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Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Im Verlauf der Spermatogenese vollziehen sich an den Keimzellen — von der Stammsperma-
togonie bis zu den maturen, elongierten Spermatiden — einige deutliche morphologische Ver-
anderungen, die vor allem mit einer starken Kernkondensierung einhergehen. Dies hat zur
Folge, dass die Sdugetier-DNA in den Spermienzellen sechsfach starker komprimiert ist, als
die DNA in somatischen Zellen und somit als die am stérksten kondensierte Nukleinsdure in
Eukaryoten-Zellen angesprochen werden kann. Sinn der morphologischen Veranderung ist,
das mannliche Genom fir die Fertilisation in eine inaktive, inerte, gegen &ullere Einflusse
resistentere Form zu bringen und durch die Kompaktierung die Motilitdt und Mobilitat der
Spermienzelle zu verbessern.

Verantwortlich fiir diesen Prozess ist der Austausch der (blichen nukleohistonen DNA-
Struktur gegen einen DNA-Protamin-Komplex. Der Histon-Protamin-Austausch erfolgt nicht
direkt, sondern tiber Transitionsproteine. Durch die Anlagerung der basischen Protamine an
die DNA kommt es in erster Linie zu einer maximalen Kernkondensierung, wobei eine engere
Zusammenlagerung der DNA-Strange ermoglicht wird.

Den beiden spermienspezifischen Kernproteinen werden, neben dem Austausch der nukleo-
histonen Struktur, zusétzliche Funktionen, wie Reparation von single-strand-breaks der DNA,
Repression/ Regulation der Transkription und Beteiligung an der Zellkernformation zugesp-

rochen.

Das Expressionsmuster der Transitionsproteine und Protamine und der vorausgehenden
MRNA-EXxpression ist spermatogensestadien- und speziesspezifisch und wurde bereits flr
verschiedene Tierarten bestimmt.

Folgende Zielsetzung war Grundlage der vorliegenden Arbeit:

e Erstellung spermatogenesestadienspezifischer Expressionsmuster von Transitionspro-
teinen und Protaminen auf RNA (mRNA-) Ebene beim Pferd
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e Betrachtung altersabhangiger Unterschiede der Expressionsmuster, insbesondere beim
Ubergang von juvenilen zu fertilen Hengsten oder Veranderung der Muster bei Sper-
matogenesedefekten.

Die folgenden Untersuchungungen erfolgten auf mRNA-Ebene mittels InSitu-Hybridisierung

(ISH) und Reverser Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR).

11
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2. Literaturubersicht

2.1 Einleitung

Die Kerngrolie (Kernvolumen) steht zur GroRe des Zelleibes (Zellvolumen) in direkter Bezie-
hung (Kern-Plasma-Relation). Fiur jede Zellpopulation besteht ein charakteristisches Kern-
Plasma-Verhéltnis, das innerhalb variabler Grenzen liegt. Die Zellkerne von Spermien sind,
trotz gleichem DNS-Gehalt, auffallig dicht und klein und ihr Stoffwechsel ist stark reduziert
(Liebich 2003).

Im Endstadium der Spermatogenese finden im Verlauf der Spermiogenese (der Entwicklung
von der haploiden Spermatide bis zum reifen Spermium) entscheidende morphologische und
molekulare Veranderungen an der Keimzelle statt. AuRerlich entwickelt sich die runde Sper-
matide zum elongierten, reifen Spermium. Dies bedingt eine Kernkondensierung, Elongation
und den Ubergang des aktiven Genoms in eine inaktive, inerte Form. Die bis hierher fir die
DNA-Verpackung verantwortlichen Histone werden durch Protamine ersetzt, die letztendlich
eine maximale Kernkondensierung durch entsprechende Lagerung der DNA-Molekiile er-
mdoglichen. Bei Fischen und Vodgeln scheint der Austausch der Histone gegen die Protamine
direkt statt zu finden (OLIVIA und DIXON 1991). Beim Saugetier erfolgt dieser Austausch
uber sogenannte Transitionsproteine (MEISTRICH 1989).

POGANY et al. (1981) untersuchten den DNA- und Protein-Gehalt in den Spermienzellen der
Maus. Sie finden mit verschiedenen Methoden und bei unterschiedlichen Mduserassen heraus,
dass der durchschnittliche DNA-Gehalt in einem Spermiennukleus 3,30 pg betragt. BENCH
et al. (1996) weiten diese Untersuchungen auf Rind, Pferd, Hamster, Maus und Mensch aus,
erhalten Werte von 3,23-3,42 pg und gehen davon aus, dass sich fur die untersuchten Tierar-
ten nahezu identische DNA-Masse-Werte pro Spermienzellkern bestimmen lassen und mini-
male Unterschiede bei Untersuchung weiterer Populationen als nicht signifikant beurteilt

12
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werden konnen. VVorausgegangene Studien von WYROBEK et al. (1976) legen Spermienzell-
kern-Volumina fiir verschiedene Rassen der Maus mit 4.01+0.03 und 3,72+0,08 pm?® fest.
Diese Volumenangaben sind lange Zeit ausschlaggebend fir die Vorstellungen uber eine
mdgliche DNA-Organisation im Spermienzellkern und fiihren zu der Uberlegung, dass der in
der untersuchten Séaugetierzelle durchschnittlich bestimmte Gehalt von 3,3 pg B-DNA-Helix,
verpackt in jeweils 200 bp enthaltende Nukleosome, ein Volumen von 15,5 pm? bendtigen
wirde. Selbst wenn die DNA in einzelne, dicht nebeneinander gelagerte Nukleosome ohne
eine helikale Anordung verpackt wére, misste ein VVolumen von 9,9 pm?® zur Verfiigung ste-
hen (BALHORN 1982). Weiterhin untersuchen POGANY et al. (1981) das Volumen, das
benotigt werden wiirde, wenn die DNA ohne weitere Proteine irgendeiner Art (vorausgesetz-
ter Helix-Durchmesser 20,4 A/ 2nm, Entfernung benachbarter Basen entlang der Helixachse
3,384/ 0,34 nm und um 36° gegeneinander gedreht) vorlage und bestimmen hierfir ein Vo-
lumen von 4,06 pm®. WARD und COFFEY (1991) stellen die unterschiedlichen Verhaltnisse
DNA-Masse zu Zellkernvolumen bei somatischen- und Spermienzellkernen dar (Abb. 1).

100 —

Abb. 1:
DNA-Verpackung in verschiede-

|

Leberzellkern Chromosomen Spermienzellkern o
in Mitose . nen Kernstrukturen (modifiziert
B Dna [] Solenoid
[ 1 Totales Strukturvolumen B Nukleosomen nach WARD und COFFEY, 1991

ALLEN et al. (1991) korrigieren die bisherigen Annahmen ber die GroRenordnungen der
Spermienzellkerne mittels Anwendung des Atomic-Force- Mikroskops an voll hydrierten

Maus- und Rinderspermienzellkernen und geben Volumina an, die mehr als zweimal so groR
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sind, wie die bisher angenommenen, was auch neue Vorstellungen des DNA-Packaging mit
sich bringt.

Trotz unterschiedlicher ZellkerngréRenangaben und Vorstellungen iber das DNA-Packaging,
ist man sich dennoch einig, dass die DNA in Spermienzellen anders angeordnet sein muss, als
in somatischen Zellen.

Interaktionen der basischen Kernproteine, d.h. der Transitionsproteine und Protamine mit der

DNA, stellen hierfiir aufgrund ihrer geringen radumlichen Anspriiche und hohen Basizitét eine
Alternative zu der Anordnung mittels Histonen dar.

14
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2.2 Spermatogenese

2.2.1 Ort der Spermatogenese: anatomische und endokrinologische Grundlagen

Das Hodenparenchym wird durch die von der derben Hodenkapsel ausgehenden Septen in
zahlreiche Hodenl&ppchen (Lobuli testis) unterteilt. Jeweils 2-5 samenbereitende Samenka-
nalchen von einer durchschnittlichen Lange von 50-80 cm und einem Durchmesser von 200-
300 um werden in einem Hodenldppchen eingeschlossen. Die Hodenkandlchen sind stark
geschlangelt (Tubuli seminiferi convoluti), von lockerem Bindewebe, Gefal3- und Nervenple-
xen, sowie interstitiellen Leydigzellen umgeben. Das Epithel der Tubuli seminiferi convoluti
besteht aus germinativen Zellen in unterschiedlichen Differenzierungsstadien und aus somati-
schen Stiitzzellen (Abb. 2). Es dient der Neubildung der ménnlichen Keimzellen. Bevor diese
Tubuli in das zentral im Hoden gelegene Bindegwebe munden, strecken sie sich zu den kur-
zen, geraden Tubuli seminiferi recti, um dann von hier Gber Ausfuihrungsgdnge zum Neben-
hoden weiter zu verlaufen (LIEBICH 2003).

Die Stutzzellen, oder auch Sertolizellen genannt, sind hochprismatischen Zellen und sitzen
mit einer breiten Basis der Basallamina auf, verlaufen mit ihren lateralen Ausldufern bis ins
Lumen der Tubuli und machen beim Hengst 15-20% des gesamten germinativen Epithels aus
(AMANN 1981). Ihre Funktionenen sind vielféltig und von enormer Bedeutung fur die Sper-
matogenese:

Sie bilden durch zahlreiche Zell-zu-Zell-Kontakte untereinander, sowie zu den Keimzellen,
ein Stitzgerlst, ermdglichen den transzelluldren Stoffaustausch und damit die Erndhrung der
Keimzellen. Sie phagozytieren z.B. Zytoplasmareste reifer Spermatiden, sezernieren ver-
schiedene Proteine (Transferin-like-Protein, Inhibin, Activin, ABP), unterstiitzen die intraepi-
theliale Wanderung der Keimzellen sowie die Freigabe reifer Spermatiden in das Tubuluslu-
men (Spermiation) und bilden die sogenannte Blut-Hoden-Schranke durch einen engen Ver-
schluss benachbarter Sertoli-Zellen im basolateralen Zellbereich (LIEBICH 2003). Die Serto-
lizellen schotten die Keimzellen durch komplexe Interzellularkontakte ab dem Stadium der

leptotdnen primdren Spermatozyte vom Blutmilieu ab, da diese Zellen Antigene auf ihrer
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Oberflache ausbilden, die vom kdrpereigenen Immunsystem als fremd erkannt werden und
bei Beschédigung der Barriere eine Autoimmunreaktion hervorrufen kénnen (BERGMANN
2006).

Die Funktionen der Sertolizelle werden durch das von der Adenohypophyse sezernierte folli-
kelstimulierende Hormon (FSH) reguliert.

Abb. 2:
Germinatives Hodenepithel (nach
PICKETT et al., 1989)

Spermatiden

Primére Spermatozyten
Junktionaler Komplex
Sertolizelle
Spermatogonie
Basalmembran
Leydigzelle

Blutgefal

o N o o B~ W N P

Die in Gruppen angeordneten Leydigzellen verlaufen aufRerhalb der Tubuli im interstitiellen
Bindegewebe strangformig und bilden beim adulten Hengst und Eber 20-30 % des gesamten
Hodenvolumens. Unter der endogenen Stimulation des luteinisierenden Hormons (LH) wer-
den diese Zellen zur Synthese von Testosteron angeregt. Testosteron beeinflusst in grofem
Malie die Spermatogenese und Spermienreifung. Im Interstitium um die Leydigzellen herum
wurden extrem hohe Testosteronkonzentrationen von bis zu 640 ng/g nachgewiesen. Das

Hormon gelangt in das Lumen der Tubuli seminiferi, so dass auch hier extrem hohe Konzent-
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rationen erreicht werden, die laut einer Zusammenfassung von McKINNON und VOSS
(1992) in Anlehnung an Studien bei anderen Tierarten, auch beim Pferd als essentiell fr eine
normale Spermatogenese angesehen werden kénnten. Andererseits sind flr das Pferd keine
minimalen Testosteronkonzentrationen in den Tubuli seminiferi fir den Ablauf einer norma-
len Spermatogenese bekannt.

In den Leydigzellen des Hengstes wurden noch groRere Mengen an Ostrogenen (Ostron, Ost-
radiol, Ostriol Equilin und Equilenin) (RAESIDE 1969) als Testosteron nachgewiesen. Neue-
re Studien weisen darauf hin, dass auch in den Sertolizellen eine Ostrogenproduktion statt
findet. Die biologischen Funktionen der hohen Ostrogenwerte beim Hengst, bzw. in seinem
Seminalplasma sind bisher nicht eindeutig geklart. Diskutiert werden Mitwirken an dem hor-
monellen Regelkreis der Spermatogenese oder Auswirkungen auf den Uterus nach der Inse-
mination (SIPAHUTAR et al. 2003).

2.2.2 Keimzellendifferenzierung und Spermatogenesestadien

Der Bergriff Spermatogenese umfasst den gesamten Prozess der Keimzellbildung von der
Stammzelle bis zum reifen Spermium. Innerhalb des Keimepithels verlauft die Spermatoge-
nese von der Wand des Keimtubulus (basal) zum Lumen (adluminal). Es kdnnen drei Phasen
der Keimzellbildung unterschieden werden: 1. mitotische Proliferation und Differenzierung
(Spermatogonien), 2. meiotische Reifeteilungen (Spermatozyten), 3. Differenzierung der hap-
loiden Spermatiden zu Spermien (Spermiogenese, Spermatohistogenese) (BERGMANN
2006)

Vom Prinzip her verlduft die Spermatogenese bei allen S&ugetieren gleich ab. Die Anzahl der
Teilungsschritte und die Dauer des Spermatogenseszyklus ist tierartlich unterschiedlich
(CLERMONT 1972). Beim Hengst teilt sich eine Stammspermatogonie entweder in 2 von
einander getrennte Al-Spermatogonien, die wiederum als Stammspermatogonien dienen oder
in 2 mit einander verbunden bleibende Al.2-Spermatogonien, die sich wiederum Gber mitoti-

sche Teilungen zu 4 A1.4 bzw. 8 A1.8-Spermatogonien aufteilen, ohne sich dabei zu trennen.

17
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Aus dem Typ Al.8 gehen A2-Spermatogonien hervor. Auch hier fiihren wieder mitotische

Teilungen zu A3-und folgend B1- sowie B2-Spermatogonien und letztendlich Spermatozyten

der 1. Ordnung. Diese diploiden, primaren Spermatozyten werden (ber eine meiotische 1.

Reifeteilung zu sekundaren Spermatozyten, aus denen durch eine 2. Reifeteilung die haploi-

den Spermatiden hervorgehen. Theoretisch kdnnten so aus einer Stammspermatogonie 64

Spermatiden hervorgehen. Tatsachlich geht jedoch ein Anteil der Spermatogonien zugrunde

(PICKETT et al. 1989).

An den runden Spermatiden vollziehen sich wéhrend der 2. Phase der Spermatogensese, der

Spermiogenese, deutliche morphologische Umgestaltungsprozesse mit dem Ziel der Differen-

zierung zum reifen, elongierten Spermium. Die einzelnen Reifungsvorgange lassen sich in 4

Phasen unterscheiden: die Golgi-, Kappen-, Akrosomen und Reifungsphase (Abb. 3).

friihe Golgi-Phase

ausgepriigte Akrosomenphase

spiite Akrosomenphase

friihe Reifungsphase

spiite Reifungsphase
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2.2.3 Kinetik der Spermatogenese

Die Teilungs- und Umbildungsvorgénge im Verlauf der Spermatogense sind streng geregelt
und synchronisiert. Die Zellen einer Generation enstehen etwa gleichzeitig und entwickeln
sich nahezu synchron weiter. Aus der regelméaRigen Wiederholung des gleichzeitigen Auftre-
tens bestimmter Zellgenerationen nebeneinander ergibt sich ein tierartspezifischer Keimepi-
thelzyklus (CLERMONT 1972), der beim Pferd nach SWIERSTA et al. (1974) in 8 Stadien
unterteilt wird. Zuordnungskriterien sind meiotische Zellteilungen, Form des Zellkerns und
Lokalisation der Zellen mit elongierenden Zellkernen im Epithel. JOHNSON et al. (1990)
differenzieren diese Stadien mittels der Nomarski Optik genauer. Anhand der flr das jeweilige

Stadium charakteristischen Zellen ergibt sich eine Einteilung wie folgt (Abb. 4):

Stadium I:  primdre Spermatozyten (praleptotén, leptotan, pachytan)

Sb1-Spermatiden (nahezu runde Zellkerne, sich entwickelnde Geileln)

Stadium Il:  primé&re Spermatozyten (leptotan, pachytén)
Sb2-Spermatiden (ovaler Zellkern)

Stadium I1l:  primare Spermatozyten (zygotéan, pachytén)
Sc-Spermatiden (biindelweise angeordnete Zellen, elongierter und konden-

sierter Zellkern)

Stadium IV: primdre Spermatozyten (zygotan, diplotan)
sekundare Spermatozyten
Sc-Spermatiden

Stadium V:  primére Spermatozyten (pachytén)
Sa-Spermatiden

Sd1-Spermatiden

Stadium VI. B-Spermatogonien
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primére Spermatozyten (pachytén)
Sa-Spermatiden
Sd1-Spermatiden

Stadium VII: B-Spermatogonien
primére Spermatozyten (pachytan)
Sa-Spermatiden

Sd2-Spermatiden (luminal gelegen)

Stadium VIII: pimére Spermatozyten (pachytan, leptotén)
Sa-Spermatiden
Sd2-Spermatiden (im ,,Sperm-Release®,
,Residual Bodies*)

A-Spermatogonien fnden sich in allen Stadien

Stadien der Spermatogenese beim Pferd

Sd2

sd1 || )| sd2 Sa
Sa Sa Sa

® | @B |@®

\% Vi VI Vil

——
€

(gn)—
?—
——

S c

eele;

Clelo)

ClelO,

: PO @
©

Abb. 4:

Stadien der Spermatogenese beim Pferd (modifiziert nach JOHNSON et al. 1990)

A, B: Spermatogonien Typ A und B, pL: praleptotdne Spermatozyten, L: leptotdne Spermato-
zyten, Z: zygotane Spermatozyten, P: pachytane Spermatozyten, Sll: Spermatozyten Il. Ord-
nung, Sa-Sd2: Spermatiden unterschiedlicher Entwicklungsstufen, Rb: Residual bodies
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Fur den Durchlauf eines Keimepithelzyklus beim Pferd gilt eine Zeit von 12,2 Tagen, wovon
Stadium 1 2,1 Tage; Stadium 11 1,8; Stadium I1l 0,4; Stadium IV 1,9; Stadium V 0,9; Stadium
VI 1,6; Stadium VII 1,5 und Stadium VI1II 1,9 Tage in Anspruch nehmen. Fur die unterschied-
lichen Haufigkeiten der Stadien wurden Werte von 16,9% (1), 14.9% (lI), 3,2% (l11), 15,8%
(1V), 7,4% (V), 13,5% (V1), 12,6% (VI1), 15,7% (VIII) ermittelt (SWIERSTA et al. 1974).
Die unterschiedliche Anzahl der Spermatogenesestadien ist speziesspezifisch: Im Unterschied
zum Pferd, Rind und Hund, fir die VIII Stadien festgelegt wurden, bestimmte man flr die
Ratte VIX, fur die Maus XIlI, fir Primaten (auer Mensch) XII und den Mensch selber VI
Stadien (CLERMONT 1963, zitiert nach BERGMANN 2006). Die Gesamtdauer der Sperma-
togenese betragt beim Pferd 57 Tage (PICKET et al. 1989). Zum Vergleich, ein vergleichba-
rer Keimepithelzyklus dauert beim Rind 13,5, beim Schaf 10,5 und beim Schwein 8,5 Tage.
Die Gesamtdauer der Spermatogenese wird fir das Rind mit 54, fur das Schaf mit 49 und fur
das Schwein mit 34 Tagen angegeben (SCHNORR und KRESSIN 2006). Der Keimepithel-
zyklus des Menschen dauert 16 Tage, die Gesamtdauer der Spermatogenese 70-75 Tage
(BERGMANN 2006).

2.2.4 Hormonelle Regulation der Spermatogenese beim Pferd

Die reproduktiven Organe bei weiblichen und ménnlichen Saugern unterliegen der Kontrolle
des Hypothalamus-Hypophysen-Systems. Der Hypothalamus sezerniert u.a. pulsatil das Go-
nadotropin-Releasinghormon (GnRH), das Uber die hypophysédren Portalgefalie die Adenohy-
pophyse erreicht. Dort bewirkt GnRH eine ebenso pulsatile Freisetzung des luteinisierenden
Hormons (LH) und des follikelstimulierenden Hormons (FSH). Diese beiden Hormone wer-
den in der Regel zusammen sezerniert. Sie konnen ebenso unabhéngig von einander abgege-
ben werden, da die FSH-Sekretion auch selektiv durch Activin, Inhibin oder Ostrogene regu-
liert werden kann (ROSER 1997). LH stimuliert in den Leydigzellen die Synthese der Sexual-
steroide, d.h beim mannlichen Tier verschiedene Androgene (Testosteron) und Ostrogene
(RAESIDE 1969). FSH wirkt auf die Sertolizellen und somit auch auf die Spermatogenese.

Inhibin, Ostrogene und hohe Testosteron-Blutkonzentrationen bewirken am Hypothalamus
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eine Herabsetzung der GnRH-Sekretion und an der Adenohypophyse eine reduzierte FSH-
und LH-Produktion (negativer Feedback). Activin und niedrige Testosteron-Blutkonzentration
bewirken eine gesteigerte GhnRH-, FSH- und LH-Freisetzung (McKINNON und VOSS 1992).
Die hormonelle Kontrolle der Spermatogenese variiert unter den Spezies (COUROT 1988).
Beim kleinen Wiederk&uer sind FSH und Testosteron notwendig, im Gegensatz dazu spielt bei

der Ratte flr den Ablauf der Spermatogenese nur Testosteron eine entscheidende Rolle.

2.2.5 Pubertat und Spermatogenese beim Pferd

Zum Zeitpunkt der Geburt besteht das Hodenparenchym aus zunéchst noch soliden Keim-
strangen, Sertolizellen, Primordialkeimzellen und im Interstitium mit einer ersten Generation
von Leydigzellen, die nach der Geburt zugrunde geht. Erst beim Einsetzen der Pubertéat bildet
sich eine 2. Leydigzellpopulation. Es liegen minimale Plasmakonzentrationen von FSH und
LH vor und es findet keine Spermatogenese statt. Testosteron wird erstmals von der 1. Ley-
digzellgeneration zur Differenzierung der Gonaden produziert (SCHNORR und KRESSIN
2006). Die infantile Phase des Hengstes endet rassebedingt und abhdngig vom saisonalem
Zeitpunkt der Geburt ca. ab dem 6. Lebensmonat (MC KINNON und VOSS 1992). Die Defi-
nition ,,Pubertét® ist in der Literatur unterschiedlich beschrieben. Nach NADEN et al. (1990)
wird der Eintritt der Pubertat mit dem ersten Ejakulat festlegt, das 50 x 10° Spermien/ml
enthalt, von denen mehr als 10% eine Vorwdrtsheweglichkeit zeigen. Uber die genauen Ver-
anderungen im neuroendokrinen System des Hengstes zum Zeitpunkt der Pubertat ist wenig
bekannt. Um den 9. Lebensmonat steigen die Plasmakonzentrationen von FSH und LH an.
Ungeféhr zeitgleich beginnt auch auf einem niedrigen Level erneut die Testosteronsynthese,
die um die 70. Lebenswoche (ca. 17. Lebensmonat) deutlich ansteigt. Wenige Monate spater
setzt die Spermatogenese ein. In der Studie von NADEN et al. (1990) erreichen 11 von 15
untersuchten Junghengsten in der 90. Lebeneswoche (ca. 22. Lebensmonat) die oben definier-
te ,,Pubertat”. Bei einigen Junghengsten werden bereits im Alter von 14 Monaten erste be-

fruchtungsfahige Spermien im Ejakulat nachgewiesen.
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Die peripuberale Phase des Hengstes dauert ca 2-4 Jahre an, so dass erst dann ein Maximum
der qualitativen und quantitativen Reproduktionsfahigkeit erreicht wird. Bei vielen Hengsten
verandert sich die maximal erreichte tagliche Spermienproduktion (ca. 160 x 10° Sper-
mien/ml, 55-60% Vorwartsbeweglichkeit), abgesehen von den saisonalen Schwankungen, bis
zu einem Alter von knapp 20 Jahren nicht mehr (SQUIRES et al. 1979, JOHNSON et al.
1991).

2.2.6 Saisonale Beeinflussung der reprodutiven Vorgange beim Hengst

Beim Pferd unterliegt der hormonelle Regelkreis und davon beeinflusst das Keimepithel, die
Spermatogenese und die Hormonkonzentrationen, saisonalen Schwankungen. JOHNSON und
THOMPSON (1983, 1986) stellen fest, dass in den Frihjahr- und Sommermonaten die Serto-
li- und Leydigzellenzahl sowie die Anzahl der germinativen Zellen, insbesondere die der A-
Spermatogonien bei adulten Hengsten ansteigen. Weiterhin erhéht sich das testikuldre Ge-
wicht, sowie die tagliche Spermienproduktion von 15 Millionen Spermien/Tag/Gramm Ho-
denparenchym auf 19 Millionen/Tag/Gramm Hodenparenchym. Die LH- und Testosteronkon-
zentration sind hoher, der Anstieg der FSH-Sekretion ist statistisch gesehen nicht signifikant
(JOHNSON und TATUM 1989). ROSER und HUGHES (1992) bestétigen diese Ergebnisse,
stellen zusatzlich fest, dass subfertile Hengste weniger photosensitiv mit einer Erh6hung der

aufgefiihrten Werte reagieren.
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2.3 Kryptorchismus

Im Normalfall sind bei einem Hengstfohlen die Hoden zum Zeitpunkt der Geburt beiderseits
im Skrotum palpierbar. Es ist jedoch auch noch in den néchsten vier Wochen post partum
moglich, dass ein normaler Hodenabstieg stattfindet.

Unter Kryptorchismus versteht man einen unterbliebenen oder unvollstandigen Descensus
testis. Die Hoden befinden sich ein- oder beidseitig in der Bauchhdhle (abdominal) oder im
Leistenkanal (inguinal). Die Ursachen sind umstritten: mechanische, wie auch hormonelle
Storungen werden diskutiert. Der Kryptorchismus fiihrt zu einer gestérten Spermatogenese
bis hin zur Aspermie und das Hodengewebe entartet haufiger neoplastisch (STICK

1981, HAYES 1986).

\Von Interesse ist, inwiefern die Spermatogenese in einem kryptorchid gelagerten Hoden be-
einflusst wird. Das Hauptproblem dieser Fehllagerung ist die erhéhte Wéarmeexposition. Im
\ersuch (verursacht durch Wollwickel tUber eine Dauer von 24 und 48 Stunden) wird festges-
tellt, dass je nach Dauer der Temperaturerhéhung um nur wenige Grad Celsius, eine Reduzie-
rung der Spermienkonzentration, der absoluten Spermienanzahl und der Motilitat eintritt.
Morphologische Verdnderungen treten vermehrt auf, wobei auffallt, dass Spermatogonien
weniger empfindlich erscheinen als Spermatozyten und Spermatiden. Die Verdnderungen sind
je nach Dauer der Temperaturerhéhung wieder reversibel (individuell unterschiedlich, abhén-
gig vom beobachteten Merkmal, nach bis zu ca. 70 Tagen) (FREIDMAN et al. 1991)
AL-BAGDADI et al. (1991) untersuchen die morphologischen Unterschiede zwischen phy-
siologischen, unilateral abdominalen und inguinalen gelagerten Hoden:

Die kryptorchiden Hoden stellen sich prinzipiell kleiner dar. Die abdominalen Hoden sind z.T.
zystisch entartet. Mikroskopisch zeigen sie gréRere Tubuluslumen, zwischen den in Gruppen
angeordneten Tubuli vermehrtes, fibroses Bindegewebe. Das Keimepithel ist meist einschich-
tig, vereinzelt auch zweischichtig aus undifferenzierten Spermatogonien.

Im Vergleich dazu zeigen die inguinalen Hoden kleinere Tubuluslumen, ausgefillt mit Epi-
thelzellen und Vakuolen. Das zwischengelagerte Bindegewebe ist weniger stark ausgepréagt
und das Epithel differenziert bis maximal zur sekundéaren Spermatozyte. Sertolizellen sind

angelegt in charakteristischer Form, aber mit irregulédren Zellkernen.
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GANJAM und KENNY (1975) stellen fest, dass im Blutplasma bei bilateral kryptorchiden
Hengsten die totalen Ostrogenkonzentrationen signifikant hoher und die totalen Androgen-
konzentrationen signifikant niedriger sind gegeniiber normalen Probanden. Die intratestikulé-
re Androgenkonzentration ist bei bilateralen Kryptorchiden deutlich hoher, was auf einen re-
duzierten BlutfluB, einen reduzierten Testosteronmetabolismus und geringeres Hodengewicht
zurlickgefuhrt wird. HEJMEJ und BILINSKA (2008) erklaren die Imbalance zwischen erhth-
ten Ostrogen- und erniedrigten Testosteronwerten bei bilateral kryptorchiden Hengsten zum
einen durch eine verminderte Expression von LH-Rezeptoren an den Leydigzellen und von
3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (katalysiert die Testosteronproduktion) sowie zum ande-
ren durch eine hohere Aromatasekonzentration, die eine vermehrte Ostrogenproduktion be-

dingt.

2.4 Kernproteine (Zellkernproteine)

Die DNA von Eukaryotenchromosomen liegt nicht nackt, sondern mit Proteinen im Massen-
verhaltnis 1:1 verpackt vor (KREUTZIG 1997). Die Mehrheit dieser Kernproteine besteht aus
basischen Histonen, die in 5 Gruppen unterteilt werden kénnen: H1, H2A, H2B, H3 und H4
(GRIMES 1986, STEGER et al. 1998; CAVALCANTI et al. 2009). Diese Gruppe der Histone
wird aufgeteilt in 4 Core-Histone (H2A, H2B, H3 und H4) sowie 1 Linker-Histon H1. Jeweils
2 Molekule von jedem der 4 Core-Histone bilden ein Oktamer, um das sich 146 DNA-
Basenpaare winden und so ein Nukleosom bilden. Zwischen zwei Nukleosomen wird die
DNA durch das Linker-Histon H1 geschitzt (GOVIN et al. 2004). Der Histon-DNA-
(Nucleoprotein-) Komplex wird als Chromatin bezeichnet (STEGER et al. 1998).

Mit der Elongation des Spermienzellkerns gehen drei wichtige Ereignisse einher: 1. Beginn

der Chromatinkondensation, 2. Stillstand der Transkription und 3. Ubergang der Nukleohis-

ton- in eine Nukleoprotaminstruktur. In den untersuchten Sdugetieren geht das Chromatin
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dazu in einen vorlbergehenden, inaktiven Zustand Uber, wobei die meisten Histone (beim
Mensch bleibt ein Rest an Histonen bestehen) gegen hodenspezifische Transitionsproteine
ausgetauscht werden. Im weiteren Verlauf werden die Transitionsproteine wiederum durch
Protamine ausgewechselt (STEGER et al. 1998, Ubersicht bei STEGER 1999, STEGER
2002).

Die 5 Hauptgruppen der Histone bilden diverse Untergruppen an Histonen, die z.T. gewebs-
pezifisch auftreten. So werden z.B. im Verlauf der Spermatogenese somatische Histone gegen
hodenspezifische ausgetauscht (GRIMES 1986). H1t ist ein hodenspezifischer Subtyp des
Linker-Histons H1 und wurde bei Ratte, Maus, Mensch und Pferd nachgewiesen. Im Verlauf
der Spermatogenese wird H1t in haploiden Spermatiden ersetzt durch Transitinsproteine und
spater durch Protamine. Dieses Histon wird benétigt fur die Einleitung der DNA- Kondensa-
tion und Schutz der DNA- Strukturen vor Beschadigung (CAVALCANTI et al. 2009). Weitere
hodenspezifische Histonvarianten sind HILS1 (H1-like-protein in spermatids), H3t, TH2A
und TH2B (GOVIN et al. 2004)

2.5 Transitionsproteine (Tp)

Transitionsproteine (Tp) finden sich bei allen untersuchten S&ugetieren in unterschiedlichen
Varianten, mit tierartspezifischer Zusammensetzung und zeitlichem Auftreten. Allgemein ist
fur alle untersuchten Tp festzustellen, dass diese als sogenannte ,,Intermediér-Proteine* zeit-
lich mit Beginn der sich elongierenden Spermienzellen in diesen auftreten, aber wieder ,,ver-
schwunden® sind in den vollstandig kondensierten Spermatiden (MEISTRICH et al. 2003).
Fiur das Pferd liegen beziglich der Transitionsproteine noch keine Verdffentlichungen vor.
Tab. 1 gibt eine Ubersicht tiber die bisher nachgewiesenen Transitionsproteine und Protamine

(Prm) bei verschiedenen Tierarten.
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Rest Transi-
Tierart an Histonen Egnsprotel— Quelle Protamine | Quelle
BELAICHE
Tp1l diese Arbeit Prm 1 et al. 1987
Pferd Tp2 PIRHONEN
Prm2ab 1441 1089
LOIR und
Schaf To1 DUPRESSOIR LANNEAU 1980
cha P etal. 1985 Prm 1 SAUTIERE
et al. 1984
s MAERetal 1981 |p 'y | o toma
Maus E&?Al‘gg Tp3 eBtAa:‘nggzN Prm 2 YELICK et al. 1987
: Tp 4 : BELLVE et al. 1988
Tp1
P Prm 1 KISTLER et al. 1976
Ratte Tp2 BOWER et al. 1987
Prm 2 HECHT 1990
Tp3
Tp4
TANPHAICH. 1ngng und SAMUEL
TR LUERSSEN
Prm1
Mensch etal. 1978 Tp1 etal. 1988 MCKAY et al. 1985
ca 15 % To 2 STEGER et al. 1998 MCKAY et al. 1986
p : Prm 2 AMMER et al. 1986
STEGER et al. 1998
orm 1 CORZETT et al. 1999
Hamster Prm 2 DOMENJOUD
etal. 1991
Meer- Prm 1 CALVIN 1976
schweinchen
KREMLING
BANERJEE und etal. 1989 TOBITA et al. 1982
Schwein SMALLWOOD |Tp1 KEIME etal. 1092 | ¢ TOBITAet al. 1983
etal. 1998 Tp2 AKAMA et al. 1990 KEIME et al. 1992
ja Tp3.4 AKAMAet al. 1994 |Prm?2 LEE et al. 1987
a,b
COELINGH et al.
1972
_ Tp1 KREMLING Prm 1 MAZRIMAS
Rind et al. 1989
Tp2 REINHART al. 1991 Prm 2 et al. 1986
: DOMENJOUD
etal. 1991
BALHORN 1989
Kaninchen Prm 1 AMMER und
HENSCHEN 1988
Tab. 1:

Ubersicht tiber bisher nachgewiesene Protamine und Transitionsproteine verschiedener Séu-

ger.
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2.5.1 Zusammensetzung

In manchen Sdugetieren werden z.T. bis zu vier unterschiedliche Tp-Typen nachgewiesen
(siehe Tabelle 1). Tp 1 und 2 sind jedoch die vorherrschenden Varianten.

2.5.1.1 Transitionsprotein 1 (Tp 1)

Tp 1 ist ein Oligopeptid aus 54 Aminoséuren mit einem Molekulargewicht von 6.2 kDa, das
bei den bisher untersuchten Spezies eine Ubereinstimmung von 83-98% aufweist
(PIRHONEN 1994). Es ist reich an Arginin (20%), Lysin (19%) und Serin (14%). Insheson-
dere in der Zusammensetzung der basischen Zentralregion (Aminoséure 29-42), welche bei
allen untersuchten Tieren einen Tyrosin-Rest feststellen lasst, ist die Ubereinstimmung groR.
Deswegen wird die Vermutung geéduRert, dass der Einbau des Tyrosins fur die Destabilisie-
rung des Chromatins eine entscheidende Rolle spielen kénnte. Im Gegensatz zu der ausgep-
ragten Homologie, enthélt das Tp 1 von Schwein, Rind (KREMLING et al. 1989) und Schaf
(CHIRAT et al. 1991) Cystein, wahrend bei Mensch (LUERSSEN et al. 1988), Maus
(KLEENE et al. 1988) und Ratte (KISTLER et al. 1975) kein Cystein vorzufinden ist
(WOUTERS-TYROU et al. 1998).

2.5.1.2 Transitionsprotein 2 (Tp 2)

Tp 2 ist groRer als Tp 1 und besitzt ein Molekulargewicht von ca. 13 kDa (ZHAO et al. 2001).
Das Tp 2 von Maus und Ratte besteht aus 116 bzw. 115 Aminosduren, Tp 2 des Bullen hat 13
bzw. 14 Aminosauren mehr (REINHART et al. 1991). ZHAO et al. 2001 beschreiben, dass
das Tp 2 Molekul im Carboxyl-Drittel angereichert ist mit basischen Aminoséauren, welchem
Abschnitt auch die Hauptfunktion der elektrostatischen Bindung mit der DNA zugesprochen
wird. In der terminalen Aminoregion werden Zink-Finger-Strukturen angenommen und diese
mit einer hohen Affinitdt flir CG-Sequenzen der DNA in Zusammenhang gebracht
(BASKARAN und RAO 1991). MEETEI et al. 2000 bestatigen das Zinkfingermodell und die
DNA-kondensierenden Eigenschaften. BREWER et al. 2002 beschreiben genauer, dass Tp 2
bevorzugt an CG-Sequenzen bindet, die mit Promotordomanen der DNA assoziiert sind und

somit die Transkription in den friihen Spermatiden gestoppt wird.
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Wahrend das Tp 1-Gen bei allen Sdugern hochkonserviert ist, zeigt das Tp 2-Gen goRe Unter-
schiede zwischen den Spezies. Dem Tp 2-Protein sollte daher eine speziesspezifische Funkti-
on zukommen (KEIME et al. 1992). REINHART et al. (1991) bemerken, dass die evolutiona-
re Divergenz nicht zu Lasten des basischen Bereiches geht, dem grofRe funktionelle Bedeu-
tung zu gesprochen wird. Der Vergleich der Tp2- Aminoséurensequenzen von Maus und Rat-
te zeigen eine Ubereinstimmung von 83%, zwischen Nagern und Rind besteht hingegen nur

noch eine Ubereinstimmung von 42-45%.

2.5.1.3 Weitere Transitionsproteine

Transitionsprotein 3 (Tp 3)

Tp 3 ist bisher beim Schafbock (DUPRESSOIR et al. 1985), beim Eber (AKAMA et al. 1994
b) und bei der Ratte (UNNI et al. 1994) lokalisiert und charakterisiert.

Ratten-Tp 3 besteht aus 103 Aminoséureresten, zeigt eine hohe Homologie mit dem Protamin
2 und wird dementsprechend als ein priméares Translationsprodukt von Prm 2 angesehen
(WOUTERS-TYROU et al. 1998).

Transitionsprotein 4 (Tp 4)

Tp 4 ist bisher bei Ratte und Eber lokalisiert und charakterisiert.

Tp 4 der Ratte besitzt eine Molekulargewicht von 13-20 kDa mit einem Arginin- und Lysin-
gehalt von 24mol%, und Histidingehalt von 2,2mol%. Es kénnen keine Homologien zu ande-
ren bekannten Proteinen festgestellt werden und mit polyklonalen Antikdrpern lassen sich
keine immunologischen Gemeinsamkeiten zu anderern Transitionsproteinen, Protaminen oder
Histonen feststellen (UNNI und MEISTRICH 1992).
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Tp 4 des Ebers wurde von AKAMA et al. 1995 vollstandig charakterisiert: es besteht aus 138
Aminosdaureresten mit einem hohen basischen Anteil auf der N-terminalen Halfte und weniger

basischen Eigenschaften auf der C-terminalen Seite.

2.5.2 Funktionen und Interaktionen der Transitionsproteine

Bezliglich der Funktionen der Transitionsproteine wurden verschiedene Mdglichkeiten disku-
tiert: Zellkernformation, Histonaustausch, Repression der Transkription, Chromatinkondensa-
tion, aber auch dekondensierende Eigenschaften und Reparatur der DNA-, single-strand-
breaks* (MEISTRICH et al. 2003, BOISSONNEAULT 2002)

2521Tp1

Der Chromatinumbau geht, im Verlauf der Spermatogenese, mit zunehmend auftretenden
DNA-single-strand-breaks (SSB) einher. Eine Zunahme von DNA-Fragmenten wird bei Rat-
ten flr eine verzdgerte Kernkondensierung verantwortlich gemacht (QIU et al. 1995). Fir den
Menschen wird vermutet, dass eine Zunahme der DNA-Fragmente in der Spermienpopulation
uber 25%, die Fertilisationsrate unter 20% sinken lassen konnte (LOPES et al. 1998).
CARON et al. (2001) nehmen an, dass Tp 1 an den Repariervorgangen dieser SSB beteiligt
ist, bzw. stellen fest, dass UV-induzierte DNA-Schaden in Zellen, die Tp 1 exprimieren, ver-
starkt repariert werden. KIERSZENBAUM (2001) diskutiert in diesem Zusammenhang, dass
Tp 1-Molekule die Enden der DNA-Bruchstiicke zusammen halten, bis eine bisher unbekann-
te Ligase die Bruchenden wieder zusammenfuhrt. Auch BOISSONNEAULT (2002) kommt in
seiner Ubersicht Gber die Vorgange des ,,Chromatin remodeling* zu der Schlussfolgerung,
dass Transitionsproteine die DNA-Fragmentation minimieren.

SINGH und RAO (1988) stellen fest, dass Tp 1 eine starkere Affinitat gegentber einzelstran-
giger DNA zeigt, doppelstrangige DNA destabilisiert und somit als ,,DNA-schmelzendes Pro-

tein“ fungiert und eine entscheidende Rolle in dem Histonaustausch spielt. Sie stellen dies
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fest, in dem sie in vitro zu Rattenleber-Core-Partikeln Tp 1 hinzufligen und beobachten, dass
dadurch die Kompaktheit der DNA um das Histonoktamer herabgesetzt wird.

YU et al. (2000) untersuchen die Fertilitdt Tp 1-defizienter Mause. Das Hodengewicht und
die Spermienproduktion sind unverandert, daftur treten vermehrt Abnormalitaten in der Sper-
mienmorphologie auf. Die Fertilitat ist deutlich reduziert, bei stark herabgesetzter Spermien-
bewegung. Anstelle von Tp 1 werden erhdhte Werte von Tp 2 und Protamin 2- Precursor (p-
Prm2) vorgefunden. Tp 2 und p-Prm2 kénnen zwar anstelle von Tp 1 die Chromatinkonden-
sierung einleiten, aber das Chromatin stellt sich insgesamt weniger stark kondensiert dar.
ZHAO et al. 2001 bestatigten diese Befunde.

2522Tp?2

Die Bindung aromatischer Aminosauren an native DNA kann Schleifenausbildung oder Krau-
selungen bewirken (HELENE und LANCELOT 1982). SINGH und RAO (1987) stellen wei-
ter fest, dass die Tyrosin-Reste des Ratten Tp 1 bei Bindung an die DNA eine Herabsetzung
der thermalen Stabilitat bewirken. KLEENE und FLYNN (1987) vermuten, dass eine destabi-
lisierende Wirkung darauf zuriick zu fihren waére, dass durch die gebildeten Krauselungen
eine Lockerung der DNA-Windungen um die nukleosomalen Histone enstehen kénnte. Da
auch Tp 2 zwei aromatische Aminosauren in der vermuteten DNA-bindenden Domane auf-
weist, sind fir dieses Proteine ahnliche DNA-destabilisierende Eigenschaften anzunehmen.
BASKARAN und RAO (1990) fihren ausfiihrliche Untersuchungen zu den Interaktionen
zwischen DNA und Tp 2 durch: ihrer Meinung nach ist Tp 2 ein DNA-stabilisierendes Pro-
tein, hat bessere DNA-kondensierende Eigenschaften als Tpl. Es hat eine geringgradig gerin-
gere Affinitat zu einzelstrangiger DNA als Tpl.

ZHAO et al. (2001) beschreiben, dass Tp 2 mittels seiner Zinkfingerstruktur in sequenzspefi-
fischer Art und Weise bevorzugt an den DNA- Basen Cytosin und Guanin bindet. Diese Se-
quenzen finden sich haufig in engem Zusammenhang mit Genpromotor-Doménen der DNA,
die den Stillstand der Transkription und den Beginn der Chromatinkondensation entscheidend

beeinflussen kénnten. Die Autoren untersuchen weiter die Auswirkungen auf Spermatogenese
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und Fertilitdt Tp 2-defizienter M&use. Aus ihren Ergebnissen schlussfolgern sie, dass Tp 2
keinen entscheidenden Einfluss auf die Formgestaltung des Spermienzellkerns, den Histo-
naustausch, die Initiation der Chromatinkondensation, die Repression der Transkription, die
Protamin-DNA-Bindung oder auf die Fertilitat hat, aber von Bedeutung ist fur die Aufrecht-
erhaltung des normalen Processings von Protamin 2 und somit fiir die Vervollstdndigung der
Chromatinkondensation. Die Autoren sind der Meinung, dass die negativen Konsequenzen,

bedingt durch fehlendes Tp 2, durch Tp 1 und Protamine kompensiert werden kénnen.

BREWER et al. (2002) stellen fest, dass Tp 2 DNA sechsmal starker zu binden vermag als Tp
1, und somit quasi der Affinitat eines Protamins zur DNA entspricht. Aufgrund dessen wird
angenommen, dass Tp 2 direkt in der Lage ist, Histone aus ihren Bindungen mit der DNA zu
I6sen, um dann die Kondensation zu initiieren. Sie nehmen an, da Tp 2 im Verlauf der Sper-
matogenese der Ratte sich ca. 24 Stunden vor dem Auftreten von Tp 1 an die DNA anlagert,
dass dieses Protein zunéchst die Transkriptionsaktivét stoppt und die Kondensierung initiiert

und kurze Zeit spater Tp 1 beginnt, DNA-single-strand-breaks zu reparieren.

2523Tp3undTp4

Tp 3 zeigt eine strukturelle Ahnlichkeit zu Tp 1. Es wird eine lokale DNA-destabilisierende
Wirkung vermutet. Tp 3 der Ratte erscheint im Gegensatz zu Tp 1 und Tp 2 erst etwas spater
in Spermatiden 16-19.
Dieses Kernprotein hat eine hohere Affinitat zu einzelstrangiger DNA als zu doppelstréangiger.
(AKAMA et al. 1996).

Tp 4 besitzt eine hohere Affinitat zu doppelstrangiger DNA. Auch fir Tp 4 wird eine DNA-
destabilisierende Wirkung vermutet (WOUTERS-TYROU et al. 1998, AKAMA et al. 1995)
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2.5.3 Austausch der Histone gegen Transitionsproteine

Uber den Austausch der Histone gegen die Transitionsproteine stellt BALHORN (1982) zu-
néchst fest, dass die Affinitat von Arginin zu den Phosphatgruppen der DNA groRer ist, als die
von Histidin und Lysin. Transitionsproteine besitzen héhere Arginingehalte als Histone und
Protamine wiederum hohere Arginingehalte als Transitionsproteine. Daraus folgert der Autor,
dass bei Anlagerung der Transitionsproteine an die Phosphorgruppen der DNA, die Histone
aus ihren Bindungen verdréangt werden und auf die gleiche Art und Weise auch Protamine,
Transitionsproteine und restliche Histone entfernen. GOVIN et al. 2004 fassen eine Ubersicht
zusammen, welche Histone in die Ablaufe der Spermatogenese bzw. in den Histonaustausch
durch Transitionsproteine und Protamine eingreifen. Zwei Beobachtungen werden mit dem
Histonaustasch in Verbindung gebracht: zum einen eine massive Synthese von Histonvarian-
ten und zum anderen eine stadienspezifische post-translationale Modifikation von Histonen.
Die Autoren nehmen an, dass an dem Histonaustausch zahlreiche Histonvarianten und Modi-
fikationen beteiligt sind. Das H1t- Protein hat eine vermutete DNA- dekompensierende Wir-
kung. H1LS1 dirfte als Linker-Histon wéhrend der Chromatinumgestaltung fungieren. Auch
nicht-histonspezifische Varianten wurden wahrend der Spermatogenese beobachtet. Weiter
werden spermatogeneseabhangige Histon-Modifikationen, wie Acetylierungen, Methylierun-
gen und Phosphorylierungen beschrieben (GOVIN et al. 2004, STEGER 2002) HECHT et al.
2008 beschreiben eine Lockerung der Histon-DNA-Verbindung, durch Acetylierung bestimm-
ter Lysin-Reste innerhalb der terminalen Aminostruktur von Core-Histonen.

CAVALCANTI et al. 2009 beschreiben, dass fir viele hodenspezifische Histone und andere
Histonvarianten, wie H3.3, macro H2A, ssH2B, tsH2A, H1t und tsHMG eine Schlisselrolle
in Verbindung mit der Transkription, Histonabtrennung bei der Replikation und der Histonent-
fernung wahrend der Spermatogenese angenommen wird. Durch diese Interaktionen zwischen
Core- und H1-Histonen, werden Genaktivitdten moduliert, die wichtige Auswirkungen auf die
Transkription bedingen.

In einigen Saugetieren (Mensch, Maus, Schwein) findet der Austausch der Histone gegen Pro-
tamine nicht vollstandig statt. Fur den Menschen ist bekannt, dass der verbleibende Histonan-

teil (ca. 15%), stark acetyliert ist. Es wird noch diskutiert, ob diesem Rest an Histonen spe-
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zielle Funktionen wéhrend der Fertlisation und/oder frihen Embryogenese zuzuordenen sind
(WYKES und KRAWETZ 2003, HECHT et al. 2009)
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2.6 Protamine

2.6.1 Historie

In der Literatur werden Protamine (Prm) erstmals von MIESCHER (1874, zitiert nach

OLIVIA 2006) beschrieben, der diese als ,,organische Basen in den Samenfdaden des Rhein-

lachses* entdeckt. KOSSEL (1928) und FELIX (1960) erbringen die ndchsten Untersuchun-

gen und etablieren die Polypeptidnatur der Protamine. BLOCH (1969) klassifiziert Sper-

mienproteine in finf Gruppen, in die auch die Protamine eingeordnet werden:

Typ 1: echte Protamine ( klein, argininreich)

Typ 2: stabile Protamine ( argininreich, aber auch Cystein enthaltend — das hauptsachliche
Protamin in Sdugetieren

Typ 3: intermedidre, basische Spermienproteine (enthalten Histidin und/oder Lysin in Ergén-
zung zu Arginin)

Typ 4: somatische Histone

Typ 5: nicht-basische-Proteine (entdeckt im Nukleus maturer Spermien)

In den 60 Jahren Jahre wdchst das Interesse an dieser Proteinart, so dass u.a. ANDO et al. mit
intensiverer Forschung beginnen und Veroffentlichungen, v.a. Gber Fischprotamine erbringen
(ANDO et al. 1962)

Das erste Saugetierprotamin wird fur das Rind von COELINGH et al. (1972) sequenziert.
SUBIRANA veroffentlicht 1983 eine Abgrenzung der Protamine von den Histonen, in dem er
Protamine als Spermienproteine mit einem Lysin- und Arginigehalt von 45 — 80 mol%, sowie
einem Serin- und Threoningehalt von 10 — 25 mol% beschreibt.

Es folgen in den néchsten Jahren Sequenzierungen fur weitere Haussdugetiere, u.a. flr den
Menschen durch AMMER et al. (1986) und fir das Pferd durch BELAICHE et al. (1987). Da

im Vergleich der Sequenzen verschiedener Spezies Unterschiede festgestellt werden, gilt es
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weiter zu kldren, wie man sich den Aufbau und die Funktion der Protamine abh&ngig von

ihrer Sequenz vorzustellen hat.

Protamine werden in Keimzellen synthetisiert. Bisher sind Proteine dieser Art nur in Sper-
mienzellen, bzw. deren Vorstufen lokalisiert worden (HECHT 1989). Nach einer Veroffentli-
chung von BENCH et al. (1996) uber Studien an Hamster, Rind, Mensch, Maus und Pferd,
weisen Protamine im Gegensatz zu den Transitionsproteinen ein nur relativ geringes Moleku-
largewicht von ca. 6,5 bis 8,5 kDa auf . Flr das Prm 2 werden hierbei etwas groRere Moleku-
largewichte angegeben. Weiterhin ist ihr besonders hoher Gehalt an Arginin (gewohnlich 50-
60%) und Cystein (10-15%), sowie nur niedriger bis gar nicht vorhandener Lysin-Gehalt (nur
sehr geringgradig vorhanden bei Ratten) charakteristisch (MEISTRICH 1989, BELAICHE et
al. 1987).

Abhéangig von der Sdugetierart treten unterschiedliche Protaminvarianten auf: Prm 1 und 2.
Fir Rind (COELINGH et al. 1972; MAZRIMAS et al. 1986), Schaf (LOIR und LANNEAU
1980; SAUTIERE et al. 1984), Schwein (TOBITA et al. 1983), Ratte (KISTLER et al. 1976),
Kaninchen (BALHORN 1989, AMMER und HENSCHEN 1988) und Meerschweinchen
(CALVIN 1976) konnten bisher die vollstandige Prm 1-Aminoséuresequenzen festgestellt
werden.

Zusétzlich wurden die vollstandigen Sequenzen von Prm 2 bei Maus (BELLVE et al. 1988)
und Hamster (BALHORN 1989) isoliert. Bei Mensch (AMMER et al. 1986; MC KAY et al.
1986) und Hengst (AMMER und HENSCHEN 1987; PIRHONEN et al. 1989) konnte Prm 2

in jeweils 2 Variationen isoliert werden.

Im Gegensatz zu den Séugetieren, bei denen immer mindestens Prm 1 nachgewiesen werden
konnte, besitzen z.B. Frosch und Seeigel keine Protamine und das DNA-Packaging findet in
nukleosomahnlicher Art und Weise statt. (KEICHLINE und WASSARMANN 1979;
KHARCHENKO und NALIVEAVA 1980). Bei den meisten Fischarten und einigen Insek-
tenarten ist die DNA zusammen mit kleinen, basischen protaminartigen Proteinen angeordnet
(FUENTES-MASCORRO et al. 2000).
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2.6.2 Zusammensetzung

Gen und Proteinsequenz sind fur Protamine von mehr als 100 Vetrebratenspezies bestimmt
worden. Zwei strukturelle Elemente lieRen sich dabei bei allen Protaminen feststellen: zum
einen Serien kleiner ,,Anker-Domanen®, die multiple, d.h pro Doméne drei oder mehr Amino-
séuren, wie Arginin oder Lysin enthalten und der DNA-Protein-Bindung dienen. Zum anderen
multiple Serin- und Threoninansammlungen, die fiir Phosphorylierungen genutzt werden. Die
mehrfach pro Molekul eingebaute Aminosdure Cystein ermoglicht die Disulfidbriicken der
Protamine untereinander. Protaminen von Insekten, Vdgeln, Fischen, Reptilien und den meis-
ten Beuteltieren fehlt Cystein (BALHORN 2007).

2.6.2.1 Protamin 1 (Prm 1) und seine Struktur

Fur die Tierarten mit bekannten Prm 1-Aminosduresequenzen, konnte eine konstante Lange
von 49 oder 50 Aminosduren nachgewiesen werden. Die Sequenzanalysen der verschiedenen
Protamine ergaben, dass das Prm 1 prinzipiell in drei strukturelle Domanen unterteilt ist.

Die zentrale, polyargininreiche Region ist DNA-bindend und besteht aus mehreren Arginin-
Anhaufungen (bestehend aus 3-11 Argininresten). Zwischen diesen Einheiten liegen ein bis
mehrere nicht-Arginin-Reste. Diese zentrale Doméane wird an beiden Seiten von relativ argi-
ninarmen, cysteinreichen,weniger basischen, kurzen Peptiden eingerahmt. Fir die zentrale,
DNA-bindende Doméne kann eine Sequenzidentitat von 60-80%, auch bei Fischen, festges-
tellt werden.

Das Aminoende stellt eine besonders gut konservierte Aminosdurensequenz (Ala-Arg-Tyr-
Arg-Cys-Cys) dar. Von 19 (z.T. nur partiell) untersuchten Prm 1-Sequenzen konnten nur bei
drei Spezies in diesem Bereich abweichende Mutationen festgestellt werden.

Das Carboxylende ist in der Anzahl seiner Aminosduren ziemlich konstant, aber nicht in de-
ren Zusammensetzung, so dass hier zwischen verschiedenen Tierarten erhebliche Unterschie-

de festzustellen sind. Fischen fehlen die Cysteinanreicherungen in den Seitenbereichen, wo-
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mit begriindet wird, dass ihr Netzwerk an verzweigten Protaminmolekilen, wegen fehlender
Disulfidbriicken weniger stabil ist (BALHORN 1989, 2007, VILFAN et al. 2004).

2.6.2.2 Protamin 2 (Prm 2) und seine Struktur

Im Gegensatz zu Prm 1, das bei allen untersuchten Sdugetieren bisher nachgewiesen werden
wurde, konnte Prm 2 bisher nur bei Primaten, vielen Nagetieren, und dem Pferd identifiziert
werden (PIRHONEN et al. 1990, BALHORN 2007). DOMENJOUD et al. (1991) kamen auf-
grund ihrer Untersuchungen zu der Annahme, dass in S&ugetier-Spermatozoen sowohl Prm 1
als auch Prm 2-Gene vorhanden sind, diese beide transkribiert werden, aber nur bei Mensch,
Maus und Pferd zusétzlich zu Prm 1 auch ein funktionelles Prm 2-Protein synthetisiert wird.
Die vom Prm 1 bekannte relativ einheitliche Struktur lasst sich bei Prm 2 so nicht nachwei-
sen: Uber 60% Sequenzidentitat innerhalb speziesspezifischer Prm 2 Molekile und 50-70%
Sequenzidentitat zwischen Prm1 und Prm 2 (BALHORN 2007).

Prm 2 ist groRRer als Prm 1 und besitzt héhere Histidinanteile, d.h. 25-30% des Arginigehaltes
werden durch Histidin ersetzt. Die Anhdufungen der Arginireste scheinen mehr tber das gan-
ze Molekal verteilt zu sein (OLIVIA und DIXON 1991, BENCH et al. 1996). WOUTERS-
TYROU et al. 1998 behaupten hingen, die ,,Argin-Cluster” wiirden sich vermehrt in der zent-
ralen Region, Aminosdure 30-45, ansammeln.

Das Molekil wird von WOUTERS-TYROU et al. 1998 mit einer Lange von 54-63 angege-
ben. PIRHONEN et al. 1989 und 1990 fanden beim Pferd zwei Prm 2-Varianten mit einer
Lange von 58 und 62 Aminoséuren.

Im Gegensatz zu Prm1 codiert das Gen PRM2 ein Precursor-Protein, eine Vorstufe, das an die
DNA bindet und dann durch proteolytische Abspaltung von 40% der terminalen Aminogrup-
pe gekdrzt wird. Fur die Maus konnten so 6 verschiedene Formen des Prm 2-Precursors fest-
gestellt werden. Anders als bei Nagetieren, wurden bei Mensch, Menschen- und Alte-Welt-
Affen zwei unterschiedliche Prm 2- Varianten beobachtet, die an die DNA binden. Die beiden
Formen unterscheiden sich lediglich in den letzten 3 Aminosauren des Aminoterminus
(BALHORN 2007). Auch PIRHONEN et al. 1989 finden heraus, dass die beiden equinen Prm

2-Varianten sich vor allem in der terminalen Aminoregion, aber auch noch an 3 weiteren Po-
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sitionen unterscheiden und vermuten daraufhin, dass fur die beiden Prm 2-Typen zwei unter-
schiedliche aber homologe Gene existieren.

Desweitern wurde festgestellt, dass Prm 2 Zink bindet. Mensch, Maus und Hamster sind in
der Lage pro Molekil ein Zink-Atom zu binden. Verschiedene Zinkfingermodelle konnten
jedoch bisher noch nicht mit der Histidin und Cystein Anordnung des Prm 2 in Einklang ge-
bracht werden. In Spermatiden des Pferdes wurden Auswirkungen von Zink auf die Chroma-
tinfunktion festgestellt (DIAS et al. 2005, BALHORN 2007).

2.6.3 Interaktionen der Protamine

2.6.3.1 Interaktionen zwischen DNA und Protaminen

In der Literatur werden bereits seit Mitte der flnfziger Jahre Modelle bezlglich einer mogli-
chen Nukleoprotaminstruktur erstellt und diskutiert. Mindestens drei unterschiedliche Struk-
turmodelle sind seit dieser Zeit vorgeschlagen worden:

(a) Die Protamine binden in der kleinen Furche der Doppelhelix und winden sich in dieser Art
und Weise um das Molekiil.

(b) Die Protamine nehmen eine a-helicale Konformation an und binden in der groRen Furche.
(c) Die DNA lagert sich in einer superspiralisierten Konformation um die Protamine.

Die meisten der erbrachten Modelle basieren auf Verhaltnissen bei Fischen. Fischprotamine
haben jedoch nur ein Molekulargewicht von durchschnittlich 4,0 kDa (gegentiber 6,7 bis 8,5
kDa beim S&ugetier) (BENCH et al. 1996). Saugetierprotamine enthalten Cystein und Histi-
din, wéhrend Fische keine dieser Aminosduren aufweisen (BIANCHI et al. 1994). Deswegen
ist es problematisch, Fischprotamin-Modelle direkt auf das Saugetier zu bertragen. Nachfol-

gend werden einige Nukleoprotamin-Modelle fiir das Saugetier vorgestellt.
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FEUGHELMAN et al. 1955, WILKENS 1956 und ZUBAY und WILKENS 1962 prasentie-
ren das erste Modell basierend auf Rontgenstrahlanalysen: die Protamine liegen in diesem
Modell in den kleinen Furchen der DNA-Helix. Ausgehend von den Protaminen strecken sich
Seitenketten bestehend aus Argininresten in Richtung der Phosphate der DNA und neutrali-
sieren diese.

LUZATTI und NICOLAUIEFF 1963 und LUZATTI 1963 sind der Meinung, dass zwischen
hexagonal angeordneten DNA-Molekiilen, Protamine und Wasser die Zwischenrdume aufful-
len, so dass ein endloses Netzwerk entsteht.

RAUKAS (1964) erstellt ein drittes Modell, das davon ausgeht, dass jeweils 4 DNA-
Doppelhelices von Protaminen und/ oder Metallionen (Mg++ oder Ca+) zusammen gehalten
werden.

WARRANT und KIM gehen 1978 von der bekannten Aminoséuresequenz des Rinder-Prm 1
aus und nehmen an, dass Protamine eine a-Helix ausbilden und segmentale Zylinder darstel-
len, die entweder in der kleinen oder in der groRen Furche liegen. Nach ihrer Vorstellung be-
steht das Protaminmolekil aus zwei helikalen Domanen innerhalb der zentralen Region
(Aminosdure 13-36), getrennt durch die Sequnz Phenylalanin-Glycin (Position 29 und 30).
Tatsache ist jedoch, dass diese letztgenannte Sequenz nicht bei allen Tierarten, wie z.B. bei
der Maus, in Protamin 1 konserviert ist.

BALHORN liefert 1982 ein detailliertes Modell fir den Protamin-DNA-Komplex. Er geht
hierbei im Detail vom Prm 1 des Rindes aus, da bis zu diesem Zeitpunkt nur von diesem die
komplette Aminosauresequenz vorlag und Prm 1 bei allen untersuchten Haussaugetieren bis-
her nachgewiesen werden konnte. Der Vergleich mit verfligbaren, partiellen Aminoséurese-
quenzen anderer Tierarten ergibt hohe Grade an Homologien und veranlasste zu der Annahme
der Allgemeingltigkeit des Modells auch fir andere Saugetiere. Die vorhandene Menge an
DNA in jedem Spermienzellkern (3,30 pg) (POGANY et al. 1981) und das begrenzt zur Ver-
fugung stehende Zellkernvolumen (ca. 3,7-4,2 pm*® (WYROBEK et al. 1976) machen zwin-
gend notwendig, dass elektrostatische Abstossungen eine maximal dichte Anlagerung der
Protamine an die DNA nicht unterbinden. Der Gehalt negativ geladener Phosphate in der
DNA wird mit einem Wert von 6,6 x 10° Molekiilen kalkuliert. Dem gegeniiber stehen 8,7 x
10° positive Ladungen durch Histidine, Lysine und Arginine der Protmine (Rechenbeispiel
bezogen auf die Maus (POGANY et. al. 1981). d.h. die Protamine sind in der Lage, effizient
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die negativen Ladungen der Phosphate zu neutralisieren. Durch die Lagerung der Protamine
in ,,Staurdumen*, wie z.B. den groBen und kleinen Furchen der DNA-Helix, werden die zur
Verfligung stehenden Platzverhéltnisse optimal genutzt und durch die Neutralisierung der
Ladungen erst eine derartige, enge und platzsparende Anordnung der DNA-Helices ermdg-
licht.

Laut BALHORN (1982) wird angenommen, dass die Protamine in der kleinen Furche der
DNA zum Liegen kommen (Abb. 5). Nur die zentrale Polyargininsequenz und nicht das
komplette Protaminmolekul nimmt eine gestreckte Konformation an, da sonst die Gesamtlan-
ge der zur Verfugung stehenden kleinen Furchen, d.h. 2,10-2,35nm, nicht ausreichen wirde,
die komplett gestreckten Protaminmolekiile (Rind 4,83nm; Maus 6,03nm) in den kleinen Fur-
chen der DNA zu binden. Um optimale Interaktionen aller Arginine der Protamine mit den
Phosphaten der DNA zu ermdglichen, ist das Polyargininsegment nicht am Boden der Furche
positioniert, sondern liegt nur in der halben Tiefe in der Furche, d.h. mit der Achse der -
Kohlenstoff-Kette ca. 10 A entfernt von der DNA-Helix-Achse. Die Guanidinogruppen (R-
HN-CH=NH,) benachbarter Arginine ragen lber das Molekul hinaus und interagieren mit den
0, und 03-Molekulen der Phosphate durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und
elektrostatischen Wechselwirkungen, so dass gegenuberliegende DNA-Strange auf diese Art
und Weise mit einander verbunden werden. Jedes Protaminsegment ist lang genug, um die
kleine Furche einer DNA-Umdrehung auszufillen. Die nicht-bindenden C- und N-terminalen
Aminosaurenreste kdnnen intra- oder intermolekulare Bindungen eingehen.

Folgereaktion der Interaktion zwischen den Guanidinogruppen und den Phosphaten ist, dass
das O,-Molekul der DNA-Phosphate mehr in das Zentrum der kleinen Furche verlagert wird
und damit eine Konformationsanderung der B-DNA-Helix zu einer modifizierten B*-Form
ausgelost wird. Es wird davon ausgegangen, dass diese Konformationsanderung etwa ahnlich
der A-DNA-Helix ist, gekennzeichnet durch eine Zunahme der Basenpaare per Umdrehung,
Abnahme der Weite der groBen Furche um ca. 1 A, sowie geringfiigige Zunahme der Weite
der kleinen Furche und des Durchmessers der gesamten Helix. Die DNA in dieser Konforma-
tion bendtigt geringfugig weniger Volumen: 3,33 ums3 gegeniiber 4,06 pums.

Infolge sterischer Gegebenheiten werden alle bis auf zwei Phosphatreste eines Protaminseg-
ments innerhalb einer DNA-Umdrehung neutralisiert. Diese Phosphatreste werden werden im

weiteren Verlauf von Argininresten der N-terminalen Protaminsequenz gebunden.
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Abb. 5:

102 A Positionierung eines Prota-

T min-Polyargininsegments in
der kleinen Furche der kleinen Kuvertur der
DNA (modifiziert nach

BALHORN 1982)

Zwischen der Synthese und der Disposition der Protamine werden die Serin und Threoninret-
se phosphoryliert (MARUSHIGE & MARUSHIGE 1975). Diese phosphorylierten und nega-
tiv geladenen Aminosduren, sowie die duRerst geringe Anzahl vorhandener Arginireste im
Carboxyl- und Aminoende der Protamine sind dafur verantwortlich, dass diese endstandigen
Regionen nicht an den DNA-Furchen binden. Die N-terminale Sequenz (Rest 1-15 im Prota-
min des Rindes) ist so frei beweglich, dass diese sich Uber die bindende Polyargininsequenz
legt. Die noch freien Agininsequenzen des N-Terminus des Protamins kdnnen jetzt mit den
beiden noch ungebundenen Phosphatresten interagieren und diese neutralisieren. Im Anschluf3
an die Arginin-Bindungen werden die Aminosauren Threonin und Serin wieder dephosphory-
liert. Verschiedene Cysteinreste sind durch diese Protaminlagerung in gegeniiberliegende Po-
sitionen gebracht worden, so dass sich zwischen ihnen Disulfidbriicken ausbilden kénnen.
Infolge Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aminosduren wie Arginin und Tyrosin,
Threonin und Histidin sowie hydrophobe Bindungen zwischen Isoleucin und Leucin, sowie
weiterer Disulfidbriicken, werden C- und N-terminale Peptide aufeinander folgender Protami-
ne mit einander verbunden und umschlielen auf diese Art und Weise die DNA (BALHORN
1982).

Andere Autoren, wie z.B. FITA et al. 1983 gehen aufgrund ihrere Untersuchungen davon aus,

dass die Protamine in den groRen Furchen binden. Sie finden heraus, dass die B-DNA- durch
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Bindung von Polyargininen stabilisiert wird. Flr die Diskusssion, ob die kleinen oder groRen
Furchen argininbinden sind, wird zusétzlich berticksichtigt, ob nur ein Protamin (Prm 1), Prm
1 und 2 oder sogar drei Protamine vorhanden sind. Fiir den Fall mehrer Protamintypen wer-
den verschiedene Mdoglichkeiten diskutiert. Prm 1 und 2 kénnten in der grof3en Furche zu lie-
gen kommen (POGANY und BALHORN 1992), kénnten in der groRen, wie auch in der klei-
nen Furche der DNA binden (DAURIA et al. 1993) oder kdnnten ebenso ohne eine spezielle
Lokalitat in den Furchen auf der Oberflache des DNA-Molekdils via elektrostatischer Anzie-
hungskrafte zwischen den Phosphatresten binden (BIANCHI et al. 1994). FUENTES-
MOSCORRO et al. (2000) schlagen vor, basierend auf vorausgegangen Rontgenbeugeunter-
suchungen (FEUGHELMAN et al. 1955, SUWALSKY und TRAUB 1972), dass die Prota-
mine in der kleinen Furche (12A/ 1,2nm weit und 7A/ 0,7nm tief) der DNA binden, da hier
der Abstand zwischen benachbarten DNA-Strangen genau passend ist, so dass die Arginine
der Protamine mit Phosphaten beider DNA-Strénge interagieren kénnen, was wiederum fir
eine zweckmaRige Ladungsneutralisierung von entscheidender Bedeutung ist. Die grolRen
Furchen (22A/ 2,2nm weit und 8,5A/ 0,85nm tief) waren unter diesem Gesichtspunkt einige
Angstrom zu weit. HUD et al. 1994 unterstiitzen die Vorstellung der Bindung der Polyargi-
ninsequenz in der groBen Furche und gehen dabei von der Form einer B-DNA aus. Durch die
Bindung der Protamine an das ,,phosphodiester backbone* der DNA erfédhrt diese eine Kon-
formationsanderung zu einer modifizierten B-DNA, einhergehend mie einer Reduzierung der
Basenstapelung, so dass eine Helixwindung nur noch aus 9 1/3 statt 10 Basenpaaren besteht.
Neuere Studien bevorzugen die Bindung der Polyarininsequenz in der grof’en Furche
(BREWER et al. 2003, VILFAN et al. 2004)

BREWER et al. 2003 beschreiben, dass die Argininreste, zusammengeballt in den sog. DNA-
bindende ,,Anker-Doménen iiber das Zentrum des Protaminmolekiils verteilt sind. Die ,,An-
ker-Doméne* besteht aus jeweils ca. 3-7 Argininresten und sind der wichtigste Faktor fir die
Kondensation und Stabilitdt des DNA- Protaminkomplexes. Zwischen den Argininanh&ufun-
gen sind eine oder mehrere ungeladene Aminosauren angeordnet, die als ,,Gelenk* fungieren,
um die Umwindung der DNA innerhalb der grof3en Furche und optimale Interaktionen mit
den negativ geladenen Phosphaten des ,,phosphdieser backbone® zu ermdglichen. Inter- und

intramolekulare Disulfidbindungen der Protamine spielen nur eine zweitrangige Rolle.
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Bezliglich externer Einfliisse fassen RODMAN et al. (1984) eigene und Untersuchungen an-
derer Wissenschaftler tber Protamin-DNA-Assoziationen zusammen und stellen fest, dass
verschiedene Methoden, wie Rontgenbeugeuntersuchungen, Spektroskopie von Nukleopro-
tamin-Komplexen, thermodynamische Analysen der DNA-Protamin-Bindung und biochemi-
sche Charakterisierungen der Kernproteine zu gleichen Schlu3folgerungen fuhren: zum einen
schwéchen ansteigende Konzentrationen von NaCl die DNA-Protamin-Bindung, wodurch die
elektrostatische Natur der Bindungen reflektiert wird. Dies wurde genauer untersucht von
BIANCHI et al. (1994). Die Anzahl der Protamin-DNA-Komplexe nimmt deutlich bei NaCl-
Konzentrationen zwischen 0,2 und 0,7 M ab. Zum anderen ist eine Reduzierung der Disulfid-
bindung unbedingt notwendig, um in vitro eine Dekondensierung des Spermienchromatins zu
erzielen. Nur eine Reduzierung der Disulfidbricken zusammen mit der Anwesenheit be-
stimmter NaCl-Konzentrationen fiihrt zu einer Dekondensierung und Freisetzung definierter
Fraktionen der Kernproteine. Die DNA-Protamin-Assoziation besteht also aus einem Zusam-
menspiel dieser beiden prinzipiellen Bindungsmaoglichkeiten.

Es ist zu bemerken, dass ein grofRer Teil der Modelle bezlglich der Interaktionen der Prota-
mine mit der DNA auf der Aminoséuresequenz des Rindes beruhen. Das Rind allerdings be-
sitzt nur Prm 1. Uber die Interaktionen von Prm 2 liegen bisher keine Daten vor. BIANCHI et
al. (1994) vermuten aufgrund ihrer Untersuchungsergebnisse, obwohl sich Prm 1 und 2 struk-
turell deutlich von einander unterscheiden, dass sich beide Protamintypen in ihrem DNA-
Bindungsverhalten &qgivalent verhalten. Dennoch kann weiterhin nicht ausgeschlossen wer-
den, dass gerade aufgrund struktureller Unterschiede sich die Protamine auch unterschiedlich
in ihrem Bindungsverhalten zeigen. BENCH et al. 1996 gehen aufgrund ihrer Untersuchun-
gen davon aus, dass jedes Prm 1-Molekil von ca. 10 bp DNA gebunden wird, jedes Prm 2-

Molekiil jedoch 15 bp in seine Bindung mit einbezieht.
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2.6.3.2 Intermolekulare Interaktionen der Protamine

Bei der genaueren Untersuchung der Interaktionen der Protamine untereinander werden von
BALHORN (1989) und BALHORN et al. (1991) zwei verschiedene Typen beobachtet: zum
einen zwischen Prm 1-Molekulen (bei den Spezies, wie z.B. Rind, die nur Prm 1 besitzen),
zum anderen zwischen Prm 1- und 2-Molekdlen. Balhorn stellt 3 Modelle fur Prm 1 vor:

Modell A: Die Protaminmolekile sind entlang eines DNA-Stranges in abwechselnder Rich-
tung angeordnet, so dass sich alternierend zwischen zwei aufeinander folgenden Carboxyl-
oder Aminoenden, Disulfidbriicken ausbilden kénnen (Abb. 6). Zwei Protmainmolekiile bil-

den dabei eine Dimer-Einheit.

A Abb. 6:
Darstellung der Anordnung der Protamin-
Dimer Einheit molekile entlang eines DNA-Stranges in

abwechselnder Richtung
BALHORN (1989)
BALHORN et al. (1991).

35 S8 55 8

Modell B: Die Protaminmolekiile sind auf einem DNA-Strang entlang einer Richtung an-
geordnet. Die Protaminmolekiile zwei benachbarter DNA-Strénge, die ebenso in die gleiche
Richtung ausgerichtet sind, bilden zwischen den sich jeweils gegenuber liegenden Carboxyl-

und Aminoenden Disulfidbriicken aus.

B Abb. 7:
Darstellung der Anordnung der Protamin-

molekule entlang eines DNA-Stranges in
jeweils gleicher Richtung

BALHORN (1989),

BALHORN et al. 1991).

45



Literaturtibersicht

Modell C: Die Protaminmolekiile sind auf zwei benachbarten DNA-Strangen in gleichem
Rhythmus in abwechelnder Richtung angeordnet und bilden so jeweils zwischen zwei sich

gegenuber liegenden Amino- oder Carboxylgruppen Disulfidbriicken aus.

Abb. 8:

Darstellung der Anordnung der Protamin-
molekile auf zwei benachbarten DNA-
Strangen

BALHORN (1989)

BALHORN et al. (1991).

Eine weitere Mdglichkeit wére, dass Prm 1-Molekiile in Form einer anderen Dimer-Einheit an
die DNA binden kénnten. Es wurde festgestellt, dass die Protaminkomponeneten, die an die-
ser Dimer-Ausbildung beteligt sind, nicht durch Disulfidbriicken mit einander verbunden sein
konnen. Aufgrund der Unlgslichkeit der Dimer in Mercaptoethanol, aber Loslichkeit in 6N
HCI wurde angenommen, dass die beiden Proteine durch eine Ester-Bindung verbunden sind
(BALHORN 1989).

Uber Interaktionen zwischen Prm 1 und 2 liegen weniger Informationen vor.

Die sogenannten Dimer konnten zwischen Prm 1 und 2 noch nicht festgestellt werden. Es
wird angenommen, dass die beiden verschiedenen Protamintypen tber intermolekulare Disul-
fidbriicken mit einander verbunden sind, da beide nicht aus Spermienchromatin ohne voraus-
gehende Reduzierung dieser Bindungen isoliert werden konnen. Es ist nicht bekannt, ob die
Disulfidbriicken direkte Verbindungen darstellen oder ob noch weitere Peptide oder Proteine
daran beteiligt sind. (BALHORN et al. 1989)

VILFAN et al. 2004 liefern neuere Untersuchung zu inter- und intramolekularen Bindungen

innerhalb der Protamine. Die Modelle von BALHORN (1989) lassen Fragen offen , wie Cys-
5 — Cys-22 und Cys-38 —Cys-38 (BALHORN et al. 1991) die intermolekularen Disulfidbru-
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cken in diesen Konstellationen ausbilden kénnen. Zusétzlich steht die VVorstellung der Anei-
nanderreihung von Carboxyl- und Aminoenden benachbarter Protamine im Wiederspruch zur
kompletten Oxidation aller Cysteinreste und hexagonal dicht gepackten DNA. Zwei intramo-
lekulare Disulfidbindungen bestehen zwischen Cys-6 — Cys-14 und Cys-39 — Cys-47 und be-
dingen ein Einfalten der Carboxyl- und Aminoenden. Die Disulfidbindung zwischen zwei
Cys-38 zwei benachbarter Protamine fuihren dazu, dass jeweils die Carboxylenden aneinander
gelagert werden (,,tail-to-tail*). Zwischen Cys-5 und Cys-22 bilden sich intermolekulare Bin-

dungen zwischen Protaminen aus, die an unterschiedliche DNA-Strange angelagert wurden. 4

Umdrehungen einer B-Form-DNA werden von 2 Dimeren, d.h. 4 Protaminmolekdilen durch
Bindung in der groRen Furche neutralisiert (Abb. 9 und Abb. 10).

Abb. 9:

Ein Dimer, bestehend aus zwei an den Enden eingefalteten Protaminmonomeren (Rind), ver-
bunden durch Cys-38 — Cys-38- Disulfidbriicken. Rot: Cysteinreste, die an intramolekularen
Disulfidbriicken beteiligt sind. Gelb: Cysteinreste, die an intermolekularen Disulfidbriicken
beteiligt sind (nach VILFAN et al. 2004).
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ns (n+1)5 (n+2) 5 (n+3) 5
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n protamine I (n+2) protamine |
(n+1) protamine (n+3) protamine

Abb. 10:

Vier Umdrehungen einer B-DNA bilden einen Komplex mit zwei Protamin-Dimern. Jeder
Dimer bindet in der groRen Kuvertur tber zwei Umdrehungen. Die eingefalteten Enden der
Proatminmolekiile zeigen dabei nach auf3en (nach VILFAN et al. 2004).

2.6.3.3 Teriarstruktur und réaumliche Anordnung der Protamin-DNA-Komplexe im

Spermienzellkern

BALHORN (1982) schlagt vor, dass die elektrostatisch neutralisierten Protamin-DNA-
Komplexe besonders dicht gepackt werden kdnnten, wenn die Anteile der Protamine, die aus
den kleinen Furchen hervorragen, inclusive der C- und N-Termini, die mit der Polyargininse-
quenz interagieren, in der grof’en Furche eines benachbarten Protamin-DNA-Molekils posi-
tioniert und durch van-der-Wals-Kréfte zusammengehalten werden.

RISLEY et al. (1986) vergleichen protamin- mit histonhaltiger Amphibien-DNA und stellen
fest, dass die protaminhaltige DNA ein lineares ,,DNA-Packaging® aufweist.
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Elektronenmikroskopische Studien an Spermienzellkernen der Ratte (KOEHLER et al. 1983 )
stellen das Chromatin angeordnet in parallel zur Léngsachse des Zellkerns verlaufenden La-
mellen dar. Andere Untersucher wie SISPSKI und WAGNER (1977) oder LIVOLANT
(1984) schlussfolgern aufgrund ihrer Beobachtungen, dass sich das S&ugetier-Chromatin wie
ein liquides Kristall (,,liquid crystal®) darstellt. In einer viskdsen Flussigkeit sind in linearer
Anordnung die DNA-Stréange eingelagert. Die einzelnen DNA-Strange, die Ebenen bilden,
sind dabei in definierter Weise in einem varierendem Winkel zu einander angeordnet (,,cho-
lesteric liquid crystal®)

WARD und COFFEY (1991) sind der Meinung, dass die ,,somatischen” superspiralisierten
DNA-Filamente in der sogenannten Solenoid-Konfiguration (der Durchmesser eines Fila-
ments betrdgt 30 nm) nach jeweils einer Lange von ca. 60 000 bp an der Zellkernmatrix unter
Ausbildung sogenannter DNA-Loops befestigt sind. Auch fir die linearen Protamin-DNA-
Komplexe wird festgestellt, dass diese durch Verbindungen mit der Kernmatrix ,,Loops® aus-
bilden, jedoch von wesentlich geringerer GrélRe (WARD et al. 1989) und ohne Superspirali-
sierung. Eine weitere Besonderheit des Spermienchromatins stellt der Kernannunlus dar, der
erstmals 1989 von WARD et al. als ,,DNA-Anker in Spermien beschrieben wurde: auch bei
kompletter Dekondensierung des Chromatins bleiben lange DNA-Strange mit dem Anunlus
verbunden.

WARD (1993) vergleicht die Tertiarstruktur der DNA in somatischen Zellen und Spermien-
zellen (Tab. 2):
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Stuf Hierarchie der DNA-Organisation in | Hierarchie der DNA-Organisation in
ufe
somatischen Zellen Spermienzellen
] 2 komplementére DNA-Stréange bilden
2 komplementare DNA-Strange bilden | _
1 _ ) eine Doppel-Helix.
eine Doppel-Helix.
WARD 1993
Jeweils 200 bp DNA sind um ein Histo- | Austausch der Histone und
) noktamer zu einem Nukleosom an- Ausbildung eines linearen
geordnet. Protamin-DNA-Komplexes.
MC GHEE u. FELSENFELD 1980 BALHORN 1982
6 Nukleosome ordnen (superspiralisie- | Linear aneinander angelagerte DNA-
ren) sich in einer Umdrehung zu einem | Protamin-Komplex-Filamente  bilden
3 Solenoid mit einem Durchmesser von | DNA-Loops von geringerer Groe und
30 nm an. ohne Superspiralisierung.
FINCH und KLUG 1976 WARD et al. 1989
60 kbp bilden jeweils eine an der Kern-
matrix befestigte DNA-Loop (Schleife)
Sperm-DNA-Doughnut-Modell
4 aus.
WARD 1993
PIENTA u. COFFEY 1984,
NELSON et al. 1986
) | Kondensierung des Doughnut-Modells:
Kondensierung der Solenoid-
] _ Zusammenlagerung der Doghnuts zu
Konfiguration: ] ] o
) rundlichen Gebilden (Tori), die jeweils
Radial-Loop-Modell ) )
5 ) ) eine DNA-Loop reprasentieren
Radial-Coil-Modell.
(Durchmesser ca.65 nm).
PIENTA etal. 1991
WARD 1993
ALLEN et al. 1993
Tab. 2:

Zusammenfassung der Unterschiede der DNA-Organisation in Spermien- und somatischer
Zelle (nach WARD 1993)
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ALLEN et al. (1993) stellen fest, dass Spermien-DNA nicht in Form von langen Faserbun-
deln, sondern als knotenartige Gebilde mit einem Durchmesser von ca 50-100 nm vorliegt.
WARD (1993) geht von dem gleichen Grundgedanken aus. Jeder 60 nm-Nodulus représen-
tiert eine DNA-Loop. Ausgangsposition fir den Austausch der Histone durch Protamine und
die Umgestaltung der DNA-Organisation in das Doughnut-Modell ist die Solenoid-
Konfiguration.

Eine Solenoid-Umdrehung besteht aus sechs kreisformig angeordneten Nucleosomen, das
heif3t, eine Solenoid-Umdrehung besteht aus 13 DNA-Superhelices, zwei fir jedes Nukleo-
som und eine fir das Solenoid selbst. Aus einer Solenoid-Umdrehungen werden nun durch
Entfernung aller Nukleosome (Histonaustausch gegen Protamine) bis auf eines und damit
einhergehende Entspiralisierung zwei DNA-Zirkel, denen linear die Protamine angelagert
sind. Fortlaufend, mehr oder weniger parallel angeordnete DNA-Zirkel bilden so eine Sper-
mien-DNA-Loop. AbschlieBend fallt diese aus Spiralen bestehende DNA-Loop wie ein zu-
sammengelegter Gartenschlauch zusammen und bildet einen Torus (,,Doughnut®) mit einem
auBeren Durchmesser von ca. 65 nm, einem inneren Durchmesser von 32,5 nm und einer Ho-
he von 25nm (Abb. 11 und 12).

HUD et al. ( 1993) kommen zu gleichen Ergebnissen. Die Autoren beschreiben die funda-
mentale Grundeinheit des Spermienchromatins mittels Atomic Force Mikroskopie als toroida-
le Gebilde mit einem &uReren Durchmesser von 500 bis 1000 A, einem inneren von ca. 150 A
und einer Dicke von ca. 200 A (10 A entsprechen 1nm). Sie finden weiterhin heraus, dass die
einzelnen toroidalen Strukturen durch ca. 300 A lange und 90 A dicke lineare Strukturen ver-
bunden sind. Unter Beachtung des kalkulierten DNA-Gehaltes von 60kbp eines jeden Toroids
(ARSCOTT et al. 1990) und der Grolie des haploiden Saugetiergenoms wird geschatzt, dass
jeder Spermienzellkern ca. 50.000 solcher toroidalen Strukturen eng an einander gepackt
enthélt.

Das Doughnut-Modell beriicksichtigt, dass Protamine der Ladnge nach in den Furchen der
DNA binden, dass auch fir Spermien-DNA ,,Loops* existieren, dass die Spermien-DNA
nicht superspiralisiert ist und dass das VVolumen des Spermienzellkerns golRer ist, als bisher
angenommen sowie Spermien-DNA in ca. 60nm-grof3en ,,Noduli“ zusammengeballt vorge-
funden wurde (ALLEN et al. 1993)
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Bei diesem Modell ist zu beachten, dass der nicht komplette Austausch der Nukleosomen, der
Spermien-DNA-Organisation z.B. beim Menschen entspricht, wo ca. 15% der Spermien-
DNA an Histone gebunden bleiben. Bei allen anderen bisher untersuchten Saugetieren wird
jedoch von einem vollstdndigen Austausch der Histone ausgegangen.

Das Doghnut-Modell stellt zusammengefasst eine fundierte Vorstellung tber die Spermien-
DNA-Organisation dar. WARD (1993) weist jedoch daraufhin, dass es sich nur um eine mog-
liche Annahme handelt, wie die Verhaltnisse vorliegen kdnnten und weitere Abklarungen
notwendig sind, die z.B. auch einen Histon-Protamin-Austausch tber Transitionsproteine be-

riicksichtigen.

Solenoid schematische Zwischenform Doughnut

Protein
DNA-
Komplex
/
Windung
,»Coil“

‘ Histonenaustausch durch Protamine

Abb 11:
Modell eines Vergleichs von Solenoid- und Doughnut-Struktur (aus WARD 1993)
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Abb. 12:
Zusammenfassung der Gegeniiberstellung der Modellvorstellung der Verhéltnisse in somati-
schen Zellen und Spermienzellen (aus WARD 1993)

RAUKAS und MIKELSAAR (1999) verschaffen sich einen kritischen Uberblick tber die bis
dato erbrachte Literatur, werten diese fiir sich neu aus und stellen die Existenz des bisher dis-
kutierten Protamin-DNA-Molekils in Frage. Ihrer Meinung nach sind die DNA-Helices pa-
rallel in einem Xx- y- z- Koordinatensystem entlang der z-Ebene hexagonal angeordnet. Die
Abstéande Zentrum-zu-Zentrum der einzelnen Helices betragen abhéngig von der relativen
Feuchtigkeit des untersuchten Mediums nach ihren Ermittlungen minimal 22 bis maximal 30

A. Die hexagonal angeordneten DNA-Strange rotieren relativ zur z-Ebene um 0, 120, bzw.
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240°. Durch diese rdumliche Anordnung entstehen zwischen den DNA-Molekiilen in den Be-
reichen ihrer groRRen Furchen zwei unterschiedliche gestaltete Hohlrdume (siehe Abb. 13), in
die die Protamine eingelagert werden. Nach diesem Schema ergibt sich, dass ein DNA-
Molekdl von jeweils 3 Protamin-Molekilen umgeben wird, bzw. ein Protaminmolekdl nicht
nur einem DNA-Molekiil zuzuordnen ist und somit ,,Verbindungsstiicke* in dem DNA-Helix-
Gitter darstellen. Die beiden Autoren gehen davon aus, dass der Protamin-DNA-Komplex
elektrostatisch oder mittels Van der Waals-Kréfte, eventuell auch durch einige Wasserstoff-

brucken, zusammen gehalten wird.

Abb. 13:

Darstellung der x-y-Ebene des des dreidimensionalen Protamin-DNA-Modells von RAUKAS
und MIKELSAAR (1999). Die Kreise stellen die entlang der Z-Achse verlaufenden DNA-
Doppelhelices dar. Die Zeiger in der Mitte der Kreise zeigen die Rotation entlang der Z-
Achse an. Daraus ergeben sich zwischen drei aneindergelagerten Doppelhelices zwei unter-
schiedliche Arten von Hohlrdumen (Abb. 13 a und b) Die Protamine sind als kleine Rechte-
cke dargestellt.

a) Bei dieser Art der entlang der z-Achse rotierten Doppelhelices, ergeben sich groRrdumige
Aussparungen zwischen den groRen Furchen.

b) Bei dieser Anordnung ergeben sich Kandle, in denen die grofRen Furchen der drei aneinan-
dergrenzenden DNA-Molekiile, eine linksgangige Helix auf der inneren Oberflache des Ka-
nals ausbilden.
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VILFAN et al. 2003 schlagen ein Modell vor, das ihrer Meinung nach das Erste ist, das eine
komplette Oxidation aller Cysteinreste innerhalb einer hexagonalen Anordnung der Protamin-
DNA-Komplexe erklart: sieben ihrer bereits erorterten Protamin-DNA- Komplexe ordnen
sich in einem engen hexagonalen Gitter so an, dass Cysteinreste 22 und 5, benachbarter
Komplexe nochmals Disulfidbriicken ausbilden.

Abb. 14:
Hexagonal angeordnete Protamin-DNA-Komplexe (Rind), gelbe Pfeile markieren Disulfid-

bindungen zwischen Cysteinresten 5 und 22 benachbarter Komplexe (aus VILFAN et al.
2004)
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2.6.4 Funktion und Bedeutungen der Protamine fir das Spermium

Uber die Funktionen und daraus resultierenden Bedeutungen der Protamine fiir das Spermium
ergeben sich beim Studium der umfangreichen Literatur verschiedene Uberlegungen.

BLOCH (1969) stellt fest, dass keine Korrelation zwischen verschiedenen Aspekten der
Spermienfunktion und dem Typ der Kernproteine innerhalb verschiedener taxonomischer
Gruppen erkennbar wére. Die Variabilitat der Kernproteine reflektiert fur ihn die evolutionare
Gleichgultigkeit gegentiber relativ unwichtigen Proteinen in einem inaktiven Zellkern wieder.
BALHORN (1989) und MEISTRICH (1989) teilen die Ansicht, dass die Bindung der Prota-
mine das ,,Phosphodiester-backbone der DNA neutralisiert und so eine engere Zusammenla-
gerung der DNA-Strange aneinander ermdglicht wird. Diese Kompaktierung geht einher mit
einem biochemisch inerten Zustand. Der Protamin-DNA-Komplex ist unléslich, enzymatische
Prozesse, wie ,,DNA-Repairing*“ werden inhibiert und das Genom verbleibt inaktiv. Auch
gegen exogene (z.B. mutagene) Einflusse ist die kompakte DNA besser geschtzt.

Diese erhohte Resistenz wird durch Unempfindlichkeit spéater Spermatiden und Spermien
gegeniber Verdauung durch Deoxyribonuclease demonstriert (MEISTRICH et al. 1976).
SIDNEY und GRIMES (1986) beschreiben, dass die Protamine nicht durch verdunnte S&uren,
so wie hohe Salz- oder Harnstoffkonzentrationen aus dem Komplex entfernt werden kénnen,
wenn nicht zuvor mit stark reduzierenden Agenzien, wie Mercaptoethanol (zur Losung der
Disulfidbriicken der Protamine) inkubiert wurde. Der S&ugetier-Spermienzellkern ist stabil
gegen Ultraschallbehandlung, Trypsin- oder DNase-Verdau, sowie hypotone Ldsungen und
Detergentien. Diese Behandlungen zerstéren normalerweise Zellen und ihre Komponenten.
SUBIRANA (1975) stellt fest, je starker die basischen Eigenschaften der Protamine sind, des-
to hoher ist die Kernkondensierung und folglich die Effektivitat der zuvor erwéhnten Eigen-
schaften.

WOLFE (1981) nimmt an, dass die Funktion des Histon-Protamin-Austausches darin bestin-
de, durch die starke Kondensierung den Spermien eine stromlinienférmige Gestalt zu verlei-
hen, das Gewicht und Volumen zu reduzieren, um die Motilitat der Spermienzelle zu erhéhen.
KASINSKY (1989) ergénzt diesen Gedanken durch die Beobachtung, dass in Krustaceen, die
keine motilen Spermien besitzen, bisher keine basischen Spermienproteine nachgewiesen
werden konnten (VAUGHN und HINSCH 1972). Laut BELLVE (1982) liegen, was die
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Spermienkopfgestalt verschiedener Tierarten betrifft, keine Anzeichen vor, dass zwischen den

dominierenden Protamintypen und der Spermienkopfgestalt ein Zusammenhang besteht.

Von besonderem Interesse beziglich der Diskussion von Funktion und Bedeutung der Prota-
mine fir die Spermienzelle, ist die Tatsache, dass Protamin 2 bisher nur bei wenigen Tierarten
isoliert werden konnte.

BENCH et al. (1996) veroffentlichen eine Studie tber DNA- und Protamingehalte in fertilen,
méannlichen Sdugetieren. Die Autoren beschreiben hier fur das Pferd einen Prm 2-Anteil von
14% am totalen Protamingehalt. Fir Hamster, Mensch und Maus wurden diese Werte mit
34%, 43% und 67% angegeben. Wie aus anderen Veroffentlichungen bekannt ist, weisen Bul-
le (COELINGH et al. 1972, MAZRIMAS et al. 1986), Schwein (TOBITA et al. 1982 und
1983), Meerschweinchen (CALVIN 1976) und Ratte (KISTLER et al. 1976, BUNICK et al.
1990) hingegen keine nachweisbaren Prm 2-Level auf. Die Studie von BENCH et al. (1996)
stellt fest, dass, obwohl die relativen Verhéltnisse zwischen Prm 1 und Prm 2 stark variieren,
das Verhaltnis von Gesamt-Protamin-Gehalt zu Gesamt-DNA-Masse bei Rind, Pferd, Hams-
ter und Maus konstant erscheint. Im Gegensatz dazu, weist der Mensch einen geringeren Ge-
samtgehalt an Protaminen auf, der auf die Persistenz von 15% Histonen an der Verpackung
der humanen DNA zurtick gefiihrt wird. Studien von CORZETT et al. (2002) bauen auf diese
Ergebnisse auf und stellen fest, dass der Gesamtprotamingehalt (ca. 3,0 pg/ Zelle), sowie das
Verhaltnis zwischen dem Gesamtprotamin- und DNA-Gehalt konstant ist. Daraus wird gefol-
gert, dass je grofRere Mengen an Prm 2 bei einer Spezies vorhanden sind, desto niedriger mdis-
sen die Prm 1-Anteile sein. Dies wiederum bringt die SchluRfolgerung mit sich, dass die bei-
den Protamintypen nicht in einer universellen Stoichiometrie mit einander und mit der DNA
reagieren kénnen. Die Autoren berechnen, dass ein Prm 1-Molekil mit 10 bp DNA eine Bin-
dung eingeht, wahrend ein Prm 2-Molekul in der Lage ist 15 bp DNA zu binden und somit
effektiver ,,arbeitet®.

PERREAULT et al. (1988) untersuchen das Dekondensierungsverhalten von Prm 2-haltigen
Spermienzellkernen und solchen ohne dieses Kernprotein, indem sie die verschiedenen Sper-
mienzellkerne in Hamster-Oozyten injizierten. Dabei stellten sie fest, dass die Prm 2-haltigen
schneller dekondensieren. Anhand der Ergebnisse stellten sie folgende Reihenfolge der De-

kondensierungsraten auf: Mensch > Maus > Hamster > Ratte > Rind. Mit Ausnahme der
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Spermienzellen des Menschen, der als einzige der untersuchten Spezies im Spermium auch
noch Histone aufweist und insgesamt einen niedrigeren Protamingehalt von ca. 18% aufweist
(BENCH et al. 1996), korreliert die Reihenfolge mit den Prm 2-Gehalt dieser Tierarten.

BALHORN (1989) vermutet, dass zum einen aufgrund des vorhandenen (in Prm 2) oder feh-
lenden (in Prm 1) Histidin-Gehaltes, zum anderen aufgrund der relativ bestandigen Lokalisie-
rungen von Cystein-Resten innerhalb der jeweiligen Proteinmolekile, die beiden Protaminty-
pen mit unterschiedlichen Enzymen oder Liganden reagieren. Histidin und Cystein sind so
genannte metallbindende Proteine und bilden zusammen mit Zink den ,,Zinkfinger. Zinkfin-
ger-Proteine werden nach MITCHELL und TJIAN (1989) in zwei verschiedene Prototypen
unterteilt, die auf unterschiedlichen Anteilen von Cystein und Histidin beruhen (namentlich
Cys2-Csy2 und Cys2-His2). Metallbindende Finger-Strukturen findet man bei vielen Protei-
nen (STRYER 2007), die sich an Nukleinsduren binden, auch bei Transitionsproteinen
(BASKARAN und RAO 1991). Zinkfingerstrukturen sind in regulierenden Transkriptionsfak-
toren enthalten und kdnnen spezifische Gene oder Gengruppen durch Bindung an die DNA
aktivieren oder auch inaktivieren. Unterschiedliche Histidin und Cystein-Gehalte konnten
eine veranderte Metallbindungsféhigkeiten bewirken und somit Struktur und Wirkung zink-
fingerenthaltender Elemente, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, beeinflussen. Im einfacheren
Falle kdnnte schon die Nahe multipler Histidin- und Cystein-Reste Chelatbildungen auslésen
(BALHORN 1989).

BIANCHI et al. (1994) stellen fest, dass das Zinkfingerprotein Prm 2 nicht durch verdnderte
Zinkkonzentrationen, in den Interaktionen mit der DNA beinfluBbar war. Die Zinkfinger-
struktur scheint also fur den Protamin-DNA-Komplex nicht von groRer Bedeutung zu sein,
kdnnte aber andere biologische Funktionen erfiillen, wie z.B Kerntransport der neu syntheti-
sierten Protamine oder Konkurrenz mit Transkriptionsfaktoren. BENCH et al. (2000) unters-
tiitzen die Annahme solcher ,,Funktionen‘ und stellen fest, dass bei funf von sechs untersuch-
ten Spezies, die Mehrheit des in der Spermienzelle vorhandenen Zinks an Protamine gebun-
den ist und der Zinkgehalt ausreichen wiirde, jedes Prm 2-Molekil mit einem Zink-Molekiil

zu binden.
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Andererseits behaupten BREWER et al. 2002, dass die Anwesenheit von Zink, die Prm 2-
DNA-Bindungsrate um das 3-fache erhéht. Sie nehmen an, dass die Bindung von Zink eine

Strukturumwandlung des Prm 2 bedingt und somit die Bindung an die DNA erleichtert wird.

Studien von BALHORN et al. (1988) am Chromatin normaler und infertiler menschlicher
Spermien ergaben Hinweise, dass Prm 2 eine entscheidende Rolle bei der Chromatinorganisa-
tion und Fertilitat spielt. In infertilen Spermien, insbesondere solche mit vergrélierten Sper-
mienkopfen, konnte ein deutlich reduzierter Prm 2- oder ein erhdhter Prm 1-Gehalt festges-
tellt werden.

CARELL und LIU (2001) stellen fest, dass bei 13 von 75 infertilen Ménnern, Prm 2 abwe-
send war und dass bei allen 50 fertilen Probanden das Protein festgestellt werden konnte. Sie
stellen eine Korrelation zwischen niedrigem Prm 2-Level und geringer Spermiendichte, redu-
zierter Motilitat und morphologischen Abnormalitéten fest.

STEGER et al. (2003) beschéftigen sich genauer mit dem Prm 1/Prm 2-Verhaltnis bei fertilen
und infertilen Mannern. Sie stellen fest, dass infertile Ménner einen deutlich reduzierten Prm
1-Gehalt vorwiesen, woraus geschlussfolgert wird, dass insbesondere Prm 1 einen Kkritischen
Faktor darstellt. STEGER et al. 2007 weiten ihre Untersuchungen diesbeziiglich aus und stel-
len fest, dass Manner mit einer normalen Spermatogenese gleiche Anteile von Prm 1 und 2
aufweisen. Infertile Manner zeigen einen geringeren Anteil an beiden Protaminen, wobei Prm
2 einen starkeren Abfall aufweist. Sie diskutieren im Zusammenhang mit abnormaler Prota-
minexpression einen in der Funktion gestorten Regulator der Transkription und Translation
oder gestorte post-translationale Modifikationen.

KEMPISTY et al. (2007) zeigten ahnlich, dass sowohl reduzierte Prm 1 und Prm 2-Werte im

Zusammenhang mit einer gestdrten Spermatogenese festgestellt werden kénnen.

Fasst man die Untersuchungen zusammen, stellt man fest, dass keine eindeutige Erklarung
bisher daflir gegeben werden kann, warum Prm 2 bei bestimmten Tierarten vorhanden ist und
bei anderen nicht, warum eine so hohe quantitative Variabilitat besteht, wie die defizienten
Tierarten das Fehlen kompensieren und wie insgesamt die Zusammenhange beziiglich der

Auswirkungen der Protamine auf die Funktion der Spermatogenese zu bewerten sind.
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2.7 Stadienspezifische Transkription und Expression der Protamine und Transitions-

proteine

Der erste Schritt des Prozesses des ,,Chromatin-remodeling® findet in den haploiden runden
Spermatiden statt und geht einher mit dem Austausch der Histone gegen Transitionsproteine.
Im weiteren Verlauf werden in den sich elongierenden Spermatiden die Transitionsproteine
wieder gegen Protamine ausgewechselt (KEMPISTY et al. 2007).

Der zeitliche Ablauf der entsprechenden mRNA- und Proteinexpression ist genau festgelegt

und wurde fiir verschiedene Tierarten untersucht.

Bei der Maus beginnt die mRNA-Transkription von Tp 1 und 2 in spéten runden Spermatiden
step 7 und dauert bis step13. In Spermatiden step10 bis 11 befinden sich noch Histone und
bisher nur wenige Transitionsproteine. Maus-Spermatiden step 12 bis 14 enthalten fast aus-
schlielich Transitionsproteine und nur geringfligige Anteile an Protaminen (MEISTRICH et
al. 2003, Ubersicht bei STEGER 2002). Maus Prm 1 und 2-mRNA wird in den Spermatiden
step 7 bis step 14, bzw. bis step 15 synthetisiert (MALI et al. 1989). Die Prm1 und 2-Proteine
erscheinen in den Spermatiden step 12 bis step 15 (HECHT 1990).

Bei der Ratte beobachtet man Tp1l-mRNA in Spermatiden step 6 bis 16 (HECHT 1990) und
das korrespondierende Protein in Spermatiden step 12 bis 15 (KISTLER et al.1996). Prm 1-
MRNA befindet sich in den Spermatiden step 7 bis 16 (HECHT 1990) und das Protein in den
Spermatiden step 12bis 19 (KISTLER et al. 1996).

Beim Menschen findet sich Tp 1-mRNA in Spermatiden step 2-4, das dazugehorige Protein in
step 3 bis 4. Tp 2-mRNA l&sst sich lokalisieren in spéten runden und elongierenden Sperma-
tiden (WYKES et al. 1995), das dazugehdrige Protein findet sich in step 1 bis 5. Prm lund 2-
MRNA wurden zeitgleich in step 1 bis 4 und die Proteine in step 4 bis 8 festgestellt. In Ratte,
Schwein, Schaf und Rind wurden bisher zwar Prm 2-mRNA-Transkripte detektiert, aber kei-
ne dazugehorigen Proteine lokalisiert (STEGER et al. 1998, STEGER 1999, Ubersicht bei
STEGER 2002).
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LEE et al. 1987 konnten in Hoden 7 Monate alter Rinder mRNA fir Prm 1 nachweisen. Die-
ser Testis enthalt 10-15% runde Spermatiden, aber noch keine maturen Spermien. Mit RNA
aus Hodengewebe jlngerer Tiere, in denen noch ausschlieBlich diploide Keimzellen vorhan-
den sind, konnte keine Hybridisierung mit der Bullenprotamin-cDNA-Probe erhalten werden.
Das Signal in den 7 Monate alten Hoden und nicht in den Hoden jlngerer Tiere spricht fur

eine post-meiotische Expression des Protamin-Gens wahrend der Spermatogenese des Bullen.

STEGER (2002) gibt eine Ubersicht tiber Kontrolimechanismen der Translation und Trans-
kription in diesem Zusammenhang. Bei der transkriptionalen Regulation spielen
(De)methylierungen von Cytosinen in der Promotorregion der DNA eine Rolle. Die DNA-
Methylierung bedingt eine Herabsetzung der positiven Ladungen und somit eine Herabset-
zung der Anziehungskraft von z.B. Histonen zur DNA, so dass die Gene in eine aktive Form
ubergehen konnen. Doch Methylierungen alleine sind nicht ausreichend fir die Initiation der
Transkription, so dass bestimmte Proteine in der Promoterregion der Gene zu binden haben.
Z.B. die TATA-Box ist in allen Protamin-Genen und in dem Transitionsprotein 1-Gen zu fin-
den. An diese Region bindet das TATA-bindende Protein (TBP) und initiert dadurch die
RNA-Synthese. Das TBP ist in runden Spermatiden in 1000fach héherer Konzentration nach-
gewiesen worden als in somatischen Zellen. Eine weitere Rolle spielt das cAMP-response-
Element (CRE), an das entweder das cAMP-response-bindende-Protein (CREB) oder das
CAMP-response-Modulatorprotein (CREM) binden. Diese Proteine werden aktiviert durch
Proteinkinase K-Phosphorylierungen. Die Proteinasen sind nicht einheitlich und variieren bei
verschiedenen Protamintypen oder auch bei verschiedenen Tierarten (PIRHONEN et al.
1994). Die Regulation der Genexpression auf translationaler Ebene wird bewirkt durch Pro-
teinbindungen an die 3"untranlated region (UTR) (BRAUN et al. 1989) oder den Poly-A-
Schwanz der Transkripte. Bevor die transkribierte mRNA in Ribonukleoproteinpartikeln zur
Lagerung verpackt wird, wird das Transkript erganzt mit einem Poly-A-Schwanz bestehend
aus 180 Adenylresten an seinem 3"Ende. Bevor nun wiederum in den elongierenden Sperma-
tiden die Tranlation initiiert wird, ist es notwendig, dass an dem Poly-A-Schwanz eine Dea-
denylierung, d.h. Kiurzung stattfindet. In Méusen korreliert die Lange der Poly-A-Sequenz
von Transitionsprotein- und Protamin-m-RNA mit der translationalen Aktivitat der Transkrip-

te.
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2.8 Homologien

28.1Tp1

Fur Tp 1 beschreiben REINHART et al. (1991) unter Sdugetieren (Mensch, Maus, Ratte, Bul-
le, Eber) eine Ahnlichkeit von 83 bis 98%. Diese hohe Ubereinstimmung des Tp1-Gens wird
von KEIME et al. (1992) bestétigt, so dass diese daraus eine speziesunabhdngige Funktion fur
die Kernkondensation schlieRRen.

2.82Tp2

REINHART et al. (1991) beschreiben erstmals die Nucleotidsequenz und Organisation des
Gens fur Bullen-Tp 2. Die kodierende Sequenz Sequenz der cDNA stimmt nur noch zu etwa
70% mit der von Nagern tberein. Auf der Ebene der Aminoséuresequenz liegt lediglich nur
noch eine Ubereinstimmung von 45 bzw. 43% vor. Die Autoren bemerken jedoch, dass die
evolutionédre Divergenz nicht zu Lasten der basischen Aminosauren geht, die fir die DNA-

Protein-Interaktionen in dem sich kondensierenden Spermienkern von Bedeutung sind.

283Prm1

Viele Haussaugetiere weisen nur Prm 1 auf, das bei allen diesen Tieren eine relativ einheitli-
che Struktur vorweist. Die aminoterminale Region (Rest 1-12) ist bei allen untersuchten Tie-
rarten durch die hochkonservierte Sequenz der Reste 1-6 charakterisiert. Ebenso die ariginrei-
che, zentrale Region weist eine hohe Homogenitat auf. Lediglich das Carboxylende (Rest 28-
50) stellt sich mit einer grofReren Variabilitat dar (WOUTERS-TYROU et al. 1998).
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2.84Prm?2

Fur das Prm 2 wurden bei Maus, Pferd und Mensch eine variable Aminoséureanzahl festges-
tellt (PIRHONEN et al. 1990). Es liegen unterschiedliche Varianten vor: zum einen geht man
von einem hydrolytisch abgespalteten ,,Precursor aus, zum anderen von zwei Varianten, die
von verschiedenen Genen abstammen. Die hochkonservierte endstandige Aminosequenz des
Prm 1 ist bei Prm 2 so nicht vorzufinden. Bestimmte Aminoséuresequenzen finden sich in so
genannten Minidomanen wieder, die jedoch irreguldr im Vergleich zu Prm 1 lokalisiert sind.
(BALHORN 1989)
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3. Material und Methoden

3.1 Materialgewinnung

Es standen 52 Hoden von 34 kastrierten Hengsten im Alter von 1 bis 16 Jahren zur Verfugung.
Die Kastrationen wurden von der Chirurgischen Veterinarklinik — Chirugie der Pferde — der
Justus-Liebig-Universitadt GieRen durchgefihrt. Laut Anamnese waren 32 Hoden physiolo-

gisch abgestiegen, 10 Hoden lagen inguinal und 10 Hoden abdominal.

3.2 Fixierung des Hodengewebes

Unmittelbar nach der Kastration wurden von den auf Eis gekiihlten und transportierten Hoden

mittels eines Skalpells Gewebebldcke mit einer Kantenlange von ca. 0,3 cm entnommen.
Diese Blocke wurden tber Nacht in BOUINscher Losung fixiert. Anschlielend wurden die
Gewebestiicke tiber 5 Tage in 70%igem Alkohol gespiilt bis diese entfarbt waren, d.h. der Al-

kohol keine Gelbfarbung mehr aufwies.

Zusatzlich ca. 3g von jedem Hoden wurden in sterile Alufolie eingewickelt, in Flussigstick-
stoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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3.3 Einbettung und Schnittherstellung

3.3.1 Einbettung in Paraffin

Die entfarbten Hodenbldcke wurden fur 18 Stunden in einen Vakuum- Gewebeinfiltrationsau-
tomaten verbracht. Dort durchliefen sie zunachst zur Entwésserung eine aufsteigende Alko-
holreihe ( Ethanol 80%, 96% 100%), wurden in Xylol getrankt und anschlieBend mit Paraffin
bei 59° C infiltriert.

\on den infiltrierten Gewebeblocken wurden am nachsten Tag mit Hilfe eines Einbettgerates

3 x 3 x 2cm groRe Paraffinblocke angefertigt.

3.3.2 Beschichtung der Objekttrager

Um die Haftung der aufgebrachten Schnitte zu verbessern, wurden die Objekttrager (Super
Frost OT) zuerst mit APTEX (3-Aminopropyl-Triethoxysilan) nach folgendem Protokoll be-
schichtet:

- Objekttrager (OT) in einen Klivettenhalter einsortieren

- in Aqua bidest. spilen (OT auf und ab bewegen)

- Kivettenhalter auf Unterlage abtropfen lassen

- in frischem Aceton spulen (OT auf und ab bewegen)

- Kivettenhalter auf Unterlage restlos abtropfen lassen (Abzug!)

- OT5minin2 % APTEX (4ml auf 196ml reines Aceton) stellen

- OT 2 min in frisches Leitungswasser stellen

- OT 2 min unter flieBendem Leitungswasser sptilen

- OT 2 min in Aqua bidest. stellen

- Kivettenhalter auf Unterlage abtropfen lassen, bei Raumtemperatur oder im Trocken-

schrank trocknen lassen
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3.3.3 Herstellung der Paraffinschnitte

\Von den Paraffinblécken wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms 7 bis maximal 10um
diunne Gewebeschnitte hergestellt. Je zwei Schnitte wurden auf einen mit APTEX- beschich-
teten Objektrager im Wasserbad bei 42° Celsius aufgezogen. Die Ojekttrager trockneten an-

schlielend einige Stunden im Trockenschrank bei 37° Celsius.

3.4 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

3.4.1 Durchfiuhrung

Die HE-Férbung diente dazu, die verschiedenen Hodengewebe histologisch und zytologisch
in Bezug auf Entwicklungsstand, Qualitat und Quantitat der Spermatogenese und eventueller
pathologischer Veranderungen beurteilen zu kénnen. Bei dieser Farbung stellen sich die Zell-
kerne durch Anfarbung mit basischem Hamalaun blau und alle anderen Strukturen durch An-

farbung mit Eosin rot dar. Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- OT in einen Kiivettenhalter einsortieren
- 3x10 minin Xylol

- 2 x5 min abs. Ethanol

- 1 x5 min 96%iger Ethanol

- 1 x5 min 80%iger Etahnol

- 1 x5 min 70%iger Ethanol

- 1 x5 min 50%iger Ethanol

- 1 x5 minAqua dest.

- 1x 7 min Hamatoxylin

- 1 x 15 min in flieRendem Wasser blauen
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1 x 7 min 1%iges Eosin

1 x 1 min in Leitungswasser spilen
kurz in 70%igen Ethanol tauchen
kurz in 80%igen Ethanol tauchen

1 x2 min 80%iger Ethanol

2 X 2 min 96%iger Ethanol

3 X 2 min abs. Ethanol

3 x 10 min Xylol

Im AnschluB an die HE-Féarbung wurden die Schnitte mit Vitro-Clud eingedeckt.

3.4.2 Kriterien fur die Bewertung der HE-Schnitte

Die untersuchten Hodengewebe wurden unter Beachtung von Alter und Anamnese der Heng-

ste, in Bezug auf Entwicklungsstatus, Qualitdt und Quantitat der Spermatogenese anhand his-

to- und zytologischer Kriterien in vier verschiedene Gruppen eingeteilt:

Gruppe 1 typisch juveniles Hodengewebe
Gruppe 2 Hodengewebe mit einer normalen Spermatogenese
Hodengewebe mit einer eingeschrankten Spermatogenese,
Gruppe 3 ] ]
bzw. einer ,,bunten Atrophie*
Hodengewebe ohne erkennbare Anzeichen einer Spermatoge-
Gruppe 4 ] ]
nese (bis zum Spermien-Release)

Tab 3:

Gruppeneinteilung fiir die Bewertung der HE-Férbung
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3.4.2.1 Lichtmikroskopische Kriterien fiir die Zuordnung zu Gruppe 1 (juveniles Ho-
dengewebe)

Charakteristisches, juveniles Hodengewebe zeigte Keimstrange ohne Lumenausbildung aus
undifferenzierten Sertolizellen mit ovalen Zellkernen und Praspermatogonien auf der Basal-

lamina. Vereinzelt finden sich Leydigzellen.

3.4.2.2 Lichtmikroskopische Kriterien fuir die Zuordnung zu Gruppe 2 (normale Sper-

matogenese)

Der normale, skrotale, adulte Hoden stellte sich mit deutlicher Lumenausbildung und voll-
standigem Keimepithel dar. Das Keimepithel bestand zum einen aus den breitflachig der Ba-
sallamina aufsitzenden Sertolizellen, die mit ihrem Zellkorper die gesamte Hohe des Keim-
epithels durchsetzten. Es konnten alle Stadien der Spermatogenese festgestellt werden. Ley-

digzellen lagerten sich an die Tubuli an.

3.4.2.3 Lichtmikroskopische Krirterien fur die Zuordnung zu Gruppe 3 (unvollstandige

Spermatogenese/ bunte Atrophie)

Die ,,unvollstindige Spermatogenese* war durch verschiedene Erscheinungen gekennzeich-

net:

1. In einigen Tubuli blieben einzelne Spermatogenesewellen aus, so dass die fiir ein be-
stimmtes Stadium typischen Keimzellen nur vereinzelt anwesend waren.

2. In einzelnen Tubuli oder auch in einem groReren Verband traten Arreste auf. Das bedeutet,
dass die Spermatogenese nur bis zu bestimmten Keimzellstadien statfindet und dann stag-
niert (z.B. Pachytéan-Arreste). Es waren nicht alle Stadien der Spermatogenese vetreten.

3. Letzendlich war die Folge, dass insgesamt weniger bis gar keine Spermatogonien sich bis
zum Spermium differenzierten und diese ins Tubuluslumen abgegeben werden konnten.

Unter einer ,,bunten Atrophie* wird verstanden, dass Areale unterschiedlicher Gruppierung

neben einander auf einem Hodenanschnitt vorgefunden werden.
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3.4.2.4 Lichtmikroskopische Kriterien fur die Zuordnung zu Gruppe 4 (keine Spermato-

genese)

Diese Hoden entsprachen aufgrund groBlumiger Tubuli nicht dem typischen Bild des juveni-
len Status, prasentierten aber auch keine intakte Spermatogenese. D. h. in der Mehrzahl der
untersuchten Tubuli stellten sich Sertoli-Cell-Only-Tubuli, Vakuolen oder oben beschriebene
Arreste anstelle eines physiologischen Keimepithels dar. Leydigzellen waren in normaler oder
reduzierter Anzahl um die Tubuli herum gruppiert. Insgesamt konnte in so gut wie keinem der
Tubuli ein Spermienrelease oder Uberhaupt eine Differenzierung bis zur elongierten Sperma-

tide nachgewiesen werden.
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3.5 Reverse Transkription (RT) Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren, mit dem eine bestimmte DNA-Sequenz vervielfaltigt werden kann.
Um einen bestimmten RNA-Abschnitt nachweisen zu kdnnen, mu3 zundchst die RNA mittels
der Reversen Transkriptase in eine cDNA umgeschrieben werden, um dann in einer anschlie-
Renden PCR mit dem Einsatz von spezifischen Primern den gesuchten cDNA-Abschnitt zu
vervieféltigen.

Fir vorliegenden Versuchsaufbau wurde das tiefgefrorene Hodenhomogenat eines Pferdes mit
intakter Spermatogenese verwendet. Wir verwendeten fir Tpl und Tp2 humane Primer nach
STEGER et al. (1998): Tpl FW-Primer 5’ ATGTCGACCAGCCGCAAATTAAAG3’ (Basen-
paar 1-24), RV-Primer 5>’TCACAAGTGGGAGCGGTAATTGC3’ (Basenpaar 146-168), Tp2
FW-Primer 5°’GACACCCAGACTCACAGCCTTCC3’ (Basenpaar 4-26) und RV-Primer
5’CGGTCTCATTAGTTGGATTTCCATC3’ (Basenpaar 401-425). Fir Prm1 und Prm2 ver-
wendeten wir humane Primer nach STEGER et al. 2000: Prml FW-Primer
5’ GCCAGGTACAGATGCTGTCGCAG3®  (Basenpaar  4-26), Prml RV-Primer
S’TTAGTGTCTACATCTCGGTCTG3’ Basenpaar 132-156). Prm2 FW-Primer
5’GTGAGGAGCCTGAGCGAACGC3’ (Basenpaar 16-36), Prm2 RV-Primer
5’TTAGTGCCTTCTGCATGTTCTCTTC3’ (Basenpaar 285-309)

3.5.1 Extraktion von RNA aus Kryomaterial (Pferd)

Das bei —18° C tiefgefrorene, portionierte Hodengewebe wurde in einer sterilen Porzellan-
schale zusammen mit flissigem Stickstoff zermorsert. Ca. 100 mg Homogenat und 1ml Tri-
zol- Reagenz gab man in ein 2 ml Eppendorf-Cup (sog. ,,Tube*) zusammen mit, homogeni-
sierte mit dem Ultra- Turrax, liel} den Ansatz 5 min bei RT stehen und gab den Inhalt in ein
neues 2ml-Tube.

Es wurden 200pul Trichlormethan (Chloroform) zugegeben, dieser Ansatz mit Hilfe eines Vor-
texer gemischt und 5 min bei RT stehen gelassen. Anschliefend wurde 15 min bei 4°C und
12.000 UpM zentrifugiert.
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Nach dem Zentrifugieren hatte sich das Gemisch in drei Phasen aufgetrennt: in die untere rote
Phase (DNA und Protein), die mittlere weille Phase (Phenol-Chloroform-Phase) und die obe-

re, wassrige, farblose Phase mit der zu isolierenden RNA.

Préazipitation:

Nachdem die RNA-Phase abpipettiert (Menge abgemessen), und in neues 2 ml Tube tUberfuhrt
wurde, gab man die gleiche Menge (ca. 500ul) Chloroform hinzu. Das Tube wurde vorsichtig
mehrmals gekippt und anschlieRend 5 min bei 4°C und 18.000 UpM zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde erneut abgenommen und dann die gleiche Menge 100%iger Isopropanol zu die-
sem hinzu gegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt, 30 min bei —20°C stehen gelassen
und anschlieend 10 min bei 4°C und 18.000 UpM zentrifugiert.

Waschen:

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 1 ml kaltem 70%igem Ethanol in DEPC-
Wasser gelést und 10 min auf Eis gestellt. Es erfolgte ein weiteres Zentrifugieren von 10 min
bei 4°C und 12.000 UpM. Dieser Schritt wurde 1x wiederholt.

Resuspendieren:

Der Uberstand wurde wieder verworfen, das verbleibende Pellet (ca. 30 min bei 37°C im Tro-
ckenschrank) getrocknet und anschlief3end in 50 pul DEPC bei 70°C im Wasserbad resuspen-
diert.
An der nun vorliegenden Suspension wurden folgende Messungen am Photometer durchge-
flhrt:

Konzentrationsbestimmung: OD260nm=1:40ug RNA/ 1ml
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Bestimmung der Reinheit: OD260nm:0D280nm=1,5- 2,0
1ul der vorliegenden RNA-Suspension wurden mit 69ul 0,1 M Tris-HCI in DEPC-Wasser-
pH-Wert 7,3 in die Photometer-MelRKkuvette pipettiert und der MeRvorgang durchgefihrt.

Das gel0ste Pellet wurde in Flussigstickstoff schockgefroren und gelagert.

3.5.2 Erste-Strang-Synthese (cCDNA)

Zunéchst wurde wie folgt zusammenpipettiert:
— Xul DEPC-Wasser (Differenz zu 12ul)
— 1ul Primer Oligo dT-15
— Xxpl isolierte RNA (ca.8jg)

Diesen Ansatz inkubierte 10 min bei 70°C und wurde anschliefend 3 min in Eiswasser ge-
stellt.

Die bendtigte Menge der RNA-Suspension, um in dem Ansatz 8ug RNA zu erhalten, berech-

nete sich mit Hilfe der gemessenen Extinktion, wie folgt:

Gemessene Extinktion = xpg/ml bzw. (x/1000) pg/pl
Daraus folgt: 8ug : (x/1000)ug/ul = bendtigte Menge RNA-Suspension in pl

Zu dem obigen Ansatz wurde hinzu pipettiert:
= 4l 5x First Strand Buffer
— 20,1 MDTT
— 1l 10 mM dNTP

Dieses Gemisch wurde 1 min bei 37°C inkubiert.

Zuletzt wurden
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— 1l Superscript 11 Reverse Transcriptase
hinzu pipettiert, 1h bei 37-42°C inkubiert und das Gemisch bei —20° C gelagert.

3.5.3PCR

Es wurde folgender 50 pl-Ansatz mit gestopften Pipetten zusammenpipettiert:

38,5 pul DEPC-Wasser

— 5 pl 10x PCR-Puffer

— 4 pl 25 mM MgCl,-Ldsung
— 1ul 10 MM dNTP

— 1 I FW-Primer (10 pmol)
— 1 pl R-Primer ( 10 pmol)

— 1 ul cDNA

— 0,5 ul Tag DNA-Polymerase

Der Ansatz wurde in den Thermocycler zur Inkubation verbracht.
Die Schmelztemperatur und die Anlagerungstemperatur der Primer berechnete sich nach fol-
genden Formeln:

Schmelztemperatur: Ty = (A+T)x2°C+ (G +C) x4

Anlagerungstemperatur: Ty — 5°C

Das Inkubationsprogramm des Thermocyclers wurde dementsprechend, wie folgt festgelegt
(Tab. 4):

Temperatur | Dauer in min
Schritt Vorgang
in°C (40 x Wdhlg.)
Schritt 1 95 3
Denaturierung der doppelstrdngigen DNA
Schritt 2 95 1
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Schritt 3 Anlagerung der Primer 65 1
Schritt 4 72 2
Schritt 5 Verlangerung der Primer 72 10
Schritt 6 4 Pause

Tab. 4:
Inkubationsprogramm des Thermocyclers fiir den Ablauf der PCR

3.5.4 Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Detektion der PCR-Produkte wurde eine Agarose-Gel-Elektrophorese durchgefihrt.

Fur die Herstellung eines 2%igen DNA-Gels, wurden 1,0 g Agarose in 50 ml TAE-Puffer mit-
tels Aufkochen in der Mikrowelle geltst. Pro 50 ml Gel (ausreichend fur ein Mini-Gel) wur-
den 10 pl Ethidiumbromid hizugegeben und das Gel sofort — luftblasenfrei — in die Gelkam-

mer mit aufgestecktem Gelkamm gegossen.

Das Probengemisch und Marker wurden wie folgt zusammen pipettiert:

Probengemisch:
— 6 pl cDNA (Produkt aus voran gegangener PCR)
— 4 ul A.bidest
— 2 pl Loading Buffer

Marker:
— 8 pl A.bidest
— 5 ul Loading Buffer
— 2 pl Marker
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Nachdem das Elektrophorese-Gel sich vollstandig auspolymerisiert hatte, wurde der Kamm
entfernt, die Gel-Cassette in die mit Running-Buffer gefullten Elektrophoresekammer gelegt
und die Slots mit je ca. 12 pl Probenmaterial gefullt. Zwecks spaterer Identifizierung der

Banden wurde in einen Slot je Gel das Markergemisch aufgetragen.

Die Elektrophoresekammer wurde darauf folgend tber einen Power Pak 200 an eine Strom-
quelle angeschlossen. Die Laufzeit betrug 25 min bei einer Spannung von 125 \olt.
Im Anschlull wurde auf einem Ultraviolett-Transilluminator das Ergebnis detektiert und mit-

tels einer Gel Cam mit Blende 11 und einer Belichtungszeit von 1 sec fotografiert
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3.6 In- Situ- Hybridisierung (ISH)

Die In-Situ-Hybridisierung wird angewendet, um Nukleinsduren, z.B. mMRNA in Geweben, in-
situ, nachzuweisen . Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde die ISH angewendet,
um spezifische mMRNA-Sequenzen, der zu untersuchenden Transitionsproteine und Protamine
in den unterschiedlichen, germinativen Zellen des Hodenepithels aufzufinden.

Fur die In-Situ-Hybridisierung der Protaminl-mRNA wurde eine flr das Pferd eigene Sonde
verwendet (siehe Anhang). Zum Nachweis von Protamin 2 und der Transitionsproteine 1 und
2 nutzten wir eine humane Sonde nach STEGER et al. (1998). Innerhalb der Kernproteinfami-

lien sind Homologien der Nukleinsdauren bekannt.

3.6.1 Protokoll:

Am Vortag wurden die Paraffinschnitte (in Kivette) und eine Xylolkivette tGiber Nacht in ei-
nen Brutschrank bei 60°Celsius gestellt.

1. Tag:

Alle Arbeitsschritte wurden mit Handschuhen durchgefiihrt und verwendete Gerétschaften
sollten zuvor sterilisiert worden sein, um eine Verunreinigung mit RNasen zu vermeiden.

Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte folgender Alkohlreihe unterzogen:

5 min in Xylol bei 60°C

2 X 5 min in Xylol bei Raumtemperatur (RT)
2 X 5 min in abs. Ethanol bei RT

einige Sekunden in 96% Ethanol bei RT

5 min in 70%igem- Ethanol bei RT

Zur Spulung in einem RNase freiem Wasser:
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einige Sekunden in DEPC- Wasser bei RT
20 minin 0,2 N HCI bei RT

AnschlieBend wurden die Schnitte folgenden Inkubationen und Spulschritten unterzogen:

15 min in 2x SSC bei 70° C spulen
(die OT wurden steril mit einer Pinzette in eine bereits im Wasserbad vorgeheizte SSC-
Kivette Ubertragen)
5 min in PBSM- Puffer spilen
(Ubetragung in Standkiivette mit 50 ml PBSM-Puffer)
- Vor dem néchsten Arbeitsschritt Umrandung der Schnitte mit dem DAKO-Pen, um ein
Verlaufen der Losungen zu vermeiden.
Zur Gewebepermeabilisierung:
30 min mit Proteinase K in mit A. bidest befeuchteten Kammer inkubieren
(20 pl Stammlosung Proteinase K + 10 ml PBSM — Puffer, d.h. 20 pg Proteinase K/ml)
Abstoppen der Proteinase-Reaktion:
5 min in 0,2%igem Glycin in DEPC-Wasser bei RT spiilen.
Zur Reduzierung unspezifischer Hintergrundreaktionen:
15 sec in 20%igem Eisessig in DEPC-Wasser bei 4° C spilen (Standkivette)
5 min in 1x PBSM- Puffer bei RT spiilen (Standkiivette)
Zur Nachfixierung:
10 min in 4% Paraformaldehyd- Lésung bei RT spilen (Standkivette)
5 min in PBSM- Puffer bei RT spiilen (Standkivette)
Prahybridisierung:
30-60 min Inkubation in 20% Glycerol in DEPC- Wasser bei RT.

Das Sondengemisch und der Hybridisierungspuffer wurden nach folgendem Schema zusam-

menpipettiert (Tab.5):
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Substanzen Sense (ul) Antisense(pl)
DEPC- Wasser 4 4

Salmon Sperm DNA (1mg/ml) 4 4

Yeast t- RNA (Img/ml) 8 8

DIG-cRNA (Sonde; unterschiedl. je nach

4 (1:100) 4 (1:100)

Ansatz)
Tab. 5:

Pipettierschema fur den Sense- und Antisense-Ansatz (Sondengemisch)

Die Sonden wurden in einer Verdunnung von 1:100 in dem Sondengemisch verwendet. Fr
den ,,Sense-Ansatz® wurde eine DIG-cRNA als Sonde verwendet, die mit der Zielsequenz
identisch ist und fiir den ,,Antisense-Ansatz‘ eine Sonde, die zu der Zielsequenz komplemen-
tér ist und somit an diese anheften kann.

Das Sondengemisch wurde nach dem Zusammenpipettieren 10-12 min in ein 70° C- Wasser-

bad gestellt und anschlief3end in Eiswasser abgeschreckt (Tab.6).

Substanzen Sense (ul) Antisense (ul)
DEPC- Wasser 56 56

20x SSC 40 40

50% Dextransulfat 80 80

Denhardt- Reagenz 4 4
Deionisiertes Formamid (50%) 200 200

Tab. 6:

Pipettierschema fur den Hybridisierungsuffer Sense und Antisense

Ein Ansatz reichte je nach SchnittgroRe fiir 4-8 Schnitte.
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- Die OT kurz in 2x SSC tauchen; 10-12 min auf Heizplatte bei 70° C legen, anschlieRend
auf Kihlakku abschrecken

- Hybridisierung:
jeweils einen Ansatz Sondengemisch (Sense und Antisense) mit dem Hybridisierungspuf-
fer zusammen pipettieren und auf jeweils einen der beiden Schnitte eines Objekttragers
(Positiv- und Negativkontrolle) aufbringen (50 pl pro Schnitt)
- Schnitte mit Deckglas abdecken, tber Nacht in feuchter Kammer (befeuchtet mit

100ml 50% Formamid + 20 ml 20x SSC + 80 ml DEPC-Wasser) bei 37°C im Brut-

schrank inkubieren

Die Schnitte wurden folgenden Inkubationen und Spllungen unterzogen (Posthybridisierung):

Zur Ablosung der Deckgléschen:

4 x 15 min Spilen in 4x SSC bei RT

Zur Entfernung nicht hybridisierter RNA:

30 min Inkubation mit RNase bei 37°C in feuchter Kammer (A.bidest.).
(1,35ml 4x SSC + 150ul 10x RNaseA/ RNAseT; Stock)

4 x 5 min in 4x SSC bei 37°C spilen

20 min in 2x SSC bei 60°C spiilen

20 min in 0,2x SSC bei 42°C spulen

5 min in 0,1x SSC bei RT spilen

10 min in 2x SSC bei RT spiilen

Zur Hemmung unspezifischer Hintergrundreaktionen wurden folgende Spilungen und
Inkubationen durchgefihrt:

10 min in 1Xx TNMT bei RT spllen

Schnitte 1 h in 1x TNMT + 3% BSA bei RT inkubieren

2x 10 min spulen in 1x TNMT- Puffer bei RT.
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aus 666ul 1x TNMT + 333ul 3% BSA/ 1x TNMT + 1pl Anti-DIG-Fab-Antikorper eine
1:1000-Verdlnnung herstellen und damit die Schnitte Gber Nacht in einer feuchten Kam-

mer (A. bidest.) bei 4°Celsius inkubieren

3.Tag:

Die Schnitte wurden folgenden Inkubationen und Spulungen unterzogen:
10 min in 1x TNMT- Puffer bei RT spulen
5 min in 1x NTB- Puffer bei RT spilen
Zur Blockade unspezifischer Hintergrundreaktionen:
5 min in1x NTB- Puffer + 800ul Levamisol bei RT spulen
Entwickeln:
Inkubation mit NBT/ BCIP in dunkler feuchter Kammer (A. bidest.):
Prm1- mRNA: 1,5 bis 2 h bei RT
Prm2- mRNA: Uber Nacht bei 4°C
Trpl- mRNA: 2 bis 3 h bei RT
Trp2- mRNA: Uber Nacht bei 4°C
5 min in der Losung aus 1x NBT + 800pul Levamisol bei RT spiilen
kurz in A. bidest spilen

Die Schnitte wurden anschlieend mit Hamatoxylin gegengefarbt, mit Glyceringelatine ein-

gedeckelt und lichtmikroskopisch ausgewertet.
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3.6.2. Kriterien fur die Bewertung der ISH

Die Detektion der Hybridisierung von Zielsequenz (mRNA des jeweils nachzuweisenden
Kernproteins) und Digoxigenin-markierter Sonde erfolgte uber einen mit Alkalischer Phos-
phatase-markierten  Primarantikdrper gegen Digoxigenin. BCIP/NBT (Brom-Chrom-
Indolylphosphat/ Nitroblautetrazolium) ist ein Substrat der Alkalischen Phosphatase, das bei
einer weiteren Inkubation zu einem braun-blaulichen Prézipitat umgesetzt wird.

Zur Kontrolle wurde von jedem Schnitt eine Negativkontrolle angefertigt, die nicht mit der
Digoxigenin-markierter Sonde inkubiert wurde und dementsprechend nicht das positive Sig-

nal erkennen lieR.

Die ISH-Schnitte wurden mit dem 40er Objektiv eines Lichtmikroskopes durchgemustert. Als
positiv wurden solche Zellen beurteilt, die sich mit einem braunlichen bis dunkelblauem Zy-
toplasma darstellten. Das positive Ereignis wurde zwei quantitativen Abstufungen zugeordnet
(Tab. 7):

negativ, keine Anférbung des Zytoplasmas, kein positives Signal

schwach positiv, leichte, hellbraune Anfarbung des Zytoplasmas

- deutlich positiv, braune bis dunkelviolette Anférbung des Zytoplasmas

Tab. 7:

Qualitative Kriterien fur die Bewertung der ISH.
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4. Ergebnisse

4.1 Ubersicht Uber das untersuchte Hodenmaterial

4.1.1 Altersverteilung der Hengste

Die Altersverteilung der kastrierten Hengste bewegte sich zwischen 1 und 16 Jahren (Tab. 8)

Altersverteilung der Kastraten (in Jahren)

1 15 |2 25 |3 35 |4 6 8 12 16
Anzahl
der 4 4 17 4 11 4 2 1 2 1 2
Hoden
Tab. 8:

Altersverteilung der kastrierten Hengste.

4.1.2 Anamnestische Einteilung des untersuchten Hodenmaterials

Das vorliegende Hodenmaterial wurde aufgeteilt entsprechend der Lagerung im Korper bei der
Kastration in physiologisch abgestiegen, unilateral inguinal sowie unilateral und bilateral abdomi-
nal. Es gab keine bilatral inguinal gelagerten Hoden.

Lage der zu untersuchenden Hoden
) ) unilateral unilateral bilateral
physiologisch o ] ]
inguinal abdominal abdominal
Anzahl
der 31 10 10 1
Hoden
Tab. 9:

Anamnestische Einteilung des Hodenmaterials.
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4.2. Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung

4.2.1 Auswertung Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bei dem vorliegenden Hodenmaterial wurde das Alter der Hengste zum Zeitpunkt der Kastra-
tion, die Positionierung des Hoden im Korper und die histologische Bewertung in Zusam-
menhang gebracht. Dabei konnte festgetellt werden, dass skrotal gelagerte Hoden normale
Spermotogenesemuster, juveniles Hodengewebe, Spermatogenesedefekte oder gar keine
Spermatogenese erkennen lieRen. Bei den inguinal und abdominal gelagerten Hoden zeigten
sich entweder gar keine Spermatogeneseanzeichen oder juveniles Hodengewebe (Tab. 10)

Alter in Jahren | Ifd. Hoden-Nr. | skrotal inguinal abdominal
1 1
1 2
1 3
1 4
15 5
1,5 6
15 7
15 8
2 9
2 10
2 11
2 12
2 13
2 14
2 15
2 16
2 17
2 18
2 19
2 20
2 21
2 22
2 23
2 24
2 25
2,5 26
2,5 27
2,5 28
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40

3,5 41

3,5 42

3,5 43

3,5 44

4 45

46

47

4
6

8 48
8 49

12 50

16 51

16 52

Normale Spermatogenese
Juveniles Hodengewebe
Keine Spermatogenese

Spermatogenesedefekt

Tab. 10:
Auswertung der HE-Farbung.
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4.2.2 Dokumentation der HE-Farbung
Die Abb. 15 bis 21 der HE-Farbungen dokumentieren die Spermatogenesestadien eines ferti-
len Hengstes nach JOHNSON et al. 1990.

Abb. 15:
Normale Spermatogenese: Stadium | nach JOHNSON et al. 1990, Primérger6Rerung x 40.

Abb. 16:
Normale Spermatogenese: Stadium Il nach JOHNSON et al. 1990, Primé&rgeréRerung x 40.

85



Ergebnisse

Abb. 17:
Normale Spermatogenese: Stadium Il nach JOHNSON et al. 1990, Priméarvergrof3erung x 40.
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Abb. 18:
Normale Spermatogenese: Stadium IV nach JOHNSON et al. 1990, PrimarvergroRerung x 40.
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Sdi

Abb. 19:
Normale Spermatogenese: Stadium V nach JOHNSON et al. 1990, Primarvergrof3erung x 40.

Sdi

Sa

@@

VI

Abb. 20:
Normale Spermatogenese: Stadium VI/VII nach JOHNSON et al. 1990, Primérvergrofierung
x 40.

87



Ergebnisse

ey

Sd2
: Sa

VIl

Abb. 21:
Normale Spermatogenese: Stadium VIII nach JOHNSON et al. 1990, Primarvergrofierung x
40.
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4.3 RT-PCR

Der Nachweis der Kernprotein mRNA wurde fiir Protaminl-mRNA an aus equinem Ho-
denhomogenat extrahierter Gesamt-RNA durchgefiihrt.

Das Hodenhomogenat stammte aus einer Probe, in der zuvor tber die ISH ein deutlich
positives Signal fir das Vorhandensein von Tpl, Prm1 und Prm2-mRNA festgestellt wer-
den konnte. Fur Tp2 konnte mittels ISH kein postiver mRNA-Nachweis geflihrt werden.

Es konnte nur Protamin1-mRNA mittels RT-PCR nachgewiesen werden (siehe Abb. 22)

Abb. 22
RT-PCR Protamin 1- positiver mRNA

Nachweis im Bereich von 156 bp.
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4.4 In-Situ Hybridisierung

4.4.1 Auswertung fur Transitionsprotein 1-mRNA (Tpl-mRNA)

4.4.1.1 Tpl-mRNA-Expression in juvenilem Hodengewebe (Gruppel)

Tpl-mRNA konnte in keinem der juvenilen Hodenschnitte (Gruppe 1) nachgewiesen werden.

4.4.1.2 Tpl-mRNA-Expression in Hodengewebe mit normaler Spermatogenese

(Gruppe 2)

Es wurde untersucht, in welchen Spermatiden der Spermatogenesestadien nach JOHNSON et
al. 1990 eine Expression der Tp1-mRNA nachgewiesen werden konnte.

4.4.1.2.1 Dokumentation des Nachweises der Tpl-mRNA-Expression in Hodengewebe

mit normaler Spermatogenese

Abb. 23:
Normale Spermatogenese, Hengst tber 3 Jahre alt, Stadium I, Expression von Tpl-mRNA in
Sb1-Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, Primarvergrofierung x 40.
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Abb. 24:

Normale Spermatogenese, Hengst Uber 3 Jahre alt, Stadium Il, Expression von Tp1l-mRNA in

Sb2-Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, Primarvergrof3erung x 40.

Sc

. —

=000

Abb. 25:
Normale Spermatogenese, Hengst tber 3 Jahre alt, Stadium Il1, Expression von Tpl-mRNA
in Sc-Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, PrimarvergrélRerung x 40.
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Abb. 26:
Normale Spermatogenese, Hengst tber 3 Jahre alt, Stadium IV, Tp1-mRNA-EXxpression in Sc-

Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, PriméarvergréRerung x 40.

Abb. 27:

Normale Spermatogenese, Hengst tber 3 Jahre alt, Stadium V, Expression von Tp1l-mRNA in

Sd1-Spermatiden, links HE-Féarbung, rechts ISH, PrimérvergréRerung x 40.
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Abb. 28:

Normale Spermatogenese: Hengst uUber 3 Jahre alt, Stadium VI/VII, keine Tpl-mRNA-
Expression in Sd1 oder Sd2-Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, Primarvergréfierung
X 40.

Abb. 29:
Normale Spermatogenese: Hengst tber 3 Jahre alt, Stadium VIII, schwache, Tpl-mRNA-

Expression in Sa-Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, PrimarvergroRerung x 40.
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4.4.1.2.2 Zusammenfassung der Tpl-mRNA-Expression in Hodengewebe mit normaler

Spermatogenese

Die Ergebnisse der TpImRNA-Exprssion innerhalb der Gruppe der ,,normalen Spermatogen-
se* lieBen folgende RegelmiBigkeit erkennen: die Hodenschnitte der Hengste, die dlter waren
als 3 Jahre zeigten ein schwach positives Signal in Sa-Spermatiden (Stadium VIII). Deutlich
positive Signale wurden in Sh1-, Sh2-, Sc- und Sd1-Spermatiden der Stadien | bis V erreicht.
In den Sd1- und Sd2-Spermatiden von Stadium VI bis VIII konnte keine Tp1-mRNA nach-

gewiesen werden.

)
Sd2
cisdi{@i s )| si2 )| @ sa
@ Sa|® sa |@) sa
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\% Vi VI Vil
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Abb. 30:
Stadienspezifische Tpl-mRNA-Expression bei Hengsten tiber 3 Jahren mit normaler Sperma-
togenese, Stadien der Spermatogenese nach JOHNSON et al. 1990.

A: A-Spermatogonie, B: B-Spermatogonie, pL: préleptotdne Spermatozyten, L: leptotdne
Spermatozyten, P: pachytane Spermatozyten, Z: zygotane Spermatozyten, Sll: Spermatozyten
I1. Ordnung, Sa-Sd2: Spermatiden unterschiedlicher Entwicklungsstufen, Rb: ,,Residual Bo-
dies*

|:| schowrach positiv . positiv
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4.4.1.3 Tpl-mRNA-Expression in Hodengewebe mit unvollstandiger Spermatogenese
(Gruppe 3)

Sofern das Keimepithel soweit vollstdndig ausgebildet war, dass die Keimzellen in denen ein
Tpl-mRNA-Nachweis bisher beobachtet wurde (Spermatiden Sa-Sd1), infolge von Arresten
oder Ausbleiben einzelner Spermatogenesewellen nicht fehlten, konnte eine Tpl-mRNA-
Expression wie bei einer normalen Spermatogenese der tiber 3 Jahre alten Hengste beobachtet
werden. Es war dabei nicht ausschlaggebend, ob in dem untersuchten Hodengewebe (ber-
haupt ein ,,Spermienrelease* festgestellt werden konnte. Selbst in den als ,,juvenil“ eingestuf-
ten Schnitten (z.B. der inguinalen Hoden), die fokal in einzelnen Tubuli eine Spermatogenese
bis zu Sb1/Sh2-Spermatiden erkennen lieRen, konnte ein schwacher Tpl-mRNA-Nachweis

gefilihrt werden.

4.4.1.4 Tpl-m-RNA-Expression in Hodengewebe ohne Spermatogenese (Gruppe 4)

In den Tubuli, die kein intaktes Keimepithel aufweisen konnten, bzw. in denen keine Sa bis
Sd1-Spermatiden zu finden waren, in denen bisher der Tp1-mRNA-Nachweis gelang, konnte
dem entsprechend kein positiver Nachweis gefiihrt werden. Dies betraf alle Hodenschnitte, in

denen keine Spermatogenese stattfand.

4.4.2. Auswertung fur Transitionsprotein 2-mRNA (Tp2-mRNA)
Unabhéngig von der Gruppenzugehorigkeit, Anamnese oder Alter der Tiere konnte kein aus-

wertbares, reproduzierbares positives Ergebnis fur den Nachweis von Tp2-mRNA erzielt er-

den. Negativ- und Positivkontrollen wiesen keinen Unterschied auf.
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4.4.3. Auswertung fur Protamin 1-mRNA (Pr1-mRNA)

4.4.3.1 Pr1-mRNA-Expression in juvenilem Hodengewebe (Gruppe 1)

Pr1-mRNA konnte in keinem der untersuchten Hodenschnitte, die der Gruppe 1 zugeordnet

wurden, nachgewiesen werden.

4.4.3.2 Pr1-mRNA-Expression in Hodengewebe mit normaler Spermatogenese

(Gruppe 2)

Es wurde untersucht, in welchen Spermatiden der Spermatogenesestadien nach JOHNSON et
al. 1990 eine Expression der Pr1-mRNA nachgewiesen werden konnte.

4.4.3.2.1 Dokumentation der Pr1-mRNA-Expression innerhalb einer normalen Sperma-
togenese
Die Abbildungen 31 bis 37 dokumentieren den Nachweis von Pr1-mRNA in Spermatiden der

Spermatogenesestadien nach JOHNSON et al. 1990 bei Hengsten mit normaler Spermatoge-

!Sbl

nese:

- 960

Abb. 31:
Normale Spermatogenese, Stadium I, schwache Expression Pr1-mRNA in Sb1-Spermatiden,
links HE-Farbung, rechts ISH, Priméarvergrélierung x 40.
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Abb. 32:
Normale Spermatogenese, Stadium I, Expression von Pr1-mRNA in Sb2- Spermatiden, links

HE-Féarbung, rechts ISH, Primé&rvergrélRerung x 40.

Abb. 33:
Normale Spermatogenese, Stadium 111, Prl-mRNA-Expression in Sc- Spermatiden, links HE-
Farbung, rechts ISH, PriméarvergréRerung x 40.
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Abb. 34:
Normale Spermatogenese, Stadium IV, Prm1-mRNA Expression in Sc-Spermatiden, links
HE-Farbung, rechts ISH, Primarvergréfierung x 40.

Abb. 35:
Normale Spermatogenese, Stadium V, Prm1-mRNA Expression in Sd1-Spermatiden, links

HE-Férbung, rechts ISH, PrimérvergrélRerung x 40.
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Abb. 36:

Normale Spermatogenese, Stadium VI und VII, Expression von Prml-mRNA in Sdl1-
Spermatiden in Stadium VI (weiBer Pfeil) und keine Expression in Sd2-Spermatiden von Sta-
dium VII (schwarzer Pfeil), links HE-Férbung, rechts ISH, Priméarvergrofierung x 40.
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Abb. 37:
Normale Spermatogenese, Stadium VIII, keine Expression von Prm1-mRNA, links HE-

Féarbung, rechts ISH, Primérvergréfierung x 40.
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4.4.3.2.2 Zusammenfassung der Prml-mRNA-Expression innerhalb einer normalen
Spermatogenese (Gruppe 2)

Pr1-mRNA wurde innerhalb einer normalen Spermatogenese bei allen Altersgruppen zu-
néachst noch schwécher in Sb1-Spermatiden (Stadiuml) dann deutlich bis in Sd1-Spermatiden

des Stadium VI nachgewiesen. Die Spermatiden der Stadien VII und VIII zeigten keine Ex-

pression.
&)
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Abb. 38:

Stadienspezifische Prl1-mRNA-Expression bei Hengsten mit normaler Spermatogenese,
Spermatogenesestadien nach JOHNSON et al. 1990 (Legende s. Abb. 30).

4.4.3.3 Pr1-mRNA-Expression in Hodengewebe mit unvollstandiger Spermatogenese
(Gruppe 3)

Sofern das Keimepithel vollstandig ausgebildet war, bzw. die Keimzellen in denen ein Prl-
MRNA-Nachweis bisher beobachtet wurde (Spermatiden Sbl bis Sd2), infolge von Arresten
oder Ausbleiben einzelner Spermatogenesewellen nicht fehlten, konnte eine Pr1-mRNA-

Expression wie bei einer normalen Spermatogenese beobachtet werden. Es war auch in die-
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sem Falle, vergleichbar mit Transitionsprotein 1, nicht ausschlaggebend, ob in dem untersuch-

ten Hodengewebe berhaupt ein Spermienrelease festgestellt werden konnte.

4.4.3.4 Pr1-mRNA-Expression in Hodengewebe ohne Spermatogenese (Gruppe 4)
In den Tubuli, die kein intaktes Keimepithel aufweisen konnten, bzw. in denen keine Keim-
zellen zu finden waren, in denen bisher der Prl-mRNA-Nachweis gelang, konnte dem ent-

sprechend kein positiver Nachweis gefiihrt werden. Dies betraf alle Hodenschnitte, die keine

Spermatogenese erkennen lieRen.

4.4.4 Auswertung fur Protamin 2-mRNA (Pr2-mRNA)

4.4.4.1 Pr2-mRNA-Expression in juvenilem Hodengewebe (Gruppel)

Eine Pr2-m-RNA-Expression konnte in keinem der untersuchten, juvenilen Hodenschnitte

festgestellt werden.

4.4.4.2 Pr2-mRNA-Expression in Hodengewebe mit normaler Spermatogenese
(Gruppe 2).

Pr2-mRNA wurde in Hodengewebe mit normaler Spermatogenese in Sa-Spermatiden (Sta-

dium VIII) bis in Sd1-Spermatiden (Stadium V) exprimiert.
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4.4.4.2.1 Dokumentation der Prm2-mRNA-Expression innerhalb einer normalen Sper-
matogenese
Abb. 39 bis 44 demonstrieren den Nachweis der Prm2-mRNA Expression in den Spermatiden

der Spermatogenese nach JOHNSON et al. 1990.

Abb. 39:
Normale Spermatogenese, Stadium I, Pr2-mRNA-Expression in Sb1-Spermatiden, links HE-

Féarbung, rechts ISH, Priméarvergrofierung x 40.

Abb. 40:
Normale Spermatogenese, Stadium 11, Pr2-mRNA-Expression in Sh2-Spermatiden, links HE-
Féarbung, rechts ISH, Primérvergrofierung x 40.
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Abb. 41:
Normale Spermatogenese, Stadium 11l und IV, in beiden Stadien Pr2-mRNA-Expression in

Sc-Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, PrimarvergroRerung x 40.

Abb. 42:
Normale Spermatogenese, Stadium V, Pr2-mRNA-Expression in Sd1-Spermatiden, links HE-
Farbung, rechts ISH, Priméarvergrolierung x 40.
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Sd1/Sd2

Abb. 43:
Normale Spermatogenese, Stadium VI/VII, keine Pr2-mRNA-Expression in Sd1 und Sd2-
Spermatiden (Pfeil rechtes Bild), links HE-Farbung, rechts ISH, PrimérvergréRerung x 40.
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Abb. 44:
Normale Spermatogenese, Stadium VIII, schwache Pr2-mRNA-Expression in Sa-
Spermatiden, links HE-Farbung, rechts ISH, PrimarvergréRerung x 40.
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4.4.4.2.2 Zusammenfassung der Prm2-mRNA-Expression innerhalb der normalen
Spermatogenese.

Pr2-mRNA konnte bei einer normalen Spermatogenese, unabhangig vom Alter der Hengste,
zunachst nur mit schwacher Expression in Sa-Spermatiden im Stadium VIII, dann auch mit

deutlicher Expression bis zu den Sd1-Spermatiden in Stadium V nachgewiesen werden.
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Abb. 45:
Stadienspezifische Expression der Prm2-mRNA-Expression in Hodengewebe mit normaler
Spermatogenese, Stadien nach JOHNSON et al. 1990 (Legende s. Abb. 30).

4.4.4.3 Pr2-mRNA-Expression in Hodengewebe mit unvollstdndiger Spermatogenese

(Gruppe 3)

Fur die Expression der Pr2-mRNA wurde festgestellt, sofern das Keimepithel vollstandig aus-
gebildet war, bzw. die Keimzellen in denen ein Pr2mRNA-Nachweis bisher beobachtet wur-
de, infolge von Arresten oder Ausbleiben einzelner Spermatogenesewellen nicht fehlten, eine
Pr2m-RNA-Expression (in Zellen wie bei der normalen Spermatogenese) beobachtet werden
konnte. Es war in diesem Falle, vergleichbar mit Transitionsprotein 1 und Protamin 1, nicht
ausschlaggebend, ob in dem untersuchten Hodengewebe Uberhaupt ein Spermienrelease fest-

gestellt werden konnte.
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4.4.4.4 Pr2-mRNA-Expression in Hodengewebe ohne Spermatogenese (Gruppe 4)

Vergleichbar mit der mRNA-Expression von Transitionsprotein 1 und Protamin 1 in Gruppe
4, galt fur die Tubuli, die kein intaktes Keimepithel aufweisen konnten, bzw. in denen keine
Keimzellen zu finden waren, in denen bisher der Prm2-mRNA-Nachweis gelang, dass dem
entsprechend kein positiver Nachweis geflihrt werden konnte. Dies betraf alle Hodenschnitte,
in denen keine Spermatogenese darstellbar war.

Spermatiden noch mit deutlich positiver Prl-mRNA, wéhrend Sd1/Sd2-Spermatiden keine

Expression zeigen.
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4.4.4.5 Besonderheiten der Tpl-mRNA-Expression innerhalb verschiedener Altersgrup-
pen

Die Ergebnisse der TpImRNA-Exprssion innerhalb der Gruppe der ,,normalen Spermatogen-
se” lieBen weitere RegelmaBigkeiten abhdngig vom Alter der Tiere erkennen: die Hoden-
schnitte der Hengste, die alter waren als 3 Jahre zeigten ein schwach positives Signal in Sa-
spermatiden (Stadium VIII). Deutlich positive Signale wurden in Sbl-, Sb2-, Sc- und Sd1-
Spermatiden (Stadium | bis V) erreicht. Das Signal wurde in Sd1- und Sd2-Spermatiden (Sta-
dium VI und VIII) nicht mehr nachgewiesen.

Hengste unter 2 Jahren zeigten in den Sb1- und Sb2-Spermatiden (Stadium I und Il) ein sehr
schwaches, aber stérker werdendes Signal. Vereinzelt zeigte sich in Sh1-Spermatiden auch
noch kein Signal. Erst Sc-Spermatiden (ab Stadium Ill) farbten sich hier deutlich an. Bei
Hengsten zwischen 2 und 3 Jahren konnte bereits in den Sh2-Spermatiden (Stadium 1) ein
deutliches Signal der Tp1-mRNA-Expression festgestellt werden.

Altersgruppenunterschiede dieser Art konnten bei den anderen untersuchten Proteinen nicht

beobachtet werden.

Abb. 46:
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Normale Spermatogenese, Stadium V111, Expression von Tpl-mRNA.

a: HE-Farbung, Sa-Spermatiden markiert durch schwarzen Pfeil.b:ISH, keine Expression von
Tpl-mRNA-Expression in Sa-Spermatiden bei Hengsten unter 2 Jahren. c:ISH, schwache
Tpl-mRNA-Expression in Sa-Spermatiden bei Hengsten alter als 3 Jahren. Primérvergrofie-
rung x 40 (Legende s. Abb. 30).

4.4.4.6 Vergleich der stadienspezifischen mRNA-Expression von Prl und Pr2

Im Vergleich zeigen Prl und Pr2 vom Alter der Hengste unabhangige, geringgradig von ei-
nander abweichende Expressionsmuster. Pr1-mRNA wird ab Stadium | in Sb1-Spermatiden
zunehmend stéker bis Stadium V1 in Sd1-Spermatiden exprimiert. Der Beginn der Pr2-
MRNA-Expression beginnt etwas friiher in in Sa-Spermatiden des Stadium V111 und endet

friher als Prl in Sd1-Spermatiden im Stadium V.

Abb. 47:

108



Ergebnisse

Normale Spermatogenese, Vergleich der mRNA-Expression von Prl und Pr2.

Oben links: HE-Farbung, Stadium VIII, normale Spermatogenese, mitte links: ISH, keine
Pr1-mRNA-Expression in Sa-Spermatiden im Stadium VIII, unten links: ISH, schwache Pr2-
MRNA-Expression in Sb1-Spermatiden in Stadium VI1II. Oben rechts: HE-Farbung, normale
Spermatogenese, Stadium I, mitte rechts: ISH, schwache Pr1-mRNA-Expression in Sh1-
Spermatiden in Stadium I, unten rechts: ISH, deutliche Pr2-mRNA-Expression in Sh1-
Spermatiden in Stadium | (Legende s. Abb. 30).

Sdi|. ~|sdi|fE e

Abb. 48:

\ergleich der mRNA-Expression von Prl und Pr2 im Stadium VI:

Links: HE-Farbung, mitte: ISH, Pr2, Stadium VI/VII, keine mMRNA-Expression, rechts: Prl,
Stadium VI/VIl, mRNA-Expression in Stadium VI (Legende s. Abb. 30).
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4.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der ISH
Abb. 49 gibt eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der ISH von Prm1 und 2, sowie Tp 1 beim
Pferd.
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Abb. 49:

Zusammenfassung der stadienspezischen (Stadium I-VI11, modifiziert nach JOHNSON et al.
1990) Expression der m-RNA der Kernproteine Tpl, sowie Prm1 und 2 in den Spermatiden
wéhrend einer normalen Spermatogenese des Hengstes. Fir Tpl wurden unterschiedliche

Expressionsmuster abhéngig vom Alter der Tiere festgestellt (Legende siehe Abb. 30).
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5. Diskussion

5.1. Histologische Beurteilung

Nach McKINNON und VOSS (1993) wird der Beginn der Pubertdt mit Einsetzen der Sper-
mienproduktion mit durchschnittlich gut einem Lebensjahr festgelegt, variiert aber stark zwi-
schen verschiedenen Rassen und ist abhdangig von der Jahreszeit der Geburt des Hengstes. Die
postpuberale Phase, innerhalb der ein Hengst zu seiner maximalen Spermienproduktion ge-
langt, dehnt sich 2 bis 4 Jahre nach Beginn der Pubertét aus, so dass ein Maximum erst mit 4
bis 6 Lebensjahren erreicht wird und so altersabhangige Unterschiede in der Spermatogene-
seintensitét erklart werden konnen.

Die unterschiedlichen Beobachtungen bei der histologischen Untersuchung des Keimepithels
der abdominal und inguinal gelagerten Hoden entsprechen den Beurteilungen von AL-
BAGDADI et al. (1991). Bestétigt werden konnte mit vorliegender Untersuchung, dass das
Keimepithel der abdominalen Hoden insgesamt weniger ausgebildet und differenziert ist als
das der inguinalen. Prinzipiell ist anzunehmen, dass inguinal und abdominal gelagerte Hoden
sich unterschiedlich entwickeln, da sie unterschiedlichen (Temperatur-) Verhaltnissen ausge-
setzt sind. FREIDMAN et al. (1991) fertigten eine Studie an, wobei sie zwei Hengstgruppen
24 und 48 Stunden einer Hodenerwarmung von normalen 35°C auf untypische 37,3 +/-
0,69°C aussetzten. Dies sind Verhdltnisse, wie sie unter natiirlichen Bedingungen, z.B. bei
kryptorchiden Hoden, fieberhaften Infekten oder entzlindlichen Infektionen der Hoden vor-
kommen konnen. Innerhalb einer Zeitspanne von ca. 70 folgenden Tagen wurden die Auswir-
kungen auf die Spermatogenese untersucht. Volumen und pH-Wert wurden bei beiden Grup-
pen nicht wesentlich beeinflusst. Die Verschlechterungen in Bezug auf Spermienmotilitat und
—konzentration, sowie die Erholungsdauer bis zu Normalwerten wie zu Versuchsbeginn, war-
en in der 48 Stunden-Gruppe deutlich ausgepréagter. Die Autoren nahmen an, dass v.a. Sper-
matozyten und Spermatiden anfélliger sind als Spermatogonien, Spermatiden aber im proxi-

malen Nebenhodensystem vor UberméRiger Wéarmeexposition besser geschiitzt sind.
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LOVE und KENNEY (1999) untersuchten die Auswirkungen einer erhohten Wérmeexpositi-
on auf die Chromatinstruktur. Sie stellten fest, dass primédre Spermatozyten, die noch eine
nukleoprotamine Gestalt aufweisen, am meisten betroffen sind. Sie stellten weiter fest, dass
der Protamingehalt und Gestalt konstant blieben, jedoch eine deutliche Reduzierung der Di-
sulfidbriickenbindungen beobachtet wurde.

Es sollte kritisch Gberdacht werden, inwiefern die Auswirkungen dieser nur temporar erhéhten
Warmeexpositionen auf kryptorchide Verhéltnisse, die eine standig erhdhte Hodentemperatur

bedingen, lbertragen werden kdnnen. Sie liefern jedoch erste Anhaltspunkte.

52 RT-PCR
Fur das Protamin 1 konnten die Ergebnisse der ISH mittels RT-PCR untermauert werden,

namlich insofern, dass hier der Nachweis der mRNA fir Protamin 1 im equinen Hodenhomo-

genat gelang.

5.3. In-Situ-Hybridisierung
5.3.1 Ubersicht
Studien mit Maus-RNA-Proben aus isolierten Zellpopulationen von pachytdnen Spermatozy-

ten, runden und elongierten Spermatiden sowie Restkdrperchen ergaben, dass keine Transi-
tionsprotein- oder Protamin-mRNA in priméren Spermatozyten, aber groBe Mengen mRNA in
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allen post-meiotischen RNA-Proben nachweisbar waren (KLEENE et al. 1984 b, YELICK et
al. 1989).

Fur Mensch, Maus und Ratte konnten bisher ahnliche stadienspezifische Expressionsmuster
fir mRNA und zugehotrige Kernproteine bestimmt werden. In spaten runden Spermatiden
beginnt zunéchst die Synthese der Transitionsprotein-mRNA. Zeitlich geringradig verspéatet
setzt die Transkription der Protamin-mRNA ein. In den elongierenden Spermatiden und fri-
hen kondensierenden Spermatiden beginnt die Expression der Transitionsproteine und etwas
verzogert die der Protamine. Die Protamine werden etwas langer synthetisiert, d.h. bis zu rela-
tiv weit kondensierten Spermatiden . Vor dem Spermienrelease sind weder mRNA noch Pro-
teine der Transitionsproteine und Protamine nachweisbar (MALI et al. 1989, HECHT 1990,
WYKES et al. 1995, KISTLER 1996, STEGER et al. 1998, STEGER 1999 MEISTRICH et
al. 2003).

Wie bisher bei anderen Tierarten untersucht, konnte im Rahmen dieser Arbeit auch beim
Pferd, ahnlich den bekannten Expressionsmustern, post-meiotisch Transitionsprotein und Pro-

tamin-mRNA nachgewiesen werden.

5.3.2 Transitionsproteine

Bei Hengsten mit normaler Spermatogenese und einem Alter von tber 3 Jahren konnte Tpl-
m-RNA in Sa-Spermatiden (Spermatogenesestadium VIII) bis in Sd1-Spermatiden (Stadium
V) nachgewiesen werden.

Frihere Studien an Maus, Ratte und Mensch verschiedener Autoren untermauern vorliegende
Ergebnisse der Tpl-mRNA-Expression beim Pferd in spaten runden Spermatiden bis hin zu
friihen sich elongierenden Spermatiden (MEISTRICH et al. 2003, STEGER 2002, HECHT
1990, KISTLER 1996, STEGER et al. 1998, STEGER 1999).

Ein gleiches Muster konnte bei Hengsten mit inguinal und abdominal gelagerten Hoden, mit
Spermatogenesedefekten, sowie Bunten Atrophien festgestellt werden, sofern es zu einer
Ausbildung dieser Spermatidenstadien kam. Es war dabei ohne Bedeutung, ob ein ,,Spermien-

release’ statt fand oder nicht.
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Abhangig vom Alter, konnte bei den Hengsten unter 3 Jahren eine verzogerte mRNA Expres-
sion beobachtet werden. Hengste mit einer normalen Spermatogenese, aber mit einem Alter
unter 2 Jahren exprimierten innerhalb der Stadien | bis V in den Spermatiden Sb1 bis Sd1 die
gesuchte mRNA, wobei die Sh1-Spermatiden (Stadium I) sich nur schwach anfarbten. Heng-
ste im Alter zwischen 2 und 3 Jahren zeigten bereits in den Sb1-Spermatiden ein deutliches

Signal der gesuchten mRNA.

Junghengste erreichen erst 2-4 Jahre nach Einsetzten der Pubertat ein Maximum der Sperma-
togenesesaktivitdt (McCKINNON und VOSS 1992).

Die altersabhangige, spater einsetzende Expression der Tpl-mRNA kann mit Beobachtungen
von CAVALCANTI et al. (2009) in Einklang gebracht werden. Abhéngig vom Alter der Tiere
mit einer grof3en Variationsbreite zwischen zwei und vier Jahren, konnte hier flr peripuberale
Hengste eine verldngerte H1- und H1t-Protein-Expression bis in das Stadium V/ Sd1- bzw.
Stadium 1I/ Sh2-Spermatiden festgestellt werden. Somit ist bei einer altersabhéngigen Ver-
schiebung der Expressionsmuster der Histon-Transitionproteinaustausch zeitlich verzdogert,
aber ,logistisch® dennoch gewihrleistet, und unterstreicht die von CAVALCANTI et al.
(2009) aufgestellte Vermutung, dass diese Beobachtungen beitragen kénnen, die von MELO
et al. (1998) beschriebene peripuberale Subfertilitat aufzuklaren.

Die peribuberale Subfertilitat stellt fiir Junghengste auch ein ,,praktisches Problem dar. Die
Hengste werden ca. 2 1/2-jahrig im Herbst zur Kérung vorgestellt. Die erste Stationierung in
den Hengststallen der Deckstationen erfolgt Anfang des néchsten Jahres ab Januar/ Februar.
Je nach Geburtsmonat sind einige Junghengste zu diesem Zeitpunkt noch nicht einmal
3jahrig. Die erste Saison dauert bis Juli/ August, dann folgt die Vorbereitung fir den Hengst-
leistungstest. Seine Prasentation auf der Kérung und den folgenden Hengstschauen, sein Pe-
digree und letztendlich ganz entscheidend seine ,,Vermarktung® sind ausschlaggebend daffiir,
inwiefern ein junger Vererber zum hochfrequentierten ,,Modehengst* hochstilisiert wird und
dementsprechende Erwartungen der Ziichter zu erflllen hat. Eine ganz entscheidende Erwar-
tung ist sicherlich, eine gute Fertilitatsrate aufzuweisen. Auch wenn medizinisch das Problem
der puberalen Subfertilitdt nicht neu ist, fallt es doch der kritischen und anspruchsvollen
Zichterschaft schwer, diese zu akzeptieren, wenn ihre Stuten aufgrund einer mangelhaften

Spermaqualitdt nicht tragend werden. Folge ist, dass einem im \orjahr hochgefragter
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Jungsthengst in der n&chsten Decksaison schnell der Ruf einer schlechten Spermaqualitét vor-
auseilt. Um dem vorzubeugen, erhalten der Art aufféllige Hengste nur eine begrenzte Anzahl
von Stuten oder andere RestriktionsmaRnahmen, wie Besamung mit Frischsperma ausschlief3-
liche direkt auf der Hengsstation und nicht als Hofbesamung. Man versucht damit erfolgslimi-
tierende Faktoren, wie Spermatransport oder auch nicht optimale Bestimmung des gunstigsten
Besamungszeitpunktes bei der Stute ausschlieen zu kdnnen. Viele dieser Junghengste zeigen
eine deutliche Besserung der Spermaqualitat in der nachsten Saison und werden dann ohne

Einschrankungen angeboten.

Tp2-mRNA konnte mit dem durchgefihrten Verfahren der In-Situ-Hybridisierung im Hoden-
gewebe des Pferdes nicht nachgewiesen werden.

Wir versuchten Tp2-mRNA mittels einer humanen Sonde zu detektieren. Vereinzelt extrem
schwach positive Ergebnisse waren nicht eindeutig reproduzierbar und wurden deshalb als
negativ beurteilt. Bei den Untersuchungen von STEGER et al. (1998) lieR sich ebenso huma-
ne Tp2-mRNA nicht im Paraffinschnitt nachweisen. Erst mittels RT-PCR gelang ein deutli-
cher Nachweis der gesuchten RNA. Man vermutete hier als Ursache, dass das menschliche
Tp2-Gen lediglich auf einem sehr geringen Level exprimiert wird. Mit Anwendung einer o-
35-S-cRNA (WYKES et al. 1995) und einer RNase-Gold-Behandlung (DADOUNE et al.
1991) gelang der mRNA-Nachweis bei Mensch, bzw. Affe.

5.3.3 Protamine

Fur die Prm1-mRNA-Expression konnte festgestellt werden, dass sich innerhalb der Gruppe
der Hoden mit einer normalen Spermatogenese in den Spermatogenesestadien | bis VI in den
sich elongierenden Spermatiden Sb1 bis Sd1 ein positives Signal darstellt, wobei die friihen
Sb1-Spermatiden sich noch eher schwach anféarbten. Dieses Expressionsmuster stimmt mit
bisher vertffentlichen Daten bei Maus, Ratte und Mensch tberein (MALI et al. 1989, HECHT
1990, KISTLER et al. 1996, STEGER et al. 1998, STEGER 1999, STEGER 2002).

Soweit das Keimepithel entsprechend ausgebildet war, bzw. die Keimzellen in denen ein Prl-

MRNA-Nachweis bisher beobachtet wurde, infolge von Arresten oder ausbleibenden Sperma-
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togenesewellen nicht fehlten, konnte eine Prl1-mRNA-Expression wie bei einer normalen
Spermatogenese beobachtet werden. Es war dabei nicht entscheidend, ob es tUberhaupt zu ei-

nem Spermienrelease kam.

STEGER (1998) stellte fur den Menschen fir Prl und 2 eine zeitgleiche mRNA-Expression
in den Spermatiden step 1-4 fest. Der Autor fasst zusammen, dass die transkribierte mMRNA
der Protamine (und auch der Transitionsproteine) fiir einige Tage als Ribonukleinproteine in
einem translational blockiertem Zustand gelagert wird um dann in den Spermatiden step 4-8
translatiert zu werden. Eine zeitlich unterschiedlich einsetzende Transkription der Prl und 2-
MRNA beim Hengst ist eventuell auf eine unterschiedliche Funktion der beiden Proteine zu-
rickzufiihren oder auch im Zusammenhang mit den zwei Strukturvarianten des equinen Pr2
anzusprechen. Fir das Pferd wurden von PIRHONEN et al. (1989) angenommen, dass es sich
nicht wie beim Menschen um eine Precursor-Variante, sondern Varianten handelt, die von 2

verschiedenen Genen abstammen.

Die Expression der Prl- und Pr2-mRNA wurde abhangig von den im Keimepithel vorhande-
nen, exprimierenden Spermatiden, aber unabhdngig von einem Spermienrelease oder folgen-
den Arresten beobachtet. LEE et al. (1987) fanden &hnliche Zusammenhédnge heraus. Sie
konnten in 7 Monate alten Bullen Pr1-mRNA nachweisen. Die Hoden dieser Tiere enthielten
10-15% runde Spermatiden. Mature Spermienzellen wurden erst bei 9 Monate alten Tieren

beobachtet. Bei jlingeren Tieren wurde keine Prm-mRNA festgestelit.

5.3.4 Diskussion der Methode der ISH

Die Prm1-mRNA wurde nachgewiesen mittels einer eigens hergestellten Sonde, basierend auf
der bekannten Gen-Sequenz. Fur den Nachweis der Pr2-,Tpl- und Tp2-mRNA wurde eine
humane Sonde verwendet. Entscheidend bei der Vewendung einer nicht spezieseigenen Son-
de ist die Ubereinstimmug der Aminosauresequenz insbesondere in dem von der Sonde co-

dierten Bereich, so dass es zu einer Hybridisierung kommen kann. Die Aminosduresequenz
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von Prm2 weist innerhalb der Gruppe der untersuchten Spezies weniger Ubereinstimmungen
auf. Beim Menschen und der Maus wird eine zweite Precursor-Variante diskutiert
(BALHORN 2007), beim Pferd wird eventuell sogar vermutet, dass die zwei Strukturvarian-
ten von unterschiedlichen Genen abstammen (PIRHONEN et al. 1989).

Tp2 mRNA konnte nicht nachgewiesen. Es gilt zu klaren, ob das Pferd Tp2 genetisch besitzt,
ob es, wenn vorhanden, auch zu einer genetischen Expression kommt und somit der zum heu-
tigen Zeitpunkt negative Nachweis einer mangelhaften Methodik zuzuschreiben ware. Hilf-
reich hierbei wéren fir dieses Protein etablierte Verfahren der Immunhistochemie, des Wes-
tern Blottings oder Polymerasekettenreaktion.

5.4 Regulation der stadienspezifischen Expression der Kernproteine

Die zeitlich unterschiedliche Expression der Kernproteine erklart sich durch die Ereignisse
der Spermiogenese. Laut KIERSZENBAUM und TRES (1975) bedingt der Austausch der
Histone durch Transitionsproteine in den frihen runden Spermatiden, einhergehend mit der
beginnenden Kernkondensierung, eine Einstellung der Transkription. Gleichzeitig wird der
Zellkern zunehmend resistenter gegen mechanische Beanspruchungen (MEISTRICH et al.
1976, GRIMES et al 1975). Die Synthese der Transitionsproteine und Protamine findet jedoch
bei allen untersuchten Saugetieren dhnlich, erst in den spaten runden oder sich elongierenden
Spermatiden statt. Zu diesem Zeitpunkt wird ihre Funktion zur weiteren Kernkondensierung
bendtigt. Maus Pr1-mRNA wird z.B. 8 Tage lang bis zu ihrer Transkription in inaktiven Ri-
bonukleoproteinpartikeln ,,gelagert (PESCHON et al. 1987)

Fir das Tpl konnten HEIDERAN und KISTLER (1987) eine haploide Genexpression nach-
weisen. Tp1l-mRNA ist in den spaten, runden Spermatiden vorzufinden und verbleibt 3-4 Ta-
ge translational inaktiv bis in den friihen, elongierten Spermatiden die Synthese beginnt. LEE
et al. (1987) konnten fir das bovine Prl ebenso eine haploide Genexpression festlegen.
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Die Regulationsmechanismen flr die zum einen stadienspezifische Genexpression der Kern-
proteine und das zeitlich getrennte Auftreten der mRNA und ihres korrespondierenden Pro-
teins sind &ulerst komplex. Es bleibt weiterhin zu klaren, durch den qualitativen und sta-
dienspezifischen Nachweis der Kernproteine im Verlauf der equinen Spermatogenese, inwie-
fern sich bisher bekannte Verteilungsmuster anderer Tierarten wieder erkennen lassen oder
speziesspezifische Besonderheiten zu vermerken sind, um somit z.B Sub- und Infertilitaten

evtl. erklaren zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Fur die starke Kernkondensierung in Keimzellen im Verlauf der Spermatogenese sind nach
dem Austausch der Histone, Transitionsproteine und Protamine verantwortlich.

Dieses sind hoch basische spermienspezifische Kernproteine, die sich an die DNA anlagern,
dabei neutralisieren und eine kompaktere Anlagerung der einzelnen DNA-Strange ermaogli-
chen. Es gibt verschiedene Modelle in welcher Art und Weise die Interaktion von Kernprotei-
nen mit der DNA stattfindet.

Der Austausch der Kernproteine ist spezies- und spermatogenesestadienspezifisch.

Fur u.a. Maus, Ratte, Mensch wurden diese Expressionsmuster auf mMRNA- und Proteinebene
bereits untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Klarung der stadienspezifischen Kern-

proteinexpression von Transitionsproteinl und den Protaminen beim Pferd zu leisten.

Zur Verfiigung standen 52 orchiektomierte Hoden von 35 Hengsten unterschiedlicher Anam-
nese: Kastrationen von skrotal, inguinal und abdominal gelagerten Hoden.

Zunéchst wurden das Hodengwebe mittels HE-Farbung klassifiziert und der Spermatogenses-
tatus bestimmt. Mittels Verfahren der In Situ- Hybridisierung wurde die mRNA der gesuchten
Kernproteine nachgewiesen und ein Expressionsmuster aufgestellt. Mittels RT-PCR wurde
zusétzlich der Trpl m-RNA Nachweis gefiihrt.

Fur Transitionsprotein 1 und Protamin 1 und 2 konnten stadienspezifischne mRNA-
Expressionsmuster festgelegt werden, die mit denen bisher untersuchter Sdugetiere tbereins-
timmen.

Fur das Transitionsprotein 2 konnte kein positiver mMRNA Nachweis mittels ISH oder PCR
gefiihrt werden.

Die altersabhangige, d.h. bei peripubertdren Hengsten verzogert einsetzende Tpl-mRNA-
Expression, steht im Einklang mit den Ergebnissen von CAVALCANTI et al. (2009), die bei

Hengsten dieser Altersgruppe eine verldngerte Histon H1 und H1t-Expression feststellen
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konnten. Wie bereits CAVALCANTI et al. (2008) annahmen, verhértet sich mit den vorlie-
genden Ergebnissen der Verdacht, dass die bekannte peripubertére, voriibergehende Sub- bzw.

Infertilitdt mit einem unzulénglichen Histon-Protamin-Austausch begriindet werden konnte.
Fur Spermatogenesedefekte konnte gezeigt werden, dass es unabhéngig von einer vollstandi-

gen Spermatogenesewelle dann zu einer Expression kommt, wenn die normalerweise ,,expri-

mierenden® Zellen vorhanden sind.
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7. Summary

During spermatogenesis, histones, transitonproteins and protamines are responsible for a
strong condensation of the nucleus. These are basic, spermatidspecific proteins, which bound
to DNA, neutralize negative charges und faciltate a very compact storage of the DNA in the
chromatin. There are different meanings about the models of interaction between DNA and

the basic proteins.

The exchange of transitionproteins and protamines during spermatogenesis is speciesspecific
and depends on the stage of spermatogenesis.
Object of this work was to establish the stagespecfic exchange of transitonproteins and pro-

tamines during equine spermatogenesis.

From 35 stallions, we took altogether 52 testis. The stallions were different years old from one
to sixteen and were castrated for different reasons like cryptorchism or routinely castration of
scrotal testis.

First, we made a HE-colouring of the testis tissues to examine the state of spermatogenesis.
Using in situ-hybridization, we detected the m-RNA of transitionprotein 1, protamine 1 and 2
in stagespecific spermatids and revealed corespondig models of their m-RNA expression dur-
ing the equine spermatogenesis. Using RT-PCR, additional we provided evidence of transi-

tionprotein 1-mRNA.

For transitionprotein 1, protamine 1 and 2 we revealed patterns of m-RNA expression that go
together with previous examinations of other mammals like mouse, rat or man. We were not
able to detect the mRNA of transitionprotein 2.

In the case of transitionprotein 1, we established a different expression of mMRNA relative to
the age of the stallions: peripuberal stallions, younger than 2 years, showed a delayed begin-
ning of MRNA expression in sbl respectively sb2-spermattids of stage | and Il. Stallions older

than 3 years expressed already tp1-mRNA in sa-spermatids of stage VIII.
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This result is in accord with previous examinations from CAVALCANTI et al. (2008), who
revealed an extended expression of H1 and H1t-mRNA in spermatids of peripuberal stallions.
It seems to be presumable, that there's a connection between the age dependent, probably
insufficient histone to transitionprotein 1 exchange and the well known temporary, peripu-
beral, equine sub- resp. infertility.
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9. Bezugsquellen

9.1 Stoffe, Reagenzien und Arbeitsmaterialien

Aceton

Agarose
Anti-Digoxegenin- AP Fab Fragments
APTEX

Bromphenolblau

BSA

Denhardt’s Solution (50x)
DEPC

Dextransulfat

dNTB Mix

DTT

EDTA

Eosin

Eppendorf Cup
Essigsdure 100%, Eisessig
Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll 400

First Strand Buffer, 5x
Formalin 40%

Formamid

Formamide
Glyceringelatine, Kaisers
Glycerol

Glycin
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Roth, Karlsruhe

Apligene, Oncor, Illkirch, Frankreich
Enzo Boehringer, Mannheim
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

GIBCO, Grand Island, USA
GIBCO, Grand Island, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Shandon, Frankfurt
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
GIBCO, Grand Island, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Hamatoxylin, Instant

HCL konz.

Isopropanol

Levamisol

Marker/PCR, 100bp DNA Ladder
MgCl,

NaOH konz.

Natriumcitrat

NBT/BCIP-L6sung

Paraffin

Paraformaldehyd

PBS-Tabletten

PCR-Buffer, 10x
Pikrinsdureldsung, gesattigt, wassrig
Proteinase K

PVDF-Membran

RNaseA

RNaseT1

Salmon Sperm DANN

Super Frost Objekttrager
Superscript 11 Reverse Transcriptase
Taq DNA-Polymerase
Trichlormethan

Tris (Trishydroxymethylamoniummethan)
Tris HCI

TritonR-X-100 AR

Trizol Reagent

Tween 20

Vitro Clud

Xylene Cyanide FF (Xylencyanol)
Xylol

152

Shandon, Frankfurt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
New England Bio Labs, Frankfurt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Kirkegaard&Perry, Gaithersburg,USA
\ogel, Giellen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
GIBCO, Grand Island, USA
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma-Aldrich, Steinheim
Schleicher & Schuell, Dassel
Enzo Boehringer, Mannheim
Enzo Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Langenbrinck, Emmendingen
GIBCO, Grand Island, USA
GIBCO, Grand Island, USA
Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

FERAT Caborat GmbH, Berlin
GIBCO, Grand Island, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Langenbrinck, Emmendingen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
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Yeast t-RNA Sigma-Aldrich, Steinheim

9.2 Sonden und Primer

DIG-cRNA-Sonde NCBI-Accession
L10654 bp 616-846,
enthalt Intron bp 722-799,
153bp

Primer Protamin 1

F5 ATG GCCAGATACAGATGC TGC CG 3°
R5 CTATCG TCT TCT CCTACACCT CAG 3°

9.3 Gerate und Zubehor

Bio Photometer Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
DAKO-Pen DAKO, Hamburg

Einbettgerat Leica EG 1160 Leica, Bensheim
Elektrophoresekammer: Agagel Mini Biometra, Gottingen

Feuchte Kammer Kreatech Diagnostics,

Amsterdam, Niederlande

Hamilton Spritze Hamilton Bonaduz, Schweiz
High Performance UV Transilluminator Ultra Violet Products,Cambridge,England
Kamera Polaroid Gel Cam Polaroid, Offenbach
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Labor Lux S

Lichtmikroskop Leica DM LB
Mini- Gelelektrophorese- Apparatur
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft

Polaroid 667 34 x 4% Film Pack
Power Pac 200

Schlittenmikrotom

Thermocycler T3

Tockenschrénke

Ultra Turrax T8

Vakuum- Gewebeinfiltrationsautomat
\ortexer

Wasserbad

Zentrifuge Mikro 22R

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Biometra, Gottingen

Ratiolab, Dreieich

Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf
Polaroid, Offenbach

BIO RAD, Miinchen

Reichert und Jung, Heidelberg
Biometra, Gottingen

Memmert, Schwalbingen; Heraeus, Hanau
IKA, Labortechnik, Staufen

Leica, Bensheim

Heidolph, Schwalbach

Memmert, Schwalbach

Hettich, Tuttlingen

9.4 Stamm-, Puffer- und andere herzustellende L6sungen

BOUINsche Fixierlosung 45 ml Pikrinséure
15 ml Formalin 40%
3 ml Eisessig
(kurz vor Gebrauch frisch zu bereiten)

DEPC- Wasser 2 | A. bidest

2 ml DEPC
UN 37°C, autoklavieren
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Dextransulfat, 50% 5 g Dextransulfat/ 10 ml DEPC- Wasser

EDTA-L6sung, 0,5 M400 ml DEPC-Wasser
8 g NaOH-Platzchen
74,4 g EDTA,; pH-Wert 8,0

Levamisol, 1M 10 ml 1x NTB-Puffer
2,4 g Levamisol
in Iml Aligots bei -18°C lagern

Loading Buffer- PCR (DNA-Gel)
0,05 g Bromphenolblau (0,5 ml 1% L&sung)
0,05 g Xylencyanol (0,5 ml aus 1% L&sung)
3 g Ficoll 400
3ml0,5MEDTA
mit 1x TAE-Puffer auf 20 ml auffillen, filtrieren

MgCl,- Losung, 1x 81,4 g MgCl, auf 400 ml DEPC- Wasser
NBT- Puffer, 5x 60,5 g Tris-HCI
29,2 g NaCl

pH- Wert 9,6; Zugabe von 1 ml DEPC
UN 37°C, autoklavieren
vor Gebrauch: + 25 ml MgCl,/ 500 ml NBT- Puffer

Paraformaldehyd, 4 % 25 g Paraformaldehyd/ 500ml 1x PBSM- Puffer
(Abzug, Magnetrihrer, 70°C)
4N NaOH . zugeben bis Lésung klar wird, pH-Wert 7,0

in 50ul Aliquots bei -18°C lagern

PBSM- Puffer 200 ml DEPC- Wasser
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1 PBS- Tablette
1 ml 1 M MgCl,- Lésung

(am ersten Tag frisch ansetzen)

Proteinase K— Stammlésung 10 mg Proteinase K

100 pl 0,5 M EDTA
900 ul 1 M PBSM- Puffer
(Lagerung in 20 pl Aliquots bei -18°C)

RNase A/ RNaser; Stammlosung (Stock)

RNase A: 25 mg/ ml, bzw. 12 pul
(Endkonzentration: 300pg/ ml 2x SSC)
RNase 11: 10° U/ ml, bzw. 0,1 ml
(Endkonzentration: 10 U/ ml 2x SSC)

Running Buffer - PCR (DNA-Gel)

SSC- Stammlésung, 20x

TAE-Puffer, 10x

TNMT- Puffer, 10x

1x TAE- Puffer

88,23 g Natriumcitrat
175,29 g NaCl auf 1 | A. bidest.
1 ml DEPC; pH-Wert 7,5, UN 37° C

autoklavieren

48,4 g Tris

11,4 ml Essigséure

20ml 0,5 M EDTA

pH Wert 8,4; auf 1 | mit A.bidest. auffillen

121 g Tris-HCI

58,4 g NaCl
4,17 g MgCl, auf 1 A. bidest; pH-Wert 7,5
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1 ml DEPC
UN 37°C: autoklavieren
nach Erkalten 5 ml Triton-X-100
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10. Abklrzungsverzeichnis

%

°C

pl

um’
pumol

A

A

A. bidest.
A. dest.
Abb.
APTEX
bp

BSA

C

cDNA
cm
C-Terminus
Cys
DEPC
DIG-
DNA (DNS)
DNase
DTT
EDTA
FSH

g
G

Prozent

Grad Celsius

Mikroliter

Kubikmikrometer

Mikromolar

Adenin

Angstrom

zweifach destilliertes Wasser
einfach destilliertes Wasser
Abbildung
3-Aminoprppyltriethoxy-Silane
Basenpaare

Bovines Serum Albumin
Cytosin

cDNA

Centimeter

Carboxy-Terminus eines Proteins
Cystein

Diethylpyrocarbonat
Digoxegenin-
Desoxyribonuleinsdure
Desoxyribonuklease
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Follikel-stimulierendes-Hormon
Gramm

Guanin
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GnRH
HCL
HE
His
IHC
ISH
kb
kDa

LH

mA
mg
MG
MgCl,
min

ml

mM
mMRNA
NaCl
NaOH
NCBI
ng

nm
N-Terminus
OD
oT
PAGE
PBS
PCR

PY

Gonadotropin Releasing Hormone
Salzsaure

Hématoxylin-Eosin

Histidin

Immunhistochemie
In-Situ-Hybridisierung

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Luteinisierungshormon

Molar
Milliampere
Milligramm

Molekulargewicht

Magnesiumchlorid

Minuten
Milliliter
Millimolar

messenger-RNA
Natriumchlorid

Natronlauge

National Center for Biotechnology Information

Nanogramm

Nanometer

Aminoterminus eines Peptids
optische Dichte

Objekttrager
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphate Buffer Saline

Polymerase Chain Reaction/ Polymerasekettenreaktion

Pikogramm
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pH Wert negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
p-Prm precursor-Protamin

Prm1l Protamin 1

Prm2 Protamin 2

RNA (RNS) Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR
sec Sekunden

SSB DNA-single-stranded-breaks
std Stunde

T Thymin

Tab. Tabelle

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA transport-RNA

Tp2 Transitionsprotein 2

Tpl Transitionsprotein 1

U Units (Enzymeinheiten)

UN tiber Nacht

UpM Umdrehungen pro Minute
uv Ultraviolett

\/ \olt
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