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1 Einleitung und Ziele

Der menschliche Hoden erfiillt sowohl germinative als auch endokrine Aufgaben. Neben dem
in den Leydigzellen synthetisierten Testosteron werden in Sertoli-, Leydig- und Keimzellen
Ostrogene synthetisiert (Carreau et al., 2008). Diese riicken in der Literatur zunehmend in den
Fokus, eine wichtige Rolle flir die méannliche Fertilitit zu spielen. Viele Studien haben
gezeigt, dass die Fertilitit bei madnnlichen ERa- (Lubahn et al., 1993; Eddy et al., 1996,
Dupont et al., 2000; Chen et al., 2009) oder Aromatase-Knockout-Mausen (Honda et al.,
1998; Robertson et al., 1999; Toda et al., 2001) vermindert ist. Fallberichte iiber Manner mit
ERo- (Smith et al., 1994) oder Aromatase-Defizienz (Ubersicht bei Rochira und Carani,
2009) sind dagegen sehr selten. Hierbei zeigten sich eine verminderte
Spermienlebensfahigkeit, unbewegliche Spermien, herabgesetzte Spermienanzahl oder
spermatogenetische Defekte wie Spermatozytenarrest.

Daneben gibt es in der Literatur zunehmend Hinweise, dass die mitotische Aktivitdt der
Spermatogonien durch Ostrogene getriggert wird. In menschlichen Keimtubuli in vitro wird
die Apoptose der Spermatogonien durch Ostrogene gehemmt (Pentikiinen et al., 2000) und
bei Froschen (D’Istria et al., 2003) und kryptorchiden Méusen (Li et al., 2007) wird die
Proliferation der Spermatogonien durch Ostrogene stimuliert. Diese Ergebnisse zeigten sich
auch beim Schwein. Nach GnRH-Immunisierung, die eine Involution der Spermatogenese zur
Folge hatte, fiihrte eine Ostrogeninfusion zu einer erhdhten mitotischen Aktivitit in den
Hodentubuli (Wagner et al., 2006).

Ostrogene entfalten ihre Wirkungen iiber Ostrogenrezeptoren (ERs), von denen zwei
Subtypen bekannt sind, ERa (Walter et al., 1985) und ERB (Mosselman et al., 1996). Das
Vorkommen der ERs im humanen Hoden ist mittlerweile unumstritten, allerdings liegen
kontroverse Ergebnisse liber ihre prizise zelluldre Lokalisation und Expression, insbesondere
iiber die des ERa, vor. Die Ergebnisse einzelner Studien reichen von einem Fehlen des ERa
im menschlichen Hoden (Saunders et al., 2001; Mékinen et al., 2001) {iber die Lokalisation in
unterschiedlichsten Zellen und dort auch in unterschiedlichen Kompartimenten (Pelletier und
El-Alfy, 2000; Pentikdinen et al., 2000; Taylor und Al-Azzawi, 2000; Han et al., 2009;
Filipiak et al., 2012) bis hin zu einem Nachweis in fast allen Zellen des Hodens (Cavaco et al.,
2009) (Ubersicht in Tab. 1). Neben dem Nachweis des Rezeptors im Hoden konnte seine
Expression in immaturen Keimzellen sowie Spermatozoen aus Samenproben gesunder
Minner nachgewiesen werden (Durkee et al., 1998; Aquila et al., 2004; Lambard et al., 2004,
Solakidi et al., 2005; Lambard und Carreau, 2005).
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Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse iiber die Lokalisation des ERa und die

Bedeutung der Ostrogene fiir die mitotische Aktivitit und Fertilitit sind die Ziele dieser

Arbeit wie folgt:

)

2)

3)

4)

Nachweis der genauen Lokalisation des ERa im menschlichen Hoden auf mRNA- und

Protein-Ebene.

Der Nachweis auf mRNA-Ebene erfolgte mittels ISH. Die Untersuchungen auf
Proteinebene wurden mittels Immunhistochemie (IHC) und Immunoblot (IB) unter
Verwendung von sechs spezifischen Antikérpern durchgefiihrt. Es wurden
Paraffinschnitte (ISH, IHC) bzw. Gesamthomogenat (IB) von Patienten mit normaler

Spermatogenese (nsp) verwendet.

Untersuchung der Expression des ERa im menschlichen Hoden mit nsp oder Sertoli-

Cell-Only Syndrom (sco).

Die Untersuchungen der ERa-Expression erfolgten mittels Reverse Transkriptase
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) nach UV-Laser-assistierter Mikrodissektion
(UV-LAM) von Keimtubuli bzw. interstitiellem Gewebe von Patienten mit nsp oder

SCO.

Untersuchung der quantitativen Expression des ERa, des ERP sowie des membran-

assoziierten GPER in Abhéngigkeit von unterschiedlichen histologischen Diagnosen.

Die Untersuchung erfolgte an Gesamthomogenat von Patienten mit nsp oder

Spermatogenesedefekten mittels quantitativer RT-PCR.

Untersuchung des Proliferationsmusters von Spermatogonien in Abhéngigkeit von der

jeweiligen histologischen Diagnose und dem peripheren Ostrogenwert.
Der Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 erfolgte mittels IHC an

Paraffinschnitten mit unterschiedlichen histologischen Diagnosen. Anschlie3end

erfolgten eine Auszdhlung der gefdrbten Schnitte und eine statistische Auswertung.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Funktion, Lage und Aufbau des menschlichen Hodens

Der paarig angelegte Hoden ist fiir die Bildung der minnlichen Keimzellen und der
Sexualhormone verantwortlich. Er liegt zusammen mit den Nebenhoden von mehreren Hiillen
umgeben im Skrotum. Eine derbe Bindegewebsschicht, die Tunica albuginea liegt ihm direkt
auf. Von dieser gehen zarte bindegewebige Septen aus, durch die das Hodengewebe in
Hodenléppchen, die Lobuli testis unterteilt wird. Jedes Hodenldppchen besteht aus einem oder
mehreren stark gewundenen Samenkanélchen, den Tubuli seminiferi contorti. Diese miinden
direkt oder in Form von Tubuli seminiferi recti in das Hodennetz (Rete testis). Von dort
gelangen die Keimzellen tiber die Ductuli efferentes in den Nebenhoden, wo schliellich

Reifung und Transport stattfinden (Ubersicht bei Holstein, 2008).

2.2 Histologie des menschlichen Hodens

Die Tubuli seminiferi im geschlechtsreifen Hoden haben einen Durchmesser von ca. 150-250
pum und eine Lidnge von ca. 30-70 cm. Sie setzen sich aus dem innen gelegenen Keimepithel
und einer duleren myofibrosen Hiille, der Lamina propria zusammen. Die Lamina propria
besteht aus einer Basalmembran, einer Kollagenfaserschicht und peritubulédren Myoidzellen.
Das Keimepithel erreicht eine Hohe von 60-80 um und setzt sich aus unterschiedlichen
Keimzellgenerationen sowie Stiitzzellen, sog. Sertoli-Zellen (SZ), zusammen (Abb. 1). Das
zwischen den Tubuli seminiferi gelegene Interstitium besteht aus hormonbildenden Leydig-
Zellen (LZ), Blut- und LymphgefiBen, Nerven, Makrophagen und Fibroblasten (Ubersicht bei
Holstein, 2008).
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Abb. 1: Ausschnitt eines Hodenkanilchens (Mensch) (nach Holstein, 2008).

1 = basales Kompartiment, 2 = adluminales Kompartiment, 3 = Sertoli-Zellkern, 4 = Zell-zu-
Zell-Verbindung zwischen zwei Sertoli-Zellen, 5 = Typ A-Spermatogonie (pale), 6 = primére
pachytine Spermatozyte, 7= runde Spermatide, 8 = elongierte Spermatide, 9 =
Residualkorper.

2.2.1 Keimzellen

Im Keimepithel findet die Vermehrung, Reifeteilung und Differenzierung der Keimzellen zu
Samenzellen statt. Sie liegen zwischen den Sertoli-Zellen und weisen unterschiedliche
Entwicklungsstufen auf. Basal befinden sich die Spermatogonien, lumenwirts folgen die
Spermatozyten erster und zweiter Ordnung und lumennah liegen die Spermatiden. Die
Spermatogonien lassen sich in Typ A- und Typ B-Spermatogonien einteilen. Typ A kann
anhand seiner Kernmorphologie in einen Typ Apae (Ap) und Agax (Ad) unterteilt werden
(Clermont, 1963). Ad-Spermatogonien teilen sich nur selten und werden als testikulére
Stammzellen angesehen. Sie sind gekennzeichnet durch einen dunkel gefarbten Kern von
ovoider Gestalt. Ap-Spermatogonien hingegen sind teilungsfahig und differenzieren sich zu
Typ B-Spermatogonien. Sie sind gekennzeichnet durch hell granuliertes Chromatin und ein
oder zwei Nucleoli (Ubersicht bei Weinbauer et al., 2010). Typ B-Spermatogonien treten in

die Meiose ein und sind durch das Vorkommen mehrerer Kernkorperchen (Nucleoli)
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gekennzeichnet. Die Spermatozyten erster Ordnung sind wéhrend der ersten Teilung der
Meiose die groBten unter den Keimzellen. Die Spermatozyten zweiter Ordnung sind deutlich
kleiner und die Kerne beinhalten locker verteiltes Chromatin. Die Spermatiden sind
schlieBlich die kleinsten Zellen des Keimepithels. Friithe Spermatiden weisen eine
abgerundete Form und einen runden Zellkern auf. Reife Spermatiden sind langgezogene

Zellen mit einem konischen Kern (Ubersicht bei Holstein, 2008).

2.2.2 Sertoli-Zellen

Die Sertoli-Zellen stellen die somatischen Zellen des Keimepithels dar. Die charakteristisch
verzweigten Zellen wurden im Jahr 1865 von Enrico Sertoli erstmals beschrieben und nach
ithm benannt (Sertoli 1865, zitiert nach Griswold, 1998). Sie reichen von der Basalmembran
bis zum Lumen und sind im basalen Bereich des Keimepithels iiber Tight junctions eng
miteinander verbunden. Sie weisen einen groBen, gelappten, meist im unteren Drittel
liegenden Zellkern mit deutlichem Nucleolus auf. Die Proliferation der Sertoli-Zellen wird
durch Gonadotropine aktiviert und erfolgt etwa bis zum 15. Lebensjahr (Weinbauer et al.,
2010). Thre Anzahl beim erwachsenen Mann ist demnach im Gegensatz zu den sich
fortwihrend teilenden Keimzellen festgelegt und im Schnitt kommen auf eine Sertoli-Zelle 10
Keimzellen (Zhengwei et al., 1998).

Die Sertoli-Zellen iibernehmen im Keimepithel wichtige Aufgaben. Sie haben Stiitz- und
Erndhrungsfunktionen fiir die Keimzellen, weshalb sie auch als ,Ammenzellen’ bezeichnet
werden, und sind an der Abgabe der reifen Spermatiden aus dem Keimepithel (Spermiation)
beteiligt. Sie sorgen fiir die Produktion der Tubulusfliissigkeit und sezernieren unter anderem
Proteine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Steroide. Zudem iibernehmen sie eine
Schutzfunktion durch die Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke (BHS), welche bei
verschiedenen Sdugetieren Anfang der 1970er Jahre (Fawcett et al., 1970; Dym und Fawcett,
1971) und beim Menschen von Koskimies et al. (1973) erstmals beschrieben wurde. Die
Etablierung der BHS féllt mit den ersten meiotischen Teilungen der Keimzellen und dem
damit verbundenen Proliferationsarrest der Sertoli-Zellen zusammen (Weinbauer et al., 2010).
Durch die BHS wird das Keimepithel in zwei unterschiedliche Kompartimente unterteilt. Die
haploiden Keimzellen im luminalen Kompartiment werden vor mutagenen Stoffen oder
autoaggressiven Antikorpern geschiitzt und es herrscht ein fiir die Keimzellentwicklung
entsprechendes Milieu. Eine weitere Funktion der Sertoli-Zellen besteht in der Ubertragung

hormoneller Stimuli auf die Keimzellen. AuBerdem besitzen sie resorptive Féhigkeiten, indem
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sie Residualkorper der abgegebenen Spermatiden, sowie degenerierende Spermatozyten und

Spermatiden phagozytieren (Ubersicht bei Holstein, 2008).

2.2.3 Leydig-Zellen

Die Steroidhormon-sezernierenden Zwischenzellen wurden im Jahr 1850 von Franz von
Leydig erstmals beschrieben. Sie sind mit einem Anteil von 10-20 % die wichtigsten Zellen
des Interstitiums. Im humanen Hoden sind ca. 200 x 10° Leydig-Zellen zu finden (Weinbauer
et al., 2010). Sie konnen sowohl vereinzelt, als auch in dichten Zellverbidnden vorliegen. Man
unterscheidet fetale, neonatale und adulte Leydig-Zellen, sowie Leydig-Vorgéngerzellen und
Leydig-Stammzellen, die sich jeweils in ihrer Entwicklung, Morphologie und Funktion
voneinander unterscheiden. Fetale Leydig-Zellen gehen wahrscheinlich aus verschiedenen
embryonalen Geweben hervor, so z.B. dem Zolomepithel, der Gonadenleiste,
Mesonephronzellen und fetalen Nebennierenzellen. Diese Vorlduferzellen werden schon vor
der 7. Schwangerschaftswoche funktionell aktiv, d.h. sie produzieren LH-unabhéngig
Testosteron. Die Proliferation und Differenzierung dieser Zellen beginnt mit der 7.
Schwangerschaftswoche und endet schlielich mit deren Riickentwicklung bzw. Involution
bis zum Tag der Geburt, wobei beim Menschen noch nicht bekannt ist, welche Faktoren diese
Leydigzell-Regression beeinflussen. Auch die anschlieende Entwicklung der neonatalen und
adulten Leydig-Zellen steht im Zusammenhang mit dem Plasmatestosteron-Gehalt (Ubersicht
bei Svechnikov et al., 2010).

Adulte Leydig-Zellen sind durch einen runden oder polygonalen Zellkérper sowie einen
zentral liegenden Zellkern mit kleinem Nucleolus gekennzeichnet. Sie weisen zudem als
charakteristische Merkmale Steroid-bildender Zellen viel glattes endoplasmatisches
Retikulum, Mitochondrien vom tubuldren Typ und Lipidtropfchen auf. Letztere enthalten das
Ausgangsmolekiil fiir die Testosteronsynthese, das Cholesterol. Neben der wichtigen
Produktion ménnlicher Sexualhormone synthetisieren sie Katecholamine, Neuropeptide und
verschiedene Zytokine (Ubersicht bei Holstein, 2008). Leydig-Zellen kénnen postnatal aus
peritubuldren Leydig’schen Stammzellen sowie aus perivaskuldren Zellen fortwéihrend
nachgebildet werden. Dieser Prozess wird durch das Luteinisierende Hormon (LH) und durch
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren der Sertoli-Zellen gesteuert (Ubersicht bei
Weinbauer et al., 2010).
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2.2.4 Peritubulire Myoidzellen

An die Basalmembran des Tubulus seminiferus schliet sich nach auBen ein etwa 8 um dicker
Mantel aus peritubuldren Myoidzellen an. Diese Zellen weisen Differenzierungen von
Fibroblasten und glatten Muskelzellen auf und werden daher auch als Myofibroblasten
bezeichnet. Sie bewirken durch ihre Kontraktilitit peristaltische Bewegungen an den Tubuli
seminiferi und dadurch einen Transport der Spermatozoen in das Rete testis (Ubersicht bei

Holstein, 2008).

2.3 Ablauf der normalen Spermatogenese

Als Spermatogenese wird der gesamte Prozess der Keimzellbildung im Keimepithel des
adulten Hodens bezeichnet (Abb. 2). Dabei entwickeln sich die auf der Tubuluswand

sitzenden Spermatogonien zu reifen Spermien. Sie ldsst sich in vier Phasen einteilen:

1. Proliferation und Differenzierung der Spermatogonien,

2. erste und zweite Reifeteilung der Spermatozyten,

3. Entwicklung der Spermatozoen aus haploiden runden Spermatiden
(Spermiogenese),

4. Freisetzung der ausdifferenzierten Spermatiden in das Lumen des Keimtubulus

(Spermiation).

Die Ausgangszellen der ersten Phase sind diploide Spermatogonien (2n) mit einem doppelten
Chromosomensatz (2C), welche mitotisch aktiv sind. Ein Teil der Typ A-Spermatogonien
stellt durch fortwihrende Mitose einen lebenslangen Pool an Stammzellen dar. Ein anderer
Teil differenziert sich in dieser ersten Phase der Spermatogenese zu Typ B-Spermatogonien.
Diese sind ebenfalls mitotisch aktiv, entfernen sich nach Beendigung der Zellteilung von der
Tubuluswand und treten in die Meiose ein. Der Eintritt in die Meiose und damit in die zweite
Phase der Spermatogenese beginnt mit der Reduplikation des DNA-Gehaltes. Danach besteht
jedes Chromosom aus zwei identischen Schwesterchromatiden (2n 4C). Die Keimzellen
werden nun als primdre Spermatozyten bezeichnet. In der 1. Reifeteilung werden die
Chromosomen auf die beiden Tochterzellen (sekundire Spermatozyten) verteilt (n 2C). Diese
treten kurze Zeit spéter in die 2. Reifeteilung ein, in der die Chromatiden eines jeden

Chromosoms getrennt werden. Es sind haploide Spermatiden entstanden (n C). Die dritte
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Phase der Spermatogenese, in der die Differenzierung der haploiden Spermatiden zu reifen
Spermien stattfindet, wird als Spermiogenese bezeichnet. Diese lédsst sich ebenfalls in vier
Phasen einteilen. In der ersten oder Golgi-Phase kommt es zur Ausbildung eines akrosomalen
Vesikels. In der zweiten oder Kappenphase entsteht die akrosomale Kappe und es beginnt die
Kernkondensation sowie die Ausbildung der Geiflel. Die dritte oder akrosomale Phase ist
charakterisiert durch die Differenzierung des Akrosoms und die Elongation von Kern und
Korper. Die letzte Phase wird als Reifungsphase bezeichnet und beinhaltet die
Differenzierung des spezies-spezifischen Akrosoms und des Kopfes sowie die Beendigung
der Kernkondensation und der Zytoplasmareduktion. In der letzten Phase der Spermatogenese
werden die ausdifferenzierten Spermatiden in das Lumen des Keimtubulus freigesetzt und nun
als Spermatozoon bezeichnet (Ubersicht bei Bergmann, 2006 und bei Bergmann und Kliesch,

2010).

Abb. 2: Normale Spermatogenese (Paraffin, HE, Primérvergrof3erung x40).
a = Spermatogonie, b = primire pachytine Spermatozyte, ¢ = runde Spermatide,

d = elongierte Spermatide, e = Sertoli-Zelle, f = peritubuldare Myoidzelle.
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2.4 Kinetik der humanen Spermatogenese

Das Keimepithel zeigt im Querschnitt charakteristische Keimzellanordnungen, die
unterschiedliche Entwicklungsstadien aufweisen. Beim Menschen kommen sechs
Spermatogenesestadien vor, welche von Clermont (1963) definiert wurden (Abb. 3). Das
Stadium I ist charakterisiert durch das Vorkommen von friithen runden Spermatiden mit einem
Akrosombldschen. AuBerdem differenzieren Spermatogonien vom Typ A zu Typ B-
Spermatogonien. Im II. Stadium sind Residualkdrper von Speramtiden innerhalb von Sertoli-
Zellen nachweisbar. Im Anschluss an dieses Stadium findet die Spermiation statt. Im Stadium
III beginnt die Kernkondensation von Spermatiden und die Typ B-Spermatogonie tritt in die
Meiose ein. In den Stadien IV und V zeigt sich eine kontinuierliche Kondensation der
Spermatidenkerne. Stadium IV ist zudem charakterisiert durch das Auftreten leptotdner
primdrer Spermatozyten, die sich im Stadium V zu pachytidnen priméren Spermatozyten
weiterentwickeln. Nach Stadium V findet die erste meiotische Teilung statt. Stadium VI ist
definiert durch das Auftreten von sekunddren Spermatozyten. Am Ende dieses Stadiums
findet die zweite meiotische Teilung statt.

Bei der Betrachtung eines Tubulus-Léngsschnittes folgen die unterschiedlichen
Spermatogenesestadien der Reihe nach aufeinander und jedes Stadium erstreckt sich iiber eine
bestimmte Linge des Tubulus. Diese Stadium-Aneinanderreihung wird als sog.
Spermatogenesewelle bezeichnet. Die Dauer der Spermatogenese beim Menschen betragt

etwa 74 Tage (Ubersicht bei Bergmann, 2006 und bei Bergmann und Kliesch, 2010).
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Abb. 3: Kinetik der humanen Spermatogenese (aus Bergmann und Kliesch, 2010).
(a) Stadium I, (b) Stadium II, (c¢) Stadium III, (d) Stadium IV, (e) Stadium V, (f) Stadium VL.

A, B =Spermatogonie Typ A und Typ B; P pachytine primdre Spermatozyten;
L = leptotdne primére Spermatozyten; Z = zygotidne primare Spermatozyten; SII = sekundire
Spermatozyten; step 1-8 = verschiedene Schritte der Spermiogenese; RB = Restkorperchen;

* = Zellen in der 1. meiotischen Teilung.

2.5 Storungen der humanen Spermatogenese

Spermatogenesestorungen als Ursache von Infertilitdit sind immer mit einem bestimmten
histologischen Erscheinungsbild assoziiert. Dabei kann es sich um eine Hypospermatogenese
(nur qualitativ intakte Spermatogenese, hyp), einen teilweise oder vollstindig vorliegenden
Arrest der Spermatogenese auf Stufe der runden Spermatiden (Spermatidenarrest, sda),
priméren Spermatozyten (Spermatozytenarrest, sza) oder Spermatogonien
(Spermatogonienarrest, sga), ein vollstindiges Fehlen der Keimzellen (Sertoli cell only-
Syndrom, sco) oder eine totale Atrophie des Keimepithels (Tubulusschatten) handeln

(Bergmann und Kliesch, 2010) (Abb. 4). Die unterschiedlichen Spermatogenesedefekte
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konnen auch in benachbarten Keimtubuli eines Hodens nebeneinander auftreten, was als
bunte Atrophie bezeichnet wird (Sigg, 1979).

Arreste der Spermatogenese treten bei Patienten mit Fertilititsstorungen mit einer Haufigkeit
von 4-30 % auf. Bei 293 Patienten des Universititsklinikums Miinster, bei denen eine
diagnostische Hodenbiopsie vorgenommen wurde, zeigten 23 % einen Spermatogenesearrest,
hauptsichlich auf der Stufe der primiren Spermatozyten. Bei fast einem Drittel der Patienten
war der Defekt beidseitig vorhanden. Die Ursachen sind hierbei primér genetisch und
sekundér auf endo- oder exogene Faktoren zuriickzufiihren (Nieschlag et al., 2010).

Der histopathologische Phénotyp des sco wurde im Jahr 1947 erstmals beschrieben (Del
Castillo et al., 1947). Hierbei wird eine vollstindige Keimzellaplasie von einem haufiger
vorkommenden sog. fokalen sco (fsc) unterschieden. Bei letzterem kommen zwar zu einem
geringen Prozentsatz Keimtubuli vor, die Keimzellen aufweisen, allerdings ist die
Spermatogenese sowohl qualitativ als auch quantitativ nicht intakt. Etwa 30 % der infertilen
Patienten, die sich einer Hodenbiopsie unterziehen, weisen ein fokales oder vollstindiges sco
auf, davon zu 8 % in beiden Hoden (Nieschlag et al., 2010). Neben endogenen und exogenen
Faktoren, wie gestortem Hodenabstieg, Infektionskrankheiten oder Medikamenten, gelten als
wichtige Ursache fiir eine angeborene Keimzellaplasie Mikrodeletionen des Y-Chromosoms
(Simoni et al., 2008).

Neben den oben genannten histopathologischen Erscheinungsbildern bei gestorter
Spermatogenese tritt als obligate priinvasive Vorstufe fiir Seminome und Nicht-Seminome
die sog. testikuldre intraepitheliale Neoplasie (TIN) auf. Sie ist charakterisiert durch das
Vorkommen atypischer Spermatogonien-dhnlicher Zellen, die aus fetalen Keimzellen
hervorgehen. Sie fallen durch ihre atypische ZellgroB3e, einen groflen Zellkern, grobes Kern-
Chromatin und die Priasenz mehrerer Nucleoli auf (Bergmann und Kliesch, 2010). Neben der
histologischen Beurteilung erfolgt ein Nachweis der Tumorzellen, z.B. mittels
immunhistochemischer Darstellung des Enzyms plazentare alkalische Phosphatase (PLAP)
(Beckstaed, 1983). Die TIN kommt bei der gesunden Normalbevilkerung mit einer
Haufigkeit von 0,5 % vor. Bei bestehendem Hodentumor findet sich die TIN zwischen 2-5 %
im kontralateralen Hoden. Ohne therapeutische Intervention entwickelt sich in 70 % aller
TIN-tragenden Hoden innerhalb von 7 Jahren ein invasiver Hodentumor (Schmoll et al.,

2010).
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Abb. 4: Stérungen der humanen Spermatogenese (Paraffin, HE, Primirvergroferung x40).
a = Hypospermatogenese, b = Spermatidenarrest, ¢ = Spermatozytenarrest,

d = Spermatogonienarrest, ¢ = Sertoli cell only-Syndrom, f= testikuldre intraepitheliale

Neoplasie.
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2.6 Ostrogene

Ostron, Ostriol und Ostradiol (17B-Ostradiol) gehoren zu den wichtigsten physiologischen
Ostrogenen, wobei Ostradiol das am stirksten wirksame natiirliche Ostrogen ist. Ostrogene
sind Cs-Steroidhormone, die sich durch einen charakteristischen Phenol-A-Ring auszeichnen.
In freier Form haben sie einen lipophilen Charakter, in konjugierter Form sind sie
wasserloslich. Ostrogene kommen im Nerven-, Knochen- und Skelettmuskelgewebe genauso
vor wie im Immun-, Gefdl3- und endokrinen System. Sie konnen daher an der Entstehung und
dem Verlauf unterschiedlicher Erkrankungen wie z.B. Krebs, Osteoporose,
neurodegenerativen oder kardiovaskuldren Erkrankungen, Diabetes mellitus oder
Fettleibigkeit beteiligt sein (Ubersicht bei Deroo und Korach, 2006).

Die Entdeckung des ersten Ostrogens erfolgte durch Edward Albert Doisy und Adolf
Butenandt, die 1929 unabhingig voneinander die Gewinnung von Ostron publizierten. Als
zweites Ostrogen konnte Guy Frederic Marrian 1929 Ostriol aus dem Urin von schwangeren
Frauen isolieren. Ein Jahr spiter belegte Butenandt die nahe Verwandtschaft von Ostron und
Ostriol. Ostradiol wurde von Erwin Schwenk und Friedrich Hildebrandt 1932 erstmals
dargestellt und 1938 von Hans Herloff Inhoffen aus Cholesterin synthetisiert (Ubersicht bei
Meyer, 2004). Die Entdeckung eines Ostrogenwirksamen Hormons im ménnlichen
Organismus erfolgte erstmals 1934 durch Zondek, der es im Harn vom Hengst nachweisen
konnte (Zondek, 1934). Jayle et al. (1962) waren die ersten, die zeigten, dass Ostrogene im
menschlichen Hoden synthetisiert werden. Payne et al. (1976) und Hendry et al. (1983)
bestitigten die testikuldre Ostrogensynthese beim Mann (Ubersicht bei Carreau und Hess,

2010).
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2.6.1 Biosynthese

Ausgangsprodukt der Ostrogen-Biosynthese im weitesten Sinne ist Cholesterin, welches sich
aus 27 Kohlenstoffatomen zusammensetzt. Zuniachst wird eine Cq-Einheit aus der Seitenkette
des Cholesterins entfernt, wobei Pregnenolon entsteht. Diese Umwandlung von Cholesterin in
Pregnenolon  wird  durch  das  adrenocorticotrope = Hormon  (ACTH)  des
Hypophysenvorderlappens  stimuliert. Durch Oxidation der 3-Hydroxylgruppe und
Isomerisierung der As-Doppelbindung zu einer As4-Doppelbindung wird aus Pregnenolon
Progesteron. Durch Hydroxylierung an dessen C;7-Atom und Abspaltung einer Seitenkette
entsteht Androstendion. Dieses wird durch Reduktion der 17-Ketogruppe in Testosteron
umgewandelt. Ostrogene entstehen durch Abspaltung der Cjo-Methylgruppe und
anschliefende Aromatisierung des A-Rings unter Abspaltung von Formaldehyd. Hierbei wird
Ostron aus Androstendion und Ostradiol aus Testosteron synthetisiert (Ubersicht bei Stryer,
2007). Die Bildung von Androstendion bzw. Testosteron kann iiber zwei Synthesewege
erfolgen. Nach der Umwandlung von Cholesterin in Pregnenolon entstehen sie im
endoplasmatischen Retikulum sowohl aus Pregnenolon (As-Syntheseweg), als auch aus
Progesteron (A4-Syntheseweg). Auf unterschiedlichen Stufen konnen diese Schritte ineinander
iibergehen. Das Vorherrschen des einen oder anderen Weges variiert von Spezies zu Spezies.
Bei der Ratte und bei der Maus iiberwiegt der As-Syntheseweg, im humanen Hoden hingegen
ist der As-Syntheseweg von groBerer Wichtigkeit (Ubersicht bei Gower, 1988).

Im menschlichen Organismus werden Ostrogene in den Ovarien, im Hoden, in der Plazenta,
in der fetalen Leber, im Fettgewebe, in Chondrozyten, in Osteoblasten und in Teilen des ZNS
synthetisiert (Ubersicht bei O’Donnell, 2001). Das Enzym der Ostrogenbiosynthese ist die
Zytochrom P450-Aromatase, die im endoplasmatischen Retikulum zahlreicher Gewebe
lokalisiert ist. Sie konnte im menschlichen Hoden in Leydig-Zellen (Brodie et al., 2001), in
elongierten Spermatiden (Turner et al., 2002), in Zellen der Ductuli efferentes und des
Nebenhodenkopfes (Carpino et al., 2004; beide zitiert nach Lambard und Carreau, 2005), in
Sertoli-Zellen (Carreau et al., 2003) sowie in unreifen Keimzellen (Lambard et al., 2004) und
ejakulierten Spermatozoen (Aquila et al., 2004; Rago et al., 2003; Lambard et al., 2004)
nachgewiesen werden. Dieses Him-Protein gehort zu der Zytochrom P450-Superfamilie und
ist ein Produkt des CYP19-Gens. Die P450 Aromatase ist genau genommen ein mikrosomaler
Enzymkomplex, der sich aus zwei Proteinen zusammensetzt, der NADPH-Zytochrom P450-
Reduktase und der Zytochrom P450-Aromatase, welche die Hdm-Gruppe und die
Hormonbindungsstelle beinhaltet (Carreau et al., 2007).
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Bei erwachsenen Minnern werden ca. 30-50 pg Ostradiol durch die Aromatisierung von
Androgenen synthetisiert, wobei ca. 10-20 % direkt im Hoden selbst produziert werden
(Ubersicht bei Rochira et al., 2006).

Unmittelbar nach ihrer Synthese werden die Hormone ins Blutplasma abgegeben. Dort binden
sie reversibel an Transportproteine, zu denen das Glykoprotein SHBG (Sexhormon-bindendes
Globulin) und Albumin gehdren. Durch diese Bindung sind sie vor einer unspezifischen
Anlagerung an Membranen, einer beschleunigten Inaktivierung und einer verfrithten

Ausscheidung geschiitzt.

2.6.2 Wirkungsweise

Freie Ostrogene konnen aufgrund ihres lipophilen Charakters durch die Zellmembran der
Zielzelle diffundieren (Muller et al., 1979) und dort iiber die Bindung an spezifische
intrazelluldire Hormonrezeptoren ihre Wirkungen entfalten. Die Liganden-gebundenen
Ostrogenrezeptoren bilden Homodimere oder Heterodimere aus (Beato und Klug, 2000),
wandern in den Kern und binden dort an bestimmte DNA-Sequenzen, die als ,,hormone
response elements (HRE) bezeichnet werden. Die spezifische DNA-Sequenz wird vom
Hormonrezeptor-Dimer mithilfe des Zinkfingermotivs erkannt. Dabei handelt es sich um
cysteinreiche Bereiche im Rezeptorprotein, die Zn®'-lonen binden. Die Bindung des
Hormonrezeptor-Dimers im Bereich der Promotor- oder Enhancer-Region eines hormonell
kontrollierten Gens reguliert so dessen Transkription (Ubersicht bei Alberts et al., 2004a).

Neben der klassischen genomischen Wirkungsweise, die mehrere Stunden dauern kann,
kénnen Ostrogene auch schnelle Effekte, die innerhalb von Sekunden oder Minuten eintreten,
hervorrufen. Schnelle 6strogene Effekte konnten erstmals 1967 an ovarektomierten Ratten
nachgewiesen (Szego und Davis, 1967) und 1975 durch Untersuchungen an
Endometriumszellen unterstiitzt werden (Pietras und Szego, 1975; beide zitiert nach Hammes
und Levin, 2007). Ostrogene fiihren hierbei zu einer Aktivierung von Proteinkinasen
(mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK), Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase),
Proteinkinase C (PKC)) und Phosphatasen, sowie zur Freisetzung von Kalzium und
sekundiren Botenstoffen wie z.B. cAMP (Ubersicht bei Hammes und Levin, 2007 und
Prossnitz und Barton, 2011). Die Wirkungen der Ostrogene erfolgen in diesem Fall durch
posttranslationale ~ Verdnderungen von Proteinen, hauptsichlich in Form von
Phosphorylierungen. In Mitochondrien kommt es zu einer Rezeptorbindung an ERE-dhnliche

Sequenzen der Mitochondrien-DNA und dadurch zu einer Erhdhung der entsprechenden
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mRNAs (Ubersicht bei Yager und Chen, 2007). Die Wirkungen werden in diesem Fall also

durch transkriptionale Effekte hervorgerufen.

2.6.3 Ostrogenwerte im Blut

Ostrogene kommen in gebundener oder freier Form im Blut vor. Studien, bei denen die
Ostrogenkonzentrationen im Blut von gesunden Minnern gemessen wurden, zeigten Werte
zwischen 79 und 147 pmol/l an (Hill et al., 1982; Andersson et al., 1993; Gann et al., 1996,
Nagata et al., 2001). Carani et al. (1997) geben fiir Ostradiol einen Referenzbereich zwischen
20 und 90 pg/ml (entspricht ca. 73-330 pmol/l), Herrmann et al. (2002) zwischen 20 und 50
pg/ml (entspricht ca. 73-183 pmol/l) und Rochira et al. (2006) zwischen 18 und 40 pg/ml
(entspricht ca. 66-147 pmol/l) (Umrechnungsfaktor 3,671) an. Andere (www.labor-
lademannbogen.de) geben Werte zwischen 13,5 und 59,5 pg/ml an, was umgerechnet ca. 49
und 218 pmol/l entspricht.

Ostrogenkonzentrationen in Sperma von Minnern liegen zwischen 14 und 249 pg/ml

(Ubersicht bei Hess et al., 2011).

2.6.4 Einfluss von Ostrogenen auf Spermatogenese und Fertilitit

Beim Mann tritt physiologisch als Konsequenz des Alterns eine relative Ostrogendefizienz
auf, die allerdings weniger gravierend ist als bei Frauen nach der Menopause, da im Hoden
weiterhin ausreichende Mengen Androgene synthetisiert und folglich in Ostrogene
umgewandelt werden (Rochira et al., 2006). Natiirlicherweise auftretende Mutationen, die zu
einer pathologischen Ostrogendefizienz im minnlichen Organismus fithren, sind sehr selten.
Ein Fall mit einer Mutation des ERa-Gens (Smith et al., 1994) und acht Félle mit einer
Dysfunktion des Aromatase-Gens CYP19 bei einem Jungen und sieben adulten Ménnern
(Ubersicht bei Rochira et al., 2002 sowie bei Rochira und Carani, 2009) sind bisher bekannt.
Diese Patienten zeigten alle eine grofle Statur und Storungen im Knochenstoffwechsel.
Andere Symptome, darunter auch eine verminderte Reproduktionsfunktion, waren von Fall zu
Fall verschieden und unterschiedlich stark ausgeprigt (siche Tab. 1 bei Rochira et al., 2002).
Hierbei kamen eine 20-fache Verminderung der Spermienzahl, eine absolute Unbeweglichkeit
der Spermien, sowie Keimzellarreste auf Stufe der primédren Spermatozyten (Carani et al.,

1997), eine Verminderung der Spermienlebensfahigkeit von nur 18 % (Smith et al., 1994),
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sowie ein vollstindiger Keimzellarrest (Rochira et al., 2002) vor. In anderen Fillen konnten
keine Riickschliisse auf den Grad der Fertilitdt eines Aromatase-defizienten Patienten gezogen
werden, da Samenanalysen und Hodenbiopsien nicht vorgenommen wurden (Morishima et
al., 1995). Andere Arbeitsgruppen zeigten eine signifikante Abnahme der Aromatase in
unbeweglichen humanen Spermatozoen (Ubersicht bei Carreau et al., 2007) und eine
verbesserte Spermien-Motilitit nach Ostradiol-Zusatz (Ubersicht bei Lambard und Carreau,
2005 sowie bei Carreau et al., 2011). Pentikiinen et al. (2000) zeigten, dass Ostradiol als
Antiapoptose-Faktor fiir humane Keimzellen in vitro fungiert.

Mit der Entwicklung unterschiedlicher Knockout-Tiermodelle (ERaKO, AromataseKO)
konnte die Rolle der Ostrogene fiir den minnlichen Genitaltrakt besser erforscht werden.
Maiuse mit entsprechenden Defekten waren infertil (z.B. Eddy et al., 1996; Robertson et al.,
1999). ERaKO-Méuse wiesen in der Produktion (geringere Anzahl an Spermien) sowie in der
Funktion der Spermatozoen (herabgesetzte Motilitdit) und im Paarungsverhalten (normale
Paarung, aber weniger Ejakulationen) Verdnderungen auf, wenn sie mit Wildtyp-Mausen oder
heterozygoten Maiusen verglichen wurden (Eddy et al., 1996). Es zeigte sich, dass die
ménnliche ERaKO-Maus aufgrund einer Beeintrichtigung der Fliissigkeitsriickresorption im
proximalen Abschnitt der Ductuli efferentes und einer daraus resultierenden fortschreitenden
Zerstorung der Keimzellen in den Keimtubuli infertil ist (Review von Hess, 2003). Die
zunéchst fertile méinnliche Aromatase-KO-Maus entwickelt eine fortschreitende Infertilitét,
die mit einer verminderten Reifung der Spermatiden und deren Reduktion einhergeht (Review
von O’Donnell et al., 2001). Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die Akrosomenkappe
abnormal entwickelt und es zu einer verminderten Motilitit der Spermien und zu
Keimzellarresten auf Stufe der Spermatiden kommt (Robertson et al., 1999).

Bei Versuchen zur Beurteilung der oOstrogenen Wirkungen auf die Keimzellentwicklung
zeigten sich v.a. bei Ratten positive Effekte z.B. auf Spermatogenese, Keimzellanzahl,
Spermatidendifferenzierung und Regeneration nach Bestrahlung (Ubersicht bei Carreau et al.,

2011).

2.7 Ostrogenrezeptoren (ERs)

Ostrogenrezeptoren sind Steroidhormonrezeptoren, die durch ihre charakteristische Struktur
in die Klasse der Kernrezeptor-Unterfamilie 3 eingeordnet werden. Als Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren ~ vermitteln sie die Effekte von  17B-Ostradiol.  Alle

Steroidhormonrezeptoren sind bausteinférmige Proteine, die in mehrere funktionelle
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Domainen unterteilt werden konnen (Abb. 5). Die hochkonservierte DNA-bindende Doméne
(DBD) (C) enthélt zwei Zinkfinger, welche an der spezifischen DNA-Bindung und der
Rezeptordimerisierung beteiligt sind. Die weniger konservierte Liganden-bindende Domine
(LBD) (E) beinhaltet unter anderem wichtige Regionen fiir die Ligandenbindung und die
Rezeptordimerisierung. Die Domine D wird als flexible Gelenkregion zwischen der DNA-
und der Liganden-bindenden Doméne angesehen. Die N-terminale A/B-Doméne ist eine in
Sequenz und Lédnge sehr variable Region und besitzt iiblicherweise eine
Transaktivierungsfunktion. Die C-terminale F-Domdne ist beim Progesteron-,
Glukokortikoid- und Androgenrezeptor, nicht aber beim Ostrogenrezeptor o, essentiell fiir die
Hormonbindung (Beato und Klug, 2000).

Es existieren zwei Subtypen von Ostrogenrezeptoren. Im Jahr 1958 wurde der sogenannte
,klassische” Ostrogenrezeptor von Jensen entdeckt, in den 1960er Jahren im Uterus der Ratte
identifiziert (Talwar et al., 1964; Soloff und Szego, 1969; zitiert nach Prossnitz und Barton,
2011) und schlieBlich in den 1980er Jahren kloniert (Walter et al., 1985; Green, 1986). Ein
weiterer Ostrogen-bindender Rezeptor konnte in den 1990er Jahren charakterisiert und
kloniert werden (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996; Enmark et al., 1997). Dieser
wurde folglich als ERB und der ,klassische’ Ostrogenrezeptor als ERa bezeichnet. Beide
Rezeptoren binden die Liganden Ostradiol, Diethylstilbdstrol, Ostriol und Ostron mit hoher
Affinitét (Paech et al., 1997) und kénnen Heterodimere ausbilden (Pettersson et al., 1997). Sie
sind Produkte unterschiedlicher Gene, die auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert
sind, und werden deshalb nicht als Isoformen bezeichnet. Das humane ERa-Gen (ESR1) ist
auf Chromosom 6 (Gosden et al., 1986) und das humane ERB-Gen (ESR2) auf Chromosom
14 lokalisiert (Enmark et al., 1997). Sie besitzen eine Linge von 595 (ERa) bzw. 530 (ERp)
Aminosduren. Ihre Sequenzhomologie ist fiir die DBD mit ca. 95 % und fiir die LBD mit ca.
58 % recht hoch (Marino et al., 2006; Enmark et al., 1997). Es sind zudem Isoformen beider
Ostrogenrezeptoren bekannt (fiir ERa: Flouriot et al., 2000; Lambard et al., 2004; Lambard
und Carreau, 2005; fiir ERB: Moore et al., 1998). Der leichteren Variante des ERa mit einem
Molekulargewicht von 46 kDa fehlt Exon I (Flouriot et al., 2000).

Neben der vorherrschenden Lokalisation der Ostrogenrezeptoren (ERa und ERP) im Zellkern
ist ein geringer Prozentsatz (ca. 5 %) im Zytoplasma zu finden (Edwards, 2005). Neben der
Beeinflussung der Genexpression (sog. genomische Effekte) kommen auch schnelle
Signaliibertragungen (sog. nicht-genomische Effekte) vor, welche hauptsichlich iiber die G-
Protein- oder Wachstumsfaktor-gekoppelten Signalwege vermittelt werden. Der G-Protein-

gekoppelte Ostrogenrezeptor (GPER) stellt ein integrales Membranprotein mit sieben
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Transmembrandoménen dar. Er wurde in den 1990er Jahren von einigen Arbeitsgruppen
kloniert und seine Expression konnte in unterschiedlichen Gewebearten (z.B. Lunge, Leber,
Plazenta, Prostata, Ovarien) nachgewiesen werden. Bis zum Jahr 2000 wurde er als ,,waiser
Rezeptor bezeichnet, da kein Ligand fiir ihn bekannt war. Filardo et al. (2000) fiihrten
schlieBlich Versuche durch, bei denen 17B-Ostradiol als Ligand fiir diesen Rezeptor
identifiziert werden konnte. Der GPER spielt sowohl indirekt bei der genomischen, als auch
direkt bei der nicht-genomischen Wirkungsweise von Ostrogenen eine Rolle (Ubersicht bei

Prossnitz und Barton, 2011).

ERa A/B C D E F
95% 58%
ERP A/B C D E F

Abb. 5: Vergleich der Proteinstrukturen des humanen ERa und ERf (modifiziert nach Marino
et al., 20006).

A/B = N-terminale Doméne , C = DNA-bindende Domine, D = flexible Gelenkregion, E =
Liganden-bindende Doméne, F = C-terminale Domine; Homologien zwischen beiden

Rezeptoren fiir die C-Doméne und die E-Doméne liegen bei ca. 95 % und 58 %.

2.8 Zellulire Lokalisation und Expression des ERa im Hoden

Untersuchungen iiber die prézise zellulire Lokalisation und Expression der
Ostrogenrezeptoren im Hoden verschiedener Spezies zeigen unterschiedlichste Ergebnisse.
Differenzen gibt es hierbei nicht nur bei der Frage nach der Lokalisation und Expression
innerhalb einer Spezies, sondern auch in Bezug auf den immunhistochemischen Nachweis der
Rezeptoren und deren mRNA-Analysen aus testikulirem Gewebe oder Zellen (Ubersicht bei

Carreau und Hess, 2010).
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Im menschlichen Hoden konnte der ERa teilweise nicht detektiert werden (Saunders et al.,
2001; Mékinen et al., 2001; Sierens et al., 2005). Mittlerweile scheint es jedoch unumstritten,
dass beide ERs im humanen Hoden vorkommen. Allerdings sind die Ergebnisse iiber die
Lokalisation des ERa sehr kontrovers (Ubersicht in Tab. 1). Neben Untersuchungen des
menschlichen Hodens liegen auch Daten iiber den Nachweis des ERa in menschlichem
Ejakulat vor (Durkee et al., 1998; Aquila et al., 2004; Lambard et al., 2004; Solakidi et al.,
2005; Lambard und Carreau, 2005).
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Tab. 1: ERa-Lokalisation und -Expression im humanen Hoden. Leydig-Zellen (LZ), Sertoli-Zellen (SZ), Keimzellen (KZ),

ERa nachweisbar [+], ERa schwach nachweisbar [(+)], ERa nicht nachweisbar [-].

Literatur Material Methode  Antikorper, Primer Nachweis
Pelletier & El-Alfy, 2000 Paraffinschnitte [HC HC-20 (Santa Cruz Biotechnology) +(LZ)
Pentikdinen et al.,, 2000  Quetschpréparate HC HC-20 (Santa Cruz Biotechnology) +(KZ)
ER-6F11 (Novocastra) +(KZ)
ER-1D5 (DAKO) +(KZ)
Hodengewebe WB HC-20 (Santa Cruz Biotechnology) + (80 kDa, 50-55 kDa)
H-184 (Santa Cruz + (80 kDa, 60 kDa)
Taylor & Al-Azzawi, Paraffinschnitte [HC monoklonaler Maus-Anti-Rind-Antikorper +(LZ,SZ)
2000 (Upstate Biotechnology)
Saunders et al., 2001 Paraffinschnitte IHC ER-6F11 (Novocastra) -
Kryomaterial WB rekombinanter hERa (Pan Vera) (+) (66 kDa)
Mikinen et al., 2001 Kryoschnitte [HC ER-6F11 (Novocastra) -
ER-1D5 (DAKO) -
cDNA RT-PCR  for S’ AATTCAGATAATCGACGCCAG3® -
rev ’GTGTTTCAACATTCTCCCTCCTC3¢
Han et al., 2008 Paraffinschnitte IF F-10 (Santa Cruz Biotechnology) +(LZ,KZ)
Hodengewebe WB F-10 (Santa Cruz Biotechnology) + (66 kDa)
Cavaco et al., 2009 Paraffinschnitte IHC MC-20 (Santa Cruz Biotechnology) +(LZ,SZ,KZ)
Hodengewebe RT-PCR  for S’ AATTCAGATAATCGACGCCAG3® +
rev S’GTGTTTCAACATTCTCCCTCCTC3¢
Filipiak et al., 2012 Paraffingewebe IHC N 1575 (DAKO) +(LZ, SZ)
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2.9 Zellzyklus und Proliferationsmarker Ki-67

Untersuchungen in den 1950er Jahren von Howard und Pelc zeigten, dass teilungsaktive
Zellen einem Zellzyklus unterliegen, der in unterschiedliche Phasen unterteilt werden kann
(Ubersicht bei Hall und Levison, 1990). Wihrend des Zellzyklus finden die Verdopplung der
DNA und die Aufteilung der Kopien auf zwei identische Tochterzellen statt. Nach
Beendigung der Mitose (M-Phase) treten die Zellen in die sog. G;-Phase (G = gap) des
ndchsten Zellzyklus ein, in welcher die Synthese der DNA vorbereitet wird. Wihrend der
darauffolgenden Synthese-Phase (S-Phase) wird der DNA-Gehalt des Zellkerns schlie3lich
verdoppelt. In der G,-Phase erfolgt die Synthese von Molekiilen, die fiir die korrekte
Durchfiihrung der Mitose notig sind (z.B. der Spindelapparat). Die G;-, S- und G,-Phase
werden zum Begriff der Interphase zusammengefasst, welche den Grofteil des Zellzyklus
ausmacht (Ubersicht bei Alberts et al., 2004b). Zellen kénnen auch, z.B. unter ungiinstigen
Umweltbedingungen, in eine Art Ruhezustand verfallen, der als Go-Phase bezeichnet wird
und erstmals von Lajtha (1963; zitiert nach Hall und Levison, 1990) erwéhnt wurde.

Zur Beurteilung der zelluldren mitotischen Aktivitdt konnen unterschiedliche Methoden
angewendet werden. Sie reichen von der simplen morphologischen Untersuchung der Zellen
auf Mitosefiguren tiiber die Bestimmung des DNA-Gehaltes mittels Thymidin,
Bromdeoxyuridin oder Durchflusszytometrie bis hin zu immunhistochemischen Methoden
oder dem Nachweis von sogenannten ,nucleolar organiser regions’. Diese Methoden weisen
sowohl Vor- als auch Nachteile in ihrer Durchfiihrbarkeit sowie Auswertbarkeit auf
(Ubersicht bei Hall und Levison, 1990).

Eine der bekanntesten Methoden zur Beurteilung der zelluldren Proliferation ist der Nachweis
des Ki-67-Antigens mittels gleichnamigem Antikorper. Das Ki-67-Antigen wurde Anfang der
1980er Jahre von Gerdes et al. (1983) nachgewiesen und das Protein konnte 1991 (Gerdes et
al., 1991) identifiziert werden. Die vollstdndige Primirstruktur des Proteins wurde zwei Jahre
spater durch Schliiter et al. (1993) bekannt. Der Name Ki-67 steht fiir die Stadt Kiel und fiir
den urspriinglichen Zellklon, der den gleichnamigen Antikorper gegen das Protein produziert
hat. Das Protein wird wéhrend der Gi-, S-, G- und M-Phase exprimiert und hat sein
Expressionsmaximum in der G- und der frithen M-Phase (Gerdes et al., 1984; Sasaki et al.,
1987), konnte allerdings nicht in der friihen G;-Phase sowie wihrend DNA-
Reparaturprozessen detektiert werden (Hall et al., 1993; Kubbutat et al., 1994). Der Nachweis
des Ki-67-Proteins wurde mit der Einflihrung eines neuen monoklonalen Antikérpers (MIB-1,

Key et al., 1993) auch an Formalin-fixiertem Paraffingewebe moglich (Cattoretti et al., 1992)
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und spielt heute eine wichtige Rolle in der Tumordiagnostik (Ubersicht bei Scholzen und

Gerdes, 2000).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenumfang

In dieser Arbeit wurde humanes Hodengewebe aus der Biopsiebank des Institutes fiir
Veterinar-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitit Giellen
untersucht. Die Patienten wurden im Centrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie
(CeRA) des Universitétsklinikums Miinster aufgrund von normo- oder hypergonadotroper
Azoospermie oder obstruktiver Azoospermie nach Vasektomie vorstellig (Ubersicht bei
Bergmann und Kliesch, 2010).

Nach schriftlicher Einverstindniserklarung und einer sorgfiltigen klinischen Untersuchung
wurden zwei Spermaanalysen gemdl WHO-Richtlinien (2010) durchgefiihrt. Zusitzlich
wurde im CeRA bei allen Patienten die 17p-Ostradiol-Konzentration mittels
Immunofluoreszenz-Photometrie aus Serumproben bestimmt und dem Institut fiir Veterinér-
Anatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitit Gielen  zur
Verfligung gestellt. Serum-Ostrogenwerte von > 250 pmol/l wurden als erhoht angesehen
(Zitzmann et al., 2006). Anschliefend erfolgte der operative Eingriff zur Entnahme des
Hodengewebes unter Allgemeinanésthesie.

Das Patientenkollektiv umfasste insgesamt 70 Patienten (Tab. 2).
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Tab. 2: Probenumfang und Methodik.

3 1 nsp
IHC ERa Paraffinschnitte

3 1 TIN
RT-Nested-PCR ERa und
StAR nach THC ERa und Paraffinschnitte 3 1 nsp
UV-LAM
IB ERa Hodenhomogenat 3 1 nsp
ISH ERa Paraffinschnitte 3 1 nsp

3 1 nsp
RT-PCR nach UV-LAM Gefrierschnitte

3 1 sco

5(5) 3 nsp

5(0) 3 sda
RT-qPCR ERa

Paraffinschnitte 505 3 sza

(ERB, GPER)

5(5) 3 sga

5(5) 3 sco

nsp, hyp,
IHC Ki-67 Paraffinschnitte 3 1 sda, sza,
sga

Fiir alle qualitativen Nachweise wurden 3 Proben von Patienten mit normaler Spermatogenese
(nsp), Sertoli cell only-Syndrom (sco) oder testikuldrer intraepithelialer Neoplasie (TIN)
verwendet. Mittels quantitativer RT-PCR wurden 25 bzw. 20 Biopsien mit unterschiedlichen
histologischen Diagnosen (nsp, Spermatidenarrest (sda), Spermatozytenarrest (sda),
Spermatogonienarrest (sga) und sco) analysiert. Mittels histomorphometrischer Analyse von
Ki-67-gefarbten Schnitten wurden 27 Biopsien von 24 Patienten ausgewertet. Hierbei
handelte es sich ebenfalls um Biopsien mit unterschiedlichen histologischen Diagnosen (nsp,

Hypospermatogenese (hyp), sda, sza und sga).
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3.2 Probengewinnung

Pro Hoden wurden drei Biopsien, jede mit etwa der GrofBe eines Reiskorns, von
unterschiedlichen Lokalisationen entnommen. Eine Probe wurde in Bouin’sche Losung
tiberfiihrt und in Paraffin eingebettet und zwei Proben wurden in einem sterilen 2 ml
Schraubdeckeltube in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.2.1 Herstellung histologischer Schnittpriparate (Paraffinschnitte)

3.2.1.1 Fixation in Bouin’scher Losung

Fir die HE-Farbungen sowie verschiedene immunhistochemische Nachweise wurden die
Hodenbiopsien direkt nach Entnahme in Bouin’sche Losung verbracht. Diese Art der
Gewebefixierung hat den Vorteil einer guten Strukturerhaltung des Hodengewebes. Die
Gewebeproben wurden fiir 24 h in Bouin’scher Losung fixiert und anschlieBend téglich iiber

5 Tage mit 70%igem Ethanol gespiilt.

3.2.1.2 Entwiisserung der Proben

Die Proben wurden nach Entfernung der Fixierfliissigkeit in Biopsiekdrbchen verbracht und
mit dem Entwiésserungsgerit Leica TP 1050 (Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomat) in einer

aufsteigenden Alkoholreihe entwiéssert sowie anschlieend via Xylol mit Paraffin durchtrankt.

Die Proben durchliefen dabei folgendes Programm:

= Ethanol 80% und Ethanol 96% fiir jeweils 2 h
= 3 x Ethanol 100% fiir jeweils 3 h

= Xylolfiir I h

= 2 x Xylol fiir jeweils 45 min

= 3 x Paraffin (59°C) fiir jeweils 40 min
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3.2.1.3 Einbettung der Proben

Das Einbetten der Gewebeproben in Paraffin erfolgte mit Hilfe des Einbettgerdtes Leica
EG 1160. Zunidchst wurden die Proben in Stahlférmchen verbracht und anschlieBend mit
60°C-warmem Paraffin iibergossen. Die Abkiihlung und Hértung des Paraffins erfolgten auf
der Kiihlplatte des Gerites.

3.2.1.4 Beschichtung der Objekttriger (OT)

Um eine bessere Haftfahigkeit der Paraffinschnitte auf den Glas-OT zu erreichen, wurde

deren Beschichtung mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES) vorgenommen.

Dabei wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

* OT kurz in reinem Aceton inkubieren

= Aceton unter laufendem Abzug vollstindig verdampfen lassen

*  OT fiir 4 min in 2%igem APES inkubieren

* OT fiir 4 min in Leitungswasser stellen und anschlieend fiir 4 min in flieBendem
Leitungswasser spiilen

*= OT fiir 4 min in Aqua bidest stellen

= OT tber Nacht bei 37°C im Trockenschrank trocknen

3.2.1.5 Herstellung der Paraffinschnitte

Von den in Paraffin eingebetteten Biopsien wurden mittels Schlittenmikrotom (Leica
SM 2000 R) 5 um diinne Schnitte angefertigt, zur Streckung in ein mit Aqua bidest gefiilltes
37°C warmes Wasserbad gelegt und anschlieBend auf APES-beschichtete OT verbracht. Die
Schnitte trockneten iiber Nacht in einem Trockenschrank bei 37°C und wurden bis zur

Weiterverarbeitung bei Raumtemperatur gelagert.
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3.2.1.6 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung (H.E.-Fiarbung)

Um die histologische Beschaffenheit (= Diagnose) und die Gewebeerhaltung der jeweiligen

Probe beurteilen zu konnen, wurden von allen Paraffinpriparaten H.E.-Farbungen angefertigt.

Die Zellkerne wurden durch basisches Hidmalaun blau-violett angefdrbt, alle anderen

Strukturen (Zytoplasma, interstitielles Gewebe) erschienen durch den sauren Farbstoff Eosin

in verschiedenen Farbabstufungen rot.

Es wurde nach folgendem Fiarbeprotokoll vorgegangen:

* Entparaffinierung und Rehydrierung der Hodenschnitte

OT 3 x 10 min in Xylol inkubieren
OT jeweils 5 Minuten in 100%igem, 96%igem, 80%igem, 70%igem und 50%igem

Ethanol inkubieren

= Spiilen der Préiparate in Aqua dest flir 1 x 5 min

» Fiarbung der Hodenschnitte

10 bis 20 sec in Hamatoxylin farben
fiir 10 min unter flieBendem Leitungswasser blduen
anschlieBend fiir mind. 7 min in gefiltertem Eosin fiarben

kurz in Leitungswasser spiilen

=  Dehydrierung der Hodenschnitte

kurz in 70%iges und 80%iges Ethanol tauchen
2 min in 80%igem Ethanol inkubieren

2 x 2 min in 90%igem Ethanol inkubieren

3 x 2 min in 100%igem Ethanol inkubieren

3 x 10 min in Xylol inkubieren

= Eindecken der Hodenschnitte mit Vitro-Clud®
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3.2.2 Herstellung histologischer Schnittpriaparate (Gefrierschnitte)

3.2.2.1 Vorbereitungen

= RNase-freien Arbeitsplatz und RNase-freie Arbeitsgeréte sicherstellen

= Messer in die Messerhalterung des Gefriermikrotoms einspannen, so dass es die
entsprechende Temperatur annimmt

* Metall-Objekttriger auf Halterung in Gefriermikrotombox legen

* Proben aus dem -80°C-Gefrierschrank in fliissigen Stickstoff {iberfithren

Das Aufnehmen der Gefrierschnitte erfolgte auf mit einer Membran iiberzogenen
Objekttrager (P.A.L.M Membran Slide), welche zuvor fiir 30 min unter der Sterilbank mit
UV-Licht (Wellenlédnge 254 nm) bestrahlt wurden.

Die bei -80°C konservierten Gewebeproben wurden mit Hilfe des wasserloslichen

Gewebeklebemittels Tissue-Tek® mittig und gerade auf einem Metall-Objekttrager befestigt.

3.2.2.2 Herstellung der Gefrierschnitte

= Metall-Objekttrager einspannen, so dass das Gewebe in Léngsrichtung geschnitten
werden kann

* Schnitte mit einer Dicke von 9 um auf die vorbereiteten P.A.L.M Membran Slide
Objekttrager aufnehmen

» Kiihltemperatur: -28°C bis -30°C

» Objekttemperatur: -20°C bis -22°C

Zur Bestitigung der histologischen Diagnose und zur Beurteilung der Gewebeerhaltung
wurde jeweils der erste unfixierte, luftgetrocknete Gefrierschnitt einer jeden Probe auf einen
unbeschichteten Objekttrager verbracht und eine Schnellfirbung mit Héamatoxylin

vorgenommen.
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3.2.2.3 Fixation der Gefrierschnitte

= Schnitte 1 min bei RT trocknen lassen

= Schnitte fiir 40 sec mit Hamatoxylin iiberschichten, anschlieBend mit DEPC-Wasser
abspiilen

= Schnitte 30 sec mit DEPC-Wasser tiberschichten

» Schnitte fiir jeweils 10 sec mit 70%igem, 96%igem und 100%igem Ethanol

uberschichten

3.3 Nachweis der ERa-Expression mittels RT-PCR nach UV-LAM

Es wurden Gefrierschnitte mit nsp oder sco verwendet. Dabei wurden jeweils Tubuli und

Interstitium getrennt voneinander gepickt.

3.3.1 UV-LAM

Die UV-LAM erfolgte unter Verwendung des Palm® MicroBeam Systems, welches sich aus

folgenden Komponenten zusammensetzte:

» inverses Hochleistungsmikroskop (Axiovert 135)

» motorisierter und {iber eine Computermaus steuerbarer Objekttisch

* mit dem Computer sowie mit dem Mikroskop verbundener integrierter Laser
(Nitrogen/Stickstoff-Laser 337) zum Ausschneiden des gewiinschten Gewebes

* mit dem Computer verbundene Colour Video Camera

= Software (Palm® Robo Software) zur Steuerung der Mikrodissektion

Zunidchst wurden mittels Mikroskop bzw. Monitor auf dem Gefrierschnitt geeignete
Strukturen (Tubuli oder Interstitium) ausgewéhlt und mit Hilfe der Software markiert.
AnschlieBend wurde das markierte Gewebe durch den Laser freigeschnitten und mittels
,Laser-Pressure Catapulting’ in den Deckel des entsprechend platzierten Tubes katapultiert.
Das Tube mit dem gepickten Gewebe wurde in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und
anschlieBend bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.
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Mittels dieser Technik konnten einzelne Tubuli oder Interstitium separat aus dem {ibrigen

Hodengewebe herausgeschnitten werden.

Nachbereitung des gepickten Materials:

5 pl Trager-RNA (poly-A-RNA, aus dem RNeasy Micro Kit (Cat.No.74004),
Arbeitslosung: 4 ng/pl) und 345 pl RLT-Puffer + B-Mercaptoethanol in das LPC-Tube
geben

Tube fiir 30 sec pulsatil auf dem Kopf vortexen

Tube zentrifugieren und bei -80°C tiefgefrieren

3.3.2 RNA-Extraktion aus mikrodissektiertem Gewebe mit dem RNeasy Micro Kit
(Cat.No. 74004)

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

in Schraubdeckel-Tubes mit gepickten und aufbereiteten Zellen 350 pl 70%iges
Ethanol (angesetzt mit RNase-freiem Wasser) geben und mit der Pipette gut mischen
Probe in Zentrifugen-Réhrchen (RNeasy MinElute Spin Column), welches in einem
2 ml Sammelgefa3 steckt, tiberfiihren und fiir 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugieren,
anschlieend Filtrat verwerfen

700 ul RW1-Puffer (RNeasy Micro Kit) hinzufiigen und fiir 15 sec bei 10.000 rpm
zentrifugieren

Filtrat und Eppendorf-Tube verwerfen, Sdule in ein neues 2 ml Eppendorf-Tube
iberfiithren

500 pl RPE-Puffer (RNeasy Micro Kit) hinzufiigen und fiir 15 sec bei 10.000 rpm
zentrifugieren

Filtrat verwerfen

500 pl 80%iges Ethanol (mit RNase-freiem Wasser angesetzt) hinzufiigen und fiir
2 min bei 10.000 rpm zentrifugieren

Filtrat und Eppendorf-Tube verwerfen, Séule in ein neues 2 ml Eppendorf-Tube
iiberfithren

Sdule mit gedffnetem Deckel 5 min bei 14.000 rpm zentrifugieren
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* Filtrat und Eppendorf-Tube verwerfen, Sdule in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Tube
tiberfiihren

* 14 pl RNase-freies Wasser hinzufiigen

* fiir I min bei 14.000 rpm zentrifugieren

= Sdule verwerfen und Fliissigkeit in ein neues RNase-freies Schraubdeckel-Tube

uberfihren

3.3.3 RT-PCR

3.3.3.1 DNase-Verdau

Um sicherzustellen, dass nach der Extraktion von RNA keine Verunreinigung mit
genomischer DNA (gDNA) vorlag, wurde eine Behandlung mit DNase | vorgenommen. Um
einen gleichzeitigen Verdau der RNA zu vermeiden, wurde dem DNase-Mix ein RNase-

Inhibitor zugefligt.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

» DNase-Mix herstellen:
e | ulMgCl, (25 mM)
e 1 ul 10x PCR-Puffer Gold (10 mM)
e 1 ul DNase I, RNase-frei (10 U/pl)
e 0,25 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul)
= 3,25 ul DNase-Mix mit 6,65 pl RNA-Ldsung mischen
» der Ansatz (9,9 ul) durchlief im T3 Thermocycler folgendes Programm:
e Schritt 1: 10 min bei 37°C inkubieren, um genomische DNA zu verdauen
e Schritt 2: 5 min bei 75°C inkubieren, um DNase zu deaktivieren und abzubauen

= anschliefend wurde die behandelte RNA sofort weiterverarbeitet
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3.3.3.2 Reverse Transkription (RT)

Mit der RT wurde aus der DNase-behandelten RNA cDNA synthetisiert. Hierbei wurden
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), das Enzym Reverse

Transkriptase und Random Hexamer-Primer als Startermolekiile fiir das Enzym verwendet.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

= RT-Mix herstellen:

2,2 ul MgCl, (25 mM)

1,1 pl 10 x PCR-Puffer Gold (10 mM)

4,4 ul Nukleotid-Mix (10 mM)

0,55 ul Random Hexamers (50 pM)

0,55 pul RNase-Inhibitor (20 U/ul)

0,55 pl Reverse Transkriptase MultiScribe® (50 U/ul)

= 9,35 ul RT-Mix mit 1,65 pul DNase-verdauter RNA mischen

* der Ansatz (11,0 pl) durchlief im T3 Thermocycler folgendes Programm:

Schritt 1: 8 min bei 21°C inkubieren, zur Anlagerung der Random Hexamers
Schritt 2: 15 min bei 42°C inkubieren, zur Umschreibung der RNA in cDNA durch
die Reverse Transkriptase

Schritt 3: 5 min bei 99°C inkubieren, zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase
Schritt 4: 5 min bei 5°C inkubieren, zur Abkiihlung der Produkte

entstandene cDNA bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C lagern

Um sicher zu stellen, dass der DNase-Verdau erfolgreich war, wurde eine sogenannte

-RT-Kontrolle durchgefiihrt. Hierbei wurde in einem Ansatz mit der behandelten RNA-

Losung das Enzym Reverse Transkriptase durch die gleiche Menge steriles Aqua bidest

ersetzt. Bei der anschlieBenden PCR und Agarose-Gelelektrophorese sollte in der -RT-

Kontrolle kein Signal detektiert werden, da weder gDNA noch umgeschriebene cDNA

vorhanden sind.
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3.3.3.3 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur
Vervielfiltigung der DNA in vitro. Mithilfe der DNA-abhangigen DNA-Polymerase, der
Desoxyribonukleotidtriphosphate (im Uberschuss bei der Reversen Transkription zugesetzt)
und der Vorwiérts- und Riickwérts-Primer entstehen an dem denaturierten DNA-Doppelstrang
zwei neue Einzelstringe. Die Produkte eines jeden Zyklus dienen als Vorlage fiir die

nachfolgenden Zyklen.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

* Prid-Mix herstellen:
e 2 ul MgCl, (25 mM)
e 4 ul 10 x PCR-Puffer Gold (10 mM)
e 32,75 ul steriles Aqua bidest

* Primer-Mix herstellen:

38,75 ul Pra-Mix

1 ul Vorwirts-Primer (10 pmol/ul)

1 pl Riickwarts-Primer (10 pmol/pl)
0,25 ul AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5 U/ul)

* 40 pl Primer-Mix mit 10 pul cDNA in einem 650 ul Eppendorf-Tube mischen
* im T3 Thermocycler wurde folgendes Programm durchlaufen:
e Schritt 1: 2 min bei 95°C inkubieren, zur Aktivierung der Polymerase
e Schritt 2: 30 sec bei 95°C inkubieren, zur Auftrennung der DNA-Doppelhelix
e Schritt 3: 30 sec bei X°C inkubieren (Temperatur variiert je nach Primer und ist
abhéngig von der Basenzusammensetzung), zur Anlagerung der Primer
e Schritt 4: 30 sec bei 72°C inkubieren, zur Amplifikation des DNA-Stranges
e Schritt 2-4 39 x wiederholen
e Schritt 5: 7 min bei 72°C, zur endgiltigen Amplifikation
* Primerpaare:
Alle Primerpaare wurden von der Firma MWG Biotech GmbH, Ebersberg
synthetisiert. Als interne Kontrolle wurde jede Probe mittels des Referenzgens B-Aktin

iiberpriift. Die Expression dieses Gens ist unabhéngig von der histologischen Diagnose
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der zu untersuchenden Hodenbiopsie (normale Spermatogenese versus
Spermatogenesestorungen). Die Schmelztemperatur der Primer lag bei 60°C.

Die Primersequenzen sind in Tab. 3 aufgelistet.

Tab. 3: Primersequenzen RT-PCR ERa.

Name | Primersequenz NCBI Accession | Produktliange
Number
ERa for 5° - GGAGGGCAGGGGTGAA - 3’ NM 000125 102 bp

rev 5’ - GGCCAGGCTGTTCTTCTTAG - 3’

B-Aktin | for 5’ - TTCCTTCTTGGGCATGGAGT -3* | NM_001101.3 90 bp
rev 5’ - TACAGGTCTTTGCGGATGTC - 3’

3.3.3.4 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Kontrolle der RT-PCR und zur Visualisierung des PCR-Produkts wurde eine Agarosegel-
Elektrophorese durchgefiihrt.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

= Herstellung von TAE-Puffer (pH 8,0) fiir Sybr Green
= Herstellung des 2%igen Agarosegels
e [ gAgarosein 50 ml 1 x TAE-Puffer (pH 8,0) suspendieren
e in der Mikrowelle solange aufkochen, bis sich die Agarose vollstindig gelost hat
e kurze Zeit abkiihlen lassen
e 5 ul Farbstoff Sybr Green I hinzufligen und mit der Agarose-Ldsung vermischen
e Agarose-Losung luftblasenfrei in das vorbereitete Geltablett gieBen und erstarren
lassen, anschlieffend Gelkamm und Gummi-Endblocke entfernen
e QGeltablett in Elektrophoresekammer legen und mit TAE-Puffer (10 x) bedecken
»  Vorbereitung und Laden des Markers
Zur Bestimmung der Fragmentgrofe der aufgetrennten PCR-Amplifikate wurde ein
DNA-GroBenstandard (100 bp-Marker, 1:10 mit Aqua bidest verdiinnt) verwendet.
e Markergemisch: 2 pl Loading Buffer, 9 pul Aqua bidest und 1 pl 100 bp-Marker
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e Markergemisch in die erste Geltasche pipettieren
* Probenvorbereitung und Laden der Proben
e Probengemisch: 15 pl PCR-Produkt und 3 pl Loading Buffer
e Probengemisch in Geltaschen pipettieren
= Gelelektrophorese
o Elektrophorese fiir 35 min bei einer Spannung von 125 Volt laufen lassen
Gel in Transilluminator UVsolo L legen und elektrophoretisch getrennte Proben mittels UV-

Licht detektieren und photographieren.

3.4 Nachweis der zelluliren Lokalisation des ERa auf mRNA-Ebene mittels In-situ-

Hybridisierung (ISH)

In den folgenden Abschnitten wird der Nachweis des ERa auf mRNA-Ebene an
Paraffinschnitten (Herstellung siehe Kapitel 3.2.1) mit nsp mittels ISH beschrieben.

3.4.1 Herstellung Digoxigenin-markierter cRNA-Sonden

3.4.1.1 Extraktion und Isolation von RNA aus Gefriermaterial

Fir die Extraktion und Isolation der RNA wurde Gefriermaterial verwendet, welches
unmittelbar nach operativer Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert wurde. Hierbei handelte es sich um Hodenbiopsien von Patienten mit nsp.

3.4.1.1.1 Vorbereitungen

= RNase-freien Arbeitsplatz und RNase-freie Arbeitsgerite sicherstellen

= DEPC-Wasser zur Herstellung von RNase-freien Losungen verwenden

» Glaswaren und Metallgegenstinde (z.B. Spatel) bei 180 - 200 °C fiir 4 h inkubieren

» RNase-freie Mikroreaktionsgefdfle und Pipettenspitzen verwenden

= Losungen, die mit DEPC-Wasser angesetzt wurden, zur vollstindigen Zersetzung des
DEPC bei 100 °C fir 30 min autoklavieren (DEPC verdndert die RNA durch

Carboxylierung von Purinbasen)
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3.4.1.1.2 RNA-Extraktion mit TRIzol® Reagent

* Gewebe in einer Porzellanschale mit fliissigem Stickstoff morsern

* ca. 100 mg des Gewebes abwiegen und in ein 2 ml Eppendorf-Tube mit 1 ml TRIzol®

Reagent tiberfiihren

* Gewebe mit einem Ultra-Turrax auf hochster Stufe (12.000 rpm) fiir 30 Sekunden

homogenisieren

= 5 min bei RT stehen lassen

= 200 pl Trichlormethan zugeben, schiitteln und 5 min bei RT stehen lassen

= 15 min bei 4°C bei 140.000 rpm zentrifugieren

Als Ergebnis war eine Trennung in drei unterschiedliche Phasen zu erkennen. Die obere

wissrige Phase war farblos (RNA), die mittlere Phase war weill (Proteine) und die untere

organische Phase war rot (DNA).

3.4.1.1.3 Isolation der RNA

= Préizipitation

obere Phase (RNA) abpipettieren und in ein neues Eppendorf-Tube iiberfiihren
gleiche Menge (ca. 500 ul) Isopropanol hinzufiigen und vortexen
30 min bei -20°C stehen lassen und anschlieBend vortexen

10 min bei 4°C und 12.000 rpm zentrifugieren

Das Ergebnis waren ein Pellet (RNA) und fliissiger Uberstand.

=  Waschen

Uberstand verwerfen

Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol in DEPC (-20°C) 16sen
10 min in Eiswasser stellen und anschlieSend vortexen

10 min bei 4°C und 12.000 rpm zentrifugieren

diesen Schritt 1 x wiederholen
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Das Ergebnis waren ein Pellet und fliissiger Uberstand.

= Resuspendieren
e Uberstand verwerfen
e Pellet ca. 30-60 min im Trockenschrank trocknen

e Pellet bei 70°C im Wasserbad in 50 pl DEPC-Wasser resuspendieren

AnschlieBend erfolgte die Messung der extrahierten RNA mittels Absorptions-
Einstrahlphotometrie unter Verwendung eines BioPhotometers (sieche Kapitel 3.6.2). Bis zur

Weiterverarbeitung wurde die RNA bei -80°C tiefgefroren.

3.4.1.1.4 RT-PCR

Die Protokolle fiir DNase-Verdau, Reverse Transkription und PCR wurden wie im Kapitel

3.3.3 beschrieben vorgenommen.

Das Programm fiir die RT-PCR lautete wie folgt:

= Schritt 1: 10 min bei 95°C inkubieren

= Schritt 2: 45 sec bei 94°C inkubieren

= Schritt 3: 1 min bei X°C inkubieren (variiert je nach Primer)
= Schritt 4: 1.30 min bei 72°C inkubieren

= Schritt 2-4 35 x wiederholen

= Schritt 5: 10 min bei 72°C

3.4.1.1.5 Aufreinigung des PCR-Fragmentes

Zur Aufreinigung des PCR-Fragmentes wurde das DNA-Purifikationssystem QIAEX I

verwendet.
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Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

= entsprechende Bande mit einem sterilen Skalpell unter UV-Licht-Kontrolle aus dem
Gel herausschneiden

= QGelstiick in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube abwiegen

= zu abgewogenem Volumen des Gelstiickes dreifaches Volumen an QXI-Puffer
hinzufiigen

= QIAEX II-Losung resuspendieren (30 sec vortexen)

= 30-60 ul QIAEX II-Loésung hinzufiigen und vortexen

* 10 min bei 50°C im Wasserbad inkubieren und alle 2 min kurz vortexen

= 30 sec bei 13.100 rpm zentrifugieren, anschlieBend Uberstand verwerfen

= 500 pl QX1-Puffer hinzufligen und vortexen

= 30 sec bei 13.100 rpm zentrifugieren, anschlieBend Uberstand verwerfen

= 500 pl PE-Puffer hinzufiigen und vortexen

= 30 sec bei 13.100 rpm zentrifugieren, anschlieBend Uberstand verwerfen

= letzten Schritt 1 x wiederholen

= Pellet 10-15 min bei 37°C trocknen

= 20 pl Aqua bidest hinzufligen und vortexen

* 5 min bei RT stehen lassen

= 30 sec bei 13.100 rpm zentrifugieren

= DNA befindet sich im Uberstand

3.4.1.1.6 Klonierung

= Vorbereitungen

e LB-Medium ansetzen

e LB-Agar-Medium ansetzen

e L[B-Agar-Platten herstellen:
o LB-Agar-Medium im Schnellkochtopf 10 min kochen
o 1-2 hbei 60°C im Wasserbad inkubieren
o 30 pg/ml Tetrazyklin und 100 mg/ml Ampicillin hinzufiigen und 16sen
o 30 ml Medium pro Platte gieen und erkalten lassen

o Platten 10-15 min bei 37°C inkubieren
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o 40 pl X-Gal (20 mg/ml in Dimethylformamid) pro Platte auftragen und
einziehen lassen
o 40 ul IPTG (200 mg/ml in Aqua bidest) pro Platte auftragen und einziehen

lassen

Herstellung kompetenter Zellen

2 ml LB-Medium in ein steriles Reagenzglas fiillen

Eco XL1-Blue Bakterien mit einer sterilen Ose dazugeben

Bakterien {iber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubieren

zu 19,5 ml LB-Medium (vorgewarmt auf 37°C) 0,5 ml der {iber Nacht inkubierten
Bakterienkultur hinzufligen und 1-2 h bei 37°C auf dem Schiittler inkubieren
30 min in Eiswasser inkubieren

5 min bei 4°C und 6.300 x g zentrifugieren, anschlieBend Uberstand verwerfen
Pellet mit 20 ml 50 mM CaCl,-Losung mischen

30-60 min auf Eis stellen und hdufig mischen

5 min bei 4°C und 6.300 x g zentrifugieren, anschlieBend Uberstand verwerfen
Pellet in 2 ml CaCl,-Ldsung resuspendieren

man erhélt 2 ml kompetente Zellen

Ligation von pGEM-T Vektor und Insert (PCR-Produkt)

Ansatz:

o 5 ul 2 x Ligase-Puffer

o 1 ul pGEM-T Vektor

o 3 ul Insert

o 1 ul DNA-Ligase (T4)

iiber Nacht bei 4°C im Wasserbad inkubieren

man erhélt 10 pl Ligationsprodukt

Transformation der kompetenten Zellen

10 pl Ligationsprodukt mit 100 pul kompetenten Zellen mischen
30 min auf Eis stehen lassen

2 min bei 42°C im Wasserbad inkubieren

2 min in Eiswasser inkubieren

300 ul 37°C-warmes LB-Medium hinzufligen

30 min bei 37°C inkubieren
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e 150 pl transformierte Eco XL-1 Blue Bakterien auf LB-Agar-Platten mit einem
Trigalski-Spatel verteilen

e iiber Nacht bei 37°C inkubieren

* Auswertung der LB-Agar-Platten

e weille Kolonien (durch die Insertion des Plasmids verlieren die Bakterienkolonien
ihre blaue Farbe) mit einer sterilen Ose ernten

e Bakterien in ein steriles Reagenzglas mit 5 ml LB-Medium und 50 pl 1%igem
Ampicillin geben

e {iber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubieren

3.4.1.1.7 Plasmid-Extraktion mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

» 5 ml der iiber Nacht inkubierten Bakterien 2 min bei 4°C und 8.000 rpm
zentrifugieren, anschlieBend Uberstand verwerfen

= Pellet in 250 ul Puffer 1 resuspendieren

= 250 pl Puffer 2 hinzufiigen und 3-6 x kippen

» 350 pl N3-Puffer hinzufiigen und 3-6 x kippen

= 10 min bei 4°C und 18.000 rpm zentrifugieren

=  Uberstand (Plasmid) in Spin Column iiberfiihren und 1 min bei 4°C und 13.100 rpm
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

= 750 pl PE-Puffer auf Sieb pipettieren und 1 min bei 4°C und 13.100 rpm
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

* 1 min bei 4°C und 13.100 rpm zentrifugieren

» Spin Column auf ein neues 1,5 ml Eppendorf-Tube setzen

= 50 pl EB-Puffer auf Sieb pipettieren

* | min bei RT stehen lassen

* ] min bei 4°C und 13.100 rpm zentrifugieren
Das Plasmid befand sich im Durchfluss. Mit einem BioPhotometer wurde die Konzentration

des Plasmids bestimmt. Die nach der Klonierung erhaltenen Amplifikate wurden zur

Uberpriifung der Rezeptorsequenz sequenziert.
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3.4.1.1.8 Herausschneiden des ERa-Inserts aus dem Plasmid mit Hilfe von Not-I

(antisense) und Nco-I (sense)

= Spaltung des Plasmids mit Not-I und Nco-I (Doppelverdau)
e Ansatz:
o 0,2 ul 100 x BSA-Losung
o 2 ul Restriktionspuffer fiir Not-I und Nco-I (Puffer 3)
o x ul Plasmid (mind. 100 ng)
o 0,5 ul Not-I
o 0,5 ul Neo-I
o bis zu 20 ul Aqua bidest
e bei 37°C iiber Nacht im Wasserbad inkubieren
e 20 min bei 65°C im Wasserbad inkubieren (Hitzeinaktivierung)
e Nachweis des Transkriptes mittels 2%iger Agarose-Gelelektrophorese
= Spaltung des Plasmids mit Not-I und Nco-I (Einzelverdau)
e Ansatz mit Not-I (antisense):
o x pl Plasmid (mind. 100 ng)
o 2 ul Restriktionspuffer fiir Not-I (Puffer 3)
o 0,2 ul 100 x BSA-Losung
o 0,5 ul Not-I
o bis zu 20 ul Aqua bidest
e Ansatz mit Nco-I (sense):
o x pl Plasmid (mind. 100 ng)
o 2 ul Restriktionspuffer fiir Nco-I (Puffer 4)
o 0,5 ul Nco-I
o bis zu 20 ul Aqua bidest
e beide Ansédtze bei 37°C {iber Nacht im Wasserbad inkubieren
e 20 min bei 65°C im Wasserbad inkubieren (Hitzeinaktivierung)
= Herstellung der ,,sense*- und ,,anti-sense“~-Sonden mittels in vitro-Transkription
e Ansatz:
o 8 ul Aqua bidest
o 4 ul 5 x Transkriptionspuffer
o 2 ul 10 x Digoxigenin-RNA-Labeling-Mix
o 2ul100x DTT
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o x pl linearisiertes Plasmid (mind. 100 ng)
o 2 ul RNA-Polymerase (T7 fiir das Not-I geschnittene Plasmid,
Sp6 fiir das Nco-I geschnittene Plasmid)
e 1 hbei37°C im Wasserbad inkubieren
e 0,5ul0,5M EDTA-L06sung hinzufiigen
e 1,2 ul 8 M Lithium-Chlorid-Losung hinzufiigen
e 70,7 ul gekiihltes (-20°C) 100%iges Ethanol hinzufligen
e 1 hbei-80°C im Gefrierschrank inkubieren
e 20 min bei 4°C und 13.100 rpm zentrifugieren
e Uberstand verwerfen
e 200 pl gekiihltes (-20°C) 70%iges Ethanol hinzufiigen
e 15 min bei 4°C und 13.100 rpm zentrifugieren
e Uberstand verwerfen
e Pellet bei 37°C trocknen
e 50 ul DEPC-Wasser hinzufiigen
e 10 min bei 70°C im Wasserbad resuspendieren

e beide Sonden bei -20°C lagern

3.4.2 ISH ERa

= Herstellung der Gebrauchslosungen (DEPC-Wasser, 0,2 N HCI-Losung, 1 M MgCl,-
Losung, 1 x PBSM-Puffer, 0,2%ige Glyzin-Losung, 20 x SSC-Stammlosung, 10 x
TNMT-Puffer, 5 x NTB-Puffer, 20%ige Essigsdure, 3%iger BSA-Blockpuffer, 4%ige
Paraformaldehyd-Losung, Proteinase K-Stammldsung, 50%iges Dextransulfat,
Denhardt-Reagenz (BFP), RNaseA-/RNaseT1-Stammlosung, 1 M Levamisol-Losung,
20%iges Glycerol)

* Vorbereitung am Vortag

e Paraffinschnitte in einem Objekttriagerhalter und Xylol in einer geschlossenen

Glaskiivette bei 60°C tiber Nacht in den Warmeschrank stellen
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1. Tag

RNase-freien Arbeitsplatz und RNase-freie Arbeitsgerite sicherstellen

Entparaffinierung und Rehydrierung

o

o

(@]

©)

Schnitte bei 60°C im Wérmeschrank fiir 1 x 5 min in vorgewdrmtem Xylol
inkubieren

bei RT 2 x 5 min in Xylol inkubieren

2 x 5 min in 100%igem Ethanol inkubieren

jeweils 5 min in 96%igem und in 70%igem Ethanol inkubieren

5 min in DEPC-Wasser inkubieren

20 min in 0,2 N HCI-L6sung inkubieren

15 min in 70°C-warmem 2 x SSC-Puffer inkubieren

5 min in PBSM-Puffer waschen

Demaskierung der Bindungsstellen mit Proteinase K

O

O

12 min bei 37°C im Wirmeschrank in einer feuchten Kammer (mit DEPC-
Wasser) mit Proteinase K (20 pg/ml) inkubieren

5 min in 0,2%iger Glyzin-Losung inkubieren

Blockierung der endogenen Phosphatase

o

O

15-20 sec in 20%iger Essigsdure inkubieren

5 min in PBSM-Puffer waschen

Nachfixierung

O

o

10 min in 4%iger Paraformaldehyd-Losung nachfixieren

5 min in PBSM-Puffer waschen

Prahybridisierung

O

O

60 min in 20%igem Glycerol in DEPC-Wasser inkubieren
in 2 x SSC-Puffer abspiilen

Hybridisierung

(@]

o

o

Sondengemisch und Hybridisierungspuffer herstellen

ca. 50 ul Sondengemisch auf die Schnitte pipettieren

10-12 min auf eine 70°C-vorgeheizte Heizplatte legen und mit einer
Metallplatte abdecken

5 min auf einen Kiihlakku legen

uber Nacht bei 40°C in der Formamid-Kammer inkubieren
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= 2. Tag

Posthybridisierung

O

o

o

o

O

@)

Abspiilen der Sonde mit 4 x SSC-Puffer (Not und Nco getrennt voneinander)
4 x 15 min in 4 x SSC-Puffer waschen

20 min in 2 x SSC-Puffer in 60°C-warmem Wasserbad inkubieren

20 min in 0,2 x SSC-Puffer in 42°C-warmem Wasserbad inkubieren

5 min in 0,1 x SSC-Puffer bei RT inkubieren

5 min in 2 x SSC-Puffer bei RT inkubieren

Immunhistochemie

o

. Tag

Antikorper-Losung ansetzen: 999 pl 1 x TNMT-Puffer (+ Triton-X), 498 ul
3%igen BSA-Blockpuffer (in 1 x TNMT-Puffer) und 3 pl Anti-DIG-Fab-
Antikorper miteinander vermischen

10 min in 1 x TNMT-Puffer bei RT inkubieren

1 h in 3%igem BSA-Blockpuffer bei RT inkubieren

Inkubation mit Anti-DIG-Fab-Antikorper in der feuchten Kammer tiber Nacht
und bei 4°C

Antikorper auf ein Papiertuch abtropfen lassen

Schnitte 2 x 10 min in 1 x TNMT-Puffer inkubieren

5 min in 1 x NTB-Puffer inkubieren (150 ml insgesamt = 30 ml 5 x NTB-Puffer +
120 ml Aqua bidest)

5 min in 1 x NTB-Puffer + 250 ul 1 M Levamisol pro 50-70 ml Puffer inkubieren

Entwickeln mit NBT-BCIP-Losung in der Dunkelkammer

5 min in 1 x NTB-Puffer + 1 ml 1 M Levamisol (auf 299 ml Puffer) inkubieren

2 x 5 min in Aqua bidest waschen

Eindecken in Glycergel
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3.5 Nachweis der zellulidren Lokalisation des ERo mittels Immunhistochemie (IHC)

Zum Nachweis des ERa wurde eine immunhistochemische Farbung an Paraffinschnitten von
Patienten mit nsp unter Verwendung sechs verschiedener Primérantikorper durchgefiihrt
(Tab. 4). An Paraffinschnitten von Patienten mit TIN wurde die immunhistochemische
Farbung zum Nachweis des ERo mittels HC-20- und F-10-Antikorper durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurden Hodenpriparate, die Anschnitte von Ductuli efferentes aufwiesen,

verwendet (Hess et al., 2011). Es wurde die ABC-Methode angewandt.

Es wurde nach folgendem immunhistochemischem Protokoll vorgegangen:

* Entparaffinierung und Rehydrierung der Paraffinschnitte (siehe Kapitel 3.2.1.6)
= Spiilen der Préparate in Aqua dest fiir 5 min und anschlieBend Spiilen in frischem
Waschpuffer (1 x Tris-HCI-Pufter)
* Hitzeinduzierte Demaskierung der Antikorper-Bindungsstellen in der Mikrowelle
e Objekttrager in Citratpuffer verbringen
e Citratpuffer in Mikrowelle bei 800 Watt zum Kochen bringen und anschlielend
fiir 15 min bei 465 Watt kochen
e Schnitte abkiihlen lassen und fiir 2 x 5 min in Waschpuffer waschen
= Blockierung endogener Enzymaktivititen (endogene Peroxidase)
e Inkubation der Schnitte in 3%iger Wasserstoffperoxidlosung fiir 30 min bei RT
e Spiilen in Aqua dest fiir 5 min
e Waschung in Waschpuffer fiir 3 x 5 min
* Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
e 30-miniitige Inkubation in 5%igem BSA in der feuchten Kammer bei RT
» Inkubation mit Primérantikorpern (Tab. 4):
e Verdiinnung des jeweiligen Antikdrpers in 5%igem BSA
e Inkubation mit dem Primérantikorper iiber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer

e  Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min
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Tab. 4: Primérantikorper IHC ERa.

Abkiirzung Beschreibung Verdiinnung

HC-20 polyklonal aus dem Kaninchen; gegen die AS 545-595 des C- | 1:100
terminalen Endes des humanen ERa gerichtet

F-10 monoklonal aus der Maus; gegen die AS 570-595 des C- | 1:50
terminalen Endes des humanen ERa gerichtet

H-184 polyklonal aus dem Kaninchen; gegen die AS 1-185 des N- | 1:100
terminalen Endes des humanen ERa gerichtet

1F3 monoklonal aus der Maus; gegen die AS 1-190 des N-| 1:100
terminalen Endes des humanen ERa gerichtet

1D5 monoklonal aus der Maus; gegen das N-terminale Ende des | 1:50
humanen ERa gerichtet

60C monoklonal aus dem Kaninchen; gegen das N-terminale Ende | 1:50

des humanen ERa gerichtet

» Inkubation mit Sekundérantikérpern (Tab. 5):

e Verdiinnung der Antikdrper in 5%igem BSA

e Inkubation mit dem Sekundérantikdrper fiir 60 min bei RT in der feuchten

Kammer

e Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min

Tab. 5: Sekundérantikérper IHC ERa.

Abkiirzung Beschreibung Verdiinnung
PAK

HC-20 Nr. E0432, Ziege-anti-Kaninchen, biotiniliert 1:300

F-10 Nr. E0433, Ziege-anti-Maus, biotiniliert 1:300
H-184 Nr. E0432, Ziege-anti-Kaninchen, biotiniliert 1:300

1F3 Nr. E0433, Ziege-anti-Maus, biotiniliert 1:300

1D5 Nr. E0433, Ziege-anti-Maus, biotiniliert 1:300

60C Nr. E0432, Ziege-anti-Kaninchen, biotiniliert 1:300
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* Inkubation mit Vector Vectastain ABC-Elite Kit Standard fiir 60 min bei RT in der
feuchten Kammer, anschlieBend Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min
* Férbung mit AEC
e Farbstoff maximal 30 min einwirken lassen
e die Schnitte nach ca. 10 min bei 10-facher VergroBerung unter dem Mikroskop
beurteilen
e OT mit Aqua dest abspiilen und fiir 3 x 5 min in Aqua dest wassern

= Schnitte mit Glyceringelatine eindecken

Jede Immunhistochemie schlo3 eine Negativkontrolle ein, die wie oben beschrieben
behandelt wurde. Die Inkubation mit den Primédrantikérpern wurde dabei durch eine
Inkubation mit Blockpuffer ersetzt. Zusitzlich wurde zur Uberpriifung der Spezifitit der
eingesetzten Antikorper an einem weiteren Schnitt eine kompetitive Hemmung mit
Blockingpeptiden durchgefiihrt (fiir den HC-20-, den F-10- und den 60C-Antikorper). Hierbei
wurde das Blockingpeptid in einer Verdiinnung von 1:20 (HC-20-Antikorper) und 1:10 (F-10-
und 60C-Antikorper) eingesetzt. Das Antikorper-Blockingpeptid-Gemisch wurde fiir 1 h bei
37 °C inkubiert und anschlieBend fiir 15 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Danach wurde
das Gemisch ebenso eingesetzt wie die Priméirantikorperlosung.

Die Auswertung der Immunreaktion und die Anfertigung der Abbildungen fiir den
Ergebnisteil erfolgten mit Hilfe des Photolichtmikroskops Axiophot. Hierbei wurden das
Plan-Apochromat- (x20) und das Plan-Neofluar-Objektiv (x40) verwendet.

3.6 Verifizierung der zytoplasmatischen ERa-Lokalisation mittels RT-PCR

Schnitte, die sowohl nsp, als auch TIN aufwiesen, wurden nach RNA-Extraktion einer RT-
PCR fiir ERa unterzogen.

Die Entparaffinierung, Hamatoxylinfarbung und Rehydrierung erfolgte unter RNase-freien
Bedingungen. AnschlieBend wurde die Hailfte eines jeden Schnittes, die TIN aufwies,
vorsichtig mit einem sterilen Skalpell vom Objekttrager entfernt und in ein steriles
Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Mit der anderen Hélfte des Schnittes, die Keimtubuli mit nsp

aufwies, wurde ebenso verfahren.
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3.6.1 RNA-Extraktion aus Paraffingewebe mit dem RNeasy FFPE Kit (Cat.No. 74404)

Zur Vorbereitung des Kits wurde die vierfache Menge an 96-100%igem Ethanol zur RPE-

Puffer-Stammldsung hinzugefiigt.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

» zu Paraffinschnitten in Schraubdeckeltube 1 ml Xylol p.a. hinzufiigen und fiir 10 sec
kraftig vortexen

* fiir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugieren

Das Ergebnis waren ein Pellet und fliissiger Uberstand.

= Uberstand vorsichtig abpipettieren

* zum Pellet Zugabe von 1 ml 100%igem Ethanol p.a. und durch Vortexen mischen

* flir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugieren

= Uberstand vorsichtig abpipettieren, kurz herunterzentrifugieren und gesammelten Rest
nochmals abpipettieren

= Pellet in gedffnetem Tube bei einer Temperatur von 37°C 10 min trocknen lassen

= zum Pellet 240 ul PKD-Puffer (RNeasy FFPE-Kit) und 10 ul Proteinase K (RNeasy
FFPE-Kit) hinzufiigen und durch Vortexen mischen

* fiir I8 h im 55°C warmen Wasserbad inkubieren

* fiir 15 min im 80°C warmen Wasserbad inkubieren

= Zugabe von 500 ul RBC-Puffer (RNeasy FFPE-Kit)

= Zugabe von 1200 pl 100%igem Ethanol p.a.

= Uberfiihren von 700 pl in Siule

= fiir 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugieren

=  Verwerfen des Durchflusses und Wiederholung der letzten beiden Schritte, bis alles
durch die Sédule gefiltert wurde

= Zugabe von 500 pl RPE-Puffer (RNeasy FFPE-Kit) und Zentrifugation bei
10.000 rpm fiir 15 sec

» Verwerfen des Filtrates

= Zugabe von 500 pl RPE-Puffer und Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 2 min

=  Verwerfen des Filtrates und des Eppendorf-Tubes
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* Umsetzen in ein neues 2 ml Eppendorf-Tube und Zentrifugation der offenen Séule bei
14.000 rpm fiir 5 min

= Verwerfen des Filtrates und des Eppendorf-Tubes

* Umsetzen in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Tube, Zugabe von 14 pul RNase-freiem
Wasser und Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 1 min

= RNA in ein RNase-freies Schraubdeckeltube geben

3.6.2 RNA-Messung

Die Messung der extrahierten RNA erfolgte mittels Absorptions-Einstrahlphotometrie unter
Verwendung eines BioPhotometers bei einer Wellenldnge von 260 nm. Hierbei wurde auf
Grundlage der optischen Dichte (ODgpnm =40 ng RNA/ml) aus der gemessenen Extinktion
der Losung (Ezeonm) die RNA-Konzentration bestimmt. Die Reinheit der RNA-Losung ergab
sich aus dem Quotient zweier Messungen (E¢onm/E2sonm) und sollte zwischen 1,65 und 2,00

liegen.
Hierbei wurde folgendermal3en vorgegangen:
e 69 ul Tris-HCI-Puffer in eine Kunststoff-Einmalkiivette einfiillen und Leerwert
messen

e | ul RNA hinzufiigen, gut vermischen und RNA-Menge messen
e {ibrige RNA bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C lagern

3.6.3 RT-PCR

Die RT-PCR mit anschlieBender Agarosegel-Elektrophorese wurde bereits in Kapitel 3.3.3

beschrieben.
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3.7 Charakterisierung immunopositiver interstitieller Zellen nach ERo-IHC (HC-20)
und UV-LAM mittels RT-Nested-PCR

3.7.1 Herstellung histologischer Schnittpriparate (Paraffinschnitte) fiir die IHC

Im Kapitel 3.2.1 wurde die Herstellung von Paraffinschnitten fiir die IHC bereits beschrieben.
Das Aufnehmen zweier aufeinander folgender Paraffinschnitte erfolgte auf mit einer
Membran iiberzogenen Objekttrager (P.A.L.M Membran Slide), welche speziell fiir die
Technik der UV-LAM benétigt wurden. Die OT wurden zuvor unter der Sterilbank fiir
30 min mit UV-Licht (Wellenldnge: 254 nm) bestrahlt, um eine bessere Anhaftung des

Gewebes zu gewihrleisten.

3.7.2 IHC ERa

Die IHC (HC-20-Antikorper) zum Nachweis des ERa auf Proteinebene wurde bereits in
Kapitel 3.5 beschrieben.

Das oben beschriebene Protokoll erfolgte mit folgenden Abweichungen:

= Arbeiten unter RNase-freien Bedingungen

= keine hitzeinduzierte Demaskierung der Antikdrper-Bindungsstellen in der
Mikrowelle

» Verkiirzung der Inkubationszeit mit primdrem Antikérper (HC-20) in einer
Verdiinnung von 1:100 auf 3 h bei RT

* die Schnitte wurden im AnschluB an die Firbung nicht mit Glyceringelatine

eingedeckt, sondern gleich der UV-LAM unterzogen

3.7.3 UV-LAM

Die Arbeitsschritte der Mikrodissektion wurden bereits in Kapitel 3.3.1 beschrieben.
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3.7.4 RNA-Extraktion aus mikrodissektiertem Gewebe mit dem RNeasy Plus Mini Kit
(Cat.No. 74134)

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

= gepickte Zellen mit RLT-Puffer lysieren

= Zelllysat durch 5-maliges Aufziehen mit einer sterilen Spritze homogenisieren
= ¢DNA Eliminator-Saule auf ein 2 ml Eppendorf-Tube setzen

= Zellhomogenat auf die Séule pipettieren

= 30 sec bei 10.000 rpm zentrifugieren, Sdule verwerfen

» zum Durchfluss 70%iges Ethanol hinzufiigen und gut mischen

* entstandenes Prézipitat in RNeasy spin column {iberfiihren

= 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

= 700 ul RWI1-Puffer hinzufiigen

= 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

= 500 pl RPE-Puffer hinzufiigen

= 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

= 500 ul RPE-Pufter hinzufiigen

* 2 min bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

* ] min bei maximaler Zentrifugenleistung zentrifugieren

» Siule auf ein 1,5 ml Eppendorf-Tube umsetzen

= 30-50 pl RNase-freies Wasser auf die Membran der Séule pipettieren
= 1 min bei 10.000 rpm zentrifugieren

= anschlieBend RNA-Messung siche Kapitel 3.6.2

3.7.5 Reverse Transkription

Die RT wurde bereits in Kapitel 3.3.3.2 beschrieben.
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3.7.6 Nested-PCR

Die Nested-PCR ist eine verschachtelte PCR in zwei Schritten. Sie findet Anwendung bei
sehr geringen Mengen der zu amplifizierenden DNA. In der ersten PCR wird der gewiinschte

Abschnitt der DNA synthetisiert und in der zweiten PCR dient dieser Abschnitt als Vorlage.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

= PCR-Mix herstellen: 10 ul 5x Go Taqg-Buffer, 5 ul 2 mM dNTPs, 1 ul Vorwirts-
Primer (50 pmol/ul), 1 ul Riickwirts-Primer (50 pmol/ul), 31,75 ul DEPC-Wasser,
0,25 pl Go Tag-Polymerase
* 49 ul PCR-Mix mit 1 pl cDNA mischen
* im Thermocycler wurde folgendes Programm durchlaufen:
e Schritt 1: 2 min bei 95°C inkubieren
e Schritt 2: 1 min bei 95°C inkubieren
e Schritt 3: 30 sec bei X°C inkubieren
e Schritt 4: 1 min bei 72°C inkubieren
e Schritt 2-4 35 x wiederholen
e Schritt 5: 5 min bei 72°C
* Primerpaare:
Alle Primerpaare wurden von der Firma MWG Biotech GmbH, Ebersberg
synthetisiert. Die Schmelztemperatur der Primer lag bei 60°C.

Die Primersequenzen sind in Tab. 6 aufgelistet.
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Tab. 6: Primersequenzen Nested-PCR ERa und StAR.

Name Primersequenz NCBI Accession | Produktlidnge
Number
ERa for 5’ - TGGAGATCTTCGACATGCTG -3* | NM 000166 145 bp
rev 5’ - TCCAGAGACTTCAGGGTGCT - 3’
ERa for 5” - CTGGCTACATCATCTCGGT - 3’ NM_000166 105 bp
nested |rev5’ - GGACAGAAATGTGTACACT -3’
StAR for 5° - ACGTGGATTAACCAGGTTCG - 3 | NM_000349 149 bp
rev 5’ - CAGCCCTCTTGGTTGCTAAG - 3’
StAR for 5° - GCGGCGGAGCTCTCTACTC - 3’ NM_000349 109 bp
nested | for 5’ - GATGCCAAGGCCTTCTG - 3’

Im Anschlul erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese, die bereits in Kapitel 3.3.3.4

beschrieben wurde.

3.8 Nachweis der ERa-Expression auf Proteinebene mittels Imnmunoblot Analyse (IB)

3.8.1 Extraktion und Isolation der Proteine

Fiir die Extraktion und Isolation von Proteinen wurde Gefriermaterial verwendet, welches
unmittelbar nach operativer Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert wurde. Hierbei handelte es sich um Hodenbiopsien von Patienten mit normaler
Spermatogenese. MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7)- und T47D-Zellen dienten als

Positivkontrolle.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

= 70 - 80 mg Hodengewebe abwiegen bzw. MCF-7- und T47D-Zellen ablosen und
waschen

= Gewebe bzw. Zellen in ein Eppendorf-Tube mit 500 pl RIPA-Puffer und einem
Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, P8340) iiberfithren und anschlieend

homogenisieren
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= Zelllysate 10 Minuten bei 4°C und einer Geschwindigkeit von 11.400 rpm
zentrifugieren
Im gewonnenen Uberstand wurde das darin enthaltene Protein mittels Bradford-Assay

(Bradford, 1976) bestimmt.

3.8.2 IB ERa

3.8.2.1 Probenvorbereitung

* 65 pg Protein enthaltene Proben mit 3x SDS Sample Buffer mischen
= Probengemische vortexen und kurz anzentrifugieren

* Probengemische 10 min bei 95°C im Wasserbad inkubieren

3.8.2.2 Gelelektrophorese und Elektroblotting

= 10 %iges SDS Polyacrylamidgel in Elektrophoresekammer arretieren

* Proteinmarker und Probengemische auf den Taschenboden des Gels pipettieren

» Laufpuffer in die Innen- und AuBBenkammer fiillen

=  Deckel auf die Kammer setzen und Elektroden mit Stromgeber verbinden

=  Gel bei 200 Volt fiir 60 min laufen lassen

» Blotting-Pads, eine Nitrozellulosemembran und zwei Filterpapiere in einer
Inkubationsschale in Transferpuffer einweichen

=  Gel sofort nach Beendigung der Gelelektrophorese weiterverarbeiten

=  Gel mit Aqua dest abspiilen und aus Gelkassette herausldsen

= Kathode des Blotmoduls wie folgt befiillen (von oben nach unten):

2 Blotting Pads

e Filterpapier
e Nitrozellulosemembran
e Gel
e Filterpapier
e 3 Blotting Pads
= obere Elektrodenplatte (Anode) aufsetzen
= vollstindiges Blotmodul in der Blotting Kammer arretieren
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* Blotmodul und duBere Kammer mit Transferpuffer bzw. Aqua bidest befiillen

= Blotmodul bei 30 Volt fiir 60 min laufen lassen

3.8.2.3 Immunbestimmung

Zur Immunbestimmung wurden die in Tab. 4 genannten Antikorper verwendet. Alle sechs
getesteten Antikdrper wurden in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt. Als
Sekunddrantikdrper wurden Ziege-anti-Kaninchen- oder Meerrettich-Peroxidase-konjugierte

Schaf-anti-Maus-Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet.

» Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
e Blockpuffer I ansetzen
e lichtgeschiitzte Inkubation der Nitrozellulosemembran fiir 30 min bei RT auf dem
Wipptisch
e Blockpuffer I entfernen
» Inkubation mit Primérantikorpern
e  Waschpuffer herstellen
e Primérantikorper-Losungen herstellen
e Primérantikorper-Losungen auf die Membran geben und iiber Nacht bei 4°C
inkubieren
e Primérantikorper-Losungen entfernen
e Membran 3 x 5 min waschen
» Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
e Blockpuffer II (5%iges Ziegenserum) herstellen
e Glaskiivette mit Blockpuffer II befiillen und 30 min bei RT auf dem Wipptisch
inkubieren
e Blockpuffer II entfernen
» Inkubation mit Sekundérantikdrper
e Sekundirantikdrper-Losungen herstellen
e Sekundirantikorper-Losungen auf die Membran geben und 45 min bei RT auf dem
Wipptisch inkubieren
e Sekundirantikdrper-Losungen entfernen

e Membran 4 x 5 min mit 0,1 M PBS-Puffer mit 0,1%igem Tween-20 waschen
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* Die Visualisierung der Banden erfolgte mittels SuperSignal West Femto

Chemilumineszenz-Substrat.

Jede Proteinnachweisreaktion schloss eine Negativkontrolle ein, die wie oben beschrieben
behandelt wurde. Dabei wurde die Primérantikorperlosung mit Blockingpeptiden (200 pg/ml,
Verdiinnung 1:80) versetzt (HC-20, F-10 und 60C) oder die Inkubation mit der
Primérantikdrperlosung fehlte (H-184, 1F3 und 1D5).

3.9 Nachweis der ERa-, ERB- und GPER-Expression mittels quantitativer RT-PCR
(RT-qPCR)

Mittels RT-qPCR wurde die ERo-, ERB- und GPER-Expression bei Patienten mit

unterschiedlichen histologischen Diagnosen ermittelt. Hierfiir wurden jeweils 5 monomorphe

Biopsien mit nsp, sda (nur fiir ERa), sza, sga und sco verwendet.

3.9.1 Herstellung histologischer Schnittpriparate (Paraffinschnitte) fiir die Extraktion

von RNA aus Paraffinmaterial
Die Herstellung histologischer Schnittpraparate erfolgte wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben.
Zehn 5 pum dicke Schnitte wurden mittels Schlittenmikrotom (Leica SM 2000 R) unter

RNase-freien Bedingungen angefertigt und in ein RNase-freies 2 ml Schraubdeckel-Tube

verbracht.

3.9.2 RNA-Extraktion aus Paraffingewebe mit dem RNeasy FFPE Kit (Cat.No. 74404)

Die RNA-Extraktion wurde bereits in Kapitel 3.6.1 beschrieben.

3.9.3 Einstellung der RNA

Nach der photometrischen Messung der RNA wurden die Arbeitslésungen auf eine feste

RNA-Menge von 100 ng/ul sterilem Aqua bidest eingestellt.
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Hierfiir wurde folgende Formel angewendet:

* 100 ngx 10 ul Aqua bidest = gemessene RNA in ng x X pul RNA-Losung
= =>1000 ng/ul : gemessene RNA in ng/pl = X ul RNA-Losung
= 10 pl- X ul RNA-Losung =Y pl Aqua bidest

X ist die Menge an RNA-Losung, die gebraucht wird.

Y ist die Menge, die an Aqua bidest zur Probe hinzugefiigt werden muss.

Bei einer gemessenen RNA-Menge von 349,6 ng ergibt sich folgende Rechnung:

= 1000 ng/ul : 349,6 ng/ul = 2,86 pl RNA-Losung

= 10 ul-2,86 ul RNA-Losung = 7,14 pl Aqua bidest

=  Kontrolle: 2,86 ul RNA-Losung x 349,6 ng/ul gemessene RNA = 999,86 ng
= =>999.86ng: 10 ul =99,99 ng/ul RNA

AnschlieBend wurde die eingestellte RNA bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

3.9.4 RT-PCR

Die RT-PCR erfolgte wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben. Es wurden die auf 100 ng/ul Aqua
bidest eingestellten RNA-Arbeitslosungen in ¢cDNA umgeschrieben. In der anschlieBenden
PCR mit Agarosegel-Elektrophorese wurden Primer fir ERa, GPER, ERp, B-Aktin und
GAPDH auf die Verwendbarkeit in der RT-qPCR getestet. Nur Primer, die eine einzelne,

spezifische Bande produzierten, waren zundchst fiir die RT-qPCR geeignet.
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3.9.5 qPCR

3.9.5.1 cDNA-Verdiinnungsreihe

Primer, die laut PCR und Agarosegel-Elektrophorese fiir die RT-qPCR geeignet waren,
wurden in einer cDNA-Verdiinnungsreihe getestet. Dabei sollte die Schmelzkurve die
Spezifitit der Amplifikation nachweisen und aus der Standardkurve konnte die Effizienz der
Amplifikation ermittelt werden. Als Referenzgene wurden f-Aktin und GAPDH verwendet.
B-Aktin und GAPDH sind in ihrer Expression unabhidngig von der histologischen Diagnose.

Die Primer sind in Tab. 7 aufgelistet.

Tab. 7: Primersequenzen RT-qPCR B-Aktin, GAPDH, ERa, ERp und GPER.

Name Primersequenz NCBI Accession | Produktlinge

Number

B-Aktin | for 5° - TTCCTTCTTGGGCATGGAGT -3¢ | NM _001101.3 90 bp
rev 5° - TACAGGTCTTTGCGGATGTC - 3¢

GAPDH | for 5° - CCAGGTGGTCTCCTCTGACTT - | NM_002046 81 bp
3¢
rev 5° - GTGGTCGTTGAGGGCAATG - 3¢

ERa for 5° - GGAGGGCAGGGGTGAA - 3° NM_000125 102 bp

rev 5’ - GGCCAGGCTGTTCTTCTTAG - 3°

ERp for 5’ - AGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAG | NM 001040275 142 bp
-3

rev 5’ - GACAGCGCAGAAGTGAGCATC -
3’

GPER for 5’ - CGTCCTGTGCACCTTCATGT -3> | NM_001505.2 76 bp
rev 5’ -

AGCTCATCCAGGTGAGGAAGAA -3’
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Pro Primerpaar wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

» Herstellung des Primer-Mixes pro Probe:

10 pl IQ™ Sybr Green Supermix

0,6 ul Vorwirts-Primer (10 pmol/pl)
0,6 ul Rickwérts-Primer (10 pmol/ul)
6,8 ul steriles Aqua bidest

= Herstellung der cDNA-Verdiinnungsreihe:

Fir die Verdinnungsreihe wurde c¢cDNA von einem Patienten mit normaler

Spermatogenese verwendet.

Tube 1: 7 pl unverdiinnte cDNA

Tube 2: 1 pl unverdinnte cDNA + 9 pul steriles Aqua bidest mischen
Verdiinnung 1:10

Tube 3: 1 ul cDNA (Verdiinnung 1:10) + 9 pl steriles Aqua bidest mischen
Verdiinnung 1:100

Tube 4: 1 ul cDNA (Verdiinnung 1:100) + 9 ul steriles Aqua bidest mischen
Verdiinnung 1:1000

Tube 5: 1 ul cDNA (Verdiinnung 1:1000) + 9 pl steriles Aqua bidest mischen
Verdiinnung 1:10.000

= Plattenbelegung pro Primerpaar (siehe Tab. 8):

=

in drei aufeinanderfolgenden Wells jeweils 2 pul cDNA der gleichen Konzentration

pipettieren

in drei Wells 2 pl steriles Aqua bidest (No Template Control = NTC) pipettieren

pro Well 18 pl Primer-Mix des entsprechenden Primers pipettieren
Ansatz vorsichtig durch Aufziehen mit der Pipettenspitze mischen

Platte mit einer Klebefolie verschlieBen und in den Thermocycler stellen
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Tab. 8: Platten-Belegungsschema cDNA-Verdiinnungsreihe RT-qPCR.

unverdiinnt unverdiinnt unverdiinnt
1:10 1:10 1:10

1:100 1:100 1:100
1:1000 1:1000 1:1000
1:10000 1:10000 1:10000
NTC NTC NTC

* im CFX96™ Real-Time System wurde folgendes Programm durchlaufen:

e Schritt 1: 3 min bei 95°C inkubieren

e Schritt 2: 10 sec bei 95°C inkubieren

e Schritt 3: 1 min bei 60°C inkubieren

e Detektion von Fluoreszenz

e Schritt 2-3 39 x wiederholen

e Schritt 4: 10 sec bei 95°C inkubieren

e Schritt 5: Schmelzkurvenerstellung von 65°C bis 95°C mit einer schrittweisen
Erhohung um 0,5°C je 5 sec

e Detektion von Fluoreszenz
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Die Auswertung der ¢cDNA-Verdiinnungsreihe erfolgte mit Hilfe der CFX™ Manager
Software. Fiir den eigentlichen Genexpressionsvergleich unterschiedlicher Hodenbiopsien

wurden Primerpaare verwendet, die:

» eine einzelne, spezifische Bande nach der RT-PCR und anschlieBender Agarosegel-
Elektrophorese zeigten (anschlieend erfolgte eine Sequenzierung des jeweiligen
Produktes)

= e¢ine einzelne, spezifische Schmelzkurve produzierten (um auszuschlieBen, dass die
Fluoreszenzsignale von anderen Fragmenten stammen (z.B. Primerdimer,
Verunreinigungen))

= eine aus der Steigung der Standardkurve errechnete Effizienz zwischen 80 und 120%

aufwiesen

3.9.5.2 Genexpressionsvergleich unterschiedlicher Hodenbiopsien

Die Primerpaare, der Ansatz des Primer-Mixes pro Probe, die Plattenbelegung sowie das
Cycler-Programm entsprachen den oben genannten Ausfilhrungen der cDNA-
Verdiinnungsreihe. Fiir jeden Patienten mit jeweils einer Diagnose (nsp, sda (nur fiir ERa),
sza, sga oder sco) wurde erneut ein dreifacher Ansatz gewéhlt, der auch eine Negativkontrolle
mit sterilem Aqua bidest beinhaltete (Tab. 9). Pro Platte wurde immer ein Patient mit nsp als

Referenz verwendet.
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Tab. 9: Platten-Belegungsschema Genexpressionsvergleich qPCR.
Pat = Patient, NTC = No Template Control (Wasserleerprobe).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

A | B-Aktin | B-Aktin | B-Aktin | GAPDH | GAPDH | GAPDH | ERa | ERa | ERa
nsp nsp nsp nsp nsp nsp nsp |nsp |nsp

Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat1 | Pat1 | Pat 1

B | B-Aktin | B-Aktin | B-Aktin | GAPDH | GAPDH | GAPDH | ERa | ERa | ERa
sco sco sco sco sCo SCO SCO | sco | sco

Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat 1 Pat1 | Pat1 | Pat 1

C | B-Aktin | B-Aktin | B-Aktin | GAPDH | GAPDH | GAPDH | ERa | ERa | ERa
NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC | NTC | NTC

Die Auswertung der ¢cDNA-Verdiinnungsreihe erfolgte mit Hilfe der CFX™ Manager
Software unter Nutzung der AAC(t) Methode.

3.9.5.3 Statistische Verfahren

Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde die Normalverteilung der Daten ermittelt.
Mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA und anschlieBendem Tukey-Test wurde die Signifikanz

zwischen den unterschiedlichen Diagnosen ermittelt.

3.10 Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 mittels IHC

Es wurden Biopsien von Patienten mit nsp, hyp, sda, sza sowie Schnitte mit bunter Atrophie
verwendet. Es wurde die indirekte APAAP-Methode verwendet und fiir den
Sekundérantikorper sowie fiir den APAAP-Komplex eine Doppelinkubation vorgenommen.

Das hierfiir verwendete Protokoll entspricht dem unter Kapitel 3.5 aufgefiihrten Protokoll mit

folgenden Anderungen:
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* Inkubation mit Primérantikorper (Tab. 10):

Verdiinnung des Antikorpers in 5%igem BSA
Inkubation mit dem Primérantikorper fiir eine Stunde bei RT in der feuchten
Kammer

Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min

Tab. 10: Primédr- und Sekundérantikdrper sowie Detektionssystem IHC Ki-67.

Abkiirzung Beschreibung Verdiinnung
PAK monoklonal aus der Maus; Nr. M7240 1:100
SAK Kaninchen-anti-Maus, Nr. E0464 1:50
APAAP Maus-Enzymkomplex, Nr. K5000 1:100

= . Inkubation mit Sekunddrantikorper (siehe Tab. 10):

Verdiinnung des Antikorpers in 5%igem BSA
Inkubation mit dem Sekundérantikérper fiir 30 min bei RT in der feuchten

Kammer

Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min

. Inkubation mit APAAP-Komplex:

Verdiinnung des APAAP-Enzymkomplexes in 5%igem BSA
Inkubation mit APAAP fiir 30 min bei RT in der feuchten Kammer
Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min

. Inkubation mit Sekundarantikorper:

Inkubation mit dem Sekundirantikérper fiir 10 min bei RT in der feuchten
Kammer

Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min

. Inkubation mit APAAP:

Inkubation mit APAAP fir 10 min bei RT in der feuchten Kammer
Waschung mit Waschpuffer fiir 3 x 5 min

» Férbung mit Fuchsin

Farbstoff maximal 20 min einwirken lassen
vorldufiges Farbeergebnis nach ca. 10 min bei 10-facher Vergroerung unter dem
Mikroskop beurteilen

OT mit Aqua dest abspiilen und fiir 3 x 5 min in Aqua dest wissern
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* Gegenfirbung mit Himatoxylin
e jeweils 1-2 Tropfen Himatoxylin (Aqua dest : Himatoxylin im Verhéltnis 1:1) auf
die Schnitte geben und ca. 5 sec einwirken lassen
e anschliefBend Farbkontrolle unter dem Mikroskop und in Leitungswasser wissern
e danach mit Aqua dest spiilen

= Schnitte in Glyceringelatine eindecken

Jede Immunhistochemie schloss eine Negativkontrolle ein, die wie oben beschrieben
behandelt wurde. Die Inkubation mit dem Primérantikorper wurde allerdings durch eine
Inkubation mit Blockpuffer ersetzt. Es wurde keine Blockierung endogener Enzymaktivititen

(endogene Peroxidase) vorgenommen.

3.11 Bestimmung des peripheren Ostrogenwertes

Patienten des Kollektivs wurde unter standardisierten Bedingungen vendses Blut entnommen.
Die Entnahme erfolgte zwischen 8 Uhr und 12 Uhr. Das Blut wurde anschlieBend
zentrifugiert und sofort bei -20°C gelagert. Die Bestimmung des 17p-Ostradiolwertes erfolgte
mittels Immunofluoreszenz-Photometrie (AutoDELFIA automatic immunoassay system) aus
Serumproben (Zitzmann et al., 2006). DELFIA steht fiir Dissociation Enhanced Lanthanide
Fluoroimmunoassay und entspricht in seiner Funktion einem ELISA. Es kommt das zu den
Lanthanoiden gehorende Europium zum Einsatz, welches bei einer Wellenlédnge zwischen 613
und 618 nm mit roter Farbe fluoresziert. Die Vorteile eines DELFIA gegeniiber einem ELISA
sind seine hohere Sensitivitit (Messungen sind im Bereich von 1 - 10000 pg/ml moglich),

sein geringerer Probeneinsatz und seine ldngere Signalstabilitdt (Talvitie, 2006).

3.12 Histomorphometrische Analyse an Ki-67-gefarbten Paraffinschnitten wund

Korrelation mit dem peripheren Ostrogenwert

Die Evaluation der Ki-67-gefarbten Paraffinschnitte wurde mittels Leica DMLB Mikroskop
vorgenommen. Hierbei wurde eine 400-fache VergroBBerung gewihlt. Es wurden insgesamt 27
Biopsien von 24 Patienten ausgewertet. Fiir jeden Tubulus einer jeden Biopsie wurde die
Anzahl immunopositiver und immunonegativer Spermatogonien ermittelt. Das Verhéltnis
Ki-67-gefarbter Zellen pro Gesamtzahl an Spermatogonien ergab den Prozentsatz

proliferierender Spermatogonien. Pro Tubulus seminiferus contortus wurde zusitzlich die
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jeweilige histologische Diagnose gestellt. Mittels Shapiro-Wilk-Test wurde die
Normalverteilung der Daten gepriift. Der gemittelte Prozentsatz immunopositiver
Spermatogonien pro Biopsie wurde mit dem jeweiligen peripheren Ostrogenwert des
entsprechenden Patienten in einen Zusammenhang gebracht (Bestimmung des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson). Mittels Mann-Whitney-Test wurden die

signifikanten Unterschiede zwischen insgesamt ausgewerteten Tubuli mit unterschiedlichen

Diagnosen ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 RT-PCR ERa nach UV-LAM

Zur Unterscheidung von intratubuldrer und/oder interstitieller ERo-mRNA-Expression
wurden Keimtubuli und Interstitium mit nsp oder sco mit Hilfe der UV-LAM getrennt
voneinander isoliert. Das mikrodissektierte Gewebe wurde auf seinen mRNA-Gehalt
untersucht sowie zundchst einer RT-PCR fiir den Nachweis des Referenzgens p-Aktin
unterzogen. AnschlieBend erfolgte die RT-PCR mit ERa-Primern. Ein Ansatz mit sterilem
Aqua bidest diente als methodische Negativkontrolle.

Als Proben dienten jeweils drei Biopsien von Patienten mit nsp oder sco. Aullerdem sollte der

Rezeptor in Hodenhomogenat von Patienten mit nsp und sco nachgewiesen werden.

4.1.1 Normale Spermatogenese

Mittels RT-PCR fiir B-Aktin konnte in allen untersuchten Proben mit nsp ein spezifisches
Produkt von 90 bp nachgewiesen werden. Die RT-PCR fiir ERa zeigte in Hodenhomogenat
von Patienten mit nsp sowie in gepickten Keimtubuli mit nsp ein spezifisches Produkt von
102 bp (Abb. 6, Spur 1 und 2). Im Interstitium (Abb. 6, Spur 3) sowie in der Wasserleerprobe
(Abb. 6, Spur 7) konnte keine ERa-mRNA-Expression belegt werden.

4.1.2 Sertoli cell only-Syndrom

Die RT-PCR fiir B-Aktin zeigte in allen untersuchten Proben mit sco ein spezifisches Produkt
von 90 bp. Die RT-PCR fiir ERa zeigte in Hodenhomogenat von Patienten mit sco ein
spezifisches Produkt von 102 bp (Abb. 6, Spur 4). In den gepickten Proben mit Tubuli oder
Interstitium konnte keine ERa-mRNA-Expression nachgewiesen werden (Abb. 6, Spur 5 und

6).
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109 bp

Abb. 6: Nachweis der ERa-mRNA an mikrodissektiertem humanem Hodengewebe mittels
RT-PCR.
M = 50 bp Marker, 1 = Homogenat nsp, 2 = Tubuli nsp, 3 = Interstitium nsp, 4 = Homogenat

sco, 5 = Tubuli sco, 6 = Interstitium sco, 7 = Wasserleerprobe.
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4.2 ISH ERa

Mittels ISH an Paraffinschnitten mit nsp konnte der Nachweis von ERa-mRNA im
menschlichen Hoden erbracht werden. In den Keimtubuli (Abb. 7A) konnte in
Spermatogonien und primdren Spermatozyten eine spezifische zytoplasmatische Farbung
nachgewiesen werden. Spermatiden und Sertoli-Zellen zeigten keine RNA-Markierung. Im
Interstitium (Abb. 7B) konnte in einzelnen Leydig-Zellen ein spezifisches Signal detektiert
werden. Schnitte, die mit der sense cRNA-Sonde inkubiert worden waren, zeigten keine

spezifische Farbung.

Abb. 7: Nachweis der =zelluliren Lokalisation der ERa-mRNA mittels ISH an
Paraffinschnitten mit nsp (Mensch) (PrimérvergrofSerung x40).

Signal im Zytoplasma von Spermatogonien (schwarze Pfeile), primdren Spermatozyten
(Pfeilspitzen) und vereinzelt in interstitiellen Zellen (durchsichtiger Pfeil). LZ = Leydig-
Zellen.

89



Ergebnisse

4.3 IHC ERa

Der Nachweis des ERa auf Proteinebene erfolgte an Paraffinschnitten mit nsp oder TIN unter
Verwendung sechs verschiedener Antikorper (sieche Tab. 4) und der ABC-Methode. Die Wahl
der Antikorper richtete sich nach dem Vorkommen in der Literatur und nach ihrer

unterschiedlichen Epitopenerkennung.

4.3.1 HC-20-Antikorper

In Keimtubuli mit nsp konnte ein reproduzierbares Signal im Zytoplasma von
Spermatogonien, spdten pachytinen Spermatozyten und frithen runden Spermatiden
nachgewiesen werden (Abb. 8A). Im Interstitium von Schnitten mit nsp detektierte der
Antikorper das ERa-Protein im Zytoplasma von vereinzelten Leydig-Zellen (Einschub rechts
Abb. 8). Die als Positivkontrolle dienenden Ductuli efferentes des Nebenhodens wiesen eine
nukledre Farbung der Epithelzellen auf (Einschub links Abb. 8A). Negativkontrollen zeigten
kein spezifisches Signal. In Keimtubuli mit TIN zeigte sich eine Immunreaktion fiir ERa im

Zytoplasma von TIN-Zellen (Abb. 9B).

4.3.2 F-10-Antikorper

In Keimtubuli mit nsp konnte eine deutliche Immunreaktion fiir ERa in den Zellkernen spéter
pachytédner Spermatozyten und runder Spermatiden nachgewiesen werden (Abb. 8B). Die als
Positivkontrolle dienenden Ductuli efferentes zeigten eine Kernfiarbung in den Epithelzellen
(Einschub Abb. 8B). Negativkontrollen wiesen kein spezifisches Signal auf. In Keimtubuli
mit TIN lieB sich kein reproduzierbares Signal detektieren (Abb. 9C).
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Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis des ERa-Proteins mittels HC-20- (A) und F-10-
Antikorper (B) an Paraffinschnitten mit nsp (Mensch) (A und B PrimérvergroBerung x40,
Einschiibe in Abb. A und B Primirvergréferung x20).

Mittels HC-20-Antikorper (Abb. A) erkannte man ein spezifisches Signal im Zytoplasma von
Spermatogonien (schwarze Pfeile), spiten pachytdnen Spermatozyten (Pfeilkdpfe) und frithen
runden Spermatiden (doppelte Pfeilkdpfe). AuBerdem konnte in einzelnen interstitiellen
Zellen (Einschub rechts, Abb. A) eine zytoplasmatische Firbung festgestellt werden
(durchsichtiger Pfeil). Mittels F-10-Antikorper (Abb. B) war das Protein im Zellkern von
spiten pachytdnen Spermatozyten (schwarze Pfeile) und runden Spermatiden nachweisbar
(Pfeilkopfe). Beide Antikorper zeigten eine nukledre Farbung in den Epithelzellen der Ductuli
efferentes (Einschiibe links, Abb. A und B). LZ = Leydig-Zellen.
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Abb. 9: Immunhistochemischer Nachweis des ERa-Proteins mittels HC-20- (B) und F-10-
Antikorper (C) an Paraffinschnitten mit TIN (Mensch) (Priméirvergroferung x 40).

Mittels HC-20-Antikorper konnte im Zytoplasma von TIN-Zellen ein Signal detektiert
werden (schwarze Pfeile) (B). Mittels F-10-Antikoérper war in Tubuli mit TIN kein
reproduzierbares Signal zu erkennen (C). Abb. A HE-Férbung eines TIN- und nsp-Tubulus.
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4.3.3 H-184-, 1F3-, 1D5- und 60C-Antikorper

In Keimtubuli mit nsp konnte mit keinem der Antikorper ein reproduzierbares Signal
detektiert werden. Lediglich in den Epithelzellen der Ductuli efferentes des Nebenhodens
zeigte sich eine deutliche Kernfarbung (Abb. 10).

Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis des ERa-Proteins mittels H-184- (A), 1F3- (B),
ID5- (C) und 60C-Antikorper (D) an Paraffinschnitten mit nsp (Mensch) (A - D
PrimérvergrofBerung x 40; Einschiibe in A - D Primdrvergroferung x 20).

Im Hoden konnte kein spezifisches Signal nachgewiesen werden (A - D). In den Epithelzellen

der Ductuli efferentes war eine nukledre Farbung deutlich sichtbar (Einschiibe in A - D).
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4.4 RT-PCR von Paraffinschnitten mit nsp und TIN

Zur Verifizierung der zytoplasmatischen Féarbung des HC-20-Antikorpers wurden
Paraffinschnitte mit nsp und TIN nach RNA-Extraktion einer ERa-RT-PCR unterzogen. Ein
Ansatz mit sterilem Aqua bidest diente als methodische Negativkontrolle.

Mittels RT-PCR fiir ERa konnte in oben genanntem Gewebe ein spezifisches Produkt von
102 bp nachgewiesen werden (Abb. 11). Die Wasserleerprobe war negativ.

102 bp

Abb. 11: Nachweis der ERo-mRNA an humanem Hodenhomogenat von einem Patienten mit
nsp bzw. TIN.

M = 50 bp Marker, 1 =-RT TIN, 2=+RT TIN, 3 =-RT nsp, 4 =+RT nsp,
5 = Wasserleerprobe.
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4.5 RT-Nested-PCR

Fiir die Charakterisierung immunopositiver interstitieller Zellen wurde zunéchst eine ERa-
IHC (HC-20-Antikorper) an Paraffinschnitten mit nsp vorgenommen. Anschlielend erfolgte
die Isolierung der immunopositiven interstitiellen Zellen mittels UV-LAM. Nach RNA-
Extraktion aus dem mikrodissektierten Gewebe erfolgte eine RT-Nested-PCR mit
Primerpaaren fiir ERa und StAR.

4.5.1 ERa

Mittels RT-Nested-PCR mit den Primerpaaren fiir ERa konnte in gepickten immunopositiven
interstitiellen Zellen ein spezifisches Produkt von 109 bp nachgewiesen werden (Abb. 12,
Spur 2). Dadurch konnte die zytoplasmatische Markierung des HC-20-Antikorpers verifiziert
werden. Ein als Positivkontrolle dienender Paraffinschnitt zeigte ebenfalls ein spezifisches

Produkt von 109 bp (Abb. 12, Spur 1). Die Wasserleerprobe war negativ.

4.5.2 StAR

Die RT-Nested-PCR mit den Primerpaaren fiir StAR zeigte fiir die gepickten
immunopositiven interstitiellen Zellen ein spezifisches Produkt von 105 bp (Abb. 12, Spur 4).
Dadurch konnten die interstitiellen Zellen als Leydig-Zellen charakterisiert werden, da StAR
ein spezifisches Protein dieser Zellen im Hoden darstellt (Dong et al., 2011; Clark et al.,
1994). Ein als Positivkontrolle dienender Paraffinschnitt zeigte ebenfalls ein spezifisches

Produkt von 105 bp (Abb. 12, Spur 3). Die Wasserleerprobe war negativ.
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109 bp 105 bp

Abb. 12: Nachweis der ERa- und StAR-mRNA an immunhistochemisch gefarbten und
anschlieBend mikrodissektierten interstitiellen Zellen im humanen Hoden mittels RT-Nested-
PCR.

M =100 bp Marker, 1 = spezifisches Produkt fiir ERa in einem Paraffinschnitt nach THC
gegen ERa, 2 = spezifisches Produkt fiir ERa in einzelnen interstitiellen Zellen nach IHC und
UV-LAM, 3 = spezifisches Produkt fiir StAR in einem Paraffinschnitt nach IHC gegen ERao,
4 = spezifisches Produkt fiir StAR in einzelnen interstitiellen Zellen nach IHC und UV-LAM.
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4.6 IB ERa

Der Nachweis des ERa-Proteins an Hodenhomogenat aus Gefriermaterial erfolgte mit Hilfe
sechs unterschiedlicher Antikorper (siehe Tab. 4). Es wurden monomorphe Biopsien von
Patienten mit nsp verwendet. Als Positivkontrolle dienten MCF-7- und T47D-Zellen. Das zu
erwartende Molekulargewicht des Rezeptors liegt bei 66 kDa. Seine leichtere Variante hat ein

Molekulargewicht von 46 kDa.

4.6.1 HC-20-Antikorper

In Hodengewebe von Patienten mit nsp konnte mittels HC-20-Antikérper keine spezifische
Bande fiir ERa detektiert werden (Abb. 13, Spur 1). In MCF-7- und T47D-Zellen detektierte
der Antikorper deutliche Banden bei 66 und 46 kDa (Abb. 13, Spur 2 und 3). Die Inkubation
mit Blockingpeptiden zeigte keine spezifischen Banden (Abb. 13, Spur 4, 5 und 6).

66 kDa

46 kDa

Abb. 13: Nachweis des ERa-Proteins an humanem Hodenhomogenat mit nsp sowie an
MCF-7- und T47D-Zellen mittels HC-20-Antikorper.

1 = Hodenhomogenat, 2 = MCF-7-Zellen, 3 =T47D-Zellen, 4 = Blockingpeptid
Hodenhomogenat, 5 = Blockingpeptid MCF-7-Zellen, 6 = Blockingpeptid T47D-Zellen.

97




Ergebnisse

4.6.2 F-10-Antikorper

Mittels F-10-Antikorper konnten in Hodengewebe von Patienten mit normaler
Spermatogenese zwei spezifische Banden fiir ERa bei einem Molekulargewicht von 66 und
46 kDa detektiert werden (Abb. 14, Spur 1). In MCF-7- und T47D-Zellen zeigten sich
ebenfalls zwei deutliche Banden bei den erwarteten Molekulargewichten (Abb. 14, Spur 2
und 3). Die Inkubation mit Blockingpeptiden zeigte keine spezifischen Banden (Abb. 14,
Spur 4, 5 und 6).

66 kDa — ’ i

——
P

————
e -

46 kDa ___

1 2 3 4 5 6

Abb. 14: Nachweis des ERa-Proteins an humanem Hodenhomogenat mit nsp sowie an
MCEF-7- und T47D-Zellen mittels F-10-Antikorper.

1 = Hodenhomogenat, 2 = MCF-7-Zellen, 3 =T47D-Zellen, 4 = Blockingpeptid
Hodenhomogenat, 5 = Blockingpeptid MCF-7-Zellen, 6 = Blockingpeptid T47D-Zellen.
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4.6.3 H-184-, 1F3-, 1D5- und 60C-Antikorper

Mit Hilfe dieser Antikorper konnte kein Nachweis des ERa auf Proteinebene erbracht werden

(Abb. 15).

66 kDa 66 kDa
46 kDa 46 kDa
66 kDa 66kDa ——
46 kDa 46 kDa

Abb. 15: Nachweis des ERa-Proteins an humanem Hodenhomogenat mit nsp sowie an
MCEF-7- und T47D-Zellen mittels H-184- (A), 1F3- (B), 1D5- (C) und 60C-Antikorper (D).
1 = Hodenhomogenat, 2 = MCF-7-Zellen, 3 = T47D-Zellen.
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4.7 RT-qPCR ERa

Mittels RT-qPCR wurde die Expression des ERa in Hoden mit nsp mit jener in Hoden mit
Spermatogenesedefekten verglichen (sieche Tab. 11 und Abb. 16).
Die Befunde =zeigten, dass die ERa-mRNA-Expression in Hodenbiopsien mit

Spermatogenesedefekten im Vergleich zu jener in Biopsien mit nsp abnimmt.

Tab. 11: Expressionswerte fiir ERa bei Patienten mit nsp, sda, sza, sga und sco.

n = Anzahl der verwendeten Biopsien pro Diagnose, Mwt = arithmetischer Mittelwert,
SD = Standardabweichung.

* bezeichnet die Werte, die einen signifikanten Unterschied (p <0,05) im Vergleich zum
Wert nsp anzeigen.

** bezeichnet den Wert, der einen signifikanten Unterschied (p <0,001) im Vergleich zum

Wert nsp anzeigt.

5 nsp 0,78 0,28019
5 sda 0,41* 0,11173
5 sza 0,37* 0,13325
5 sga 0,42* 0,20903
5 sCo 0,227%* 0,14326
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Abb. 16: Relative Genexpression von ERa bei unterschiedlichen histologischen Diagnosen
im humanen Hoden.

*=p <0,05 in Bezug auf nsp , ** =p < 0,001 in Bezug auf nsp.
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4.8 RT-qPCR ERa, ERP und GPER im Vergleich

Mittels RT-qPCR wurde die Expression des ERa, des ERP und des GPER in Hoden mit nsp
mit jener in Hoden mit Spermatogenesedefekten verglichen (siehe Tab. 12 und Abb 17).

Die Befunde der ERa-mRNA-Expression waren vergleichbar mit oben genannten
Ergebnissen. Es zeigte sich eine signifikant hohere Expression in Hodengewebe mit nsp im
Vergleich zu jener in Hodengewebe mit sza und sco. Zudem war die ERa-Expression in
MCF-7-Zellen deutlich hoher als in Hodengewebe. Die Expression des ER3 und des GPER in
Hodengewebe war sehr viel hoher als die des ERa. Die ERB-Expression war in Proben mit
nsp signifikant hoher, als in Proben mit sza. Fiir die Expression des GPER wurden keine
signifikanten Unterschiede festgestellt. Die ERB- und GPER-Expressionen in MCF-7-Zellen

waren deutlich niedriger als in Hodengewebe.

Tab. 12: Expressionswerte fiir ERo, ERJ und GPER bei Patienten mit nsp, sza, sga und sco.
n= Anzahl der verwendeten Biopsien pro Diagnose, Mwt = arithmetischer Mittelwert,
SD = Standardabweichung.

* bezeichnet die Werte, die einen signifikanten Unterschied (p <0,001) im Vergleich zum
Wert nsp anzeigen.

** bezeichnet den Wert, der einen signifikanten Unterschied (p <0,05) im Vergleich zum

Wert nsp anzeigt.

n Diagnose Relative Expressionswerte

ERao ERp GPER

Mwt SD Mwt SD Mwt SD
5 nsp 0,35 0,08 132,72 57,86 7,44 1,37
5 sza 0,14* 0,03 19,77** 15,89 4,32 1,81
5 sga 0,26 0,06 53,72 45,46 5,85 2,94
5 sCo 0,04* 0,06 54,17 85,56 4,50 3,28
4 MCEF-7 1 0 1 0 1 0
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Abb. 17: Relative Genexpression von ERo, ERP und GPER bei unterschiedlichen
histologischen Diagnosen im humanen Hoden.
Genexpression ERa: * =p <0,001 im Vergleich zu nsp. Genexpression ERf: ** =p < 0,05

im Vergleich zu nsp. Genexpression GPER: keine Signifikanzen.

103



Ergebnisse

4.9 THC Ki-67

Der Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 erfolgte an Paraffinschnitten mit
unterschiedlichen histologischen Diagnosen unter Verwendung eines monoklonalen
Antikorpers und der APAAP-Methode.

In den Keimtubuli zeigte sich ein reproduzierbares Signal in den Kernen der mitotisch aktiven

Spermatogonien (Abb. 18). Negativkontrollen zeigten kein spezifisches Signal.

Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis des Proliferationsmarkers Ki67 an einem
Paraffinschnitt mit nsp (Mensch) (Primérvergroferung x 40).
In den Kernen mitotisch aktiver Spermatogonien zeigte sich ein reproduzierbares Signal

(Pfeilspitzen).
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4.10 Histomorphometrische Analyse an Ki-67-gefarbten Paraffinschnitten wund

Zusammenhang zwischen mitotischer Aktivitit und peripherem Ostrogenwert

Die histomorphometrische Analyse an Ki-67-gefarbten Paraffinschnitten zeigte, das Tubuli
mit hyp (24,9 % + 12.4), sda (21,1 % = 14,6), sza (24,7 % =+ 14,0) oder sga (18,2 % + 13.4)
im Vergleich zu Tubuli mit nsp (27,5 % + 12,2) eine signifikante Abnahme (p < 0,01)

immunopositiver Spermatogonien aufweisen (siehe Tab. 13).

Tab. 13: Prozentsitze Ki-67-immunopositiver Spermatogonien in Keimtubuli mit nsp, hyp,
sda, sza und sga.

n = Gesamtzahl an Keimtubuli in allen ausgewerteten Biopsien, Mwt = arithmetischer
Mittelwert, SD = Standardabweichung.

* bezeichnet die Werte, die einen signifikanten Unterschied (p <0,01) im Vergleich zum

Wert nsp anzeigen.

n Diagnose Mwt (%) SD (%)
221 nsp 27,5 12,2
345 hyp 24,9% 12,4
69 sda 21,1%* 14,6
128 sza 24,7* 14,0
24 sga 18,2% 13,4

Die arithmetischen Mittelwerte mit dazugehdrigen Standardabweichungen Ki67-
immunopositiver Spermatogonien pro Biopsie sind mit den entsprechenden Ostrogenwerten
in Tab. 14 aufgelistet. Der Korrelationskoeffizient von -0,1495 und die Prédsentation der Daten
in Abb. 19 zeigen keinen aussagekriftigen Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem

peripheren Ostrogenwert.
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Tab. 14: Prozentsitze Ki-67-immunopositiver Spermatogonien in Paraffinschnitten mit

nsp, hyp, sda, sza und sga sowie entsprechendem peripherem Ostrogenwert.

Mwt = arithmetischer Mittelwert, SD = Standardabweichung.

171 hyp 16,5 9,9 72
2/2 nsp 18,4 10,5 78
3/3 hyp 15,1 10,4 90
4/4 sda 13,9 13,0 103
5/4 sda 14,8 9,9 103
6/5 sza 14,5 7,7 73
7/5 sza 19,4 9,0 73
8/6 sza 26,2 13,7 69
97 hyp 17,3 10,1 84
10/8 hyp 23,4 11,8 68
11/9 hyp 15,7 10,8 80
12/10 hyp 29,2 14,5 39
13/11 sza 37,3 18,1 63
14/12 sza 28,3 14,7 63
15/13 nsp 25,0 10,2 68
16/14 hyp 33,4 10,8 67
17/15 hyp 27,7 11,5 112
18/16 hyp 21,5 13,4 79
19/17 hyp 31,2 11,6 82
20/18 hyp 28,8 9,7 70
21/19 hyp 35,8 13,2 86
22/20 hyp 14,3 6,7 67
23/20 hyp 27,3 9,4 67
24/21 sga 24,1 10,6 79
25/22 sga 13,4 53 54
26/23 sga 6,0 2,4 56
27/24 sga 16,5 10,3 105
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Abb. 19: Zusammenhang zwischen dem arithmetischen Mittelwert immunopositiver
Spermatogonien einzelner Patienten und dem entsprechenden peripheren Ostrogenwert.
Korrelationskoeffizient = -0,150, p = 0,457.

Blaue Rauten = Biopsie, ** = ein Patient, ++ = ein Patient.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die prazise zelluldre Lokalisation und Expression des ERa
im humanen Hoden. Mittels ISH und RT-PCR nach UV-LAM sowie mittels IHC und
Immunoblot sollte der Rezeptor sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene nachgewiesen
werden. Aullerdem konnte, laut Literatur, zum ersten Mal das quantitative Expressionsmuster
des ERa, des ERP sowie des GPER bei normaler und gestérter Spermatogenese belegt
werden. Zusitzlich ermittelte die Arbeit den Zusammenhang zwischen der mitotischen

Aktivitit der Spermatogonien und dem peripheren Ostrogenwert im Blut.

Mittels IHC konnte der ERa in Kernen von spiten pachytinen Spermatozyten und runden
Spermatiden (F-10-Antikorper), sowie im Zytoplasma von Spermatogonien, spdten
pachytdnen Spermatozyten, runden Spermatiden und vereinzelt in Leydig-Zellen (HC-20-
Antikorper) nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle dienten Paraffinschnitte von
Hodenpriparaten, die Anschnitte von Ductuli efferentes aufwiesen, in denen beide
Antikorper, sowie vier weitere Antikorper (H-184, 1F3, 1D5 und 60C) die Kerne der
Epithelzellen deutlich anférbten. Die zytoplasmatische Lokalisation des Rezeptors (HC-20-
Antikorper) hatte die Durchfiihrung einer RT-PCR mit spezifischen ERa-Primern von
immunopositiven TIN-Zellen, sowie eine RT-Nested-PCR nach UV-LAM von
immunopositiven interstitiellen Zellen zur Folge.

Hierbei konnte die Rezeptor-mRNA nachgewiesen werden und die vereinzelt gefdarbten
Zellen des Interstitiums als Leydig-Zellen identifiziert werden. In der Immunoblot-Analyse
war lediglich der F-10-Antikorper sensitiv genug, um in menschlichem Hodengewebe das
ERa-Protein (66 kDa) und seine leichtere Isoform (46 kDa) nachzuweisen. In MCF-7- bzw.
T47D-Brustkrebs-Zelllinien konnten beide Antikorper (HC-20 und F-10) zwei spezifische
Banden mit einem Molekulargewicht von 66 und 46 kDa produzieren. Das Vorkommen der
Rezeptor-mRNA in Keimzellen wurde mittels ISH und RT-PCR nach UV-LAM bestitigt. Die
ISH zeigte eine deutliche zytoplasmatische Firbung in Spermatogonien und primiren
Spermatozyten, sowie vereinzelt in Leydig-Zellen. Durch die RT-PCR von gepickten
Keimtubuli (mit nsp oder sco) sowie Interstitium konnte nur in Tubuli seminiferi mit nsp eine
Rezeptorexpression nachgewiesen werden, nicht aber in Tubuli seminiferi mit sco bzw. in
interstitiellem Gewebe.

In der Literatur wurden verschiedenste Lokalisationsmuster des ERa unter Verwendung

unterschiedlicher Methoden und Antikdrper beschrieben (Ubersicht in Tab. 1).
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Pelletier und El-Alfy (2000) konnten das Rezeptorprotein mittels IHC unter Verwendung des
HC-20-Antikorpers in Kernen von Leydig-Zellen nachweisen. In vorliegender Arbeit zeigte
sich mit dem gleichen Antikorper vereinzelt eine Farbung in Leydig-Zellen, die allerdings
zytoplasmatisch war. Unterschiede zwischen genannten Arbeiten bestanden in der
Gewebefixierung (Pelletier und EIl-Alfy: Formalin-Fixierung; vorliegende Arbeit: Bouin-
Fixierung). Eine spezifische Farbung der Ductuli efferentes-Epithelzellen wurde von Pelletier
und EIl-Alfy (2000) nicht erzielt, war aber in vorliegender Arbeit mit oben genanntem
Antikorper eindeutig und wurde z.B. von Saunders et al. (2001) ebenfalls beschrieben.
Pentikdinen et al. (2000) wiesen den ERa im Zytoplasma von zygotinen und frithen
pachytidnen primdren Spermatozyten, sowie in frithen elongierten Spermatiden nach. Sie
verwendeten unterschiedliche mono- und polyklonale Antikdrper, unter anderem auch den
hier verwendeten HC-20-Antikorper. In vorliegender Arbeit wurde der Rezeptor im gleichen
Zellkompartiment, aber teilweise in anderen Zelltypen nachgewiesen (spdte pachytidne
Spermatozyten, frithe runde Spermatiden, Spermatogonien, vereinzelte interstitielle Zellen).
Dies konnte auf die bessere Gewebeerhaltung und histologische Evaluation des
Paraffinschnittes im Gegensatz zu den von Pentikdinen et al. (2000) verwendeten
Quetschpriparaten zuriickzufiihren sein. Deren Western Blot-Analyse ergab in Hodengewebe
eine deutliche Bande von 80 kDa, welche bisher nur von Pink et al. (1996) beschrieben
wurde. Mit dem HC-20-Antikérper konnten auBBerdem zwei zusitzliche schwache Banden
von 50-55 kDa und mit dem H-184-Antikorper eine zusétzliche Bande mit einem
Molekulargewicht von 60 kDa detektiert werden. Diese Ergebnisse bestitigten sich in
vorliegender Arbeit nicht und finden bisher in der Literatur keine Beschreibung.

Taylor und Al-Azzawi (2000) wiesen beide Rezeptortypen auf Proteinebene mittels THC
nach. Sie verwendeten Formalin-fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe sowie einen
monoklonalen Maus-anti-Rind-Antikorper. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der ERa
im menschlichen Hoden in Kernen von Sertoli- und Leydig-Zellen nachweisbar war.
Vorliegende Arbeit bestitigte die, wenn auch zytoplasmatische Lokalisation in vereinzelten
Leydig-Zellen, widerlegte aber mehrfach die Lokalisation und Expression des Rezeptors in
Sertoli-Zellen mittels IHC, ISH sowie RT-PCR nach UV-LAM.

Saunders et al. (2001) verwendeten Hodengewebe, welches fiir die IHC, genau wie in
vorliegender Arbeit in Bouin’scher Losung fixiert und in Paraffin eingebettet wurde.
Weiterhin kam ein monoklonaler Antikorper aus der Maus zum Einsatz. Dieser bestitigte
seine Funktionalitdt durch eine deutliche Kernfirbung der Leydig-Zellen in adulten

Rattenhoden, beschrieben bei Fisher et al. (1997) und der Ductuli efferentes-Epithelzellen,
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welche auch in dieser Arbeit vorlag. Im menschlichen Hoden wurde das ERa-Protein mittels
IHC allerdings nicht nachgewiesen. Mittels Western Blot-Analyse konnte es jedoch in einer
einzigen humanen Hodengewebsprobe sehr schwach detektiert werden. Die Bande zeigte sich
bei dem erwarteten Molekulargewicht von 66 kDa. Ein Nachweis auf mRNA-Ebene fehlte.

Maikinen et al. (2001) benutzten fiir die IHC kryokonserviertes humanes Hodengewebe,
wobei es sich hauptsdchlich um Hoden mit Hypospermatogenese handelte. Formalin-fixiertes
und in Paraffinwachs eingebettetes Uterusgewebe von Mensch und Maus diente als
Positivkontrolle. Sie verwendeten zwei monoklonale Antikorper aus der Maus, unter anderem
den hier gebrauchten 1D5-Klon von Dako. Die Arbeitsgruppe konnte in keiner Zelle des
menschlichen Hodens eine positive Immunreaktion fiir das Rezeptorprotein finden. Allerdings
zeigte sich an Paraffinschnitten von adulten Miusehoden eine Farbung in Leydig-Zellkernen,
die mit Ergebnissen von Zhou et al. (2002) iibereinstimmte. AuBerdem wiesen beide
Positivkontrollen eine spezifische Firbung fiir den Ostrogenrezeptor auf. Ein Nachwis auf
mRNA-Ebene mittels RT-PCR von humanem Hodengewebe konnte nicht erbracht werden.

In der Arbeit von Han et al. (2009) wurde der Nachweis des ERa in Hodenbiopsien von
Mainnern mit obstruktiver Azoospermie (n = 10), Reifungshemmung (n = 10) oder sco (n = 8)
mittels Immunfluoreszenz (IF) und Western Blot-Analyse erbracht. Hierbei wurde, wie auch
in vorliegender Arbeit, der polyklonale F-10-Antikorper verwendet und die Biopsien fiir die
IF in Bouin’scher Losung fixiert und in Paraffin eingebettet. Diese Methode zeigte in Hoden
mit obstruktiver Azoospermie eine Farbung im Zytoplasma von Leydig-Zellen und in Kernen
spermatogenetischer Zellen, die nicht weiter charakterisiert wurden. In Hoden mit
Reifungsstérungen zeigte sich eine insgesamt schwéchere Farbung und in Hoden mit sco eine
als signifikant erhoht beschriebene Farbung in den Leydig-Zellen. Die IF-Bilder gaben
auBBerdem Hinweise darauf, dass eine Fiarbung in Kernen von Sertoli-Zellen vorlag, welche
allerdings in Hoden mit sco fehlte. Mittels Western Blot-Analyse konnte in allen drei Proben
das Protein mit einem Molekulargewicht von 66 kDa nachgewiesen werden. Dabei wurde von
einer deutlich schwécher ausgeprigten Bande der sco-Probe auf eine verminderte Expression
des Rezeptors in Hoden mit sco geschlossen. Ein Nachweis des Rezeptors auf mRNA-Ebene
fehlte. In der eigenen Arbeit konnte mit Hilfe des F-10-Antikorpers keine Farbung im
Zytoplasma von Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Der Nachweis des Rezeptorproteins in
Kernen von Keimzellen stimmte allerdings mit den Ergebnissen von Han et al. (2009)
tiberein. In vorliegender Arbeit wurde die Immunoblot-Analyse lediglich an Hodenhomogenat
von Patienten mit nsp vorgenommen und nicht wie bei Han et al. (2009) beschrieben auch an

Homogenat von Patienten mit sco. Die Lokalisation des Rezeptors in sco-Tubuli konnte
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allerdings sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene ausgeschlossen werden und deckte
sich nicht mit oben genannten Ergebnissen.

Cavaco et al. (2009) wiesen den Rezeptor sowohl auf Protein-, als auch auf mRNA-Ebene
nach. Sie verwendeten Hodengewebe von 10 infertilen Patienten im Alter von 29 bis 48
Jahren. Fiir die IHC wurde Formalin-fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe
verwendet. AuBlerdem kam ein polyklonaler Antikorper aus dem Kaninchen zum Einsatz. Das
Protein konnte in Sertoli- und Leydig-Zellen sowie in allen Keimzellstadien nachgewiesen
werden. Die RT-PCR bestitigte das Vorkommen der Rezeptor-mRNA in Hodengewebe,
wobei in Gewebe mit unterschiedlichen Diagnosen (sco, hyp, sza und sekundir obstruktive
Azoospermie) auch jeweils die Expression des Rezeptors nachweisbar war. Im Vergleich zur
vorliegenden Arbeit zeigten bei Cavaco et al. (2009) auch die Sertoli-Zellen eine positive
Féarbung fiir das ERa-Protein, was sich wiederum mit Ergebnissen von Han et al. (2009)
deckte.

Filipiak et al. (2012) wiesen den Rezeptor lediglich auf Protein-Ebene mittels [HC nach. Sie
verwendeten Hodengewebe von Patienten mit normaler Spermatogenese, welches Bouin-
fixiert und in Paraffin eingebettet war. Es kam dabei ein monoklonaler Antikorper aus der
Maus zum Einsatz (N 1575 von DAKO). Das Protein konnte im Zytoplasma von Sertoli- und
Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich bei Taylor und Al-
Azzawi (2000), wobei eine nukledre Fiarbung vorlag. Andere Arbeiten (Han et al., 2009;
Cavaco et al., 2009) wiesen den Rezeptor unter anderem ebenfalls in Sertoli- und Leydig-
Zellen nach. In vorliegender Arbeit zeigte sich auch eine zytoplasmatische Lokalisation des
ERa in Leydig-Zellen (IHC HC-20-Antikorper) und konnte auf mRNA-Ebene mittels RT-
Nested-PCR  bestdtigt werden. Keiner der beiden getesteten Antikorper zeigte jedoch ein
immunopositives Signal in Sertoli-Zellen, was die ISH auf mRNA-Ebene bestitigte. Die
Bande der RT-PCR von Hodenhomogenat mit sco und die geringe quantitative Expression
des ERa in sco kann einerseits durch einzelne ERa-positive Leydigzellen und andererseits
durch einen nicht 100 % monomorphen Schnitt erkldrt werden. Denn mittels UV-LAM von
Tubuli mit reinem sco und anschliefender RT-PCR konnte der Nachweis von ERa-mRNA in
Sertoli-Zellen eindeutig ausgeschlossen werden.

Uber die Lokalisation im Hoden hinaus geht der Nachweis des ERo. in immaturen Keimzellen
und Spermatozoen aus Samenproben gesunder Ménner (Durkee et al., 1998; Aquila et al.,
2004; Lambard et al., 2004; Solakidi et al., 2005; Lambard und Carreau, 2005). Hierbei
konnten Durkee et al., (1998) und Aquila et al., (2004) den Ostrogenrezeptor im Schwanzteil

der Spermatozoen nachweisen und mittels Western Blot-Analyse eine Bande von 65 bzw. 67
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kDa darstellen. Lambard et al. (2004) und Solakidi et al. (2005) fanden mittels Western Blot-
Analyse nicht nur eine Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht von 66 kDa, sondern
auch zusitzlich eine weitere mit einem Molekulargewicht von 46 bzw. 45 kDa. Han et al.
(2009) konnten mit dem F-10-Antikorper nur eine 66 kDa-Variante in Hodenhomogenat
nachweisen. Der Nachweis beider Isoformen in Hodengewebe gelang in vorliegender Arbeit
lediglich unter Verwendung des F-10-Antikorpers. In MCF-7- bzw. T47D-Zellen war neben
dem F-10-Antikorper auch der HC-20-Antikorper fahig, beide Isoformen nachzuweisen. Die
Arbeitsgruppe um Flouriot et al. (2000) konnte durch Versuche mit MCF7-Zellen zeigen, dass
der 46 kDa-Isoform die aminoterminale A/B-Doméne und demzufolge die
Aktivierungsfunktion 1 (AF1) fehlt. Die leichte Variante wird in Zellen, die hauptsachlich die

AF1 nutzen, als starker Inhibitor der 66 kDa-Variante angesehen.

Der Nachweis des ERa auf Proteinebene gestaltete sich schwierig und wurde von
verschiedenen Faktoren beeinflusst. Daher ist es moglich, dass es zu unterschiedlichsten
Ergebnissen der Lokalisation des Rezeptors kommt. Die Wahl der Methode (IHC,
Immunofluoreszenz, Immunoprézipitation, Immunoblot) sollte sich nach den Vorgaben der
Antikorperdatenbldtter richten und das verwendete Gewebe sollte ebenfalls fiir den
entsprechenden Antikdrper geeignet sein. Dabei besteht die Moglichkeit unterschiedlich
fixiertes Gewebe (Bouin, Formalin) oder Frischgewebe zu verwenden (Quetschpriparate,
Kryoschnitte). Zudem spielt bei der IHC die Art der Visualisierung (APAAP oder ABC) eine
Rolle. AuBerdem bestehen Unterschiede in den Antikdrperepitopen und -verdiinnungen. Zur
Uberpriifung der Funktionalitiit sollte zudem eine Positivkontrolle durchgefiihrt werden. Fiir
den Nachweis des ERa eignen sich MCF7- und T47D-Zellen. Sie gehoren zu Brustkrebs-
Zelllinien, die als Ostrogenrezeptor-positive Zelllinien bekannt sind. Eine weitere
Moglichkeit besteht in der Verwendung von Ductuli efferentes-Gewebe, welches
nachweislich ERa-positiv ist (Saunders et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde
sowohl mit Brustkrebs-Zelllinien (IB), als auch mit Hodenpréiparaten, die Anschnitte von
Ductuli efferentes aufwiesen (IHC), gearbeitet. Trotz funktionierender Positivkontrollen
zeigten sich im Hodengewebe unterschiedliche Ergebnisse (HC-20- und F-10-Antikorper)
oder aber es konnte kein Rezeptorprotein detektiert werden (H-184, 1F3, 1D5 und 60C).

Die Ergebnisse, die mittels HC-20-Antikorper erzielt wurden, sind folgendermaflen zu
betrachten: Die Funktionalitit dieses Antikorpers konnte mittels IHC an Referenzschnitten
mit Ductuli efferentes bestitigt werden, im Hoden wurde das Kernprotein allerdings im

Zytoplasma nachgewiesen. Die zytoplasmatische Farbung der Leydig-Zellen konnte jedoch
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mittels RT-Nested-PCR und die zytoplasmatische Farbung der Spermatogonien mittels RT-
PCR von immunopositiven TIN-Schnitten bestdtigt werden. Zudem zeigte sich bei der RT-
gPCR von sga eine relativ hohe Expression im Vergleich zu sco. AuBlerdem findet sich in der
Literatur ebenfalls teilweise eine zytoplasmatische Lokalisation des ERa-Rezeptors
(Pentikdinen et al., 2000; Han et al., 2009; Filipiak et al., 2012). Diese konnte moglicherweise
auf den membranstindigen GPER hinweisen. Hierbei bleibt zu klidren, ob die beiden
unterschiedlichen Rezeptoren gleiche Epitope aufweisen, an die der Antikorper binden kann.

Die Funktionalitit des HC-20-Antikorpers konnte ein weiteres Mal mittels IB an Brustkrebs-
Zelllinien bewiesen werden. Moglicherweise ist die Detektion mittels IB im Hoden durch sehr
geringe Mengen des Proteins erschwert. Wir konnten zeigen, dass in MCF-7-Zellen zwei
deutliche Banden detektiert wurden, die im Hodengewebe sehr schwach waren (F-10-
Antikorper) oder fehlten (HC-20-Antikorper). Dieses Bild spiegelt sich auf mRNA-Ebene
wieder, wo die Expression von ERa in MCF-7-Zellen signifikant hoher war als in Hoden mit

nsp.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal das quantitative Expressionsmuster des ERa im
menschlichen Hoden und bei unterschiedlichen Spermatogenesestorungen im Vergleich zur
normalen Spermatogenese untersucht. Die ERa-mRNA-Expression in Hodenbiopsien mit
normaler Spermatogenese war hierbei signifikant hoéher, als in Proben mit
Spermatogenesestorungen. Mittels RT-PCR und RT-qPCR konnte eine Expression der ERa-
mRNA in Biopsien mit sco nachgewiesen werden. Diese positive Reaktion ist jedoch kein
Hinweis auf eine ERa-Expression in Sertoli-Zellen, sondern weist auf vereinzelte
Leydigzellen, die mittels RT-Nested-PCR als ERa-positiv nachgewiesen wurden, hin. Zudem
st es moglich, dass eine als monomorph beurteilte Biopsie vereinzelt Tubuli mit anderen
histologischen Diagnosen aufweist. Dies bestitigte sich mittels qualitativer RT-PCR nach
UV-LAM, wo sowohl das Interstitium, als auch die Tubuli mit sco keine spezifische Bande
produzierten. Zusitzlich wurden die quantitative Expression des ERoa, des ERP, sowie des
membranassoziierten GPER im Vergleich untersucht. Dabei zeigte sich, dass die ERa-
Expression in MCF-7-Zellen signifikant hoher war, als in Hodengewebe. Die Expression des
ERP und des GPER in Hodengewebe war deutlich hoher als die des ERa, wobei sich bei
Betrachtung der unterschiedlichen Diagnosen lediglich fiir ERB eine Signifikanz zwischen
nsp und sza zeigte. Die ERB- und GPER-Expressionen in MCF-7-Zellen waren deutlich

niedriger als in Hodengewebe.
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Bei Betrachtung des quantitativen Expressionsmusters des ERo und der mitotischen Aktivitat
der Spermatogonien bei unterschiedlichen histologischen Diagnosen nebeneinander, fillt auf,
dass mit abnehmender Fertilitdt nicht nur die quantitative Expression des Rezeptors, sondern

auch die mitotische Aktivitéit herabgesetzt war.

Die Effektivitit der Spermatogenese ist unter anderem abhéngig von der Proliferationsrate der
Spermatogonien, welche als Stammzellen der Keimzellbildung fiir die Analyse von
Spermatogenesestorungen besonders interessant sind. Zur Beurteilung der mitotischen
Aktivitdt der Spermatogonien wurde mittels IHC das Proliferationsprotein Ki-67 detektiert.
Die anschliefende Bestimmung immunopositiver Spermatogonien pro Tubulus seminiferus
zeigte, dass die Anzahl proliferierender Zellen in Keimtubuli mit normaler Spermatogenese
signifikant hoéher (p < 0,05) war, als in Keimtubuli mit Hypospermatogenese oder
spermatogenetischen Arresten. Steger et al. (1998) fiihrten &hnliche Versuche mit
gleichartigen Ergebnissen durch. Neben dem Nachweis des Ki-67-Proteins erfolgte dort
zusitzlich eine IHC fiir das Proliferationsprotein PCNA (proliferating cell nuclear antigen).
Dieses Protein wurde allerdings nicht nur in Kernen mitotisch aktiver Spermatogonien,
sondern zusitzlich in primédren Spermatozyten nachgewiesen und zeigte so insgesamt einen
hoheren Prozentsatz immunopositiver Zellen als Ki-67. Diese Tatsache ist auf seine
Beteiligung an Nukleotid-Reparaturmechanismen und seine ldngere Halbwertszeit
zuriickzufiihren. Bar-Shira Maymon et al. (2003) fiihrten dhnliche Versuche wie Steger et al.
(1998) mit PCNA durch. Auch hier zeigte sich, dass eine signifikante Reduktion PCNA-
positiver Spermatogonien in Tubuli seminiferi mit Spermatozytenarrest im Vergleich zu
Tubuli seminiferi mit normaler Spermatogenese vorlag. Allerdings war die PCNA-Expression
in Tubuli mit einer vollstindigen Reifungshemmung signifikant hoéher, als in Tubuli mit
Spermatozytenarrest. Eine weitere Arbeitsgruppe um Takagi (2001) untersuchte das
Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose. Die Zellproliferationsrate von
Spermatogonien, welche ebenfalls auf dem Nachweis des PCNA beruhte, zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen fertilen und infertilen Patienten. Allerdings war die
Apoptose-Rate bei Patienten einer infertilen Gruppe signifikant erhoht, wenn sie mit fertilen
Patienten der Kontrollgruppe verglichen wurden. Zudem war das Verhéltnis zwischen der
PCNA-positiven-Rate und der Apoptose-Rate bei infertilen Patienten signifikant hoher, als
bei fertilen Patienten. Eine beschleunigte Apoptose wurde von dieser Arbeitsgruppe eher fiir
eine verminderte Anzahl der Spermatogonien verantwortlich gemacht, als eine herabgesetzte

Proliferation dieser Zellen.
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Eine Unterscheidung der mitotischen Aktivitdt bei Typ A- und Typ B-Spermatogonien, fiir
unterschiedliche Spermatogenesestadien, sowie fiir verschiedene score-Werte (siche Steger et
al., 1998) wurde in vorliegender Arbeit nicht vorgenommen, da es primdr um den
Zusammenhang zwischen dem gemessenen Serum-Ostradiol-Wert und der mitotischen
Aktivitdt bei normaler oder gestorter Spermatogenese, ging. Es stellte sich die Frage, ob der
Serum-Ostradiol-Wert als Marker fiir Infertilitit Verwendung finden kann bzw. auf ein
bestimmtes histologisches Erscheinungsbild hinweist. Versuche an verschiedenen
Tiermodellen zeigten, dass Ostrogene bei der Differenzierung und Proliferation von
Spermatogonien eine wichtige Rolle spielen (D’Istria et al., 2003; Wagner et al., 2006; Li et
al., 2007; Porter et al., 2009; Review von Loveland, 2011). D’Istria et al. (2003) nutzten in
ihrer Studie an den Frdschen Rana esculenta den positiven Effekt von Ostradiol auf die
Proliferation der Spermatogonien (Minucci et al.,, 1997), um den anti-proliferativen Effekt
von Melatonin auf die Spermatogenese zu verifizieren. Wagner et al. (2006) zeigten, dass
gegen GnRH immunisierte Eber eine geringere Ostradiolkonzentration im peripheren Blut
(Basiswerte), eine um 60 % verminderte Zahl spermatogenetischer Zellen (auBer Typ A-
Spermatogonien), sowie eine um bis zu 50 % reduzierte Mitoserate aufwiesen. Nach
Ostradiolinfusion, konnte die Zahl der spermatogenetischen Zellen wieder erhdht und die
Mitose der Zellen teilweise wieder hergestellt werden. Li et al. (2007) untersuchten den
Einfluss von exogenem Ostradiol auf die Proliferation von Keimzellen bei kryptorchiden
Mausen. Es zeigte sich, dass ein positiver Effekt auf die Keimzellen (erst) ab einer Dosis von
0,5 ng Ostradiol pro Gramm Korpergewicht zu verzeichnen war. Porter et al. (2009) konnten
mit Versuchen an bestrahlten Ratten zeigen, dass Ostradiol eine direkte positive Wirkung auf
die Differenzierung der Spermatogonien hat.

Zwischen den morphometrischen Befunden der einzelnen Patienten und dem peripheren
Ostradiol-Wert zeigte sich jedoch keine Korrelation (Korrelationskoeffizient: -0,150). Die
Serum-Ostradiol-Werte der untersuchten Patienten lagen mit 39 - 112 pmol/l in der Norm. Zu
bedenken ist, dass sich der periphere Ostradiol-Wert hauptsichlich aus der Aromatisierung
ergibt, die im gesamten Korper stattfindet und z.B. von Alter und Kdrpermasse abhingig ist
(Lakshman et al., 2010). Dieser Wert spiegelte demnach nicht die hormonelle Situation direkt
im Hoden wieder. Zudem zeigten Bujan et al. (1993), dass sich im Blut gemessene Ostradiol-
Werte bei fertilen Patienten im Vergleich zu infertilen Patienten nicht signifikant voneinander
unterschieden. Arbeiten, bei denen der Ostradiol-Wert im Ejakulat gemessen wurde, zeigten,
dass Miénner mit Fruchtbarkeitsproblemen (oligozoosperm, azoosperm) signifikant hdhere

Ostradiol-Werte im Ejakulat aufwiesen, als Minner der fertilen Kontrollgruppe (Bujan et al.,
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1993; Luboshitzky et al., 2002; Zhang et al., 2010). Die Arbeitsgruppe um Zhang (2010)
verglich neben den Ostradiol-Werten im Ejakulat auch die Testosteron-Werte im Ejakulat
sowie das Verhiltnis zwischen Testosteron und Ostradiol. Sie schrieben einem normalen
Testosteron-/Ostradiol-Verhiltnis eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
Spermatogenese zu und vermuteten, dass eine Verminderung dieses Verhéltnisses als
Indikator fiir eine fehlende Spermaproduktion bei Patienten mit nicht-obstruktiver

Azoospermie fungieren kann.

Diese Arbeit hatte das Ziel, das konfuse Bild aus der Literatur tiber die Lokalisation des ERa
im humanen Hoden zu klidren. Zum ersten Mal wurden insgesamt sechs verschiedene
Antikorper getestet und die dort erzielten Ergebnisse unter anderem mit der besonderen
Technik der LACP und anschlieBender RT-PCR auf mRNA-Ebene bestdtigt. Es zeigte sich,
dass zwei der getesteten Antikdrper immunopositive Signale in Keimzellen detektierten und
der F-10-Antikorper sensitiv genug war, um im IB das Rezeptorprotein nachzuweisen. Auf
mRNA-Ebene bestitigte sich die Expression des Rezeptors in Keimzellen. Auflerdem nahm
die quantitative Expression des ERa mit gravierenderer Spermatogenesestorung ab.

Zwischen dem peripheren Ostradiol-Wert und der mitotischen Aktivitit der Spermatogonien
bestand kein Zusammenhang. Daher kann der gemessene Hormonwert nicht als Marker fiir
die Fertilitit eines Mannes verwendet werden.

Weiterfiilhrende Untersuchungen werden kliren, wo die Ostrogen-Bindungsstellen in
Hodenzellen liegen. Zudem soll die leichtere 46 kDa-Variante des ERa genauer
charakterisiert und die genomische Sequenz des Rezeptors und anderer bekannter mit
Fertilitit in Verbindung stehender Gene von infertilen Minnern untersucht werden.
SchlieBlich bleibt die Kldrung der Lokalisation und Expression des ERP und des
membranassoziierten GPER auf Protein- und mRNA-Ebene mittels IHC, IB-Analyse und
ISH.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Doktorarbeit sollten die Lokalisation und Expression des
Ostrogenrezeptors alpha, seine quantitative Expression im Hoden mit normaler oder gestdrter
Spermatogenese und ein Zusammenhang zwischen dem gemessenen peripheren Ostrogenwert
und der mitotischen Aktivitit der Spermatogonien bei unterschiedlichen histologischen

Diagnosen untersucht werden.

In der Literatur sind sehr unterschiedliche Ergebnisse iiber die Lokalisation des ERa im
menschlichen Hoden zu finden. Die meisten Arbeiten beschrinken sich dabei auf einen
Nachweis des Rezeptors auf Protein-Ebene. Daher wurde in vorliegender Arbeit die
Lokalisation auf Protein- und mRNA-Ebene untersucht. Der Nachweis auf Proteinebene
erfolgte mittels IHC und IB-Analyse, der Nachweis auf mRNA-Ebene mittels ISH und RT-
PCR. Durch die Technik der UV-LAM konnten bei letzterer Methode zusétzlich einzelne
Zellkompartimente isoliert gewonnen und auf die Expression des Rezeptors untersucht
werden.

Die Literatur gibt auch unterschiedliche Ansdtze und Theorien liber den Einfluss von
Ostrogenen auf die minnliche Fertilitdt wider. Daher stellte sich hier die Frage, ob beim
Menschen ein Zusammenhang zwischen der mitotischen Aktivitit der Spermatogonien und
dem peripheren Ostrogenwert besteht, und ob sich die quantitative Expression des Rezeptors
mit abnehmender Qualitdt der Spermatogenese bis hin zu einem volligen Keimzellarrest in

Form des sco signifikant veréndert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt zusammentfassen:

1) Der ERa war mittels zweier Antikdrper (HC-20, F-10) in verschiedenen Zelltypen und
auch in unterschiedlichen Zellkompartimenten nachweisbar. Die Funktionalitét aller
sechs Antikorper zeigte sich durch den Nachweis des Rezeptors in Kernen von Ductuli
efferentes-Epithelzellen.

2) Mittels IB-Analyse unter Verwendung des F-10-Antikdrpers wurden in Hodengewebe
sowie MCF-7- und T47D-Zellen zwei Banden mit einem Molekulargewicht von 66
und 46 kDa nachgewiesen. Unter Verwendung des HC-20-Antikorpers konnten
lediglich in MCF-7- und T47D-Zellen beide spezifische Banden nachgewiesen
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3)

4)

5)

6)

7)

werden. Bei der leichteren Bande handelt es sich um eine Isoform, der die
aminoterminale A/B-Domine fehlt.

Mittels ISH war der Rezeptor in Spermatogonien, primiren Spermatozyten sowie
vereinzelt in Leydig-Zellen nachweisbar.

Die RT-PCR nach UV-LAM bestitigte das Vorkommen der Rezeptor-mRNA in
Keimzellen.

Die Expression des ERa wurde mit abnehmender Qualitit der Spermatogenese
weniger.

Die Expression des ERP und des GPER waren im Hoden deutlich hoher als die des
ERa. Die Expression des ERa war in MCF-7-Zellen signifikant hoher als im Hoden.
Die mitotische Aktivitdit war in Tubuli mit normaler Spermatogenese signifikant
hoher, als in Tubuli mit gestorter Spermatogenese. Es bestand kein Zusammenhang
zwischen dem peripheren Ostrogenwert und der mitotischen Aktivitit der

Spermatogonien.

Weitere Untersuchungen sollen folgendes kldren:

1y

2)

3)

4)

spezifische  Ostrogen-Bindungsstellen  in  Hodenzellen  mittels  Steroid-
Autoradiographie,

den Charakter der 46 kDa-Isoform mittels UV-LAM und RT-PCR inklusive der
Sequenzierung der PCR-Produkte,

die genomische Sequenz des ERa und anderer bekannter mit Fertilitit in Verbindung
stehender Gene von infertilen Madnnern mittels genomischem ,target enrichment’ und
das Expressionsmuster des ERP und des membranassoziierten GPER auf Protein- und

mRNA-Ebene mittels IHC, IB und ISH.
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7 Summary

The aim of this doctoral thesis was to examine the localization and expression of ERa, its
quantitative expression in the testes of patients with normal or impaired spermatogenesis and
whether there is a correlation between the estrogen level in peripheral blood and mitotic

activity of spermatogonia in biopsies with different histological diagnoses.

In the literature, quite different results are reported regarding the localization of ERa in the
human testis. The majority of studies, however, are restricted to the detection of the receptor
at the protein level. This is why the present study investigated the localization at the protein as
well as at the mRNA level. The first was determined by immunohistochemistry and
immunoblot analysis, the second by in sifu hybridization and RT-PCR. Using UV-LACP, it
was possible to isolate individual cell compartments and to analyze the expression of the
receptor in that tissue.

In the literature, there are also numerous approaches and theories on the influence of
estrogens on male fertility. We thus posed the question whether there is a correlation between
mitotic activity of spermatogonia and peripheral estrogen level as well as a significant change
in the quantitative expression of the receptor with decreasing quality of spermatogenesis -

culminating in the complete absence of germ cells (sco).

The results of the present study can be summarized as follows:

1) ERa was detected in different cell types and in various cell compartments using two
different antibodies (HC-20, F-10). The functionality of all of the six antibodies used
was shown by the detection of the receptor in the nuclei of epithelial cells of the
ductuli efferentes.

2) IB analysis using the F-10 antibody showed the presence of two bands with a
molecular weight of 66 and 46 kDa in testis homogenate and MCF-7 and T47D cells.
Using the HC-20 antibody, the detection of the two specific bands was only possible
in MCF-7 and T47D cells. The lighter band represents an isoform that lacks the
amino-terminal A/B domain.

3) Using in situ hybridization, the receptor could be detected in spermatogonia, primary
spermatocytes and occasionally in Leydig cells.

4) RT-PCR after UV-LACP confirmed the presence of the receptor mRNA in germ cells.
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Summary

S)
6)

7)

The expression of ERa decreased with decreasing quality of spermatogenesis.

The expression of ERB and of GPER in the testes was clearly higher than the
expression of ERa. The expression of ERa in MCF-7 cells was significantly higher
than in the testes.

Mitotic activity of spermatogonia was significantly higher in tubules with normal
spermatogenesis than in tubules with impaired spermatogenesis. There was no

correlation between peripheral estrogen level and mitotic activity of spermatogonia.

The following points need to be elucidated in further experiments:

)
2)

3)

4)

specific estrogen-binding sites in testicular cells using steroid autoradiography,

the nature of the 46-kDa isoform using UV-LACP and RT-PCR including sequencing
of PCR products,

the genomic sequences of ERa and other genes known to affect male fertility using
genomic target enrichment and

the expression patterns of ERP and membrane-associated GPER at the level of protein

and mRNA using IHC, immunoblot analysis and in situ hybridization.
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Anhang

9 Anhang

9.1 Puffer, Nihrboden und Losungen

ABC

1 Tropfen | Losung A Losungen mit 2,5 ml Waschpuffer vermischen und
1 Tropfen | Losung B 30 min vor Gebrauch ansetzen

AEC

1 Tropfen | AEC beide Reagenzien miteinander vermischen

300 pl Substratpuffer

APES (2%iges 3-Aminopropyltriethoxysilan)

500 ml Aceton beide Reagenzien miteinander vermischen
10 ml APES
Blockpuffer I (IB)
I,5¢g Trockenmilchpulver Trockenmilchpulver in PBS-Puffer auflosen
30 ml 0,1 M PBS-Puffer (pH

7,4)
200 pl Tween-20 (0,05 %) Tween-20 hinzufiigen und l6sen
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Blockpuffer II (IB)

30 ml 0,1 M PBS-Puffer (pH
7.4)
1,5 ml Ziegenserum

PBS-Puffer mit Ziegenserum vermischen

BSA-Blockpuffer (3%ig)

6g BSA

200 ml 1 x TNMT-Puffer
einige Natriumazid
Korner

BSA in 1 x TNMT-Puffer 16sen und Natriumazid
hinzufiigen

BSA-Blockpuffer (5%ig)

lg

BSA

70 ml

1 x Triton-HCI-Puffer

BSA in Puffer 16sen

Bouin’sche Losung

15 ml gesittigte wassrige
Pikrinsdurelosung

5ml 37%iges Formalin

I ml 100%iger Eisessig

Reagenzien unmittelbar vor Gebrauch miteinander

vermischen
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Citratpuffer

4,2 g (A) Zitronensiure- in 200 ml Aqua bidest 16sen
Monohydrat

29,41 g (B) | Tri-Natriumcitrat- in 1 1 Aqua bidest 1dsen

Dihydrat

7 ml Losung A mit 41 ml Losung B auf 500 ml
Aqua dest auftiillen

Denhardt-Reagenz (BFP)

200 mg BSA (2%)

200 mg Ficoll 400 (2%)

200 mg Polyvinylpyrrolidon
(2%)

10 ml DEPC-Wasser

Reagenzien in DEPC-Wasser 16sen

DEPC-Wasser

1 ml

DEPC

11

Aqua bidest

Reagenzien miteinander mischen wund kriftig

schiitteln;  Losung iber Nacht ber 37°C
imWéarmeschrank inkubieren und anschlieend
autoklavieren

Dextransulfat (50% ig)

5¢

Dextransulfat

Reagenzien miteinander vermischen; einige Tage im
Kiihlschrank stehen lassen und anschlieBend mit

DEPC-Wasser auf 10 ml auffillen
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Essigsidure (20%ig)

160 ml DEPC-Wasser Reagenzien miteinander vermischen
40 ml Eisessig
Glycerol (20%ig)

15 ml

Glycerol

60 ml

DEPC-Wasser

Reagenzien mischen

Glyzin-Losung (0,2%ig)

200 mg

Glyzin

100 ml

PBSM-Puffer

Glyzin in PBSM-Puffer 16sen

HCIl-Losung (0,2 N)

5,2 ml

konz. HCl (25%)

200 ml

DEPC-Wasser

Reagenzien miteinander vermischen

LB-Agar-Medium

40 Kapseln

LB-Agar-Medium

11

steriles Aqua bidest

Kapseln in Aqua bidest 16sen, anschlieBend

autoklavieren und bei 4°C lagern
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LB-Medium

25 Kapseln | LB-Medium Kapseln in Aqua bidest 16sen, anschlieBend
11 steriles Aqua bidest autoklavieren und bei 4°C lagern
Levamisol-Losung (1 M)

24¢g Levamisol Levamisol in 1 x NTB-Puffer 16sen

10 ml 1 x NTB-Puffer

Loading-Buffer fiir Agarosegele

0,25 ml Bromphenolblau- Reagenzien miteinander vermischen. Losung

Stammldsung anschlieBend filtrieren und aliquotieren.

0,25 ml Xylencyanol-

Stammldsung
I,5¢g Ficoll 400
1,5 ml 0,5M EDTA
10 ml 1 x TAE-Puffer

MgCl,-Losung (1 M)

814 g MgCl, MgCl, in DEPC-Wasser 16sen

400 ml DEPC-Wasser
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NTB-Puffer (5 x)

60,5¢g Tris-HCI

292 ¢ NaCl

11 Aqua bidest

I ml DEPC-Wasser

25 ml 1 M MgCl,-Losung

Reagenzien in Aqua bidest 16sen und auf einen pH-
Wert von 9,6 einstellen; anschlieBend Zugabe von
DEPC-Wasser; Losung iiber Nacht bei 37°C im
Wirmeschrank  inkubieren und  anschlieSend
autoklavieren; vor Gebrauch 1 M MgCl,-Ldsung pro

500 ml 1 x NTB-Puffer hinzufiigen

Paraformaldehyd-Losung (4%ig)

20¢g Paraformaldehyd

500 ml 1 x PBSM-Puffer
konzentrierte NaOH
konzentrierte HCI-
Losung

Paraformaldehyd in 1 x PBSM-Puffer ber 70°C
16sen; konzentrierte NaOH hinzufiigen, bis die
Losung klar wird; mit konzentrierter HCl auf einen

pH-Wert von 7,0 einstellen

PBS-Puffer (0,1 M)

1 Tablette

PBS

200 ml

Aqua bidest

Tablette in Aqua bidest auflosen und auf einen pH-

Wert von 7.4 einstellen

PBSM-Puffer (1 x)

2 Tabletten | PBS
400 ml DEPC-Wasser
2 ml 1 M MgCl,-Loésung

PBS in DEPC-Wasser 10sen und anschliefend 1 M

MgCl,-Losung hinzufiligen
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Proteinase K-Stammlosung

10 mg

Proteinase K

1 ml

1 x PBSM-Puffer

Reagenzien miteinander vermischen

RnaseA-/RnaseT1-Stammlosung

I ml 2 x SSC-Puffer
12 pl RnaseA (25 mg/1 ml)
0,1 pul RnaseT1 (10° U/1 ml)

Reagenzien miteinander vermischen (dies entspricht

einer Endkonzentration von 300 pg/ml RnaseA und

10 U RnaseT1)

SSC-Stammlosung (20 x)

88,23 g Natriumcitrat
175,29 ¢ NaCl

11 Aqua bidest

I ml DEPC-Wasser

Reagenzien in Aqua bidest 16sen und auf einen pH-
Wert von 7,0 einstellen; anschlieBend Zugabe von
DEPC-Wasser; Losung iiber Nacht bei 37°C im
Wirmeschrank anschlieBend

inkubieren  und

autoklavieren

TAE-Puffer (10 x)

48,40 g TRIZMA Base
372 g EDTA  Dinatriumsalz
Dihydrat (10 mM)

beide Reagenzien bis auf 1 1 Aqua bidest auffiillen,

mischen und mit 100%iger Essigsdure auf einen pH-

Wert von 8,0 einstellen

TAE-Puffer (1 x)

100 ml

10 x TAE-Pufter

900 ml

Aqua bidest

beide Reagenzien miteinander vermischen
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TNMT-Puffer (10 x)

121,1 g Tris-HCI

584 ¢ NaCl

4,17 g MgCl,

11 Aqua bidest

I ml DEPC-Wasser
5ml Triton-X-100

Reagenzien in Aqua bidest 16sen und auf einen pH-
Wert von 7,5 einstellen; anschlieBend Zugabe von
DEPC-Wasser; Losung iiber Nacht bei 37°C im
Wirmeschrank  inkubieren und  anschlieSend
autoklavieren; nach dem Erkalten Triton-X-100

hinzufiigen

Tris-HCI-Puffer (10 x)

1211 g

Tris

584 ¢

NaCl

beide Reagenzien mit ca. 800 - 900 ml Aqua bidest
auffiillen, mit konzentrierter Salzsdure auf einen pH-
Wert von 7,4 einstellen und mit Aqua bidest auf 1 1
auffiillen

Tris-HCI-Puffer (1 x)

100 ml 10 x Tris-HCI-Puffer | mit 900 ml Aqua dest vermischen
(pPH 7,4)
250 ul Triton-X-100 in Tris-HCI-Puffer 16sen

Tris-HCI-Puffer (0,1 M)

12¢g

Tris-HCl

100 ml

DEPC-Wasser

beide Reagenzien miteinander vermischen und mit
konzentrierter HCl auf einen pH-Wert von 7,3

einstellen
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Waschpuffer (IB)
Menge Reagenz Anleitung
20¢g BSA BSA in PBS-Puffer auflésen und Tween-20
200 ml 0,1 M PBS-Puffer (pH | hinzufiign
7,4)
200 pl Tween-20
Wasserstoffperoxidlosung (3,0%ig)
Menge Reagenz Anleitung
45 ml Methanol beide Reagenzien miteinander vermischen
5ml 30%iges H,0,

9.2 Bezugsquellen

9.2.1 Reagenzien

Reagenz

Hersteller

ABC-Elite Kit Standard; Vector Vectastain Vector Laboratories, Burlingame, England

Aceton Roth, Karlsruhe, Deutschland
AEC Biologo, Kronshagen, Deutschland
Agarose Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Ampicillin (2,5 mg)

Stratagene, Heidelberg, Deutschland

AmpliTaq Gold DNA Polymerase

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Anti-DIG-Fab-Antikorper

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

APAAP-Maus-Enzymkomplex

DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

APES

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Serva, Heidelberg, Deutschland

Blockingpeptid 60-C-Antikdrper

Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.,
Deutschland
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Reagenz

Hersteller

Blockingpeptid F-10-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland

Blockingpeptid HC-20-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau-Stammlésung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

DEPC Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Dextransulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dimethylformamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

DNA-GroBenstandard (100bp DNA-ladder)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

DNA-Ligase (T4)

Promega, Mannheim, Deutschland

DNA-Purifikationssystem QIAEX II

Qiagen, Hilden, Deutschland

DNase I, RNase-frei

Roche iiber Invitrogen Ltd., Paisley, UK

dNTP Mix (2 mM)

Applied Biosystems,, Foster City, CA, USA

DTT (Dithiothreitol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

EDTA-Losung

(Ethylendiamintetraessigsédure)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Eisessig

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin (Instant Eosin Aqueous)

Shandon, Frankfurt, Deutschland

Ethanol, vergillt

Schmitt, Dillenburg, Deutschland

Ethanol, rein

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ficoll 400 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Fuchsin DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

Glyceringelatine Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Reagenz Hersteller

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Glyzin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Go Taq Buffer Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Hématoxylin (Instant Hematoxylin)

Shandon, Frankfurt, Deutschland

HCI

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

IPTG (Isopropylthiogalactosid)

Bioline, Luckenwalde, Deutschland

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

LB-Medium

Q Biogene, USA

LB-Agar-Medium

Q Biogene, USA

Levamisol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ligase-Puffer

Promega, Mannheim, Deutschland

Lithium-Chlorid-Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Magermilchpulver

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Magnesiumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Magnesiumchlorid fiir PCR

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
Natriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

NBT-BCIP-Entwicklerldsung

KPL, Gaithersburg, USA

Paraffin

Vogel, Giellen, Deutschland

Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

PBS (Phosphate buffered saline)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

PCR-Puffer Gold

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
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Reagenz Hersteller

Pikrinsdurelosung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

pGEM-T Vektor Promega, Mannheim, Deutschland

Polyvinylpyrrolidon (2%) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Prestained Protein Ladder (10-170 kDa) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Primérantikdrper ERa (60C) Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.,
Deutschland

Priméarantikérper ERa (1D5) DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

Primérantikérper ERa (1F3) Abcam plc, Cambridge, England

Primérantikorper ERa (F-10) Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland

Primérantikorper ERa (H-184) Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland

Primérantikdrper ERo (HC-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland

Primérantikorper Ki-67 DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark

Proteinase K Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

QIAprep Spin Plasmid Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Random Hexamers Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Restriktionsenzyme (Not I, Nco I) New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Reverse Transkriptase MultiScribe®, 5 U/l Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

RNA-Polymerasen (T7 und Sp6) Promega, Mannheim, Deutschland

RNase A/RNase T1-Stammldsung Boehringer, Mannheim, Deutschland

RNase-Inhibitor (40 U/ul) Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

RNase-Inhibitor (20 U/ul) Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

RNeasy FFPE Kit (Cat.No. 74404) Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Micro Kit (Cat.No. 74004) Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Plus Mini Kit (Cat.No. 74134) Qiagen, Hilden, Deutschland
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Reagenz

Hersteller

Salmon-Sperm-DNA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sekundérantikorper Kaninchen-anti-Maus

DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

Sekundirantikdrper Meerrettich-Peroxidase-

konjugiert, Schaf-anti-Maus

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Sekundérantikorper  Ziege-anti-Kaninchen,

biotiniliert

DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

Sekundérantikorper Ziege-anti-Kaninchen

KPL Inc., Gaithersburg, Maryland, USA

Sekundirantikdrper Ziege-anti-Maus,

biotiniliert

DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

SuperSignal West Femto Chemilumineszenz-

Substrat

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich,
Deutschland

Sybr®Green

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Tetrazyclin (1,5 mg)

Stratagene, Heidelberg, Deutschland

Tissue Tek® O.C.T.TM Compound 4584

Leica Microsystems GmbH, Nussloch,

Deutschland

Trichlormethan Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris-Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Tris-HCI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Triton-X 100

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

TRIzol®

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween®20 P1379

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Vitro-Clud®

Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Wasserstoffperoxid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylencyanol-Stammldsung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Xylol

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Reagenz Hersteller

Yeast-t-RNA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ziegenserum Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland

Zitronensidure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

9.2.2 Gerite

Gerit Hersteller

Agagel Mini Elektrophoresekammer

Biometra, Gottingen, Deutschland

AutoDELFIA automatic immunoassay

PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau,

system Deutschland
Autoklav MAGYV, Rabenau-Londorf, Deutschland
Axiophot Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Bio Photometer

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland

Brutschrank

Memmert, Schwabach, Deutschland

CFX96" Real-Time System

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Einbettgerit Leica EG 1160

Leica, Solms, Deutschland

Entwisserungsgerit Leica TP 1050

Leica, Solms, Deutschland

Feuchte Kammer

Kreatech Diagnostics, Amsterdam,

Niederlande

Gefriermikrotom Kryostat 2800 Frigocut-E

Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland

Heizplatte Heidolph MR3003

MAGYV, Rabenau-Londorf, Deutschland

inoLab pH-Meter

WTW, Weilheim, Deutschland

Lichtmikroskop Leica DM LB

Leica, Solms, Deutschland

Palm® MicroBeam System

Palm Microlaser Technologies, Bernried,

Deutschland

Schlittenmikrotom Leica SM 2000 R

Leica, Solms, Deutschland

Sterilbank HER Asafe

Heraeus iiber MAGV, Rabenau-Londorf,
Deutschland

Sterilisator Heraeus

MAGYV, Rabenau-Londorf, Deutschland

Stromgeber POWER PAC 200

Bio-Rad, Hercules, CA, USA
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Gerite

Hersteller

T3-Thermocycler

Biometra, Gottingen, Deutschland

Transilluminator UVsolo

Biometra, Goéttingen, Deutschland

Trockenschrank

Memmert, Schwabach, Deutschland

Ultra-Turrax-Gerat T8

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Vortexer REAX control

MAGYV, Rabenau-Londorf, Deutschland

Wasserbad

Memmert, Schwabach, Deutschland

Wasserbad Paraffinschnitte Typ 1052

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge MIKRO 120

Hettich tiber MAGYV GmbH, Rabenau-
Londorf, Deutschland

Zentrifuge MIKRO 22R

Hettich iber MAGV GmbH, Rabenau-
Londorf, Deutschland

9.2.3 Sonstige Materialien

Sonstige Materialien

Hersteller

DAKO-Pen

DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark

Escherichia coli, Eco XL-1 Blue

Stratagene, Heidelberg, Deutschland

MembraneSlide 1.0 PEN Objekttrager

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Miinchen,
Deutschland

Mikroreaktionsgefialle Multi®-SafeSeal®-
Tubes

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mirkrozentrifugenréhrchen (LPC-Tubes)

Palm Microlaser Technologies, Bernried,

Deutschland

Nitrocellulose Membrane Filter Paper

Sandwich 0,45um Pore Size LC 2001

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Objekttrager SuperFrost

Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

UVette® (Einmalkiivetten)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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9.2.4 Software

CFX96 ™ Manager Software Version 1.6 Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Palm® Robo Sofware Palm Microlaser Technologies, Bernried,
Deutschland

SPSS Version 12.0 SPSS, Chicago, IL, USA
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