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1 EINLEITUNG UND ZIELE 1

1. Einleitung und Ziele

Die im Keimepithel des Hodens ablaufende Spermatogenese ist ein streng koordinierter und
kontrollierter Differenzierungsprozess, dessen Ziel die Produktion von befruchtungsfihigen
Spermien ist. Es ist bekannt, dass bereits kleinste Storungen der verschiedenen
Regulationsmechanismen zu Spermatogenesedefekten und ménnlicher Infertilitdt fithren
konnen.

Wihrend die hormonellen Kontrollmechanismen der Spermatogenese bekannt sind, sind die
genetischen und epigenetischen Regulationsmechanismen der Spermatogenese noch
weitestgehend unklar. Studien der letzten fiinfzig Jahre berichten iiber eine steigende Inzidenz
ménnlicher Infertilitdt (CARLSEN et al., 1992; KELCE und WILSON, 1997; PAJARINEN et
al., 1997, PARAZZINI et al., 1998). Desweiteren existieren Angaben der World Health
Organization (WHO), dass derzeit eines von sechs Paaren ungewollt kinderlos ist. Die
Ursachen liegen in 30% der Ehen beim Mann. Ohne in Anspruchnahme von Assistierten
Reproduktiven Techniken (ART) kénnten die Hélfte dieser Minner keine genetisch eigenen
Kinder zeugen. Desweiteren ist bekannt, dass die Zahl an assistierter Reproduktion als
Behandlungsmethode fiir Kinderwunschpaare weiterhin zu nimmt. Aufgrund dieser Tatsachen
ist es dringend erforderlich, unser Wissen auf diesem Gebiet zu erweitern.

Es ist bereits bekannt, dass der Histon-Protamin-Austausch in haploiden Spermatiden zu einer
Kondensation des Kernchromatins fiihrt. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fiir eine
normale Differenzierung der runden Spermatiden zu reifen Spermatozoen. Der Histon-
Protamin-Austausch, sowie ein korrektes Verhiltnis von DNA-bindender Histone zu
Protaminen und zusitzlich das Verhéltnis von Protamin-1 zu Protamin-2 spielen eine zentrale
Rolle fiir die Befruchtungstihigkeit der Spermatozoen und somit fiir die ménnliche Fertilitét
(STEGER, 1999; STEGER et al.,, 2003). Bei Kinderwunschpaaren, die sich fiir eine
intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) entscheiden, werden alle natiirlichen
Auslesemechanismen des Korpers umgangen. Aufgrund dessen wire es von grof3er
Bedeutung, den behandelnden Arzten einen méglichen Prognosefaktor fiir den Erfolg einer
ICSI-Behandlung an die Hand zu geben. Solch ein Prognosefaktor konnte die Integritit des
Kernchromatins darstellen, die von dem Histon-Protamin-Austausch in haploiden
Spermatiden abhéngt.

Das Kernchromatin unterliegt wihrend der Spermiogenese, der Umwandlung und Reifung
von runden Spermatiden in reife elongierte Spermatozoen, einem mehrstufigen strukturellen

Umbau (STEGER, 2001). Zuerst wird ein Teil der DNA-bindenden Histone durch Hoden-
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spezifische Subtypen ersetzt, die anschlieBend zum Teil durch Transitionsproteine
ausgetauscht werden. Schlieflich werden beim Mensch ca. 85% der Histone und alle
Transitionsproteine durch Protamine ersetzt. Eine Histonacetylierung ist erforderlich damit
die Histone gegen Protamine ausgetauscht werden konnen. Dies erfolgt durch Histon-
Acetyltransferasen (HATs). Eine Acetylierung von Kern-Histonen fithrt durch
Ladungsverschiebung zu einer Lockerung der Histon-DNA-Interaktion (DAVIE, 1998). Nun
konnen die Protamine mit der DNA interagieren. Durch die enge Protamin-DNA Interaktion
kommt es zu einer Zunahme der Chromatinkondensation und schlie3lich zu einem Stopp der
Genexpression in elongierenden Spermatiden.

Der Histon-Protamin Austausch ist beim Mensch unvollstindig. Es verbleiben ca. 15%
Resthistone, die acetyliert sind, was normalerweise mit einer Transkription der mit diesen
Histonen assoziierten Gene verbunden ist. Da Spermatozoen transkriptional inaktive Zellen
sind, wird angenommen, dass die Histonmodifikationen epigenetische Signale darstellen und
die mit diesen Histonen assoziierten Gene eine Rolle bei der frithen Embryonalentwicklung
spielen. Heute ist bekannt, dass das Spermium nicht nur als Uberbringer des Genoms fungiert.
MC GRATH und SOLTER (1984) konnten in Untersuchungen zeigen, dass sich das
weibliche und ménnliche Genom in ihrer epigenetischen Information unterscheiden.
Desweiteren ist bekannt, dass die transkriptional inaktiven Spermatozoen mRNAs enthalten.
Heute wird postuliert, dass zumindest ein Teil dieser paternalen mRNAs in die Oozyte
ibertragen wird (OSTERMEIER et al, 2004) und bei der Befruchtung und frithen
Embryonalentwicklung eine tragende Rolle spielt. Fiir die in der Oozyte vorhandenen
mRNAs ist bereits bewiesen, dass diese fiir die Zygote und den frithen Embryo von
entscheidender Bedeutung sind (DE LOOS et al., 1992; SCHULTZ und HEYNER, 1992;
FULKA et al., 1998; SCHULTZ, 2002; DE JONG, 2006).

Da menschliche Embryonen aus ethischen Griinden nicht fiir weiterfithrende
wissenschaftliche Untersuchungen zur Verfiigung stehen, sind Untersuchungen zur
Genexpression wihrend der frithen Embryonalentwicklung am Weilbiischelaffen (Callithrix
jacchus) und am Rind (Bos taurus) in einem zweiten Teil dieser Studie durchgefiihrt worden.
Diese fanden in Kooperation mit dem Deutschen Primatenzentrum Géttingen und dem Institut
fur Molekulare Tierzucht und Biotechnologie OberschleiBheim statt. Der Wei3biischelaffe
erscheint uns als ein besonders geeignetes Tiermodell, da er sich als Tiermodell bereits in
anderen Studien (MILLAR et al., 2000; NEUBERT et al., 1990) bewihrt hat und zusitzlich
sowohl Protamin-1, als auch Protamin-2 exprimiert. Viele der gingigen Tiermodelle

exprimieren wie das Rind nur Protamin-1.
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Im Rahmen dieser Studie soll zuerst gekldrt werden, ob sich der Weilibiischelaffe als

geeignetes Tiermodell fiir die Spermatogenese des Menschen eignet. An Callithrix jacchus

und Mensch soll der Histon-Protamin-Austausch untersucht und verglichen werden.

Es wurden folgende Ziele definiert:

Bestimmung des Expressionsmusters der Protamine beim Weibiischelaffen und
Menschen wihrend der normalen Spermatogenese mittels in-situ Hybridisierung

Bestimmung des Expressionsmusters von spezifisch acetyliertem Histon H4 wahrend
der normalen Spermatogenese (Weillblischelaffe und Mensch) mittels

Immunhistochemie

Im Rahmen dieser Studie soll in einem zweiten Schritt die Genexpression wahrend der frithen

Embryonalentwicklung untersucht werden mit Callithrix jacchus und Bos taurus als

Tiermodell.

Diese Untersuchungen sollen Informationen liefern in Bezug auf:

Expressionsmuster verschiedener Transkripte wihrend der frithen
Embryonalentwicklung (RT-PCR)
Nachweis von mit Histon H4 assoziierter Gene wihrend der frithen
Embryonalentwicklung (RT-PCR)

Nachweis spermienspezifischer Transkripte
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2. Literaturiibersicht

2.1. Der Weilbiischelaffe (Callithrix jacchus)

Der Weilbiischelaffe (Callithrix jacchus) ist ein Neuweltaffe (Platyrrhini) und gehort zu der
Familie der Krallenaffen (Callithrichidae; Abb. 1). Diese bewohnen das norddstliche
Brasilien. Thr Lebensraum sind Wilder, wobei sie in verschiedenen Waldtypen vorkommen
konnen. Die Tiere sind mit 12 Monaten ausgewachsen und wiegen dann 250-500g und haben

eine Lebenserwartung von 10-15 Jahren (CLARK, 1994; ABBOTT und HEARN, 1978). Das

weibliche Tier erreicht mit 18 Monaten ihre Geschlechtsreife und die erste Trachtigkeit tritt

a0 A

]

- mit 17-20 Monaten
1: Callithrix jacchus; ein (ABBOTT und
. HEARN, 1978). Beim

ménnlichen Tier
wurde erstes
Paarungsverhalten,

jedoch  ohne  die
Fahigkeit zu
ejakulieren,  bereits
mit 8 Monaten
beobachtet. Erste
Paarungsversuche mit

erfolgreicher

jify Y LRV : Ejakulation ~ wurden
erst mit 15 Monaten festgestellt (ABBOTT und HEARN, 1978). Weilbiischelaffen paaren
sich in Gefangenschaft wihrend des ganzen Jahres und zeigen keine Saisonalitdt (BRAND,
1980; KHOLKUTE, 1984; KHOLKUTE et al., 1987). In Freiheit leben Weillbiischelaffen in
Gruppen von 8-12 Tieren. Diese Gruppen sind oft um ein fortpflanzungsféhiges Paar
organisiert, das die Gruppe dominiert. Der Eisprung der untergeordneten Weibchen ist
unterdriickt, so dass diese nicht fortpflanzungsfihig sind. Werden diese jedoch aus der
Gruppe entfernt, setzt die Ovulation schnell wieder ein (ABBOTT et al., 1988). Rangniedere
Minnchen und Weibchen helfen bei der Aufzucht der Nachkommen. Das dominante
Weibchen hat einen Zyklus von 28 Tagen. Mehrere Follikel springen, was in 30-70% der
Trachtigkeiten zu Zwillingen und in 20-25% zu Drillingen fithrt (ABBOTT und HEARN,
1978; CLARK, 1994). Die Implantation der Eizelle beim Weilbiischelaffen beginnt 11-12
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Tage nach der Ovulation (MOORE et al., 1985; HEARN et al., 1988). Die Trichtigkeit
betrdgt im Mittel 143 Tage (140-150 Tage) und das Weibchen sdugt ihre Nachkommen fiir ca.
100-120 Tage. Wiahrend Mensch und Altweltaffen nach der Geburt eine Zeit der
Amenorrhoea haben, beginnt beim Weibiischelaffen direkt nach der Geburt die zyklische
ovarielle Aktivitit. Wahrend der ersten 10-15 Tage nach der Geburt und noch vor der
Entwohnung der Nachkommen, kann das dominante Weibchen erneut ovulieren, sich paaren
und tragend werden. Das durchschnittliche Intervall zwischen 2 Wiirfen betriagt 162 Tage, so
kann ein Weibchen im Jahr 2 Wiirfe hervorbringen.

Der Weilibiischelaffe wurde wegen seiner Vorteile gegeniiber anderen Versuchstieren in den
vergangenen Jahren immer mehr als Modelsystem genutzt. MILLAR et al. (2000) fanden
heraus, dass die Organisation des Keimepithels im Hoden des Weibiischelaffen vergleichbar
mit der des Menschen ist und postulierte, dass der WeiBbiischelaffe ein geeignetes Model fiir
Studien der Spermatogenese des Menschen ist. Die Tatsache, dass in den Spermatozoen des
Weillbiischelaffen beide Protamine (Protamin-1 und -2) vorhanden sind (SAUNDERS et al.,
1996; CORZETT et al., 2002), dass sich die Organisation des Keimepithels dhnelt und dass
der Weilibiischelaffe, wie der Mensch, Spermatogenesedefekte (Schwanz- und Kopfdefekte)
aufweist (CUI et al., 1991), macht ihn fiir unsere Studie der Spermatogenese des Menschen
als Modelsystem interessant. Desweiteren setzten wir den Weilibiischelaffen, als Vertreter der
Primaten, wegen seiner genetischen Ahnlichkeit zum Menschen als Tiermodel fiir
Untersuchungen der Genexpression wihrend der frithen Embryonalentwicklung ein.
Aufgrund der stark limitierten Verfiigbarkeit an Untersuchungsmaterial vom Callithrix
jacchus wurden zusitzlich Rindereizellen und Rinderembryonen zur Etablierung unserer

Versuche herangezogen.
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Produktion, Reifung und Funktion des méiinnlichen Gameten

2.2. Aufbau des Hodens und Ablauf der Spermatogenese

Die Hoden (Testes) sind paarig angelegte Organe, die beim Mann bzw. bei minnlichen
Sdugetieren im Hodensack (Skrotum) im sogenannten Scheidenhautfortsatz (Processus
vaginalis) eingebettet sind. Der Processus vaginalis, der beim Menschen im Unterschied zu
anderen Séugetieren wie beispielsweise Bos taurus und Callithrix jacchus bei Vollendung des
Hodenabstieges obliteriert, setzt sich aus der inneren Rumpffaszie (Fascia transversalis,
Fascia spermatica interna) und dem Bauchfell (Peritoneum) zusammen und wird wéhrend der
Embryonalentwicklung im Zuge des Hodenabstieges (Descensus testis) ausgebildet. Er stellt
eine Art Aussackung der inneren Rumpffaszie und des Bauchfells durch den Leistenkanal dar.
Der Scheidenhautfortsatz gehért zu den Hodenhiillen im Inneren des Hodensacks. Der
Bauchfellanteil dieser Ausstiilpung wird als Scheidenhaut (Tunica vaginalis) bezeichnet und
kleidet das Innere des Skrotums als sogenanntes Wandblatt (Lamina parietalis, Periorchium)
aus. Dieses teilt sich dann zu einer Doppellamelle und iiberzieht als Eingeweideblatt (Lamina
visceralis, Epiorchium) den Hoden. Der Spalt zwischen Lamina parietalis und Lamina
visceralis wird als Cavum vaginale bezeichnet und gewihrleistet die Verschieblichkeit des
Hodens im Hodensack. Die beiden Blitter werden durch das Hodengekrdse (Mesorchium)
verbunden, welches die Hoden auch im Hodensack fixiert (AUMULLER, 1998; BUDRAS
und WUNSCHE, 2002; GILLE, 2005). Das Epiorchium ist fest mit der darunterliegenden
Tunica albuginea, einer kréftigen Bindegewebskapsel, verwachsen. Von der Tunica albuginea
strahlen bindegewebige Septen (Septula testis) ins Innere des Organs, die dadurch den Hoden
in zahlreiche (ca. 350) Lappchen (Lobuli testis) unterteilt. Jedes Lappchen besteht aus ca. 1-4
aufgekndulten Samenkanélchen (Tubuli seminiferi contorti), in denen sich das Keimepithel
und das interstitielle Gewebe (Interstitium) befindet. Im Keimepithel der Samenkanélchen
werden die médnnlichen Fortpflanzungszellen, die Spermien, gebildet. Der gesamte Prozess
der Keimzellentwicklung wird als Spermatogenese bezeichnet. In diesem Prozess entwickeln
sich aus diploiden ménnlichen Stammzellen (Spermatogonien) haploide Spermien. Die
Samenkanilchen miinden iiber kurze Tubuli recti in das Rete testis, das iiber mehrere
Ausfithrungsginge (Ductuli efferentes testis) mit dem Nebenhodengang verbunden ist. Der

Hoden nimmt exo- und endokrine Aufgaben wahr.
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2.2.1. Das Interstitium

Das Gewebe zwischen den gewundenen Samenkanilchen wird als Interstitium bezeichnet. Im
Interstitium findet man lockeres Bindegewebe, das Nerven, Blut, Lymphgefifie, sowie

Makrophagen enthilt. Desweiteren finden sich hier die Leydig Zellen.
2.2.1.1. Leydig Zellen

Die im Interstitium liegenden Leydig Zellen (Zwischenzellen, interstitielle Zellen) stellen den
Hauptbestandteil des endokrinen Systems des Hodens dar. Sie produzieren Testosteron, das
Hauptprodukt der Androgenbiosynthese. Beim Menschen geschieht dies hauptséchlich tiber
den sog. A’-Weg. Aus Cholesterin entsteht Pregnenolon, aus welchem iiber die
Zwischenprodukte 17-a-Hydroxypregnenolon, Dehydroepiandrosteron, Androstendiol das
Testosteron synthetisiert wird (PAYNE und JAFFE; 1975). Das von den Leydig Zellen durch
Diffusion abgegebene Testosteron wird an ein von den Sertolizellen produziertes
Tragerprotein, Androgen-Binding-Protein (ABP), gebunden. Dieses schiitzt das Testosteron
vor der Verstoffwechselung und gelangt so von den Leydig Zwischenzellen des Hodens iiber
Blut- und Lymphgefifle schlieflich in die Samenkanilchen und den Nebenhoden. Das
Testosteron ist fiir den kontinuierlichen Ablauf der Spermatogenese essentiell. Auch die
Reifung der Spermien im Nebenhoden steht unter dem Einfluss von Dihydrotestosteron.

Im Unterschied zum Menschen findet die Testosteronsynthese beim Weibiischelaffen iiber
den A*-Weg statt (PRESLOCK und STEINBERGER, 1977). Auf dem A*-Weg entsteht das
Testosteron ebenso aus Cholesterin, jedoch iiber die Syntheseprodukte, Pregnenolon,
Progesteron, 17-0-Hydroxyprogesteron und Androstendion. Desweiteren scheint der Plasma
Testosteron Spiegel beim Weil3biischelaffen wesentlich hoher zu sein als beim Menschen und
es wird vermutet, dass dies fiir den Beginn und einen kontinuierlichen Ablauf der

Spermatogenese erforderlich ist (WISTUBA et al., 2004).
2.2.2. Das Keimepithel

Die Samenkanilchen sind von einer Bindegewebsschicht (Lamina propria) umgeben, die
insbesondere von ldnglichen Myofibroblasten aufgebaut wird. Das Keimepithel setzt sich aus
zwei Zellpopulationen, den somatischen Sertoli- bzw. Stiitzzellen und den Keimzellen,

zusammen.
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2.2.2.1. Sertoli Zellen

Die Sertoli Zellen sind hohe prismatische Zellen, die der Basalmembran der Samenkanélchen
aufsitzen. Sie fungieren als Stiitzzellen fiir das Keimepithel. Die Sertoli Zellen durchziehen
das gesamte Keimepithel von der Basalmembran bis zum Lumen des Keimepithels. Sie
besitzen einen sehr charakteristischen grofen, linglichen und euchromatischen Zellkern, der
eine oder zwei Einkerbungen besitzt und 1-3 Nukleoli aufweist. Die nebeneinander liegenden
Sertoli Zellen sind in ihrem basalen Drittel iiber tight junctions (Zonulae occludens)
miteinander verbunden. Hierdurch unterteilen sie das Keimepithel in ein basales (unterhalb
der Zonula occludens) und ein adluminales (oberhalb der Zonula occludens) Kompartiment.
Diese Schranke (Blut-Hoden-Schranke) stellt eine Diffusionsbarriere zwischen dem basalen
und dem adluminalen Kompartiment dar. Das basale Kompartiment mit den hier liegenden
Spermatogonien und prileptotinen Spermatozyten kommuniziert mit dem subepithelialem
Bindegewebe und kommt mit Néhrstoffen aus der Blutbahn in Kontakt. Durch die Blut-
Hoden-Schranke wird der Stofftransport in das adluminale Kompartiment unterbunden und es
herrscht ein abgeschlossenes Milieu, in dem die Keimzellen ausreifen. Die Sertoli Zellen
ibernehmen desweiteren die Erndhrungsfunktion der Keimzellen. Sie besitzen auBerdem
Rezeptoren fiir FSH (Follikel-stimulierendes Hormon) und Testosteron und sezernieren die
Peptidhormone Inhibin, Follistatin und Aktivin. FSH ist fiir die Ausreifung der Keimzellen
von Bedeutung. Inhibin und Follistatin hemmen {iber negative Riickkopplung die FSH-
Freisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen wihrend Aktivin die FSH—Sekretion tiber eine
positive Riickkopplung férdert (BEHRE und NIESCHLAG, 1998). Durch die zahlreichen
Lysosomen sind die Sertoli Zellen zur Phagozytose befihigt und nehmen im Verlauf der

Spermiogenese Zytoplasmaanteile der reifenden Spermatiden und abgestorbene Zellen auf.
2.2.2.2. Keimzellen

Der gesamte Prozess der Keimzellentwicklung wird als Spermatogenese bezeichnet. Sie
beginnt mit den Stammspermatogonien (46xy, 2n, 2c DNA), die der Basalmembran der
Hodenkanélchen breit anliegen. Die sich mitotisch teilenden Spermatogonien, lassen sich
beim Mensch in zwei Typen unterteilen: A- und B-Spermatogonien. Die A-Spermatogonien
liegen in zwei verschiedenen Zellformen vor, ndmlich als Ap (p=pale) und Ad (d=dark).
Spermatogonien des Typs Ap besitzen einen blassen Zellkern, wihrend der Kern der
Spermatogonien des Typs Ad im Lichtmikroskop durch sein dichtes Karyoplasma eher dunkel
erscheint und eine zentrale Aufhellung zeigt. Die Stammspermatogonien (Ad) teilen sich

mitotisch, wobei eine Tochterzelle als A-Spermatogonie bleibt, wahrend sich die andere iiber
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mehrere mitotische Teilungen zu einer B-Spermatogonie entwickelt. Die B-Spermatogonien
16sen sich von der Basalmembran und teilen sich weiter. Sie treten in die Meiose ein. In der
Prophase der Meiose findet eine Verdopplung des DNA Gehaltes statt. So gehen aus jeder B-
Spermatogonie (46xy, 2n, 2c DNA) durch meiotische Teilung tetraploide Spermatozyten I
hervor (46xy, 2n, 4c DNA). Wihrend der Meiose findet die Chromosomenpaarung und die
Chromosomenreckombination  statt. ~ Nach  Vollendung dieser 1. Reifeteilung
(Reduktionsteilung) entstehen aus einer primdren Spermatozyte zwei sekundire
Spermatozyten mit haploidem Chromosomensatz (22 Autosomen mit entweder X- oder Y-
Chromosom) und zweifachem DNA Gehalt (23 x/y, 1n, 2c DNA). Diese Spermatozyten 11
teilen sich kurze Zeit spiter erneut (2. Reifeteilung), wobei aus ihnen je zwei runde
Spermatiden mit einfachem Chromosomensatz (23 x/y, In, lc DNA) entstehen. Zwischen der
1. und 2. Reifeteilung findet im Gegensatz zur 1. Reifeteilung keine Verdopplung sondern
eine Reduktion des DNA Gehaltes auf 1c statt (Abb. 2).

Alle Keimzellen, die im Laufe dieses Entwicklungsprozesses aus einer B-Spermatogonie
hervorgegangen sind, sind {iber Zytoplasmabriicken miteinander verbunden. Diese
Interzellularbriicken erméglichen einen Stoffaustausch zwischen den Keimzellen, der fiir die
Entwicklung eine wichtige Rolle spielt.

Der letzte Abschnitt der Spermatogenese wird als Spermiogenese bezeichnet und dient der
Umwandlung und Reifung von runden Spermatiden in Spermatozoen. Es findet keine Teilung
mehr statt. Die Zellen gestalten sich um und die Zytoplasmabriicken 16sen sich wihrend
dieses Prozesses auf. Wesentliche Merkmale der Spermiogenese sind die Kondensation des
Kernchromatins und dadurch eine Verkleinerung des Kernvolumens. Der Zellkern wandert in
die Peripherie. Der Golgi-Apparat bildet das Akrosom, welches hydrolytische Enzyme
enthdlt, die bei der Penetration der Eizelle benétigt werden. Aus dem distalen Zentriol
entwickelt sich zeitgleich das Flagellum. GroBere Zytoplasmareste werden phagozytiert. Die
ausgereiften Spermatozoen lsen sich vom Keimepithel und wandern ins Lumen der
Samenkanilchen ein. Sie gelangen schlieBlich tiber die Ductuli efferentes in den Nebenhoden

(Epididymis), wo sie gespeichert werden und funktionell weiter ausreifen (WELSCH, 2003).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Spermatogenese, die in 3 Abschnitte unterteilt werden
kann (BERGMANN, 1998). 1. Vermehrungsphase: Die Spermatogonien teilen sich
mehrfach mitotisch und am Ende ihrer Differenzierungsphase entstehen B-Spermatogonien,
die in die Meiose I eintreten. 2. Reifungsperiode, Phase der Meiose: Nach Durchlaufen der
ersten und zweiten Reifeteilung entstehen aus den B-Spermatogonien primédren
Spermatozyten und schlieflich haploide runde Spermatiden. 3. Spermiogenese: Die
Spermatiden durchlaufen weitere Differenzierungsschritte und werden als Spermatozoen in
das Tubuluslumen entlassen (Spermiation).

2.2.3. Stadien der Spermatogenese

Im histologischen Querschnitt menschlicher Keimtubuli kann man 6 verschiedene Stadien
(Stadium I-VI) der Spermatogenese unterscheiden. Die genaue Klassifizierung der
verschiedenen Stadien erfolgt anhand von charakteristischen Assoziationen von Keimzellen,
die immer zusammen vorliegen. Die Stadien werden mit rémischen Ziffern bezeichnet. Diese
Einteilung erfolgt anhand der Zell- und Kernmorphologie der verschiedenen Keimzellen im
H.E. (Hamatoxilin Eosin Farbung) Schnitt. Zusdtzlich macht man sich die Periodic-Acid-

Schiff (PAS)-Methode zur genaueren Beurteilung der Kernmorphologie der Spermatiden zu
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nutze, da diese die Kerne der verschiedenen Entwicklungsstufen der Spermatiden
unterschiedlich anfirbt. Die Entwicklungsstufen der Spermatiden werden mit arabischen
Ziffern beschrieben und kennzeichnen die Stufen der Spermiogenese.

Die Anzahl der Stadien und die Héufigkeit von ihrem Auftreten im Tubulus ist
tierartspezifisch. Beim Mensch werden 6 Stadien unterschieden (CLERMONT, 1963). Beim
WeiBbtischelaffen (Callithrix jacchus) werden hingegen mehrere Systeme mit einer
variierenden Anzahl von Stadien zur Klassifizierung der charakteristischen Assoziationen von
Keimzellen angewandt. CLERMONT (1972) benutzte beim WeiBbiischelaffen ein 12-Stadien
System, wihrend HOLT und MOORE (1984) und MILLAR et al. (2000) ein 9-Stadien
System favorisierten. Beide Systeme definieren die verschiedenen Stadien anhand der
Morphologie der 12 verschiedenen Stufen der Spermiogenese beim Marmoset. HOLT und
MOORE (1984) machen sich zur Identifizierung der unterschiedlichen Stadien nicht nur die
morphologische Struktur des Akrosoms der Spermatiden zu Nutze, sondern ziehen zusétzlich
die unterschiedlichen Zelltyp-Assoziationen und deren Lage im Keimepithel zueinander in
Betracht. Zusitzlich zu dem 9- und 12-Stadien System, wurde das 6-Stadien System, das fiir
den Menschen entwickelt wurde, von WEINBAUER et al. (2001) und WISTUBA et al.
(2003) zur Klassifizierung der Spermatogenese Stadien beim Marmoset und anderen Primaten

erfolgreich angewandt.
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2.2.3.1. Zellbild der 6 Spermatogenesestadien des Menschen

CLERMONT (1963) definierte anhand von Hamatoxylin-Eosin gefarbten Querschnitten des
menschlichen Keimepithels des Hodens, die 6 verschiedenen Stadien der Spermatogenese

aufgrund der Keimzellassoziationen (Abb.3).

| Il 1] v Vv \

i .

A
Abb.3: Stadien der Spermatogenese beim Mensch (nach CLERMONT, 1963). A:
Spermatogonien Typ A, B: Spermatogonien Typ B, PL: prileptotine Spermatozyten, L:

leptotine Spermatozyten, Z: zygotdne Spermatozyten, P: pachytdne Spermatozyten, SS:
Sekundére Spermatozyten. 1-8: Stufen der Spermiogenese, RB: Residual Body.

A

Stadium I: Dieses Stadium ist gekennzeichnet durch die zwei Generationen von Spermatiden
im adluminalen Kompartiment des Tubulus. Die elongierten Spermatiden (Step 7) liegen noch
im Keimepithel verankert. Darunter bzw. auf gleicher Ebene kommen die runden Spermatiden
(Step 1) zu liegen. Die pachytinen Spermatozyten (primire Spermatozyten, P) mit ihren
groBen runden Kernen befinden sich in der Mitte und auf der Basalmembran liegen die

Spermatogonien Typ A (Ap und Ad) und Typ B.

Stadium II: Im Stadium II der Spermatogenese werden die reifen, adluminal gelegenen
Spermatozoen (Step 8) in das Lumen der Keimtubuli entlassen und die zuvor abgeschniirten
Zytoplasmareste der Spermatozoen liegen als Residualkdrper im adluminalen Kompartiment.

Diese sind im HE Schnitt als stark gefarbte Flecken zu erkennen. Die runden Spermatiden
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(Step 2) sind im Keimepithel als oberste Schicht zu erkennen. Darunter liegen die pachytéinen

Spermatozyten. A- (Ap und Ad) und B- Spermatogonien grenzen der Basalmembran an (Abb.
5).

Stadium III: Hier ist nur eine Generation von Spermatiden (Step 3) im Keimtubulus
vorhanden. Thr Chromatin ist charakteristischer Weise sehr dunkel und homogen. Es liegen
zwei Generationen von Spermatozyten aus unterschiedlichen Phasen der Meiose vor,
pachytdne und préleptotdne Spermatozyten. Letztere enthalten chromophiles Chromatin, das
ein eher klumpiges Aussehen aufweist. In diesem Stadium sind nur Typ A Spermatogonien

(Ap und Ad) auf der Basalmembran vorhanden.

Stadium IV: In diesem Stadium bekommen die Spermatiden ein eher langliches bzw. eckiges
und nicht mehr komplett rundes Aussehen. Sie beginnen mit der Elongationsphase, wobei
sich der Zellkern an die Zellmembran anndhert. Die dlteren pachytinen Spermatozyten liegen
vor und zusdtzlich eine jiingere Generation an leptotdnen Spermatozyten, die in diesem

Stadium gerade in die Prophase der Meiose eintritt (Abb. 5).

Stadium V: Die elongierenden Spermatiden sind in diesem Stadium in Richtung
Basalmembran gedreht. Sie sind ldnglich und besitzen einen spitzen und sehr dunkel
gefiarbten Nukleus. Die pachytinen Spermatozyten haben in diesem Stadium der spiten
Pachytanphase der meiotischen Prophase ihre maximale Grofe erreicht und enthalten in ihrem
Zellkern groBe sichtbare Chromosomen. Die hier vorhandenen leptotéinen Spermatozyten
liegen etwas darunter und besitzen einen kleineren, dunkleren und durch lange chromosomale
Faden charakterisierten Zellkern. Die pachytdnen Spermatozyten dieses Stadiums durchlaufen
anschliefend die Diakinese und die 1. Reifeteilung. A- Spermatogonien (Ap und Ad) liegen

Vor.

Stadium VI: Diese Keimzellassoziation ist sehr selten in histologischen Schnitten
anzutreffen, da die aus einer primédren Spermatozyte hervorgegangenen Spermatozyten II nur
eine kurze Lebensdauer haben und sich erneut teilen (2. Reifeteilung). Die sekundiren
Spermatozyten sind etwas grofler als die Spermatiden und weisen einen hellen,
heterochromatischen Zellkern auf. Die darunter liegenden priméren Spermatozyten besitzen
lange und dicke Chromosomen und lassen sich gut von den sekundéren Spermatozyten
unterscheiden. Zwischen den sich teilenden Spermatozyten befinden sich die elongierten

Spermatiden (Step 6). Auch hier liegen A- Spermatogonien der Basalmembran an.
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2.2.3.2. Zellbild der 6 Spermatogenesestadien bei Callithrix jacchus

CLERMONT (1972) unterteilte die Spermatogenese des Weilbiischelaffen (Callithrix
Jjacchus) in 12 verschiedene Stadien, wiahrend HOLT und MOORE (1984) und MILLAR et al.
(2000) die Spermatogenese in 9 Stadien einteilten. Beim 12- und 9- Stadien System werden
die Stadien anhand der 12-Step Entwicklung der Spermatiden definiert. WEINBAUER et al.
(2001) beschrieb die typischen Keimzellassoziationen beim Weillbiischelaffen mit dem 6
Stadien System, welches auch zur Einteilung der Spermatogenese Stadien des Menschen
fungiert. In unserer Studie haben wir uns auf Grund der Praktikabilitit fiir das 6 Stadien
System nach WEINBAUER et al. (2001) entschieden und haben die verschiedenen
aufeinanderfolgenden Spermatogenesestadien anhand der auftretenden Zelltypen und
Zellassoziationen im Keimepithel klassifiziert (Abb. 4).

Beim Callithrix jacchus betrigt die Dauer der Spermatogenese ca. 37 Tage und aufgrund
morphologischer Merkmale lassen sich die Spermatiden wihrend der Spermiogenese in 14

Stufen unterscheiden (BEHR und WEINBAUER, 1999).
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Abb. 4: Stadien der Spermatogenese
beim Callithrix jacchus (aus BEHR
und  WEINBAUER, 1999). A:
Spermatogonien Typ A, B:
Spermatogonien Typ B, Pl
préleptotane Spermatozyten, L:
leptotine Spermatozyten, Z: zygotine
Spermatozyten, P: pachytidne
Spermatozyten, SS: Sekundire
Spermatozyten. 1-14:  Stufen der
Spermiogenese
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Stadium I: In diesen Stadien treten runde Spermatiden (Step 1 — 3) auf. Desweiteren liegen
elongierte, vollstandig kondensierte und dunkel geférbte Spermatiden (Step 13) vor, die in
Biindeln zwischen den anderen Keimzellen im oberen Drittel des Keimepithels zu liegen
kommen. Pachytine Spermatozyten, B-Spermatogonien und A- Spermatogonien (A1 und A2)
sind vorhanden. Die Kernmorphologie von Typ Al und A2 Spermatogonien ist variabel und

steht nicht in Zusammenhang mit den einzelnen Spermatogenese Stadien. Die weniger
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zahlreichen Typ Al-Spermatogonien weisen im Gegensatz zu den A2-Spermatogonien einen
ovoiden Kern auf. Typ A2-Spermatogonien sind deutlich gréBer als Al-Spermatogonien und
sind durch ihr sehr fein gekorntes und hell anfarbbares Kernchromatin mit ein bis zwei gut
entwickelten Nukleoli zu erkennen. Die typisch runden Typ B-Spermatogonien, die ebenfalls
in GréBe und Kernmorphologie variieren konnen, sind trotzdem durch ihr grobkérniges und

dunkles Kernchromatin leicht von den A-Spermatogonien zu unterscheiden (Abb. 5).

Stadium II: Hier findet man ebenfalls noch zwei Generationen von Spermatiden. Runde
Spermatiden (Step 4 - 6) und elongierte Spermatiden (Step 14), die zu Beginn noch tief im
Keimepithel liegen, spéter aber beginnen, sich aus ihrem Biindel zu 16sen. Zum Ende dieses
Stadiums liegen die elongierten Spermatiden einzeln vor und werden ins Tubuluslumen
entlassen. Residualkorper sind sichtbar. Pachytine Spermatozyten, B-Spermatogonien und A-

Spermatogonien (Al und A2) liegen vor.

Stadium III: Das Auftreten von prileptotinen Spermatozyten nahe der Basalmembran, mit
ihren deutlich runden Zellkernen kennzeichnet dieses Stadium. Charakteristischerweise findet
man in diesem Stadium im adluminalen Keimepithel Residualkérper in Abwesenheit von
elongierten Spermatiden. Runde Step 3 Spermatiden konnen deutlich von den darunter
liegenden pachytinen Spermatozyten unterschieden werden. Es liegen keine B

Spermatogonien vor (Abb. 5).

Stadium IV: Groe, helle leptotdne Spermatozyten liegen unter den pachytinen
Spermatozyten im Keimepithel. Die runden Spermatiden (Step 8 - 9) beginnen mit der

Elongation. Auf der Basallamina liegen nur Al und A2 Spermatogonien.

Stadium V: Die elongierenden Spermatiden (Step 10 - 11), die anfangs einzeln im
Keimepithel vorliegen, beginnen sich in Gruppen zusammen zu finden. Der noch nicht
vollstindig kondensierte Nukleus ist noch transparent. Groe pachytdne Spermatozyten mit
zum Teil kondensiertem Chromatin sind zu erkennen. Grof3e, helle zygotine Spermatozyten

und B-Spermatogonien liegen vor (Abb. 5).

Stadium VI: Diese Keimzellassoziation ist wie beim Menschen sehr selten in histologischen
Schnitten anzutreffen. Locker geblindelte Step 12 Spermatiden liegen im adluminalen
Keimepithel. Pachytine Spermatozyten mit groBem Nukleus und sekundire Spermatozyten,

die sich schnell weiter teilen, kommen vor. Al-, A2- und B-Spermatogonien sind vorhanden.
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2.2.3.3. Spermatogenese bei Bos taurus

Die Spermatogenese des Bos taurus wurde mit Hilfe der Periodic-Acid Schiff (PAS)-Methode
bereits 1967 in 12 Stadien (I-XII) unterteilt (HOCHERAU, 1967). Spéter nutzten auch
BERNDSTON und DESJARDINS (1974) dieses System und unterschieden ebenfalls 13
Zelltypen bei der Spermatogenese des Bullen: Ay, A, Az, As, intermedidre, Bl und B2
Spermatogonien, préleptoténe, leptotine, zygotdne und pachytdne primére Spermatozyten,
sekunddre Spermatozyten und schlieSlich die Spermatiden. Die Spermatiden werden wie bei
Callithrix jacchus in Step 1-14 Spermatiden unterteilt. Bei einem Querschnitt durch den
Hoden enthalten Tubuli der Stadien I-VI im histologischen Schnitt immer 5 Generationen an
Keimzellen, wihrend Tubuli der Stadien VII-XII nur 4 Generationen enthalten. Bei Bos
taurus betrdgt die Dauer der Spermatogenese ca. 13,5 Tage (HOCHERAU-DE REVIERS et
al., 1987).

2.3. Spermatogenesestérungen

Storungen der Spermatogenese konnen die verschiedensten Ursachen haben. Egal ob die
Ursache auf der Ebene des Hypothalamus, der Hypophyse, dem Hoden, der ableitenden
Samenwege oder der akzessorischen Geschlechtsdriisen liegt, oder aufgrund von
Infektionskrankheiten bedingt ist, fithren Spermatogenesestdrungen immer zu einer qualitativ
und /oder quantitativen verminderten Spermienproduktion bzw. zu einer Azoospermie. Die
Diagnose erfolgt anhand eines Spermiogramms.

Die héiufigste Diagnose lautet Oligoasthenoteratozoospermie (OAT-Syndrom), die laut WHO
(1999) durch eine Samenzelldichte von < 20 Mio./ml (Oligozoospermie), einen Anteil an
beweglichen Samenzellen von < 50% (Asthenozoospermie) und einen Anteil normal
geformter Samenzellen von < 30% (Tetrazoospermie) charakterisiert ist. Bei Patienten mit
Kinderwunsch, bei denen eine Azoospermie diagnostiziert wurde, wird zusitzlich eine
Hodenbiopsie fiir eine histologische Beurteilung durchgefiihrt. Die hdufigste histologische
Diagnose bei Patienten mit OAT-Syndrom lautet ,.bunte Atrophie” (SIGG, 1979). Die
Histologie des Hodenschnitts zeigt verschiedene Spermatogenesestorungen in benachbarten
Tubuli des Hodens, d.h. es sind Tubuli mit normaler Spermatogenese, als auch Tubuli mit
Spermatogenesearresten auf der Stufe von runden Spermatiden, Spermatozyten oder
Spermatogonien zu erkennen. Zur Beurteilung der Spermatogeneseeffektivitit werden
verschiedene “score count* Verfahren angewandt. In unserer Klinik werden die Hodenbiopsie

anhand des heute gingigsten Verfahrens, bei dem der prozentuelle Anteil der Tubuli
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seminiferi mit elongierten Spermatiden ermittelt wird, benutzt (BERGMANN und KLIESCH,
1998).

Eine weitere Spermatogenesestérung ist der monomorphe Spermatogenesearrest. Hier erfolgt
die Ausreifung der Keimzellen nur bis zu einer gewissen Stufe und es entstehen keine reifen
Spermatozoen. Der Arrest kann auf der Stufe der Spermatogonien, der primédren
Spermatozyten oder der runden Spermatiden auftreten (HOLSTEIN et al., 1988).

Das Sertoli-Cell-Only (SCO) -Syndrom, auch als Germinalzellaplasie bezeichnet, kann eine
weitere Ursache einer Azoospermie sein. Das histologische Bild ist sehr charakteristisch, da
in den Tubuli seminiferi nur Sertoli Zellen zu finden sind (DEL CASTILLO et al., 1947,
HOLSTEIN et al., 1988).

In ihrer Studie berichten MAURA und ERICKSON (2001), dass bei Bullen der Rasse Angus
das SCO-Syndrom und Spermatogenesearreste auf Stufe der Spermatogonien bzw. der
primdren Spermatozyten vorkommen kdénnen. Das Deutsche Primatenzentrum berichtet aus
eigenen Erfahrungen, dass hochstwahrscheinlich Storungen in der Spermatogenese des
Callithrix jacchus vorkommen, publizierte Studien iiber dieses Thema liegen jedoch noch

nicht vor.
2.4. Regulationsmechanismen der Spermatogenese
2.4.1. Hormonelle Faktoren

Die zwei Hauptaufgaben des Hodens sind die Testosteronproduktion in den Leydig-Zellen
und die Spermienbildung in den Tubuli seminiferi. Dies setzt einen funktionsfihigen
endokrinen Regelkreis (Hypothalamus-Hypophysen-Hoden Achse) voraus. Das im
Hypothalamus gebildete und freigesetzte Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) bzw. LH-
Releasinghormon (LH-RH) gelangt zu den Gonadotropin produzierenden Zellen der
Adenohypophyse. Im Hypophysenvorderlappen entstehen die Gonadotropine Luteinisierendes
Hormon (LH) und Folikelstimulierendes Hormon (FSH). Diese wirken auf die méinnlichen
Keimdriisen, die Hoden. FSH stimuliert iiber FSH-Rezeptoren Sertoli Zellen und initiiert
damit die Spermatogenese und die Synthese von Androgen-Binding-Proteins (ABP), welches
fiir den Transport von Testosteron nétig ist. LH wirkt iiber LH-Rezeptoren der Leydig-Zellen,
die daraufhin Testosteron produzieren, welches fiir die Aufrechterhaltung der Spermatogenese
unabdingbar ist. Durch ein komplexes Riickkopplungssystem hemmen hohe Konzentrationen
von Testosteron auf Hypothalamusebene die GnRH-Freisetzung und somit auch die
Ausschiittung von FSH und LH in der Hypophyse. Der zweite Regulationsmechanismus, der

die FSH—Sekretion regelt, geht von den Sertoli-Zellen aus. Diese bilden die Polypeptide
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Inhibin und Aktivin. Wahrend Inhibin die GnRH- Freisetzung aus dem Hypothalamus und die
FSH-Freisetzung aus dem Hypophysenvorderlappen hemmt, fithrt Aktivin zu einer

vermehrten Freisetzung dieser beiden Hormone (Abb. 6).

HYPOTHALAMUS

l GnRH
ADENOHYPOPHYSE
LH FSH

(CG")

Testosteron Inhibin Aktivin

LEYDIG ZELLE [&=————| SERTOLI ZELLE

KEIMZELLE

Abb.6: Schematische Darstellung der endokrinen Regulation der Hodenfunktion.
Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH); Luteinisierendes Hormon (LH); * Chorionic
Gonadotropin (CG) bei Callithrix jacchus; Folikelstimulierendes Hormon (FSH);
Androgen-Binding-Proteins (ABP); Modifiziert nach STEGER, 2005

Wihrend die hormonelle Regulation der Spermatogenese des Rindes der des Menschen
gleicht, zeigt der Weillbiischelaffe Unterschiede im Vergleich zu Mensch und Rind. Eine der
interessantesten Marmoset spezifischen Adaptionen ist, dass der Weillbiischelaffe kein
Luteinisierendes Hormon in der Hirnanhangsdriise produziert. Obwohl im Marmoset die
beiden Gene LHB und Chorionic Gonadotropin- (CGB) im Hypophysengewebe vorhanden
sind, wie auch in anderen Neuweltaffen, wird ausschlieflich CG in der Hypophyse des
WeiBbiischelaffen exprimiert (MULLER et al., 2004; LUETJENS et al., 2005). CG hat jedoch
die gleiche Funktion und den gleichen Wirkmechanismus am LH-Rezeptor wie das LH beim

Menschen. Der LH Rezeptor des Callithrix jacchus kann LH nicht binden, da Exon 10 nicht
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exprimiert wird. Dieser hat aber eine hohe Affinitit zu CG. Die Funktion und Regulation von

FSH und CG und deren Feedback Mechanismus entspricht dem anderer Primaten.
2.4.2. Genetische Faktoren
2.4.2.1. Histon-Protamin-Austausch

Der Histon-Protamin-Austausch in runden und elongierenden Spermatiden spielt fiir die
ménnliche Fertilitdt eine zentrale Rolle. Die Bildung befruchtungsfihiger Spermatozoen
erfolgt im Keimepithel der Tubuli seminiferi, wo sie drei Entwicklungsphasen durchlaufen:
Mitose, Meiose und Spermiogenese. Die unreifen runden Spermatiden differenzieren sich
durch morphologische, biochemische und physiologische Verdnderungen zu reifen
elongierten Spermatiden. Wihrend dieser Entwicklung kommt es in den haploiden
Keimzellen u.a. zur Kondensation des Zellkerns. Die Kondensation des Zellkerns ist eine
Folge des Austausches DNA-bindender Histone gegen Protamine (TANPHAICHITR et al.,
1978; GATEWOOD et al., 1987). Die Protamin-DNA-Interaktionen haben eine zeitliche
Entkopplung von Transkription und Translation in runden Spermatiden und den Stopp der
Genexpression in elongierenden Spermatiden zur Folge (STEGER, 1999, 2001). Dies
bedeutet, dass die Synthese der Proteine, die z.B. fiir die vollstindige Kondensation des
Chromatins bzw. fiir die Entwicklung des Akrosoms und des Flagellums benétigt werden, mit
zeitlicher Verzogerung zur Expression der mRNAs erfolgt. Die Gene dieser Proteine werden
bereits zuvor in den pachytinen Spermatozyten und runden Spermatiden transkribiert. Die
Translation findet erst spéter in elongierenden und elongierten Spermatiden statt.

Zahlreiche Studien zum Histon-Protamin-Austausch im Mensch existieren bereits und
brachten aufschlussreiche und detaillierte Informationen in Bezug auf stattfindende Ablaufe
hervor (STEGER et al., 1998, 2000, 2001, 2002). Wahrend SAUNDERS et al. (1996) und
CORZETT et al. (2002) in ihren Studien zeigen konnten, dass Callithrix jacchus beide
Protamine in den Spermatozoen exprimiert, fehlen genauere Untersuchungen in Bezug auf
den Histon-Protamin-Austausch bei dieser Spezies. Wihrend Protamin-1 in allen Spezies
exprimiert wird, ist Protamin-2 nur in Maus (BELLVE und CARRAWAY, 1978; POGANY
et al., 1981), Hamster (CORZETT et al., 1999), Hengst (AMMER und HENSCHEN, 1987,
BELAICHE et al., 1987), Mensch (BALHORN et al., 1987, TANPHAICHITR et al., 1978)
und Callithrix jacchus (SAUNDERS et al., 1996; CORZETT et al., 2002) nachgewiesen
worden. In Bos taurus wird Protamin-2 ebenfalls nicht exprimiert (JOHNSON et al., 1988;
CORZETT et al., 2002).
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2.4.2.2. Histone

Im Kern einer jeden Zelle liegt die DNA, die eine spezielle Struktur besitzt, so dass diese in
den sehr kleinen Zellkern iiberhaupt hinein passt. Der DNA-Faden ist um Proteine,
sogenannte Histone, gewunden, die die DNA im Zellkern dicht verpacken. Diese Histone, die
als Spulen fungieren, werden in Core-Histone und Nicht-Core-Histone unterschieden. Studien
ergaben, dass diese Spulen, um die das DNA-Molekill im Zellkern gewickelt ist, Oktamere
sind, die aus den vier Core-Histonen H2A, H2B, H3 und H4 aufgebaut sind (LUGER et al.,
1997; WOLFE, 1993).

Jeweils 2 Histone von H2A, H2B, H3 und H4 bilden ein Paar und formen den Kern des
Nukleosoms, das Oktamer, um das ein genomischer DNA-Abschnitt aus ca. 146 Nukleotiden
knapp zweimal herum gewunden ist. Dieses Gebilde bezeichnet man als Nukleosom (Abb. 7).
Diese werden durch sogenannte Nicht-Core-Histone (H1) miteinander verbunden (Abb. 8a).
Das einzelne Molekiil (H1) bindet sich aufien sowohl an die um das Oktamer gewickelte
DNA und hilt diese so an ihrem Platz, als auch an das freie DNA-Stiick, das sich als Linker-

DNA von einem Nukleosom zum néchsten erstreckt (Abb. 8b).

H2A

Abb. 7: Die DNA Doppelhelix (---) windet
sich um oktamere Proteinkomplexe aus den
Histonen H2A, H2B, H3 und H4 und bildet
mit diesen das Nukleosom. Modifiziert nach
WOLFE, 1993
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Abb. 8: Histon H1 ist mit der Linker DNA assoziiert (a) und verbindet die Nukleosomen,
die zur 30 nm-Faser verdrillt vorliegen (b). Modifiziert nach WOLFE, 1993

Der Unterschied zwischen den verschiedenen Klassen der Histone besteht in ihren N- und C-
terminalen Enden. Hier unterscheiden sich die Core-Histone nur sehr gering durch einzelne
Aminosduren voneinander. Bei den Nicht-Core-Histonen bestehen wesentlich grofere
Abweichungen untereinander an den N- und C- terminalen Enden (BROWN, 2001).

In Spermatozyten und runden Spermatiden werden ebenfalls Nicht-Core-Histone (H1) und
Core-Histone H2A, H2B, H3 und H4 unterschieden. Die somatischen Histone H1, H2A, H2B
und H3 werden im Verlauf der Spermatogenese durch Hoden-spezifische Subtypen
ausgetauscht (MEISTRICH et al., 1985; WITT et al., 1996). Von H4 sind keine Hoden-
spezifischen Varianten bekannt.

Bis heute sind zwei Hoden-spezifische Linker-Histone bekannt: HIt und HILS1
(KHOCHBIN, 2001; DRABENT et al., 1996; IGUCHI et al., 2003). DRABENT et al. (1996)
und GRIMES et al. (1990) zeigten in ihren Studien, dass das Hoden-spezifische Histon, H1t,
wihrend der Spermatogenese in Keimzellen von Maus und Ratte synthetisiert wird. Wéhrend
das korrekte Histon-Protamin Verhiltnis in Spermatozoen fiir die Fertilitit von
entscheidender Bedeutung ist, findet eine normale Keimzellentwicklung bei knockout Mdusen
fiir das Hoden-spezifische Histon H1t statt. Obwohl diesen ménnlichen Mdusen das H1t Gen,
welches als unabdingbar fiir eine korrekt ablaufende Spermatogenese betrachtet wurde, fehlte,
brachten sie Nachkommen vom Wildtyp hervor (LIN et al., 2000). Das Hoden-spezifische
Histon H1t unterscheidet sich vom somatischen H1 Subtypen dadurch, dass es eine weniger

starke Bindung mit der DNA eingeht. Dadurch ist die Chromatin-Kompaktierung deutlich
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schwicher ausgeprigt und die DNA ist in diesem Zustand fiir Chromatinmodulatoren leichter
zuginglich.

HILS1 (Hl1-like protein in spermatids 1) ist das zweite Hoden-spezifische Linker-Histon
(DRABENT et al., 1996, KHOCHBIN, 2001; IGUCHI et al., 2003), welches in Maus und
Ratte nachgewiesen wurde. Linker-Histone sind flir den Erhalt der Chromatinstruktur
essentiell und spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Gentranskription in den
ménnlichen Keimzellen.

TROSTLE-WEIGE et al. (1984) isolierten TH3, eine keimzellspezifische Variante von Histon
H3 in Hodengewebe der Ratte. Sie fanden TH3 in Spermatogonien, Spermatozyten und
runden Spermatiden. Untersuchungen von MEISTRICH et al. (1985) in Spermatogonien und
primédren Spermatozyten der Ratte zeigten, dass TH3 nur in den A- und B- Spermatogonien
vorhanden ist und hier synthetisiert wird. Spater untersuchten WITT et al. (1996) eine weitere
Variante des Histon H3 Gens und stellten fest, dass die korrespondierende mRNA nur in
Hodengewebe zu detektieren war und nannten es Hoden-spezifisches Histon H3 (H3t). Die
RNA dieser H3 Variante wurde ausschlieSlich in priméiren Spermatozyten isoliert.

Zusitzlich zu Hoden-spezifischen H3 Varianten kommen im Hoden auch andere Nicht-
Hoden-spezifische H3 Subtypen vor, wie H3.3. Die Expression der zwei H3.3 Gene, H3.3A
und H3.3B, wurden von ALBIG et al. (1995) und BRAMLAGE et al. (1997) in Maushoden
nachgewiesen. In Spermatozyten findet eine auffallend hohe Expression von H3.3 statt und
wird mit den intensiven Transkriptionprozessen wihrend der Meiose in Verbindung gebracht
(LEWIS et al., 2003).

Zur Gruppe der H2A Core-Histone gehoren die Nicht-Hoden-spezifischen Histone H2A. X
und makroH2A, die aber in den Keimzellen der Spermatogenese vorkommen und
nachweislich eine wichtige Rolle spielen, da Knockout Méuse fiir dieses Gen infertil sind
(CELESTE et al., 2002). RAO et al. (1983) isolierten eine Hoden-spezifische Variante des
H2A Histons, TH2A, und =zeigten, dass das somatische Histon H2A in pachytinen
Spermatozyten zu 60% gegen das TH2A wihrend der Spermatogenese ausgetauscht wird.
MEISTRICH et al. (1985) demonstrierten kurze Zeit spéter, dass TH2A in Spermatogonien
und primédren Spermatozyten exprimiert wird.

Hoden-spezifische H2B Histone wurden 1975 von SHIRES et al. (1975) entdeckt. Bei Ratte
und Maus konnte demonstriert werden, dass somatisches H2B wihrend der Spermatogenese
gegen Hoden-spezifisches TH2B ausgetauscht wird (RAO et al., 1983; MEISTRICH et al.,
1985; CHOI et al., 1996). In humanen Hoden wird TH2B in Spermatogonien und runden
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Spermatiden exprimiert und nimmt wihrend der Spermatogenese im Zuge des Histon-
Protamin-Austausches ab (VAN ROIJEN et al., 1998).

Im Genom der Ratte fanden GRIMES et al. (1987) das H4-Gen. Spiter gelang es DRABENT
et al. (1995), das H4 Gen von Maus und Mensch zu isolieren. Eine Hoden-spezifische
Variante ist bislang unbekannt. Die hchste Expression von somatischem Hison H4 wurde in
pachytdnen Spermatozyten nachgewiesen (WOLFE et al., 1989; DRABENT et al., 1995).
Wihrend bei Mensch, Maus und Ratte die verschiedenen Histonvarianten in zahlreichen
Studien untersucht wurden, existieren bis heute kaum Informationen, die Callithrix jacchus

und Bos taurus betreffen.
2.4.2.3. Protamine

Die Spermiogenese stellt die letzte Phase der Spermatogenese dar. Hier findet in
Spermatozyten und runden Spermatiden zuerst der Austausch von DNA-bindender
somatischer Histone gegen hodenspezifische Histone statt (MEISTRICH et al., 1977;
DRABENT et al., 1996), die unmittelbar danach in den elongierenden Spermatiden durch
Protamine ersetzt werden (OLIVA und DIXON, 1991; DADOUNE, 1995; WOUTERS-
TYROU et al, 1998; STEGER, 1999) (Abb. 9). Dies hat eine Zunahme der
Chromatinkondensation, eine Minimierung des Kernvolumens und schlielich den Stopp der
Transkription zur Folge. Beim Mensch sind in diesem Prozess zwei verschiedene
Proteinmolekiile, Protamin-1 (PRM 1) und Protamin-2 (PRM 2), involviert (STEGER et al.,
2000).

Interessanterweise ist PRM [ in Spermatozoen aller bisher untersuchten Spezies vorhanden,
wihrend PRM 2 nur in wenigen Spezies gefunden werden konnte, unter anderem in Maus,
Hamster, Hengst und im WeiBbiischelaffen (SAUNDERS et al., 1996; CORZETT et al.,
2002).

Das kleinere der beiden Proteine, PRM 1, weist einen hohen Gehalt an Cystein und Arginin
auf, wihrend PRM 2 als Vorldufer Protein synthetisiert und nach Bindung an die DNA durch
Prozessierung um 40% gekiirzt wird (YELICK et al., 1987, CARRE-EUSEBE et al., 1991;
ELSEVIER et al., 1991), einen hohen Gehalt an Histidin aufweist.
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Protamine

hodenspezifische
Histone

somatische
. Histone
1

Abb. 9: Schema des minnlichen Keimepithels mit Reifung der ménnlichen Keimzellen.
Wiéhrend der Spermiogenese findet der Histon-Protamin-Austausch in den runden und
elongierenden Spermatiden statt. 1: Basalmembran; 2: Sertoli-Zelle; 3: Spermatogonie; 4:
Spermatozyte 1. Ordnung; 5: Interzellularbriicke; 6: Spermatide der Golgi-Phase; 7:
verschiedene Differenzierungsstufen auf dem Weg von der elongierten Spermatide zur
Samenzelle (8); (Modifiziert nach SINOWATZ, 1992).

Das Massenverhiltnis von Protamin zu DNA zwischen verschiedenen Spezies ist nahezu
konstant (BENCH et al., 1996). Wihrend das Verhiltnis von PRM 1 zu PRM 2 zwischen
verschiedenen Spezies zwar variabel ist, ist dieses aber innerhalb einer Art konstant
(CORZETT et al.,, 2002). Desweiteren ist bekannt, dass der Anteil an PRM 2 grofie
Variabilitdt von 0 bis 80% zwischen verschiedenen Spezies zeigt (CORZETT et al., 2002).
Mittels in-situ Hybridisierung an Hodenschnitten des Menschen wurden die Transkripte von
PRM I und PRM 2 in Spermatiden der Stufen 1 bis 4 detektiert (STEGER et al., 2000). Auf
Proteinebene wurden beide Protamine von Stufe 4 bis 8 der Spermatogenese festgestellt

(GATEWOOD et al., 1990; PRIGENT et al., 1996).
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In Studien wurde belegt, dass das Verhiltnis von PRM 1 zu PRM 2 auf mRNA und Protein
Ebene von entscheidender Bedeutung fiir das Fertilisierungspotential der Spermatozoen ist
(BALHORN et al., 1988 STEGER et al., 2000, 2001, 2003, 2008). Zusitzlich wird postuliert,
dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem PRM [/ und PRM 2 mRNA Level und der
Qualitdt von frithen Embryonen besteht. Dies kénnte darauf hindeuten, dass Protamine nicht
nur eine wichtige Rolle bei der Befruchtung spielen, sondern auch einen entscheidenden
Einfluss auf die Entwicklung der Embryonen ausiiben (DEPA-MARTINOW et al., 2007).
BEDFORD et al. (1973) postulierten, dass ein Zusammenhang zwischen dem Grad der
Kondensation des Kernchromatins in Spermatozoen und einer reduzierten ménnlichen
Fertilitdt bestehen konnte. 1976 beschrieben SILVESTRONI et al. (1976), dass Stérungen des
Histon-Protamin-Austausches wihrend der Spermatogenese zu ménnlicher Infertilitdt fiihren
konnte. Weitere Studien bestdtigen, dass eine unvollstindige Chromatinkondensation in
testikuldren Spermien bei nicht-obstruktiver Azoospermie zu beobachten ist (HAMMADEH
et al,, 1999) und mit Frithabort (EVENSON, 1999) und niedrigen Fertilitdtsraten nach
intracytoplasmatischer Spermieninjektion (ICSI) zusammenhéngt.

BALHORN et al. (1988), CARRELL und LIU (2001) und BELOKOPYTOVA et al. (1993)
konnten zeigen, dass das PRM [ zu PRM 2 Verhiltnis in ejakulierten Spermatozoen von
infertilen Méannern deutlich verdndert ist. Dies betrifft sowohl die mRNA in testikuldren
Spermatiden (STEGER et al., 2001, 2003, 2008), als auch das Protein in ejakulierten
Spermatozoen (BALHORN et al., 1987, AOKI et al., 2005). CHO et al. (2001) zeigten in
ihrer Studie, dass haploinsuffiziente Méuse fiir PRM I beziechungsweise PRM 2 vollkommen
infertil sind. Desweitern ergab ihre Studie, dass die Quotienten von PRM 1 zu PRM 2 auf
Protein und mRNA Ebene eine wichtige Rolle fiir die ménnliche Fertilitdt spielen. Zusétzlich
fiihrt eine vorzeitige Expression von Protamin iiber eine vorzeitige Chromatinkondensation zu
einem Stopp der Keimzelldifferenzierung und folglich zu Infertilitdt (LEE et al., 1995).
Andere Studien bei infertilen Miannern zeigen, dass die Infertilitit auf eine inkomplette
Entwicklung von PRM 2 Vorldufermolekiilen zuriickzufiihren ist (CHEVAILLIER et al.,
1987; BALHORN et al., 1988; DE YERBA und OLIVA, 1993; DE YERBA et al., 1998).
Dies hat eine verminderte PRM 2 Menge in Spermatozoen und weiterhin ein gestortes
Verhdltnis von PRM 1 zu PRM 2 zur Folge. Einen verminderten Protamingehalt bei infertilen
Minnern stellten auch andere Autoren in ihren Studien fest (LESCOAT et al., 1987;
BLANCHARD et al., 1990; SAKKAS et al., 1996; ZIYYAT et al., 1999).

In einzelnen Spermatiden von infertilen TESE/ICSI Patienten wurde ein verminderter Gehalt

an PRM 1 Transkripten festgestellt (STEGER et al., 2003). Eine geringere Expression von
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PRM I wurde von MITCHELL et al. (2005) bei Mannern mit nicht-obstruktiver Azoospermie
im Vergleich zu obstruktiver Azoospermie beobachtet. Diese Tatsache scheint sich auf die
Schwangerschaftsrate nach TESE/ICSI auszuwirken. Nach Befruchtung mit Spermatozoen
mit geringerem PRM 1 Gehalt war die Schwangerschaftsrate signifikant niedriger als mit
Spermatozoen mit hoherem PRM 1 Gehalt (MITCHELL et al., 2005).

Der Weillbiischelaffe exprimiert, wie der Mensch, beide Protamine (SAUNDERS et al.,
1996), wihrend Bos taurus nur PRM [ exprimiert (JOHNSON et al., 1988; CORZETT et al.,
2002). Die Gensequenz ist von PRM 2 beim Weillbiischelaffen bereits bekannt (SAUNDERS
et al.,, 1996) und zeigt eine 80% ige Homologie zur PRM 2 Sequenz des Menschen. Die
Gensequenz von PRM [ beim Weilbiischelaffen war bislang noch unbekannt. Aufgrund des
hohen Konservierungsgrades der Gensequenz fiir PRM [ und der damit verbundenen hohen
Homologie zwischen verschiedenen Spezies, konnte die Gensequenz mit Hilfe der fiir die

menschliche PRM 1 Sequenz generierten Primer im Rahmen dieser Studie ermittelt werden.
2.4.3. Epigenetische Regulationsmechanismen wiihrend der Spermatogenese
2.4.3.1. Histon-Code

Als Histon-Code werden die unterschiedlichen Modifikationen von Histonen bezeichnet.
Histone besitzen verschiedene Moglichkeiten fiir post-translationale Modifikationen wie
Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinierung (BRADBURY 1992).
Diese Histonmodifikationen steuern die Interaktion von Chromatin und DNA und somit deren
Funktion (GRUNSTEIN, 1997; JENUWEIN und ALLIS, 2001; TURNER, 2002). Diese
Modifikationen befinden sich an den aus dem Nukleosom herausragenden flexiblen N-
terminalen Doménen (Histon-Tails) der Histon-Proteine (FLETCHER und HANSEN, 1996;
KORNBERG und LORCH, 1999). Uber eine Modifikation spezifischer Histon-
Aminosdureresten an den N-terminalen Domidnen wird eine Verdichtung oder eine
Auflockerung des Chromatins erreicht. Dadurch ergibt sich eine unterschiedliche
Zuginglichkeit der DNA z.B. fiir Transkriptionsfaktoren. Insgesamt entscheidet die
Gesamtheit der Modifikationen eines Sequenzabschnittes der DNA iiber die Struktur des
Chromatins und ist fiir eine gewebespezifische und =zeitlich korrekte Genexpression
Voraussetzung.

Eine grundlegende Voraussetzung fiir die Bildung von befruchtungsfihigen Spermien aus
Spermatogonien ist eben diese streng koordinierte, kontrollierte und stadienspezifische
Genexpression. Die Erforschung der epigenetischen Steuerung der Spermatogenese befindet

sich noch in den Anfingen. Man vermutet, dass der Histon-Code in den Keimzellen als
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stadienspezifische Histonmodifikation wihrend der postmeiotischen Umstrukturierung des
Genoms aktiv ist. Es gibt jedoch noch reichlich Kliarungsbedarf, was die genaue Bedeutung
und Funktion fiir die Chromatinreorganisation und den Histon-Protamin-Austausch in
elongierenden Spermatiden angeht.

Die am besten untersuchte Histonmodifikation ist die Acetylierung, die von zwei Enzymen,
den Histon-Acetyltransferasen (HATs) und den Histon-Deacetylasen (HDACs), gesteuert
wird (STRUHL, 1998). HATs tibertragen die aktivierte Acetylgruppe von Acetyl-Coenzym A
auf die Aminogruppe konservierter Lysinreste in der N-terminalen Region der Core-Histone.
Die Acetylierung neutralisiert die unter physiologischen Bedingungen vorliegende positiv
geladene Aminogruppe durch Bildung einer Amidbindung. HDAC:s fithren im Gegensatz zu
einer Hydrolyse der Amidgruppe. Abbildung 10 zeigt unter anderem einen Uberblick iiber
mogliche Lysine, die an den verschiedenen Core-Histonen acetyliert werden konnen.

Liegen die Lysinreste in einem acetyliertem Zustand vor, fiihrt dies dazu, dass die positive
Ladung der Histone neutralisiert und die DNA-Histon Verbindungen aufgelockert werden
(DAVIE, 1998; TURNER, 1991; WORKMAN und KINGSTON, 1998; KORNBERG und
LORCH, 1999).

Die Acetylierung von spezifischen Lysinresten an den N-terminalen Enden ist in mehreren
Zellprozessen involviert. Wahrend der DNA-Synthese fiihrt eine Acetylierung der Core-
Histone dazu, dass Transkriptionsfaktoren leichter an Promotorregionen binden und
Transkription gewisser Gene stattfinden kann (LOIDL und GROBNER, 1987; WOLFFE und
DIMITROV, 1993). Desweiteren wird durch Acetylierung und Deacetylierung des
Chromatins das Ablesen der Gene an der DNA reguliert JENUWEIN und ALLIS, 2001).
GARDINER-GARDEN et al. (1998) zeigten in ihren Studien, dass Gene in ménnlichen
Keimzellen spezifisch mit hypo- bzw. hyperacetylierten Histonen assoziiert sind. Auch soll
eine Deacetylierung der Aminogruppe von Lysinresten der Core-Histone am ,,Gen-Silencing™
beteiligt sein (GREGORY et al., 2001; MARKS et al., 2001). Ein dritter Prozess, in dem die
Acetylierung der Histone eine entscheidende Rolle spielt, ist der Austausch der Histone gegen
Transitionsproteine und Protamine wihrend der Spermiogenese. Im Menschen werden in
runden Spermatiden ca. 85 % der Histone gegen Transitionsproteine ausgetauscht
(TANPHAICHITR et al., 1978; GATEWOOD et al., 1987). In elongierenden Spermatiden
werden diese in einem weiteren Schritt durch Protamine ersetzt. In der Maus verbleibt ca. 1%
der DNA gebunden an Nukleosomen (GATEWOOD et al., 1990). Dieser Austausch fiihrt zur
Kondensation des Zellkerns (OLIVA und DIXON, 1991). Damit die Protamine an die DNA

binden koénnen, miissen die Histone entfernt werden. Hierzu ist eine Auflockerung der DNA-
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Histon Verbindung nétig, die durch spezifische Acetylierung bestimmter Lysinreste der N-
terminalen Doménen der Core-Histone hervorgerufen wird (TURNER, 1991; DAVIE, 1998).
KENNEDY et al. (1980, 1981) konnten zeigen, dass bei Tierarten (Winterflunder und
Karpfen), bei denen es wihrend der Spermiogenese zu keinem Austausch von Histonen gegen
Protamine kommt, die Histone unacetyliert vorliegen. Findet jedoch ein Histon-Protamin
Austausch statt, wie beispielsweise beim Mensch, liegen die 15 % Histone, die in den
Spermatozoen nicht gegen Protamine ausgetauscht werden, acetyliert vor (GATEWOOD et
al., 1987). Es stellt sich die Frage, ob diese acetylierten Histone eine spezifische Rolle bei der
Befruchtung und frithen Embryoentwicklung spielen. VAN DER HEIJDEN et al. (2006)
demonstrierten, dass die Histonmodifikationen H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und H4K16ac in
Spermatozoen (Maus), die aus dem Kopf des Nebenhodens isoliert wurden, vorhanden waren.
Nach der Fertilisation konnten in der Zygote H4K8ac und H4K12ac noch detektiert und als
Heterochromatin paternaler Herkunft identifiziert werden. Bislang ist noch weitestgehend
ungeklért, welche Prozesse innerhalb der ersten Minuten bzw. Stunden nach Vereinigung der
ménnlichen und weiblichen Gameten von statten gehen. Mehrere Studien (OSTERMEIER et
al., 2002; YAO et al., 2003; MILLER et al., 2005) lassen darauf schlieBen, dass das paternale
Genom nicht nur Uberbringer der Erbinformation ist. Es wird postuliert, dass bestimmte
Histonmodifikationen paternaler Herkunft unverzichtbar fiir den Start der Genexpression in
der Zygote sind. Da acetylierte Histone mit Transkription in Verbindung stehen, untersuchten
wir in dieser Studie unter anderem die Histonmodifikationen H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und
H4K16ac wihrend der normalen Spermatogenese (Mensch und Callithrix jacchus) und frithen

Embryonalentwicklung (Mensch, Callithrix jacchus und Bos taurus).
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Abb. 10: Core-Histone (H2A, H2B, H3 und H4) und ihre
verschiedenen Moglichkeiten der post-translationalen
Modifikationen ihrer Lysine (K), wie Acetylierung (A) und
Methylierung (M). DAVIE und SPENCER, 1999
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Produktion, Reifung und Funktion des weiblichen Gameten

2.5. Aufbau des Ovars und Ablauf der Oogenese

Die Eierstocke sind paarig angelegt und besitzen eine ellipsoide- bis nierenférmige Gestalt (4-
6 cm lang) beim Rind, eine rundliche Form (0,5 cm Durchmesser) beim Weilbiischelaffen
und beim Mensch ist es ein eher mandelformig geformtes Organ (ca. 3 cm lang, 1,5 cm breit
und 1 cm dick). In ihnen entwickeln sich die weiblichen Keimzellen und es findet die Bildung
weiblicher Geschlechtshormone statt.

Ein Querschnitt durch den Eierstock eines Rindes bzw. Mensch zeigt im Inneren eine lockere,
gefifireiche Zona medullaris seu vasculosa und eine dichtere, duflere Rindenschicht (Zona
parenchymatosa seu corticalis), die wiederum nach Auflen von der Tunica albuginea begrenzt

wird. In der Zona parenchymatosa findet man die Follikel und die Gelbkdorper.
2.5.1. Oogenese und Follikulogenese

Als Oogenese bezeichnet man die Entwicklung der weiblichen Keimzellen (Gameten). Diese
beginnt bereits in der frithen Fetalperiode. In den Gonadenanlagen vermehren sich die
Oogonien durch mitotische Teilungen, wobei sie stets iiber Zytoplasmabriicken verbunden
bleiben. Diese Vermehrungsphase dauert bei Sidugetieren bis zu ihrer Geburt an. Die
Oogonien treten noch Prénatal in die Prophase der ersten meiotischen Teilung ein und werden
ab diesem Zeitpunkt als primédren Oozyten (44xx, 2n, 4c DNA) bezeichnet. Sie verlieren ihre
Teilungsfihigkeit und somit ist die maximale Anzahl an weiblichen Keimzellen bereits vor
der Geburt festgelegt (VORONINA und WESSEL, 2003). Diese primédren Oozyten verharren
iiber Jahre im Diplotén-Stadium der Prophase I. Wihrend dieser Wachstumsphase werden die
Oozyten von einer Follikelzellschicht umgeben und bilden mit dieser den Primordialfollikel.
In dieser Ruhe degeneriert eine Mehrzahl der Oozyten. Die tbrigen primdren Oozyten
nehmen um das 200-fache an Volumen zu (MOOR et al., 1990). Zusitzlich nimmt der
gesamt-RNA Gehalt um das 300-fache zu. Diese Volumenzunahme stellt eine wichtige
Voraussetzung fiir die weitere Entwicklung des Primordialfollikels und die friihe
Embryonalentwicklung der Oozyte dar (STERNLICHT und SCHULTZ, 1981). Die Meiose
wird fortgesetzt mit Beginn der Pubertdt durch die Freisetzung von FSH und LH und die
dadurch induzierte Ovulation. Aus der diploiden primdren Oozyte (44 XX, 2n, 4c DNA)
entsteht die sekundédre Oozyte mit haploidem Chromosomensatz (22 X, 1n, 2c DNA) durch



2 LITERATURUBERSICHT 31

Abschniirung des ersten Polkérpers. Die sekundire Oozyte beginnt direkt im Anschluss an die
1. Reifeteilung die 2. Reifeteilung und arretiert erneut im Metaphase II-Stadium. Die
Ovulation erfolgt und die sekunddre Oozyte gelangt in den FEileiter. Erst durch ein
penetrierendes Spermatozoon wird die Eizelle aktiviert und vollendet die 2. Reifeteilung
(22X, 1n, 1c DNA) mit Abschniirung des zweiten Polkérperchens (MOORE, 1985). Die
befruchtungsfihige Oocyte II mit haploidem Chromosomensatz vereinigt sich mit dem
Spermium und es entsteht die diploide Zygote (44 XX oder 44XY, 2n, 2c DNA).

Zeitgleich mit der Oogenese findet die Follikulogenese statt. Es lassen sich verschiedene
Differenzierungsformen der Ovarialfollikel unterscheiden: Primordialfollikel, Primérfollikel,
Sekundérfollikel und Tertidrfollikel. Diese verschiedenen Follikelformen spiegeln die
Entwicklung und Ausreifung der Eizelle wider. Die primidre Oocyte wird im
Primordialfollikel von einer Schicht abgeplatteter, undifferenzierter Follikelepithelzellen
umgeben. Der Primordialfollikel wandelt sich zum Primaérfollikel, der ein einschichtiges,
hochprismatisches Follikelepithel aufweist. Durch mitotische Teilung der Follikelzellen
entsteht aus dem Primérfollikel der Sekundérfollikel mit drei- bis finfschichtigem, zum Teil
prismatischem Follikelepithel. In diesem entstehen fliissigkeitsgefiillte Spaltraume. Durch
weitere Fliissigkeitsvermehrung entsteht die Follikelh6hle und durch Verdickung der inneren
Follikelwandschicht entsteht der Tertidrfollikel, der sich in den sprungreifen Graaf-Follikel
weiter entwickelt. Dieser ist beim Rind ca. 2 cm grol und iiberragt die Ovaroberfldche
deutlich. Nach der Ovulation wandelt sich der Follikel in den Gelbkdrper (Corpus luteum) um
(WELSCH, 2003).

2.5.2. Morphologie der Oozyte

Sprungreife Oozyten sind die grofiten Zellen des Organismus. Der Durchmesser einer Oozyte
zum Zeitpunkt der Ovulation betrdgt bei Bos taurus 150 pym (KANITZ, 1994, BOSTEDT,
2003), beim Mensch 100-120 pm (JUNQUEIRA und CARNEIRO, 1996) und beim Callithrix
jacchus 90 pm (GILCHRIST et al., 1995). Oozyten sind reich an Zytoplasma und enthalten
neben dem Zellkern die iiblichen Zellorganellen wie Ribosomen, Mitochondrien und
Golgiapparat. Der runde Zellkern ist der Ort der Ribosomen- und Proteinsynthese (FAIR et
al., 2001). Die im Zytoplasma liegenden Mitochondrien sind in der reifen Oozyte zahlreich
vorhanden, haben eine runde Form und enthalten mehrere Vakuolen (YANAGIMACHI,
1994). Der Golgiapparat, wie auch das Endoplasmatische Retikulum und die Ribosomen sind
an der Bildung der corticalen Granula beteiligt, die unter der Plasmamembran zu liegen

kommen. Diese enthilt Glycosidasen und Proteinasen, die bei der Befruchtung in den
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perivitellinen Spalt von der Eizelle freigesetzt werden und das ,,Hardening” der Zona
Pellucida bewirken. Diese Zonareaktion ist die Barriere gegen Polyspermie (HOODBHOY
und TALBOT, 1994; SATHANANTHAN et al., 2006). Die Plasmamembran der Eizelle
besitzt Mikrovilli, die in die Zona pellucida hineinreichen. Auch die Granulosazellen besitzen
Mikrovilli, die durch die Zona pellucida hindurch bis in das Zytoplasma der Eizelle reichen
(SATHANANTHAN et al., 2006). Die Oozyte ist von der Zona pellucida umgeben, die aus
Proteoglycanen und Glycoproteinen aufgebaut ist und einen Schutz gegen mechanische Reize
bietet. Beim Rind weist sie eine Dicke von 27 pm (SINOWATZ et al., 2001) und beim
Marmoset eine Dicke von 16 pm auf (GILCHRIST et al., 1995). AuBerdem spielt sie eine
Rolle bei der Induktion der Akrosomenreaktion und der Verhinderung einer Polyspermie
(YANAGIMACHI, 1994).

2.5.3. Hormonelle Regulation

Das Rind befindet sich das ganze Jahr im Polyostrus. Der Weilbiischelaffe, der in
Gefangenschaft gehalten wird, zeigt ebenfalls keine Saisonalitét und paart sich das ganze Jahr
(BRAND, 1980; KHOLKUTE, 1984; KHOLKUTE et al., 1987).

Im Hypothalamus wird das gonadotropin-freisetzende Hormon (GnRH, Gonadoliberin)
produziert. Dieses wird zum Hypophysenvorderlappen transportiert, wo es die gonadotropen
Zellen der Hypophyse zur Sekretion des follikelstimulierenden Hormons (FSH) und des
luteinisierenden Hormons (LH) stimuliert. Beim WeiBbiischelaffen wird, wie bereits erldutert
(2.4.1. Hormonelle Faktoren, S. 18), anstelle des LH Chorion Gonadotropin (CG)
ausgeschiittet. FSH stimuliert im Ovar die Entwicklung der Follikel. LH, bzw. CG, stimuliert
die Synthese von Androstendion aus Cholesterin in der Theca interna des Follikels. Dieses
wird zu Testosteron, das in den Granulosazellen des Follikels wiederum zu Ostradiol-178
umgewandelt wird. Ostradiol steigert die GnRH Freisetzung, die einen LH-Peak induziert, der
fiir die Ovulation verantwortlich ist. Nach der Ovulation wandelt sich der Follikel unter dem
Einfluss von LH in den Gelbkorper um. Dieser synthetisiert Progesteron und Oxytocin. Wird
die Eizelle befruchtet, ist das Progesteron fiir den Erhalt der Tréichtigkeit das wichtigste
Hormon. Es vermindert die Freisetzung von GnRH und verhindert damit eine erneute
Ovulation. Desweiteren bereitet es das Endometrium auf die Einnistung des Embryos vor und
hemmt unkontrollierte Kontraktionen der Uteruswand. Bei ausbleibender oder steriler
Paarung, setzt das Endometrium beim Rind etwa 16 Tage, beim Weilbiischelaffen etwa 11-12
Tage, nach der Ovulation Prostaglandin F2a (PGF2 «) frei und der Gelbkorper 16st sich auf.

Die Progesteronkonzentration im Blut nimmt ab und die GnRH-Freisetzung aus dem



2 LITERATURUBERSICHT 33

Hypothalamus wird nicht linger gehemmt und leitet eine neue Follikelphase mit Bildung

eines praovulatorischen Follikels ein (MEINECKE, 2000).
2.5.4. Fertilisation und friihe Embryonalentwicklung

Testikuldre Spermatozoen sind noch nicht befruchtungsfihig und erwerben erst im
Nebenhoden in einer sogenannten Reifungsphase ihre Befruchtungskompetenz. Nach
erfolgter Ejakulation und anschlieBendem vorwiegend passivem Transport der Spermien im
Uterus durch Kontraktionen der Uterusmuskulatur, gelangen nur wenige Spermien schlieBlich
in den Eileiter (Isthmus). Im Isthmus beginnen die Spermien zu kapazitieren. Die
Spermienkapazitation ist ein komplexer Proze wund umfafit alle physiologischen
Verdnderungen eines Spermatozoons, die es zur Akrosomenreaktion und den hyperaktivierten
Zick-Zack-Bewegung befihigen (MEINECKE, 2000). Zum Zeitpunkt der Ovulation gelangen
die Spermien in die Eileiterampulle (Ampulla tubae uterinae), den Ort der Befruchtung. Das
Spermatozoon trifft auf die Zona pellucida der Eizelle, eine extrazellulire Matrix aus
Glykoproteinen. SALING (1989) und YANAGIMACHI (1994) beschrieben, dass diese
pimdre Bindung wahrscheinlich durch Oligosacharide des ZP3 Proteins (Zona pellucida 3-
Protein) vermittelt wird. Nach Bindung an die Zona pellucida induzieren die Glykoproteine
die Akrosomenreaktion, bei der Enzyme des Akrosoms freigesetzt werden. Unter Beteiligung
von G-Proteinen und einer Rezeptortyrosinkinase wird ein spannungsabhingiger
Calciumkanal ge6ffnet und es kommt zu einem massiven Einstrom von extrazellulirem
Calcium in das Spermium, welches Akrosin und Hyaluronidase aus dem Akrosom freisetzt.
Durch die Auslosung der Akrosomreaktion direkt an der Zona pellucida ist gewéhrleistet, dass
die dabei freigesetzten Enzyme wie z.B. das Akrosin, direkt an ihrer Zielstruktur, der Zona
pellucida wirken kénnen. Durch Proteolyse wird die Zona pellucida angedaut und in ihrer
Struktur soweit verdndert, dass das hyperaktivierte Spermium diese penetrieren
(WASSARMAN, 1994) und in den perivitellinen Raum der Eizelle gelangen kann. Der Kopf
des Spermatozoon lagert sich seitlich an das Oolemma der Eizelle an und wird von feinen
Plasmaausldufern des Ooplasmas (Mikrovilli) schlieBlich umhiillt und in das Cytoplasma der
Eizelle aufgenommen. Dabei werden die einzelnen Strukturen des Spermatozoon aufgeldst.
Die Zellmembranen von Oozyte (Vitellinmembran) und Spermium fusionieren und es kommt
zu einer Membrandepolarisation, die eine erneute Calciumausschiittung aus den unmittelbar
unter der Vitellinmembran liegenden Corticalen Granula auslost. Diese sofort einsetzende
Depolarisation breitet sich iiber das Zytoplasma der Oozyte aus und verhindert die Fusion

weiterer Spermatozoen (Polyspermieblock). Die Zunahme der Calciumkonzentration
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veranlasst aulerdem die Oozyte, die 2. Reifeteilung zu beenden. Am Ende der 2. Reifeteilung
wird einer der beiden haploiden Chromosomensétze der Oozyte mit dem zweiten Polkorper
ausgestolen. In der Oozyte verbleiben zwei haploide Chromosomensitze, die sich im
minnlichen und weiblichen Vorkern (Pronucleus) befinden. In der entstandenen diploiden
Zygote bewegen sich nun die beiden Vorkerne aufeinander zu und verdoppeln dabei ihre
Chromosomensitze. Beim Aufeinandertreffen der beiden Vorkerne losen sich ihre
Membranen auf, das Chromatin kondensiert zu den Chromosomen, welche sich in einer
gemeinsamen Mitosespindel anordnen (MEINECKE, 2000). Das Gesamtvolumen gegeniiber
der Zygote bleibt wihrend der folgenden Furchungsteilung unverdndert. Durch die erste
Furchungsteilung entstehen zwei Tochterzellen (Blastomere). Weitere Furchungsteilungen
fithren zur Bildung der Morula, ein kugeliger Zellhaufen von 8 — 32 Blastomeren, die durch

die Zona pellucida zu einem einheitlichen Verband zusammengehalten werden.

2.5.5. Epigenetische Regulationsmechanismen wihrend der friithen

Embryonalentwicklung

Unmittelbar nach der Befruchtung zeichnet sich die Zygote durch zwei sehr unterschiedliche
Arten von Chromatin aus. Im Gegensatz zum Chromatin in den Spermatozoen, deren DNA
beim Menschen zu 85 % an Protamine und nur zu 15 % an Histone gebunden im Zellkern
vorliegt (GATEWOOD et al., 1987; BENCH et al., 1986), ist die DNA im maternalen Genom
nur mit Histonen assoziiert (ROUSSEAUX et al., 2005; KIMMINS und SASSONI-CORSI,
2005; SASAKI und MATSUI, 2008). Es stellt sich die Frage, ob die DNA-Bindung an
Histone bzw. Protamine wahllos oder sequenzspezifisch erfolgt. Untersuchungen am
Menschen von GATEWOOD et al. (1987) deuten auf die Existenz von sequenzspezifischen
Nukleosom-Histon bzw. Nukleosom-Protamin Assoziationen im Nukleus des Spermatozoon
hin. WYKES und KRAWETZ (2003) beschéftigten sich mit dem Protamin-Lokus und
konnten zeigen, dass die Promotor-Region von PRM 1 in menschlichen Spermatozoen an
Histone und die Kodierende-Region von PRM 1 an Protamine gebunden ist. Desweiteren wird
postuliert, dass diese sequenzspezifische Verteilung essentiell ist fiir eine adiquate
Dekondensation und Reorganisation des paternalen Genoms nach der Befruchtung (WYKES
und KRAWETZ, 2003). Ergebnisse von VAN DER HEIJDEN et al. (2006) deuten darauf hin,
dass die Nukleosom-Histon Komponente des Nukleus als Template fiir den Protamin-Histon-
Austausch nach der Fertilisation dienen konnte. Weitere Studien lassen darauf schlielen, dass
die verbleibenden Histone im Nukleus des Spermatozoon beeinflussen, welche Gene nach der

Befruchtung transkribiert werden (GATEWOOD et al., 1990; GARDINER-GARDEN et al.,
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1998) und bestitigen somit andere Untersuchungen, dass die DNA-Bindung an Histone bzw.
Protamine im Zellkern des Spermatozoon nicht zufillig geschieht.

In der befruchteten Eizelle (Zygote) und den darauf folgenden frithen Embryonalstadien
findet eine epigenetische Reprogrammierung von véterlichem und miitterlichem Genom in ein
neues ménnliches bzw. weibliches diploides Genom statt.

Die Spermien-DNA weist durch die enge DNA-Protamin Interaktion eine nahezu kristalline
Struktur auf. Die histonverpackten Chromosomen der FEizelle sind deutlich weniger
kondensiert und zusdtzlich in der Metaphase der 2. Reifeteilung arretiert. Erst bei der
Befruchtung vollendet die Eizelle die Meiose, durch AusstoBung des zweiten Polkdrperchens.
Das Chromatin des Spermiums wird in der befruchteten Eizelle zunichst dekondensiert
(PERREAULT, 1992) und die Protamine des Spermienkerns durch nukleosomale Histone
ausgetauscht. Es entsteht der sogenannte viterliche Vorkern. Dadurch #hnelt das paternale
Genom nun dem nukleosomal organisierten maternalen Genom. In diesem Vorkernstadium
sind viterliches und miitterliches Genom durch ihre jeweils eigene Kernmembran noch
voneinander getrennt. In diesem Stadium findet eine aktive Demethylierung des paternalen
Genoms statt, wihrend das maternale Genom davon nicht betroffen ist und methyliert bleibt.
Spiter 16sen sich die Vorkernmembranen auf und der paternale und maternale Vorkern
verschmelzen. Ab diesem Entwicklungsstadium wird die befruchtete menschliche Eizelle als
Embryo im Sinne des Embryonenschutzgesetz (BGBL. 1 S. 2702) bezeichnet. Eine
Durchmischung der viterlichen und miitterlichen Chromosomen bleibt jedoch weiterhin aus.
In der ersten Mitose liegen sich hochmethylierte maternale Chromosomen und demethylierte
paternale Chromosomen getrennt gegeniiber. Im Zweizellembryo kann weiterhin ein Kern
viéterlichen und miitterlichen Ursprungs erkannt werden (MAYER et al., 2000). Ab dem
Zweizellstadium wird das maternale Genom durch einen replikationsabhingigen
Mechanismus demethyliert. Mit Erreichen des Blastozyst Stadiums ist dann auch das
miitterliche Genom nahezu vollstindig demethyliert (MONK et al., 1987, RAZIN und
SHEMER, 1995). Der Mechanismus, der fiir diese Demethylierung verantwortlich ist, ist
noch nicht vollstdndig geklért. Diese Reprogrammierung des Spermien- und Eizellgenoms
durch Verinderung der DNA-Methylierung 16scht die meisten keimbahnspezifischen
epigenetischen Modifikationen aus und ist beim Rind im 8 bis 16-Zellstadium und bei der
Maus in der Morula abgeschlossen (REIK et al., 2001). Im Anschluss findet eine genomweite
Remethylierung statt und ab diesem Zeitpunkt kann man von einem diploiden somatischen

Genom sprechen.
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Nach der Befruchtung verléuft die Transkription des Genoms der Zygote in zwei Phasen: eine
erste geringe Aktivierung der Transkription findet bereits vor der ersten Zellteilung statt, und
die zweite hauptsiachliche Aktivierung der Transkription findet wéhrend des 2-Zell Stadiums
statt (HAMATANI et al., 2004). AOKI et al. (1997) zeigten in der Maus, dass das paternale
Genom ca. 1 Stunde frither als das maternale Genom transkriptionell aktiv wird und diese
transkriptionelle Aktivitit seitens des paternalen Genoms die erste Phase der Transkription
des Embryos darstellen konnte. Diese anfangliche Transkription ist schwach und resultiert in
der Synthese einer kleinen Menge an Polypeptiden, die im 2-Zell Stadium voriibergehend
ansteigt (LATHAM et al., 1991). Der hauptsédchliche Start der Transkription im Genom der
Zygote hat eine drastische Reprogrammierung des Expressionsmusters zur Folge. Durch die
aktivierte Transkription des Genoms der Zygote wird das genetische Programm, das bisher
durch maternale Transkripte/Proteine dominiert wurde, durch Transkripte/Proteine des
Embryos abgelost (NOTHIAS et al., 1995; THOMPSON et al., 1998; KANKA, 2003;
LATHAM und SCHULTZ, 2001; SCHULTZ, 2002).

Es ist bekannt, dass der Zeitpunkt zwischen der Befruchtung und dem Beginn der Gen
Transkription in der Zygote zwischen den verschiedenen Spezies stark variiert (TELFORD et
al.,, 1990). WELLS et al. (2005) stellten in ihren Untersuchungen an menschlichen
Embryonen fest, dass die Synthese von neuer mRNA im Embryo zum Zeitpunkt oder kurz
nach Erreichen des 4-Zell Stadiums beginnt, wahrend dies in der Maus bereits im 2-Zell
Stadium zu beginnen scheint. Diese Ergebnisse bekriftigen frithere Untersuchungen von
BRAUDE et al. (1988), die das 2-Zell Stadium bei der Maus und das 4-Zell bis 8-Zell
Stadium beim Menschen als den Zeitpunkt definierten, zu dem das Genom der Zygote
erstmals aktiviert wird. Desweiteren regten sie an, dass Studien, die den Zeitpunkt der
Aktivierung des embryonalen Genoms betreffen, an weiteren Spezies wie z.B. Rind
notwendig seien, um eventuell ein Tiermodell ausfindig zu machen die dem Menschen in

dieser Thematik dhnlicher ist als z.B. die Maus.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Humane Hodenbiopsien

Die menschlichen Hodenbiopsien wurden an der Klinik und Poliklinik fiir Urologie,
Kinderurologie und Andrologie der Justus-Liebig-Universitit Giessen zu diagnostisch-
therapeutischen Zwecken (Kinderwunsch bei Azoospermie) entnommen und zur
histologischen Beurteilung an das Institut fiir Veterinir-Anatomie, -Histologie und -Embryo-
logie der Justus-Liebig Universitdt Gieen (Prof. Dr. M. Bergmann) weitergeleitet. Das
Restgewebe wurde mit Zustimmung der Ethikkommission fiir wissenschaftliche
Untersuchungen verwendet.

Die Hodenbioptate fiir diese Arbeit stammten von 19 infertilen Patienten (Alter 22-48 Jahre).
Waren Spermatozoen im Bioptat vorhanden, wurde eine testikuldre Spermienextraktion
(TESE) durchgefiihrt. 13 Patienten zeigten eine qualitativ und quantitativ normale
Spermatogenese mit einem Spermatogenese Score von 10 (BERGMANN und KLIESCH,
1998). Sechs Patienten wiesen eine gestorte Spermatogenese auf mit der histologischen

Diagnose ,,bunte Atrophie,” (Score 2-6) und Hypospermatogenese (Score 4-7).
3.1.2. Humanes Ejakulat

Humanes Ejakulat wurde von nach WHO-Richtlinien (WHO, 1999) als fertil geltenden
Spendern zur Verfiigung gestellt. Alle Spender wiesen ein Ejakulatvolumen von > 2 ml, eine
Spermiendichte von > 20 Millionen/ml, eine Motilitit von mindestens 50 % a + b oder 25 % a
(a: schnelle und lineare progressive Beweglichkeit von > 25 um/s bei 37 °C; b: langsame oder

trige progressive Beweglichkeit), eine Vitalitdt von > 50 % und > 15 % Normalformen auf.
3.1.3. Hoden von Callithrix jacchus

Die Hoden (n=6) wurden von geschlechtsreifen Tieren (21-65 Monate) im Deutschen
Primatenzentrum in Gottingen entnommen. Die Weilbiischelaffen wurden durch eine
Uberdosierung von Narkose euthanasiert (Géttinger Mischung IT: 50 mg Ketamin, 10 mg
Xylazin, 10 mg Atropin/ ml), die Hoden anschlieBend chirurgisch entnommen und sofort fiir

weitere Analysen bearbeitet.
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3.1.4. Ejakulat von Callithrix jachhus und Bos taurus

Ejakulat von WeiBblischelaffen wurde durch penile Vibrostimulation im Deutschen
Primatenzentrum in Goéttingen gewonnen, in einem Kryorshrchen gesammelt und sofort bei
-80 °C tiefgefroren.

Ejakulat von Bullen wurde im Institut fiir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der

Ludwig-Maximilian Universitdt in Miinchen gewonnen und in ,,straws* gefroren.

3.1.5. Eizellen, Zygoten, 2-Zell und 4-Zell Embryonen von Callithrix jacchus und Bos

taurus

Eizellen und Embryonen der beiden Spezies wurden uns ebenfalls aus Gottingen und
Miinchen zur Verfiigung gestellt, wo das Material gewonnen und auf Trockeneis an unser

Institut versandt wurde.
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3.2. Methoden

3.2.1. Extraktion von Histonen aus Ejakulat von Mensch und Callithrix jacchus

Fiir die Extraktion der Histone wurde ein Lysis Puffer, mit Schwefliger Sdure (H,SO3)

verwendet. Die sdurehaltige Extraktion entfernt Histone von der DNA und trennt aulerdem

die Core-Histone innerhalb des Nukleosoms voneinander.

Lysis Puffer:

0,605 g Tris-HCl
2,600 g NaHSO;
5,000 g Triton-X-100
1,020 g MgCl,

43,00 g Saccharose

Mit Aqua bidest. auf 500 ml auffiillen; pH 6,5 einstellen

Tris-EDTA Puffer:

0,242 g Tris
0,967 g EDTA

Mit Aqua bidest. auf 70 ml auffiillen; pH 7.4 einstellen

1. Tag

Vor Gebrauch 10 ml Tris-EDTA Puffer mit einer 1 Protease Inhibitor Cocktail
Tablette (ROCHE, Grenzach-Wyhlen, Germany) ansetzen.

800-1000 pl Ejakulat (Mensch) bzw. 300 pl Ejakulat (Callithrix jacchus) mit 1 ml
Lysis-Puffer (eiskalt) versetzen

In 2 ml Eppendorf-Tube tiberfithren

Probe mit Ultra-Turrax-Gerit T8 (IKA Labortechnik, Staufen, Germany) auf hochster
Geschwindigkeit homogenisieren

10 Minuten bei 4 °C mit 18 000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

1 ml Lysis-Puffer auf das Pellet pipettieren

10 Minuten bei 4 °C mit 18 000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

1 ml Lysis-Puffer auf das Pellet pipettieren

10 Minuten bei 4 °C mit 18 000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Pellet (Zellkerne) in 100 pl Tris-EDTA Puffer resuspendieren

1,1ul konz. H,SO4 zugeben, vortexen
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2.Tag
[ )
L]

3. Tag

Inkubation bei 4 °C, mindestens 48 h

10 Minuten bei Raumtemperatur mit 18 000 rpm zentrifugieren
Uberstand abnehmen und 1 ml Aceton dazu geben

Inkubation bei Raumtemperatur mindestens 48 h

10 Minuten bei Raumtemperatur mit 18 000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen
1000 pl Aceton dazu geben

10 Minuten bei Raumtemperatur mit 18 000 rpm zentrifugieren

Uberstand abnehmen und Pellet bei 37 °C im Trockenschrank trocknen lassen. Weifles
Pulver enthélt alle Histone u.a. H4.

30-50 pl 1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) in Aqua bidest. dazu geben

60 Minuten bei 70 °C inkubieren (alle 10 Minuten vortexen)

Uberstand mit den darin enthaltenen Histonen abnehmen. Pellet kann bei -20 °C

eingefroren werden.

3.2.2. Western Blot Analyse

Beim Protein-Blotting werden Proteine auf eine Membran iiberfiihrt und dort einer

Nachweisreaktion unterzogen, die fiir ein Protein spezifisch ist. Die denaturierten Proteine

werden dazu gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschliefend aus dem Gel auf die

Membran (typischerweise Nitrozellulose) transferiert (Gel-Blot). Je nach Aufbau des

Experimentes erhdlt man dabei entweder Informationen iiber die tatsdchliche Spezifitit der

Nachweisreaktion oder iiber Eigenschaften und Menge des Proteins. In dieser Arbeit wurde

der Western Blot genutzt, um die Spezifitit der fiir diese Arbeit eingesetzten Antikorper

gegeniiber einem Antigen zu tiberpriifen. AuBlerdem wurde diese Methode fiir den Nachweis

von an Lysin 5, 8, 12 und 16 acetyliertem Histon H4 in ejakulierten Spermatozoen von

Mensch und Callithrix jacchus verwendet.
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1. Tag
3.2.2.1. Vorbereitung der Proben

Bei der sogenannten diskontinuierlichen bzw. eindimensionalen SDS-Gelelektrophorese unter
denaturierenden Bedingungen werden die Proteine in Gegenwart von 0,1% SDS aufgrund
ihres Molekulargewichtes in Richtung Anode getrennt. Die Polypeptide werden bei der
Probenvorbereitung in SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer) hitzedenaturiert. Das Kochen
fithrt zu einer Denaturierung der Proteine, die sich infolge dessen entfalten. Durch den Zusatz
des anionischen Detergenz Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), wird die Eigenladung der Proteine
effektiv tiberdeckt. Das SDS umgibt die Proteine mit einer negativen Ladung. Es entstehen
anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit. 3-Mercaptoethanol (8-
ME) oder Dithiothreitol (DTT) im Probenpuffer bewirken eine Reduzierung der
Disulfidbriicken in den Polypeptidketten.

Vorbereitung

1 x SDS Running Buffer:
e 50 ml 20 x NuPAGE MES SDS Running Buffer (Invitrogen)

e 950 ml Aqua bidest.

1 x SDS Running Buffer mit Antioxidant:
e 200 ml von 1 x SDS Running Buffer abnehmen

e 500 pl NuPAGE Antioxidant

Probengemisch (Einfacher Ansatz 15 pl):
e 10,1 pl Probe
e 3,5 ul NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen)
e 1,4 ul NuPAGE Sample Reducing Agent (Invitrogen)

3.2.2.2. Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden die Proteine im Proteingemisch aufgrund ihres
Molekulargewichtes getrennt. Diverse Hersteller (u.a. Invitrogen Life Technologies) bieten
bereits fertige Minigele unterschiedlicher Formulaturen zur Vertikal-Gelelektrophorese an.
Polyacrylamid Trenngele werden am hiufigsten eingesetzt. Je nach Molekulargewicht des

Proteins stehen unterschiedliche Puffer zur Verfiigung. Da die Proben nur eindimensional in
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Richtung Anode laufen, werden die Proben nebeneinander in die Geltaschen aufgetragen.

Proteine werden nach Molekulargewicht aufgetrennt und bilden mehrere ,,Banden” in einer

Spur (Lane) unter jeder Geltasche. Als Kontrolle bzw. Molekulargewichtsvergleich wird pro

Gel mindestens in einer Spur eine Standardproteinmischung (Invitrogen Life Technologies)

aufgetragen. Farbstoffmarkierte Proteinmischungen erlauben zum einen eine Laufkontrolle

wihrend der Elektrophorese, zum anderen eine einfache Identifizierung der Standardproteine

nach erfolgter Gelelektrophorese.

Protokoll

NuPAGE Gele aus der Verpackung entfernen

Gelkassetten (12 % Bis-Tris Gel) mit Aqua bidest. abspiilen. Weilles Klebeband von
der Unterseite der Kassette entfernen

Kamme vorsichtig aus Gelkassette(n) entfernen, Geltaschen mit 1 x NuPAGE SDS
Running Puffer ausspiilen und in Elektrophoreseapparatur (X Cell II"™ Blot Module,
Invitrogen, Karlsruhe, Germany) einbauen

Innere Kammer mit ca. 200 ml 1 x SDS Running Buffer mit 500 ul NuPAGE
Antioxidant befiillen

Pufter-Spiegel soll die Geltaschen um ca. 0,5 cm iiberragen

Dichtigkeit priifen

AuBere Kammer mit 1 x SDS Running Buffer (ohne Antioxidant) befiillen

Die Geltaschen mit 15 l der vorbereiteten Proben bzw. 10 ul Marker (SeeBlue™Plus2
Pre-Stained Standard, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) mit einer Hamilton Pipette
befiillen

Elektroden der Gelkammer mit Stromgeber verbinden

45 Minuten bei konstanter Spannung von 200 V, 250 mA und 25 W laufen lassen.
Nach Ablauf der Gelelektrophorese, Gerit aus schalten, Elektroden entfernen und
Gele aus X Cell Sure Lock Kammer entfernen

Mit einem Messer/Spatel die vier Seiten der Gelkassette vorsichtig aufthebeln. Die
Seite mit den Geltaschen sollte nach oben zeigen.

Obere Seite der Kassette abheben, entsorgen und Gel auf der unteren Seite der

Kassette liegen lassen
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3.2.2.3. Elektroblotting

Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgt der Transfer der getrennten
Proteine auf eine sehr diinne proteinbindende Membran, um die Proteine fiir Antikérper
zugénglich zu machen. Die Proteine werden durch Anlegen einer Spannung aus dem Gel auf
eine Membran tiberfithrt. Membranmaterialien, die zur Bindung von Proteinen befihigt sind,
sind z.B. Nitrozellulose (Zellulosenitrat, TOWBIN et al. 1979) und Polyvinylidendifluorid
(PVDF). Die geladenen Proteine wandern aus dem Gel auf die proteinbindende Membran.
Dieser Transfer muss senkrecht zur Trennrichtung erfolgen, damit das Muster der getrennten
Proteine auf der Membran exakt dem Trennmuster des Gels entspricht. Das im Transferpuffer
enthaltene Methanol erleichtert das Benetzen der Membranen und lockert die Bindung
zwischen den Proteinen und SDS, was wiederum ihre Bindung an PVDF- oder
Nitrozellulosemembranen verbessert. Dies fithrt zu héheren Transferraten. Der Blot-Vorgang

wurde nach Protokoll des Kit-Herstellers Invitrogen ausgefiihrt.
Vorbereitung

1 x NuPAGE Transfer Buffer mit 10 % Methanol
e 50 ml NuPAGE Transfer buffer (20x)

¢ 1 ml NuPAGE Antioxidant
e 200 ml Methanol
e 749 ml Aqua bidest.

Protokoll

o Blotting Pads, Membran und Filterpapier in 700 ml des vorbereiteten Transfer Puffers
einweichen.

e Blotting Pads mehrmals ausdriicken, um Luftblasen zu vermeiden. Luftblasen konnen
die Ubertragung von Biomolekiilen auf die Membran blockieren.

e Das Gel auf Filterpapiergrofle zuschneiden (Geltaschen konnen abgeschnitten werden)

e Ein eingeweichtes Filterpapier auf das Gel legen, Luftblasen durch vorsichtiges
ausrollen“ mit einer Glaspipette entfernen.

e Gelkassette umdrehen, so dass das Filterpapier und das Gel jetzt auf einer glatten,

sauberen mit Puffer befeuchteten Oberflache liegen
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e Gel noch einmal mit Puffer befeuchten und eingeweichte Transfer-Membran
(Nitrozellulose) darauf legen. Luftblasen entfernen und Membran jetzt nicht mehr
verrutschen

¢ Ein weiteres Filterpapier auf die Membran legen. Luftblasen ausrollen

e In den unteren, tieferen Kathodenteil (-) des Blot-Modules 2 getrinkte Blotting-Pads
schichten

e Gel mit Filterpapier und Membran auf die Blotting Pads legen, so dass das Gel mit
Transfer Membran in Richtung der Kathode zeigt.

o Weitere eingeweichte Blotting Pads auf das Sandwich legen, so dass das gesamte
Sandwich 0,5 cm iiber den Rand des Kathodenteils des Blot Modules ragt.

e Anoden Teil (+) des Blot Modules auf das Sandwich legen

e Das Sandwich sollte fest zwischen den beiden Hilften des Blot Modules gedriickt
gehalten, aufgehoben und in das Sure-Lock Mini Cell eingebracht werden

e Mit weiflen Klammer fixieren

e Blot Module mit 1 x NuPAGE Transfer-Puffer fiillen, bis Sandwich bedeckt ist.
Kammer nicht vollstédndig befiillen, da sonst zusitzliche Hitze und Leitfahigkeit
entstehen kann.

e AuBere Kammer mit ca. 650 ml Aqua bidest. auffiillen

e Deckel schlieBen, Elektrokabel an den Power Supply anschlieen

e 60 Minuten bei 30 V und 250 mA blotten

3.2.2.4. Coomassie Staining

Coomassie, auch unter dem Namen Brilliant Blue, Brilliant Blue G, Acid Blue 90, C.I. 42655
oder Brilliant Blue G 250 bekannt, ist ein blauer Farbstoff, der oft in Verbindung mit Sodium
Dodecyl Sulfate—Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) benutzt wird. Das Gel wird
nach dem Blotten in dem Farbstoff inkubiert und darauffolgend fiir mindestens 30 Minuten in
einer Entfirbelosung gewaschen. Diese Behandlung sorgt dafiir, dass Banden auf dem Gel
sichtbar gemacht werden konnen. Anhand eines mitgelaufenen Markers, der Banden
definierter Molekulargewichte anzeigt, kann dann das Molekulargewicht/Grofle der

verschiedenen Banden der Probe genau definiert werden.
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Farbelosung:
e 2,5 g Coomassie Brilliant Blue
e 455 ml Methanol
e 455 ml Aqua bidest.
e 90 ml Eisessig

Entfirbelosung

e 455 ml Methanol

e 455 ml Aqua bidest.

e 90 ml Eisessig

e Nach dem Blotten wird das Gel tiber Nacht bei Raumtemperatur in der Coomassie-
Férbelosung auf einem Riittler inkubiert.

e Férbelosung abschiitten

o Entfirbelosung dazugeben, so dass das Gel bedeckt ist und iiber Nacht bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubieren

e Gel sollte wieder klar sein

3.2.2.5. Blocken

Vor Beginn der Nachweisreaktion miissen Protein-Blots abgesittigt werden. Dieses
,.Blocken® dient dazu, tiberschiissige Proteinbindungsstellen der Membran zu saturieren, um
unspezifische Bindungen der Nachweisreagenzien zu verhindern. Als Reagenzien zum
Absittigen der Membran sind amphipatische Substanzen geeignet, die nicht mit der
Nachweisreaktion interferieren. In der Praxis haben sich verdinnte Lgsungen von
nichtionischen Detergenzien (z.B. Tween 20), von nicht relevanten Proteinen (z.B.
Rinderserumalbumin), von Proteinmischungen (z.B. entfettete Trockenmilch), sowie
Kombinationen von Detergenz und Protein zum Blocken von Western-Blots durchgesetzt.
Eine sehr gute Blocklosung, die praktisch keinen unspezifischen Hintergrund erlaubt, ist das

ECL™ Western — Blotting Analysis System (GE Healthcare Amersham, UK).

Blocking Agent:
e 1,5 g Blocking Agent (GE Healthcare Amersham ECL™)
e 25 ml PBS ohne Tween
Membran tiber Nacht in Blocking Agent inkubieren
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2. Tag

3.2.2.6. Nachweisreaktion: Bindung der Primir-, Sekundir- und Tertidrantikorpers und

APAAP-Antikorperkomplex

Ist die Membran abgesittigt, folgt die eigentliche Nachweisreaktion, die Bindung des
Primérantikrpers an eines der transferierten Proteine. Der entstandene Immunkomplex ist fiir
den Experimentator nicht sichtbar und die Visualisierung des Signals erfordert die Bindung
eines Zweitantikorpers an den Primérantikorper. Der Sekundérantikdrper stammt aus einer
anderen Spezies als der Primédrantikorper. Er ist gegen konstante Bereiche des
Primérantikorpers gerichtet und ist an Enzyme, Radionuklide, Fluoreszenzfarbstoffe o.4.
konjugiert iiber welche die Bindung dann sichtbar gemacht werden kann. Desweiteren
verstirkt die Bindung des Sekundirantikérpers das Signal, da mehr als ein
Sekundirantikorpermolekiil an ein Primérantikérpermolekiil binden kann. Es kann noch mit
einem Tertidrantikorper gearbeitet werden, so dass sich der Verstarkungsfaktor potenziert.
Um die an das geblottete Protein gebundenen Reagenzien sichtbar zu machen, tragt das
zuletzt aufgebrachte Nachweisreagenz (Dritt-Antikorper) entweder eine Radionuclid- oder
Fluorophor-Markierung zur direkten Visualisierung oder eine Enzym-Markierung zur
indirekten Visualisierung. Als Enzym-Markierung haben sich hier die Markierung mit
Meerrettichperoxidase (HRP) oder mit alkalischer Phosphatase (AP) durchgesetzt. Bei
Zugabe eines entsprechenden Substrates liefert das Enzym dann entweder ein gefirbtes
(Farbreaktion) oder in Licht emittierendes Produkt (Chemilumineszenz), welches am Ort
seiner Entstehung ausfillt bzw. Licht ausstrahlt und so die Position der Nachweisreagenzien
sichtbar macht. Visualisierungssysteme bei HRP-Konjugaten sind z.B. das Farbreagenz 3,3¢-
Diaminobenzidin/Ni** (DAB/Metall) und bei AP-Konjugaten das Farbreagenz 5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat/Nitro-Blue-Tetrazolim (BCIP/NBT).

PBS-Waschpuffer ohne Tween:
e 200 ml Aqua bidest.
e | Tablette PBS
e 2gBSA
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PBS-Waschpuffer mit Tween:

e 200 ml Aqua bidest.
e | Tablette PBS

e 2gBSA

e 200 pl Tween 20

Tris-Stammlésung (1M):
e 60,57 g Trizma
e 500 ml Aqua bidest.

Tris-Waschpuffer:
e 50 ml Tris-Stammldsung
e 425 gNaCl
e 0,5 ml Triton X-100
e 500 ml Aqua bidest.

5 x NTB Puffer:
e 30,2 g Trizma
e 14,6 gNaCl
e 500 ml Aqua bidest.

1 x NTB Puffer:
e 40 ml 5 x NTB-Puffer

e 160 ml Aqua bidest.

Protokoll:

e Nach dem Blocken, 1 x kurz und 3 x 5 Minuten in PBS-Waschpuffer ohne Tween

waschen

e Primédrantikorperlosung herstellen:

- Antikorper: Rabbit monoklonal to Histone H4 (acetyl K5), Verdiinnung 1:20000 mit

PBS-Waschpuffer mit Tween; (abcam, Cambridge, UK)

- Antikorper: Rabbit polyklonal to Histone H4 (acetyl K8), Verdiinnung 1:500 mit

PBS-Waschpuffer mit Tween; (abcam, Cambridge, UK)
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3.

- Antikorper: Rabbit polyklonal to Histone H4 (acetyl K12), Verdiinnung 1:200 mit
PBS-Waschpuffer mit Tween; (abcam, Cambridge, UK)

- Antikorper: Rabbit polyklonal to Histone H4 (acetyl K16), Verdiinnung 1:500 mit
PBS-Waschpuffer mit Tween; (abcam, Cambridge, UK)

- IgG-Antikérper: Verdiinnung 1:8000 mit PBS-Waschpuffer mit Tween; (abcam,
Cambridge, UK)

Membranen in getrennten Gefdfen in der verdiinnten Primérantikorperlosung tiber

Nacht bei Raumtemperatur inkubieren (Schiittler); Gefile mit Parafilm verschlieBen.

Tag

Protokoll:

Primérantikorperlosung vorsichtig abkippen

Membranen 1 x kurz und 3 x 5 Minuten bei Raumtemperatur mit PBS-Waschpuffer
mit Tween waschen (Schiittler)

Membranen in der verdiinnten Sekundirantikérperlosung (,,Briicken-Antikorper;*
(Mouse-anti-rabbit; Verdinnung 1:1000; Dako, Hamburg, Germany) bei
Raumtemperatur fiir 45 Minuten auf Schiittler inkubieren

Membranen 1 x kurz und 3 x 5 Minuten bei Raumtemperatur mit PBS-Waschpuffer
mit Tween waschen (Schiittler)

Membranen in der verdiinnten Dritt-Antikorperlgsung — (Rabbit-anti-mouse;
Verdiinnung 1:250; Dako, Hamburg, Germany) bei Raumtemperatur fiir 45 Minuten
auf Schiittler inkubieren

Membranen 1 x kurz und 2 x 5 Minuten bei Raumtemperatur mit Tris-Waschpuffer
mit Tween waschen (Schiittler)

Inkubation mit APAAP-Antikorperkomplex in Tris-Waschpuffer (Verdiinnung 1:500;
Dako, Hamburg, Germany) bei Raumtemperatur fiir 45 Minuten

Membranen 1 x kurz und 3 x 5 Minuten in 1 x NTB Waschpuffer waschen (Schiittler)
Nitril-Handschuhe benutzen und Membranen in NBT/BCIP unter Lichtausschluss
entwickeln

Membranen 2 x 5 Minuten in Aqua bidest waschen

Membranen im Trockenschrank bei 37 °C trocknen

Die Dokumentation der Signale der Farbreaktion erfolgt mit Hilfe eines Scanners.
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3.2.3. Paraffinmaterial
Fixierung der Proben

Nach Entnahme der humanen Hodenbioptate und der Hoden von Callithrix jacchus wurden
diese in Bouin’scher Losung fixiert. Diese Losung setzt sich zusammen aus gesittigter,

wissriger Pikrinsdure, 35 %igem Formalin und Eisessig.

Ansatz der Bouin’schen Losung:

e 15 ml Pikrinsdurelosung
e 5 ml Formalin

e 1 ml Eisessig (kurz vor Gebrauch zusetzen)

Die Proben wurden 24 h in dieser Losung fixiert. Das Gewebe wurde anschlieend 7 Tage in
Folge mit frischem 70 %igem Ethanol gespiilt, bis zur vollstindigen Entfernung der gelben
Farbe. Danach wurden die Proben in Plastik-Biopsiekérbchen verbracht und mit dem

Entwisserungsgerit (Leica TP 1050 Tissue Processor, GMI Inc, Minnesota, USA) entwéssert.
Entwisserung der Proben

Nach Fixierung in Bouin’scher Losung wurden die Proben 24 h lang iiber eine Alkoholreihe
von aufsteigender Konzentration entwissert, mit Xylol fixiert und anschlieBend mit Paraffin

durchtriankt. Die Proben durchliefen das Programm mit folgenden Stationen:

e 80 %iger Ethanol fiir 2h

e 96 %iger Ethanol fiir 2h

e Abs. (absolutes) Ethanol fiir 3h
e Abs. Ethanol fiir 3h

e Abs. Ethanol fiir 3h

e Xylol fiir 1h

e Xylol fiir 45 Minuten

e Xylol fiir 45 Minuten

e Paraffin 59 °C fiir 40 Minuten
e Paraffin 59 °C fur 40 Minuten
e Paraffin 59 °C fiir 40 Minuten
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Einbettung der Proben

Das Einbetten der Proben erfolgte in einem Einbettgerdt (Leica EG 1160, Leica, Wetzlar,
Germany), in welchem die Proben in 3 cm x 2 cm x 2 cm groe Stahlférmchen verbracht und
mit 60 °C heiflen Paraffin iibergossen wurden. Danach wurden sie zur Hirtung auf die

Kiihlplatte des Gerits gelegt.
Beschichtung der Objekttriger (OT)

Fiir die Herstellung von Paraffinschnitten wurden zum vorwiegenden Teil SuperFrost® Plus
Objekttriager (R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland) verwendet. Standen diese bereits
fertig beschichteten Objekttriger nicht zur Verfiigung, wurden die Glas-OT zum Erreichen
einer besseren Haftung der Schnitte mit APTEX nach folgendem Protokoll beschichtet:

e OT in Kiivettenhalter einsortieren

e Ixin Aqua Bidest. spiilen, trocken lassen

e 1x in Aceton spiilen, abdampfen lassen

e OT fiir 5 Minuten in 2 %iges 3-Aminopropyl-Triethoxysilane (APTEX, Sigma) stellen
(4 ml APTEX auf 196 ml Aceton)

e OT fiir 2 Minuten in frisches Leitungswasser stellen

e OT fiir 2 Minuten unter flieBendem Leitungswasser spiilen

e OT fiir 2 Minuten in Aqua bidest. stellen

e OT iiber Nacht bei 37 °C in Trockenschrank stellen

Mikrotomie

Von den in Paraffin eingebetteten Proben wurden mit dem Schlittenmikrotom (Leica SM
2000 R, Leica, Wetzlar, Germany) 5 pm dicke Schnitte angefertigt und in einem 37 °C
warmen, mit Aqua bidest. gefiilltem Wasserbad gestreckt. AnschlieSend wurden jeweils zwei

Schnitte auf einen OT gezogen und iiber Nacht in einen Trockenschrank bei 37 °C gestellt.
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Himatoxilin-Eosin (HE) Fiarbung

Zur Beurteilung der Gewebeproben wurden HE-Préparate angefertigt. Die Zellkerne wurden

von basischem Hdmalaun blau angefirbt, alle anderen Strukturen erschienen in verschiedenen

Farbabstufungen durch Eosin rot.

OT in Kiivettenhalter einsortieren und nach folgendem Protokoll bearbeiten:

3 x 10 Minuten Xylol

2 x 5 Minuten Abs. Ethanol

1 x 5 Minuten 96 %iges Ethanol

1 x 5 Minuten 80 %iges Ethanol

1 x 5 Minuten 70 %iges Ethanol

1 x 5 Minuten 50 %iges Ethanol

1 x 5 Minuten Aqua Bidest.

7 Minuten Hamatoxylin nach Mayer
15 Minuten in flieBendem Leitungswasser blauen
7 Minuten in 1 %iges Eosin

1 x kurz in Leitungswasser spiilen
kurz in 70 %iges Ethanol

kurz in 80 %iges Ethanol

1 x 2 Minuten 80 %iges Ethanol

1 x 2 Minuten 96 %iges Ethanol

3 x 2 Minuten Abs. Ethanol

3 x 10 Minuten Xylol

Eindecken der Schnitte mit Glycerin-Gelatine

3.2.4. Ejakulatausstriche

Humanes Ejakulat und Ejakulat vom Callithrix jacchus, das fiir eine Immunhistochemie auf
Objekttriger aufgebracht werden soll, muss zuvor mit Ultraschall behandelt und einer

Akrosomen-Reaktion unterzogen werden, um die sehr robuste duflere Spermienmembran fiir

die Antikorper permeabel zu machen.
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AKkrosomreaktion:

Sperm-Prep Medium
e 9 ml F-10 HAM (Sigma, Deisenhofen, Germany) + 1 ml Humanes Serum Albumin
20% (HSA, Behring, Marburg, Germany)

e 500 pl humanes Ejakulat (30 pl von Callithrix jacchus) mit 3 ml der hergestellten
Losung aus Humanem Serum Albumin (HSA) und Nutrient Mixture F-10 HAM
(Sigma, Deisenhofen, Germany) versetzen.

e 10 min bei 15 000 rpm zentrifugieren

e In 500 pl der Losung resuspendieren

e Bei 4 °C tber Nacht inkubieren

e Proben zum Kapazitieren fiir 3 h bei 37 °C inkubieren

e 1 min bei 18 000 rpm zentrifugieren

e Pellet in 500 pl Losung (100 pl bei Ejakulat von Callithrix jacchus) resuspendieren

Ultraschall:
e Ejakulat in PBS fiir 8 min, 50 kHz und 144 W behandeln (Sonorex TK30, Bandelin

electronic, Berlin, Germany)

Nach der Ultraschall-Behandlung kénnen je 10 pl Ejakulat in PBS-Puffer auf einen
beschichteten oder SuperFrost® Plus Objekttrager (R. Langenbrinck, Teningen, Germany)

ausgestrichen werden. Ausstriche bei Raumtemperatur iiber Nacht trocknen lassen.

3.2.5. Immunhistochemie von Hodengewebe

Fir den immunhistochemischen Nachweis von spezifisch an Lysin 5, 8, 12 und 16
acetyliertem Histon H4 (H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac und K4K16ac) wurde die ABC (Avidin-
Biotin-Komplex)-Methode angewandt. Diese Farbemethode basiert auf der hohen Affinitét
von Avidin fiir Biotin. Bei der ABC-Methode reagiert der Avidin-Biotin-Enzymkomplex mit

dem biotinylierten Sekundérantikorper.
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Lésungen ansetzen:

Waschpuffer: 10 x Tris-HCI-Puffer-Stamml6sung
e 121,1 g Tris-HCI
e 58,4 gNaCl
e in 800 ml Aqua bidest. 16sen
e mit konz. HCI auf pH 7,6 einstellen

e mit Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen

1 x Tris-HCI-Puffer
e 100 ml 10 x Tris-HCI-Puffer (pH 7,6)
e 1 ml Tween 20 mischen

e mit Aqua bidest auf 1 | auftiillen und 16sen

BSA-Blockpuftfer:
o 5%iges BSA (5g BSA in 100 ml 1 x Tris-HCI-Puffer 16sen) + 3%iges Ziegenserum

Citratpuffer:
Stammlésung A: 21,01 g C¢HgO7 x H,0, Merck, in 1 Liter Aqua bidest.

Stammlésung B: 29,41 g CsHs0O7Naj3 x H,O, Merck, in 1 Liter Aqua bidest.
Citratpuffer: 18 ml Stammlosung A + 82 ml Stammldsung B, auf 1 1 Aqua bidest. auffiillen;
pH 6,0 einstellen

Vorbereitung am Vortag:

Paraffinschnitte in Kiivettenhalter einsortieren und in Trockenschrank (60 °C) stellen

Xylol in Trockenschrank (60 °C) stellen
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Tag 1:
Gewebevorbehandlung - Entparaffinieren und Rehydrieren in Alkoholreihe

e 1 x 5 Minuten Xylol (60 °C)

e 2 x5 Minuten Xylol (RT)

e 2 x5 Minuten 96 %iges Ethanol

e 1 x5 Minuten 80 %iges Ethanol

e 1 x5 Minuten 70 %iges Ethanol

e 1 x5 Minuten Aqua bidest.

e OT in Standkiivette iibertragen

e 1 x 5 Minuten in Waschpuffer (Schiittler; IKA Werke GmbH Co KG, Staufen,

Germany) waschen
Demaskierung der Antikorper-Bindungsstellen durch Kochen in Citratpuffer

e Schnitte in Objekttrager-Schlitten einsortieren

e Becherglas mit Citratpuffer bei 98 °C vorkochen

e Wenn Temperatur erreicht, Objekttrager-Schlitten in Citratpuffer hineinstellen

e 20 Minuten bei 98 °C kochen

e Danach in Eiswasser kurz abkiihlen

e Objekttriger in Kiivette mit kaltem 1 x Tris-HCI-Puffer iiberfithren und die Reaktion
abstoppen

e 2 x 5 Minuten in Waschpuffer (Schiittler) waschen

Blockierung endogener Peroxidase

Puffer Methanol/ H,0, frisch ansetzen: 45 ml Methanol + 5 ml 30 %iges H,0,

e 30 Minuten in Methanol/H,O, Puffer bei Raumtemperatur (RT) (Schiittler) inkubieren

e 3 x 5 Minuten in Waschpuffer (Schiittler) waschen
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

e Uber Nacht mit BSA-Blockpuffer in feuchter Kammer bei RT inkubieren
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Tag 2
Inkubation mit primdrem Antikorper
Fir alle Antikorper wurden immunchemische Férbungen getrennt durchgefiihrt

(Einzelfdrbung).

Primérantikorperlosung herstellen:

- Antikorper: Rabbit monoclonal to Histone H4 (acetyl K5), Verdinnung 1:1000 mit
Blockpuffer
- Antikorper: Rabbit polyclonal to Histone H4 (acetyl K8), Verdinnung 1:500 mit
Blockpuffer
- Antikorper: Rabbit polyclonal to Histone H4 (acetyl K12), Verdinnung 1:1000 mit
Blockpuffer
- Antikorper: Rabbit polyklonal to Histone H4 (acetyl K16), Verdinnung 1:200 mit
Blockpuffer
e iiber Nacht bei 4 °C in feuchter Kammer inkubieren

Auf den jeweils mitgefiihrten Kontrollschnitten wurde der Primérantikdrper durch

Blockpuffer ersetzt.

Tag 3:

Inkubation mit sekundirem Antikorper

Sekundérantikorperlésung herstellen: biotinyliert Ziege-anti-Kaninchen Immunoglobuline
Verdiinnung 1:1000 mit Waschpuffer
e 3 x 5 Minuten in Waschpuffer (Schiittler) waschen

e 45 Minuten in feuchter Kammer bei RT inkubieren
Inkubation mit Vector Vectastain ABC-Elite Kit Standard (ABC-Kit)

ABC-Losung ansetzen:

e Lt Hersteller Angaben (Vector Laboratories LTD, UK)

e (30 Minuten vor Gebrauch) 1 Tropfen Losung A + 1 Tropfen Losung B in 2.5 ml
Waschpuffer 16sen

e 3 x 5 Minuten in Waschpuffer (Schiittler) waschen

e 30 Minuten mit ABC-Losung in feuchter Kammer bei RT inkubieren
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Farbreaktion

e 3 x 5 Minuten in Waschpuffer (Schiittler) waschen

e 3 Minuten mit Stable-DAB (1 Tropfen auf 2 ml) in feuchter Kammer bei RT
entwickeln

e mit kaltem Waschpuffer die Reaktion abstoppen

Eindecken

e die Schnitte mit Glycerin-Gelatine eindecken

3.2.6. Immunhistochemie von Ejakulat

Die angefertigten Ejakulat-Ausstriche (s.0. 3.2.4) miissen zusitzlich in einem Decondensing-
Mix (van der HEIJDEN et al., 2006) inkubiert werden. Eine Behandlung mit Paraformaldehyd
anstelle des Kochens in Citratpuffer ist ebenfalls sinnvoll. Diese zusitzliche Behandlung mit
Decondensing Mix ist notwendig, um die sehr dicht gepackte DNA im Spermienkopf

aufzulockern, so dass diese fiir die Antikorper zugénglich sind.

Losungen ansetzen:

Decondensing-Mix:
e 25mM DTT

e 0,2 % Triton X-100
e 200 IU Heparin/ml
e 100 ml PBS

Paraformaldehyd:
e 4 g Paraformaldehyd

e 96 ml PBS; pH 7

6mM EDTA- Losung:
e 2232mgEDTA
e 100ml Aqua bidest.
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5% SDS-EDTA-L3sung:
e 0,5gSDS
e 10 ml 6 mM EDTA-Losung

Probenvorbehandlung

e Objekttrager mit Ejakulat-Ausstrichen in eine Standkiivette einsortieren

e Objekttriger fiir 20 min in dem frisch hergestellten Decondensing-Mix inkubieren

e 15 min in 4 % Paraformaldehyd inkubieren

e Objekttriger 2 x 5 min in Waschpuffer (Schiittler)

e Bereiche des Objekttragers mit ausreichender Spermatozoen-Dichte mit PAP-Pen
umkreisen

e 10 min mit 5 % SDS-EDTA inkubieren

e 3 x 5 min in Waschpuffer (Schiittler) waschen

e 30 Minuten in Methanol/H,O, Puffer inkubieren

Weiteres Vorgehen der Immunhistochemie wie oben beschrieben fiir Hodengewebe.

3.2.7. Quantitative Auswertung und Statisische Analyse

Fur die quantitative Analyse der immunhistochemisch positiven A-Spermatogonien wurden
fir jeden Antikérper die A-Spermatogonien in jeweils zehn Tubuli bei Mensch und
Weillbiischelaffe gezdhlt, um den prozentuellen Anteil der positiven A-Spermatogonien
ermitteln zu kénnen.

Ejakulat-Ausstriche fiir jeden der vier Antikérper wurden von Mensch und WeiBbiischelaffe
ausgezdhlt. Beim Mensch wurden auf jedem Objekttriger fiinf Bereiche mit 200
Spermatozoen, beim Weilbiischelaffen drei Bereiche mit 100 Spermatozoen ausgezahlt, um
den Anteil an Spermatozoen mit positiven Signalen zu ermitteln.

Die Daten wurden mittels arithmetischem Mittelwert (X) und Standardfehler (standard error of

the mean, SEM) dargestellt.

3.2.8. In situ Hybridisierung

Diese Methode verwendet Digoxigenin-markierte cRNA-Sonden, die an die komplementire
mRNA in der Zelle bindet. Der entstandene Komplex wird mit einem Anti-Digoxigenin-

Antikorper detektiert und mit Hilfe einer Farbreaktion visualisiert. Durch dieses Verfahren
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konnen spezifische mRNA einer Spezies in situ nachgewiesen werden. In dieser Arbeit
wurden die zu Callithrix jacchus —PRM I und —PRM 2 mRNA komplementéren ,,antisense*-
Sonden hergestellt, die PRM I und PRM 2 mRNA in der Zelle detektieren. Die ,,sense®-
Sonden haben eine zu Callithrix jachhus —PRM 1 und —PRM 2 mRNA identische Sequenz
und dienen als Negativkontrolle.

Fiir die Sondenherstellung wurde mRNA verwendet, die aus Hodengewebe von Callithrix
Jjacchus mit normaler Spermatogenese gewonnen wurde. Die mRNA wurde mit TRIzol®
Reagent extrahiert und mit DNase behandelt. Ein 156 bp-langes PRM I und 293 bp-langes
PRM 2 mRNA-Fragment wurde mittels RT-PCR amplifiziert. Fiir diese Verfahren wurden

folgende Primer verwendet:

Homoa sapiens Protamin-1 (Abb. 11): UCSC Human Gene Sorter (uc002dar.1)
forward primer: 5’-GCACCATGGCCAGGTACAGATGC-3’, (Exon 1)
reverse primer: 5’-GCATTGTTCCTTAGCAGGCTCCTG-3" (Exon 2)

GACTCACZ—\GCCCZ—\CAGAGTTCCZ—\CCTGCTCACAGGTTGGCTGGCTCAGCCl
AAGGTGGTGCCCTGCTCTGAGCATTCAGGCCAAGCCCATCCTGCACCATG

GCCAGGTACAGATGCTGTCGCAGCCAGZ—\GCCGGAGCAGATZ—\TTACCGCCAJ Exon 1
GAGACAAAGAAGTCGCAGACGAAGGAGGCGGAGCTGCCAGACACGGAGGA.

GAGCCATGAgtaagtgggcccagctgagggtgggctggggctgaggetgg
gagctctcagggcccagecttcectctcaccacttttecttggtetcaccaa.
GGTGCTGCCGCCCCAGGTACAGACCGCGATGTAGAAGACACTAATTGCAC
AAAATAGCACATCCACCAAACTCCTGCCTGAGAATGTTACCAGACTTCAA
GATCCTCTTGCCACATCTTGAAAATGCCACCATCCAATAAAAATCAGGAG Exon 2
CCTGCTAAGGAACAATGCCGCCTGTCAATAAATGTTGAAAAGTCATCCCA

Intron

Abb. 11: Genomische DNA Sequenz von PRM 1 des Menschen (UCSC
Human Gene Sorter; uc002dar.1). Basierend auf Sequenzanalysen bei
Maus, Ratte, Bulle und Mensch wurden die Primer fiir Protamin 1
introniiberspanndend generiert. Der forward Primer liegt in Exon 1 und
der reverse Primer liegt in Exon 2. Intron ist 89 bp (Buchstaben klein
gedruckt).

Homo sapiens Protamin-2: SAUNDERS et al., 1996
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Die PCR-Fragmente wurden durch eine 2 %ige Agarose-Gelelektrophorese separiert, unter
UV-Licht aus dem Gel geschnitten und mit einem DNA-Purifikationssystem aufgereinigt.

Die gewonnenen PRM I- und PRM 2-Fragmente wurden kloniert: erst in ein Plasmid (pGEM-
T Vektor) inseriert und anschliefend in einem Bakterium (Escherichia coli, Eco XL-1 Blue.
Stratagene, Heidelberg, Germany) vervielfaltigt.

Nach der Klonierung folgte die Separierung der Plasmide aus dem Bakterium mit Hilfe des
QIAprep Spin Plasmid Kits (Qiagen, Hilden, Germany) nach Anleitung des Herstellers. Um
zu tiberpriifen, ob die Klonierung erfolgreich und spezifisch war, wurde das PRM [ und PRM
2-Insert von dem Plasmid mit zwei Restriktionsenzymen (Not-I, Nco-I) ausgeschnitten. Die
PRM I- und PRM 2-Inserts wurden durch eine 2%ige Agarose-Gelelektrophorese unter UV-
Licht nachgewiesen.

Der nichste Schritt beinhaltete die Linearisierung der Plasmide mit Not-I und Nco-I. Es
entstehen zwei ,lineare” Plasmide mit endstédndigen Inserts. Jedes Insert wird dann durch
Hinzuftigen von je einer RNA-Polymerasen (T7 und SP-6) transkribiert in eine ,,antisense*-
bzw. ,,sense““-Richtung. Im Falle von PRM [ und PRM 2 bei Callithrix jacchus und Mensch
ergab die T7 RNA- Polymerase Anti-Sense und die SP-6 RNA-Polymerase Sense.

Die Identitdt der PRM I- und PRM 2-Inserts wurde durch Sequenzierung gepriift und bestitigt
(Qiagen Sequenzierservice, Hilden, Germany).

Die einzelnen Arbeitsschritte der Sondenherstellung, sowie der in-situ Hybridisierung sind

chronologisch aufgefiihrt.
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3.2.8.1. Herstellung der Sonden

RNA-Extraktion mit TRIzol® Reagenz:

Losungen ansetzen:

DEPC Wasser:
e 21 Aqua bidest.
e 2 ml Dietylpyrocarbonat

kriftig schiitteln; fiir 1h bei 37°C in den Brutschrank stellen, autoklavieren

0,2 N HCI:
e 52 ml25%ige HCI
e 200 ml DEPC Wasser

e 100 mg Gewebe abwiegen

e Gefriermaterial mit Iml TRIzol® Reagent homogenisieren

e 5 Minuten bei RT stehen lassen

e 200 pl Chloroform zugeben, gut mischen

e 5 Minuten bei RT stehen lassen

e 15 Minuten bei 4 °C mit 12 000 rpm zentrifugieren
Nach Zentrifugation sind drei Phasen zu erkennen: die obere wéssrige ist farblos
(RNA/DNA), die mittlere Phase ist weil (Interphase) und die untere Phase ist rot, enthalt
Proteine (Abb. 12).

<«—— Phase 1 (farblos) - RNA/DNA

< Phase 2 (weil}) - Interphase

<«—— Phase 3 (rot) - Protein

\/

Abb. 12: Phasentrennung nach Zentrifugation.
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Phase 1 wvorsichtig abpipettieren und in neues Eppendorf-Tube
(Verunreinigung durch Interphase vermeiden!)

Phasen 2 + 3 bis zur weiteren Verarbeitung im Kiihlschrank lagern
ca. 500 pl Isopropanol (-20 °C) zu Phase 1 pipettieren und mischen
30 Minuten bei -20 °C stehen lassen und anschliefend mischen

10 Minuten bei 4 °C mit 12 000 rpm zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol in DEPC-Wasser (-20 °C) 1osen

10 Minuten auf Eis stellen und anschliefend mischen

Vorherigen Schritt 1x wiederholen

10 Minuten bei 4 °C mit 12 000 rpm zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet ca. 20-30 Minuten in Brutschrank bei 37 °C trocknen

Pellet in Wasserbad bei 70 °C in 50 ul DEPC-Wasser resuspendieren

Lagerung der RNA in Fliissigstickstoff

Konzentrationsbestimmung der RNA

iiberfiithren

Fir die Bestimmung der RNA-Konzentration werden UVette® Einmalkiivetten verwendet.

Fiir jede Probenwertmessung wurde der Leerwert bestimmt.

Leerwertbestimmung: 69 ul sterilen 0,1 M Tris-HCL-Puffer in UVette® pipettieren und

messen

Probenwertbestimmung: 1 pl RNA in gleiche UVette® pipettieren und durch mehrmaliges

Aufziehen mit der Pipette gut mischen und messen

DNase

Behandlung der RNA-Extrakte

20 pl Ansatz:
x ul RNA (ca. 15 pg)

3 pl DNase [
2 ul 10x DNase I Puffer
x pul DEPC-Wasser (Differenz zu 20 pl)

30 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubieren

10 Minuten im Wasserbad bei 72 °C inaktivieren
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Erste-Strang-Synthese (RT, reverse transcription )

20 pl Ansatz:
x pl DEPC-Wasser (Differenz zu 12 pl)
1 pl Oligo dT-15 Primer
x ul RNA (ca. 8 ug)
e 10 Minuten im Wasserbad bei 70 °C inkubieren
e 3 Minuten im Eiswasser inkubieren
4 pul 5 x ,,first strand buffer
2 ul 0,1 M Dithiothreitol (DTT)
1 ul 10 mM dNTP
e 1 Minute im Wasserbad bei 37 °C inkubieren
1 pl Superscript II Reverse Transkriptase; (als Kontrolle Reverse Transkriptase durch DEPC-
Wasser ersetzen)
e 1 him Wasserbad bei 37 °C inkubieren
Lagerung bei —20 °C

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction - PCR)

50 pl Ansatz:
38,5 ul DEPC-Wasser

5 pl 10x PCR-Puffer

2 ul 50 mM MgCl,-Losung

1 pl 10 mM dNTP

1 pl 5" Forward-Primer (10 pmol)
1 pl 3" Reverse-Primer (10 pmol)
1 ul cDNA

0,5 pl Tag DNA-Polymerase
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Im T3-Thermocycler (Biometra, Gottingen, Germany) wurde folgendes Programm erstellt:

Einstellung der Deckelheizung auf 104 °C

1. Schritt: 94 °C, 2 Minuten, Denaturierung

2. Schritt: 94 °C, 1 Minute, Denaturierung

3. Schritt: 62 °C, 1 Minute, Annealing (primerspezifisch)

4. Schritt: 72°C, 1 Minute, Amplifikation

5. Schritt: 72 °C, 8 Minuten, Verldngerung der Amplifikation
Schritte (2-4) 40 x wiederholen

Agarose Gelelektrophorese

Laufpuffer herstellen:

- 10 x TAE: 48,4 g Tris-base, 11,4 ml Essigsdure, 20 ml 0,5 M EDTA mischen, pH 8,4
einstellen und auf 11 mit Aqua bidest. auffiillen

-1 x TAE: 50 ml 10 x TAE + 450 ml Aqua bidest. mischen, pH 8,4 einstellen

2%iges DNA—Agarosegel herstellen:

o 1 g 1%ige Agarose in einem Becherglas in 50 ml 1 x TAE suspendieren
e ca. 1 Minute in Mikrowelle erhitzen (bis die Losung kocht)

e 10 ul SYBR®Green dazu geben (nach Abkiihlung), sorgfiltig mischen
e inein 6,5 x 10,0 x 1.5 cm UV-transparentes Geltablett gieSen

e cinen Kamm (Taschenschablone) mit 12 Z&hnen einsetzen

e ca. 20 Minuten polymerisieren lassen

Probenvorbereitung:

e 20 pl PCR-Produkt mit 4 pul Auftragspuffer mischen
Zur Bestimmung der Fragmentgroe der zu untersuchenden DNA-Proben DNA-
GroBenstandard (100 bp DNA-Ladder) verwenden:

e 2 ul DNA-Ladder mit 18 pl Aqua bidest. und 4 pl Ladepuffer mischen

e alle Proben und DNA-Ladder in Geltaschen pipettieren

Elektrophorese
e Elektrophoresekammer mit Laufpuffer (1 x TAE) fiillen (bis die Oberfliche des Gels
ca. 0,5 cm mit Puffer tiberschichtet ist)
e Elektrophoresekammer mit Stromquelle verbinden
Elektrophorese so lange durchfiihren, bis Farbstoffmarker etwa % der Trennstrecke

zuriickgelegt hat



3 MATERIAL UND METHODEN 64

Nachweis der gelelektrophoretisch getrennten DNA-Proben unter UV-Licht

Aufreinigung des PCR-Fragmentes

e Nach Hersteller Angaben (QIAEX II Kit, Qiagen, Hilden, Germany)

e gewiinschte Bande unter UV-Licht-Kontrolle aus dem Gel mit einem sterilen Skalpell
ausschneiden

e Gelstiick in einem 1.5 ml Eppendorf Tube wiegen

e 3 x Volumen Puffer QX1 zu 1 x Gewicht des Gelstiickes dazu geben

o QIAEX II-Losung resuspendieren (30 Sekunden vortexen)

e 30-60 ul QIAEX II-Losung zupipettieren, mischen

e 10 Minuten im Wasserbad bei 50 °C inkubieren (wihrend der Inkubation alle 2
Minuten kurz vortexen)

e 30 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e 500 pl Puffer QX1 dazu geben, vortexen

e 30 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e 500 pl Puffer PE dazu geben, vortexen

e 30 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e vorherigen Schritt 1 x wiederholen

e Pellet 10 — 15 Minuten bei 37 °C trocken lassen

e 20 pl Aqua bidest. zupipettieren, mischen

e 5 Minuten bei RT stehen lassen

e 30 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugieren — DNA im Uberstand

Klonierung

Lﬁsungen ansetzen:

LB-Medium:
e 25 Kapseln LB-Medium
e 11 Aqua bidest.

autoklavieren, im Kiihlschrank aufbewahren
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LB-Agar-Medium:
e 40 Kapseln LB-Agar-Medium

e 11Aqua bidest.

autoklavieren, im Kiihlschrank aufbewahren

Herstellung kompetenter Zellen (ECO XL1-Blue)

e 2 ml LB-Medium in steriles Reagenzglas geben
e ECO XLI-Blue (Stratagene, Heidelberg, Germany) Bakterien mit einer Ose animpfen
e iiber Nacht bei 37 °C auf Schiittler inkubieren

Am nichsten Tag:
e 19,5 ml LB-Medium bei 37 °C vorwirmen
e 0,5 ml Bakterien (iiber Nacht inkubieren) dazu geben
e 1-2 hbei 37 °C auf Schiittler inkubieren
¢ 30 Minuten auf Eiswasser stellen
e 5 Minuten bei 4 °C und 8000 rpm zentrifugieren
o Uberstand verwerfen
e Pellet mit 20 ml CaCl, 50mM mischen
e 30-60 Minuten auf Eis stellen und hiufig mischen
e Zentrifugieren 5 Minuten bei 4 °C und 8000 rpm
o Uberstand verwerfen

e Pellet in 2-3 ml CaCl, resuspendieren — 20 ml kompetente Zellen

Ligation von pGEM-T Vektor (Promega, Mannheim, Germany) und Insert (PCR-Produkt)

Ansatz:
e 5l 2x Ligase-Puffer
e 1 ul pGEM-T Vektor (Abb. 13)
e 3 ulInsert
e 1l T4 DNA-Ligase

e Dbei 4 °C iiber Nacht in Wasserbad inkubieren — 10 pl Ligationsprodukt
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GGTAC CGGCG CCCTA ABTIG ATCAﬁ GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC
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| — | SP§ Promotar
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Abb. 13: pGEMf@-T Vector (Promega, Mannheim, Germany). Das PCR-Produkt (Insert) wird
in einen pGEM®-T Vector eingebaut (Ligation). Dieser wird in kompetente Zellen (ECO
XL1-Blue) eingeschleust (Transformation). Der pGEM®-T Vektor enthilt Basensequenzen
haufiger Restriktionsendonukleasen, ein Ampicillin-Resistenz-Gen und das fur 8-
Galactosidase kodierende lacZ-Gen. Bakterien, die dieses Plasmid enthalten, exprimieren das
Enzym B-Galactosidase, welches galactosidische Bindungen spaltet und einen blauen
Farbstoff bildet. Das lacZ-Gen wird nur exprimiert, wenn kein DNA-Insert dieses Gen
unterbricht. Durch Insertion des Plasmids verlieren die Kolonien ihre blaue Farbe und die
weillen Kolonien enthalten daher das gewiinschte Klonierungsprodukt.
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Transformation des Plasmids (mit Insert)

e Ligationsprodukt (10 pl) mit 200 pl kompetenten Zellen mischen
e 30 Minuten auf Eis stehen lassen
e 2 Minuten bei 42 °C im Wasserbad inkubieren
e 2 Minuten im Eiswasser inkubieren
e 300 pl LB-Medium zugeben
e 30 Minuten bei 37 °C inkubieren
Wihrend der Inkubation — Vorbereitung der Platten:
e [B-Agar-Medium in Schnellkochtopf 10 Minuten kochen
e 1-2 Stunden bei 60 °C im Wasserbad inkubieren
e 30 pg/ml Tetracyclin und 100 mg/ml Ampicillin zugeben und 16sen
e 30 ml pro Platte gieen und lassen das Medium fest wird
e Platten 15 — 30 Minuten bei 37 °C inkubieren
e 40 pl X-Gal (20 mg/ml in Dimethylformamid) pro Platte auftragen und einziehen
lassen
e 40 pl von Isopropylthiogalactosid (IPTG): (200 mg/ml in Aqua bidest.) pro Platte

auftragen und einziehen lassen

Auftragen von transformierten ECO XL-1 Blue auf LB-Agar-Tet-Amp-XGal-IPTG Platten

e ca. 150 pl transformierte ECO XL-1 Blue mit Trigalski-Spatel auf Platten verteilen
e Dbei 37 °C iiber Nacht inkubieren (Deckel nach unten, damit kein Kondenswasser auf

den Agar tropft)

Auswertung der Platten

o weille Kolonien (durch Insertion des Plasmids verlieren die Kolonien ihre blaue Farbe)
ernten

e in steriles Reagenzglas mit 5 ml LB Medium + 500 pul Ampicillin geben

e bei 37 °C uber Nacht auf Schiittler inkubieren

Plasmid-Extraktion (QIAprep Spin Plasmid Kit; Qiagen, Hilden, Germany)
e 5 ml iiber Nacht - Kultur 2 Minuten bei 4 °C und 8000 rpm zentrifugieren
o Uberstand verwerfen
e Pellet in 250 pl Puffer 1 resuspendieren (mischen)

e 250 pl Puffer 2 zugeben, 3-6 x kippen
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e 350 pl N3-Puffer zugeben, 3-6 x kippen

e 10 Minuten bei 4 °C und 18000 rpm zentrifugieren — Plasmid ist im Uberstand
e Uberstand in Spin Columns geben

e | Minute bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugieren

e Durchfluss verwerfen

e 750 pl PE-Puffer auf Sieb geben

e | Minute bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugieren

e Durchfluss verwerfen

e 1 Minute bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugieren

e Spin Columns auf neue 1,5 ml Tubes setzen

e 50 ul EB-Puffer (oder Aqua bidest., pH 7,0 — 8,5) auf Sieb geben
e 1 Minute bei RT stehen lassen

e 1 Minute bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugieren — Plasmid in Durchfluss

Trennung der PRM 1 und PRM 2 -Inserte von dem Plasmid mit Hilfe von Not-I und
Nco-1

Doppelverdau

Ansatz:
e 9l Aqua bidest.
e 1 pl 100 x BSA-Losung
e 2 pl Restriktionspuffer fiir Not-I und Nco-I (Puffer 3)
e 5l Plasmid

e 0,5 ul Not-1
e 0,5 ul Nco-I
Protokoll:

e Dbei 37 °C iiber Nacht im Wasserbad inkubieren
e 20 Minuten bei 65 °C im Wasserbad inkubieren (Hitzeinaktivierung)

Nachweis des Transkriptes mittels einer 2 %igen Agarose-Gel-Elektrophorese

Einzelverdau
Ansatz mit Not-I:
e 10,5 ul Aqua bidest.
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e 2l 100 x BSA-Losung

e 5l Plasmid

e 2 pl Restriktionspuffer fiir Not-I (Puffer 3)
e 0,5 ul Not-1

Ansatz mit Nco-I
e 12,5 ul Aqua bidest.
e 5l Plasmid
e 2 ul Restriktionspuffer fiir Nco-I (Puffer 4)
e 0,5 ul Nco-1

Protokoll:
e Dbei 37 °C iiber Nacht im Wasserbad inkubieren (beide Ansétze)

e 20 Minuten bei 65 °C im Wasserbad inkubieren (Hitzeinaktivierung)

Transkription in vitro-Herstellung der ..sense‘ und ..,anti-sense* Sonden

Ansatz:
e 8 ul DEPC-Wasser
e 4l 5 x Transkriptionspuffer
e 2 ul 10 x Digoxigenin RNA-Labelling-Mix
e 2ul100x DTT
e 2yl linearisiertes Plasmid
e 2 ul RNA-Polymerase (T7 fiir das Not-I-geschnittene Plasmid, SP-6 fiir das Nco-I

geschnittene Plasmid)

Protokoll:
e 1 hbei37°Cim Wasserbad inkubieren
e 0,5ul0,5M EDTA-L6sung zugeben
e 1,2 ul 8 M Lithium-Chlorid-Lésung zugeben
e 70,7 ul kaltes (-20 °C) 100 %iges Ethanol zugeben
e 1 hbei-80 °C im Gefrierschrank ausfallen lassen
e 20 Minuten bei 4 °C und 13 000 rpm zentrifugieren

o Uberstand verwerfen
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200 pl gekiihltes 70 %iges Ethanol zugeben

15 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugieren
Uberstand verwerfen

Pellet bei 37 °C trocknen

50 pul DEPC-Wasser zugeben,

10 Minuten bei 70 °C im Wasserbad resuspendieren

Beide Sonden bei —20 °C lagern

3.2.8.2. In-situ Hybridisierungs Protokoll

Losungen ansetzen:

0.2 N HCL:

5,2 ml 25 %ige HCI
200 ml DEPC Wasser

20 x SSC Stammlosung:.

88,23 g Natriumcitrat (C¢HsO7Naz x 2H,0)
175,29 g NaCl

mit Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen

pH 7.0 einstellen

1 ml DEPC zugeben

bei 37 °C iiber Nacht im Brutschrank inkubieren und autoklavieren

1 M MgCl,- Lésung:

81,4 g MgCl,
in 400 ml DEPC Wasser 16sen

PBSM-Puffer:

1 Tablette PBS
200 ml DEPC-Wasser
1 ml 1 M MgCl,
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0.2 %ige Glycin-Lsung:

e 200 mg Glycin
e in 100 ml PBSM-Puffer 16sen

4 %ige Paraformaldehydlésung:

e 25 g Paraformaldehyd

e 500 ml I x PBSM-Puffer (unter dem Abzug, auf einem Magnetriihrer bei 70 °C)
e 4 N NaOH zugeben (bis die Losung klar wird)

e mit konzentriertem HCl auf pH 7,0 einstellen

aliquotieren, bei —20 °C aufbewahren

50 %iges Dextransulfat:

e 5 g Dextransulfat
e 10 ml DEPC-Wasser (einige Tage im Kiihlschrank stehen lassen)

aliquotieren, bei —20 °C lagern

3 %iger BSA in 1 x TMNT:
e 3gBSA
e 100 ml TMNT Puffer

aliquotieren, bei —20 °C lagern

Denhardt-Reagenz (BFP):
e 200 mg BSA

e 200 mg Ficoll 400
e 200 mg Polyvinylpyrolidon
e 10 ml DEPC-Wasser

aliquotieren, bei —20 °C lagern

10 x TMNT-Puffer:
e 121,1 g Tris-HCI
e 584 gNaCl
o 4,17 g MgCl,
e 11 Aqua bidest.
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5 x NTB Puffer:
e 60,5 g Tris-HCI
e 292 gNaCl
e 11 Aqua bidest.
e pH 9,6 einstellen
e 1 ml DEPC zugeben

bei 37 °C tiber Nacht im Brutschrank inkubieren und autoklavieren

1 M Levamisol:
e 2,4 gLevamisol
e 10 ml I x NTB-Puffer

aliquotieren, —20 °C lagern

TBS-Puffer:
e 121,1 g Tris-HCI
e 58,4 gNaCl

e 11 Aqua bidest.
e pH 74 einstellen

Vorbereitung am Vortag

Die Schnitte und einen Xylolbehilter getrennt voneinander bei 60 °C in Brutschrank iiber

Nacht stehen lassen

1. Tag

Vorbereitung der Schnitte

Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte in Alkoholreihe
e 5 Minuten Xylol 60 °C

e 2 x5 Minuten Xylol RT
e 2 x 5 Minuten abs. Ethanol
e 1 x 5 Minuten 96 %iges Ethanol
e 1 x5 Minuten 70 %iges Ethanol
Im weiteren Verlauf wurden ausschlieBlich sterile Behilter, steriles Besteck und sterile

Losungen verwendet, um eine RNase-Kontamination zu vermeiden. Die Sterilisation der
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Instrumente erfolgte bei 180 °C fiir 4 Stunden in einem Sterilisator. Die Losungen wurden mit
DEPC-Wasser angesetzt.

e Schnitte 1 x in DEPC-Wasser waschen

e 20 Minuten in 0,2 N HCI inkubieren

e 15 Minuten bei 70 °C in 2 x SSC inkubieren

e 1 x 5 Minuten in PBSM-Puffer waschen

Demaskierung der Bindungsstellen mit Proteinase K
e 25 Minuten bei 37 °C in einer feuchten Kammer (befeuchtet mit DEPC Wasser) mit
Proteinase K (20 pg/ml) inkubieren
e 1 x 5 Minuten in 0,2 %igem Glycin abstoppen

Blockierung endogener Phosphatase
e 15 Sekunden in 20 %iger Essigsdure in DEPC inkubieren
e 1x 5 Minuten in PBSM-Puffer waschen

Nachfixierung
e 10 Minuten in 4 %iger Paraformaldehyd-Losung inkubieren
e 1 x 5 Minuten in PBSM-Puffer waschen

e 1 hin 20 %igem Glycerol in DEPC prihybridisieren

Vorbereitung der Sonden
Sondenmischung herstellen:
Die Konzentration der Sonden fiir PRM 1 und PRM 2 betrigt 1:100
e 4 ul DEPC-Wasser
e 4 pl Salmon-sperm-DNA (1mg/ml)
e 8l Yeast-t-RNA (Img/ml)
e 4 ul DIG-cRNA Sonde

Hybridisierungspuffer herstellen:
e 52 ul DEPC-Wasser
e 40pul20x SSC

e 80 ul 50 %iges Dextransulfat
e 8 ul Denhardt-Reagenz
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Auf mitgefiihrten Kontrollschnitt wurde die Sonde durch Hybridisierungspuffer ersetzt.

200 pl deionisier