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1 EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Endokrine Steuer ungsmechanismen

Hormone dienen sowohl im menschlichen als auch in tierischen Organismen as mobile
Botenstoffe, deren Nachricht in der Zielzelle in ein Signal ungesetzt wird, welches
Auswirkungen auf den gesamten Organismus auslbt. Sie werden im Menschen und im
Primaten von den endokrinen Organen Hypothalamus, Hypophyse, Schilddrise, Pankreas
und Nebenniere produziert, um dann in das Blut sezerniert zu werden. Gebunden an
Tragerproteine gelangen sie via Blutkreidauf zu ihren Zielzellen. Wahrend die Hormone
der Schilddruse (L-Trijodthyronin, L-Thyroxin), des Pankreas (Insulin) und der
Nebennieren (Corticoide) den menschlichen Organismus zeitlebens kontinuierlich
beeinflussen, kommt den Hormonen des Hypothalamus und der Hypophyse ertsmals
besondere Bedeutung zu Beginn der Pubertét zu.

In den Zellen des Hypophysenvorderlappens wird das Gonadotropin Releasing Hormon
(GnRH) produziert und pulsatil an das Zielorgan Hypophyse entlassen Dort stimuliert es
die Zellen , die Gonadotropine Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel stimulierendes
Hormon (FSH) zu produzieren. LH und FSH wirken sowohl im mannlichen als auch im

weiblichen Organismus auf die Keimzellreifung ein.

1.2 Hormonelle Regulation der Keimzellreifung

Im weiblichen Organismus erfolgt diese wahrend des monatlichen ovulatorischen Zyklus.
Die im Ovarium ansassigen Granulosazellen der Primérfollikel sind die Zielzellen des
FSH, welches die Zellen zur Produktion von Ostradiol veranlaft. Dieses tragt zur Reifung
der Follikel bei und der Anstieg dieses Hormons sorgt fir eine negative Rickkopplung des
FSH: Ostradiol hemmt die Ausschiittung von GnRH, so dal die FSH Produktion
unterbleibt. In dem Male wie der Ostradiolspiegel nun ansteigt, sinkt der FSH-Spiegel.
Durch diesen Mechanismus wird das Wachstum nur eines dominanten Follikels geférdert,
woflr zudem das von den Granulosazellen sezernierte Inhibin sorgt, das die FSH
Freisetzung hemmt. Das Ende der Follikelphase wird durch den LH Puls eingeleitet.
Ostradiol bewirkt die Freisetzung des LH aus der Hypophyse, welches zur Ovulation fuhrt,
die den Beginn der Lutealphase signalisiert. Unter dem Einflul® von LH schaltet der grofite
Teil der Granulosazellen auf die Produktion von Progesteron um, daher sind Ostradiol und
Progesteron die charakteristischen Hormone dieser Zyklusphase. Sie hemmen nun die

Ausschittung der gonadotropen Hormone durch Suppression der hypothalamischen
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GnRH-Sekretion und verhindern somit ein Heranreifen weiterer Follikel im Falle einer
Befruchtung der Eizelle.

Neben der Steuerung der Gonadotropinsekretion sind die weiblichen Hormone Ostradiol
und Progesteron essentiell fir die Knochenbildung und Brustbildung, des weiteren wirken
sie antagonistisch auf den Lipidstoffwechsel ein: wahrend Ostradiol einen anabolen Effekt

erzielt, kommt dem Progesteron eine katabole Wirkung zu.

Im ménnlichen Organismus sind die Ziele der Gonadotropine zum einen die Sertoli-, zum
anderen die Leydig Zellen; beide Zelltypen befinden sich im Hodengewebe. Die Leydig
Zelle bewerkstelligt die Interaktion mit LH, welches sie zur Produktion von Testosteron
veranlal¥. Dieses wirkt nun auf die Sertoli Zellen ein, welche Rezeptoren sowohl fur
Testosteron als auch fir FSH besitzen . Daher wird angenommen, dal3 Testosteron und
FSH zusammen Uber die Sertoli Zelle auf die Spermatogenese einwirken. Wéhrend die
Keimzellen im weiblichen Organismus bereits in der Embryonalentwicklung die erste
meiotische Reifetellung beginnen und in diesem Stadium bis zum Eintritt der Pubertat
arrettiert sind, liegen sie im Hoden zu Beginn der Pubertét in Form der Spermatogonien
vor, die noch den diploiden Chromosomensatz aufweisen. Durch die Nahrfunktion der
Sertoli Zellen durchlaufen die Spermatogonien zunachst weitere mitotische Teilungen. Zur
Vorbereitung der ersten meiotischen Reifeteilung wird ein tetraploider Chormosomensatz
angelegt, es entsteht ein primérer Spermatozyt. Nach der ersten Meiose gehen aus einem
priméren Spermatozyten zwei sekundare Spermatozyten hervor; sie beinhalten einen
haploiden Choromosomensatz als Duplikat. Aus einem sekunddaren Spermatozyten
entstehen dann nach der zweiten Meiose zwei haploide Spermatiden. Diese teilen sich
nicht mehr, sondern differenzieren sich zu elongierenden Spermatiden und schliefdich zu
Spermien.

Testosteron Ubt eine negative Rickkopplung auf den Hypothalamus aus und hemmt dort
die Sekretion der Gonadotropine. Weiterhin wirkt das von den Sertoli Zellen sezernierte
Inhibin zusétzlich hemmend auf die FSH-Produktion. Neben der parakrinen Wirkung auf
die Spermatogenese beinflul® Testosteron zudem als endokrine Komponente die
sekundaren mannlichen Geschlechtsmerkmale, den Kehlkopf, die Knochendichte, das

Haarwachstum, und die Funktion der reproduktiven Organe.
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=1 Seroli-Zelle
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der hormonellen Regulation der Keimzellreifung beim
Mann. Stimulierende Einflisse der Hormone durch ,+“, hemmende Einflisse durch ,-*
gekennzeichnet (in: Nieschlag et al., 1999).
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1.3 Bedeutung von LH fir die Spermatogenese

Mit Einsatz der Pubertét beginnt die Hypophyse mit der pulsatilen Freisetzung des LH,
welches essentiell ist fur die Produktion des Testosterons in den Leydig Zellen des Hodens.
In Zusammenwirkung mit FSH setzt es dann die erste Spermatogenesewelle in Gang, die
von der Spermatogonie bis zum reifen Spermium im menschlichen Organismus 64 Tage
dauert. FUr Patienten mit hypogonadalem Hypogonadismus ist daher eine pulsatile
Verabreichung von GnRH oder den Gonadotropinen LH und FSH die Therapie der Wahl,
um die Spermatogenese zu initiieren (Burgues et al., 1997).

Unter normalen Physiologischen Bedingungen produziert das testikulare Keimzellgewebe
3-7 Millionen Spermien pro Gramm Hodengewebe pro Tag. Unverzichtbar fur die
Aufrechterhaltung der Spermatogenese ist die Bereitstellung von LH und FSH (Ubersicht:
Weinbauer und Nieschlag, 1993). Dies wurde am Beispiel eines hypophysektomierten
Patienten besonders offensichtlich, der ohne endogene LH und FSH Produktion und nur
durch Testosteronsubstitution zeugungsfahig war. Die FSH Wirkung wurde hier durch eine
konstitutiv aktive Mutation im FSH Rezeptor kompensiert, der ohne Bindung an FSH
funktionierte (Gromoll et al., 1996).

1.4 Organisation des testikularen Gewebes

Der Hoden dient sowohl der Reifung der Gameten als auch der Steroidbiosynthese. Die
zwel  morphologisch und funktionell unterschiedlichen Kompartimente des Hodens
nehmen diese Aufgaben wahr: Die Keimzellreifung erfolgt in den Tubuli seminiferi, die
Testosteronsynthese in den im Interstitium ansassigen Leydig Zellen (de Kretser et al.,
1995).

Das tubulére Kompartiment umfal etwa 70% des Hodenvolumens und ist durch
bindegewebige Septen in etwa 250 — 300 Lobuli unterteilt, von denen jedes ein bis drei
stark aufgeknauelte Tubuli seminiferi enthalt. Neben den Keimzellen sind zusétzlich die
peritubuléren Zellen und die Sertoli Zellen im Tubulus vorhanden.

Die peritubuléaren Zellen (Myofibroblasten) sind ein Bestandtell der den Tubulus
umgebenden Lamina propria. Als gering differenzierte Myozyten enthalten sie Aktin vom
Typ der glatten Muskulatur, das sie befahigt, Kontraktionen auszulben, die sich im
Tubulus as peristaltische Welle ausbreiten. Diese Funktion trégt wahrscheinlich zum

Transport der reifen Spermien bei.
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Die Sertoli Zellen sind in das Keimzellepithel eingebettete somatische Zellen, die etwa
einen Anteil von 35 % — 40 % am Keimepithel einnehmen. Sie sind der Basalmembran
aufgelagert und koordinieren die Spermatogenese, sind sie doch verantwortlich fur das
Hodenvolumen und die Spermienanzahl im Erwachsenenalter. Jede Sertoli Zelle steht
morphologisch und funktionell in Kontakt mit einer definierten Anzahl von Spermien, die
in Abhangigkeit von der Spezies variiert. Im menschlichen Hoden sind durchschnittlich
vier Spermien, in der Ratte etwa zehn mit jeweils einer Sertoli Zelle verbunden.
Sekretionsprodukte der Sertoli Zellen sind Proteine, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Opioide, Steroide, Prostaglandine, Zellteilungsfaktoren, etc., mit deren Hilfe sie sowohl
topographisch als auch funktionell Einflud auf die Spermatogenese ausiiben. Die Sertoli
Zellen durchlaufen mitotische Zellteilungen bis zum Einsatz der Pubertét. Sobald die
Keimzellen mit der ersten meiotischen Teilung beginnen, endet die Teilungsfahigkeit der
Sertoli Zelen. Zu diesem Zeitpunkt stehen die Sertoli Zellen durch tight junctions
miteinander in Verbindung und bilden somit die Blut-Hoden Schranke. Diese isoliert die
haploiden und damit antigenen Keimzellen vor einem Angriff des Immunsystems und
macht den Hoden somit zu einer immunologisch privilegierten Region, in der ein

gleichbleibendes Milieu optimal fur die Reifung der Keimzellen gewahrleistet ist

1.5 Die Leydig Z€dlle

Im humanen Organismus umfald der interstitielle Raum etwa 12 % - 15 % des
Hodenvolumens und beinhaltet neben den fir die Testosteronbiosynthese verantwortlichen
Leydig Zellen auch Zellen des Immunsystems, Blut- und Lymphgefél3e, Nerven und
Bindegewebe.

Die Leydig Zellen wurden erstmalig 1850 von Franz Leydig beschrieben. Sie besetzen
etwa 10 % - 20 % des Interstitiums und bilden daher eine quantitativ kleine Population..
Die Leydig Zellen differenzieren sich aus mesenchymalen Zellen und Fibroblasten
dhnlichen Zellen im Interstitium, ihre Proliferation wird durch LH gesteuert.
Charakteristisch fur adulte Leydig Zellen ist das stark ausgeprégte glatte endoplasmatische
Retikulum, das fur die Testosteronbiosynthese essentiell und auch fur andere Steroid

produzierende Zellen typisch ist.
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1.6 Testosteronbiosynthese

Testosteron wird in den Leydig Zellen de novo synthetisiert, da diese keine
Speichermdglichkeit fir das Hormon besitzen. Pro Tag wird esin einer Menge von 6-7 mg
produziert. Ausgangsprodukt ist das Cholesterol, dessen steroidales Grundgerist Uber
mehrere Intermediate, die ihrerseits als Androgene wirksam sind, zu Testosteron oxydiert
wird. Cholesterol gelangt entweder duch Rezeptor vermittelte Endozytose in die Leydig
Zelle oder es wird ausgehend von Acetyl-Coenzym A de novo synthetisert und
anschlieffend in Form von Lipidtropfchen gespeichert.

Cholesterol wird zundchst in die Mitochondrien eingeschleust, wo es an der inneren
Mitochondrienmembran durch Cytochrom P450ssc (ssc=side change cleavage) zu
Pregnenolon umgewandelt wird. Dies findet Eintritt in das glatte endoplasmatische
Retikulum und wird dort zunéchst in Progesteron und weiter in 173-Hydrxyprogesteron
umgewandelt. In Abhangigkeit von der Position der C-C-Doppebindung im 17a
Hydroxyprogesteron stehen zwei verschiedene Stoffwechselwege zur Verfiigung. Uber
den ?4 Weg (C-C-Doppelbindung zwischen 4. Und 5. C-Atom) wird Uber Androstendion
zu Testosteron oxydiert. Im Falle einer G C-Doppelbindung zwischen 5. und 6. GAtom
wird das Molekil als Dehydroepiandrostendion definiert, welches Uber Androstendiol zu
Testosteron hydroxyliert wird (75 Weg). Dieses bildet das Ausgangsprodukt fur die
extratestikuldre Produktion wvon Ostrogenen (Hall, 1994), wahrend fur 173
Hydroxyprogesteron und Progesteron noch keine unmittelbare Funktion im Hoden
bewiesen werden konnte.

Eine weitere Produktionsstdtte fir androgene Hormore bildet die Nebenniere, jedoch

werden von ihr nur etwa 5 % der Androgensynthese bewerkstelligt.

1.7 Der LH Rezeptor

Voraussetzung fur die Synthese des Testosterons ist die einwandfreie Funktion des
Rezeptors fur das Luteiniserende Hormon (LHR), Ubersetzt er doch die hormonelle
Botschaft des LH in das Signal fir die Testosteronbiosynthese. Der LHR zahlt zur Familie
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und wird in den Leydig Zellen des Hodens

exprimiert.
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1.7.1 Genetische Organisation des LH Rezeptors

Der den humanen LHR codierende Genabschnitt befindet sich auf dem Chromosom 2p21
(Rousseau-Merck et al., 1990) und umfasst 11 Exons. Exon 1 codiert das Signal Peptid,
welches das fertige Protein in das Endoplasmatischen Retikulum einschleust und in 5’
Richtung vor dem Startcodon der Proteintranslation (ATG) liegt (Minegishi et a., 1990).
Die Exone 2-10 codieren die extrazellul&re Doméne, die fur die Ligandenbindung
verantwortlich und Uber eine , hinge-region” mit der Transmembrandomane verbunden ist
(Braun et a., 1991). Exon 11 codiert fUr die Transmembrandomane, deren Struktur der
sieben membrandurchspannenden a-Helices charakteristisch fur die Familie der G Protein
gekoppelten Rezeptoren ist. Diese Helices sind durch drei extrazellulare und drei
intrazelluldre Loops miteinander verbunden, wobei der vierte im C-Terminus endende
intrazelluldre Loop die G-Protein Interaktion bewerkstelligt (Atger et a., 1995;
Huhtaniemi et al., 2000).

Exon 1 2345 7,8 9 1 1

LHR Gen

% Protein

A AL A

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des humanen LHR Gens und des LHR Proteins. LHR
Gen: Offene Baken zeigen Exonabschnitte an, die den untrandatierten Bereich der mRNA
codieren. Gefillte Balken zeigen Protein codierende Sequenzen an. Die Genabschnitte sind nicht
im Mal3stab gezeichnet. Gestrichelte Linien reprasentieren die Grenzen zwischen ExorvIntron bzw.
einzelnen Proteindomédnen. Exon 1 codiert das Signalpeptid und einen kleinen Tell der
extrazelluldren Doméne. Die folgenden 9 Exons codieren den Rest der extrazelluldren Doméne.
Exon 11 ist das gréfite und codiert fur die Transmembrant und Signaltransduktionsdoméne. LHR
Protein: Waagerecht schraffierte Balken stellen das Signal peptid dar, die kreuzférmig schraffierten
Baken stehen fir die sieben Segmente der Transmembrandoméne. Zahlen unterhalb des
Proteinschemas zeigen Start und Ende des Signapeptides bzw. Lénge des gesamten Protein
Produkts inklusive Signal Peptid an. Numerierte Dreiecke markieren Glykosylierungspositionen.
(nach: Themmen und Huhtaniemi, 2000).
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1.7.2 Signaltransduktion

Im Falle einer Bindung des Hormons LH an die extrazellulare Domane des LHR erfolgt
die Aktivierung des G Proteins (G fur Guanylnukleotid). Dieses setzt sich ausdrei mita, b
und g bezeichneten Untereinheiten zu einem zunéchst inaktiven G Protein zusammen. Der
Hormon-Rezeptor-Komplex bewirkt durch Katalyse des G-Protein gebundenen GDP zu
GTP die Freisetzung der a-Untereinheit (G,-GTP = stimulatorisches G-Protein), die dann
die Adenylatzyklase a's Effektorprotein aktiviert. Durch Einwirkung der Adenylatzyklase
wird ATP zu cAMP umgesetzt, welches die regulatorische Untereinheit der
Proteinkinase A aktiviert und damit die Testosteronbiosynthese aus Cholesterol startet. Ein
einziger Hormon Rezeptor Komplex ist in der Lage, viele Ga-GTP Molekile zu erzeugen,

wodurch das Hormonsignal verstarkt wird.

Das in der Hypophyse produzierte LH findet in allen Primaten sein Gegenstiick in dem in
der Plazenta produzierten Choriongonadotropin (CG). Beide zdhlen zusammen mit dem
follikelstimulierenden Hormon (FSH) und Thyrotropin (TSH) zur Familie der
heterodimeren Glycoproteinhormone, bestehend aus einer a- und ener b-Untereinheit.
Obwohl die b-Untereinheiten jeweils die Spezifitdt jedes der Hormone determinieren,
weisen sie eine starke Strukturdhnlichkeit auf. Zwischen LHb und CGb besteht eine
Homologie von 85% in den ersten 114 Aminosauren (Shome et al., 1973). Das CG
stimuliert in der frihen Schwangerschaft die Produktion von Steroiden in der fetalen
Nebennierenrinde und halt die Progesteron und Ostrogenproduktion im mitterlichen
Organismus aufrecht, bis die Plazenta selbst diese Aufgabe Gbernimmt.

Aufgrund der enormen Strukturahnlichkeit zwischen CG und LH kdnnen beide Hormone
an den LHR binden und dadurch die Signaltransduktionskaskade in Leydig Zellen bzw.
Granulosazellen starten. In der Literatur findet man daher haufig die Bezeichnung LHCGR
fur den LHR.

1.7.3LHR Expression

Der LHR wird vorwiegend in den verschiedenen Zelltypen der Androgen abhadngigen
Gewebe exprimiert. Wahrend man ihn im Ovarium in den Theca- und Granulosazellen des
reifen Follikels antrifft, wird er im Hoden ausschliefdich in den interstitiellen Leydig

Zellen exprimiert.
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AulRerhalb dieser Gewebe konnte der LHR auch in androgen unabhadngigen Geweben
nachgewiesen werden. So konnte beispielsweise sein Vorkommen in humaner Plazenta
und fetalen Membranen (Reshef et al., 1990), Gerhirn (Lei et a., 1993), in der Prostata von
Mensch und Ratte (Reiter et al., 1995; Dirnhofer et a., 1998), in der Nebennierenrinde von
Ratte und Maus (Kero et a., 2000), im Uterus von Mensch, Schwein und Maus (Reshef et
a., 1990, Derecka etal., 1995, Stepien et al., 2000, Zheng et al., 2001) und in menschlichen
Spermien (Eblen et al., 2001) nachgewiesen werden. Die Funktion des Rezeptorsin diesen

Geweben ist noch unklar.

1.8 Stérungen der endokrinen Regulation

Bei Funktionsstorungen der Hypothalamus-Hypophysen Achse kann es zu Auswirkungen
auf die Gonadotropinproduktion kommen. So ist beispielsweise bel der X Chromosomal
gekoppelten Form des Kallmann Syndroms (hypogonadotroper Hypogonadismus) eine
abnormale Lage der GnRH Neuronen festzustellen, die zu einer Entwicklungsstérung des
olfaktorischen Traktes fuhren (Seminara et a., 1998). Umgekehrt kdnnen auch eine
Vielzahl von Tumoren, Stoffwechselkrankheiten, Trauma und Stress zu abnorma
niedrigen Gonadotropinspiegeln fuhren, wahrend bei verfrihter Pubertdt und priméarem
Hypogonadismus pathologisch erhdhte Gonadotropinwerte festzustellen sind (Grumbach
MM, 1998, Thorne et al., 1998).

Storungen in der Gonadotropinwirkung kénnen zudem durch Gonadotropinresistenz des
Hodens bedingt sein, wodurch sich ein hypergonadotroper Hypogonadismus auspragt.
Ursachlich dafir sind anatomische und /oder strukturelle Abnormalitéten, die auf einer
gestorten Gonadenentwicklung beruhen (Carr BR et a., 1998). Eine der bekanntesten
genetischen Ursache der Gonadotropinresistenz des Hodens ist das Klinefelter Syndrom
mit der gonosomalen Zusammensetzung XXY, das mit einer eingeschrankten Virilisation
und Spermatogenese einhergeht, ebenso wie die Trisomie 21. Weiterhin konnen
Spermatogenesestérungen  erworben werden, z.B. durch Autoimmunerkrankungen,
neorologische Erkrankungen, Bestrahlungstherapie, AIDS, Drogen und Umweltnoxen
(Griffin et al., 1998).
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1.9 LH Rezeptor Mutationen
Dader LHR fur die LH Wirkung essentiell ist, kdnnen sich in Abhangigkeit von Art und
Umfang der Mutation erhebliche Auswirkungen auf die Testosteronproduktion ergeben

und somit die Spermatogenese beinflussen.

1.9.1 Aktivierende M utationen

Die aktivierenden LHR Mutationen waren die ersten LHR Mutationen, die entdeckt
wurden. 1981 gab es den Fall eines Jungen mit ungeklarter verfrihter Pubertdt, die
Hypophysen unabhangig war. Diagnostiziert wurde en beidseitig vergrofertes
Hodenvolumen bereits im Alter von 3 — 4 Jahren, sowie erhohten Testosteronwerten,
niedrigen LH und FSH Werten und eine typisch prépubertdre Antwort auf den GnRH
Stimulationstest (Schedewie et a., 1981, Rosenthal et a., 1983, Frost, 1985). Es handelte
sich um eine familiare Form der auf das mannliche Geschlecht bezogenen verfrihten
Pubertdt (male—limited precocious puberty = FMPP), die ein autosoma dominantes
Vererbungsmuster aufweist (Egli et a., 1985). Dieses Syndrom konnte auf Mutationen im
LHR zuriickgefuhrt werden, die den Austausch einzelner Aminosduren bewirkten (Kremer
et al., 1993, Shenker et a., 1993). Diese ersten entdeckten Mutationen wurden im Bereich
der sechsten transmembranédren Helix entdeckt, die an den dritten intrazelluléren Loop
anschliefdt und lassen daher den Schlul3 zu, dal3 diese Rezeptor Region in die GProtein
Bindung involviert ist.

Mittlerweile sind mehrere aktivierende LHR Mutationen entdeckt worden, die fast ale im
Bereich der sechsten Transmembran Helix und dem dritten intrazelluldren Loop liegen, so
daR dieser Bereich einen Hot Spot fir Mutationen aufweist (Ubersicht in Huhtaniemi,
2000).

1.9.2 Inaktivierende LHR Mutationen

Das Vorhandensein einer inaktivierenden LHR Mutation kann von einer Leydig Zell
Hypoplasie bis hin zu einer vollstandigen Leydig Zell Aplasie fihren. Unabhangig vom
Alter it diessr Zustand in mehreren Falbeispilen in prdpubertéren Jungen, bei
jugendlichen Mannern und bei erwachsenen Méannern beschrieben worden (Brown et al.,
1978, Wu et a., 1984, Arnhold et al., 1985). Ebenso wurde 1976 der Fall einer 35 jahrigen
Frau mit Pseudohermaphroditismus beschrieben. Die Frau wies den Genotyp 46, XY auf
und zeigte erhthte LH Werte, normale FSH Werte und extrem niedriges Testosteron.
Durch einen GnRH Stimulationstest konnte erwartungsgemald eine LH Antwort erzeugt

10
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werden, jedoch blieb die Testosteronproduktion nach Stimulation mit hCG aus. Die
Patientin wies weibliche &uRere Genitdien auf und hatte zwei abdominale Hoden
entwickelt, die mit Nebenhoden und ableitenden Vasa deferentia ausgestattet waren,
Mdller’ sche Gange waren jedoch nicht nachweisbar. Die mikroskopische Untersuchung
des Hodengewebes zeigte das Vorhandensein von Tubuli seminiferi mit normal
aussehenden Sertoli Zellen und vereinzelten unreifen Keimzellvorstufen, Leydig Zellen
jedoch fehiten (Berthezéne et al., 1976).

Da in alen bekannten Féalen der Leydig Zell Hypoplase eine Antwort auf hCG
Stimulation ausbleibt wurde postuliert, dal3 sich aufgrund einer unzureichenden LHR
Expression oder LHR Funktion die Vorstufen der Leydig Zellen nicht entwickeln konnten
(Schwartz et a., 1981, David et al., 1984, MartinezMora et al., 1991). Es wird
unterschieden zwischen der schweren und der leichten Form der Leydig Zell Hypoplasie.
Die schwere Form geht mit mannlichem Pseudohermaphroditismus und kompletter
Blockade der hCG Antwort einher, wahrend bei der leichten Form eingeschrénkte hCG
Stimulierbarkeit und abhangig davon entsprechende Veranderungen im Phanotyp, z.B.
Mikropenis zu beobachten sind (Toledo et al. 1985, Toledo et al., 1992).

Bis heute sind zahlreiche inaktivierende Mutationen des LHR in verschiedenen Spezies
entdeckt worden, welche durch Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen von
Nukleotiden zu einer Verschiebung des offenen Leserahmens fiihren kdnnen (Mirashi et
a., 1997, Stavrou et al., 1998).

Generell kdnnen Mutationen posttranskriptional entweder unbemerkt bleiben, wenn z. B.
trotz Punktmutation dieselbe Aminosdure kodiert wird (,sllent Mutation), oder zur
Veranderung der Aminosduresequenz und damit oftmals zu funktionellen Stérungen
(aktivierende oder inaktivierende Mutation) fihren.

1.10 Funktion des Testosterons

Besteht eine LHR Funktionsstérung, kommt es in den meisten Falen zu den bereits
geschilderten systemischen Auswirkungen auf die Hypothaamus — Hypophysen —
Gonaden Achse und zur Auspragung von Krankheitsbildern wie Pubertas praecox,
Pseudohermaphroditismus und Leydig Zell hypoplasie. Da ein funktionell eingeschrankter
LHR das LH mdglicherweise nicht in der richtigen Konstellation binden kann, bzw. die G-

Protein Kopplung fehlerhaft ist, kann die Testosteronsynthese nur unzureichend
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stattfinden. Die genaue parakrine Funktion des Testosteron fir die Spermatogenese ist in

diesen Vorgangen noch nicht vollstandig geklart.

Aus Tierstudien ist jedoch seit langem bekannt, dass Testosteron durch Wirkung auf die
intratubuléren Sertoli Zellen ein starker endokriner und parakriner Stimulationsfaktor der
Spermatogenese ist (Weinbauer und Nieschlag 1996, Schlatt et al., 1997), dessen genaue
Wirkungsweise grofitenteils an Nagern untersucht wurde. So konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Immunisierung gegen den LHR in der Ratte einen Rlckgang der
Spermienanzahl (Graf et al.,1997), und in der Maus sogar mannliche Infertilitat bewirkt
(Remy et al., 1993., 1996).

1.11 Untersuchungen zur parakrinen Funktion des Testosterons

Um die Rolle des Testosterons auf zellulérer Ebene aufkl&ren zu konnen, existieren
verschiedene Methoden der kurz oder langfristigen Entfernung des intratestikul&ren
Testosterons.

Eine Methode bietet die Immunisierung gegen LH oder Testosteron, bel der spezifisch an
das Zielhormon bindende Antikdrper verabreicht werden. Studien in Rhesus Affen
(Macaca mulatta) zeigten nach Immunisierung gegen Testosteron erniedrigte Serum-
Testosteron Werte, jedoch keine  Veranderung der intratestikul &ren
Testosteronkonzentration, der Hodengrosse und der Spermatogenese (Wickings und
Nieschlag, 1978). Suresh et a. (1995) erzielten in Pavianen (Macaca radiata) durch

Immunisierung gegen LH eine Blockade der Spermienproduktion.

Eine weitere Methode, die Testosteronproduktion zu hemmen, ist der Einsatz von GnRH-
Antagonisten, z.B. Cetrorelix, welches sowohl die Synthese von LH als auch von FSH in
der Hypophyse verhindert. Auf diese Weise kann eine Gonadotropindefizienz erreicht
werden, die in Java—Affen (Macaca fascicularis) zur Azoospermie fihrte und durch
Testosteronsubstitution aufgehoben werden konnte (Weinbauer und Nieschlag, 1993,
Weinbauer et al., 1998; Adam et a., 1999).

Die Intoxikation und damit das Absterben der Leydig Zellen durch Verabreichung von
Ethandimethansulfonat (EDS) hat sich in der Ratte als erfolgreich erwiesen. Es konnten
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erniedrigte Serum- Testosteronspiegel erreicht werden (Bartlett et al., 1986, Sharpe et a.,

1986), was in Java-Affen nicht moglich war (Weinbauer, unveréffentlicht).

Die hier aufgeftihrten Methoden zur Modulation der Testosteronkonzentration wirken zum
Teil ausserhalb der Testosteron produzierenden Leydig Zelle, indem sie entweder LH an
seiner Bindung an den LH Rezeptor hindern (Immunisierung) oder unspezifisch die
Enstehung von LH und FSH verhindern (GnRH-Antagonisten). Die direkt auf die Leydig
Zellen wirkende EDS Behandlung fuhrt wegen der Zerstérung der Leydig Zellen zur
Veranderung des intratestikuldren Milieus, welches fur funktionelle Untersuchungen nicht
winschenswert ist.

Im Gegensatz dazu wirkt die Antisense Oligonukleotid Methode lokal im Zielorgan und
zwar mit Hilfe geeigneter Antisense Oligonukleotide (AON), welche die Trandlation eines

Zielproteins blockieren und somit dessen Expression in der Zelle verhindern.

1.12 Antisense Oligonukleotid (AON) Technologie

Prinzip der Antisense Oligonukleotid Technik ist die Hybridisierung eines Antisense
Oligomukleotid (AON) Molekils an die komplementére Sequenz auf der mRNA, die fir
das Zielprotein kodiert. Ein AON bestent aus einer kurzen Sequenz von 13-20
Nukleotiden. Im Falle einer exakten WatsonCrick-Basenpaarung zwischen AON und
Zielsequenz entsteht ein RNA-DNA-Duplex, so dai3 sich die ribosomalen Untereinheiten
an der Stelle nicht zusammensetzen konnen und daher die Trandlation und somit die
Expression des Zielproteins in der Zelle verhindert wird (Matsukara et al., 1987). Findet
jedoch nur ein Tell der Basen des AONs einen komplementéren Bindungspartner auf der
MRNA, funktioniert dieser Mechanismus nicht, da der Duplex nicht stabil ist. Theoretisch
kann daher jedes beliebige Protein mit bekannter Gensequenz auf diese Weise spezifisch
reprimiert werden. Da im Gegensatz zu genetischen , knock-out® Modellen jedoch das
entsprechende Gen nicht eliminiert, sondern nur an der Translation gehindert wird, spricht

man hier vom genspezifischen ,, knock-down*.
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gene B gene A
L ‘

.pmmfng aB*RREaN%a",

no perfect match = perfect match =
no synthesis inhibition synthesis inhibition

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der AON Wirkung. Die AON (rot) wandern in die Zelle ein
und hybridisieren an mRNA. Das AON kann nur an die mRNA Sequenz binden, die komplementér
zur AON Sequenz ist (siehe Gen A, blau). Andere Gene innerhalb der Zelle dirfen nicht die
gleiche Sequenz wie die Ziel mRNA aufweisen, damit das genspezifische AON nicht binden kann
(sehe Gen B). Der zwischen Gen A und AON gebildete Duplex ist stabil genug, um die
Trandation des codierten Proteins zu verhindern, wahrend die unvollsténdige Bindung an Gen B
einen instabilen Duplex bildet, der die Proteintrandation nicht beeinfluf3t (in: Schlingensiepen et
a., 1997).

Das Wirkungsprinzip der Antisense Oligonukleotide wurde nicht von Menschen erfunden,
sondern kommt urspringlich in enigen Bakterienarten vor, die Oligonukleotide zur
eigenen Genregulation verwenden (Merino et a., 1994).

Erste Versuche, dieses in der Natur etablierte Prinzip zur Trandlationshemmung in vitro
einzusetzen unternahmen 1978 Paul Zameznik und Mary Stephenson. Es gelang ihnen, die
Replikation des Rous-Sarkoma-Virus in infizierten HUhner-Fibroblasten mit Hilfe eines
genspezifischen AONs zu hemmen (Stephenson und Zameznik, 1978). Seitdem fand diese
Technik Einzug in viele Gebiete der Biologie und Medizin, wie z.B. der Immunologie, der
Onkologie, der Virologie aber auch in die Entwicklung von Arnzeimitteln.

Dabei wurde die Methode sowohl in vivo as auch in vitro angewendet. So konnte
beispielsweise die Expression des murinen dOpioid Rezeptors (DOR) sowohl in einer

entsprechenden Zellinie als auch im Nervengewebe der Maus reduziert und damit die
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Antwort auf einen DOR selektiven Agonisten abgeschwéacht werden (Lai et a., 1996). In
humanen und murinen malignen Mesotheliom Zellinien wurde ein AON gegen den
. rransforming Growth Factor [3* (TGF () eingesetzt. TGF R ist an der
Wachstumsregulation der Zelle beteiligt. Durch Verwendung eines entsprechenden AON
wurde die Zdlproliferation in vitro gehemmt und in vivo (Maus) ein Tumorwachstum
eingedammt (Marzo et al., 1997). Gleiches konnte fir eine Mammacarcinom Zellinie
festgestellt werden, die mit einem AON gegen den Transferrinrezeptor behandelt wurde
(Yang et a., 2001). An humanen Monocyten konnte durch ein spezifisches AON die
Sekretion des Interleukin 5 gehemmt werden, das mitbeteiligt ist an der Antigen
induzierten allergischen Bronchitis (Weltman et al., 1998). Im Bereich der
angioplastischen Operationen konnte in der Ratte gezeigt werden, dal3 die Anwendung
eines AON gegen den Transkriptionsfaktor c-myc bel lokaler Anwendung eine
unerwiinschte Restenose des Gefalies verhindert (Di Micco et a., 2002).

Ein AON, welches den Schritt von der Entwicklung zur Anwendung am Patienten bereits
vollzogen hat ist das unter dem Handelsnamen ,Vitravene® (ISIS, Carlsbad, California,
USA) vertriebene AON. Es hat die mRNA des Cytomegdie Virus (CMV) zum Zigl und
wird seit 1999 zur Behandlung von CMV verursachter Retinitis bel AIDS Patienten
eingesetzt (Marwick, 1998, Holmlund et al, 1999, Henry et a, 2001, Geary et a., 2002).

Anhand der verschiedenen aufgefihrten Anwendungsbeispiele wird ersichtlich, in
welchem Ausmal? sie AON Technologie in die verschiedensten Forschungsgebiete Einzug
gehalten hat. Jedoch ist das prinzipiell sehr einfache Wirkungsprinzip nicht immer in
einem in vitro oder in vivo System redlisierbar. Trotz Forschung in diesem Gebiet seit
1978 ist bis jetzt erst ein Medikament auf AON Basis zur klinischen Anwendung und
damit auch zur Marktreife gekommen. Zid lauferder Studien ist es daher, die

pharmakol ogischen Eigenschaften der AON zu optimieren.

1.12.1 AON Modifikation

AON Molekiile bestehen aus kurzen Nukleotidsequenzen, so dal? sie unabhangig von einer
in vitro oder in vivo Anwendung immer dem Angriff von Exo- und Endonukleasen
ausgesetzt sind. Die Halbwertzeit und damit die potentielle Wirkungszeit solcher AON ist
somit sehr kurz und liegt beispielsweise in purem fetalem Ké&lberserum (FCS) bel nur funf
Minuten (Shaw et al., 1991).
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Um die AON zu stabiliseren wurde daher das Phosphodiesterriickgrat der Molekile
modifiziert. Bel der Phosphothioat Modifikation wird dabei ein nicht brickenbindendes
Sauerstoffatom durch ein Schwefelatom ersetzt, wodurch sich die Halbwertzeit in FCS auf
18 Stunden und in herkdmmlichem Zellkulturmedium mit 10 % FCS Zusatz sogar auf tber
eine Woche erhoht (Shaw et al., 1991). Modifiziert man nicht alle im AON vorhandenen
Phosphodiester, sondern beispielsweise nur die ersten Nukleotide des 5'- bzw. 3'-Endes
(end-capped), so wird mit jedem verbleibende Phosphodiester die Halbwertzeit erheblich
herabgesetzt (Hoke et al., 1991).

Eine andere Modifikation bietet die Substitution mit einer neutralen Methylgruppe (CHs)
(Miller et a, 1981). Die Methylphosphonat Oligonukleotide weisen in Ublichen
Zellkulturmedien eine Halbwertzeit von 10 Stunden auf (Tidd et al., 1989). Aufgrund ihres
neutralen Ladungszustandes sind sie schlechter in Wasser 16slich als die negativ geladenen
Phosphorthioat Oligonukleotide. Weiterhin tragt die grof3e Methylgruppe zu sterischen
Behinderungen bei der AON/mRNA Duplexbildung bei. Um die gleiche Wirksamkeit wie
Phosphorthioat  Oligonukleotide zu erzielen, mul3 die Konzentration der
Methylphosphonate daher auf das 20- bis 100 fache erhdht werden (Agris .et al., 1986,
Maher und Dolnick, 1988).

1.12.2 Zeluldre Aufnahme von AON

Je nach Modifikation des AON existieren unterschiedliche Aufnahmemechanismen.
Entscheidend ist zunéchst der Ladungszustand des AON, der entweder negativ geladen
(unmodifizierte oder phosphorthioierte AON) oder neutral (methylphosphoniertes AON)
sein kann.

Unmodifizierte und phosphorothicierte  AON sind polyanionische, hydrophile
Makromolekile mit einem Molekulargewicht von 3000 —10 000 Da. Sie kdnnen nicht
passiv durch die Zellmembran diffundieren. Die Aufnahme in die Zielzelle geschieht
vermutlich durch ein 80 kDa Rezeptorprotein, das polyanionische Molekile wie AON,
Polysulfate oder Dextransulfate transportiert (Yakubov et a., 1989). Der Transportvorgang
wird nicht nur als zeitabhdngig und temperaturabhangig beschrieben, sondern ist auch
abhangig von der Lange des AON (Crooke 1991, Iversen et d., 1992).

Im Gegensatz zu den negativ geladenen AON gelangen neutrale Methyl modifizierte AON
unabhangig von ihrer Lénge durch passive Diffuson oder Pinocytose in die Zielzelle
(Miller et al., 1981).
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Da die zdluld&re Aufnahme Voraussetzung fir eine AON Wirkung ist, wurden
verschiedene Versuche unternommen, diesen Vorgang mit Hilfe von lipophilen oder
polykationischen Molekilen zu optimieren.

Ein solches as , Enhancer* wirkendes Molekil ist das polykationische poly-L-Lysin
(PLL), das die negative Ladung des AON neutralisiert. Auf unmodifizierte AON wirkt es
zudem protektiv gegen Abbau durch Nukleasen, so dal3 eine verbesserte AON Wirkung
eintritt (Crooke et al., 1991). Nachtell des PLL ist seine bekannte Zytotoxizitét, die sich
durch eingeschranktes Zellwachstum auRRert, falls PLL in zu hohen Konzentrationen
zugesetzt wird (Uhlmann und Peymann, 1990).

Das gebréuchlichere Enhancer Molekil ist ein Cholesterolderivat und wird unter dem
Handelsnamen Oligofectamine (Invitrogen; Karlsruhe) vertrieben. In Kombination mit
AON Molekilen formiert das Oligofectamine (OFA) Micellen, die das AON umhtllen
(Fields and Lancaster, 1993). Diese fusionieren dann mit der Membran der Zielzelle und
entlassen das AON in die Zelle (Bennett et al., 1992, Kanamaru et al., 1998, Fillion et d.,
2001, Buck et al., 2002). Auch das Oligofectamin kann in zu hohen Konzentrationen
toxisch wirken (Saxon et a., 1992), daher ist fir jedes Experiment ein Kompromif3
zwischen optimaler AON Aufnahme und niedriger Zytotoxizitét abzuwégen.

1.13 Einsatz der AON Technologie gegen LHR mRNA

Die parakrine Rolle des Testosteron fur die Spermatogenese des Primaten ist in weiten
Teilen noch unbekannt. Durch Eliminierung des Testosterons, eine sogenannte ,,10ss of
function® Studie, kdnnen Veranderungen beobachtet und daher auf die Funktion des
Testosterons geschlossen werden. Die bisher geschilderten Methoden zur Testosteron
Eliminierung wirken entweder indirekt Uber Hommung der LH Bindung (Immunisierung)
oder unspezifisch auf beide Gonadotropine (GnRH-Antagonisten) bzw. zerstéren das
physiologische Hodenmilieu (EDS). Die Anwendung von AON gegen die LHR mRNA
dagegen sorgt fur eine spezifische Testosteron reduzierende Wirkung ausschlief3dlich in den
Leydig Zellen. Um die AON Methode fir den genspezifischen ,, knock-down* des LHR zu
etablieren, sind zun&chst in vitro Studien notwendig, denen dann in vivo Studien folgen

kdnnen.
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1.13.1 Zellkulturmodell

Zur Testung von LHR spezifischen AON Molekilen mufdte ein geeignetes in vitro System
gewdhlt werden. Eine von Herrn Prof. T. Gudermann, Marburg, freundlicherweise zur
Verfugung gestellte Zellinie von Chinese Hamster Ovarian (CHO) Zellen, die mit dem
humanen LHR (hLHR) stabil transfiziert ist, diente als Zellkulturmodell. Sind diese Zellen
doch wesentlich kostengunstiger und anspruchsloser in der Aufrechterhaltung als Leydig
Zdllkulturen.

Unter AON Behandlung sollte nun das gegen die LHR mRNA gerichtete AON die
Trandation und damit Expression des LHR auf der Zelle verhindern. Um diese
Wirkungsweise zu Uberprifen mufdten die Zellen mit LH oder hCG stimuliert werden, um
durch die Hormon Rezeptor Bindung die Signaltransduktionskaskade zu starten. Da der
hLHR CHO Zelle die biochemische Ausstattung zur Testosteronproduktion fehlt, konnte
Testosteron nicht als Nachwei sparameter gelten, sondern cAMP, welches in der Zelle nach
G-Protein Aktivierung durch den Hormon Rezeptor Komplex und anschlief3ender
Aktivierung der Adenylatzyklase produziert wird. Der Nachweis von cAMP gilt fir
Hormon Rezeptor Studien as etabliertes Detektionsparameter (Zhang et al., 1997, Kuhn
und Gudermann 1999, Stepien und Ziecik, 2002). Im Falle einer effektiven AON Wirkung

sollte demnach der cCAMP Spiegel sinken,daweniger LHR Proteine exprimiert werden.

Ein weiteres in vitro Systen zur Testung von LHR spezifischen AON an Leydig Zellen
bietet die Primérzellkultur von testikuldren Zellen. Dazu standen uns Affen und
Maushoden zur Verflgung, die enzymatisch verdaut wurden, so dal3 eine
Einzel zell suspension entstand, die dann kultiviert wurde. In einer solchen Zellkultur haben
die Leydig Zellen etwa einen Anteil von 5%. Daher konnte in diesem Fall Testosteron als
Nachweisparameter herangezogen werden. Aufgrund des niedrigen Anteils an Leydig
Zellen tritt alerdings durch das Zellkulturmedium ein sehr starker Verdiunnungseffekt des
produzierten Testosterons ein, was daher oftmals unterhalb der Nachweisgrenze lag und
somit nicht immer verlasslich bestimmt werden konnte. Ein weiterer Nachteil der
Primérzellkultur ist die Gefahr der Kontamination, da bei der Organentnahme keine
sterilen Bedingungen vorherrschen.
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1.13.2 Organkulturmodell

Einen Schritt ndher an der in vivo Situation befindet sich das System der Hoden
Organkultur. Dafur werden kleinste Hodenfragmente (Affe oder Maus) prépariert und
kultiviert (Steinberger und Steinberger 1971, Zhou und Hutson, 1995, Gregoraszczuk et
a., 1997). Trotz Préparation bleibt der grofdte Teil der die Keimzellkandchen in jedem
Fragmert intakt. Die Testung von AON kann daher in einem Gewebeverband durchgefihrt
werden, in dem die Leydig Zellen in ihrem physiologischen Milieu vorliegen, jedoch nicht
so grol’e AON Mengen wie in einem Tierexperiment benttigt werden. Auch hier dient
nach LH oder hCG Stimulation produziertes Testosteron al's Nachweisparameter der AON
Wirkung.

1.13.3 Tiermodell

Zur Testung LHR spezifischer AON im Tiermodell dienten adulte mannliche
WelBbischelaffen (Callithrix jacchus). Diese zu den Neuwelt Affen zéhlenden Primaten
werden im Alter von 50 bis 60 Wochen geschlechtsreif und haben as Adultus ein
Korpergewicht von etwa 400 g. Dadurch ergibt sich ein im Vergleich zu anderen nicht-
humanen Primaten ein niedrigerer Reagenzienverbrauch. Die Uberprifung des
Testosteronspiegels nach AON Behandlung erfolgte durch Testosteronbestimmung im
Serum.
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1.14 Zielsetzung

Dem LHR kommt eine essentielle Rolle in der Initiierung und Aufrechterhaltung der
Spermatogenese im Primaten zu. Fehlfunktionen des humanen LHR beeinflussen daher die
reproduktive Gesundheit des Mannes erheblich und konnen bis zur Infertilitét fihren. Im
Bemiihen um neue Therapiekonzepte missen daher die Reaktionsmechanismen der
LH/hhCG Bindung an den LHR und die Signaltransduktionskaskade zur Biosynthese von
Testosteron weiter aufgeklart werden. Die Klonierung und Charakterisierung des LHR des
Java Affen (Macaca fascicularis) trégt daher zu Strukturvergleichen von LH Rezeptoren
verschiedener Spezies bel. Der LHR des nicht humanen Primaten Macaca fascicularis

bietet zudem ein ideales Modéll fir Spezies vergleichende Hormon Rezeptor Studien.

Ein weiterer Fokus unserer Untersuchungen ist die parakrine Rolle des Testosterons in der
Spermatogenese des Primaten, die noch nicht vollstandig verstanden ist. Mit Hife der
AON Technologie soll ein lokal begrenzter genspezifischer , knock-down der LHR
Expression, sowohl in vitro as auch in vivo vorgenommen und die entretenden

Veranderungen im Hinblick auf die Funktion von Testosteron genauer studiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische M ethoden

2.1.1 Gesamt-RNA-I solierung aus Gewebe

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben wurde mit einer Guanidiniumthiocyanat-
Phenol- L6sung (Ultraspec™™, Biotecx Laboratories Inc., Houston, Texas, USA) nach dem
Prinzip der sauren Guanidiniumthiocyanat-Phenol/Chloroform-Methode (modifiziert nach
Chromczynski und Sacchi, 1987) durchgefiihrt. Die Zellen oder das Gewebe wurden dabei
durch Tenside und Guanidiniumthiocyanat denaturiert und die RNA mittels einer
Phenol/Chloroform- Extraktion isoliert. Da die chaotrope Substanz Guanidiniumthiocyanat
auch RNasen reversibel denaturiert, wirkte sie wahrend der RNA Extraktion zusétzlich als
RNAse-Inhibitor.

Im folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte fur die Isolation von Gesamt-RNA aus
Geweben beschrieben:

1. Jewells bis zu 100 mg des bei —80°C tiefgefrorenen Gewebes wurden zundchst mit
einem derilen Skalpell auf Trockeneis zerkleinert und dann in ein 1,5 ml
Reaktionsgefa? mit vorgelegten 100 mi Ultraspec™ (berfiihrt. Fir eine mdglichst
effiziente Aufschlief3ung des Gewebes wurde dieses anschlief3end im Reaktionsgefai
homogenisiert.

2. Nach Zugabe von weiteren 900 pl Ultraspec™ wurde die Suspension kurz gevortext
und zur vollstdndigen Dissoziation der Nukleo-ProteinrKomplexe 5 min auf Eis
inkubiert. Die Gesamt-RNA wurde daraufhin mit Chloroform extrahiert. Dazu wurde
die Suspension mit 200 ul Chloroform versetzt, 15 s kréftig gevortext, erneut 5 min auf
Eis inkubiert und anschlief?end die RNA-haltige wassrige Phase durch Zentrifugation
(15 min bei 13000 x g und 4°C) abgetrennt.

3. Zur Prézipitation wurde die wéassrige Phase in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt und
mit 1 Volumen Isopropanol vermischt. Die Fallung der Gesamt-RNA erfolgte Uber
Nacht bei 4°C. Das Prazipitat wurde am darauffolgenden Tag abzentrifugiert (15 min
bei 13000 x g und 4 °C), durch Waschen mit 75%igem Ethanol (in DEPC-Wasser)
entsalzt, an der Luft getrocknet und in 30-50 pul DEPC-Wasser aufgenommen.

Die Messung der RNA-Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260

nm ermittelt.
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2.1.1.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Quantifizierung der RNA erfolgte mit Hilfe eines Photometers. Ein Aliquot der zu
messenden RNA wurde mit DEPC-H,O 1:100 verdinnt und die Absorption bel einer
Weéllenlange von 260 nm bestimmt. Da eine OD-Einheit einer RNA Konzentration von
40 mg/ml entspricht, konnte die RNA Konzentration Uber folgende Formel bestimmt

werden:

[RNA] my/ml = Ageo X Verdinnungsfaktor x 40

2.1.2 cDNA Synthese durch Reverse Transkription von RNA

Zur Herstellung von cDNA aus RNA wurde die Reverse Transkriptase des ,,Moloney
murine leukemia virus* Stammes (MMLV-RTase) eingesetzt, die ausgehend von einem
reversen genspezifischen Primer die cDNA synthetisiert.

Dazu wurden 1 ng RNA in entsprechendem Volumen DEPC-Wasser, 4 ml MMLV-Puffer
(5x), 2 M dNTP-L6sung (1 mM) und 1 m Reverser genspezifischer Primer (10 ng/ml) mit
DEPC- Wasser ad 20 m aufgefillt und fir 5 min bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Nach
Abkiihlung auf 37 °C wurden die hitzeempfindlichen Komponenten 0,5 ml rRNasin™ (40
IU/m), (Promega) und 0,5 nl MMLV-RTase (Promega) zugefigt. Das Reaktionsgemisch
wurde dann eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurde das
Reaktionsgemisch kurz auf 95 °C erhitzt und bis zum weiteren Gebrauch bel —20 °C
gelagert. Das Materia stand dann zur RT PCR zur Verflgung.

2.1.3 Reverse Transkriptions Polymer ase K ettenreaktion (RT-PCR)

Als Ausgangsprodukt fur die PCR diente die durch Reverse Transkription gewonnene
cDNA. Entgorechend der Klonierungsstrategie zur Klonierung des Macaca fascicularis
LHR wurden genspezifische Primerpaare eingesetzt, um die gewlnschten Genabschnitte
aus der cDNA zu amplifizieren.

Die PCR wurde in einem programmierbaren PCR Gerét durchgefihrt. In Abhangigkeit von
der Annealingtemperatur der eingesetzten Primer (56-62 °C) wurde folgendes PCR

Programm verwendet:
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Schritt 1: initiale Denaturierung 94°C 2min 1 Zyklus
Schritt 2: Denaturierung 94°C 40 sec
Primer Annealing 56-62 °C 40 sec } 35 Zyklen
Extension 72°C 2min
Schritt 3: Finales Annealing 72°C 2min
Abkuhlen 4°C 10 min } 1 Zyklus

Der PCR Mastermix bestand aus folgenden Komponenten:

Thermo Puffer (10x) (Promega) 50m
Magnesiumchlorid (25 mM) (Promega) 30m
dNTPs (ImM) (Amersham Pharmacia) 20m
Primer vorwarts (100 ng/m) (MWG Biotech) 1,0m
Primer revers (100 ng/m) (MWG Biotech) 1,0m
Template cDNA variabel
Tag DNA-Polymerase (5 1U/m) (Promega) 05m
Aqua bidest ad 50,0 m

Fir die Amplifikation der von den Primern hAl und cDrev flankierten Bereiche wurde
dem Magtermix ,,Q-Solution” (Quiagen, Hilden) nach Dos erungsangaben des Herstellers
zugefiigt, da es sich hier um besonders GC-reiche Sequenzen handelt.

Die Primer wurden grofdenteils komplementér zu der LHR cDNA des Weil3blschel affen
(Cj) erstellt, aber auch komplementar zur humanen (Hs) LHR cDNA bzw. Java Affen (Mf)
LHR cDNA. Die Auswahl letzterer konnte natirlich erst erfolgen, nachdem bereits eine
LHR bekannt war.
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ATG TAA
— LHR cDNA
Callithrix
cA hAl B c¢D cE cF oC jacchus
cDrev cErev cF mC2rev  cY cZ

mC1

mC3

Abb. 2.1: Klonierungsstrategie und schematische Position der gewahiten Primer in Anlehnung an
die LHR cDNA von Callithrix jacchus (c), Macaca fascicularis (m) bzw. Homo sapiens (h) (kleine
Buchstaben kennzeichnen die Komplementaritét zur LHR cDNA der entsprechenden Spezies).
Pfeil: nach rechts: Vorwarts Primer, nach links: Reverser Primer

Verwendete Primer:

Bezeichnung | Sequenz enthalten
inLHR

cDNA von

A 5-CAG ATG GTA GGG GAC AACA-3 Ci

hA1 5-ATG AAG CAG CGG TTC TCG GCG -3 Hs

B 5-CTG CCC TGA GCC CTG CAA CTG3 Cj

C 5-GAA CCA GAT GCT TTT AAT CCCT-3 Cj

C1 5-GGC ACT GTA AGT TTGTAA CGA C-3 Mf

Cc2 5-GGA CAGTCA TGT TTCCC-3 Mf

C3 5-AGG GAT TAA AAGCATCTGGTT C-3 Mf

D 5-GCT TTC AGA GGA CTT AAT GAG G3 Cj

D reverse 5-CTTCTATCCTTT CCA GGG AAT C-3 Cj

E 5-CCA GGA AAT GCT TTT CAA GGG-3 Ci

E reverse 5-CCATTGAACGCATGACTTTGT AC-3 Cj

F 5-CTT CCA CCA AAT TGC AGG CC-3 Cj

F reverse 5-CTA AAA GCA CAGCAGTGG CTG3 Ci

Y 5-AGC CCC ATG CAA AAG TCT GCA AAG GA-3 Ci

Z 5-ACA GGT TTA AGA AGA ATT CAA TAA TGC AG Cj

3
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2.1.4 Elektrophor esetechniken

2.1.4.1 Agar ose Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA bzw. PCR Fragmenten erfolgte erlektrophoretisch entsprechen
ihrer Grof3e in einem Agarose-Gel. Dabei verwendet man fir grof3e DNA- Fragmente (> 1
kb) niedrig prozentige Agarose-Gele (0,5 % - 1 %), wahrend zur besseren Auftrennung
kleiner DNA-Fragmente (< 1 kb) hoher prozentige Agarose Gele (1 % - 4 %) verwendet
werden. Die DNA Fragmente wandern im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode,
ihre Wanderungsgeschwindigkeit und damit ihre Auftrennung in unterschiedlich grof3e
DNA Fragmente hangt neben ihrer Léange und Konformation auch von der
Zusammensetzung des Gelpuffers und seines pH Wertes ab. Auch die angelegte elektrische
Spannung spielt eine Rolle. Fir DNA Fragmente von bis zu 50 kb Lange gilt, dal3 der
Logarithmus ihrer Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld proportional zur
Agarosekonzentration im Gel ist.

Zur Herstellung von Agarosegelen wurden in dieser Arbeit 1-3 g Agarose in 100 ml TAE-
Puffer durch Erhitzen gelost, zur spateren UV Detektion der DNA bei 302 nm mit 5 m
einer 1 % Ethidiumbromidlésung versetzt und in eine Horizontal- Elektrophoresekammer
gegossen. Nach Erkalten des Gels wurden die mit 1/10 Volumen Beladungspuffer
versetzten DNA-Proben und ein Langenmarker aufgetragen und bel 50-100 V fir 0,5-2 h
in TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele konnten zur Auswertung mittels

einer Kamera direkt auf dem UV-Tisch fotografisch dokumentiert werden.

2.1.4.2 Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in diessr Arbeit im Rahmen von
Sequenzierungen (2.1.6) verwendet. Fir die Auftrennung der fluoreszenzmarkierten DNA-
Fragmente wurde ein Polyacrylamidgel in eine vertikale Gelapparatur gegossen. Fir eine
GrofRenauftrennung der DNA Fragmente unabhéngig von ihrer Sequenz wurde sein
denaturierendes Polyacrylamidgel verwendet. Die Elektrophorese wurde Uber Nacht bei
1500 V auf einem automatischen Sequenziergerdt der Firma LiCor durchgefuhrt (DNA-
Anayzer Gene ReadIR 4.200). Detektion und Aufnahme der Daten erfolgte automatisch

mit dem Programm ,, Data Collection® (LiCor).
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2.1.5 Klonierung

Die isolierten und gereinigten cDNA-Fragmente wurden zur spdteren Amplifikation in E.
coli Zellen in den Vektor pGem-T Easy (Promega) kloniert. Der pGem T Easy Vektor ist
durch seine T7 und SP6 Promotorsequenzen fir die direkte Sequenzierung des Inserts
geeignet. Neben multiplen Restriktionsschnittstellen (u. a. fir Eco RI) weist der Vektor ein
Ampicillin-Resistenzgen auf und macht so die Selektion von transformierten
Bakterienkolonien auf Ampicillin haltigem Nahragar moglich. Dartber hinaus enthét der
Vektor in der Klonierungsregion ein lacZ-Gen, das durch die Ligation mit dem Insert

gespalten wird und so die Kontrolle der Ligation mittels Blau/\Weiss-Screening ermdglicht

2.1.5.1 Ligation
Der pGem T Easy Vektor ist besonders fir die Ligation von PCR-Produkten geeignet, da
sich bei der Ligation 3'-Thymidin Uberhdnge in seiner Klonierungsregion mit 3'-

Adenosin-Uberhangen von Tag-DNA Polymerase-Produkten verbinden.

Zur Ligation der jeweiligen PCR-Produkte in den pGem-T Easy Vektor wurden folgende
Komponenten gemischt und bei 4°C Gber Nacht inkubiert:

2 X Rapid Ligation Buffer 5 pl
pGem T Easy Vektorl pl

PCR-Produkt 1-1
T4 DNA Ligase 1
Aquadest. ad 10 ul

2.1.5.2 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli Zellen vom Stamm XL 1blue (Stratagene) wurden vor der Transformation mit den
entsprechenden Plasmiden mit Hilfe der Calciuchlorid-Methode kompetent gemacht. Diese
Vorbehandlung macht die spétere endozytotische Aufnahme der in Lésung befindlichen
Plasmide durch die Bakterienzellen moglich. Dazu wurden 40 ml LB-Medium ohne
Antibiotikum mit 400 pl einer frischen E. coli- Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
unter schitteln bis zu einer OD von ca. 0,5 angeziichtet. Nach 15 mindtiger Inkubation auf
Eis wurden die Bakterienzellen abzentrifugiert (10 min, 300 Upm, 4°C), das Pellet in 10
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ml kalter 100 mM Calciumchloridiésung resuspendiert und for 30 min auf Eis inkubiert.
Nach erneutem zentrifugieren (10 min, 3000 upm, 4°C) wurde das Pellet in 4 ml 100 mM
Calciumchloridlésung mit 15 % Glycerol aufgenommen und in 300 pl Aliquots bis zum
spéteren Gebrauch bei —80°C gelagert.

2.1.5.3 Transformation

Zur Transformation der kompetenten E.coli Zellen wurden 100 ul eines Aliquots mit
einem 10 pl Ligationsansatz gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Wéahrend dieser
Inkubation lagern sich die jeweiligen Plasmide an die Bakterienwdnde an. Im
nachfolgenden kurzen Hitzeschritt, 42 °C fir 1 min, nehmen die Bakterien die Plasmide
durch Endozytose auf. Die Transformation wurde durch eine weitere zweiminitige
Inkubation der Zellsuspension auf Eis abgeschlossen.

Aufgrund der durch das Plasmid vermittelten Ampicillin Resistenz  konnten die
transformierten Bakterien auf einem Ampicillin haltigen Nahrboden selektiert werden.
Dazu wurden die transformierten Bakterien zunédchst in 900 pl LB-Medium ohne
Antibiotikum eine Stunde lang bel 37°C unter schitteln angeziichtet. Von diesem Ansatz
wurden 200 pl auf Ampicillin hatigen (50ug/ml) Agarplatten mit IPTG-/X-Gal-
Beschichtung ausgestrichen und Uber Nacht kultiviert. Mittels BlauWeiss Screenings
wurden jeweils 6 inserttragende Klone selektiert und separat in 3 ml Ampicillin haltigem
(50 pg/ml) LB-Medium bei 37 °C Uber Nacht angeziichtet.

2.1.5.4 Mini-Plasmidisolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde nach dem Verfahren der akalischen Lyse
durchgefuhrt. Zunachst wurden 5 ml Ampicillin haltigen Nahmediums mit 10 pl eines
Uberpriften positiven Klons angeimpft und Gber Nacht bel 37°C unter schitteln
angezichtet. Die Bakteriensuspension wurde auf 1,5 ml Eppendorfgefésse vertellt und die
Bakterien abzentrifugiert (13000 Upm, 1 min, 4°C). Die Pellets wurden durch Vortexen in
300 pul RNase-haltigem P1 Puffer (Quiagen) resuspendiert. Anschliessend wurden die
Bakterien unter alkalischen Bedingungen mit 300 pl P2-Puffer (Quiagen) lysiert und die
freigesetzte DNA sowie Proteine 5 min lang unter vorsichtigen Schwenken denaturiert.
Durch den Zusatz von 300 ul P3-Puffer (Quiagen) wurde das Zelllysat neutralisiert und
gleichzeitig Proteine, chromosomale DNA und Zdltrimmer durch die hohe
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Salzkonzentration des P3-Puffers als unldsliche Komplexe prézipitiert. Die Plasmid-DNA
bleibt unter diesen Bedingungen in Lésung und renaturiert unter normalen Bedingungen
wieder. Die unléslichen Bestandteile wurden zweimal abzentrifugiert (13000 Upm, 10
min, 4°C), und der klare Uberstand wurde jeweils in ein neues Reaktionsgefass tberfiihrt.
Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 500 ul kaltem Isopropanol bei —20°C fir 30
min geféllt und abzentrifugiert (13000 Upm, 15 min, 4°C). Das Pellet wurde durch
Waschen mit 70 % Ethanol entsalzt, bei 37 °C kurz getrocknet und in 21 pl Aqua bidest.
aufgenommen.

Zur Abschdtzung der Plasmidkonzentration wurde 1 pl der Plasmid-DNA mit 2 pl
Probenpuffer und 7 pl Aqua bidest. versetzt auf ein Agarosegel aufgetragen und eine
Elektrophorese durchgefthrt. Die Konzentrationsabschdtzung erfolgte gegen einen

mitgefUhrten Langenstandard (Hae I11 oder HindlI1) mit definierter Konzentraion.

2.1.5.5 Restriktionsver dau

Zur Grofsenkontrolle des Inserts wurde die isolierte Plasmid-DNA mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym (New England Biolabs) verdaut. Dazu wurden 20 pl der jewelligen
Plasmid-DNA zusammen mit 5 pl Enzympuffer und 1-2ul Restriktionsenzym 90 min bei
37 °C inkubiert. Anschliefend wurde der Restriktiondverdau in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, um die Groél3e des Inserts zu Uberprifen und damit nochmals
die Richtigkeit des Klors abzusichern.

2.1.6 Sequenzierung

Nach der Klonierung der RT PCR Produkte und Selektion der positiven Klone konnte ihre
Nukleotidsequenz schliefdlich mit Hilfe der Sequenzierung nach Sanger ermittelt werden.
Die Sequenzierung wurde nicht radioaktiv. mit dem Kettenabbruch- oder
Didesoxyverfahren nach Sanger (Sanger et al., 1977) auf einem automatischen
Sequenziergerdt der Firma LiCor durchgefuhrt (DNA-Analyzer Gene ReadIR 4.200).

Das Didesoxyverfahren nach Sanger beruht auf der Synthese einer Population von
basenspezifisch terminierten DNA-Fragementen an der zu sequenzierenden Matrize, die
ihrer GrofRe nach elektrophoretisch in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt

werden.
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Die Sequenzierungsreaktion wurde in vier parallelen , mit A, C, G und T bezeichneten
Ansédtzen durchgefiihrt. Jeder dieser Ansétze enthielt neben den natirlich vorkommenden
2 -Desoxynukleotiden jewells einen Typ synthetischer 2', 3'-Didesoxynukleotide, die als
sogenannte Teminatoren den Kettenabbruch wdahrend der Sequenzierungsreaktion
herbeifuhren. Fir eine Sequenzierung wurden ca. 1 ng Plasmid-DNA mit 1 nl IRD 800
fluoreszenzmarkierten T7- bzw. SP6- Primer (MWG Biotech) und 0,7 ml DM SO gemischt
und mit Aqua bidest auf 22 m Endvolumen aufgefillt. Je 4,5 m dieses Gemisches wurden
daraufhin zu je 1,5 ml der beschriebenen Nukleotidldsungen gegeben, die neben dem
jeweiligen Nukleotidgemisch auch die T7-DNA-Polymerase, Magnesiumchlorid und eine
thermostabile Phosphatase in einem TrisHClPuffer (pH 9,5) enthalten. Die
Sequenzierungsreaktion wurde in einer Mikrotiterplatte angesetzt und in einem PCR-Block
nach zweimindtiger Inkubation bei 95 °C mit dem folgenden ,Cycle Sequencing®-
Programm Uber 27 Zyklen durchgefihrt: 1) 15sec 95°C

2) 15sec 58 °C

3)15sec72°C
Nach Beendigung des Programmes wurden die vier Reaktionsansdtze mit je 5 nl eines
gefarbten Probenpuffers versetzt. Je 1,5 nl der vier Teilreaktionen wurde auf einem 6 %
denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetragen und Uber Nacht elektrophoretisch
aufgetrennt (2.1.4.2). Das Erfassen der Daten und die automatische Sequenzierung erfolgte

mit den Programmen ,,Data Collection” und , Image Analysis® (LiCor).

Fur die Sequenzierung der Plasmid DNA wurden die folgenden, am 5'-Ende IRD 800

markierten Primer verwendet:

IRD 800 Primer | Sequenz
T7 forward 5-TAA TACGACTCA CTA TAG GG-3
SP 6 reverse 5-ATT TAG CTG ACA CTA TAG AAT AC-3

2.2 In situ Hybridisierung

Mit Hilfe der in situ Hybridisierung lassen sich definierte mRNA Transkripte oder DNA
Sequenzen in unterschiedlichen Geweben, Zellen oder Zellkompartimenten lokalisieren.
Im Rahmen dieser Arbeit diente die in situ Hybridisierung zur Detektion von LHR mRNA
in den Leydig Zellen des Hodengewebes des Java Affen Macaca fascicularis.
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Dazu wurde Java Affen Hoden in Bouin’s Fixierungsldosung fixiert und in Paraffin
eingebettet. Aus dem eingebetteten Gewebe wurden dann 5mm dicke Schnitte hergestellt
und auf einen Objekttréger (Super Frost Plus, Langenbrinck) aufgebracht. Nach dem
Entparaffinieren und Rehydrieren wurden das Gewebe zunédchst vorbereitet, um eine
optimale Hybridisierung zu gewéhrleisten. Die Prahybridisierung erfolgte fir zwel Stunden
bei 37°C mit 50 m (pro Schnitt) Hybridisierungspuffer (50 % Formamid, 2x SSC, 1x
Denhardt’s Losung, 250 ng/ml yeast tRNA und 125 ng/ml Heringssperma-DNA) und
wurde in einer feuchten Kammer durchgefthrt. Fir die in situ Hybridisierung wurden 40
m Hybridisierungspuffer mit 10 % Dextransulfat und 70-100 ng DIG-markierter , sense*-
oder , antisense*-cDNA Sonde versetzt und 18 h bei 37 T inkubiert. Die verwendete
cDNA Sonde war komplementér zu der Sequenz zwischen Exon 9 und 11 des humanen
LHR. Die Sonden wurden mit Hilfe der in vitro Transkription hergestellt. Dabel wurde die
SP6- bzw. T7 RNA Polymerase und die Komponenten des DIG-RNA labeling Kit (Roche)
eingesetzt. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Schnitte bei 37 °C in 2x SSC fur
2x 15 min, in 1 x SSC fur 2 x 15 min, in Puffer versetzt mit 20 ng/ml RNase A fir 30 min
und in 0,1x SSC fur 2x 30 min. Durch Inkubation mit Anti- DIG-Alkalische Phosphatase
(AP) Antikorper und nachfolgender Farbung mit NBT/BCIP (Nitro-Blue Tetrazolium
Chloride/5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-Phosphat)  Substratlésung  (Boehringer)  wurden
Hybridisierungssignale detektiert. Die Gewebeschnitte wurden dann mit Haematoxylin
gegengefarbt und anschlief3end eingedeckelt. Die so fixierten in situ hybridisierten Schnitte
konnten dann lichtmikroskopisch beurteilt werden. Die fotografische Dokumentation

Aufnahmen wurde mit der CCD AxioCam (Carl Zeiss Jena GmbH, K&ln) vorgerommen.

2.2.1 Herstellung einer cRNA Sonde fir diein situ Hybridisierung

Zur Herstellung einer cRNA Sonde fur die in situ Hybridiserung wurde eine in vitro
Transkription durchgeftihrt. Als Template diente der Abschnitt Exon 9 —11 der humanen
LHR cDNA, in den Vektor pGem kloniert.

Zunéchst wurden 10 ng Plasmid DNA mit geeigneten Restriktionsenzymen am 5'- und am
3'-Ende linearisiert. So konnte eine Transkription in gegenldufige Richtungen stattfinden,
um en ,sense‘-Transkript (als negative Kontrolle) in der einen, ein ,antisense® —
Transkript in der anderen Richtung zu produzieren. Der Restriktionsansatz wurde in einem

1 % Agarose Gel elektrophoretisch aufgetrennt , das Insert aus dem Gel ausgeschnitten und
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mit Hilfe des ,,High Pure PCR Purification Kit* (Roche) aufgereinigt. Die DNA wurde mit
70 mM DEPC HO pH 8,5 eluiert, um eine Plamidkonzentration von 100-150 ng/m zu
erhalten. Bel niedrigeren Ausbeuten wurde eine Ammonium Acetat Fallung durchgefhrt.
Die in vitro Transkription erfolgte mit Hilfe der RNA Polymerase (T7, T3 oder SP6) in
einer 20 m Reaktion: 1-1,5 ny linearisiertes Plasmid wurde bis zu einem Volumen von
9,75 m mit DEPC H,O aufgefillt und fir 10 min bel 65°C, dann 1 min auf Eis inkubiert.
Es folgte die Zugabe von 4 ml Transkriptionspuffer (5x), 2 ml 10x ,,Digoxigenin (DIG)
labeling-Mix* (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6,5 mM TTP, 3,5 mM DIG-11-
UTP, pH 7,5), (Roche), 2 m 100 mM Dithiothreitol (DTT), 0,75 m RNasn (40 U/m)
(Promega). Dann wurde kurz zentrifugiert und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Entfernung
der DNA wurden 5 ml DNAse | zugesetzt und fir 20 min bei 37°C inkubiert. Der Stop der
Reaktion erfolgte durch Zusatz von 2m 0,2 M EDTA pH 8. Dann wurden 73 m DEPC
H>O zugegeben und die erhaltene Sonde mit Hilfe des ,,High Pure PCR Purification Kit*
aufgereinigt. Nach Zusatz von 1 ml RNasin wurden Aliquots erstellt und bei —80°C

gelagert.

2.3 Zdlkulturarbeiten

2.3.1 Zellkultur von hLHR CHO Zéllen

Bel der verwendeten Zellinie handelt es sich um Chinese Hamster Ovarian (CHO) Zellen,
die den humanen LH Rezeptor permanent exprimieren. Sie wurden al's Monolayerkulturen
in Zellkulturschalen (Nunc) bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Als Kulturmedium diente
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Technologies) mit Zusatz von 10 %
fetalem Kaberserum (FCS) (PAA Laboratories) und 400 nmg/ml Geniticin (G 418) (Life
Technologies). Die Zellen wurden bis zu 100 % Konfluenz in 10 cm Zellkulturschalen
kultiviert. Dann erfolgte das Passagieren der Zellen in neue Kulturschalen. Dazu wurden 5
ml einer Trypsinlésung (Life Technologies) fur drei Minuten auf den Zellrasen gegeben,
wodurch der adhérierende Zellrasen vom Boden der Kulturschale abgel6st wurde. Trypsin
wurde nun dekantiert und die Zellen mit 1 ml Kulturmedium mechanisch abgesptilt durch
mehrmaliges Spulen mit der Kolbenpipette. Aus der erhaltenen Einzelzellsuspension
wurden 150 ul Uberfihrt in eine neue Petrischale mit 5 ml Kulturmedium. Zum Zeitpunkt
der Aussaat war wurde eine Konfluenz von etwa zu 40 % erreicht, nach etwa drel Tagen

war vollstandige Konfluenz zu beobachten. Da Zellinien prinzipiell atern und nicht
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unbegrenzt passagiert werden kénnen, sollten moglichst wahrend der ersten Passagen auch
Zellen kryokonserviert werden, um Reserven zu haben, sobald die aktuellen Passagen

sneszent werden.

2.3.2 Kryokonservieren von Zellen

Der auf einer 10 cm Kulturschale gewachsene Zellrasen wird nach Trypsinbehandlung
vom Schalenboden mit 2 ml Kulturmedium abgelost. Je 1 ml der Zelsuspension wird in
ein Kryokonservierungsrohrchen pipettiert und mit 100 pl Dimethylsufoxid (DMSO),
welches die Zellmembranen vor Eiskristallbildung schitzt, versetzt. Nach sorgfaltiger
Durchmischung werden die Gefél3e sofort in einenGefrierkontainer Uberfihrt und bel —
80°C fur 3 h gelagert. Der Gefrierkontainer st mit Isopropanol gefillt und enthdt einen
Einsatz, in den die Kryokonservierungsrohrchen hineingestellt werden. Die Zellsuspension
wird somit von RT auf —80 °C herunter gekihlt und zwar mit einer Abkihlungsrate von
1°C pro Minute, daher schonend fir die Zellen. Die endgiltige Lagerung erfolgt
anschlief3end in tiefkaltem Fltssigstickstoff bel —196°C.

2.3.3 Auftauen von Zellen

Das Kryokonservierungsrohrchen mit der enthaltenen Zellsuspension wird aus dem
Flissigstickstofftank entnommen, mit einer Greifzange gefaldt und moglichst schnell in ein
37°C Wasserbad verbracht. Das Rohrchen wird im Wasserbad leicht geschwenkt, um den
Auftauvorgang zu beschleunigen. Sobald die Zellsuspension aufgetaut ist, wird sie in eine
10 cm Kulturschale, gefillt mit Kulturmedium, dekantiert. Dies sollte mdglichst rasch
geschehen, da DM SO bei RT toxisch auf die Zellen wirkt.
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2.4 Studien zur Anwendung von Antisense Oligonukleotiden (AON)

2.4.1in vitro Studien

2.4.1.1 Antisense Oligonukleotide (AON)

Diein dieser Arbeit verwendeten AON Molekile waren gegen die LHR mRNA gerichtet.
Die Sequenz eines Molekile wurde jeweils so gewahlt, dal3 es an die LHR mRNA von
Mensch, Weilbuschelaffe, Ratte und Maus im Bereich der Exons 1 und 2 binden konnte.
Voraussetzung dafir war eine moglichst maximale Homologie der Zielsequenzen in
diesem Bereich, um eine optimale, also vollstandige Hybridisierung (Kap. 1.12) der AON
Molekile in alen Spezies zu gewéhrleisten. Somit stehen die AON Molekile fir

vergleichende Studien der LHR Funktion in verschiedenen Spezies zur Verfligung.

Diein AON Molekile wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Zur
Verlangerung der ihrer extra- und intrazelluléren Halbwertzeit wurden sie mit der
sogenannten ,,end-capped” Phosphorthioat Modifikation ausgestattet. Dabel wurden vier
Nukleotide des 5'-Endes und des 3'-Endes verédndert, in dem jewells en nicht
briickenbildendes Sauerstoffatom des Phosphodiesterriickgrats durch eine Schwefelgruppe
ersetzt wurde.

Weiterhin wurde ein Kontroll Oligonukleotid (KON) hergestellt, um innerhalb einer Studie
den Effekt der Oligonukleotidmolekile auf das in vitro bzw. in vivo System beobachten zu
koénnen. Das KON besal’ die gleichen Eigenschaften wie ein AON, jedoch bestand es aus
einer beliebigen Zufallssequenz und hatte daher keine komplementére Zielsequenz in der
LHR mRNA.

Die Synthesemengen beliefen sich fir die in vitro Versuche auf 1 nmol (,normal Scale")

und fr diein vivo Studien auf 0,1 mmol (Milligramm Mal3stébe;, |large Scale”).
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Die verwendeten AON hatten ihre Zielsequenz innerhalb der Exons 2 und 3 hatten

folgende Position:

112
CCTGCECT GOCCCEECCCCACGEECCEGTArCACTCGACTATCACT TGCCTACCTCCCTGT 182
CCTGEOECTECO0CEECCO0EEEECORGETAr CACTCGACTATCACTCECCTACCTCCCTGT 194
CCTGCGCTGT CCTGECCCT OGAS OGOCAGACTATCTCTCACCTATCTCCCTGT 234
CCTGEOGCTGCOCTGECCCTCGAGCT CGCOCGACTATCTCTCACCTATCTCCCTGT 196

*kkkkkkhkkhkkhkk **k *hkkk%k **k k% *pk*x X Xk kkkkk K% *kkk khkkkhkkkkk

213
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53

e ——————— ~————————
CAAAGT GATCCCATCTCAAGCT TTCAGAGCGACT TAATGAGGTCATAAAAATTH TCTC 242
CAAAGT GATTCCATCTCAAGCT TTCAGAGGACT TAATGAGGT TATAAAAAT T TCTC 254
CAAAGT AATTCCAT CACAAGCT TTCAGGCGACT TAATGAGGTCGTAAAAAT \TCTC 294
CAAAGT AATCCCATCACAAGCT TTCAGGECEGACT TAATGAGGTCGTAAAAAT T TCTC 256
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CAGATTGATTCCCTGCANAGCATAGAACCTAATGCCTTTGACAACCTCCTCAATTTGIC 302
CAGAGT GATTCCCTGGAAAGGATAGAAGCTAATGCCT TTGACAACCTCCTCAATTTGIC 314
CAGAGT GAT TCCCTGGANAGGATAGAAGCTAATGCCTTTGACAACCTCCTCAATTTGTC 354
CAGAGT GATTCCCTGGANAGGATAGAAGCTAATGCCTTTGACAACCTCCTCAATCTGIC 316
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AON1:5-GCT TCT ATCCTT TCC AGG GAA TC-3’
— AON2:5’-CCT CATTAAGTCCTC TGAAAGCZ
AON3:5 TCT GAGAGATTT CAATTTTTA T-3

Abb. 2.1: Zielsequenzen der verwendeten AON Molekile. Ausschnitt aus der LHR cDNA von
Mensch (Hs), WeilRbischelaffe (Cj), Ratte (Rn) und Maus (Mm) (Benennung der Spezies
rechtsseitig) in den Bereichen Exon 1 bis 3. Nummerierung der Nukleotide rechtssitig. Farbige
Baken représentieren die AON Molekilee AON 1 (rot), AON 2 (blau), AON 3 (grun).
Exongrenzen durch senkrechte Balken markiert, Exonnummerierung links- und rechtsseitig davon.

Das eingesetzte Kontrolloligonukleotid hatte folgende Sequenz:

5-CTA GTT ACG CTA AGT CACTGT CG-3

2.4.1.2 Zdlulare Aufnahme

Zur Uberpriifung der Aufnahme Fluoroisothiocyanat (FITC) markierter KON Molekiile in
hLHR CHO Zellen wurden diese auf gekammerten Objektréagern (Nunc, Danemark)
ausgesdt in einer Zelldichte von 10 000 Zelen pro Kammer und in Gblichem
Zelkulturmedium bel 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach der Aussaat konnten sich die
Zellen Uber Nacht auf dem Objekttrager absetzen. Dann wurde das Zelkulturmedium
dekantiert und durch Kulturmedium mit FITC markierten KON Molekilen (FITC-KON) in
definierter Konzentration versetzt und flr eine begrenzte Zeit inkubiert. Nach
abgeschlossener Inkubationsdauer wurden die Kammerwéande vom Objekttréger entfernt,

damit das Praparat fur mikroskopische Untersuchungen vorbereitet werden konnte. Die
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Zellen wurden dann zweima mit vorgewarmtem PBS (Life Technologies) gewaschen und
mit Paraformaldehyd fir 5 min fixiert. Danach erfolgten zwel Waschschritte in PBS fir je
eine Minute. Nach Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %
EtOH fir jewels 90 sec) zur Dehydrierung wurde eine Zellkernféarbung mit 4',6-
Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, Sigma) durchgefuhrt. Dazu wurden die Objekttrager mit
DAPI-L6sung (1mg/ml PBS) bedeckt und 10 Minuten bei RT inkubiert. Abschlief3end
wurden die Objekttrager 2x 30 sec in PBS gewaschen und dann mit Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), einem fluoreszenzerhaltenden Eindeckmittel unter
eingedeckelt.

2.4.1.3 Testung der AON Wirkung

Fur die in vitro Experimente wurden hLHR CHO Zellen in 96 well Platten ausgesét in
einer Zelldichte von 1250 Zellen/well. Dem Zellkulturmedium wurden dann AON, bzw.
as Reagenzienkontrolle KON in definierter Konzentration zugesetzt. Als negative
Kontrolle dienten Zellen ohne AON/KON Zusatz im Medium. Die Zellen wurden
anschlief3end unter den Ublichen Zellkulturbedingungen (37°C, 5 % CO,) weliterkultiviert.
Die AON Inkubation erfolgte Uber unterschiedliche begrenzte Zeitraume bis maxima 96
Stunden. Nach abgeschlossener Inkubationsdauer wurde das Zellkulturmedium dekantiert
und die Zellen zweimal mit vorgewarmtem PBS (Life Technologies) gewaschen.

Zur Uberprifung der AON/KON Wirkung wurden die Zellen dann mit humanem
Choriongonadotropin (hCG, Choragon 5000®, Serono, London, GB) stimuliert.

2.4.1.4 Zusatz von Oligofectamin

Oligofectamin™ (Invitrogen) ist ein Cholesterolderivat und daher lipophil. Es formiert
micellenartige Strukturen in die AON Molekile eingeschlossen werden. Nach Fusion
dieser Komplexe mit der Membran der Zielzelle werden die AON Molekile in das
Zdllinnere entlassen. Auf diese Weise soll die Aufnahme des AON in die Zelle erleichtert
und daher effektiver werden.

Fur die Experimente wurden nach Angaben des Herstellers 0,6 m Oligofectamin pro
100 M Zellkulturmedium eingesetzt. Die fur ein Experiment bendtigte Gesamtmenge an
Oligonukleotidmolekilen wurde zunéchst mit der bendtigten Menge an Oligofectamin

vorinkubiert  (Protokoll des Herstellers Invitrogen), bevor mit serumfreiem
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Zelkulturmedium die AON- Endkonzentration eingestellt und dann auf die Zellen gegeben
wurde. Die erleichterte Aufnahme der AON Molekile in die Zelle wirde durch
Serumzusatz behindert, da die Serumproteine die Oligofectaminkomplexe beeinflussen.

Die Verwendung von serumfreiem Medium ist daher notwendig.

2.4.1.5 Stimulationsver suche mit hCG

Fals das AON Molekil effektiv hybridiseren und somit die Trandation neuer LHR
Proteine auf der Zelle blockieren konnte, sollte die LHR Expressionsrate abnehmen und
folglich die cAMP Produktion der Zelle herabgesetzt sein. Um die Wirkung des
AON/KON in den hLHR CHO Zellen zu Uberpriifen, mufden die Zellen mit humanem
Choriongonadotropin (hCG, Choragon 5000®, Serono, London) stimuliert werden, um eine
Hormon Rezeptorbindung und damit den Start der Signaltransduktionskaskade, also auch
die cAMP Produktion hervorzurufen.

Das hCG wurde in PBGI (PBS mit Glucoses und Isobutylmethylxanthin) als
Trégerflissigkeit  gelost. Das  Isobutylmethylxanthin  diente  dabel as
Phosphodiesterasechemmer und fuhrte so zu einer Akkumulation des produzierten cAMP.
Die Zellen wurden fir einen definierten Zeitraum (60-360 min) bei 37°C und 5 % CO, mit
hCG (0,15-150 000 miU/ml) stimuliert. Wéhrend der Stimulation von den Zellen
produziertes cAMP &% sich sowohl intra- als auch extrazellulér nachweisen. Um das
Gesamte CAMP detektieren zu kdnnen, war nach der Stimulation ein Aufschluf der Zellen
notwendig, um intrazellul&res CAMP freizusetzen. Das geschah durch Einfrieren der
Zellkulturplatten bei —20°C unmittelbar nach erfolgter Stimulation Gber Nacht. Nach dem

Auftauen konnte dann der cAMP Nachweis aus dem Zellkulturiiberstand erfolgen.

2.4.1.6 cAMP ELISA (EnzymeLinked Immuno Adsor bent Assay)

Um cAMP im Zellkulturtberstand stoérungsfrel bestimmen zu kénnen, mufdten zunéchst im
Uberstand befindliche Zellreste durch Aufkochen der Probe fir 2 min und anschlieRende
Zentrigugation fur 10 min bel 3000x g entfernt werden. Nach Abkihlung der Proben
erfolgte dann die Bestimmung des gesamt CAMP mit Hilfe des cAMP ELISA (Institut fur

Hormon- und Fertilitétsforschung, Hamburg).
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Der Test basiert auf der Methode des kompetitiven Doppelantikorper-
Enzymimmunoassays. Prinzip ist die kompetitive Konkurrenz von cAMP-Molekilen um
freie Antikorperbindungsstellen.

Dabel konkurrieren in einem ersten Reaktionsschritt die cCAMP-Molekile der Probe und
die in definierter Menge zugesetzten cAMP-Biotin-Derivate (Tracer). Die entstehenden
CAMP- und cAMP-Biotin-Antikdrperkomplexe werden durch die Zweitantikorper (Goat-
Anti-Rabbit) gebunden, welche an die Wandungen eines jeden Wells der Mikrotiterplatte
gekoppelt sind.

Im né&chsten Schritt wird an Streptavidin gekoppelte Horseradishperoxidase (HRP)
zugegeben, die ausschliefdlich an die Biotin-hatigen Immunkomplexe bindet, indem eine
Streptavidin-Biotin Bindung hergestellt wird.

Anschlief3end erfolgt die Zugabe des farblosen Substrates Tetramethylbenzidin (TMB), das
as Chromogen fungiert. Durch Reaktion des HRP wird es in einen blauen Farbstoff
umgewandelt, welcher nach Zugabe von Schwefelsaure (H»SOs) gelb wird. Die
Farbentwicklung des Chromogens ist abhéngig von der an die Wells gebundenen
Enzymmenge und damit umgekehrt proportional zu gesuchten cAMP-Konzentration der

Probe. Der Mef3bereich fir diesen Assay reicht von 1 pmol/ml bis zu 243 pmol/ml.

Der Assay wurde im Institut fir Hormonund Fertilitétsforschung, Hamburg entwickelt
und wird von dort als Kit bezogen. Man setzt maximal12 Module, jedes Modul bestehend
aus 8 Wells, zu einer 96-well Mikrotiterplatte zusammen. Die Anzahl der benétigten Wells
richtet sich nach der Anzahl der zu bestimmenden Proben, welche jewells in
Doppel bestimmung angesetzt werden. Die Durchfiihrung des Assays ist folgendermalien:

1. Waschen. Wells mit 375 pl EPBS fillen und 2 min stehen lassen. Dann dekantieren,
so dal3 moglichst wenig Restfeuchtigkeit zuriickbleibt.

2. CAMP-Inkubation. Wells Al, A2 mit 150 pl E-PBS beschicken (Nullwert). Die
folgenden Wells B1, B2 bis H1, H2 sind fur die cAMP-Standardreihe vorgesehen, das
Probevolumen betragt 50 ul /well. In B1, B2 dient EPBS als Nullstandard. Es folgen
1, 3, 9 27, 81, 243 pmol/ml. Die restlichen Wells werden je mit 50 pl der zu
bestimmenden Proben beschickt wobei zur Ermittlung der Assaydrift vor und nach den
Proben ein High- und ein LowStandard mitgefiihrt werden sollten. Anschlief3end
werden 50 pl cAMP-Biotin (Tracer) zugegeben, sowie 100 pl Antiserum. Die
Mikrotiterplatte wird abgedeckt und 18 —24 h bei 46°C in HO geséttigter Kammer
lichtgeschiitzt inkubiert.
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3. HRP-Streptavidin-Inkubation. AnschlieRend wird die Platte dekantiert, so dai
moglichst wenig Restflissigkeit in den Wells zurtickbleibt. 200 pl HRP-Streptavidin-
Losung werden pro well pipettiert, die Platte 30 min bel 4°C lichtgeschiitzt inkubiert
und anschlief3end dekantiert.

4. Waschen. Zwecks Entfernung ungebundener Komponenten werden alle Wells mit 375
ul Waschpuffer versehen, 1 min stehen gelassen und dann dekantiert. Dieser
Waschvorgang ist insgesamt 4 mal durchzufthren.

5. Substrat-1nkubation. Danach werden 250 ul Substratlésung pro Well pipettiert und die
Patte 40 min lichtgeschiitzt bel RT in H,O geséttigter Kammer inkubiert.

6. Stoppen. Zum Stoppen der Farbreaktion werden 50 pl H,SO4 pro Well pipettiert.

Schliefdlich wird die Farbintensitét der Proben photometrisch bestimmt. Dies erfolgt in
einem Spectramax 250-Photometer (Molecular Devices, USA) mit dem Programm Soft
Max Pro 2.0.

2.4.2 Organkultur Studien

Mit Hilfe der Organkultur lassen sich die Leydig Zellen im weitgehend intakten
Gewebeverband untersuchen, so dal3 das Kultursystem der in vivo Situation einen Schritt
ndher kommt. Die Organkultur wurde in dieser Arbeit an Hoden des Weil3biischelaffen
(Alter: 53 Wochen) und der Maus (Alter: 13 Wochen, Stamm NMRI, Harlan Winkelmann,
Borching) vergleichend durchgefihrt.

Zunéchst wurde der Hoden entnommen (unsterile Bedingungen), dann in eine Petrischale
Uberftihrt und dekapsuliert (sterile Bedingungen). Der dekapsulierte Hoden wurde kurz mit

Medium gewaschen, bevor kleine Fragmente (1 mn) prépariert wurden.

In die Vertiefungen einer 24-well Platte wurden zunéchst 1,5 ml Zellkulturmedium
(Dulbecco’'s modified Eagle Medium mit 1000 mg/ml Glucose; (Life Technologies),
versetzt mit 1% (v/v) nicht-essentielle Aminosdauren (Life Technologies) und 2% (v/v)
Penicillin-Streptomycin-Glutamin ~ Kombinationsantibiotikum  (Life  Technologies))
pipettiert. Anschlief3end wurden Inserts mit Polycarbonatmembran (Nunc, Danemark) so
eingesetzt, daid die offene Seite des Inserts auf dem Plattenboden positioniert war und die

Membran sich an der Grenzschicht zwischen Luft und Medium befand. Darauf wurden
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dann die Fragmente des Hodengewebes plaziert, welche bei 35°C und 5 % CO, kultiviert
wurden.

Fir die Organkultur ist es essentiell, die Organfragmente an der Grenzschicht zwischen
Medium und Luft zu kultivieren, damit eine Versorgung mit Nahrstoffen aus dem Medium
gewdhrleistet ist und gleichzeitig eine Anoxie des Gewebes durch Mangelversorgung
verhindert wird. Um die Diffusion der N&hrstoffe zu garantieren, dirfen die Gewebestiicke
nicht gréRer als 1 mn? sein.

Bevor eine Testung der AON Molekile an der Organkultur vorgenommen werden konnte,
mufte die Stimulierbarkeit der Testosteronproduktion durch hCG Zugabe Uberprift
werden. Dazu wurden definierte Konzentrationen hCG (100-1000 mIU/ml) direkt in das
Kulturmedium gegeben und fir 24 h inkubiert. Anschliefend konnte die
Testosteronkonzentration im Kulturmedium mittels Radio Immuno Assay (RIA) (2.4.3.2)
bestimmt werden.

2.4.3 Studien in der Primarzellkultur

Um die Testung von AON Molekilen an den Leydig Zellen des Hodengewebes
vornehmen zu konnen, ist es moglich, aus dem Hodengewebe eine Einzelzell suspension
herzustellen. Vorteil der Priméarzellkultur gegeniber der Organkultur ist die
Quantifizierbarkeit der Zellzahl und der kleinere Mal3stab, der einen geringeren Verbrauch
an AON Molekilen erfordert. Nachteil ist jedoch die Zerstérung des Gewebeverbandes.

Die Einzelzellsuspension wurde durch enzymatischen Verdau des Gewebes hergestellt.
Dazu wurde zundchst ein Enzym-Mix Kulturmedium mit den Zusitzen Collagenase
(Sigma) (Img/ml) und DNase (Sigma) (1 mg/ml) hergestellt. Der Hoden einer 13 Wochen
alten Maus (Stamm NMRI, Harlan Winkelmann, Borching) wurde dekapsuliert, mit
Medium gewaschen und in einer Petrischale mit 1 ml Enzym-Mix versetzt. Das Gewebe
wurde dann mit einer Augenschere mechanisch zerkleinert bis eine pipettierbare
Suspension entstand. Diese wurde in eéinem 13 ml Rohrchen mit 9 ml des Enzym-Mixes
versetzt und eine Stunde bel 37°C im Wasserbad inkubiert, wobel zwischenzeitlich die
Suspension ale 10 min durchmischt wurde. Nach einer Stunde hatte sich ein Bodensatz
mit groben Fragmenten von der trilben Zellsuspension abgesetzt. Der Uberstand wurde
abgenommen und 10 min lang bei 800x g zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit
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Medium gewaschen und zentrifugiert. Das gewaschene Zellpellet wurde schliefdich in 8-
10 ml Kulturmedium aufgenommen (Dulbecco’s modified Eagle Medium mit 2000 mg/mi
Glucose; (Life Technologies), versetzt mit 1% (v/v) nicht-essentielle Aminosauren (Life
Technologies) und 2% (v/v) Penicillin-Streptomycin-Glutamin Kombinationsantibiotikum
(Life Technologies)) und die Zellzahl in der Neubauer Zahlkammer bestimmt.

In einer 48 well Platte wurden dann 500 000 Zellen pro well ausgesét. Nachdem sie
vollsténdig adhérierten, wurden sie mit verschiedenen AON Konzentrationen (10-20 V)
fUr eine Dauer von 48-72 h inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Stimulation mit hCG (100
miU/ml) fur die Dauer von 4 h. Anschlief3end wurde Testosteron im Zellkulturtiberstand
bestimmt.

2.4.3.1 Proteinbestimmung

Um den Proteingehalt der Organkultur zu bestimmen, wurde ein Proteinassay auf Basis der
Bichinonsaure-Methode durchgefiihrt. Prinzip des Tests ist die Reduktion von C/#* zu Cu*
unter Anwesenheit von Protein. Bichinon-Molekiile reagieren mit Cu" und bilden einen
Bichinon-Cu*-Komplex im Verhdtnis von 2:1, der bei einer Wellenlange von 562 nm
photometrisch gemessen werden kann.

Zur Erstellung der Standardkurve wurden ausgehend von einer 2 mg/ml BSA (bovines
Serumalbumin, Sigma) Stocklosung vier Standardverdinnungen (0,1-0,8 mg/ml)
eingesetzt.

Zur Aufbereitung der Organkulturfragmente wurden die Fragmente jeder einzelnen Probe
in ein Reaktionsgefald mit 100 m PBS Uberfihrt und mit Hilfe eines Stabhomogenisators
zu einer Zellsuspension homogenisiert (Ernst Schiitt, Gottingen).

Das Farbreagenz wurde aus zwei Komponenten nach Angaben des Herstellers (Pierce,
Rockford, USA) gemischt: Reagenz A (Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat,
Bichinonsdure, Natriumtartrat in 0,1 M NaOH) und Reagenz B ( 4 % Kupfersulfatlésung)
im Verhdtnis 3:1 (v/v).

Der Test wurde in einer 96 well Platte durchgefihrt. 10 nml einer Standard- bzw.
Probenl 6sung (Doppel bestimmung) wurden mit 200 nl Farbreagenz versetzt, gemischt und
30 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfogte die photometrische Bestimmung der
Proteinkonzentration. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des Programms ,, Soft Max Pro
2.0".
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2.4.3.2 Radio Immuno Assay (RIA) zum Nachweisvon Testosteron

Zum Nachweis von Testosteron in einer Trégerfllssigkeit eignet sich das Prinzip des Radio
Immuno Assays. Dabel konkurrieren in definierter Konzentration zugesetzte radioaktiv
markierte Testosteron-Molekile (Tracer) mit dem in der Probe vorhandenen Testosteron
um die freien Bindungsplétze an einem Erst-Antikorper. Ein zweiter Antikorper bindet
dann an den vorhandenen Antigen-Antikorper-Komplex. Es folgt die Immunprézipitation
durch Einsatz eines gegen den Zweit-Antikbrper gerichteten Antikorpers. Die
Konzentration des Testosterons in der zu bestimmenden Probe ist demnach umgekehrt
proportional zur ermittelten Konzentration der radioaktiven Tracer-Molekile.

Der Assay unterteilt sich in zwei Abschnitte: 1. Ermittlung der Tracer Recovery nach
Extraktion, 2. Radio Immuno Assay.

1. Ermittlung der Tracer Recovery

Fur die Recovery Berechnung wurden 25 pl (1000 cpm) H3-Testosteron Arbeitstracer,
jeweils 100 pl einer Probe und 200 pl TestosteronPuffer in jedes Extraktionsréhrchen
pipettiert. In das jeweils erste und letzte Rohrchen einer Messreihe wurden nur 300 pli
Puffer als Reagenzienleerwert gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 37°C fur 20 Min.
Danach wurden ale Extraktionsrohrchen mit 3 ml Ethylether versetzt und 30 Min auf
einem Rotor extrahiert. Anschliessend wurden die Gefésse 5-10 Min bei 1000 x ¢
zentrifugiert. In einem Kryostaten wurden dann die Rohrchen fur 2 Min bei —40°C
eingefroren und der Uberstand dann in entsprechend beschriftete Glasrohrchen
dekantiert.Das Reaktionsgemisch wurde in ein 37°C Wasserbad gestellt und soweit
eingeengt, dass das enthatene Testosteron (radioaktiv markiert bzw. nativ) an der
Rohrchenwandung antrocknet. Die Proben wurden anschlief?end mit 1 ml Testosteron
Puffer rekonstruiert und griindlich gemischt. Von jeder rekonstruierten Probe wurden 500
ul bzw. vom H® Testosteron Arbeitstracer 25 pl (1000cpm) in die entsprechenden
Szintillationsrohrchen pipettiert und 4 ml Szintillationscocktail (Aqualuma plus, Firma
Baker) zugegeben. Die Radioaktivitdt der Proben nach dem Extraktionsvorgang wurde in
einem Beta-Counter bestimmt, wobei die Radioaktivitét des Arbeitstracers nach dem
Extraktionsvorgang die Gesamtrecovery darstellt und als 100 % gesetzt wurde. Die
Prozentuale Recovery der Proben nach dem Extraktionsvorgang konnte somit anhand der

M essergebnisse berechnet werden.
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2. Radio Immuno Assay

Zwecks Herstellung einer Standardreithe wurde ausgehend von der Stockldsung (1000
pg/100 pl) eine geometrische Verdinnungsreihe angesetzt, um Konzentrationen von 500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95 pg/100ul vorzulegen. In jedes Messréhrchen
wurden 100 pl Standard bzw. 100 pl rekonstruierte Probe, sowie 100 ul TestosteronPuffer
pipettiert. Weiterhin wurden folgende Assay-Komponenten zugegeben: 100 pl Erst-
Antikorper (AS-EN 5105/9-11/2; Verdinnung 1:20 000), 100 pl Tracer (Amersham IM
128: Testosteron3-(O-carboxymethyl)-oximino-(2)iodohistamin; 25 uCi), sowie 100 pl
Rabbit  g-Globulin  (Zweit-Antikbrper) und 100 pl  Anti-Rabbit  1gG
(Prézipitationsantikorper). Zur Bestimmung der Totalaktivitdt wurden lediglich 100 pl
Tracer in ein Reaktionsgefass pipettiert. Die unspezifische Bindung der Tracermolekile
wurde ermittelt, indem statt Erst-Antikorper Puffer pipettiert wurde. Zur Bestimmung der
spezifischen Bindung wurden statt einer Probe 100 pl Puffer zugesetzt. Alle Rohrchen
wurden gut durchmischt und 2 h be 37°C inkubiert. Anschliessend wurden 2 ml
Waschlésung in jedes Rohrchen gegeben, 20 Min bel 1000 x g zentrifugiert und dann
dekantiert. Die Messung der Radioaktivitét erfolgte im Gamma-Counter. Der Messwert
jeder einzelnen Probe ist durch die prozentuale Recovery derselben Probe zu korrigieren
(Messwert x 100 / % Recovery = Wert in nmol/l).

2.4.4in vivo Studien

Die zwel durchgefihrten in vivo Studien dienten der Testung der AON Molekile im nicht
humanen Primaten Modell des Weilbtschelaffen (Callithrix jacchus). Im Fall einer
genspezifischen AON Wirkung wére diese durch abgesenkte Plasma Testosteron
Konzentrationen festzustellen, da die Expressionsrate der LHR Proteine erheblich
herabgesetzt und daher die Testosteronbiosynthese stark gedrosselt wére.

2.4.4.1 Studiel

Fir diese Studie wurden sechs adulte Tiere ausgewahlt, die zwischen 55 und 90 Wochen
at waren. Es wurden zwel Gruppen gebildet, von denen die eine Gruppe mit AON (AON
Gruppe) und die andere mit KON (KON Gruppe) behandelt wurde. Das AON/KON wurde
in einer Dosierung von 10 mg/kg Kérpergewicht eingesetzt. Die Verabreichung erfolgte als
intraperitoneale Injektion. Zur Herstellung der gebrauchsfertigen AON- bzw. KON-
Injektionslsung wurde zunéchst die fir jedes einzelne Tier benttigte AON- bzw. KON-
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Menge auf einer Feinwaage in einem sterilen Aluminium-Wiegeschiffchen eingewogen.
Entsprechend der hier benttigten grofzen AON/KON Mengen, erfolgte die Synthese der
Oligonukleotide (MWG Biotech, Ebersberg) im ,large Scale™-Malistab, so dal3 sie as
Pulver zur Einwaage vorlagen. Das Aluminium-Wiegeschiffchen mit der entsprechenden
Reagenzienmenge wurde dann in ein 13 ml Réhrchen (Falcon) dberfihrt und in 600 m
physiologische Kochsazlésung (Braun, Melsungen) gelost. Aufgrund der geringen
KorpergroRe der Tiere war es beabsichtigt, ein minimales Injektionsvolumen zu
verwenden und einen guten Kompromif3 zwischen Lddlichkeit des Oligonukleotids und
minimaler Injektionsmenge zu finden. Bel Lésung von bis zu 4 mg war ein Volumen von
500 m NaCl geradeausreichend, um die gesamte Reagenzienmenge |6sen zu konnen. Fur
jedes Tier wurde bel der Einwaage eine durch Spritze (Tuberkulinspritze, Braun,
Melsungen) und Kantle (20 Gauge, Braun, Melsungen) verursachte Verschleil3menge von
100 ml eingerechnet.

Zur Durchftihrung der Injektion wurde der jeweilige WeilRblschelaffe von dem Tierpfleger
in Kopfstandlage gehalten, damit sich das Darmkonvolut Richtung Zwerchfell bewegen
konnte, um eine Darmverletzung wahrend der Injektion auszuschlief3en.

Die Blutentnahmen erfolgten aus einer gut zuganglichen Beinvene. Pro Blutentnahme
wurden 700-800 nl Blut entnommen, Uber Nacht bel 4 °C gelagert und fir 20 min bei 3000
upm (Eppendorf Tischzentrifuge) und 8°C zentrifugiert. Die fllissige Phase wurde in ein
neues Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg) Uberfihrt und fur 20 min bei 3000 upm und
8°C zentrifugiert. In dem Serum konnte dann Testosteron bestimmt werden (2.4.6.2).

Vor jeder Injektion oder Blutentnahme wurde der Gesundheitszustand des Tieres genau
Uberpruft (Fellbild, Korperoffnungen, Schleimhaute). Nur bei tadellosem Zustand des
Tieres wurden die Anwendungen fortgesetzt. Nach jeder Anwendung bekamen die Tiere
eine Nahrungsbelohnung (Marmoset-Gum) mit Zusatz eines Eisenpréparates Ferrosanol,
Essex Pharma) nach Dosierungsangaben des Herstellers.

Die Studie war im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung des Instituts abgedeckt (Nr.
G41/98)
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In dieser Studie eingesetzte Tiere:

Name des | Probanden | K or pergewicht Alter Gruppe

Tieres Nummer (9) (Wochen)

Adam 1 260 67 AON
Bill 2 258 83 KON
Dirk 3 348 55 AON

Jurgen 4 322 75 KON

Lukas 5 394 68 AON

Ludger 6 307 90 KON

Bevor mit der AON/KON Injektion begonnen wurde, erfolgten zwel Blutentnahmen an
zwel unterschiedlichen Tagen zur Bestimmung der basalen Testosteronwerte. Der Verlauf

der Studie war wie folgt:

Tag 0 1 2 3 4
Blutentnahme X X X X X
Injektion X X X

Ziel war, einen kontinuierlichen Abfall der Testosteronproduktion nach jeder erfolgten

Injektion anhand der Blutentnahmen zu verfolgen.

2.4.4.2 Studiell

Diese Versuchsreihe wurde als ,,Cross Over* Studie zu Studie | angelegt, so dal3 die in
Studie | mit AON behandelten Tiere jetzt mit KON behandelt wurden und umgekehrt.
Zudem wurden die verabreichten AON/KON Dosen auf 20 mg/kg erhéht und somit im
Vergleich zu Studie | verdoppelt. Die AON Gruppe wurde um zwel Tiere erweitert, um die
Fallzahl zu erhéhen und Tendenzen in der AON Wirkung besser feststellen zu kénnen. Die
Studie wurde drei Wochen nach Beendigung der Studie | durchgefihrt, damit war
gewdhrleistet, dal’ die Tiere keine Oligonukleotidriickstdande mehr aufwiesen und eine
ausreichende Erholungsphase hatten. Das Tier Nr. 1 aus Studie | wurde in dieser Studie
nicht mehr eingesetzt, da seine Beinvenen sehr dinn waren und sich die Blutentnahme
daher schwierig gestaltete.
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Gruppeneinteillung der Tiere im Vergleich zu Studie | (, Cross Over®)

Name des | Probanden Gruppe Gruppe [Korpergewicht| Alter
Tieres Nummer Studiel Studiell (9) (Wochen)
Cindus 1 - KON 459 71

Bill 2 KON AON 272 86
Bruno 3 - AON 321 64
Claudius 4 - KON 409 53
Dirk 5 AON KON 356 58
Jurgen 6 KON AON 336 78
Klaus 7 KON AON 340 74
Lukas 8 AON KON 390 71
Luidger 9 KON AON 303 93
Otto 10 - AON 349 54

Der hauptsachliche Unterschied zur ersten Studie lag in der Abfolge der AON/KON
Injektionen  und  Blutentnahmen. In  der esten  Studie sollten  die
Testosteronskonzentrationen jeweils 24 Stunden nach der letzten AON/KON Injektion
gemessen werden, um Verénderungen nach jeder einzelnen Injektion zu ermitteln. In
dieser Studie sollte der akkumulative Effekt aller aufeinander folgenden AON/KON
Injektionen gemessen und der Testosteronspiegel der Tiere nach Abschlufd der AON/KON
Behandlung langer beobachtet werden. Im Falle einer positiven AON Wirkung wirde die
niedrigste Testosteronkonzentration nach Abschlul3 aler AON/KON  Injektionen
festgestellt werden und dann mit Nachlassen der AON Wirkung wieder ansteigen.

Der Studienzeitplan war wie folgt:

Tag 0 1 2 3 4 5 6 7] 8| 91012 ]12|13] 14
Blutentnahme| x X X | X X | X
Injektion X | x| x| X

Injektionen und Blutentnahmen erfolgten wie in Studie | (2.4.4.1) beschrieben.
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2.5 Zdlkulturmedien, L dsungen

L 6sungen fir die Sequenzierungen

Denaturierendes Acrylamidgel

Ammoniumpersulfat (APS)

TBE (10x)

TBS (10)

28 ml
5ml
21g
75ml
500 m
50 m

10 %
09M
09M

40 ml

05M
25M

Ldsungen fir die Agarose-Gele ektrophorese

Beladungspuffer

Elektrophoresepuffer (10x)

TAE-Puffer

0,25 %
30 %

025M
19M
35mM

40 mM
1mM
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Aquabidest

TBR (10x)

Harnstoff

Rapid Gel XL (MWG Biotech)
APS (10 %)

TEMED

APS in Aqua bidest (w/v)

Trisma-Base
Borsaure
0,5M EDTA, pH 8,0

Trisma-Base
NaCl

Bromphenolblau
Glycerin

Trisma-Base
Glycin
DS

TrisAcetat
EDTA
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Losungen fur den cAMP ELISA

ELI1SA-Waschpuffer

E-PBS-Puffer

HRP- Streptavidin-K onjugat

HRP-Substratl 6sung

Losungen fur den Testosteronassay

86 MM
0,02 %

01M
0,15M
5mM
02M
0,01 %

20m

500 m

500 m
500 m

NaCL

Tween (V/V)

Natriumphosphat, pH 7,0
NaCl

EDTA

BSA

Thiomersal

HRP- Streptavidin-Stockldsung
(167 mg/ml in 20 ml EPBYS)

(frisch anzusetzen)

Substratpuffer (
(4,8 M Natriumacetat,

0,24 M Zitronensaure)
0,2 % H,02
0,5 % Tetramethylbenzidin

Zur Herstellung eines 0,01 M Phosphat Puffers, pH 7,5, 0,2 % BSA

NaH,PO,4 x H,O (Merck)

NaHPO, x 2H,0 (Merck)

BSA (Sigma)
NaN3 (Merck)

In 11 Aquadest [6sen, pH 7,5 einstellen.

0,276 g
1,423 9
29
01g
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Ldsungen fir die Zdlkultur

PGBI Losung 0,2 % Glucose
0,1 % BSA
16,9 mM IMX (in PBS)

2.6 Materialien und Geréate

2.6.1Materialien

2.6.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden soweit nicht anders angegeben von den Firmen Aldrich
(Steinheim), Amersham Pharmacia (Freiburg), Ares Serono (London), BioRAd
(Minchen), Biozym (Hameln), Fluka (New-UIm), Invitrogen (Groningen, Niederlande),
Life Technologies (Eggenstein), Merck (Darmsatdt), MWG Biotech (Ebersberg), New
England Biolabs (Schwalbach/Taunus), Nunc  (WiesbadenBiebrich), PAA
Laboratories(Colbe), Promega (Heidelberg), Quiagen (Hilden), Roche Diagnostics
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Schleicher und Schuell (Dassel), Serva (Heidelberg),
Sigma (Deisenhofen), Stratagene (Heidelberg), USB/Amersham (Braunschweig) und
WAK-Chemie (Bad Soden) sowie aus der Apotheke der Universitdtskliniken Munster
bezogen.

2.6.1.2 Plasmidvektoren und Bakterienstamme

Plasmidvektor: pGGEM®-T Easy (Promega)

Bakterienstamm: E. coli XL1 Blue (supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, thi,
relAl, lac F'[proAB'lacl%acz-M15 Tn10 (tet")] )

Langenmarker: Als DNA-Grolenstandard wurde ,FX-174 RF DNA-Hae 111" verwendet

(Amersham Pharmacia).
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2.6.2 Gerate

Neben den Standardlaborgeréten wurden folgende weitere Geréte benutzt:

Inkubatoren
Mikroskop
PCR Gerét
Photometer

Sequenziergerét

Scintillationszahler
Sterilbank

Forma Scientific
Zeiss Axioskop
Hybaid Express
Spectramax 250

Gene Quant I1

LiCor

DNA —-Analyzer

Gene ReadIR 4.200
Wallac 1409 und 1277
Hera Safe
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Labotect GmbH, Gottingen
Carl Zeiss, Oberkochen
Hybaid, Heidelberg

Molecular Devices, USA
Amersham Pharmacia, Freiburg
MWG Biotech, Ebersberg

LKB Wallac, Finnland
Kendro, Dusseldorf
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung der LH Rezeptor cDNA des Java Affen (Macaca fascicularis)

3.1.1RT PCR der testikuldren RNA des Java Affen

Aus dem Hodengewebe eines Macaca fascicularis gewonnene RNA wurde zunachst mit
Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben und anschlief3end eine
Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit genspezifischen Primern durchgefthrt. In dieser
PCR diente dann die synthetiserte cDNA as Template. Durch Einsatz verschiedener
Primer Paare, welche verschiedene Abschnitte des LHR Gens flankierten (Kap. 2.1.3),
konnten Uberlappende Amplicons unterschiedlicher Grofde gewonnen werden. Diese
wurden nach Elektrophorese im Agarose Gel detektiert (Kap. 2.1.4.1) und ergaben in ihrer

Gesamtheit die den LHR kodierende Basensequenz.

1 290 600 1160 1770 2107
| | | | | | bp
ATG TAA
—
hA1 cD cE cF C
cDrev cE rev cFrev mC2rev cZ
1353 bp
1078 bp
872 bp
603 bp
310bp e 310 bp

Abb. 3.1: Klonierungsstrategieund RT PCR der Macaca fascicularis RNA. Schwarzer Baken:
Macaca fascicularis(mf) LH Rezeptor vom Start- bis zum Stopcodon (ATG bis TAA). Obere
numerierte Linie: Zahlen geben die Position der Primer innerhab der mfLHR Sequenz an. Pfelil
nach rechts: Vorwartsprimer (Beschriftung zeigt die Bennenung). Pfeil nach links: Reverse Primer
(Beschriftung zeigt die Bennenung). Rot: Position des Amplicons. Spur 1. Negativkontrolle,
Spuren 2, 3: Mit dem Primerpaar cD/cErev generierte Amplicons (310 bp). Zur Langenabschétzung
diente der Marker Hagelll.
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Der Reaktionsansatz der RT PCR mit den enthaltenen und in der Gelelektrophorese
nachgewiesenen Amplicons wurde anschlief3end aufgereinigt, um die entsprechenden
Amplicons von Enzym- und Reagenzienriicksténden zu reinigen und fur die Ligation in
einen Vektor vorbereiten zu kdnnen.

3.1.2 Proberestriktion

Nachdem das durch RT PCR erhaltene Amplicon in den Vektor pGem ligiert ( Kap.
2.1.5.1), in den E. coli Stamm XL1 Blue transformiert (Kap. 2.1.5.3) und daraus isoliert
(Kap. 2.1.5.4) wurde, diente die Proberestriktion (Kap. 2.1.5.5) der Langentberprifung des
im Vektor enthaltenen Inserts. Dazu wurden die aus den Bakterienklonen isolierten pGem
Vektorkonstrukte mit Ezym EcoRI restringiert und ein Teil des Reaktionsansatzes einer
Agarose Gelelektrophorese unterzogen.

23130 bp

4361 bp
2322 bp 3015 bp

2027 bp
1010 bo

500 bp

Abb. 3. 2: Proberestriktion des Vektorkonstruktes. Die Banden stellen den linearisierten Vektor
(3015 bp) und das durch das Primer Paar cC (forward) und cZ (reverse) generierte Insert ( 1010 bp)
dar. Spur 1: 2 ml Probevolumen, Spur 2: 31 Probevolumen. Zur Langenabschédtzung diente der
Marker Hindlll.

Nach Uberprifung auf Richtigkeit des Inserts wurde der restliche Reaktionsansatz der
DNA Isolierung fur die Sequenzierungsreaktion ( Kap. 2.1.6) verwendet.
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3.1.3 cDNA Consensus Sequenz desMacaca fascicularisLH Rezeptors

Nach Sequenzierung der verschiedenen Klone erfolgte die Selektion der positiven Klone.
Dazu erfolgte deren Uberprifung auf Homologie mit den bekannten LHR cDNAs
verschiedener Spezies. Als Referenzsequenz diente die cDNA des humanen LHR, aber
auch die der Spezies Callithrix jacchus, Rattus norvegicus und Mus musculus Die
Homol ogieabkl&rung erfolgte computergestiitzt mit dem Programm BLAST (,,basic local
alignment search tool“) in der Datenbank des ,Nationa Center for Biotechnology”
(NCBI). Mit den Sequenzen der positiven Klone wurde ein Alignment gegen die humane
LHR cDNA durchgefuihrt, um zu ermitteln, um welchen Abschnitt des LHR es sich
handelt. Aus etwa 60 sequenzierten Klonen waren letztendlich sechs Sequenzen fir den

kodierenden Bereich des vollstandigen LHR von Macaca fascicularis ausrei chend.

1 290 600 1160 1770 2107
| | | I | I b
ATG TAA
—
cD CE rev cF mC2rev
hA1l cDrev cE cFrev cZ

MF 3

Abb. 3.3: Klonierungsstrategie zur Klonierung der Macaca fascicularis LHR cDNA. Die
schwarzen Balken repréasentieren partielle bzw. Consensus cDNA des Macaca fascicularis LHR.
Pfeile nach rechts: Vorwértsprimer. Pfeile nach links: Reverse Primer. Beschriftung Uber den
Pfeilen: Primerbenennung. Die Primer sind aus cDNA Sequenzen von Callthrix jacchus (c), Homo
sapiens (h) bzw. Macaca fascicularis(m) (Kap. 2.1.3). Durch RT PCR mit den Primern hA1-cDrev
konnte das Fragment MF 1, durch cD-cErev MF 2, durch cE-cFrev MF 3, durch c=mC2rev MF 4
und durch cC-cZ das Fragment MF 5 amplifiziert werden.
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3.1.3.1 Consensus Nukleotidsequenz der Macaca fascicularisLHR cDNA

ATG AAG CAG CGG TTC TCG GCG CTG CAG CTG CTG AAG CTG CTG CTG CTG CTG CTG 54
M K Q R F S A L Q L L K L L L L L L

CTG CTG CAG CCG TTG CTG CCA CGA GCG CTG CGC GAG GCG CGC TGC CCT GAG CCC 108
L L P L L P R A L R E A R C P E P

TGC AAC TGC GCG CCC GAC GGC GCC CTG CGC TGC CCC GGC CCG ACG GCC GGT CTC 162
c N ¢} A P G A L R c P G P T A G L

ACT CGA CTA TCA CTT GCC TAC CTC CCT GTC AAA GTG ATC CCA TCT CAA GCT TTC 216
T R L s L Y L P v K v | P S Q A F

AGA GGA CTT AAT GAG GTC GTA AAA ATT GAA ATC TCT CAG ATT GAT TCC CTG GAA 270
R L N E \Y Y K 1 E s Q I D s L E

AGG ATA GAA GCT AAT GCC TTT GAC AAC CTC CTC AAT TTG TCT GAA ATA CTG ATC 324
R I E A N A F D N L L N L s I L I

CAG AAC ACC AAA AAT CTG AGA TAC ATT GAG CCC GGA GCA TTT ATA AAT CTT CCC 378
Q N T K N L R Y I E P G A F | N L P

CGA TTA CAA TAC TTG AGC ATC TGT AAC ACG GGC ATC AGA AAG TTT CCA GAT GTT 432
R L Q Y L S | c N T G I R K F P D V

ACG AAG ATC TTG TCC TCT GAA TTA AAT TTC ATT CTG GAA ATT TGT GAT AAC TTA 486
T K I L S S E L N F | L E | c D N L

CAC ATA ACC ACC ATA CCA GGA AAT GCT TTT CAA GGG ATG AAT AAT GAA TCT GTA 540
H | T T I P G N A F G M N N E S v

ACA CTC AAA CTA TAT GGA AAT GGA TTT GAA GAA GTA CAA AGT CAT GCG TTC AAT 594
T L K L Y G N G F E E \ Q s H A F N

GGG ACG ACA CTG ATT TCA CTG GAG CTA AAG GAA AAC ATA CAT CTG GAA AAG ATG 648
G T T L I S L E L K E N i H L E K M

CAC AAT GGA GCC TTC CGT GGG GCC ACG GGG CCG AAA ATC TTG GAT ATT TCT TCC 702
H N G A F R G A T G P K ] L D I s S

ACC AAA TTG CAG GCC CTG CCG AGC TAT GGC CTA GAG TCC ATT CAG ACG CTA ATT 756
T K L Q A L P S Y G L E S Q L I

GCC ACG TCA TCC TAT TCT CTA AAA AAA TTG CCA TCG AGA GAA AAA TTT GCC AAT 810
A T 1S S Y s L K K L P S R K F A N

CTC CTG GAA GCC ACG TTG ACT TAC CCC AGC CAC TGC TGT GCT TIT AGA AAC TTG 864
L L E A T L T Y P S H C C A E R N L

CCA ACA AAA GAA CAG AAT TTT TCA CTT TCC ATT TCT GAA AAC TTT TCC AAA CAA 918
P T K E Q N F s L S | S E N S K Q

TGT GAA AGC ACA GTA AGG AAA CTG AAT AAT AAA ACA TTT TAT TCT GCC ATG CTT 972
c E S T v L N N K T F Y 5 A M L

GCT GAG AGT GAA CTG AGT_GGC TGG GAC TAT GAA TAT GGT TTC TGC TTA CCC AAG 1026
A E S E L S G W D Y E G F c L P K

ACA CCC CGA TGT GCT CCT GAA CCA GAT GCT TTT AAT CCC TGT GAA GAT ATT ATG 1080
T P R C A P E 3 D A F N P c E D I M

GGC TAT GAC TTC CTT AGG GTC CTG ATT TGG CTG ATT AAT ATT CTA GCC ATC ATG 1134
G Y D F L R v L I w oL I N | L A | M

GGA AAC ATG ACT GTC CTT TIT GTT CTC CTG ACA AGT CGT TAC AAA CTT ACA GTG 1188
G N MoT v F Y L L T R Y K L T v

CCT CGT TTT CTC ATG TGC AAT CTC TCC TTT GCA GAC TTT TGC ATG GGA CTC TAT 1242
P R F L M C N L S F A D F C M G L Y

CTG CTG CTC ATA GCC TCA GTT GGT TCC CAA ACC AAG GGC CAG TAC TAT AAC CAT 1296
L L A S v G S Q T K G Q Y % N H

GCC ATA GAC TGG CAG ACA GGG AGT GGG TGC AGC ACT GCT GGC TTT TTC ACT GTA 1350
A | D W Q T G S G c S T A G F F T \Y

TTC GCA AGT GAA CTT TCT GTC TAC ACC CTC ACC GTC ATC ACT CTA GAA AGA TGG 1404
F A S E L S v Y T L T I T L E R W

CAC ACC ATC ACT TAT GCT ATT CAC CTG GAC CAA AAG CTG CGA TTA AGA CAT GCC 1458
H T ] T Y A | H L D Q K L R L R H A

ATT CTG ATT ATG CTT GGA GGA TGG CTC TTT TCT TCT CTA ATA GCT ATG TTG CCC 1512
I L I M L G G WL F s S L | A M L P

CTT GTG GGT GTC AGC AAT TAC ATG AAG GTC AGT ATA TGT TTC CCC ATG GAT GTG 1566
L v G v S N Y MK S | c F P M D v

GAA ACC ACT CTC TCA CAA GTC TAT ATA TTA ACC ATC CTG ATT CTC AAT GTG GTG 1620
E T T L S Q (VA I L T ] L I L N v v

GCC TTC ATC ATA ATT TGT_GCT TGC TAC ATT AAA ATT TAT TTT GCA GTT CAA AAC 1674
A F I | | A c Y I K F A v Q N

CCA GAA TTA ATG GCT ACC AAC AAA GAT ACA AAG ATT GCT AAG AAA ATG GCA ATC 1728
P E L M T N K D T K | A K K M A

CTC ATC TTC ACC GAT TTC ACC TGC ATG GCA CCT ATC TCT TTT TTT GCC ATC TCA 1782
L I T D F T c M A P | S F F A I S

GCT GCC TTC AAA GCG CCT CTT ATC ACA GTA ACC AAC TCT AAA GTT TTA CTG GTT 1836
A A F K A P L | T v T N S K Y, L Y

CTT TTT TAT CCC ATC AAT TCT TGT GCC CAT CCA TTT CTG TAT GCA ATA TTC ACT 1890
L F Y P I N S C A H P F L Y A i F T

AAG ACA TTC CAA AGA GAT TTC TTT CTG TTG CTG AGC AAA TTT GGA TGC TGT AAA 1944
K T F Q R D F F L L L S K F G ¢ c K

CAT CGG GCT GAA CTT TAT CGA AGG AAG GAT TTT TCA GCT TAT ACC TCC AAC TGC 1998
H R A E Ly R R K D F S A Y T S N c

AAA AAT GGC TTC ACT GGA TCA AAT AAG CCT TCT CAG TCC ACC TTG AAG CTG TCC 2052
K N G F T G S N K P S Q S T L K L S

ACA TTG CAC TGT CAA GGT ACA GCT CTC CTA GAC AAG ACG TGC TAC ACA GAG TGT 2106
T L H c Q G T A L D K T c Y T E ¢

TAA

*

Abb. 3.4: Consensus Nukleotidsequenz der Macaca fascicularis LHR cDNA mit Aminosdure
Trandation. Nukleotidsequenz (obere Zeile) mit Nukleotidnumerierung jewells rechts neben jeder
Zeile. Aminosaure Trandation (untere Zeile) im Ein Buchstaben Code, Sternchen représentieren
einen Trandationsstop. Grau unterlegte Boxen reprasentieren CpG reiche Regionen.
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3.1.4 Proteinalignment mit LHR Proteinsequenzen ver schiedener Spezies
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Abb 3.5: Vergleich der Aminosalresequenzen des Macaca fascicularis (Mf) LHR mit den

Callithrix jacchus (Cj), Rattus

norwegicus (Rn) und Mus musculus (Mm). Die Aminosdurennumerierung ist rechtsseitig
eingetragen, beginnend mit der Startaminosaure Methionin, den gesamten offenen Leserahmen

LHR Aminosairesequenzen von Homo sapiens (Hs),

fehlende

Aminosduren. Die fur die verschiedenen Exons kodierenden Sequenzen sind durch vertikale Linien

Homologien bzw.
begrenzt und sind mit 1 bis 11 markiert. Die sieben Transmembran Doménen sind durch Rechtecke

umfassend. Sternchen und waagerechte Striche stehen fir
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markiert und mit TM 1 bis TM 7 bezeichnet. Die drei extrazellléren Loops und drei intrazelluléren
Loops sind, welche die TM miteinander verbinden sind mit EL 1 bis EL 3 bzw. IL 1 bis IL 3
bezeichnet.

Durch RT PCR konnten sieben Uberlappende cDNA Fragmente erzeugt werden, die
insgesamt zu einer 2153 Nukleotide umfassenden Consensus Sequenz fihrten, mit einem
offenen Leserahmen von Position 1 bis Position 2107. Vom 5'-Ende aus erstreckt sich
stromabwarts eine GC reiche Region, die bis zur Position 325 reicht, eine zweite GC reiche
Insal folgt von Nukleotid 644 bis 857.

Nach Trandation ergab sich ein Rezeptormolekil von 702 Aminosduren. Die
Extrazellulére Doméane besteht aus 366 Aminosauren, die transmembrane Region aus 264
Aminosauren und 72 Aminosauren bilden die intrazelluldre Doméne. Der vollstéandige
Macaca fascicularis LHR weist eine Homologie von 96 % zum humanen LHR, sowie von
92 % zum Weil¥bischelaffen LHR, 84 % zum Ratten LHR und 83 % zum Maus LHR auf
(Ermittlung durch Clustal W, EMBL-EBI Datenbank).

3.2In situ Hybridisierung

Zwecks Nachweises der LHR mRNA in den Leydigzellen des testikuléren Interstitiums
wurde an Hodengewebsschnitten von Macaca fascicularis eine in situ Hybridisierung
vorgenommen. Dazu wurde mittels in vitro Transkription eine der humanen LHR cDNA
homologe cRNA Sonde hergestellt (Kap. 2.2.1), mit der die Detektion der LHR mRNA
erfolgte (Kap. 2.2).
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Abb. 3.6: In situ Hybridiserung der LHR mRNA in den Leydig Zellen mit einer hLHR
spezifischen cRNA Sonde. Hoden Gewebe des Java Affen Macaca fascicularis. A, B:
Hybridisierung mit ,, antisense’-Sonde. Die an die Zidl mRNA hybridisierte Sonde ist dirch die
Farbreaktion (Alkalische Phosphatase katalysiert Farbumschlag des Substrates NBT/BCIP)
nachweisbar (Pfeil ). C, D: Hybridiserung mit , Sense’-Sonde, Negativkontrolle (Pfeil). A, C:
VergrofRerung 250x, Linie entspricht 50 nm. B, D: Vergroferung 100x, Linie entspricht 100 mm

Durch in situ Hybridisierung lief3 sich die LHR mRNA im Cytoplasma der Leydigzellen
nachweisen, wie die Abb. 3.6 A zeigt. Nach Inkubation des Gewebes mit der ,, antisense"
cRNA Sonde, konnte ein Signal nachgewiesen werden. Zwar war es in seiner Intensitat
schwach, jedoch vorhanden, was der Vergleich mit der Negativkontrolle (Abb. 3.6. C)
verdeutlicht. Insgesamt zeigt die Negativkontrolle eine hohe Hintergrundférbung, die
durch Vergleich der Ubersichtsaufnahmen (Abb. 3.6 B, D) sichtbar wird.
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3.3 Studien zur Etablierung der Antisense Oligonukleotidtechnik —in vitro

Durch die hier durchgefihrten Experimente sollte die  genspezifische
trandationshemmende Wirkung von AON Molekilen am Zelkulturmodell der hLHR
CHO Zellen ermittelt werden.

Die in vitro Experimente zur Etablierung der AON Methode wurden in folgender
Reihenfolge durchgefihrt:

Aufnahme markierter Oligonukleotidmolekule in die Zelle
Uberprifung der Hormon Rezeptor Bindung durch hCG Stimulation
Ermittlung der optimalen Stimulationsdauer

Abhangigkeit der cAMP Konzentration von der Zellzahl

Testung verschiedener AON Molekile

Ermittlung einer Dosisabhangigkeit der AON Wirkung

N o g s~ w D P

Testung der AON Wirkung unter Oligofectamin Zusatz

3.3.1 Aufnahme FITC markierter Kontrolloligonukleotidein CHO-Zéellen

Die Abb. 3.7 zeigt die Aufnahme des FITC markierten KON (0,2 nM bzw. 0,4 nM) in
hLHR CHO Zellen mit und ohne Oligofectamin.

Zunéchst liefd sich sowohl eine zeit- als auch eine konzentrationsabhéngige Aufnahme des
FITC-KON in die Zéellen feststellen, da nach 24 stindiger Inkubation (Abb. 3.7, rechte
Spalte) deutlich stérkere Fluoreszenzsignale im Cytoplasma der Zellen zu beobachten
warenals nach 4 stiindiger FITC KON Inkubation (Abb. 3.7, linke Spalte).

Zu beiden Inkubationszeitpunkten bewirkte der Zusatz von Oligofectamin eine
beschleunigte FITC KON Aufnahme in die Zelle. Bei gleicher KON Konzentration zeigte
sich stérkere Fluoreszenz in den mit Oligofectamin behandelten Zellen (Abb. 3.7 A, B, E,
F) as in den Oligofectamin unbehandelten (Abb. 3.7 C, D, G, H). Das schwéchste Signa
war daher im Falle der 0,2 mM FITC KON Konzentration ohne Oligofectaminzusatz Zellen
nach 4 stindiger Inkubationsdauer, das starkste fur die 0,5 MM Konzentration mit KON
nach 24 stindiger Inkubationsdauer festzustellen.
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Abb. 3.7: Zdlulare Aufnahme des FITC markierten KON in hLHR CHO Zdllen.
Inkubationsdauer 4 h (linke Spalte) bzw.24 h (rechte Spalte). FITC KON Konzentration 0,2 ni
(A-D) bzw. 0,4 mM (E-H).Inkubation mit Oligofectamin (A, B, E, F) bzw.ohne Oligofectamin (C,
D, G, H). Zdlkernfarbung: DAPI. VergrofRerung 250x. Markierung entspricht 50 nm.
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3.3.2 Uberpriifung der cAMP Produktion durch hCG Stimulation

Die verwendete CHO (Chinese Hamster Ovarian) Zellinie exprimiert stabil den humanen
LH Rezeptor (hLHR), daher die Bezeichnung hLHR CHO Zellen. Um zunéachst die
Stimulierbarkeit der Signaltransduktionskaskade durch hCG zu untersuchen, wurden die
Zellen (100 000 / well; 6 well plate) mit hCG (Choragon 50004, Serono) in einer
Dosierung von 3150 000 miU/ml fur zwel Stunden stimuliert. Als hCG Tragerlosung
diente eine phosphatgepufferte Salzldsung mit Glucosezusatz (PBGI). Unmittelbar nach
der Stimulation wurden die Zellkulturplatten eingefroren, um ein Aufbrechen der Zellen zu
erreichen und somit den Gehalt des intrazelluléaren und extrazelluléren, also des gesamten
CAMPs, messen zu kdnnen (Kap.2.4.1.6).
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Abb. 3.8: hCG Dosisabhéangigkeit der cCAMP Konzentration in hLHR CHO Zelen. 100 000
Zdlen/well (6 well Platte) wurden mit verschiedenen hCG Dosierungen fur 2 h stimuliert. Saulen
représentieren jeweils die CAMP Mittelwerte einer Doppel bestimmung mit Standardabwei chungen.

In der Zelle wird cAMP in verschiedenen Stoffwechselwegen als second messenger
benutzt, daher produzieren die Zellen per se etwa 20 pmol/ml cAMP ohne durch hCG
stimuliert zu werden. Durch Zusatz von hCG in den Konzentrationen von 0,15 bis 150
miU/ml war ein Anstieg der CAMP Produktion um den Faktor 25 auf 475 pmol/ml cAMP
gegentiber den unbehandelten Zellen zu verzeichnen. Durch die Erhdhung der hCG Dosis
um weitere Zehnerpotenzen war alerdings kein weiterer signifikanter Anstieg der CAMP

Produktion zu beobachten.

59



3 ERGEBNISSE

3.3.3 Ermittlung der optimalen Stimulationsdauer mit hCG

Zwecks maglichst geringen Einsatzes an hCG zur Stimulation wurde die Kultivierung der
Zellen auf 96 well plates umgestellt. Zur Ermittlung der Zeitabhangigkeit der hCG
Wirkung wurden 20 000 Zellen pro well eingesetzt, mit einer Dosierung von O bis 1000
mlU/ml fir eine Dauer von 1h bis 6h stimuliert und anschlief3end cAMP bestimmt.

0o miu/ml 0100 miu/ml 1000 miu/ml

cAMP (pmol/ml)
= -
o a1
o o

2]
o
1

aal

Stimulationsdauer (min)

240 360

AbDb.3.9: Zeitabhéngigkeit der hCG Wirkung in hLHR CHO Zéellen. 20 000 Zellen/well (96
well Platte) ohne hCG Zusatz, bzw. mit 100 und 1000 miU/ml hCG stimuliert fir 1-6 h. Saulen
représentieren jeweils die CAMP Mittelwerte einer Doppel bestimmung mit Standardabwe chungen.

Produzierten die Zellen ohne Zusatz von hCG nach einer Stunde Stimulationsdauer nur 2,1
pmol/ml cAMP, so waren es nach drel stindiger Stimulation schon 4,3 pmol/ml, so dai3
eine Verdopplung der Produktion eingetreten war. Unter Zusatz von 100 miU/ml hCG
wurde im Zeitverlauf ein Anstieg der cAMP-Produktion um den Faktor acht erreicht,
namlich von 26 pmol/ml cAMP nach einer Stunde auf 212 pmol/ml cAMP nach sechs
Stunden. Verglichen mit den unbehandelten Zellen war nach zweistiindiger Stimulation
mit 100 miU/ml hCG somit eine um den Faktor 19 gesteigerte CAMP Produktion (2,4
pmol/ml versus 46,1 pmol/ml) zu beobachten, welche schon ausreichend war, um eine
inhibierende Wirkung von Antisense Oligonukleotiden auf die cAMP Produktion zu
untersuchen. Um aso einen moglichst wirtschaftlichen Einsatz des hCG zu gewahrleisten,
konnte auf eine hdhere Dosierung des hCG (1000 miU/ml) in den folgenden Experimenten

verzichtet werden.
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3.3.4 Abhangigkeit der cCAMP Konzentration von der Zellzahl

Das von den hLHR CHO Zédlen unter hCG Stimulation produzierte cAMP wurde mit Hilfe
des CAMP ELISA Assays detektiert (Kap. 2.4.1.6), der einen Mef3bereich von 0 bis 243
pmol/ml umfald. Um den Verbrauch an Assayplatten zu minimieren, war es ein Ziel, die
Zéelldichte in den Experimenten so einzustellen, dal3 die unter hCG Stimulation maximal
erreichten cAMP Konzentrationen noch im linearen Mefdbereich lagen, so dal3 eine
Verdinnung der Proben und eine erneute Messung vermieden werden konnte. Dazu
wurden Zellen in einer Dichte von 156 Zellen pro well bis 10 000 Zellen pro well ausgesét,
far zwel Stunden mit hCG (100 mlU/ml) bzw. ohne hCG stimuliert und anschlief3end
CAMP bestimmt.
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Abb. 3.10: Abhangigkeit der cAMP Konzentration von der hLHR CHO Zédlzahl. 156-10000
Zdlen/wdl (96 well Platte) mit 100 miU/ml hCG fur 2 h stimuliert. Sdulen représentieren jeweils
die cAMP Mittelwerte einer Doppelbestimmung mit Standardabweichungen. Insert: Zellen ohne
hCG Zusatz.

Unter hCG Stimulation (100 miU/ml) lagen die resultierenden cAMP Konzentrationen bis
zu einer Zellzahl von 1250 pro well noch im linearen Mef3bereich des Assays. Ab einer
Zellzahl von 2500/well wurde der lineare Mef3bereich Uberschritten und das Ergebnis war
daher nicht mehr verlddich. Die Verwendung einer Zellzahl von 1250 Zellen pro well
wurde daher fur folgende Experimente festgelegt, so war gewahrleistet, dal’3 sowohl die
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von den nicht stimulierten Zellen produzierten cAMP Konzentrationen (s. Abb. 3.10

Insert) als auch die der stimulierten Zellen verlddlich detektiert werden konnten.

3.35 Uberprifung der trandationshemmenden Wirkung von drei Antisense
Oligonukleotid Molekulen

Mit dem Ziel, die Trandation der LHR mRNA in den hLHR CHO Zellen zu inhibieren
(Kap. 1, Abb. 1.3) und somit eine verminderte cCAMP Produktion zu erzeugen, wurden
insgesamt drei verschiedene AON (AON 1, AON 2, AON 3; Kap. 2.4.1.1 ) getestet. Dazu
wurden 1250 Zellen pro well eingesetzt. Diese wurden dann fur 48, 72 bzw. 96 Stunden
mit je einem AON (15 M) bzw. Kontroll Oligonukleotid (KON, 15 nM) inkubiert und
anschliefiend fur zwei Stunden mit hCG (100 miU/ml) stimuliert. Danach erfolgte die
Bestimmung des total CAMP.

700
AON 1 OAON 2 OAON 3 U Vehikel B KON

600 ~ i

500 4 i

400 T

300 T

CcAMP [pmol/l]
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Abb. 3.11. Effektivitdt verschiedener Oligonukleotide (AON 1, AON 2, AON 3) nach
unter schiedlichen I nkubationszeitraumen. 1250 Zellen/well (96 well Platte) inkubiert mit 15 nivi
AON 1, AON 2, AON 3 bzw. KON fur 48, 72, bzw. 96 h und stimuliert mit 100 mU/ml hCG fir 2
h. Saulen représentieren jewells die cAMP Mittelwerte einer Doppelbestimmung mit
Standardabweichungen.
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Ein Vergleich der cAMP Produktion der Zellen mit bzw. ohne AON Zusatz zeigte
zunéchst einen die cCAMP Produktion hemmenden Effekt fur alle drei AON zu allen
Inkubationszeitpunkten. Nach einer Inkubationsdauer von 48 h bewirkte AON 1 eine
Verminderung des cAMP Spiegels um 29 %, AON 2 um 11 % und AON 3 um 18 %
gegeniiber den AON unbehandelten Zellen. Nach einer Inkubationsdauer von 72 h ergab
sich bereits eine Hemmung der cAMP Produktion von 50 % fur AON 1, 25 % fir AON 2
und 39 % fur AON 3. Damit war das AON 1 eindeutig das effektivste aller getesteten
AON. Nach 96 stindiger Inkubationsdauer zeigte es zwar eine Verminderung der cAMP
Konzentration um 60 % versus AON unbehandelten Zellen, jedoch traten unter diesen
Bedingungen offensichtlich stérkere zytotoxische Effekte auf. Diese lassen sich aus dem
Vergleich der AON/KON unbehandelten Zellen mit den KON behandelten Zellen ableiten.
Der Zusatz von KON bewirkte nach 96 stindiger Inkubationsdauer eine Absenkung des
CAMP Spiegels um 27 % versus unbehandelter Zellen, wahrend dieser Effekt nach einer
Inkubationsdauer von 48 h nur 2 % und nach 72 h 7 % betrug.

Fir nachfolgende Experimente wurde AON 1 eingesetzt.

3.3.6 Dosisabhangigkeit der Antisense Oligonukleotid Wirkung

Ziel diese Experimentes war die Ermittlung einer AON 1 Dosis, die unter optimaler
Inkubationsdauer zu einem maximalen Hemmeffekt der cAMP Produktion fuhrte und
gleichzeitig minimale zytotoxische Wirkung hatte.

Zu diesem Zweck wurden 1250 hLHR CHO Zedllen pro well ausgesdt und mit AON 1
(20 pM, 15 uM, 20 puM), mit KON (10 uM, 15 uM, 20 uM), bzw. ohne AON/KON Zusatz
(Vehikel) fur 48 h, 72 h bzw. 96 h inkubiert, danach fir 2 h mit hCG (100 miU/ml)

stimuliert.
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Abb. 3.12: Effektivitat des AON 1. 1250 Zellen/well (96 well Platte). Inkubiert ohnne AON Zusatz
oder mit AON 1 bzw. KON fir 48, 72, 96 h. Stimuliert mit 200 mlU/ml hCG fur 2 h. A: AON bzw.
KON Konzentration 10 uM, B: 15 uM, C: 20 uM. Sdulen reprasentieren jeweils die CAMP
Mittelwerte einer Doppel bestimmung mit Standardabwei chungen.
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Der Vergleich zwischen AON behandelten und AON unbehandelten Zellen zeigte nach 48
stindiger Inkubation unter 10 uM AON/KON Dosierung keinen Hemmeffekt auf die
CAMP Produktion. Nach 72 h ergab sich eine Hemmung um 26 %, nach 96 h um 22 %.
Die Wirkung des AON 1 veséarkte sich offensichtlich durch Einsatz der 15 uM
Konzentration. Hier wurde bereits nach einer Inkubationsdauer von 48 h eine 29 %ige
Absenkung des cAMP Spiegels beobachtet, welche nach 72 h schon 50 %, nach 96 h 60 %
betrug. Unter Verwendung der 20 uM Dosierung von AON bzw. KON kam es schon nach
einer Inkubationszeit von 48 h zu zytotoxischen Effekten. Vergleicht man die
unbehardelten Zellen mit den KON behandelten so ist aufféllig, dald allein durch Zusatz
des KON der cAMP Spiegel um 59 % niedriger war als der unbehandelter Zellen (136
pmol/ml vs. 333 pmol/ml). Nach 72 h lag er um 90 %, nach 96 h um 95 % niedriger als der
von den Vehikel behandelten Zellen. Insgesamt lief? sich unter Verwendung einer 15 niM
AON 1 Konzentration eine dosisabhangige Wirkung feststellen.

3.3.7 Reproduzierbarkeit der Antisense Oligonukleotid Wirkung

Nachdem ein erster Hinweis auf die Wirkung des AON 1 vorlag (3.3.6, Abb. 3.12), sollte
in einem folgenden Experiment sowohl die Reproduzierbarkeit des Ergebnisses tberprift
as auch ein Vergleich mit AON/KON unbehandelten und nicht hCG stimulierten Zellen
angestellt werden. Dazu wurde der gleiche Versuchsaufbau wie in 3.3.6 gewdhlt, jedoch
wurden als Kontrolle zusdtzlich AON/KON unbehandelte Zellen mitgefihrt, welche nicht
mit hCG stimuliert, sondern nur mit der hCG Tragersubstanz PGBI inkubiert wurden.
Weiterhin  wurde eine Forskolin Kontrolle mitgefiihrt. Forskolin  stimuliert as
unspezifischer Aktivator der Adenylatzyklase die CAMP Produktion unabhangig von der
Hormon Rezeptor Bindung. Mit Hilfe der Forskolin Stimulation kann daher die Integritét
der Signaltransduktionskaskade Uberprift werden. Im Fall einer zytotoxischen Wirkung
der AON/KON Molekile wirde der Signaltransduktionsapparat geschadigt und die
Stimulierbarkeit durch Forskolin wére gegeniber AON/KON unbehandelten Zellen
herabgesetzt.
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Abb. 3.13: Effektivitat des AON 1 unter hCG- bzw. For skolin-Stimulation. 1250 Zellen/well

(96 well Patte) fur 2 h ohne hCG, mit 100 miU/ml hCG bzw. mit 50 nM Forskolin. A,B:
AON/KON Inkubation fur 48 h, C,D: 72 h, E, F: 96 h. Saulen représentieren jeweils die cAMP
Mittelwerte einer Doppel bestimmung mit Standardabwei chungen.
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Ein Vergleich der AON unbehandelten mit den AON inkubierten Zellen nach hCG
Stimulation zeigte zunéchst einen Hemmeffekt des AON 1 auf die CAMP Produktion fir
alle Inkubationszeitrdume und alle verwendeten Konzentrationen. Eine Ausnahme bildete
die 15 uM AON 1 Konzentration nach 72 stiindiger Inkubation.

Fur die Inkubationszeit von 48 h belief sich die Hemmung der cAMP Produktion auf 41 %
(10 uM), 22 % (15 uM) bzw. 52% (20 uM), wahrend eine 72 stiindige Inkubation eine
Hemmung von 22 % (10 pM) bzw. 30 % (20 pM) bewirkte; fur die 15 uM Konzentration
ergab sich kein Hemmeffekt. Dieser war jedoch nach 96 stiindiger Inkubation mit AON 1,
wenn auch nur in geringem Mal3e feststellbar: 16 % (10 uM), 11 % (15 puM) und 26 %
(20 uM). Bel  Betrachtung aler Inkubationszeitraume und aller verwendeten
Konzentrationen war kein dosisabhangiger Effekt feststellbar.

Zwischen den KON unbehandelten und den KON behandelten hCG stimulierten Zellen
ergab sich erwartungsgemal? kein Hemmeffekt auf die CAMP Produktion mit Ausnahme
der 96 stiindigen Inkubation mit KON: 33 % (10 uM), 13 % (15 pM) bzw. 16 % (20 uM).
Diese Effekte sind, ebenso wie die Hemmung des CAMP Spiegels nach 48 h und 20 uM
KON Konzentration, wahrscheinlich auf zytotoxische Effekte des KON zurtickzufiihren.
Zellschédigende Wirkungen lassen sich bestétigen durch die Ergebnisse der Stimulation
der Zellen mit Forskolin. Forskolin ist ein unspezifischer Aktivator der Adenylatzyklase
und aktiviert daher die CAMP Produktion ohne dal3 eine Bindung an den LH Rezeptor
stattfinden muf3. Jegliche zytotoxische Wirkungen auf die cAMP Produktionsmaschinerie

der Zelle zeigen sich daher in einer verminderten cAMP Stimulierbarkeit durch Forskolin.

Ein Vergleich der AON unbehandelten mit AON behandelten und Forskolin stimulierten
Zellen zeigte, dald mit zunehmender AON-Konzentration der cAMP Spiegel nach
Forskolin Stimulation sank (um maximal 73 % nach 48 h, 66 % nach 72 h bzw. 70 % nach
96 h), und zwar um so stérker, je langer die AON Inkubation dauerte. Bei der Verwendung
von KON war der cCAMP hemmende Effekt nicht gleichermal3en stark. Wahrend sich nach
48 stindiger KON Inkubation fast keine Veranderung der cAMP Spiegel ergab, zeigte sich
nach 72 h ein Effekt unter der Verwendung von 20 uM KON Konzentration. Nach 96
stindiger Inkubationsdauer reduzierte sich die cAMP Konzentrration ebenfalls mit
zunehmender KON Konzentration. Dieses Ergebnis ist nicht plausibel, da AON und KON

in ihrer Konstitution gleich sind und sich lediglich in ihrer Basensequenz unterscheiden.
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3.3.8 Antisense Oligonukleotid Wirkung unter Oligofectamin Additiv

Ziel dieses Experimentes war die Ermittlung einer besseren AON Wirkung unter
Verwendung von Oligofectamin, welches die Aufnahme des AON in die Zelle erleichtern
soll (3.3.1). Dazu wurden 1250 hLHR CHO Zellen pro well ausgesét und fur 48 bzw. 72 h
mit AON 1 bzw. AON 3 oder KON inkubiert. In Kombination mit Oligofectamin ist die
AON Konzentration um den Faktor 10 zu reduzieren gegeniber einem Experimert ohne
Oligofectamin (Schlingensiepen et al., 1997), so dal3 fir beide AON Konzentrationen von
150 nM, 200 nM und 250 nM, fir das KON 250 nM eingesetzt wurden. Nach
abgeschlossener AON/KON Inkubationszeit wurden die Zellen fur zwel Stunden mit hCG
(200 miU/ml), FSK (50 uM) bzw. Vehikel (PBGI) stimuliert, danach der gesamt cAMP
bestimmt.
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Abb. 3.14: Effektivitat von AON 1 und AON 3 unter Oligofectamin Zusatz. 1250 Zdlen/well
(96 well Platte) inkubiert ohne AON bzw. KON Zusatz, bzw. mit 150-250 nM AON bzw. 250 nM
KON fir 48 h (A, C, E) oder fur 72 h (B, D, F). AON 1(A,B), AON 3(C, D); KON (E, F).
Stimluliert fur 2 h ohne hCG, mit 100 miU/ml hCG, bzw. mit 50 M Forskolin. Saulen
représentieren jeweils die CAMP Mittelwerte einer Doppel bestimmung mit Standardabwei chungen.
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Zunéchst ist bemerkenswert, dal3 sowohl unter AON 1 as auch unter AON 3 Behandlung
und Oligofectamin Zusatz nach 48 stindiger Inkubation ein starkerer Hemmeffekt eintrat
als nach 72 stindiger Inkubation (Abb. 3.7 A-D). Wahrend fir AON 1 (150 nm) nach 48 h
Inkubationsdauer eine Reduktion des cCAMP Spiegels um 70 % gegeniber den AON
unbehandelten Zellen erreicht wurde, waren es nach 72 stiindiger Inkubation lediglich 26
%.

Gleiches galt fur AON 3, wenn aLch der Effekt unter 150 nM AON Konzentration nicht so
stark war wie im Falle von AON 1: Hemmung der cAMP Produktion um 37 % (48 h) bzw.
um 20 % (72 h).

Es ergab sich jedoch nach ener Inkubationsdauer von 48 h fir beide AON kein Dosis
abhangiger Hemmeffekt (Abb. 3.7 A, C). Mit zunehmender AON 1 Konzentration Uber
150 nM hinaus verminderte sich der Hemmeffekt auf nur 8 %ige (200 nM) bzw. 36 %ige
(250 nM) Hemmung.

Fur AON 3 war fur die Konzentrationen 150 nM und 200 nM ein Dosis abhangiger Effekt
Zu beobachten, der sich aber unter Verwendung einer 250 nM Konzentration nicht
fortflhren, sondern eher eine CAMP stimulierende Wirkung vermuten lief3.

Ein Vergleich der FSK stimulierten Zellen zeigte fur alle AON behandelten Zellen eine
gleichbleibende Stimulierbarkeit gegentiber dem AON unbehandelten Material (Ausnahme
bildete der Wert fir 150 nM AON 3 nach 48 h).

Unter Verwendung von 250 nM KON (48 h) (Abb. 3.7 E) zeigte sich nach hCG
Stimulation eine Verminderung der cCAMP Produktion gegentiber den KON unbehandelten
Zellen, woraus sich ein unspezifischer hemmender Einfluld des KON auf die cAMP
Produktion ergab. Nach 72 h (Abb. 3.7 F) zeigte sich nahezu der gleiche Hemmeffekt fir
die Verwendung von 250 nM KON bzw. AON 1 (22 % versus 16 %). Fir weitere
Experimente ist es daher notwendig, fur alle gewdhiten AON Konzentrationen
entsprechende KON Konzentrationen einzusetzen. Dies wirde einen Vergleich zwischen
AON und KON behandelten Zellen erméglichen und somit einen Korrekturfaktor fir die
AON Wirkung bieten.
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3.4 Studien zur Antisense Oligonukleotid Technik in Organkultur

3.4.1 Stimulierbarkeit der Testosteronproduktion in der Hodengewebskultur von
Callithrix jacchusund Mus Musculus

Waéhrend die hLHR CHO Zellkultur ein gutes Modell fur Antisense Oligonukleotid
Experimente auf zellulérer Ebene bietet, ist das Modell der Organkultur ein néchst hdherer
experimenteller Schritt, bleiben doch zumindest kleine Areale des Gewebeverbandes intakt
und kommen daher der in vivo Situation naher (Kap. 2.4.2). Ziel dieser Experimente war
daher, die Stimulierbarkeit der Hodengewebsfragmente von Callithrix jacchus und Mus
Musculus mit hCG (0, 100, 200, 400, 500 und 1000 mIU/ml fur 24 h) zu ermitteln. Da die
in der Hodenorgankultur vorhandenen Leydig Zellen in der Lage sind Testosteron zu
produzieren, galt dies as Detektionsparameter im Kulturmedium nach erfolgter hCG
Stimulation.
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Abb. 3.15 A: hCG Stimulation der Callithrix jacchus Organkultur. 16 Organkulturfragmente (4
Fragmente pro well pro hCG Konzentration) unstimuliert, bzw. stimuliert mit 100-1000 miU/ml
hCG. Saulen représentieren jewells die Mittelwerte einer Vierfachbestimmung mit
Standardabwei chungen.
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Abb. 3.15 B: hCG Stimulation der Mus musculus Organkultur. 16 Organkulturfragmente (4
Fragmente pro well pro hCG Konzentration) unstimuliert, bzw. stimuliert mit 100-1000 mlU/ml
hCG. Saulen reprasentieren jewells die Mittdlwerte einer Vierfachbestimmung mit
Standardabweichungen

Fur die Organkultur des Hodengewebes von Callithrix jacchus liefd sich keine signifikante
Stimulierbarkeit der Testosteronproduktion in den Leydig Zellen durch hCG feststellen
(Abb. 3.15 A). Wahrend die Organfragmente ohne hCG Zufuhr bereits ene
Testosteronmenge von etwa 0,4 pmol/pg produzierten, so lief3 sich diese durch hCG
Stimulation (500 mlU/ml) lediglich auf 0,65 pmol/ug erhéhen, was einem Faktor von 1,4
entspricht. Die hohen Standardabweichungen innerhalb der Vierfachbestimmung sprechen
fir ene hochst unterschiedliche Testosteronproduktion innerhalb der einzelnen
Organfragmente, die natrlich in der geringfligig unterschiedlichen Groél3e der Fragmente
und damit durch den unterschiedlichen Anteil an Leydig Zellen begriindet ist.

Die Hodengewebskultur der Maus (Abb. 3.15 B) lief3 sich offensichtlich besser mit hCG
stimulieren als die des Affen. Wahrend das Gewebe ohne hCG bereits 40 pmol/ug
Testosteron produzierte, waren es nach hCG Stimulation (400 mlU/ml) 90 pmol/ug, was
einem Anstieg um den Faktor 2,25 entspricht. Allerdings lagen auch hier die
Standardabweichungen innerhalb der Vierfachbestimmung recht hoch (80,59 pmol/ng +
37,31). Da die Stimulierbarkeit dieser Organkultur fir einen intakten Gewebeverband
spricht, sollte ein nachstes Experiment zur Testung der Wirkung eines AON durchgefuhrt

werden.

72



3 ERGEBNISSE

3.4.2 Antisense Oligonukleotidwirkung an einer testikularen Primarzellkultur von
Mus musculus

Um zunéchst die Wirkung des AON 1 in einem kleinen Mal3stab messen zu kénnen, wurde
statt der Maus Hodengewebskultur ein testikulére Zellkultur des Tieres gewahlt. Dazu
wurde der Maus Hoden enzymatisch verdaut und in eine Einzelzellsuspension Uberfihrt
(Kap. 2.4.3). Fur das Experiment wurden dann jewells 500 000 Zellen pro well in einer 96
well Platte ausgesét und fur 48 und 72 h ohne bzw. mit AON / KON (5 nM, 10 nM, 15 nM
und 20 nM) inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Stimulation mit hCG (100 mlU/ml) oder
FSK (50 miM), bzw. die Inkubation mit PBGI fur die Dauer von 4 h. Als
Detektionsparameter wurde Testosteron im Zellkulturtiberstand bestimmt.
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Abb. 3.16: Wirkung des AON 1 auf die testikulére Primarzellkulturzellkultur einer Maus.
500000 Zellen/well inkubiert ohne AON Zusatz oder mit 520 mM AON bzw. KON und stimuliert
mit 200 miU/ml hCG bzw. 50 nM Forskolin fir 4 h. A, B: 48 h Inkubation; C, D: 72 h Inkubation.
Dargestellt sind jewells die Mittelwerte einer Doppel bestimmung mit Standardabweichungen.
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In dieser Zelkultur, die sich aus alen das Hodengewebe bildenden Zelltypen
zusammensetzte, war zunachst beim Vergleich der hCG stimulierten Zellen auffallig, dal3
durch die Anwendung des AON 1 keine Hemmung der Testosteron Produktion erreicht
wurde, das AON aso offensichtlich wirkungslos war. Entgegen der Erwartungen war
sogar eine Stimulation des Testosteron Spiegels festzustellen (Abb. 3.16 A, C). Wéahrend
dieser Effekt fur die 48 stiindige Inkubationsdauer weitgehend dosisunabhangig war (Abb.
316 A), war nach 72 stindiger AON Inkubation mit zunehmender AON Dosis ein
steigender Testosteronspiegel zu verzeichnen, mit Ausnahme der 20 nM Konzentration
(Abb. 3.16 C). Gleiches galt fur den Einsatz des KON. Hier war jedoch bereits nach 48
stundiger Inkubation ein tendenziell Dosis anhangiger Effekt ersichtlich (Abb. 3.16 B), der
sich nach 72 h verstérkte (Abb. 3.16 D).

Die Stimulation mit Forskolin fihrte unter Einsatz des AON nach 48 h zu gleichbleibenden
Testosteronwerten gegentiber den AON unbehandelten Zellen, mit Ausnahme der 15 iV
AON Konzentration, welche zur Steigerung der Testosteron Produktion um den Faktor 3
fuhrte (Abb. 316 A). Dies war nach 72 h nicht der Fal. Hier sank die
Testosteronkonzentration unter Verwendung von 5 nM bzw. 20 M AON um etwa den
Faktor 0,5 ab (Abb. 3.16 C). Der Einsatz des KON hatte nach 48 stiindiger Inkubation
einen von der Dosis unabhangigen gleichbleibenden Testosteron Spiegel zur Folge (Abb.
3.16 B), nach 72 h nahm die T Produktion unter 15 mM KON um den Faktor 3 zu (Abb.
3.16 D). Fir die restlichen KON Konzentrationen konnte keine Veranderung gegentiber
den KON unbehandelten und FSK stimulierten Zellen beobachtet werden.

Die T stimulierende Wirkung von AON bzw. KON zeigte sich auch an den unstimulierten
Zellen. Sowohl unter Behandlung mit AON as auch mit KON ergaben sich mit
zunehmender Konzentration (bis 15 mMV) steigende Testosteron Spiegel, die unter einer
20mMM  Konzentration wieder stark absanken. Dieser Effekt war fur beide
Inkubationszeitraume von 48 h und 72 h zu beobachten. Nach 72 stiindiger Inkubation
jedoch war die Testosteron Konzentration unter 5nM bzw. 20nM AON / KON

Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze.
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3.5 Studien zur Etablierung der Antisense Oligonukleotidtechnik —in vivo
3.5.1Invivo Studiel

Um das AON 1, welches in vitro zu einem Hemmeffekt der cCAMP Produktion von gefiihrt
hatte (Kap. 3.3.6), in vivo zu testen, diente der Weil3biischelaffe Affe (Callithrix jacchus)
alsModell.

Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe desinjizierten AON 1 die Expression des LHR auf den
Leydig Zellen zu reduzieren und somit eine Verminderung des Testosteronspiegels
herbeizuftihren.

Fur die Studie wurden 6 adulte Tiere ausgewahlt, welche in zwei Gruppen eingeteilt
wurden: Jeweils 3 bekamen das AON 1 (AON Gruppe) und 3 das KON (KON Gruppe)
verabreicht.

Der zeitliche Rahmen der Studie ist in Kap. 2.4.4.1 beschrieben Zunéchst wurden pro Tier
zwel Testosteron Basalwerte bestimmt (Kap. 2.4.3.2) bevor mit den AON / KON
Injektionen begonnen wurde. Dann erfolgten die AON / KON Injektionen (10 mg/kg
Korpergewicht) an drel aufeinander folgenden Tagen und jewells 24 h nach AON / KON
Applikation eine Blutentnahme zur Bestimmung des T Spiegels.

=-¢ 1 —— —t 5

25
=20 IA
3 \
s [ »
()
*a [ ¢
glo A I' “
s / N
§ 5E*'—'—'ﬁ ‘I’ \‘

~N Yo !
N e \
O T T Y T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tag

Abb. 3.17 A: Testosteronwerteder Tiereder AON-Gruppeim Verlauf der Studie. Tage O und
3: Basale Werte vor AON Verabreichung, Tage 5, 6, 7: Werte 24 h nach letzter AON Injektion.

75



3 ERGEBNISSE

16

14
_ [ ]
S 12 2
£ o
g 10 7 Y
% -~ ’ .
@ \
T © "\ *
£ // \ , P}
g 4 - \ o
o

/. - /
2 . ~ = - -
~ e -
O T T T T T T T

Abb. 3.17 B: Testosteronwerte der Tiereder KON-Gruppeim Verlauf der Studie. Tage O und
3: Basde Werte vor KON Verabreichung, Tage 5, 6, 7: Werte 24 h nach letzter KON Injektion.

Bei Betrachtung der basalen Teststosteronwerte (Tag 0 und Tag 3) der AON behandelten
Tiere fidlen bereits starke individuelle Schwankungen auf, da das Testosteron
offensichtlich pulsatil produziert wird. So kam es zu einem bis zu 10 fachen Unterschied in
der intraindividuellen Testosteron Produktion (Tier 5: 7,02 nmol/l vs. 0,72 nmol/l). Auch
nach Verabreichung von AON (erstmalig am Tag 4) blieb diese Pulsatilitét generell
erhalten, die besonders fir Tier 5 nach Verabreichung der ersten zwel Injektionen stark
ausgepragt war (4,29 nmol/l (Tag 5) vs. 21,29 nmol/l (Tag 6)). Gleiches galt fur Tier 1,
obwohl hier die Basalwerte fast gleich waren, betrugen die Verénderungen zwischen Tag 5
und Tag 6 den Faktor 6. Tier 3 zeigte bis zum Tag 6 die geringsten Unterschiede im
Testosteron Spiegel, wies aber am Tag 7 nach Verabreichung aller drei AON Injektionen
eine steigende Testosteron Tendenz auf, was fir die Tiere 1 und 5 nicht galt.

Die Gruppe der KON behandelten Tiere behielt erwartungsgemald den pulsatilen
Testosteron Verlauf bei. Auch hier war der intraindividuelle Unterschied in der Testosteron
Produktion bereits in den beiden Basalwerten augenscheinlich und setzte sich
offensichtlich nach den KON Injektionen fort, was in dem fur ale drei Tiere
unterschiedlichen Verlauf der Testosteron Werte abzulesen war.

Insgesamt ist in dieser Studie die Erwartung eines geminderten oder zumindest in der
Pulsatilitdt abgeflachten Testosteron Spiegels durch AON Behandlung nicht eingetreten.
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3.5.21nvivo Studiell

Die Studie Il wurde prinzipiel als, Cross over” Studie zu dem ersten Projekt geplant. Das
heildt, dal} alle Tiere die in der ersten Studie mit AON behandelt wurden, jetzt KON
erhielten und umgekehrt. Aul3erdem wurde die AON Gruppe um drei weitere Tiere, die
KON Gruppe um ein Tier erweitert. Im Gegensatz zur Studie | wurden die Blutentnahmen
nicht jewells 24 h nach der letzten AON/KON Injektion vorgenommen, sondern erst nach
Abschluf? der gesamten AON/KON Injektionen. Zunachst 24 h, dann 48 h, 96 und 144 h

gpater (Kap. 2.4.4.2). Weiterhin wurde die AON/KON Dosis auf 20 mg/kg Koérpergewicht
verdoppelt.
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Abb. 3.18: Testosteronwerte der Tiere im Verlauf der Studie. Tage O und 2: Basalwerte vor
Beginn der AON bzw. KON Verabreichung, Tage 10,11,13,14 Werte nach Abschlul3 der
Injektionen. A: AON Gruppe, B: KON Gruppe

Auch in dieser Studie waren, wie bereitsin Studie 1, aufféllige Unterschiede in den basalen
Testosteron Werten zu beobachten. Sie reichten von geringftigigen Unterschieden um den
Faktor 1,7 (8,6 vs.5,1; Tier 6) bis zu extremen Schwankungen um den Faktor 22 (76,4 vs.
3,5; Tier 9). Nach den erfolgten AON Injektionen war in der Gesamtheit des Kollektivs
keine Tendenz in Richtung eines sich verandernden Testosteronspiegels festzustellen (Abb.
3.18A). So war beispielsweise fur das Tier 2 24 h nach der letzten AON Applikation eine
um den Faktor 2,4 erhthte Testosteron Konzentration gegentber dem Mittelwert der zwel
Basalwerte zu beobachten. Nach zwei, drei und vier Tagen erreichte sie sogar eine
Steigerung um den Faktor 10. Fir das Tier 9 dagegen war ein sinkender Verlauf des
Testosteron Spiegels zu verzeichnen. Wahrend an den Tagen 1 und 2 nach letzter AON
Injektion die Testosteron Konzentration noch um den Faktor 1,4 Uber dem Mittelwert der
Basalwerte lag, so sank sie nach 3 bis 4 Tagen auf etwa den Faktor 4 darunter ab. Ein
ahnliches Ergebnis ergab sich fur das Tier 7. Die Tiere 3, 6 und 10 zeigten nach AON
Behandlung einen pulsatilen Verlauf der T Konzentration, wobel vier Tage nach der letzten
AON Verabreichung eine gegeniiber dem Mittelwert der Basalwerte erhohte Testosteron
Konzentration fur die Tiere 3 und 6, bzw. eine erniedrigte Konzentration fr das Tier 10 zu
beobachten war.

Auch fur die KON behandelten Tiere (Abb. 3.18 B) ergab sich nach Abschluld der
Injektionen en pulsatiler Verlauf der Testosteron Konzentration bel  recht
unterschiedelichen Basalwerten vor Behandlungsbeginn (183,3 vs. 151,6; Tier 1, bzw. 37,2
vs.3,3; Tier 4). Ebenso wie fur einige AON behandelten Tiere ergab sich fir die Tiere 1
und 4 ein tendenziell sinkender Verlauf der Testosteron Konzentration, welche 4 Tage
nach Abschlu® der KON Behandlung um den Faktor 1,4 (Tier 1) bzw. 7,2 (Tier 4)
unterhalb des Mittelwertes der Basalwerte lag. Fur die Tiere 5 und 8 war ein pulsatiler
Verlauf des Testosteron Spiegels festzustellen. 4 Tage nach der letzten KON Injektion lag
die Testosteron Konzentration um den Faktor 5 hther (Tier 5) bzw. etwa gleich gegentiber
dem Mittelwert der Basalwerte.

Insgesamt lassen sich zwischen AON und KON behandeltem Kollektiv keine solchen

Unterschiede hervorheben, die auf eine spezifische Wirkung des AON hindeuten wrden.
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4 Diskussion

4.1 Klonierung der Macaca fascicularisLHR cDNA

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wird die Klonierung des LHR des nicht-humanen
Primaten Macaca fascicularis auf cDNA Ebene beschrieben.

Bisher sind die cDNA Sequenzen von LH Rezeptoren mehrerer Spezies idertifiziert und
veroffentlicht worden, wie beispielsweise von Mensch (Jia et a., 1991), Weil3biischelaffe
(Zhang et a., 1997), Rind (Kawate et a., 2002), Schaf (Genbankdaten), Ratte (McFarland
et d., 1989) und Maus (Gudermann et a., 1992). Die Aufkldrung der LHR Sequenzen
machen analytische Untersuchungen mdglich, die zu einem besseren Versténdnis sowohl
der physiologischen as auch der pathophysiologischen Mechanismen zwischen
Luteiniserendem Hormon (LH) und LHR beitragen sollen. Das Wissen darum ist um so
wichtiger, da es sich bei der Hormon Rezeptor Interaktion um eine zentrae
endokrinologische Drehscheibe handelt, in der die Botschaft des LH in eine biochemische
Zellaktion der Zielzelle (Leydig Zelle bzw. Granulosa Zelle) umgesetzt werden muf3. Die
einvandfreile Funktion der Signaltransduktion ist daher zwingend notwendig, um eine
normale Produktion des Testosterons im mannlichen bzw. des Ostrogens im weiblichen
Organismus zu gewahrleisten und damit dessen Reproduktionsfahigkeit zu ermdoglichen.
Speziesibergreifend weist der LHR eine einheitliche Zusammensetzung auf, eine
Ausnahme davon bildet der LHR des Well3blschel &fchens Callithrix jacchus. Wéhrend in
allen anderen bekannten Spezies elf Exons fur den LHR kodieren, fehlt der mRNA des
Callithrix jacchus das Exon 10 (Zhang et d., 1997), was jedoch keine Auswirkung auf die
reproduktive Gesundheit oder Fertilitdt des Tieres hat, wie an freilebenden oder auch in
Gefangenschaft |ebenden Kolonien augenscheinlich wird.

Die Nukleotidsequenz des Macaca fascicularis LHR weist ebenfalls elf kodierende Exone
auf, was durch ein Alignment der Sequenz mit der humanen LHR Nukleotidsequenz
sichtbar wurde. Wie in den LH Rezeptoren der anderen Spezies, so kodieren auch im LHR
Gen des Macaca fascicularis die Exons 1 bis 10 fur die extrazelluldre Domane. Exon 11
kodiert fir die Transmembrant un die intrazelluldre Domane. Das V erbindungsstiick
zwischen extrazellulérer- und intrazellularer Doméane bildet die von Exon 11 kodierte
»hinge“- Region und die Transmembrandomane wird von sieben

membrandurchspannenden a -Helices gebildet, die fur die Familie der G-Protein
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gekoppelten Rezeptoren typisch ist. Sie sind durch drei extrazelluldre und drei

intrazellulére Loops miteinander verbunden. An die siebte Transmembranregion schlief3t
gch dieintrazelluldre Domane an.

Mit der Klonierung der Macaca fascicularis LHR cDNA steht nun eine weltere Spezies fur
vergleichende Untersuchungen der LH LHR Wechselwirkungen zur Verfiigung. So kdnnen
zunéchst funktionelle Experimente geplant werden, in denen Stimulierbarkeit und Hormon
Bindungsaffinitét des Rezeptors uUberprift und mit den Charakteristika anderer LH
Rezeptoren verglichen werden. Dazu miféte eine Zellinie, z. B. CHO Zdllen, stabil mit der
Macaca fascicularisLHR cDNA transfiziert werden, wie es fir den murinen und humanen
LHR bereits praktiziert wurde (Gudermann et a., 1995).

Weiterhin wére es interessant, den Rezeptor durch Sequenzanalysen von Subklonen auf
das Vorhandensein von Polymorphismen zu untersuchen, ist doch bekannt, dal3 der
humane LHR einen Insertionspolymorphismus im Exon 10 an Position 55-60 aufweisen
kann (Tsa-Morris et al., 1999). AulRerdem wirde die Untersuchung von LHR Mutationen
ermdglicht, in dem mit Hilfe der in vitro Mutagenese Punktmutationen eingefligt werden
konnen, deren Auswirkungen dann in einer transfizierten Zellinie beobachtet werden. Auf
diese Weise konnten Vergleiche mit bereits bekannten Mutationen im menschlichen LHR
gezogen werden. So fuhren beispielsweise inaktivierende LHR Mutationen zur Blockade
der pranatalen hCG Wirkung, wodurch die mannliche Geschlechtsdifferenzierung
ausbleibt. Im weiblichen Organismus fihrt eine solche Mutation zu anovulatorischer
Infertilitét. Aktivierende Mutationen hingegen bewirken eine auf das mannliche
Geschlecht beschrankte Goredotropin unabhéngige frihe Pubertdt (Hutaniemi 2000). Erst
kdrzlich konnte eine Insertion mit Leserasterverschiebung im Exon 1 des humanen LHR
entdeckt werden, der aufgrund einer insuffizienten LHR Signaltransduktion zur Leydigzell
Hypoplasie in dem betroffenen Patienten fihrte (Richter-Unruh et al., 2002).
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4.2 In situ Hybridisierung

Das Ergebnis der in situ Hybridisierung beweist das Vorhandensein von LHR mRNA in
den Leydig Zellen des Hodengewebes eines adulten Macaca fascicularis. Als
Hybridisierungssonde wurde eine der humanen LHR cDNA in den Bereichen zwischen
Exon 9 und 11 komplementéren Sonde verwendet. Daher detektiert diese Sonde Teile der
MRNA, welche fir die extrazelluldre LHR Domane kodieren.

Die verwendete Digoxigenin (DIG) markierte ,antisense‘-Sonde hybridisierte an
komplementére LHR mRNA in den Leydigzellen. Mittels Farbreaktion (durch Alkalische
Phosphatase katalysierter Farbumschlag des Substrats NBT/BCIP (Nitro-Blue Tetrazolium
Chloride/5-Bromo-4-Chloro-Indolyl-Phosphat) konnte die Lokalisation der LHR mRNA
im Gewebe sichtbar gemacht und eine Anfarbung des Cytoplasmas der Leydig Zellen
erreicht werden. (Kap. 3, Abb. 3.6). Es kommt hier zur Ausbildung eines recht schwachen
Signals, das sich zwar eindeutig der Leydig Zelle zuordnen 1&f3t, jedoch kann durch das bel
der Methode angewandte Andauen des Gewebes mit Proteinase K die Sonde auch in ale
anderen Zellen des Gewebes eintreten. Dadurch kommt es generell dazu, dal3 eine geringe
Menge der Sonde trotz verschiedener Waschvorgange in den Zellen zuriick bleibt und so
fUr eine relativ starke Hintergrundférbung sorgt. Dies kann auch in dem mit der , sense*-
Sonde behandelten Gewebeschnitt beobachtet werden.

Welterhin ist es moglich, dald die Leydig Zellen des adulten Tieres nur eine geringe Menge
der LHR mRNA produzieren und das Hybridisierungssignal daher schwéacher ist. Dies ist
plausibel, da es sich bel dem LHR, wie auch bei anderen Rezeptoren, (z.B. Rezeptor fur
das Follikel stimulierende Hormon (FSHR), Ostrogen Rezeptor (ER), Progesteron
Rezeptor (PR) ) um ein Molekdl mit langer Halbwertzeit handelt (Zhang et al., 1998; Ing et
a.,1999), welches nur selten erneuert wird, im Gegensatz zu Proteinen mit kirzerer
Verweildauer in der Zelle, die z.B. sezerniert werden. Diesbeziiglich wére es interessant,
die Expressionsrate des LHR in verschiedenen Entwicklungsstadien des Java Affen zu
untersuchen, um eventuelle Unterschiede ermitteln zu kénnen. So konnte in Keimzellen
des adulten Java Affen beispielswiese fir das DAZ (Deleted in Azoospermia) Protein ein
zeitversetztes Auftreten von mRNA und Protein festgestellt werden. Wahrend in friheren
Keimzellstadien (Apae- und B- Spermatogonien) sowohl DAZ mRNA as auch DAZ
Protein detektiert werden konnen, ist in spdteren Reifungsstadien (Spermatozyten 2.
Ordnung, Spermatiden) zwar das DAZ Protein, nicht aber die mRNA nachweisbar
(Kostova, 2002).
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4.3 Experimente zur Etablierung der Antisense Oligonukleotidtechnik in vitro

Der folgende Teil der Arbeit beschéftigt sich mit den Studien zur Etablierung der AON
Technik.

Ziel unserer Experimente war der genzpezifische ,knock-down* des LHR Proteins im
Hinblick auf die Blockierung der Testosteronproduktion. Die  Antisense
Oligonukleotidtechnik bietet eine spezifische, gering invasive Methode zur Untersuchung
der parakrinen Testosteronfunktion im Sinne einer ,loss of function® Untersuchung. Im
Gegensatz zu anderen Methoden der Testosteron Modulation (Immunisierung, GnRH
Antagonisten, EDS-Behandlung) (Kap. 1.13) wirkt sie spezifisch in der Leydig Zelle, ohne
das physiologische Mileu des Hodens zu beeintrachtigen. Die Anwendung dieser Methode
konnte daher zur weiteren Aufklérung des parakrinen Testosteronfunktion beitragen,
welche fur die Spermatogenese im Primaten noch nicht vollsténdig geklart ist.

Der LHR ist ds Kandidatenprotein besonders gut geeignet, da seine Funktion sowohl in
vitro als auch im Tiermodell einfach zu Uberprifen ist. Durch die Hormon Rezeptor
Interaktion zwischen LH und LHR wird die Signaltransduktionskaskade zur Biosynthese
von Testosteron gestartet, welches als Endprodukt mef3oar und ein Mal fur die Funktion
des LHRs ist. Fir in vitro Untersuchungen miifte demnach eine Testosteron produzierende
Leydig Zellinie zur Verfugung stehen, die sehr aufwendige Kulturbedingungen benétigt
und sich daher nicht besonders als Routine Zellinie eignet. Zur Durchfihrung erster AON
Experimente wahlten wir daher eine etablierte Zellinie (NLHR CHO Zellen) von stabil mit
dem humanen LHR (hLHR) transfizierten Chinese Hamster Ovarian (CHO) Zellen aus,
welche uns freundlicherweise von Herrn Prof. T. Gudermann, Marburg, zur Verfligung
gestellt wurde. Als Detektionsparameter in diesem System diente CAMP, welches in der
Signaltransduktionskaskade als second messenger fungiert, da der CHO Zelle die
biochemische Ausstattung zur Testosteronbiosynthese fehlt.

Im Falle der in vivo Studien mit Weil3bischeléffchen Callithrix jacchus) als Modell,
konnte zur Uberprifung der AON Wirkung Testosteron als Nachweisparameter

herangezogen werden.

4.3.1 Charakteristika des ZellkulturmodellshLHR CHO Zellen

Die stabil mit dem hLHR transfizierten Chinese Hamster Ovarian (CHO) Zellen sind in
einem Routine Zellkulturlabor einfach und kostenginstig mit den handelsiblichen
Zelkulturmedien und Antibiotikazusdtzen zu kultivieren und boten daher fir unser

Vorhaben eine gute Alternative zu Leydig Zelen. Die Zelen enthadten en
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Vektorkonstrukt, das die humanen LHR cDNA enthélt, die transkribiert, trandatiert und
das LHR Protein dann auf der Zellmembran exprimiert wird.
Zu Beginn der AON Experimente wurde zundchst die Aufnahme von
Oligonukleotidmolekilen in die hLHR CHO Zellen getestet.

4.3.2 Zdlulare Aufnahme des FITC markierten Antisense Oligonukleotids

Zur Untersuchung der Aufnahme von Oligonukleotidmolekilen in hLHR CHO Zellen
diente ein FITC markiertes Kontrolll Oligonukleotid (KON) mit einer zufalligen
Nukleotidsequenz, welches keine Ziel mRNA in der Zelle hatte.

Die KON Aufnahme erfolgt in Abhangigkeit von Struktur und Dosis des Molekiils, swie
von der Inkubatiosdauer (Crooke 1991, Iversen et al., 1992). So ist es plausibel, dal? nach
einer Inkubationsdauer von 4 h mit zunehmender KON Konzentration ein stérkeres FITC
Signal im Cytoplasma zu beobachten ist (Abb. 3.7 C, G), welches durch den Einsatz von
Oligofectamin (Abb. 3.7 A, E) verstérkt wird. Durch eine langere Inkubationsdauer von 24
h lief3 sich entsprechend mehr KON in der Zelle akkumulieren, da mehrere KON Molekile
eingeschleust wurden, welche in der Zelle bedingt durch ihre Modifizierung der 3'- und 5’-
Enden vor dem Angriff von Exonukleasen geschiitzt waren. Hier machte sich der
transportfordernde Effekt des Oligofectamins noch stérker bemerkbar als nach kirzerer
Inkubationszeit. Anhand dieser Ergebnisse wirkt sich offensichtlich der Einsatz des
Oligofectamins erleichternd auf den KON Transport in die Zelle aus, ohne auf diese
zytotoxisch zu wirken, ist doch unabhéangig vom Oligofectamin Gebrauch eine intakte
Zellmorphologie zu verzeichnen.

FITC alein wird nicht von der Zelle aufgenommen und kann nur gebunden an KON in die
Zelle gelangen. Nach Abspaltung vom KON in der Zelle wird es in den extrazelluléren
Raum ausgeschleust (Leonetti et a., 1991). Daher ist eine durch die FITC Markierung
allein verursachtes Farbung des Cytoplasmas der Zielzellen auszuschlielen.

Weiterhin ist bekannt, daf3 Fluorochrom markierte modifizierte Nukleotide sich in einem
punktuellen Muster im Cytoplasma verteilen. Es wird angenommen, dal3 sie beim Eintritt
in die Zelle von Endosomen eingeschlossen und langsam an das Cytoplasma abgegeben
werden (Iversen et a., 1992). Dies kénnte die Wirksamkeit der Nukleotide in der Zielzelle
Uber einen langeren Zeitraum begrinden, auch wenn es nur einmalig der Zellkultur
zugesetzt wurde (Simons et al.,1993).
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4.3.3 Stimulierbarkeit der LHR exprimierenden Zellen mit hCG

Aufgrund der starken Homologie zwischen den hormonspezifischen b-Untereinheiten des
Luteinisierenden Hormons (LH) und des humanen Choriongonadotropins (hCG), die etwa
85 % betragt (Shome et a, 1973), wird fur Stimulationsexperimente in vielen Bereichen
der Endokrinologie das hCG verwendet (Ottander et a., 1999; Demirel 2000; Salvador et
al., 2002).

Fur die uns verwendete Zéllinie der hLHR CHO Zellen konnte im Bereich von 0,15 bis
150000 mIU/ml hCG eine Stimulierbarkeit, gemessen in der cAMP Produktion,festgestel It
werden (Kap. 3, Abb. 3.8). Die Stimulationsdauer von zwei Stunden ist an gebrauchliche
Protokolle angeehnt (Zhang e a., 1997). Obwohl der Start der
Signaltransduktionskaskade in jeder einzelnen Zelle ein Prozel ist, der innerhalb von
Sekunden in Gang kommt, ist diese Dauer notwendig, damit die Konzetration der CAMP
Molekile eine fir den cAMP ELISA ausreichende Nachweisgrenze erreicht. Die
Akkumulation der von der Zelle sezernierten CAMP Molekile im Stimulationsmedium
wurde duch den Zusatz von 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) zur Tragerldsung PBG
(Phosphate buffered Glucose) erreicht, einer Substanz, die als Phosphodiesterase Hemmer
wirkt und somit den Abbau von cAMP verhindert. In dem Bereich von 0 bis 150 mlU/ml
hCG konnte eine hCG Stimulation der hLHR CHO Zellen um den Faktor 25 gegentber
den hCG unbehandelten Kontrollzellen erreicht werden, die sich aber durch Dosiserhéhung
nicht steigern lief3 (Kap. 3, Abb. 3.8). Offensichtlich ist daher bel einer Stimulationsdosis
von 150 miU/ml hCG eine Séttigung der LH Rezeptoren erreicht, so dald ein grol3er Tell
der besetzten Rezeptoren gegenuber hCG desensibilisiert wird. Der Desensibilisierung
folgt durch Dephosphorylierung der phosphorylierten Serinreste im carboxyterminalen
Bereich die Wiederherstellung des aktivierbaren Zustandes des LHR, so dal3 durch eine
Verlangerung der Stimulationsdauer eine weiter Steigerung der CAMP Produktion erreicht
werden konnte (Kap. 3, Abb. 3.9). Eine Verlangerung der Stimulationsdauer war aber nicht
notwendig, da nach zwel Stunden bereits eine ausreichend gesteigerte CAMP Produktion

vorhanden war, um eine produktionshemmende Wirkung von AON Uberprifen zu kdnnen.

Um fir die in vitro Experimente eine Zellzahl auszuwahlen, deren CAMP Produktion in
den Mef3bereich des cAMP ELISAs féllt, wurde ein Experiment zur Findung der optimalen
Zelldichte durchgefihrt. Fir eine Zelldichte von 1250 Zellen/well war dieser Zustand
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zutreffend, so dald sowohl die cCAMP Konzentration unstimulierter as auch stimulierter
Zellen im linearen Mefdbereich erfaldt werden konnte, ohne die Mef3probe verdinnen zu
mussen (Kap. 3, Abb. 3.10). Diese Zellzahl von 1250 Zelen/well wurde fur ale AON
Experimente eingesetzt und cAMP Konzentrationen, die dennoch den Mef3bereich von 243
pmol/ml Uberstiegen, wurden in entsprechender Verdinnung erneut gemessen und die

Konzentration mit dem jewelligen Verdinnungsfaktor berechnet.

4.3.4 Testung der Effektivitat ver schiedener AON

In einem ersten AON Experiment wurden drei verschiedene AON getestet. Sie umfaldten
jeweils 22 bis 23 Nukleotide mit Phosphorothioat Modifikation an jeweils vier
Nukleotiden des 3'- und des 5-Endes waren komplementdr gegen verschiedene
Teilsequenzen im Exon 2 bzw. 3 (Kap. 2.4.1.1) der Spezies Homo sapiens, Callithrix

jacchus, Rattus norvegicus und Mus musculus.

Da es sich bei dem LHR Protein nicht um ein zu sezernierendes Protein handelt, ist die
Halbwertzeit des Rezeptors auf der Zelloberflache relativ lang und das Molekdl unterliegt
einem nur langsam fortschreitenden Erneuerungsprozef3. Soll nun die Trandation des LHR
mit Hilfe der genspezifischen AON verhindert werden, so ist zu bedenken, dal3 sich zum
Zeitpunkt der AON Behandlung noch restliche, bereits fertig trandatierte LHR Molekile
in der Zelle befinden. Ein kompletter ,,knock down* der LHR Expression war daher nicht
zu erreichen, wohl aber eine signifikante Ernierdrigung der Expressionsrate. Der AON
Inkubationszeitraum wurde daher so ausgewahlt, dal3 wahrenddessen mindestens eine
Zellteilung erfolgte, um den trandationshemmenden Effekt in der Tochterzellgeneration
nutzen zu kénnen. Da diese Zellen auch neue LHR mRNA transkribieren, kann das AON
deren Trandation verhindern und somit die cAMP Produktion absenken, ohne dalf3 restliche
LH Rezeptoren noch zur CcAMP Produktion beitragen. Daher wurde der
Inkubationszeitraum auf mindestens 48 h festgelegt und bis zu 96 h erweitert. (Anazodo et
al., 1995; Moon et a., 2000). Nach Abschluf® der AON Inkubationszeit wurden die Zellen
fur zwel Stunden mit dem hCG haltigen Stimulationsmedium versetzt, um in den Zellen
eine hCG LHR Interaktion herbeizufthren. Die Messung der cCAMP Konzentrationen in
den Zellkulturibersténden beinhaltete das totale, aso sowohl das von den Zellen an das
Stimulationsmedium abgegebene als auch das in den Zellen enthaltene cCAMP. Zu
vergleichen waren nun einerseits die AON- bzw. KON-behandelten mit den unbehandelten
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Zellen. Wie das in Abb. 3.11 dargestellte Ergebnis zeigt, war das AON 1 fur ale
Inkubationszeitraume das effektivste der drel getesteten AON mit einer Hemmung der
CAMP Produktion um 50 % rech 72 Stunden verglichen mit den unbehandelten Zellen.

Der Vergleich zwischen unbehandelten und KON behandelten Zellen bietet eine
Abschétzung der Zytotoxozitét der Oligonukleotide gegentiber den Zellen. Nach einer
Inkubationsdauer von 48 h bzw. 72 h liegen die cAMP Konzentrationen beider annghernd
gleich, wahrend nach 96 h eine Absenkung des CAMP Spiegels um 27 %, verursacht durch
den KON Zusatz, festzustellen ist. Dieser Effekt ist ein Hinweis auf eine mogliche
zellschadigende Wirkung des KON nach 96 stiindiger I nkubationsdauer.

4.3.5 Experiment zur AON Dosisfindung

Aufgrund der relativ langen Halbwertzeit des LHR Proteins und unseres permanent den
LHR exprimierenden Zellkultursystems war das Ziel unserer Versuche, zunachst mit
moglichst hohen AON Konzentrationen zu arbeiten, unter denen mogliche Verdnderungen
des cCAMP Spiegels stark aufféllig sein sollten. Es wurde daher ein Konzentrationsbereich
zwischen 10 mM und 20 nM ausgewdhlt. In gangigen in vitro Protokollen zur Anwendung
von AON werden bis zu 5mM empfohlen (Schlingensiepen et a., 1997; Le Roy et dl.,
1998)

In diesem Konzentrationsbereich wurde von uns ein Experiment durchgeftihrt, in dem die
Zé€llen ohne bzw. mit Zusatz von AON 1 bzw. KON behandelt wurden (Kap. 3, Abb. 3.12).
AlsVehikel diente Zellkulturmedium. Nach erfolgter AON/KON Inkubationsdauer von 48
h bis 96 h wurde die Stimulation mit hCG (100 mlU/ml) angeschlossen.

Fur die unbehandelten Zellen lield sich ein Anstieg der CAMP Konzentration im Verlauf
der Inkubationszeit von etwa dem Faktor 1,5 feststellen, der auf die Zellteillung
zurickzufihren ist. Vergleicht man AON behandelte und AON unbehandelte Zellen
miteinander, so ergab sich fur die AON Konzentration von 15 nmM die stérkste Hemmung
der cAMP Produktion. Lag sie nach 48 stiindiger Irkubationszeit bereits bei 29 %, so
konnte nach 72 h eine 50 % ige Hemmung beobachtet werden. Infolgesessen kann durch
die Verwendung der 15 nM AON Konzentration eine AON spezifische Wirkung
festgestellt werden, da durch Zellteilung die CAMP Produktion der unbehandelten bzw.
KON behandelten Zellen stieg, in den AON behandelten jedoch zwischen 48 und 72
stindiger Inkubationsdauer unverandert blieb. Es ist daher offensichtlich, dal3 die AON
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spezifische Wirkung in den Tochterzellen stattgefunden hat und der gemessene CAMP
Spiegel durch die restlichen LH Rezeptoren der Mutterzellen zustande kam.

Im Falle der 20 mM AON/KON Dosierung traten zytotoxische Effekte ein, die daran
abzulesen waren, dal3 durch den KON Zusatz der cAMP Spiegel bereits nach einer
Inkubationszeit von 48 h um 59 % unter dem der unbehandelten Zellen lag. Dies war unter
Verwendung der 10 mM bzw. 15 M KON Konzenration nicht der Fall. Vielmehr zeigten
unbehandelte und KON behandelte Zellen weitgehend gleiche cAMP Werte, erste
Anzeichen fur einen zytotoxischen Effekt waren nach 96 stundiger Inkubation mit 15 nivi
AON/KON Konzentration zu verzeichnen, da der CAMP Spiegel der KON behandelten
Zellen weit unter den der unbehandelten Zellen absank. Insgesamt ist daher fir den
Konzentrationsbereich von 10 mM bis 15 nM eine dosisabhangige AON Wirkung
festzustellen. Der Einsatz einer 15 mvi AON/KON Konzentration ist sowohl effektiv in der
Hemmung der cAMP Produktion, als auch unschadlich fur die Physiologie der Zellen.

4.3.6 Reproduzierbarkeit der dosisabhangigen Wirkung des AON 1

Grundsétzlich wurde fir dieses Experiment der gleiche Versuchsaufbau wie im
Dosisfindungsexperiment (Kap. 3.3.6) gewahlt, zusdtzlich wurden jedoch AON/KON
unbehandelte und unstimulierte Zellen as Leerwert Kontrolle mitgefihrt, um
Veranderungen der cAMP Konzentration unter diesen Bedingungen verfolgen zu kénnen.
Zudem wurde aul3er der Stimulation mit hCG auch eine Stimulation mit Forskolin
vorgenommen. Dieses wirkt unspezifisch aktivierend auf die Adenylatzyklase und kann
daher die cAMP Produktion ohne vorausgehende Hormon Rezeptor Interaktion
stimulieren. Die Stimulierbarkeit der Zelle mit Forskolin ist daher ein Mal3 fur die
Intaktheit der Signaltransduktionsmaschinerie der Zelle (Chen et al., 2002).

4.3.6.1 Veranderung der cCAMP Konzentration unter AON Wirkung

Zunéchst féllt gegentber dem Dosisfindungsexperiment (Kap. 3.3.6) auf, dal3 die hCG
Stimulation zu cAMP Spiegeln von maxima 450 pmol/ml fuhrt, wahrend im vorigen
Experiment unter gleichen Bedingungen Werte bis zu 600 pmol/ml erreicht wurden,
wodurch eine Inter Assay Drift der Mefl3werte deutlich wird.

Die nicht stimulierten Kontrollen zeigen innerhalb eines Inkubationszeitraumes
unabhéngig von AON bzw. KON Zusatz weitgehend gleiche cAMP Konzentrationen.
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Vergleicht man alerdings die verschiedenen Inkubationszeitraume miteinander, so ist eine
Steigerung der cCAMP Spiegel etwa um den Faktor 3 zwischen 48 stindiger und 96
stuindiger Inkubationsdauer festzustellen. Ein Anstieg der cAMP Produktion ist plausibel,
da sich die Zellen durchschnittlich einmal pro Tag teilen. Ein parallel zum exponentiellen
Wachstum des Zellverbandes steigender CAMP Spiegdl ist jedoch nicht zu verzeichnen.

Fur die AON behandelten Zellen lief3 sich nach hCG Stimulation fur ale AON
Konzentrationen und Inkubationszeitrdume eine Hemmung der cAMP Produktion
gegentiber den AON unbehandelten Zellen beobachten. Der Einsatz der 15 miv AON
Konzentration ergab in diesem Experiment durchgéngig niedrigere Hemmeffekte als der

Zusatz von 10 nM bzw. 20 mM AON Konzentrationen, wie esin Abb. 4.1 dargestellt wird.
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Abb. 4.1: Prozentuale Hemmung der cAMP Konzentration nach hCG Stimulation: Vergleich
der AON behandelten Zellen mit AON unbehandelten Zellen. Die Saulen représentieren die
Prozent Hemmung der cAMP Produktion. Berechnungsgrundlage waren die Mittelwerte einer
Doppelbestimmung. A: AON Behandlung, B: KON Behandlung

Lat man die 15 mMM AON Konzentration unberiicksichtigt, so ist fur die einzelnen
Inkubationszeitraume zwischen 10 mM und 20 nM AON Konzentration ein
dosisabhangiger Hemmeffekt auf die CAMP Produktion festzustellen. Wie in Abb. 4.1 A
ersichtlich wird, rief die Verwendung einer 20 mM AON Konzentration pro
Inkubationszeitraum starkere Hemmeffekte als die 10 M AON Konzentration hervor. Bei
Betrachtung aller Inkubationszeitrdume wird jedoch eine Abnahme des Hemmeffektes mit
zunehmender Inkubationsdauer sichtbar. Dieser Befund ist plausibel, da das AON
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aufgrund der Modifikation des Nukleotidriickgrades zwar eine verlangerte Halbwertzeit im
Zéellkulturmedium und auch in der Zelle hat, jedoch trotzdem einem Abbau durch
Endonukleasen unterliegt. (Khan etal., 1997; Yu et al., 2001; Kurrek et al., 2002).

Der Vergleich der KON behandelten Zellen mit den KON unbehandelten Zellen (Abb. 4.1
B) zeigt, dal3 die unspezifische Hemmung der cAMP Produktion, verursacht durch
zytotoxische Effekte, in dem Mal%e ansteigt, wie die spezifische AON Wirkung abnimmt
(Abb. 4.1 A). Diese Aussage kann jedoch nur dann getroffen werden, wenn der Wert fir
die 20 M KON Konzentration nach einer Inkubationsdauer von 48 h unberticksichtigt
bleibt und als Ausreil3er gewertet wird. Weiterhin zeigt sich fir die unspezifische KON
Wirkung auf die cAMP Konzentration fur die einzelnen Inkubationszeitrdume kein
eindeutiger dosisabhéngiger Effekt. Fir die 48 stiindige Inkbationsdauer ergab sich eine
Dosisabhéngigkeit, jedoch mufl? der Wert fur die 20 nM KON Konzentration als Ausreil3er
gesehen werden. Nach 72 bzw. 96 stindiger Inkubation ist jeweils der Wert der 10 niv

KON Konzentration zu hoch, wodurch eine Dosisabhangigkeit nicht nachgewiesen werden
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Abb. 4.2: Prozentuale Hemmung der cAMP Konzentration nach FSK Stimulation: Vergleich
der AON behandelten Zellen mit AON unbehandelten Zellen. Die Saulen représentieren die
Prozent Hemmung der cAMP Produktion. Berechnungsgrundlage waren die Mittelwerte einer
Doppelbestimmung. A: AON Behandlung, B: KON Behandlung.
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4.3.6.2 Uberpriifung zytotoxischer Effekte nach Forskolin Stimulation

Durch eine unspezifische Stimulation der cCAMP Produktion mit Forskolin (FSK) wurde
die Hormon Rezeptor Bindung umgangen.

Fir die AON behandelten Zellen sind zu jedem Inkubationszeitraum dosisabhangige
Hemmeffekte der CAMP Produktion zu beobachten (Abb. 4.2 A), die etwa 40 % (10 niV),
50 % (15 mM) bzw. 75 % (20 M) betragen. Folglich wurde allein durch den AON Zusatz
die Zélle in ihrer Signaltransduktionsmaschinerei geschadigt. Die nach hCG Stimulation
beobachteten Veranderungen in der cAMP Produktion konnen daher nicht als AON
spezifisch gewertet werden, muféte fir den Fall doch die Forskolin Stimulierbarkeit von
unbehandelten und AON behandelten Zellen weitgehend gleich bleiben.

Die durch KON Behandlung hervorgerufenen Effekte auf die cCAMP Produktion nach
Forskolin Stimulation sind nicht so ausgeprégt wie unter AON Behandlung. Vergleicht
man KON behandelte mit KON unbehandelten Zellen, so lassen sich zwar auch
dosisabhangige Effekte sehen, jedoch betragen sie 5 % (10 nM) bis maximal 50 % (20
nmM). Nach 72 stiindiger KON Inkubation lassen sich sogar cCAMP stimulierende Effekte
beobachten, die wohl als Ausreil3er gewertet werden missen, obwohl in der Literatur auch
Angaben Uber &hnliche unspezifische Oligonukleotidwirkungen zu finden sind. So
berichten Zador und Mitarbeiter Uber eine Hochregulation der Ziel mRNA nach AON
Behandlung in vivo (Zador et a., 2002) bzw. Uber immunstilulatorische Effekte nach
Oligonukleotid Verabreichung (Krieg et al., 1998).

Die unterschiedlichen Zytotoxizitétseffekte von AON und KON auf die Zellen entsprechen
nicht den Erwartungen, da beide Nukleotidsequenzen die gleiche Komposition aufweisen
und sich nur in der Basenabfolge unterscheiden. Erwartungsgemal? waren daher prozentual
gleiche Auswirkungen gewesen.

Bel diesen Ergebnissen handelt es sich um erste Versuche, die AON Technologie am in
vitro System zu etablieren. Um klare Aussagen beziglich einer AON Wirkung treffen zu
konnen, sind unbedingt weitere Experimente notwendig, die dann ausreichende

Wertemengen zur Berechnung statistischer Signifikanzen zur Verfigung stellen.

4.3.7 AON Wirkung unter Zusatz von Oligofectamin Additiv

Zwecks erleichterter AON/KON Aufnahme in die Zelle, wurde in diesem Experiment der
Zusatz von Oligofectamin (Invitrogen) als Additiv verwendet. Dabel wurde die Wirkung
zweier AON Molekile (AON 1 und AON 3) untersucht.
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Gegentiber dem AON Einsatz ohne Additiv, war die AON Konzentration laut Literatur
(Schlingensiepen et a., 1997) etwa um das 10fache herabzusetzen und wurde daher im
Bereich von 150 bis 250 nM benutzt. Nachdem sich ohne Additiv das AON 1 as
wirksamstes AON der drei getesteten AON erwiesen hatte (Abb. 3.11), sollte unter diesen
Bedingungen zusétzlich das AON 3 getestet werden. Weiterhin wurde auf eine 96 stiindige
Inkubationsdauer aufgrund der starken zytotoxischen Effekte in den vorigen Experimenten
verzichtet.

Fur beide getesteten AON konnte eine, wenn auch nicht dosisabhdngige Hemmung der
CAMP Produktion nach hCG Stimulation festgestellt werden. Diese war fur das AON 1
stérker ausgepragt als fur AON 3. Sie betrug fur das AON 1 nach 48 h 70 % gegeniiber den
nicht AON behandelten Zellen, nach 72 stindiger Inkubationsdauer noch 26 %.
Dementsprechend wurde nach 48 h Inkubation bereits fir die niedrigste mit Additiv
eingesetzte AON Dosis von 150 nM eine um 18 % stérkere CAMP Hemmung erreicht as
das unter der hochsten AON Dosis ohne Additiv der Fall war (70 % vs. 52 %). Nach 72
stiindiger Inkubation sind etwa gleiche Hemmeffekte zwischen beiden Experimenten zu
beobachten (26 % mit Additiv vs. 30 % ohne Additiv).

Zwecks Einsparungen an Reagenzien wurde fir dieses Experiment nur eine einzige KON
Konzentration von 250 nM mitgefuhrt. Dafur ergab sich sowohl nach 48 als auch nach 72
stindiger Inkubationsdauer nach hCG Stimulation eine unspezifische Hemmung der CAMP
Produktion verglichen mit den KON unbehandelten Zellen. Dieser Hemmeffekt war nach
48 h Inkubationsdauer stérker als nach 72 h. Sowohl nach 48 als auch nach 72 h betrug er
in etwa den gleichen Wert wie unter Verwendung der 250 nM AON 1 Konzentration (34
% vs. 36 % bzw. 22 % vs. 16 %), wodurch der durch die 250 nM AON Konzentration
erreichte Hemmeffekt nicht als AON spezifische Wirkung gewertet werden kann. Flr
kunftige Experimente wére daher der Einsatz einer entsprechenden KON Konzentration zu
jeder gewdhiten AON Konzentration notwendig, um die AON Wirkung beurteilen zu
konnen.

Dald es sich im Falle der unspezifischen durch KON Zusatz ezielten Hemmeffekte nicht
um zytotoxische Effekte handelt, zeigt die Stimulation mit Forskolin. Sowohl nach 48 als
auch nach 72 stiindiger KON Inkubation bleiben die cAMP Spiegel der KON behandelten
gleich denen der KON unbehandelten Zellen, was fr eine gute Vertréglichkeit des KON in
dieser Konzentration spricht.

Nach Forskolin Stimulation der AON 1 behandelten Zellen waren, verglichen mit den
AON 1 unbehandelten Zellen nierdrigere cAMP Werte zu verzeichnen. So wurde durch
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den AON Zusatz eine Hemmungen der cAMP Produktion von 30 % (150 nM), 1 % (200
nM) und 18 % (250 nM) verursacht. Die nach hCG Stimulation beobachteten
Absenkungen lagen bel 26 % (150 nM), 14 % (200 nM) und 16 % (250 nM). Eine
spezifische AON Wirkung vorausgesetzt, durften sich nach Forskolin Stimulation die
CAMP Konzentrationen der AON behandelten nicht von denen der AON unbehandelten
Zellen unterscheiden, da Forskolin die CAMP Produktion unspezifisch aktiviert. Daher
mul3 die unter AON Zusatz erreichte Hemmung der cAMP Produktion als unspezifische
und damit zytotoxische Wirkung beurteilt und nicht a's spezifische AON Wirkung gesehen
werden. Gleiche Verhéltnisse sind fur das AON 3 zu folgern.

4.4 Studien zur Etablierung der Antisense Oligonukleotidtechnik in der Organkultur

4.4.1. Stimulierbarkeit der Testosteronproduktion in der Hodengewebskultur

Die Hodengewebskultur kommt aufgrund ihrer Beschaffenheit der in vivo Situation eines
intakten Gewebeverbandes ndher as die Zellkultur. Ziel dieser Methode ist durch
Paparation kleinster Hodenareale das Gewebe so intakt zu halten, dal3 es seine normale
Physiologie behdlt. Die Schwierigkeit besteht darin, die Gewebestlicke weder zu grof3 noch
zu klein zu préparieren. Zu kleine Fragmente wurden keine fur das Detektionsverfahren
ausreichende Testosteron Mengen produzieren, zu grofe hingegen wuirden durch
mangelnde Sauerstoffversorgung nekrotisch und daher in der Testosteronproduktion
eingeschrankt.

Wéhrend sich die Hodenorgankultur des Weil3biischelaffchens selbst unter 500 miU/ml
hCG wider Erwarten nur um den Faktor 1,4 verglichen mit der hCG unbehandelten Kultur
stimulieren lief3, sprachen die Hodengewebsfragmente der Maus besser auf die hCG
Stimulation an. So konnte unter Zusatz von 400 mlU/ml hCG eine Steigerung der
Testosteronproduktion um den Faktor 2,25 erreicht werden. Bei Erhéhung der hCG Dosis
konnte kein weiterer Anstieg erzielt werden, was fir eine Séttigung der LH Rezeptoren der
vorhandenen Leydig Zellen spricht.

Die Organfragmente des Affen wurden eventuell zu klein prépariert, so dal3 die nach hCG
Stimulation produzierten Testosteron Mengen fur das Nachweisverfahren zu niedrig lagen,
oder das Ergebnis liegt in der Physiologie des Affenhodens an sich begrindet. Da die
Testosteronproduktion des Callithrix jacchus einer extremen Pulsatilitét unterliegt ist es
moglich, da3 die Hodenfragmente gerade im Stadium einer sehr geringen
Testosteronproduktion prapariert wurden. Fur die Organkultur der Maus hingegen waren
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offensichtlich ginstige Bedingungen erfillt, da eine dosisabhangige hCG Stimulierbarkeit
gegeben war.

4.4.2. Antisense Oligonukleotidwirkung an einer testikuléaren Primarzellkultur von
Mus musculus

Eine spezifische AON Wirkung auf die Testosteronproduktion der murinen Leydig Zellen
konnte in der testikuldren Zellkultur nicht festgestellt werden. Stattdessen handelte es sich
offensichtlich um einen unspezifisch fordernden Effekt auf die Testosteronproduktion, und
zwar unabhéngig von AON oder KON Einsatz, jeweils mit Ausnahme der 20 nM
Konzentrationen. Dieser Effekt steigerte sich mit zunehmender Inkubationsdauer.
Vergleicht man AON unbehandelte mit AON (15 nM) behandelten Zellen nach hCG
Stimulation, so war nach 48 h eine Steigerung der Testosteonproduktion um etwa den
Faktor 2, nach 72 um den Faktor 10 ersichtlich. Gleiches galt fur die Verwendung von
KON.

Diese unspezifische Wirkung der Nukleotide ist vermutlich darauf zuriickzufUhren, dal3
durch den AON/KON Zusatz eine Bindung der Nukleotide an die vorhandenen mRNA
Moleklle erfolgt, welche dann fir die Trandation nicht mehr zur Verfligung stehen, so dal3
kompensatotrisch mehr mRNA transkribiert wird (Probst und Skutella, 1996; Zador et a.,
2002). Ahnliche unspezifische Oligonukleotidwirkungen wurden von Krieg und Stein
beobachtet, die eine hohe Affinitét der Molekile zu Polymerasen, Laminin und Kinasen
feststellen konnten (Stein und Cheng, 1993; Krieg und Stein, 1995). Auch an AON
behandelten Neuronen lief? sich ein unspezifischer Nebeneffekt feststellen (Neumann et al.,
1995).

Eine direkte zytotoxische AON/KON Wirkung auf die Leydig Zellen &t sich anhand der
Forskolin Stimulation nicht ablesen, da die Testosteronspiegel der AON/KON
unbehandelten Zellen denen der AON/KON behandelten Zellen nach FSK Stimulation
gleichen oder sogar hoher liegen (15 mM AON, 48 h). Eine Ausnahme bilden die Werte fir
die Verwendung der 20 mM AON/KON Konzentrationen. Es kann daher von einer intakten
Synthesemaschienierie zur Testosteronproduktion ausgegangen werden. Dieser Befund
wird untermauert durch die Ergebnisse der unstimulierten Zellen. Allein durch den
AON/KON Zusatz kam es zu einer Steigerung der Testosteron Konzentration, woraus sich
eine unspezifisch stimulierende AON/KON Wirkung ableiten |&(3t.
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Weiterhin mufd bei dieser Art der Primérzellkultur bedacht werden, dald3 es sich im
Gegensatz zur Sekundéarzellkultur um eine Mischung verschiedenster testikulérer Zellen
handelt, wovon die Leydig Zellen nur etwa 5 % ausmachen. Daher kann auch eine
AON/KON Wirkung auf Nicht-Leydig Zellen in Betracht gezogen werden, die ihre
parakrine Wirkung auf die Leydig Zellen unter diesen Bedingungen verandern und zu einer
gesteigerten Testosteronproduktion beitragen konnten.

Letztlich miufte die AON/KON Aufnahme in die Leydig Zellen experimentell Gberprift
werden, um die Charakteristika dieses Vorgangs zellspezifisch ermitteln zu kénnen, da
Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen beziglich der Oligonukleotidaufnahme
bekannt sind. Beispielsweise nehmen HelLa Zellen unter gleichen Bedingungen pro
Zeiteinheit die vierfache AON Menge im Vergleich zu humanen Colonkarzinomzellen auf
(Nakai et al., 1996).

4.5 Studien zur Antisense Oligonukleotidwirkungin vivo

45.1. Studiel

Um die Tiere nicht durch zu viele Blutentnahmen zu schédigen, entschlossen wir uns zu
drei AON Injektionen insgesamt, die an drel aufeinanderfolgenden Tagen jeweils zur
gleichen Tageszeit durchgeftihrt wurden. Jeweils 24 h nach einer AON/KON Injektion
erfolgten Blutentnahme und Bestimmung des Plasma Testosteronspiegels, so dal3 die AON
Wirkung auf den Testosteronspiegel nach jeder Injektion Uberprift werden konnte. Unter
diesen Bedingungen sollte gewéhrleistet sein, dal’ zunéchst die Trandation neuer LHR
MRNA und damit eine Expression neu synthetisierter LH Rezeptormolekile auf der
Zelloberflache verhindert wird. Erwartungsgemald wirde der Plasma Tetsosteronspiegel
nicht unmittelbar nach der ersten AON Injektion absinken, da noch restliche LHR
Molekile auf den Leydig Zellen ansassig waren. Deren Erneuerung jedoch sollte durch
Einsatz des AON verhindert werden, weshalb im Studienverlauf nach mehreren AON
Injektionen der Plasma Testosteronspiegel sinken oder mindestens in der Pulsatilitét
gehemmt werden sollte.

Diese Erwartungen haben sich nach Durchfiihrung der Studie nicht bestétigt (Kap. 3, Abb.
3.17 A, B). Unabhéngig von der Behandlung mit AON bzw. KON blieb die Pulsatilitét der
Plasma Testosteronkonzentration erhalten. Zwar zeigte das Tier 3 der AON Gruppe nach

den ersten zwel AON Injektionen die geringsten Schwankungen in der Testosteron
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Konzentration, jedoch war nach Verabreichung aler Injektionen wieder ein Anstieg weit
Uber den Mittelwert der Basalwerte zu verzeichnen. Dies deutet darauf hin, dal3 selbst nach
drei AON Dosierungen mit jeweils 10 mg/kg K érpergewicht noch eine geniigend hohe LH
Rezeptordichte auf den Leydig Zellen exprimiert war, das AON demnach nicht in der
erwarteten Weise reagiert hat.

4.5.2 Studiell

Die in vivo Studie Il unterschied sich von der ersten Studie hauptsachlich durch
Verdopplung der applizierten AON/KON Dosis, sowie durch die Abfolge von AON/KON
Injektion und Blutentnahmen. So wurden die Blutproben hier erst nach Verabreichung aller
AON/KON Injektionen entnommen. Die zugrunde liegende Uberlegung fur dieses
Protokoll war, zundchst den Wirkstoff akkumulieren zu lassen und danach
erwartungsgemal’ einen gegentiber dem Basalwert abgesunkenen Testosteronspiegel zu
messen. Die folgenden Blutentnahmen sollten dann den erneuten Anstieg des Testosterons
und damit das Auswirken des AON dokumentieren.

Die Ergebnisse entsprachen allerdings auch in dieser Studie nicht den Erwartungen. Die
Tiere der AON Gruppe zeigten trotz AON Verabreichung weiterhin pulsatile

Testosteronwerte, wahrend die der KON Gruppe tendenziell niedrigere Werte aufwiesen.

Das Zustandekommen dieser Ergebnisse kann auf viele verschiedene Faktoren
zurtickgefthrt werden. So ist sicherlich eine Schwierigkeit in dem Tiermodell des
Callithrix jacchus an sich begriindet. Da diese Affenart recht starke intraindividuelle
Schwankungen im Testosteronspiegel aufweist, ist eine Wirkung des AON nur schwer
sichtbar zu machen. Jedoch ist dieser Affe fir erste in vivo Experimente geeignet, da er
aufgrund seines Korpergewichtes nicht nur leichter zu sedieren, sondern auch mit
geringerem Reagenzienverbrauch zu behandeln ist as grof3ere Affenarten, z. B. Macaca
fascicularis

Weiterhin ist die Art der AON/KON Applikation zu berticksichtigen. Die von uns
gewahlte intraperitoneal e Injektion bietet den Vorteil einer unkomplizierten und effektiven
AON Verabreichung, da das Reagenz schon im Peritoneum \erteilt wird, bevor es in die
Blutbahn aufgenommen wird. Es kommt daher vor allem inden ersten 12 Stunden nach
Applikation zu einer schnellen Verteilung des AON/KON, ohne dald Kontakt zu
Transportproteinen oder abbauenden Enzymen des Blutes besteht. Nachteilig erweist sich
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alerdings diese Art der Applikation auf die effektiv im Hoden wirkende Menge an
AON/KON, die sich natirlich gegenuber der injizierten Menge erheblich reduziert
(Agrawal et a.,1991). Eine direkte Injektion in den Hoden empfiehlt sich aufgrund des
geringen Hodenvolumens (ca. 2 ml) von Callithrix jacchus keinesfalls.

Ein weiterer Aspekt kommt der Halbwertzeit der Oligonukleotide in vivo zu. In der
Literatur ist eine weite Bandbreite von Plasma Halbwertzeiten der Oligonukleotide zu
finden, die naturlich entscheidend vom Versuchstier sowie von der Modifikation des
AON/KON abhéngt (Agarwal et al., 1991, Zhang et al., 1996). Eine im Java Affen
durchgefuihrte Studie mit phosphorothioierten Oligonukleotiden zeigte nach einer kurzen
Plasma Verteillungsphase von etwa 2 Stunden eine Plasma Eliminationsphase von 56
Stunden. Nach erst 240 Stunden waren 70 % der AON Menge Uber den Urin
ausgeschieden (Grindel et al., 1998). Die AON Verweildauer im Hodengewebe konnte in
einer Studie in Méausen auf bis zu 50 Sunden beziffert werden und wies dhnliche AON
Konzentrationen auf wie das Herzgewebe. In Lunge und Gehirn hingegen war sie deutlich
vermindert, in Leber und Niere erhoht (Agarwal et ., 1991).

Zumindest ahnliche pharmakologische Verhdtnisse im Well3buschelaffen vorausgesetzt,
sollte bei Anwendung unserer Studienprotokolle eine AON Wirkung und damit eine

Testosteronabsenkung maoglich gewesen sain.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegende Arbeit konnte die LHR cDNA des Java Affen Macaca fascicularis
kloniert werden. Er weist eine Homologie zu den LH Rezeptoren folgender Spezies auf:
Mensch (96 %), Weil3biischelaffe (92 %), Ratte (84 %) und Maus (83 %). Damit steht der
LHR des Java Affen fir weltere vergleichende LHR Studien zwischen verschiedenen
Spezies zur Verfigung und tréagt dazu bei, die Hormon Rezeptor Interaktion unter
physiologischen und pathol ogischen Bedingungen untersuchen zu kénnen.

Mit Hilfe der in situ Hybridiserung konnte die LHR mRNA in den Leydig Zdlen des
Hodengewebes von Macaca fascicularis nachgewiesen werden, die in den in vivo Studien
und den Primérzellkulturexperimenten as Ziel mRNA fir eingesetzte AON Molekile
diente.

Im in vitro Experiment konnte eine zeit- und dosisabhangige Aufnahme FITC markierter
KON Molekile in hLHR CHO Zellen festgestellt werden.

Die Testung von drei verschiedenen AON Molektlen (AON 1, AON 2 und AON 3) ergab
den starksten cAMP Hemmeffekt fir AON 1; es wurde in alen folgenden AON
Experimenten verwendet.

Fur AON 1 konnte in einem Experiment eine dosisabhangige Wirkung erzielt werden, die
sich aber als nicht reproduzierbar herausstellte.

Zytotoxische Effekte der Oligonukleotidmolekiile zeigten sich bei Verwendung von 20 v
Konzentrationen. Sowohl unter AON- as auch unter KON Behandlung ergaben sich
erniedrigte CAMP Konzentrationen.

Die Zytotoxizitat der Oligonukleotidmolekile lief3 sich durch Stimulation mit Forskolin
bestdtigen. Sie war um so starker ausgeprégt, je langer die Inkubationsdauer mit
AON/KON Molekulen war.

Unter Verwendung von Oligofectamin ergaben sich keine Verbesserungen der AON
Wirkung, jedoch zeigten die Zellen eine gute Vertréglichkeit des Additivs, da die
Stimulierbarkeit durch Forskolin unter alen verwendeten AON/KON Konzentrationen
erhalten blieb.

Fir die Maus Hodenorgankultur konnte eine Stimulierbarkeit der Testosteronsynthese
festgestellt werden, nicht aber fir die Wei3blischelaffen Hodenorgankultur.

In der testikul&ren Primarzellkultur der Maus bewirkte die AON Behandlung eine
Stimulation der Testosteronproduktion.

Die in vivo Studien am nicht humanen Primaten Callithrix jacchus ergaben keine

Tendenzen, aus denen eine AON Wirkung ersichtlich waére.
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6 Ausblick
Zukunftige Expperimente mit dem LHR des Java Affen kdnnten funktionelle Studien zur

weiteren Chrakterisierung des LHR Proteins sein. Dazu mufde eine Zellinie hergestellt
werden, die den LHR permanent exprimiert. Damit kénnten Hormonbindungsstudien,
Mutations- und Polymorphismusstudien in einem speziesilbergreifenden Vergleich
durchgefihrt werden. Die weitere Aufkldrung der LHR Mechanismen wirde zur
Entwicklung neuer Therapiekonzepte fur Patienten mit LHR Fehlfunktionen beitragen, die

erhebliche Auswirkungen auf die reproduktive Gesundheit des Mannes haben konnen.

Fur Studien zur weiteren Aufklérung der parakrinen Funktion des Testosterons mit Hilfe
der AON Technologie konnten AON Molekile der zweiten Generation (Morpholinos)
benutzt werden, die kostengiinstiger in der Herstellung sind und eine langere Halbwertzeit
as phosphorthioierte AON Molekile haben. Weiterhin wéren fir weitere in vitro
Experimente Leydig Zelinien sinnvoll, um en mdglichst physiologisches
Zellkulturmodell einzusetzen. Die AON Technologie eignet sich besonders fur ,loss of
function* Untersuchungen, da sie genspezifisch und auschlief3lich in der Zielzelle ansetzt.
Im Falle einer erfolgreichen Herabregulation der Testosteronproduktion, kénnten sowohl
funktionelle Studien als auch Untersuchungen zur kontrazeptiven Wirkung eines LHR
spezifischen AON durchgefiihrt werden.
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