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Zusammenfassung

Thermotaxis, eine gerichtete Bewegung entlang eines Temperaturgradienten,
ist ein weit verbreiteter Prozess, der ubiquitar vom Bakterium bis zum
Menschen konserviert ist. Mittels videomikroskopischer Analysen wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Thermotaxis humaner Spermien nachgewiesen.
Spermien, die in  einer modifizierten  Zigmond-Kammer  einem
Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C ausgesetzt wurden, zeigten ein
gerichtetes Migrationsverhalten in Richtung des Temperaturgradienten. Es lief3
sich eine signifikante Zunahme der Wanderungsstrecke der Spermien unter
Einfluss des Temperaturgradienten beobachten. Zur Untersuchung der
molekularen und zellularen Mechanismen dieser thermotaktischen Antwort
analysierten wir die Expression von Transient Receptor Potentials (TRPs) auf
humanen Spermien. Bei Eukaryonten fungieren temperaturgesteuerte
lonenkanale der Superfamilie der TRPs als Thermosensoren. Die Analyse der
Genexpression von TRP der Unterfamilie der Vanilloid-Rezeptoren (TRPV) auf
humanen Spermien mittels quantitativer Real-Time-PCR zeigte die starkste
Expression von TRPV1, gefolgt von TRPV4, TRPV2 und TRPV3. Mittels
Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenzfarbungen wurde nachgewiesen,
dass TRPV1, TRPV3 und TRPV4 auf Proteinebene auf Spermien exprimiert
werden. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen lokalisierten wir die
Rezeptoren im Bereich des Mittelstiicks und des Schwanzes der Spermien. Bei
allen Probanden dominierte die Expression von TRPV1, gefolgt von TRPV4,
wobei sich eine donorabhangige Variabilitat in der Auspragung der Expression
der einzelnen TRPV-Subtypen aufweisen lie3. Bei der Analyse zur funktionellen
Bedeutung der TRPVs fur die humane Spermienthermotaxis konnten wir eine
signifikante  konzentrationsabhangige Abschwachung der migratorischen
Antwort humaner Spermien in An- und Abwesenheit des unselektiven TRPV-
Inhibitors Rutheniumrot zeigen.

Zusammenfassend konnte durch die vorliegende Arbeit erstmals humane
Spermienthermotaxis in einem videomikroskopischen Migrationsassay gezeigt
werden. Erste Untersuchungen mit einem unselektiven TRPV-Inhibitor lassen
vermuten, dass TRPV tatsachlich eine Rolle bei der Navigation von Spermien
zur Eizelle und folglich fur den gesamten Prozess der Befruchtung spielen

konnten.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Spermientransport im weiblichen Genitaltrakt

Seit vielen Jahren werden die molekularen Mechanismen, die fur das
Migrationsverhalten zwischen Spermien und Eizelle verantwortlich sind,
untersucht. Die Passage durch den weiblichen Genitaltrakt ist vielseitig reguliert
und dient dazu, die Chance zur Fertilisation so zu optimieren, dass sich nur
Spermien mit normaler Morphologie und Motilitdt durchsetzen.

Wahrend des Koitus werden ca. 250-500 Mio. Spermien (Gilbert 2000)
ejakuliert. Allerdings erreicht schlie3lich nur eine kleine Fraktion von 80-1400
Spermien (0,004 %) (Williams, Hill et al. 1993) den Ort der Befruchtung im
weiblichen Eileiter. Die Befruchtung der Eizelle gelingt in der Regel nur einem
einzigen Spermium (De Jonge 2005, Suarez and Pacey 2006). Diese Reduktion
der Spermienanzahl ist mit zahlreichen Mechanismen zur Optimierung der
Fertilisationsbedingungen verbunden. Sie wird sowohl durch anatomische
Barrieren als auch durch Veranderungen des Spermienmilieus bestimmt

(Cohen-Dayag, Tur-Kaspa et al. 1995, Suarez and Pacey 2006).
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Abbildung 1 Migration eines Spermiums durch den weiblichen Genitaltrakt in Richtung
der Eizelle. Die Spermienmigration erfolgt durch die Vagina in das Cavum uteri vor
allem durch aktive Schwimmbewegungen der Spermien unterstlitzt durch
Kontraktionen von Vagina bzw. Uterus. Ab dem Junktionsbereich zur Tube bestimmen
dann auch andere Mechanismen wie z.B. Chemotaxis und Thermotaxis das
Schwimmverhalten. Die Thermotaxis wird hierbei als Hauptnavigationsmechanismus
fur die Strecke vom Uterusisthmus (Spermienreservoir) bis in die Tuba uterina
propagiert. In der unmittelbaren Nahe der Oozyte navigieren die Spermien dann
bevorzugt durch Chemotaxis (modifiziert nach Eisenbach & Giojalas 2006).

Wahrend des Koitus werden Spermien im Seminalplasma in der Vagina
ejakuliert. Das entstandene Koagulat halt die Spermien am Eingang des
Zervikalkanals (Harper 1994) und schutzt sie vor dem sauren Milieu der Vagina
(Lundwall, Giwercman et al. 2003). Zervikaler Mucus begunstigt einerseits die
Passage motiler Spermien durch den Zervikalkanal (Mortimer and Swan 1995),
andererseits ist er fur die Migration morphologisch abnormaler Spermien
hinderlich (Hanson and Overstreet 1981, Barros, Vigil et al. 1984, Katz, Morales
et al. 1990, Katz, Slade et al. 1997). Zusatzlich zu ihrer Eigenbewegung werden
die Spermien durch uterine Peristaltik (Lyons, Taylor et al. 1991, Fukuda and
Fukuda 1994, Kunz, Beil et al. 1996) und hormonellen Einfluss aus dem

dominanten Follikel durch das Cavum uteri (siehe Abbildung 1) zur ipsilateralen
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Tube geleitet (Kunz, Herbertz et al. 1998, Kunz, Beil et al. 2007). Die nachste
Barriere stellt der Ubergang zwischen Uterus und Tube dar (Suarez and Pacey
2006). Der Junktionsbereich weist neben einer dicken Muskelschicht (Hafez
1969) viskdsen Mucus auf, dessen Proteine die Passage der Spermien fordern
(Jansen 1980, Nakanishi, Isotani et al. 2004). Einige Oberflachenproteine auf
Spermien sind flr bestimmte Bindungsprozesse im Junktionsbereich
erforderlich (Suarez and Pacey 2006). Durch in vitro Experimente wurde
nachgewiesen, dass Mause, denen bestimmte Proteine auf der
Spermienoberflache wie z.B. Fertilin-8 (Cho, Bunch et al. 1998), das
Angiotensin Converting Enzyme (ACE)(Hagaman, Moyer et al. 1998) oder
Calmegin (Nakanishi, Isotani et al. 2004) fehlen, infertil sind, da sie den
Junktionsbereich nicht passieren kénnen (Suarez and Pacey 2006). Durch in
vitro Experimente wurde nachgewiesen, dass Spermien im darauffolgenden
Isthmus der Tube durch intermittierende Bindung an das Tubenepithel ein
funktionelles Reservoir bilden (Pacey, Davies et al. 1995, Pacey, Hill et al.
1995, Baillie, Pacey et al. 1997, Reeve, Ledger et al. 2003). Die epitheliale
Interaktion verlangert die Spermienpersistenz in der Tuba uterina, sodass nur
eine geringe Anzahl der Spermien zu einer Zeit die Ampulle erreicht.

Wahrend die Spermien durch den weiblichen Genitaltrakt wandern, durchlaufen
sie die Kapazitation. Dieser Prozess ist die Voraussetzung fur die Fertilisation
(Yanagimachi 1994) und beinhaltet verschiedene Veranderungen in der
Plasmamembran, die den Spermien die Fahigkeit verleihen, die
Akrosomenreaktion zu induzieren (De Jonge 2005). Als Konsequenz der
Kapazitation ergibt sich die Hyperaktivitdt, eine Veranderung in der
Spermienmotilitat. Sie verleiht den Spermien eine hohere Schwimmkraft und
fuhrt dadurch zu ihrer Ablésung vom Tubenepithel (Ho and Suarez 2001,
Suarez and Ho 2003, Suarez and Ho 2003). Die Strecke, die Spermien
zwischen Reservoir- und Fertilisationsbereich zurticklegen mussen, ist ca. 3-5
cm lang (Harper 1982, Tur-Kaspa 1992). Deshalb geht man davon aus, dass
Spermien durch verschiedene gerichtete Mechanismen in die Ampulle geleitet
werden.

Thermotaxis, als migratorische Antwort auf einen Temperaturgradienten,
scheint fur die Wanderung der Spermien Uber lange Strecken verantwortlich zu
sein (Bahat and Eisenbach 2006) (Abbildung 1). Auf kurzer Strecke, in direkter
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Nahe zur Eizelle werden Spermien dann durch den Prozess der Chemotaxis
gelenkt (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003). Geleitet durch Thermotaxis schwimmen
die Spermien also von der kalteren Isthmus-Seite zum warmeren ampullaren
Bereich, wo die Fertilisation stattfindet (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003). Wahrend
in einigen Organismen oder Zellpopulationen Thermotaxis in beide Richtungen
von Temperaturgradienten funktioniert (Hedgecock and Russell 1975, Maeda,
Imae et al. 1976, Whitaker and Poff 1980), wirkt sie bei Spermien in Richtung
des positiven Gradienten: hier ist die warmere Seite wegweisend (Bahat, Tur-
Kaspa et al. 2003). Temperaturunterschiede von bis zu 0,5 °C werden erkannt.
Jedoch sind, wie auch bei der Chemotaxis (Cohen-Dayag, Ralt et al. 1994,
Cohen-Dayag, Tur-Kaspa et al. 1995, Fabro, Rovasio et al. 2002), nur
kapazitierte Spermien thermosensibel (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003).
Thermotaxis ist ein stark konservierter Prozess und wurde erstmalig im
Schleimpilz Dictyostelium discoideum beschrieben (Raper 1940, Bonner, Clarke
et al. 1950), danach in dem Nematoden C. elegans (Hedgecock and Russell
1975), in Bakterien (Maeda, Imae et al. 1976), in Parasiten wie z.B. Dirofilaria
immitis larvae (Mok, Abraham et al. 1986), in Insekten wie z.B. Drosophila
melanogaster (Sayeed and Benzer 1996), in humanen Leukozyten (Kessler,
Jarvik et al. 1979, Mizuno, Kawasaki et al. 1992), in humanen Trophoblasten
(Higazi, Kniss et al. 1996), in humanen Kaninchenspermien (Bahat, Tur-Kaspa
et al. 2003, Bahat, Eisenbach et al. 2005) und schliesslich auch in
menschlichen Spermien (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003).

Bei Kaninchen besteht zwischen Isthmus und Ampullenbereich ein
Temperaturunterschied von bis zu 2 °C (David, Vilensky et al. 1971). Er scheint
vom Zeitpunkt der Ovulation abhangig zu sein, da er mit der Ovulation von 0,8
+/- 0,2 °C auf 1,6 +/- 0,1 °C ansteigt (Bahat, Eisenbach et al. 2005). Diese
Differenz basiert auf einem Temperaturabfall auf der Seite des funktionellen
Spermienreservoirs im Isthmusbereich (Bahat, Eisenbach et al. 2005). Eine
Arbeitsgruppe um Cicinelli (Cicinelli, Einer-densen et al. 2004) entdeckte eine
ahnliche ovulationsabhanige Temperaturdifferenz beim Menschen. Sie konnte
zeigen, dass hier die Temperatur von der Isthmusregion in Richtung des Uterus

bei der Ovulation abfallt (Cicinelli, Einer-Jensen et al. 2004).
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1.2 Die Superfamilie der Transient Receptor Potentials

Relevante Studien zur Thermotaxis von Bakterien haben gezeigt, dass
temperaturgesteuerte lonenkanale, die zur Superfamilie der Transient Receptor
Potentials (TRPs) gehdren, bei Eukaryonten als Thermosensoren fungieren
(Patapoutian, Peier et al. 2003).

1.2.1 Aufbau

Die TRP-Kanale werden auf der Basis ihrer Aminosaurenhomologie in die
folgenden sieben Unterfamilien gegliedert (Montell, Birnbaumer et al. 2002,
Montell, Birnbaumer et al. 2002, Moran, Xu et al. 2004). Sie zeigen ihre
Gemeinsamkeit in einem lonenkanal bestehend aus sechs
Transmembranregionen (Venkatachalam and Montell 2007), der nur far

Kationen durchlassig ist:

TRPC: klassische Unterfamilie

TRPV: Vanilloid-Rezeptor Unterfamilie

TRPM: Melastatin Unterfamilie

TRPN: NOMPC (engl. No mechanoreceptor potential C)-Unterfamilie
TRPA: ANKTM1 Unterfamilie

TRPML: Mucolipin Unterfamilie

TRPP: Polycystin Unterfamilie

N o o bk~ b=
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Abbildung 2 Schematischer Aufbau eines TRPV-Kanals. Der TRPV-Kanal gehért zur
Superfamilie der TRP-Kanédle, den Transient Receptor Potentials. Die
TRP-Vanilloidkanale bestehen aus sechs Transmembrandomanen (S1-S6), die sowohl
als Homotetramer als auch in Form von Heterotetrameren vorkommen. TRPVs sind
permeabel fiir Kationen wie z.B. Ca*" und besitzen zwischen ihrem Transmembran-
segment finf und sechs eine Porenschleife tiber einer hydrophoben Region. Die N-und
C-terminalen Enden sind intrazellular, wobei sich am N-terminalen Ende eine Anzahl
von Ankyrin-Domanen befindet (modifiziert nach ClaphamRunnels & Strubing 2001).

1.2.2  Herkunft

Phylogenetisch sind die Rezeptoren sehr alt und hoch konserviert. Sie wurden
erstmals 1969 bei einer mutierten Linie der Fruchtfliege Drosophilia
melanogaster entdeckt, wo sie als Photorezeptoren auf Lichtreize und
Depolarisation mit einem TRP vermittelten transienten Membranstrom
reagierten (Xiao and Xu 2009). Nach der Klonierung des Gens durch die
Arbeitsgruppe um Montell und Rubin konnte gezeigt werden, dass das Gen
Osm-9 (engl. osmotic avoidance abnormal) bei Drosophila fur einen Kalzium
durchlassigen Kationenkanal kodiert (Montell and Rubin 1989, Montell 2001).

1.2.3 Funktion

Die meisten TRP-Kanale sind Kalzium durchlassig und flihren zu einem
Kalziumioneneinstrom wie bei TRPC, TRPV und TRPM (Nilius and Voets
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2005). Die Kanale werden durch die Bindung an einen intrazellularen oder
extrazellularen Botenstoff oder durch chemischen, mechanischen und
osmotischen  Stress aktiviert (Clapham 2003). In Pantoffeltierchen
(Paramecium), sowie auch in humanen dopaminergen Neuronen, stellen die
TRP-Kanale z.B. hitzeaktivierte Kalziumkanadle (Imada and Oosawa 1999,
Guatteo, Chung et al. 2005) dar. In diesem Zusammenhang spielen sie beim
Menschen eine wichtige Rolle bei der Wahrnehmung von Geschmack,
Pheromonen, Schmerz und Temperatur (Venkatachalam and Montell 2007).
Welche Unterfamilie als Thermosensor im Rahmen der beschriebenen
Thermotaxis bei humanen Spermien dient, ist bisher noch nicht ausreichend

untersucht.

1.2.4 Vorkommen von TRP auf humanen Spermien

Auf humanen Spermien wurden TRPC1, TRPC3, TRPC6 und TRPC7
nachgewiesen. Sie sind im Bereich des Caputs und Flagellums lokalisiert und
haben einen Einfluss auf die flagellare Motilitat der Spermien (Castellano,
Trevino et al. 2003). Es sind zwei TRP-Subklassen bekannt, die uber
Temperatur aktiviert werden. Einerseits die TRPVs, die Uber Warme aktiviert
werden (Montell 2005), andererseits TRPM8 (Peier, Moqrich et al. 2002,
Tominaga and Caterina 2004, Mizushima, Obata et al. 2006), der u.a. durch

Kalte stimuliert wird.

1.3 TRPV

Neben den bereits erwahnten TRPC und TRPMS8, sind die Vertreter der
Unterfamilie = TRPV  in Bezug auf  Thermoempfindlichkeit  von
molekularbiologischem Interesse (Patapoutian 2004, Patapoutian 2005). Die
temperatursensitiven Vanilloid-Rezeptoren bestehen aus sechs Mitgliedern, zu
denen die Kalzium-permeablen TRPV1, TRPV2, TRPV3 und TRPV4, sowie
TRPV5 und TRPV6 gehdren (den Dekker, Hoenderop et al. , Nijenhuis,
Hoenderop et al. 2003, Nijenhuis, Hoenderop et al. 2003). TRPV1-4 sind nicht-
selektive Kationenkanale mit einer niedrigen Permeabilitatsratio (P) fur Kalzium
(Ca?*) im Verhaltnis zu Natrium (Na*) (Pca/Pna~10) (Clapham 2003, Alexander,
Mathie et al. 2004). Im Gegensatz dazu sind TRPV5 und TRPV6 die einzigen
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hochselektiven Kalziumkanale mit einer Permeabilitatsratio > 100 (Nilius and
Voets 2005). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Kalziumreabsorption
(Nijenhuis, Hoenderop et al. 2003), wobei TRPV5 Uberwiegend in der Niere
(Nijenhuis, Hoenderop et al. 2003) und TRPV6 vorwiegend im Dinndarm
(Nijenhuis, Hoenderop et al. 2005) funktionell aktiv sind.

1.3.1 Expressionsmuster der TRPV

Die TRPV unterscheiden sich im Ort ihrer Expression und ihrer jeweiligen
Funktion (siehe Tab. 1):

Zuerst wurde TRPV1 in Ruckenmarksganglien und dem Ganglion des Nervus
trigeminus identifiziert, sowie auf peripheren, spinalen Nervenendigungen und
im Gehirn (Planells-Cases, Garcia-Sanz et al. 2005). Dort hat TRPV1 eine
wichtige Funktion bei der Integration von schmerzhaften chemischen und
thermischen Stimuli (Caterina, Leffler et al. 2000). Eine Reihe von Studien
konnten Uberdies zeigen, dass TRPV1 auch in vielen nicht-neuronalen
Geweben wie Harnblase, Urothel, Osophagus, Magen, Darm, Lunge, Niere,
Milz, Mastzellen, neutrophilen Granulozyten und Keratinozyten exprimiert wird
(Birder, Kanai et al. 2001, Gunthorpe, Benham et al. 2002, Heiner, Eisfeld et al.
2003, Matthews, Aziz et al. 2004, Stander, Moormann et al. 2004, Stokes,
Wakano et al. 2005). AuRerdem konnte der TRPV1-Rezeptor in Pankreaszellen
nachgewiesen werden, wo er im Zusammenhang mit der Sekretion des
Neuropeptids Substanz P steht (Nathan, Patel et al. 2001). Auch in peripheren
Blutzellen sind TRPV1 und TRPV2 beschrieben und werden mit entzindungs-
induzierter thermaler Hyperalgesie assoziiert (Saunders, Kunde et al. 2007).
TRPV2 wird ebenso wie TRPV1, TRPV3 und TRPV4 in freien
Nervenendigungen und Ruckenmarksganglien exprimiert, jedoch auch in
anderen Geweben wie Gehirn, Lunge, Milz, Endothelzellen, nicht-neuronalen
Zellen des Gastrointestinaltraktes (Gunthorpe, Benham et al. 2002, O'Neil and
Heller 2005), Osteoblasten (Abed, Labelle et al. 2009) und glatter Muskulatur
(Montell, Birnbaumer et al. 2002, Muraki, Iwata et al. 2003, Beech, Muraki et al.
2004). In den glatten Muskelzellen von GefaRen vermittelt TRPV2, aktiviert
durch Dehnungsreize, die intrazellulare Kalziumfreiseitzung (Muraki, Iwata et al.
2003, Beech, Muraki et al. 2004).
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TRPV3 ist unter anderem in Keratinozyten (Peier, Reeve et al. 2002) und
verschiedenen Geweben wie Zunge, Trachea, Plazenta, Gehirn (O'Neil and
Heller 2005) und Hoden vorhanden (Smith, Gunthorpe et al. 2002, Moqrich,
Hwang et al. 2005).

Neben der Expression von TRPV4 in Rulckenmarksganglien, Gehirn und
Keratinozyten, wurde der Rezeptor auch in der Niere, Trachea, Herz, Leber,
Haarzellen der Cochlea, Merkelzellen, Endothelzellen, Osteoblasten und glatten
Muskelzellen beschrieben, wo er u.a. als Mechanosensor dient (O'Neil, Gao et
al. 2005, O'Neil and Heller 2005, Abed, Labelle et al. 2009).

1.3.2 Temperaturbereich

TRPV1-4 kénnen durch Temperatur aktiviert werden, reagieren jedoch in
unterschiedlichen Bereichen (s. Tab.1). TRPV1 reagiert  auf
Temperaturen > 43 °C, TRPV2 in einem Temperaturbereich > 53 °C, TRPV3 in
Warmebereichen > 33 °C und TRPV4 bei>24 °C (Lee and Caterina 2005,
Nilius and Voets 2005). Wahrend TRPV3 auf wiederholte Thermoreize mit einer
verstarkten Reizantwort reagiert und ein kinetisch biphasisches Aktionsprofil
aufweist (Chung, Guler et al. 2005), fuhrt prolongierte Warmeexposition > 24 °C
zu einer Reduktion der durch Hitze evozierten Strome (Peier, Reeve et al. 2002,
Smith, Gunthorpe et al. 2002, Xu, Ramsey et al. 2002). Die Rezeptoraktivierung
durch Warme beruht auf spannungsabhangiger Depolarisation (Caterina and
Julius 2001, Chung, Lee et al. 2004, Voets, Droogmans et al. 2004, Nilius and
Voets 2005). Bei TRPV1 bewirken Protonen, Aktivierung durch die
Proteinkinase C (PKC) und die Abnahme der intrazellularen
Phosphatidylinositol-Konzentration eine Reduktion der Temperaturgrenze
(Prescott and Julius 2003, Pedersen, Owsianik et al. 2005).

1.3.3 Rezeptoraktivierung

Neben Warme werden die Vanilloid-Rezeptoren auch durch andere Stimuli
(Tab. 1) wie z.B. durch 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), welches auf
TRPV1-3 wirkt (Hu, Gu et al. 2004), aktiviert. lhre Aktivitat ist G-Protein
gekoppelt (Xu, Delling et al. 2006) und wird aulerdem durch mehrfach
ungesattigte Fettsdauren beeinflusst (Kahn-Kirby and Bargmann 2006). Die
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Vanilloid-Komponenten Capsaicin, Resiniferatoxin und Olvanil, ein niedriger pH-
Wert < 5,9 der Cannabinoid-Rezeptorligand Anadamid, die Eikanoside 12-(S)-
Hydroperoxyeicosatetraenoidsaure (HPETE), 15-(S)-HPETE, 5-(S)-HPETE,
Leukotrien B4, der Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) (s. Insulin ahnlicher
Wachstumsfaktor) und endogene Lipide (Endovanilloide) stellen andere
relevante Stimuli von TRPV1 dar (Montell, Birnbaumer et al. 2002, Montell,
Birnbaumer et al. 2002, Planells-Cases, Garcia-Sanz et al. 2005, Kochukov,
McNearney et al. 2006, Bahat and Eisenbach 2009).

TRPV2, welcher in 50 % seiner Sequenzen mit TRPV1 identisch ist (Caterina,
Rosen et al. 1999), reagiert auf Neuropeptide und wird durch den
Wachstumsfaktor IGF-1 zur Zellmembran transportiert, wo er in seinen aktiven
Funktionszustand gelangt (Kanzaki, Zhang et al. 1999, Iwata, Katanosaka et al.
2003). Aullerdem spielt dieser Vanilloid-Rezeptor eine wichtige Rolle als
Mechanosensor, indem er bei Dehnungsreizen und osmotischer Zellschwellung
in glatten Muskelzellen einen intrazellularen Kalziumanstieg vermittelt (Muraki,
Iwata et al. 2003, Beech, Muraki et al. 2004).

Ein spezifischer Aktivator fur TRPV3 ist Kampfer, eine in der Natur
vorkommende Substanz, die das Warmeempfinden der Haut verstarkt und in
topischen Analgetika verwendet wird (Mogrich, Hwang et al. 2005). Weitere
Stimuli von TRPV3 sind diphenylhaltige Wirkstoffe (Chung, Lee et al. 2004, Hu,
Gu et al. 2004, Chung, Guler et al. 2005).

TRPV4 ist konstitutiv bei normaler Koérpertemperatur von ca. 37 °C gedffnet und
reagiert Uberdies auch auf Faktoren wie Zellschwellung, Scherkrafte,
Fettsaureamide, Anandamid, 4a-Phorbol-12,13-didecanoat (4a-PDD) und den
Cytochrom P450-abhangigen Metaboliten von Arachidonsaure
Epoxyeicosatriensaure (EET) (Watanabe, Davis et al. 2002, Nilius, Watanabe et
al. 2003, Watanabe, Vriens et al. 2003, Nilius, Vriens et al. 2004, Vriens,
Watanabe et al. 2004, Saghatelian, McKinney et al. 2006). Der Rezeptor hat
dabei vielseitige Aufgaben und fungiert nicht nur als Thermo-, Mechano- und
Osmosensor, sondern reguliert auch die Kalzium-Homdostase (O'Neil and
Heller 2005).

Kalziumabhangig sind auch TRPV5 und TRPV6. Ein geringer intrazellularer
Kalziumspiegel sowie Hyperpolarisation fUhren zu ihrer Aktivierung. Unter

physiologischen Bedingungen sind sie flr Kalzium permeabel, kbnnen aber
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auch fur monovalente Kationen durchlassig sein (Vennekens, Hoenderop et al.
2000, Nilius, Prenen et al. 2001, Nilius, Vennekens et al. 2001, Vennekens,
Droogmans et al. 2001).

1.3.4 Rezeptorinhibition

Fir die jeweilige Untergruppe der TRPV sind verschiedene Inhibitoren bekannt
(Tab. 1). TRPV1 wird z.B. durch Adenosin (Puntambekar, Van Buren et al.
2004) und Capsazepin, dem synthethischen Analogon des Capsaicins (Inoue,
Koizumi et al. 2002), gehemmt. Fir TRPV4 ist als Antagonist Gadolinium
(Dhaka, Viswanath et al. 2006) bekannt und sowohl TRPV5 als auch TRPV6
werden spannungsabhangig durch Magnesium blockiert (Voets, Prenen et al.
2001, Voets, Janssens et al. 2003). Die erwahnten Rezeptorantagonisten sind
spezifisch fur die jeweilige Subgruppe. Allerdings gibt es auch unselektive
Antagonisten, wie z.B. Rutheniumrot (Patapoutian, Peier et al. 2003, Chung,
Lee et al. 2004).
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Rezeptor | Temperatur- | Agonisten Antagonisten | Expressionsort
Bereich
TRPV1 >43 °C 2-APB Rutheniumrot Rickenmarksganglien
Capsaicin Adenosin Ganglion des Nervus
Resiniferatoxin Capsazepin trigeminus,
Olvanil periphere und spinale
pH-Wert < 5,9 Nervenendigungen,
Anadamid Gehirn
HPETE Harnblase
15-(S)-HPETE Urothel
5-(S)-HPETE Osophagus
Leukotrien B4 Magen
IGF-1 Darm
Endovanilloide Lunge
Depolarisation Niere
PKC Milz
Abnahme der Mastzellen
Phosphatidylinositol- Neutrophile
Konzentration, Granulozyten
ungesattigte Keratinozyten
Fettsduren Pankreaszellen
periphere Blutzellen
TRPV2 >53°C 2-APB Rutheniumrot periphere Blutzellen
Neuropeptide freie Nervenendigungen
IGF-1 Rickenmarksganglien
mechanische Gehirn, Lunge, Milz
Dehnung, Endothelzellen
osmotische nicht-neuronale Zellen
Zellschwellung des
Gastrointestinaltraktes,
Osteoblasten
glatte Muskulatur
TRPV3 >33°C 2-APB Rutheniumrot freie Nervenendigungen
Kampfer Rickenmarksganglien
Diphenyl-haltige Keratinozyten, Zunge
Wirkstoffe Trachea, Plazenta,
Gehirn, Hoden
TRPV4 >24°C Zellschwellung Rutheniumrot freie Nervenendigungen
Scherkrafte Gadolinium Rickenmarksganglien
Fettsdureamide Gehirn, Keratinozyten
Anandamid Niere, Trachea, Herz
40-PDD Leber, Haarzellen der
EET Cochlea, Merkelzellen
Endothelzellen
Osteoblasten
glatte Muskelzellen
TRPVS geringer Rutheniumrot Niere
intrazellularer Magnesium Darm
Kalziumspiegel,
Hyperpolarisation
TRPVG6 geringer Rutheniumrot Darm

intrazellularer
Kalziumspiegel,
Hyperpolarisation

Magnesium

Tabelle 1 TRPV-Charakterisierung
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1.4 Rutheniumrot

Rutheniumrot ist eine chemische Verbindung, die Ruthenium enthalt. In
organischer Form bindet es an Ryanodin-Rezeptoren und hemmt dort die
intrazellulare Kalziumfreisetzung (Xu, Tripathy et al. 1998). Ruthenium, als
chemisches Element mit dem Elementsymbol Ru und der Ordnungszahl 44,

steht im Periodensystem der Elemente in der funften Periode in der
Eisengruppe (Harris 1973). Es gehdrt zu den Ubergangsmetallen und wurde
1844 von Karl Ernst Klaus in Platinerzen entdeckt (Weeks 1932, Pitchkov

1996). Natiirlich kommt es in einem Anteil von 10® in der Erdoberflache vor.

Seine Hauptanwendungsgebiete liegen in der Elektronikindustrie, wo es als
Katalysator bei der Hydrierung (Sitzmann 2006), Methanisierung (Traa 1998,
Traa and Weitkamp 1998) und der Ammoniaksynthese (Bielawa, Hinrichsen et
al. 2001) dient. Neben elementarem Ruthenium sind auch verschiedene
rutheniumhaltige Verbindungen bekannt (Sitzmann 2009). Uberwiegend handelt
es sich um Legierungen mit anderen Platinmetallen. Molekularwissenschaftlich
sind diese im Rahmen ihrer Wirkung als Zytostatika interessant (Antonarkis &
Emadi 2010, Allardyce 2001).

Der anorganische Ruthenium-Amin-Komplex Rutheniumrot ([(NH3)sRuORu
(NH3)sORuU(NHs)5]Clg) wird in der Histologie als Farbemittel pektinhaltiger,
anionischer, glykolisierter Substanzen und als Redoxindikator verwendet
(Fassel and Edmiston 1999). Im Bereich der Elektronenmikroskopie dient er zur
Darstellung von Ultrastrukturen (Dierichs 1979). AulRerdem hemmt
Rutheniumrot den Kalziumtransport durch Membrankanale (Tapia and Velasco
1997). In diesem Zusammenhang fungiert Rutheniumrot als unselektiver
Antagonist der TRPVs (Amann and Maggi 1991, Caterina, Rosen et al. 1999,
Peier, Reeve et al. 2002, Smith, Gunthorpe et al. 2002, Xu, Ramsey et al. 2002)
und blockiert Capsaicin aktivierte Kationenkanale, sowie spannungsabhangige
Kalziumkanale. Frihere Studien zeigen, dass 100 yM des Inhibitors die
Freisetzung von einem immunreaktiven Calcitonin-Gen-assoziierten-Peptid
(CGRP) (Kessler, Habelt et al. 1999) in der isolierten Haut von Ratten, sowie
den TRPV1-Rezeptor in knockout Mausen blockieren (Petho, Izydorczyk et al.
2004). Rutheniumrot hat eine hemmende Wirkung auf Capsaicin und verhindert

den Effekt schadlicher Temperaturen, der durch TRPV1 in nicht-neuronalen
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Zellen und in Rickenmarksganglien induziert wird (Tominaga, Caterina et al.
1998, Kirschstein, Greffrath et al. 1999, Nagy and Rang 1999, Savidge,
Ranasinghe et al. 2001, Seabrook, Sutton et al. 2002).
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2 Ziel der Arbeit

In jungeren Studien konnte erstmals gezeigt werden, dass Kaninchenspermien
bei Temperaturdifferenzen von bis zu 2 °C entlang eines Temperaturgradienten
in Richtung der temperaturerhdhten Bereiche schwimmen (Bahat, Tur-Kaspa et
al. 2003, Bahat, Eisenbach et al. 2005). Diese Beobachtungen begriindeten das
Konzept der Spermienthermotaxis bei hdheren Saugetieren. Interessanterweise
ist dieses Konzept im Menschen wenig untersucht. Gleichsam sind zellulare
und molekulare Mechanismen, die der Thermotaxis zugrunde liegen,

weitestgehend unbekannt. Dies fuhrt zu folgender Fragestellung:

Hat eine Temperaturdifferenz Auswirkungen auf das Migrationsverhalten
humaner Spermien und sind in diesen Prozess thermosensible Rezeptoren, wie

z.B. die Transient Receptor Potentials, involviert?
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien

Phosphate buffered
saline (PBS),1x

136,89 mM NaCl

PAA, Pasching, Osterreich

2,68 mM KCI

5,62 mM Na,HPO,
x 2 H0O

1,1 mM NaH,PO,
X Hzo

1,47 mM KH,PO4

ad 1000 ml ddH,0

pH 7,4

Phosphate buffered
saline (PBS), steril, 1x

S.0.

Serag Wiessner, Neila, Deutschland

Inhibitor

Rutheniumrot
100 uM/ 500 pM

Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Isotyp

Anti-Rabbit-
Immunglobulin G
(IgG) Chrom Pure

Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA, USA

Primarantikorper

TRPV1

Polyclonal goat anti-rat TRPV1,
(P-19), IgG, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA

TRPV3 Polyclonal goat anti-human TRPV3,
(K-16), IgG, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA

TRPV4 Polyclonal goat anti-human TRPV4,

(K-18), IgG, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA

Sekundarantikérper

NL557 Donkey anti-
rabbit-lgG

R&D Systems, Minneapolis, USA

Tabelle 2 Liste der verwendeten Puffer und Lésungen. Die Antikérper wurden
freundlicherweise von Bernd Nilius (Department of Physiology Campus Gasthuisberg
Katholieke Universiteit Leuven B-Leuven, Belgium) zur Verfligung gestellt.
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3.2 Zellkultur

Humane primare epidermale Keratinozyten, humane immortalisierte
Keratinozyten der Zelllinie HaCaT, normale humane dermale Fibroblasten
(NHDF), Hepatozyten (Hep G2ISO), humane embryonale Nierenepithelzellen
(Hek 293), Zervixkarzinom-Epithel aus der humanen Zelllinie HeLa, humane
Adenokarzinom-Enterozyten des Colons (CaCo) und humane dermale
mikrovaskulare Blutendothelzellen (BEC) wurden in ihrem jeweils spezifischem
Medium kultiviert. Diese wurden zusatzlich mit einer Antibiotikalésung (1 %) aus

Penicillin und Streptomycin, fotalem Kalberserum (10 %) (FCS) oder L-

Glutamat (2 mM) (jeweils PAA, Pasching, Osterreich) versetzt:

BEC EGM®-2MV/ FCS 10 %/ Penicillin 100 U/ml/ Streptomycin 100
pg/ml

CaCo Alpha-MEM (Modifiziertes Eagle Medium)/ FCS 10%

HaCaT Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)/ FCS 10%/
Penicillin 100 U/ml/ Streptomycin 100 ug/ml

Hek 293 DMEM/ FCS 10 %/ Penicillin 100 U/ml/ Streptomycin 100 pg/ml

HelLa DMEM/ FCS 10 %/ Penicillin 100 U/ml/ Streptomycin 100 pg/ml

Hep G2I1SO Alpha-MEM/ FCS 10%/ Nicht-Essentielle-Aminosduren (NEAS)/ L-
Glutamat 200 uM

NHDF Fibroblast growth medium (siehe Wachstumsmedium fir
Fibroblasten) (FGM)®-2 SingleQuots®

Priméare Serumfreies Keratinozyten-Medium (Kera-SFM®)/  L-Glutamat

Keratinozyten 2 mM/ Penicillin 100 U/ml/ Streptomycin 100 ug/ml

Tabelle 3 Zelllinien und Zellkulturmedien

Alle Medien wurden von der Firma GIBCO® (Invitrogen, Karlsbad, CA, USA)
oder Lonza (Basel, Schweiz) bezogen. Die Hoden-Ribonukleinsdure (RNS)
(FirstChoice® Human Testes Total RNA (Ribonucleic-Acid, s. RNS) Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) wurde kommerziell erworben und blieb
unbehandelt.

Die Zellen wurden nach Protokoll des Herstellers in einem Brutschrank bei 37
°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5% Kohlenstoffdioxid (CO;) inkubiert (INCO 2,

Memmert, Schwabach, Deutschland).
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3.3 Thermotaxis-Assay

3.3.1  Ejakulate

Es wurden humane Spermien von fertilen, freiwilligen, anonymen Spendern
(n =16) im Alter von 30 bis 45 Jahren nach Aufklarung und Einwilligung in der
Andrologie der Hautklinik, Heinrich-Heine-Universitat Dulsseldorf und nach
Genehmigung durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (Studiennummer 2265) gewonnen.

3.3.2 Spermienbehandlung

3.3.2.1 Swim-up

Die Spermienproben wurden vor dem Einsatz im Migrationsassay aufgereinigt.
Dafur wurde ein Swim-up angefertigt, um die motilen, normalen Spermien von
den veranderten, immotilen Spermien und anderen Zellbestandteilen des
Ejakulats zu trennen (Oettle and Wiswedel 1989, Jameel 2008).

Hierzu wurde das jeweilige Ejakulat mit einem speziellen Spermienmedium
versetzt (Sperm Preparation Medium, MediCult, Jyllinge, Danemark), welches
vor Verwendung zur Erwarmung auf Koérpertemperatur in einem Brutschrank
(37 °C, 6 % COy), (HERA Cell, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode,
Deutschland) inkubiert wurde. Es folgte eine 1:2 Verdinnung und eine
anschlielende Zentrifugation [10 min, 1500 U/min, RT (Rotina 46 R, Hettich
Zentrifugen, Bach, Schweiz)]. Der Uberstand wurde bis zum Pellet abgesaugt
und verworfen. Das Pellet wurde anschlieltend in 1 ml Medium resuspendiert
und 1 h in einem Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
Uberstand mit den motilen Zellen abgenommen und in ein neues Réhrchen

uberfiihrt. Der Rest wurde verworfen.

3.3.2.2 Auszahlung und Verdiinnung der Spermienzellzahl

Die Spermien wurden in einer Neubauer-Zahlkammer (Superior Marienfeld

Laboratory  Glassware, Lauda-Konigshofen, Deutschland) ausgezahit
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(Sukcharoen, Ngeamijirawat et al. 1994). Dazu wurden die Spermien in einer
Konzentration von 1:10 mit einer Trypanblau (Trypan blue stain 0,4 %, GIBCOr,
Schottland, U.K.) -Paraformaldehyd-Ldsung (PFA, 0,25%, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO) verduinnt. Die Spermienkonzentration (Anzahl pro ml) wurde durch
die Multiplikation der Zellzahl mit 10 x 10* errechnet. Zellen wurden mit Medium
(Sperm Preparation Medium, MediCult, Jyllinge, Danemark) entsprechend einer

Endkonzentration von 2 Millionen Spermien pro 1 ml verdinnt.

3.3.3 Migrationsassay

3.3.3.1 Aufbau

Fir den Migrationsassay wurde in Kooperation mit Prof. Dr. med. Stefan
Werner Schneider (Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie,
Universitatsmedizin  Mannheim und Medizinische Fakultdt Mannheim der
Universitat Heidelberg) eine modifizierte Zigmond-Kammer mit zwei
voneinander getrennt beheizbaren Kammern konstruiert (Abb. 3).

Die Zigmond-Kammer wurde erstmalig 1977 von Sally H. Zigmond zur
Beobachtung von Chemotaxis neutrophiler Granulozyten beschrieben (Zigmond
1977). Das Zwei-Kammer-System aus Plexiglas, verbunden uber eine ,Bricke®,
wurde auf einer Seite mit entsprechenden Substraten gefillt, die andere
beinhaltete die neutrophilen Granulozyten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zigmond-Kammer fur die Analyse von
Spermien entlang eines Thermogradienten durch die Integration von zwei
beheizbaren Thermoplatten modifiziert. Zur Beobachtung der Migration wurde
ein inverses Mikroskop mit angeschlossener Kamera (Time-lapse-Video-
Mikroskopie-System, Zeiss AxioCam HRc mit AxioVision 4.1 Software, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) verwendet (Abb. 3).
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Objektiv
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Abbildung 3 Thermotaxis-Assay. Darstellung der Spermienmigration in einer
modifizierten Zigmond-Kammer mit einem Time lapse-Video-Mikroskopie-System in
transversaler Ausrichtung (A), in Aufsicht (B) und perspektivisch (C). Der
Temperaturgradient von 34 °C — 37 °C wird zwischen den zwei voneinander getrennt
beheizbaren Thermokammern (K1, K2) generiert. Die Spermienmigration erfolgt
entlang des Temperaturgradienten Uber den Steg zwischen den zwei Kammern
(modifiziert nach Zigmond 1977 und Fabro et al. 2002).

Es erfolgte der Aufbau folgender Modalitaten fur jeweils denselben Probanden:
1. ohne Gradient bei 37 °C
2. mit Temperaturgradient (34 °C — 37 °C)
3. mit Gradient (34 °C — 37 °C) und TRPV-Inhibitor (Rutheniumrot)
Beide Kammern der modifizierten Zigmond-Kammer wurden mit je 100 ul der
verdunnten Spermienlésung beflllt. Sobald die ersten Zellen Uber dem Steg

sichtbar wurden, erfolgte die Aufnahme der Migration fur sechs Minuten.
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3.3.3.2 Erstellung eines Temperaturgradienten

Die Einstellung des Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C erfolgte manuell
Uber das Bedienungsinterface der Kammer. Der Temperaturgradient wurde
manuell mit einem digitalen Thermometer entlang der Stegseiten kontrolliert.

Die Messgenauigkeit des Thermometers lag bei 0,01 °C.

3.3.3.3 Migrationsversuch ohne Temperaturgradient

Fir die Beobachtung des Migrationsverhaltens humaner Spermien wurde die
Temperatur der auf einem Heiztisch platzierten, modifizierten Zigmond-Kammer

kontinuierlich bei 37 °C gehalten.

3.3.3.4 Zusatz eines Inhibitors

Die verschiedenen Modalitaten wurden pro Proband in zwei Versuchsreihen
durchgefuhrt. Zur unselektiven Blockade von Kationenkanalen wurde der
Inhibitor Rutheniumrot (Molekulargewicht 768,35 g/mol; Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA) in einer Konzentration von 100 yM bzw. 500 yM eingesetzt.
Der Inhibitor wurde vor Beflillung der Kammer der verdinnten Spermienldésung
zugesetzt und fur 1 h im COy-Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurde die
Spermien/Ruhteniumrot-Lésung  wie  beschrieben  (siehe 4.3.3.1) im

Migrationsassay unter Verwendung eines Temperaturgradienten eingesetzt.

3.3.4 Bearbeitung des Filmmaterials

3.3.4.1 Verschlusselung

Nach Aufzeichnung der Filme wurden diese so verblindet, dass eine Zuordnung
zur jeweiligen Untersuchungskondition bei der Auswertung nicht moglich war.
Erst nach erfolgter Migrationsanalyse wurde die Verblindung der Filme

aufgehoben.
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3.3.4.2 Schneiden der Filmsequenzen

Die Filmsequenzen wurden mit Hilfe der Virtual Dub.1.7.8 Software (Avery Lee)
geschnitten, sodass aus einer 6 min-Filmsequenz jeweils drei Filme von je einer
Minute Dauer zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten erstellt wurden. Als

Zeitpunkte wurden folgende Migrationszeitpunkte gewahlt:

1. nach 2 Minuten
2. nach 4 Minuten
3. nach 6 Minuten

3.3.4.3 Migrationsanalyse

Die einzelnen Filmsequenzen mit den unterschiedlichen Zeitpunkten wurden
computerassistiert ausgewertet. Zur Analyse der Spermienmigration wurde die
Bewegung aller Spermien in einem Beobachtungszeitfenster unter Verwendung
der Image J 1.37c Software (Wayne Rasband, National Institute of Health)
verfolgt. Die Startpunkte der Zellmigrationstrajektoren wurden an den Nullpunkt
eines Koordinatensystems gelegt. Die X- und Y-Werte der jeweiligen Endpunkte
dienten der weiteren Analyse des Migrationsverhaltens. Die Auswertung
erfolgte entsprechend verschiedener von Fabro und Mitarbeitern publizierten
Formeln zur Bestimmung der gerichteten Zellmigration (Fabro et al., 2002) auf
folgende Parameter: zum einen wurde Ax, die Summe der Migrationsstrecken,
die die Spermien entlang des Temperaturgradienten (x-Achse) zurlcklegten,
berechnet. Zum anderen wurde der prozentuelle Anteil der Spermien, die in
Richtung des Gradienten (Ax > 0) migrierten, kalkuliert. Werte > 50% zeigen
hierbei eine Migration in Richtung des Temperaturgradienten, d.h. zur
warmeren Kammerseite hin, an. Schliellich wurde der prozentuale Anteil der
Spermien bestimmt, die eine weitere Strecke in Richtung des
Temperaturgradienten (x-Achse) zurucklegten, als in der Richtung orthogonal
zum Gradienten (y-Achse) Ax > 0/ |(Ay| > 1. Werte > 25% zeigen hierbei eine
gerichtete Migration in Richtung des Temperaturgradienten an (Fabro et al.,
2002).
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3.4 Spermien-Zytospin

Zytospins wurden nach einem Standardprotokoll angefertigt. Dazu wurden
200.000 aufgereinigte Spermien mit Hilfe eines speziellen Zytospin-Sets
(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) sowie einer anschlieRenden
Zentrifugation [3 min, 1180 U/min, 4 °C (Rotina 46 R, Hettich Zentrifugen, Bach,
Schweiz)] auf einen beschichteten Objekttrager (HistoBond® Objekttrager, P.
Marienfeld GmbH & Co., Lauda-Konigshofen) aufgetragen. Die Zentrierhilfe
wurde verworfen und nach weiterer Zentrifugation (1 min, 1180 U/min, 4 °C)
wurden die Praparate luftgetrocknet. Nach Lagerung bei -80 °C konnten die

Zytospins zur Immunfluoreszenz-Farbung verwendet werden.

3.5 Immunfluoreszenz-Farbung

Die Immunfluoreszenz-Farbung ist eine Technik, mit der spezifische Strukturen
von Zellen auf Proteinebene dargestellt werden kdnnen (Lottspeich 2012). Das
Prinzip besteht darin, dass bestimmte Antikérper gegen spezifische
Oberflachenstrukturen von Zellen gerichtet sind und daran binden. Um
unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, werden die Zellen im Voraus mit
Pferdeserum behandelt. An einen Primarantikdrper binden gegen ihn gerichtete
Sekundarantikdrper, welche mit einem Fluorochrom konjugiert sind. Die
Immunfluoreszenzen wurden mit dem Mikroskop Axiovert 200M (Zeiss, Jena,
Deutschland) unter Verwendung der Software Axiovision 4.7 (Zeiss, Jena,
Deutschland) detektiert.

Die Immunfluoreszenzfarbung wurde, ausgenommen der Antikorper-
abhangigen Veranderungen, nach Standardprotokoll vorgenommen. Die
spezifischen Antikdrper wurden in PBS (PAA, Pasching, Osterreich) mit
Pferdeserum (2 %) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) in einer Konzentration
von 7 pyg/ml (TRPV1), 5 pg/ml (TRPV3) und 5 ug/ml (TRPV4) eingesetzt. Der
Isotpyp Anti-Rabbit-lgG (Chrom Pure, Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA, USA) wurde in einer Konzentration entsprechend zum Primarantikdrper
verwendet. Nach einstlindiger Inkubation wurden die Objekttrager gewaschen
(2 x 5 min in PBS). Danach erfolgte die Zugabe des rot-fluoreszierenden
Sekundarantikdrpers (NL557 Donkey anti-rabbit-lgG, R&D Systems,
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Minneapolis, USA) mit einer Endkonzentration von 4 ug/ml. Nach einer 45-
minutigen Inkubation des Sekundarantikdrpers wurden die Spermien mit einer
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol-Kernfarbung (DAPI, dilactate, Invitrogen, Eugene,
Oregon, USA; Endkonzentration von 3 ug/ml) sowie Phalloidin (Phalloidin
Conjugate, Promo-Fluor-488 Premium, Promo Kine, Heidelberg, Deutschland;
Endkonzentration von 4,1 ug/ml) zur Darstellung des Zytoskeletts gefarbt. Nach
abschlieender Inkubation (20 min) wurden die Objekttrager mittels
Fluoromount G (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) eingedeckt und Uber
Nacht in einer Dunkelkammer bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Fluoreszenzbilder wurden am nachsten Tag mit einem Fluoreszenzmikroskop
(Axiovert 200M, Zeiss, Jena, Deutschland) und der Axiovision 4.7 Software

(Zeiss, Jena, Deutschland) erstellt.

3.6 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das der Differenzierung von Zellen
dient. Zellen, die einen Laserstrahl passieren, senden optische Signale aus und
streuen einen Teil des Lichts, das mit spezifischen Detektoren (sog.
Photomultipliern) erfasst wird (Lottspeich 2012). Die Menge des gestreuten
Lichts korreliert dabei mit der GroRe und Komplexitat der jeweiligen Zelle. Das
Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) ist ein Mal} fur die Beugung des
Lichts im flachen Winkel zur Zelle und ist abhangig vom Zellvolumen. Das
Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC) beschreibt die Lichtbrechung im
rechten Winkel zur Zelle. Sowohl Granularitat als auch Gré3e und Struktur des
Zellkerns nehmen darauf Einfluss. Mittels des Durchflusszytometers (FACS,
fluorescence activated cell sorter, s. fluoreszenzaktivierter Zellsortierer) kdnnen
auch Fluoreszenzfarben detektiert werden. Zur Analyse der Zellen werden
Desoxyribonukleinsaure-interkalierende Farbstoffe, wie zum Beispiel DAPI,
sowie fluoreszenzmarkierte Antikorper genutzt. Der Einsatz verschiedenfarbiger
Laser und Filter, die die Fluoreszenzsignale verstarken bzw. auftrennen, erhdht
dabei die Anzahl einsetzbarer Farbstoffe.

Um das Expressionsmuster der TRPV auf Spermien zu untersuchen, wurden
die Zellen mit spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefarbt. Zu jeder

Farbung wurde eine geeignete Isotypkontrolle  unter  gleichen
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Farbebedingungen erstellt. Die Analyse der Spermien wurde mit dem
FACScalibur Flowcytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) und der
CellQuest Software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) durchgefuhrt. Es
wurden 50.000 Ereignisse erfasst und graphisch dargestellt. Flr die Erstellung
eines Expressionsprofils wurden 5 Millionen aufgereinigte Spermien verwendet.
Die Zellen wurden mit PBS (PAA, Pasching, Osterreich) gewaschen und
humanem Serum (AB-Humanserum, steril, Dynal Biochtech, WI, USA) geblockt.
Nach einer 10-mindtigen Inkubation wurden die Proben zentrifugiert
(1500 U/min, 10 min, RT; Hettich 1302 mit Rotor #1323, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland) und anschliel3end in einer geeigneten Menge PBS
aufgenommen. Zur Durchflusszytometrie-Analyse wurden die Primarantikorper
TRPV1, TRPV3 und TRPV4 nach Angaben des Kooperationspartners (s.o.)
eingesetzt. Als Kontrolle diente ein Anti-Rabbit-IgG-Antikérper (Chrom Pure,
Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA), der in einer Konzentration
entsprechend zum Primarantikdrper verwendet wurde. Nach einer 45-minltigen
Inkubation im Dunkeln bei 4 °C wurden die Zellen mit PBS gewaschen,
abzentrifugiert und in geeigneter Menge PBS resuspendiert. Als
Sekundarantikdrper wurde NL557 (Donkey anti-rabbit-lgG, R&D Systems,
Minneapolis, USA) in einer Konzentration von 10 ug/ml eingesetzt und 15 min
im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. AbschlielRend wurden die Proben nochmals mit
PBS gewaschen, zentrifugiert und mit 250 yl Paraformaldehyd (1 %) (Sigma-
Aldrich,  Saint Louis, MO, USA) fixiert. Die Proben wurden

durchflusszytometrisch analysiert.

3.7 RNA-Isolierung und Reverse-Transkriptions-

Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

RNA wurde aus Zellen und Geweben mittels TRIzol® Reagent (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), einem Ein-Phasen-Gemisch aus Phenol und
Guanidiniumthiocyanat, welches die Zellen Ilysiert, extrahiert und in
komplementare Desoxy-Ribonucleinsaure (engl. complementary
desoxyribonucleic acid, cDNA) umgeschrieben. Die Synthese der cDNA erfolgte
nach Standardprotokoll durch die RT-PCR.
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3.71 RNA-Extraktion

Zur Lyse wurden die Zellen in einer 6-Well-Platte (Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) in 1ml TRIzol® (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) aufgenommen. AnschlieBend erfolgte unter Zugabe von 200 pl
Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland) pro Well die Phasentrennung.
Nach Vortexen der Probe (Bio Vortex V1, Fischer & Rintelen GmbH, Essen,
Deutschland) und anschlieRender Zentrifugation (12.000 U/min, 15 min, 4°C)
(Biofuge 13R, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland) wurde die
obere wassrige, RNA-haltige Phase in ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt; die
Interphase und die rétliche Phenolphase wurden verworfen. Die wassrige
Phase wurde nun mit 500 ul Isopropanol (Merk, Darmstadt, Deutschland)
versetzt. Nach Inkubation tUber Nacht (-20°C) wurde das Gemisch zentrifugiert
(12.000 U/min, 30 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Die gefallte RNA
wurde im Anschluss mit 80%-igem Ethanol (Merk, Darmstadt, Deutschland)
gewaschen, zentrifugiert (12.000 U/min, 30 min, 4°C) und der Uberstand
verworfen. Nachfolgend wurde das Pellet luftgetrocknet (10 min, RT) und in
einer geeigneten Menge Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC-H;O) (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) aufgenommen. Die Proben wurden bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

3.7.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die Absorption mit einem
Spektralphotometer (NanoDrop™ 2000, Thermo Scientific, Wilmington,
Deutschland) im Bereich der Wellenlangen 260 nm, 280 nm und 320 nm
gemessen. Dabei dient die Absorption (A) bei 260 nm als Referenzwert. Die
Absorption bei 280 nm zeigt den Proteingehalt der Lésung an, bei einer
Wellenlange von 320 nm wird dagegen die Streuung angezeigt. Der Messwert
der Absorption bei 320 nm wird von den Messwerten bei 260 nm und 280 nm
abgezogen. Der Quotient A 260 / A 280 stellt die Reinheit der Proben dar, die
Nukleinsauren enthalten und liegt bei unkontaminierten Proben zwischen 1,8
und 2,1. Die Konzentration und Reinheit wurde nach Sambrook et al.
(Sambrook 1989) berechnet.
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3.8 AQuantitative PCR (qPCR)-Analyse

Die qPCR-Analyse wurde zur quantitativen Darstellung verschiedener

Transkriptionslevel der TRPV-Genexpression durchgefuhrt.

3.8.1 cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA erfolgte mittels RT-PCR. Dabei wird die Boten-RNA
(engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) enzymatisch mittels reverser
Transkriptase (Superscript Il, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in cDNA
umgeschrieben (Lottspeich 2012).
Zu 4pug RNA in 10ul DEPC-Wasser wurden folgende Reagenzien
hinzugegeben:
. 1 ul rekombinante Desoxyribonuclease (10 U/ul, Roche, Mannheim, Dtl.)
. 1,5 pl 5x RT-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
. 1 pl RNasin®Plus (40 U/ul, Promega, Madison, WI, USA)
. 2,5 yl DEPC-H,0
Das Reaktionsgemisch wurde 20 min bei 37 °C und 10 min bei 70 °C im
Thermocycler (Biometra TRIO-Thermoblock, Biometra, Géttingen, Deutschland)
inkubiert. Die Initierung der RNA erfolgte unter Zugabe von 3,6 pl
Oligodeoxythymidinsaure  (Oligo-dt) (0,5 ug/pl,  Invitrogen,  Karlsruhe,
Deutschland) und 0,4 pl Random Primer (500 ug/ml, Promega, Madison, WI,
USA) mit anschlieBender Inkubation im Thermocycler flr 10 min bei 70 °C. Fur
die Einzelstrangsynthese der cDNA wurden weitere Substanzen zugefligt und
im Thermocycler ein weiteres Mal flr 2 min bei 42°C inkubiert:
. 4,5 ul 5x RT-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland )
. 1,5 pl Desoxyribonukleotid-Triphosphat(dNTP)-Mix

(2,5 mM, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
. 1 pl 0,1 M Dithiothreitol (DTT) (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
. 1 ul RNasin®Plus (40 U/ul, Promega, Madison, WI, USA)
Die Transkription der cDNA erfolgte durch anschlieBRende Zugabe der
Transkriptase (Superscript I, 200 U/pl, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und
der Inkubation bei 42 °C fur 50 min. Danach erfolgte die Enzyminaktivierung fur
10 min bei 70°C. Abschliefend wurde die cDNA auf eine Konzentration von

10 ng/ul eingestellt und die Proben bei -80 °C gelagert.
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3.8.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die PCR ist eine Amplifikationssmethode fir Nukleinsauren, bei der in
mehreren Zyklen Komplementarstrange einer DNA-Matrize enzymatisch
amplifiziert werden (Lottspeich 2012).

Dabei besteht die PCR aus drei verschiedenen Phasen, die sich standig
wiederholen. Bei der Denaturierung werden die DNA-Doppelstrange
voneinander getrennt, eventuelle Sekundarstrukturen werden aufgeldst. In der
Anlagerungsphase (Annealing) lagern sich die eingesetzten Primer an die
komplementare Sequenz der Ziel-DNA an. Am freien 3 OH-Ende der Primer
wird dann wahrend der Elongation ein komplementarer Strang in 5— 3
Richtung synthetisiert. FUr diese Reaktion wird die hitzestabile Polymerase des
Thermus aquaticus (Taqg-Polymerase) genutzt. Da die Primer gegenlaufig sind,
kann so ein bestimmtes DNA-Produkt definierter Grol3e amplifiziert werden. Die
Amplifikation verlauft exponentiell.

Zur Quantifizierung der Gen-Expression wurde eine qPCR durchgefuhrt. Sie
basiert darauf, dass ein spezifisches Produkt nach Amplifikation wahrend eines
PCR-Zyklus Uber Fluoreszenzmessung quantitativ dargestellt wird. Das
Fluoreszenzsignal ist dabei proportional zur Menge der Zielsequenz. Zur
Messung der Amplifikation stehen zwei Messsysteme zur Verfliigung. Die erste
Méglichkeit zur Quantifizierung bietet die Anwendung von SYBR®Green.
SYBR®Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstrangige DNA
interkaliert. Die Zunahme der Ziel-DNA korreliert mit der Zunahme der
Fluoreszenz. Nach der PCR wird eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflhrt,
anhand derer die PCR-Produkte unterschieden werden kdnnen. Dabei wird die
DNA unter kontinuierlicher Temperaturerhbhung aufgeschmolzen. Jedes
amplifizierte Fragment hat eine spezifische Schmelztemperatur, bei welcher der
Doppelstrang denaturiert und der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green freigesetzt
wird. Die zweite Moglichkeit ist die Anwendung einer TagMan-Sonde
(Hydrolyse-Sonde), die an einem Ende mit einem Quencher, an ihrem anderen
Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (6-Carboxyfluorescein)
gekoppelt ist. Der Reporter, ein Donor-Fluorochrom, wird durch eine Lichtquelle
angeregt und gibt einen Teil seiner Energie an ein Akzeptor-Fluorochrom, den
Quencher, ab. Die Fluoreszenz des Reportes wird vom Quencher durch

strahlungsfreie Energietbertragung (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer,
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FRET) unterdrtickt. Die Hydrolyse-Sonde hybridisiert mit dem cDNA-Strang und
wird wahrend der Synthese des Gegenstranges von der Tag-Polymerase, dem
amplifizierenden Enzym, aufgrund ihrer Exonukleaseaktivitat abgebaut. Die
Fluoreszenz des Reporters wird danach nicht mehr durch den Quencher
geldéscht und ist somit messbar. Wird der Abstand zwischen Akzeptor und
Donor gréfer, so steigt also das Fluoreszenzsignal auf der Seite des Donors
(Reporters). Die Fluoreszenz steht dabei in einem proportionalen Verhaltnis zur
Menge des PCR-Produktes und wird am Ende der Elongationsphase in jedem
Zyklus gemessen. Das Fluoreszenzsignal wird dabei logarithmisch gegen die
Zyklusanzahl aufgetragen. Man erhalt eine Amplifikationskurve der cDNA, die in
drei Phasen eingeteilt werden kann. Initial wird nur wenig cDNA amplifiziert,
daher ist das Fluoreszenzsignal nur schwach und die Kurve verlauft flach. Es
folgt eine Phase, in der die cDNA-Amplifikation exponentiell ansteigt und zu
einem Peak der Kurve fihrt, um abschliel3end nach Verbrauch der Reagenzien
auf ein Endplateau abzuflachen. Von Bedeutung fur diese Messmethode ist der
sogenannte Schwellenwert-Zyklus (engl. Cycle Threshold (Ct)-Wert). Er stellt
den Zyklus dar, bei dem die Intensitat der Fluoreszenz signifikant die Intensitat
der Hintergrund-Fluoreszenz Ubertrifft. Ct-Wert und amplifizierte Menge sind
umgekehrt proportional zueinander. Das hat zur Folge, dass die Gene, die
hdéhere Expressionsraten haben und somit initial eine hdhere Kopienzahl, eher
wahrend der Amplifikation erscheinen und niedrigere Ct-Werte aufweisen. Zum
Vergleich der einzelnen Proben wurde die Expression des Zielgens gegen die
Expression der ribosomalen 18S RNA (rRNA) normalisiert. Das 18S rRNA-Gen
ist ein Standardgen, das in verschiedenen Zellen in konstanten Mengen
exprimiert wird.

Die beschriebene qPCR wurde mittels des ABIPrism7000 (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, USA) und unter Verwendung des TagMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) oder
TagMan® SYBR®Green Master Mix (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA,
USA) durchgefuhrt. Die spezifischen Primer fur TRPV wurden durch die Firma
Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Folgende
genspezifische Reaktionsansatze wurden mit einem Zielvolumen von 25 ul pro

Well angesetzt:
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Vorwarts- | Ruckwarts- | Mastermix | Ziel- cDNA DEPC
Primer Primer Sonde [25ng/pl]
18S rRNA | 0,15 pl 0,15 pl 12,5 pl 0,15 pl 10 pl 2,05 pl
(TagMan®) [10 pM] [10 uM] [10 pM]
SYBR®Green 2,5 ul 10 pl
[2 uM]

Tabelle 4 Genspezifische Reaktionsansatze

Es wurde eine TagMan® 18S RNA-spezifische Sonde (Applied Biosystems Inc.,
Foster City, CA, USA) mit entsprechenden 18S-Vorwarts- und Ruckwarts-
Primern eingesetzt. Die cDNA wurde mit genspezifischen Primerpaaren fur die
Expression von TRPV1, TRPV2, TRPV3 und TRPV4 (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Deutschland) und SYBR®Green Master Mix amplifiziert:

Vorwartsprimer [45 uM] Rickwartsprimer [45 pM]

TRPV1 GGCTGTCTTCATCATCCTGCTGCT | GTTCTTGCTCTCCTGTGCGATCT
TGT

TRPV2 | CTTCCTTTTCGGCTTCGCTGTAG GCACTGACTCTGTGGCATTGG

TRPV3 | TCCTCACCTTTGTTCTCCTCCT CGCAAACACAGTCGGAAATCAT

TRPV4 | CTACGCTTCAGCCCTGGTCTC GCAGTTGGTCTGGTCCTCATTG

Tabelle 5 Primersequenzen (Spinsanti, Zannolli et al. 2008)

Die gPCR wurde bei folgenden Reaktionstemperaturen durchgefthrt:

Temperatur Zeit
95 °C 10 min
50 °C 2 min
60 °C 1 min
40 Zyklen
95 °C 15s

Die Zyklenzahl wurde auf 40 begrenzt. Im Rahmen der absoluten
Quantifizierung wurden wie beschrieben die ACt-Werte der spezifischen Gene
und des Kontrollgens bestimmt und die Amplifikationskurven mit der

Standardkurve verglichen:
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AC — 105 . 2Ct,Kontm/le_Ct,spezg'ﬁsc/wPrgbe
t

Die Genexpression wurde graphisch in Form eines Balkendiagrammes mit

Standardabweichung dargestellt.

3.9 Computer-basierte quantitative Auswertungen

Die Spermienmigration wurde mit der Image J Software (Bethesda, MD, USA)
ausgewertet. Dabei wurde die jeweilige Migration der einzelnen Spermien
verfolgt und in ein Koordinatensystem mit x-Achse und y-Achse Ubertragen. Die
Startpunkte der Zellmigrationstrajektoren wurden an den Nullpunkt des
Koordinatensystems gelegt. Die Endpunkte der zurickgelegten Strecke des

jeweiligen Spermiums wurden auf beide Achsen und ihren Startpunkt bezogen

(Abb. 4).
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= AX/IAYI>1

Y
AX>0

Abbildung 4 Analyse der Migration humaner Spermien in einem Koordinatensystem.
Die Migration jedes Spermiums (¢) wird ausgehend vom Nullpunkt innerhalb eines 90°-
Winkels, der den Bereich fiir die wahrscheinliche Lokalisation thermosensibler Zellen
umfasst, bis zum jeweiligen Endpunkt der Migrationsstrecke abgebildet. Folgende
Bedingungen werden analysiert: Ax stellt die Migrationsstrecke parallel zum
Temperaturgradienten dar, Ay bezeichnet die Spermienmigration im 90°-Winkel zur x-
Achse. Ax> 0 betrifft den prozentualen Anteil der Spermien, die eine weitere
Migrationsstrecke als Null in Richtung des Temperaturgradienten zuriicklegen. Ax >
0/|Ay| > 1 veranschaulicht den prozentualen Anteil der gerichteten Spermienmigration,
d.h. es werden nur die Zellen beriicksichtigt, die eine weitere Migrationsstrecke entlang
des Temperaturgradienten zurlicklegen als die Spermien, die im 90°-Winkel zur x-
Achse migrieren. Die Berechnung des prozentualen Anteils der Spermien, die eine
weitere Strecke als Null in Richtung des Temperaturgradienten zurticklegen, beinhaltet
die Punkte auf der rechten Seite des Koordinatensystems (+). Zur Berechnung der
Werte flr die gerichtete Spermienmigration (Ax > 0/|Ay| > 1) wird die Migration jedes
Spermiums innerhalb des Bereiches flr die wahrscheinliche Lokalisation
thermosensibler Spermien (90°-Winkel ausgehend vom Nullpunkt) erfasst (e).
Spermien, die im 45°-Winkel nach oben bzw. unten in der Kammer abweichen oder
sich entgegen des Temperaturgradienten (o) bewegen, werden von der Berechnung
ausgeschlossen (Fabro, Rovasio et al. 2002).

3.9.1  Migrationsstrecke der Spermien

Zur Darstellung der zurickgelegten Strecke der Spermien parallel zur x-Achse
wurden die Mittelwerte der Endpunkte von Ax zu den jeweiligen Zeitpunkten
nach 2 min, 4 min und 6 min in allen drei Versuchsvarianten (mit Gradient, ohne

Gradient und mit Inhibitor) berechnet. Die x-Achse definiert die Richtung des
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Gradienten. Ax stellt die Summe der Migrationsstrecke aller Zellen entlang des
Warmegradienten dar. Die Berechnung der Migrationsstrecke erfolgte unter
Einbeziehung der Beobachtung, dass die durchschnittliche Migrationsstrecke
von Spermien, die sich ungerichtet bewegen, bei Null liegt (Fabro, Rovasio et
al. 2002). Eine Migrationsbewegung in Richtung des Warmegradienten wird
durch eine positive Bewegung auf der x-Achse angezeigt.

Es wurden sowohl die Einzelzeitpunkte zusammengefasst von allen Probanden
abgebildet, als auch die Zusammenfassung aller drei Zeitpunkte (Abb. 6). Unter

Berucksichtigung der Standardabweichung wurden die Werte visualisiert.

3.9.2 Migration in Richtung des Gradienten

Um die Spermien zu betrachten, die in Richtung des Gradienten geschwommen
sind, wurden die x-Werte unter der Bedingung Ax> 0 flr die einzelnen
Zeitpunkte zusammengestellt. Nur die Spermien, die sich entlang der positiven
x-Achse in Richtung des Gradienten bewegten, wurden dabei berlcksichtigt.
Dieser zweite Parameter schlie3t demnach alle Spermien aus, die sich zur
negativen Seite der x-Achse in die oppositionelle Richtung des Gradienten
bewegen. Hierbei liegt der entsprechende Anteil von Zellen bei ungerichteter
Migration bei 50 %. Der Wert fur die gerichtete Spermienmigration liegt
entsprechend Uber 50 % (Fabro, Rovasio et al. 2002). Die Berechnungen
erfolgten fur alle drei Versuchsoptionen, wobei jeweils die Einzelzeitpunkte oder
deren graphische Zusammenfassung dargestellt sind (Abb. 7). Fur die
Darstellung der Einzelzeitpunkte wurden flir jeden Minuten-Ausschnitt die Werte

aller drei Probanden fur diesen Zeitpunkt zusammengefasst.

3.9.3 Gerichtete Migration in Richtung des Gradienten

Die gerichtete Migration unterscheidet sich von der einfachen Migration in
Richtung des Gradienten darin, dass nur die Zellen betrachtet werden, die auf
der x-Achse im Verhaltnis zur y-Achse eine langere Strecke in Richtung der
hdher temperierten Kammerseite zuricklegen, als auf der y-Achse. Demzufolge
wurden die Spermien, die in einem 45°-Winkel nach oben oder unten in der
Kammer abweichen, von der Berechnung ausgeschlossen. Die Berechnung zur

gerichteten Migration wurde mit der Formel Ax > 0/|Ay| > 1 durchgeflhrt. Hierbei
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liegt der Anteil der entsprechenden Spermien bei ungerichteter Migration bei
25%. Der Anteil der Spermien, die gerichtet unter Einfluss des
Warmegradienten aufgrund ihrer Thermosensibilitat entlang des Gradienten
schwimmen, liegt folglich bei >25 % (Fabro, Rovasio et al. 2002).

Fir die Visualisierung der Migration wurden die Einzelwerte (2 min, 4 min, 6
min) sowie deren Zusammenfassung fur alle drei Versuchsoptionen (Abb. 8)

berechnet.

3.9.4 Signifikanz

Zur Berechnung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Verglichen wurden folgende Versuchsbedingungen:

1. fehlender Temperaturgradient zu Temperaturgradient (34 °C — 37 °C)

2. Temperaturgradient mit und ohne Inhibitor (100 uM / 500 pM)

Die Signifikanz wurde sowohl fir die Darstellung der zurickgelegten
Migrationsstrecke und der Migration in Richtung des Gradienten, als auch fur
die gerichtete Migration in Richtung des Gradienten berechnet. Die
Wabhrscheinlichkeiten (P-Werte) geben dabei an, ob ein Unterschied signifikant
ist. Liegt der P-Wert unter 0,05, wird von signifikanten Abweichungen
gesprochen (*), P-Werte <0,01 stellen hoher signifikante Werte dar (**) und

Wahrscheinlichkeiten, die <0,001 sind, werden als hoch signifikant angesehen

(***) .
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4 Ergebnisse

Zur Untersuchung der Thermotaxis humaner Spermien, einer gerichteten
Migration von Spermien entlang eines Temperaturgradienten, wurde ein
videomikroskopischer Thermotaxis-Assay etabliert. In diesem Kontext wurde
auch der Effekt des unspezifischen TRPV-Inhibitors Rutheniumrot auf das
Migrationsverhalten humaner Spermien untersucht. Weiterhin wurden Spermien
in umfassenden Analysen sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene auf die

Expression von TRPVs untersucht.

4.1 Migrationsverhalten von Spermien unter Einfluss eines

Temperaturgradienten

Zur Untersuchung des Einflusses eines Temperaturgradienten auf das
Migrationsverhalten von  Spermien wurde in einer modifizierten
Zigmond-Kammer ein Temperaturunterschied von 34 °C - 37 °C generiert. Die
Spermienmigration wurde zu definierten Zeitpunkten (2 min, 4 min, 6 min)
dokumentiert. Das Migrationsverhalten unter Einfluss eines Gradienten wurde
der Migration bei gleichbleibender Temperatur (37 °C) gegenubergestellt.
Zusatzlich wurde verglichen, wie sich das Migrationsverhalten von Spermien
unter Zugabe des unselektiven TRPV-Rezeptorinhibitors Rutheniumrot bei
bestehendem Gradienten verandert. Der Inhibitor wurde in verschiedenen
Konzentrationen von 100 uM und 500 uM getestet. Die Spermienbewegung
wurde in Form von Migrationstrajektoren dargestellt. Dazu wurde die Migration
jedes Spermiums in einem Koordinatensystem ausgehend vom Nullpunkt bis
zum jeweiligen Endpunkt der Migrationsstrecke abgebildet (Abb. 5A, 5B).
Zudem ist die Migrationsrichtung mit Migrationsvektor (Abb. 5C, 5D) und
Hauptmigrationsvektor (Abb. 5E, 5F) dargestellt. Migrationstrajektoren auf der
hdher temperierten Kammerseite sind rot (r), die auf der niedriger temperierten
Seite schwarz (s) kodiert (Abb. 5A, 5B).

Ohne Gradienten zeigt sich ein Verhaltnis von 47,6 % (s) zu 52,4 % (r)
(Abb. 5A) bzw. 51,8 % (s) zu 48,2 % (r) (Abb.5B). Unter Einfluss des
Temperaturgradienten steigt der Anteil der Spermienmigrationstrajektoren auf
der hoher temperierten Kammerseite um 23,6 % auf 61,8 % (r) (Abb. 5A), bzw.
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um 16,6 % auf 58,3 % (r) (Abb.5B). Der Hauptmigrationsvektor zeigt in
Richtung der hoher temperierten Kammerseite (Abb. 5E, 5F). Nach Applikation
von 100 uM bzw. 500 uM des Inhibitors Rutheniumrot bei bestehendem
Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme der Migrationstrajektoren
um 15,8 % auf 57,9 % (r) (Abb. 5A) bzw. um 18,1 % auf 59 % (r) nachweisbar
(Abb. 5B).  Dementsprechend verandert sich die Richtung des
Hauptmigrationsvektors (Abb. 5E, 5F).

Es wurden Spermien verschiedener Donoren (n = 16) untersucht. Zur
Berechnung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Signifikante Ergebnisse zeigten sich in einer Aufnahmezeit von maximal 6
Minuten bei folgenden Versuchsbedingungen: 1. Fehlender Temperatur-
gradient zu Temperaturgradient (34 °C — 37 °C); 2. Temperaturgradient mit und
ohne Inhibitor. Analysiert wurden die Migrationsstrecke und die ungerichtetet
sowie gerichtete Spermienmigration entlang des Temperaturgradienten. Der
Vergleich der Bedingungen ,ohne Gradient® und ,mit Temperaturgradient"
zeigte eine signifikante Distanzanderung der Migrationsstrecke der Spermien (P
= 0,0014, Abb. 6A). Nach Applikation von Rutheniumrot in Konzentrationen von
100 uM bzw. 500 pM bei bestehendem Temperaturgradienten war eine
tendenzielle Abnahme der Migrationsstrecke (Abb. 6A, B) nachweisbar. Zudem
war in dem Thermotaxis-Assay dieser Arbeit eine signifikante Zunahme der
gerichteten Spermienmigration in Richtung des Temperatur-Gradienten (P =
0,0020, Abb. 8A; P = 0,0094, Abb. 8B) nachweisbar. Dementsprechend wurde
eine Zunahme des prozentualen Anteils der Spermien beobachtet, die gerichtet
unter Einfluss des Temperaturgradienten migrieren, und zwar um 9,17 % von
19,67 % auf 28,84 % (Abb. 8A) bzw. um 12,44 % von 26,34 % auf 38,78 %
(Abb. 8B). Nach Applikation von Rutheniumrot (500 uM) wurde eine signifikante
Abnahme der Spermienmigration um 17,57 % von 38,78 % auf 21,21 % in
Richtung des Temperaturgradienten nachgewiesen (P = 0,0006, Abb. 8B).
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Abbildung 5A Darstellung der Migrationstrajektoren humaner Spermien in einer
modifizierten Zigmond-Kammer mit Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie. Unter
Einfluss eines Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C nimmt die Anzahl der
Spermienmigrationstrajektoren auf der héher temperierten Seite (rot) der Kammer zu.
Nach Applikation von 100 yM des Inhibitors Rutheniumrot bei bestehendem
Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme der Migrationstrajektoren
humaner Spermien nachweisbar. Die Migrationstrajektoren wurden zu definierten
Einzelzeitpunkten 2 min, 4 min, 6 min und ihrer graphischen Zusammenfassung
abgebildet. Dargestellt sind zusammengefasste Trajektoren fir drei unabhangige
Versuche. Es wurden Spermien von 16 unterschiedlichen Donoren untersucht.
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Abbildung 5B Darstellung der Migrationstrajektoren humaner Spermien in einer
modifizierten Zigmond-Kammer mit Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie. Unter
Einfluss eines Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C nimmt die Anzahl der
Migrationstrajektoren humaner Spermien auf der hdher temperierten Kammerseite
(rot,) zu. Nach Applikation von 500 puM Rutheniumrot bei bestehendem
Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme der Migrationstrajektoren
humaner Spermien nachweisbar. Die Migrationstrajektoren wurden zu definierten
Einzelzeitpunkten 2 min, 4 min, 6 min und ihrer graphischen Zusammenfassung
abgebildet. Dargestellt sind zusammengefasste Trajektoren fiir drei unabhangige
Versuche. Es wurden Spermien von 16 unterschiedlichen Donoren untersucht.
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Abbildung 5C Darstellung der Hauptmigrationsvektoren humaner Spermien in einer
modifizierten Zigmond-Kammer mit Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie (Rose
plot). Unter Einfluss eines Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C zeigen die
Migrationstrajektoren humaner Spermien vorwiegend in Richtung der hdher
temperierten Kammerseite (rechts). Nach Applikation von 100 yM Rutheniumrot bei
bestehendem Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme der in Richtung
hoéher temperierter Kammerseite zeigenden Migrationstrajektoren nachweisbar. Die
Migrationstrajektoren wurden zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min, 4 min, 6 min und
ihrer graphischen Zusammenfassung abgebildet. Dargestellt sind zusammengefasste
Hauptmigrationsvektoren fiir drei unabhangige Versuche. Es wurden Spermien von 16
unterschiedlichen Donoren untersucht.
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Abbildung 5D Darstellung der Hauptmigrationvektoren humaner Spermien in einer
modifizierten Zigmond-Kammer mit Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie (Rose
plot). Unter Einfluss eines Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C zeigen die
Migrationstrajektoren humaner Spermien vorwiegend in Richtung der hdher
temperierten Kammerseite (rechts). Nach Applikation von 500 yM Rutheniumrot bei
bestehendem Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme der in Richtung
hoéher temperierter Kammerseite weisenden Migrationstrajektoren nachweisbar. Die
Migrationstrajektoren wurden zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min, 4 min, 6 min und
ihrer graphischen Zusammenfassung abgebildet. Dargestellt sind zusammengefasste
Hauptmigrationsvektoren flr drei unabhangige Versuche. Es wurden Spermienproben
16 unterschiedlicher Donoren untersucht.

xauis fcounts]
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Abbildung 5E Darstellung der Migrationsvektoren humaner Spermien zirkular vom
Startpunkt der Migration aus (Circularplot) in einer modifizierten Zigmond-Kammer mit
Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie unter Angabe des Hauptmigrationsvektors
(rot). Unter Einfluss eines Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C nimmt die Anzahl
der Migrationstrajektoren humaner Spermien auf der héher temperierten Kammerseite
(rechts) zu. Der Hauptmigrationsvektor zeigt nach rechts. Nach Applikation von 100 yM
Rutheniumrot bei bestehendem Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme
der Migrationstrajektoren humaner Spemien nachweisbar. Die Migrationstrajektoren
wurden zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min, 4 min, 6 min und ihrer graphischen
Zusammenfassung abgebildet. Dargestellt sind zusammengefasste zirkular
angeordnete Migrationsvektoren flr drei unabhangige Versuche. Es wurden
Spermienproben 16 unterschiedlicher Donoren untersucht.
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Abbildung 5F Darstellung der Migrationsvektoren humaner Spermien zirkular vom
Startpunkt der Migration aus (Circularplot) in einer modifizierten Zigmond-Kammer mit
Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie unter Angabe des Hauptmigrationsvektors
(rot). Unter Einfluss eines Temperaturgradienten von 34 °C bis 37 °C nimmt die Anzahl
der Migrationstrajektoren humaner Spermien auf der héher temperierten Kammerseite
(rot) zu. Der Hauptmigrationsvektor zeigt nach rechts. Nach Applikation von 500 yM
Rutheniumrot bei bestehendem Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme
der Migrationstrajektoren humaner Spemien nachweisbar. Die Migrationstrajektoren
wurden zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min, 4 min, 6 min und ihrer graphischen
Zusammenfassung abgebildet. Dargestellt sind zusammengefasste zirkular
angeordnete Migrationsvektoren flr drei unabhangige Versuche. Es wurden
Spermienproben 16 unterschiedlicher Donoren untersucht.
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Analysiert wurden (i) die zurickgelegte Strecke der Spermien, (ii) die
ungerichtete Migration in Richtung des Temperaturgradienten und (iii) die

gerichtete Migration zur héher temperierten Seite.

4.2 Analyse der Migrationsstrecke

Zu Beginn der Analyse wurde untersucht, wie sich ein Temperaturgradient auf
die zurlckgelegte Migrationsstrecke von Spermien auswirkt. Zur Berechnung
der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Im Verlauf der
untersuchten  Zeitspanne zeigt sich, dass unter Einfluss eines
Temperaturgradienten die Migrationsstrecke der Spermien signifikant zunimmt
(P = 0,05, Abb. 6C, D). Nach Applikation des TRPV-Antagonisten Rutheniumrot
bei bestehendem Temperaturgradienten lasst sich flr die Konzentrationen von
100 uM (Abb. 6C, D) sowie 500 uM (Abb. 6G, H) eine tendenzielle Abnahme
der zurickgelegten Migrationsstrecke der Spermien erkennen. In der
zusammengefassten Darstellung der Einzelzeitpunkte zeigt der Vergleich der
Bedingungen ,ohne Gradient” und ,mit Temperaturgradient® eine signifikante
Distanzanderung der Spermien (P = 0,0014, Abb. 6A).

Nach Applikation von Rutheniumrot in Konzentrationen von 100 uM bzw.
500 uM bei bestehendem Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme

der Migrationsstrecke (Abb. 6A, B) nachweisbar.
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Abbildung 6 Thermotaxis-Analyse der Migrationsstrecke humaner Spermien. Unter
Einfluss eines Temperaturgradienten nimmt die Migrationsstrecke humaner Spermien
signifikant zu (A, C, D). Nach Applikation von Rutheniumrot bei bestehendem
Temperaturgradienten ist eine tendenzielle Abnahme der zurilickgelegten Strecke
humaner Spemien nachweisbar (B, C, D, G, H). Die Auswertung der zuriickgelegten
Migrationsstrecke humaner Spermien erfolgte zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min
(C, F), 4 min (D, G) und 6 min (E, H) und ihrer graphischen Zusammenfassung (A, B)
sowie unter Berilcksichtigung verschiedener Konzentrationen 100 yM (C-E) und
500 yM  (F-H) des TRPV-Antagonisten Rutheniumrot. Die Analyse der
Migrationsstrecke humaner Spermien erfolgte mit Hilfe der Time-lapse-Video-
Mikroskopie entlang eines Temperaturgradienten (34 °C bis 37 °C) in einer
modifizierten Zigmond-Kammer. Auf der x-Achse ist die Migrationsstrecke der
Spermien (Distanz Ax) in relativen Einheiten (RU) angegeben. Die Analyse der
Migrationsstrecke erfolgte zu den Versuchsbedingungen ,ohne Gradient, ,mit
Gradient® und ,mit Gradient und Inhibitor‘. Dargestellt ist der Mittelwert =
Standardabweichung eines reprasentativen Experiments aus drei unabhangigen
Versuchen. Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet (* P <
0,05, **P< 0,01, *** P < 0,001). Es wurden Spermienproben 16 unterschiedlicher
Donoren in drei unabhangigen Versuchen analysiert.



Ergebnisse 45

4.3 Analyse der ungerichteten Migration

Im Rahmen der Analyse der ungerichteten Migration wurde der prozentuale
Anteil der Spermien untersucht, der in Richtung der warmeren Kammerseite
migriert. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Im Verlauf des untersuchten Beobachtungszeitfensters von 6 min
sowie der zusammengefassten Darstellung der Einzelzeitpunkte zeigt sich,
dass ein signifikanter Anteil der Spermien (P = 0,05, Abb.7C; P = 0,05,
Abb. 7H; P = 0,0157, Abb. 7A; P = 0,0094, Abb. 7B) in Richtung der warmeren
Kammerseite migriert. Dementsprechend nimmt der Anteil der Spermien, die
unter Einfluss eines Temperaturgradienten migrieren, um 8,66 % von 49,52 %
auf 58,18 % (Abb. 7A) bzw. um 6,91 % von 50,68 % auf 57,59 % (Abb. 7B) zu.
Nach Applikation des TRPV-Inhibitors Rutheniumrot bei bestehendem
Temperaturgradienten in Konzentrationen von 100 yM bzw. 500 pM lasst sich

keine signifikante Anderung des Migrationsverhaltens erkennen (Abb. 7A-H).
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Abbildung 7 Analyse der ungerichteten Migration humaner Spermien entlang eines
Temperaturgradienten. Der Anteil der Spermien, der in Richtung der hoher
temperierten Kammerseite migriert, nimmt im Verlauf signifikant zu (C, H). Nach
Applikation von Rutheniumrot ist keine signifikante Anderung des Migrationsverhaltens
nachweisbar. Die Auswertung der ungerichteten Migration humaner Spermien erfolgte
zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min (C, F), 4 min (D, G) und 6 min (E, H) und ihrer
graphischen Zusammenfassung (A, B) sowie unter Berilicksichtigung verschiedener
Konzentrationen 100 uyM (C-E) und 500 uM (F-H) des TRPV-Antagonisten
Rutheniumrot. Die Analyse der ungerichteten Migration humaner Spermien erfolgte mit
Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie entlang eines Temperaturgradienten (34 °C bis
37 °C) in einer modifizierten Zigmond-Kammer. Auf der x-Achse ist der prozentuale
Anteil der Spermien dargestellt, die in Richtung der héher temperierten Kammerseite
migrieren (Ax > 0). Die Analyse der ungerichteten Migration erfolgte zu den
Versuchsbedingungen ,ohne Gradient®, ,mit Gradient” und ,mit Gradient und Inhibitor®.
Dargestellt ist der Mittelwert £ Standardabweichung eines reprasentativen Experiments
aus drei unabhangigen Versuchen. Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-U-
Test berechnet (* P < 0,05, ** P < 0,01, ** P < 0,001). Es wurden Spermienproben 16
unterschiedlicher Donoren in drei unabhangigen Versuchen analysiert.
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4.4 Analyse der gerichteten Migration

Im Unterschied zu der ungerichteten Migration werden bei der Analyse der
gerichteten Migration entlang des Gradienten nur die Zellen betrachtet, die auf
der x-Achse im Verhaltnis zur y-Achse eine langere Strecke in
Gradientenrichtung zurticklegen als auf der y-Achse. Die gerichtete Migration
der Spermien in Richtung des Temperaturgradieten nimmt im zeitlichen Verlauf
von 6 min tendenziell zu (Abb. 8C, D, F, G, H). Zur Berechnung der Signifikanz
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Eine signifikante Zunahme der
Spermienmigration um 7,21 % von 15,41 % auf 22,62 % zur hoher temperierten
Kammerseite unter Einfluss des Temperaturgradienten zeigt sich zum Zeitpunkt
6min (P = 0,05, Abb.8E). In der zusammengefassten Darstellung der
Einzelzeitpunkte zeigt sich ebenfalls eine signifikante Zunahme der gerichteten
Spermienmigration in Richtung des Gradienten (Abb. 8A, P = 0,0020; Abb. 8B,
P = 0,0094). Dementsprechend nimmt der prozentuale Anteil der Spermien, die
gerichtet unter Einfluss des Temperaturgradienten migrieren, um 9,17 % von
19,67 % auf 28,84 % (Abb. 8A) bzw. um 12,44 % von 26,34 % auf 38,78 %
(Abb. 8B) zu. Nach Applikation von Rutheniumrot (500 uM) bei bestehendem
Temperaturgradienten ist eine signifikante Abnahme der Spermienmigration um
17,57 % von 38,78 % auf 21,21 % in Richtung des Temperaturgradienten in der
zusammengefassten Darstellung der Einzelzeitpunkte nachweisbar (Abb. 8B, P
= 0,0006). Nach 2 min zeigt sich eine signifikante Reduktion des prozentualen
Spermienanteils um 18,52 % von 39,99 % auf 21,47 % (P = 0,05, Abb. 8F).
Nach 4 min ist eine signifikante Abnahme des prozentualen Spermienanteils um
17,87 % von 40,59 % auf 22,72 % (P = 0,05, Abb. 8G) erkennbar.
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Abbildung 8 Gerichtete Migration humaner Spermien unter Einfluss eines
Temperaturgradienten. Unter Einfluss eines Temperaturgradienten nimmt die Migration
humaner Spermien in Richtung der héher temperierten Kammerseite signifikant zu (A,
B, E). Die Applikation des TRPV-Antagonisten Rutheniumrot bei bestehendem
Gradienten bewirkt eine signifikante Abnahme der Spermienmigration in Richtung des
Temperaturgradienten (B, F, G). Die Auswertung der gerichteten Migration humaner
Spermien erfolgte zu definierten Einzelzeitpunkten 2 min (C, F), 4 min (D, G) und 6 min
(E, H) und ihrer graphischen Zusammenfassung (A, B) sowie unter Berlicksichtigung
verschiedener Konzentrationen 100 uM (C-E) und 500 uM (F-H) des TRPV-
Antagonisten Rutheniumrot. Die Analyse der gerichteten Migration humaner Spermien
erfolgte mit Hilfe der Time-lapse-Video-Mikroskopie entlang eines
Temperaturgradienten (34 °C bis 37 °C) in einer modifizierten Zigmond-Kammer. Die x-
Achse stellt den prozentualen Anteil der Spermien dar, die eine weitere Strecke in
Richtung des Temperaturgradienten zurticklegen als in die zum Gradienten orthogonal
verlaufende Richung (y-Achse). Die Analyse der gerichteten Migration erfolgte zu den
Versuchsbedingungen ,ohne Gradient®, ,mit Gradient” und ,mit Gradient und Inhibitor®.
Dargestellt ist der Mittelwert £ Standardabweichung eines reprasentativen Experiments
aus drei unabhangigen Versuchen. Signifikanzen wurden mit dem Mann-Whitney-U-
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Test berechnet (* P < 0,05, ** P < 0,01, ** P < 0,001). Es wurden Spermienproben 16
unterschiedlicher Donoren in drei unabhangigen Versuchen analysiert

4.5 TRPV-Genexpressionsprofil

In den vorangegangenen Migrations-Assays konnte gezeigt werden, dass der
unselektive TRPV-Antagonist Rutheniumrot die Thermotaxis humaner
Spermien bis zu einem gewissen Grad zu beeinflussen vermag. Um nun das
TRPV-Expressionsprofil menschlicher Spermien naher zu charakterisieren,
wurden Spermien im Vergleich zu anderen humanen Zelllinien (primare
epidermale Keratinozyten, Keratinozyten der Zelllinie HaCaT, Normale Humane
Dermale Fibroblasten (NHDF), Hepatozyten (Hep G2ISO), embryonales
Nierenzellepithel (Hek 293), Zervixkarzinomepithel der Zelllinie HeLa, dermale
mikrovaskulare Blutendothelzellen (BEC), Adenokarzinom-Enterozyten des
Colons (CaCo)), fur die eine TRPV-Expression bereits bekannt ist, mittels

quantitativer real-time PCR auf die Expression von TRPV untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRPV1, TRPV2, TRPV3
und TRPV4 von humanen Spermien exprimiert werden (Abb. 9A). Das Gen
TRPV1 wird, gefolgt von TRPV4, TRPV2 und TRPV3, von Spermien am
starksten exprimiert. TRPV1 wird von den zur Kontrolle herangezogenen
Zelllinien am starksten von Keratinozyten exprimiert (Abb. 9B). PBMCs weisen
die geringste TRPV1-Expression auf (Abb. 9B). TRPV2 wird vor allem von
NHDF und PBMCs exprimiert (Abb. 9C). Bei der Zelllinie HelLa und
Keratinozyten ist die TRPVZ2-Expression gering (Abb.9C). TRPV3 wird
hauptsachlich von Keratinozyten und der Zelllinie CaCo exprimiert (Abb. 9D).
Die TRPV3-Expression der Zelllinie HelLa ist im Vergleich zu den anderen
untersuchten Zelllinien am geringsten (Abb. 9D). Eine deutliche Expression von
TRPV4 zeigt sich bei den Zelllinien BEC und Hek (Abb. 9E). Die Zelllinie Hep
G2ISO zeigt eine schwache TRPV4-Expression (Abb. 9E).
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Abbildung 9 Quantitative real-time PCR-Analyse der TRPV1 (n=5)-, TRPV2 (n=4)-,

TRPV3 (n=4)-

und TRPV4-Expression (n=10)

von humanen Spermien

(n=5

unterschiedliche Donoren) (A) und von verschiedenen Zelllinien (Keratinozyten (n=10),
BEC (n=6), Hepatozyten (n=6), HeLa (n=4), NHDF (n=6), Hek (n=5), Hoden (n=1),
CaCo (n=5)) und PBMCs (n=5). TRPV1 (B)-, TRPV2 (C)-, TRPV3(D)- und TRPV4-
Expression (E) auf oben genannten Zellinien.
Die relative Expression der Zielgene ist im Vergleich zur Expression der 18S RNA %
Standardabweichung in relativen Einheiten (RE) dargestellt.
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4.6 TRPV-Proteinexpressionsprofil

4.6.1 Durchflusszytometrische Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das TRPV-Proteinexpressionsprofil auf
Spermien mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die durchflusszytometrische
Analyse zeigt eine deutliche Expression von TRPV1, TRPV3 und TRPV4 auf
humanen Spermien (Abb. 10). Spermien weisen hierbei einen quantitativen
Unterschied des TRPV-Expressionsmusters auf. Bei allen untersuchten
Probanden dominiert die Expression von TRPV1, gefolgt von TRPV4 und
TRPV3. Der durchschnittliche prozentuelle Anteil aller analysierten Ereignisse
liegt fur TRPV1 bei 20,26 %, fur TRPV4 bei 12,98 % und fur TRPV3 bei 7,51%
(Tab. 6). Neben Unterschieden in der Expressionsstarke der drei Rezeptoren,
zeigt sich aulerdem eine Variabilitat in der Auspragung der Expression der
einzelnen TRPV-Subtypen zwischen den sechs untersuchten Donoren
(Abb. 10). Diese ist, abgesehen von einem Ausreisser, fur TRPV3 allerdings

sehr gering.
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Abbildung 10 Durchflusszytometrische Auswertung des TRPV-Rezeptorprofils
humaner Spermien. Die Expression von TRPV1 dominiert bei allen Donoren, gefolgt
von TRPV4 und TRPV3. Die relative Expression der TRPV-Subtypen TRPV1, TRPV3
und TRPV4 wird reprasentativ fir sechs unterschiedliche Donoren in Prozent
dargestellt.

Probe TRPV1 % TRPV3 % TRPV4 %

Proband 1 10,09 5,31 5,73
Proband 2 20,61 4,28 9,12
Proband 3 30,5 18,02 22,94
Proband 4 29,01 4,46 17,66
Proband 5 9,61 5,89 8,78
Proband 6 21,73 7,12 13,65
Mittelwert 20,26 7,51 12,98
Standardabweichung 8,95 5,25 6,43
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Tabelle 6 Prozentueller Anteil der TRPV-Proteinexpression von humanen Spermien
bei 6 unterschiedlichen Probanden.

4.6.2 Immunfluoreszenzanalyse

In einem nachsten Schritt wurde mittels Immunfluoreszenzfarbungen das
TRPV-Proteinexpressionsprofil  analysiert, um die  mikroanatomische
Lokalisation von TRPV auf humanen Spermien naher zur untersuchen.

Die Analyse des TRPV-Proteinexpressionsprofil zeigt eine deutliche Expression
von TRPV1, TRPV3 und TRPV4 auf Spermien im Bereich des Mittelstlicks und
des Flagellums (Abb. 11).

TRPV1

TRPV3

TRPV4

Abbildung 11 TRPV-Proteinexpression auf humanen Spermien. Die Darstellung der
Immunfluoreszenzanalyse zeigt eine deutliche Expression von TRPV1, TRPV3 und
TRPV4 auf humanen Spermien. Die TRPV-Rezeptoren sind im Bereich des
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Mittelstliicks und des Flagellums lokalisiert. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde mit
spezifischen Antikdrpern gegen TRPV1, TRPV3 und TRPV4 und rot-fluoreszierendem
Sekundarantikérper (NL557 Donkey anti-rabbit-IgG) bei drei verschiedenen Spendern
(n=3) durchgefiihrt. Dargestellt sind reprasentative Farbungen eines Spenders. Die
Balkenlange entspricht 5 ym.
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5 Diskussion

Fir die Migration durch den weiblichen Genitaltrakt vom Ort der Ejakulation in
der Vagina zum Ort der Fertilisation im Eileiter nutzen menschliche Spermien
verschiedene Navigations- und Migrationsmechanismen. Von der Vagina in das
Cavum uteri wandern Spermien durch aktive Schwimmbewegungen. Der
Junktionsbereich zur Tube dient dann als sogenanntes Spermienreservoir
(Pacey, Davies et al. 1995, Pacey, Hill et al. 1995, Baillie, Pacey et al. 1997,
Reeve, Ledger et al. 2003, Suarez and Pacey 2006). Von hier erfolgt nach dem
Prozess der Kapazitation eine gerichtete Migration der Spermien mittels
Thermotaxis (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003, Bahat and Eisenbach 2006)
und/oder Chemotaxis (Sun, Bahat et al. 2005). Thermotaxis wird als fuhrender
Navigationsmechanismus fur die Migration der Spermien Uber die langere
Strecke zwischen Uterusisthmus und Tuba uterina propagiert (Bahat and
Eisenbach 2006). Von dort wird das Spermium durch die Tube zum Ort der
Fertilisation geleitet, an dem die gerichtete Migration dann entlang eines
Chemokingradienten auf kurzer Distanz in unmittelbarer Nahe zur Eizelle erfolgt
(Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003, Sun, Bahat et al. 2005).

Physiologische bzw. anatomische Voraussetzung einer Thermotaxis im
weiblichen Genitaltrakt ist die Etablierung eines Temperaturgradienten.
Bisherige Arbeiten fuhrten zu der Erkenntnis, dass die Temperaturunterschiede
innerhalb des Eileiters speziesabhangig variieren: bei Schweinen wurde eine
Differenz von 0,7 °C zwischen kaudalem Isthmus und kranialer Ampulle (Hunter
and Nichol 1986) beobachtet. Bei Kaninchen besteht eine Temperaturdifferenz
von 2 °C (David, Vilensky et al. 1971) zwischen Isthmus und Ampullenbereich.
(David, Vilensky et al. 1971). Hierbei zeigt sich ein Temperaturabfall auf der
Seite des funktionellen Spermienreservoirs im Isthmusbereich (Bahat,
Eisenbach et al. 2005). Auch im menschlichen weiblichen Genitaltrakt ist die
Temperatur nicht in allen Bereichen konstant. Die Arbeitsgruppe Cicinelli et al.
2004 konnte zeigen, dass die Temperatur vom Tuben-Isthmus in Richtung
Cavum uteri zum Zeitpunkt der Ovulation abfallt (Cicinelli, Einer-Jensen et al.
2004). Es werden diesbezuglich drei verschiedene Hypothesen diskutiert: (i)
eine steroidhormonabhangige Produktion (Gandolfi 1995) eines Glykoproteins
im sauren Mucus, welches auf Seiten des Reservoirs sezerniert wird, einer

endothermaler Hydration unterliegt (Jansen and Bajpai 1982) und auf diese
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Weise bei der Ovulation eine Abkuhlung der dort umgebenden fluiden Substanz
(Luck, Griffiths et al. 2001) bewirkt. (ii) Ein Gegenstromprinzip, wobei das Blut
aus der V. ovarica das Blut kuhlt, welches die Reservoirseite speist (David,
Vilensky et al. 1971, Hunter and Nichol 1986) sowie zwei Arterien, die Isthmus
und Ampulle versorgen, jedoch in der Nahe der V. ovarica eine Anastomose
bilden, wo das Blut in die entgegengesetzte Richtung stromt (Leese 1988). (iii)
Die Veranderung in der Blutversorgung bei Frauen zum Zeitpunkt der
Ovulation: Der Blutfluss wechselt von der warmeren A. ovarica vor der
Ovulation auf die kaltere A. uterina infolge der Ovulation, wobei letztere durch
kihleres Blut aus dem Bereich der Vagina gespeist wird (Cicinelli, Einer-Jensen
et al. 2004). Erkenntnisse zur Ovulations-abhangigen Existenz eines
Temperaturgradienten sind jedoch in vivo noch nicht ausreichend untersucht.
Es ist darlber hinaus auch nicht geklart, auf welchen Temperaturgrenzbereich
sich ein solcher Gradient im weiblichen Genitaltrakt beschranken wirde (Bahat
and Eisenbach 2006).

Auch auf zellulare bzw. molekulare Ebene, ist der Prozess der Thermotaxis von
Spermien bis heute nicht im Detail aufgeklart. In diesem Kontext sollen
zunachst die verschiedenen Prozesse der Spermienakkumulation definiert
werden: Analog zu Chemotaxis, Chemokinesis und ,Chemotrapping“ definiert
Thermotaxis eine gradient-abhangige Migration einer Zelle in Richtung des
jeweiligen Temperaturgradienten (Eisenbach 1999), wahrend Thermokinese die
Fahigkeit einer Zelle beschreibt, sich bei Temperaturanderungen
aktiver/schneller zu bewegen (Eisenbach and Giojalas 2006). ,Trapping“
schliellich definiert eine Akkumulation von Zellen an ein einem bestimmten Ort
als Folge einer veranderten Migrationsgeschwindigkeit (Eisenbach 1999). Dies
hangt moglicherweise von einer Wirkung eines Stimulus auf die Motilitat ab
sowie von Gradient-unabhangigen Veranderungen des Schwimmverhaltens auf
eine bestimmte Stimulus-Konzentration (Eisenbach 1999). Auch andere
Faktoren wie z.B. die Adsorption einer Zelle an einer Kapillare oder die
Kombination der genannten Faktoren koénnen Einfluss auf eine
Zellakkumulation nehmen (Eisenbach 1999).

Verfahren zur Messung zellularen Migrationsverhaltens werden unter anderem
anhand ihrer Maoglichkeiten zwischen den Prozessen der

Spermienakkumulation zu differenzieren bewertet. Es werden vier verschiedene
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Kategorien von Analyseverfahren zur Beurteilung der Spermienmigration
unterschieden (Eisenbach 1999): Die erste Gruppe beinhaltet quantitative
Verfahren, die die Spermienmigration entlang eines ansteigenden
Chemokingradienten messen (Eisenbach 1999, Eisenbach and Tur-Kaspa
1999). Ein Beispiel dafur ist der Capillary-Assay, bei dem eine Kapillare, die das
Test-Substrat  enthadlt, in ein Reservoir mit darin  befindlicher
Spermiensuspension eingebettet wird (Ralt, Manor et al. 1994). Nach Ablauf
einer definierten Inkubationszeit wird die Zahl der in die Kapillare migrierten
Spermien quantifiziert. Der Nachteil dieses rein quantitativen Verfahrens
besteht darin, dass nicht zwischen Chemotaxis, Chemokinese und , Trapping“
differenziert werden kann (Igbal, Shivaji et al. 1980, Gnessi, Ruff et al. 1985,
Ralt, Goldenberg et al. 1991, Cohen-Dayag, Ralt et al. 1994, Lee, Kao et al.
1994, Ralt, Manor et al. 1994, Anderson, Feathergill et al. 1995). Ein Beispiel
fur ein rein quantitatives Verfahren zur Analyse der Spermienmigration im
Kontext thermischer Stimuli beschreibt eine Arbeit von Bahat et al. 2009.
Hierbei wurde ein Thermotaxis-Assay mit einer ,Thermoseparationskammer®
etabliert, welcher aus einer elektrisch gesteuerten Einheit zur Aufrechterhaltung
eines Temperaturgradienten von 33 °C — 37 °C und einer sogenannten ,Lucite
tube“ (Bahat and Eisenbach 2009) mit zwei, durch eine Trennwand mit
durchlassigen Poren fur die Spermien geteilten Kompartimenten besteht. In
eine der Kammern wurden kapazitierte humane Spermien in einer
Konzentration von 5 x 10° bis 20 x 10° Zellen/ml appliziert. Dann wurde die
Lucite tube fir 15 min unter Aufrechterhaltung des Thermogradienten inkubiert
und im Anschluss wurde mit einem Hemacytometer die Anzahl der Spermien
gezahlt, die entlang des Gradienten auf die warmere Seite der Kammer migriert
waren (Bahat and Eisenbach 2009). Als negative Kontrolle wurde der
Migrationsassay ohne Temperaturgradienten bei 37°C in beiden
Kompartimenten wiederholt.

Die zweite Gruppe umfasst Assays, die Spermienmigration entlang eines
abfallenden Chemokingradienten messen. Hierbei ist das Spermienreservoir mit
dem Test-Substrat beflllt. Das Reservoir ist mit einer Kapillare verbunden, die
entweder das Kontrollmedium oder ebenfalls das Test-Substrat beinhaltet. Im
Falle des Kontrollmediums reagieren Spermien auf eine abfallende

Konzentration des Test-Substrats und zeigen somit eine verminderte Migration
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und letztlich Akkumulation in der Kapillare. Der Vorteil dieses Migrations-Assays
besteht darin, zwischen Chemotaxis und Chemokinese sowie zwischen
Chemotaxis und ,Trapping® zu unterscheiden (Zamir, Riven-Kreitman et al.
1993, Ralt, Manor et al. 1994): Die Existenz eines Chemokingradienten definiert
den Prozess der Chemotaxis. In dem beschriebenen Assay wird nur dann ein
(negativer) Gradient aufgebaut, wenn die Kapillare, die mit dem Reservoir
verbunden ist, das Kontrollmedium enthalt. Die Migration vom
Spermienreservoir in Richtung der Kapillare ist also reduziert. Wenn die
Kapillare jedoch ebenfalls das Test-Substrat enthalt, wird Kkein
Chemokingradient aufgebaut und Spermien verteilen sich gleichsam in
Kapillare und Reservoir. Chemokinese hingegen ist unabhangig von der
Richtung des Gradienten und definiert lediglich eine in Abhangigkeit von der
Chemokinkonzentration erhdhte durchschnittiche Geschwindigkeit der
migrierenden Spermien, nicht jedoch eine Anderung der Migrationsrichtung.
»rapping“ schlieBlich resultiert aus einer Akkumulation von Zellen an einem
bestimmten Ort  aufgrund einer  verminderten durchschnittlichen
Geschwindigkeit (Eisenbach et al. 1999a). Im Falle der Chemokinese wirde
sich also bei der Untersuchung des Test-Substrats eine erhdhte, im Falle des
» 1rapping“ eine relativ verminderte Akkumulation pro Zeit beobachten lassen.

Die dritte Kategorie der Migrationsanalyse-Verfahren beinhaltet sogenannte
Choice-Assays. Sie bestehen aus einem Zwei-Kammer-System, bei dem die
Spermien die Moglichkeit haben, zwischen der Kammer zu ,wahlen®, die ein
Test-Substrat enthalt oder der Kammer, die das jeweilige Kontrollmedium
enthalt. Es gibt verschiedene Zwei-Kammer-Systeme bzw. Mehr-Kammer-
Systeme fur den mikroskopischen oder makroskopischen Messbereich, denen
dieses Prinzip zugrunde liegt (Eisenbach 1999). Anhand dieser Methode ist es
mdglich, zwischen Chemotaxis und Chemokinese zu differenzieren. Dies erfolgt
wiederum in Abhangigkeit von der Existenz eines Chemokingradienten und der
daraus resultierenden Richtungsanderung der Migration. Ist das Testsubstrat in
einer der Kammern, so entsteht ein Chemokingradient in Richtung der Kammer,
in der sich die Spermien befinden. Diese nehmen den Gradienten wahr und
migrieren in Richtung Testsubstrat. Allerdings kann man mit diesen Choice-
Assays nicht zwischen Chemotaxis und ,Trapping“ unterscheiden (Zamir,
Skofitsch et al. 1986, Villanueva-Diaz, Vadillo-Ortega et al. 1990, Makler,



Diskussion
59

Reichler et al. 1992, Villanueva-Diaz, Arias-Martinez et al. 1992, Sliwa 1993,
Sliwa 1993, Cohen-Dayag, Ralt et al. 1994, Ralt, Manor et al. 1994, Sliwa 1994,
Makler, Stoller et al. 1995, Sliwa 1995, Villanueva-Diaz, Arias-Martinez et al.
1995, Jaiswal, Tur-Kaspa et al. 1999).

Die vierte Gruppe der Chemotaxis-Analyseverfahren wird durch Systeme
gebildet, die auf dem Prinzip basieren, Spermientrajektoren zu folgen. Tracking-
Assays ermoglichen eine differenzierte Migrationsanalyse und differenzieren
zwischen Chemotaxis und anderen Akkumulationsursachen (Ralt, Manor et al.
1994, Giojalas and Rovasio 1998, Jaiswal, Tur-Kaspa et al. 1999, Oliveira,
Tomasi et al. 1999). Dabei werden die gerichteten Veranderungen im
Schwimmverhalten der Spermien in Gegenwart des Substratgradienten mittels
Videomikroskopie aufgezeichnet. Die Spermientrajektoren dienen dazu, die
Spur der Spermien zu verfolgen und sind Gegenstand der Migrationsanalyse.
Tracking-Assays konnen heute als Goldstandard zur Analyse zellularer
Migration bezeichnet werden. Durch Fabro et al. wurden mathematische
Formeln etabliert, die eine standardisierte Quantifizierung und Interpretation der
kumulativen Trajektionen ermoglichen. So eignet sich der Parameter (Ax O/|Ay|
> 1) besonders dazu, gerichtete Spermienmigration zu messen (Fabro, Rovasio
et al. 2002), da nur Trajektionen berlcksichtigt werden, die auf der x-Achse im
Verhaltnis zur y-Achse eine langere Strecke in Gradientenrichtung zurticklegen,
als auf der y-Achse. Weitere Analyseparameter definieren (Ax > 0) und (Ax). Ein
Storfaktor bei der computerbasierten Auswertung ist die Unterteilung der
Analyse in mehrere Zeitabschnitte (Gakamsky, Schechtman et al. 2008). Diese
Fragmentierung kann dazu flhren, dass bestimmte Zellen, die sich am Anfang
bzw. Ende des jeweiligen Auswertebereiches befinden, nicht adaquat erfasst
werden.

Ubertragt man die méglichen Storfaktoren der Chemotaxis-Analyse-Verfahren
nun auf die Thermotaxis-Assays, so stellt sich die Frage, inwiefern sich z.B.
Thermokinese auf den prozentualen Migrationseffekt der gerichteten
Spermienmigration auswirkt. In diesem Kontext ist es fraglich, ob Spermien auf
den Stimulus Temperatur aktiv ihre Migrationsgeschwindigkeit erhéhen kénnen,
d.h. die Fahigkeit zur Thermokinese besitzen.

Das Potential von Tracking-Assays zeigt sich in einer 2003 von Bahat et al.

publizierten Studie zur Spermienthermotaxis im Kaninchenmodell (Bahat, Tur-
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Kaspa et al. 2003, Bahat and Eisenbach 2009). Hierbei wurde mittels einer
modifizierten Zigmondkammer ein Temperaturgradient von 37 °C — 39 °C
etabliert und dessen Auswirkung auf die Migration von Kaninchenspermien
beobachtet (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003). Videomikroskopisch dokumentierte
individuelle Spermientrajektoren wurden im Hinblick auf (i) ungerichtete
Migration (Ax > 0), und (ii) gerichtete Migration analysiert. Es konnte gezeigt
werden, dass 7 % - 17 % der Kaninchenspermien thermotaktische Antworten
zeigen (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003). Da der Anteil kapazitierter Spermien mit
dem Anteil thermosensibler Spermien korrelierte, wurde gefolgert, dass die
Fahigkeit der Spermien zur Wahrnehmung eines Temperaturgradienten
wahrend der Kapazitation erreicht wird (Bahat, Tur-Kaspa et al. 2003, Bahat
and Eisenbach 2006).

In Anlehnung an die Arbeit von Bahat et al. wurde in der vorliegenden Arbeit ein
videomikroskopisches Analyseverfahren zur Evaluation humaner
Spermienthermotaxis etabliert. Unsere Untersuchungen zeigen, dass humane
Spermien tatsachlich gerichtet entlang eines Temperaturgradienten (34 °C - 37
°C) zur warmeren Seite der Kammer migrieren. Die Kapazitation der Spermien
in der vorliegenden Arbeit wurde durch eine einstliindige Inkubation der
Spermien in einem Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
Kohlenstoffdioxid (CO;) erreicht (Cohen-Dayag, Tur-Kaspa et al. 1995). Unter
Berucksichtigung der Erkenntnisse von Bahat et al. liegt es nahe, dass die
geringen Unterschiede des Migrationsverhaltens der Spermien unter Einfluss
eines Temperaturgradienten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls auf den Status
der Kapazitation der Spermien zurlickzufiihren sind. Ein weiterer Aspekt, der
bei der Auswertung zum Tragen kommt, ist z.B. die Tatsache, dass jedes
Spermium zu einem anderen Zeitpunkt die Fahigkeit zur Kapazitation erreicht
(Fabro, Rovasio et al. 2002). Die Thermosensibilitat bzw. Chemosensibilitat
innerhalb einer Zellpopulation ist folglich zu jedem Analysezeitpunkt
unterschiedlich. Demnach ist ein standiger Wechsel zwischen den Spermien
vorhanden, die bereits kapazitiert sind und solchen, die diesen Zustand noch
nicht erreicht haben sowie denen, die diese Fahigkeit bereits verloren haben
(Cohen-Dayag, Tur-Kaspa et al. 1995, Fabro, Rovasio et al. 2002). Bisherige
Studien konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass sich der Zustand der

Kapazitation bei humanen Spermien auf einen Zeitraum von 50 min bis hin zu
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4 h beschrankt (Cohen-Dayag, Ralt et al. 1994, Cohen-Dayag, Tur-Kaspa et al.
1995).

Um eine genauere Vorstellung Uber den Anteil der kapazitierten Spermien
innerhalb einer Spermienpopulation zu bekommen, misste man in den
vorliegenden Thermotaxis-Assays eine Kontrolle Uber die Kapazitationsfahigkeit
der Spermien integrieren. Aufbauend auf den Erkenntnissen von Bahat et al.
und den in dieser Arbeit prasentierten Ergebnissen kdnnte diese Hypothese in
weiterfuhrenden Untersuchungen auch im humanen System getestet werden.
Hierzu musste man videomikroskopische Thermotaxis-Assays differenziert mit
Spermienpopulationen durchflhren, die vor ihrer Verwendung jeweils in einem
CO,-Brutschrank inkubiert, also kapazitiert, oder nicht inkubiert wurden.

Die Beobachtung, dass nur kapazitierte Spermien die Fahigkeit besitzen,
thermotaktisch zu reagieren, lasst sich auch auf das Migrationsverhalten
humaner Spermien entlang eines Chemokingradienten Ubertragen (Abb. 1).
Anhand verschiedener Studien konnte hier gezeigt werden, dass sich die
Anzahl chemosensibler Spermien auf den geringen Anteil (2- 12 %)
kapazitierter Spermien beschrankt (Cohen-Dayag, Ralt et al. 1994, Cohen-
Dayag, Tur-Kaspa et al. 1995, Eisenbach 1999, Giojalas, Rovasio et al. 2004,
Eisenbach and Giojalas 2006, Spehr, Schwane et al. 2006). Derselbe
Mechanismus findet sich bei kapazitierten Mausespermien (Giojalas and
Rovasio 1998, Oliveira, Tomasi et al. 1999). Die Arbeitsgruppe um Fabro et al.
2002 hat die Korrelation zwischen Kapazitation und Chemotaxis Uberpruft,
indem der Anteil kapazitierter Spermien aus der Differenz zwischen der Anzahl
Akrosomen-reagibler ~ Spermien vor und nach einer induzierten
Akrosomenreaktion bestimmt wurde (Fabro, Rovasio et al. 2002). Die Fahigkeit
zur Akrosomenreaktion wurde mit einem spezifischen Akrosomenmarker,
gekoppelt an ein Fluoreszein, uberprift (Fabro, Rovasio et al. 2002).
AnschlieRend wurde der Anteil kapazitierter Spermien mit dem Anteil der
Spermien verglichen, die auf Chemotaxis reagieren kdnnen. Es wurde ein
Verlust der Chemosensibilitat nach Entfernung der kapazitierten Zellen, sowie
ein Wiedereintreten nach Zugabe kapazitierter Spermien (Fabro, Rovasio et al.
2002) beobachtet.
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Voraussetzung fur die Wahrnehmung eines Temperaturgradienten sind
spezifische Thermosensoren. Bei Eukaryoten fungieren temperaturgesteuerte
lonenkanale, die zu der Superfamilie der TRPs gehoren, als Thermosensor
(Patapoutian, Peier et al. 2003). In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage,
wodurch Spermien in der Lage sind, Temperaturunterschiede wahrzunehmen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte auf Genexpressionsebene gezeigt
werden, dass — in Reihenfolge der héchsten Expressionslevel — TRPV1 gefolgt
von TRPV4, TRPV2 und TRPV3 durch humane Spermien exprimiert werden.
Diese Beobachtung deckt sich z.T. mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe
Francavilla et al., die zeigen konnte, dass TRPV1 durch humane Spermien
exprimiert wird (Francavilla, Battista et al. 2009). Expressionsdaten zu den
anderen Subtypen des TRPV-Rezeptors waren jedoch bisher unzureichend.
Ferner konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals mittels immunzytochemischer
Analysen gezeigt werden, dass bei humanen Spermien TRPV1, TRPV3 und
TRPV4 im Bereich des Mittelstlicks und Flagellums lokalisiert sind.

Der aktivierende Temperaturbereich der TRPV variiert von Subtyp zu Subtyp.
Den physiologischen Temperaturbereich decken v.a. die Subtypen TRPV3
(>33 °C) und TRPV4 (> 24 °C) ab (Lee and Caterina 2005, Nilius and Voets
2005). Um nun zu untersuchen, welche Rolle TRPV auf humanen Spermien fur
die Wahrnehmung eines Temperaturgradienten spielen, wurden im Rahmen
dieser Arbeit Thermotaxis-Assays in An- und Abwesenheit des nicht-selektiven
TRPV-Antagonisten Rutheniumrot durchgefuhrt (Patapoutian, Peier et al. 2003,
Chung, Lee et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass Rutheniumrot
durchaus die  gerichtete  Spermienmigration in  Richtung eines
Temperaturgradienten zu beeinflussen scheint. So zeigte sich in dem
Thermotaxis-Assay dieser Arbeit eine signifikante Zunahme der gerichteten
Spermienmigration in Richtung des Temperatur-Gradienten (P = 0,0020,
Abb. 8A; P = 0,0094, Abb. 8B). Dementsprechend wurde eine Zunahme des
prozentualen Anteils der Spermien beobachtet, die gerichtet unter Einfluss des
Temperaturgradienten migrieren, und zwar um 9,17 % von 19,67 % auf
28,84 % (Abb. 8A) bzw. um 12,44 % von 26,34 % auf 38,78 % (Abb. 8B). Nach
Applikation von Rutheniumrot (500 uM) wurde eine signifikante Abnahme der
Spermienmigration um 17,57 % von 38,78 % auf 21,21 % in Richtung des
Temperaturgradienten nachgewiesen (P = 0,0006, Abb. 8B).
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Entgegen der Beobachtungen dieser Arbeit, die also zeigt, dass sich der Anteil
thermoreagibler Spermien nach Inhibition von TRPV mittels Rutheniumrot
tendenziell reduziert, propagierte die Arbeitsgruppe Bahat et al. 2009, dass
TRPV keinen Einfluss auf Thermotaxis haben (Bahat et al. 2009). In ihrer Arbeit
untersuchten die Autoren den moglichen Einfluss von TRPV auf die Migration
humaner Spermien entlang des Temperaturgradienten durch die Applikation
von Rutheniumrot in einer Konzentration von 10 yM - 40 yM. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Zugabe von Rutheniumrot keinen Einfluss auf das
thermotaktische Verhalten der humanen Spermien hatte. Allerdings wurden
durch Bahat et al. Konzentrationen des Inhibitors verwendet, die 100-mal
geringer waren als die Konzentrationen, die in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden. Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse kdnnten auf
eine konzentrationsabhangige Wirkung des TRPV-Antagonisten zurtickzufuhren
sein. In diesem Kontext ist darauf hinzuweisen, dass in der allgemeinen
Literatur niedrige Konzentrationen von ca. 1 uM - 10 uM (Chung, Lee et al.
2004, Tanaka, Muraki et al. 2008) bzw. 40 yM - 100 uM (Petho, Izydorczyk et
al. 2004, Bahat and Eisenbach 2009) verwendet werden. Die Ergebnisse des
Thermotaxis-Assays deuten allerdings darauf hin, dass der gerichtete
Migrationseffekt bei Verwendung der hdheren Inhibitorkonzentration von
500 uM starker blockiert wird, als bei einer geringeren Dosis von 100 uM
Rutheniumrot (Abb. 8). Fraglich ist in diesem Zusammenhang, inwiefern hierbei
ein dosisabhangiger, toxischer Effekt zum Tragen kommt. Diesbezlglich zeigte
sich in unseren videomikroskopischen Analysen jedoch kein Anhaltspunkt flr
eine erhdhte Anzahl immobiler, also toter Spermien bei der Verwendung von
Rutheniumrot in héheren Konzentrationen von 500 yM, sodass ein toxischer
Effekt unwahrscheinlich erscheint. In weiterfihrenden Untersuchungen kénnte
dieser Aspekt allerdings durch Dosis-Titrationsuntersuchungen unter Analyse
der Spermienvitalitat adressiert werden.

Interessanterweise propagieren Bahat et al. fur eine andere Untergruppe der
TRP-Rezeptoren, den TRPCs, eine relevante Funktion als Thermosensor
(Bahat and Eisenbach 2009). Tatsachlich konnten Jungnickel et al. zeigen,
dass TRPCs in Mausespermien exprimiert werden. TRPC1 und TRPC3 sind im
Bereich des Flagellums lokalisiert, TRPC2 und TRPC6 im Bereich des Caputs

(Jungnickel, Marrero et al. 2001, Trevino, Serrano et al. 2001, Castellano,
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Trevino et al. 2003). Allerdings konnte bis dato nicht nachgewiesen werden, ob
Rezeptoren dieser Untergruppe bei Spermien als Thermosensoren fungieren.
TRPC wird durch die Phosholipase C aktiviert, welche Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat zu 1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (Hofmann and
Majerus 1982) hydrolisiert. Der IPs-Rezeptor ist an der Regulation eines
internen Kalziumspeichers beteiligt und hat die intrazellulare Freisetzung von
Kalzium zur Folge (Bootman, Collins et al. 2002). Die Entleerung des
Kalziumspeichers in der Zelle fuhrt zur Aktivierung der Speicher-abhangigen
Kalziumkanale (engl. store operated Ca®*-Channels, SOCs), um den Speicher
mit extrazellularem Kalzium wieder aufzuflllen (Dutta 2000). In einem
Migrations-Assay konnten Bahat et al. nachweisen, dass sich das
Migrationsverhalten von Spermien entlang eines Temperaturgradienten unter
Zugabe von U73122, eines Inhibitors der Phospholipase C, um ca. 50 %
reduziert (Bahat and Eisenbach 2009). Ein ahnlicher Effekt auf das
Migrationsverhalten humaner Spermien wurde nach der Applikation von
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), einem Inhibitor der |P;-Rezeptoren und
SOCs (Bootman, Collins et al. 2002), beobachtet (Bahat and Eisenbach 2009).
Zusammenfassend zeigt sich, dass die molekularen Strukturen, die der
Thermotaxis humaner Spermien zugrunde liegen, vielfaltig sind. Entgegen der
Ergebnisse von Bahat et al. lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine
mdgliche Bedeutung von TRPV-Rezeptoren flr die Thermotaxis humaner
Spermien vermuten.

Diese Erkenntnis fluhrt zu der Frage nach der klinischen Relevanz der in dieser
Arbeit generierten Ergebnisse. Thermotaxis als Navigationsmechanismus
zwischen Spermien und Eizelle konnte z.B. bei der Spermienselektion im
Rahmen der In-vitro-Fertilisation  (IVF) genutzt werden. Neben
Selektionsmechanismen wie dem Swim-Up, bei dem die Spermien mit
optimaler Motilitat von nicht-motilen Spermien und anderen Bestandteilen des
Ejakulates getrennt werden (Parrish, Krogenaes et al. 1995, Xu, Lu et al. 2000),
konnten durch einen Thermotaxis-Assay thermosensible, respektive und/oder
durch Chemotaxis-Assays chemosensible Spermien selektioniert werden.
Dadurch kénnte z.B. fur die Intrazytoplasmatische Single Sperm Inseminations-
Methode (ICSI) oder die intrauterine Insemination (IUl) eine Auswahl von

Spermien getroffen werden, die motil und thermosensibel sind. Dieses
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Vorgehen kdnnte den Fertilisationsprozess bzw. Spermienselektionsprozess
unter physiologischen Bedingungen besser abbilden als aktuelle
Therapiestandards und somit unter Umstanden die Fertilisationsquote erhdhen,
respektive potentielle Spatfolgen der ICSI reduzieren.

Seit 1978 das erste mittels IVF gezeugte Kind, Lousie Brown, geboren wurde
(Steptoe and Edwards 1978, Edwards, Steptoe et al. 1980), zeigt sich in der
Reproduktionsmedizin seither ein Trendanstieg fur das ICSI-Verfahren
(Ferraretti, Goossens et al. 2012, Nyboe Andersen, Carlsen et al. 2008, Nyboe
Andersen, Goossens et al. 2009) vor allem in Frankreich, Deutschland,
Spanien, GroRbritannien und ltalien (de Mouzon, Goossens et al. 2012).
Erfahrungsgemal entwickeln sich die meisten Kinder, die mittels IVF und ICSI
gezeugt werden, normal und sind gesund (Squires, Carter et al. 2003). Mit dem
wachsenden Trend der Anwendung von Reproduktionsverfahren werden aber
nun auch immer mehr Studien publiziert, die sich mit den Risiken der einzelnen
Verfahren und ihren Spatfolgen wie z.B. Malformationen, Genomfehlern, den
Unterschieden der korperlichen und kognitiven Entwicklung von ART-und Nicht-
ART-Kindern befassen (Thompson, Kind et al. 2002). Ergebnisse dieser
Analysen sind interessanterweise aul3erst heterogen.

Ein geringes Risiko fir mogliche Spatfolgen der ART, wie z.B. Malformationen,
wird in einer chinesischen Multicenter-Studie bei ART-Kindern auf 1,23 % und
bei Nicht-ART-Kindern auf 1,35 % (Yan, Huang et al. 2010) beziffert. Auch eine
Meta-Analyse von 19 Studien von Rimm et al. propagiert, dass das
Malformationsrisiko bei ART-Kindern nicht signifikant erhéht ist (Rimm et al.
2004). Neben dem Risiko fur Malformationen gibt es ferner Studien, die keine
Korrelation zwischen ART und genomischen ,/mprinting“-Fehlern (Bowdin, Allen
et al. 2007) nachweisen konnten. Bezlglich der koérperlichen Entwicklung
propagieren zum Beispiel Belva et al., dass bei ICSI-gezeugten Kindern keine
Unterschiede bei der Entwicklung der Menarche, der Geschlechtsorgane und
der Schambehaarung bestehen (Belva, Roelants et al. 2012). Ferner sei das
allgemeine Gesundheitsbefinden und die Pravalenz chronischer Erkrankungen
bei ART-Kindern zwischen 18 - 26 Jahren mit der der Allgemein-Bevolkerung
vergleichbar (Beydoun, Sicignano et al. 2010). Die Arbeitsgruppe um Leunes et
al. 2006 beobachtete 8 - 10-jahrige Kinder bezogen auf die Entwicklung der

kognitiven Funktionen und der motorischen Fahigkeiten (Leunens, Celestin-
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Westreich et al. 2006). Es wurden keine signifikanten Unterschiede beim
Vergleich beider Gruppen in Bezug auf Parameter wie Kommunikation,
Selbststandigkeit, Lokomotion, Arbeitskraft, Sozialisierungsfahigkeit und
Selbstmanagement beschrieben — Beobachtungen, die auch von anderen
Gruppen bestatigt wurden (Carson, Kurinczuk et al.2009, Xing, Qu et al. 2011 ,
Squires, Carter et al. 2003, Katalinic, Rosch et al. 2004, Ponjaert-Kristoffersen,
Bonduelle et al. 2005, Leunens, Celestin-Westreich et al. 2006, Leunens,
Celestin-Westreich et al. 2008, Wagenaar, Ceelen et al. 2008, Wagenaar, van
Weissenbruch et al. 2009). Knoester et al. berichteten, dass Verhaltensweisen
zwischen ART-Kindern und natirlich geborenen Kindern vergleichbar sind
(Knoester, Helmerhorst et al. 2007). Auch bezogen auf das Vorkommen von
z.B. autistischem Verhalten konnte in einer danischen Studie kein signifikanter
Unterschied zwischen ART-und Nicht-ART-Kindern, die zwischen 1995 und
2003 geboren wurden, festgestellt werden (Hvidtjorn, Grove et al. 2010).

Entgegen dieser Vielzahl von Studien, die bezuglich der Folgen der ART ein
unkritisches Bild zeichnen, finden sich allerdings auch zahlreiche Studien, die
beim Vergleich der Entwicklung von ART- und Nicht-ART-Kindern sehr wohl
Unterschiede identifizieren konnten. Es werden sowohl Unterschiede in der
frihen Entwicklungsphase der Kinder beschrieben, wie z.B. perinatale
Komplikationen, Malformationen und Genomfehler, als auch Spatfolgen, die die
spatere korperliche und geistige Entwicklung der Kinder betreffen. So werden
bei Kindern, die mittels ART gezeugt werden, eine erhdhte Frihgeburtenrate,
ein erhohtes Risiko fur ein vermindertes Gestationsalter, ein geringes
Geburtsgewicht, sowie eine erhdhte perinatale Mortalitat und eine damit
verbundene langere Krankenhausverweildauer beobachtet (Henningsen,
Pinborg et al. 2010 , Schieve, Meikle et al. 2002, Bower and Hansen 2005,
Kallen, Finnstrom et al. 2005, De Geyter, De Geyter et al. 2006). Aulerdem
wird eine erhdhte Mehrgeburtenrate (25 — 51 %) (de Mouzon, Goossens et al.
2012 , Olivennes 2005, Menacker and Martin 2009, Sunderam, Chang et al.
2009) sowie ein erhohtes Risiko fir Geburtsfehler bzw. kongenitale
Missbildungen beschrieben (Davies, Moore et al. 2012 , Wen, Jiang et al. 2012,
Schieve, Meikle et al. 2002, Bonduelle, Bergh et al. 2004, Rimm, Katayama et
al. 2004, Bower and Hansen 2005). Im Vergleich zu spontan gezeugten Kindern

zeigen verschiedene Metaanalysen einen Anstieg von ca. 30 — 40 % fur
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Malformationen (Rimm, Katayama et al. 2004, Hansen, Bower et al. 2005) bzw.
eine signifikante Risikoerhdhung fur Geburtsdefekte bei ART-Kindern (8,3 %)
im Vergleich zu Nicht-ART-Kindern (5,8 %) (Davies, Moore et al. 2012). In einer
iranischen Studie wird zudem zwischen den einzelnen ART-Verfahren
differenziert. Demnach besteht fur Malformationen bei ICSI-Kindern eine
Pravalenz von 6,5 % und bei IVF-Kindern eine Pravalenz von 15,9 %
(Farhangniya, Dortaj Rabori et al. 2014). Verschiedene Studien berichten Uber
ein erhohtes Risiko fur Herzfehler, wie z.B. die Fallotsche Tetralogie, ein
erhdohtes Risiko fir Extremitatenmissbildungen oder Malformationen des
Urogenitalsystems, wie z.B. nicht-deszendierte Hoden (Klemetti, Gissler et al.
2005, Olson, Keppler-Noreuil et al. 2005). Die Risiko-Ratio (RR) fir das
jeweilige Organsystem beziffern sich z.B. auf eine RR von 2,01 fir das
Nervensystem, eine RR von 1,69 fur das Urogenitalsystem, eine RR von 1,66
fur das Magendarm-System, eine RR von 1,64 flr das Kreislaufsystem, eine
RR von 1,48 fur das Muskuloskelettalsystem und eine RR von 1,43 fur Auge,
Ohren, Gesicht und Hals (Wen, Jiang et al. 2012).

Seit 2002 wird auRerdem beschrieben, dass ART-Kinder ein bis zu vierfach
erhdohtes Risiko fur ,/mprinting“-Fehler aufweisen, wie z.B. das Beckwith-
Wiedemann-Syndrom, das Angelmann-Syndrom oder bestimmte
Tumorerkrankungen, wie etwa das Retinoblastom (DeBaun, Niemitz et al. 2003,
Maher, Brueton et al. 2003, Chang, Moley et al. 2005, Sutcliffe, Peters et al.
2006, Laprise 2009). Bezogen auf die spaten Folgen der Entwicklung von ART-
Kindern wird bei einem Vergleich von 5 - 6-Jahrigen dariber hinaus ein
signifikant erhdhtes Langenwachstum (Miles, Hofman et al. 2007, Makhoul,
Tamir et al. 2009) sowie ein Unterschied bei der Brustentwicklung beobachtet
(Belva, Roelants et al. 2012). Hormonelle Veranderungen scheinen in diesem
Zusammenhang eine wichtige Rolle zu spielen. Ein fortgeschrittenes
Knochenalter, eine Erhdhung der Hormone Dehydroepiandrostendion (DHEAS)
und des Iluteotropen Hormons (LH) bei IVF-Madchen (Ceelen, van
Weissenbruch et al. 2008, Ceelen, van Weissenbruch et al. 2008) sowie ein
erniedrigter Testosteronspiegel und eine veranderte LH/Testosteron-Ratio bei
ICSI-Jungen zum Zeitpunkt der Geburt bis zum Alter von 3 Monaten werden
berichtet (Mau Kai, Main et al. 2007). Auler hormonell bedingten

Unterschieden, die zu einer veranderten korperlichen Entwicklung fuhren,
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wurde auch ein verandertes kardiovaskulares Risikoprofil bei ART-Kindern
beobachtet. Es wird ein erhohtes Risiko flr kardiovaskular bedingte
Erkrankungen beschrieben (Belva, Roelants et al. 2012 , Scherrer, Rimoldi et
al. 2012, Scott, Yamazaki et al. 2010 , Ceelen, van Weissenbruch et al. 2008,
Wikstrand, Niklasson et al. 2008). Die Arbeitsgruppe um Ceelen et al. konnte
2008 zeigen, dass ART-Kinder zwischen 8 und 18 Jahren einen erhohten
Blutdruck und erhohte Nichternblutzuckerwerte aufweisen (Ceelen, van
Weissenbruch et al. 2008). Es wird berichtet, dass ART-Kinder, die initial als
gesund eingestuft wurden, ein erhodhtes Risiko fir eine generalisierte
Gefalidysfunktion haben. Diese geht mit einer um 25 % geringeren mittleren
Fluss-gesteuerten  Dilatation der A. brachialis, einer schnelleren
Flussgeschwindigkeit zwischen Karotis- und-Femoralarterie, einer dickeren
Intima der A. carotis und einem um 30 % erhdhten pulmonalarteriellen Druck
einher (Scherrer, Rimoldi et al. 2012). Zudem konnten Wikstrand et al. 2008
eine abnormale Vaskularisation der Retina bei ICSI-Jungen nachweisen.
Bezogen auf das metabolische Syndrom wurde ein signifikant erhdhtes Risiko
fur die Entwicklung von zentraler, peripherer und totaler Adipositas bei ICSI-
Madchen festgestellt (Belva, Painter et al. 2011). Andere Studien beschreiben,
dass ART-Kinder auch anfalliger fir Kinderkrankheiten sind (Koivurova,
Hartikainen et al. 2003, Bonduelle, Wennerholm et al. 2005, Kallen, Finnstrom
et al. 2005, Ludwig, Katalinic et al. 2009). Eine Multicenter-Kohortenstudie mit
540 ICSI-, 437 IVF- und 538 Nicht-ART-Kindern zeigte fir ART-Kinder ein
signifikant erhdhtes Risiko flr Erkrankungen im Kindesalter sowie eine erhdhte
Notwendigkeit fir  Operationen, eine gesteigerte Inanspruchnahme
medizinischer  Hilfe und  schlieBlich eine  grolere Zahl von
Krankenhausaufenthalten (Bonduelle, Wennerholm et al. 2005).

Bei Betrachtung der kognitiven Entwicklung zwischen ART- und Nicht-ART-
Kindern wurden neurologische Entwicklungsfehler wie z.B. das Vorkommen der
Zerebralparalyse haufiger bei ART-Kindern beobachtet als bei Nicht-ART-
Kindern (Kallen, Finnstrom et al. 2010, Zhu, Hvidtjorn et al. 2010 , Stromberg,
Dahlquist et al. 2002, Klemetti, Sevon et al. 2006, Romundstad, Romundstad et
al. 2008, Hvidtjorn, Schieve et al. 2009). Auch die Pravalenz flr autistische
Erkrankungen ist bei ICSI-Kindern erhéht (Knoester, Vandenbroucke et al.

2007). Die Rate von Autisten in einer israelischen Studie betrug bei der ART-
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Guppe 10,7 % im Vergleich zu 3,06 % bei der Normalbevodlkerung (Zachor and
Ben Itzchak 2011).

Die heterogene Datenlage zu den potentiellen Folgen der ART fur die
entsprechenden Kinder unterstreicht den Bedarf nach grofen Langzeit-Follow-
up Studien und Meta-Analysen. Da die Mehrzahl publizierter Studien sehr wohl
Folgeschaden fur die genetische, korperliche und geistige Entwicklung von
ART-Kindern beschreibt, ist ein erhohtes Risiko fur das Auftreten z.B. von
Malformationen, Genomfehlern oder Autismus durchaus wahrscheinlich.
Folglich erscheint es sinnvoll, bereits vor Anwendung der assistierten
Reproduktionsverfahren optimale Bedingungen fur die Spermienselektion zu
schaffen. Eine verbesserte Selektion, z.B. durch Verfahren wie den in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen videomikroskopischen Thermotaxis-Assays,
konnte unter Umstanden die Rate an Folgeschaden senken. Diese Hypothese
bleibt allerdings zu diesem Zeitpunkt Gegenstand mdglicher zukunftiger
Studien.

Die potenzielle klinische Bedeutung der Thermotaxis menschlicher Spermien ist
aber nicht auf die Verfahren der ART beschrankt. Im Gegenzug ist auch eine
Nutzung der Erkenntnisse fur Verfahren der Kontrazeption prinzipiell denkbar.
So koénnte z.B. eine gestorte Thermosensibilitat im Kontext der mannlichen
Infertilitat eine wichtige Rolle spielen. Epidemiologische Studien haben gezeigt,
dass weltweit ca. 10 % der Paare nach einem Jahr von dem Problem eines
unerfullten Kinderwunsches betroffen sind (Tresidder 1975, Boivin, Bunting et
al. 2007). Eine WHO-Studie kommt zu dem Ergebnis, dass in einem Zeitraum
von 1982-1985 in ca. 38 % der untersuchten Falle die Ursachen eines
unerfillten Kinderwunsches bei der Frau lagen, wahrend in ca. 15 % der Falle
die Ursachen unbekannt blieben und schlief3lich in 20 % der Falle die Ursache
der Infertilitdt beim Mann identifiziert werden konnte. Bei den restlichen 27 %
wurden Ursachen bei beiden Partnern gefunden (Hamada, Esteves et al. de
Kretser 1997). Neuere epidemiologische Studien berichten kontrovers Uber die
Pravalenz der Infertilitat (Gurunath, Pandian et al. 2011). Zahlreiche Ursachen
wie z.B. Azoospermie, Kryptorchismus oder rezidivierende Epididymitis wurden
im Zusammenhang mit mannlicher Infertilitdt identifiziert. Bisherige Arbeiten
zum Thema Fertilitdtskontrolle haben gezeigt, dass unterschiedliche

lonenkanadle wie z.B. der Cationic channel of sperm (engl. CatSper) auf



Diskussion
70

humanen Spermien Einfluss auf die Fertilitat haben (Ren, Navarro et al. 2001).
Der lonenkanal CatSper besteht aus vier Spermien-spezifischen
Transmembranproteinen und ist fir Kalzium permeabel (Ren, Navarro et al.
2001). Er ist auf dem Spermienflagellum lokalisiert (Lishko, Kirichok et al. 2012 ,
Lishko 2012) und fuhrt dort durch einen intrazellularen Kalziumanstieg zu einer
gesteigerten Schlagfrequenz (Qi, Moran et al. 2007). Diese Hyperaktivitat
erhoht die Spermienmoaotilitdt und ist ein attraktives Ziel fir nicht-hormonelle
mannliche Kontrazeption (Page, Amory et al. 2008). Bisherige Studien konnten
jedoch noch keinen Antagonisten dieses lonenkanals identifizieren. Analog zu
dem beschriebenen Kalziumkanal konnten auch TRPVs als Zielstruktur
nicht-hormoneller Kontrazeption dienen.

Kontrazeptive Methoden beim Mann werden in zwei Kategorien eingeteilt: Die
erste Gruppe umfasst jene, die Einfluss auf die Spermatogenese nehmen und
einen hormonellen Angriffspunkt verfolgen (Nieschlag , Wang and Swerdloff ,
Page, Amory et al. 2008). Die zweite Kategorie moduliert die Interaktion
zwischen Spermien und Eizelle und basiert auf hormon-unabhangigen
Mechanismen (Ren, Navarro et al. 2001, Page, Amory et al. 2008). Dabei
werden entweder die Spermienmotilitat oder Fertilisationsablaufe verandert.
Hormonelle Kontrazeption z.B. durch die Gabe von Testosteron ( World Health
Organization 1990, World Health Organization 1996, Turner, Conway et al.
2003) hat den Nachteil, dass sie mit verschiedenen Nebenwirkungen (llani,
Swerdloff et al. 2011) wie z.B. einer Gewichtszunahme (Katznelson, Finkelstein
et al. 1996, Wang, Cunningham et al. 2004, Hay, Brady et al. 2005), Akne
(Bebb, Anawalt et al. 1996, Wu, Farley et al. 1996, Hay, Brady et al. 2005,
Mahabadi, Amory et al. 2009), Nachtschwei} (Hay, Brady et al. 2005,
Mommers, Kersemaekers et al. 2008), Gynakomastie (Wu, Farley et al. 1996),
der Abnahme des Hodenvolumens (McLachlan, O'Donnell et al. 2002, Wang,
Cui et al. 2007), Hyperviskositat des Spermas (Fernandez-Balsells, Murad et al.
2010, Bhasin, Storer et al. 1996, Coviello, Kaplan et al. 2008),
Stimmungslabilitat (Meriggiola, Bremner et al. 1997, Gonzalo, Swerdloff et al.
2002, Turner, Conway et al. 2003, Gui, He et al. 2004, Hay, Brady et al. 2005)
und Veranderungen der Lipidzusammensetzung (World Health Organization
1996, Bebb, Anawalt et al. 1996, Gonzalo, Swerdloff et al. 2002, Gui, He et al.
2004, Hay, Brady et al. 2005) assoziiert sind (Page, Amory et al. 2008). Diese
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nachteiligen Effekte kompensieren im Normalfall nicht die Testosterontherapie-
assoziierten ,Vorteile“, wie z.B. den Anstieg von Muskelmasse (Bhasin, Storer
et al. 1996), die Reduktion des Fettanteils oder die Zunahme der
Knochendichte (Behre, Kliesch et al. 1997, Wang, Cunningham et al. 2004).
Darlber hinaus muss angemerkt werden, dass der Eingriff in den mannlichen
Hormonhaushalt fir gewdhnlich nicht mit dem Ziel der Kontrazeption erfolgt,
sondern dies als unter Umstanden unerwinschte Nebenwirkung auftritt.
Eindrucksvoll zeigen sich Testosteron-induzierte Effekte oder Komplikationen
vor allem bei nicht-arztlich kontrolliertem, illegalem Einsatz im Sport
(Schlagwort: ,Doping & Body-Building®).

Dementgegen verfolgen nicht-hormonelle Kontrazeptionsmethoden das Ziel,
Spermienproduktion und Spermienmotilitat zu beeinflussen (Page, Amory et al.
2008). lonenkanale, die bei der Interaktion zwischen Spermien und Eizelle
involviert sind, koénnten prospektiv als therapeutischer Angriffspunkt zur
nicht-hormonellen Kontrazeption genutzt werden (Eisenbach and Giojalas
2006).

Darlber hinaus spielen lonenkanadle auch eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Spermienreifungsprozesses im weiblichen Genitaltrakt und
triggern sowohl die Spermienmotilitdt als auch die Chemotaxis und
Akrosomenreaktion (Lishko, Botchkina et al. 2011, Lishko, Kirichok et al. 2012).
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob dysfunktionale TRPV-
Rezeptoren auf humanen Spermien zur Infertilitat beitragen. Bisherige Studien
haben gezeigt, dass der Fertilisationsphanotyp von z.B. CatSper” Mausen
identisch mit einem Phanotyp fur Infertilitat ist (Chung, Navarro et al. 2011) und
Manner mit einer Mutation oder Deletion in CatSper infertil sind (Hildebrand,
Avenarius et al. 2010, Zhang, Malekpour et al. 2007, Avenarius, Hildebrand et
al. 2009). Fiir TRPV-Knockout-Mause (TRPV™) ist unseres Wissens nach bis
dato kein entsprechender Fertilisationsphanotyp beschreiben worden. Dies
konnte aber auch daher rihren, dass bis dato keine genaueren Analysen in
diesem Kontext erfolgt sind (z.B. systematische Analysen der Wurf-Grélen,
0.a.). Entsprechende Untersuchungen konnten Inhalt zuklnftiger Studien mit
entsprechenden Mausmodellen sein.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals mittels

Videomikroskopie die Thermotaxis humaner Spermien in vitro dargestellt
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werden. Die funktionellen Analysen des Migrationsverhaltens humaner
Spermien entlang eines Temperaturgradienten in An- und Abwesenheit des
unselektiven TRPV-Inhibitors Rutheniumrot zeigten einen
konzentrationsabhangigen Trend zu einer schwacheren migratorischen Antwort,
auch wenn keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Darlber hinaus
konnten wir ein definiertes TRPV-Expressionsprofil humaner Spermien sowohl
auf Transkriptionsebene als auch auf Proteinebene generieren. Die Ergebnisse
dieser Arbeit lassen vermuten, dass TRPV eine Rolle fur die Navigation von
humanen Spermien zur Eizelle und folglich fur den gesamten Prozess der
Befruchtung spielen kdnnten. Im Bereich der Reproduktionsmedizin eréffnen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit neue Perspektiven fir den Einsatz der
Thermotaxis als moglichen Spermienselektionsmechanismus im Rahmen von

ART-Verfahren oder fir die Entwicklung nicht-hormoneller Kontrazeptiva.
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