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Einleitung und Fragestellungen

1 Einleitung und Fragestellungen

Gap junctions (GJ) sind interzellulére Verbindungen und liegen in der Plasmamembran
benachbarter Zellen. Sie sind bei adulten Saugetieren in fast allen Zelltypen normaer Gewebe
zu finden, mit Ausnahme einiger weniger termina differenzierter Zellen wie Spermien,
Erythrozyten und Skelettmuskelzellen. Uber GJKande ist direkte interzelluldre
Kommunikation per Diffusion von lonen, Stoffwechselmetaboliten und sekundaren
Botenstoffen moglich.

Ein GJKana bestent aus zwei Halbkandlen (Connexonen), die jeweils aus sechs
Proteinuntereinheiten, den sogenannten Connexinen (Cx) aufgebaut sind. Sie sind beteiligt an
wichtigen Prozessen, wie der Regulation der Zelldifferenzierung, Zelproliferation und
Tumorgenese. Bislang wurden 21 verschiedene Cx im Menschen und 20 Vertreter dieser
Familie in Nagern gefunden. Im Hund konnten bisher funf unterschiedliche Cx detektiert
werden, darunter auch Cx43 und Cx45, welche im Rahmen dieser Arbeit auf ihr Vorkommen
im Hoden des Hundes untersucht wurden. Verschiedene Cx zeigen eine sich Uberlappende
zellspezifische zeitliche und rdumliche Expression. Das gleiche Cx kann in unterschiedlichen
Zéellen unterschiedlich reguliert sein. Die meisten Gewebe exprimieren verschiedene Cx und
auch in einzelnen Zellen ist die Expression von unterschiedlichen Cx bekannt. So kdnnen zum
Beispiel in caninen ventrikuléren Myozyten Cx40, Cx43 und Cx45 identifiziert werden.

Im Hoden finden zwischen den unterschiedlichen Zellpopulationen verschiedene Formen der
Zell-Zel-Kommunikation bzw. -Interaktion statt. Die interzellul&re Kommunikation tber GJ-
Kande spielt in diesem Organ neben parakriner und endokriner Kommunikation eine grofe
Rolle. Testikuldre GJ und deren Cx bilden nicht nur die Grundlage der direkten Zell-Zell-
Kommunikation zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und Keimzellen,
sondern sie sind Uber die Regulation der terminalen Differenzierung der Sertoli Zellen und
Uber die Differenzierung und Proliferation der Keimzellen essentiell an der Regulation der
Spermatogenese beteiligt. Cx43 wird von Sertoli Zellen, Spermatogonien, Spermatozyten,
interstitiellen Leydig Zellen und peritubuldren Zellen synthetisiert und représentiert das
vorherrschende Cx im Hoden verschiedener Spezies.

Beim Meerschweinchen und beim Nerz konnte gezeigt werden, dass Cx43 erstmals mit
Beginn der Spermatogenese und mit Bildung der funktionellen Blut-Hoden-Schranke
exprimiert wird und in diesen Tierarten als pubertdrer Differenzierungsmarker der Sertoli
Zelle angesehen werden kann.
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Veranderungen der Cx43-Expression in verschiedenen Spezies konnten mit mannlicher
Infertilitdt in Verbindung gebracht werden. Sertoli Zellen adulter Manner zeigen in
Keimtubuli mit Spermatogonienarrest oder Sertoli-Cell-Only (SCO)-Syndrom, in Keimtubuli
mit Carcinoma in situ (CIS) und in Sertoli Zelltumoren und Seminomen eine deutliche
Reduktion oder einen Verlust der Cx43-Expression.

GJ, die Cx45 enthalten, werden ebenfalls im Hoden gebildet. Im Herzen schlief3en Cx43 und
Cx45 sich zu heteromerischen GJ-Kandlen zusammen, wobei es assoziiert mit ventrikuléren
Arrhythmien zu einer Herunterregulierung von Cx43 und einer Hochregulierung von Cx45
kommt.

Es gibt bisher keine Arbeiten Uber die Expression von Cx und GJ im Hoden des Hundes und

ihre Rolle fur die Spermatogenese und bei der Entstehung testikulérer Tumore.

Im Rahmen des geplanten Forschungsprojektes sollen daher folgende Fragen gekléart werden:

1. Wird Cx43 im Hoden des prapubertéren Hundes und des adulten Hundes in der
normalen Spermatogenese exprimiert und wenn ja, wie ist die raumliche und zeitliche
Vertellung dieses Proteins?

2. Welche Veranderungen der Cx43-Expression treten bei Sertoli Zelltumoren auf?

3. Welche Veranderungen der Cx43-Expression treten bei Keimzelltumoren auf?

4. Wird Cx45 im Hoden des adulten Hundes in der normalen Spermatogenese exprimiert
und wenn ja, wo ist die Lokalisation dieses Proteins?

5. Existiert eine Co-Expression von Cx43 und Cx45 im normalen Keimepithel bzw.
Hoden und wenn ja, in welchem Verteilungsmuster tritt diese auf?

Die Untersuchungen an verschiedenen Hodengeweben des Hundes erfolgten auf Proteinebene
mittels Immunhistochemie (IHC) und Western Blot (WB), auf mRNA-Ebene mittels Reverse
Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR), sowohl am Gesamthomogenat als auch
an mittels UV-Laser-assistierter Mikrodissektion isolierten Zellen, und mittels In situ-
Hybridisierung (1SH).
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2 Literaturibersicht

2.1 Histologie des Hodens und normale Spermatogenese

Die Funktion adulter Hoden besteht zum einen in der Produktion und Bereitstellung der
mannlichen Keimzellen und zum anderen in der Synthese des Sexualhormons Testosteron.
Die Samenzellbildung (Spermatogenese) und die Androgensynthese finden in getrennten
Kompartimenten statt, die sich morphologisch und funktionell in das tubul&re Kompartiment,
das aus den Samenkandlchen (Tubuli seminiferi) besteht, und das interstitielle Kompartiment
(Interstitium), dem Raum zwischen den Samenkanalchen, einteilen lassen (Uberblicke bei
Weinbauer et a., 2000; Bergmann, 2006).

2.1.1 Aufbau der Samenkanalchen (Tubuli seminiferi)

In den Samenkandchen werden die mannlichen Keimzellen gebildet. Sie bestehen aus dem
innen gelegenen Keimepithel und einer aul3eren Wand, der Lamina propria. Diese setzt sich
aus Basamembran, Kollagenfaserschicht und den kontraktilen peritubuléaren Zellen
zusammen. Das Keimepithel besteht aus den somatischen Sertoli Zellen sowie den

unterschiedlichen Keimzellgenerationen.

2111 Kemzellen

Die Keimzellen liegen im Kemepithel 2zwischen Sertoli Zellen und deren
Zytoplasmaaudlaufern.  Ihr  Entwicklungszyklus mit Reifeteilung und terminaler
Differenzierung zur Samenzelle verl&uft von basal nach adluminal. Zu den Keimzellen z&hlen
die peripher an der Basalmembran liegenden Stammzellen (Spermatogonien), die man in Typ
A und Typ B Spermatogonie unterscheidet, die lumenwarts folgenden priméaren und
sekundaren Spermatozyten sowie die lumennahen runden und schliefdlich ausdifferenzierten
elongierten Spermatiden (Spermatozoen). Die Differenzierung der zunachst runden
Spermatide bis zum fertigen Spermium (Spermatozoon) bezeichnet man als sogenannte
Spermiogenese. Diese wird in vier Phasen unterteilt: Golgiphase, Kappenphase,

Akrosomenphase und Reifungsphase. Wahrend diesen findet die Kondensation des Zellkerns,
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die Akrosomenbildung und die Ausbildung der Geil3el stait (Weinbauer et al., 2000;
Bergmann, 2006; Wrobel und Bergmann, 2006).

Charakteristische Keimzellassoziationen, die sich in enem histologischen Schnitt
unterscheiden lassen, werden als , Stadien der Spermatogenese” bezeichnet. Sie kommen bei
verschiedenen Tierarten und dem Menschen in unterschiedlicher Anzahl vor. Man
unterscheidet beim Hund 8 und beim Menschen 6 Stadien (Clermont, 1963; Russell et al.,
1990). Die sequentielle Abfolge der einzelnen Stadien im Verlauf eines Keimtubulus
bezeichnet man as ,Welle der Spermatogenese”, die Dauer dieser Welle as ,, Zyklus des
Keimepithels* (Ubersicht bei Bergmann, 2006).

2.1.1.2 Sertoli Zellen

Die somatischen Sertoli Zellen sitzen auf der Basalmembran auf und reichen bis zum Lumen
des Keimtubulus. Entlang ihres Zellkorpers, der sich Uber die gesamte Hohe des Keimepithels
erstreckt, verlaufen die morphologische und physiologische Differenzierung und Reifung der
Keimzellen bis zu Spermatozoen. Ihr grolier ellipsoider und euchromatischer Zellkern liegt im
basalen Drittel der Zelle und besitzt bel differenzierten Zellen tiefe Einkerbungen und einen
deutlichen Nucleolus. Das Sertoli Zellzytoplasma umschlief3t mit lappen- und fingerférmigen
Fortsdtzen allseitig die Keimzellen, mit Ausnahme der basalen Stammzellen. Sertoli Zellen
werden deshalb auch al's das Stiitzgerist des Keimepithel s angesehen (Bergmann, 2006).

2.1.1.2.1 Differenzierung der Sertoli Zellen

Das erste histologische Zeichen der testikuldren Differenzierung innerhalb der indifferenten
Gonadenanlage ist das Erscheinen pramordialer Sertoli Zellen. Diese stehen mit fetalen
Keimzellen (Gonozyten), die in die Gonaden einwandern, von Beginn der Entwicklung an in

einer engen wechsel seitigen Beziehung (Griswold, 1998; Griswold und McL ean, 2002).

Der Differenzierungsprozess somatischer Sertoli Zellen wéhrend ihrer fetalen, postnatalen
und pubertdren Entwicklung ist sehr komplex und es finden eine Vielzahl morphologischer
und metabolischer Verénderungen statt (Pelliniemi et al., 1993; Gondos und Berndston, 1993;
Griswold und McLean, 2006). Mit Beginn der Pubertdt kommt es zur terminalen
Differenzierung der Sertoli Zellen und somit unter anderem zum Ende ihrer mitotischen
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Zéllteilung bzw. ihrer Proliferationsphase und zur Bildung der funktionellen Blut-Hoden-
Schranke in Form von , tight junctions®, , adherens junctions’ und ,,gap junctions® zwischen
benachbarten Sertoli Zellen im basalen Drittel des Keimepithels (Dym und Fawcett, 1970).
Ihre vollsténdige Ausdifferenzierung und Reifung wahrend der Pubertét ist eine wichtige
Voraussetzung fur den Beginn und die Aufrechterhaltung der normalen Spermatogenese, also
die normale Entwicklung prapubertérer Keimstrange zu funktionellen, adulten Keimtubuli.
Eine stérungsfreie Spermatogenese scheint Garant dafiir zu sein, dass Sertoli Zellen ihren
terminalen, adulten Differenzierungszustand behalten (Steger et al., 1999b).

2.1.1.2.2 Regulation der Differenzierung und Proliferation der Sertoli Zellen

Verschiedene Studien beschaftigen sich mit der Untersuchung chemischer Faktoren oder
Signale, die an der Regulierung der Proliferation und Differenzierung von Sertoli Zellen
beteiligt sind (Ubersichten bei Skinner, 1993a,b; Griswold, 1993). Intra- und extratestikulare
Faktoren spielen hierbei eine bedeutende Rolle. FSH und Testosteron gehdren zu den
wichtigsten Hormonen, die direkten Einflul3 auf die Entwicklung, Differenzierung und
Reifung der Sertoli Zellen nehmen (Pelliniemi et a., 1993; Griswold, 1993; Gondos und
Berndston, 1993). Auch andere Hormone, Wachstumsfaktoren, Metalloproteine, Vitamine
sowie parakrine Faktoren und Zellen (Leydig Zellen, peritubuldre Zellen, Keimzellen) kdnnen
auf direktem oder indirektem Wege fir das Wachstum von Sertoli Zellen und den Erhalt ihrer
verschiedenen Funktionen verantwortlich gemacht werden (Skinner, 1993ab; Griswold,
1993; Griswold und McLean, 2006).

Die Proliferation der Sertoli Zellen beginnt friih in der fetalen Entwicklungsphase, erreicht
dort ihren Hohepunkt, setzt sich postnatal fort und ist vor der Pubertét abgeschlossen. Das
konnte z.B. an Ratten gezeigt werden. (Orth, 1982; Pelliniemi et a., 1993). Somit ist die
Population der somatischen Sertoli Zellen im erwachsenen Tier festgelegt. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass eine Hemmung der Sertoli Zell Proliferation in neonatalen Ratten
zu einer reduzierten Population von Sertoli Zellen, einer verringerten Anzahl von Keimzellen
und damit zur Abnahme der Spermatogeneseleistung fuhrt (Pelliniemi et al., 1993). Das Ende
der Sertoli Zell Proliferation vor der Puberté wurde auch in anderen Spezies nachgewiesen.
Bel der Maus endet die Proliferationsphase am zwolften Tag nach der Geburt (Kluin et a.,
1984). Termina differenzierte Sertoli Zellen in normalem adulten Keimepithel teilen sich
nicht mehr, d.h. sie sind mitotisch inaktiv. Die Proliferationsaktivitat der postmitotischen,
adulten Sertoli Zelle kann somit als prapubertérer Marker verwendet werden.
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2.1.1.2.3 Funktionen und Eigenschaften terminal differenzierter, adulter Sertoli Zellen

Bel der adulten Sertoli Zelle handelt es sich um ein multifunktionelle Zelle. Die wichtigsten
Funktionen (Bildung der Blut-Hoden-Schranke, Sekretion und Ernghrung der Keimzellen,
Phagozytose, Spermiation und endokrinen Aufgaben) werden im folgenden kurz
zusammengefasst (Clermont, 1993; Gondos und Berndston, 1993; Sinowatz, 1999) (Abb. 1).

Lumen des Keimtubulus

Selaretion Spermiation

¥
Sekretion  Empfang hormoneller Stimuli (Rezeptoren)

Abb. 1. Keimepithel des Hodens mit Sertoli Zelle und Keimzellen sowie verschiedener Sertoli
Z€llIfunktionen (modifiziert nach Clermont, 1993)

a. Bildung der Blut-Hoden-Schranke

Benachbarte Sertoli Zellen sind in ihrem basalen Drittel durch komplexe Interzellularkontakte
aus Zonulae occludentes bzw. ,tight junctions‘, Aktinfilamenten und Zisternen des
endoplasmatischen Retikulum eng miteinander verbunden und unterteilen das Keimepithel in
ein basdes und ein adluminales Kompartiment. Diese Zell-zu-Zell-Verbindungen
verschliel?en den Interzellularspalt vollstdndig und bilden die sogenannten Blut-Hoden-
Schranke. Diese bildet eine effektive Diffusionsbarriere zwischen dem basalen Kompartiment
des Keimepithels, in dem sich Spermatogonien und préleptotdne Spermatozyten | befinden,

und dem adluminalen Kompartiment, mit den weiter fortgeschrittenen Keimzellstadien der
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Meiose und Spermiogenese. Da die Keimzellen im Verlauf der Meiose und Spermiogenese an
der Zellmembran neue Oberflachenantigene exprimieren, dient die Blut-Hoden-Schranke als
immunologische Barriere, durch die der Stofftransport im interzelluldren Raum zum
adluminaen Kompartiment stark eingeschrankt wird. Sie stellt somit sicher, dass die
Keimzellen vor moglichen Autoimmunreaktionen des K érpers geschiitzt sind.

b. Stitzfunktion, Erndhrung der Keimzellen, Sekretion

Die somatischen Sertoli Zellen durchziehen das gesamte Keimepithel von der Basalmembran
bis zum Lumen des Tubulus. lhre seitlichen Fortséize fillen die Rdume zwischen den
Keimzellen vollstandig aus. Somit Ubernehmen sie als Stitzzellen eine rein mechanische
Aufgabe, indem sie als Geriist der Stabilitdt der Keimzellen im Keimepithel dienen. Die
zahlreichen Zell-Zell-Kontakte unterstitzen diese Funktion. Sertoli Zellen stellen in erster
Linie FSH- und testosteronsensitive ,Ammenzellen® der Spermatogenese dar. In diesem
Zusammenhang stehen sie zum Steroidstoffwechsel und zu interstitiellen Leydig Zellen in
enger Beziehung. Aul3er den Spermatogonien, die der Basalmembran der Keimtubuli noch
aufsitzen kénnen, sind ale anderen Keimzellpopulationen von Sertoli Zellen umgeben. Sertoli
Zellen produzieren und sezernieren eine intratubuldre FlUssigkeit, die sich in ihrer
Zusammensetzung vom Blutplasma unterscheidet und bilden somit ein spezielles
Mikromilieu for die Entwicklung der Keimzellen im adluminalen Kompartiment. Die
Versorgung der Keimzellen des adluminden Kompartiment erfolgt durch selektiven

Transport oder durch Eigensynthese und vektorielle Sekretion.

c. Ubertragung hormoneller Stimuli auf die Keimzellen

Die pulsatile Sekretion des im Hypothalamus gebildeten Gonadotropin Releasing Hormons
(GnRH) bewirkt die Freisetzung der Gonadotropine Luteinisierendes Hormon (LH) und
Follikelstimulierendes Hormon (FSH) aus der Adenohypophyse. LH bewirkt in den
interstitiell gelegenen Leydig-Zellen die Sekretion von Testosteron. FSH wirkt auf die Sertoli
Zellen. Die Wirkung des FSH auf die Sertoli Zellen fuhrt zusammen mit der Wirkung des
Testosterons aus den Leydig Zellen Uber den kernstdndigen Androgenrezeptor zu einer
Stimulation der Spermatogenese (Bockers et al., 1994). Der kernstandige Androgenrezeptor
wird von somatischen Sertoli Zellen, Leydig Zellen und peritubuléren Zellen, nicht aber von
Keimzellen exprimiert (Rajpert-DeMeyts und Skakkebaek, 1992; Suarez-Quian et a., 1999;
Regadera et al., 2001). Man nimmt daher an, dass hormonelle Stimuli Uber parakrine
M echanismen der somatischen Zellen auf die Keimzellen Ubertragen werden.
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d. Phagozytose

Sertoli Zellen besitzen absorptive Fahigkeiten. Sie phagozytieren vor alem im Verlauf der
Spermiogenese anfallende Residuakorper bzw. Zytoplasmareste der Spermatiden, sowie
degenerierende Spermatozyten und Spermatiden, die sie mit Hilfe lysosomaler Enzyme
abbauen.

e. Spermiation

Die periodische Freisetzung der zundchst noch durch spezielle Zellverbindungen an der
Sertoli Zelle gebundenen Spermien in das Tubulusumen wird als Spermiation bezeichnet.
Die Auflésung dieser Verbindungen zwischen Spermatiden bzw. Spermien und Sertoli Zellen
scheint unter aktiver Mitwirkung der Sertoli Zellen abzulaufen (Russell, 1993a,b).

2.1.1.2.4 Differenzierungsmarker der Sertoli Zellen

2.1.1.2.4.1 Vimentin

Wie in zahlreichen Studien gezeigt, kdnnen Intermediarfilamente als zellspezifische Marker
fur normales und tumords veréndertes Gewebe und as Marker der Zelldifferenzierung
eingesetzt werden. Weiterhin werden sie zur Identifikation des Ursprungs von Zellen oder von
Geweben verwendet (Franke et al., 1982; Osborn und Weber, 1983; Peters et al., 2001). Das
Intermediarfilament Vimentin wird Uberwiegend von Zellen mesenchymalen Ursprungs
exprimiert. Humane Sertoli Zellen exprimieren wéahrend ihrer Entwicklung verschiedene
Intermedi&rfilamente, unter anderem Vimentin. Esist das vorherrschende Intermedi&rfilament
und wird im Zytoplasma von prapubertéaren bis hin zu terminal differenzierten adulten Sertoli
Zellen stetig exprimiert. (Franke et a., 1979; Aumuller et al., 1988; Aumdller et al., 1992,
Rogatsch et al., 1996; Steger et al., 1996). In normalen, adulten und terminal differenzierten
Sertoli Zellen ist es das einzige nachweisbare Intermediarfilament. Zudem wird Vimentin in
interstitiellen Leydig Zellen und peritubuldren Zellen nachgewiesen (Davidoff et al., 1990;
Steger et a., 1994, Peters et al., 2001).

Sertoli Zellen humaner und caniner Sertoli Zelltumore exprimieren Vimentin (Nielsen und
Jacobsen, 1988; Sasano et al., 1992; McCluggage et a., 1998; Peters et al., 2001; Brehm et
al., 2006a). Im Hoden des Hundes werden Antikdrper gegen Vimentin immunhistochemisch

eingesetzt, um in komplexen histologischen Félen Sertoli Zelltumore zu identifizieren (Peters
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et a., 2001; 2003). Manche Sertoli Zelltumore zeigen histologisch Bereiche, die der
Morphologie von Seminomen gleichen. Aul3erdem treten Sertoli Zelltumore und Seminome
im gleichen Hoden oftmals ohne klare histologisch zu erkennende Begrenzung auf.
Antikorper gegen Vimentin férben Sertoli Zellen und Leydig Zellen, aber keine Keimzellen
und werden daher zur Unterscheidung zwischen Sertoli Zelltumoren und Seminomen
verwandt (Patnaik und Mostofi, 1993). Zum Vorkommen von Vimentin in peritubuldren

Zellen des caninen Hodens mit normaler Spermatogenese gibt es bisher keine Studien.

2.1.1.2.4.2 Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor gehdrt zur Familie der Kernrezeptoren. Er bindet spezifisch
Testosteron und Dihydrotestosteron. Die erste bekannte Funktion des Androgenrezeptors war
die Liganden-abhangige Regulation der Gentranskription von fur die mannliche pubertére
Entwicklung und Fertilitét wichtigen Zielgenen (Chang et al., 1988; Collins et al., 2003). Die
nukledre Expression des Androgenrezeptors ist eine Eigenschaft maturer Sertoli Zellen in
verschiedenen Spezies wie zum Beispiel Mensch und Marmoset-Affe (Suarez-Quian et al.,
1999; Sharpe et a., 2003) und konnte zudem auch in Leydig Zellen, peritubuléren Zellen und
glatten Gefaldmuskelzellen des Hodens gezeigt werden (Ruizeveld de Winter et al., 1991,
Zhou et al., 2002). Dennoch fdlt die Androgenrezeptor-Expression nicht genau mit der
endgultigen Reifung der Sertoli Zellen in der Pubertdt zusammen, sondern tritt bereits
prapubertér auf (Al-Attar et al., 1997; Rajpert-DeMeyts et al., 1999; Chemes et al., 2005).
Sertoli Zellen von Mensch, Ratte und Marmoset zeigen keine Expression wahrend der fetalen
und frihen neonatalen Periode (McKinnell et. al., 2001; Williams et al., 2001; Sharpe et a.,
2003) und Storungen der Sertoli Zellreifung koénnen mit fehlender oder schwacher
Androgenrezeptor-Expression assoziiert werden (Regadera et a., 2001). Androgenrezeptor-
MRNA konnte in caninen Hoden mit normaler Spermatogenese und verschiedenen caninen
Hodentumoren mittels RT-PCR (Peters et al., 2003) und auf mRNA- und Proteinebene in
caniner Prostata mittels RT-PCR und Immunhistochemie nachgewiesen werden (Lu et al.,
2001).
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2.1.1.2.5 Morphologische Veranderungen der Sertoli Zelle

Zahlreiche morphologische Verénderungen der Sertoli Zellen zu Beginn der Pubertét geben
Hinweise auf deren Differenzierungszustand. Dazu gehéren die Zunahme der Zellgrofe mit
Ausbildung der stadienspezifischen hochprismatischen Zellform, die Ausbildung
zytoplasmatischer Fortsdtze, die Verschiebung des Zellkerns von lumina nach basal bzw.
intermediér und die Dreiteilung des Nucleolus (Nistal und Paniagua, 1983; Gondos und
Berndston, 1993; Kerr et a., 2006). Der oberhalb der Spermatogonien lokalisierte Zellkern
vergrol3ert sich, seine Membran zeigt eine bis mehrere Einfaltungen und seine Form éndert
sich von rund-oval zu ovoid-dreieckig (Hadziselimovic, 1977; Nistal und Paniagua, 1983;
Bruning et al., 1993). Somit kann die Struktur der Zellkerne von Sertoli Zellen as
morphologischer Differenzierungsmarker bei normaler und gestorter Spermatogenese

verwendet werden.

2.1.2 Aufbau des Interstitiums

Im Interstitium befinden sich die Testosteron produzierenden und sezernierenden Leydig
Zellen, lockeres Bindegewebe, Zellen des Immunsystems, Blutgefdl?e, Nerven und
Lymphgefalde (Weinbauer et a., 2000; Sinowatz, 1999).

2.2 Storungen der Spermatogenese

Spermatogenesestorungen fuhren zu einer sowohl qualitativ a's auch quantitativ verminderten
oder gar fehlenden Produktion von Samenzellen. Dabel unterscheidet man zwischen
pratestikularen und testikularen Ursachen. Stérungen der Hormonproduktion und/oder —
ausschittung im Hypothalamus-/Hypophysenbereich zahlen zu den prétestikuléren Ursachen
und resultieren in einer Unterfunktion der Hormonproduktion der Hoden, bedingt durch
fehlende LH und FSH-Ausschittung. Stérungen der Spermatogenese, die ihre Ursache primér
im Hoden selbst haben und dort morphologische Defekte verursachen zeigen verschiedene
Krankheitsbilder und kénnen sowohl angeboren als auch erworben sein (Ubersichten bei

Krause, 1998; Nieschlag, 2000). Dazu zdhlen unter anderem die Hodentumore.
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2.2.1 Hodentumore

2.2.1.1 DasMehrstufenmodell der Kanzerogenese

Die Kanzerogenese bzw. Karzinogenese ist ein komplexer Vorgang, die bel Mensch und Tier
die gleichen Mechanismen aufweist und auch auf Hodentumore Ubertragbar ist (Damjanov,
1991; Reinacher, 2002). Man unterscheidet bel der Kanzerogenese drei Phasen: Initiation,

Promotion und Progression.

Bel der Transformation zu einer Tumorzelle durchléuft eine Zelle verschiedene
Ubergangsstadien, bis schliefdlich durch die schrittweise Ansammlung genetischer Defekte die
endgiiltig malignen Eigenschaften erreicht werden. Eine Uberstimulation durch
Wachstumshormone oder die verminderte Aktivitét von inhibitorischen Faktoren, wie z.B. der

Tumorsuppressorgene (z.B. p53-Gen) kdnnen mogliche Ausldser einer Transformation sein.

Der erste Schritt der Kanzerogenese wird as Initiation bezeichnet und findet meist in einem
kleinen Anteil der Zellen des exponierten Organs statt. Die Phase der Initiation ist irreversibel
und kann mit Mutationen (z.B. in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen) einhergehen.
Initiierte Zellen kdnnen in einem Ruhezustand verbleiben oder durch klonales Wachstum
proliferieren. Die klonale Expansion kann durch verschiedene Faktoren beeinfluf3t werden,
die Auswirkungen auf die Kanzerogenese haben. So werden tumorfordernde Faktoren als
Promotoren, hemmende als Anti-Karzinogene bezeichnet. Promotoren beeinflussen die
Genregulation durch wiederholte oder fortwahrende Stimulation. Eine erfolgreiche klonae
Expansion und mitogene Prozesse erhdhen die Wahrscheinlichkeit, dass initiierte Zellen eine
zweite, spezifische Wandlung erfahren.

Aus den resultierenden Zellen kann sich wiederum ein neuer Zellklon entwickeln, der haufig
einen selektiven Wachstumsvorteil aufweist. Somit kdnnen nach und nach neue Eigenschaften
entstehen, wie z.B. die Fahigkeit zur Metastasierung. Promotoren sind fir ihre Wirkung auf
das Vorhandensein initiierter Zellen angewiesen. Sie aleine fihren nicht zur
Tumorentstehung. Unter Promotion versteht man somit einen Prozef3, der nach erfolgter

Initiation die Entstehung eines Tumors verstarkt oder beschleunigt.

Unter der Progression eines Tumors versteht man schliefdlich irreversible Veranderungen

einer oder mehrerer seiner Charakteristika. Bezeichnend fr die Tumorprogression ist oftmals

11



Literaturiibersicht
ein zunehmend aggressives Verhalten des Tumors bel gleichzeitiger Abnahme spezifischer
Differenzierungsmerkmale und Funktionen. Die Progression bezeichnet somit die
Umwandlung von durch Initiation und Promotion entstandenen ,,gutartigen“ Geschwilsten in
bosartig wuchernde Tumore. Diese zeichnen sich durch ungehemmtes Zellwachstum, erhohte
Invasivitét und die Fahigkeit zur M etastasenbildung aus (Misdorp, 2000).

2.2.1.1.1 Humane Hodentumore

Die haufigste maligne Erkrankung bei Mé&nnern zwischen dem 20. bis 45. Lebengahr ist der
Hodentumor (Nicholson und Harland, 1995). In den westlichen Industrielandern ist die
Inzidenz von Hodentumoren in den letzten Jahren deutlich gestiegen (Adami et al., 1994;
Moller, 1998). Das Risiko, an einem Hodentumor zu erkranken, ist insbesondere bel Mannern
mit einem Maldescensus testis (Giwercman et a., 1987), kontralateralem Hodentumor
(Berthelsen et a., 1979; von der Maase et a., 1986) und Gonadendysgenesien (Mller et al.,
1985) erhoht.

Keimzelltumore tbernehmen mit ihrem Anteil von 90 % aller Hodentumore des Mannes die
wichtigste Rolle im Hinblick auf ihre Haufigkeit und Malignitét. Als Seminom bezeichnet
man Tumore, die aus weitgehend uniformen Zellen mit hellem Zytoplasma und deutlichen
Zellgrenzen bestehen. Charakteristisch fur diese Tumorform ist eine wechselnd starke
lymphozytére Infiltration (Mostofi und Sobin, 1977). Seminome sind in der Gruppe der
Keimzelltumore am haufigsten vertreten. Mit Ausnahme des spermatozytéren Seminoms
stammen die humanen Keimzelltumore (Seminome und Nicht-Seminome) von einer
gemeinsamen prdinvasiven Lasion, dem Carcinoma in situ (CIS) ab (Berthelsen und
Skakkebaek, 1981; Dieckmann et al., 1993). Diese wird synonym als Testikuldre
intragpitheliale Neoplasie (TIN) bezeichnet (Loy und Dieckmann, 1990).

Sertoli Zelltumore gehtren zur Gruppe der Keimstrang- bzw. Stromatumoren. Sie kommen
beim Mann sehr selten vor (ca. 1 % der humanen testikularen Neoplasien) und kénnen mit
einer Gynakomastie einhergehen (Mostofi und Price, 1973; Nielsen und Jacobsen, 1988;
Young et a., 1998). Diese Tumorform tritt am haufigsten im Alter zwischen 40 und 50 auf
(Nielsen und Jacobsen, 1988; Young et al., 1998).

Sertoli Zelltumore sind grofétenteils gutartig, ca. 10 % der Tumore zeigen eine maligne
Entartung. Die histologische Unterscheidung der beiden Formen ist schwierig, das eindeutige

Kriterium fur die bosartige Form stellt der Nachweis von Metastasen dar (Talerman, 1971).
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Charakteristisches histologisches Erscheinungsbild der gutartigen humanen  Sertoli
Zelltumore ist haufig der Erhalt tubuldrer Strukturen. In diesen sind Zellen zu erkennen, die
das Aussehen von Sertoli Zellen sowohl des adulten als auch des prépubertdren Typs haben
(Collins und Symington, 1964). Die Histologie benigner Sertoli Zelltumore des Menschen
erinnert an den Aufbau eines undifferenzierten Hodens mit prapubertéren Keimstrangen
(Nielsen und Jacobsen, 1988). Bei malignen Sertoli Zelltumoren zeigt sich histologisch
dagegen haufig das Bild einer anaplastischen Proliferation. Die tubuldren Strukturen sind
aufgel 0st, diffuses Wachstum atypischer Zellen mit polymorphen Zellkernen sowie vermehrte
mitotische Aktivitét treten auf (Terayama et al., 1998). Die Atiologie und Pathogenese

humaner Sertoli Zelltumore ist noch weitgehend unbekannt.

2.2.1.1.2 Canine Hodentumore

Testikuldre Neoplasien kommen beim Hund, verglichen mit anderen Spezies und dem
Menschen, sehr haufig vor (Reifinger, 1988; Grootenhuis et al., 1990). Hodentumore haben
einen Anteil von 5-15 % an den Tumoren mannlicher Hunde (Theilen und Madwell, 1987,
Grootenhuis et al., 1990; O Keefe, 1995). Mit ungeféhr gleicher Haufigkeit treten Sertoli
Zelltumore, Seminome und Leydig Zelltumore auf (Cotchin, 1960; Nielsen und Lein, 1974,
Hayes und Pendergrass, 1976; Nieto et al., 1989; Nielsen und Kennedy, 1990; Kennedy et al.,
1998; Kohler und Reinacher, 2000). Kombinationen dieser Tumortypen in einem Hoden sind
maoglich (Peters et al., 2000) und auch das Auftreten von Neoplasien in beiden Hoden ist nicht
ungewdhnlich. Metastasen sind bei caninen Hodentumoren selten (Nielsen und Lein, 1974,
Peters and Van Sluijs, 1996). Ein wichtiger pradisponierender Faktor fur die Ausbildung
testikulérer Neoplasien ist der Kryptorchismus. Bel diesen intraabdominalen Hoden erhéht
sich das Risiko zur tumorésen Entartung im Mittel verschiedener Tumoren annahernd um den
Faktor 14 (Hayes und Pendergrass, 1976; Prange et al., 1987; Kennedy et al., 1998). Das
Auftreten von Hodentumoren steigt beim Riden mit zunehmendem Alter an und das
Durchschnittsalter liegt fUr alle genannten Tumorformen zwischen 9 und 11 Jahren (Cotchin,
1960; Kennedy et al., 1998; Peters et a., 2000).

Canine Hodentumore werden nach der histologischen Klassifikation und Nomenklatur der
Hodentumore der World Health Organisation (WHO) nach Nielsen und Lein (1974) eingeteilt
und beurteilt (Tabelle 2):
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Tabelle 1: Auschnitt aus der WHO-Klassifikation der Hodentumore (modifiziert nach Nielsen und
Lein, 1974)

1. Keimzelltumore

1.1 Seminom - intratubular, mit und ohne Invasion
- diffuser Typ

1.2 Embryonales Karzinom
1.3 Teratom
2. Keimleisten- und Gonadenstromatumore

2.1 Sertoli Zelltumor - intratubular, mit und ohne Invasion/Infiltration
- diffuser Typ (selten bei Hund)

2.2 Leydig Zelltumor - solid-diffuser Typ

- zystisch-vaskularer Typ
- pseudoadenomatoser Typ

2.3 Tumore mit intermediérer Sertoli- und Leydig Zelldifferenzierung

2.2.1.1.2.1 Sertoli Zelltumor

Sertoli Zelltumore entstehen haufig in kryptorchiden, atrophischen Hoden. Histologisch
zeigen sich lange, schlanke Zellen mit undeutlichen Zellgrenzen, die oft palisadenartig
senkrecht zur Basalmembran stehen. Es finden sich auch Tubuli, in denen nur die basale
Zellschicht palisadenartig angeordnet ist, wahrend die tbrigen adluminal gelegenen Zellen
unregelmaliig geformt sind. In den Tumorzellen kénnen Vakuolen nachgewiesen werden. Die
Zellkerne der neoplastischen Sertoli Zellen sind langestreckt und chromatinarm, mit kleinen
Kernkdrperchen. Im Gegensatz zum diffusen Typ sind beim intratubuléren Typ noch tubulére
Strukturen zu erkennen, wahrend der diffuse Typ nur von vaskuldrem Stroma oder fibrosen
Septen durchzogen wird (Nielsen and Lein, 1974; von Sandersleben et al., 1989; Nielsen and
Kennedy, 1990; Kennedy et al., 1998). Haufig zeigen die neoplastischen Zellen in friihen
Sertoli Zelltumoren histologische und zellulére Eigenschaften, die an prapubertére Sertoli
Zellen erinnern (von Bomhard et al., 1978; Thilander et al., 1987; Pelliniemi et al., 1993;
Chakraborty, 1993).

Die von den Sertoli Zellen abstammenden Sertoli Zelltumore zeigen Ublicherweise ein

langsames Wachstum und konnen hormonell aktiv sein. Durch eine Ostrogenproduktion der
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Tumorzellen treten bei ca. 30 % der betroffenen Riiden Anzeichen einer Feminisierung (z.B.
Haut- und Haarverdnderungen, Knochenmarksdepression, Prostataveranderungen,
kontralaterale Hodenatrophie) auf (Peters und van Sluijs, 1996; Kennedy et al.,1998; Meurer
et al., 2000).

Sertoli Zelltumore sind verglichen mit Seminomen langsam wachsende Neoplasien. In der
Regel sind Mitosen histologisch in intratubuléren Formen seltener zu finden als in Sertoli
Zelltumoren vom diffusen Typ. In beiden histol ogischen Formen caniner und humaner Sertoli
Zelltumore konnten vereinzelt proliferierende Sertoli Zellen anhand ihrer Ki-67 Expression
immunhi stochemisch nachgewiesen werden (Sarli et al., 1994; Benazzi et al., 1995; Kratzer et
al., 1997; Brehm et a., 2006a).

2.2.1.1.2.2 Seminom

Das Seminom entwickelt sich aus den germinativen Zellen des Hodens. Ebenso wie der
Sertoli Zelltumor wird es haufiger im kryptorchiden Hoden beobachtet. Histologisch zeigt
sich das Bild dicht beieinander liegender, homogener Tumorzellen. Diese sind rund oder
polygonal, mit grofen, rundlichen, blaschenformigen Kernen mit prominentem
Kernkdrperchen. Die Zellgrenzen sind deutlich, man findet haufig Mitosen und gelegentlich
treten mehrkernige Riesenzellen auf. Zwischen den Tumorzellen koénnen herdférmige
Lymphozytenansammlungen nachgewiesen werden. Der diffuse Typ ist die haufigste Form
der Seminome, nur die frihesten Stadien zeigen intratubuld&re Struktur mit intakter
Basalmembran, die jedoch schnell von den Tumorzellen durchwandert und aufgelOst wird.
Anzeichen fir eine hormonelle Aktivitét der Seminome fehlen (Nielsen and Lein, 1974; von
Sandersleben et al., 1989; Nielsen and Kennedy, 1990; Kennedy et al., 1998). Looijenga et al.
(1994) kommen nach histopathologischen und molekulargenetischen Untersuchungen an
Seminomen von Hunden und Menschen zu dem Ergebnis, dass das canine Seminom weniger

dem klassischen, a's vielmehr dem spermatozytaren Seminom des Menschen entspricht.
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2.3 Zell-zu-Zell-Verbindungen

Zellmembranen benachbarter Zellen gehen untereinander spezialisierte Verbindungen ein. Die
Zwischenzellverbindungen lassen sich nach Struktur und Funktion in drei verschiedene

Formen einteilen:

Der Verschlusskontakt (Zonula occludens, , tight junction®), der den Durchtritt von Stoffen
zwischen Epithelzellen Uber den extrazelluldren Spalt verhindert, die Zellhafte (Zonula
adhaerens, ,,adherens junction*), welche Uber Verankerung intrazellulérer Filamente eine feste
interzelluldre Verbindung sichert und der Nexus (,Gap junction*), der einen direkten
zelluléren Stoffaustausch und damit die interzellulére Kommunikation und Signal Gibertragung
ermoglicht (Wolfe, 1993; Chung et al. 1999).

2.3.1 Gapjunctions (GJ)

2.3.1.1 Aufbau und Funktion der GJ

Gap junction Kandle sind interzellulare Verbindungen und liegen in der Plasmamembran
benachbarter Zellen. Sie verbinden die Zytoplasmata der Zellen miteinander und ermoglichen
so den direkten Austausch von lonen und kleinen Molekilen bis zu einer relativen
Molekilmasse von 1000 Da. GJ stellen durch elektrische und metabolische Kopplung die
Grundlage fur die direkte interzelluldre Kommunikation dar (Bennett et al., 1991; Kumar und
Gilula, 1996; Cruciani und Mikalsen, 2005). Sie sind bei adulten Sdugetieren in fast allen
Zéelltypen normaler Gewebe zu finden, mit Ausnahme weniger terminal differenzierter Zellen,
wie Spermien, Erythrozyten und Skelettmuskelzellen (Loewenstein, 1981; Bruzzone et al.,
1996a; Kumar und Gilula, 1996; Willecke et al., 2002; Saez et al., 2003). Gap junctions
konnen einzeln oder in Ansammlungen von bis zu mehreren tausend auftreten. Ab einer
Dichte von ca 10° Kanden pro pum® spricht man von einem Gap junction-Plague
(Loewenstein, 1981).

Die kleinste funktionelle Einheit des GJ, die GJKanéle, bestehen aus zwei Halbkanden
(Connexonen), die jeweils aus sechs Proteinuntereinheiten, den sogenannten Connexinen (Cx)
aufgebaut sind. Die Cx ads Kkleinste Einheit eines GJKanals lagern sich als
Transmembranproteine zu einer ringférmigen Struktur mit einer zentralen, hydrophilen Pore
zusammen (Bennett et al., 1991; White et al., 1995; Bruzzone et al., 1996a). Den Austausch
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von Stoffen Uber GJ-Kand e bezeichnet man as GJ-vermittelte interzelluldre Kommunikation
(Trosko und Ruch, 1998). Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse konnte die GJ-Kanal struktur
aufgedeckt werden (Makowski et al., 1977). Im Bereich eines GJ}Kanal verringern die
Zellmembranen benachbarter Zellen ihren normalen Abstand von 20-30 nm auf einen kleinen
Spalt (,gap”) von 2-4 nm (Caspar et al., 1988) (Abb. 2). GJ-Kanéle sind beteiligt an wichtigen
Prozessen wie der Regulation der Zelldifferenzierung und Zellproliferation (Bruzzone et al.,
1996a; Krutovskikh und Yamasaki 1997), sowie der Tumorgenese (Y amasaki, 1990; Bennett
et a., 1991). Verschiedene Subtypen von Cx zeigen eine sich Uberlappende, zellspezifische
zeitliche und raumliche Expression (Sohl und Willecke, 2003). Bislang wurden 21
verschiedene Cx im Menschen und 20 Vertreter dieser Familie in Nagern gefunden (S6hl und
Willecke, 2004).

Zytoplasma
Zellel Connexon

/ \ Connexin

L,hormaler"
_Ionen und . extrazellulérer
Zytoplasma kleine Molekile Spalt

Z€elle2

Abb 2: Aufbau eines GJ-Plaque (modifiziert nach Kandel et al., 1995)
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2.3.1.2 Connexone

Ein einzelner GJKanal bestent aus zwe sich gegeniberliegenden Halbkandlen, den
Connexonen. Halbkanéle, die aus sechs identischen Cx bestehen, werden als homomer
bezeichnet. Connexone, die aus mehr als nur einem Cx aufgebaut sind, werden a's heteromer
bezeichnet. Ein GJ-Kana wird als homotypisch bezeichnet, wenn er aus zwei identischen
Connexonen besteht und wird heterotypisch genannt, wenn er aus zwei unterschiedlichen
Connexonen zusammengesetzt ist (Kumar und Gilula, 1996; Willecke et al., 2002) (Abb.3).
Interessanterweise bilden nur bestimmte heterotypische Connexone funktionelle GJ-Kandle
aus. So formen Connexone aus Cx43 und Cx45 permeable GJ-Kande, Connexone aus Cx43
und Cx32 jedoch nicht (Bruzzone et a., 1996a).

Connexon

Connexon: Homomeric Heteromeric Homomeric Heteromeric
GJKana: Homotypic Homotypic Heterotypic Heterotypic

Abb. 3: Mdgliche Kombinationen von Cx in einer GJKanal-Einheit (modifiziert nach Evans und
Martin 2002)

2.3.1.3 Connexine (Cx)

Ein Connexon besteht aus sechs Untereinheiten, den Cx. Diese bilden eine Gruppe von
Transmembranproteinen mit hoher genetischer Homologie, die man zu einer multigenen
Proteinfamilie zusammenfasst (Beyer et a., 1990; Bruzzone et al., 1996a).

2.3.1.3.1 Nomenklatur

Die Grundlage der verwendeten Cx-Nomenklatur richtet sich nach der von Beyer
vorgeschlagenen Einteilung (Beyer et a., 1988). Dementsprechend setzt sich der Name eines
Cx aus der Abkirzung Cx und der aus der cDNA-Sequenz abgeleiteten ungeféhren relativen
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Molekilmasse in kDa zusammen. So besitzt z.B. humanes Cx43 ein Molekulargewicht von
43 kDa.

2.3.1.3.2 Proteinstruktur und Lokalisation

Ein einzelnes Cx besteht aus vier als M1 bis M4 bezeichneten Transmembrandomanen, die
durch zwei extrazelluléare Schleifen (E1 und E2) und eine intrazelluldre Schleife (I1)
verbunden werden, und dem Amino (N)- und Carboxy(C)-Terminus, die beide im Zytoplasma
lokalisiert sind (Abb. 4). Die beiden extrazelluldren Schleifen E1 und E2 sowie die
Transmembrandoméanen M1 bis M4 stellen die am stérksten konservierten Regionen der Cx
dar. Im Gegensatz dazu weisen die zytoplasmatische Schleife und der C-Terminus die héchste
Sequenzvariabilitét auf. Die Ursache der Grofenunterschiede der Cx liegt hauptsachlich in
den verschiedenen Langen dieser Regionen des Molekiils (Bennett et al., 1991; Kumar and
Gilula, 1996; Willecke et al., 2002) (Abb. 4).

Cx43 Cx45
Connexon Connexon
E E2 ,Halbkanal* E1 E2 , Halbkanal*
M1 M3 —p —p
{ | M2 M4 _

N N I

C
NH, Il NH, c

382 COOH

COOH
396

Abb. 4: Cx43 und Cx45 Proteinstruktur und Lokalisation in der Zellmembran (modifiziert nach Laird,
2006)
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2.3.1.3.3 Cx-Gene

Viele Cx-Gene besitzen eine sehr groRe Ahnlichkeit in ihrer Struktur. Die meisten Cx-Gene
bestehen aus zwei Exons, einem kurzen, untrandatierten Exon 1, dem ein Intron variabler
Lé&nge und dann das zweite grofdere Exon folgt, das sowohl die gesamte kodierende Sequenz
als auch verbleibende nichtkodierende Sequenzen enthdlt (Willecke et al., 2002; Saez et d.,
2003). (Abb. 5).

Bisher werden drei Ausnahmen von dieser Gen-Struktur beschrieben, Cx32, Cx36 und Cx45.
Bae Cx32 kann die kodierende Sequenz gewebespezifisch unter die Kontrolle
unterschiedlicher Promotoren gestellt werden (Neuhaus et al., 1996). Dartber hinaus kommt
es durch aternatives Spleiffen zu drei verschiedenen Transkripten, die sich in der 5-
untrandatierten Region von Exon 1 unterscheiden. Bei Cx36 beinhaltet das Exon 1 bereits
einen Tell der kodierenden Sequenz. Das Cx45-Gen besteht dagegen aus drel Exons, den
untranglatierten Exon 1 und Exon 2 und dem folgenden Exon 3, das die gesamte kodierende
Sequenz enthélt (Baldrige et al., 2001) (Abb. 5).

exorni axond exon1A exon2 exon3

Abb. 5: Struktur von Cx Genen. A: Allgemeine Genstruktur (u.a. Cx43), mit untrandlatiertem Exon 1,
Intron variabler Lange und kodierender Sequenz (graue Markierung) auf Exon 2; B: Genstruktur von
Cx45 mit untrandatierten Exons 1 und 2 und gesamter kodierender Sequenz auf Exon 3 (graue
Markierung) (modifiziert nach Sohl und Willecke 2004).

2.3.1.3.4 Expression

Die verschiedenen Subtypen der Cx zeigen eine sich Uberlappende, zellspezifische zeitliche
und réumliche Expression (Sohl und Willecke, 2003). Verschiedene Cx koénnen wiederum
unterschiedlich reguliert werden und das gleiche Cx (z.B. Cx43 oder Cx45) kann in
unterschiedlichen Zellen unterschiedlich reguliert sein (Bruzzone et al., 1996a). Die meisten
Gewebe exprimieren mehr as nur ein Mitglied der Cx-Familie und auch einzelne Zellen

konnen verschiedene Cx, z.B. Cx43 und Cx45, exprimieren (Bruzzone et al., 1996a,b).
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Die Cx-Expression kann sowohl auf transkriptionaler als auch auf posttranskriptionaler Ebene
zellspezifisch reguliert werden. Eine Verstarkung der Transkription erfolgt durch
verschiedene Stoffe, wie z.B. cCAMP, Glukokortikoide, Phorbolester, auf transkriptionaler
Ebene, wahrend auf posttranskriptionaler Ebene die mRNA Stabilitét verandert wird (Saez et
al., 2003). Zu den Faktoren, die die Cx-Genexpression beeinflussen gehdren verschiedene
Hormone, wie z.B. Geschlechtshormone und auch Glukokortikoide, auferdem cAMP,
Phorbolester, Retinoide, Carotinoide und Vitamin D (Mehta et a., 1992; Ren et al., 1994;
Trosko und Ruch, 1998; Saez et al., 2003).

Es kann vermutet werden, dass die zeitliche und raumliche Expression eines bestimmten Cx
in einer Zelle bzw. Zellpopulation des Korpers von einem spezifischen Genprogramm der
Zéelldifferenzierung gesteuert und koordiniert wird (Butterweck et al., 1994b; Grimmer et al.,
1999). Welche Cx wo und wann von einer Zelle exprimiert werden, hangt somit von ihrem
Entwicklungs- und Differenzierungszustand ab. Die Cx konnen daher als spezifische

Differenzierungsmarker verwendet werden (Krutovskikh et al., 2000).

Es gibt Cx, diein fast allen Organen bzw. Zellen der Korpers exprimiert werden. Hierzu zéhlt
Cx43. Es gibt jedoch auch andere Cx, wie Cx33, das bislang nur in Hoden von Méusen und
Ratten gefunden wurde. Derzeit sind zwanzig Mitglieder der Cx-Familie in der Maus bekannt
und im humanen Genom hat man bisher einundzwanzig verschiedene Cx-Gene mit einem
Molekulargewicht von 25 bis 57 kDa identifiziert (Sohl und Willecke, 2003). In der Genbank
findet man bei der Spezies Hund funf Cx (Cx26, Cx36, Cx40, Cx43, Cx45) (Cruciani und
Mikalsen, 2005). Beim Hund wurden bisher vor allem, Cx26, Cx40, Cx43 und Cx45 in
verschiedenen Organen, auf%er Hoden, auf mRNA und Proteinebene untersucht (Kanter et al.,
1993; Kwong et al., 1998; Torres et al., 2005; Gotoh et al. 2006).

2.3.1.3.5 Connexin(Cx)43

Das hisher am haufigsten vorkommende Cx in Saugetieren ist Cx43. Es ist bekannt, dass
Cx43 in wenigstens 35 verschiedenen Geweben und somit Uber 35 Zelltypen, wie z.B.
Kardiomyozyten, Keratinozyten, Astrozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Leydig
Zellen und Sertoli Zellen verschiedener Spezies, exprimiert wird (Laird, 2006). Das Cx43-
Protein wurde im Jahr 1987 zum ersten Mal von Beyer et a. in Herzmuskelzellen der Ratte
beschrieben. In caninen Geweben konnte Cx43 bisher in Herzmuskelzellen (Kanter et al.,
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1993), in Muskelzellen des Gastroinestinaltraktes (Wang und Daniel, 2001), in Epithelzellen
und mesenchymalen Zellen normaler und neoplastischer Milchdriise (Torres et a., 2005;
Gotoh et al., 2006) und in Thekazellen, Granulosazellen und Corona radiata-Zellen von
Sekundarfollikeln des Ovars (Willingham-Rocky et al., 2007) detektiert werden.

2.3.1.3.6 Connexin(Cx)45

Cx45 wurde bisher im Vergleich zu Cx43 in weniger Studien untersucht. Es konnte auf
Proteinebene in verschiedenen Geweben von Nagern, wie Glomeruli und Tubuli der
Maéauseniere (Butterweck et a., 1994a), in Zellen des Stratum basale der Haut der
embryonalen Maus (Butterweck et a., 1994b), einer Osteoblasten-Zelllinie der Ratte
(Steinberg et a., 1994), Granulosazellen des Rattenovars (Okuma et al., 1996),
Oligodendrozyten der Ratte (Kunzelmann et a., 1997), in Zellen des tiefen Muskelplexus des
Rattendiinndarms (Nakamura et al., 1998), in Motoneuronen des Rattenriickenmarks (Chang,
1999), embryonalen und adulten Kardiomyozyten von Nagern (Alcoléa et al., 1999; Coppen
et al., 1998; Coppen et al., 1999) und in Gefél3endothelzellen der Maus (Krlger et al., 2000)
detektiert werden. Untersuchungen auf mRNA-Ebene zeigten, dass im Vergleich zu adultem
Gewebe der mMRNA-Gehalt in korrespondierendem embryonalen Gewebe ca. 40fach héher ist
(Hennemann et al., 1992). Cx45 konnte auf Proteinebene bei Hunden bisher in
Herzmuskelzellen (Kanter et al., 1992; Kanter et al., 1993), in Schrittmacherzellen des
Sinusknotens (Kwong et a., 1998) und in Zellen des tiefen Muskelplexus des DUnndarms
(Nakamuraet al., 1998; Wang und Daniel, 2001) lokalisiert werden.

2.3.1.4 Lebenszyklusder GJ

Die Bildung eines GJ-Kanals setzt sich aus mehreren Einzelschritten zusammen. (Abb. 6;
Schritte 1-5) (Kumar und Gilula, 1996, Bruzzone et al., 1996a,b; Laird, 1996).
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Zellmembran
=

1=Cennexin-Synthese

S R . 2:O.hgom eri.51 erung

= T = R 3=FEinfilgen in Zellmembran
- 4=GTBildung

S=AbbauInternalisterung
von GJ

Abb. 6: Darstellung der verschiedenen Einzelschritte bel Bildung und Abbau von GJ-Kanden
(modifiziert nach Bruzzone et al., 1996b).

Cx werden als Monomere von Ribosomen synthetisiert, die an das ER gebunden sind (1 = Cx-
Synthese). Im ER bilden die Cx ihre korrekte Struktur aus (Evans, 1994). Die
Zusammenlagerung von sechs Cx zu einem Connexon (2 = Oligomerisierung) erfolgt im
Gegensatz zu den meisten anderen integralen Membranproteinen nicht im ER, sondern findet
erst im trans-Golgi-Netzwerk statt (Musil und Goodenough, 1993). Der Transport der
gebildeten Connexone zur Zellmembran erfolgt wahrscheinlich Gber vom trans-Golgi-
Netzwerk abgeschnirte Vesikel. Eine weitere Route des Transportes vom ER direkt zur
Zellmembran scheint in einigen Zelltypen fir Cx26 zu existieren. Die Oligomerisierung
erfolgt in diesem Fall auf dem Weg zwischen ER und Zellmembran (Evans und Martin,
2002). Bei Ankunft der Connexone in der Plasmamembran (3 = Einfigen in die
Zellmembran), bilden sie zunéachst einen Pool frei diffundierender Halbkanéle, die in einen
GJPlague einwandern und sich mit einem Halbkanal benachbarter Zellen zu einem
funktionsfahigen GJ-Kandl verbinden kdnnen (4 = GJ-Bildung). Dies geschieht durch die
Ausbildung von nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen den extrazelluldren Schleifen
der beteiligten Cx (Manjunath et a., 1984; Unger et a., 1999). Zelladhasionsmolekile spielen
in diesem Prozess eine wichtige Rolle (Kanno et a., 1984; Musil et al., 1990). Zum Zeitpunkt
des Einbaus der Connexone in die Plasmamembran sind diese geschlossen, um den Verlust
von intrazellul&ren Stoffen sowie den unkontrollierten Eintritt von extrazelluléren Stoffen zu
verhindern (Musil und Goodenough, 1991, 1993; Trosko und Ruch, 1998).
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GJ-Plagues unterliegen einem dynamischen Umbau, wobei , verbrauchte® Kanédle z.B. tber
Vesikel aus dem Plague entnommen und dem Abbau zugefihrt werden kdnnen (Laird, 1996).
Larsen und Mitarbeiter (1979) konnten als erste annulére GJ beobachten. Dabei handelt es
sich um intrazellulare Strukturen, die von einer Doppelmembran umgeben sind. Es wurde
angenommen, dass annuldre GJ Zwischenstufen einer Internaliserung der GJ durch
Endozytose und der anschlieffenden Verdauung durch Lysosomen darstellen (Larsen et al.,
1979; Bennett et al., 1991). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Moglichkeit lysosomalen Abbaus ohne eine Beteiligung von annuléren GJ besteht (Jordan et
al., 2001). Weitere Untersuchungen konnten eine Beteiligung von Proteasomen als

alternativen Abbauweg von Cx43 nachweisen (Laing und Beyer, 1995).

Mit der Ausnahme von Cx26 handelt es sich bel allen bekannten Cx um Phosphoproteine. Die
Phosphorylierung der Cx an ihrem C-terminalen Ende ist ein wichtiger Bestandteil der
Regulation des Auf- und Abbaus von GJ (Saez et a., 2003; Bruzzone et al., 1996a), der
Kommunikation Gber GJ Kanédle wahrend bestimmter Stadien des Zellzyklus, der Regulation
des Lebenszyklus der Cx und spielt eine Rolle bel der Verbindung funktionierender GJ
Kande (Solan und Lampe; 2005). Zudem ist bekannt, dass die Phosphorylierung die
interzelluldre Kommunikation Uber GJ beeinflussen kann (Berthoud et al., 1993; Saez et al.,
1993).

Die Phosphorylierung von Cx43 findet hauptsachlich vor dessen Eintritt in die Zellmembran
statt. Dartber hinaus ist sie mit der Verschmelzung von Connexonen zu GJ-Plaques in
Verbindung zu bringen (Musil und Goodenough, 1991). Gewebe- und zellspezifische
Phosphorylierungsmuster von Cx43 lassen sich mit Hilfe von Western Blots durch Detektion
zusétzlicher Banden nachweisen (Kadle et al., 1991; Musil und Goodenough, 1991; Laird et
al., 1995). Weitere Studien haben gezeigt, dass auch Cx43 und Cx45 GJKandle durch
Phosphorylierung moduliert werden kénnen (Hertlein et al., 1998; van Veen et al., 2000).

2.3.1.5 Offnungszustand der GJ-Kanale

Der Offnungszustand bzw. die Offnungswahrscheinlichkeit eines GJ-Kanals kann durch
verschiedene Parameter beeinflusst werden (Bruzzone et al., 1996a). GJ-Kanéde kdnnen z.B.
durch lonen reguliert werden, firr die sie permeabel sind, so z.B. Ca?*, Na" und H*. Zu hohe
intrazelluldre Kalziumkonzentrationen (iber 10° mol/l) kénnen zu einer Entkopplung der
Zellen fuhren (Loewenstein, 1981; Kumar und Gilula, 1996). Die Erniedrigung des
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intrazelluldren pH-Wertes kann zu einem Verschluss der GJ-Kanéle fuhren (Saez et al., 1990;
Bruzzone et a., 1996a) und viele Zweitbotenstoffe wie z.B. CAMP, 1P3 und DAG kdnnen
Einfluss auf die interzelluldre Kommunikation durch eine Verdnderung der
Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals nehmen. Diese Regulation erfolgt zumeist iber die
Phosphorylierung einzelner Cx-Proteine durch verschiedene Proteinkinasen, die
entsprechende Abschnitte bzw. Aminosduren im C-Terminus phosphorylieren kénnen. Dabei
gibt es jedoch erhebliche Spezies- und Gewebeunterschiede sowie Unterschiede je nach Cx-
Isoform, sodass durch diese Stoffe die Kopplung sowohl gesteigert als auch verringert werden
kann (Bennett et al., 1991; Bruzzone et a., 1996a,b; Dhein, 1998).

Als Mechanismus fiir die Regulation der GJ-Kanae durch Offnen und Schlief3en werden zwei
Modelle diskutiert. Nach dem Rotationsmodell soll eine Drehung der Connexone bzw. der
dritten Transmembrandoméne zu einer Anderung des Neigungswinkels der Cx fiihren, wobei
die Kanapore verschlossen wird (Abb. 7) (Unwin und Zampighi, 1980; Unwin und Ennis,
1983).

offen geschlossen . 6 Cx =1 Connexon

Extrazellulir

Intrazellular

Abb. 7: Modell eines Connexons und Regulation des Offnungszustandes nach dem Rotationsmodell
(modifiziert nach Kandel et al., 1995)

Das zweite ,, Ball-an-der-K ette”-Modell beinhaltet den Verschluss der Kanalpore durch den C-
Terminus as ,Ball”, welcher an einer flexiblen Verbindungsdoméane, as Kette bezeichnet,
befestigt, mit der zytoplasmatischen Schleife interagiert und so die Kanalpore wie en
Flaschenkorken verschliefst (Ek et al., 1994; Ek-Vitorin, 1996; Calero et al., 1998). Beide
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Modelle zur Regulation des Offnungszustandes eines GJ-Kanals konnen nebeneinander
realisiert werden (Barrio et al., 1997).

2.3.1.6 ,Knock-out* und ,knock-in“ Méause

In den letzten Jahren sind verschiedene Cx-,knock-out*-Mause generiert worden, was
verschiedene Stérungen bzw. pathologische Zustande bel diesen Tieren zur Folge hatte
(Yamasaki et al., 1999; Willecke et a., 2002). Eine der ersten Cx-, knock-out”“-Mause bzw.
Mausmutanten war die Cx43-,knock-out“-Maus. Homozygot Cx43-defiziente (-/-) Méause
entwickelten sich bis zur Geburt normal, verstarben jedoch unmittelbar post partum. Als
Ursache wurde eine Herzmi3bildung festgestellt, die zur Blockierung der Pulmonalarterie und
somit zum fehlenden pulmonaen Gasaustausch fuhrte (Reaume et al., 1995). Histologische
Untersuchungen an fetalen Hoden homozygoter Cx43-defizienter Mause haben ergeben, dass
das Fehlen von Cx43 in dieser frihen Phase der Gonadenentwicklung zu Stérungen der
Migration und Proliferation der primordialen Keimzellen fuhrt. Diese Tiere zeigen, verglichen
mit heterozygot Cx43-defizienten M&usen (+/-) und mit Wildtyp-Tieren (+/+), sowohl en
vermindertes Hoden- und Korpergewicht als auch eine deutliche Reduktion der Keimzellzahl
ab Tag 11,5 post coitum. Somit scheint die Expression von Cx43 eine wichtige Rolle in der
fetalen Entwicklung der murinen Keimzellinie zu spielen und sein Fehlen zu Stérungen in
dieser frihen Phase der Hodenentwicklung beizutragen (Jungjaet al., 1999).

In zwel weiteren Studien wurde, zur Untersuchung der postnatalen Gonadenentwicklung und
zur Untersuchung der Leydig Zellfunktion, fetales Hodengewebe von Cx43-, knock-out®-
Mausen unter die Nierenkapsel adulter, normaler mannlicher und Kkastrierter Mause
transplantiert. (Roscoe et al., 2001, Kahiri et al., 2006). Fehlt die codierende Sequenz von
Cx43, so findet postnatal bzw. prépubertdr keine weitere Proliferation und/oder
Differenzierung der verbliebenen Keimzellen statt. In den transplantierten Hoden bzw.
Keimtubuli wurden histologisch 90 % weniger Keimzellen im Vergleich zu Hoden von
Wildtyp-Méusen und fast ausschlief3dich somatische Sertoli Zellen nachgewiesen. Aus diesen
Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Expression von Cx43 auch an der postnatalen
Entwicklung der murinen Keimzellinie beteiligt ist, bel der Initiierung der Spermatogenese
eine wichtige Rolle spielt und sein Fehlen als eine mogliche Ursache fir die Entstehung von
Spermatogenesestorungen, hier dem Sertoli cell only- (SCO) Syndrom, interpretiert werden
kann (Roscoe et a., 2001). Leydig Zellen, denen Cx43 fehlt, bleiben interzelluldr gekoppelt
und auch der Androgengehalt im Blutserum der Wirte mit Cx43-, knock-out”-Hodengewebe
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ist vergleichbar mit dem von Wirten, denen normales Hodengewebe von Wildtyp-Mausen
implantiert wurde. Obwohl Cx43 bisang das einzige bekannte Cx in Leydig Zellen ist,
scheint es nicht essentiell fur die Androgenproduktion zu sein und wird vielleicht durch ein
anderes Cx ersetzt (Kahiri et al., 2006).

Cx45-defekte Mause sterben hingegen bereits um den 10. Tag post coitum in der
embryonalen Phase der Tréachtigkeit an Herzversagen (Kumai et a., 2000). Es ist bekannt,
dass Cx45-mRNA und Cx45-Protein in Herzmuskelzellen bereits nach 8,5 Tagen post coitum,
vor der ersten Kontraktion, exprimiert wird und somit eine entscheidende Rolle bei der
embryonalen Herzentwicklung spielt und wahrscheinlich die ersten Kontraktionen des
Herzmuskels koordiniert. Cx43-Protein wird erst 10,5 Tage post coitum im embryonalen
Herzvorhof synthetisiert (Alcolea et al., 1999). Die Cx45-defekten Mausembryonen zeigten
Defekte in der Herz- und GefalRentwicklung (Kriiger et al., 2000; Kumai et al., 2000).

Ventrikuldre Kardiomyozyten exprimieren Cx43 und Cx45, wobei die Expression von Cx45
im adulten Herzen schwécher ist. Untersuchungen am Herzen von Cx43 ,, knock-out”-Mé&usen
zeigen, dass Cx45-Protein in diesem Gewebe nicht hochreguliert wird und somit nicht zur
Kompensation von Cx43-Protein beitrégt (Johnson et al., 2002).

Neuere Technologien beschéftigen sich mit konditionalen ,knock-outs’, auch as
gewebespezifisches Gene Targeting bezeichnet, bel denen Gene gezielt in Tellen eines
Organs, bestimmten Zelltypen oder Entwicklungsstadien ausgeschaltet oder inaktiviert
werden. Der konditionale , knock-out” ist praziser und erlaubt zellspezifische , knock-outs®
von Genen zu wichtigen und interessanten Zeitpunkten. Auferdem weisen konditionale
»Knock-out“-Méause im Vergleich zu generaisierten ,knock-out“-Mausen eine hohere
L ebenserwartung auf. So konnte in zwel Studien eine Sertoli Zell-spezifische Cx43 ,, knock-
out“-Maus generiert werden, der das Cx43 Gen in Sertoli Zellen fehlt (Brehm et al., 2007,
Sridharan et al., 2007). Die homozygoten Mause zeigen einen normalen Descensus testis und
normale Entwicklung des Urogenitaltraktes, doch die GrofRe und das Gewicht der Hoden sind
sehr viel geringer im Vergleich zu normalen und heterozygoten Mausen. Histologisch zeigt
sich das Bild von Arresten der Spermatogenese auf der Stufe der Spermatogonien und SCO-
Tubuli. Nur einige wenige Tubuli zeigen normale Spermatogenese. Cx43 scheint somit
essentiell fur die normale Hodenentwicklung und Spermatogenese zu sein (Brehm et al.,

2007). Die Sertoli Zell Proliferation in den homozygoten Mausen dauert langer an als in
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vergleichbaren Wildtypmausen und die terminale Differenzierung der Sertoli Zellen wird
verhindert, wie durch starke Thyroidhormon Rezeptor alpha Expression gezeigt werden
konnte. Thyroidhormon Rezeptor alphawird in proliferierenden Sertoli Zellen exprimiert und
ist ein sensitiver Indikator fur den Reifungsgrad dieser Zellen. Dies l&sst darauf schliefien,
dass Cx43 fur die normale Reifung von Sertoli Zellen von Bedeutung ist und deren
morphologische und funktionelle Differenzierung durch den Verlust von Cx43 nicht
stattfindet (Sridharan et al., 2007).

In verschiedenen , knock-in“-Mausmutanten wurde die kodierende Region von Cx43
entweder gegen die kodierende Region von Cx32 oder von Cx40 ausgetauscht. Mit Hilfe
dieser Tiere gelang es, Mause ohne Cx43-Gen postnatal am Leben zu erhalten und zu
untersuchen, ob die Funktion eines Cx (Cx43) durch Expression anderer Cx (Cx32 oder
Cx40) kompensiert werden kann. Beide Mausmutanten sind zwar lebensfahig, aber nicht
fertil. Auch diese Tiere zeigten ein vermindertes Hodengewicht und histologisch ein SCO-
Syndrom. Eine Reduktion der Keimzellzahl konnte bis zum Tag 14,5 post coitum
zurlckverfolgt werden. Die Hoden adulter Wildtyp-Bdcke und die Hoden der mannlichen
Tiere der heterozygoten Mauslinien zeigten hingegen keine histologischen Veranderungen.
Diese Tiere waren fertil. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass Cx43 im Hoden
eine besondere Funktion besitzt. Es spielt wohl bereits mit Beginn der Hodenentwicklung
eine wichtige Rolle und kann als Bestandteil intratubulérer GJ-Kande durch Cx32 oder Cx40
nicht vollsténdig ersetzt werden (Plum et al., 2000).

In einer weiteren Studie wurde die kodierende Region von Cx43 durch die kodierende Region
von Cx26 ersetzt. Nur 17 % der homozygoten Tiere wurden geboren und nur 6 % wurden
dlter als 21 Tage. Neonatale und adulte Cx26 knock-in M&use weisen eine verlangsamte
ventrikuldre Leitféhigkeit im Herzen auf. Die Jungtiere von heterozygoten Cx26 knock-in
Muttern zeigten eine hohe postnatale Mortalitét. Die Ursache dafir lag in einer
unzureichenden Erndhrung aufgrund einer gestdrten Milchdrisenfunktion wahrend der
Laktation. Zudem sind die homozygoten ménnlichen und weiblichen Tiere infertil und die
Geschlechtsorgane hypotroph. Histologisch zeigt sich im Hoden das Bild von entwickelten
Samenkandlchen mit Spermatogonien und wenigen primédren Spermatozyten. Weliter
entwickelte Spermatogenesestadien fehlen. Viele Tubuli enthielten nur Sertoli Zellen. Daraus
wurde geschlossen, dass Cx26 funktionell also nur teilweise Cx43 im Mausegenom ersetzen
kann (Winterhager et a., 2007).
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2.3.1.7 Funktionen von GJ-Kanden

GJKandle erlauben die elektrische und metabolische Kopplung von Zellen miteinander
(Loewenstein, 1981; Bennett et a., 1991). Sie sind fur die meisten niedermolekularen
Metabolite und Signamolekile permeabel. Physiologisch wirksame Substanzen bis 1000Da,
wie verschiedene lonen (Na“, K*, etc), Aminosiuren, Zucker, Nucleotide und sekundére
Botenstoffe wie CAMP und C&* aber auch Karzinogene und Morphogene kénnen passiv tiber
GJKande direkt von einer Zelle in die néchste gelangen (Loewenstein, 1966, 1981, 1987,
Caveney, 1985; Trosko und Ruch, 1998; Willecke et al., 2002). Da bestimmte Gewebe bzw.
bestimmte Zellen nur bestimmte Cx exprimieren, ergibt sich hieraus die Moéglichkeit, dass
bestimmte Zellen und Gewebe miteinander funktionsféhige GJ aushilden konnen, andere aber
nicht (White et a., 1994; Bruzzone et a., 1996a).

Zu den ersten Funktionen, die der interzelluldren Kommunikation durch GJ zugeschrieben
wurden, gehdrte neben der Steuerung des Zellwachstums, die Kontaktinhibition bzw.
Kontakthemmung und die Kontrolle der Zelldifferenzierung durch Austausch von
Botenstoffen, die fir die Differenzierung der Zellen von Bedeutung sind (Stoker et a., 1966;
Loewenstein und Kanno, 1966; Stoker, 1967; Loewenstein, 1979; Budunova, 1994). Es wird
seitdem vermutet, dass den GJ eine proliferationsbeendende Wirkung zukommt, in dem sie
den Vorgang der sogenannten Kontakthemmung steuern. Dabei stellen normale Zellen, sobald
sie sich gegenseitig berthren, ihre proliferative Tatigkeit ein. Dementsprechend ist es
denkbar, dass eine vorUbergehende Auflosung der Zellkontakte als Voraussetzung fir

Proliferationsvorgange gedeutet werden kann.

Die molekulare Kommunikation Uber GJ-Kanéde spielt somit eine Rolle bei der Regulation
der Zdldifferenzierung, der Wachstumskontrolle, der Zellproliferation, der Erhatung der
Gewebshomoostase (Bruzzone et a., 1996a,b; Krutovskikh und Yamasaki, 1997), aber auch
bei der Tumorgenese und der onkogenen Transformation von Zellen (Yamasaki, 1990;
Bennett et al., 1991; Bruzzone et al., 1996a,b; Trosko und Ruch, 1998). Weiterhin reguliert,
steuert und koordiniert sie die Antwort terminal differenzierter Zellen eines Zellverbandes auf

externe Stimuli wie z.B. Hormone (Budunova, 1994; Trosko und Ruch, 1998).
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2.3.1.8 GJ, Cx und Tumor

Die Anzahl von GJ, die Cx-Expression und die Zell-Zell-Kontakte sind bereits in vielen
neoplastischen Zellen und Tumoren untersucht worden. Es konnte festgestellt werden, dass in
der Mehrzahl dieser Falle tumorGs veranderte Zellen weniger GJ besitzen, weniger Cx
exprimieren und Uber eine reduzierte ( z.B. SV-40 transformierte humane Zelllinien) oder gar
keine interzelluldre Kommunikation (z.B. Morriss und Novikoff's transplantierte
Lebertumoren bei der Ratte) Uber diesen Zellverbindungstyp verfiigen (Loewenstein und
Kanno, 1966; Corsaro und Migeon, 1977; Loewenstein, 1981; Dhein 1998; Trosko und Ruch,
1998; Yamasaki et al., 1999). Nur wenige Studien beschreiben, dass neoplastische Zellen im
Vergleich zu normaen Zellen unverédndert interzelluldre Kommunikation (z.B. humanes
follikuléres Adenom der Schilddriise) aufweisen, die gleiche Anzahl oder sogar vermehrt Gap
junction Kande bilden und Zell-zu-Zell-Kopplung besteht (Jamakosmanovic und
Loewenstein, 1968; Loewenstein, 1979; Yamasaki, 1990). So konnte in wenigen humanen
neoplastischen Geweben, wie im hepatozelluléren Karzinom, im mammaéren Fibroadenom
und Karzinom und im Prostatakarzinom, Cx43-Protein sowohl teillweise nur
intrazytoplasmatisch als auch membranstandig noch detektiert werden (Wilgenbus et al.,
1992, Jamieson et al., 1998).

Im Gegensatz dazu zeigten Loewenstein und Kanno bereits 1966, dass Krebszellen nicht
kommunizieren bzw. eine reduzierte oder veradnderte interzelluldre Kommunikation tber GJ
aufweisen. In Erweiterung dieser Studie wurde vorgeschlagen, dass neoplastisch
transformierte Zellen einer Population zun&chst untereinander und mit den umgebenden
normalen Zellen kommunizieren. Dies erlaubt die Erhaltung der normalen Wachstumsrate,
auch die der Tumorzellen (Loewenstein, 1979, 1990; Krutovskikh und Yamasaki, 1997,
Trosko und Ruch, 1998). Wenn diese Kommunikation in eéinem weiteren Schritt verloren geht
und keine GJKandle von den Tumorzellen mehr zur Umgebung existieren, fehlt die
Wachstumskontrolle und es kommt zu einem klonalen Wachstum der Tumorzellen. Dabeli
konnen die malignen Zellen unter Umsténden untereinander selektiv Uber andere Cx-
Isoformen, aber nicht mehr mit ihrer normalen Umgebung kommunizieren, so dass sie ein

eigenes Kompartiment bilden.

Viele Tumorpromotoren und einige Onkogene (z.B. src, ras) kdnnen zu einer Inhibition
zelluldrer Kommunikation fihren (z.B. Yamasaki, 1990; Budunova und Williams, 1994).
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Umgekehrt wurde gezeigt, dass eine Transfektion kommunikations-defizienter Zellinien mit
Cx43 zu einer reduzierten Proliferation fuhrt und die Zellen zu normalem Wachstum
zuriickkehren. Uberexpression von Cx in malignen nicht-kopplungsfahigen Zellinien fihrte
zu einer Wachstumskontrolle und zu einem Verlust der Tumorigenitdt (Mehta et al., 1991;
Eghbali et al., 1991; Rose et a., 1993; Mesnil et a., 1995). Weiterhin wurde festgestellt, dass
Retinoide, Carotinoide, Glukokortikoide oder Vitamin D, die fir eine Inhibition der
Kanzerogenese in vitro bekannt sind, auch die zellulare Kommunikation zwischen den Zellen
verbessern und den Gehalt an verschiedenen Cx, wie Cx43, erhohen (Mehta et al.,
1989;Y amasaki, 1996).

Diese Untersuchungen lieffen den Schluss zu, dass es sich bei Cx um eine Familie von
Tumorsuppressorgenen handelt und GJKandle eine tumorsupprimierende Funktion bzw.
Wirkung haben (Y amasaki, 1990; Lee et a., 1991, 1992; Budunova, 1994; Yamasaki et al.,
1999). Einen direkten Bewels fir diese Vermutung lieferten Versuche mit Cx32-, knock-out" -
Mausen. Cx32 ist hauptséchlich in normalem Lebergewebe lokalisiert. Cx32-defiziente
Mause entwickeln in viel htherem Male spontane oder chemisch induzierbare Lebertumore
als Wildtyp-Tiere (Temme et a., 1997).

Der Verlust der Kommunikation von Tumorzellen zur normalen Umgebung kann
verschiedene Ursachen haben. Er kann durch Schlief3en der GJ-Kandle (Klaunig und Ruch,
1990), durch Veranderungen der Cx-Expression auf RNA- und/oder Proteinebene (Holder et
al., 1993; Oyamada et a., 1994), durch verénderte Cx-Phosphorylierung, durch veradnderte
Lokalisation der GJKandle, durch veranderte intrazytoplasmatische oder perinukledre
Lokalisation der Cx (Omori et al., 1998), durch die Bildung inkompatibler Cx, durch
gestorten Transport der Connexone zur Zellmembran oder durch Veranderung der
Zelladhasionsmol ekile erfolgen (Y amasaki, 1991; Y amasaki et a., 1999).

Es gibt eine Vielzahl weiterer Studien, die sich mit dem Phdnomen der gestorten GJIC im
Zusammenhang mit der Tumorgenese beschéftigen und die oben genannten Ursachen
bestétigen (Krutovskikh et al., 1991; Lee et al., 1991; Neveu et a., 1994; Y amasaki und Naus,
1996; Omori et al., 1996 a,b; Krutovskikh und Y amasaki, 1997).

GJ bzw. Cx spielen in der Tumorgenese verschiedener Tumore eine wichtige Rolle. Es konnte

gezeigt werden, dass bei Aufhebung der Wachstumskontrolle durch die umgebenden
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normalen Zellen auf die Tumorzellen durch GJ-Kande die Expression des Tumors
voranschreitet (Murray und Fitzgerald, 1979; Klaunig und Ruch, 1990). Es wurden weiterhin
Hinweise gefunden, dass eine verminderte Kopplung mit einer erhdhten Aggressivitdt von
Tumoren einhergeht (Soroceanu et al., 2001). Man kann bei Tumorzellen davon ausgehen,
dass ein Verlust von Zelladhdsionsmolekilen und Zellkontakten mit einer gleichzeitigen
Dedifferenzierung fir einen Invasivitatsprogress der Zellen verantwortlich ist (Frixen et al.,
1991; Yamasaki, 1991). Verminderte GJKommunikation kann dazu fihren, dass isolierte
Zellen weniger inhibitorische Signale empfangen und eine unregulierte Zellteilung und
Differenzierung ausgel6st wird (Ruch, 1994). So konnten maligne Transformationen in der
Lunge und in der Leber mit einem Verlust der GJKommunikation in Verbindung gebracht
werden (Ruch et a., 1998; Trosko und Ruch, 1998).

Es muss auf jeden Fall erwdhnt werden, dass die Tumorgenese nicht generell bzw.
notwendigerweise mit einer Abnahme interzelluldrer Kommunikation verbunden ist.
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise TGF-f koénnen tumorférdernd wirken, ohne die
Kopplung zu beeinflussen (Abernethy et al., 1985; Boreiko et al., 1986; Hamel et al., 1988;
Budunova, 1994).

Obwohl also nicht ale Félle einer Tumorgenese mit einer Reduktion, einem Verlust oder
einer Verdnderung der interzelluldren Kommunikation Uber GJ-Kanéde einhergehen, scheint
dennoch im Allgemeinen die Reduktion der GJKommunikation zu einem Verlust an
Differenzierungskontrolle und zu aggressivem Tumorwachstum zu fuhren (Krutovskikh und
Y amasaki, 1997; Dhein,1998).

2.3.2 GJund Cx im Hoden

2.3.2.1 GJund Cx im Hoden mit normaler Spermatogenese

In Hodengewebe von Maus, Ratte, Meerschweinchen, Hamster, Nerz, Hund und Primat incl.
Mensch, konnten GJ-Kandle ultrastrukturell zwischen den verschiedenen Zellpopulationen
(Sertoli Zellen, Keimzellen, Leydig Zellen) nachgewiesen werden. AulRerdem wurde die
zeitliche, raumliche und zellspezifische Expression unterschiedlicher Cx auf Proteinebene
(IHC und WB) und auf RNA-Ebene (RT-PCR, NB und In-situ-Hybridisierung (ISH)) in

verschiedenen Studien untersucht.
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Adulte, terminal differenzierte Sertoli Zellen der untersuchten Spezies bilden GJvor alem im
basalen Bereich des Keimepithels aus. Dabei stehen sie mit den Keimzellen des basalen
Kompartiments (Spermatogonien und priméren Spermatozyten) und mit benachbarten Sertoli
Zellen Uber den sogenannten , Sertoli-Sertoli-junctional-Komplex® in Kontakt (Abb.8).
Keimzellen ist es nicht moglich untereinander GJ auszubilden, da sie allseitig von lappen- und
fingerformigen Fortsétzen der Sertoli Zellen umgeben sind (Risley, 2000).

2.3.2.1.1 Zellspezifische Expression

Ultrastrukturelle Studien finden GJ-Kanéle in normalem Hodengewebe intratubul & zwischen
Sertoli Zellen (Dym und Fawcett 1970; Gilula et a., 1976; Connell, 1976; Bigliardi und
Vegni-Taluri, 1977, Connell, 1978; Connell, 1980; Schleiermacher, 1980; Camatini et al.,
1982ab; Pelletier und Friend, 1983; Russell und Peterson, 1985; Vignon et a., 1987,
Pelletier, 1988; Pelletier und Byers, 1992; Risley et al., 1992; Pelletier, 1995; Tan et a., 1996)
sowie zwischen Sertoli Zellen und Keimzellen (Russell, 1977, McGinley et al., 1979;
Schleiermacher, 1980; Pelletier und Friend, 1983; Russell et al., 1983; Russell und Peterson,
1985; Pelletier, 1988; Pelletier und Byers, 1992).

Weiterhin finden ultrastrukturelle Studien GJ im Hoden zwischen interstitiellen Leydig Zellen
und zwischen peritubuldren Zellen (Nagano und Suzuki 1976b; Ridley et al., 1992; Tan et a
1996).
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Sertoli Zelle

Abb. 8: Verteilung von GJ (Pfeile) im Keimepithel bei normaler Spermatogenese (modifiziert nach
Pelletier und Byers, 1992)

2.3.2.1.2 Zeitliche Expression

Die zeitliche Expression von GJim Hoden ist speziesspezifisch.

Mensch:

GJ zwischen humanen Sertoli Zellen konnten bislang prapubertér nicht oder nur in geringer
Anzahl nachgewiesen werden (Furuya et al., 1978; Camatini et al., 1982a; Nista und
Paniagua, 1983).

Ratte und Maus:

GJ-Kanédle konnten intratubuldr zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und
Keimzellen in Hodengewebe adulter und prépubertdrer Ratten und Mause gefunden werden.
Préapubertére Tiere dieser beiden Spezies wiesen prinzipiell mehr GJ-Plaques auf als adulte
Tiere (Gilulaet a., 1976; Nagano und Suzuki, 1976a).
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M eerschweinchen und Nerz:

GJ zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und Keimzellen von Nerz und
Meerschweinchen konnten prdpubertér nicht oder nur in geringer Anzahl nachgewiesen
werden (Pelletier und Friend, 1983; Pelletier, 1988; Pelletier, 1995).

Hund:

Im normalen Hoden des Riiden gibt es bislang nur wenige ultrastrukturelle Arbeiten Gber das
Vorkommen und die Vertellung von GJ-Kandlen. GJ scheinen auch beim Hund erst mit
Beginn der Pubertét vermehrt im Bereich der Blut-Hoden-Schranke von adulten Sertoli Zellen
gebildet zu werden (Connell, 1976; Connell 1978; Connell, 1980).

2.3.2.1.3 Vertreter der Cx-Gen und Proteinfamilie im Hoden

Untersuchungen auf RNA-Ebene mittels RT-PCR, Northern Blot und In-situ Hybridisierung
haben gezeigt, dass adulte Sertoli Zellen der Ratte bzw. Maus mRNA folgender Cx enthalten:
Cx26, Cx31, Cx32, Cx33, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 und Cx46 (Batias et a., 1999; Ridley et
al., 1992; Risey, 2000; Defamie et al., 2001; Brehm et al., 2007).

Untersuchungen auf Proteinebene mittels IHC und/oder WB haben ergeben, dass adulte
Sertoli Zellen Cx26 (Maus, Ratte, Mensch), Cx32 (Maus, Ratte), Cx33 (Ratte) und Cx43
(Maus, Ratte, Meerschweinchen, Nerz, Mensch, murine Zellkultur, Mensch) exprimieren
konnen (Risley et al., 1992; Pelletier 1995; Tan et al., 1996; Lablack et al., 1998; Batias et d,
1999; Steger et a., 1999a; Batias et al., 2000; Bravo-Moreno et al., 2001; Perez-Armendariz
et a., 2001; Defamie et a., 2001; Brehm et a., 2002; Decrouy et al., 2004; Fiorini et al.,
2004; Fischer et al., 2005; Brehm et al., 2006b). Keimzellen (Spermatogonien und primére
Spermatozyten) sind immunopositiv fur Cx31 (Mok et al., 1999) und Cx43 (Batias et al.,
1999; Batias et al., 2000; Bravo-Moreno et al., 2001; Perez-Armendariz et al., 2001; Brehm et
al., 2006a). Leydig Zellen scheinen ausschliefdlich Cx43 zu synthetisieren (Risley et a., 1992;
Perez-Armendariz et al., 1994; Pelletier 1995; Tan et al 1996; Batias et al., 1999, 2000; Steger
et a., 1999a; You et al., 2000; Bravo-Moreno et a., 2001; Perez-Armendariz et al., 2001,
Brehm et al., 2002; Brehm et al., 2006b). Cx43 wurde aulRerdem mittels Immunfluoreszenz in
peritubuldren Zellen adulter Ratten detektiert (Risley et al., 1992).

Zum Vorkommen von verschiedenen Cx auf Proteinebene im adulten caninen Hoden gibt es
bisher keine Studien.
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2.3.2.2 GJ, Cx und ihre Funktion im Hoden

Im Hoden spielt die Kommunikation Uber GJKandle zwischen den verschiedenen
Zellpopulationen neben parakriner und endokriner Kommunikation eine grof3e Rolle. Diese
Kommunikationswege konnen unabhéngig voneinander sein, sich aber auch gegenseitig
beeinflussen oder regulieren (Jegou, 1993; Byers et al., 1993; Griswold, 1995; Risley, 2000).
GJ und Cx im Keimepithel bilden die Grundlage der direkten Zell-Zell-Interaktion bzw. -
Kommunikation zwischen Sertoli Zellen und/oder Keimzellen, sie spielen bei der Regulation
der terminalen Differenzierung der Sertoli Zellen und bel der Differenzierung und
Proliferation von Keimzellen eine Rolle und sind somit entscheidend an der Regulation der
Spermatogenese beteiligt (Risley et al., 1992; Jegou, 1993; Griswold, 1995; Risley, 2000;
Risley et a., 2002). Daruber hinaus gewahrleisten GJ den selektiven Austausch von
Nahrstoffen, lonen oder kleineren Molekilen, die fur die Entwicklung und Differenzierung
der Zellen des Keimepithels essentiell sind. Sie stellen somit die metabolische Kopplung
zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und Keimzellen sicher. GJ leiten
wahrscheinlich hormonelle Stimuli Uber sekundére Botenstoffe an die rezeptordefizienten
Keimzellen weiter und erlauben einen synchronen bzw. asynchronen Ablauf der
Spermatogenese (Enders, 1993; Ridley et a., 2002).

2.3.2.3 Cx43imHoden

Bisherige Studien berichteten tGber das VVorkommen von Cx43 in normalen Tubuli seminiferi
von adulten Méannern (Steger et a.,1999a; Brehm et al., 2002; Defamie et al., 2003; Brehm et
a., 2006a, b), Mausen (Risley et al., 1992; Perez-Armendariz et al., 1994; Batias et al., 1999,
Batias et al., 2000; Bravo-Moreno et al., 2001; Brehm et al., 2007), Ratten (Kadle et a., 1991;
Risley et a., 1992; Decrouy et a., 2004), Meerschweinchen und Nerzen (Pelletier, 1995) und
Pferden (Hgmej et a., 2007).

Die intratubul &re Expression und Lokalisation des GJ-Proteins Cx43 zwischen Sertoli Zellen
bzw. zwischen Sertoli Zellen und den Keimzellen des basalen Kompartiments ist vom
Entwicklungszustand des Hodens (prapubertér oder adult) sowie vom jeweiligen Stadium der
Spermatogenese abhéngig (Risley et a., 1992, Pelletier, 1995; Tan et a., 1996; Batias et al.,
1999; Steger et al., 1999a; Batias et a., 2000). Die Lokalisation der Immunreaktion von Cx43

im adulten Keimepithel ist in den verschiedenen Spezies vergleichbar.
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Mensch

Die Expression von Cx43 bel Mannern mit histologisch normaler Spermatogenese zeigt
folgendes Verteilungsmuster: Im Keimtubulus findet sich eine immunopositive Reaktion im
basaden Drittel des Keimepithels oberhalb der Spermatogonien, unterhalb der priméaren
Spermatozyten sowie zwischen benachbarten Sertoli Zellen entlang des , Sertoli-Sertoli-
junctional-Komplex (Steger et al., 1999a; Brehm et a., 2002; Brehm et a., 2006b). Die
interstitiellen Leydig Zellen sind deutlich immunopositiv fir Cx43 (Steger et al., 1999a).
Durchgefiihrte ISH ergaben ein starkes Signal fir Cx43 mRNA im Zytoplasma von Sertoli
Zellen, Spermatogonien und priméren Spermatozyten, entsprechend der Lokalisation des
Proteins (Brehm et a., 2006b).

Ratte und Maus

Cx43 Immunreaktionen konnten innerhalb des Keimepithels bereits mit Beginn der
Trachtigkeit in fetalen Hoden gefunden werden und scheinen bereits in dieser Phase der
Hodenentwicklung eine Rolle zu spielen (Risley et a., 1992; Bravo-Moreno et a., 2001;
Perez-Armendariz et al., 2001). Mit dem Beginn der Spermatogenese, mit Bildung der
funktionellen Blut-Hoden-Schranke und mit der terminalen Differenzierung der somatischen
Sertoli Zellen konnte eine Reduzierung der GJ-Anzahl, eine Anderung ihrer Form, von oval
zu linear, und vor allem eine Redistribution vom adluminalen in das basale Kompartiment des
Keimtubulus in den Bereich des , Sertoli-Sertoli-junctional-Komplex* festgestellt werden
(Gilulaet al., 1976; Nagano und Suzuki, 1976a; Risley et al., 1992; Batias et al., 2000; Bravo-
Moreno et al., 2001; Perez-Armendariz et a., 2001). Im Keimepithel der Maus beispielsweise
kommt es prapubertér zu dem beschriebenen Wechsel der raumlichen Expression von Cx43.
Am dritten Tag nach der Geburt ist noch eine deutliche Immunreaktion im adluminalen
Kompartiment bzw. im apikalen Bereich des Keimtubulus erkennbar. Die Lokalisation der
Immunreaktion ,wandert® in den folgenden Tagen stetig in Richtung Basalmembran und
erreicht nach etwa drei Wochen ihre finale, basolaterale Lokalisation. Mit Beginn der
Spermatogenese sind im Hoden der Maus GJ-Kandle, die Cx43 enthalten, ausschliefdlich im
Bereich der Blut-Hoden Schranke nachweisbar (Bravo-Moreno et a., 2001). Cx43 kann in
diesen Tierarten, wenn es im ,Sertoli-Sertoli-junctional-Komplex* angekommen und
integriert ist, als Marker fur die terminale Differenzierung adulter Sertoli Zellen angesehen
werden.

Durchgefiihrte ISH an adulten Hoden dieser Nager ergaben in verschiedenen Zellen des

basalen Kompartiments ene stadienspezifische Cx43-Expression, entsprechend der
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Lokalisation des Cx43-Proteins. Das stérkste Signal bzw. die grofite Menge an Cx43-mRNA
konnte im Zytoplasma der Sertoli Zellen detektiert werden, gefolgt von einer schwécheren
Reaktion in Spermatogonien und in primdren Spermatozyten. Das Zytoplasma der
interstitiellen Leydig Zellen war ebenfalls deutlich immunopositiv (Batias et al., 2000; Brehm
et al., 2007).

Diese Ergebnisse belegen, dass auch die basal gelegenen Keimzellen in der Lage sind, Cx43-
GJKande mit benachbarten Sertoli Zellen auszubilden. Kombiniert man die Ergebnisse der
stadienspezifischen Cx43-Expression auf RNA- und Proteinebene bel Ratte und Maus, so
konnte festgestellt werden, dass zwischen beiden eine direkte Korrelation besteht. In den
Stadien der Spermatogenese, in denen die grofite Menge an Cx43-mRNA nachweisbar war,
wurde die starkste Immunreaktion zwischen Sertoli Zellen und/oder zwischen Sertoli Zellen
und Keimzellen fur das Cx43-Protein gefunden. In den Stadien, in denen weniger oder keine
MRNA exprimiert wurde, konnte entsprechend weniger oder kein Protein mehr nachgewiesen
werden. Die Regulation der Cx43-Expression in Sertoli Zellen und Keimzellen
(Spermatogonien und primére Spermatozyten) von Ratte und Maus scheint daher auf
transkriptionaler Ebene stattzufinden (Batias et al., 2000).

M eerschweinchen und Nerz

Das GJProtein Cx43 wird im Keimepithel von Meerschweinchen und Nerz von Sertoli
Zellen erstmals mit Beginn der Spermatogenese und mit Bildung der funktionellen Blut-
Hoden-Schranke exprimiert und kann in  diesen Tierarten as pubertarer
Differenzierungsmarker der Sertoli Zelle verwendet werden (Pelletier, 1995).

Pferd

Cx43-Protein ist im Hoden des adulten Hengstes mit normaler Spermatogenese hauptséchlich
im basalen Kompartiment zwischen Sertoli Zellen und Sertoli Zellen und Keimzellen
lokalisiert. Im Gegensatz zum humanen Hoden konnte ebenfals eine Immunreaktion im
adluminalen Kompartiment zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und runden
und elongierten Spermatiden detektiert werden. Interstitielle Leydig Zellen des Hengstes sind
deutlich immunopositiv fir Cx43 (Heimej et al., 2007).

Hund

Uber das Vorkommen und die Lokalisation von Cx43 Protein in normalen Tubuli seminiferi
des adulten Hundes gibt es bisher keine Studien. Wenige ultrastrukturelle Arbeiten
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beschreiben das Vorkommen von vereinzelten Gap junctions im Hoden des prépubertéren
Hundes und gelegentlich Gap junction plagues im Bereich der Blut-Hoden-Schranke
(Connell, 1976; Connell 1978; Connell 1980).

In den Spezies, in denen Cx43 erstmals mit Beginn der Spermatogenese im Bereich der Blut-
Hoden-Schranke und zeitgleich mit deren Bildung exprimiert wird, wird diesem GJ-Protein
eine regulierende und koordinierende Rolle beim stadienspezifischen Auf- und Abbau dieser
Barriere zugesprochen (Pelletier, 1995). Aul3erdem scheint die Cx43 Expression in Sertoli
Zéllen fur die normale testikuldre Entwicklung und Spermatogenese erforderlich zu sein
(Brehm et al., 2007). Die Expression von Cx43 zwischen interstitiellen Leydig Zellen erreicht
ihr Maximum nach der Puberté. Der Kommunikation Uber GJKandle wird in dieser
Zéellpopulation eine Rolle in der Regulation und Kontrolle der Hormonsynthese zugesprochen
(Risley et a., 1992; Perez-Armendariz et al., 1994).

2.3.24 Cx45im Hoden

Es existieren bisher nur wenige Studien Uber Cx45 im Hoden. Eine Arbeit beschaftigt sich mit
dem mRNA-Expressionsmuster von insgesamt 11 verschiedenen Cx, unter anderem Cx45, in
normalen fetalen Gonaden und in in der Entwicklung gestorten fetalen Gonaden der Maus
(Jungja, 2003). Dafur wurden die Gonaden von Wildtyp-Méausen, heterozygoten fetalen Cx43-
»Knock-out“-Mausen und homozygoten Cx43-,knock-out“-M&usen mit in der Entwicklung
gestorten Gonaden jeweils 17,5 Tage post coitum untersucht. Cx45-mRNA konnte mittels
RT-PCR in fetalen Hoden von allen drel untersuchten Genotypen detektiert werden. In den
Hoden der homozygoten Cx43-,knock-out*-Mause wurde auf3er Cx45-mRNA nur noch
MRNA von drei weiteren Cx (Cx26, Cx37, Cx40) gefunden (Juneja, 2003). In einer weiteren
Studie wurde die mRNA-Expression von 11 verschiedenen Cx in aufgereinigten Tubuli
seminiferi, isolierten Sertoli Zellen, peritubuldren Zellen und Keimzellen von Ratten mittels
RT-PCR untersucht. Cx45-mRNA wird in Tubuli seminiferi von 6 Tage alten, 15 Tage aten
und adulten Ratten und in Sertoli Zellen, peritubul&ren Zellen, pachytanen Spermatozyten und
runden Spermatiden von 20 Tage alten Ratten exprimiert (Risley, 2000). Im Hoden von
Wildtyp-Mausen konnte Cx45-mRNA mittels RT-PCR detektiert werden, wohingegen in
Hoden von W/W" mutierten Mé&usen, denen jegliche Keimzellen fehlen, keine Cx45-mRNA
mehr detektiert werden konnte, was fur eine keimzellspezifische Cx45-Expression im Hoden
interpretiert wurde (Lee et al., 2006).
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2.3.25 GJund Cx im Hoden bei Stérungen der Spermatogenese

Das Vorkommen von GJKandlen und Cx43 im Hodengewebe unter pathologischen
Bedingungen wurde bisher in verschiedenen Studien ultrastrukturell, auf Protein- und/oder
MRNA-Ebene untersucht. Dabei konnte eine Verénderung, eine Reduktion oder ein Verlust
der Cx43-Expression in verschiedenen Spezies mit mannlicher Infertilitét in Verbindung
gebracht werden (Wilgenbus et al., 1992; Steger et al., 1999a; Batias et al., 1999; Jungjaet al.,
1999; Batias et al., 2000; Roscoe et al., 2001; Brehm et al., 2002; Risley et a., 2002; Defamie
et al., 2003; Roger et a. 2004; Brehm et a., 2006a,b; Brehm et al., 2007; Sridharan et al.,
2007; Winterhager et al., 2007).

2.3.25.1 Mensch

In Hodengewebeproben von infertilen, azoospermen bzw. oligospermen Mannern wurden
mittels Gefrierbruch-Technik wenige atypische, GJ-éhnliche Strukturen entdeckt (Bigliardi
und Vegni-Talluri, 1977). Eine weitere Studie an Hoden von Patienten mit sowohl quantitativ
as auch qualitativ verminderter Spermatogenese und deutlich  verringerter
Spermienproduktion konnte elektronenmikroskopisch zeigen, dass GJ sehr selten oder gar
nicht mehr detektierbar waren (Schleiermacher, 1980).

Die Expression von Cx43 wurde immunhistochemisch in menschlichem Hodengewebe von
Patienten untersucht, die verschiedene Stérungen der Spermatogenese aufwiesen. Es handelte
sich um Patienten mit einem Arrest der Spermatogenese auf der Stufe der Spermatogonien,
der Spermatozyten oder der Spermatiden sowie um Patienten mit SCO-Syndrom. Weder
zwischen Sertoli Zellen in Keimtubuli mit SCO-Syndrom noch zwischen Sertoli Zellen
und/oder zwischen Sertoli Zellen und Spermatogonien in  Keimtubuli  mit
Spermatogonienarrest konnte eine Immunreaktion for Cx43 nachgewiesen werden. In
Keimtubuli mit Spermatozytenarrest und in Keimtubuli mit einem Arrest der Spermatogenese
auf der Stufe der runden Spermatiden lief3 sich die Immunreaktion mit dem in Keimtubuli mit
normaler Spermatogenese gefundenen Expressionsmuster vergleichen (Steger et al., 19993,
Brehm et al., 2002). Untersuchungen der Cx-Expression in menschlichem Hodengewebe mit
Spermatogonienarrest und Carcinoma in situ (CIS) wurden ebenfalls auf Proteinebene fir
Cx26 und Cx43 durchgefthrt. Fir Cx26 konnte ein verstarktes immunhistochemisches Signal
im Zytoplasma von Sertoli Zellen in Tubuli mit Spermatogonienarrest und in ClIS-only Tubuli
detektiert werden. Spermatogonien und CIS-Zellen blieben immunonegativ. Da Cx26 in der

40



Literaturibersicht

normalen Spermatogenese nur eine schwache Immunreaktion zwischen Sertoli Zellen zeigt,
wurde vermutet, dass es sich bel dieser verstdrkten Expression um einen erfolglosen
K ompensationsversuch fiir Cx43 handelt (Brehm et al., 2002).

Eine weitere Studie beschéftigte sich mit der Expression von Cx43 in Tubuli mit humanen
CIS und Seminomen. Es konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulierung der Cx43
Expression auf transkriptionaler Ebene in Tubuli mit CIS beginnt und zu einem kompl etten
Verlust der Cx43-mRNA in Seminomzellen fuhrt. Cx43 Protein wurde nur noch in wenigen
Tubuli mit CIS auf Hohe der Blut-Hoden-Schranke synthetisiert und konnte zwischen
neoplastischen Keimzellen nicht mehr detektiert werden. Die Reduzierung der Cx43
Expression fuhrte zu der Annahme, dal3 die frihe intratubulére Stoérung der Cx43
Genexpression und die Unterbrechung der interzelluléren Kommunikation zwischen Sertoli
Zellen und/oder préinvasiven Tumorzellen eine Rolle in der Progressionsphase der humanen
Seminomentwicklung spielen konnte (Brehm et a., 2006b). Zusdtzlich wurde auf
immunhistochemischer Ebene Cx43-Protein in Sertoli Zelltumoren im Hinblick auf Sertoli
Zell Differenzierung untersucht. Zwischen den neoplastischen Sertoli Zellen konnte kein
Cx43-Protein  detektiert werden, was as Zeichen fir enen prapubertéren
Differenzierungsstatus der neoplastischen Sertoli Zellen und as Indikation fir einen
neopl astischen Phanotyp interpretiert wurde (Brehm et al., 2006a).

In ener anderen Studie wurde die Expression von Cx26, Cx32 und Cx43
immunhistochemisch an humanem, tumords verandertem Hodengewebe mit Seminom und
Teratokarzinom untersucht. In keinem der Félle konnte eine Cx-Expression in bzw. zwischen

den Tumorzellen nachgewiesen werden (Wilgenbus et al., 1992).

2.3.25.2 Hund

In einer ultrastrukturellen Studie konnte bei einem Hund mit deutlich erhdhtem Plasma-
Ostrogenspiegel im kryptorchen Hoden zwischen weniger differenzierten, entarteten Sertoli
Zellen ausgedehnte GJ-Plaques gefunden werden (Thilander et al., 1987). In einer weiteren
Untersuchung mittels Elektronenmikroskopie wurden hingegen zwischen entarteten caninen
Sertoli Zellen keine Zell-zu-Zell-Verbindungen nachgewiesen (von Bomhard et al., 1978).
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3 Ziele der Arbeit

Im Hoden verschiedener Spezies spielt die Kommunikation Uber GJ eine grofe Rolle.
Verdnderungen der Cx43-Expression konnten mit mannlicher Infertilitét in Verbindung
gebracht werden und in Sertoli Zelltumoren und Seminomen adulter Manner kam es zu einer
Reduktion oder dem Verlust der Cx43-Expression.
In der vorliegenden Studie soll die Expression von Cx43 und Cx45 im Hoden des Hundes, die
Bedeutung der Cx fir die Spermatogenese und die Verdnderung der Cx43-Expression bel
caninen testikuldren Tumoren untersucht werden. Das haufige Auftreten caniner
Hodentumore 1&8/% die Spezies Hund fiur Studien des ménnlichen Reproduktionstraktes
interessant erscheinen. Es ergab sich folgende Zielstellung: Charakterisierung der
1. Expression von Cx43 im Hoden des prapubertéren Hundes und des adulten Hundes in
der normalen Spermatogenese und die rdumliche und zeitliche Vertellung dieses
Proteins
2. Veranderungen der Cx43-Expression bei Sertoli Zelltumoren
3. Veranderungen der Cx43-Expression bel Keimzelltumoren
Expression von Cx45 im Hoden des adulten Hundes in der normalen Spermatogenese
und die Lokalisation dieses Proteins
5. Co-Expression und Verteilungsmuster von Cx43 und Cx45 im normalen Keimepithel

bzw. Hoden
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4 Material und Methoden

4.1 Material/Gewebe

4.1.1 Canine Hodengewebeproben

In dieser Arbeit wurde canines Hodenmaterial von Riden untersucht, die in unterschiedlichen
Kliniken (Klinik fur Geburtshilfe, Gynakologie und Andrologie der Grof3- und Kleintiere mit
Tierérztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitét, Gief3en; Tierarztpraxis Dr. Kaiser,
Stadtoldendorf; Tierarztpraxis Dres. Waldschmidt-Roth, Wetzlar) routinemél3dig, oder mit

Verdacht auf Hodentumor, kastriert wurden.

4.1.1.1 Gewebeentnahme und Konservierung

Nach Eréffnung des Processus vaginalis und Entnahme der Hoden wurden unverziiglich die
Nebenhoden abgetrennt und die Hoden mit einem sterilen Skalpell in der Langsachse geteilt.
Je Hélfte wurden mehrere, etwa gleich grofie Gewebestiicke entnommen und ein Tell in
Bouin’sche Ldsung Uberfuhrt. Die restlichen Sticke wurden in Aluminiumfolie verpackt,
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bis zur Weiterbehandlung bei
-80°C gelagert.

4.1.1.2 Klinische Daten

Das Patientenkollektiv bestand aus 41 Riuden (Alter von 4 Monaten bis 13 Jahren) mit einem
Altersdurchschnitt von insgesamt 3,2 Jahren. 30 Tiere wurden routinemaldig, 11 Tiere wegen
Verdacht auf Hodentumor kastriert. Die histologische Beurteilung ergab in 27 Féllen eine
sowohl qualitativ als auch quantitativ intakte, normale Spermatogenese. In 4 Falen wiesen
die entnommenen Gewebestiicke prapubertdre Keimstrange auf. Bel 10 Tieren konnten

histol ogisch verschiedene Tumoren diagnostiziert werden.

43



Materia und Methoden

4.2 Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Methoden angewendet:

/ rrsenmaterta \
Gefriermaterial Fixierung in Bouin’scher Lésung
Flassigstickstoff oder -80°C Einbettung in Paraffin
Gefriersgnitte Extraktion von Paraffinschnitte

Protein RNA
Immunhistochemie Western Blot RT-PCR Immunhistochemie
Immunfluoreszenz In-situ-Hybridisierung
RT-PCR nach
UV-LACP

Abb. 9: Schematische Darstellung der durchgefiihrten Methoden
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4.2.1 Herstellung histologischer Schnittpréparate fir die Immunhistochemie (IHC)
4.2.1.1 Paraffinmaterial

4.2.1.1.1 Vorbemerkung

Die Herstellung der histologischen Schnittpréparate erfolgte nach folgendem Schema (Abb.
10):

Fixation der Gewebeprobe in Bouin’ scher L ésung
Auswaschen des Fixationsmittels und Entwassserung der Proben in aufsteigender Alkoholreihe
Durchtranken der Probe mit Xylol

Einbettung der Probe in Paraffin

J

Herstellung von Paraffinschnitten

J

Aufziehen der Paraffinschnitte auf OT im Wasserbad
Trocknen der Paraffinschnitte Uber Nacht bei 37°C
Entparaffinieren in Xylol
Rehydratation der Schnitte in absteigender Alkoholreihe und Aqua dest

J

Haematoxylin-Eosin Farbung

J

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe I mmunhistochemie
\ Eindecken /

Lichtmikroskopische Beurteilung

Abb. 10: Vorgehen bei der Herstellung histologischer Schnittpraparate (Paraffinmaterial)
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4.2.1.1.2 Fixation in Bouin'scher Ldsung

Unmittelbar nach der Entnahme des Hodengewebes wurde dieses in Bouin’scher Lésung
fixiert, welche aus folgenden Ausgangsmaterialien bestand:

e 15 ml geséttigte wassrige Pikrinsaurel 6sung
e 5ml Formalin

e 1ml Eisessig

Die L6sungen wurden unmittelbar vor Gebrauch gemischt. Die Fixierzeit der Gewebeproben
betrug 24 h. Nach dem Fixieren wurde das Gewebe taglich Uber 5 Tage mit 70%igem Alkohol
(hergestellt aus abs. vergdllten Ethanol) gespult, bis keine Gelbfarbung des Alkohols mehr
sichtbar war.

4.2.1.1.3 Entwasserung der Proben

Nach dem Entfernen der Fixierflissigkeit wurden jede Probe in ein kleines
Plastikbiopsiekorbchen verbracht, mit dem Entwasserungsgerdt Leica TP 1050 (Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomat; Leica, Bensheim) in ener aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert, mit Xylol vermischt und mit Paraffin durchtrankt. Die Proben durchliefen die

Stationen des nachfolgenden Programms:

e Ethanol 80 % fur 2 h

e Ethanol 96 % fir 2 h

e Ethanol 100 % fur 3 h

e Ethanol 100 % fur 3 h

e Ethanol 100 % fur 3 h

e Xylol fir1h

e Xylol fir 45 min

e Xylol fir 45 min

e Paraffin mit 59°C fur 40 min
e Paraffin mit 59°C fur 40 min
e Paraffin mit 59°C fur 40 min
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4.2.1.1.4 Einbettung der Proben
Das Einbetten der Gewebeproben in Paraffin erfolgte in dem Einbettgerét Leica EG 1160
(Leica, Bensheim). Hierbei wurden die Proben in 3 cm x 2 cm x 2 cm grof3e Stahlférmchen
verbracht und mit 60°C warmen Paraffin Gbergossen. Anschlief3end wurden sie zur Hartung
bzw. Abkuhlung auf die Kuhlplatte des Geréts gelegt.

4.2.1.1.5 Beschichtung der Objekttrager (OT)
Zum Erreichen einer besseren Haftfahigkeit der Schnitte wurden die Glas-Objekttrager

(SuperFrost-OT) vor der Herstellung von Paraffinschnitten mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan
(APTEX) nach folgendem Protkoll beschichtet:

e OT in Kuvettenhalter einsortieren

e OT Kkurz in Glasbecken mit Aqua bidest. spilen

e Kiuvettenhalter auf Unterlage abtropfen lassen

e OT kurzinreinem Aceton spulen

e Aceton unter laufendem Abzug vollsténdig abdampfen lassen

e OTfur5minin2%iges APTEX (4 ml APTEX auf 196 ml Aceton)
e OT fur 2 minin frisches Leitungswasser stellen

e OT fir 2 min unter fliefendem Leitungswasser spilen

e OT fur 2 minin Aquabidest. stellen

e Kivettenhalter abtropfen lassen

e OT Uber Nacht bai 37°C im Trockenschrank trocknen

4.2.1.1.6 Herstellung von Paraffinschnitten

Von den in Paraffin eingebetteten Préparaten wurden mittels Schlittenmikrotom (Leica SM
2000 R) Schnitte mit einer Dicke von 5 um gefertigt und in einem 37°C warmen, mit Aqua
dest. gefillten Wasserbad gestreckt. Jeweils zwei aufeinanderfolgende Schnitte wurden auf
einen mit APTEX beschichteten OT verbracht. Getrocknet wurden die Paraffinschnitte Gber
Nacht in einem Trockenschrank bei 37°C.
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4.2.1.1.7 Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Farbung
Zur vorlaufigen Beurteilung der Gewebeerhaltung und der histologischen Beschaffenheit der
jeweiligen Probe wurde von alen Paraffinpraparaten zunéchst eine HE-Farbung angefertigt.
Die Zellkerne wurden durch basisches Hamalaun blau angeférbt, alle anderen Strukturen
erschienen in verschiedenen Farbabstufungen durch Eosin rot. Das Férbeprotokoll lautete wie

folgt:

e OT in Kuvettenhalter einsortieren

e 3x10min Xylol

e 2x5min abs. Ethanol

e 1 x5 min 96%iges Ethanol

e 1 x5 min 80%iges Ethanol

e 1x5min 70%iges Ethanol

e 1 x5 min50%iges Ethanol

e 1x5minAquadest.

e 1x7minHamatoxylin

e 1x 15minin flieRendem Leitungswasser blauen
e 1x7min1%igesEosin

e kurzin Leitungswasser spilen

e kurz 70%iges Ethanol

e kurz 80%iges Ethanol

e 1x 2 min 80%iges Ethanol

e 2 X 2min 96%iges Ethanol

e 3x2min abs. Ethanol

e 3x10min Xylal

e Eindecken der geférbten Schnitte mit Vitro-Clud
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4212 Gefriermaterial

4.2.1.2.1 Vorbemerkung

Die Herstellung der Gefrierschnitte erfolgte einheitlich nach folgendem Schema (Abb. 11):

Fixation der Gewebe in fllissigem Stickstoff
Lagerung der Probe bei -80°C
Aufblocken der Probe

Herstellung der Gefrierschnitte

J

Schnitte auf OT aufschmelzen und |ufttrocknen

Fixation in 96%igem Ethanol / 4%igem
Paraformal dehyd

Haematoxylin-Farbung
Immunhistochemie / Immunfluoreszenz

Lichtmikroskopie ﬂ
Eindecken

J

Lichtmikroskopie/
Fluoreszenzmikroskopie

Abb. 11: Schema zur Herstellung histologischer Schnittpréparate aus Gefriermaterial

Die Gefrierschnitte dienten der Cx43 IHC, der Cx45 IF, als Referenzschnitte der
histologischen Beurteilung der im WB und in der RT-PCR am Gesamthomogenat

eingesetzten Gewebe und waren Grundlage fur die UV-laser assistierte Mikrodissektion mit

nachfolgender RT-PCR. Das Gefriermaterial bildete die Grundlage fir die angewendeten

molekul arbi ol ogischen Techniken.

42122 OT

Fiir eine bessere Haftfahigkeit der Schnitte wurden Super Frost®Plus Objekttrager benutzt.
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4.2.1.2.3 Aufblocken des Gewebes

Die bel -80°C konservierten Gewebeproben wurden mit dem wasserléslichen
Gewebeklebemittel Tissue-Tek® auf einem Metall-Objekthalter befestigt.

4.2.1.2.4 Herstellung von Gefrierschnitten fur die IHC (Immunfluoreszenz)

Vor dem Schneidevorgang wurde das aufgeblockte Gewebe fir enige Zeit im
Gefriermikrotom 2800 Frigocut gelagert, um sich der eingestellten Temperatur anpassen zu
konnen. Mit dem Kryostat wurden dann ca. 10-12 um dicke Gefrierschnitte unter
Verwendung eines Anti-Rollpléttchens angefertigt, welche mit Super Frost®Plus Glas-OT
aufgenommen wurden.

Je nach Beschaffenheit und Schneidbarkeit des Gewebes variierten Kuhl- und
Objekttemperatur individuell.

e Kuhltemperatur: -28°C bis-30°C
e Objekttemperatur: -20°C bis-22°C

4.2.1.2.5 Hamatoxylin-Farbung

Zur histologischen Beurteilung wurde jewells der erste unfixierte, luftgetrocknete
Gefrierschnitt auf einen Super Frost Plus OT bzw. auf ein unbeschichtetes Deckgléaschen
aufgenommen, fir 30 sek mit Hamatoxylin Uberschichtet und anschliefiend mit Aqua bidest.
gespult. Mit Hilfe dieser Schnellfarbung wurden geeignete Préparate fur die durchgefihrten

mol ekul arbiol ogischen Techniken ausgewahlt.

4.2.1.2.6 Fixation der Gefrierschnitte

Die ubrigen Gefrierschnitte wurden entsprechend der nachfolgend durchgefiihrten Methode
behandelt. Fur die Immunhistochemie wurden die Schnitte 15 min bei Raumtemperatur
getrocknet, 10 min in 96%igem Ethanol bei -20°C fixiert und anschlief3end wiederum 15 min
bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Durchflhrung der Immunfluoreszenz wurden die
Schnitte 15 min bel Raumtemeratur getrocknet, 10 min in 4%igem Paraformaldehyd fixiert
und anschlief3end in die entsprechende Pufferl6sung verbracht.
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4.2.2 Immunhistochemie (IHC)

4.2.2.1 Allgemeine Vorbemerkung zur IHC

Ziel der IHC ist es, mittels Antigen-Antikorperreaktionen definierte Epitope in
Gewebeschnitten zu lokalisieren. Der Antigen-Antikorper-Komplex in Gewebeverbanden
wird Uber eine Kopplung mit einem Enzym und anschlief3ender Substratreaktion oder Uber
direkte Fluorochrommarkierung sichtbar gemacht. In dieser Studie fanden zu diesem Zweck
zum einen die indirekte Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode
(APAAP-Methode) und die Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Methode (ABC-Methode)

Anwendung und zum anderen die indirekte Immunfluoreszenz (IF):

Bel der APAAP- und der ABC-Methode werden |6sliche Enzym-Immunkomplexe zum
Zweck der Signalverstdrkung und einer daraus resultierenden Erhdhung der Sensitivitét
eingesetzt. Die Immunkomplexe der APAAP-Methode bestehen aus alkalischer Phosphatase
und anti-alkalischer Phosphatase Antikorper. Es werden drel Antikorperldsungen eingesetzt:
Zunachst bindet ein unkonjugierter Primarantikrper an das Antigen im Prdparat. Der
unkonjugierte Sekundérantikorper (= Brickenantikorper) verbindet den Primérantikorper mit
dem APAAP-Komplex. Bel der ABC-Methode verbindet ein biotinylierter
Sekundérantikorper (= Briuckenantikdrper) den Primérantikdrper mit dem Avidin-Biotin-
Komplex. Im Anschluf® wird bei beiden Methoden durch eine Enzym-Substrat-Reaktion eine

Farbung zum sichtbaren Nachweis erreicht. Die Farbung wird im Lichtmikroskop untersucht.

Bel der indirekten IF wird das Antigen zundchst mit einem nicht markierten Antikorper
inkubiert und anschlieffend mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper bedeckt. Als
Fluoreszenzmarker konnen unterschiedliche fluoreszierende Farbstoffe dienen, wie z.B. dasin
dieser Arbeit verwendete Fluoresceinthiocyanat (FITC), welches bei Untersuchung im
Fluoreszenzmikroskop die Lokalisation des Antigens durch grine Fluoreszenz anzeigt, oder
das ebenfalls in dieser Arbeit verwendete Indocarbocyanin (Cy3), welches die Lokalisation

des Antigens durch rote Fluoreszenz anzeigt.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden kommerziell erhdltliche Primar-,
Sekundar-, und Tertiarantikorper, Detektionssysteme und Farbstoffe verwendet, und ein im
Labor von Thomas Steinberg (Washington University, St. Louis, USA) hergestellter
polyklonaler anti-Cx45-Antikorper (Lecanda et al., 1998) (Kaninchen-anti-Maus).
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4.2.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Sertoli Zellen (Vimentin-Farbung) an
Paraffinmaterial

Zur definitiven Bestétigung der an vorangegangenen Schnitten bereits gestellten
histologischen Diagnose und zur Differenzierung der Hoden mit Mischtumoren, wurde nach
morphologischer Beurteilung der neu angefertigten Schnitte mittels HE-Farbung von jedem
Paraffinblock von prépubertdren Hunden, Hunden mit normaler Spermatogenese und Hunden
mit Verdacht auf Hodentumor zur Identifizierung der Sertoli Zellen jeweils ein Schnitt mit
Vimentin geféarbt. Es wurde die APAAP-Methode verwendet. Das ausfihrliche
immunhi stochemische Protokoll lautete wie folgt:

e Waschpuffer (1x Tris-HCI-Puffer) herstellen:
0 10x TrissHCI-Puffer: 121,1 g TrissHCI in 800 ml Aqua bidest. 16sen, mit
konzentrierter HCI auf pH 7,6 einstellen und mit Aquabidest. auf 1 | auffillen
0 1x TrissHCI-Puffer: 100 ml 10x Tris-HCI-Puffer (pH 7,6) mit 1 ml Tween 20
mischen und mit Aqua bidest. auf 1 | auffillen und [Gsen

e Citratpuffer herstellen:
o Stammlésung A: 21,01 g Citronensaure-Monohydrat (Merck, Darmstadt) in 1 |
Aqua bidest. |6sen
o Stammlosung B: 29,41 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck, Darmstadt) in 1 |
Aqua bidest. |0sen
o 18 ml Stammlésung A und 82 ml Stammldsung B mit Aqua bidest. auf 1 |

auffullen und mit konzentrierter HCI auf pH 6,0 einstellen

e Blockpuffer herstellen:

0 5 g BSA mit 1x Waschpuffer auf 100 ml aufftllen und mit konzentrierter HCI
bzw. NaOH auf pH 7,6 einstellen und aliquotieren

e Gewebevorbehandlung (Entparaffinieren und Rehydrieren) — Alkoholreihe
o OT in Kuvettenhalter einsortieren
o Xylol und OT bzw. Paraffinschnitte getrennt voneinander Gber Nacht bei 60°C
in Trockenschrank
0 1x5minXylol (60°C)
0 2x5minXyloal (RT)
0 2x5min 96%iger Alkohol (Ethanol)
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1 x 5 min 80%iger Alkohol (Ethanol)
1 x 5 min 70%iger Alkohol (Ethanol)
1 x 5 min Aqua bidest.
1 x 5 minin Waschpuffer (StandkUvette auf Schittler)

O O O o©

Demaskierung der Antikorper-Bindungsstellen mittels Mikrowellenbehandlung

OT in Standkiivette einsortieren

O O O 0o o o o o

1 x 5 min Citratpuffer bel RT

StandkUvette mit Citratpuffer (pH 6,0) in Tupperdose stellen
Tupperdose in Mikrowelle und 25 min bei 1000 W kochen
verdunsteten Citratpuffer regelméfdig durch Aqua bidest. ersetzen
Schnitte danach mindestens 20 min abkihlen lassen

2 X 2 min Agua dest.

2 x 5 min in Waschpuffer (Standkvette auf Schiittler)

Schnitte mit DAKO-Pen umkreisen

Blockierung endogener Enzymaktivitéten (endogene alkalische Phosphatase)

o

20%ige Essigsaure herstellen: 160 ml Aqua bidest. und 40 ml Eisessig (100%ige
Essigsdure) mischen

OT in Standkuvette einsortieren

Inkubation mit 20%iger Essigsaure fur 15 sek bel RT

3 x 5 min in Waschpuffer (Standkivette auf Schiittler)

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

(0]

Inkubation mit Blockpuffer (5%iges BSA) fur 30 min in feuchter Kammer bei RT

Inkubation mit primérem Antikorper

Es wurde ein monoklonaler anti-Vimentin-Antikorper der Firma Dako, Hamburg,
Klon V9, Maus-anti-Schwein, Nr. M0725 mit der Verdinnung 1:2000 verwendet.

o

0]

o

Verdinnung des Antikorpersin Blockpuffer (5%iges BSA)
Inkubation mit Priméarantikorper in feuchter Kammer Uber Nacht bei 4°C

3 x 5 min Waschpuffer
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e Inkubation mit sekundarem Antikorper
Es wurde folgender Antikorper verwendet:
0 Sekundarantikorper: unkonjugierte Kaninchen-anti-Maus Immunglobuline,
Dako, Hamburg, Nr. 20259, Verdinnung 1: 50
o Verdunnung des Sekundérantikorpers in Blockpuffer (5%iges BSA)
0 Inkubation mit Sekundarantikorper in feuchter Kammer fir 45 min bei RT
0 3 x5 min Waschpuffer (Schiittler)

¢ Inkubation mit APAAP Maus Enzymkomplex
Es wurde folgender [6glicher Enzym-Anti-Enzymkomplex verwendet:
APAAP Mouse Monoclonal, DAKO, Hamburg Nr. D0651, Verdiinnung 1:100
o0 Verdiunnung des APAAP Enzymkomplexes in Blockpuffer (5%iges BSA)
0 Inkubation mit APAAP Enzymkomplex in feuchter Kammer fir 45 min bel RT
o0 3 x5 min Waschpuffer (Schuittler)

e Farbreaktion / Gegenfarbung / Eindecken der Schnitte
Als Entwicklerl6sung wurde HistoMark®Red verwendet
0 Inkubation mit HistoMark®Red in feuchter Kammer fir 90 min bei RT
Abstoppen der Reaktion mit kaltem Waschpuffer
Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 5 sec
Abstoppen der Reaktion in Leitungswasser

o O O O

Eindecken der Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine

Bel jedem Féarbevorgang wurde jewells ein Schnitt als Negativkontrolle mitgefthrt und wie
im Farbeprotokoll beschrieben behandelt, ausgenommen der Inkubation mit dem priméren

Antikorper, welche durch Inkubation mit Blockpuffer ersetzt wurde.
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4.2.2.3 Androgenrezeptor-lHC an Paraffinmaterial

Zum Nachweis des Steroidrezeptors wurde eine Immunhistochemie an Paraffinmaterial

prapubertérer Hunde und von adulten Hunden mit normaler Spermatogenese durchgefihrt. Es

wurde die ABC-Methode angewandt. Das hierfir verwendete Protokoll entspricht dem unter

Kapitel 3.2.2.2 genannten Protokoll nach der APAAP-Methode mit folgenden Anderungen:

e Blockierung endogener Enzymaktivitaten (endogene Peroxidase)

o

o
o
o

M ethanol/H,0, frisch ansetzen: 45 ml Methanol und 5 ml 30%iges H,O, mischen
OT in Standkiivette einsortieren

Inkubation mit Methanol/H,0, fir 30 min bei RT (Standktvette auf Schiittler)

3 x 5 min in Waschpuffer (Standkivette auf Schiittler)

e Inkubation mit primdrem Antikorper

Es wurde ein polyklonaler anti-Androgen Rezeptor Antikorper der Firma Santa Cruz

Biotechnology Inc., California, Kaninchen-anti-Mensch, Nr. sc-816 mit der Verdinnung
1:1000 verwendet.

e Inkubation mit sekundérem Antikorper

Es wurde folgender Antikorper verwendet:

0 Sekundarantikorper: biotinylierte Ziege-anti-Kaninchen Immunglobuline,

Dako, Hamburg, Nr. E0432, Verdinnung 1: 100

e Inkubation mit Vector Vectastan ABC-Elite Kit Standard (ABC-Kit)

0 30 min vor Gebrauch ABC-LGsung ansetzen (1 Tropfen Lésung A und 1

Tropfen Losung B in 2,5 ml Waschpuffer |6sen)

o0 30 minmit ABC-L6sung in feuchter Kammer bei RT inkubieren

o Farbreaktion / Gegenfarbung / Eindecken der Schnitte

Als Entwicklerl6sung wurde DAB verwendet

0 Inkubation mit DAB in feuchter Kammer fir 3 min bei RT
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4224 Cx43-IHC an Gefriermaterial
Zum Nachweis des GJ-Protein Cx43 wurde eine IHC an Gefriermaterial prépubertarer Hunde,
von Hunden mit normaler Spermatogenese und Hunden mit Sertoli Zelltumoren und
Seminomen  durchgefuihrt. Das fur Gefriermaterial modifizierte  Protokoll — zur

Immunhistochemie lautete wie folgt:

e Waschpuffer (PBS-Puffer) herstellen
0 4 Tabletten PBSin 800 ml Aqua bidest. |6sen und mit konzentrierter HCI bzw.
NaOH auf pH 7,4 einstellen

e Blockpuffer herstellen:
0 5gBSA mit 100 ml Waschpuffer (PBS-Puffer) mischen

e Gewebevorbehandlung
0 Gefrierschnitte fur 20 min bei RT lufttrocknen lassen
o OT in Kuvettenhalter einsortieren
0 Fixation des Gewebes mit 96%igem Ethanol fir 10 min bei RT
0

2 x 5 min Waschpuffer (Schiittler)

¢ Blockierung endogener Enzymaktivitdten (endogene alkalische Phosphatase)
0 Inkubation mit 20%iger Essigsaure fur 15 sec bel RT
0 3 x5 min Waschpuffer (Schiittler)
0 Schnitte mit DAKO-Pen umkreisen

e Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

0 Inkubation mit Blockpuffer fir 20 min in feuchter Kammer bel RT

e Inkubation mit Priméarantikorper
Es wurde ein polyklonaler anti-Cx43-Antikorper der Firma Zymed, San Francisco,
Nr. 71-0700 (Kaninchen-anti-Ratte), mit der Verdiinnung 1:100 verwendet.
o Verdinnung des Antikorpersin Blockpuffer (5%iges BSA)
o0 Inkubation mit Priméarantikorper in feuchter Kammer tber Nacht bei 4°C
0 3 x5 min Waschpuffer (Schiittler)

e Inkubation mit Sekundérantikoérper und Tertidrantikorper
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Eswurden die folgenden Antikorper verwendet:
0 Sekundarantikorper: unkonjugierte Maus-anti-Kaninchen  Immunglobuline,
DAKO, Glostrup, Danemark, Nr. M0737 Verdinnung 1:50
0 Tertidrantikorper: unkonjugierte Kaninchen-anti-Maus Immunglobuline, DAKO,
Glostrup, Dénemark, Nr. 20259, Verdiinnung 1:50
Verdinnung des Sekundéar- und Tertidrantikorpersin Blockpuffer (5%iges BSA)
Inkubation mit Sekundéarantikorper in feuchter Kammer fir 30 min bei RT
3 x 5 min Waschpuffer (Schuttler)
Inkubation mit Tertidrantikorper in feuchter Kammer fir 30 min bei RT
3 x 5 min Waschpuffer (Schuittler)

o O O O o

¢ Inkubation mit APAAP Maus Enzymkomplex
Es wurde folgender |6dlicher Enzym-Anti-Enzymkomplex verwendet:
APAAP Mouse Monaoclonal, DAKO, Hamburg Nr. D0651, Verdinnung 1:100
0 Verdunnung des APAAP Enzymkomplexesin Blockpuffer (5%iges BSA)
0 Inkubation mit APAAP Enzymkomplex in feuchter Kammer fir 45 min bel RT
o 3 x5 min Waschpuffer (Schuttler)

o Farbreaktion / Gegenfarbung / Eindecken der Schnitte
Als Entwicklerl6sung wurde HistoMark®Red verwendet.
0 Inkubation mit HistoMark®Red in feuchter Kammer fir 90 min bei RT
Abstoppen der Reaktion mit kaltem Waschpuffer
Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 5 sec

Abstoppen der Reaktion in Leitungswasser

o O O O

Eindecken der Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine
Bel jedem Féarbevorgang wurde jewells ein Schnitt als Negativkontrolle mitgefthrt und wie

im Férbeprotokoll beschrieben behandelt, ausgenommen der Inkubation mit dem priméaren
Antikorper, welche durch Inkubation mit Blockpuffer ersetzt wurde.

57



Material und Methoden

4.2.25 Cx45-Immunfluoreszenz (IF) an Gefriermaterial

Zum Nachweis des GJ-Proteins Cx45 wurde eine IF an caninem Gefriermaterial von Tieren
mit normaler Spermatogenese durchgefihrt. Ein Vorteil der IF-Methode ist, dass auch kleine
Mengen exprimierter Molekule leicht vor dem dunklen Hintergrund zu erkennen sind, was bel
der IHC aufgrund der enzymatischen Farbreaktionen auf winzigen Flachen und vor diffusem
Hintergrund schwer fallt. Der Nachteil der IF besteht vor allem darin, dass nicht bei
Tagedlicht gearbeitet werden kann, da das Signal schnell ausbleicht und dem Verschwinden
der Leuchtkraft bel Lagerung bei Raumtemperatur. Dem wird durch Verwenden eines
speziellen Einbettmediums und unmittelbare Dokumentation entgegengewirkt. Das Protokoll

lautete wie folgt:

o Waschpuffer (PBS-Puffer) herstellen
0 4 Tabletten PBSin 800 ml Aqua bidest. |6sen und mit konzentrierter HCI bzw.
NaOH auf pH 7,4 einstellen

e Antikorperverdinnungspuffer herstellen:
0 1,09 BSA und 45 ml Glycerin in 100 ml 0,3 % Tween in 0,02 M PBS IGsen
und mit 0,5 M Na,CO3 auf pH 8,0 einstellen

e Blockpuffer herstellen

0 Eselserum 1:10 in Antikdrperverdinnungspuffer

e Gewebevorbehandlung
0 Gefrierschnitte mit 200 % Methanol 10 min bei -20°C inkubieren
0 Schnitte lufttrocknen
0 Schnitte mit DAKO-Pen umkreisen

e Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
0 Inkubation mit Blockpuffer fir 60 min in feuchter Kammer bel RT

e Inkubation mit Priméarantikorper
Es wurde en polyklonaler anti-Cx45-Antikorper aus dem Labor von Thomas
Steinberg (Lecanda et al., 1998), (Kaninchen-anti-Maus) mit der Verdinnung 1:500

verwendet.
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Verdunnung des Primérantikorpers in Antikorperverdinnungspuffer
Inkubation mit Primérantikorper in feuchter Kammer Uber Nacht bei 4°C
3 x 10 min Waschpuffer (Schiittler)
ab jetzt alle Schritte im Dunkeln

O O O o©

e Inkubation mit sekundérem Antikorper:
Es wurde ein Fuoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierter Esel-anti-Kaninchen
Antikorper der Firma Chemicon International, Temecula, USA, Nr. AP182F, mit der
Verdinnung 1:200 verwendet
0 Verdinnung des Antikorpersin Blockpuffer
0 Inkubation mit Sekundarantikorper in feuchter Kammer fir 60 min bei RT
o 3 x 10 min Waschpuffer (Schiittler)

e Eindecken der Schnitte
0 Eindecken der Schnitte mit Verschlusslésung Vectashield® Hard Set™ Mounting
Medium mit DAPI
0 Lagerung bei 4°C

o Innerhalb von 4-5 Tagen im Fluoreszenzmikroskop untersuchen

Bei jedem Férbevorgang wurde jewells ein Schnitt als Negativkontrolle mitgefihrt und wie
im Farbeprotokoll beschrieben behandelt, ausgenommen der Inkubation mit dem priméren

Antikorper, welche durch Inkubation mit Antikorperverdiinnungspuffer ersetzt wurde.

4.2.25.1 Doppelfarbung Cx45-Aktin/ Cx45-Vimentin
Doppelféarbungen sind bei der Immunfluoreszenz leicht durchfiihrbar, da durch verschiedene,

geeignete Filter eine getrennte oder gemeinsame Darstellung verschiedener Antigene mdglich
ist und somit auch eine Kolokalisation bestimmter Molekile sichtbar gemacht werden kann.

Zur Doppelfarbung Cx45-Aktin/Vimentin wurden als Primérantikorper ein polyklonaler anti-
Cx45-Antikorper aus dem Labor von Thomas Steinberg (Lecanda et al., 1998), (Kaninchen-
anti-Maus) mit der Verdiinnung 1:500 und ein monoklonaler anti-Aktin-Antikorper (1:100) /
anti-Vimentin-Antikorper (Firma Dako, Hamburg, Klon V9, Maus-anti-Schwein, Nr. M0725,
Verdunnung 1:2000) verwendet. Als Sekundarantikdrper wurden ein grin fluoreszierender
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierter Esel-anti-Kaninchen Antikorper der Firma
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Chemicon International mit der Verdiinnung 1:200 und ein rot fluoreszierender Carbocyanin 3
(Cy3)-konjugierter Esel-anti-Ratte Antikorper (AP189C) der Firma Chemicon International
mit der Verdinnung 1:100 verwendet. Beide Primérantikdrper und beide Sekundarantikorper
wurden gleichzeitig inkubiert. Die Durchfiihrung des Versuchs erfolgte nach dem Protokoll
unter Punkt 3.2.2.4..

4.2.2.6 Lichtmikroskopie und Auswertung der Immunreaktion

Die Auswertung der Immunreaktion wurde an dem Photomikroskop Axiophot, Durchlicht
und Auflicht-Fluoreszenz mit integrierter Kamera VC45, 2/3, vorgenommen. Fur die
Abbildungen im Ergebnisteil wurden folgende Objektive verwendet 20x/ 0,6 und 40x/ 1,30
Ol. Die Bildaufnahme, Archivierung und Dokumentation wurde mit Hilfe folgender Software
durchgefihrt: analySIS®, digitale Bildanalyse, Soft Imaging System GmbH, M Unster.

4.2.2.7 Fluoreszenzmikroskopie und Auswertung der Immunreaktion

Die immunfluoreszenzgeféarbten Gefrierschnitte wurden mit einer Schwarz-Weil3-Kamera
(Spot Insight, Visitron Systems, Puchheim) aufgenommen. Es fand folgendes Prinzip
Anwendung: Licht geeigneter Wellenléngen regte die jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe nach
entsprechender Filterung zur Emission von Photonen mit definierter, grof3erer Wellenlénge an
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und DAPI

Fluorophor Anregung (nm) Emission Verwendung

FITC 495 512 Cx4b5, grin

Cy3 510-530 630-660 Aktin/ Vimentin, rot
DAPI 358 461 Nukleus, blau

Es wurden fir ein vollstdndiges Bild drei Einzelfotos eines Ausschnittes mit
unterschiedlichen Belichtungszeiten und unterschiedlichen Objektiven (40x; 100x)
aufgenommen. Die schwarz-weil3en Einzelbilder zeigten nur die Lokalisation des jeweiligen
Farbstoffes. Fur eine vollstandige Darstellung wurden den verschiedenen Wellenldngen mit
Hilfe des Software-Programmes Metamorph (Visitron Systems, Puchheim) Farben
zugeordnet: den FITC-Signalen griin, den Cy3-Signalen rot und der Kernférbung blau. Fir ein
Komplettbild wurden alle Einzelfotos tibereinander gelegt.
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Die im Gewebe enthaltenen Kerne wurden mit DAPI gegengefarbt, welches mit der
Desoxyribonukleinsdure in den Kernen reagiert und sich in der Mikroskopie mit einem

geeigneten Filter blau darstellt. Dadurch wurde die Orientierung im Gewebe erleichtert.

4.2.3 Extraktion und Isolation von RNA und Protein aus Gefriermateria

4.2.3.1 Allgemeine Vorbemerkung zur Extraktion und Isolation

Von den in Aluminiumfolie verpackten, nach der Entnahme in flissigem Stickstoff
schockgefrorenen und bel -80°C gelagerten caninen Hodengewebeproben wurden zunéchst
Gefrierschnitte hergestellt. Diese Schnitte dienten als Referenzschnitte der histologischen
Beurteilung der im WB und in der RT-PCR an Gesamthomogenat eingesetzten
Gewebeproben und waren zum anderen Grundlage fur das UV-LACP mit anschlief3ender RT-

PCR an isolierten Einzelzellen.

Fur die Extraktion von Protein und RNA wurde Gefriermaterial von insgesamt 8 Hunden
verwendet. Die histologische Beurteilung der Schnitte ergab die Diagnosen prapubertarer
Hoden, qualitativ als auch quantitativ intakte, normale Spermatogenese, Sertoli Zelltumor und
Seminom in jewells zwei Fallen.

Fur den Nachweis der GJ-Proteine Cx43 und Cx45 mittels WB sowie der Cx43/Cx45-
spezifischen mMRNA mittels RT-PCR wurden aus dem Gefriermaterial RNA und Protein

extrahiert. Dies erfolgte mit dem TRIzol®-Reagent der Firma Life Technologies, Karlsruhe.

4.2.3.2 Allgemeine Vorbereitungen
Zum Schutz der RNA vor einem Abbau durch RNasen aus der Umgebung und aus dem
Gewebe selbst sowie zum Schutz vor Kontamination der Proben sind folgende
Vorbereitungen zu treffen:
e RNasefreien Arbeitsplatz sicherstellen: Arbeitsplatz mit abs. Ethanol und RNase-
AWAY ® Reagent sdubern
e RNasefreile Materialien sicherstellen: Glas, Porzellan, Metall und Arbeitsgeréte in
Alufolie verpacken und fur 4 Stunden bel 180°C im Sterilisator autoklavieren
e DEPC als RNase-Inhibitor zur Herstellung von RNase-freien Ldsungen verwenden
e LOsungen (mit DEPC-Wasser), Mikroreaktionsgeféle und Pipettenspitzen bei 120°C
autoklavieren
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frische Einmalhandschuhe verwenden (Reduzierung der Kontamination durch RNasen
der Haut)
Gewebe sténdig in flussigem Stickstoff aufbewahren
vor Extraktion alle Arbeitsgeréte in fliissigem Stickstoff vorkuhlen

4.2.3.3 Extraktion

Gewebe in einer Porzellanschale mit fllssigem Stickstoff morsern

ca. 100 mg Gewebe abwiegen und in ein 2 ml Eppendorf-Tube mit 1 ml TRIzol®-
Reagent Uberfuhren

Gewebe mit einem Homogenisator (Ultra-Turrax) auf hochster Geschwindigkeitsstufe
homogenisieren

5 min bel RT stehen lassen

200 pl Trichlormethan zugeben

Tube zusétzlich mit Parafilm verschlief3en und vortexen

5 min bel RT stehen lassen

15 min bei 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

Als Ergebnis ist eine Trennung in drei Phasen zu erkennen (Abb.12): die obere wassrige

Phase ist farblos (RNA), die mittlere Phase ist weil3 (Proteine) und die untere organische
Phaseist rot und enthélt DNA.

4.2.3.4

< Phase 1 (farblos) - RNA
<= Phase 2 (weil3) - Protein
<& Phase3(rot) - DNA

N

Abb. 12: Phasentrennung nach Zentrifugation

Isolation der RNA
Prézipitation
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Phase 1 (RNA) vorsichtig abpipettieren und in neues Eppendorf-Tube
Uberfiihren (Verunreinigung durch Interphase vermeiden)
Phasen 2 + 3 bis zur weiteren Verarbeitung in Khlschrank lagern
gleiche Menge (ca. 500 pl) Isopropanol zur Phase 1 zupipettieren und vortexen
30 min bel -20°C stehen lassen und anschlief3end vortexen

10 min bei 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

Waschen

o

o O o o

Uberstand verwerfen

Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol in DEPC-Wasser (-20°C) |6sen
10 min in Eiswasser stellen und anschlief3end vortexen

10 min bel 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

diesen Schritt 1x wiederholen

Resuspendieren

(0]

o

o

Uberstand verwerfen
Pellet trocknen (ca. 20-30 min in Trockenschrank)
getrocknetes Pellet bei 70°C im Wasserbad in 50 pl DEPC-Wasser

resuspendieren

Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der RNA
Die Menge an isolierter RNA (optische Dichte (OD)2s0nm 1 = 33 ug RNA/ml) und die
Bestimmung ihrer Reinheit erfolgte mittels Absorptions-Einstrahlphotometrie
(Spektralphotometrie, BioPhotometer):

o 0,1 M TrissHCI-Puffer herstellen: 1,2 g Tris-HCI in 100 ml DEPC-Wasser

[6sen und pH 7,3 mit konzentrierter HCI einstellen

0 Leerwertbestimmung: 69 ul sterilen 0,1 M Tris-HCI-Puffer in eine Kunststoff-

Einmalkivette (UVette®) pipettieren und messen

0 Probenwertbestimmung: 1 pl RNA zu 69 pl Puffer geben und durch

mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gut mischen und messen

L agerung

o0 Lagerung der RNA in Flussigstickstoff
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4.2.35 Isolation der Proteine

e Prézipitation |

o

(0]

(0]

(0]

zu Phasen 2 +3 (siehe Abb. 12) 300 ul 100%iges Ethanol (-20°C) zupipettieren
und vortexen

5 min bei RT stehen lassen und anschlief3end vortexen

10 min bei 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

Ergebnis: DNA im Pellet und Proteine im Uberstand

e Prazipitation Il

o

(0]
(0]
(0]

Uberstand (ca. 600 pl) in ein 2 ml Eppendorf-Tube tiberfiihren
zum Uberstand 1,5 ml Isopropylalkohol zupipettieren und vortexen
5 min bel RT stehen lassen und anschlief3end vortexen

10 min bei 4°C mit 14.160 x g UpM zentrifugieren

e \Waschen

o O O O o o o

Uberstand verwerfen

Pellet mit 2 ml 96%igem Ethanol (+ 0,3 M Guanidinhydrochlorid) I6sen und
vortexen

30 min bei RT stehen lassen und anschlief3end vortexen

10 min bel 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

Uberstand verwerfen

diesen Schritt 2x wiederholen

Pellet in 2 ml 70%igem Ethanol 16sen

20 min bei RT stehen lassen und anschlief3end vortexen

10 min bei 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

e Resuspendieren

o O o O

Uberstand verwerfen

Pellet ca. 30 min im Trockenschrank trocknen

1%ige SDS-L6sung herstellen: 1g Laurylsulfat in 200 ml Aqua bidest. 16sen
1%ige SDS-Losung zur Vermeidung proteolytischen Abbaus der Proteine mit
Proteaseinhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail, P-2714; PMSF (P-7626))

versetzen und mischen
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o0 Pellet im Wasserbad bei 70°C in 500ul der ,, SDS-Proteaseinhibitor-L6sung*
resuspendieren
0 10 min bei 4°C mit 14.160 x g zentrifugieren

o Pellet verwerfen, Uberstand in ein neues Tube Uberfiihren

e Bestimmung der Konzentration der Proteine (BCA-Methode)
o0 BCA Protein Assay Reagent (Losung A und B) bereitstellen
100 pl Lésung A und 2 pl Lésung B pro zu messende Probe mischen
von der Mischung 95 pl in ein Eppendorf-Tube geben
5 ul Proteinprobe dazugeben

o O O O

30 min bei 37°C im Warmeschrank inkubieren

Die Messung der Menge an isoliertem Protein (Extinktion) erfolgte ebenfalls mittels
Absorptions-Einstrahlphotometrie (Spektral photometrie) am o.g. BioPhotometer.

0 Leerwertbestimmung: Aqua bidest. in ene Kunststoff-Einmalkivette
(UVette®) einfullen und messen
0 Probenwertbestimmung: 100 pl der Probe in ene neue Kunststoff-

Einmalkiivette einfillen und messen

e Lagerung
o Proben aliquotieren

0 Lagerung der Proben bel -20°C

4.2.4 Nachweis der Cx43-Expression und Cx45-Expression auf Proteinebene mittels
Western Blot (WB)

4.2.4.1 Allgemeine Vorbemerkung zum WB

Beim sogenannten WB-V erfahren werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung
gelelektrophoretisch  nach ihrem Molekulargewicht getrennt, anschliefiend mittels
Elektroblotting auf eine Membran transferiert und damit immobilisiert. Auf der Membran
werden die Proteine dann einer Nachweisreaktion unterzogen, welche fur ein oder mehrere

Proteine der aufgetrennten Mischung spezifisch ist.
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Die in dieser Arbeit angewandte Nachweisreaktion ist die indirekte Methode des Avidin-
Biotin-Komplexes (ABC). Nach Bindung des Primérantikorpers wird ein biotinylierter
Sekundérantikorper zugegeben, welcher gegen den Primérantikbrper gerichtet ist.
Anschliel3end wird ein Avidin-Biotin-Komplex zugegeben. Mit der Substrat-Chromogen-
Reaktion erfolgt die Sichtbarmachung der Reaktion.

Zur Darstellung von Cx43-Protein wurden Hodengewebsproben von prapubertdren Hunden,
von Hunden mit normaler Spermatogenese und von Hunden mit Sertoli Zelltumoren und
Seminomen verwendet. Zur Darstellung von Cx45-Protein wurden Hodengewebsproben von
adulten Hunden mit normaler Spermatogenese verwendet. Als Positivkontrolle diente fur den
Nachweis von Cx43 das Hodengewebe von Menschen mit normaler Spermatogenese und fir

den Nachweis von Cx45 mit Cx45 transfizierte HeLa-Zdllen.

4.2.4.2 Allgemeine Vorbereitungen
e Reinigung (Aqua bidest) und Aufbau der Xcell SureLock™ Mini-Cell des
NuPAGE®Electrophoresis Systems (Invitrogen, Karlsruhe) zur Durchfihrung der
vertikalen, diskontinuierlichen SDS-PAGE bei neutralem pH-Wert

4.2.4.3 Probenvorbereitung
e Proteinproben auftauen und vortexen
e 91 ul der Probe mit 3,5 pl 4x NUPAGE® LDS Sample Buffer und 1,4 pl 10x
NUuPAGE® Reducing Agent auf ein Gesamtvolumen von 14 pl zusammenmischen
e Proben vortexen und kurz zentrifugieren

e Proben 10 min im Wasserbad bel 70°C denaturieren

Als Kontrolle bzw. zum Vergleich des Molekulargewichts wurde eine
Standardproteinmischung (Proteinmarker; SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard) verwendet.

4.2.4.4 Gelelektrophorese
e Herstellung des Laufpuffers:
0 1x NUPAGE® SDS Laufpuffer: 50 ml 20x NuPAGE® MOPS SDS Running
Buffer mit Aquabidest. auf 1 | auffullen
0 1x NUPAGE® SDS Laufpuffer + Antioxidant: 200 ml 1x NUPAGE® SDS
Laufpuffer mit 500 pl NUPAGE® Antioxidant mischen
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10 % NUPAGE® Bis-Tris Gel (+ MOPS Laufpuffer) aus der Verpackung nehmen und
Gelkassette mit Aqua bidest. spilen
den Klebestreifen vom Boden der Gelkassette |6sen
Taschenschablone aus dem Gel vorsichtig entfernen
Probentaschen mit 1x NUPAGE® SDS Laufpuffer mittels Pipette spilen, Gelkassette
umdrehen und schitteln um Laufpuffer zu entfernen; diesen Vorgang zwei mal
wiederholen
Gelkassette in die X cell SureLock™ Mini-Cell Elektrophoresekammer einbauen
innere Gelkammer mit 1x NUPAGE® MOPS SDS Laufpuffer + Antioxidant, aul3ere
Gelkammer mit 1x NUPAGE® MOPS SDS Laufpuffer befillen
Proteinmarker (8 ul pro Spur) und Proben (10 ul pro Spur) durch den Laufpuffer
hindurch mit der Hamiltonspritze auf den Taschenboden verbringen
Hamiltonspritze zwischen den einzelnen Probenauftragungen mit Laufpuffer grindlich
spulen
Elektroden mit Stromgeber (Biometra Standard Power Pack P25, Biometra,
Goattingen) verbinden

Die SDS-Gelektrophorese fand bei einer konstanten Spannung von 200 V fir 60 min statt.

4.2.45 Elektroblotting

Unmittelbar nach Abschlul® der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine im

»Semi-Dry-Blotting Verfahren auf eine Nitrozellulose Membran transferiert.

Herstellung des Transferpuffers:

0 1x NuPAGE® Transferpuffer: 50 ml 20x NUPAGE® Transfer Buffer, 1 ml
NUuPAGE® Antioxidant und 100 ml Methanol mit 849 ml Aqua bidest. auf 1 |
auffillen

Inkubationsschale mit ca. 700 ml 1x NuPAGE® Transferpuffer beflllen und 5
Blotting pads des XCell 1I™ Blot Modules eintauchen bis die Blotting pads
vollstéandig durchtrankt sind und keine L uftblasen mehr entweichen

zwei Filterpapiere und die Nitrozellulose Membran fir einige min in ca. 50 ml 1x
NUuPAGE® Transferpuffer einweichen

Blotting Apparatur (Xcell SureLock™ Mini-Cell Kammer, Invitrogen) bereitstellen
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e Ge nach Beendigung der Gelektrophorese aus der Kammer nehmen, die obere
Plastikplatte mit Hilfe des Gel-Messers abltsen und die Einflllspuren mit dem Gel-
Messer entfernen

e ein Stuck eingeweichtes Filterpapier auf das Gel legen, umdrehen und Gel und
Filterpapier von der unteren Plastikplatte |6sen

¢ Blotting Sandwich aufbauen (Iuftblasenfrei von unten nach oben):

o zwei mit 1x NuPAGE® Transferpuffer durchtrénkte Blotting pads in die

K athode des X Cell 11™ Blot Modules legen

Filterpapier

Gel

Nitrozellulose Membran

Filterpapier

3 mit 1x NUPAGE® Transferpuffer durchtrénkte Blotting pads

e obere Elektrodenplatte (Anode) aufsetzen

o O O O O

e Blot Modul fest zusammendriicken und in die Blotting Kammer einlegen
e Blot Modul mit 1x NuPAGE® Transferpuffer beflllen

e Aullere Kammer mit Aqua bidest. beflllen

e Deckel auf die Einheit setzen und Elektrode mit Stromgeber verbinden

Das Elektroblotting fand bel einer konstanten Spannung von 30 V fir 60 min statt.
e Nitrozellulose Membran nach Beendigung des Transfers auf der dem Gel

zugewandten Seite kennzeichnen

4.2.4.6 Nachweisreaktion

Es wurden kommerziell erhdtliche Primér- und Sekundérantikorper, Detektionssysteme und
Farbstoffe fur die Nachweisreaktion verwendet und ein im Labor von Thomas Steinberg
(Washington University, St. Louis, USA) hergestellter polyklonaler anti-Cx45-Antikorper
(Lecandaet a., 1998) (Kaninchen-anti-Maus).

e Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
o Blockpuffer | herstellen:
0,1 M PBS-Puffer herstellen: 1 Tablette PBS in 200 ml Aqua bidest.
|6sen, pH 7,4 mit NaOH bzw. HCI einstellen
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Blockpuffer 1 (5%iges Milchpulver herstellen): 0,75 g entfettetes
Trockenmilchpulver in 15 ml 0,1 M PBS (pH 7,4) |6sen
o Nitrozellulose-Membran mit der dem Gel zugewandten Seite nach oben in eine
Inkubationsschale legen
0 Inkubationsschale mit Blockpuffer | fullen
0 Membran unter langsamen Schwenken auf Wippschittler fir 60 min bel RT
blocken

o Blockpuffer | entfernen

Inkubation mit primarem Antikorper
Es wurden ein polyklonaler anti-Cx43-Antikorper der Firma Zymed, San Francisco,
US, Kaninchen-anti-Ratte, Nr. 71-0700, mit der Verdinnung 1:500; und ein
polykloner anti-Cx45-Antikdrper von Dr. Tom Steinberg, Washington University, St.
Louis, USA, mit der Verdinnung 1:500 verwendet.
o0 Waschpuffer herstellen:
100 ml 1x 0,1 M PBS (pH 7,4), 1,0 g BSA (1 %), 0,1 g (0,1 %) Tween
20 mischen
0 Primérantikorper-Losung herstellen:
Cx43: 10 ml 1x 0,1 M PBS (pH 7,4), 0,1 g BSA (1 %) und 0,01 g
Tween 20 (0,1 %) mischen, 20 pl Antikorper hinzu pipettieren und
erneut gut mischen
Cx45: 10 ml 1x 0,1 M PBS (pH 7,4), 0,1 g BSA (1 %) und 0,01 g
Tween 20 (0,1 %) mischen, 20 pl Antikorper hinzupipettieren und
erneut gut mischen
0 Primérantikdrper-Losung auf die Membran geben und Gber Nacht bel RT unter
langsamen Schwenken (Wippschuttler) inkubieren
0 Primérantikorper-L6sung entfernen
0 Membran 3 x 5min bei RT unter langsamen Schwenken auf Wippschittler mit
Waschpuffer waschen

0 Waschpuffer entfernen
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen

o Blockpuffer 11 (5%iges Ziegenserum) herstellen:
o 10ml 1x 0,1 M PBS (pH 7,4) mit 0,5 ml Ziegenserum mischen
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o Blockpuffer 1l auf die Membran geben und fir 30 min bel RT auf
Wippschittler inkubieren

o Blockpuffer Il entfernen

e Inkubation mit sekundarem Antikorper

Es wurden biotinylierte Ziege-anti-Kaninchen Immunglobuline der Firma DAKO,
Hamburg, Nr. E0O432, mit der Verdinnung 1:1000 verwendet.

0 Sekundarantikorper-Losung herstellen:
10 ml 1x 0,1 M PBS (pH 7,4), 0,1 g BSA (1 %) und 0,01 g Tween 20
(0,1 %) mischen, 10 pl Zweitantikdrper zupipettieren und erneut gut
mischen
0 Sekundarantikorper-Losung auf die Membran geben und fir 60 min bei RT
unter langsamem Schwenken (Wippschittler) inkubieren
0 Sekundarantikdrper-Losung entfernen und die Membran 4 x 5 min bei RT
unter langsamem Schwenken auf Wippschuttler mit Waschpuffer waschen

0 Waschpuffer entfernen

e Inkubation mit ABC-Kit

o0 ABC-Kit (Vector Vectastain ABC-Elite Kit Standard) ansetzen:
10 ml 0,1 M Tris-HCI mit 4 Tropfen der Lésung A und 4 Tropfen der
Losung B mischen
o0 ABC-Kit in Inkubationsschale geben und fir 60 min bel RT unter langsamen
Schwenken auf Wippschuttler inkubieren
0 ABC-Kit entfernen und Membran dreima 10 min bel RT unter langsamen
Schwenken auf Wippschttler mit Waschpuffer waschen

0 Waschpuffer entfernen

e Farbreaktion

o

True Blue Peroxidase Substrate-Losung in Inkubationsschale auf die Membran
geben und fur 5 min bel RT unter langsamen Schwenken auf Wippschuttler
inkubieren

Visualisierungsl6sung entfernen und Farbreaktion durch dreimaliges Waschen der
Membran mit Aqua bidest. stoppen

Membran im Trockenschrank bei 37°C im Dunkeln trocknen lassen
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Bel jedem Farbevorgang wurden Negativkontrollen mitgefihrt und wie im Protokoll
beschrieben behandelt, ausgenommen der Inkubation mit dem priméaren Antikorper, welche

durch Inkubation mit dem Blockpuffer | ersetzt wurde.

4.2.4.7 Dokumentation

Die Dokumentation und Auswertung der Signale der Farbreaktion erfolgte mit Hilfe eines
Scanners (AV630 CS) sowie mit Hilfe der Silver Fast Ai 5.5 Software der Firma Laser Soft
Imaging, Kidl.

4.25 Nachwels der Cx43-Expression und Cx45-Expression auf mRNA-Ebene mittels
Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

4.25.1 Allgemeine Vorbemerkung zur RT-PCR

Die PCR ist eine in-vitro-Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei
bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfdltigen kann. Um RNA mit Hilfe
einer PCR zu vervidfdltigen, wandelt man zunachst die unstabile RNA mittels der Reversen
Transkription in eine stabilere cDNA um. In einer anschlief3enden PCR kann man durch den
Einsatz von spezifischen Primern die gesuchte cDNA vervielfdtigen. Die PCR besteht aus
folgenden Schritten: Denaturierung der doppelstrangigen DNA, Bindung der Primer an die
DNA (Hybridisierung), Verlangerung der Primer (Amplifikation).

Die Untersuchungen der Cx43- und Cx45-Expression auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR
wurde zunéchst an aus Hodenhomogenat extrahierter Gesamt-RNA durchgefihrt. Da Cx43 in
den Leydig Zellen exprimiert wird, wurden for Cx43 zusdtzlich nur die Zellen des
Keimepithels mit Hilfe der UV-Laser-assistierten Mikrodissektion untersucht. Durch diese

M ethode konnte eine hdhere Sensitivitdt und Spezifitét der Untersuchungen erreicht werden.

Zur Darstellung der Cx43-mRNA mittels RT-PCR aus Hodenhomogenat sowie aus
mikrodissezierten Zellen wurden Hodengewebsproben von prapubertdren Hunden, von
Hunden mit normaler Spermatogenese und von Hunden mit Sertoli Zelltumoren und
Seminomen verwendet. Zur Darstellung der Cx45-mRNA mittels RT-PCR aus
Hodenhomogenat wurden Hodengewebsproben von adulten Hunden mit normaler

Spermatogenese verwendet.
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4.25.2 RT-PCR am Hodenhomogenat
Im folgenden ist das Arbeitsprotokoll fur die durchgefihrte RT-PCR, ausgehend von Gesamt-
RNA, dargestellt:

e DNase Behandlung
Um sicherzustellen, dass nach der Extraktion und Isolierung der Gesamt-RNA mittels
TRIzol®-Reagent keine Verunreinigung mit genomischer DNA vorhanden war, wurde

eine DNase-Behandlung durchgefihrt.

e Reaktionsansatz pro Probe:
0 2l 10x DNase I-Puffer
1 pl DNase |, RNasefrei
0,25 pl RNase-Inhibitor
6,65 ul mMRNA (entspricht 200 ng/pl mRNA)

Proben kurz anzentrifugieren

o O O o

o im Thermocycler 10 min bei 37°C mit RNase-freier DNase | (10U/ul; Roche,
Mannheim, Germany; 1-3 U/ug RNA) inkubieren, um genomische DNA zu
verdauen

o 5minbe 75°C inkubieren um die DNase-Aktivitat zu stoppen

e CcDNA-Synthese
o 10l Ansatz:

2ul 5mM MgCl,
1 pl 10x PCR-Puffer
1ul 10 mM dGTP
1pl 10 mM dTTP
1 pl 10 mM dATP
1ul 10 mM dCTP
0,5 ul 2,5 uM Random Hexamers
0,5 ul RNase-Inhibitor (1 U/pl)
0,5 ul Reverse Transkriptase (2,5 U/pl)
1,5 pl RNA (DNase-behandelt)

o Im T3 Thermocycler wurde folgendes Programm durchlaufen:
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Schritt 1: 8 min bei 21°C
Schritt 2: 15 min bei 42°C
Schritt 3: 5 min bei 99°C
Schritt 4: 5 min bei 5°C

0 Lagerung der cDNA bei -20°C

e Auswahl der Primer:
Zur Detektierung der Cx43- und Cx45-mRNA wurden unterschiedliche Primerpaare
verwendet. Zum einen wurde ein selbst ausgesuchtes Primerpaar verwendet. Zum
anderen handelt es sich um ein Primerpaar, welches in der Literatur von Di et al. (Di et
al., 2001) fur die Amplifikation der Cx45-mRNA des Menschen beschrieben wurde.

Die Sequenzen der Primerpaare lauteten wie folgt:

o selbst ausgesuchte Primerpaare
0 Cx43 Upstream-Primer:
5-CCA TCT CTA ACT CCCATG CACAGC-3
Cx43 Downstream-Primer:
5-TGG CACGACTGCTGGCTCTGCTT-3
Grofe des Amplifikates: 137 bp, Name ,,Cx43 |
NCBI Accession Number: NM 000165

e Primerpaare aus der Literatur:
0 Cx45 Upstream-Primer:
5-GGA GCT TTCTGA CTCGCC TG-3
Cx45 Downstream-Primer:
5-CGGCCATCATGCTTA GGT TT-3
Grole des Amplifikates: 487 bp, Name ,,Cx45 |*
Accession Number: U03493

e Alsinterne Kontrolle und zur Beurteilung der Qualitét der extrahierten RNA wurde

jede Probe mittels eines ,Housekeeping Genes‘, hier R-Aktin, Uberprift. Die
Sequenzen der selbst gewéhlten Primer lauten wie folgt:
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0 [-Aktin-Primer:
Upstream-Primer:
5-TTCCTT CCT GGG CAT GGA GT-3
Downstream-Primer:
5-TACAGGTCT TTGCGG ATG TC-3
Grole des Amplifikates: 90 bp; “RR-Aktin 90”

Die Primerpaare wurden von der Firma MWG Biotech GmbH, Ebersberg synthetisiert.

PCR

Es wurden verschiedene Bedingungen fur die PCR verwendet. Fir die selbst
ausgesuchten Cx43 | Primerpaare wurde ene PCR mit abnehmender
Hybridisierungstemperatur durchgefihrt (Touchdown-PCR) zur Erleichterung der
optimalen Hybridisierung des Amplimers mit dem Zielmolekil und zur Verminderung
der Bildung von Artefakten und Primerdimeren.

Zum anderen wurde fUr die Primerpaare aus der Literatur das an entsprechender Stelle
beschriebene Programm (Di et al., 2001) verwendet.

0 50l Ansatz:
31,75 ul Aqua bidest.
4 ul 10x PCR-Puffer
2 ul 50 mM MgCl,-Losung
1 ul 5 Primer (10 pmol)
1wl 3" Primer (10 pmol)
10 pl cDNA
0,25 ul Amplitag Gold DNA Polymerase (5U/ul)
o ImT3-Thermocycler (Biometra, Goéttingen) wurden folgende Primer-
spezifischen PCR-Programme fur Cx43 und Cx45 durchlaufen:
Primer Cx43 |
Schritt 1: 95°C, 10 min
Schritt 2: 95°C, 1 min
Schritt 3: 66°C, 1 min
Schritt 4: 72°C, 2 min
Schritte 2-4 10 x wiederholen
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Schritt 5: 95°C, 10 min
Schritt 6: 62°C, 1 min
Schritt 7: 72°C, 2 min
Schritte 5-7 25 x wiederholen
Schritt 8: 72°C, 10 min

Schritte 1, 2, 5 = Denaturierung

Schritte 3, 6 = Annealing

Schritte 4, 7 = Amplifikation

Schritt 8 = Vervollstandigung der Amplifikation

Primer Cx45 |

Schritt 1: 95°C, 10 min

Schritt 2: 95°C, 1 min

Schritt 3: 66°C, 1 min

Schritt 4: 72°C, 2 min

Schritte 2 - 4 35 x wiederholen
Schritt 5: 72°C, 10 min

Schritte 1, 2 = Denaturierung

Schritt 3 = Hybridisierung

Schritt 4 = Amplifikation

Schritt 5 = Vervollstandigung der Amplifikation

Primer 3-Aktin 90

Schritt 1: 95°C, 10 min
Schritt 2: 94°C, 1 min
Schritt 3: 55°C, 1 min
Schritt 4: 72°C, 1 min
Schritte 2-4 35 x wiederholen
Schritt 5: 72°C, 10 min

Schritte 1, 2 = Denaturierung
Schritt 3 = Hybridisierung
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Schritt 4 = Amplifikation
Schritt 5 = Vervollstandigung der Amplifikation

0 Eswurde nur mit gestopften Spitzen pipettiert und nur spezielle dinnwandige
PCR-Tubes verwendet.

Kontrolle der RT-PCR durch Agarosegelelektrophorese (DNA-Gel)

Zur Auftrennung der PCR-Amplifikate wurden die Proben in einer horizontalen
Gelektrophoresekammer (Mini®-Gel el ektrophorese-Apparatur) auf ein 2%iges
Agarose-Gel aufgetragen.

o Laufpuffer (1x TAE-Puffer) herstellen:
10x TAE-Puffer: 48,4 g Tris, 11,4 ml Essigsaure, 20 ml 0,5M EDTA
mischen, pH 8,0 einstellen und auf 1 | mit Aqua bidest. auffillen
1x TAE-Puffer: 100 ml 10x TAE-Puffer mit 900 ml Aqua bidest. mischen
o0 Auftragspuffer herstellen:
0,05 g Bromphenolblau (0,5 ml aus 1%iger Lésung), 0,05 g Xylencyanol
(0,5 ml aus 1%iger Losung), 3 g Ficoll400, 3ml 0,5M EDTA mischen
mit 1x TAE-Puffer auf 20 ml auffillen und filtrieren
0 Herstellung des 2%igen Agarose-Gels (Mini-Gel)
0,6 g Agarosein 30 ml 1x TAE-Puffer pH 8,0 suspendieren
Agarose-Suspension in der Mikrowelle vorsichtig aufkochen und bei
RT auf ca. 60 - 65°C abkihlen lassen
Agarose-L 6sung luftblasenfrei in ein Geltablett giefen
30 min bei RT erstarren lassen
Taschenschabl one und Gummi-Endbl dcke entfernen
Geltablett in die Elektrophoresekammer einsetzen
Elektrophoreskammer mit Laufpuffer bis ca. 0,5 cm oberhalb des
Agarosegelsfillen
0 Probenvorbereitung und Laden der Proben
15 pl der Probe mit 5 pl Auftragspuffer versetzen
das Gemisch in die Geltaschen pipettieren
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Zur Bestimmung der Fragmentgrofe der zu untersuchenden Proben wurde ein DNA-
Grolenstandard (100 bp Marker; 100 bp DNA-Ladder) auf das Gel aufgetragen:

0 Vorbereitung und Laden des Markers
2 pl 1:10 mit Aqua bidest. verdinntem 100 bp Marker mit 2 pl
Auftragspuffer und 8 ul Aqua bidest. versetzen
das Gemisch in eine Geltasche pipettieren

0 Gelelektrophorese
Sicherheitsdeckel der Elektrophoresekammer schlief3en
Sicherheitsstecker mit Stromgeber (PowerPac 200 Power Supply)
verbinden
Elektrophorese 30 min bei einer Spannung von 200 V laufen lassen
Stromgeber ausschalten und Geltablett aus der Elektrophoresekammer
nehmen
Gel in einer Inkubationsschale mit 60 ml 1x TAE-Puffer, pH 8,0 und 6
pl SYBR-Green 30 min auf Schuttler inkubieren

e Detektion und Dokumentation
Die Detektion der elektrophoretisch getrennten Proben erfolgte mittels UV-Licht
(High Performance Ultraviolett Transilluminator).
Die Ergebnisse wurden mittels Polaroid Gel Cam dokumentiert, unter Verwendung von
Polaroid-Sofortbildfilmen (unbeschichtete schwarz/wei3-Filme, Typ 667).

4.25.3 RT-PCR nach UV-LACP

Bel der UV-Laser-assistierten Mikrodissektion werden aus einem Paraffinschnitt, oder, wie in
dieser Arbeit, aus einem Gefrierschnitt mit Hilfe eines fokussierten UV-Lasers vorher
ausgewahlte Zellen oder Zellgruppen herausgeschnitten und durch das sog. ,, Laser-Pressure
Catapulting®, kurz LPC, mit Laser-Energie aus dem Gewebe herauskatapultiert. Die Zellen
oder Zellgruppen werden im Deckel eines Mikrozentrifugenréhrchens aufgefangen und stehen
nun fir eine anschlief3ende mol ekul arbiol ogische Analyse zur Verflgung.

Die einzelnen Arbeitsschritte sind im Folgenden in chronologischer Reihenfolge aufgefiihrt:
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4.2.5.4 Vorbereitungen
e Arbeitsplatz und Geréte

o

RNase freilen Arbeitplatz und RNase freie Gerdte sicherstellen (siehe
Extraktion von RNA und Protein)

e Vorbereitung der Objekttrager

o

die mit einer Membran beschichteten Objekttrager (PaAlm® Membrane Slides)
fur 30 min mit UV-Licht (Wellenldnge 254 nm) aus ca. 15 cm Entfernung fur
eine bessere Haftung der Schnitte bestrahlen

e Herstellung und Farbung von Gefrierschnitten

(0]

10 um dicke Gefrierschnitte nach dem Protokoll zur Herstellung von
Gefrierschnitten fur die IHC anfertigen
Schnitte mit einem Membran-beschichteten Objekttrager aufnehmen und 1
Minute bei RT trocknen lassen
Schnitte fur 30 sec mit Hamatoxylin Uberschichten, in DEPC-Wasser abspilen
Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe dehydrieren:

10 sec in 70%igem Alkohol (Ethanol)

10 sec in 80%igem Alkohol (Ethanol)

10 sec in 96%igem Alkohol (Ethanol)
Schnitte trocknen lassen
jeden einzelnen Schnitt mit DAKO-Pen umkreisen
Schnitte bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C in steriler Standkivette

aufbewahren

4.255 Ablauf der UV-LACP
Die UV-Laser assistierte Mikrodissektion erfolgte mit Hilfe des Palm® MicroBeam Systems.

Das System bestand aus folgenden Komponenten:

¢ inverses Hochleistungsmikroskop (Axiovert 135)

e motorisierter und tber eine Computer-Maus manuell steuerbarer Objekttisch

e mit dem Computer sowie mit dem Mikroskop verbundener integrierter Laser

(Nitrogen/Stickstoff-Laser mit 337 nm) zum Ausschneiden der gewlinschten Zellen

e mit dem Computertisch verbundene Color Video Camera
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e Software (PAlm® RoboSoftware) zur Steuerung der Mikrodissektion

Die Mikrodissektion lasst sich in vier Arbeitsschritte untergliedern, die im Folgenden fir die
Isolierung eines Gemisches aus Sertoli-Zellen und Keimzellen des Hundes mit normaler
Spermatogenese exemplarisch dargestellt sind (Abb. 13 a-d):
e Auswahl der interessierenden Zellen am Gefrierschnitt mittels Mikroskop bzw.
Monitor (Abb. 13 a)
e Markierung der spéteren Schnittlinie mit Hilfe der Software (Abb. 13 b)
e Automatisches Umschneiden des ausgewahlten Areals mit Hilfe des Laserstrahls
(Abb. 13 ¢)
e Herauskatapultieren des ausgeschnittenen Areals mit Hilfe des ,Laser-Pressure
Catapulting” (Abb. 13 d)

Abb. 13 a-d: Darstellung der UV-Laser assistierten Mikrodissektion am Beispiel eines Keimtubulus

mit Sertoli- und Keimzellen eines adulten Hundes mit normaler Spermatogenese, Priméarvergréfderung
x 20, Erklérung im Text.
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Das herauskatapultierte Gewebe wird im Deckel eines Mikrozentrifugenrohrchens, welcher
mit 2,5 ul sterilem Mineraldl ausgekleidet ist, aufgefangen und steht nach anschlief3ender
kurzer Zentrifugation zur weiteren Behandlung im Boden des Mikrozentrifugenréhrchens zur
Verfigung. In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Ansdtze mittels der Mikrodissektion
angefertigt. Zum einen wurden aus dem Hodengewebe von prapubertaren Hunden und von
Hunden mit normaler Spermatogenese samtliche Keimzellen und Sertoli Zellen aus dreifldig
Tubuli seminiferi pro Ansatz und ca. finfundvierzig interstitielle Bereiche mit Leydig Zellen
ausgeschnitten und im Deckel eines Zentrifugenréhrchens gesammelt. Zum anderen wurden
aus caninen Sertoli Zelltumoren und aus caninen Seminomen dreif3ig vergleichbar grof3e

Bereiche pro Ansatz ausgeschnitten und gesammelt.

4256 Extraktion der RNA
Zur Extraktion der Gesamt-RNA des mikrodissezierten Gewebes wurde das RNA-
Extraktionskit RNeasy Micro Kit verwendet. Das abgednderte Protokoll (,Total RNA

Isolation from Microdissected Cryosections*) lautete wie folgt:

e Gebrauchs dsung herstellen:

o Puffer RPE vorbereiten:
11 ml Puffer RPE (Buffer RPE) mit 44 ml reinem Ethanol verdiinnen
(Aufbewahrung bei RT)

o Puffer RLT vorbereiten:
10 pl RMercaptoethanol mit 1 ml Puffer RLT (Buffer RLT,;
Aufbewahrung bel RT fir einen Monat)

o Trager RNA-Gebrauchs 6sung herstellen:
Stammldsung herstellen: ,, carrier RNA® in 1 ml RNase freiem Wasser
(RNase-free water) l6sen und aliquotieren (Konzentration: 310 ng/ul;
Aufbewahrung bei -20°C)
Stammldsung verdinnen: 5 pl der Stammldsung mit 34 pl Puffer RLT
mischen
Gebrauchslosung herstellen: 6 pl verdinnte Stammldsung mit 54 pl
Buffer RLT mischen (Endkonzentration: 4 ng/pl)

0 DNasel Stammlésung herstellen:
DNase | (1500 Kunitz units) in 500 ul RNase freiem Wasser 16sen

(nicht vortexen)
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Losung aliquotieren, Lagerung bei -20°C fur bis zu 9 Monate
80%iges Ethanol herstellen:
24 ml reines Ethanol mit 6 ml RNase freiem Wasser mischen
70%iges Ethanol herstellen:
21 ml reines Ethanol mit 9 ml RNase freiem Wasser mischen

e Extraktion:

(0]

(0]

o

mikrodisseziertes Gewebe direkt nach der Zentrifugation mit 350 pl Puffer
RLT versetzen

5 ul Tréger-RNA Gebrauchsl6sung zugeben

30 sec vortexen

e Die so behandelte Probe kann bei -70°C fur mehrere Monate aufbewahrt werden und

nach anschlief3endem Auftauen bei RT wie folgt weiterverarbeitet werden:

(0]

o

o

o O o O

350 ul 70%iges Ethanol zugeben

die Probe in ein Saulchen (RNeasy MinElute Spin Column) welchesin einem 2
ml Sammelgefal steckt, geben

das Saulchen 15 sec bei RT mit 9.830 x g zentrifugieren

Durchfluss verwerfen

350 pl Puffer RW1 (Buffer RW1) zugeben und 15 sec bei RT mit 9.830 x g
zentrifugieren

Durchfluss verwerfen

10 pl DNAse Stammldsung mit 70 pl Puffer RDD (Buffer RDD) mischen und
die Losung direkt auf die Membran des Saulchens geben

15 min bel RT inkubieren

350 pl RW1 zugeben und 15 sec bei RT mit 9.830 x g zentrifugieren
Durchfluss verwerfen

500 pl 80%iges Ethanol zugeben und fur 2 min bel RT mit 9.830 x g
zentrifugieren

Uberstand und Sammelgefa? verwerfen, Saulchen in ein neues 2 mi
Sammel gefaid stecken

mit offenem Deckel 5 min bei RT mit 31.870 x g zentrifugieren, um samtliches
Ethanol zu entfernen
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0 Durchfluss und Sammelgefd? verwerfen, Sdulchen in ein neues 1,5 ml
Sammel gefal? geben
0 14 pyl RNAse freies Wasser direkt auf die Membran geben und 1 Minute bei
RT mit 31.870 x g zentrifugieren; die geloste RNA befindet sich im
Sammelgefal3

4257 RT-PCR
Im folgenden ist das Arbeitsprotokoll fur die durchgefihrte RT-PCR, ausgehend von der

extrahierten Gesamt-RNA aus mikrodissezierten Zellen, dargestellt:

cDNA-Synthese
0 20ul Ansatz:

2,6 pl DEPC-Wasser
2 ul 10x RT-Puffer
2l 5mM dNTP
0,4 ul 50 uM Oligo-dT-Primer
1 pl Sensiscript reverse transcriptase (4 U/ul)
12 ul Probe

im T3 Thermocycler wurde folgendes Programm durchlaufen :
o Schritt 1: 37°C, 60 min
o Schritt 2: 93°C, 5 min

PCR

Fur die PCR aus mikrodisseziertem Gewebe wurde das 0.g. Primerpaar mit dem
Namen Cx43 | (Grofe des Amplifikates: 137 bp) verwendet, da aufgrund der geringen
Stabilitét der Nukleinsduren aus mikrodisseziertem Gewebe das Amplikon eine Grof3e
von 200 bp nicht Gberschreiten sollte.

Da die RNA-Ausbeute bei mikrodisseziertem Gewebe sehr gering war, wurde as
interne Kontrolle fur jede Probe das , Housekeeping Gene" [:-Aktin mitgefiihrt. Die
Sequenz der Primer 13-, Aktin 90" siehe unter Kapitel 3.2.5.2.

o 20 pl-Ansatz:
2,6 ul DEPC-Wasser
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2 pl 10x Puffer
4 ul 5x Q-Solution
0,4 ul 10 mM dNTP
0,4 pl upstream Primer (10 pmol/pul)
0,4 pul downstream Primer (10 pmol/pl)
0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
10 ul cDNA

0 im T3 Thermocycler wurde das 0.g. Programm fur das Primerpaar Cx43 | mit

folgenden Anderungen durchlaufen:

Schritt 2-4 15 x wiederholen
Schritt 5-7 35 x wiederholen

o das Programm fir das Primerpaar ,,[3-Aktin 90 entsprach dem 0.g. Programm

fur R-Aktin mit folgenden Anderungen:

Schritt 2-4 50 x wiederholen

0 es wurde nur mit gestopften Pipettenspitzen pipettiert und es wurden nur

spezielle dinnwandige PCR-Tubes verwendet.

e Kontrolle der PCR durch Agarose Gelelektrophorese (DNA-Gel) / Detektion /
Dokumentation
o die Auftrennung der PCR-Amplifikate sowie die Detektion und

Dokumentation erfolgte wie unter Punkt 3.2.5.2 beschrieben
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4.2.6 In-situ-Hybridisierung (ISH)

4.2.6.1 Allgemeine Vorbemerkungen zur ISH

Bel der ISH werden Digoxigenin-markierte cRNA-Sonden, die mit der komplementéren
MRNA der Zelle binden, mittels Anti-Digoxigenin-Antikérper detektiert und mit Hilfe einer
Farbreaktion visualisiert. Dieses Verfahren wird benutzt, um spezifisch mRNA einer
bestimmten Zielsequenz in situ nachzuweisen.

Markierte RNA-Sonden hoher spezifischer Aktivitdt konnen durch In-vitro-Transkription
klonierter DNA-Fragmente hergestellt werden. In dieser Arbeit wurden die zu Cx43
komplementéren ,, antisense”“-Sonden zur Detektion der entsprechenden mRNA in der Zelle
hergestellt. Die zu Cx43 sequenzidentischen ,, sense” -Sonden dienten als Negativkontrolle.

Fur die Sondenherstellung wurde eine humane Hodenprobe mit normaler Spermatogenese mit
Trizol® Reagent extrahiert und mit DNase behandelt. Ein 137 bp (Cx43) langes mRNA-
Fragment wurde mittels RT-PCR amplifiziert. FUr dieses Verfahren wurden die Primer der
bereits durchgefiihrten RT-PCR verwendet. Die PCR-Fragmente wurden in einer 2%igen
Agarose-Gelelektrophorese separiert, unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten und mit einem
DNA-Purifikationskit aufgereinigt. Das gewonnene Cx43-Fragment wurde in ein Plasmid
inseriert (0\GEM®-T Vektor, Abb. 14, 15) und anschlieRend in einem Bakterium (E.coli, Eco
XL-1 Blue) vervidféltigt.

Nach der Klonierung folgte die Separierung der Plasmide aus dem Bakterium mit Hilfe eines
QIAprep Spin Plasmid Kits nach Anleitung des Herstellers. Um Erfolg und Spezifitét der
Klonierung zu prifen wurde das Cx43-Insert mit Hilfe zweier Restriktionsenzyme mit
spezifischen Schnittstellen (Not-I, NCO-I; Abb. 14) von dem Plasmid getrennt und in einer
2%igen Agarose-Gelelektrophorese unter UV-Licht nachgewiesen.

Bel der anschlief3enden Linealisierung der Plasmide mit jeweils Not-I und Nco-I entstehen
zwel ,lineare" Plasmide mit endsténdigen Inserts. Die Inserts werden durch Hinzufligen
zweier RNA-Polymerasen (T7 und SP-6), deren spezifischen Initiationsstellen und
Promotoren sich auf dem Plasmid befinden, in eine ,antisense- bzw. ,sense’-Richtung
transkribiert.

Die Identitét der Cx43-1nserts wurde durch Sequenzierung bestétigt (Qiagen).

4.2.6.2 Herstellung der Sonden

Im Folgenden ist das Arbeitsprotokoll fur die durchgefiihrte Sondenherstellung, ausgehend
von der extrahierten Gesamt-RNA mit nachfolgender RT-PCR und anschlief3ender
Gelel ektrophorese aus Hodenhomogenat, dargestel It:
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e Aufreinigung des PCR-Fragmentes (QIAEX |1 Kit, Qiagen)

o

©O O O o o

O O O 0O O o o o o o o o o

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

Gelstiick in einem 1,5 ml Eppendorf Tube wiegen

3 x Volumen Puffer QX1 zu 1 x Gewicht des Gelstlickes dazugeben
QIAEX I1-L6sung resuspendieren (30 sec vortexen)

30-60 ul QIAEX 11-Lésung zupipettieren, mischen

10 min im Wasserbad bei 50°C (wahrend der Inkubation alle 2 min kurz
vortexen)

30 sec bel 16.620 x g zentrifugieren

Uberstand verwerfen

500 ul Puffer QX1 dazugeben, vortexen

30 sec bei 16.620 x g zentrifugieren

Uberstand verwerfen

500 ul Puffer PE dazugeben, vortexen

Uberstand verwerfen

Diesen Schritt 1x wiederholen

Pellet 10-15 min bei 37°C trocknen

20 pl Aqua bidest. zupipettieren, mischen

5min bel RT stehen lassen

30 sec bei 16.620 x g zentrifugieren

DNA im Uberstand
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Abb. 14: pGEM®-T Vektor

T7 Transcription Start

5. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGE GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3'. .. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

T7 Promoler | | | | | | |
Apa | Aatll Sph | Bstd |

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
3'TTAGT|G .&TCaﬂil’_lt GCCGG CGlt'.IiAC GTCCA GCTGG TATACl.

MNea | Sac Spel Mot | Pstl Sai | Mde |
Bs1Z 1
SPE Transcription Start

CCATG GCCGC GGGATT3

claemc -:l:rfsce. C(II.TA (ctonea insert)

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGE TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT . 3
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA ... 5

| | | || | SP6 Promoter
Bac Bat¥ | Mai |

035TMANG/2A

Abb. 15: Sequenz des pGEM®-T Vektors. Oben durch T7 transkribierte mRNA, unten durch SP6
transkribierte mRNA.

e Klonierung
0 Ldsungen ansetzen:
- LB-Medium: 25 Kapseln LB-Medium auf 1 | Aqua bidest.,

autoklavieren, im Kuhlschrank aufbewahren
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LB-Agar-Medium: 40 Kapseln LB-Agar-Medium auf 1 | Aquabidest.,
autoklavieren, im Kuhlschrank aufbewahren
0 Herstellung kompetenter Zellen (ECO XL 1-Blue)
2 ml LB-Medium in steriles Reagenzglas geben
ECO XL 1-Blue (Stratagene) Bakterien mit einer Ose dazugeben
Uber Nacht bei 37°C auf Schittler inkubieren

Am néchsten Tag:
19,5 ml LB-Medium bei 37°C vorwarmen
0,5 ml der Uber Nacht inkubierten Bakterien dazugeben
1-2 h bei 37°C auf Schiittler
30 min in Eiswasser
5 min bei 4°C und 6.290 x g zentrifugieren
Uberstand verwerfen
Pellet mit 20 ml CaCl, 50 mM mischen
30-60 min auf Eis stellen und haufig mischen
zentrifugieren 5 min bei 4°C und 6.290 x g
Uberstand verwerfen
Pellet in 2-3 ml CaCl, resuspendieren, man erhélt ca. 2 ml kompetente
Zellen

0 Ligation von pGEM-T Vektor (Promega, Mannheim) und Insert (PCR-
Produkt)
Ansatz:
5ul 2x Ligase-Puffer
1 pl pGEM-T Vektor
3 ul Insert
1ul T4 DNA-Ligase
bei 4°C Uber Nacht in Wasserbad inkubieren
10 pl Ligationsprodukt
0 Transformation des Plasmids (mit Inserts)
Ligationsprodukt (10 pl) mit 200 pl kompetenten Zellen mischen
30 min auf Eis stehen lassen
2 min bel 42°C im Wasserbad inkubieren
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2 min im Eiswasser inkubieren
300 ul LB-Medium zugeben
30 min bei 37°C inkubieren

wahrend der Inkubation Vorbereitung der Platten:
LB-Agar-Medium im Schnellkochtopf 10 min kochen
1-2 h bei 60°C im Wasserbad inkubieren
30 pg/ml Tetrazyklin und 100 mg/ml Ampicillin zugeben und 16sen
30 ml pro Platte gieffen und erkalten lassen bis das Medium fest wird
Platten 10-15 min bei 37°C inkubieren
40 pl X-Gal (20 mg/ml in Dimethylformamid) pro Platte auftragen und
einziehen lassen
40 ul PTG (200 mg/ml in Aqua bidest.) pro Platte auftragen und
einziehen lassen

o Auftragen von transformierten ECO XL-1 Blue auf LB-Agar-Tet-Amp-Xgal-

IPTG Platten
ca. 150 pl transformierte ECO XL-1 Blue mit Trigal ski-Spatel auf
Platten verteilen
bei 37°C Uber Nacht inkubieren (Deckel nach unten, damit kein

Kondenswasser auf Agar tropft)

0 Auswertung der Platten

weil3e Kolonien (durch Insertion des Plasmids verlieren die Kolonien
ihre blaue Farbe) ernten

in steriles Reagenzglas mit 5 ml LB Medium + 500 pl Ampicillin geben
bei 37°C Uber Nacht auf Schittler inkubieren

e Plasmid-Extraktion (QIAprep Spin Plasmid Kit, Qiagen)

o

O O O O O o o

5 ml Uber-Nacht-Kultur 2 min bei 4°C und 6.290 x g zentrifugieren
Uberstand verwerfen

Pellet in 250 ul Puffer 1 resuspendieren

250 pl Puffer 2 zugeben, 3-6 x kippen

350 pl N3-Puffer zugeben, 3-6 x kippen

10 min bei 4°C und 31.870 x g zentrifugieren (Plasmid ist im Uberstand)
Uberstand in Spin Columns geben

1 min bei 4°C und 16.620 x g zentrifugieren
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Durchfluss verwerfen

750 pl PE-Puffer auf Sieb geben

1 Minute bei 4°C und 16.620 x g zentrifugieren

Durchfluss verwerfen

1 Minute bei 4°C und 16.620 x g zentrifugieren

Spin Columns auf neue 1,5 ml Tubes setzen

50 pl EB-Puffer (oder Aqua bidest., pH 7,0 — 8,5) auf Sieb geben

1 Minute bel RT stehen lassen

1 Minute bei 4°C und 16.620 x g zentrifugieren; das Plasmid befindet sich im

© O 0O 0o o o o o o

Durchfluss

e Herausschneiden des Cx43-Inserts aus dem Plasmid mit Hilfe von Not-1 und Nco-I
0 Spaltung des Plasmid mit Not-1 und Nco-I (Doppelverdau)
Ansatz:

9 ul Aqua bidest.
1 pl 100x BSA-LOsung
2 ul Restriktionspuffer fur Not-1 und Nco-1 (Puffer 3)
5 ul Plasmid
0,5 pl Not-I
0,5 ul Nco-l

bei 37°C Uber Nacht im Wasserbad inkubieren

20 min bel 65°C im Wasserbad inkubieren (Hitzeinaktivierung)

Nachweis des Transkriptes mittels 2%iger Agarose-Gelelektrophorese

0 Spaltung des Plasmid mit Not-I und Nco-I (Einzelverdau)
Ansatz mit Not-I:
10,5 pl Aqua bidest.
2 pl 100x BSA-L6sung
5 ul Plasmid
2 Ul Restriktionspuffer fur Not-I (Puffer 3)
0,5 pl Not-I
Ansatz mit Nco-I:

12,5 pl Aqua bidest.
5 ul Plasmid
2 ul Restriktionspuffer fur Nco-I (Puffer 4)
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0,5 ul Nco-l
beide Ansétze bei 37°C Uber Nacht im Wasserbad inkubieren
20 min bel 65°C im Wasserbad inkubieren (Hitzeinaktivierung)
0 Transkription in vitro-Herstellung der ,, sense” und ,, anti-sense” Sonden
Ansatz:
8 ul DEPC-Wasser
4 ul 5x Transkriptionspuffer
2 ul 10x Digoxigenine RNA-Labelling-Mix
2l 100x DTT
2 Wl linearisiertes Plasmid
2 Ul RNA-Polymerase (T7 fur das Not-1 geschnittene Plasmid,
SP-6 fur das Nco-I geschnittene Plasmid)
1 h bei 37°C im Wasserbad inkubieren
0,5 ul 0,5M EDTA-L6sung zugeben
1,2 ul 8 M Lithium-Chlorid-L6sung zugeben
70,7 pl kaltes (-20°C), 100%iges Ethanol zugeben
1 h bei -80°C im Gefrierschrank ausfallen lassen
20 min bel 4°C und 16.620 x g zentrifugieren
Uberstand verwerfen
200 pl gekihltes 70%iges Ethanol zugeben
15 min bei 4°C und 16.620 x g zentrifugieren
Uberstand verwerfen
Pellet bei 37°C trocknen
50 pl DEPC-Wasser zugeben
10 min bei 70°C im Wasserbad resuspendieren
beide Sonden bel -20°C lagern
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4.2.6.3 Cx43-1SH an Paraffinmaterial

e Gebrauchs dsungen herstellen
o 02N HCI
- 5,2ml 25%ige HCI und 200 ml DEPC Wasser
0 20x SSC Stammlésung
- 88,23 g Natriumcitrat (CgHsO7Nag x2H-0)
- 175,29 g NaCl
- mit Aquabidest. auf 1 | auffillen
- pH 7,0 enstellen
- 1 ml DEPC zugeben
- bei 37°C Uber Nacht im Brutschrank inkubieren

autoklavieren

o 1M MgCl,-Lésung
- 81,4 g MgCl;in 400 ml DEPC Wasser |6sen
0o PBSM-Puffer
- 1 Tablette PBSin 200 ml DEPC Wasser 16sen
- 1ml 1 M MgCl,-L6sung zugeben
0 0,2%ige Glycin-Lésung
- 200 mg Glycinin 100 ml PBSM-Puffer [6sen
0 4%ige Paraformaldehydidsung

- 25 g Paraformaldehyd in 500 ml 1x PBSM-Puffer unter dem Abzug

auf einem Magnetrihrer bei 70°C 16sen
- 4 N NaOH zugeben (bis die Lésung klar wird)
- mit konzentrierter HCl auf pH 7,0 einstellen
- diquotieren, bei -20°C aufbewahren
0 50%iges Dextransulfat
- 5 g Dextransulfat in 10 ml DEPC Wasser |6sen
- enige Tage im Kihlschrank stehen lassen
- diquotieren, bei -20°C aufbewahren
0 3%igesBSA in Ix TNMT
- 39gBSAiIn100 ml TNMT Puffer [6sen
- diquotieren, bei -20°C lagern
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0 Denhardt-Reagenz (BFP)
- 200mg BSA
- 200 mg Ficoll 400
- 200 mg Polyvinylpyrolidon
- in 10 ml DEPC-Wasser |6sen
- diquotieren, bei -20°C lagern
0 10x TNMT-Puffer
- 121,21 g Tris-HCI
- 58,4 gNaCl
- 4,17 gMgCl,
- in1l Aquabidest. I6sen
0 5x NTB-Puffer
- 60,59 Tris-HCI
- 29,2gNaCl
- in1l Aquabidest. I6sen
- pH 9,6 einstellen
- 1 ml DEPC zugeben
- Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubieren
- autoklavieren
o 1M Levamisol
- 24 gLevamisol in 10 ml 1x NTB-Puffer |6sen
- aliquotieren, bel -20°C aufbewahren

0 TBS-Puffer
- 121,19 TrissHCI
- 58,4 gNaCl
- in1ll Aquabidest. |6sen
- pH74enstelen
Vorbereitung am Vortag

o Die Schnitte und eine Klvette mit Xylol getrennt voneinander Uiber Nacht im 60°C
Brutschrank stehen lassen

Tag11SH
o Vorbereitung der Schnitte
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Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte in Alkoholreihe

- 5min Xylol bei 60°C

- 2x5min Xylol bel RT

- 2x5min abs. Ethanaol

- 1 x 5 min 96%iges Ethanol

- 1 x5 min 70%iges Ethanol
Im weiteren Verlauf wurden ausschliefdlich sterile Behdlter, steriles Besteck und
sterile Losungen verwendet, um eine RNase-Kontamination zu vermeiden. Die
Sterilisation der Instrumente erfolgte bei 180°C fur 4 h. Die Lésungen wurden mit
DEPC Wasser angesetzt.

- Schnitte 1 x in DEPC Wasser waschen

- 20minin 0,2 N HCI inkubieren

- 15 min bei 70°C in 2x SSC inkubieren

- 1x5minin PBSM-Puffer waschen
Demaskierung der Bindungsstellen mit Proteinase K

- Schnitte 25 min bei 37°C in einer feuchten (mit DEPC Wasser)

Kammer mit Proteinase K (40 pg/ml) inkubieren

- 1x5minin0,2%igem Glycin abstoppen
Blockierung endogener Phosphatase

- 15 secin 20%iger Essigsaure in DEPC inkubieren

- 1 x5minin PBSM-Puffer waschen
Nachfixierung

- 10 minin 4%iger Paraformaldehyd-L 6sung inkubieren

- 1x5minin PBSM-Puffer waschen

- 1hin20%igem Glycerin in DEPC préhybridisieren

Vorbereitung der Sonden

Sondenmischung herstellen:

Ansatz:
- 4 pl Samon-sperm-DNA (1 mg/ml)
- 8l Yeast-t-RNA (1 mg/ml)
- 8 ul DIG-cRNA Sonde
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Hybridisierungspuffer herstellen:

Ansatz:

o Tag2ISH

52 ul DEPC-Wasser

40 pl 20x SSC

80 pl 50%iges Dextransulfat
8 ul Denhardt-Reagenz

200 pl deionisiertes Formamid

Sondengemisch und Hybridisierungspuffer zusammenmischen
Sonden (getrennt Not-1 und Nco-1) auf die Schnitte geben

10 min bei 70°C auf der Heizplatte denaturieren

OT sofort auf einer Eisplatte abkihlen

bei 37°C Uber Nacht in einer mit DEPC-Wasser befeuchteten

Kammer inkubieren

o Posthybridisierung

In diesem Schritt erfolgt eine stringente Waschung, um nicht spezifisch gebundene

Sonden vom Schnitt zu 16sen und somit eine unspezifische Hintergrundreaktion zu

vermeiden

3x 10 minin4x SSC bei RT waschen

4 x 5minin 4x SSC bel 42°C waschen
1x 15 minin 2x SSC bei 60°C waschen
1x 15 minin 0,2x SSC bei 42°C waschen
1x5minin0,1x SSC bel RT waschen
1x5minin2x SSC bei RT waschen

0 Immunhistochemie

Ldsungen ansetzen: 1Xx TNMT: 100 ml 10x TNMT in 900 ml Aqua
bidest. 16sen; anti-DIG-Antikérper ansetzen, Konzentration 1:500
mit TNMT-Puffer

10 minin 1x TNMT-Puffer bei RT waschen

1 hbei RT in 3%igem BSA in 1x TNMT-Puffer inkubieren

mit anti-DIG-Antikorper in feuchter Kammer Uber Nacht bei 4°C

inkubieren
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Tag 3 1SH

0 Farbreaktion

o Eindecken

Materia und Methoden

Losungen ansetzen: 1x NTB: 20 ml 5x NTB + 5 ml 1 M MgCl, +
75 ml Aquabidest.; 1x TNMT: 100 ml 10x TNMT + 900 ml Aqua
dest.

2x 10 minin 1x TNMT-Puffer waschen

5 minin 1x NTB-Puffer waschen

5minin50 ml 1x NTB mit 250 pul 1 M Levamisol

mit NBT-BCIP in einer feuchten Kammer im Dunkeln entwickeln
mit 1x NTB die Reaktion abstoppen

Schnitte mit DAKO Glycergel eindecken
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Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Immunhistochemie

511 Vimentin

Die Identifikation von Sertoli Zellen und die Differenzierung zwischen verschiedenen Typen
testikulérer Tumore (Sertoli Zelltumor und Seminom) erfolgte an Paraffinschnitten mittels
Vimentin und der APAAP-Methode.

5.1.1.1 Prapubertéare Hoden

Im prépubertdren Hoden und im Hoden mit normaler Spermatogenese konnte ein
reproduzierbares immunhistochemisches Signal fur Vimentin im basalen Kompartiment der
Keimtubuli im Bereich des Zytoplasmas der Sertoli Zellen, im Zytoplasma von Leydig Zellen
und in Endothel zellen von Blutgeféal3en gefunden werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden des prapubertdren Hundes,
Paraffinschnitt. Man erkennt ein Signal im Zytoplasma von Sertoli Zellen (durchsichtige Pfeile) und
im Zytoplasma von Leydig Zellen (Lc). Praspermatogonien (durchsichtiger Pfeilkopf) bleiben negativ
far Vimentin. Messbalken = 25 pm.
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5.1.1.2 Normale Spermatogenese
Im Hoden mit normaler Spermatogenese konnte ein reproduzierbares Signal im basalen
Kompartiment der Keimtubuli im Bereich des Zytoplasmas der Sertoli Zellen, im Zytoplasma
von Leydig Zellen und in Endothelzellen von Blutgefélien detektiert werden (Abb. 17).

Abb. 17: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden des adulten Hundes mit normaler

Spermatogenese, Paraffinschnitt. Man erkennt ein Signal im Zytoplasma von Sertoli Zellen
(durchsichtige Pfeile) und im Zytoplasmavon Leydig Zellen (Lc). Messbalken = 25 um.

5.1.1.3 Sertoli Zelltumor

In neoplastischem Hodengewebe identifizierte der Anti-Vimentin-Antikorper neoplastische
Sertoli Zellen in Sertoli Zelltumoren, wobei eine heterogene intratubulére Farbung festgestel It
werden konnte, da wenige adluminale Zellen keine Immunreaktion fir Vimentin zeigten
(Abb. 18).
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Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden des Hundes mit Sertoli

Zdeltumor, Paraffinschnitt. Man erkennt ein Signal im Zytoplasma von tumords entarteten Sertoli
Zéllen (durchsichtige Pfeile). Messbalken = 25 um.

5.1.1.4 Seminom
Neoplastische Keimzellen in Seminomen blieben negativ fur den immunhistochemischen
Nachweis von Vimentin (Abb. 19).

98



Ergebnisse

Abb. 19: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden des Hundes mit Seminom,
Paraffinschnitt. Man erkennt ein Signal im Zytoplasma residualer Sertoli Zellen (durchsichtige Pfeile).
Neoplastische Keimzellen bleiben negativ fir Vimentin. Messbalken = 25 pum.

5.1.2 Androgenrezeptor

In prépubertdren Hoden und in adulten Hoden mit normaler Spermatogenese wurden mittels
Anti-Androgenrezeptor-Antikorper Sertoli Zellkerne, Kerne von peritubuldren Zellen und von
Leydig Zellen an Paraffinschnitten mittels ABC-Methode markiert. Die Intensitdt der
Farbreaktion wurde hierbei mit Paraffinschnitten, die aus demselben immunhistochemischen

Versuch stammten, direkt miteinander verglichen.

5.1.2.1 Prdpubertare Hoden

Der immunhistochemische Nachweis des Androgenrezeptors am Keimepithel des
prépubertéren Hundes ergab reproduzierbare, spezifische Signale in Kernen von peritubul&ren
Zellen und Leydig Zellen und deutlich schwéchere Signale in Zellkernen von Sertoli Zellen
(Abb. 20).
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Abb. 20: Immunhistochemischer Nachweis des Androgenrezeptors im Hoden des prapubertéren

Hundes, Paraffinschnitt. Man erkennt ein schwaches Signal im Kern von Sertoli Zellen (durchsichtige
Pfeile) und ein stéarkeres Signal im Kern von peritubuldren Zellen (geschléangelter Pfeil).

Préspermatogonien bleiben immunonegativ (durchsichtige Pfeilkdpfe). Messbalken = 25 um.

5.1.2.2 Normale Spermatogenese

Der immunhistochemische Nachweis des Androgenrezeptors am Keimepithel des adulten
Hundes mit normaler Spermatogenese ergab deutliche und spezifische Signale in Zellkernen
von Sertoli Zellen, peritubuléren Zellen und Leydig Zellen (Abb. 21).
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Abb. 21: Immunhistochemischer Nachweis des Androgenrezeptors im Hoden des adulten Hundes mit

normaler Spermatogenese, Paraffinschnitt. Man erkennt ein starkes positives Signal im Kern von
Sertoli Zellen (durchsichtige Pfeile), im Kern von peritubuldren Zellen (geschlangelter Pfeil) und
Leydig Zellen (Lc). Messbalken = 25 pm.

513 Cx43

Der immunhistochemische Nachweis des Cx43-Proteins im Hodengewebe des prapubertéren
Hundes, des Hundes mit normaler Spermatogenese, des Hundes mit Sertoli Zelltumor und des
Hundes mit Seminom erfolgte an Gefrierschnitten mittels APAAP-Methode. Cx43 ist das
bislang vorherrschende GJ-Protein im Hoden verschiedener Spezies und spielt eine wichtige

Rolle bei der Initiierung und Aufrechterhaltung der normalen Spermatogenese.

5.1.3.1 Prapubertarer Hoden

Im Keimepithel des prapubertdren Hundes konnten keine oder nur vereinzelt schwache
Signale fur Cx43 zwischen Sertoli Zellen und Sertoli Zellen und Praspermatogonien detektiert
werden. Die Ergebnisse waren reproduzierbar. Eine starke Immunreaktion fir Cx43 konnte
stets zwischen interstitiellen Leydig Zellen gezeigt werden, so dass dieser Zelltyp als
Positivkontrolle im gleichen histologischen Schnitt verwendet werden konnte (Abb.22).
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Abb. 22: Immunhistochemischer Nachweis des Cx43-Proteins im Hoden des prapubertéren Hundes,

Gefrierschnitt. Zwischen den Zellen des Keimepithels, Sertoli Zellen und Praspermatogonien
(durchsichtige Pfeilkopfe deuten auf Préspermatogonien) sind keine oder schwach immunopositive
Reaktionen fur Cx43-Protein sichtbar. Man erkennt ein starkes Signal zwischen interstitiellen Leydig
Zellen (Lc). Messbalken = 25 pm.

5.1.3.2 Normale Spermatogenese

Im Keimepithel des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese konnte Cx43-Protein an
Gefrierschnitten mittels APAAP-Methode intratubul&r zum einen zwischen Sertoli Zellen als
Bestandteil des Sertoli-Sertoli-Zell-Verbindungskomplexes und zum anderen zwischen
Sertoli Zellen und basal gelegenen Keimzellen wiederholt detektiert werden. Die als interne
Positivkontrolle dienenden interstitiellen Leydig Zellen zeigten eine starke Immunreaktion fur
Cx43-Protein (Abb. 23).
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Abb. 23: Immunhistochemischer Nachweis des Cx43-Proteins im Hoden des adulten Hundes mit

; ~

© - -

: » 9 ——
» A ¥

normaler Spermatogenese, Gefrierschnitt. Man erkennt ein positives Signal fur Cx43-Protein zwischen
Sertoli Zellen sowie zwischen Sertoli Zellen und basal gelegenen Keimzellen (durchsichtige Pfeile).
Ein schwaches positives Signal ist im adluminalen Kompartiment sichtbar. Eine starke Immunreaktion
zeigt sich zwischen interstitiellen Leydig Zellen (Lc). Messbalken = 25um.

5.1.3.3 Sertoli Zelltumor
In Sertoli Zelltumoren des Hundes konnte ein starkes immunhistochemisches Signal fir Cx43

zwischen neoplastischen Sertoli Zellen gefunden werden (Abb. 24).
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Abb. 24: Immunhistochemischer Nachweis des Cx43-Proteins im Hoden des Hundes mit

intratubuldrem Sertoli Zelltumor, Gefrierschnitt. Man erkennt ein starkes immunopositives Signal
zwischen neoplastischen Sertoli Zellen. Messbalken = 25 pm.

5.1.34 Seminom

Gefrierschnitte von Hundehoden mit der pathologisch-histologischen Diagnose Seminom
wiesen keine Immunreaktion fir Cx43-Protein auf. Nur in Endothelzellen kleiner Blutgefélie
konnte ein Signal fur Cx43 detektiert werden (Abb. 25).
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Abb. 25: Immunhistochemischer Nachweis des Cx43-Proteins im Hoden des Hundes mit Seminom.
Man erkennt ein positives Signal zwischen Endothelzellen von BlutgefalRen (schwarzer Pfeil). Die

neoplastischen Keimzellen sind immunonegativ fur Cx43-Protein. Messbalken = 25 um.

5.1.4 Immunfluoreszenz (IF) Cx45

Der immunhistochemische Nachweis des Cx45-Proteins am Keimepithel des adulten Hundes
mit normaler Spermatogenese erfolgte an  Gefriermateria mittels  indirekter
Immunfluoreszenz. Dabel wurden zusétzlich Doppelfarbungen, zum einen mit Cx45 und
Aktin, zur besseren Identifizierung der peritubuldren Zellen, und zum anderen mit Cx45 und
Vimentin, zur besseren ldentifizierung der Sertoli Zellen und peritubuldren Zellen,
durchgefihrt. Als Positivkontrolle diente Herzgewebe der Maus (Abb. 26), da Cx45-Protein
bekanntermal3en zwischen Herzmuskelzellen und in den Glanzstreifen exprimiert wird. Die
immunhistochemische Farbung an Gefriermaterial des Herzgewebes der Maus ergab ein

reproduzierbares Signal zwischen Herzmuskelzellen und in den Glanzstreifen.
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Abb. 26: Nachweis des Cx45-Proteins mittels Immunfluoreszenz im Herzgewebe der Maus. Man

erkennt ein positives griines Signal zwischen den Herzmuskelzellen und in den Glanzstreifen (Pfeile).
Messbalken = 50 pum.

5.1.4.1 Normale Spermatogenese

Der immunhistochemische Nachweis fur Cx45 am Keimepithel des adulten Hundes mit
normaler Spermatogenese mittels indirekter Immunfluoreszenz zeigte ein spezifisches Signal
in der Zellmembran der peritubuléren Zellen (Abb. 27). Doppelfarbungen von Cx45 und
Aktin bestétigten das spezifische Signal fir Cx45 in den peritubul&ren Zellen und zeigten eine
Kolokalisation in den Endothelzellen kleiner Blutgeféfde (Abb. 28). Reaktionen im basalen
Kompartiment des Keimtubulus im Bereich der Kerne der Sertoli Zellen, Spermatogonien und

priméren Spermatozyten kénnen als unspezifisch fiir Cx45 gewertet werden (Abb. 28).
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Abb. 27: Nachweis des Cx45- (grines Signal) und Vimentin- (rotes Signal) Proteins mittels

Immunfluoreszenz im Hoden des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese, Gefrierschnitt. Das
positive gelbe Signal in den peritubuldren Zellen (Pfeile) demonstriert die Kolokalisation. Messbalken
=20 pm.
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Abb. 28: Nachweis des Cx45- (grines Signal) und Aktin- (rotes Signal) Proteins mittels
Immunfluoreszenz im Hoden des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese, Gefrierschnitt. Die
gelbe Farbe demonstriert die Kolokalisation in peritubuldren Zellen (Pfeil) und Endothel zellen kleiner
Blutgefalie (geschléngelter Pfeil). Messbalken = 20um.

5.2 Western Blot (WB)

Der Nachweis der C43- und Cx45-Proteine am Hodenhomogenat bzw. Proteinhomogenat aus
Gefriermaterial des Hundes erfolgte mit Hilfe der ABC-Methode.

521 Cx43WB

Die zur Detektion von Cx43-Protein durchgefihrten Western Blots zeigten folgende
Ergebnisse:

Western Blots von Hodenhomogenaten mit der histologischen Diagnose ,, prépubertar” und
»normale Spermatogenese” zeigten drei Banden bel Molekulargewichten von ca. 45 kDa, 43
kDaund 41 kDa (Abb. 29, Spuren 1 und 2).

108



Ergebnisse
Der Cx43-Protein-Nachweis mittels Western Blot von Hoden mit der Diagnose ,Sertoli
Zelltumor® ergab ebenfalls drei Banden bei Molekulargewichten von 45 kDa, 43 kDa und 41
kDa (Abb. 29, Spur 3).
Der Nachwels des Cx43-Proteins am Hodenhomogenat mit der Diagnose ,, Seminom* ergab
eine einzelne schwache Bande bei 45 kDa (Abb. 29, Spur 4).
Da es sich bei Cx43 um ein Phosphoprotein handelt wurde untersucht, ob es sich bel den
gefundenen zusdtzlichen immunoreaktiven Banden um phosphorylierte Cx43-1soformen
handelt. Dies erforderte eine Zusatzbehandlung der Proteinproben vor Durchfihrung des
Western Blots durch Inkubation mit akalischer Phosphatase (hier ,calf intestinal akaline
phosphatase”, CIP).
Die Zusatzbehandlung fiihrte bei allen untersuchten Geweben zu einer Anderung des
elektrophoretischen Bandenmusters. Die drei detektierten Cx43-1soformen im Hoden von
prapubertéren Hunden, Hunden mit normaler Spermatogenese und Hunden mit Sertoli
Zelltumor reduzierten sich nach der Behandlung mit CIP auf eine einzelne Bande bei 41 kDa
(représentativ Abb. 29, Spur 5). Die an Hodenhomogenaten mit der Diagnose ,, Seminom*
gefundene Bande bei 45 kDa verschwand und eine einzelne Bande bel 41 kDa konnte
detektiert werden.

— G /5 kDa
= G /3 kDa
Smmmm 41 kDa

1 2 3 4 5

Abb. 29: Nachweis des Cx43-Proteins am Hodenhomogenat verschiedener Hunde mittels Western
Blot. 1. prapubertér, 2: adult, normale Spermatogenese, 3: Sertoli Zelltumor, bei alen drei
untersuchten Homogenaten sind Banden im Bereich von 41-45 kDa sichtbar (1-3), 4: Seminom,
lediglich eine Bande im Bereich von 45 kDa ist sichtbar, 5: représentativ mit CIP behandeltes
Homogenat eines adulten Hundes mit normaler Spermatogenese, eine Bande ist im Bereich von 41
kDa sichtbar.
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522 Cx45WB

Die zur Detektion von Cx45-Protein durchgefihrten Western Blots am Hoden- bzw.
Proteinhomogenat aus Gefriermaterial des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese
ergaben eine einzelne Bande im Bereich von 45 kDa (Abb. 30, Spur 2). Mit Cx45 transfizierte
Hel.a Zellen dienten als Positivkontrolle und ergaben ebenfalls eine spezifische Bande bei 45
kDa (Abb. 30, Spur 1).

B e

Abb. 30: Nachweis des Cx45-Proteins am Hodenhomogenat des Hundes mit normaler
Spermatogenese. 1: Positivkontrolle, mit Cx45 transfizierte Hela-Zellen, 2: adulter Hund mit normaler
Spermatogenese, eine Bande ist bei 45 kDa sichtbar.

5.3 Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Der Nachwels der Cx43-mRNA erfolgte sowohl an aus Hodenhomogenat extrahierter
Gesamt-RNA als auch an extrahierter Gesamt-RNA aus mikrodissezierten Zellen (UV-laser-
assistierte Mikrodissektion) des prépubertdren Hundes, des adulten Hundes mit normaler
Spermatogenese, des Hundes mit Sertoli Zelltumor und des Hundes mit Seminom.

Der Nachweis der Cx45-mRNA erfolgte an aus Hodenhomogenat extrahierter Gesamt-RNA

des prépubertdren Hundes, des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese, des Hundes mit
Sertoli Zelltumor und des Hundes mit Seminom.
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5.3.1 Hodenhomogenat

Zur Detektierung der Cx43-mRNA aus Hodenhomogenat wurde ein selbst ausgesuchtes
Primerpaar verwendet. Die RT-PCR fur Cx43 an Gesamthomogenat, extrahiert aus
Hodengewebe mit der histologischen Diagnose ,prapubertér, normale Spermatogenese,
Sertoli Zelltumor und Seminom*, ergab jewells ein spezifisches PCR-Produkt bei 137 bp
(Abb. 31, Spuren 2-5). Diese Banden erwiesen sich in nachfolgender Sequenzierung as
spezifisches Signal fur Cx43 des Hundes. Das bei den Proben als interne Kontrolle
verwendete 3-Aktin ergab jeweils eine Bande im erwarteten Bereich von 90 bp (Abb. 32,
Spuren 2-5).

137 bp

1 2 3 4 5

Abb. 31: Nachweis der Cx43-mRNA an Hodenhomogenat von Hunden mittels RT-PCR. 1. Marker, 2:
prépubertédr, 3: adult, normale Spermatogenese, 4: Sertoli Zelltumor, 5. Seminom. Fir ale
untersuchten Proben sind spezifische Banden im erwarteten Bereich von 137 bp sichtbar.
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1 2 3 4 5

Abb. 32: Nachweis der 3-Aktin-mRNA an Hodenhomogenat von Hunden mittels RT-PCR. 1: Marker,
2. prapubertdr, 3. adult, normale Spermatogenese, 4: Sertoli Zelltumor, 5: Seminom. Fir ale

untersuchten Proben sind spezifische Banden im Bereich von 90 bp sichtbar.

Das fur Cx45 verwendete Primerpaar stammt aus der Literatur (Di et al., 2001). Die RT-PCR
an Gesamthomogenat, extrahiert aus Hodengewebe mit der histologischen Diagnose ,normale
Spermatogenese”, ergab ein spezifisches PCR-Produkt bel 487 bp (Abb. 33, Spuren 2-4).
Diese Banden erwiesen sich in nachfolgender Sequenzierung als spezifisches Signal fur Cx45
des Hundes. Das bei den Proben as interne Kontrolle verwendete [3-Aktin ergab jewells eine
Bande im erwarteten Bereich von 90 bp (Abb. 34; Spuren 2-4).
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487 bp

1 2 3 4

Abb. 33: Nachweis der Cx45-mRNA an Hodenhomogenat von Hunden mittels RT-PCR. 1. Marker,
2-4: adult, normale Spermatogenese. Fir alle untersuchten Proben sind spezifische Banden im Bereich
von 487 bp sichtbar.

Abb. 34: Nachweis der R(-Aktin-mRNA an Hodenhomogenat von Hunden mit normaler
Spermatogenese mittels RT-PCR. 1: Marker, 2-4: adult, normale Spermatogenese. Fir ale
untersuchten Proben sind Banden im erwarteten Bereich von 90 bp sichtbar.
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5.3.2 UV-Laser assistierte Mikrodissektion

Mit Hilfe der UV-Laser assistierten Mikrodissektion wurden zur Unterscheidung der
intratubuléren von der interstitiellen Cx43-mRNA-Expression und im Hinblick auf die in
dieser Arbeit interessierende intratubulére Cx43-Expression selektiv Keimtubuli mit Sertoli
Zellen und Keimzellen aus Gefrierschnitten mit der histologischen Diagnose ,, prépubertére
Keimtubuli und normale Spermatogenese”, sowie neoplastische Zellen aus Gefrierschnitten
mit der histologischen Diagnose ,, Sertoli Zelltumor und Seminom* isoliert, deren Gesamt-
RNA extrahiert und anschliefRend auf ihren Cx43-mRNA-Gehalt untersucht. Bei allen Proben
konnten Banden im erwarteten Bereich von 137 bp detektiert werden (Abb. 35, Spur 1, Abb.
36, Spur 1, Abb. 37, Spuren 1 und 2). Diese Banden erwiesen sich in nachfolgender
Sequenzierung as spezifisches Signal fir Cx43 des Hundes. Zusétzlich wurden bei den
Gefrierschnitten mit der histologischen Diagnose ,, prépubertdr und normale Spermatogenese’
Zellen des interstitiellen Gewebes isoliert und auf Cx43-mRNA untersucht (Abb. 35, Spur 2,
Abb. 36, Spur 2). Die detektierten Banden im Bereich von 137 bp wurden ebenfalls
sequenziert und erwiesen sich als spezifisch. Das as interne Kontrolle bel allen Proben
aufgrund der geringen RNA-Ausbeute aus mikrodissezierten Zellen verwendete 3-Aktin ergab
jeweils eine Bande im erwarteten Bereich von 90 bp (Abb. 35, Abb. 36, Abb. 37, jewells
Spuren 4 und 5).
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Abb. 35: Nachwels der Cx43- und R-Aktin-mRNA an mikrodissezierten Keimzellen und Sertoli
Zellen und mikrodissezierten Leydig Zellen des prépubertdren Hundes mittels RT-PCR. 1. Cx43
Sertoli Zellen und Keimzellen, 2. Cx43 Leydig Zellen, 3. Marker, 4. 3-Aktin Sertoli Zellen und

Keimzellen, 5: R-Aktin Leydig Zellen. Fir Cx43 sowie fur 3-Aktin sind spezifische Banden im
erwarteten Bereich sichtbar.
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137 bp

Abb. 36: Nachweis der Cx43- und [-Aktin-mRNA an mikrodissezierten Keimzellen und Sertoli
Zellen und mikrodissezierten Leydig Zellen des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese mittels
RT-PCR. 1. Cx43 Sertoli Zellen und Keimzellen, 2: Cx43 Leydig Zellen, 3: Marker, 4: [3-Aktin Sertoli

Zellen und Keimzellen, 5: [3-Aktin Leydig Zellen. Fir Cx43 sowie fir 3-Aktin sind spezifische
Banden im erwarteten Bereich sichtbar.
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Abb. 37: Nachweis der Cx43- und R-Aktin-mRNA an mikrodissezierten neoplastischen Sertoli Zellen
und neoplastischen Keimzellen des Hundes mittels RT-PCR. 1. Cx43 in neoplastischen Sertoli Zellen,
2. Cx43 in neoplastischen Keimzellen, 3: Marker, 4. [3-Aktin in neoplastischen Sertoli Zellen, 5: (3
Aktin in neoplastischen Keimzellen. Fir Cx43 sowie fur (-Aktin sind spezifische Banden im
erwarteten Bereich sichtbar.

5.4 In-situ-Hybridisierung (1SH)

54.1 Cx43

Der Nachweis der Cx43-mRNA am Keimepithel des prépubertéren Hundes, am Keimepithel
des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese, des Hundes mit Sertoli Zelltumor und des

Hundes mit Seminom erfolgte an Paraffinschnitten mittels ,, anti-sense*-Sonde fir Cx43.

5.4.1.1 Prapubertéare Hoden

Cx43-mRNA konnte im Keimepithel des prépubertdren Hundes ausschliefdlich im Zytoplasma
der Sertoli Zellen nachgewiesen werden. Praspermatogonien blieben negativ fir Cx43-mRNA
(Abb. 38). Die Kontrollschnitte, die mit Cx43 , sense“-Sonden inkubiert wurden, blieben
negativ.
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Abb. 38: Nachweis der zelluldren Lokalisation der Cx43-mRNA mittels in-situ-Hybridisierung an

Paraffinschnitten des prépubertéren Hundes. Prapubertdrer Keimtubulus. Reaktion im Zytoplasma der
Sertoli Zellen (durchsichtige weil3e Pfeile). Préspermatogonien (durchsichtige Pfeilkopfe) sind negativ
fur Cx43-mRNA. Messbalken = 25 pum.

5.4.1.2 Normale Spermatogenese

Im Keimepithel des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese konnte Cx43-mRNA
hauptséchlich im basalen Kompartiment mit Lokalisation im Zytoplasma von Sertoli Zellen,
Spermatogonien und priméren Spermatozyten detektiert werden (Abb. 39 A). Endothelzellen
kleiner Blutgefal3e zeigten ein starkes Signal fir Cx43-mRNA (Abb. 39 A). ,, Sense*-Sonden
blieben negativ (Abb. 39 B).
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Abb. 39: Nachweis der zelluldren Lokalisation der Cx43-mRNA mittels in-situ-Hybridisierung an
Paraffinschnitten des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese. A: Keimtubulus mit normaler
Spermatogenese. Sertoli Zell Zytoplasma (durchsichtige weil3e Pfeile), Spermatogonien (durchsichtige
Pfeilkopfe), und primére Spermatozyte (weilder Pfeil), sowie Endothel zellen eines kleinen Blutgefailes
(schwarzer Pfeil) sind positiv fir Cx43-mRNA. B: Keimtubulus mit normaler Spermatogenese,
Negativkontrolle. Messbalken = 25 um

5.4.1.3 Sertoli Zelltumor

Eine homogene Cx43-mRNA-Expression konnte im caninen Sertoli Zelltumor detektiert
werden. Die Zytoplasmata der neoplastischen Sertoli Zellen wiesen ein starkes
Hybridisierungssignal fir Cx43-mRNA auf (Abb. 40). Kontrollschnitte mit ,, sense*-Sonden
waren negativ.
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Abb. 40: Nachweis der zellularen Lokalisation der Cx43-mRNA mittels in-situ-Hybridisierung an

Paraffinschnitten des Hundes mit Sertoli Zelltumor. Ausschnitt aus einem intratubuldren Sertoli
Zelltumor. Das Zytoplasma der neoplastischen Sertoli Zellen zeigt ein Hybridisierungssignal fur
Cx43. Messhalken = 25 pm.

54.1.4 Seminom

In neoplastische Keimzellen des caninen Seminom konnte ein homogenes Signal fur Cx43-
MRNA nachgewiesen werden (Abb. 41). Endothelzellen kleiner Blutgefél3e waren ebenfalls
positiv fir Cx43-mRNA (Abb. 41). , Sense”-Sonden Kontrollschnitte waren komplett negativ.
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Abb. 41: Nachweis der zelluldren Lokalisation der Cx43-mRNA mittels in-situ-Hybridisierung an
Paraffinschnitten des Hundes mit Seminom. Ausschnitt aus einem Seminom. Neoplastische
Keimzellen und Endothelzellen kleiner Blutgeféie (schwarzer Pfeil) zeigen ein Signal fur Cx43-
MRNA. Messbalken = 25 pum.
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Ergebnisse

55 Zusammenfassung der Ergebnisse fur Cx43

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der Cx43-mRNA und -Proteinexpression der verschiedenen
untersuchten Hodengewebe zusammengefasst. Es wurde folgende, rein qualitative Einteilung

der Ergebnisse vorgenommen:
+ —> spezifische Cx43-mRNA/Cx43-Protein nachweisbar
- — keine spezifische Cx43-mRNA/kein Cx43-Protein nachwei sbar

Tabelle 3: Ergebnisse der Cx43-mRNA- und -Proteinexpression

Hodengewebe Sertoli Zelle Keimzelle
MRNA Protein MRNA Protein
prapubertar + +/- - -
adult, normale + + + +
Spermatogenese

Sertoli Zelltumor

Seminom + -

5.6 Zusammenfassung der vorlaufigen Ergebnisse fir Cx45

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der Cx45-mRNA und -Proteinexpression der untersuchten
Hoden adulter Hunde mit normaler Spermatogenese mit den jeweils durchgefihrten
Methoden zusammengefasst. Es wurde folgende, rein qualitative Einteilung der Ergebnisse

vorgenommen:
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+ —>

- —

Ergebnisse

spezifische Cx45-mRNA/Cx45-Protein nachwei sbar

keine spezifische Cx45-mRNA/kein Cx45-Protein nachwei sbar

Tabelle 4: Ergebnisse der Cx45-mRNA und -Proteinexpression

RT-PCR WB IHC
Hodenhomogenat Hodenhomogenat | Sertoli Zelle | Keimzelle | Peritubulére Zelle
+ + - - +
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Diskussion

6 Diskussion

Diese Arbeit beschéftigte sich Uberwiegend mit der Fragestellung, ob das GJ Protein Cx43 im
Hoden des Hundes vorkommt und welches Verteilungs- und Lokalisationsmuster im caninen
préapubertaren Keimepithel, im Keimepithel des adulten Hundes mit normaler
Spermatogenese und bei caninen Sertoli Zelltumoren und Seminomen auf MRNA- und
Proteinebene besteht. Da Cx43 bereits im Hoden verschiedener Spezies beschrieben wurde
(Kadle et d., 1991; Ridley et al., 1992; Perez-Armendariz et al., 1994; Pelletier, 1995; Steger
et a., 1999a; Brehm et al., 2006a; Hggmej et a., 2007), konnte davon ausgegangen werden,
dass es auch im Hoden des Hundes exprimiert wird. Das haufige Auftreten caniner
Hodentumore lief3 die Spezies Hund zudem fur Studien des méannlichen Reproduktionstraktes
interessant erscheinen. Da die Cx43 Genexpression und Proteinsynthese in neoplastischen
humanen Hoden zusammen mit ener Sertoli Zelldedifferenzierung wahrend Sertoli
Zelltumorentwicklung und Seminomentstehung herunterreguliert wird (Wilgenbus et al.,
1992; Brehm et al., 2002; Roger et al., 2004; Brehm et al., 2006a; Brehm et al., 2006b), wurde
beim Hund en &hnliches Ergebnis erwartet. Interessanterweise lieferte dieses
Forschungsprojekt, entgegen angenommener Vermutung, teilweise ein anderes Bild.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Fragestellung, ob ein weiteres GJ
Protein, Cx45, im Hoden des Hundes in der normalen Spermatogenese auf mRNA- und
Proteinebene exprimiert wird und wenn ja, wo es lokalisiert ist. Da Cx43 mit Cx45 im Herzen
heteromerische GJ-Kandle bildet (Martinez et a., 2002) ergab sich die Frage nach einer
eventuell bestehenden Kolokalisation dieser beiden GJ Proteine im Hoden des Hundes und

ihrem Verteilungsmuster.

6.1 Cx43inder normalen Spermatogenese des prapubertéren und adulten Hundes

Die an caninem prépubertdren Hodengewebe durchgefiihrte IHC fir Cx43 ergab keine oder
nur eine schwache sichtbare Farbung fur Cx43-Protein innerhab der Keimtubuli. Ein
spezifisches Signal fur dieses Protein konnte zwischen den interstitiellen Leydig Zellen
detektiert werden. Die mit dem gleichen Antikorper durchgefihrten WB an Proteinhomogenat
aus préapubertédren Hoden zeigten drei spezifische Banden bei 41, 43 und 45 kDa, die sich
nach Inkubation mit CIP auf eine einzelne Bande bei 41 kDa reduzierten, und wahrscheinlich
von interstitiellen prépubertéren Leydig Zellen und Endothelzellen  stammen.

Interessanterweise wird Cx43-mRNA in prépubertdren Keimstrangen bereits exprimiert, wie
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durch UV-Laser-assistierte Mikrodissektion gezeigt werden konnte. Mit dieser spezifischen
und sensitiven Methode, bei der einzelne Keimtubuli, die prépubertdre Sertoli Zellen und
Praspermatogonien enthielten, und Leydig Zell Areale als Positivkontrolle vom umgebenden
Gewebe separiert und mittels RT-PCR untersucht wurden, kam es zu Signalen im erwarteten
Bereich. Diese erwiesen sich durch nachfolgende Sequenzierung als spezifisch.
Durchgefiihrte In-situ-Hybridisierungen bestétigten die Lokalisation von Cx43-mRNA
innerhalb des prépubertéaren Keimstranges und zeigten die ausschliefdliche Expression der
MRNA im Zytoplasma von Sertoli Zellen. Praspermatogonien exprimieren in diesem
Entwicklungsstadium noch kein Cx43. Im Hoden der Maus konnte Cx43-mRNA postnatal bis
zum 19. Tag ausschliefdlich in Sertoli Zellen gefunden werden. Allerdings wurde im
adluminaden Bereich der Sertoli Zellen bereits Cx43-Protein detektiert. Keimzellen
exprimierten Cx43-mRNA erst spéter, im basaen Bereich des Keimtubulus (Batias et a.,
2000). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass GJ, die Cx43 enthalten, am Einsatz
der Spermatogenese in der Spezies Maus beteiligt sind. Eine frihere Studie konnte im Hoden
von Hunden mittels Elektronenmikroskopie einige wenige GJ zwischen Sertoli Zellen direkt
nach der Geburt detektieren (Connell, 1980) und weist auf eine vermutliche Beteiligung
dieser GJ an der Vervollstandigung der funktionellen Blut-Hoden-Schranke in der Pubertét
hin. Cx43 scheint das vorherrschende Cx im Hoden verschiedener Spezies zu sein und seine
Expression scheint von dem Entwicklungsgrad des Hodens abzuhangen. Im Keimepithel von
Meerschweinchen konnte Cx43-Protein erstmals mit dem Beginn der Spermatogenese
nachgewiesen werden. Die Verteilung des Proteins stimmte mit der der Elemente der Blut-
Hoden-Schranke Uberein (Pelletier, 1995). Im Mausehoden konnte Cx43-Protein hingegen
bereits, wenn auch im adluminalen Kompartiment des Hodens lokalisiert, in fetalen und
neonatalen Sertoli Zellen gefunden werden (Bravo-Moreno et a., 2001). Die rdumliche
Verteilung des Proteins beginnt apikal in neonatalen und prépubertdren Sertoli Zellen und
endet im basalen Bereich dieser Zellen, ebenfalls auf der Hohe der Blut-Hoden-Schranke.
Durch Abwesenheit des Cx43-Proteins im Hoden von prépubertdren Hunden wird der Hoden
vermutlich am frihzeitigen Einsatz der Spermatogenese gehindert. Eine weitere Studie,
welche die Androgenrezeptor-Expression und -Synthese untersucht, vermutet, dass die
fehlende oder geringe Expression des Androgenrezeptors in fetalen, neonatalen und friihen
infantilen Sertoli Zellen einen vorbergehenden und physiologischen Zustand der Androgen-
Insensitivitdt darstellt, der wahrscheinlich ebenso den Hoden vor verfrihtem Beginn der
Spermatogenese schiitzen soll (Chemes et al., 2005). Die Ergebnisse dieser Studie konnten

mittels Androgenrezeptor IHC am Hoden des prapubertéaren Hundes und des adulten Hundes
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bestétigt werden. Dabei wurde in prépubertéren Sertoli Zellkernen im Vergleich zu maturen
Sertoli Zellen ein schwaches Signal fur das Androgenrezeptor-Protein detektiert. Folglich
konnten die Expression von Cx43 und des Androgenrezeptors in Sertoli Zellen as
funktioneller Marker fur die canine Sertoli Zelldifferenzierung und die Reifung des
Keimtubulus dienen. Die Bedeutung von Cx43-mRNA im prépubertdren Hoden des Hundes
bleibt unklar.

Im Hoden des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese wurden Signale fur Cx43-
Protein zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und Keimzellen, im basalen
Kompartiment des Keimepithels detektiert. Die Verwendung von Gefrierschnitten, die eine
bessere Erhaltung der Antigene bieten as Paraffinschnitte, aber starkere morphologische
Veradnderungen zeigen, erschwerte eine Unterscheidung der verschiedenen Zellpopulationen,
wodurch eine mogliche stadienspezifische Verteilung von Cx43-Protein nicht untersucht
werden konnte. Die Immunreaktion im adluminalen Kompartiment des Keimtubulus wurde
ebenfalls bei Hengsten gezeigt (Heimgj et al., 2007) und kann vermutlich mit kleineren GJ-
Kanden zwischen Sertoli Zellen und Spermatiden in Verbindung gebracht werden. Die
interstitiellen Leydig Zellen wiesen eine deutliche Immunreaktion auf. Diese Ergebnisse
wurden durch WB bestétigt, die ebenfalls verschiedene Cx43-Isoformen bei 41, 43 und 45
kDa zeigten, die sich nach Inkubation mit CIP auf eine Bande bei 41 kDa reduzierten. Dies
deutet darauf hin, dass sowohl verschiedene adulte Zellpopulationen, aber auch schon Zellen
des prépubertdren Hodens in der Lage sind, unphosphoryliertes und phosphoryliertes Cx43-
Protein zu synthetisieren. Cx43-mRNA konnte sowohl mittels RT-PCR an isolierten
Keimtubuli als auch mittels In-situ-Hybridisierung im Zytoplasma von Sertoli Zellen,
Spermatogonien und priméren Spermatozyten nachgewiesen werden.

Es liegt die Vermutung nahe, dass Cx43-Protein im Hoden des Hundes erstmals mit Beginn
der Spermatogenese in der Pubertdt synthetisiert wird und somit, wie bereits fir andere
Spezies angenommen (Pelletier, 1995), unerlasdich fur die Unterstiitzung einer aufeinander
abgestimmten Keimzelldifferenzierung, -proliferation und -reifung ist. Auf3erdem scheint
Cx43 eine Rolle bei der terminalen Differenzierung der somatischen Sertoli Zellen zu spielen
und ist wahrscheinlich an der morphologischen und funktionellen Ausbildung der Blut-
Hoden-Schranke beteiligt (Connell, 1980; Pelletier, 1995). Die Ergebnisse zeigen weiterhin,
dass das Expressions- und Verteilungsmuster fir Cx43 im Hoden des adulten Hundes mit
normaler Spermatogenese vergleichbar ist mit dem anderer Spezies und dass Cx43 eine
funktionelle Rolle in der Spermatogenese zu spielen scheint. VVorherige Studien beschreiben

das Vorkommen von Cx43 im normalen Keimepithel adulter Manner (Steger et al., 1999a;
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Brehm et a., 2006a), Mause (Risley et al., 1992; Perez-Armendariz et a., 1994; Batias et al.,
2000), Ratten (Kadle et al., 1991; Ridley et a., 1992), Meerschweinchen und Nerze (Pelletier,
1995) und Pferden (Heimgj et al., 2007) sowie sein stadienspezifisches Verteilungsmuster. So
findet man im Keimepithel des Mannes eine deutlich reduzierte oder keine immunopositive
Reaktion fur Cx43 zwischen benachbarten Sertoli Zellen entlang des , Sertoli-Sertoli-
junctional-Complex“ in den Stadien |1 und 111 der Spermatogenese, wo eine Translokation der
Spermatozyten vom basalen ins adluminale Kompartiment stattfindet (Steger et al., 1999a).
Um im normalen Keimepithel des adulten Hundes die Stadienspezifitat von Cx43 untersuchen
zu koénnen, sollten morphologisch besser erhaltene Paraffinschnitte verwendet werden. Da
deren Antigenitét meist schlechter erhalten ist, ware der Gebrauch eines sensitiveren

Detektionssystems sinnvoll.

6.2 Cx43in caninem Sertoli Zelltumor und Seminom

Die vorliegenden caninen Hodenneoplasien wurden histologisch nach den Kriterien von
Nielsen und Lein (1974) und Nielsen und Kennedy (1990) eingeteilt. Das Intermediarfilament
Vimentin diente zusétzlich zur Identifikation der Sertoli Zellen, zur Unterscheidung zwischen
Sertoli Zelltumoren und Seminomen und somit zur Verifizierung der pathologisch-
histol ogischen Diagnose. Vimentin ist das Hauptintermediarfilament in Sertoli Zellen (Franke
et a., 1979). Im caninen Hoden mit normaler Spermatogenese farbte der Anti-Vimentin-
Antikorper das Zytoplasma von Sertoli Zellen und interstitiellen Leydig Zellen, wie auch in
der Analyse von Patnaik und Mostofi (1993) beschrieben. Allerdings zeigten die Keimzellen
im Gegensatz zu fokalen, perinukledren Reaktionen in vorher erwahnter Studie kein
immunreaktives Signal. Die Untersuchung der caninen Hodentumoren ergab ein starkes
Signal im Zytoplasma der neoplastischen Sertoli Zellen und in den Endothelzellen kleiner
BlutgeféaRe. Neoplastische Keimzellen blieben negativ. Somit kann Vimentin, wie in
vorherigen Studien beschrieben (Patnaik und Mostofi, 1993; Peters et al., 2000; Peters et al.,
2001), zur Unterscheidung neoplastischer Sertoli Zellen von neoplastischen Keimzellen in
histologisch zweifelhaften Fallen und bei der Unterscheidung von Mischtumoren eingesetzt
werden.

Bel den in dieser Arbeit untersuchten Sertoli Zelltumoren handelte es sich sowohl um Sertoli
Zelltumoren vom intratubuldren Typ, als auch um Sertoli Zelltumoren vom diffusen Typ.
Beide untersuchten Typen zeigten interessanterweise in der Immunhistochemie ein starkes
Signal fur Cx43-Protein zwischen den neoplastischen Sertoli Zellen. Diese Ergebnisse stehen
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im Gegensatz zu untersuchten humanen Sertoli Zelltumoren, bei denen keine
Immunreaktivitét fir Cx43 gefunden werden konnte (Brehm et al., 2006a) und deuten auf eine
unterschiedliche Regulation der Cx43-Proteinsynthese in caninen und humanen Sertoli
Zelltumoren. Bestétigt werden diese Daten durch eine ultrastrukturelle Analyse, in der
membranstandige GJ-Kandle in einem caninen Sertoli Zelltumor detektiert werden konnten.
Diese GJKandle waren vor allem zwischen weniger gut differenzierten neoplastischen Sertoli
Zellen zu sehen (Thilander et al., 1987). Daher stellt sich die Frage, ob Sertoli Zelltumoren
des Hundes, im Gegensatz zu denen des Menschen (Brehm et al., 2006a), von adulten und
differenzierten Sertoli Zellen abstammen, die im Stande sind, Cx43-Protein zu synthetisieren.
Eine Untersuchung des Differenzierungszustandes der neoplastischen Sertoli Zellen mittels
verschiedener Differenzierungsmarker zu Beginn der Tumorentstehung, wahrend derer noch
tubulére Strukturen erhalten sind, sowie in spéteren Sertoli Zelltumoren wirde, eine weitere
Moglichkeit bieten, eine Aussage Uber den tatsachlichen Differenzierungszustand der Zellen
und die Tumorentwicklung zu treffen. Ob neoplastische Sertoli Zellen féhig sind Uber
funktionelle GJ}Kandle zu kommunizieren, bleibt zu untersuchen. Durchgefihrte WB an
Proteinhomogenat aus Sertoli Zelltumorgewebe bestédtigten die Ergebnisse der IHC. Es
konnten drei starke immunreaktive Banden fir Cx43-Protein bei 41, 43 und 45 kDa
dargestellt werden. Eine Behandlung mit CIP reduzierte diese Banden auf ein immunreaktives
Signal bei 41 kDa. Dieses Ergebnis zeigt wiederum, dass neoplastische Sertoli Zellen in der
Lage sind, ebenfalls phosphoryliertes und unphosphoryliertes Cx43-Protein zu synthetisieren.
Phosphorylierung von Cx43 ist in die Regulierung der Kommunikation tber GJ-Kande zu
verschiedenen Stadien des Zellzyklus und ebenso in die Regulierung des L ebenszyklus der Cx
sowie in die Kopplung intakter GJ-Kande mit einbezogen (Solan und Lampe, 2005). Cx43
wird hauptsachlich vor seiner Ankunft in der Plasmamembran phosphoryliert und seine
Phosphorylierung wurde mit der Anhdufung von Connexonen in GJ-Plaques assoziiert (Musil
und Goodenough, 1991). Dartiber hinaus ist bekannt, dass Phosphorylierung die interzellulére
Kommunikation Uber GJ beeinflussen kann (Berthoud et al., 1993; Saez et al., 1993). Daim
WB der untersuchten caninen Sertoli Zelltumore unterschiedlich phosphorylierte Cx43-
Isoformen festgestellt wurden, kann man vermuten, dass diese Isoformen in die Sertoli
Zellmembran integriert sind und Uber die Fahigkeit zur funktionellen interzelluléren
Kommunikation Uber GJ-Kanéle verfligen.

Nur wenige Arbeiten beschreiben, dass neoplastische Zellen normae interzellulére
Kommunikation Uber GJ-Kande aufweisen, die gleiche oder sogar eine hohere Anzahl an GJ

bilden und, verglichen mit ihren Gegenstiicken, eine normale Zellkopplung zeigen
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(Loewenstein, 1979; Yamasaki, 1990). Bei den meisten Neoplasien kann man ene
Reduzierung oder einen kompletten Verlust der Cx-Expression auf transkriptionaler Ebene,
abnormale Phosphorylierung und/oder Lokalisation der Cx und einen Defekt in der
Zusammenfugung der GJ feststellen (Yamasaki 1990; Krutovskikh et al., 1991). Gestorte
interzelluldre Kommunikation Uber GJ und/oder der Verlust der Cx-Expression werden mit
verschiedenen humanen Neoplasen in Verbindung gebracht und sollen mit der
Transformation in Tumorgeweben und erhdhter Invasivitdt korrelieren. Dazu zahlen Prostata
(Hossain et a., 1999), Brust (Laird et a., 1999), Lunge (Ruch et a., 2001), Gehirn
(Soroceanu et a., 2001) und Hoden (Wilgenbus et al., 1992; Brehm et a., 2002; Roger et al.,
2004). Allerdings konnte in einzelnen humanen neoplastischen Geweben, wie dem
hepatozelluldren Karzinom, im Fibroadenom und Karzinom der Brust und im
Prostatakarzinom, Cx43-Protein noch detektiert werden (Wilgenbus et al., 1992; Jamieson et
al., 1998). Canine Sertoli Zelltumoren scheinen eine der wenigen Neoplasien zu
représentieren, die noch Cx43-Proteinexpression aufweisen.

Sertoli Zelltumoren des Riden konnen mit klinischen Feminisierungserscheinungen
einhergehen. Dieses Phanomen ist auf die Sekretion ibermaRiger Ostrogenmengen durch die
Tumorzellen zurtickzufiihren (Nielsen and Kennedy, 1990) und fuhrt zu erhdhten Ostradiol-
Konzentrationen im testikuléren und peripheren vendsen Blut (Peters et a. 2000).
BekanntermafRen konnen GJ, die Cx43 enthalten, im Myometrium der Nager durch Ostrogen
hochreguliert werden. Dies geschieht tber vermeintliche, auf Ostrogen ansprechende,
Elemente (Dahl und Berger, 1978; Burghardt et al., 1984; Yu et al., 1994). Es ist also
denkbar, dass die beobachtete Synthese von Cx43-Protein in caninen Sertoli Zelltumoren ein
Ostrogen-abhangiger Prozess ist und dass Hormone einen regulierenden Einfluss auf die Cx-

Expression im Hoden austiben konnen.

Bel den in dieser Arbeit untersuchten Keimzelltumoren des Riden handelte es sich um
Seminome des diffusen Typs. Im Gegensatz zu Sertoli Zelltumoren konnte in untersuchten
caninen Seminomen keine Immunreaktion fur Cx43-Protein zwischen neoplastischen
Keimzellen festgestellt werden. Dieses Ergebnis wurde durch WB am Proteinhomogenat von
Seminomen bestétigt. Es wurde eine schwache Bande im Bereich von 45 kDa detektiert, die
mutmal3lich von Cx43 in verbleibenden einzelnen Leydig Zellen oder Endothel zellen stammt.
Untersuchungen auf der mRNA-Ebene ergaben ein Hybridisierungssignal fur Cx43 im
Zytoplasma neoplastischer Keimzellen und dies konnte mittels RT-PCR an isolierten

neoplastischen Zellen bestétigt werden. Verschiedene Studien an mannlichen Hodentumoren
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zeigten ebenfalls, dass keine Immunreaktivitét fir Cx43-Protein zwischen neoplastischen
Keimzellen gefunden werden konnte (Wilgenbus et al., 1992; Brehm et al., 2006b), oder dass
das Protein eine abweichende intrazytoplasmatische Lokalisation aufwies (Roger et al., 2004).
Auf mRNA-Ebene konnte Cx43 in humanen Seminomen mittels RT-PCR nachgewiesen
werden, jedoch ergaben durchgefihrte In-situ-Hybridisierungen, dass es sich dabei um Cx43-
MRNA in residualen Leydig Zellen, Endothelzellen und peritubuldaren Zellen handelte.
Neoplastische Keimzellen zeigten kein Signal fuir Cx43-mRNA. In Keimzelltumoren des
Menschen scheint Cx43-mRNA daher bereits auf transkriptionaler Ebene herunterreguliert zu
werden (Brehm et al., 2006b), wohingegen in caninen Seminomen Cx43-mRNA noch
vorhanden ist. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Tumorzellen in Seminomen nicht
im Stande sind, Cx43-Protein zu synthetisieren und Uber Cx43 GJ-Kande zu kommunizieren.
Untersuchungen an bodsartigen Tumoren des caninen Gesauges ergaben unterschiedliche
Ergebnisse fir Cx43-Protein. So wurden beim Spindelzellkarzinom nur einige wenige
positive Signale in der Zellmembran gefunden, eine gesteigerte intrazytoplasmatische
Immunreaktion beim Karzinosarkom oder Uberhaupt keine Immunreaktion im komplexen
Karzinom und squamésen Zellkarzinom (Torres et al., 2005). Cx43-mRNA konnte aber
mittels RT-PCR in 80 % der bdsartigen Mischtumore und in 90 % der Adenokarzinome des
Gesauges der HUndin detektiert werden (Gotoh et a., 2006). Defekte interzellulare
Kommunikation Uber GJ ist typisch fur die Entwicklung der meisten Tumore, Seminome
eingeschlossen (Yamasaki et al., 1999; Soroceanu et al., 2001). Neoplastische Keimzellen in
caninen Seminomen scheinen nicht Uber funktionelle GJ-Kande zu kommunizieren. Im
Keimepithel der Hoden von Sertoli Zell-spezifischen Cx43 , knock-out*-Mausen, denen das
Cx43 Gen in Sertoli Zellen fehlt, konnte in verbleibenden Spermatogonien noch Cx43-
MRNA, jedoch ebenfalls kein Protein mehr gefunden werden. Dies weist auf eine gestorte
heterotypische Kommunikation Uber Cx43 GJKande zwischen Sertoli Zellen und
Spermatogonien hin (Brehm et al., 2007). Warum Cx43-mRNA noch exprimiert, aber nicht in
Protein trandatiert wird, ist bisher nicht bekannt. Es wird vermutet, dass die Expression von
Proteinen auf verschiedenen Stufen reguliert werden kann, wie auf transkriptionaler und
posttranskriptionaler Ebene, im Hinblick auf mRNA-Splicing und mRNA-Stabilitét, auf
trandationaler Ebene und durch posttranglationale Ereignisse. Untersuchungen an Follikeln
des Rattenovars zeigten, dass Luteinisierendes Hormon in der Lage ist, die Cx43-Tranglation
zu hemmen. Dieser hormonell bedingte Effekt wurde tGber Proteinkinase A und MAP-Kinase
vermittelt. Auch in diesem Fall konnte kein Cx43-Protein mehr detektiert werden,
wohingegen die mMRNA noch vorhanden war (Kalma et al., 2004). In einer anderen Studie der
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Leberregeneration der Ratte konnte durch Injektion von Cycloheximid zur
Proteinsynthesehemmung von hauptsachlich in der Leber vorkommendem Cx26 und Cx32
festgestellt werden, dass das Verschwinden der Cx26-mRNA ebenfalls verhindert, Cx32-
MRNA jedoch nicht mehr detektiert werden konnte. Es wurde angenommen, dass
Proteinfaktoren in die Regulation der Cx26-mRNA-Expression involviert sind. Diese
Regulation Uber Proteinfaktoren findet auf posttranskriptionaler Ebene statt und beeinflusst
die Stabilitét der mRNA (Kren et a., 1993).

Bereits Loewenstein und Kanno konnten 1966 zeigen, dass die Mehrzahl tumors veranderter
Zéellen nicht miteinander kommunizieren oder eine verénderte interzelluldre Kommunikation
Uber GJ aufweisen. Ebenso wurde beschrieben, dass es sich bei Cx um eine Familie von
Tumorsuppressorgenen handelt und es bel Verlust oder Reduzierung der Cx-Expression zur
Tumorprogression kommt (Yamasaki, 1999). Die Ergebnisse der auf Protein- und mRNA-
Ebene untersuchten caninen Seminome lassen vermuten, dass die Herunterregulierung von
Cx43 eine Rolle in der Entwicklungsphase dieser Keimzelltumore spielt und dass das
Seminom des Hundes im Hinblick auf die Cx43-Expression mit dem Keimzelltumor des
Mannes verglichen werden kann.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse fir Cx43 im Hoden des Hundes, dass (1) Cx43 in
die Initilerung der caninen Spermatogenese involviert zu sein scheint, da es wahrscheinlich
erstmals mit Beginn der Spermatogenese in der Pubertdt exprimiert wird und daher als
pubertérer Differenzierungsmarker eingesetzt werden kann, (2) Cx43 scheint an der
Aufrechterhaltung der Spermatogenese beteiligt zu sein, da gezeigt werden konnte, dass es
zwischen reifen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und Spermatogonien und
Spermatozyten exprimiert wird, (3) Cx43 scheint in caninen Hodentumoren unterschiedlich
reguliert zu werden, da es zwischen neoplastischen Sertoli Zellen noch synthetisiert wird, aber
nicht mehr zwischen neoplastischen Keimzellen und kann daher als Marker fr canine Sertoli
Zelltumore elgesetzt werden. Weltere Studien sollten sich mit dem Differenzierungsstatus der
neoplastischen Sertoli Zellen beschéftigen. Es bleibt auf3erdem zu erlautern, welche
trandationalen Faktoren der Cx43-Expression/-Synthese in Zusammenhang mit der
Entwicklung der caninen Keimzelltumore und dem Einsatz der pubertéren Cx43-Synthese
stehen. In Anbetracht der hohen Frequenz testikul&rer Tumore des Hundes und ihren
Gemeinsamkeiten oder Gegensdizen zu humanen Hodentumoren, sollten zukinftige

vergleichende Studien die Spezies Hund einbeziehen.
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6.3 Cx45in der normalen Spermatogenese des adulten Hundes

Erste, am Hodengewebe des Hundes mit normaler Spermatogenese unter Verwendung des
Anti-Cx45-Antikorpers von Prof. Dr. Thomas Steinberg, Washington University St. Louis,
durchgefiihrte Immunfluoreszenz-Untersuchungen, ergaben ein spezifisches immunreaktives
Signal in den peritubuléren Zellen und in den Endothelzellen kleiner Geféfde. Die ebenfalls
detektierten, weniger deutlichen Signale im basalen Bereich der Keimtubuli und im Bereich
der Kerne der Sertoli Zellen, Spermatogonien und Spermatozyten kdnnen als unspezifische
Hintergrundférbung und Kernféarbung gedeutet werden. Als Ursache kommt dafir eventuell
eine  Kreuzreaktivitdt des  polyklonden  Anti-Cx45-Antikdrpers  in  Frage.
Hintergrundférbungen aufgrund einer Kreuzreaktivitét entstehen vor allem dann, wenn ein
oder mehrere Epitope des gesuchten Antigens auch auf anderen Proteinen vorkommen, es sich
also um gemeinsame, stark verwandte oder sogar nur dhnliche Epitope handelt. Im Hoden des
Hundes konnten dafir andere Mitglieder der Proteinfamilie der Cx in Frage kommen. Eine
weitere Mdglichkeit der unspezifischen Hintergrundférbung des gesamten Gewebes oder
bestimmter Anteile ist die physikalische Verletzung des Gewebes, z.B. durch Zellquetschung
oder Austrocknung vor der Fixierung, und sollte auch bei den hier verwendeten
Gefrierschnitten nicht auf3er acht gelassen werden (Boenisch, 2003). Die als Positivkontrolle
am Herzen der Maus durchgefihrte IF ergab spezifische Signale fur Cx45 in den
Glanzstreifen und zwischen den Herzmuskelzellen. Mit dem gleichen Antikorper
durchgefiihrte WB an Hodenhomogenat des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese
bestétigten die Ergebnisse der IF und zeigten eine schwache Bande im Bereich von 45 kDa.
Zur genauen Lokalisation wurde ein Homogenat von mit Cx45-transfizierten HelL a-Zellen
von Prof. Dr. Kathryn Yamada, Washington University St. Louis, verwendet, welches ein
spezifisches Signal bel 45 kDa aufwies. Es sind bisher keine weiteren Studien zur Cx45-
Protein-Expression im Hoden des Hundes bekannt und die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass Cx45 ein weiteres Mitglied der Cx-Familie im Hoden zu sein scheint und wahrscheinlich
in den peritubuléren Zellen exprimiert wird. In der Ratte konnten auf ultrastruktureller Ebene
Tight junctions zwischen peritubuléren Zellen nachgewiesen werden, die die Passage von
groleren Molekilen in das Keimepithel verhindern und somit moglicherweise in ihrer
Funktion als Barriere fir diese Molekile, die Blut-Hoden-Schranke unterstiitzen (Dym und
Fawcett, 1970). Man kann annehmen, dass auch Gap junctions, wie im Fall der Blut-Hoden-
Schranke, einen Teil dieser Barriere darstellen. Peritubuldre Zellen spielen aufl3erdem eine

Rolle bel Kontraktionen des Keimepithels und férdern somit den Spermientransport in das
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Lumen des Keimtubulus. Roosen-Runge (1951) berichtete als erster Uber die Motilitdt des
Keimepithels von Ratten und Hunden. Es ist bekannt, dass GJKande, die u.a. Cx45
enthalten, im Herzen fir die elektrische Impulsweiterleitung und somit fur eine koordinierte
Kontraktion der Herzmuskelzellen zustandig sind (Gros und Jongsma, 1996). Man kdnnte
annehmen, dass die Kontraktilitét der Tubuli seminiferi wahrend bestimmter Stadien des
Keimepithelzyklus Uber GJKandle, die Cx45 enthalten, reguliert wird. Peritubuldre Zellen
synthetisieren Androgenrezeptor-Protein (Ruizeveld de Winter et a., 1991; Zhou et al., 2002),
was in dieser Studie ebenfalls im Hoden des prapubertaren Hundes und des adulten Hundes
mit normaler Spermatogenese gezeigt werden konnte. Sie sind Uber die Weliterleitung des fir
die Funktionalitdt der mannlichen Reproduktion essentiellen Steroid-Hormons Testosteron in
das Keimepithel indirekt an der Stimulation der Spermatogenese beteiligt (Zhou et al., 2002).
Hormonelle Effekte werden also teilweise Uber peritubulére Zellen vermittelt. Es ist denkbar,
dass auch Cx45 in peritubuléren Zellen mit Cx der Zellen des Keimepithels funktionelle GJ-
Kande bilden und Gber Metabolite und Signalmolekiile Einfluss auf die Spermatogenese und

die verschiedenen Zellen nehmen konnte.

Die Untersuchung der Cx45-Expression mittels RT-PCR erfolgte an Hodenhomogenat von
adulten Hunden mit normaler Spermatogenese. Bei den untersuchten Proben kam es zu
Banden im erwarteten Bereich und somit konnte erstmals Cx45-mRNA im Hoden des Hundes
detektiert werden. Die von Risley (2000) durchgefihrte RT-PCR an aufgereinigten Tubuli
seminiferi, isolierten Sertoli Zellen, Keimzellen und peritubuldren Zellen von prapubertéaren
und adulten Ratten zeigte bereits unter anderen Cx das Vorhandensein von Cx45-mRNA in
Tubuli seminiferi von prépubertéaren Ratten und Sertoli Zellen, pachyténen Spermatozyten,
runden Spermatiden und peritubul&ren Zellen von adulten Ratten. Der Autor geht davon aus,
dass wenig mMRNA-Sequenz vorhanden, und dementsprechend die Ausbeute an eventuell
trandatiertem Protein funktionell unsignifikant sein kénnte (Ridey, 2000). Im Gegensatz dazu
konnten Lee et al., 2006 im Hoden von W/W" mutierten Mausen, denen jegliche Keimzellen
im Hoden fehlen, keine Cx45-mRNA mehr detektieren. Dieses Ergebnis deutet auf eine
keimzellspezifische Expression von Cx45 hin (Lee et a., 2006). Welche funktionelle Rolle
Cx45 im Hoden des Hundes und fir dessen Spermatogenese spielt, bleibt aufzuklaren.
Innerhalb eines MRNA-Expressionsmusters im Hoden von adulten Mausen, fetalen normalen
Mausen, heterozygoten fetalen Cx43-, knock-out*-Méausen und homozygoten Cx43-, knock-
out”-Méausen konnte ebenfalls mittels RT-PCR unter anderen Cx, Cx45-mRNA detektiert
werden (Jungja, 2003). Es kann spekuliert werden, dass Cx45 im Hoden von Cx43-, knock-
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out*-Mausen in der Lage ist, kompensatorisch und in kompatiblen Verbindungen mit anderen
Cx, die negativen Effekte der Mutationen auf die Spermatogenese zu minimieren (Juneja,
2003).
Obwohl die in dieser Arbeit untersuchten Vertreter der Cx-Protein-Familie im Herzen
heteromerische Gap-junctions bilden (Martinez et al., 2002) und auch im Herzen der Spezies
Hund mittels Immunhistochemie lokalisiert werden konnten (Kanter et al., 1992), geben die
erhaltenen Ergebnisse keinen Hinwels auf eine Kolokalisation von Cx43 und Cx45 im Hoden
des adulten Hundes mit normaler Spermatogenese. Cx43 scheint zwischen Sertoli Zellen und
zwischen Sertoli Zellen und Spermatogonien und priméren Spermatozyten lokalisiert zu sein,
wohingegen die Untersuchungen fir Cx45 seine hauptsachliche Lokalisation in den
peritubuldren Zellen des Hodens vermuten l&sst. Weiterhin ist bekannt, dass es bel
ventrikularen Arrhythmien im Herzen zu einer Herunterregulierung von Cx43 und einer
Hochregulierung von Cx45 kommt (Yamada et a., 2003). Ob Cx45 bei
Spermatogenesestérungen und der Entstehung von Hodentumoren eine Rolle spielt und
eventuell in der Lage ist, die Herunterregulierung von Cx43 z.B. in der Entstehung von
Seminomen zu kompensieren, bleibt aufzuklaren.
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7 Zusammenfassung

Im Hoden treten zwischen den unterschiedlichen Zellpopulationen verschiedene
Maoglichkeiten zur interzelluldren Kommunikation auf. Neben parakriner und endokriner
Kommunikation spielt dabei die direkte zellulare Kommunikation tber GJ-Kande eine sehr
wichtige Rolle. Das GJ-Protein Cx43 ist das vorherrschende Cx im Hoden der meisten
Spezies und wird von Sertoli Zellen, Spermatogonien, Spermatozyten, peritubuldren Zellen
und interstitiellen Leydig Zellen exprimiert. Im Keimepithel des Meerschweinchens und des
Nerzes wird Cx43 erstmals mit Beginn der Spermatogenese und mit Bildung der
funktionellen Blut-Hoden-Schranke exprimiert und kann in diesen Tierarten als pubertérer
Differenzierungsmarker der Sertoli Zelle verwendet werden. Es scheint fUr die terminae
Differenzierung der Sertoli Zellen, die kontrollierte Interaktion und Kommunikation zwischen
Sertoli Zellen und Keimzellen und die pubertére Initiation der Spermatogenese erforderlich zu
sein. In neoplastischen humanen Hoden wird Cx43-Protein, einhergehend mit Sertoli
Zelldedifferenzierung  wéhrend Kemzelltumor- und Sertoli  Zelltumorentwicklung,
herunterreguliert. Der Hund wurde wegen des relativ haufigen Autretens testikuldrer
Neoplasien as Tiermodell im Vergleich zu Studien des mannlichen Reproduktionstraktes
vorgeschlagen. Das GJ-Protein Cx45 wird zwischen Herzmuskel zellen und Zellen der glatten
Muskulatur exprimiert. Im Hoden konnte Cx45-mRNA in Tubuli seminiferi von Nagern
gefunden werden. Cx43 und Cx45 kodnnen oft im gleichen GJ-Plague kolokalisiert sein. Sie
bilden im Herzen heteromerische GJKandle, wobel es assoziiert mit ventrikul&ren
Arrhythmien zu einer Herunterregulierung von Cx43 und einer Hochregulierung von Cx45
kommt.

In der gegenwaértigen Studie wurde das moégliche Vorkommen von Cx43-mRNA und -Protein
im Hoden von prapubertéaren Hunden, adulten Hunden mit normaler Spermatogenese und in
verschiedenen Formen testikuldrer Tumore, mit Hilfe von Immunhistochemie, Western Blot,
RT-PCR aus Gewebehomogenat und aus mikrodissezierten Zellen und In-situ Hybridisierung,
untersucht. Zudem wurde das mogliche Auftreten von Cx45-mRNA und -Protein im Hoden
von adulten Hunden mit normaler Spermatogenese, mit Hilfe von Immunhistochemie,
Western Blot und RT-PCR aus Gewebehomogenat ermittelt.

Cx43-mRNA konnte in allen untersuchten caninen testikul&ren Geweben detektiert werden.
Bemerkenswerterweise synthetisieren Sertoli Zellen in prapubertéren Keimstrangen nur
geringe Mengen an Cx43-Protein, was eine Rolle von Cx43-Protein bel der Initiierung der

Spermatogenese annehmen lasst. In Tubuli seminiferi des adulten Hundes war Cx43-Protein
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zwischen Sertoli Zellen und zwischen Sertoli Zellen und Keimzellen des ,, Sertoli-Sertoli cell
junctional complex” lokalisiert, was auf seine Rolle bel der Erhaltung der Spermatogenese
deutet. In caninen Hodentumoren zeigte sich ein unterschiedliches Verteilungs- und
Expressionsmuster. Cx43 Protein konnte nur zwischen neoplastischen Sertoli Zellen in Sertoli
Zelltumoren detektiert werden. Es fehlte zwischen neoplastischen Keimzellen in Seminomen,
was auf eine unterschiedliche Regulation in testikul&ren Tumoren schlief3en l&sst. Wenn man
die hohe Frequenz des Auftretens von Hodenkrebs in Hunden betrachtet und ihre
Ahnlichkeiten oder Unterschiede im Vergleich zu humanen testikularen Neoplasien, konnten
zukunftige vergleichende pathogenetische Studien canine Keimzelltumoren mit einbeziehen.

Cx45 mRNA konnte mittels RT-PCR in alen untersuchten caninen testikuldren Geweben
detektiert werden. Erste Ergebnisse auf Proteinebene im Hoden des adulten Hundes zeigten,
dass Cx45 zwischen peritubuléren Zellen lokalisiert ist, woraus sich schliefien l&sst, dass
Cx45 ein weiteres Mitglied der Cx Familie zu sein scheint, und im Hoden des Hundes

exprimiert wird.
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8 Summary

In the testis, intercellular communication is regulated through certain mechanisms between
different cell populations. The direct communication via gap junction channels plays, among
paracrine and endocrine communication, an important role. The gap junctional protein Cx43
is known to be expressed by Sertoli cells, spermatogonia, spermatocytes, peritubular cells and
interstitial Leydig cells and represents the predominant Cx in the testis of most species. Cx43
Is known to be first expressed with the onset of spermatogenesis and formation of the blood-
testis-barrier in the seminiferous epithelium of guinea pig and mink and may be a useful
functional pubertal differentiation marker for Sertoli cells. It is supposed to be necessary for
the terminal differentiation of Sertoli cells, the controlled interaction and communication
between Sertoli and germ cells, and the pubertal initiation of spermatogenesis. In neoplastic
human testis, Cx43 gene expression and Cx43 protein synthesis were found to be reduced
together with a Sertoli cell dedifferentiation during seminoma and Sertoli cell tumor
development. The dog has been proposed as a model for studies of the male reproductive
system, because of the occurrence of testicular neoplasms in relative high frequency. Cx45
expression is known to occur between cardiac myocytes and smooth muscle cells. In the
testis, Cx45 mRNA could be found in rodent seminiferous epithelium. Cx43 and Cx45 can
often be colocalized in the same gap junctional plague. In the heart, they form heteromeric
gap junction channels and, associated with ventricular arrhythmias, Cx45 protein is found to
be up-regulated in conjunction with down-regulation of Cx43.

In the present study, the possible occurrence of Cx43-mRNA and -protein in testes of
prepubertal dogs, adult dogs with normal spermatogenesis and in different forms of testicular
tumors was investigated, using immunohistochemistry, western blot, RT-PCR from tissue
homogenate and from microdissected tubules and in-situ hybridization. Moreover, the
possible occurrence of Cx45-mRNA and -protein in testes of adult dogs was investigated,
using immunohistochemistry, western blot and RT-PCR.

Cx43 mRNA was detected in all investigated canine testicular tissues. Remarkably, Sertoli
cellsin prepubertal cords do only synthesize small amounts of Cx43 protein, supposing arole
of Cx43 protein in the initiation of spermatogenesis. In seminiferous tubules of the adult dog,
Cx43 protein was localized between Sertoli cells and between Sertoli cells and germ cells of
the Sertoli-Sertoli cell junctional complex, indicating its role in the maintenance of
spermatogenesis. In canine testicular tumors a different distribution and expression pattern

was shown. Cx43 protein was only detectable between neoplastic Sertoli cells in Sertoli cell
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tumor. It was absent between neoplastic germ cells in seminoma, indicating that Cx43 is
regulated differentially in testicular tumors. Considering the high frequency of testicular
cancer in dogs and their similarities or extremes to human testicular neoplasms, future
comparative pathogenetic studies may also include canine seminoma.

Cx45 mRNA was detected by RT-PCR in al investigated canine testicular tissues.
Preliminary results in testis of the the adult dog revea that, Cx45 protein was localized
between peritubular cells, indicating that Cx45 seems to be another member of the connexin

family to be expressed in canine testis.
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Sarstedt, Nurnbrecht

Palm Microlaser Technologies, Bernried



Bezugsquellen

Palm® Membrane Slides
Parafilm

PCR-Tubes, dinnwandig
Pipettenspitzen

Pi pettenspitzen, gestopft

Pipettenspitzen, gestopft, Finntip Filter
Polaroi-Sofortbildfilme Typ 667
Porzelanschalen, Pinzetten
Skalpellklinge

Super-Frost-OT

Super-Frost-OT Plus

Tissue Tek® O.C.T.™ Compound 4584
UVette® (Einmalkiivetten)

10.4 Software

analySIS, digitale Bildanalyse
Palm® Robo Sofware
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Labsystems, Helsinki, Finnland
Polaroid, Offenbach

Ratiolab, Dreieich

Produkte fur die Medizin AG, KdIn
Langenbrinck, Emmerdingen
VWR-International GmbH, Darmstadt
LeicaMicrosystems GmbH, Nussloch
Eppendorf AG, Hamburg

Soft Imaging System GmbH, Minster

Palm Microlaser Technologies, Bernried



Verzeichnis der Abkirzungen

11 Verzeichnis der Abklirzungen

Adenin

Abb.

ABC

abs.

APAAP

APTEX

Aqua bidest.

Aqua dest.
BHS

bp

BSA

C

°C

Ca"
CAMP
C-Terminus
c-DNA
CIP

CL

Cx

Cy3

Da

DEPC

DIG

Adenin

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex

absolut
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
3-Aminopropyltriethoxy-Silane

zweifach destilliertes Wasser

einfach destilliertes Wasser

Blut-Hoden-Schranke

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Cytosin

Grad Celsius

Calziumionen

Cyklisches Adenosinmonophosphat
Carboxy-Terminus eines Proteins

copy-DNA

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
zytoplasmatische Schleife eines Cx (,,cytoplasmic loop”)
Connexin
Indocarbocyanin
Dalton
Diethylpyrocarbonat

Digoxigenin
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DNA (DNS)
DNase
dNTP

FITC

FSH

HCI

KCI

kDa

LH

mg

MgC|2

min

Verzeichnis der Abkirzungen

Desoxyribonucleinsaure (,,-acid")
Desoxyribonuclease
desoxy-Ribonucleotidtriphosphat
Fluorescei nisothiocyanat
Follikel-stimulierendes Hormon
Gramm

Guanin

Gap Junction

Stunde (,, hour*)
Wasserstoffionen

Salzséure

Hamatoxylin-Eosin
Immunfluoreszenz
Immunhistochemie

intrazelluldre Schleife eines Cx (,,intracellular loop*)
In-situ Hybridisierung
Kaliumionen

Kaliumchlorid

Kilodalton

Liter

luteinisierendes Hormon

Molar

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minuten
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ml

mM
MRNA

MG (MW)
Na"
NBT/BCIP
N-Terminus
NaCl
NaOH

NB

NCBI

ng

nm

NTB

OD

oT

PAGE
PBS

pH

RNA (RNS)
RT
RT-PCR

SCO

Verzeichnis der Abkirzungen
Milliliter
Millimolar
Boten (, messenger”)-RNA
Molekulargewicht (,, molecular weight*)
Natriumionen
Nitro-Blau-Tetrazolium/Bromo-Chloro-Indolyl-Phosphat
Aminoterminus eines Peptids
Natriumchlorid
Natronlauge
Northern Blot
National Center Biotechnology Information
Nanogramm
Nanometer
Nitroblautetrazolimchlorid
optische Dichte
Objekttrager
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzl 6sung (,, phosphate-buffered-saline®)

Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration

Ribonucleinsdure (,-acid")

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
Sertoli-Cell-Only

Sodiumdodecylsulfat

Sekunden
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TAE
TGFR3
TNMT
Tris

U

UpM
UV-LACP
\%

W

WB
WHO
X-Gd

Hg

um

Verzeichnis der Abkirzungen

Standard Saline Citrate

Thymin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Transforming Growth Factor 3
Tris-Natriumchlorid-Magnesiumchlorid-Triton-Base
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Enzymeinheiten (,,units’)

Umdrehungen per Minute

Ultraviolett-L aser assisted cell-picking

Volt

Waitt

Western Blot

World Health Organisation
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktosidase
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
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