltypen konnte gezeigt werden, dass 15d-PGJ, durch Aktivierung von
PPARY Apoptose vermittelt (15-18, 66). Um eine mogliche PPARy-Abhiéngigkeit der
durch 15d-PGJ, ausgeldsten Apoptose in den Progenitor-Leydigzellen zu untersuchen,
wurde die Wirkung eines pharmakologischen PPARy-Agonisten und eines
—Antagonisten auf die Vitalitit der PLCs studiert. Ferner wurde die Expression

verschiedener fiir die Apoptose charakteristischer Proteine unter der Behandlung mit

diesen Substanzen im Immunoblot untersucht.
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Wie die Abbildung 16 zeigt, hat die Behandlung mit dem reinen PPARy-Agonisten
Rosiglitazone fiir 24 Stunden keine Auswirkung auf die Vitalitdt der Progenitor-
Leydigzellen. Nach 24 Stunden Behandlung befinden sich nur 7 % der PLCs im spéten
Stadium der Apoptose bzw. sind nekrotisch, gegentiber 68 % unter der Behandlung mit
10 uM 15d-PGJ..

Eine weitere Gruppe von Zellen wurde gleichzeitig mit 10 uM 15d-PGJ, und dem
PPARYy—Antagonisten GW 9662 behandelt. GW 9662 bindet sich an den Rezeptor,
blockiert ihn und kann somit die Effekte von Agonisten hemmen (148). Die
Beobachtung, dass die Blockierung des Rezeptors keinen Einfluf auf die durch 15d-
PGJ, vermittelte Apoptose hat, stiitzt die Vermutung, dass es sich um einen von
PPARY unabhingigen Mechanismus handelt.

Da 15d-PG]J, in hohen Konzentrationen (>10mM) (9, 10, 116, 149) auch als PPARa.-
Ligand wirkt wurde der Effekt eines PPARa-Agonisten (WY 14643) auf die Vitalitét
der Progenitor-Leydigzellen ebenfalls getestet. Bei einer Dosierung unter der die volle
Aktivierung von PPARa gegeben ist(150) war die Zahl der Zellen in der spiten
apoptotischen Phase bzw. Nekrose mit 7 % gegeniiber der Kontrolle nicht erhoht. Eine
Aktivierung von PPARa durch WY 14643 ist somit nicht fahig, die Vitalitdt der PLCs
einzuschrinken.

Es kann daher vermutet werden, dass die durch 15d-PGJ, ausgeloste Apoptose in PLC
tiber einen Mechanismus induziert wird, der unabhéngig von den nukledren Rezeptoren

PPARa und PPARY wirkt.

Einfluss der durch 15d-PGJ, induzierten Apoptose auf die
Expression von p53

Verschiedene Autoren haben eine Induktion von p53 in der durch 15d-PGJ, vermittelten
Apoptose beschrieben (151-153). Im Folgenden wurde daher mittels Immunoblot-
Analyse untersucht, ob es in der durch 15d-PGJ, vermittelten Apoptose der Progenitor-

Leydigzellen zu einer Induktion von p53 kommt.
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Abbildung 16: Die Behandlung mit 15d-PGJ, induziert die Expression von p53.
Westernblotanalyse von PLC-Proteinextrakten nach wunterschiedlicher
Behandlungsdauer (1, 3, 6, 9 hr) mit 10 uM 15d-PGJ, oder der Trigersubstanz PBS (Ct,
9 hr). B-Actin-Proteinlevel wurden zur Kontrolle der Ladung bestimmt. Das
Balkendiagramm zeigt die densitometrischre Intensitit der Banden aus drei
unabhéngigen Messungen.

Die Immunoblot-Analyse zeigt eine deutliche Induktion der pS3-Expression in den mit
15d-PGJ, behandelten Progenitor-Leydigzellen. Der Effekt nimmt zeitabhédngig bis zum
Ende des Experiments nach 9 Stunden Inkubation zu.

Die Ergebnisse der Immunoblotanalyse lassen vermuten, dass p53 in der durch 15d-

PGJ, ausgelosten Apoptose der Progenitor-Leydigzellen eine Rolle spielt.

Beteiligung der ,,Reactive Oxygen Species*‘ (ROS) an den
Apoptosevorgingen

Mehrere Studien haben einen Zusammenhang zwischen der Bildung von freien
Radikalen/oxidativem Stress und der durch 15d-PGJ, vermittelten Apoptose gezeigt
(71, 72). Oxidativer Stress ist offenbar in der Lage unter bestimmten Umstéinden den
Effekt von 15d-PGJ, zu triggern bzw. zu verstidrken. Zur Untersuchung der Bedeutung
von oxidativem Stress fiir die Auslosung von durch 15d-PGJ, vermittelter Apoptose in
PLCs wurde daher zunéichst eine pharmakologische Hemmung dieses Effektes mit Hilfe
des Medikamentes N-Acetylcystein versucht. N-Acetylcystein erhoht die intrazellulédre
Konzentration des natiirlichen Antioxidants Glutathion und vermag somit schédliche

Effekte von freien Radikalen zu vermindern (154).
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Abbildung 17: NAC verhindert vollstindig die durch 15d-PGJ, vermittelte
Apoptose. Das Balkendiagramm fasst die mittels Durchflusszytometrie gewonnenen
Daten von drei verschiedenen Experimenten zusammen. PLCs wurden jeweils fiir eine
Stunde mit 10 mM N-Acetylcystein (NAC) vorbehandelt. Nachfolgend erfolgte fiir 24
Stunden eine Inkubation entweder mit der Trigersubstanz (PBS, Ct) oder 15d-PGJ,.
AnschlieBend wurde mit Annexin V-FITC und Propidiumjodid (PJ) geférbt.

Eine Vorbehandlung mit dem Anti-Oxidant NAC verhindert vollstdndig den dem 15d-
PGJ, zugerechneten Abfall der Zellvitalitdt in PLCs. Wihrend die Vitalitdt der mit 15d-
PGJ, behandelten Probe auf 25 % absinkt, kommt es in der mit NAC und 15d-PGJ,
behandelten Probe zu keinerlei Verringerung der Vitalitit (90 %), verglichen mit der
PBS-Kontrolle (90 %).

Da bekannterweise oxidativer Stress auch unter physiologischen Bedingungen
vorkommt, wird im Folgenden versucht, diesen zu quantifiziern. Dabei wird, wie im

Weiteren beschrieben, zuerst untersucht, ob der Anti-Oxidant NAC dosisabhingig

wirkt.
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Abbildung 18: NAC inhibiert die durch 15d-PGJ, ausgeloste Apoptose
dosisabhéngig. Durchflusszytometrische Daten in Form von Histogrammen. PLCs
wurden mit steigenden Konzentrationen von NAC ( 0.1 mM, 1 mM, 5.0 mM, 10.0 mM)
fiir eine Stunde vorbehandelt, bevor sie fiir 24 Stunden mit 10 uM 15d-PGJ, inkubiert
wurden. Anschlieend erfolgte eine Fiarbung der PLCs mit dem Farbstoff 7-AAD zur
durchflusszytometrischen Untersuchung der Vitalitdt. Als Interpretationshilfe sind
Marker hinzugefiigt (M). Der Fluoreszenzgipfel am linken Rand der Histogramme (M1)
entspricht den vitalen Zellen (undurchléssig fiir 7-AAD). Der Fluoreszenzgipfel am
rechten Rand der Histogramme (M2) erfasst die Zellen in spiter Apoptose bzw.
Nekrose.

Abbildung 18 zeigt einen dosisabhédngigen Effekt von NAC in der Inhibition der durch
15d-PGJ, vermittelten Apoptose. Dabei fiihrt eine Vorbehandlung mit einer Dosis von
0.1 mM NAC bereits zu einer Verbesserung der Vitalitit um 23 % auf 63 %. Zwischen
einer Konzentration von 1 mM NAC bis zur Maximalkonzentration in diesem
Experiment von 10 mM ist keine wesentliche weitere Verstdrkung des hemmenden
Effektes von NAC zu beobachten, was fiir einen Sittigungseffekt ab einer NAC-
Konzentration von ca. 1 mM spricht.

Zur Bestatigung dieser durchflusszytometrisch gewonnenen Resultate wurde der Effekt
einer NAC-Behandlung auf die Induktion von p53 und der MAP-Kinase JNK wihrend

der durch 15d-PGJ, vermittelten Apoptose untersucht.
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Abbildung 19: NAC verhindert den Anstieg von p53 und pJNK in mit 15d-PGJ,
behandelten PLCs. Westernblotanalyse der PLC-Proteinextrakte nach
unterschiedlicher Behandlungsdauer (1 oder 3 Stunden) mit 10 uM 15d-PGlJ,, jeweils
mit oder ohne Vorbehandlung mit dem Anti-Oxidant N-Acetyl-cystein (NAC 10 mM).

Wie bereits zuvor beschrieben, fiihrt die Behandlung mit 15d-PGJ, zu einer Induktion
von p53 sowie der phosphorylierten Fraktion von JNK (pJNK). Beide Proteine sind
typische Marker der Apoptose. Nach einer Vorbehandlung mit dem Anti-Oxidant NAC
wird die Induktion von p53 und pJNK sichtbar abgeschwicht. Dieser Effekt zeigt sich
nach 3 Stunden Behandlung noch deutlicher als nach einstiindiger Behandlung mit 15d-
PGJ,. Die in der Durchflusszytometrie beobachtete Verbesserung der Vitalitit wird
somit auf Proteinebene durch eine geringere Expression von Zellstress zugeordneten

Proteinen reflektiert.

Haufigkeit pro Intensitétsstufe

10p,M15d'PGJ2

Abbildung 20: 15d-PGJ, fiihrt zu einem Anstieg der intrazelluliren ROS.

Durchflusszytometrische Daten in Form sogenannter “iiberlagerter Histogramme”.

Diese Darstellung entsteht durch das Hintereinanderreihen verschiedener Histogramme

und dient dem besseren Vergleich der jeweiligen Fluoreszenz-Excitation. Die sechs hier

gezeigten Histogramme stellen Messungen der Fluoreszenzintensitit von DCF dar und

entsprechen somit einer quantitativen Messung von ROS. Als Negativkontrolle dieser
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Messung befinden sich am linken Rand des Diagramms (graues Histogramm) die mit
der Tridgersubstanz PBS behandelten Kontrollzellen. Als Positivkontrolle dienen mit
Wasserstoffsuperoxid (10 uM H,0,, 15 Minuten) behandelte PLCs (schwarzes
Histogramm am rechten duBleren Ende der x-Achse). Zwischen diesen beiden
Eckpunkten liegen die Messungen der mit 15d-PGJ, behandelten Proben (10 uM) nach
unterschiedlicher Stimulationsdauer (15, 30, 60 und 180 Minuten). Eine Zunahme der
Fluoreszenz bedeutet einen Shift in den Vordergrund auf der x-Achse und reflektiert
eine erhohte intrazellulidre Konzentration von freien Radikalen/ROS.

Abbildung 20 zeigt eine deutliche Zunahme der Konzentration von freien Radikalen in
den mit 15d-PGJ, behandelten Progenitor-Leydigzellen gegeniiber der nur mit
PBS-Puffer behandelten Kontrolle. Die Progenitor-Leydigzellen sind somit in der Lage,

unter Stressbedingungen, wie in diesem Fall Behandlung mit 15d-PGJ,, vermehrt ROS

zu bilden.
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Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeigen, dass 15d-PGJ, die Vitalitdt von
Progenitor-Leydigzellen vermindert und den programmierten Zelltod, die Apoptose,
auslost. Uber die beteiligten Transmittervorginge wurden neue Erkenntnisse gewonnen.
Die Frage, ob sich diese Apoptose therapeutisch beeinflussen ldsst, war von besonderem
Interesse.

Zunidchst musste gekldrt werden, ob es sich bei dem durch 15d-PGJ, angestofenen
Prozel um eine Apoptose oder um eine Nekrose handelt. Zahlreiche toxische
Substanzen oder auch physikalische Einfliisse (Hitze, Strahlung etc.) konnen zur
Nekrose in verschiedenen Zellen oder Geweben fiihren. Im Falle einer Zellkultur, wie in
den fiir diese Studie kultivierten Progenitor-Leydigzellen, wiirde sich eine vermehrte
Nekrose ebenfalls als Vitalitidtsdnderung z.B. in der Durchflusszytometrie zeigen. Die
Unterscheidung zwischen Nekrose und Apoptose ist somit experimentell nicht einfach
und erfordert den biochemischen Nachweis von verschiedenen fiir die Apoptose
typischen zellulidren Reaktionen. Im Folgenden soll erldutert werden, warum es sich bei
der 15d-PGJ,-induzierten Vitalitdtsminderung der PLCs um einen apoptotischen und

nicht um einen nekrotischen Prozess handelt.

In der Immunoblotanalyse wurde eine Aktivierung verschiedener Caspase-Proteine
durch Behandlung mit 15d-PGJ, beobachtet. Die proteolytische Kaskade der Caspasen
ist, wie bereits in der Einleitung beschrieben, von zentraler Bedeutung in der Apoptose.
Das System der Regulation dieser Caspasen-Kaskade wird in seiner Komplexitét oft mit
den Proteasen des Gerinnungssystems verglichen. In zahlreichen Zelltypen wirkt
Caspase 3 als die ,klassische® Effektor-Caspase in der Induktion der Apoptose.
Erstmals haben Omezzi et al. eine durch Caspasen vermittelte Apoptose im Hoden von
Ratten unter einer Behandlung mit dem Antiandrogen Flutamide beschrieben (155). In
der hier vorgestellten Studie zeigte sich eine deutliche Aktivierung von Caspase 3 nach

Behandlung der PLCs mit 15d-PGJ, (Abbildung 12).

In der Literatur wurde im Zusammenhang mit Caspase 3-Aktivierung in der Apoptose
der Begriff der sogenannten ,,death substrates geprigt, fiir die der Androgen-Rezeptor
ein typisches Beispiel darstellt (113, 156). Es konnte gezeigt werden, dass die Caspase 3

den Androgen-Rezeptor spezifisch an der Aminosdure Aspartat in Position 148
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schneidet (113). Diese Proteolyse tritt bei der Apoptose vermehrt auf. Unter der
Behandlung von PLCs mit 15d-PGJ, fand sich im Westernblot eine Akkumulation der
proteolytischen Spaltprodukte des Androgen-Rezeptors (Abbildung 12). Diese
Beobachtung bestitigt die zuvor gezeigte Aktivierung von Caspase-3 und ist ein
weiterer Hinweis, dass 15d-PGJ, in PLCs den spezifischen Prozess des programmierten

Zelltods (Apoptose) auslost.

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass sich durch Behandlung mit dem
Pan-Caspasen-Inhibitor Zvad-fmk die Caspasen-induzierte Apoptose in verschiedenen
Zelltypen hemmen lédsst. In der hier vorgestellten Arbeit vermochte Zvad-fmk die
Apoptose in den Progenitor-Leydigzellen nur partiell zu verhindern (Abbildung 13). In
vielen Fillen korrelierte das Ausmall der Caspase-3 Aktivierung mit dem Mal} der
Apoptose. Um sicherzustellen, dass die hier beobachtete, nur partielle Hemmung der
Apoptose nicht durch eine zu niedrige Konzentration des Pan-Caspase-Inhibitors
bedingt war, wurde ein Dosis/Wirkungsexperiment mit Zvad-fmk durchgefiihrt. Dieses
zeigte, dass auch unter der maximalen Konzentration von 300 yM der Inhibitor Zvad-
fmk die durch 15d-PGJ, vermittelte Apoptose nicht komplett verhindern konnte
(Abbildung 14). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass im Falle der mit 15d-PGJ,
behandelten PLCs die Apoptose nicht ausschlieBlich durch Caspasen verursacht sein

kann und dass noch weitere Mechanismen eine Rolle spielen miissen.

Neben den Caspasen konnte die Aktivierung verschiedener anderer fiir Stress und
Apoptose charakteristischer Proteine nachgewiesen werden (Abbildung 10). Dabei ist
zu beachten, dass eine gesteigerte Expression eines Proteins nicht in allen Fillen auch
einer Aktivierung entspricht. Bei einigen Proteasen, wie beispielsweise den Caspasen 3
und 9, besteht die aktive Form des Proteins aus proteolytischen Spaltprodukten, welche
ein geringeres Molekulargewicht besitzen als das urspriingliche Protein. Bei anderen
Proteinen kommt es durch Phosphorylierung an bestimmten Aminosduren zu einer
Aktivierung. Im Falle dieser Studie wurden AntikGrper verwandt, die die

phosphorylierte, aktive Fraktion der Proteine pBad und pJNK erkennen (Abbildung 10).

Mit Hilfe eines solchen Antikorpers konnte im Immunoblot nach 3 Stunden Behandlung
mit 15d-PGJ, eine signifikante Zunahme der phosphorylierten Fraktion von JNK

nachgewiesen werden (Abbildung 10). Fiir eine Aktivierung von MAP-Kinasen durch
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15d-PGJ, finden sich in der Literatur zahlreiche Beispiele. Mehrere Studien
beschreiben eine Aktivierung der MAP-Kinase ERK durch Behandlung mit 15d-PGJ,
(67, 157). Zwei Arbeiten aus jiingster Zeit beschreiben eine Aktivierung der MAP-
Kinase JNK im Zusammenhang mit durch 15d-PGJ, hervorgerufener Apoptose in
verschiedenen Karzinom-Zelllinien (68, 158). Der Nachweis einer Aktivierung der
MAP-Kinase JNK nach Behandlung der Progenitor-Leydigzellen mit 15d-PGJ, ist somit
in Ubereinstimmung mit der Literatur.

Durch Aktivierung der MAP-Kinasen beeinflusst 15d-PGJ, Signaltransduktions-
mechanismen und kann Einfluss auf die Transkription von verschiedenen fiir Apoptose
und Zellstress verantwortlichen Genen nehmen.

Ein Beispiel fiir die Aktivitit eines solchen Gens ist beispielsweise das Hitzeschock-
Protein HSP-70. In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir eine gesteigerte
Transkription von Hitzeschock-Proteinen im Zusammenhang mit der Aktivierung der
MAP-Kinase JNK im Rahmen der Apoptose (159). In der vorgelegten Studie zeigte sich
unter der Behandlung der PLCs mit 15d-PGJ, eine =zeitabhéngige, signifikante
Zunahme der HSP-70-Expression als Ausdruck von zunehmendem zelluldren Stress.
Ein Einfluss der Aktivierung von JNK auf die Transkription von HSP-70 wurde in
dieser Studie nicht weiter untersucht, erscheint aber méglich.

Ein weiteres Protein, welches durch Behandlung von Progenitor-Leydigzellen mit
15d-PGJ, aktiviert wird, ist der sogenannte ,,Bcl-2-Antagonist des Zelltodes* (Bad). Mit
Hilfe eines fiir die phosphorylierte Fraktion des Proteins spezifischen Antikorpers
konnte unter Behandlung mit 15d-PGJ, eine signifikante Zunahme der Bad-
Phosphorylierung nach einer Stunde gemessen werden (Abbildung 10). Es wird
vermutet, dass die Phosphorylierung von Bad eine Translokation des Proteins in das
Mitochondrium verhindert. Im Mitochondrium bindet Bad normalerweise an Bcl-2 und
Bcl-x1 und verhindert die anti-apoptotische Aktivitit dieser Proteine (103). In der hier
beschriebenen Situation hemmt die Phosphorylierung von Bad die Apoptose, indem es
anti-apoptotische Faktoren im Mitochondrium walten ldsst. Eine zeitgleiche
Aktivierung sowohl pro- (z.B. Caspasen, JNK) als auch anti-apoptotischer (pBad)
(Abbildung 10) Faktoren gibt dabei ein realistisches Bild des komplexen Systems der
Apoptose wieder, in dem das Verhéltnis von pro- zu anti-apoptotischen Faktoren tiber
das Schicksal der Zelle entscheidet.

Die in den Progenitor-Leydigzellen durch 15d-PGJ, induzierte Apoptose erwies sich als

zeit- und dosisabhéngig. Das Wirkmaximum lag bei einer 15d-PGJ,-Konzentration von
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10 uM. Konzentrationen von 0.1-5 uM hatten keinen messbaren Effekt auf die
Apoptose, wihrend Konzentrationen weit oberhalb von 10 uM vor allem eine
zunehmende Zytotoxizitdt bewirkten (Daten nicht gezeigt). Vergleicht man die
einzelnen Marker der Apoptose, welche im Westernblot oder in der
Durchflusszytometrie bestimmt wurden, so zeigte sich das Wirkmaximum jeweils nach
unterschiedlicher Behandlungsdauer. Beispielsweise zeigte sich eine Phosphorylierung
von Bad nach einstiindiger Inkubation mit 15d-PGJ, (Abbilldung 10), wohingegen ein
signifikanter Anstieg der ROS-Konzentration schon nach nur 15 Minuten messbar war
(Abbildung 20). Diese unterschiedlichen Aktivierungszeitpunkte reflektieren
unterschiedliche Funktionen und Stellungen der einzelnen Komponenten in der

komplexen Kaskade der Apoptose.

Verschiedene Autoren vermuten, dass 15d-PGJ, als endogener Ligand von PPARYy
wirken konnte (9, 10). 15d-PGJ, wire somit der einzige bisher identifizierte endogene
Ligand dieses wichtigen nukledren Rezeptors und Transkriptionsfaktors. Zahlreiche in
vitro-Studien haben eine Aktivierung von PPARY durch 15d-PGJ, gezeigt, womit
jedoch keinesfalls seine in vivo-Rolle geklart ist (160). Die Studien, die eine durch 15d-
PGJ, induzierte Apoptose beschreiben, lassen sich grob einteilen in solche, bei denen
dieser Effekt durch PPARY vermittelt wurde, und solche, in denen die Apoptose

unabhéngig von einer PPARy-Aktivierung eintrat.

Fiir die hier vorgelegte Studie galt es daher zu kléren, ob die pro-apoptotische Wirkung
von 15d-PGJ, in PLCs iiber PPARY vermittelt wird oder nicht. Dazu bediente sie sich
einer ,,positiven* und einer ,,negativen Probe, wobei als ,,positiv* der potente, selektive
PPARY-Agonist Rosiglitazone und als ,,negativ* Probe der selektive PPARy-Antagonist
GW 9662 Verwendung fanden (Abbildung 15). Der PPARy-Ligand Rosiglitazone (BRL
49653) zidhlt zur Substanzgruppe der Thiazolidinedione, welche inzwischen
weitverbreiteten klinischen Einsatz vor allem als Antidiabetika finden. Rosiglitazone
wird hiufig als Referenzsubstanz fiir diese Substanzgruppe herangezogen. In
verschiedenen Studien zum pro-apoptotischen Effekt von 15d-PGJ, wurde
Rosiglitazone parallel zu 15d-PGJ, als PPARy-Agonist verwendet und vermochte
dhnlich wie 15d-PGJ, in bestimmten Zelltypen Apoptose auszulosen (15-18, 66). Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen schrinkte Rosiglitazone in der vorgelegten Studie

weder die Vitalitit der PLCs ein (Abbildung 15) noch verursachte es einen Anstieg der
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phosphorylierten Fraktion der fiir Apoptose charakteristischen Proteine (pJNK, pBad)

(Daten nicht gezeigt).

Umgekehrt miisste sich im Falle einer tiber PPARy vermittelten Apoptose durch den
PPARYy-Antagonisten GW 9662 der pro-apoptotische Effekt von 15d-PGJ, verhindern
lassen. Passend zu den zuvor beschriebenen Ergebnissen hatte jedoch eine
Vorbehandlung mit GW 9662 keinerlei schiitzenden Effekt auf die mit 15d-PGJ,
behandelten PLCs (Abbildung 15). Aus diesen Beobachtungen wurde gefolgert, dass es
sich in den Progenitor-Leydigzellen um einen PPARy-unabhédngigen Mechanismus der
durch 15d-PGJ, induzierten Apoptose handeln muf3 (Abbildung 15).

Da 15d-PGJ, in hohen Konzentrationen (>10uM) (9, 10) auch als PPARa-Ligand wirkt,
wurde ebenfalls der Effekt eines a-spezifischen PPAR-Agonisten (WY 14643)
untersucht. Auch dieser hatte keinen Effekt auf die Vitalitdt der PLCs.

Nach dem Ausschluss von PPARY als Vermittler des programmierten Zelltods in
Progenitor-Leydigzellen wurden daher weitere Versuche unternommen, um zu

verstehen, wie die 15d-PGJ, induzierte Apoptose auf zelluldrer Ebene vermittelt wird.

Als néichstes wurde der Tumorsuppressor p53 untersucht. Zahlreiche Beispiele zeigen,
dass dieses Protein in vielen Zellen und Geweben Apoptose vermittelt. Im Hoden spielt
pS3 eine Rolle bei der Apoptose von Keimzellen, wie anhand von p53 Knockout-
Mausen bewiesen werden konnte (161). Kondo und Mitarbeiter zeigten in neuronalen
Zellen nach Behandlung mit 15d-PGJ, eine Akkumulation und vermehrte
Phosphorylierung von p53. Dariiber hinaus beschrieben sie eine Anreicherung von p53
im Zellkern und einen Anstieg der pS3 DNA-Bindungsaktivitdt im Gel-shift Assay
(152). Sie beobachteten ferner eine Induktion der Caspase-3-Expression, wodurch sich
der Kreis zur Apoptose schlief3t.

Ahnlich wie in den zitierten Studien zeigte sich auch in den Progenitor-Leydigzellen
unter Behandlung mit 15d-PGJ, eine signifikante Zunahme der p53-
Proteinkonzentration (Abbildung 16). Weitergehende Untersuchungen zur Aktivierung
von p53 wurden jedoch nicht durchgefiihrt. Es bleibt daher noch zu kléren, iiber
welchen Weg p53 aktiviert wird und ob durch Aktivierung von p53 vermehrt pro-
apoptotische Gene transkribiert werden. Nach aktuellen Schétzungen unterliegen

mehrere hundert Gene der Kontrolle durch p53, darunter neben Caspase 3 auch die pro-
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apoptotischen Faktoren Bax, Bcl-xl und weitere (118). Zum Verstindnis des
Zusammenhangs zwischen dem p53-Protein und durch 15d-PGJ, induzierter Apoptose

sind weitergehende Untersuchungen notig.

Die Substanzklasse der ,,Reactive Oxygen Species® (ROS) unterscheidet sich erheblich
von den bisher besprochenen Proteinen. Zu den ROS zidhlen Molekiile wie
beispielsweise Hydrogenperoxid (H,0,), Hydroxylion (OH), Superoxidanion (O,’) oder
auch das Hypochloridion (OCL"). ROS werden von tierischen Zellen als physiologische
Nebenprodukte von Stoffwechselwegen wie z.B. der Atmungskette in den
Mitochondrien gebildet. Zahlreiche Untersuchungen haben ergeben, dass es in
apoptotischen Zellen zu einer vermehrten Konzentration von ROS kommt (162, 163).
Mehrere Studien zeigen ferner, dass es im Zusammenhang mit durch 15d-PGJ,
induzierter Apoptose zu einer Akkumulation von ROS kommt (13, 71, 164-166).
Offenbar handelt es sich jedoch nicht nur um einen sekundéren Effekt eines verdnderten
Stoffwechsels unter Bedingungen des Zellstresses, sondern ROS konnen offenbar auch
als endogene Signalmolekiile auf intrazelluldrer Ebene wirken. Passend hierzu lasst sich
durch Behandlung von Zellen mit einem Anti-Oxidant wie beispielsweise N-

Acetylcystein (NAC) in vielen Fillen die Apoptose hemmen.

Erst kiirzlich zeigten Vergleiche der pro-oxidativen Profile von einzelnen
Prostaglandin-Derivaten, dass die Induktion von intrazellulirem oxidativen Stress
hauptséchlich durch die Metaboliten von PGD, vermittelt wird, und hier inbesondere
durch den aktivsten dieser Metabolite, das 15d-PGJ, (167). Tatsédchlich fand sich auch in
der hier vorgelegten Arbeit eine nahezu vollstindige Hemmung der durch 15d-PGJ,
induzierten Apoptose nach Vorbehandlung der Progenitor-Leydigzellen mit NAC
(Abbildung 17). Dieses tiberraschende Resultat ldsst vermuten, dass Reactive Oxygen
Species in der Kaskade, die nach 15d-PGJ, —Behandlung zur Apoptose fiihrt, eine
tibergeordnete Rolle spielt. NAC blockiert in diesem Vesuch spezifisch die Wirkung der
ROS, so dass es nicht zur Aktivierung von moglicherweise nachgeordneten Faktoren,
wie z.B. den Caspasen oder JNK, kommt (Abbildung 19). Der massive Effekt der NAC-
Behandlung auf die Apoptose konnte jedoch auch durch die chemischen
Konjugationseigenschaften des N-Acetylcysteins bedingt sein. NAC ist auf Grund
seiner chemischen Struktur in der Lage mit zahlreichen Substanzen Komplexe zu

bilden. Somit konnte unter Umstinden NAC einen Komplex mit 15d-PGJ, gebildet
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haben, was zur Inaktivierung des Prostaglandins fiihrte. Ahnliche Beispiele sind in der

Literatur beschrieben (168).

Neben der Hemmung der durch 15d-PGJ, vermittelten Apoptose durch Zugabe von
NAC wurde daher auch der direkte Nachweis einer vermehrten Bildung von ROS in den
Progenitor-Leydigzellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Fiarbung
der Progenitor-Leydigzellen mit Dichlorodihydrofluoreszein-Diacetat (H,DCFH-DA)
zeigte einen raschen Anstieg der ROS-Konzentration nach Behandlung mit 15d-PGJ,
(Abbildung 20). Dieser ldsst vermuten, dal ROS als friiher Initiator der Apoptose wirkt.
Die durchflusszytometrische Messung mittels H,DCFH-DA - Féarbung gilt als eine der
sensitivsten und genauesten Methoden zum Nachweis von ROS (11), jedoch bleibt sie,
wie alle bisher verfiigbaren Nachweismethoden fiir Reactive Oxygen Species, aufgrund

der Instabilitit dieser Stoffe schwierig.

Besonders interessant im Vergleich mit der hier vorgelegten Arbeit ist die von Lennon
und Mitarbeitern publizierte Studie (169). Die Autoren beobachteten eine PPARYy-
unabhingige Induktion der Apoptose nach Behandlung von Préd-Adipozyten und
Astrozyten mit 15d-PGJ,. Die Autoren zeigten ferner durch Behandlung mit 15d-PGJ,
eine Induktion verschiedener MAP-Kinasen, darunter auch JNK. Unter gleichzeitiger
Behandlung der Zellen mit NAC und 15d-PGJ, verschwand der apoptotische Effekt
vollstdndig. Interessanterweise konnte unter Vorbehandlung mit NAC auch keine
Aktivierung der MAP-Kinasen mehr beobachtet werden, woraus die Autoren folgerten,
dass ROS den Effekt von 15d-PGJ, auf die MAP-Kinasen tibertragen, worauf dann
nachfolgend Apoptose ausgelost wird (166). In der vorgelegten Arbeit konnten dhnliche
Beobachtungen gemacht werden (Abbildung 10, 17, 19). Progenitor-Leydigzellen
wurden unter der Behandlung mit exogen zugefiihrtem H,O, apoptotisch und zeigten
dhnliche Reaktionen wie unter der Behandlung mit 15d-PGJ, (Daten nicht gezeigt). Das
Antioxidant NAC vermochte die Apoptose dosisabhdngig (maximaler Effekt bei 100
mM) vollstindig zu verhindern (Abbildung 18).

Zusammenfassend ist somit, dhnlich wie in der Studie von Lennon und Mitarbeitern, in
den Progenitor-Leydigzellen die folgende Kaskade von Ereignissen denkbar, die
schlieBlich zur Apoptose fiihrt: Unter Behandlung mit 15d-PGJ, tritt zunéchst eine
Akkumulation bzw. Freisetzung von ROS aus den Mitochondrien ein. Im néchsten

Schritt kommt es zu einer Aktivierung von Signaltransduktions-Mechanismen wie den
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5.1

MAP-Kinasen (Phosphorylierung von JNK), zur Phosphorylierung von Bad bzw. zur
Induktion des Tumorsuppressors p53. Diese Signalmolekiile filhren dann in der
nichsten Stufe zu einer gesteigerten Transkription von Zielgenen wie z.B. Caspase 3,
Caspase 9 und HSP-70, wodurch das Gleichgewicht der Progenitorzelle vom
Uberlebensmodus in Richtung programmierter Zelltod (Apoptose) verschoben wird.
Abbildung 21 fasst dieses Modell als vereinfachtes Schema zusammen. Es muss jedoch
betont werden, dass es sich hierbei lediglich um eine Spekulation bzw. einen
Erkldrungsversuch fiir die beobachteten Phidnomene handelt. Die genauen
Wirkbeziehungen und Verbindungen der einzelnen Proteine bzw.
Signaltransduktionsmechanismen untereinander lassen sich aus den bisher gewonnenen
Daten nicht hinreichend erfassen. Im Vergleich mit dhnlichen Arbeiten in der Literatur
lassen sich lediglich Vermutungen anstellen, auf welche Weise 15d-PGJ, in den

Progenitor-Leydigzellen Apoptose vermittelt.

15d-PGJ, p—b =1

Mitochondrium ys T

PLC pS34  INK

—» Caspase3* | Hsp70 4

DNA

Nukleus

Abbildung 22: Modell fiir die durch 15d-PGJ, induzierte Apoptose in PLCs.

Kritische Wiirdigung dieser Studie

Die in dieser Studie vorgestellten Ergebnisse basieren auf mehreren
Untersuchungstechniken oder experimentellen Ansidtzen, die in der Literatur bzw.
aktuellen Diskussion kontrovers behandelt werden.

Hier ist zunéchst die Untersuchung bzw. Messung der Apoptose in Zellpopulationen zu
nennen. Zum Nachweis der Apoptose steht heute eine Vielzahl von Methoden zur

Verfiigung, wie beispielsweise die Durchflusszytometrie mit der Moglichkeit fiir
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verschiedene Apoptose-typische Marker zu firben, der TUNEL-Test sowie der
Nachweis von Apoptose-typischen biochemischen Verdnderungen, z.B. im Westernblot.
Viele Autoren fordern inzwischen, dass der Nachweis von Apoptose mit Hilfe von
mindestens 3 verschiedenen Methoden erfolgen sollte (170).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte der Nachweis der Apoptose auf mehreren Ebenen:
Durchflusszytometrisch wurden verschiedene etablierte Apoptose-Marker untersucht
(Annexin V, 7-AAD, Propidiumjodid) (Abbildung 16). Dariiber hinaus erfolgte ein
biochemischer Nachweis der Aktivierung verschiedener Apoptose-typischer
Stoffwechselwege (Caspase 3, pJNK und pBad) (Abbildung 10,12). Somit wurde der
Forderung nach mehreren unabhingigen Nachweismethoden Rechnung getragen.

Die Durchflusszytometrie bietet die Moglichkeit einer schnellen quantitativen Analyse
von groBBen Zellpopulationen. AuBBerdem konnen verschiedene Parameter gleichzeitig
bestimmt werden. Die rasche Untersuchung und gleichzeitige Messung mehrerer
Parameter sind von groBer Bedeutung fiir die korrekte Messung der Apoptose, da
manipulierte Zellen extrem storanféllig sind und z.B. bei unsachgeméifBer Handhabung
unabhédngig vom untersuchten Agens selbst bereits die Apoptose einleiten konnen.
Wichtig sind daher eine rasche Messung und Verarbeitung der Zellen nach der
Behandlung mit 15d-PGJ,.

Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Abgrenzung zwischen Apoptose und Nekrose.
Auch hier bietet die Durchflusszytometrie Vorteile, da mehrere Parameter gleichzeitig
gemessen und die Ergebnisse miteinander verglichen werden kénnen. In der hier
vorgestellten Studie wurde als Marker der Apoptose eine Fiarbung der PLCs mit
Annexin-V durchgefiihrt. Die Firbung und durchflusszytometrische Messung von
adhirent wachsenden Zellen mit Annexin-V wird kontrovers diskutiert, da nach
Meinung einzelner Autoren bereits die Ablosung der Zellen von der Kulturschale
mittels Trypsin zur Exposition von Phosphatidylserin auf der dufleren Plasmamembran
fiihrt, also falsch positive Signale erzeugt. Aus diesem Grunde wurde in der hier
vorgestellten Studie ein schonenderes Reagenz angewandt (Accutase®), welches nach
Angaben des Herstellers nicht mit der Annexin V Firbung interveniert (Dr. Willis,
Beckton Dickinson, personliche Mitteilung).

Parallel zur Annexin V-Messung wurde eine Firbung und Messung fiir 7-AAD
durchgefiihrt. Fiir 7-AAD sind keine Unterschiede zwischen adhirent und nicht-

adhirent wachsenden Zellen beschrieben worden. Die Farbung und Messung fiir 7-

56



AAD bestitigte die fiir Annexin-V gewonnenen Resultate, ohne dass groBere
Abweichungen beobachtet wurden.

Ein weitere Schwierigkeit in der Bewertung der Ergebnisse liegt in der Abschétzung der
Konzentration des Prostaglandinderivats 15d-PGJ,, welche zur Induktion der Apoptose
verwendet wurde. Inzwischen existiert eine umfangreiche Literatur zu 15d-PGJ, und in
einem grofenTeil der veroffentlichen Studien werden biologische Effekte von 15d-PGJ,
unter Verwendung von mikromolaren Konzentrationen in vitro beschrieben. Unklarheit
herrscht bisher tiber die in vivo vorkommenden Konzentrationen von 15d-PGJ,. Manche
Autoren vermuten, dass mikromolare Spiegel von 15d-PGJ, zu unphysiologisch hohe
Konzentrationen dieses Prostaglandins darstellen. Als Begriindung wird insbesondere
angefiihrt, dass andere Eicosanoide, wie die Leukotriene und Lipoxine, normalerweise
in nanomolaren oder subnanomolaren Konzentrationen wirken (167).

Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang die Konzentrationen von
15d-PGJ,, die vermutlich in vivo in den jeweiligen Geweben vorkommen. Wiahrend
15d-PGJ, in verschiedenen Korperfliissigkeiten und Geweben nachgewiesen wurde
(171, 172), bleiben die physiologischen Gewebekonzentrationen unklar. Einige Autoren
argumentieren, dass die niedrigen (nanomolaren) Konzentrationen von 15d-PGJ, wie
sie in einigen Geweben vermutet werden, méglicherweise nur einen Bruchteil der im
Rahmen von Entziindungen auftretenden Gewebespiegel darstellen (173, 174).

Eine Messung der 15d-PGJ,-Konzentrationen wird bisher durch die mangelnde
Verfiigbarkeit von zuverldssigen Immunoassays erschwert. Da unter physiologischen
Bedingungen 15d-PGJ, spontan konjugiert, ist es schwer abzuschitzen, wieviel des
immunoreaktiven Materials ungebunden vorliegt und daher mit Hilfe eines Antikorpers
erfaBt werden kann. Ein kommerziell erhéltlicher Immunoassay (Cayman, Chemical
Cooperation, Ann Arbor, Michigan, USA) wurde erst kiirzlich vom Markt genommen,
nachdem festgestellt wurde, dass er félschlicherweise zu hohe Konzentrationen erfasste.
Bell-Parikh und Mitarbeiter (175) veroffentlichten vor kurzem einen
massenspektroskopischen Nachweis von 15d-PGJ,. In Thren Untersuchungen im
Medium von 3T3-LI1-Fibroblasten beschreiben die Autoren  picomolare
Konzentrationen von 15d-PGJ,. Diese Konzentrationen sind somit deutlich niedriger als
die Konzentrationen im micromolaren Bereich, welche in der Mehrzahl der bisherigen
Veroffentlichungen verwendet wurde. Einschrdnkend ist jedoch auch hierzu

anzumerken, dass auch dieser Nachweis der weiteren Validierung bedarf und die
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Ergebnisse ebenfalls keinen Riickschluss auf die in-vivo Spiegel von 15d-PGlJ,

zulassen.

Bei Untersuchungen an 2-8 Wochen alten Mdiusen wurden hohe Spiegel an
Prostaglandinen im ménnlichen Reproduktionstrakt festgestellt. Insbesondere Hoden
und Nebenhoden sowie der Samenleiter sind reich an unterschiedlichen Prostaglandinen
der Gruppen D, E und F (176). Mit zunehmender sexueller Reifung kommt es im
Tiermodell zu einer Abnahme der testikuldren Prostaglandinkonzentrationen, ebenso
wie nach Behandlung der Méiuse mit Androgenen (176). Werden umgekehrt
Prostaglandine in die Hoden injiziert, so fiihrt dies zu einer verminderten Fertilitéit bei
Ratten (177). Somit scheint ein funktioneller Zusammenhang zwischen
Prostaglandinspiegel im Hoden und sexueller Reifung bzw. Testosteronsekretion zu
bestehen. Nach wie vor ist jedoch die funktionelle Bedeutung von Prostaglandinen im
méannlichen Reproduktionstrakt nur unzureichend erfasst. Insbesondere iiber die
Wirkung von Prostaglandinen auf die Testosteron produzierenden Leydigzellen ist nur
wenig bekannt.

In jiingster Zeit wurde mit Hilfe von verschiedenen Knockout-Maus-Modellen versucht,
die Bedeutung von Prostaglandinen fiir die ménnliche Fertilitit besser zu verstehen.
Knockout-Miuse fiir PPARy (115), den Prostaglandin D,-Rezeptor (178) und die
Prostaglandin D-Synthase (179) zeigten jeweils keinen Phénotyp, der auf eine
testikuldre Entwicklungsstorung oder Infertilitit schlieBen ldsst. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Daten liefern dafiir eine mogliche Erkédrung, da ndmlich 15d-PGJ,, der
Hauptmetabolit von PGD,, nicht tliber die in den Knockout-Modellen genetisch
deletierten Rezeptoren wirkt, sondern, wie hier beschrieben, iiber einen PPARY-
unabhéngigen Mechanismus, der zu einer Produktion von ROS fiihrt.

In Knockout-Miusen wurden die Gene fiir COX-17"- und COX-27" deletiert, die
essentiell fiir die Synthese der Prostaglandine sind. Die geziichteten Méuse wiesen
daher keine endogene Prostaglandinproduktion mehr auf und verstarben bereits
perinatal. In der Pathologie fand sich ein offener Ductus arteriosus Botalli, jedoch keine
testikuldre Entwicklungsstérung (180). Da die COX-17/COX-2""-Knockout-Miuse
jedoch bereits perinatal verstarben, war eine Aussage liber mogliche Auswirkungen auf
die postnatale Entwicklung des Hodens nicht moglich. Die hier vorgelegte Studie soll
durch ihre Untersuchungen einen weiteren Beitrag zum Verstidndnis der

physiologischen Funktion von Prostaglandinen in der testikuldren Entwicklung leisten.
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Zum gegenwirtigen Zeitpunkt wird kontrovers diskutiert, ob 15d-PGJ, ein endogener
Botenstoff, z.B. der lang gesuchte PPARYy-Ligand, oder lediglich ein Abbauprodukt von
Prostaglandinen ohne wirkliche physiologische Relevanz ist (160). Nach wie vor ist
unbekannt, welcher Stoffwechselweg der 15d-PGJ,-Entstehung in vivo zu Grunde liegt,
denn bisher wurde kein Enzym gefunden, welches die Bildung von
15d-PGJ, in vivo katalysiert. Weitgehende Einigkeit besteht in der Literatur jedoch
dartiber, dass die von PGD, abstammenden J-Klasse-Cyclopentenon-Prostaglandine in
vivo produziert werden. Dies basiert auf der Beobachtung, dass 15d-PGJ, eine natiirlich
vorkommende Komponente der menschlichen Korperfliissigkeiten darstellt. So konnten
verschiedene Wissenschaftler 15d-PGJ, im Urin gesunder menschlicher Probanden
nachweisen (171, 172). Hirata und Mitarbeiter zeigten, dass PGD, der natiirliche
Vorldufer der J-Klasse Prostaglandine ist. Dazu mallen sie die Zunahme der J-Klasse-
Prostaglandine im Urin von Affen nach PGD,-Infusion (171). Die Autoren zeigten
ferner, dass nach Gabe des Cyclooxygenase-Hemmers Indomethacin die Konentration

der J-Klasse-Prostaglandine im Urin abnimmt.

Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAID) wie Indomethacin, die die Cyclooxygenasen
inhibieren, gehdren zu den am weitesten verbreiteten Pharmaka tiberhaupt. Es ist
bekannt, dass bei chronischer Einnahme von NSAID Nebenwirkungen auftreten, die in
direktem Zusammenhang mit der Hemmung der Prostaglandinsynthese stehen, wie z.B.
die Entstehung von gastrointestinalen Ulzera und die Einschriankung der Nierenfunktion
durch den Mangel von Prostaglandin E,. Uber mogliche Nebenwirkungen auf den
ménnlichen Reproduktionstrakt bzw. die Fertilitdt hingegen ist wenig bekannt. Mit dem
Cyclooxygenase-Inhibitor Indomethacin beschichtete Implantate fiihrten in ménnlichen

Ratten zu einer reduzierten Fertilitdt (181).

Versucht man nun, die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse in das Gesamtbild der
bisherigen Erkenntnisse tiber die Bedeutung von Prostaglandinen fiir den ménnlichen
Reproduktionstrakt einzuordnen, so wird deutlich, dass es noch viele ungeklirte Fragen
gibt. Vermutlich kommt es unter bestimmten Bedingungen im Interstitium des Hodens,
in dem sich die Leydigzellen befinden, zu Veridnderungen der 15d-PGJ,-Konzentration.
Entziindungen (Orchitis) konnten eine Erhohung der lokalen 15d-PGJ,-Spiegel
bewirken. Erniedrigte 15d-PGJ,-Spiegel im Hoden konnten hingegen z.B. unter
NSAID-Therapie auftreten.
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Ferner stellt sich die Frage, ob es altersabhingig, z.B. im Rahmen der
Pubertitsentwicklung, zu physiologischen Verdnderungen der lokalen 15d-PGJ,
Konzentrationen kommt. Auf Grund des Fehlens von etablierten Nachweismethoden fiir
15d-PGJ, in Geweben ist diese Frage immer noch schwer zu beantworten.

Es ldsst sich vermuten, dass Verdnderungen der 15d-PGJ,-Spiegel im Hoden
Auswirkungen auf die physiologische Funktion der Leydigzellen haben. Unter
Umsténden tritt also die in dieser Arbeit in vitro beobachtete Apoptose der Progenitor-
Leydigzellen auch in vivo auf, mit moglichen Konsequenzen zum Beispiel fiir die
Testosteron-Sekretion oder die Hodenentwicklung.

In Hodenbiopsien infertiler Méanner konnte im Vergleich zu Méinnern mit normaler
Speramtogenese eine erhohte Apoptoserate mit Arrest der Spermatogenese
nachgewiesen werden (182). Inwiefern jegliche Apoptose im Hoden als pathologisch
einzustufen ist, bleibt jedoch fraglich, da ja die Apoptose ebenfalls ein physiologischer
Prozess ist, der wichtig fiir die Gewebs-Homoostase und zur Beseitigung geschadigter
Zellen ist. Insbesondere ist unklar, welche Auswirkungen die Apoptose der
Leydigzellen bzw. ihrer Vorldufer auf die Funktion des Hodens und der
Spermatogenese hat. Denkbar wire hier, dass es zu einem Androgenmangel bzw.
Hypogonadismus kommen konnte. Dies deutet sich in vorldufigen Ergebnissen an,
welche eine Down-Regulation des Steroid-Biosynthese-Markers Star zeigen. Die
Progenitor-Leydigzellen konnten in diesem Zusammenhang spezielle Bedeutung haben,
da sie die physiologische Reserve fiir die Regeneration der Leydigzellen im adulten
Hoden darstellen. Dartiber hinaus kénnten Sie zu Beginn der Pubertit eine wichtige
Rolle spielen konnten (5).

Wie in dieser Arbeit gezeigt, ldsst sich die Apoptose der Progenitor-Leydigzellen durch
Zugabe von Anti-Oxidantien vollstindig unterdriicken. Es ist bekannt, dass sich im
Sperma infertiler Médnner erh6hte Konzentrationen von ROS finden (136, 137). Es stellt
sich daher die Frage, ob die Behandlung mit Anti-Oxidantien eine therapeutische
Option zur Behandlung von Fertilitidtsstorungen und eventuell auch Androgen-
Mangelzustanden eroffnet.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit lassen vermuten, dass das Prostaglandinderivat
15d-PGJ, eine Rolle als physiologischer Regulator der Leydig-Zellfunktion besitzt.
Weiterfiihrende Untersuchungen in vivo sind notwendig, um diese Vermutung zu

bestétigen.
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Zusammenfassung

Im Zusammenhang mit Fertilitdtsstudien wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss
des Prostaglandinderivates 15d-PGJ, auf Progenitor-Leydigzellen der Ratte untersucht.
Es zeigte sich eine deutliche Vitalitditsminderung nach Behandlung mit 15d-PGJ,. Bei
der Analyse mittels Durchflusszytometrie und Western-Immunoblot konnte
nachgewiesen werden, dass 15d-PGJ, Apoptose induziert.

Durchflusszytometrisch wurde mittels Farbung mit Annexin-V eine vermehrte
Externalisierung von Phosphatidylserin nachgewiesen. In der Westernblotanalyse fand
sich eine Aktivierung der Caspasen 3 und 9 sowie des proapoptotischen BADs.
AuBerdem wurde eine generelle Stressreaktion beobachtet, die sich in der Aktivierung
von HSP zeigte.

Durch Verwendung von Agonisten und Antagonisten fiir den nukledren Rezeptor
PPARY, wurde festgestellt, dass die vermittelte Apoptose unabhéngig von diesem
PPAR-Rezeptor ist. Uber den Westernblot wurde eine Aktivierung der MAP-Kinase
JNK und des Tumorsuppressors p53 nachgewiesen .

Im Medium der mit 15d-PGJ, behandelten Zellen wurde ein rascher Anstieg der
Konzentration von Reactive Oxygen Species (ROS) gemessen. Gleichzeitige
Behandlung der Zellen mit 15d-PGJ, und dem Antioxidant N-Acetylcystein hemmten
den apoptotischen Effekt.

Aus diesen Befunden wurde gefolgert, dass zunidchst Reactive Oxygen Species
freigesetzt werden, welche nachfolgend die MAP-Kinase JNK und den
Tumorsuppressor pS3 aktivieren. Hieriliber ausgelost wird die Kaskade der Caspasen
und anderer pro-apoptotischer Faktoren.

Da in der Literatur ein Zusammenhang zwischen den Prostaglandin-Konzentrationen im
Hoden und der Testosteron-Sekretion vermutet wird, ist 15d-PGJ, ein moglicher
Kandidat fiir die parakrine Regulation der Testosteron-produzierenden Leydigzellen.
Genauere Kenntnisse tiber die Funktion der Prostaglandine im Hoden, tiber ihre Effekte
und die Kontrolle ihrer Fluktuationen, wie sie bei entziindlichen oder kanzerogenen

Prozessen auftreten, dienen der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien.
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8 Anhénge

8.1 Abkiirzungsverzeichnis
Abb. Abbildung
ALC adulte Leydigzellen
AIDS Aquired Immune deficiency Syndrom
cm Zentimeter
BSA bovines Serumalbumin
cAMP cyclo-AMP
COX Cylooxygenase
Ct Kontrolle
°C Grad Celsius
cyPG cyclopentenone Prostaglandine
DNA Desoxyribonukleinsiure
ERK extrazelluldre Signal-regulierte Protein Linase
et al. und Mitarbeiter
FITC Fluoreszeinisothiocyanat
FSH Follikel stimulierendes Hormon
GW 9662 2-Chloro-5-nitro-N-phenylbenzamide
h Stunde
HEPES Hydroxyethyl-Piperazin-1-Ethansulfonséiure
HSD Hydroxysteroid Dehydrogenase
JNK Jun-N-terminale-Kinase
IGF Insulin like growth factor
IL Interleukin
IkB Inhibitor von kappaB
KDa Kilo Dalton
kg Kilogramm
LH Luteinisierendes Hormon
MI1-2 Marker 1-2
M Molar
ug Microgramm
mg Milligramm
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ml
NAC
NfkB

PBS

Zvad
15d-PGJ,
T7-AAD

Milliliter

N-acetylcystein

Nuclear faktor kappaB

phosphoryliert

phoshat buffered saline= Phosphat gepufferte Kochsalzlsung
Prostaglandine

Progenitor-Leydigzellen

Propidiumjodid
Peroxisome-Proliferator-aktivierter Rezeptor
reactive oxygen species= freie Radikale
Rosiglitazone

Sekunde

stress-activated protein kinase

Steroid transcription activated regulator
Tumor Nekrose Faktor

Tumor growth factor

Thyroidea Stimulierendes Hormon
Umdrehungen pro Minute

Volt
N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(Ome)-fluoromethylketone
15-deoxy-A'>"*-prostaglandin J,

7-Actino-Aminomycin D
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Apoptose dosisabhéngig.

Abbildung 19: NAC verhindert den Anstieg von p53 und pJNK 46
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