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Einleitung

1. Einleitung und Ziele

Die Spermatogenese ist ein Prozess, bei dem audeidgip Stammzellen haploide
Spermien entstehen. Dabei werden DNA bindende kisteegen Protamine ausgetauscht
(Tanphaichitr et al., 1978), was eine starke Kosdéaon des Chromatins und einen Stopp
der Transkription bewirkt (Steger, 1999). Die Rewrgation des Chromatins erfolgt mit
Hilfe von Chromatin-Remodeling-Faktoren, die uni@nderem modifizierte Histone
binden kdnnen (Pivot-Pajot et al., 2003; Morinigre al., 2009). Welche Chromatin-
Remodeling-Faktoren in mannlichen Keimzellen aktid, ist erst teilweise geklart.

Beim Menschen erfolgt der Austausch der HistoneclduProtamine nur zu 85%
(Tanphaichitr et al., 1978), was auf eine mdgli¢hmktion der Rest-Histone schlie3en
lasst. Der Austausch der Histone erfolgt nicht thgfd sondern an speziellen
Genomregionen (Gatewood et al, 1987; Gardiner-Garele al., 1998). Daher wird
vermutet, dass die verbleibenden Histone von Spemuoan essentielle Markierungen
tragen, die als epigenetische Informationen fir Naohwuchs dienen (Ostermeier et al.,
2004; Rousseaux et al., 2008). Epigenetische Abaliéten im mannlichen Genom
konnen Fehler bei der Befruchtung verursachen (Rek Walter, 2001; Cox et al, 2002;
De Rycke et al., 2002; DeBaun et al., 2003; Roussea al., 2004; Marques et al., 2004;
Allegrucci et al., 2005).

Viele Histon-Modifikationen finden an Histon 3 agdin 9 (H3K9) statt und werden in die
Eizelle Ubertragen (Santos et al., 2005). Ein Belgpt acetyliertes Histon 3 an Lysin 9
(H3K9ac), welches in der Spermatogenese der MauSpermatozyten bis elongierten
Spermatiden exprimiert ist (Delaval et al., 200@arum stellen H3K9-Modifikationen
geeignete Kandidaten fir die Analyse von epigede¢is Markierungen dar.

Ergebnisse dieser Arbeit sollen epigenetische Fehldlecken, die zu einer mangelnden
Entwicklung von Embryonen fuhren, die aus unvotldi§ ausgereiften Spermien

entstanden sind.

1. Ein Ziel dieser Arbeit war es, das Expressiorsteruwvon H3K9ac in Hodenbiopsien mit
normaler und fehlerhafter Spermatogenese und inkulgta von fertilen und infertilen
Mannern zu analysieren. Es sollte gezeigt werdewjeweit dieseModifikation in der
Spermatogenese vorhanden ist und somit als pdtertieormation fiir die Ubertragung in
den Embryo in Frage kommt und ob es UnterschiediermExpression zwischen fertilen

und infertilen M&nnern gibt.
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Einleitung

2. Des Weiteren sollten mittels Chromatin-Immunpp#@ation und Microarray-Analysen
Gen-Bindungsstellen identifiziert werden, die miBK9ac assoziiert sind. Zusétzlich
sollten die Unterschiede der Bindungsfahigkeit #A3K9ac an diese Gene bei fertilen und

infertilen Mannern analysiert werden.

3. AulBerdem sollten Histonmodifikationen identiizti werden, die mit dem Chromatin-
Remodeling-FaktoBRDT (bromodomain testis-specifiGen assoziiert sind. Zusatzlich
sollte das mRNA-Expressionsmuster von BRDT im Elakwon fertilen und infertilen

Mannern analysiert werden.
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Literaturiibersicht

2. Literaturtbersicht

2.1 Morphologie des Hodens und Ablauf der Spermat@mese
beim Menschen Homo sapiens)

2.1.1 Bau des Hodens

Die Spermatogenese des Menschen lauft in den betidelen ab, die im Hodensack
(Skrotum liegen und von einer Bindegewebskapsel, @enica albugineaund einem
Mesothel Epiorchiun) umschlossen sind. Radiar verlaufende SepteptUla testis
unterteilen den Hoden in ca. 250-350 Hodenlappcheobuli testi3. In den
Hodenlappchen befinden sich 500-800 SamenkanalChelnuli seminiferi contor}i in
denen die Spermatogenese stattfindet. Sie bestlwem®iner sie umschlielenden Wand
(Lamina proprig und dem Keimepithel. Die Samenkanéalchen mindetagRete testis
welches Uber di®uctuli efferentezum NebenhodenkopCaput epididymisfihrt (Hees
und Sinowatz, 2000; Bergmann, 1998).

Zwischen den Samenkandlchen befinden sich Leydiggerzekollagenes Bindegewebe,
Nervenbahnen, sowie Blut- und Lymphgefa3e. Die igydellen sind steroidogene
Zwischenzellen und sondern das mannliche Sexuathroriestosteron ab, das gebunden
an ABP Androgen Binding Prote)nin Sertoli Zellen gelangt. Dort sorgt es fur die
Initiierung und Aufrechterhaltung der Spermatogenéergmann, 1998; Nieschlag und
Behre, 2000).

2.1.2 Das Keimepithel

Das Keimepithel ist von detamina propria umgeben, die aus vier bis funf Lagen
kontraktiler Zellen (Myofibroblasten), Fibroblastemd kollagenen Zellen besteht. Die
Myofibroblasten kontrahieren periodisch, was wahesglich durch Oxytoxin ausgeldst
wird und sorgen somit fur peristaltische BewegundenTubuli seminiferi Dabei werden
die Spermatozoen zuRete testisind in den Nebenhoden transportiert (Bergmann8)199
Des Weiteren besteht das Keimepithel aus versamegd&enerationen von Keimzellen
und aus Sertoli ZellerApb. 1).
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Literaturiibersicht

Abb. 1: Schematische Darstellung des menschlichen Kethmepi 1 = Basalmembran, 2 =
Zellkern einer Sertoli Zelle, 3 = Spermatogonie; 8permatozyte, 5 = Interzellularbriicke,
6 = runde Spermatide, 7-8 = verschiedene Diffemnnigsstufen auf dem Weg von der
elongierten Spermatide zum Spermatozoon (Hees unuavatz, 2000).

Die Sertoli Zellen grenzen an die Basalmembranldenina propriaund fiihren bis ins
Lumen. Sie sind an ihrem grol3en ellipsoiden Zefikerkennbar. Sertoli Zellen haben
mehrere wichtige Funktionen:

Unter anderem phagozytieren sie abgestorbene Zetldndie Residualkdrper der reifen
Spermatozoen, die diese Zytoplasmareste bei ddéurigeabstreifen. Des Weiteren sind
benachbarte Sertoli Zellen in ihrem basalen Dritiiider tight junctions (Zonulae
occludentesverbunden und bilden die Blut-Hoden-Schranke sBiBarriere sorgt dafir,
dass der Stofftransport im interzellularen Raumgeschrankt ist, genauer gesagt,
zwischen dem basalen (Spermatogonien und préalegtoBpermatozyten ) und dem

adluminalen Kompartiment (alle weiteren Keimzeliistan).
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Literaturiibersicht

Diese immunologische Grenze verhindert eine Autoimreaktion, die durch die

Oberflachenantigene der Keimzellen ab dem Stadiuer dygotanen/pachytanen
Spermatozyten ausgeldst werden kann. So werderadiileninalen Keimzellstadien von

Sertoli Zellen und nicht direkt aus der Blutbahrt Mé@hrstoffen versorgt. Dabei spielen
Eigensynthese, selektiver Transport und vektoriedlekretion eine wichtige Rolle.

(Griswold, 1998).

Des Weiteren verfigen Sertoli Zellen Uber endokdiumktionen. Sie besitzen hierzu
Rezeptoren fur Testosteron und FSH (Follikel stievehdes Hormon) und synthetisieren
verschiedene Proteine wie das Inhibin, welches Flieisetzung von FSH aus dem
Hypophysenvorderlappen reguliert (Bergmann, 199&:dHind Sinowatz, 2000).

2.1.3 Ablauf der Spermatogenese

Die Spermatogenese beginnt mit Stammzellerfsggermatogonien 46xy, 2n, 2c DNA)
(Abb. 2), die an die Basalmembran desbuli seminiferigrenzen. Man unterscheidet zwei
Typen von Spermatogonien, A und B. SpermatogonenTg/ps A gliedern sich weiter in
Typ Ad (d = dark = dunkel) mit einem ovalen dunklkeern und Ap (p= pale = hell) mit
einem runden heterochromatischen Kern. Ad-Spermateg differenzieren sich durch
mitotische Teilungen zu Ap-Spermatogonien, danmiermedidaren Spermatogonien und
schlie3lich zu Spermatogonien des Typs B. Spermaieg des Typs B sind ebenfalls
mitotisch aktiv, aber 16sen sich anschlielend venRBasalmembran ab und treten in die
Meiose ein. In der Prophase der Meiose wird die DiNiliziert. Man bezeichnet dieses
Stadium algPraleptotan. Préaleptotdne Zellen werden &permatozyten erster Ordnung
bezeichnet und sind tetraploid (46xy, 2n, 4c DNAistologisch kann man sie nur schwer
von Spermatogonien Typ B unterscheiden, jedoch rhatie keine Verbindung zur
Basalmembran. Es folgen anschlieRend verschiedemseR der Meiose, die sich an Hand
des Chromatins unterscheiden lassen:

Im Leptotan kondensiert das Chromatin und wird sichtbar.dygotén paaren sich die
homologen Chromosomen durch Ausbildung des syneptaten Komplexes. Zur
Chiasmabildung miCrossing ovetkkommt es dann inPachytéan Zusatzlich kondensiert
das Chromatin weiter und der Zellkern vergrof3ech.sim Diplotéan trennen sich die

Chromosomen voneinander.
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Literaturiibersicht

h Spermatogonie 46 xy
Typ A 2n, 2¢ DNA

@ h Spermatogonie 46 xy
Typ B 2n, 2¢ DNA

| Spermatozyte | 46 xy
2n, 4c DNA

Meiose

Spermatozyte Il 23 x/y
1n, 2¢ DNA

O runde Spermatiden 23 x/y
o 1n, 1c DNA

elongierte Spermatiden
O 23 xly
1n, 1¢ DNA

Abb. 2: Schematisch®arstellung der Spermatogenese. Eine Stammzéliesieh in eine
Tochterzelle und eine Spermatogonie Typ A. Diegegieh mehrfach mitotisch und wird
zur Spermatogonie Typ B. Am Ende ihrer Differenarggsphase wird sie zur diploiden
primaren Spermatozyte und tritt in die Meiose | &iach der ersten Reifeteilung wird die
primare Spermatozyte zur sekundaren Spermatozyde dunchlauft die 1. meiotische
Teilung. Am Ende der Meiose liegen haploide rundeer®atiden vor, die uUber
Zytoplasmabricken miteinander verbunden sind. Dperi@atiden durchlaufen einen
morphologischen Umwandlungsprozess (Spermiogenes&bei am Ende reife
Spermatozoen in das Tubuluslumen entlassen we8gmrrhiation) (Bergmann, 1998).

Spermatogenese
©
N\
©

<« Spermiogenese =

Am Ende der ersten Reifeteilung ist der Chromosaaen halbiert, der DNA-Gehalt
jedoch diploid. Es entstehen zwei Tochterzellee, Sfpermatozyten zweiter Ordnung
(23x oder y, 1n, 2c DNA). Sekundéare Spermatozyteten in die zweite Reifeteilung ein.
Der DNA-Gehalt wird dabei auf 1n halbiert und eststehen wiederum zwei
Tochterzellen, diSpermatiden (23x, 1n, 1c DNA oder 23y, 1n, 1c DNA). Nun foldje
Spermiogenesgin der sich die Spermatiden zu reifépermatozoendifferenzieren. Drei
Prozesse sind dabei von Bedeutung: die KondensdésrZellkerns, die Akrosombildung

und die Bildung des Flagellums.
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Dabei reduziert der Zellkern sein Volumen auf eghitel durch Ersetzen der Histone
zunachst durch Transitionsproteine und anschliedanch Protamine.

DasAkrosom wird in mehreren Phasen ausgebildet: Zuerst fidasGolgiphasestatt, bei
der ein akrosomales Blaschen aus fusionierten loyges entsteht. Dann folgt die
Kappenphase wobei sich das Blaschen abflacht und sich auf Zgtkern auflagert. In
der Akrosomphasewird das Akrosom ausgebildet. Es enthélt hydrstjie Enzyme, die
das Eindringen in di€ona pellucidader Eizelle ermdglichen. AbschlieRend erfolgt die
Reifungsphase in der das Akrosom seine artspezifische Form lerhéd der
Residualkérper abgeschnurt wird.

Die Keimzellen bleiben wahrend des Differenzierymiggesses von der Spermatogonie
zur Spermatide miteinander verbunden und bildem&lo

Am Ende des Differenzierungsprozesses entstehargielte Spermatiden, die in das
Lumen des Keimtubulus abgegeben werdgpe¢miation) und dann als Spermatozoen
oder Spermien bezeichnet werden.

Die Effektivitat der menschlichen Spermatogenesetlibei 6x 10 Spermatozoen pro

Gramm Hodengewicht pro Tag (Bergmann, 1998).
2.1.4 Die Stadien der Spermatogenese

Die menschliche Spermatogenese ist ein kontinaleti Prozess. Im Querschnitt der
Keimtubuli lassen sich bei normaler Spermatogethes® Menschen sechs verschiedene
Assoziationen von Keimzellstadien unterscheidenséiel) 1990). Die Anzahl der Stadien
ist artspezifisch.

Die Definition der Stadien von I-VI richtet sichetadem Reifungsgrad der Spermatiden
und wurde von Clermont (1963) an Hamatoxylin-Edsii) gefarbten Schnitten definiert
(Abb. 3, 4.

Stadium I: Man findet von basal nach adluminal Spermatogofiigp A/B, pachyténe
Spermatozyten (P), runde Spermatiden (Stufe 1)almagierte Spermatiden (Stufe 7). In
diesem Stadium befinden sich zwei Spermatidentypseil die Entwicklung der
vorherigen Generation Spermatiden in diesem Stadioch nicht abgeschlossen ist.
Stadium I zeigt von basal nach adluminal Spermatogonien TyB, Abachytane
Spermatozyten, runde Spermatiden (Stufe 2) undgedde Spermatiden (Stufe 8).

Zusatzlich treten die abgeschnirten ResidualkdatpeBSpermatiden der Stufe 8 auf.
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AnschlieBend werden die reifen Spermatiden in dasndn der Tubuli seminiferi
abgegeben. Daraufhin erfolgt die nachste ,Wellef 8permatogenese mit dem Eintritt
von Spermatogonien des Typs B in die Meiose.

Stadium Il weist von basal nach adluminal folgende Keimzp#ty auf: Spermatogonien
des Typs A, préleptotane Spermatozyten (pL), pacteySpermatozyten und Spermatiden
(Stufe 3).

Stadium IV umfasst von basal nach adluminal folgende Keirmgedh: Spermatogonien
Typ A, leptotane Spermatozyten (L), pachytdane Speonyten und elongierte
Spermatiden (Stufe 4).

Stadium V: Man findet von basal nach adluminal Spermatogorigp A, leptotane
Spermatozyten, pachytane Spermatozyten und eldta@permatiden (Stufe 5). Nach dem
Stadium V durchlaufen die pachytanen Spermatozyieerste Reifeteilung.

[ H4K5ac [ IH4KBac |7/ H4K12 ac [[[[[] |H4K16 ac

Abb. 3: Stadien der Spermatogenese beim Menschen und Bipresiuster von den
modifizierten Histonen H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac uddKl6ac. A= Spermatogonien
Typ A, B = Spermatogonien Typ B, PL = préaleptot&8m@ermatozyten, L = leptotane
Spermatozyten, Z = zygotane Spermatozyten, P = yp@oh Spermatozyten, SS
Sekundare Spermatozyten, 1-3 = runde Spermatidéns £&longierte Spermatiden, 8
reifer Spermatozoon, RB = Residualkdrper (Heclal.e2009).
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Stadium VI zeigt von basal nach adluminal Spermatogonien Pp zygotane
Spermatozyten (Z), pachytane Spermatozyten, seken&permatozyten (SII) und
elongierte Spermatiden (Stufe 6). AnschlieBendlgirfdie zweite Reifeteilung und der
Zyklus beginnt von vorne mit Stadium 1.

Abb. 4. Stadien der humanen Spermatogenese in einem biéytiatEosin-gefarbten
Hodenbiopsie-Schnitt. Die romischen Ziffern mar&rerdie Stadien der Spermatogenese,
die arabischen Ziffern die Stufen der Spermatid&n= runde Spermatiden, 5 + 7 =
elongierte Spermatiden, 8 = reife Spermatozoenr, Sgermatozyten, sg = Spermatogonien

2.1.5 Dauer der Spermatogenese

Ein Spermatogenesezyklus dauert 16 Tage und bemtiden Zeitraum, innerhalb dessen
alle Stadien der Spermatogenese an einem bestintdrteshes Keimtubulus vorkommen.
Des Weiteren bendtigt eine Spermatogonie 4,6 ZykldnTage), um sich zu einem reifen
Spermium zu entwickeln und zusatzlich zwdolf Tage, den Nebenhoden zu passieren.
Zusammenfassend bedeutet dies, dass von der Te#dumgy Stammzelle bis zum
Auftauchen des Spermiums im Ejakulat 86 Tage vengéBergmann, 1998).
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2.1.6 Storungen der Spermatogenese

Zur Klarung der Frage, ob bei Kinderwunschpatiengne obstruktive oder nicht-
obstruktive Azoospermie vorliegt, wird haufig eitdéodenbiopsie durchgefihrt. Die
haufigste histologische Diagnose ist die ,bunteophie” (Sigg, 1979), die verschiedene
Spermatogenesestorungen (s. u.) in benachbartarii Zelgt.

Ein haufiger Defekt ist das Sertoli-Cell-Only-Syadr (SCO), bei dem die Keimtubuli nur
Sertoli Zellen enthalten (Del Castillo et al., 19Fblstein et al., 1988).

Weitere Stérungen sind Spermatogenesearrestechendlie Ausreifung der Keimzellen
in einem bestimmten Stadium stoppt (Spermatogonipnmare oder sekundare
Spermatozyten, runde Spermatiden)(Holstein et 4988). Die Ursachen von
Spermatogenesearresten sind haufig idiopathisch 38%). Bekannte Ursachen sind
Chromosomenanomalien, Mikrodeletionen im Azoospefahkior-Lokus (AZF) des Y-
Chromosoms und Mutationen im Gen fur die zystisEllwose (CF). Bei Patienten mit
einem  Spermatidenreifungsarrest wurden  Stérungenr d&anskriptionalen
Regulationsmechanismen festgestellt (NieschlagBetde, 2000).

Die Beurteilung der Spermatogeneseeffektivitat wimgsk Hilfe verschiedener Score-
Verfahren ermittelt (Johnson, 1970; Holstein unti®en, 1983; Bergmann und Kliesch,
1998). In dieser Studie wird das Verfahren nachgBemn und Kliesch (1998) eingesetzt,
bei dem der prozentuale Anteil ddmubuli seminiferi mit elongierten Spermatiden
bestimmt wird. Der Score trifft jedoch keine Aussagiber die Quantitat der
Spermatogenese.

2.1.7 Hormonelle Regulation der Spermatogenese

Die hormonelle Regulation der Spermatogenese lalst Kreislauf mit negativer
Ruckkopplung ab, wobei der Hypothalamus, die Hygsphund der Hoden beteiligt sind.
Spezielle Neurone des Hypothalamus sondern das détppin-Releasing Hormon
(GnRH) ab, welches wiederum die Produktion vom Iniseerendem Hormon (LH) und
Follikel-stimulierendem Hormon (FSH) im Adenohypgplnvorderlappen stimuliert. Die
pulsatile Ausschittung von GnRH (4-6 Pulse in 6.)Stdhrt zu Bildung von LH mit

Schwankungen im Blut von ca. 20mindtigen Intervali@ennemuth und Aumdller,
1998). Nimmt die GnRH-Sekretion ab, fiihrt dies Budung von FSH.
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LH stimuliert die Produktion von Testosteron in dezydig Zellen der Samenkanélchen
des Hodens. Testosteron wiederum wirkt sich negativdie Sekretion von Hormonen im
Hypothalamus und der Adenohypophyse aus.

FSH bewirkt die Bildung von Androgen-bindendem Bio{ABP), welches den Transport
von Testosteron von Sertoli Zelle zu Sertoli Zeligerstitzt. Zudem wird die Produktion
von Aktivin und Inhibin angeregt, welche die Hornatigabe im Hypothalamus und in der
Adenohypophyse beeinflussen (Nieschlag und Bel0@0;2Holdcraft und Braun, 2004;

Brehm und Steger, 2005).

2.2 Ejakulat

Die Samenflussigkeit des Mannes ist schwach atkaligpH 7,3-7,8), um die
Beweglichkeit der Spermien im sauren Milieu deré&da zu gewéhrleisten. Die Spermien
sind im Seminalplasma suspendiert, welches sichSakseten der Cowperschen Drisen
(5%), der Prostata (30%) und den Blaschendriserfo)6@usammensetzt. Das
Seminalplasma bildet den Hauptteil des Ejakulatedrend der zellulare Anteil nur etwa
5% ausmacht. Nach der Ejakulation sind die Spermmecht gleichmaRig im
Seminalplasma verteilt, weil sich dieses aus veegegmen Drisen zusammensetzt. Eine
gleichméafRige Verteilung erfolgt erst nach Verflgssig bei Raumtemperatur nach 15-20
Minuten. (Henkel, 1998).

2.2.1 Zellulare Bestandteile des Ejakulats

2.2.1.1 Spermatozoen

Ein reifes Spermatozoon besteht aus Kopf, Mittelstind Schwanz (Flagellunbb. 5).
Der Kopf enthadlt das Erbmaterial, der Schwanz didet Fortbewegung und das
Mittelstlick versorgt den Schwanz durch Mitochonalrieit Energie. Das Spermatozoon
hat die Aufgabe, die weibliche Eizelle zu befrucht®abei muss es die Distanz von
Vagina zum Ovidukt, sowie physiologische BarriefenB. dieZona pellucidader Eizelle)
Uberwinden. Deswegen besitzt das Spermium im Aknodbnzyme, mit der die
Penetration vorCumulus oophorusind Zona pellucidaerméglicht werden. Des Weiteren
besitzt das Spermium am Kopf Rezeptoren fur eimeldig an diZona pellucidaund das
Oolemma (Henkel, 1998).
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Der Kopf des Spermatozoon ist etwanBbreit und am lang. Der Zellkern enthélt 1,35pg
DNA. Die DNA ist auf Grund der Transportfunktionsd8permatozoon hoch kondensiert.
Um dies zu erreichen werden die fir somatischek&eie typischen Histone gegen
Protamine ausgetauscht. Protamine enthalten eioleenhAnteil an Cystein, welches tber
die Ausbildung von Disulfidbriicken den Kern stadéit (Henkel, 1998).

Das Flagellum ist 50-0n lang. Es wird von dem Axonem durchzogen, welchasuli
mit einer 9x2+2 Struktur besitzt. Dabei werden lgggden Zentraltubuli von neun peripher
gelegen Doppeltubuli umschlossen, die @auand-Tubulin bestehen. Zuséatzlich sind die
Doppeltubuli auf3en von neun Mantelfasern umgebenpabglicherweise das Flagellum
vor dem Abrechen schutzen.

Die Bewegung des Flagellums wird durch eine Konfranséanderung der Dyneinarme
der Doppeltubuli erreicht, bei der die Tubuli arm@ider vorbeigleiten. Chemische Energie
wird dabei von Adenosintriphosphat (ATP) bereit tghts und in kinetische Energie
umgewandelt. Das Gleiten der Tubuli fihrt zu eik@iimmung des Flagellums und

letztendlich zu einem Ruderschlag (Henkel, 1998).

Kopf

Ak N t—lalsstuck

Hauptstick

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines Saugerspermatozooks= AAkrosom, Ax =
Axonem, FH = Fibrdse Hulle, MF = Mantelfasern, MMitochondrien (Fawcett, 1975).
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2.2.1.2 Weitere Zellen

Neben den reifen Spermatozoen kdnnen sich im Egakeditere Zellen in geringer Anzahl
befinden. Dazu gehdren verschiedene Stadien dem@pegenese, die mit den Spermien
aus dem Hoden heraus transportiert werden. Am digtefi sind dabei Spermatiden, die
noch kein Akrosom oder Flagellum ausgebildet half&ie. konnen bis zu 10% des
Gesamtejakulates bei einem fertilen Mann einnehmen.

Um diese unreifen Spermatiden von Leukozyten ucheigen zu koénnen, wird eine
spezifische Farbung durchgefihrt, die sogenanntexkasereaktion. Leukozyten sind
ebenfalls immer im Ejakulat zu finden. Die Typerdufinteile bei fertilen und infertilen

Mannern sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tab. 1. Leukozytenanteile im Ejakulat von fertilen undertilen Mannern (verandert nach
Wolff, 1995).

Leukozyten Typ | Anteil an den Haupsachliche | Anzahl bei Anzahl bei
Gesamtleukozyten Herkunft fertilen Mannern | infertilen
im Ejakulat (Spannweite) Mannern
(Spannweite)
Gesamt 100% S. U. 8.970-20.520.000 43.120-
104.580.000
Granulozyten 50-60% Prostata, 6.250-19.950.000 31.787-
Blaschendrusen 91.507.000
Makrophagen 20-30% Epididymis, Ret&.800-997.500 10.395-8.123.7%0
testis
T-Lymphozyten | 2-5% Epididymis, ReteNicht Nicht
testis nachweisbar- nachweisbar-
108.666 5.142.250
B-Lymphozyten | Sehr geringer Epididymis, Rete| Nicht Nicht
Anteil testis nachweisbar- nachweisbar-
25.200 2.964.750

Wenn die Leukozytenkonzentration einen Wert vonl@¥ml (ibersteigt, so bezeichnet
man den Befund als Leukozytospermie, welche mitrémer Infertilitat korreliert. Far

die Fertilitdt ist eine geringe Anzahl von Leukaayprodukten und reaktiven
Sauerstoffspezies von Bedeutung. Reaktive Sautysézies wie z.B. Wasserstoffperoxid
(H20,), das Hyperoxid-Anion (&) oder das Hydroxylradikal (OH) sind hochreaktivdun
konnen die Spermatozoenmembran schadigen (Aitkesl.ett989). Darum sollten bei
Aufbereitungsmethoden wie z. B. der Swim-up-TechsikMethoden) zuerst die intakten

Spermatozoen vom den geschadigten, sowie den Lgigkozgetrennt werden.
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Anschlie3end kénnen die intakten Spermatozoen vemii&lplasma getrennt werden
(Henkel, 1998).

2.2.2 Seminalplasma

Das Seminalplasma besteht aus Sekret der Cowpardgtiesen, der Prostata und der
Blaschendrisen. Es dient der Aufrechterhaltung d@smolaritst und des
lonengleichgewichts sowie dem Schutz, Transportderd,Ernahrung“ der Spermien. Die
Osmolaritat und das lonengleichgewicht werden duEibktrolyte erreicht, die in
ahnlichen Konzentrationen im Blutserum vorhanderd.sDie einzige Ausnahme bildet
Kalium, welches in héheren Konzentrationen enthalsé Zur ,Erndhrung” der Spermien
befindet sich Fruktose im Seminalplasma, das ausRlaschendrisen stammt. Neben
Fruktose kann man die Kohlenhydrate Glucose, Surhiositol, Ribose, Fukose und N-
Acetyl-Neuraminsédure im Seminalplasma finden. Spéomoen sind wie somatische
Zellen in der Lage, Glykolyse zu betreiben, sowiek@se oxidativ abzubauen.

Des Weiteren werden von der Prostata und dem BpidgdGlycerinphosphat und Citrat
und von der Prostata Cholesterol, ProstaglandikeZimk sezerniert. Zusatzlich befinden
sich zahlreiche Aminosauren im Seminalplasma, wigci®, Alanin, Asparaginsaure,
Carnitin und Ornithin. Carnitin ist ein Produkt d&pididymis und wurde friher als
Nebenhodenmarker verwendet. Heute benutzt ma@Glucosidase, welches vom
Nebenhodenepithel sezerniert wird und dessen Kaoraem einfacher und
kostengtinstiger zu bestimmen ist.

Die Proteinkonzentration ist im Seminalplasma ety@@gaauso hoch wie im Blutserum mit
den vorherrschenden Proteinen Seminogelin | undridgelin 1, die fur die Koagulation
des Ejakulats nach der Ejakulation zustandig sind.

Des Weiteren befinden sich die Hormone Testosterdestradiol, DHEA
(Dehydroepiandrosteron), Cortisol, Prolaktin undHF&ollikel stimulierendes Hormon)

im Seminalplasma (Aumdiller und Riva, 1992; Henk8R8).
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2.3 Chromatinkondensation und Histon-Protamin-Austaisch wahrend der
Spermatogenese

2.3.1 Histone

In somatischen Zellen kommt das Chromatin in demsoleedenen Stadien des
Zellzykluses unterschiedlich stark kondensiert vdterdings weisen alle Stadien die auf
Histonen basierende Chromatinstruktur auf. Die dfist kommen als Nukleosom
(bestehend aus den vier Histondimeren H2A, H2BukiB H4, die ,Kernhistone®) vor, um
das die DNA gewickelt ist (1,65 Windungen entspridd6 bp = Basenpaare). Das
Linkerhiston H1 stabilisiert die Verbindung zwischeNukleosom und DNA
(Ubersichtsartikel: Braun, 2001; Wolfe, 1998).

Wahrend der Chromatinkondensation der Spermatogenssrden zundchst die
somatischen Histone H1, H2A, H2B und H3 gegen dsgézifische Subtypen
ausgetauscht, die sich nur in wenigen Aminosduren den somatischen Typen
unterscheiden. Fur H4 sind keine testisspezifiscBabtypen bekannt. Der Austausch
findet in den pachytanen Spermatozyten statt (\(#fhersichtsartikel: Kimmins und
Sassone-Corsi, 2005; Koppel et al., 1994; Albiglet1995; Gatewood et al., 1990; Steger
et al., 1998; Zalensky, 2002; Iguchi et al., 20B88yin et al., 2004).

FUr H1 sind bis jetzt drei testisspezifische Likstone bekannt: H1t, H1t2 und HILS1
(Khochbin, 2001; Iguchi et al., 2003; Martianov &, 2005). H1t sorgt fir eine
schwachere Chromatinkondensation und erleichertitdden spateren Austausch mit
anderen Proteinen. H1t-Knockout-Méause sind feRdntz et al., 2001), da beim Fehlen
dieses Subtyps die Expression von anderen Subtyjteredundanter Funktion verstarkt
wird (Drabent, et al., 2000; Lin et al., 2000, 2p0Zudem wurde festgestellt, dass die
Spermatogenese auch nicht beeintrachtigt wird, wéhein abnormales Verhaltnis zu den
Kernhistonen aufweist (Lin et al., 2004).

Fur H2A und H2B gibt es die hodenspezifischen SudrtyTH2A und TH2B (van Roijen
et al., 1998). Des Weiteren kommen in der Spernestese die beiden Typen H2A.X und
makroH2A (H2A1.2) vor. Von H2A.X ist bekannt, dass an der Reparatur von DNA-
Strangbrichen beteiligt ist und Knockout-Mause riiffesind (Ragakou et al., 1998;
Celeste et al., 2002; Lewis et al., 2003a), wahremakroH2A an der Paarung der
Sexchromosomen beteiligt ist und nicht bei Tieremkemmt, die keine Protamine in

reifen Spermien besitzen (Hoyer-Fender et al., 2000tt et al., 2004).
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H3 weist eine testisspezifische (H3t) (Albig et 41995; Witt et al., 1996) und mehrere
nicht-testisspezifische (z. B. H3.3; Albig et d1995) Varianten auf. H3.3 ist vor allem in
den transkriptional aktiven Spermatozyten exprit{ieewis et al., 2003b).

Fur H4 gibt es keine testisspezifischen Subtypedpgh wurde ein analoges H4t Gen
gefunden, welches in der Proteinstruktur mit dematischen H4 Ubereinstimmt (Wolfe
et al., 1989; Drabent et al., 1995).

2.3.2 Transitionsproteine und Protamine

In den Stadien der runden Spermatiden werden datgechen und testisspezifischen
Histone teilweise gegen Transitionsproteine ausgetda (Heidaran et al., 1988; Meistrich
et al., 1992; Meistrich et al., 2003). Der Austdusier Histone beginnt auf molekularer
Ebene mit einer Acetylierung der Lysin-Reste deseiiinalen Bereichs der Histone
(Ubersichtsartikel: Braun, 2001; Meistrich et al992). Weitere Modifikationen der
Kernhistone folgen und Topoisomerase Il sorgt diesdtig fir das aufwinden der DNA-
Superhelix, was spater auch die Bindung von Pratamierleichtert (McPherson und
Longo, 1993; Marcon und Boissonneault, 2004).

Die Funktion der Transitionsproteine ist noch nicdischlielend geklart. Es wird
angenommen, dass sie an der Reparatur von DNAgdhrachen beteiligt sind
(Ubersichtsartikel: Braun, 2001; Caron et al., 200Zudem gelten sie als
Vermittlerproteine iftermediate proteinjszwischen Histonen und Protaminen (Meistrich
et al., 2003).

Im weiteren Verlauf der Spermatogenese (in Spedweatider Stufen 3-5) bzw. zeitlich
parallel erfolgt der Stopp der Transkription (Ulemssartikel: Steger, 1999; Roux et al.,
1988; Lescoat et al.,, 1993; Prigent et al., 1996g& et al., 2000) und der Austausch
gegen Protamine, die phosphoryliert sind, welchiesBindung dieser Proteine an die
DNA erleichtert. Mit zunehmender Kondensation désdthatins werden die Protamine
jedoch wieder dephosphoryliert (Angelopoulou et2007).

Die Protamine werden langst der DNA gepackt undrabsieren das Phosphordiester-
Ruckgrat der DNA (Balhorn, 1982). Des Weiteren veerdlie Protamine untereinander
Uber Disulfidbriicken an ihren Cysteinresten mitedex verbunden (Balhorn et al., 1991;
Ward and Coffey, 1991). Zusatzlich sind die ProtaBNA-Komplexe in konzentrischen
Kreisen in Form einer Doughnut-Struktur angeordriké Uber van-der-Waals-Kréfte
gehalten werderApb. 6) (Ward, 1993).
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Mit dem Austausch der Histone durch Protamine \eiree Volumenverringerung um das
Zwanzigfache erreicht (Powell et al., 1990; Balhetal., 1999).
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Abb. 6: Modell zur Chromatinkondensation in somatischetien (links) und Spermien
von Saugetieren (rechts). In somatischen Zellendist DNA um Histon-Oktamere
gewunden und zu Solenoiden aufgewickelt. Die Satendbilden DNA-Schleifen-

Doménen. In Spermienkernen werden die Histone hwaturch Transitionsproteine und
anschlieBend durch Protamine ersetzt. Der Prot@NA-Komplex bildet Doughnut-

Strukturen aus. Die Ablosung der Histone von derADMird durch posttranslationale
Veranderungen begleitet: Histon-Acetylierung, Ultigierung und Phosphorylierung. Die
Ablosung der Transitionsproteine wird moglichereeidurch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung begunstigt (Braun, 2001).

Der Mensch besitzt zwei Protamine (Prm1 und Prad@)en Anzahl in einem festgelegten
Verhéltnis zueinander steht (Corzett, 2002; Lewisale 2003b; Dadoune, 2003). Das
Prm1-Gen und das Prm1-Protein kommen bei allen Saugatieor, wahrend daBrm2-
Gen nicht beim Bullen und Eber und das Prm2-Protain beim Menschen, allen
Primaten, einigen Unpaarhufern (z. B. Pferd, Zebiapir), einigen Hasenartigen (z. B.
Kaninchen, Hase), den meisten Nagetieren (z. B.sMand Russeltieren (z. B. Elefant)
vorkommen (Balhorn, 1989; Lee und Cho, 1999; Balh@007).

Protamine scheinen fir die méannliche Fertilitdteemvichtige Rolle zu spielen, wie
zahlreiche Studien zeigen (Balhorn et al., 1988plB®pytova et al., 1993; Khara et al.,
1997; Carrell und Liu, 2001; Steger et al., 20002 Zhang et al., 2006).
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Untersuchungen an Knockout-Mausen zeigen, dasstdbelie Deletion von einem der
beiden Protamin-Allele zu mannlicher Infertilitéthirt (Cho et al., 2001). Des Weiteren ist
von Bedeutung, dass in runden Spermatiden voneemmiannern das Verhaltnis der Prm1
zu Prm2-mRNA 1:3,2 betragt und in reifen Spermatoza:1 (Steger et al., 2008). In
infertilen Mannern wurde dagegen ein Verhaltnis o4 in Spermatiden und 1:1,7 in
reifen Spermatozoen gefunden (Steger et al., 2008).

Zusatzlich fuhrt ein abnormales Prml- zu Prm2-Rmotéerhaltnis bei M&nnern zu
Infertilitat (Balhorn et al., 1988; Khara et alQ97; Carrell and Liu, 2001).

Diese Erkenntnisse werden des Weiteren von Stugigerstitzt, die festgestellt haben,
dass der Grad der Chromatinkondensation umgekehropogional zur
Befruchtungsfahigkeit der Spermien ist (Bedfordlet1973; Carrell et al., 1998).

Der Grund fir die drastische Chromatinumstruktuingy in der Spermatogenese ist noch
nicht bekannt (Hennig und Ausié, 2003). Mdoglicheisge kann sich das Spermium
schneller fortbewegen oder die Eihulle leichterctidringen. Zudem ist es denkbar, dass
der Spermienkopf so vor physikalischer oder chem@scZerstorung geschitzt wird.
AulRerdem kénnte bezweckt werden, dass bestimmternad¢ Gene erst im frihen
Embryo exprimiert werden konnen (Braun, 2001). Znd&dnnen epigenetische

Markierungen der vaterlichen Gene entfernt werden.

2.4 Genetische Kontrollmechanismen wéahrend der Speratogenese

2.4.1 Transkription

Auf Grund des Protamin-Austausches kommt es in Sjg@rmatogenese wéahrend der
Chromatinkondensation zu einer zeitlichen Trennuog Transkription und Translation.
Deswegen wird ein Gen spatestens in runden Spelemagxprimiert, das dazugehorige
Protein findet man jedoch erst in elongierten Sgicen (Steger, 1999). Der bedeutendste
Transkriptionsfaktor in der Genexpression in hajgoi Spermatiden ist dertAMP-
responsive-Element-Modulat€REM. Mause, bei denen d&REMGen defekt ist, sind
infertil auf Grund eines Reifungsarrestes in demdan Spermatiden (Blendy et al., 1996;
Nantel et al., 1996). Interessanterweise anddntdie Funktionen des CREM-Proteins von
Repressoren in Spermatogonien und Spermatozytektvatoren in Spermatiden. Dies
wird durch alternatives Splei3en dBREMGens erreicht (Delmas et al., 1992; Foulkes et
al., 1992; Laoide et al., 1993; Masquilier et 4093).

31



Literaturiibersicht

2.4.2 Translation

Die Regulation der Translation in haploiden Spertest erfolgt mit Hilfe von mRNA-
Bindeproteinen, die an den Poly-A-Schwanz und dien®anslatierte Region (UTR)
binden. Wéahrend normale Transkripte einen Poly-Av&mz von ca. 30 Adenin-Resten
besitzen, haben Transkripte in pachytdne Sperm@&oznd runden Spermatiden Poly-A-
Schwanze von ca. 180 Adenin-Resten. Die TranslateynTranskripte beginnt aus diesem
Grund mit einer Kirzung des Poly-A-Schwanzes, waschl ein Poly-A-Bindeprotein
(PABP) gesteuert wird (Bernstein et al., 1989; 8te#$y999).

Des Weiteren greifen Y-box-Proteine in die Regolatler Translation ein, da sie mit ihrer
Funktion als Protein-Repressoren mRNAs postmetot&abil halten. Sie besitzen dazu
eine Nukleinsdure-bindende Domane, dield-shock-Domang(CSD), die in vielen
eukaryotischen Y-box-Proteinen konserviert ist (t3khtsartikel: Matsumoto und Wolffe,
1998; Ubersichtsartikel: Graumann und Marahiel 8)9Beispiele fiir Y-box-Proteine sind
MSY2 in der Maus (Yang et al., 2005; Yang et a00&) und Contrin beim Menschen
(Tekur et al., 1999).

2.4.3 Mogliche Funktionen von Spermientranskripten

Auf Grund des Histon-Protamin-Austausches und denidverbundenen Kondensation
des Kernchromatins sind haploide mannliche Keimepelltranskriptional inaktiv
(Premkumar und Bhargava, 1972; Grunewald et alQ5R0Dennoch befinden sich
zahlreiche mRNAs in reifen Spermatozoen (MillerQ@D Zuerst wurden diese Transkripte
fur Uberbleibsel aus der Spermatogenese gehal@rzatiireiche mRNAs sowohl im
Hoden, als auch in Spermatozoen gefunden wurdeterf@sier et al., 2002). Doch dann
konnte gezeigt werden, dass mRNAs vom SpermiumdeuEizelle Gbertragen werden
(Ostermeier et al., 2004; Lalancette, 2008). Dieistea Spermatozoen-Transkripte
verschwinden im 4-Zell-Stadium des Embryos, abeweslen auch einige transkribiert,
wie die PLC-zeta-RNA, die die Oozyte durch Calci@szillationen aktiviert (Swann et
al., 2006).

Die mRNAs, die in den RNA-Pool der Zygote eingeh&innten als therapeutische
Indikatoren fir eine defekte Spermatogenese eitgeserden. Zudem wurden mRNAsS
ermittelt, die nur im Spermium, aber nicht in dexdlle vorkommen (Ostermeier et al.,
2004).
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2.5 Epigenetische Kontrollmechanismen wahrend derggrmatogenese

2.5.1 DNA-Methylierung

Die komplette genetische Information ist in der Makidsequenz der DNA verpackt, die
in der Gesamtheit als Genom bezeichnet wird. Dedeféa gibt es das Epigenom (epi =
.uber" der DNA), welches Modifikationen bezeichndie mit dem Chromatin verknupft

sind. Dabei kénnen sowohl die DNA selbst, als adih Kernhistone modifiziert sein

(Abb. 7).
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Abb. 7: Ubersicht uber genetische und epigenetische Bsezewahrend der
Spermatogenese. Die Genregulation erfolgt durclddig von Transkriptionsfaktoren an
den Promoter von Genen. Aul3erdem kann durch diduBigp von Proteinrepressoren an
die 3'UTR und den Poly-A-Schwanz des TranskriptesTadanslation beeinflusst werden.
Durch alternatives Spleil3en kdnnen zudem verschestformen erzielt werden (links).
Epigenetische Regulationsmechanismen beinhalten -Diethylierung,
Histonmodifikationen und RNA-Interferenz  (rechts).Wahrend epigenetische
Veranderungen reversibel sind, kdnnen genetischeanderungen nur durch eine
Ruckmutation aufgehoben werden (Biermann und Stegex7).

Die DNA wird an Deoxycytosin-Resten in CpG-reich8equenzen methyliert, wobei
DNA Methyltransferasen (DNMTs) bendtigt werden (et al., 1988).
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Dabei wird eine Methylgruppe von S-Adenosyl-Methiorauf die 5’-Position eines
Cytosins der DNA ubertragen. Die DNA-Methylierungank die Genexpression
beeinflussen. Generell steht DNA-Hypomethylierung transkriptionale Aktivierung
wahrend Hypermethylierung mit Repression assozigr{Cedar, 1988; Brandeis et al.,
1993).

2.5.2 Histonmodifikationen

Die Kernhistone kdnnen verschiedene Modifikatiomenspeziellen Aminosaureresten in
ihrer N-terminalen Region tragen, wie z. B. Acatgling, Methylierung, Phosphorylierung
oder Ubiquitinierung (Allfrey et al., 1964; Bradlyur1992). Man spricht von einem
sogenannten Histon-Code (Strahl und Allis, 2000n&y 2002).

Methylierung erfolgt beispielsweise bei Histon 3 laysin 9 (Abb. 8) in somatischen
Zellen durch die Methyltransferasen Suv39hl und38h2, wahrend im Hoden nur
Suv39h2 exprimiert ist (Sims et al., 2003; O’'Cdrr@d000). Knockout-Mause fur die
beiden Suv39-Methyltransferasen weisen DefekteeirMEiose auf (Peters et al., 2001).
Phosphorylierung kann man z. B. an Lysin 10 desoHs3 und an Histon H2AX wahrend
der Meiose finden und wird daher mit der Chromaimdensation in Verbindung gebracht
(Prigent und Dimitrov, 2003; Mahadevaiah et alQ20

Ubiquitinierung wurde bei der Maus an H2A in Spetoagten und Spermatiden und bei
der Ratte an H2A, H2A.Z, H2B, H3 und TH3 in Sperictert gefunden (Chen et al., 1998;
Baarends et al., 1999). Man vermutet, dass Ubigarting mit der DNA, der Kontrolle
des Zellzykluses und dem Histone-Code assoziie(Bmarends et al., 1999; Jason et al.,
2002).

Acetylierung fuhrt von einem basischen Status dstdde zu einem neutralen, wobei die
Histone ihre Affinitat zur DNA verlieren und dendfaminen ermdglichen, mit der DNA
zu interagieren (Allfrey et al., 1964; Christensgtnal., 1984; Grimes and Smart, 1985;
Turner, 1991; Davie, 1998). Zudem kann Acetylierusige wichtige Rolle in der
Genregulation einnehmen. In ménnlichen Keimzellenrite gezeigt werden, dass Gene
spezifisch mit hypo- oder hyperacetylierten Historassoziiert sind (Gardiner-Garden et
al., 1998).
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Hyperacetylierte Histone konnten bereits in derotisth aktiven Spermatogonien und in
den elongierten Spermatiden, in denen der HistataRtin-Austausch statt findet, fur die
Ratte (Meistrich et al., 1992), die Maus (Hazzoetial.,, 2000) und den Menschen
(Sonnack et al., 2002) nachgewiesen werden. Zudemt& gezeigt werden, dass eine
defekte Spermatogenese sowohl mit verfrihter Espresvon hyperacetyliertem H4 in
pachytanen Spermatozyten, als auch mit reduziExpression von hyperacetyliertem H4
in runden Spermatiden in Verbindung steht (Sonnetclal., 2002), da vermutlich der
Histon-Protamin-Austausch nicht korrekt erfolgt.

Acetylierung oder Deacetylierung erfolgt durch tdisAcetyltransferasen (HATS) bzw.
Histon-Deacetylasen (HDACs). HATs Ubertragen digvakte Acetylgruppe des Acetyl-
Coenzyms A auf die-Aminogruppe von Lysinresten in der N-terminalengi®a der
Kernhistone Abb. 8), wobei eine Amidbindung entsteht. HDACs l6senGegensatz dazu
die Amidbindung durch Hydrolyse auf (Jenuwein urlisA2001).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlungmamlichen Mausen mit dem Histon-
Deacetylase (HDAC)-Inhibitor Trichostatin A (TSA) einer reversiblen Infertilitat fuhrt,
die pachytanen Spermatozytenarrest zeigt (Ferak,&2004).
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Abb. 8: Bindungsstellen von Histon-Acetylierung (A) undethylierung (M) in der N-
terminalen Region der vier Kernhistone H2A, H2B, 8l H4. Die rot markierten Felder
zeigen die in dieser Arbeit untersuchten Modifiaagn (modifiziert nach Biermann und
Steger, 2007; nach Davie und Spencer, 1999).
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2.5.3 Mogliche Funktionen von Kernhistonen

Bei vielen Saugetieren bleibt ein Teil der DNA aistine gebunden (Gusse et al., 1986;
Bench et al.,, 1998). Beim Menschen sind dies c& I3anphaichitr et al., 1978;
Gatewood et al., 1987), wahrend es z. B. bei darsMaur 2% sind (Balhorn et al., 1977).
Diese Differenz zeigt die grof3en Unterschiede kbmiggtieren. Manche Beuteltierarten
besitzen sogar noch 50% der Histone und mancheeletarten verwenden gar keine
Protamine zum Verpacken des paternalen Chromasiosn( et al., 1997). Daher besteht
die Frage, welche Funktion die Histone in Spernei@mehmen.

Acetylierte Histone sind in drei physiologische Brsse der Zelle involviert und zwar in
die Synthese der DNA (Loidl und Grobner, 1987; Rantet al., 1996), bei der sie ihre
Position wechseln, um Transkriptionsfaktoren dengafig zur DNA-Sequenz zu
ermoglichen (Wolfe und Dimitrov, 1993), die Regidat der Genexpression (Jenuwein
und Allis, 2001; Felsenfeld und Groudine, 2003; (8faian und Grunstein, 2007;
Kouzarides et al., 2007) und der Histon-ProtamirstAusch (s. 0.). Bei der Winterflunder
und dem Karpfen, bei denen kein Histon-ProtamintAusch statt findet, kommen keine
acetylierten Histone vor (Kennedy et al., 1980,1)98

Des Weiteren sorgen die Resthistone an mancherersteles Genoms fur eine
Chromatinstruktur, die somatische Zellen &hnlich usd konnten als epigenetische
Markierungen fir den Nachwuchs dienen. Die Verpagkwler DNA in spezielle
Nukleohiston- und Nukleoprotamin-Strukturen lass#ie Vermutung zu, dass diese
Bereiche fur eine frihe Transkription in der Zygotarkiert werden (Gatewood et al.,
1987; Gardiner-Garden et al., 1998; Wykes und Ktaw2003). In dem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass sich der weiblicheraédnliche Pronukleus unterscheiden,
auch wenn sie sich bereits in einem gemeinsameapl&gma befinden (Mayer et al.,
2000; Oswald et al., 2000). Die Unterschiede bestelnter anderem darin, dass der
mannliche Pronukleus mit Protaminen und der wdillianit Histonen verpackt ist.
Zusatzlich gibt es unterschiedliche Methylierungematernalen und paternalenprinted
Regionen, wobei der mannliche Pronukleus generehiger methyliert ist. AuRerdem
konnte fir Mause ermittelt werden, dass der palerReonukleus 1,65mal gro3er als der
weibliche ist (Liu et al., 2006) und zudem einef@eh hohere Transkriptionsrate besitzt
(Wiekowski et al., 1993; Aoki et al., 1997).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Ksorie im Spermienchromatin mit
verschiedenen Modifikationen versehen sind, didienZygote tUbertragen werden kdnnen
(van der Heijden et al., 2006, 2008). Zum Beispmrthélt das paternale Chromatin nach
der Keimzellen-Fusion acetyliertes Histon 4 an hy8 (H4K8ac) und an Lysin 12
(H4K12ac), was somit wahrscheinlich vom Spermiun éie Eizelle Ubertragen wird.
AnschlieRend wird der paternale Pronukleus aktid wehnell demethyliert und die
paternalen Protamine werden gegen maternale Histasgetauscht, so dass gewahrleistet
wird, dass der Embryo mit einem neuen epigenetiséPregramm starten kann (Collas
und Poccia, 1998; Mayer et al., 2000; Oswald e2800; McLay und Clarke, 2003).

Fur Modifikation H3K9ac ist bereits bekannt, dagsin den Stadien der Spermatozyten
bis elongierten Spermatiden in der Spermatogenes®dus exprimiert wird (Delaval et
al., 2007). Des Weiteren wurde sie im paternalem umaternalen Chromatin bis
einschliel3lich des ersten Zellzyklus in der Maugiatg gefunden (Santos et al., 2005).
Uber eine Expression in reifen Spermien ist jedoidhts bekannt. Ebenso konnte noch
nicht gezeigt werden, ob sie mit speziellen Gemregn in Keimzellen assoziiert ist. Fur
menschliche CD4T-Zellen wurde ermittelt, dass H3K9ac hauptséachiiciRegionen um
den Transkriptionsstart (TSS) lokalisiert ist (Waetgal., 2008). Die Lokalisation am TSS
konnte insbesondere fur Maus-Myoblasten und emlatgoMaus-Fibroblasten gezeigt
werden, sowie fUr putative regulatorische Elemedtie,die Promotorregionen itgf2r-
Cluster flankieren (Regha et al., 2007; Gurtner et alQ&0 Des Weiteren konnte fir
somatische Saugetierzellen demonstriert werders, ll@8&9ac mit trimethyliertem Histon
3 an Lysin 4 (H3K4tm) kolokalisiert (Bernstein &t 2007).

2.6 Der epigenetische Chromatin-Remodeling-Faktor BRDT

Proteine mit Bromodomé&nen erkennen die Acetylienumg Histonen und sorgen flr eine
Chromatinkondensation (Dhalluin et al., 1999; Jaoobet al., 2000). Ein Beispiel daflr ist
das Protein BRDT (bromodomain testis-specific, $ymoe: FSRG3 und BRD6), welches
im Hoden exprimiert ist und zwei Bromodomanen elttlte den Acetylierungsgrad des
Histons H4 erkennen (Pivot-Pajot et al., 2003; Miarie et al., 2009). Ob d&RDT-Gen
ebenfalls mit modifizierten Histonen assoziiert, igturde noch nicht untersucht. Das
BRDT-Gen und seine Transkripte spielen eine entschee®olle bei der Differenzierung
von Keimzellen (Jones et al., 1997; Pivot-Pajatlet2003; Shang et al., 2004).
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Das sieht man z. B. daran, dass Mause, die einatiMotin dem Allel der ersten
Bromodomane besitzen, infertil sind (Shang et2Q7). Die BRDT mRNA wurde in den
Stadien der pachytanen Spermatozyten bis zu Spdenagefunden (Haynes et al, 1992;
Zheng et al., 2005; Shang et al., 2007). Fur dendeleen wurde eine Spleil3-Variante des
BRDT-Gens in Spermien von fertilen Mannern und im ermmbafen Hoden gefunden,
jedoch nicht im Hoden von azoospermen Mannern (gletral., 2005). Generell ist jedoch
nicht bekannt, ob sich das BRDT-mRNA-Expressiordlen Spermatozoen von fertilen

und infertilen M&nnern unterscheidet.
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3. Material

3.1 Geréate

Bioanalyzer: Agilent 2100; Agilent Technologies, Mizronn

Brutschrank: Heraeus instruments B15; Hetttichilifgen

Counter: AC-15; Karl Hecht GmbH, Sontheim
Gel-Elektrophorese-Apparatur: Power-Pac Basic; Baok, Minchen
Gelanalyse-Apparatur und Software: BioDoc-Analygiatman Biometra, Gottingen
Heizblock: VLM LS2; VLM, Leopoldshdhe

Kamera-System: Axio cam HR fur Fluoreszenzmikros&o@arl Zeiss Jena GmbH, Jena
Lichtmikroskop: BH-2; Olympus, Hamburg

Mikroskop: Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop; Caris&eJena GmbH, Jena
NanoDroff ND-1000, UV/Vis-Spektralphotometer; Peglab, Erleamg
Photometer; Eppendorf, Hamburg

Scanner: hp psc 2210; Hewlett-Packard GmbH, Bobling
Schlittenmikrotom: Leica SM 2000 R; Leica, Bensheim

Schuttler: IKA-VIBRAX-VXR; IKA Labortechnik, Staufe

Schuttler: Adams Nutator; Becton, Dickinson, Helaed

Thermocycler: iCycler iQ und Software; Bio-Rad, Mten
Trockenschrank; Memmert, Schwabach

Ultraschall-Geréat: Branson Sonifier 250; Heinemadehwabisch-Gmind
Ultraschall-Gerat: Sonorex, TK30; Bandelin elecicoBerlin
Ultra-Turrax-Gerat: T8; IKA Labortechnik, Staufen

Vortexer: IKA Genius; Sigma-Aldrich, Steinheim

Vortexer: Reax 2000; Heidolph, Kehlheim

Waage: Mettler AE 240; Mettler-Toledo GmbH, Giel3en

Wasserbad; Julabo, Seelbach

Western-Blot-Apparatur: PowerEase500; Invitrogearisbad, CA, U.S.A
Zentrifuge: MIKRO 22R; Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge: Rotana/AP; Hettich, Tuttlingen
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3.2 Chemikalien

Aceton; Roth, Karlsruhe

Agarose; Bioline, Luckenwalde

Betaine, PCR Reagent; Sigma-Aldrich, Steinheim
3-Mecaptoethanol; Merck, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA); Sigma-Aldrich, Steimhei
Calciumchlorid-Dihydrat (CaGt2H,0); Sigma-Aldrich, Steinheim
Chloroform; Roth, Karlsruhe

Brilliant Blue G Solution; Sigma-Aldrich, Steinheim
Dietylpyrocarbonat (DEPC); Ambion, Applied Biosystg, Darmstadt
Dithiothreitol (DTT); Roth, Karlsruhe

Eosin; Holborn und S6hne GmbH und Co. KG, Leipzig
Essigsaure; Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA); Sigma-AldriSkginheim
Ethanol 70%; Otto Fischer GmbH, Saarbrticken

Ethanol 96%; Otto Fischer GmbH, Saarbrticken

Ethanol 100%; Mallinckrodt Baker B. V., Deventegltand
Formaldehyd 37%; Roth, Karlsruhe und Sigma-Aldrigh¢chs, Schweiz
Glycin; Roth, Karlsruhe

Glycerol; Sigma-Aldrich, Steinheim

Glucose (wasserfrei); Merck, Darmstadt

HEPES; Sigma-Aldrich, Steinheim

Hamalaun nach Mayer; Merck, Darmstadt

Hamatoxylin; Holborn und S6hne GmbH und Co. KG pzé&j
Humanes Serumalbumin (HSA), 20%, salzarm; CSL Beghiarburg
Kaisers Glyceringelatine; Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCI); Sigma-Aldrich, Steinheim

Kaliumphosphat, einbasisch (KPIQy); Sigma-Aldrich, Steinheim
Methanol; Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim

Methylbenzoat; Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfathydrat (MgS®7H,0); Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumacetat-Losung 3M (pH 5,2); AppliChem, Darauakt
Natriumchlorid (NaCl); Roth, Karlsruhe
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Natriumdodecylsulfat (SDS); Sigma-Aldrich, Steirthei

Natriumhydrogencarbonat (NaHGPMerck, Darmstadt

Natrium-Lactat; Sigma-Aldrich, Steinheim

Natrium-Pyruvat (Brenztraubensaure); Sigma-Aldrigteinheim

Natronlauge; Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd; Merck, Darmstadt

Paraplast; Roth, Karlsruhe

Phenol; Roth, Karlsruhe

Phenolrot; Sigma-Aldrich, Steinheim

Pikrinséure; Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim

Schwefelsaure; Merck, Darmstadt

Schorr'sche Farblésung; Merck, Darmstadt

Sucrose, Alpha bulk; Perkin Elmer Life and Analgti§ciences, Shelton, Connecticut
U.S.A

Tris-Acetat; Roth, Karlsruhe

Triton-X-100; Sigma-Aldrich, Steinheim

Trizma® base; Sigma-Aldrich, Steinheim

Trizma® hypochloride; Sigma-Aldrich, Steinheim

Tweerf 20; Sigma-Aldrich, Steinheim

Xylol; Merck, Darmstadt

3.3 Ldsungen, Medien, Puffer

Anilinblau-Lésung: 5g Anilinblau in 200ml 4%iger Essigsaure l6sed;\Wert 3,5 mit
1M NAOH-L8sung einstellen, filtrieren

BSA-Blockpuffer (5%ig): 10g BSA in 200ml 1x Tris-HCI-Puffer (Aliquotiergn

Bouin’sche Losung 11,25ml Pikrinsdure (25g in 1l heil3em Aqua bidésten und
mindestens 24h stehen lassen. Anschliel3end fétriend in dunkler Flasche lagern.
Stopfen der Flasche nach dem Offnen gut reinigexpldSionsgefahr!); 3,75ml
37%iges Formalin; 0,75ml Essigsaure, Losung gekiiklzu 12h haltbar

Citratpuffer : 3,5ml Stammlésung A + 20,5ml Stammlésung B aufi@bAqua bidest.,
pH 6,0; Stammlosung A: 21,01gHgO,xH,0, Merck, Nr. 244, in 11 Aqua bidest.,
Stammlosung B: 29,41g50/Nagx2H,0, Merck, Nr. 6448, in 11 Aqua bidest.
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Coomassie Brilliant Blau-Entfarbeldsung 455ml Methanol, 455ml Aqua bidest., 90ml

Essigsaure

Coomassie Brilliant Blau-Farbelésung 2,59 Brilliant Blue, 455ml Methanol, 455mi
Aqua bidest., 90ml Essigsaure

Decondensing Mix 25mM DTT; 0,2% Triton-X-100; 2001U/ml Heparin, Kullen mit
PBS auf 100ml

DEPC-Wasser 0,5%ige (v/v) DEPC-LAsung in sterilem Wasser %acht bei
Raumtemperatur inkubieren und anschlieBetukkavieren. DEPC zerfallt dabei zu
CQ und Ethanol.

DNA loading buffer (5x), blue; Bioline, Luckenwalde

Eosin-Gebrauchslésungl Teil Eosin-Stammlésung und 1 Teil Ringer-Lésung

Eosin-Stammlésung 1g Eosin auf 100ml Ringer-Losung

Glutaraldehyd-Losung: 4 PBS-Tabletten (Dulbecco) auf 400ml Aqua bidesid 55mi
25%iges Glutaraldehyd

HFT-Puffer (nach Quinn et al., 1985) mit HSA Stock 1l: 5,931g NacCl; 0,350g KClI;
0,301g CaGH2H,O; 0,050g MgS®@+7H,O und 0,050g KKPQ, gut vermischen,
2,100g NaHC@ 0,500g Glucose (wasserfrei); 0,036ml Na-Pyruv&a8982g Na-
Lactat und 5,206g HEPES hinzufligen, am Ende 0,80f&molrot hinzugeben.
Die Osmolaritat muss auf 280mOsmol eingestellt werdeispiel: Ist-Wert = 300
mOsmol, Volumen 1L; 300-280 = 20; 20 = 7,14% voR;2B14% von 1l = 71,4ml ->
71,4ml Aqua bidest. hinzufiigen; steril filtrierewor Arbeitsbeginn 2% HSA
(10mg/ml) hinzuftigen

Immobilisierungslosung fur SpermatozoenGiel3ener Ansatz): 10% NaCl-Lésung

Histonextraktions-Lysispuffer: 0,605g Tris; 2,69 NaHSO5mI Triton-X-100; 1,02g
MgClb; 43g Sucrose, mit Aqua bidest. auf 500ml auffilkeuf pH 6,5 einstellen

NTB-Puffer (5x) (fur APAAP-Methode): 30,2g Trizma base; 14,6g Nagl500ml Aqua

bidest.

Paraformaldehyd (4%ig): 49 Paraformaldehyd in 100ml PBS, pH 7, |6sen/BéC

PBS (phosphate buffered saline)(10x)L,3M NaCl; 70mM NaHPg 30mM NahPO,

Ringer-Losung; Clintec Salvia, Homburg/Saar

Sample Buffer, Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A

Sperm Preparation Medium; Medi-Cult, Jyllinge, Danemark

TAE-Puffer (10x): 2M Tris/Acetat pH 7,7; 100mM EDTA pH 7,7
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Tris-EDTA-Puffer (pH 7,4): 0,242g Tris; 0,946g EDTA; mit Aqua bitdeauf 70mi

auffillen

Tris-HCI-Puffer (10x): 121,19 Tris-HCI; 58,49 NaCl; in 11 Aqua bidegisén, pH 7,4

Tris-HCI-Puffer (1x) : 100ml 10x Tris-HCI-Puffer; 900ml Aqua bidest.; bimiton-X-
100

Tris-Waschpuffer fur APAAP-Methode beim Western Blot Tris-Stammldsung: 60,579
Trizma base auf 500ml Aqua bidest.; 50ml Tris-Stadsong; 4,25g NaCl; 0,5ml
Triton X-100; in 500ml Aqua bidest.

Western Blot-Laufpuffer: NuPag& MES (3-188kDa) oder MOPS (14-191kDa);
Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.

Western Blot-Transferpuffer: 50ml NuPag® Transfer Buffer (20x), 1ml NuPafe
Antioxidant; Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.; 280Methanol, 749ml Aqua bidest.

3.4 Molekularbiologische Reagenzien und fertige Rganzienansatze (Kits)

a-Chymotryptin ; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Agarose BeadsCalbiochem., La Jolla, CA, U.S.A

Agilent RNA 6000 Nano Kit, Agilent, Waldbronn

BCA Protein Assay ReagentThermo Scientific, Rockford, IL, U.S.A

BICP/NBT Phosphate Substratg5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
INitrotetrazoliumblauchlorid); KPL, GaithersburgIMUSA

Bradford Reagenz 100mg Coomassie Blue G250, 50ml 95%iger Etha@flm| 85%ige
Phosphorsaure, Auffillen mit Aqua bidest. auf lilfeFung durch Whatman No. 1
Filterpapier, Lagern bei Raumtemperatur; alternaiivo-Rad Protein Assay-Losung;
Bio-Rad, Mlnchen

Chromatin Immunoprecipitation ChIP Assay Kit ; Millipore/upstate, Temecula

Magna ChIP™ G Chromatin Immunoprecipitation Kit ; Millipore/upstate Temecula

Diaminobenzidin (DAB) Chromogen SystemDako, Carpinteria, CA, U.S.A

DNA-GroRRenstandard Hyper Ladder IV; Bioline, Luckenwalde

DNA Purification Kit 250, QIAquick ; Qiagen, Hilden

DNase I Roche, Mannheim

Ficoll®; Sigma-Aldrich, Steinheim

GE Healthcare Amersham ECL™ Blocking Agent (1,5g in 25ml PBS); Ge Healthcare,
Buckinghamshire, UK
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GelRed™ (10,000x in water); Biotium, Hayward CA, U.S.A

Heparin-Natrium-5000-ratiopharm ®; ratiopharm, Ulm

illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit ; GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK

NucleoSpin® Tissue Kit Macherey-Nagel, Diren

Oligo(dT)-Primer ; Promega, Madison, WI, U.S.A

Omniscript® RT Kit (200) zur c-DNA-Synthese Qiagen, Hilden

Protease Inhibitoren-Tabletten complete Mini EDTA-free (1mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)udi/ml Aprotinin und Lig/ml Pepstatin A);
Roche, Mannheim

Protein-GroRenstandard SeeBIu8Plus2 Pre-Stained StandardInvitrogen, Carlsbad,
CA,US.A

Reducing Agent Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A

RNA-GroRRenstandard RNA 6000 Ladder Ambion, Inc., Austin, TX, U.S.A

RNeasy’ Plus Mini Kit (50); Qiagen, Hilden

Sensiscript® RT Kit (200) zur c-DNA-Synthese Qiagen, Hilden

iQ™ Sybr®Green Supermix Bio-Rad, Miinchen

Taqg PCR Core Kit (1000); Qiagen, Hilden

Vectastain® ABC Kit ; Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A

WGA2-50RNX Genome Plex Complete Whole Genome Ampiiiation (WGA) Kit ;

Sigma, Steinheim

Genome Plex WGA Reamplification Kit Sigma, Steinheim

3.5 Antikorper

- Rabbit polyclonal to Histone H3 - ChIP Grade (akiL7@bcam, Cambridge)
Verdiinnung: ChiIP 2y auf 16 Zellen (4l)

- Rabbit polyclonal to Histon 3 (acetyl K9) - ChIP a&@de (ab 4441, abcam,
Cambridge), Verdiinnung: Immunhistochemie 1:20, Chi auf 16 Zellen (1ul),
Western Blot 1:200

- Rabbit Control IgG — ChIP Grade (ab46540, abcammi@@aige), Verdinnung:
Western Blot 1: 4000 , ChiRug auf 16 Zellen (1ul)

- Mouse monoclonal to Histone H3 (di methyl K9)- CHBPade (ab1220, abcam,
Cambridge), Verdiinnung: ChiR@ auf 16 Zellen (3u)
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- ChIP Ab+ Trimethyl- Histone H3 (Lys9), rabbit, polgnal (17-625, Millipore,
Temecula, CA, U.S.A), Verdiinnung: ChiRgauf 16 Zellen (4ul)

- ChIP Ab+ Trimethyl- Histone H3 (Lys27), rabbit polgnal (17-622, Millipore,
Temecula, CA, U.S.A), Verdiinnung: ChiRgauf 16 Zellen (4ul)

- Polyclonal Goat anti rabbit, biotinylated (E0432akd, Glostrup, Déanemark),

Verdinnung: Immunhistochemie 1:100

- Monoclonal

Mouse anti rabbit

Verdinnung: Western Blot 1: 1000
- Polyclonal Rabbit anti mouse (Z0259, Dako, Glostbanemark), Verdinnung:
Western Blot 1: 250
- APAAP, mouse monoclonal (D0651, Dako, Glostrup, &dark), Verdinnung:
Western Blot 1:500

(MR12/53, Dako,

3.6 Primer

Glagtr Danemark),

Primer wurden von der Firma MWG (Ebersberg) hegrgkst

Tab. 2 Primerpaare zur Untersuchung von H3K9ac-Binduejes im Genom mittels
ChIP und semiquantitativer oder real time PCR (¥S3anskriptionsstart).

Name Primer-Sequenz 5'-3’ Produkt- | Lokalisation im Bereich des
(Accession- lange Gens
Nummer) (bp)
FLNA-F CCTAGGTGCCTGCGA (104 kodierende Region (2. Exon,
(NM001110556) |CTT TA 3,3kbdownstreanvom TSS)
FLNA-R CCC CAG AGT GGG AGC |104 kodierende Region (2. Exon,
(NM001110556) | TACT 3,3kbdownstreanvom TSS)
PLXNA3-F GAC TCC CAC ACACCG 136 kodierende Region (zwischen
(NM017514) TCTCT dem 1. und 2. Exon, 1,8kb
downstreanvom TSS)
PLXNA3-R ACC ACG AAG GCACGG |136 kodierende Region (zwischen
(NM017514) AAG dem 1. und 2. Exon, 1,8kb
downstreanvom TSS)
CTSD-F CAG CCCTCCAGCCTT 147 kodierende Region (1. Exon,
(NM001909) CTG direkt hinter dem TSS)
CTSD-R GAG CGC GAA AGT CAC |147 kodierende Region (1. Exon,
(NM001909) CAC direkt hinter dem TSS)
G6PD-F TGA CCT CCG TGC TAT 163 Promotor (1,2kbpstreamvom
(NM000402) TCCTC TSS)
G6PD-R AAT TCT TCG GAA ATG 163 Promotor (1,2kkbipstreamvom
(NM000402) CCT CA TSS)
CRAT-F ATT TAG ACA CCA CGG 154 Promotor (1,4kbpstreamvom
(NMO000755) GCAGT TSS)
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CRAT-R TAG TCG CTG CTT AGG 154 Promotor (1,4kbpstreamvom

(NMO000755) GGA TG TSS)

SH3GLB2-F GAG CCCAGCCTGTGA |[143 kodierende Region (zwischen

(NM020145) CTT dem 4. und 5. Exon, 15,7kb
downstreanvom TSS)

SH3GLB2-R GAC TCC AAC CAC CTG 143 kodierende Region (zwischen

(NM020145) GAG AT dem 4. und 5. Exon, 15,7kb
downstreanvom TSS)

MCF2L-F GCC AAT AGC ATG TGT 158 Promotor (1,6kbpstreamvom

(NM001112732) | GGA GA TSS)

MCF2L-R CTG GGATGT TGA ATG 158 Promotor (1,6kkbipstreamvom

(NM001112732) | TGC TG TSS)

TH-F CTG CGA ACC AAG GGG 151 0,5kb hinter dem letzten Exon

(NM199292) AAC

TH-R CCA GGG GCATCT TAC 151 0,5kb hinter dem letzten Exon

(NM199292) AGA CT

SOX2up-F ATC GCC AGC CAC AGT 163 3kbupstreamvom TSS

(NM003106) TAGTT

SOX2-up-R GGT TAA AGG GGT TGG 163 3kbupstreamvom TSS

(NM003106) CTA GG

SOX2p-F GCC AAA GAG CTG AGT 153 Promotor (0,8klbipstreamvom

(NM003106) TGG AC TSS)

SOX2p-R CCC AAACCT CTG TCC 153 Promotor (0,8kbpstreamvom

(NM003106) TCA AA TSS)

SOX2cr-F AGT CTC CAA GCG ACG 141 kodierende Region (1. Exon,

(NM003106) AAA AA 1,8kbdownstreanvom TSS)

SOX2cr-R GCA AGAAGC CTC TCC 141 kodierende Region (1. Exon,

(NM003106) TTG AA 1,8kbdownstreanvom TSS)

EVX1lup-F GCC AGACCACGCTTA 159 3,3kbupstreamvom TSS

(NM001989) TTGTT

EVX1lup-R GAA GGG AGA GAG CGA |159 3,3kbupstreamvom TSS

(NM001989) GGA GT

EVX1p-F GAC AGG TAC CAC TGC 125 Promotor (0,9kkbipstreamvom

(NM001989) CCCTA TSS)

EVX1p-R TAG CTT TCA CCG CGC 125 Promotor (0,9kbpstreamvom

(NM001989) TATTT TSS)

EVXlcr-F GAC TTC ACC TGT GCC 128 kodierende Region (3.Exon,

(NM001989) TCC AC 3,8kbdownstreanvom TSS)

EVXlcr-R GCG GCC CCT TAT CTA 128 kodierende Region (3.Exon,

(NM001989) GTGA 3,8kbdownstreanvom TSS)

KLF4up-F AAG TGG TGA GTT TCC 121 2,8kbupstreamvom TSS

(NM004235) CAT GC

KLF4up-R CTT TTC AAA CGG AGG 121 2,8kbupstreamvom TSS

(NM004235) AAC CA

KLF4p-F CCT CCT CTC CAC ACC 179 Promotor (1klipstreanvom

(NM004235) CCTA TSS)

KLF4p-R ATT ATC CGC GTG ACT 179 Promotor (1klipstreamvom

(NM004235) CAT CC TSS)

KLF4cr-F TGC TGC ATACTT TGA 139 kodierende Region (5. Exon,

(NM004235) CAA GGA 4,3kbdownstreanvom TSS)

KLF4cr-R TTG CAC ATC TGA CAA 139 kodierende Region (5. Exon,

(NM004235) GGA 4,3kbdownstreanvom TSS)

INHAup-F CTC CCAAAG TGC TGG 162 3,2kbupstreamvom TSS

(NM002191) GAT TA
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INHAup-R CAC GCA CAC AAA AAC 162 3,2kbupstreanvom TSS
(NM002191) TTGCT

INHAp-F CTG ATG ACACAG CTG 187 Promotor (0,5kkbipstreamvom
(NM002191) GAG GA TSS)

INHAp-R AAG TGC ATC ACC CCT 187 Promotor (0,5kbpstreamvom
(NM002191) CAG AC TSS)

INHAIn-F CCT AAG GGA GACTGC |129 0,3kb hinter dem letzten Exon
(NM002191) TGC AC

INHAINn-R AGT CTC TGG CCA GGC 129 0,3kb hinter dem letzten Exon
(NM002191) TAC AA

IL3up-F ATCCCCCTCTTT CCT 180 3,2kbupstreamvom TSS
(NM000588) TCA AA

IL3up-R GCA GGG TGAGGATGA |[180 3,2kbupstreanvom TSS
(NM000588) GAT GT

IL3p-F ATC CCC TCT CTG CAA 154 Promotor (1klipstreanvom
(NM000588) ACCTT TSS)

IL3p-R AAG GAG AGC AAC TCC 154 Promotor (1klipstreamvom
(NM000588) CTG GT TSS)

IL3in-F CCT CAC CCC AAC 178 0,3kb hinter dem letzten Exon
(NM000588) CAAGAG TA

IL3in-R GCT GCAGTT TCT GGA 178 0,3kb hinter dem letzten Exon
(NM000588) AGG AC

FAM50Aup-F AGT CAC ATT TCC CGT 127 4,9kbupstreamvom TSS
(NM004699) GAA GG

FAM50Aup-R GTT CCC CTC CAC ATC 127 4,9kbupstreamvom TSS
(NM004699) ACATC

FAM50Ap-F AAG TGA GCC AAG CAG 131 Promotor (0,9kkbipstreamvom
(NM004699) AAG GA TSS)

FAM50Ap-R ACA CTA GAG GGT GGG |131 Promotor (0,9kbpstreamvom
(NM004699) GAG GG TSS)

FAMS50Acr-F CCC TGA AAAGAAGTG |[144 kodierende Region (12. Exon,
(NM004699) GGA CA 6,1kbdownstreanvom TSS)
FAM50Acr-R TGC TCA GCG GAT CTA 144 kodierende Region (12. Exon,
(NM004699) GTG TG 6,1kbdownstreanvom TSS)
STK11IPup-F CTC CCT TGC TGT GGA 392 5,6kbupstreamvom TSS
(NM052902) TCATT

STK11IPup-R |AAG CCA TGG AAC CAT 392 5,6kbupstreanvom TSS
(NM052902) TTG AG

STK11IPpF CCTTTTCGATTCGTT 175 Promotor (0,2kbpstreamvom
(NM052902) TGC AT TSS)

STK11IPp-R TGG TCA GAC ATA CCG 175 Promotor (0,2kkbipstreamvom
(NM052902) AAC CTC TSS)

STK11IPcr-F AGG TAA AGG AAG CCG  |382 15kbdownstreanvom TSS,
(NM052902) CAA AT Peak auf dem ENCODE-Array
STK11IPcr-R GAG CTT CCC TCA CAC 382 15kbdownstreanvom TSS,
(NM052902) TCG AC Peak auf dem ENCODE-Array
GAPDHup-F CAG AGAGCC TGG TGG | 207 4,9kbupstreamvom TSS
(NM002046) AAA AG

GAPDHup-R GTG AGG AAC TGG GAG |207 4,9kbupstreamvom TSS
(NM002046) ATC CA

GAPDHp-F CGT AGC TCAGGC CTC 163 Promotor (0,4kbpstreamvom
(NM002046) AAG AC TSS)

GAPDHp-R AAG AAG ATG CGG CTG 163 Promotor (0,4kkbipstreamvom
(NM002046) ACT GT TSS)
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GAPDHcr-F CGA CCACTT TGT CAA 332 kodierende Region (7. Exon,
(NM002046) GCT CA 3,5kbdownstreanvom TSS)
GAPDHcr-R AGG GGT CTA CAT GGC  |332 kodierende Region (7. Exon,
(NM002046) AAC TG 3,5kbdownstreanvom TSS)
153,570,00 153,580,00 153,590,00 153,600,00 153,610,00
FLNA e ' S | ChrX
153, 685,00 153,690,00 153,695,00 153,700,00 153,705,00
| | | |
PLXNA3 <2 ————— Chr X
153,760,00 153,765,00 153,770,00 153,775,00 153,780,00
GOPD Lo ' ' s | chr X
1,770,00 1,775,00 1,780,00 1,785,00 1,790,00
CTSD . ' > | chri1
131,855,00 131,860,00 131,865,00 131,870,00 131,875,00
| | |
CRAT ol = Chr 9
131,770,00 131,775,00 131,780,00 131,785,00 131,790,00
SH3GLB2 y | | l || Chr 9
113,620,00 113,655,00 113,690,00 113,725,00 113,760,00
2,180,00 2,185,00 2,190,00 2,195,00 2,200,00
TH + I I | Chr 11
6,630,00 6,635,00 6,640,00 6,645,00 6,650,00
GAPDH | | ] < L —ed  Chr 12
181,415,00 181,420,00 181,425,00 181,430,00 181,435,00
27,270,00 27,275,00 27,280,00 27,285,00 27,290,00
EVX1 ' | O S | chr7
110,240,00 110,245,00 110,250,00 110,255,00 110,260,00
220,425,00 220,430,00 220,435,00 220,440,00 220,445,00
INHA ' ' ‘.I_q—g | Chr2
131,385,00 131,390,00 131,395,00 131,400,00 131,405,00
IL3 ' | S S e & | chrs
220,450,00 220,460,00 220,470,00 220,480,00 220,490,00
STKILIP el I Y — | ChrX
153,665,00 153,670,00 153,675,00 153,680,00 153,685,00
FAM50A b o ' — | Chr2

Abb. 9: Ubersichtsschema tiber die genomische Lage der Pgiotgder Tabelle 2.
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Tab. 3: Primerpaare fur real time und qualitative PCR zuntdgsuchung von
Histonmodifikationen, die mit derBRDT-Gen assoziiert sind und Kontroll-Primer fur
RNA-Experimente. Drei Primerpaare wurden fur deonfator und eines flr das erste
Exon desBRDT-Gens generiert. Die anderen Primerpa&€TB HSPCB GAPD and
ATP5B wurden fir Referenzgene ausgewahlt. In mRNA-Expemten wurden cd-45 und
c-kit als positive Marker fur Leukozyten bzw. tésiare Keimzellen verwendet (Lambard

et al., 2004). F = forward (vorwarts), R = revefisekwarts), pr = Promotor, ex = Exon

Name Accession-Nummer | Primer-Sequenz 5-3’ Produkt-
lange (bp)
BRDT-prl1-F | NM001726 GAG GAATCA GTG TGG GAT CG 119
BRDT-pr1-R|NM001726 TCAGTAGTG CCCCCATCTTC 119
BRDT-pr2-F | NM001726 GAA GAT GGG GGC ACT ACT GA 176
BRDT-pr2-R|NM001726 GCG AGA CTG CAT CTC AAACA 176
BRDT-pr3-F | NM001726 GTG CGTTGCTTT CTT GTG AA 105
BRDT-pr3-R|NM001726 TTT CCT GAAGCG GAAGTC TG 105
BRDT-ex-F | (Jones et al., 1997) AAT GTC TCT GCC AAG TCG ACAA |175
BRDT-ex-R | (Jones et al., 1997) AGC ATC CAC AGG ACGTTG AAAG |175
ACTB-F NM001101 TTC CTT CCT GGG CAT GGA GT 90
ACTB-R NM001101 TAC AGG TCTTTG CGG ATG TC 90
HSPCB-F NMO007355 AAG AGA GCA AGG CAAAGT TTGAG | 120
HSPCB-R NMO007355 TGG TCA CAA TGC AGC AAG GT 120
GAPD-F NM002046 TCT CCT CTG ACT TCA ACA GCG AC 126
GAPD-R NM002046 CCCTGTTGC TGT AGC CAAATTC 126
ATP5B-F NM001686 TCACCCAGG CTG GTT CAG A 80
ATP5B-R NM001686 AGT GGC CAG GGT AGG CTG AT 80
CD45-F (Lambard et al, 2004) TGC AGA TGC CTA CCT TAATGC 448
CD45-R (Lambard et al., 2004) CAC ATT GCAGCACTT CCATT 448
c-kit-F (Lambard et al., 2004) AGT ACA TGG ACA TGA AAC CTG 780
c-kit-R (Lambard et al., 2004) GAT TCT GCT CAG ACATCG TCG 780
BRDT
chr1,p22.1
Promotor  TSS Exon

92,185,00 92,190,00 92,195,00 92.200,00 92.205,00
| | | | |

Pr1Pr2 Pr3 Ex

Abb. 10: Ein Abschnitt der genomischen Region &DT-Gens (Chromosom 1, p 22.1).
Primerpaare fur diese Arbeit waren im Promotor IF8) und im ersten Exon (Ex) des
Gens lokalisiert. TSS = Transkriptionsstart
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3.7 Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden von der Scientific ResesrdDevelopment GmbH, Oberursel,
durchgeflhrt.

3.8 Behandlungsmaterial

3.8.1 Ejakulat von fertilen Spendern

Nachdem die Ethikkommission des Fachbereichs Medizr Justus-Liebig-Universitat
Giel3en eine Genehmigung erteilt hatte und die Speerthe Einverstandniserklarung
unterschrieben hatten, wurden die Proben in denilKlund Poliklinik fir Urologie,

Kinderurologie und Andrologie der Justus-Liebig-ukmsitat Giel3en gesammelt. Alle
Proben wurden nach den Kriterien der Weltgesunsiigjanisation (WHO) (WHO, 1999)
als normal eingestuft (s. Methoden: das Spermiograomd Tab. 8, S.58). Fur die
morphologische Klassifizierung wurden strenge Kigte fur die Definition als normales
Spermium gewahlt (Menkveld et al., 1990; Hofmanralet 1995). Alle Spender wurden

daher als fertil eingestuft.

Tab. 4: Ubersicht Giber Spermiogrammdaten der verwendgjakulatproben von fertilen
Spendern.

Proben-Nr. Ejakulat- Spermien- Motilitat der Morphologie der | Anilinblau-

Volumen (ml) Dichte Spermien (%) | Spermien (%) Farbung
(Mio./ml) (A-B-C-D)° N-K-M-S°© 2+8&3+ (%)°

g2eten 7,6 85 51-9-3-37 16-59-2-46 28

2%etan 41 76 39-13-4-44 5-83-3-35 12

3t 4,5 113,5 49-11-8-32 22-75-12-29 9

497 4,0 103 5-13-21-61 | 11-56-73-20 41

52 hd 3,5 26,4 47-20-17-16 | 26-50-49-14 17

6 5,0 94,9 51-9-14-26 11-73-53-20 1

7° 2,5 33 37-23-21-19 15-76-8-40 49

gaet 7,5 84 67-12-7-14 18-58-51-8-6 19

& Mittelwerte von mehreren Ejakulaten
b hach Kriterien der WHO, s. Methoden (WHO, 1999)
°N = Normalformen, K = Kopfdefekte, M = Mittelstinkfekte, S = Schwanzdefekte

9 bie Chromatinkondensation gilt als gestort, wenndn25% der Spermatozoen als 2+

oder 3+ klassifiziert wurden (s. Methoden, Arblau-Test, S.63).

€ verwendet fir ChlP
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fverwendet fur mRNA-Extraktion
9 verwendet fiir Immunhistochemie

h verwendet fir ChlIP-on-chip

3.8.2 Ejakulat von infertilen Patienten

Proben von infertilen Patienten wurden im-vitro-Fertilisierungs (IVF)-Zentrum
Mittelhessens gesammelt. Auch diese Patienten sateeben zuvor eine
Einverstandniserklarung. Die Patienten kamen in dantrum, um einelntra-

Cytoplasmatic-Sperm-InjectiqiCSI)-Behandlung durchfiihren zu lassen.

Tab. 5 Ubersicht (ber Spermiogrammdaten und Post-Feilings-Parameter der
verwendeten Ejakulatproben von infertilen Patienten

Proben- | Ejakulat- | Spermien | Motilitat Morphologie | Anilin- korrekt Schwanger-
Nr. Volumen | -Dichte der der Spermien | blau- fertilisierte | schaft nach
(ml) (Mio./ml) | Spermien | (96) N° Farbung | Oozyten ICSI
(%) 2+&3+ | nach ICSI
(A-B-C-D)? (%)
1° 5 10 35290 [ 7 50 10 Nein
2° 6,5 28 18-30-12- | 20 63 1 Ja
40
3 1 6 7-13-30-50] 5 50 4 Ja
4 6,5 34 4-5-5-86 | 4 57 10 Nein
57 2 20 3-17-30-50 10 29 4 Nein
6° 2,5 24 6-15-9-70| 5 62 10 Ja
7° 5 20 14-16-20- | 10 56 7 Ja
50
8° 4 11 21-30-9-40 5 57 19 Ja
9° 2,5 10 8-30-12-50 15 82 2 Ja
10° 3,5 24 13-25-12- | 5 86 4 Nein
50
11° 2,5 16 8-17-25-50 5 88 2 Ja
12 5 46 20-21-22- | 35 20 5 Nein
37
13 4 46 11-11-19- | 10 53 g -
59
14 6 96 9-16-6-71 | 10 25 9. -9
15' 2 53 12-59-11- | 20 17 7 Nein
18
16 4 98 4-18-12-66 5 31 3 Ja
17' 3 27 12-20-13- | 10 24 5 Ja
55
18 9 9 12-14-10- | -° 23 3 g
64
19' 15 16 4-5-5-86 5 23 3 Nein
20' 5 112 1-1-2-96 5 28 6 Ja
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21" 1 26 2-15-21-64 7 15 3 Nein

22" 2 70 4-40-11-45 12 27 7 Nein

23 2 140 30-22-22- | 30 36 0 g
26

247 4 27 13-28-22- | 18 17 10 Ja
37

25 5,5 2,1 4-6-6-84 5 14 1 Nein

26 2,5 61 5-37-13-4§ 15 11 14 Ja

27" 3 24 7-11-10-72 10 72 4 Ja

28! 4,5 49 13-38-21- | 15 12 1 Nein
28

29 6 31 13-33-9-45 25 23 13 Ja

30 2 162 7-8-6-79 5 25 5 Nein

317 2,5 72 17-18-13- | 30 28 10 Ja
52

32 5 210 7-13-6-24| 5 21 8 Nein

33 1,5 1,2 10-58-12- | 5 19 3 Ja
20

34 3 290 20-15-20- | 25 36 2 Nein
45

35 3 59 34-40-6-20 28 30 9 Nein

36 3 148 11-16-14- | 15 15 13 Ja
59

37 4 63 8-10-8-74 | 15 16 3 Nein

38" 3 115 11-12-8-69 10 27 6 Nein

39 3 27 9-12-7-72 | 10 56 6 Nein

407 4 8 5-3-4-88 10 15 2 Nein

41 4 54 12-12-49- | 10 53 1 Nein
67

427 5,5 51 12-11-8-69 5 18 17 Nein

43" 3 12 2-5-4-89 5 59 10 Nein

447 3,5 25 14-27-25- | 10 60 3 Nein
34

45" 1,5 77 5-8-5-82 10 70 6 Nein

46" 2 29 9-12-7-72 | 10 58 2 Nein

477 9 13 4-6-5-85 5 9 11 Ja

487 4 19 10-18-8-64 15 39 11 Ja

497 5 43 4-8-5-83 5 10 2 Nein

50 3,5 11 9-10-8-73| 10 9. 6 Nein

51 2,5 124 11-15-13-| 10 57 12 Ja
61

52 5 35 4-33-8-55 | 22 28 9 Nein

53f 1 59 24-28-14- | 25 61 8 Ja
34

541 3 9 6-18-20-56/ 10 9. 9 Ja

55 4 108 8-14-9-69 | 10 18 9 Ja

56 3 58 11-13-9-67 2 51 2 Ja

57 7 18 14-38-8-40 15 37 3 Nein

58! 2 56 12-12-10- | 15 61 6 Nein
66

59 3 7 12-14-10- | 1 19 12 Ja
64

60 4 108 8-14-9-69 | 10 18 9 Ja
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61’ 4 47 13-15-10- | 15 22 Nein
62
62 4 21 14-10-9-67 15 64 21 Nein
63 2,5 21 12-16-15- | 15 68 Nein
57
64! 4,5 24 7-10-9-74| 10 68 7 Nein
65' 2,5 26 8-16-10-66 5 55 6 Nein
66' 3 51 14-15-15- | 20 35 Ja
56
67 4 34 10-14-20- | 15 68 Ja
56
68’ 2 140 30-22-22- | 30 36 Nein
26
69 4 54 12-12-9-67 10 53 1 Nein
70 2,5 21 12-16-15- | 15 68 Nein
57
71" 2,5 4.8 19-20-16- | 8 9 9
45 (Kopfdefekte:
90%)
72 2,5 34 39-21-12- | 11 9 9
28 (Kopfdefekte:
85%)
73 3 29,2 3-7-7-83 0 -9 9
(Kopfdefekte:
92%)

% nach Kriterien der WHO, s. Methoden (WHO, 1999)

bN = Normalformen

¢ Die Chromatinkondensation gilt als gestort, wenndn25% der Spermatozoen als 2+

oder 3+ klassifiziert wurden (s. Methoden, Arblau-Test, S.63).

d

¢ zusammengefasste Gruppe 2 fiir ChiP (s. Ergebnis)

fverwendet fur mRNA-Extraktion

9Ynicht bestimmt

" verwendet fiir Immunhistochemie

zusammengefasste Gruppe 1 fir ChlP und ChlP-onshrgebnis)
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3.8.3 Humane Hodenbiopsien

Die Hoden-Proben wurden an der Urologischen KlimkGief3en zur Klarung einer
obstruktiven oder nicht-obstruktiven Azoospermi@ anr Durchfiihrung einer testikuléaren
Spermienextraktion (TESE) entnommen (Pantke et28l08) und von Prof. Dr. Martin
Bergmann, Institut fir Veterindr-Anatomie, -Histgie und -Embryologie, nach einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung histologisch beurteikksRjewebe durfte mit Zustimmung der
Ethikkommission fur wissenschaftliche Untersuchumgerwendet werden.

Die verwendeten Hodenbiopsien sind von 1996-200Paraffin eingebettet und stammen
von 17 Mannern. Sieben Proben wurden als qualitatnd quantitativ normale
Spermatogenese (Score: 10) und zehn Proben alse,Burophie” (s. 2.1.6, S.23) oder
Hypospermatogenese (Score: 5-7, Bergmann und Klid$€98) klassifiziert {ab. 6).

Tab. 6. Ubersicht tiber die verwendeten humanen Hodenigiops

Proben- | Beurteilung Score Histologie-Befund

Anzahl

7 Normale 10 unauffallig
Spermatogenese (nsp)

1 Hypospermatogenese5 47 Tubulusanschnitte: 17 Tubuli mit elongierten
(hyp) Spermatiden, 18 Tubuli mit runden Spermatiden,

8 Tubuli mit primaren Spermatozyten, 4 Tubuli
mit Spermatogonien

1 hyp 5 83 Tubulusanschnitte: 53 Tubuli mit elomntgie
Spermatiden, 15 Tubuli mit runden Spermatiden,
18 Tubuli mit primaren Spermatozyten, 2 Tubuli
mit Spermatogonien, 4 Tubuli mit mehrkernigen
Spermatiden

1 hyp, fokalesSertoli- |5 45 Tubulusanschnitte: 24 Tubuli mit elongierten
Cell-Only-Syndrom Spermatiden, 2 Tubuli mit Spermatogonien, 1}
(fsc) Tubuli mit Sertoli-Cell-Only-SyndroniSCO),
2 Tubulusschatten
1 hyp 5 23 Tubulusanschnitte: 11 Tubuli mit elontgie

Spermatiden, 4 Tubuli mit runden Spermatiden,
7 Tubuli mit primaren Spermatozyten, 1 Tubulus
mit Spermatogonien; mehrkernige Spermatiden,
1 Tubulusdivertikel

1 hyp 6 78 Tubulusanschnitte: 45 Tubuli mit elontgie
Spermatiden, 22 Tubuli mit runden Spermatiden,
11 Tubuli mit primaren Spermatozyten

1 hyp 6 68 Tubulusanschnitte: 39 Tubuli mit elontgie
Spermatiden, 3 Tubuli mit runden Spermatiden,
25 Tubuli mit primaren Spermatozyten, 1
Tubulus mit Spermatogonien, 3 Tubuli mit
mehrkernigen Spermatiden
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1 hyp 5 oben Oben: 61 Tubulusanschnitte: 32 Tubuli mit
7 Mitte elongierten Spermatiden, 11 Tubuli mit runden
1 unten Spermatiden, 28 Tubuli mit primaren

(3 Proben | Spermatozyten

wurden Mitte: 68 Tubulusanschnitte: 47 Tubuli mit
entnommen)elongierten Spermatiden, 7 Tubuli mit runden
Spermatiden, 14 Tubuli mit primaren
Spermatozyten

Unten: 113 Tubulusanschnitte: 13 Tubuli mit
elongierten Spermatiden, 8 Tubuli mit runden
Spermatiden, 81 Tubuli mit primaren
Spermatozyten, 11 Tubuli mit Spermatogonien

1 hyp 7 40 Tubulusanschnitte: 28 Tubuli mit elomntgie
Spermatiden, 1 Tubulus mit runden Spermatiden,
10 Tubulusschatten

1 hyp 6 79 Tubulusanschnitte: 50 Tubuli mit elomntgie
Spermatiden, 2 Tubuli mit runden Spermatiden,
27 Tubuli mit primaren Spermatozyten

1 hyp 5 152 Tubulusanschnitte: 75 Tubuli mit elentgn
Spermatiden, 17 Tubuli mit runden Spermatiden,
28 Tubuli mit primaren Spermatozyten, 2 Tubuli
mit Spermatogonien

3.8.4 Referenzmaterial

Blut:
Eine Blutprobe wurde freundlicherweise von einentghied der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Klaus Steger zur Verfigung gestellt und voreeinArzt der Klinik und Poliklinik fur

Urologie, Kinderurologie und Andrologie entnommen.

Humane Hoden mRNA:
Hoden mRNA wurde als Kontrolle gekauft (Nr. 636583ontech, Mountain View, CA,
U.S.A) und wie in den Methoden beschrieben in cDINMgeschrieben.

HelLa-Zellen:

HelLa-Zellen sind Epithelzellen eines ZervixkarziroifGebarmutterhalskrebs), welche
ursprunglich von der afroamerikanischen RrianriettaLacks stammen. Sie wurden 1951
bei einer Operation in Baltimore entnommen undeatte menschliche Zelllinie etabliert
(Gey et al., 1952; Nagl, 1980). Die Zellen enthakkéne Mutation in der HLA (Humanes
Leukozyten-Antigen)-Supergenfamilie.
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Zudem waren die Zellen vom Papillomvirus 18 (HPVb&fallen, wodurch ein virales
Protein in die Zellen gelangte, welches den p53 drgappressor inaktiviert.

Die verwendeten HelLa-Zellen wurden freundlichereaism Institut fir Genetik, Justus-
Liebig-Universitat GielR3en, zur Verfigung gestellie wurden in einem Medium mit 10%
fetalem Kalbsserum, Penicillin (100U/ml) und Stoepycin (10@ug/ml) bei 37°C und 5%

CO; in der Luft kultiviert, wie in Burke et al. (2005eschrieben.

Prostata-Gewebe:

Prostata-Gewebeproben, die um Tumore lokalisierrema wurden von Patienten
entnommen, die entweder radikale Prostatektomie Bgstoprostatektomie in der Klinik
und Poliklinik fur Urologie, Kinderurologie und Analogie, Justus-Liebig-Universitat
Giel3en, durchfuhren lieBen. Die Proben wurden agersannte Benign Prostate
Hyperplasia (BPH) klassifiziert und konnten flir die Forschumgrwendet werden,
nachdem die Patienten eine Einverstandniserklanatgyschrieben hatten.

3.9 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser; Menzel-Glaser, Menzel GmbH, Braunscgwei
Einmalkuvetten; Eppendorf, Hamburg

Filter Millex™: Millipore, Bedford, MA, U.S.A

Filterpapier Whatman 3MM; Whatmann GmbH, Dassel
Indikator-Papier 5,4-10,0 und 6,4-8,0; Merck, Daiads
Nadeln, verschiedene Gro3en; Braun, Melsungen
Kryo-Objekttrager; R. Langenbrink, Emmendingen
Objekttrager; Menzel-Glaser, Menzel GmbH, Braunssgw
Spitzen, verschiedene Gro6l3en; Nerbe-Plus, Winseme)L
Spritzen, verschiedene Gro3en; Terumo, Leuven,i&elg

Tubes, verschiedene GrofRen; Sarstedt, NUmbrecht
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3.10 Andere Materialien

Agilent Chip Priming Station; Agilent Technologié¥aldbronn
Becherglaser, Messzylinder; Schott Duran, Mainz

Hamilton-Spritze; Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Neubauer Zahlkammer; Lo Laboroptik, Friedrichsdorf
Nitrocellulose-Membran und Filterpapiere; Invitrog€arlsbad, CA, U.S.A
NuPag&Gele (10%); Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A

RNA 600 Nano chip; Agilent technologies, Waldbronn

Pipetten; Nerbe Plus, Winsen (Luhe)

3.11 Computerprogramme und Internetseiten

UCSC Genome Bioinformatics DNA-Sequenzen, Gen-Informationen, ENCODE-
Informationen: http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgiNea http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr; http://genome.ucsc.edu/ENCODE/

Primer 3: Primer-Design: http://frodo.wi.mit.edu/

Oligonucleotide Properties Calculator Primer-Uberpriifung:
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligacaiml

NCBI Primer BLAST : Primer-Uberprifung
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/indegi?LINK_LOC=BlastHomeAd
Normfinder, GeNorm, GenEx pro 4.3.7 software(Multid Analyses AB Copyright©,
limited version)

SignalMap Software, Version 1,9NimbleGen Service, imaGenes
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4. Methoden

4.1 Das Spermiogramm

Die Samenanalyse (Kohn et al., 2002) stellt einaun@lage der andrologischen

Untersuchungen dar. Sie erlaubt jedoch nur teiv&&ckschlisse auf die Ursache einer
Fertilitatsstorung. So kann z. B. eine geringe Spemanzahl (Oligozoospermie, s. u.)
mehrere Ursachen wie Hodenhochstand, partiellogetde Ejakulation, Medikamente

oder Stress haben.

Nach Anzahl, Maotilitat und Morphologie kdnnen Ej#dbefunde wie folgt eingeteilt

werden:

Tab. 7: Einteilung von Ejakulatbefunden nach WHO-Kriteri@/HO, 1999)

Normospermie Normale Ejakulatbefunde
Oligozoospermie < 20 Mio. Spermatozoen/ml
Astenozoospermie < 50% Spermatozoen mit progreassioslitat

(WHO a+b) oder < 25% Spermatozoen mit
linear progressiver Motilitat (WHO a)

Teratozoospermie < 15% Spermatozoen mit normalepMuogie
Oligoasthenoteratozoospermie (OAT) Kombinationdtei zuvor genannten Defekte
Azoospermie Keine Spermatozoen im Ejakulat

Aspermie Kein Ejakulat

Als normal wurden von der WHO (WHO, 1999) folgeMlerte fur Ejakulat festgelegt:

Tab. 8 Normalwerte fur Ejakulat nach WHO (WHO, 1999)

Verflissigungszeit: < 60 Minuten

Volumen: =2ml

pH: >7,2

Spermatozoenkonzentration: >20x 10/ml

Gesamt-Spermatozoenzahil: >40x 10

Motilitat: =50% Beweglichkeit der Kategorien a+b, oder
=>25% Beweglichkeit der Kategorie a

Morphologie: =15% Spermatozoen mit normaler Morphologie

Vitalitat: =50% lebende Spermatozoen

Leukozyten: < 1x 10ml

Es ist zu beachten, dass selbst bei gesunden Muararhebliche Schwankungen der
Ejakulatqualitéat vorkommen. Deswegen empfiehlt ieb snindestens zwei Ejakulate in

einem Abstand zwischen sieben Tagen und drei Marateintersuchen.
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Des Weiteren nimmt die sexuelle Karenz einen eeideinden Einfluss auf die
Ejakulatqualitat. Bei der Gewinnung des Ejakulatfites eine Karenzzeit von zwei bis
sieben Tagen eingehalten werden. Wird die Karehzmgerschritten, kann dies zu einem
geringeren Volumen und zu einer geringeren Speoattkkonzentration fihren. Bei einer
Uberschreitung kann die Motilitat oder Morphologier Spermatozoen beeinflusst werden.
Normales Ejakulat sollte homogen erscheinen une graue bis gelbliche Farbe besitzen.
Ejakulat, das wassrig-durchscheinend aussieht, etleuauf eine geringe
Spermatozoenkonzentration hin. Bei braunlicher tidglkenthalt das Ejakulat Blutzellen.
Direkt nach der Ejakulation hat das Ejakulat eifbflfissige Konsistenz. Innerhalb einer
Stunde bei Raumtemperatur setzt jedoch normaleewdie Verflissigung ein. Zur
Untersuchung der Konsistenz saugt man das Ejakalzt einer Stunde mit einer Pipette
auf und versucht es anschlieRend abtropfen zuna3sepft das Ejakulat ab, liegt eine
normale Viskositat vor, zieht das Ejakulat FadesgtlViskosipathie vor.

Zur Bestimmung des Volumens muss das Ejakulat ténitBg verflissigt sein. Wenn sich
das Ejakulat im vorherigen Test als viskos erweisiuss 5mg a-Chymotryptin
hinzugegeben und 15-30 Minuten bei Raumtemperakubiert werden. Das Volumen
wird in einem skalierten Zentrifugenréhrchen bestim

Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgt noch innerhdély ersten Stunde nach der
Ejakulation mit Hilfe von Indikator-Papier. Das Rapwird in das Ejakulat getaucht und
nach 30 Sekunden abgelesen.

Das Ejakulat darf zur Bestimmung der Motilitat rtieluskihlen. 10 Ejakulat werden auf
einen Objekttrager mit Deckglas gegeben. Unter deohtmikroskop werden 100
aufeinanderfolgende frei bewegliche Spermatozoefidieh ihrer Beweglichkeit beurteilt

(Kategoriea bisd, s. u.).

Schnelle Vorwartsbewegung ( linear-progressive Nit)

Langsame Vorwartsbewegung (trage Motilitat)

Keine progressive Beweglichkeit (nur lokale Maoditjt

o0 (T|o

Keine Beweglichkeit (Immotilitat)

Die Vitalitat wird wie folgt untersucht: 10 Ejakulat und 1Ql Eosin-Gebrauchslésung
werden auf einen Objekttrager pipettiert, 30-60 Udelen stehen gelassen und danach
vermischt. Anschlie3end wird ein Deckglas aufgelegt unter dem Mikroskop betrachtet.
Es werden 100 Spermien ausgezahlt, die entwedérlggftot) oder ungefarbt (lebend)

sind.
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Zur Bestimmung der Spermatozoenkonzentration wiad &jakulat nach folgendem

Schema verdinnt:

< 20x 16 Spermatozoen/ml Verdinnung 1:10 = f0Bjakulat + 90Q
Immobilisierungslosung

< 20x 16 - 100x 16 Spermatozoen/ml Verdinnung 1:20 subBjakulat + 95QI
Immobilisierungslésung

> 100x 16 Spermatozoen/ml Verdinnung 1:50 uPBjakulat + 98@l
Immobilisierungslosung

Dann werden beide Kammern der Neubauer-ZahlkamnitetOnl des Gemischs gefiillt.
Zur Sedimentation der Zellen wird die Kammer funihivten in eine feuchte Kammer (z.
B. Petrischale mit Deckel, ausgelegt mit einem H¢ere Papiertuch) gestellt. Unter dem
Mikroskop z&hlt man dann die Spermatozoen im zlEmr&aster der Zahlkammer. Das
zentrale Raster besteht aus 16 Grof3quadraten. GedBquadrat besteht zusatzlich aus 16
Kleinstquadraten. Spermien auf den linken und obeBegrenzungslinien werden
mitgezahlt. Jedoch werden Spermien ohne Flagellud (Stecknadelkopfe” nicht
bertcksichtigt. Die Berechnung der Spermatozoendanation findet nach folgendem

Schema statt:

Flache der 16 GroRquadrate: 1mm?2
Hohe der Kammer: 0,1mm
Volumen der 16 Grof3quadrate: @,1

n = Spermatozoen in (l11:20 (1:10 oder 1:50) verdinntem Ejakulat
n x (1,0:0,1) x20 (10 oder 50) = Spermatozoenuinubverdinntem Ejakulat
n x (1,0: 0,1) x20 (10 oder 50) x1000 = Spermatozoelml unverdiinntem Ejakulat

Bei Verdacht auf Azoospermie wird keine Verdinnwaygenommen, sondern das
Ejakulat bei 1.000rpm zehn bis 15 Minuten zentigugund der Uberstand verworfen.

Der Anteil normal geformter und beweglicher Spemmientspricht dem Anteil der
normalen Spermatogenese im Hoden. Bei jedem Patiefihdet sich zusatzlich ein
individuelles Muster an Spermatozoen, die von derndalform abweichen. Ein normal

geformtes Spermatozoon hat folgende Mal3e:
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Kopfsegment

Lange: 3-pm

Breite: 2-3um
Akrosomale Region: 40-70% der Kopfflache
Zytoplasma: >1/3 der Kopfflache

Mittelstiick :
Lange: 5-am
Breite: ~lum

Flagellum: ~ 45um

Zur Beurteilung der Spermatozoenmorphologie werdeisstrich-Préparate angefertigt
und die Spermatozoen eingefarbt. Fir einen Aussfipettiert man 1@ Ejakulat auf
einen Objekttrager. Mit einem zweiten Objekttragerteilt man dann das Ejakulat tGber
den gesamten Objekttrdger. Dazu setzt man den ewé@bjekttrager in einem spitzen
Winkel an und verfahrt wie bei einem Blutausstribhe fertigen Ausstriche missen tber
Nacht trocknen. Anschlielend werden die Ausstrichié der Schorr-Farbemethode
behandelt. Alternative Farbemethoden kdonnten mgaRigolaou, Giemsa, Hemacolor®
oder Spermac® durchgefihrt werden.

Zuerst werden die Ausstriche zehn Minuten in 10@¥id=thanol fixiert. Dann werden sie
eine Minute mit 70%igem Ethanol gewaschen. Danaetden sie funf bis zehn Minuten
in Hamalaun (nach Mayer) inkubiert. Anschlieendrdee sie drei Minuten unter
flieRendem Wasser gewaschen. Dann werden die Aaksstieweils zehn Sekunden in
70%igem und 95%igem Ethanol fixiert. Anschlie3endlgt die Farbung in Schorr'scher
Farblésung.

Danach wird zweimal fir zehn Sekunden in 95%igema&bl gewaschen und danach
dreimal kurz in 100%igem Ethanol. Zum Schluss vaweeimal in Xylol fur funf Minuten
gewaschen.

Unter dem Mikroskop kann man anschlieRend die Saemoenmorphologie betrachten.
Neben normalen Spermatozoen, einschlielich Gremgio, kann man folgende
Storungen finden (WHO, 1999) (Vgl. audbb. 11):
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Abb. 11: Normal geformte (a) und fehlgeformte Spermienh)b-b: birnenférmige

Spermien, c: runde Spermien, d: vergrol3erte Sparnee verkleinerte Spermien, f:
Spermien mit Protoplasmatropfen, g: doppelféormigeerBien, h: amorphe Spermien
(Haidl und Krause, 1998).

Abnorme Form und/oder Grol3e des Spermatozoonkopfes:
- grol3e Kopfe
- kleine Kopfe
- Vakuolen (> 20% der Kopfflache)
- Uberstreckungen (zigarrenférmig, birnenférmig)
- Amorphe Kopfe
- Doppelkopfe
Defekte des Hals- und Mittelstticks:
- Fehlen des Schwanzes
- Irregularer Ansatz des Flagellums mit Abknickumge
- Formstérungen des Mittelstiicks
(unregelmaliig geformt, geknickt, erweitert, dinn
Schwanzdefekte:
- Flagellum zu kurz

- Kaliberschwankungen

62



Methoden

- Abknicken des Flagellums
- Aufrollungen des Flagellums
- Doppel-/Mehrfachschwénze

Zytoplasmatropfen (> 1/3 des Spermatozoonkopfes)

Zur Beurteilung der Morphologie werden folgende Rarbericksichtigt: Es werden 100-
200 Spermatozoen ausgezahlt. Jeder Defekt wirdeswestet. Stecknadelképfe zahlen
nicht zu den Kopfdefekten. Ein gehauftes Auftretérd aber vermerkt. Vorlauferzellen

der Spermatogenese werden nicht als Spermatozeentge

4.2 Anilinblau-Test (Status der Chromatinkondensatbn)

500ul Ejakulat und 3ml HFT-HSA-Puffer werden zehn Mient bei 300-1.200rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das ®edit wird auf einen Objekttrager
ausgestrichen und an der Luft bei Raumtemperatakmien gelassen. Danach wird der
Objekttrager 30 Minuten in Glutaraldehyd-Losungdik und anschlie3end kurz in Aqua
bidest. gewaschen. Dann wird funf Minuten in Arblisu-Losung gefarbt und nochmals in
Aqua bidest. gewaschen. 100 Spermatozoen werdenlysema und die

Chromatinkondensation nach den Vorgaben von Hestkal (1994) klassifiziert:

0 = keine Anfarbung des Spermatozoenkopfes

1+ = nur schwache Anfarbung, der akrosomale Ringiechitbar, weniger als die Halfte des
Spermatozoonkopfes ist angefarbt

2+ = mittelstarke bis starke Farbung Gber den aknaden Ring hinaus

3+ = tiefblaue Farbung des gesamten Spermatozoons

Die Chromatinkondensation gilt als gestort, wenPo25der mehr der Spermatozoen eine

Farbung des Grades 2+ und 3+ aufweisen.

4.3 Spermienwaschung

Um sicher zu gehen, dass man nur DNA, RNA odereifretaus Spermien isoliert, muss
man die Spermien aus dem Ejakulat filtern. Dazwwlias Ejakulat gewaschen, um unter

anderem Zellreste, Leukozyten, Prostaglandine oted3permien zu entfernen.
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Zusatzlich wird dabei das Ejakulat auf ein geriegelMolumen reduziert. Es gibt drei
Hauptmethoden der Spermienwaschung: die Swim-upddiet, die Dichte-Gradient-
Methode und die einfache Waschung. Die Swim-up-dé¢h ist bei Patienten mit

normalen Ejakulatparametern die Gebrauchlichste.
4.3.1 Swim-up

Far den Swim-up wird 1ml natives Ejakulat verwenaetlches 1:5 mit HFT-Medium und
2%igem HSA verdunnt wird. Anschliel3end wird zehmien bei 1.500rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet mit HMT-Medium mit 2%igem HSA
Uberschichtet. Das Pellet darf nicht resuspendiertien. Dann erfolgt eine Inkubation fir
eine Stunde bei 37°C. Der Uberstand wird in eineseEppendorfgefal tberfiihrt. Danach

konnen die Dichte und die Motilitat der Spermiestbemt werden.
4.4 Immunhistochemie (IHC, Lichtmikroskopischer Praein-Nachweis)

Immunhistochemie dient dazu, ein bestimmtes Protaiittels eines spezifischen
Antikorpers in Geweben oder Extrakten nachzuweiBam. Antikbrper bindet sich an ein
Antigen im Gewebe/Extrakt und dieser Komplex kanaf aerschiedene Weisen
visualisiert werden. Zum Beispiel durch ein Enzymie Peroxidase, welches eine
Reaktion mit Farbumschlag katalysiert. Eine andddglichkeit besteht darin, dass der

Antikorper an ein Fluorophor gebunden ist, z. BLEI

@ 4 Avidin-Biotin-
*4.*./ Enzymkomplex
e e

Biotinylierter *‘ "i

sekundarer ————
Antikorper

v
Prir’-na:.rer
Antikorper / \
A Antigen des

v

+— Gewebes

Abb. 122 Die ABC-Methode: Der Avidin-Biotin-Enzymkomplexeagiert mit dem
biotinylierten Sekundarantikérper (verandert nackefdsch, 2006; Dako).
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Des Weiteren werden Avidin-Biotin-Komplexe (ABC)rgdzt (Hsu et al., 198 bb. 12),
die auf der starken Affinitat des Avidins bzw. $ii@vidins zu Biotin beruhen.

Das Biotin ist an einen sekundéaren Antikérper geletlp der wiederum an den primaren
Antikdrper im Gewebe/Extrakt bindet. Zudem ist Biotin einen Biotin-Avidin-

Peroxidase-Komplex integriert (Heras et al., 1995).

4.4.1 Immunhistochemie an Ejakulat

4.4.1.1 Vorbehandlung der Spermien: Akrosomreaktiorund Ultraschall

500u! Ejakulat wird mit 3mBperm Preparation Mediumersetzt und zehn Minuten bei
1.500rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 500 8perm Preparation Medium
resuspendiert. Dann wird das Gemisch bei 4°C UbachiN zur Induktion der
Akrosomreaktion inkubiert. Am nachsten Tag wird dteobe drei Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wird die Probe fur acht Mign Ultraschall ausgesetzt. Dann wird
die Probe funf Minuten bei 1.500rpm zentrifugienduder Uberstand verworfen. Das
Pellet wird in 500ul PBS resuspendiert. Anschliel3enrd je 1Qd des Gemisches auf
Objekttragern ausgestrichen. Die Ausstriche solitémdestens tber Nacht trocknen, bevor

eine Immunhistochemie durchgefthrt wird.

4.4.1.2 Immunhistochemische Reaktion

Die Inkubationen erfolgen in feuchten Kammern (iotdurchlassig, mit feuchtem
Filterpapier ausgelegt).

Die Objekttrager mit den Ausstrichen werden furMiuten in Decondensing MiXvan
der Heijden et al., 2006) inkubiert. Dann werdea Eroben in 4%igem Paraformaldehyd
fur 20 Minuten inkubiert. AnschlielRend werden di®i&n kurz in 1x Tris-HCI-Puffer
gewaschen und anschlieRend fur 30 Minuten mit 16 SDS versetzt (Die Probe wird
dazu mit PAP-Pen eingekreist, damit die nachfolgenden Puffer/Lésmaicht vom
Objekttrager flie3en.). Die SDS-Inkubation wird ratitem 1x Tris-HCI-Puffer abgestoppt
(2x funf Minuten). Dann wird 30 Minuten in 3%igem®} in Methanol inkubiert. Danach
wird nochmals in 1x Tris-HCI-Puffer gewaschen (BxffMinuten). Anschliel3end wird 45

Minuten in 3%igem BSA-Blockpuffer inkubiert.
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Dann wird der Primé&rantikorper in 5%igem BSA-BloaKer verdinnt und die Proben
Uber Nacht mit der Antikdrper-Losung inkubiert. Amichsten Tag wird zweimal in 1x
Tris-HCI-Puffer fur finf Minuten gewaschen und dmigg3end fur 45 Minuten mit dem
Sekundarantikérper inkubiert. Der Sekundarantikbrpard in 1x Tris-HCI-Puffer
verdinnt. Dann wird nochmals zweimal in 1x Tris-H&lIffer gewaschen. Danach wird
fur 60 Minuten mit ABC-Losung inkubiert. Die ABC-kang wird mindestens eine halbe
Stunde vor Gebrauch angesetzt. AnschlieBend wirdinzal in 1x Tris-HCI-Puffer
gewaschen. Danach wird mit DAB-LOsung mindesten$/tuten entwickelt. Die DAB-
Losung darf nicht langer als zehn Minuten vorhergemetzt werden (nach
Herstellerangaben: 1 Tropfen DAB auf 30@AB-Puffer) und zum Auftragen muss eine
Spritze mit Filter verwendet werden. Die Entwiclduerfolgt im Dunkeln. Die DAB-
Farbung wird in Aqua bidest. abgestoppt. Kaisergc@&@ingelatine wird bei 40°C im
Wasserbad erwarmt und zum Eindecken verwendet (Heth., 2009).

4.4.2 Immunhistochemie an Hodenbiopsien

4.4.2.1 Fixierung in Bouin

Die Hodenbiopsie-Proben werden 24 Stunden in Beo@r Losung fixiert. Nach der
Fixierung werden die Proben sieben Tage lang inigéfb Ethanol gewaschen, bis die
gelbe Farbe heraus gewaschen ist. AnschlieRenidjtedie Dehydrierung und Einbettung
in Paraffin.

4.4.2.2 Dehydrierung und Einbettung in Paraffin

Die Hodenbiopsie-Proben werden nach folgendem Saheonéchst dehydriert und
danach eingebettet. Dabei wird das entzogene Wdasght Paraffin oder Paraplast ersetzt:
2x 1-2h in 70%igem Ethanol, 2x 1-2h in 80%igem Bthia2x 1-2h in 96%igem Ethanol,
2x 1-2h in 100%igem Ethanol (nicht langer als 1Zh¥h in Methylbenzoat, 24h oder
langer in Methylbenzoat, 24h oder langer in Metbylboat, mindestens 1-4h bei 58-60°C
in Paraplast, mindestens 2-12h bei 58-60°C in Pasapnd mindestens 4-24h bei 58-60°C

in Paraplast.
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4.4.2.3 Herstellung von Schnitten

Von den paraffinierten Hodenbiopsie-Proben werdgm Xicke Schnitte am Mikrotom

hergestellt, auf eine Wasseroberflache (z. B. Sicldlissel mit Aqua bidest.) zum Glatten
gelegt und auf Kryo-Objekttrager aufgezogen. Datied der Objekttrager leicht schrag
ins Wasser gehalten und auf die Schnitte zu bewsgt,diese mit einer Kante am
Objekttrager haften bleiben. AnschlieBend werden Rtioben im Brutschrank bei 37°C

getrocknet.

4.4.2.4 Hamatoxylin- und Eosin-Farbung (H+E-Farbug)

Eine Hamatoxylin- und Eosin-Féarbung erleichtert dieswertung immunhistologischer
Farbungen, da Hamatoxylin die Zellkerne blau undifcdas Zytoplasma pink farbt (Vgl.
Abb. 4, S. 22). Es empfiehlt sich daher, zu jedechn@t, der immunhistochemisch
behandelt wird, einen weiteren Schnitt mit eineB-Harbung anzufertigen.

Dazu sollten Serienschnitte verwendet werden, daoth derselbe Ausschnitt (dieselben
Tubuli) zu sehen ist. Eine H+E-Farbung wird nadgédadem Schema durchgefihrt:

3x 10 Minuten in Xylol, 2x 5 Minuten in 100%igemttanol, 1x 5 Minuten in 96%igem
Ethanol, 1x 5 Minuten in 80%igem Ethanol, 1x 5 Mew in 70%igem Ethanol, 1x 5
Minuten in 50%igem Ethanol, 1x 5 Minuten in Aqualést., 7 Minuten in Hamatoxylin,
15 Minuten unter flieRendem Aqua bidest., 7 Minuted%igem Eosin, 1x kurz in Aqua
bidest. waschen, 1x kurz in 70%igem Ethanol wasclienkurz in 80%igem Ethanol
waschen, 2 Minuten in 80%igem Ethanol waschen, 2ukén in 96%igem Ethanol
waschen, 3 x 2 Minuten in 100%igem Ethanol wascBeri,0 Minuten in Xylol waschen.
Anschlie3end werden die Schnitte mit Kaisers Glygmlatine eingedeckt. Die Gelatine

muss dazu im 40°C Wasserbad erwarmt werden.
4.4.2.5 Immunhistochemische Reaktion
Die Inkubationen erfolgen in feuchten Kammern.
Zunachst werden die Hodenbiopsie-Schnitte Uber NbBeh60°C in Xylol gestellt. Am

nachsten Tag wird die folgende Alkoholreihe durdtigd: je funf Minuten in Xylol,
100%igem Ethanol, 96%igem Ethanol, 70%igem EthandlAqua bidest..
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AnschlieRend wird einmal finf Minuten in 1x Tris-HRBuffer gewaschen. Danach wird 20
Minuten in Citratpuffer gekocht (98°C). Dann erfolgne Waschung fur funf Minuten in
1x Tris-HCI-Puffer. Anschliel3end erfolgt eine 30#iige Inkubation in 3%igem D, in
Methanol. Ab diesem Schritt werden alle folgenderchrite wie bei der
Immunhistochemie an Ejakulat-Ausstrichen durchgefig 4.4.1.2, S. 65) (Hecht et al.,
2009).

4.5 Bestimmung von Protein-/Nukleinsdurekonzentrabnen am Spektralphotometer

Bei schnellen Konzentrationsbestimmungen von Rreteiund Nukleinsduren werden
Absorptionsmessungen genutzt. Es gilt, dass diensittit eines Lichtstrahls einer
Wellenlange beim Durchlaufen einer transparentebstamz durch die Absorption der
elektromagnetischen Strahlung abnimmt. Dies wircclduwas Lambert-Beersche-Gesetz

dargestelltE = ecd.

E = Extinktion

& = Molarer Absorptionskoeffizient (cm2 x n9
d = Lange der Messstrecke (Kuvette) (cm)

¢ = Konzentration der absorbierenden Molekiile (ol

Des Weiteren nimmt die Intensitat des einstrahlentehtes exponentiell lAngs des
Weges abtog I¢/l = E =¢cd.

lo = Intensitat des eingestrahlten Lichtes

| = Intensitat des gemessenen Lichtes

Anstelle der Absorption kann auch die Transmis3igmangegebenen werden.

Es gilt: T% = 100x I/ 1.

In der Realitdt kann man mit Ublichen Spektralphwtern im Bereich von E = 0,05-1,5
messen. Fur Messungen im sichtbaren Bereich koKiigatten aus Glas oder Kunststoff
verwendet werden. Fur Messungen im UV-Bereich (200nm) missen Kivetten aus
Quarz verwendet werden (Freifelder, 1982; Segebl9%ie Konzentrationsbestimmung
von Nukleinséduren erfolgt bei 260nm und von Praeirauf Grund der Aminosauren
Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan bei 280nm. Haroteinbestimmungen in
Zellextrakten ergibt sich folgende empirische Fdriieb5x Bgo— 0,76X Bgo Zusatzlich

kann man mit Hilfe der Absorption die Reinheit eihaikleinsdurepréaparation abschétzen.
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Der Quotient k¢ Ezgp sollte dabei zwischen 1,8 und 2,0 liegen (Lottdpeiad Zorbas
1998).

4.5.1 Photometrische Protein-Messung mittels Bicimoninsaure (BCA)

Die BCA-Methode ist ein empfindlicher Proteinnaclsvan Bereich von 0,2-5(y. Bei
einer Messwellenlange von 562nm wird gegen einefibkaionsstandard z. B. BSA
gemessen. Fur die Messung sind die Peptidbindudgerminosauren Cystein, Cystin,
Tryptophan und Tyrosin von Bedeutung. Bei dieseitidde werden unter alkalischen
Bedingungen Cu(ll)-lonen zu Cu(l)-lonen durch diben genannten Aminoséuren
reduziert. Ein Cu(l)-lon wird durch zwei MolekiuleCB zu einem roten Farbkomplex
gebunden (Smith et al., 1985).

Zur Durchfiihrung wird zunachst eine Losung (A+Byesetzt: 100 Stammlésung A und
2ul  Stammlésung B. AnschlieBend werden ein Standandl wie verschiedenen

Verdinnungen nach folgendem Schema pipettiert:

95ul (A+B) + 5ul Standard

95ul (A+B) + 5ul Probe

95ul (A+B) + 2,5ul Probe + 2,bl 1%iges SDS (gegebenenfalls weitere Verdinnungen)

95ul (A+B) + 5ul 1%iges SDS (Leerwert, ,Blank®)

Alle Proben werden mit dem Vortexer gemischt undtrzieigiert. Anschliel3end werden
sie 30 Minuten bei 37°C inkubiert und mussen inallrhvon zehn Minuten gemessen
werden. Als erstes erfolgt der Leerwert, dann d@ben. Die Proteinkonzentration sollte

2ug/ul betragen, um fur einen Western Blot verwendetderrzu konnen.

4.5.2 Photometrische Protein-Messung nach Bradford

Bei der Bradford-Methode (Bradford, 1976) liegt delessbereich zwischen 142§
Protein. Die Messwellenlange betrdgt 590nm. BeiMessung wird Coomassie Brilliant
Blue verwendet. Dessen Absorptionsmaximum versthsath von 465 zu 590nm in
Gegenwart von Proteinen und im sauren Milieu. DiadBord-Methode ist empfindlicher
als BCA oder Lowry, aber funktioniert nicht mit Sténzen, die das
Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant Blueib#iessen.

Zur Durchfihrung wird Bradfordreagenz und eine HBiidgung BSA mit einer

Konzentration von 1mg/mL verwendet (10x BSA).
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Die Stocklésung wird auf 1Q@/ml verdinnt (1x BSA). Mit der 1x BSA-LOsung wieihe
Verdunnungsreihe hergestellt, anhand derer spé&tdndardkurve gemessen wird.

Die Verdunnungsreihe sollte in dem Puffer der zisseaden Probe angefertigt werden.
Die zu messende Probe wird ebenfalls in dem Pd#elProbe oder Aqua bidest. verdinnt
in den Konzentrationen 1:10, 1:100 und 1:1000.

Standard BSA 1 10 1x BSA + 20Qul Bradfordreagenz + 8@ Puffer/Aqua bidest.

Standard BSA 2 10 1x BSA + 20Qu Bradfordreagenz + 790 Puffer/Aqua bidest.

Standard BSA 3 20 1x BSA + 20Qul Bradfordreagenz + 780 Puffer/Aqua bidest.

Standard BSA 4 38 1x BSA + 20Qul Bradfordreagenz + 76 Puffer/Aqua bidest.

Standard BSA 5 50 1x BSA + 20Qul Bradfordreagenz + 750 Puffer/Aqua bidest.

Leerwert (,Blank®) 2Q0 Bradfordreagenz + 8Q0 Puffer/Aqua bidest
Probe 1Ql Probe + 200l Bradfordreagenz + 790 Puffer/Aqua bidest
Probe 1: 10 dl Probe + 200l Bradfordreagenz + 799 Puffer/Aqua bidest
Probe 1: 100 04l Probe + 200l Bradfordreagenz + 799;0Puffer/Aqua bidest
Probe 1:1000 0,Qd Probe + 200! Bradfordreagenz + 799,8BPuffer/Aqua bidest

Vor der Messung mussen die Proben 15 Minuten banfmperatur inkubiert werden.
Als erstes werden die Proben der Standardkurve ggane Kann eine Standardkurve

hergestellt werden, erfolgt danach die MessundPdelne.
4.6 Messung von Nukleinsauren am NanoDrdp ND-1000-Gerat

Am NanoDroff ND-1000-Gerat konnen RNA- und DNA-Proben von 2, 7ug/ul
unverdinnt gemessen werden. Dazu wird nach eineemwegt mit ul Aqua bidest.
jeweils 1ul Probe aufgetragen. Zusatzlich zu dem Messwertdleerlman eine
Absorptionskurve im Wellenlangenbereich zwische® 2&d 350nm und kann anhand
dieser und den VerhéaltnissensfE250 (Optimal: 1,8-2,0; eventuell Proteinverunreinigung)
und BedEzzo (Optimal: 2,0-2,2; eventuell Pufferverunreinigungete Ethanol, Phenol

usw.) den Reinheitsgehalt der Nukleins&uren absehat
4.7 Histon-Extraktion (Kernprotein-Extrakt) fir Wes tern Blot

FiUr einen Proteinnachweis mittels Western Blot,dearHistone aus den Zellkernen von
Spermien isoliert. Die Ablésung von der DNA erfotlytrch schwefelige Saure.

Zu Beginn wird 200-5001 Ejakulat (ca. 20-50 Mio. Spermien) benétigt. Zend Ejakulat
wird 1ml eiskalter Lysispuffer gegeben und das Gemimit dem Ultra-Turrax-Gerat

homogenisiert.
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Danach wird das Gemisch dreimal fir zehn Minutenl8e000rpm und 4°C zentrifugiert,
um die Zellkerne zu gewinnen. Der Uberstand wintleiés verworfen und zum Waschen
1ml Lysispuffer hinzugegeben.

Anschlie3end wird das Pellet in 100ul Tris-EDTA-4uf(pH 7,4) resuspendiert. Dann
wird 1,1ul BSO, dazugegeben und mit dem Vortexer gemischt, unHi®one aus den
Zellkernen zu entfernen. Das Gemisch wird bei 4%@riNacht inkubiert. Am nachsten
Tag wird zehn Minuten bei 18.000rpm zentrifugiertiuder Uberstand mit den Histonen in
ein neues EppendorfgefalR tberfihrt. Dann wird 1odtdn hinzugegeben und mindestens
Uber eine Nacht bei Raumtemperatur (20°C) inkubidrh nachsten Tag wird zehn
Minuten bei 18.000rpm zentrifugiert und der Ubemstaerworfen. Dann wird 1ml Aceton
dazugegeben und nochmals zentrifugiert. Anschlig¢3eind das Histon-Pellet bei 37°C
getrocknet, welches als weil3er ,Puder” sichtbadwidanach werden die Histone in 15-
50ul 1%igem SDS (in Aqua bidest.) resuspendiert zetth Minuten bei 70°C inkubiert,
wobei alle zehn Minuten mit dem Vortexer gemischtdwDann wird noch einmal bei
18.000rpm zentrifugiert. Das Pellet kann nach dreSehritt bei -20°C aufbewahrt werden
und flir eine weitere Histon-Extraktion verwendetradem (Dabei wird es in 20-p0
1%igem SDS resuspendiert und 30-60 Minuten bei 7@k@biert.). Der Uberstand wird
zur Proteinmessung (BCA-Methode) und fur den WedBdot verwendet.

4.8 Western Blot (Nachweis von Proteinen)

Beim Western Blot werden Proteine aus einem Extaalteine Membran uberfuhrt und
anschlieBend einer spezifischen Nachweisreaktidgarzwgen. Es werden dazu folgende
Arbeitsschritte durchgefiihrt: Die Proben des PmEeitraktes werden zunéchst
denaturiert, danach folgen eine Gel-Elektrophorese ein Elektro-Transfer (Blot). Nach
dem Blotten kann man die gesamten Proteine auf @ehz. B. mit Coomassie Brilliant
Blue einfarben, um einen Eindruck von der Effizieles Blottens zu erhalten.
Anschlie3end erfolgen die Nachweisreaktion auf dembran mittels eines spezifischen
Antikérpers und die Visualisierung der Reaktion. iMkann mit dem Western Blot-
Verfahren das Vorhandensein eines Proteins undvidesgenverhaltnis von Proteinen in
verschiedenen Proben nachweisen (Towbin et al9,1Birnette, 1981). Zusatzlich ist das

Western Blot-Verfahren ein Indiz fir die Spezifigihes Antikorpers.
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4.8.1 Gel-Elektrophorese

Vor dem Auftragen mussen die Proben zum Denaturi@@emin. bei 70°C mit Proben-
Puffer (auch bekannt als Laemmli Puffer; Laemm@7Q) undReducing Ageninkubiert
werden: 10,3l Probe; 3,511 Proben-Puffer und 1,4 Reducing Agent

Der Proben-Puffer enthalt SDS, welches als anibesdetergenz die Eigenladung der
Proteine Uberdeckt.

Zusétzlich muss der Laufpuffer vorbereitet werdeazu wird 50ml NuPadeMES- oder
MOPS-Puffer mit 950ml Aqua bidest verdinnt. Davorerden 200ml mit 504
Antioxidant versetzt und fur die innere Kammer tl¢estern Blot-Apparatur verwendet.
Der Rest bleibt fiir die 4uBere Kammer. NuP&gle (10% Acrylamidgehalt, fir SDS-
denaturierte Proteine von 16-70kDa) werden mit Aljdast. abgespult und in der inneren
Kammer fixiert. Die Gele bestehen im Allgemeinerns ainem Sammel- und einem
Trenngel. Im Sammelgel wird durch unterschiedlibhabilitdt von lonen im Gel- und im
Elektrophoresepuffer eine Vortrennung und Konzening der Proteine erreicht. Im
Trenngel wird dies noch durch eine geringe Poret@yeinen hoheren pH-Wert und
Salzgehalt verstarkt.

Die innere Kammer wird mit 150ml Laufpuffer mit Aoxidant befillt, wobei sich der
Flissigkeitsstand 3mm Uber dem oberen Ende des Sletinden sollte. Nach einer
Uberprifung der Dichtigkeit der inneren Kammer,dailie auRere Kammer mit ca. 600ml
Laufpuffer befiillt. Dabei sollte der Flissigkeitsst 1cm unterhalb des oberen Randes der
Kammer sein. AnschlieBend werden die Taschen mt d&r vorbereiteten Probe (s. 0.)
bzw. mit 1Qul Marker gefillt. Die Elektrophorese sollte 45-60nMten (bei 200V, 250mA
und 250W) dauern, bis die unterste blaue Linie &asle des Gels erreicht hat.
AnschlieRend erfolgt das Blotten (Ubertragen aoéévlembran). Man kann eine Nylon-,
Polyvinylidenfluorid- oder Nitrocellulosemembranrwenden. Dabei ist das Blotten mit
Nitrocellulose die géngigste Methode.

4.8.2 Transfer und Coomassie-Farbung

Zunachst wird der Transferpuffer vorbereitet und Biotting Pads sowie die Membran
und die Filterpapiere damit eingeweicht. AnschlieRewird das Blotting Sandwich
geschichtet. Zuerst wird ein Filterpapier auf edbvene Flache gelegt. Danach wird das Gel

aufgelegt. Dann werden eine Membran und ein weitEBikerpapier auf das Gel platziert.
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Danach werden die Luftblasen aus dem Sandwichrabhtimdem eine Glaspipette tber
dem Sandwich gerollt wird. AnschlieRend wird dasdvach mit Hilfe der eingeweichten
Pads im Blot-Modul fixiert. Dabei werden die Pad# &eiden Seiten auf’en an das
Sandwich platziert. Dann wird das Blot-Modul in di@paratur gespannt und die innere
Kammer mit Transferpuffer gefullt, so dass das 8acit bedeckt ist. Die dufRere Kammer
wird danach mit 650ml Aqua bidest. gefillt. Das tBda der Membran erfolgt bei 30V,
250mA fur 60 Minuten. Anschlie3end werden Uberssiys Proteinbindungsstellen auf
der Membran mit Magermilchpulver, BSA oder GE Heedire Amersham ECU
Blocking Agent in PBS Uber Nacht abgesattigt (.ldect”). Dieses Verfahren reduziert
falsch positive Ergebnisse und somit den Hinterdrun

Das Gel kann Utber Nacht mit Coomassie BrillianteBRirbeldésung eingefarbt werden.
Der Farbstoff bindet sich als blauer Komplex undjsh an fast alle Proteine mit einer
Konzentration von 0,14®&). AnschlieBend wird die Farbelésung abgegossea KSnhn
mehrfach benutzt werden.) und das Gel mit Entféelg auf dem Schittler Gber Nacht

entfarbt, um den Hintergrund zu reduzieren.
4.8.3 Nachweisreaktion

Am néchsten Tag wird die Membran einmal kurz undirdal finf Minuten in PBS-
Waschpuffer ohne Tween gewaschen (200ml PBS Puffdr2g BSA). Danach wird die
Membran je nach Probenzusammensetzung zerschnitteh die Sticke mit den
unterschiedlichen Proben in verschiedene Antikédgengen uberfuhrt. Als
Negativkontrolle kann ein IgG-Antikorper verwendetrden.

Die Antikorper werden in PBS-Waschpuffer mit Twe@®Oml PBS Puffer, 1g BSA,
10Qul Tween 20) verdiunnt. Die Membranen werden UberhNaei Raumtemperatur auf
einem Schiuittler inkubiert. Am nachsten Tag wirdahkurz und dreimal funf Minuten in
PBS-Waschpuffer mit Tween gewaschen. Je nach Methud der entwickelt wird, kann
ein weiterer, sogenannter Briicken- oder Verstarki@per notwendig sein. Dieser und
jeder weitere Antikorper wird ebenfalls in PBS-Wagsaffer mit Tween angesetzt und 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach jedentik&mper ist ein Waschschritt in

PBS-Waschpuffer mit Tween notwendig.
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Abb. 13 Die APAAP-Methode. Der APAAP-Immunkomplex reagiemit dem
Sekundarantikorper, der wiederum mit dem Prim&kénper reagiert. Der
Primarantikdrper und der Antikorper des Immunkomptemissen von derselben Spezies
stammen (verandert nach Boenisch, 2006; Dako).

Bei einer Amplifizierung mit einem APAAP-Antikorper{unmarkierte alkalische
Phosphatase Anti-alkalische Phosphatase-Techbil, 13; Mason et al., 1981; Cordell et
al., 1984) wird dieser in Tris-Waschpuffer (1:500¢rdinnt und 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgen &Nsshritte mit 1x NTB-Puffer
(dreimal funf Minuten). Dann erfolgt das Entwickélmf bis 20 Minuten mit NBT/BICP.
Es sollte méglichst im Dunkeln entwickelt werdem, der Farbstoff lichtempfindlich ist.
Zum Abstoppen der Reaktion wird zweimal funf Minutan Aqua bidest. gewaschen.
Abschlie3end wird die Membran im Trockenschrank 3#&C getrocknet. Die Membran

sollte im Dunkeln aufbewahrt werden, da sie mitZeit verblasst.

4.9 Chromatin Immunprazipitation (ChiP)

Die Chromatin Immunprézipitation ist eine Methoda Lharakterisierung von DNA-

Bindeproteinen (z. B. Transkriptionsfaktoren, Hmsta, Protaminen) und der von ihnen

gebundenen DNA-Elemente (z. B. Promotoren, Enhar&itencer) aus lebenden Zellen
oder Geweben (Ausubel et al., 1999; Orlando efl@By; Orlando 2000)Abb. 14).
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Analyse von Histonmodifikationen
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Abb. 14: Schematische Darstellung zur Untersuchung von geggiischen
Histonmodifikationen mit Chromatin Immunprazipitati (ChIP) und Microarray (ChIP-
on-Chip) (verandert nach Biermann und Steger, 1999)

4.9.1 Chromatin Immunprazipitation mit Ejakulat

Die Chromatin Immunpréazipitation wird mit dem ChABsay Kit (upstate) weitestgehend
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das verwendgteulat (ca. 60 Mio. Zellen pro
Versuch) wird in flissigem Stickstoff oder bei —80gelagert.

Zunachst wird das Chromatin aus Spermien isolied in Fragmente zwischen 200 und
1.000 Basenpaaren zerlegt. Dazu wird 1ml EjakudainzMinuten bei 4.000rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und dRedlet mit 3ml PBS-Gemisch (10ml
PBS mit einer Tablette Protease-Inhibitoren, Roeleegetzt. Das Pellet wird resuspendiert
und fanf Minuten bei 4.000rpm und 4°C gewaschen.
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Anschlie3end wird das Pellet nochmals mit 3ml PBESrGch funf Minuten bei 4.000rpm
und 4°C gewaschen. Der Uberstand wird jeweils veiemo Dann wird das Pellet in 3ml
PBS-Gemisch homogenisiert und anschlieBend mit 8B®&isch auf 10ml aufgefullt.

Zum Crosslink (Fixierung der Proteinbindung an die DNA) wird dasmisch mit 270l
37%igem Formaldehyd versetzt und 15 Minuten schdgtéenkubiert. Zum Abstoppen
wird das Gemisch mit 0,016g Glycin funf Minuten ufkert. Danach wird zehn Minuten
bei 4.000rpm und 4°C zentrifugiert. AnschlieBenddwilas Pellet in 2ml PBS-Gemisch
funf Minuten bei 4.000rpm und 4°C gewaschen. Deerstand wird verworfen und das
Pellet mit 1ml SDS-Lysis-Puffer (mit Protease-Intaken) versetzt.

Die Probe wird zehn mal zehn Sekunden auf Eis aemf. Zwischen den zehn Pulsen
erfolgen jeweils 30 Sekunden Pause. Die Probe watfrend des Sonifizierens nicht
schaumen. Dann wird die Probe in ein Eppendorfgéf@sfihrt und zehn Minuten bei
18.000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird in eieues Eppendorfgefal tberfihrt und
kann bei -20°C gelagert werden.

Mit 10-20Qul Uberstand wird ein Chromatin-CheclAkp. 15) durchgefiihrt. Zu dem
Uberstand wird 10 5M NaCl gegeben und lber Nacht bei 65°C ZRaverse-Crosslink
inkubiert. Am nachsten Tag wird das Gemisch mikt @5M EDTA, &l 1M Tris-HCI,
pH6,5 und 2l Proteinase K (10mg/ml) vier Stunden bei 45°C ioikut. AnschlieRend
wird das Gemisch mitll RNase A eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danactd veine
Phenol-Chloroform-Extraktion und eine Ethanolfauturchgefuhrt (s. 4.10.3, S. 80).
Dann wird die DNA-Probe auf ein Gel aufgetragentsincht die Fragmentlange 200-
1.000bp kann der eingefrorene Uberstand verwendedem. Dazu wird er zehnfach mit

Dilutionspuffer (versetzt mit Protease-Inhibitoremydinnt.

MW (bp) ) MW (bp)

¥ e
- -

R

Abb. 15. Chromatin-Check nach dem Sonifizieren von Helh), Prostata- (2) und
Spermien- (3) Chromatin. Der Standard hat die Groftkhung von 100-1.000bp. Alle
Proben zeigen DNA im gewtinschten Spektrum von 200abp.
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Dann wird eine Proteinkonzentrationsmessung in Foemes Bradford-Assays
durchgefuhrt. Die Konzentration sollte ca. 50@hdietragen. Gegebenenfalls muss die
Probe noch einmal mit 1/10 Lysispuffer und 9/10ubdnspuffer verdinnt werden, um
alle Proben auf die gleiche Konzentration einziestel

Anschlie3end wird pro Immunprazipitat 1ml verdumrelliberstand verwendet. Fur den
Input wird 10Qu Zelliberstand (10%) zurtckgehalten und bei —288ewahrt. Zu dem
1ml Zelliberstand wird jeweils 4D Protein-A Agarose/Salmon Sperm DNA pipettiert und
fur 30 Minuten bei 4°C schuittelnd inkubiert, um denspezifischen Hintergrund zu
reduzieren. Das Gemisch wird anschlielend eine #dinbei 1.000rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues BmmefgefaR berfihrt. Danach wird der
Antikérper hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C gelmd inkubiert. Die Menge variiert
von Antikdrper zu Antikorper (s. Antikorper, 3.5, 84). Als Negativkontrolle wird ein
Antikorper gegen unspezifische Immunglobuline (Ig@)wendet.

Am nachsten Tag wird zu jeder Probeub®rotein-A Agarose/Salmon Sperm DNA
hinzugegeben und eine Stunde bei 4°C schittelndbiek. AnschlieRend wird eine
Minute bei 1.000rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Ustand wird verworfen und das Pellet
fur je funf Minuten in folgenden Puffern (1ml) sa¢tdéind gewaschen: lixow Salt Immune
Complex Wash Bufferlx High Salt Immune Complex Wash Bufféx LICI Immune
Complex Wash Buffex TE Buffer Zwischen den Waschschritten wird jeweils eine
Minute bei 1.000rpm und 4°C zentrifugiert und ddxeltstand verworfen.

Dann wird Elutionspuffer frisch angesetzt: 1%ig&SS0,1g) und 0,1M NaHC£30,084q)

in 10ml Aqua bidest.. Der Histonkomplex wird mit@b Elutionspuffer eluiert und daftr
15 Minuten bei Raumtemperatur schittelnd inkubi&ann wird eine Minute bei
1.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wakdgenommen und in ein neues
EppendorfgefaR tberfihrt. Die Eluation wird wiedsthund beide Uberstande kombiniert
(ca. 50QU). Zum Aufheben der Histon-DNA-Crosslinks wird zudberstand jeder Probe
20ul 5M NaCl hinzu gegeben. Zuséatzlich wird die Inputbe aufgetaut und miub5M
NaCl versetzt. Alle Proben werden Gber Nacht béCa&kubiert.

Am nachsten Tag wird zu den Immunprézipitaten jel 06M EDTA, 2Qul 1M Tris-HCI,
pH 6,5 und 10l Proteinase K (10mg/ml) gegeben und zum Inpdt025M EDTA, 4l 1M
Tris-HCI, pH 6,5 und gl Proteinase K (10mg/ml). Die Proben werden mit déontexer
gemischt und fir eine Stunde bei 45°C inkubierm®aerden die Proben mitllRNase

A eine Stunde bei 37°C inkubiert.
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Anschlie3end erfolgen eine Phenol-Chloroform-Exicak und eine Ethanolfallung der
DNA. Zum Schluss sollte zur Uberprifung des DNA-Gl&ds eine Messung am

NanoDrop-Gerat erfolgen.

4.9.2 Chromatin Immunprazipitation mit HeLa-Zellen

Die Chromatin Immunprazipitation wird mit dem ChlRssay Kit (upstate) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Dazu wird einet®lait HeLa-Zellen (ca. 60 Mio.) aus
dem Brutschrank entnommen und das Medium abgezdgienZellen werden in 20ml
PBS (Raumtemperatur) resuspendiert. Z0msslinkwird 54Qul 35%iges Formaldehyd
hinzu gegeben und 15 Minuten inkubiert. Zum Abstppvird 0,032g Glycin zu den
Zellen gegeben und funf Minuten inkubiert. AnscRéad werden die Zellen abgeschabt
und in ein 15ml Falcon Uberfihrt. Dann werden daleh zweimal mit kaltem PBS
gewaschen und jeweils vier Minuten bei 4.000rpmtrifeigiert. Das Pellet wird in 1ml
Lysispuffer resuspendiert und funfmal fur zehn Swlan sonifiziert, mit jeweils 20-30
Sekunden Pause dazwischen. Alle nachfolgenden ttechsind mit denen von
Ejakulatproben (s. 4.9.1, S. 75) identisch.

4.9.3 Chromatin Immunprazipitation mit Prostata-Gewebe

Die Prostata-Gewebeproben wurden direkt nach derdipn mit dem Ultra-Turrax-Geréat
zerkleinert,crosslinked(s. ChIP mit Ejakulat, 4.9.1, S. 75) und dann 486°C gelagert.
Fur jeden Versuch wurde 100mg Gewebe verwendetyangieichbare DNA-Mengen zu
erhalten. Zusatzlich wurde der Protein-Gehalt n&chdford gemessen (s. Bradford-
Protein-Messung, 4.5.2, S. 69) und die Proben despeechend mit ChIP-Dilutionspuffer
(9/10) und -Lysispuffer (1/10) auf die gleichen Kkentrationen verdiinnt (Paradowska et
al., 2009).

4.10 DNA Aufreinigung

Die Aufreinigung von DNA-Proben kann mit Hilfe vetsedener Kits oder mit Phenol-

Chloroform-Extraktion und Ethanolféllung erfolgen.
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4.10.1 Der QiaQuick-Aufreinigungskit

Das Herstellerprotokoll (Qiagen) wird wie folgt mfiziert: PB-Puffer (fir genomische
DNA) oder PN-Puffer (fir cDNA) wird in einem Verhlidis von 5:1 zu den Proben
gegeben. Das Gemisch wird in ein 1,5ml Eppenddif§eimit Saule Uberfihrt.
AnschlieRend wird eine Minute bei 13.000rmp (gDNAper 6.000rpm (cDNA)
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danndwis0ul PE-Puffer zu den Proben
gegeben und nochmals eine Minute bei 13.000rpm &Dbzw. 6.000rpm (cDNA)
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen undveisd noch einmal zentrifugiert. Die
Saule wird in ein neues 1,5ml Eppendorfgefald tberfind 30ul Aqua bidest. auf die
Membran gegeben. Die Saule wird eine Minute staipeassen und anschlieRend eine
Minute bei 13.000rpm (gDNA) bzw. 6.000rpm (cDNA)nméfugiert. Danach wird das
Eluat noch einmal durch die Saule laufen gelassah mnach einer Minute abermals
zentrifugiert. Das Eluat enthalt nun geldste gDNAvVbcDNA.

4.10.2 Der lllustra GFX PCR, DNA- und Gelbanden-Aufeinigungskit

Zunachst wird 500-550 CapturePuffer 3 zu 100l Probe gegeben und vermischt (bei
DNA-Fragmenten kleiner als 5kb). Die Probe sollth gelb bis orange farben (Indikator
fur den pH-Wert). Wenn die Probe eine dunkelroterodolette Farbe annimmt, sollten
10ul 3M Natriumacetat, pH 5,0 hinzu gegeben werdemdah sollte sich die Farbe der
Probe in gelb oder orange verandern. Danach wied Ribbe auf die S&ule in einem
Eppendorfgefald gegeben und fur 30 Sekunden bedQdth zentrifugiert. Anschliel3end
wird der Durchfluss verworfen und 500Waschpuffer Typ 1 hinzugegeben. Dann wird
die Probe abermals fur 30 Sekunden bei 13.000rprrizegiert. Der Waschschritt sollte
einmal wiederholt werden. Zwischendurch sollte drchfluss verworfen werden.
Anschlie3end wird die Saule in ein neues Eppenddifyyiberfihrt. Dann wird 80Aqua
bidest. auf die Saule gegeben und fur eine Minnitehiert. Danach wird die Probe eine
Minute bei 13.000rpm zentrifugiert. Der Durchfliesgthalt die aufgereinigte DNA.
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4.10.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Probe wird, wenn sie nicht schon g00mfasst, mit Aqua bidest. auf 200ul verdinnt
und anschlieend mit der gleichen Menge PhenolfGfdom (1:1) versetzt und eine
Minute mit dem Vortexer gemischt. Dann erfolgt drhasentrennung durch eine
Zentrifugation fur eine Minute bei 13.000rpm. Digisgrige Phase wird danach in ein

neues Eppendorfgefald tberflhrt. Anschliel3end viirel Ethanolfallung durchgefuhrt.

4.10.3.2 Ethanolfallung von DNA

Die DNA-LAsung wird zur Fallung mit 0,1 Volumen 3NB-Acetat, pH 4-5; 2-3 Volumen
100%igem Ethanol und 3ul Glykogen versetzt. Dieubdtion erfolgt Gber Nacht bei -
20°C oder fur eine Stunde bei -80°C. AnschlieBend was Gemisch fur 30 Minuten bei
15.000rpm zentrifugiert und der Uberstand verwarf@anach wird das Pellet (die DNA)
mit kaltem 70%igem Ethanol zehn Minuten bei 15.pd®@gewaschen. Die DNA wird bei
37°C getrocknet. Anschlie3end wird die DNA in Aduidest. (20-50pul) gel6ést und kann
bei -20°C gelagert werden.

4.11 Polymerase-Ketten-ReaktionHolymerase Chain Reaction, PCR) zum

Amplifizieren von DNA-Sequenzen

Mittels PCR ist es moglich, definierte DNA-Bereidhevitro zu amplifizieren (Saiki et al.,
1988). Der DNA-Bereich wird durch zwei Primer (kerzyegenlaufige Oligonukleotide)
festgelegt. Ein Zyklus der PCR besteht aus folgerighritten: Denaturierung der DNA,
Annealing (Primerbindung) und Polymerisation (Swtigieren der Zielsequenz). Der
Zyklus wird haufig wiederholt (mind. 30mal) und beptimalem Verlauf verdoppelt sich
pro Zyklus die Anzahl der gewtinschten DNA-Molekiile.

Beim Pipettieren sollte das Enzym immer auf Eibetebleiben und zuletzt hinzu gegeben
werden. Der Ansatz sollte durch Auf- und Abpipetie gemischt werden. Luftblasen im
Gemisch sollten vermieden werden und gegebenesfalte der Ansatz kurz bei niedriger
Drehzahl zentrifugiert werden.
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4.11.1 Primer-Generierung

Das Gelingen einer PCR hangt davon ab, wie gutvdmvendeten Primer sind. Sie
bestimmen Spezifitdt, Sensitivitat und Reproduaekbit der PCR. Bei der Generierung
von Primern sollten daher folgende Parameter beicickgt werden: die
Schmelztemperatur [=1= 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C); nach Thein, 1986]ed’-Enden,
die Nukleotidzusammensetzung und —verteilung (GGaBe40-60%), sowie Primer-
Wechselwirkungen. Zum Beispiel sollten beide PrintBeselbe Schmelztemperatur
besitzen. Aul3erdem sollte ein Primer keine stabBakundarstrukturen oder Dimere
bilden. Deswegen sollten Komplementaritaten innerleenes Primers und zwischen den
Primern vermieden werden.

In dieser Studie wurden zur Primer-Generierung biieernet-ProgrammePrimer 3
Oligonucleotide Properties CalculatamdNCBI Primer BLASTs. Material, 3.11, S. 57)

verwendet.

4.11.2 Semiquantitative PCR

Bei der semiquantitativen PCR wird eine Input-Vendiingsreihe und/oder dieselbe
Menge an DNA in verschiedenen Proben verwendetdi@rAnreicherung verschiedener
Proben im Verhaltnis zum Input oder untereinandevergleichen.

Gleichzeitig kann mit der Verdinnungsreihe die mple PCR-Zyklen-Anzahl ermittelt

werden, da die Verdinnungsreihe auf dem Gel eindidee Abstufung zeigen sollte.

Eine semiquantitative PCR wird nach folgendem Scehpipettiert:

2,5ul 10x Puffer

0,75 MgCl, (1,5mM)

0,5ul dNTPs (10mM jedes)
1ul Primerforward (10pmol{ul)
1ul Primerreverse(10pmolful)
0,1ul TagPolymerase
17,6-18,@l H,O, RNase frei
1-2,Qul TemplateDNA

> 25l

Zur Optimierung der PCR und zur Reduzierung unsisehier Produkte kann Betain in der

Konzentration 0,8-1,6M in die PCR eingesetzt werden
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ab.),

PCR-Ablauf:

1x 94°C, 3 min., Denaturierung

35x | 94°C, 1 min., Denaturierung
52°C-65°C, 30 sek.-1 min., Annealing, Temperaist primerspezifisch, (Anzahl an C/G-
und A/T-Bindungen)
72°C, 1-2 min., fur Taq Polymerase(Die Temperatur hangt von der Polymerase
Polymerisation

1x | 72°C, 5-10 min., Aufflillen freier Enden, Elonigat

1x | 4°C,, Abklihlen bis zum manuellen Stop

4.11.3 Real time PCR fur ChiIP

Bei einer real time PCR werden die PCR-Produkte ibeer Bildung in speziellen

Thermocyclern erfasst (in Echtzeit). Dazu werdenAEthhdende Fluoreszenzfarbstoffe
wie SYBR Green | verwendet, die sich in die dopipa@igyige DNA lagern. Dabei besteht
das Problem, dass sich dieser Farbstoff auch grenifische Produkte und Primerdimere

lagert.

Fur eine real time PCR mussen Primer verwendeteveie kein groReres Produkt als ca.
200bp amplifizieren, weil die PCR ,in Echtzeit* stmicht funktioniert.

Die real time PCR wird nach folgendem Schema paeétt

Bei

0,5ul Primerforward (10pmol{ul)
0,5ul Primerreverse(10pmolful)
12,51 CyberGreen Mastermix
9,5-10,%l H,O, RNase frei

1-2,Qul TemplateDNA (hier immunprézipitiert
DNA)

> 25l

1%

mehreren Proben wird ein Mastermix hergestePro PCR werden zwei

Negativkontrollen mitlaufen gelassen. Eine entk&dtt DNA Aqua bidest. und die andere

nur den Mastermix ohn€emplatezum Uberpriifen, ob die Primerverdiinnungen oder der

Mastermix Verunreinigungen enthalten.
PCR-Ablauf:

1x

95°C, 3 min., Denaturierung

40x

95°C, 30 sek., Denaturierung

55°C-65°C, 30 sek.-1 min., Annealing, Temperait primerspezifisch, (Anzahl an C/
und A/T-Bindungen)

72°C, 1 min. (Der CyberGreen Mastermix enthéibe Taq Polymerase. Die Temperatur

hangt von der Polymerase ab.), Polymerisation

1x

55°C, 10 sek., Vorbereitung auf die Schmelzkurve

80x

55°C-95°C in 0,5°C Schritten fur je 10 sek hi®elzkurve
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Gradient zur Bestimmung der optimalen Annealing-peratur:

1x 95°C, 3 min., Denaturierung

40x | 62°C-55°C fur 45 sek. (jed&8ell erhalt eine andere Temperatur zwischen 62 und)55°C
Annealing

4.11.4 Statistische Analyse von real time PCR

Die Berechnungen zur real time PCR werden nactefmlgr Formel durchgefihrt. Dabei
spielt derCycle TresholdCT)-Wert eine entscheidende Rolle. Er ist die ldgkahl, bei
der jede PCR-Reaktion einen vorgegebenen FluoresZesnzwert erreicht. Er wird
innerhalb der loglinearen Phase aller Reaktionsetge

Mit Hilfe des CT-Wertes wird die Anreicherung desCHRProdukts einer
immunprazipitierten Probe im Verhaltnis zum Inpdtr@matin berechnetACt = Ct
(Input) - Ct (immunprézipitierte Probe) und fiir die Anreicherung (%) gil2*“'x10 (10,
da 10% Input Chromatin des gesamten Chromatin-hé¢geverwendet wurde) (Frank et
al., 2001). Bei immunprazipitierten Proben von ifert Mannern wurden die CT-Werte
von mehreren Spendern verwendet und der Mittelalet Anreicherungswerte berechnet.
Bei infertilen Patienten wurden immunprazipitieReoben von funf oder sechs Mannern

gepooltund der Anreicherungs-Mittelwert von mehreren P@&svendet.
4.12 Agarose-Gel-Elektrophorese

Bei der Gel-Elektrophorese werden DNA-Molekile natthrer Grol3e aufgetrennt
(Sambrook et al., 1989). Da die DNA auf Grund inPé&rosphatgruppen negativ geladen
ist, wandert sie im elektrischen Feld zur Anode. b&a hangt die
Wanderungsgeschwindigkeit von der Grol3e der DNAKdbinere Fragmente wandern
schneller als grofe.

Die DNA wird auf ein Agarose-Gel aufgetragen (1-2garose und gl Ethidiumbromid
auf 100ml 1x TAE-Puffer bzw. 1-2% Agarose undl &elRed" auf 30ml 1x TAE-
Puffer). Nach dem Aufkochen des Gels durfen keidkeli&en mehr zu sehen sein. Erst
danach wird die abgekiihlte Gelmasse mit Ethidiumimicoder GelRel! versetzt und in
eine Kammer gegossen. Das Gel muss ca. 20 Minutréagen.

Ein DNA-GroRenstandard z. B. Hyper Ladder IV (Big]) (Bandengréf3e 100-1.000) wird
als Marker und 6x DNA loading Dye (Bioline) als Bempuffer benutzt.
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Die Spannung legt man je nach Grof3e des Gels zensch und 120mV fest. Die Dauer
liegt nach Anteil der Agarose zwischen 20 und 45u¢en.

Mit Hilfe von Ethidiumbromid oder GelRéY wird die DNA gefarbt. Unter UV-Licht
wird die DNA durch das hellorange fluoreszierendidtumbromid oder GelR&Y
sichtbar gemacht.

Bei den Gelbildern dieser Arbeit wurdel2%CR Produkt auf ein 1,5%iges Agarose-Gel

aufgetragen.
4.13 WGA (Whole Genome Amplification) und Reamplifizierung von DNA

Bei der WGA (O’Geen et al., 2006) wirde in einersten Schritt die DNA fragmentiert.
Da ChIP-Proben bereits fragmentiert sind, fallsdreSchritt weg.

Die Konzentration der isolierten DNA wird bei einé&fV-Absorption von 260nm
gemessen. AnschlieRend wird 10pul DNA-L6sung miteeiKonzentration von 1ng/ul
hergestellt. Die Durchfiihrung erfolgt mit dem GemoRlex Complete Amplification Kit
(Sigma) nach Angaben des Herstellers:

Zunachst werden (2 1x Library Preparation Puffer zu jeder Probe pipettiert.
AnschlieRend folgt die Zugabe vorullLibrary Stabilization Solution Dann wird
gemischt, abzentrifugiert und die Probe fir zweiniden bei 95°C im Thermocycler
inkubiert. Danach wird die Probe abzentrifugiert iauf Eis gestellt. Es folgt die Zugabe
von 1ul Library Preparation EnzymeéNach dem Mischen wird kurz abzentrifugiert une di
Proben im Thermocycler nach folgendem Schema iktbi

16°C fir 20 Minuten

24°C fir 20 Minuten

37°C fur 20 Minuten

75°C flur 5 Minuten

4°C bis zum manuellen Stop

Die Proben kdnnen nach diesem Schritt direkt ammit oder fir drei Tage bei —20°C
gelagert werden. Zur Amplifikation werden folgeri@eagenzien zu 1% Probe pipettiert:
7,511 10x Amplification Master Mix47,5ul Nuklease-freies Wasser undibWGA DNA
Polymerase. AnschlieRend mussen die Proben gemiguoiht abzentrifugiert werden.

Danach werden sie mit folgenden Schritten im Theyoler amplifiziert:

1x 95°C fur 3 Minuten, Denaturierung
14x 94°C fur 15 Sekunden, Denaturierung
14x 65°C fur 5 Minuten, Annealing, Elongation
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Nach diesem Schritt kann die DNA bis zur Aufreimgubei 4°C oder langer bei —20°C
gelagert werden. Nach der Aufreinigung kann die DMamplifiziert werden (Sigma,
Genome Plex Complete Amplification Kit oder GenoRlex WGA Reamplification Kit).
Dabei wird der Amplifizierungsschritt wiederholt.

Um zu testen, ob die DNA nach der WGA oder Reampifung ihre Qualitat behalten
hat und sich das DNA-Fragmentspektrum nicht versehdat, wird die DNA erneut aufs
Gel aufgetragen (Vergleich zum Chromatin-CheclClslP, 4.9.1, S. 75) und eine Test-
PCR mit Primern durchgefihrt, die gut mit ChlP-Matefunktioniert habenAbb. 16).

Abb. 16: Beispiel fur einen Spermien-Chromatin-Check nden WGA. A zeigt Input-
DNA nach der WGA. Die DNA-Fragmente haben nach waedas gewinschte Spektrum
von 200-1.000bp. B zeigt PCR-Produkte von Input-DiXA den PrimerrCRAT(1,3) und
INHA-Promotor (2,4) vor der WGA (1,2) und nach der W(@\), wobei dieTemplate
DNA auf dieselbe Konzentration (10pd)/ eingestellt wurde. Neg = Negativkontrolle mit
Wasser alIemplate

4.14 DNA-Microarrays

Bei einem DNA-Microarray sind Nukleinsauremolek{®nden) in einer Matrix auf einer
Membran oder einem Glastrdger angeordnet. Die zersucthenden Nukleinsduren
werden fluoreszenzmarkiert und mit den Sonden Hidert. Durch unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe kbnnen mehrere Zielmolekilleeznem Array untersucht werden,
da die Signale getrennt detektiert werden konidain(17). Durch diesen Versuchsaufbau
konnen viele DNA-Molekile gleichzeitig und auf kistem Raum analysiert werden.

Die Anwendungsmdglichkeiten von Microarrays sincelseitig. So konnen z. B.

Genexpressionsanalysen durchgefuhrt werden, MaekiilSignalkaskaden identifiziert
werden oder der Einfluss eines Gens oder Proteihdia Expression von Zielmolekilen

untersucht werden.
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Abb. 17: Ubersicht uber den Ablauf eines Microarray-Expemts. Die zu untersuchende
Probe und die Referenz-DNA werden mit unterschibéih Fluoreszenzfarbstoffen
markiert und auf ein Microarray mit speziell ausgéliten Sonden hybridisiert.
Anschliel3end werden die gebundenen Fluoreszenubffidbsnittels zwei verschiedenen
Lasern angeregt und die Emission gemessen. Die skEmsverte werden danach am
Computer ausgewertet (verandert nach Duggan €t9819).

4.14.1 Die ENCODE-Regionen

Da im Rahmen dieses Projektes ein ENCODE-Microadaschgefuhrt werden sollte,
wird zunachst der Hintergrund der ENCODE-Sequerrzklrt.

Das National Human Genome Research InstittdHGRI; Bethesda, MD, U.S.A)
grindete im September 2003 eine oOffentliche Forsgbgemeinschaft mit der
Bezeichnung ENCODEENCYyclopedia Of DNA Elementsid dem Ziel, alle funktionalen
Elemente der menschlichen Genom-Sequenz zu ideetén. Das Projekt wurde in zwei
Teilschritte gegliedert, eine Pilotphase und eimehhologie-Entwicklungsphase. In der
Pilotphase wurden zunachst verschiedene Analysédden fir die menschliche
Genomsequenz getestet. Die Ergebnisse dieses opkrden im Juni 2007 iNature
und Genome Researaleroffentlicht. In der Technologie-Entwicklungsgleavurden neue
Methoden zur Daten-Generierung entwickelt. Im Sapter 2007 wurden dann neue Ziele
festgelegt, um die Produktionsphase des Projektemileiten. Es wurden Experten aus

verschiedenen Bereichen in das Projekt einbezogen.
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Die Produktionsphase beinhaltete auch ein Daterrdfoi@rungszentrum, um alle Daten
aufzubereiten und miteinander zu vergleichen. DgeBnisse aller Beteiligten wurden in
offentlichen Datenbanken publiziert und Sequenzbere Daten auf dem Browser der
Universitat von Californien, Santa Cruz (UCSC) aisiert. Weitere Daten sind aGene

Expression Omnibus (Geogler aufArrayExpressu finden.

4.14.2 Das ENCODE-Array

Die Firma imaGenes (NimbleGen-Service) bietet yaestene ENCODE-Arrays an. In
unserer Studie wurde ein HG18 Human ENCODE ChliRveedet, der alle ENCODE-
Regionen bertcksichtigt (Vgl. UCSC). Der NimbleGgervice beinhaltet neben der
Herstellung des Arrays auch Qualitatskontrollere darkierung des Inputs und der
immunprazipitierten Probe, die Hybridisierung, &snnen, die Daten-Erstellung und die
erste Datenanalyse.

Das Array befindet sich auf einem (Glas)trager baihhaltet 135.000 Sonden. Die Grol3e
der Sondenmolekile betragt 50-75mer, der mittlerend8nabstand 60bp. Die
Nukleinsduren, die an den Input bzw. H3K9ac gektippearen, werden mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markients sind Cyanin 3 und Cyanin 5, die
unterschiedliche Emissionsspektra besitzen (550 6289nm).

Das Signal von H3K9ac-Nukleinsauren gegeniber dem mput-Nukleinsauren jeder
Position auf dem Tréager wird mittels eines Lasersgalesen und danach verglichen. Da
Cyanin 5 gegeniuber Cyanin 3 schlechter eingebaudl, wniissen die Array-Daten
anschlieBend normalisiert werden. Eine Normalisigruist auch auf Grund von
unterschiedlich guten Extraktionen, Sondenmengamrészenzintensitaten und anderen
Aspekten notwendig.

Fur die Durchfiihrung des Arrays missen die Proberfolgt prapariert werden:

Die Proben missen mit dem QiaQuick PCR Aufreinigliig(Qiagen) aufgereinigt
werden. Die Gesamtmenge an DNA flUr Input und imnn@mnpitierte Probe muss jeweils
mindestens dg betragen mit einer Konzentration von 100-500hddie Proben muissen in
Nuklease-freiem Wasser resuspendiert werden. Disabye Dichte bei 260/280nm muss
mindestens 1,7 betragen. Die DNA-Qualitdt muss lduBel-Elektrophorese oder den
Agilent Bioanalyzer Uberprift werden, ob keine Caestion vorliegt. Zusatzlich wird die

Qualitat der DNA noch einmal von imaGenes uberpruft
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Von den fertigen Rohdaten werden GRBEeferal Feature FormatDateien erstellt, die
mit dem Programm SignalMap (NimbleGen) visualisieerden konnen. ImaGenes liefert
nach der Durchfiihrung des Experiments eine CD rateD. Folgende Daten sind auf der
CD enthalten:
- Eine Text-Datei beschreibt die Signalintensit&Earmm von Rohdaten.
- Des Weiteren gibt es eine Datei mit skaliertentBgten jedes Abschnitts auf dem
Array. Die Rate gibt das Verhaltnis von Input Sigaa der getesteten Probe
wieder, die auf dem Array hybridisiert wurden. ieg,-Rate wurde gewahlt, um

alle Werte um Null zu gruppieren.

&,

~NimbleGen
SYSTEMS., INC.
F & & & & & & & & & &
o @ ~ o S o ot o o
L i i i i W W s s = i
& & & & & & & & & &

Abb. 18: Beispiel fur die Datenvisualisierung mittels Sagiap (NimbleGen). Gezeigt ist

ein Teil der genomischen Region desNA-Gens. Die oberste Zeile zeigt die Original-
Signale in grun, die zweite Zeile ein vorhandenesdres Transkript in blau, die dritte

Zeile den untersuchten Bereich in violett, die taeteile Transkriptionsstarts in Form von
Balken und die flinfte Zeile die Peak-Werte in eirfeanbcode (Balken) nach der FDR.
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- Zusatzlich werden Peak-Dateien erstellt. Ein Peigk ger oder mehiFeatures
wieder, deren Signale Uber einem bestimmten Gremzwed innerhalb eines
500bp-Fensters liegen. Der Grenzwert ist ein hygtabhes Maximum, festgelegt
als der Mittelwert zuzlglich 6 (Standardabweichurigie Raten wurden 20fach
umgerechnet, um falsch positive Ergebnisse auskieBen. Zu jedem Peak wurde
dann eind~alse Discovery Rat@-DR) basierend auf dieser Berechnung erstellt.

Zu der FDR ist folgendes zu beachten: Je geringer EDR ausfallt, desto
wahrscheinlicher wurde eine Proteinbindungssteflaiteelt. Fir viele Datensets liegt
dieser Wert schon bet0,05. Werte zwischen 0,05 und 0,2 kdnnen ebenféatlsine
Bindungsstelle sprechen. Werte die Uber 0,2 liegesigen in der Regel keine
Bindungsstelle an. Die Peak-Daten kdnnen im Progra®ignalMap betrachtet werden.
Fur die Peaks wurde folgender Farbcode gewahlt teDR-Wert<0,05; orange = FDR-
Wert <0,1; gelb = FDR-Werk 0,2 und grau = FDR > 0,2 (Vghbb. 18).

Zudem kénnen folgende zusatzliche InformationeBignalMap abgelesen werden:

Score Der Peak-Wert der vierthdchsten Probe in dem
Gesamt-Peak (LgeRate)

Pos Genomische Koordinaten des Peaks

Attr Spezifische Eigenschaften des Peaks

Color Die Peakfarbe

Cutoff p Die Prozentzahl Uber dem Grenzwert (zwischen
90 und 15%)

Cumul_peaks Anzahl der Peaks einer ermittelten FDR

Fdr Die False Discovery Rate

Attr_2,attr_1,attr_0, etc. Zusatzliche Informatiane. B. beziiglich des
Algorithmus

Des Weiteren werden Daten fur die Promotorregioten untersuchten Gene generiert.
NimbleGen hat dabei als Promotor bei den Saugetiengen Bereich von 5kb upstream
bis 1kb downstream festgelegt. In einer Liste werde Peaks in den Promotorregionen

zusammen mit folgenden Informationen aufgefihrt:
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PEAK_ID Eine Identitat fur jeden Peak

CHROMOSOME Das zugehorige Chromosom zu dem Peak

PEAK START Die erste Base des Peaks auf dem Chrmmos

PEAK-END Die letzte Base des Peaks auf dem Chromos

PEAK-SCORE Die LogRate der vierthchsten Sonde des
Peaks

PEAK FDR DieFalse Discovery Ratdes Peaks

FEATURE_TRACK

Der Transkriptionsstartpunkt, an dasStelle
derFeaturelokalisiert wurde

FEATURE_STRAND

(DNA-)Strang des Transkriptes

FEATURE_START

Die erste Base desaturesauf dem
Chromosom

FEATURE_END

Die letzte Base dégsaturesauf dem
Chromosom

FEATURE_TO_PEAK_DISTANCE

Mitte zur Mitte-Distanz noPeak zunfreature

Name Gensymbol des Transkriptes

Accession Genbank-Accession-Nummer des Transkrip
Description Vollstdndiger Gen-Name des Transkriptes
Ncbi-gene-id NCBI Entrez Gene-ldentitét des Traipdks
Synonyms Andere Synonyme flr das Transkript
Parent Die interne Identifikationsnummer des

(0]

tes

Transkriptes

Alle Featuressind in einer GFF-Datei aufgelistet, die auf deren@m basierende

Informationen enthélt. Die Datei enthalt Spaltem fmigenden Informationen:

e

Segname Name des Sequenz (Chromosom oder
Accession-Nummer)

Source Die Quelle des Features (NimbleGen Programm,
welches die Daten produziert.

Feature Der FeatureName

Start, end Die genomischen Koordinaten des Featureg

Score Log,-Werte oder di¢-alse Discovery Rate

Strand Der DNA-Strang (+ oder -)

Frame 0 zeigt an, ob der feature im Genfendtes(me
liegt, Werte von 1 bis 2 geben an, um wie vie
Basen der Leserahmen verschoben ist

Attribute Zusatzliche Informationen zu dem Feature, w

ie

Verbindungen zu externen Datenbanken

Zusétzlich gibt es eine Datei mit Informationen ziasign des Arrays. Diese enthalt

Daten zur Sonden-ldentitat, der DNA-Sequenz ded&ondie auf dem Array synthetisiert

wurde und dem Aufbau (Quadrate) des Arrays. Dedahé gibt es eine Datei, die genaue

Informationen zu den Positionen der Sonden undSterden selbst (Chromosom, Position

auf dem Chromosom, Lange in bp, Prozentsatz antGLaiflistet.

90



Methoden

4.15 RNA-Analyse

In einer somatischen Zelle stellt die ribosomaleARKRNA) 80-90% der Gesamt-RNA
da, wéahrend in Spermien keine ribosomale RNA zddmist (Ostermeier et al., 2002).
Die mRNA macht nur 2% der Gesamt-RNA einer somhaéacZelle aus (10.000-34.000
Transkripte). In Spermien dirfte dagegen der Pitsa¢én auf Grund der fehlenden rRNA
hoher liegen.

Zur Untersuchung von Transkripten wird zunachst Ris@liert und dann mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieD@n Reverse Transkriptase-Kits
der Firma Qiagen (Omniscriptund Sensiscriff) besitzen neben der RNA-abhéngigen
DNA-Polymeraseaktivitait auch eine RNA-DNA-Hybridkdimgige Exoribonuklease
(RNase H), die RNA aus Hybridmolekilen abbaut uochis daftir sorgt, dass nur reine

RNA und keine DNA umgeschrieben wird.

4.15.1 RNA-Isolierung aus Ejakulat und Hoden mit den RNeasy Mini Kit

Die RNA-Isolierung erfolgt mit dem RNeasy Mini K{Qiagen). Alternativ wére eine
Isolierung mit Hilfe von Trizol denkbar.

Alle Schritte erfolgen bei Raumtemperatur. Zunagbsiletiert man die Spermien bei
4.000rpm fur 10 Minuten. Der Uberstand wird verveorf(Dieser Schritt entfallt bei
Gewebestlcken.).

Dann versetzt man den RLT-Puffer des Kits mit R-dfecethanol (Lysispuffer): pro
Probe 350l RLT-Puffer und 3,nl R-Mecaptoethanol bei Ejakulat und @O®RLT-Puffer
und Gl B-Mecaptoethanol bei Hodengewebestiicken. Anddétié wird jede Probe mit
dem Ultra-Turrax-Gerat homogenisiert. Das UltrardurGerat muss vorher und nach
jeder Probe mit NaOH, 70%igem Ethanol und DEPC-\&fagereinigt werden. Danach
werden die Proben drei Minuten bei 18.000rpm zkmfiert. Der Uberstand wird in ein
neues Eppendorfgefald Gberfuhrt und das Pellet vémo

Danach wird 350 bzw. 6@0 70%iger Ethanol (1 Volumenanteil) hinzugegeberd un
gemischt. Dann wird die Probe auf eine RNeasy gigide Uberfihrt und eine Minute bei
10.000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wird verfesr. Danach wird mit 70 RW1-
Puffer gewaschen, indem eine Minute bei 10.000rpmirfugiert wird. Der Durchfluss
wird verworfen und mit 500 RPE-Puffer eine Minute bei 10.000rpm gewaschdaes&r

Schritt wird wiederholt, jedoch zwei Minuten gewlasn.
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AnschlielRend wird die Saule in ein neues Eppenédtifyy Uberfihrt und eine Minute bei
18.000rpm zentrifugiert, um die Membran zu trockn®anach wird die S&ule noch
einmal in ein neues Eppendorfgefald tberfuhrt urel RINA mit 3@l RNase-freiem

Wasser eluiert. Dazu wird die Saule eine Minute b2i000rpm zentrifugiert. Der
Durchfluss wird nochmals auf die Saule gegeben emdk Minute bei 12.000rpm

zentrifugiert. Anschlie3end erfolgt der DNase-Verda

4.15.2 RNA-Isolierung aus Blut mit dem NucleoSpin®issue Kit

Zuerst wird das Blut in einem 15ml Falcon mit 3nddf Gberschichtet und 30 Minuten
bei 18.000rpm ohne Bremse zentrifugiert. Es zait sine Schichtung in verschiedene
Phasen. Der wei3e Ring wird mit einer Glas-Pasipetie abgesaugt und in ein 2ml
Eppendorfgefald tberfuhrt. Dann wird eine Minute b@i000rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird anschlieRemeimal in 501 PBS gewaschen und
jeweils eine Minute bei 10.000rpm zentrifugiert whel Uberstand verworfen. Das Pellet
wird danach mit 30@ RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) und 3ib -
Mecaptoethanol versetzt. AnschlieBend wird mit deévocleoSpin® Tissue Kit
einschlief3lich folgender Modifikationen fortgefahre

Die Probe wird zehn Minuten bei 1.000rpm zentriéugiund die Zellen anschliel3end in
200ul B3-Puffer resuspendiert. gbProteinase K-Losung wird hinzu gegeben und zehn
bis 15 Minuten bei 70°C inkubiert. Danach wird glLl&thanol (96-100%) hinzu gegeben
und mit dem Vortexer gemischt. Pro Probe wird &éele in ein Eppendorfgefald gesteckt
und die Probe auf die Saule gegeben. Die Probe wing Minute bei 8.000rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen. Aufied Saule wird 5001 BW-Puffer
gegeben und wieder eine Minute bei 8.000rpm zeugieft. Der Durchfluss wird
verworfen. Dann wird 6Q0 B5-Puffer auf die Saule gegeben und eine Minuwe b
8.000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wird verwemfund die Membran der S&ule fur
eine Minute bei 8.000rpm getrocknet. Anschlieennld wdie S&ule in ein neues
Eppendorfgefald platziert und 300vorgewarmter (70°C) Elutionspuffer BE hinzu
gegeben. Das Gemisch wird eine Minute inkubiert daan fir eine Minute bei 8.000rpm
zentrifugiert, um aufgereinigte RNA zu erhalten.s8hlie3end erfolgt der DNase-Verdau.
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4.15.3 DNase-Verdau

Der DNase-Verdau dient dazu, DNA-Verunreinigungen entfernen und wird nach
folgendem Schema pipettiert:

16ul RNA

0,5ul DNase |

2ul 10x Puffer
1,5ul Aqua bidest.
20ul Endvolumen

Die Inkubation erfolgt fur 30 Minuten bei 37°C imaAkerbad. AnschlielRend wird die
DNase | zehn Minuten bei 72°C inaktiviert. Danaclissen die Proben auf Eis gestellt
werden und der RNA-Gehalt kann z. B. am NanoDropaGgemessen werden. Danach
konnen die Proben umgeschrieben und in eine ReVesseskriptase-PCR eingesetzt
werden oder bei —80°C (einige Tage-Wochen) bzwfliissigem Stickstoff (Monate)

aufbewahrt werden.

4.15.4 RNA-Qualitatskontrolle

Ob eine praparierte RNA nicht denaturiert und samit guter Qualitét ist, lasst sich durch
denaturierende Gel-Elektrophorese feststellen. ZBaiden fur 18S (1874 Nukleotide)
und 28S (4718 Nukleotide) rRNA zeigen eine intdRMA in somatischen Zellen. Weitere
Banden dazwischen und unterhalb der 18S Bande stanwon mRNA. Das Verhaltnis
der Fluoreszenzintensitaten zwischen der 18S ur®l B&8nde sollte 2:1 betragen. Bei
Spermien gilt zu beachten, dass sie keine ribosorRNA besitzen (Ostermeier et al.,
2002).

Die Gel-Elektrophorese kann mit einer normalen Eektrophorese-Apparatur
durchgefuhrt werden oder zusatzlich mit einer Asalyder Fluoreszenzintensitaten in
einem Bioanalyzer-Gerét.

Die Analyse mittels Bioanalyzer erfolgt nach demotBkoll des Agilent RNA 6000 Nano
Assays: Zuerst wird das Gel vorbereitet. Dazu @8B@ul RNA 6000 Nano Gelmatrix in
eine Saule gegeben und zehn Minuten bei 1.300rprRdemtemperatur zentrifugiert. Je
65ul des gefilterten Gels werden in ein RNase-freiesfaG Uberfihrt und missen

innerhalb von vier Wochen aufgebraucht werden.
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AnschlieRend wird der Gel-Dye-Mix vorbereitet. Damird RNA 6000 Nano Dye-
Konzentrat fir 30 Minuten auf Raumtemperatur g#stéinschlielend wird das Dye-
Konzentrat fur zehn Sekunden mit dem Vortexer gembjszentrifugiert und d Dye-
Konzentrat in ein 1@ Gel-Aliquot Uberfihrt. Das Gemisch wird ebenfalisit dem
Vortexer vermengt und zehn Minuten bei 10.000rprd Raumtemperatur zentrifugiert.
Der vorbereitete Gel-Dye-Mix muss innerhalb einagds aufgebraucht werden.

Dann wird der Gel-Dye-Mix auf einen Chip geladerazD wird ein neuer RNA 6000
Nano Chip in die Chip Priming Station gelegil $el-Dye-Mix werden dann in das Well
pipettiert, das mit einem weilRen G beschriftet Banach wird die Priming Station
geschlossen und der Hebel an der Position 1mliptatDann wird der Hebel herunter
gedrickt, bis er sich unter einen Clip einhangesstléNach 30 Sekunden wird der Clip
geldst. AnschlieBend wird funf Sekunden gewarted der Hebel zuriick an die 1ml
Position gebracht. Dann wird die Priming Statiodfgeet und @l Gel-Dye-Mix in das
Well mit einem schwarzen G geflllt. Der ubrige ®sle-Mix wird verworfen.
Anschlie3end wird @ Agilent RNA 6000 Nano Marker in alle zwdlf Wellgr die Proben
und in das mit einer Leiter markiertem Well pipetti

Dann werden der Gro3enstandard und die Probennféir dinuten bei 70°C denaturiert.
1ul des GrofRenstandards wird in das Well mit derdrepipettiert. Ebenso wirdul jeder
Probe in eines der zwolf Wells pipettiert und Marker in jedes unbenutzte Well. Danach
wird der Chip fur eine Minute bei 2.400rpm mit d&fA\-Vortexer gemischt.

Danach sollte der Chip innerhalb von funf Minutem Agilent 2100 Bioanalyzer gestartet
werden. Damit die Messung optimal verlauft, sotlie RNA-Konzentration mindestens
50ngil betragen. Bei der Messung wird eine Integritats¥isher berechnet, bei der die
Zahl 10 fur eine sehr gute RNA-Qualitat steht umal Zahl 1 fur vollstandig degradierte
RNA.

4.15.5 Zwei-Schritt Reverse Transkriptase-PolymerasKettenreaktion (RT-PCR)

In einer Zwei-Schritt RT-PCR wird zun&chst RNA inne komplementare cDNA
umgeschrieben (1. Schritt, Reverse Transkripti@ig synthetisierte cDNA wiederum

wird alsTemplaten eine real time PCR eingesetzt (2. Schritt).
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4.15.5.1 cDNA-Synthese (1. Schritt, Reverse Transftion)

Die cDNA wird mit Hilfe des Sensiscript oder Omniscrift RT Kits (Qiagen)
synthetisiert. Die eingesetzleemplateRNA pro Reaktion sollte fiir das Sensisctifit
kleiner als 50ng und fiir das Omniscfigi€it gréRer als 50ng sein. Fiir mRNA verwendet
man Oligo(dT)-Primer (12-18 Nukleotide), die im Bmh des Poly (A)-Schwanzes am 3’
-Ende der eukaryotischen mRNA hybridisieren. Aus @esamt-RNA werden demnach
selektiv alle mRNA-Molekile umgeschrieben. Altematdnnen auch Random-Primer
(zuféllige Hexanukleotide) verwendet werden, die Bienge und Komplexitat der cDNA
erhohen. Es werden aber neben mRNA hierbei auctraf®NA-Typen umgeschrieben.
Die Reaktion wird nach dem folgenden Schema pgrettind fir eine Stunde bei 37°C

inkubiert:

2,0ul 10x Puffer RT

2,0ul dNTP Mix (5mM jedes dNTP)

2,0ul Oligo(dT)-Primer (1QM)

1,0ul RNase Inhibitor (1@nitg/ul)

1,0ul Sensiscrip@/Omniscrip? Reverse Transkriptase
4-8ul RNase-freies Wasser

4-8ul TemplateRNA

20ul Endvolumen

Die cDNA wird mit dem QiaQuick-Aufreinigungskit agdreinigt (s. 4.10.1, S. 79) und die
DNA-Konzentration anschlieBend am NanoDtofND-1000-Gerat gemessen (s. 4.6, S.
71).

4.15.5.2 Marker fur Verunreinigungen durch somatistie Zellen

und unreife Keimzellen

Des Weiteren ist es moglich, die Reinheit der RMBRNA) mit Hilfe von Markern zu

testen. cd45 stellt einen Marker flir somatischdede(insbesondere Leukozyten) dar,
wahrend c-kit ein Marker fur unreife Keimzellen €matogonien, Spermatozyten) ist
(Lambard et al., 2004). Primer fir diese Marker-&ererden in semiquantitativer PCR
verwendet. cDNA aus Ejakulat sollte keine Kontarhoreen zeigen, wéahrend als
Kontrolle cDNA aus dem Hoden und aus LeukozytenREIR-Produkt ergeben muss (s.

Ergebnis, Abb. 28, S. 114).
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4.15.5.3 Amplifikation von cDNA durch quantitative real time
Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) (2. Schritt)

Bei einer quantitativen real time RT-PCR kann mesdBkte aus umgeschriebener mRNA
amplifizieren und somit Transkriptionsraten und @enexpression analysieren (Pfaffl,
2001), da man aus der Menge an PCR-Produkt auMeiege der eingesetzten cDNA
schlieRen kann.

Eine real time RT-PCR wird nach folgendem Schemeatpert:

0,5ul Primerforward
0,5ul Primerreverse
12,51 iQ™ SybfGreen
6,5ul Aqua bidest.

5ul cDNA (5ngful)

25ul Endvolumen

Die PCR lauft unter folgenden Bedingungen ab:

1x 50°C, 2 min. (UNG-Behandlung?*)
1x 95°C, 1 min., Denaturierung
40x 95°C, 30 sek., Denaturierung

60°C, 1 min., Annealing

72°C, 1 min., Polymerisation

1x 55°C, 10 sek., Vorbereitung der Schmelzkurve

80x 55°C-95°C in 0,5°C Schritten fur je 10 sek hi®elzkurve

* Durch eine Uracil-N-Glycosylase-Behandlung werd#uMP (Deoxy-Uracil-Mono-Phosphat)-

enthaltende PCR-Produkte (Kontaminationen) entfernt

Folgende Referenzgene kénnen im Ejakulat fur di trsme RT-PCR verwendet werden:
Heat Shock ProteifHSP), Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogen@aPDH), Beta-
Actin (ACTB) (Vgl. Abb. 19) und ATP-Synthase Subunit SBTP5H (Cavalcanti et al.,
2010, im Druck). Nach Beendigung der PCR erfolgtstatistische Analyse.
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ACTB
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Abb. 19 Ergebnis einer quantitativen real time RT-PCR Reta-Actin (ACTB. Im
oberen Bereich ist die Standardkurve zu sehen minene linearen
Korrelationskoeffizienten R= 0,998 und einer PCR-Effizienz von 103,4%. Imeuen
Bereich ist die Schmelzkurve zu erkennen, die peazigisches Produkt ohne Primerdimere
zeigt.

4.15.5.4 Statistische Analyse von quantitativer réagime RT-PCR

Zur Beurteilung der PCR-Qualitat werden die PCRzZi#hz und der lineare
Korrelationskoeffizient (B, ein Indikator fiir die Standardkurve, betrach@te PCR-
Effizienz wird fir jedes Primerpaar mit einer Seren zehnfach-Verdinnungen der cDNA
ermittelt. Die PCR-Effizienz sollte zwischen 80 un#il0% liegen und der
Korrelationskoeffizient moglichst nah an 1,000 (Mgbb. 19).

Zur Berechung der Quantifizierung der Probe werdenCycle Treshold(CT)-Werte
bendtigt. Der CT-Wert besagt die Zykluszahl, beidle Amplifikationskurve nach Abzug
des Hintergrundes einen bestimmten Grenzwert Ulesiset. Dieser Grenzwert wird in
der loglinearen Phase der Amplifikationskurve gasefur Auswertung mussen die CT-
Werte zunachst mit der PCR-Effizienz verrechnetdear Anschlielend werden die
relativen Expressionslevel mit Hilfe der GenEx-8a@ite (Multid Analyses AB

Copyright©, limited version) berechnet.
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Mit den CT-Werten kann eine auch Uberpriifung deweadeten Referenzgene erfolgen,
bei der die Stabilitdt der Reaktionen mit GeNornerf&x-Software) (Vandesompele et al.,
2002) berechnet wird. Dabei werden die log2-tramsferten Werte der Expressionslevel
von jeder Kombination zweier Referenzgene fir jedebe berechnet.

Eine weitere Analyse kann mit Normfinder (GenExi#afe) durchgefuhrt werden.
Dieses Programm kann nicht nur die UnterschiedeExpressionslevel zwischen den
Referenzgenen berechnen, sondern auch zwischereideelnen Proben einer Gruppe
(Andersen et al., 2004).

Im Rahmen der GenEx-Software-Analyse wurde der Kgionow-Smirnov-Test (nach
Andrej Nikolajewitsch Kolmogorow und Nikolaj Wagsivitsch Smirnov) durchgefuhrt.
Dies ist ein statistischer Test der auf der Ubstaimmung zweier
Wabhrscheinlichkeitsverteilungen beruht und mit dean an Hand von Zufallsstichproben
prufen kann, ob zwei Variablen die gleiche Vertegubesitzen oder eine Variable der
hypothetischen Wahrscheinlichkeitsverteilung folgt.
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5. Ergebnisse

5.1 Infertile Patienten zeigen h&aufiger eine gestte Chromatinkondensation als fertile
Spender

Um zu Uberprifen, inwieweit bei den Ejakulatprolsieser Arbeit eine normale oder
gestdrte Chromatinkondensation vorlag, wurde einlidlau-Test durchgefuhrt. Die
Chromatinkondensation gilt als gestort, wenn 25radehr Prozent der Spermatozoen
einen Status von 2+ und 3+ aufweisen (Henkel etl8P4). Die Klassifikation ist in den
Methoden beschrieben (s. 4.2, S. 63).

Die Ergebnisse sind ihabelle 9zusammengefasst. Werte flr jeden Spender undnRatie
sind in den Tabellen 4 (S. 50) und 5 (S. 51) in Bleterialen abzulesen.

In der Tabelle 9 ist zu erkennen, dass bei derildiertMannern das Verhaltnis von
normaler zu gestdrter Chromatinkondensation in e Drittel zu einem Drittel betragt.

Bei infertilen Mannern ist das Verhaltnis genau ekert.

Tab. 9: Ubersicht tiber die Ergebnisse des Anilinblau-@e$tei Spendern und Patienten.

Spender (fertil) Patienten (infertil)
Anilinblau-Test <25% | >25% Nicht Gesamt| <25% >25% | Nicht Gesamt
2+ & 3+ bestimmt bestimmt
Anzahl 5 3 0 8 23 45 5 73
In Prozent (%) 62,5 37,5 0 100 31,5/ 61,6 6,9 100

5.2 Das H3K9ac-Protein in Spermien

5.2.1 Der H3K9ac-Antikdrper ist spezifisch

Mittels Western Blot-Technik wurde die Spezifitéésd H3K9ac-Antikérpers und das

Vorhandensein des H3K9ac-Proteins im Proteinextnadh humanen Spermatozoen
nachgewiesen. Ein Antikbrper gegen unspezifischeumnglobuline (IgG) wurden dabei

als Kontrolle verwendet.

Die Western Blot-Analyse detektierte eine Bande Y @kDa, welches der vorhergesagten

relativen Molekilmasse von H3K9ac entsprickiblf. 20).
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Eine weitere schwache Bande eines unbekanntenif@oteirde bei einer Masse von
19kDa gefunden. Die IgG-Kontrolle erwies sich adgativ.

14

kDa M H3K9ac M Neg

Abb. 20: Western Blot-Analyse des polyklonalen ab4441-karpers gegen H3K9ac im
Proteinextrakt von humanen Spermatozoen. Ein Amigdgegen IgG wurde dabei als
Negativ-Kontrolle verwendet. Der H3K9ac-Antikorpitektierte eine Bande von 17kDa,
was dem relativen Molekiillgewicht von H3K9ac entspti M = Marker (seeBldePlus
Pre-Stained Massen-Standard; Invitrogen).

5.2.2 Das H3K9ac-Protein ist in der Spermatogenes@d in Spermien exprimiert

Um das Vorhandensein des H3K9ac-Proteins in dem&yxegenese und in Spermien zu
untersuchen, wurde Immunhistochemie an Hodenbiopei normaler (n = 7) und
defekter (n = 10) Spermatogenese (s. Tab. 6, Subd)an Spermien aus Ejakulat von
fertilen (n = 5) und infertilen Mannern (n = 3) &b. 4, S.50 und 5, S. 51) durchgefiihrt.
Bei den infertilen M&nnern wurden gezielt Ejakulaté Spermien ausgewahlt, die eine
hohe Anzahl an Kopfdefekten (>90%) aufwiesen, dK®#¢ als Kernprotein im Nukleus
lokalisiert ist. Als Negativ-Kontrolle wurde eineninunhistochemie ohne den priméren
Antikorper durchgefuhrt.

In Hodenbiopsien mit qualitativ und quantitativ maler Spermatogenese zeigten sich
positive Signale von H3K9ac in Spermatogonien TypuAd Typ B, praleptoténen,
leptoténen, zygotanen und frihen pachytanen (Staduill) Spermatozyten und in
runden/elongierten Spermatiden der Stadien Il Bis (die Stufen 3 bis 4) des
menschlichen Keimzellzykluse8ljb. 21a, A-D).

In Hodenbiopsien mit defekter Spermatogenese, tlie sogenannte ,bunte Atrophie®
(Vgl. Einleitung, 2.1.6, S. 23) aufwiesen, wurdémefalls positive Signale von H3K9ac in
Spermatogonien Typ A und Typ B, praleptotanen, ogpten, zygotadnen, frihen
pachytanen (Stadium I-lll) Spermatozyten und indemelongierten Spermatiden der
Stadien Il bis IV in den Tubuli mit qualitativ iakter Spermatogenese detektiert. Somit
war das Expressionsmuster identisch mit dem in Trubit qualitativ und quantitativ

normaler Spermatogenese.
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Abb. 21a Immunhistochemie von H3K9ac in normaler (A-D) udefekter (E, F)
Spermatogenese und in Spermien von fertilen (G)iniedtilen (H) Mannern.

H3K9ac wies in Hodenbiopsien mit normaler Spermemege (A-D) eine positive
Immunreaktion in Spermatogonien Typa# (roter Pfeilkopf, B) und B (roter Pfeil, B) auf,
sowie in primaren Spermatozyten (gruner Pfeil, B3 zum friihen pachytanen Stadium.
Zusatzlich konnte ein Signal in Spermatiden dedigtalll (schwarzer Pfeilkopf, B) und
IV (schwarzer Pfeilkopf, D) detektiert werden. (Adu C zeigen Hamatoxylin-Eosin-
Farbungen derselben Stadien). Des Weiteren zeigtetenschnitte mit einer ,bunten
Atrophie” das gleiche Expressionsmuster von H3K@&e in Hodenproben mit intakter
Spermatogenese (F; E: Hamatoxylin-Eosin-FarbungyRH= Hypospermatogenese in
Kombination mit Spermatidenreifungsarrest, SGA ®r8mtogonienreifungsarrest, SZA =
Spermatozytenreifungsarrest; schwarze Pfeile: eotegSpermatiden).
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H3K9ac zeigte ebenfalls positive Signale in ejakidéin Spermatozoen von fertilen
Mannern (G) und Spermatozoen, die Kopfdefekte aadem (H). Alle Spermien zeigten
nach der Immunhistochemie eine abnormale Kopffouh@rund der Verwendung des
Decondensing Mixes

Abb. 21b: Negativkontrollen der Immunhistochemie. Die Neg#tontrollen von
normaler (A) und defekter (B) Spermatogenese sawie Spermien fertiler Méanner (C)
und Spermien mit Kopfdefekten (D) von infertilen iMérn wiesen keine Farbung auf.
Alle Spermien zeigten nach der Immunhistochemie @bnormale Kopfform auf Grund
der Verwendung de®econdensing MixesA, B = Phasenkontrastaufnahmen; C, D =
Hellfeldaufnahmen

In den Tubuli mit Hypospermatogenese, welche eiregnge Anzahl an elongierten
Spermatiden aufweisen, oder in Tubuli mit Spermatogn-, Spermatozyten-, oder
Spermatidenreifungsarresten war das Muster ebsni@tlereinstimmend, wenn man
bertcksichtigt, dass die letzten Keimzellstadidnefie Abb. 21a; E, P.

Die Negativ-Kontrollen dagegen wiesen keinerlei teligrundfarbung aufAbb. 21b; A,
B).

In Spermien von fertilen Mannern (Anteil strenggddizierter normaler Spermierl5%)
konnte eine positive Immunreaktion von H3K9ac de¢ek werden Abb. 21a; G).
Zusatzlich wurden positive Signale fir H3K9ac ireBpatozoen von infertilen Mannern,
die eine Vielzahl von Kopfdefekten aufwiesen (Ahtsireng klassifizierter normaler
Spermien <10%), gefundeAljb. 21a; H). Die Negativ-Kontrollen zeigten auch in diesem
Versuch keinerlei Anfarbungpbb. 21b; C, D).
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5.2.3 H3K9ac ist mit unterschiedlichen Genregioneassoziiert

Zur Untersuchung inwieweit H3K9ac mit verschieden&enen bzw. Genregionen
assoziiert ist, wurde Chromatin Immunprazipitatiomt Chromatin aus ejakulierten
humanen Spermatozoen und dem im vorherigen Kap#sthriebenen ab4441-H3K9ac-
Antikorper durchgefuhrt. Als Referenz wurde ein 10#put von der sonifizierten
Chromatin-Probe zuriick behalten. Des Weiteren wurdei allen ChIP-Experimenten
unmodifiziertes Histon H3 als Positiv-Kontrolle (€8 Bestandteil von Nukleosomen ist)
und IgG als Negativ-Kontrolle fir die PCRs mitlaufgelassen.

Nach den ChIP-Experimenten wurden die H3K9ac-DNAberund die Input-DNA-Probe
amplifiziert und reamplifiziert, um ausreichende iden von DNA fir ein Microarray zu
erhalten. Anschlielend wurden mit drei verschiedeRmben (zwei fertile Spender und
ein Pool infertiler Patienten, s. Material, Tab. 4, S. 5@ &, S. 51) ENCODE-Microarrays
(ChlP-on-chip) durchgefuhrt. Nach einer Analyse Daten wurden spezielle Gene fir die
Validierung mittels ChIP und semiquantitativer PGBwie real time PCR ausgewahlt.
Zunachst wurden vier Gene des in dieser Arbeit gadeten Arrays ausgewahlt, die eine
Anreicherung von H3K9ac im Promotorbereich zeigtédHA, 1L3, FAM50A und
STK11IR Zusatzlich wurd€sAPDH als klassisches Referenzgen verwendet (Barbdr, et a
2005; Sha et al., 2002). Drei weitere GeS8©X2 EVX1 und KLF4) wurden auf Grund
von ENCODE-Microarray-Daten ausgewahlt, die eingedcherung von trimethyliertem
Histon 3 an Lysin 4 (H3K4tm) in ihren Promotorreggm in menschlichen Spermien
zeigten (Hammoud et al., 2009).

Zusatzlich wurden acht Genbereiche auf dem Arraggewdahlt, die eine FDRFélse
Discovery Ratpvon <0,05 (hochsignifikant) ode£0,1 (signifikant) aufwiesen.

Fur diese Bereiche, die im Promotor und der koddea Region von den Gen@RAT,
CTSD FLNA, G6PD, MCF2L, PLXNA3und SH3GLB2und in der intergenischen Region
nahe des GerBH lagen, wurden ebenfalls Primer generiert (s. Pals. 45).

Des Weiteren wurden Hela-Zellen und Zellen aus tBtassewebe Benign Prostate
Hyperplasia= BPH) als Kontrollen verwendet. In vorherigen &hstuchungen konnte
bereits eine Anreicherung des H3K9acHh9-Promotor und in deGAPDH-kodierenden
Region in BPH-Chromatin nachgewiesen werden (Pavskim et al., 2009).
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5.2.3.1 Das H3K9ac-Verteilungsmuster in Spermien uerscheidet sich von dem in
HelLa-Zellen

Semiquantitative PCRs wurden mit einer Input-Verdimgsreihe von 10%-0,1%
durchgefuhrt. FUr die oben genannten ersten achte Geurden Primerpaare in der
Promotorregion (Transkriptionsstart und bis zu 2iistrean) und in Kontrollregionen

upstreamvom Promotor (intergenisch) umdbwnstreamvom TSS (kodierende Region

bzw. intergenisch) generiert (s. Tab. 2, S. 45).

HeLa
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GAPDH |
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FAMS0A*
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STK11IP * [es=c)

Inp10% 1% 0,1% 1IgG H3 H3K9ac Neg Inp10% 1% 0,1% IgG H3 H3K%c Neg Inp10% 1% 0,1% IgG H3 H3K9ac Neg

Ii

Spermien

Kontrolle upstream Promotor Kontrolle downstream
e e ... o0, |l = |68 &
M= = [ = |- = -

Inp10% 1% 0,1% 1gG H3 H3K%c Neg Inp10% 1% 0,1% IgG H3 H3K9ac Neg Inpl10% 1% 0,1% IgG H3 H3K%ac Neg

Abb. 22 Individuelle PCR-Produkte von ChIP-Experimentem Kombination mit
semiquantitativer PCR. Es wurde Chromatin von H8elen und Spermien verwendet,
das mit Antikdrpern gegen H3K9ac, H3 (Positiv-Katlg) und IgG (Negativ-Kontrolle)
immunprazipitiert wurde. Alle PCRs wurden mit eindnput-Verdinnungsreihe
durchgefuhrt. Die Negativ-Kontrolle (Neg) enthélurnWasser alsTemplate Acht
Primerpaare wurden verwendet, um BindungsstellenH&8K9ac in den Promotorregionen
mit Kontrollen upstream (intergenisch) unddownstream (kodierende Region bzw.
intergenisch) zu analysieren. Die vier Gene, diegmmem schwarzen Sternchen markiert
sind, wurden auf Grund von ChlP-on-chip Daten v@Kblac ausgewahlt.

Ein weil3es Sternchen markiert die Anreicherung W8K9ac. Bei derdownstream
Kontrolle fur dasFAM50AGen konnte nur ein PCR-Produkt beim 1% Input, ¢gbdoicht
beim 10% Input detektiert werden.
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Unmodifiziertes Histon 3 wurde an allen Promotare iKontrollregionen von allen Genen
in HelLa-Zellen und Spermien gefunden, mit Ausnahiom KLF4-Promotor in Hela-
Zellen und demownstrearrKontrollen vonGAPDH FAM50AundINHA in HelLa-Zellen.
Schwache Anreicherung von H3 wurden an ld8rupstreamKontrolle in HeLa und dem
KLF4-Promotor in Spermien gefundefhpb. 22).

Anreicherung von H3K9ac wurde in deGAPDHupstreamKontrollregion, den
Promotorregionen voiGAPDH, INHA, STK11IPund denlIL3-, STK11lIRdownstream-
Kontrollregionen in HeLa-Chromatin detektieftb. 22, weilRe Sternchen

In Spermien-Chromatin war H3K9ac in delownstreankontrollregionen vonSOX2
GAPDH und STK11IP lokalisiert (Abb. 22, weil3e Sternchen Weitere Banden von
H3K9ac wurden auf Grund von unspezifischer Anreichg in der IgG-Kontrolle nicht
bertcksichtigt.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass sich das Mergsmuster von H3K9ac im Genom
von HelLa-Zellen und Spermien, abgesehen vorsdé&lllIRdownstreanKontrolle, nicht

Uberlappt.

5.2.3.2 Das H3K9ac-Verteilungsmuster in Spermien wofertilen Mannern

unterscheidet sich von dem in infertilen Mannern

Semiquantitative PCRs wurden mit ChiIP-DNA aus Helad Prostata-Zellen, sowie
Spermien von fertilen und infertilen M&nnern una de5.2.3 beschriebenen acht Primern,
die hochsignifikante oder signifikante Anreichersregionen von H3K9ac amplifizieren,
durchgefuhrt (Primer, s. Tab. 2, S. 45).

H3 war, abgesehen von dé&H-Region in Prostata-Gewebe, in allen Genregioneh un
Zelltypen angereichert.

H3K9ac wurde in allen Regionen in Spermien voniléert Spendern detektiert. Im
Gegensatz dazu konnte H3K9ac in HelLa-Zellen nuten Regionen voiRAT, FLNA
und G6PD und in Prostata-Gewebe nur in den RegionenRAT, CTSD FLNA, G6PD,
MCF2L, SH3GLB2undTH gefunden werdempb. 23A-C).

In Spermien-DNA von infertilen Patienten konnte eeitd3-Anreicherung in allen
Regionen, eine H3K9ac—Anreicherung jedoch nur im Regionen voiCRAT, G6PD und
SH3GLB2 nachgewiesen werdeml§b. 23D). Das H3K9ac-Verteilungsmuster stimmt

somit in fertilen und infertilen M&nnern nicht Ubar.
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CRAT
CTSD

FLNA

G6PD

- = = == — = =

Inp IgG H3 H3K9ac Neg Inp IgG H3 H3K9ac Neg Inp I1gG H3 H3K9ac Neg Inp IgG H3 H3K%ac Neg

Abb. 23: Individuelle PCR-Produkte von ChIP-Experimenteam Kombination mit
semiquantitativer PCR. Es wurde Chromatin von HgeHen (B), Prostata-Gewebe
(BPH) (C) und Spermien von fertilen (A) und infegti M&nnern (D) verwendet, das mit
Antikdrpern gegen H3K9ac, H3 (Positiv-Kontrolle) dunigG (Negativ-Kontrolle)
immunprazipitiert wurde. Die Negativ-Kontrolle (Negnthalt nur Wasser aleemplate

Acht Primerpaare wurden ausgewahlt, um Bindundsst@h verschiedenen Regionen von
Genen zu analysieren, die in ChIP-on-chip-Experieren hochsignifikante oder
signifikante Anreicherung von H3K9ac zeigten. Eirifdes Sternchen steht fir eine
H3K9ac-Anreicherung.

5.2.3.3 Das Anreicherungsmuster von H3K9ac gegeniiid3 ist nicht konserviert in

verschiedenen Genen

Die real time PCR wurde mit denselben Genregioneninv vorherigen VersuchCRAT,
CTSD FLNA, G6PD, MCF2L, PLXNA3 SH3GLB2undTH) durchgeftihrt und ChiP-DNA
aus normalen Spermien al&mplatebenutzt, um zu Uberprifen, ob Anreicherung von
H3K9ac relativ zum Input oder im Verhaltnis zu H8 Wwerschiedenen Genen
unterschiedlich ist.

Die Positiv-Kontrolle H3 zeigte eine Anreicherungigchen 2,9 und 44,7% relativ zum
Input, wahrend die Negativ-Kontrolle nur eine Awrerung zwischen 0,1 und 2,2%
aufwies. H3K9ac war relativ zum Input zwischen §FLNA) und 32,8% G6PD)
angereichertAbb. 24).

Das Ergebnis zeigt, dass das Verhaltnis von H3k8ad3 bei jedem Gen unterschiedlich
ist. Bei den Genregionen vdPALXNA G6PD und CRAT ist H3 starker angereichert als

H3K9ac. Bei den ubrigen Genregionen ist es umgékehr
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H3K9ac assoziierte Gene

H gG
H3
B H3K9ac

Anreicherung relativ zum Input (%)

Abb. 24: Das Anreicherungsmuster von H3K9ac an ausgewéfdnen in Spermien von
fertilen Mannern. H3 wurde als Positiv- und 1gG Blegativ-Kontrolle benutzt. H3K9ac
zeigte relativ. zum Input bzw. im Verhdaltnis zu H3in e unterschiedliches
Anreicherungsmuster in den verschiedenen Genregiione

5.2.3.4 Die mit H3K9ac assoziierten Gene haben ungehiedliche Funktionen

In den vorherigen Experimenten zeigte sich, dasK3d8 in Spermien mit elf Genen
assoziiert ist: SOX2, GAPDHF§TK11IP, CRATCTSD FLNA, G6PD, MCF2L, PLXNA3
SH3GLB2undTH. Es stellte sich daher die Frage, ob diese Geeddjipende Funktionen
zeigen.

Unter Benutzung dessene Ontology(GO)-Systems wurden die Gene bezlglich ihrer
molekularen Funktion, der Involvierung in einen lbgschen Prozess oder das
Vorhandensein des dazugehdrigen Proteins an einestintmten zellularen Ort
klassifiziert. Die GO-Annotationen der ausgewéahi@ene werden auf detdniversity of
California Santa CrufUCSC)Genome Browsehttp://genome.ucsc.edu/) veroffentlicht.
Folgende uberlappende Funktionen wurden fir dieeG@efunden:

SOX2 GAPDH, STK11IP,FLNA und SH3GLB2(Proteinbindung) GAPDH und G6PD
(katalytische Aktivitat) undGAPDH, G6PDundTH (Oxidoreduktase-Aktivitat).

Zudem sind die Gene in folgende biologische Prezessolviert:

GAPDH G6PD und TH (metabolische Prozesse&§0X2und FLNA (Transkription oder
transkriptionale Regulation)SOX2 und TH (biosynthetische ProzesselFLNA und
PLXNA3 (Signal-Transduktion);FLNA und PLXNAS3 (Entwicklung der Nerven / des

Gehirns und des Nervensystems).
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Tab. 10 Die Funktionen der mit H3K9ac assoziierten Gene die Lokalisation der
dazugehorigen Proteine. Die Gene wurden mit déene Ontology(GO)-System

klassifiziert. Licken reprasentieren eine unbekafuinktion oder Lokalisation.

Genname Molekulare Funktion Biologischer Prozess Halare
Lokalisation
SOX2 -DNA-Bindung -Festlegung des ZellschicksalsNukleus
(Sex- -Transkriptionsfaktor — | -Chromatin-Architektur -Zytoplasma
determinierende | Aktivitat -Transkription
Region Y-Box 2) | -Protein-Bindung -Regulation der Transkription
-Morphogenese des Innenohrs
-Pigment Biosynthese
-Detektion mechanischer
Stimuli
GAPDH -katalytische Aktivitat | -Glukose-Metabolismus -Zytoplasma
(Glyceraldehyd- | -phosphorylierende -Glykolyse -Membran
3-Phosphat- Aktivitat -Metabolische Prozesse
Dehydrogenase) | -Oxidoreduktase-
Aktivitat
-Protein-Bindung
-NAD-Bindung
STK11IP -Protein-Bindung - -
(LKB1 -Kinase-Aktivitat
interagierendes
Protein)
CRAT -Acetyltransferase- - -
(Carnitin- Aktivitat
Acetyltransferase -Transferase-Aktivitat
Isoform 1,
Vorstufe)
CTSD -aspartische -Proteolyse -extrazellulare
(Cathepsin D Endopeptidase-Aktivitat Region
Preproprotein) | -Cathepsin D-Aktivitat -Mitochondrium
-Pepsin A-Aktivitat -Lysosom
-Peptidase-Aktivitat -Melanosom
-Hydrolase-Aktivitat
FLNA -Aktin-Bindung -Zell-Motilitat -Nukleus
(Filamin A, alpha| -Signal-Umwandler- -Signal-Transduktion -Zytoplasma
Isoform 2) Aktivitat -Entwicklung des -Zytoskelett
-Protein-Bindung Nervensystems -Aktin-
-Transkriptionsfaktor- | -Organisation des Aktin- Zytoskelett
Bindung Zytoskelettes
-Aktinfilament-Bindung | -Regulation des
Transkriptionsfaktoren-
Imports
-Regulation der NF-kappa B-
Kaskade
-Regulation der
Transkriptionsfaktoren-
Aktivitat
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G6PD -katalytische Aktivitat | -Carbohydrat-Metabolismus | -
(Glucose-6- -Bindung -Glukose-Metabolismus
Phosphat- -Oxidoreduktase- -metabolische Prozesse
Dehydrogenase | Aktivitat
Isoform a)
MCF2L - - -
(MCF 2. Zelllinie,
abgeleite
Umwandlung)
PLXNA3 -Rezeptor-Aktivitat -Signal-Transduktion -Intrazellulare
(Plexin A3) -Transmembran- -Entwicklung des vielzelligen| Membran
Rezeptor-Aktivitat Organismus -Membran-
-Axon-Leitung bestandteil
-Entwicklung des
Hippocampus
-Entwicklung von
pyramidalen Neuronen
-Regulation des Axon-
Ausbaus
-Chemotaxis
SH3GLB2 -Protein-Bindung - -Zytoplasma
(SH3-Domane
GRB2 -wie
Endophilin B2)
TH -Monooxygenase- -Catecholamin-Metabolismust
(Tyrosin Aktivitat biosynthetischer Prozess
Hydroxylase -Eisenion-Bindung -Synaptische Ubersetzung
Isoform c) -Oxidoreduktase- -Aminosaure-Metabolismus

Aktivitat
-Metallion-Bindung

-Anatomische Struktur
-Morphogenese
-Neurotransmitter-
Metabolismus/

biosynthetischer Prozess

Lokalisiert sind die Proteine der untersuchten Gesugptsachlich im Zytoplasm&QX2
GAPDH, FLNA und SH3GLB2, im Nukleus §OX2 und FLNA) oder in Membranen
(GAPDHuUndPLXNA3J. Die kompletten Daten sind ifabelle 10dargestellt.

Die mit H3K9ac assoziierten Gene zeigen teilweiseriappende Funktionen, aber

insgesamt ist H3K9ac mit Genen assoziiert, die #fiedzahl verschiedener Funktionen

zeigen.
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5.3 Analysen zunBRDT-Gen in Spermien

5.3.1 Epigenetische Markierungen deBRDT-Gens in Spermien

5.3.1.1 DaBRDT-Gen ist im Spermien-Chromatin von fertilen Mannernmit

modifizierten Histonen assoziiert

Die Assoziation deBRDT-Gens mit modifizierten Histonen wurde mittels Chiird real
time PCR analysiert. Fur den Versuch wurden Anpkdrgegen die modifizierten Histone
acetyliertes Histon 3 an Lysin 9 (H3K9ac), dimeinges Histon 3 an Lysin 9 (H3K9dm),
trimethyliertes Histon 3 an Lysin 9 (H3K9tm) undhiethyliertes Histon 3 an Lysin 27
(H3K27tm) (Vgl. Einleitung, Abb. 8, S. 35) und Speen-Chromatin von fertilen
Mannern verwendet.

Drei Primerpaare wurden fur die Promotorregion1(f3) und eines fur das erste Exon (Ex)
des BRDT-Gens generiert (s. Tab. 3, S. 49 und Abb. 10, 9. BRCR-Produkte jedes
Primerpaares wurden sequenziert (Scientific Rebeamod Development GmbH,
Oberursel) mit dem Ergebnis, dass nur die gewiiaadhtodukte amplifiziert wurden.

In der vorliegenden Studie wurde acetyliertes Histonicht beriicksichtigt, da die Daten
eines friheren Promotor-Arrays (ChlP-on-chip) zmgtdass acetyliertes Histon 4 an
Lysin 12 (H4K12ac) sowohl in Spermatozoen von liemt{Arpanahi et al., 2009), als auch
von infertilen M&nnern (Daten unveroffentlicht) inienit demBRDT-Gen assoziiert ist.
Unmodifiziertes H3 wurde wie in den vorherigen \eisen als Positiv-Kontrolle
verwendet. H3 zeigte die geringste Anreicherungan Promotorregion 1 (10%) und die
hochste fir das erste Exon (35%). Ebenso wurde ég@ut als Negativ-Kontrolle
verwendet. Es zeigte geringe Anreicherungen unBpezér Bindungen in allen
GenregionenAbb. 25 und 29.

H3K9ac wies eine relative Anreicherung zum Inputilen BRDT-Regionen auf, mit der
geringsten Anreicherung in der Promotorregion 1 )2&6d der hochsten in der
Promotorregion 2 (9%)Abb. 25 und 26. Die methylierten Histone H3K9dm, H3K9tm
und H3K27tm demonstrierten eine relative Anreichgraum Input zwischen 2-21% (2-
10%, 7-21%, 2-9%) mit den niedrigsten Werten imiiegsbb. 25 und 2§.

Dieses Ergebnis zeigt, dass der Promotor und d&s Exon de8RDT-Gens im Ejakulat

von fertilen Mannern mit unterschiedlich modifizem Histonen assoziiert ist.
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5.3.1.2 Die Anreicherung von modifizierten Histoneram BRDT-Gen ist in Spermien-

Chromatin von infertilen M&nnern tendenziell reduziert

Der im vorherigen Kapitel beschriebene Versuch wunit dem Spermien-Chromatin von
infertlen M&nnern wiederholt, um zu Uberprifen, sith das Verteilungs- oder
Anreicherungsmuster der modifizierten Histone BRDT-Gen zwischen fertilen und
infertilen Mannern unterscheidet. Da ein ChIP-Velsmmit 6x 10 Spermien begonnen
wird, wurden bei infertilen Patienten die Ejakulatn finf oder sechs Mannegepoolt
(s. Tab. 5, S. 51).

Die Negativ-Kontrolle IgG besal? eine Anreicherungnv0-1%, was zeigte, dass
unspezifische Bindungen im Ejakulat von infertilginnern noch geringer wareAkpb.
25 und 29.

A Inp IgG H3 K9ac K9dm K9tm K27tm B Inp IgG H3 K9ac K9dm K9tm K27tm

Abb. 25: Individuelle PCR-Produkte aus ChIP-ExperimenteKombination mit real time

PCR. Es wurde Chromatin von Spermien von fertil&h nd infertilen (B) Méannern

verwendet, das mit Antikdrpern gegen H3K9ac, H3K9dHBKOtm, H3K27tm, H3

(Positiv-Kontrolle) und 1gG (Negativ-Kontrolle) immprazipitiert wurde.

Vier Primerpaare wurden generiert, um die Bindutgden im Promotor und im ersten
Exon zu analysieren. Reihe 1 reprasentiert ein@®0bp GroRenstandard (Bio-Rad).
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Die Positiv-Kontrolle H3 wies eine Anreicherunga® zum Input auf, die tendenziell
groRer war als in Spermien von fertilen Manner®89) (Abb. 25 und 29.
Interessanterweise zeigte H3K9ac eine geringe Aneeung in den Promoterregionen (1-
4%), im Exon jedoch eine Anreicherung, die vierm@her war als bei fertilen Spendern
(Abb. 25 und 2.

Die methylierten Histone wiesen insgesamt eine ihexung auf, die geringer war als in
fertilen Mannern (0-5%), mit Ausnahme von H3K27t8124%) @bb. 25 und 2. Im
BRDT-Exon war die Anreicherung von H3K27tm sogar zwd@frhoher als bei fertilen

Mannern.

Fertile

100 - OlgG

80 - H3

B H3K9ac
H3K9dm
H3K9tm
@\ H3K27tm

(%)

Anreicherung relativ zum Input

Promotor 1 Promotor 2 Promotor 3 Exon

Infertile

OlgG

H3

B H3K9%ac
£ H3K9dm
H3K9tm
B H3K27tm

(%)

Anreicherung relativ zum Input

Promotor 1 Promotor2 Promotor 3 Exon

Abb. 26: Das Anreicherungsmuster von H3K9ac, H3K9dm, H3K8nhd H3K27tm in der
Promotorregion 1-3 und dem ersten Exon B&DT-Gens in einer Gruppe von fertilen
(oben) bzw. infertilen (unten) Mannern. Die Anrezalng von modifizierten Histonen ist
in infertilen Mannern gegeniber fertilen in den sben Fallen reduziert.
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Wenn man die Standardabweichung betrachtet, ssiesn infertilien Mannern niedriger

als in fertilen. Ausnahmen sind die von Werte vg@ m Promotor 1, H3 am Promotor 3,
H3K9dm am Promotor 1 und H3K27tm am Exon.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Anreigheon modifizierten Histonen am

BRDT-Gen in Spermien von infertilen Mannern gegenilegtilén in den meisten Fallen

reduziert ist.

5.3.2 Die mRNA-Expression deBRDT-Gens in Spermien

5.3.2.1 Die aus humanen Spermien isolierte mRNA waon guter Qualitat und frei

von Kontaminationen

Um zu Uberprifen, ob BRDT-mRNA in Spermien von ifent und infertilen Mannern
(Details zu den Spendern/Patienten s. Tab. 4, Sunsl05, S. 51) vorhanden ist, wurde
RNA aus Ejakulat von fertilen und infertilien Mannesoliert. Die RNA-Qualitat wurde
mit einem Agarose-Gel und mit dem Bioanalyzer-Gédittrolliert und anschlieend in
cDNA umgeschrieben.

Die isolierten RNA-Proben von fertilen und infegtil M&nnern zeigten eine gute Qualitat
(Beispiel fur eine Messung #&bb. 27), da RNA-Fragmente bei einer GroRe von 4000

Nukleotiden eine intakte RNA belegen.

4000 —
2000 —

1000 —
200 —

200 —
25—

[T

Abb. 27. Qualitatskontrolle von RNA aus Ejakulat mittelgakose-Gel-Elektrophorese
und Agilent 2100 Bioanalyzer. Die RNA-Fragmente 4000 Nukleotide (nt) zeigten eine
intakte RNA. Je kleiner die Fragmente sind, detidker ist die RNA degradiert. 1: RNA-
Marker, Bioanalyzer-Aufnahme; 2: mRNA aus Ejakul&ioanalyzer-Aufnahme; 3:
MRNA aus Ejakulat, Agarose-Gel-Bild; 4: mRNA ausal&jlat, Elektropherogramm,
Bioanalyzer
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Zusatzlich wurden die RNA-Proben auf Kontaminatiomeit RNA aus anderen Zellen
getestet. Dazu wurde semiquantitative PCR mit demd? cd45 als Positiv-Marker fur
Leukozyten und c-kit als Positiv-Marker fir testéue Keimzellen durchgefihrt (Lambard

et al., 2004). In unseren Proben wurden keiner&uxreinigungen gefundeAlfb. 28).

MW [bp]

MW [bp]

vy

Abb. 28: Uberpriifung von Kontaminationen in Spermien-RNKA) durch die Marker
cd45 und c-kit. Die Agarose-Gele zeigten die PCBdBkte von cd45 and c-kit in fertilen
Spendern (A) und infertilen Patienten (B). Die ReitHl-3 zeigen Proben aus Ejakulaten,
die frei von Kontaminationen sind. Die Reihe 4 zd@tut-cDNA (bei cd45) bzw. Hoden-
cDNA (bei c-kit), die als Positiv-Kontrollen ein ReProdukt aufweisen. Die Reihe 5 zeigt
die Negativ-Kontrolle, wobei Wasser dlsmplatein die PCR eingesetzt wurde.

5.3.2.2ACTB und GAPD waren die besten Referenzgene in RT-PCR-Experimesn in

Spermien

Quantitative real time RT-PCR wurde mit den cDNABIN aus Spermien-RNA und dem
Primer fir das erste Exon d&RDT-Gens durchgefuhrt. In den PCR-Experimenten
wurden dieHousekeepingseneHeat Shock ProteitHSP), Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenas GAPDH), Beta-Actin (ACTB) (s. Abb. 19, S. 97) undTP-Synthase
Subunit 5BATP5H verwendet (Cavalcanti et al., 2010; im Druck).

Alle PCR-Experimente wiesen nur spezifische Proelukuf, wie man anhand der
Schmelzkurven ablesen konnte. Die PCR-Effizienzitagllen Fallen zwischen 95-99%
und der lineare KorrelationskoeffizientqRangierte zwischen 0,998 und 1,000.

Mit der Normfinder-GeNorm-GenEx pro 4.3.7-Softwameirden dann die geeigneten
Referenzgene ausgesuc®CTB und GAPDH wurden von dem Programm als beste
Kombination von Referenzgenen ermittéft-{alue= 1,3) @bb. 29). Des Weiteren wurde
GAPDH als stabilstes Referenzgen mit der geringsten Wiitét (Standardabweichung =
0,6) ermittelt Abb. 30). Fur die folgende real time RT-PCR-Datenanalyea BRDT
wurden daheACTBundGAPDH als Referenzgene verwendet.
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2,5 4

1,5

M-Value (Anti-Log?2)

GAPDH ACTB HSPCB

Abb. 29: Analyse der geeignetsten Referenzgene in rea ®N-PCR-Experimenten in
Spermien. Die GeNorm-Software ermittelt@CTB und GAPDH als die besten
Referenzgene.

2,54

1,5

SD

0,5

GAPDH ACTB HSPCB

Abb. 30: Analyse der geeignetsten Referenzgene in rea Rh-PCR-Experimenten in
Spermien. Die Normfinder-Software ermitte\PDH als das stabilste Referenzgen mit
der geringsten Variabilitéat. SD = Standardabweichun

5.3.2.3 BRDT-mRNA ist in Spermien von fertilen undnfertilen Mannern exprimiert

BRDT-mRNA konnte in Spermien von fertilen und infien Mannern mittels real time
RT-PCR detektiert werdeibb. 31).
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5.3.2.3.1 Die BRDT-mRNA-Expression weicht in fertén Mannern signifikant von
der Normalverteilung ab

Bei den BRDT-Transkripten von fertilen Mannern ktneineFold-ChangeSpannbreite
von 1-7 (Log2-Skala) ermittelt werden. Dabei zeigieh eine statistisch signifikante
Abweichung von der Normalverteilung (Kolmogorov-8nav-Test: P-Value = 1,12)
(Abb. 31).

Im Gegensatz dazu variierten di®ld-ChangeWerte bei den BRDT-Transkripten von
infertilen Mannern zwischen 1 und 11. Die Untersdei zwischen infertilen M&nnern
zeigten keine Abweichung von der Normalverteilun{plnogorov-Smirnov-Test:P-
Value> 0,1) Abb. 31).

BRDT mRNA-Transkripte

Fold change (Log2-Skala)

Fertile Infertil e

Abb. 31: BRDT-mRNA-Transkripte in Spermien von fertilen If@&ividuen, hellgrau) und
infertilen (47 Individuen, dunkelgrau) Mannerfold-ChangeDaten sind in der Log2-
Skala dargestellt. Die Werte von fertilen Mannerreiclien signifikant von einer
Normalverteilung ab, wahrend die Werte von infertiMannern einer Normalverteilung
entsprechen (GenEx pro 4.3.7-Software).

5.3.2.3.2 Es besteht ein signifikanter Unterschied der BRDT-mRNA-Expression

zwischen fertilen und infertilen Mannern
Fur die im vorherigen Kapitel beschriebereénd-ChangeWerte wurden der Mittelwert

und das 95% Konfidenzintervall von fertilen gegeriertie Manner (als Gruppen)
berechnetAbb. 32).
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Das Konfidenzintervall wird auch als Vertrauensidreoder Mutungsintervall bezeichnet
und sagt bei 95% aus, dass in 95 von 100 Féllerediechneten Intervallgrenzen den
wahren Wert enthalten.

Der Fold-ChangeMittelwert bei fertlen Méannern betrug 4,12 mit ner
Standardabweichung von 2,23 und bei infertilen M#nn 6,59 mit einer
Standardabweichung von 0,61. Der Unterschied zwiscter Gruppe der fertilen und der
Gruppe der infertilen Mannern ist statistisch digant (two-tailed T-Test: P-Values
0,008) Abb. 32).

Mittelw ert und 95% Konfidenzintervall

Fold change (Log2-Skala)
S

Fertile Infertile

Abb. 32 Mittelwert und 95% Konfidenzintervall von fertile(n=6) und infertilen (n=47)
Mannern. Fold-ChangeDaten sind in der Log2-Skala dargestellt (GenEw gr3.7-
Software).
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6. Diskussion

6.1 Eine gestorte Chromatinkondensation konnte hauder bei infertilen als bei

fertilen Mannern nachgewiesen werden

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass bertide Ma&nnern verglichen mit fertilen

vermehrt eine Storung der Chromatinkondensationtritiuf Dabei kehrte sich das

Verhéaltnis von normaler zu gestorter Kondensati@n fertiien Spendern (62,5% zu
37,5%) im Vergleich zu infertilen Patienten (31,%%61,6%) um. Zahlreiche Studien wie
Colleu et al. (1988), Le Lannou und Blanchard ()98&ger et al. (1990) und Hofmann
und Hilscher (1991) konnten bereits einen Zusammaeglzwischen der Kernreife bzw.
Chromatindefekten und mannlicher Infertilitat féslien. Bezlglich der Reife des Kerns
zeigten Le Lannou und Blanchard (1988), dass lygicle Mannern im Durchschnitt 46,3

* 4,9% der Spermatozoen und bei infertilen Man&&2 + 6,7% der Spermatozoen beim
Anilinblau-Test gefarbt waren. Auger et al. (198)den in fertilen M&nnern einen Anteil
von 25,5 + 2,6% und in infertilen Mannern einen déhtvon 47,0 £ 1,1% gefarbter

Spermatozoen. Diese Daten sind mit denen aus digggenden Arbeit nicht vergleichbar,

da hier nur die Spermatozoen mit einem Farbegrad2+ound 3+ beriicksichtigt wurden,
wéahrend Le Lannou und Blanchard (1988) und Augeal.e(1990) vermutlich auch den

Farbegrad 1+ mitzahlten. Jedoch kann man aus 8fiedien ablesen, dass die Anzahl
gefarbter Spermatozoen bei fertilen Mannern ddutlioter der von infertilen Mannern

liegt, wenn auch die Werte deutlich voneinandereiblaen.

Auf Grund dieser Kenntnisse wurde bereits 1990 ehiph, Analysen zur Reife des
Spermienkopfes mit in die Routine-Samenanalyseubeziehen (Auger et al., 1990), was
heute auch dblich ist. Zusatzlich haben Hofmann Hiiidcher (1991) herausgefunden,
dass auch in morphologisch normalen Spermien Sgérurder Chromatinkondensation
auftreten. Zudem besitzen auch fertile Manner Smermit morphologischen Defekten

(Hofmann und Hilscher, 1991). Die Erkenntnisse @asau dem Ergebnis dieser Arbeit,
dass auch fertile Manner zu einem Drittel Spermmgngestorter Chromatin-Kondensation

aufweisen.

118



Diskussion

6.2 Potentielle Funktionen von H3K9ac in Spermienan fertilen und infertilen

Mannern

6.2.1 Der H3K9ac-Antikorper ist spezifisch

Die Western Blot-Analyse detektierte eine deutli@ande von 17kDa, die das H3K9ac-
Protein représentiert. Des Weiteren wurde eine ache Bande eines unbekannten
Proteins gefunden, die mdglicherweise auf eineruKreaktion mit H3K4ac beruht, die
bereits von Wang und Kollegen (2008) beobachtetieiuNeben dieser Kreuzreaktion von
Histon H3-Modifikationen wurden auch noch Kreuziteaken zwischen Histon H4-
Modifikationen (H4K5ac und H4K12ac; Wang et al.,08D gefunden, sowie zwischen
hyperacetyliertem Histon H4 und Histon H3 (Sonneicél., 2002).

6.2.2 Die H3K9ac-Protein-Expression zeigt keinen Werschied zwischen der

Spermatogenese und Spermien von fertilen und infaten Méannern

In dieser Arbeit wurde die Rolle des H3K9ac in nudtishen Keimzellen untersucht.

Dabei wurde das Expressionsmuster des H3K9ac-Rsotei normaler und fehlerhafter
Spermatogenese und im Ejakulat von fertilen undriién Mannern analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass das H3K9ac-Protein wahrend ndemalen und fehlerhaften

Spermatogenese in Spermatogonien Typ A und B, gigilinen, leptotdnen, zygotdnen
und frihen pachytdnen (Stadium I-1ll) Spermatozytend in runden/elongierten

Spermatiden (Stadium IlI-1V) exprimiert wird.

Von Spermatogonien konnte bereits durch immunhigogsche Analysen mit

monoklonalen Antikdrpern gegen die Proliferationdtea PCNA und Ki-67 gezeigt

werden (Steger et al., 1998b), dass sie mitotiktiveaZellen sind. Daher kann man bei
H3K9ac-Expression in Spermatogonien annehmen, t&s9ac eine Rolle in der

mitotischen DNA-Synthese spielt. Zuséatzlich lassh yermuten, dass H3K9ac auf Grund
der Expression in primaren Spermatozyten in maibésleilungen involviert ist, was auch
mit Daten von Delaval et al. (2007) Ubereinstimnwveirde, die die H3K9ac-Protein-

Expression in der murinen Spermatogenese unterbadien. Ihre Western-Blot-Analysen
in Mausen demonstrierten, dass das H3K9ac-Protefdpermatozyten, sowie in runden

und elongierten Spermatiden exprimiert ist.
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Dabei ist die Expression in Spermatozyten am si@nkand nimmt bis zum Stadium der
elongierten Spermatiden immer weiter ab (Delavadlgt2007). Dieses Ergebnis stimmt
mit unserem Uberein, da wir ein Signal des H3KO9amatdhs bis zum Stadium der
elongierten Spermatiden des Stadiums IV nachweigemten, in denen der Histon-
Protamin-Austausch stattfindet.

Zusatzlich konnte die Expression des H3K9ac-Pret@irreifen Spermien von fertilen und
infertilen Mannern nachgewiesen werden. Diese Hrigeb lassen vermuten, dass H3K9ac
vom Stadium der elongierten Spermatiden bis hidemm Stadium der reifen Spermien als
epigenetische Markierung im Chromatin vorhandenDs¢ Tatsache, dass keine Signale
von H3K9ac in Spermatiden der Stufen 5-8 gefundarden, beruht wahrscheinlich auf
einer Antigen-Maskierung durch hochkondensiertesof@iatin. Da der Kern des reifen
Spermiums zu 85% aus dicht gepackten Protamin-DM#xflexen besteht, verhindert
dies moglicherweise die Bindung des AntikOrpers ciea Histone. Bei ejakulierten
Spermien wurde daher ein speziell@econdensing Mibenutzt, damit der Protamin-
DNA-Kontakt gelockert wurde und der Antikdrper asmsdChromatin binden konnte (Vgl.
Hecht et al., 2009). Bei den Hodenschnitten wars dedoch nicht mdglich, da der
Decondensing Mixlas Gewebe zerstort.

Frihere Studien zeigten ein &hnliches Expressiostantiir hyperacetyliertes H4 (H4hac)
(Sonnack et al., 2002), sowie acetyliertes H4 asirLy (H4K5ac), Lysin 8 (H4K8ac),
Lysin 12 (H4K12ac) und Lysin 16 (H4K16ac) (Hechtakt 2009) wahrend der normalen
Spermatogenese beim Menschen. H4hac wird in Spegwoaien, paleptotanen
Spermatozyten und runden Spermatiden der Stadiamd IV exprimiert, H4K5ac und
H4K12ac in Spermatiden der Stadien 1ll-V, H4K8acSijpermatogonien und Spermatiden
der Stadien IlI-V und H4Kl16ac in pachytanen Speongen (Stadium 1), runden
Spermatiden der Stadien I-1ll und elongierten Sdithen der Stadien 1V-V (Sonnack et
al., 2002; Hecht et al., 2009). Somit scheinen ldigonmodifikationen, einschliel3lich des
hier untersuchten H3K9ac, in den Histon-ProtamirstAusch wahrend des Stadiums IlI-
IV involviert zu sein.

In dieser Untersuchung wurde fur die H3K9ac-Pretewpression kein Unterschied
zwischen (qualitativ und quantitativ) normaler wefekter Spermatogenese gefunden. Im
Gegensatz dazu haben Sonnack et al. (2002) furd#iha reduzierte Protein-Expression

in Spermatiden bei fehlerhafter oder qualitativmaler Spermatogenese beobachtet.
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Des Weiteren wurde fur H4hac ein zusatzliches Sigmgpachytdnen Spermatozyten
detektiert, was als Ursache fur einen verfrihtestdfi-Protamin-Austausch und eine
daraus resultierende mannliche Infertilitat diséxtiwurde. Auch Hecht et al. (2009)
konnten Unterschiede in der Expression der Histatfikationen bei Tubuli mit rundem

Spermatidenarrest nachweisen. So zeigte H4K5ac egef&Batz zu Tubuli mit normaler
Spermatogenese eine reduzierte Expression in Speyamaen. Bei H4K8ac und H4K12ac
fehlte die Expression in Spermatiden und bei H4Kl1dia in pachytdnen Spermatozyten.
Auf Grund dieser Beobachtungen ist es erstaunlidass H3K9ac als einzige
Histonmodifikation eine konstante Expression zwesthnormaler und defekter

Spermatogenese aufweist.

6.2.3 H3K9ac ist mit unterschiedlichen Genregionem Spermien von fertilen und

infertilen Mannern assoziiert

In einer weiteren Untersuchung wurde die Assozmtron H3K9ac mit verschiedenen
Genen in Spermien von fertilen und infertilen Mamesowie in HelLa- und Prostata
(BPH)- Zellen gezeigt.

In den PCR-Experimenten wurde fur diewnstreanrKontrolle eines GenHAM50A) nur
der 1%, nicht aber der 10% Input detektiert. Mdgioveise war die DNA-Konzentration
des 10% Inputs zu hoch. Zusatzlich wurde fur mar@beregionen die Positiv-Kontrolle
H3 nicht nachgewiesen. Aber es ist denkbar, dastinlmte Regionen nicht mit H3,
sondern mit anderen Histonen oder Protaminen assozind (Simpson und Bustin, 1976;
Carter, 1978; Simon et al., 1978; Tanphaichitr let 2978; Gatewood et al., 1987).
Simpson und Bustin (1976) konnten fur Hela-Zellezigen, dass Nukleosomen zu
gleichen Anteilen aus den vier Kernhistonen H2ABHRI3 und H4 bestehen. In Folge
beschrieben Carter (1978) und Simon et al. (197B)A{Bindedomanen und DNA-
Bindebedingungen fur H3 und H4. Fur menschliche r8p&oozoen demonstrierten
Tanphaichitr et al. (1978), dass die Spermien-DN aen vier Kernhistonen und den
Protaminen 1 und 2 assoziiert ist. Des Weiteremta@mGatewood et al. (1987) den ersten
Nachweis erbringen, dass die Histone und Protami®permien sequenzspezifisch an die
DNA gebunden sind.

Trotz der anderen Chromatinproteine kann man diePbidtiv-Kontrolle als geeignet
ansehen, da immer nur 146bp DNA um ein Nukleosobumggen ist und somit viele H3-

DNA-Assoziationen auf engstem Raum auftreten miisste
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Fur Spermien, die nur 15% Histone besitzen, kowitse Studie zeigen, dass H3 eine
geeignete Kontrolle ist, da es in Spermien nichtimiehlende H3-Bindungstellen gab als
in HeLa- oder Prostata-Zellen.

Anreicherung von H3K9ac wurde in den Promotorregioiwon Genen in HelLa-Zellen
(GAPDH, INHA, STK11IR CRAT und G6PD), normalen Spermien und Prostata-Zellen
(CRAT, G6PD und MCF2L), sowie Spermien von infertilen Mannel@RAT and G6PD)
beobachtet. Diese Daten stimmen mit den Untersydrumon Wang et al. (2008) tberein,
die gezeigt haben, dass H3K9ac in humanen T-Zelidneiner Gesamtzahl von 3.286
Genen assoziiert ist und an 25% der menschlichem®&oren von hoch-exprimierten
Genen zu finden ist, die in die zellulare Physi@oglen Metabolismus und iHouse-
keepingFunktionen involviert sind. Zusatzlich wurden vetebbes et al. (1988, 1994),
Agalioti et al. (2002), Liang et al. (2004), Kurtdiai et al. (2004), Bernstein et al. (2005),
Liu et al. (2005), Nishida et al. (2006), Heintzneral., (2007) und Guenther et al. (2007)
H3K9ac-Assoziationen (teilweise in Kombination mHiBK14ac, H3K18ac und H3K27ac)
mit den Promotoren von aktiven Genen in der HefeHuhn und diversen menschlichen
Zelltypen (u. a. humane embryonale Stammzellenzikamzellen der Leber) beschrieben.
Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Untersdhiin der H3K9ac-Anreicherung
zwischen Hela-Zellen, Prostata-Gewebe und Spermik&mnten daher in der
unterschiedlichen Genaktivitat in den verschiedefalitypen liegen.

Interessanterweise ist die Nukleosomendichte in $#8K assoziierten Promotoren
niedriger als in Promotoren ohne H3K9ac (Nishidalet 2006). Generell korreliert der
Grad an H3K9-Acteylierung mit dem Grad an Exprassies betroffenen Genes, was
jedoch nicht immer zutrifft (Nishida et al., 2006).

In intergenischen Regionen wurden BindungsstelleiBK9ac in der Nahe d€&3APDH-
Gens in HelLa-Zellen und d@#1-Gens in Spermien von fertilen Spendern und in Btast
Gewebe gefunden. Diese Beobachtung stimmt mit DatenRoh und Kollegen (2005,
2006) Uberein, die herausgefunden haben, dass dite H46,4%) der 50.000 H3-
Acetylierungen in humanen T-Zellen intergenischdsiwahrend die Promotoren einen
Anteil von 23,5% und die kodierenden Bereiche eifateil von 30% einnehmen. Zudem
konnten Roh et al.,, (2005) nachweisen, dass diergahischen acetylierten Bereiche
haufig mit regulatorischen Elementen oder DNaseiiean Bereichen kolokalisieren,

was bedeuten konnte, dass H3K9ac Einfluss auf #iksrente hat.
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Auch Bernstein et al. (2005) konnten in humanenekidrzinomzellen nachweisen, dass
H3K9ac nur zu 58% am Genstart (definiert als 1kbden Transkriptionsstart) lokalisiert
ist und die Ubrigen H3K9ac-Proteine mit anderenll&tedes Genoms assoziiert sein
mussen.

Im Gegensatz dazu konnte fir geklonte Mausen damemswerden, dass H3K9ac in
intergenischen Regionen weniger konserviert istial$romotorregionen von Protein-
kodierenden Genen (Nishida et al., 2008). ZudendestAnteil der H3K9ac assoziierten
Promotoren mit 31% in Mausen etwas hoher als imddean (Suzuki et al., 2008).

Des Weiteren wurde eine Assoziation von H3K9acdaitkodierenden Region von Genen
in HelLa-Zellen §TK11IR IL3 und FLNA), normalen SpermienSQOX2 GAPDH,
STK11IR FLNA, PLXNA3 SH3GLB2und CTSD, Prostata-GewebeCTSD FLNA und
SH3GLB2 und in Spermien von infertilien MannersH3GLB2 beobachtet. Diese
Ergebnisse passen zu den Daten von Nahkuri 2@09j], die zeigten, dass Nukleosomen
bevorzugt in Exonregionen in humanen T-Zellen uper&ien (und in Blastulae vom
japanischen Reiskarpfling) lokalisiert sind, unafdig von dem Modifikationsstatus des
Nukleosoms, des Expressionslevels oder der evakitgm Konservierung der Gene und
dem GC-Gehalt des Exons. Auch Roh et al., (200anten flr die Hefe nachweisen, dass
die hochsten Acetylierungsraten von H3 und H4 inkaelierenden Region und nicht im
Promotor lokalisiert sind. Es ist jedoch nicht bakia ob Nukleosomen im Allgemeinen
zufallig in der kodierenden Region von Genen posiért werden, oder ob es eine gewisse
Periodik gibt (Baldi et al., 1996; Kogan und Tritan 2005; Jiang und Pugh, 2009).

Fur methylierte Histone (H3K9dm und H3K9tm) koneteenfalls nachgewiesen werden,
dass der kodierende Bereich von manchen Genen tbliblund GATA2in der Maus)
hohere Anreicherungen der Histonmodifikationen &htals der Promotorbereich (Wu et
al., 2007).

Des Weiteren scheint die Position von Histonmodifitnen in Zusammenhang mit Gen-
Silencingdurch DNA-Methylierung zu stehen. In einer murineukamie-Zelllinie konnte
nachgewiesen werden, dass zwischen H3K9ac und DN#wyHerung eine reverse
Korrelation besteht (Wu et al., 2007), was bedeutass H3K9ac eine hohe Anreicherung
an den unmethylierten CpG-Inseln zeigt und einérige an den hypermethylierten. Die
untersuchten Genombereiche in dieser Arbeit wurdelnt beztglich DNA-Methylierung
untersucht. Dies ware jedoch ein interessanter tanfa weitere Untersuchungen in
Spermien, da Hammoud et al. (2009) bereits zeigennten, dass die DNA von

Promotoren entwicklungsrelevanter Gene hypomettiyse
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Insgesamt zeigten die Daten der vorliegenden Arbags sich das Expressionsmuster des
H3K9ac-Proteins weder zwischen normaler und fehléeh Spermatogenese noch
zwischen ejakulierten Spermatozoen von fertilen unfdrtilen Mannern unterscheidet.
Dagegen lasst sich auf molekularer Ebene ein Wiiesd im Bindungsmuster des
H3K9ac-Proteins zu ausgewahlten Genen zwischemwlegalen Spermien von fertilen und
infertilen Mannern feststellen. Dieser Befund liegbglicherweise darin begriindet, dass
der Unterschied zwar auf molekularer Ebene detdidre ist, jedoch nicht mittels

Immunhistochemie.

6.2.4 Die mit H3K9ac assoziierten Gene haben zum iTeFunktionen in der

Embryonalentwicklung

In der Hefe und in humanen T-Zellen konnte nachgsen werden, dass sich die
gangigsten Kombinationen von Histonmodifikationsoewohl an aktiven, als auch an
inaktiven Promotoren, bestimmten Gengruppen zuardassen, die in den gleichen
zellularen Prozess (nach dé&ene Ontolog¥Klassifikation) involviert sind (Liu et al.,
2005; Wang et al., 2008). Daher wurden die in diégbeit verwendeten Gene ebenfalls
auf einen solchen Zusammenhang hin untersucht, je@dsch, abgesehen von einer
Funktion in der Proteinbindung, wenig Ubereinstinmgen zeigte.

FUr manche der mit H3K9ac assoziierten Gene siddcje relevante Funktionen fur die
Embryonalentwicklung bekannt, z. B. f{G6PD (Sarkar et al, 1977; Morton et al., 2007;
Perl, 2007; Merighe et al., 20080X2(Shi et al., 2006) unBLXNA3(Cheng et al., 2001;
Waimey et al., 2008)G6PD ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und zeigt dabme
Sex-determinierte Expression in Spermien, da Sgrnentweder ein X- oder ein Y-
Chromosom enthalten (Sarkar et al., 1977). Diesté@idige Defizienz voG6PD ist lethal
(Perl, 2007). DaG6PD essentiell fur die Entwicklung ist, ist es erstam dass es
zwischen mannlichen und weiblichen Embryonen eitémterschied in derG6PD-
Expression gibt (Morton et al., 2007). Wahrend é&aetwicklung wird in weiblichen
Embryonen ein X-Chromosom inaktiviert, welches damnm einer Dosierung des
Gentranskriptes fuhrt. Obwohl das zu gleichen Tkapsnengen in beiden Geschlechtern
fuhren sollte, wurden in weiblichen Embryonen ggeire Transkriptmengen gefunden als

in mannlichen (Merighe et al., 2009).
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SOX2qgilt als Markergen und ist essentiell fur die Sé#oneuerung von embryonalen
Stammzellen. Es kann auch in spermatogonialen Staften als Marker verwendetet
werden, was belegt, dass spermatogoniale und emddeyoStammzellen &hnlichen
Mechanismen unterliegen (Shi et al., 2006).

PLXNA3ist das am meisten exprimierte Gen der Plexin-kanm Regionen des sich
entwickelnden S&ugetier-Nervensystems (Cheng et2801). Waimey und Kollegen
(2008) konnten nachweisen, dass Plexin A3 und RI&d essentiell fur die normale
Entwicklung des sympathischen Nervensystems sind.

Die Beobachtung, dass H3K9ac mit entwicklungsreitara Genen in Spermien assoziiert
ist, stimmt mit den Ergebnissen von Hammoud et28l09) Uberein, die beschrieben, dass
Entwicklungsgene in Spermien generell mit Nukleosonangereichert sind. Zu den
entwicklungsrelevanten Genen gehdren dmprinted Gen<Cluster, microRNA-Cluster,
HOX-Gen<Clusterund die Promotoren von entwicklungsrelevanten 3keptionsfaktoren
und Signalproteinen. Auch Studien von Banerjee 8ndhllwood (1998), Onygano et al.
(2002) und Delaval et al. (2007) zeigten die Assthan von modifizierten Histonen mit
den paternalemmprinted-Clustern IGF2und KvDMR1 in mé&nnlichen Keimzellen. Die
Histon-Assoziation schutzt dienprinted-Clusterméglicherweise vor frihzeitiger DNA-
Methylierung.

AulRerdem wird angenommen, dass Histone die GloleineGn humanen Spermien fur
eine frihe Expression im Embryo markieren,sdaind y-Globin-Gene im embryonalen
Dotter transkribiert werden und die Histon-Acetslieg wahrend der Zellteilungen der
Zygote erhalten bleibt (Wolffe, 1994; Gardiner-Garcket al., 1998; Forsberg et al., 2000;
Bulger et al., 2003; Wykes und Krawetz, 2003). Pastnatal exprimiert8-GlobinGen

ist dagegen mit Protaminen assoziiert (Gardined&aet al., 1998).

Im Gegensatz dazu gelten auch die Promotoren dieryemal nicht exprimierte®RM1:
PRM2TNP2Domane in menschlichen Spermien als bevorzugHmstionen angereichert,
wie Wykes und Krawetz (2003) zeigten.

Auf Grund dieser Erkenntnisse kann die Hypothedgestellt werden, dass Histone und
Protamine nicht zuféllig im Spermien-Chromatin piosiert werden (Zalensky et al.,
1995; Wykes und Krawetz, 2003). Generell sind c@% ldes haploiden Genoms in
Spermien mit Histonen assoziiert, der Rest ist Priitaminen verpackt, wobei jedoch
gemischte Bereiche auftreten, in denen sowohl Heseds auch Protamine vorhanden sind
(Hammoud et al., 2009).
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Van der Heijden und Kollegen (2006, 2008) konntachweisen, dass Histonvarianten
und Histonmodifikationen bei Mausen und beim Meesclin die Zygote Ubertragen
werden kénnen. H3K9ac kdnnte somit eine Funktiorfrithen Embryo einnehmen. Dies
ware eine Erklarung daftr, warum H3K9ac mit entwidgsrelevanten Genen assoziiert
ist.

6.3 Der Zusammenhang von H3K9ac und dem BRDT-Protei

Obwohl bekannt ist, dass H3K9ac und andere Histalifikationen in biologische
Prozesse involviert sind, weil3 man nur wenig tbergg&nauen Mechanismen, wie diese
Modifikationen ihre Signale in eine biologische Ri#@n umsetzen. Es ist z. B. bekannt,
dass H3K9ac und H3K14ac entscheidend fir die Riekumg des Transkriptionsfaktors
[ID (TFID) sind und mit der Modifikation H3K4tm wuwh der RNA Polymerase Il in
Promotoren von Protein-kodierenden Genen kololaxbksi (Agalioti et al, 2002; Guenther
et al., 2007).

Diese Erkenntnis stimmt mit der géangigen Hypoth@serein, dass die postranslationalen
Histonmodifikationen die Signale durch sogenanriteliorproteine keaderd tbermitteln
(Ruthenburg et al., 2007). Die Bindung vaitownstrearrEffektorproteinen andert
maoglicherweise den Zugang von Transkriptionsfakiarer DNA, die Enzymaktivitat von
ATP-abhéngigen Chromatin Remodeling-Komplexen odex Sekundarstruktur des
Chromatins (Ruthenburg et al., 2007; Berger, 2008mit die Effektorproteine an die
Histonmodifikationen binden konnen, bendtigen siendBngsmodule, wie z. B.
Bromodomanen fur acetylierte Histone und Chromodwna Tudor-Domé&nen, MBT-
repeats WD40+epeatsund PHD-Finger fir methylierte Histone (Tavernaakt 2007).
Das BRDT-Protein ist ein Effektorprotein und besitzt zwei Bromodormén die

insbesondere an hyperacetyliertes Histon H4 biiiBamt-Pajot et al., 2003).
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6.4 Hypothesen zur BRDT-Expression in Spermien vofertilen und infertilen

Mannern

6.4.1 Die Reduzierung der epigenetischen Markieruremn amBRDT-Gen in infertilen

Mannern fuhrt zu veranderter Expression

In dieser Studie wurde die Interaktion von den rfibigirten Histonen H3K9ac, H3K9dm,
H3K9tm und H3K27tm mit derBRDT-Gen in fertilen und infertilen Mannern untersucht,
wobei ChIP-Experimente demonstrierten, dass danBiar desBRDT-Gens mit mehr als
nur einer Histonmodifikation interagiert. Diese Bachtung stimmt mit Daten von
Bernstein et al. (2005, 2006, 2007) und Azuaral.e{2906) Uberein, die Uberlappende
Regionen von zwei verschieden modifizierten Histonals bivalente Domanen
beschrieben. Als Beispiel konnte die Kombinatios der transkriptional reprimierenden
Modifikation H3K27tm und der aktivierenden Modiftkan H3K4tm in embryonalen
Stammzellen nachgewiesen werden (Bernstein e2@06, Roh et al., 2006). In humanen
Spermien wurden 86divalente Domaneermittelt (Hammoud et al., 2009).

Identische Bindungsmuster fur verschiedene Histamelen auch von Wang und Kollegen
(2008) beobachtet. Sie ermittelten eine Kombinatmm 17 Modifikationen, darunter
H3K9ac, die in aktiven Genen in humanen T-Zellengemeichert sind und in
Zellphysiologie und Metabolismus involviert sinde® Weiteren konnten Wang et al.
(2008) fur inaktive Gene, die fur zellulare und aytsche Signalwege und fur die
Entwicklung verantwortlich sind, eine weitere Kom&iion von Modifikationen
nachweisen (u a. mit H3K27tm). Auch Roh et al. @0fanden heraus, dass H3K9ac,
H3K14ac, H3K4tm und H3K27tm gleichzeitig an denrRodoren von lber 3.300 Genen
in humanen T-Zellen vorhanden sind.

In diesem Zusammenhang wurde auch die sogenansitendode-Hypothese bekannt, die
besagt, dass die Uberschneidend&ndungsmuster von modifizierten Histonen an
bestimmten  Genregionen epigenetische Informationdar die  Chromatin-
Umstrukturierung sicherstellen kénnen, in dem sie Effektorproteinen (s. 6.3) abgelesen
werden (Wade et al.,, 1997; Strahl und Allis, 200Qyner, 2000; Jenuwein und Allis,
2001; Schreiber und Bernstein, 2002). Der Code alsdepigenetisch bezeichnet, da er
vererbbar ist (Turner, 2000).
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Jedoch gilt zu beachten, dass pluripotente Zellen eine von zwei epigenetischen
Markierungen behalten, wenn sie sich differenzieran entweder die Expression oder
Repression eines Genes zu bewirken (Bernstein,e2G4l5; Azuara et al., 2006). Welche
Modifikation beim BRDT-Gen in Spermien oder in der Embryonalentwicklumnigaken
bleibt, ist nicht bekannt.

Wie Valls et al. (2005) und Xin et al. (2007) zeideonnten, gibt es aber Modifikationen,
die wahrend der mitotischen Zellteilungen erhaltdeiben. Zum Beispiel di- und
trimethyliertes H3K4 und die acetylierten Histoneu8d 4 an derGAPDH, IL2- und
HSP70 Promotoren in HelLa-Zellen (Valls et al., 2005)dumethyliertes H3K79,
dimethyliertes H3K4 und die acetylierten Histonarl 4 amp-Globin-Lokus in murinen
Leukadmie-Zellen (Xin et al., 2007).

Wenn man die Anreicherung von H3K9ac, H3K9dm, H3K@nd H3K27tm anBRDT
Gen in Spermien betrachtet, so konnten nur gerihgerschiede zwischen fertilen und
infertilen Mannern beobachtet werden. In infertilgfnnern gibt es eine Tendenz der
Reduzierung von modifizierten Histonen, da nicli¢ &Verte von infertilen Patienten im
Rahmen der Standardabweichung der Werte von fei@fgendern liegen.

Da vermehrt methylierte Histone mit ddBRDT-Gen assoziiert sind, ist anzunehmen, dass
es in den spaten Stadien der Spermatogenese regirimnid. Die reprimierende Funktion
von methylierten Histonen (u. a. H3K9tm) wurde literélir dasStromal Membrane-
associated GTPase-activating Protein (SM&®n in humanen CD4 T-Zellen
beschrieben (Wang et al., 2008). Zudem wurde fUK#® nachgewiesen, dass es
meistensdownstreamvon einem Transkriptionsstart oder in transkritgier Bereichen
eines Gens lokalisiert ist, was fur dARDT-Gen nicht zutrifft. Die Reprimierung eines
Gens und die gleichzeitige Kompaktierung des Chtomsavird durch die Interaktion von
H3K9tm, sowie von H3K9dm und H3K27tm mit dem Hetdmmmatin-Protein 1HP1)
und dem PolyComb-Komplex bewirkt (Margueron et &005; Vakoc et al., 2005;
McGarvey et al., 2006; Wiencke et al., 2008).

Im Allgemeinen wurde beobachtet, dass Lysin-Acetying mit transkriptionaler Aktivitat
korreliert (Jenuwein und Allis, 2001), wahrend Mgdierung sowohl die Expression (z. B.
trimethyliertes H3K4; Santos-Rosa et al., 2002y auch die Repression (z. B. di-
/trimethyliertes H3K9, H3K27; Bernstein et al., ZQWQi et al., 2007) von Genen bewirken
kann. Jedoch ist die Funktion von modifizierten tbiien in der transkriptionalen

Regulation noch nicht abschlieRend geklart.
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AuBBerdem wurde die Hypothese aufgestellt, dash@nmer Grad an acetylierten Histonen
dafur verantwortlich ist, die Zellen in einem uridienzierten und pluripotenten Zustand
zu belassen, wahrend die reprimierenden Modifiketio H3K9dm und H3K9tm erst
wahrend der Entwicklung zunehmen (Lee et al., 200dshorer et al., 2006; Roh et al.,
2006). Entwicklungsrelevante Gene mussen jedock au@luripotenten Zellen durch
Histonmodifikationen (z. B. H3K27tm in Verbindungitnden Effektorproteinen des
PolyComb-Komplexes) reprimiert werden. Dieser Sachalt wurde fir embryonale
Stammzellen nachgewiesen (Lee et al., 2006). Ineiteer auch auf spermatogoniale
Stammzellen zutrifft und somit wahrend der Spermgatese beobachtbar wére, ist nicht
bekannt. Jedoch konnte in Spermien nachgewiesatewedass H3K27tm mit Promotoren
von entwicklungsrelevanten Genen assoziiert istr{iidaud et al., 2009).

Des Weiteren wurde ein Modell vorgeschlagen, deds Modifikation das Potential zur
Aktivierung oder Reprimierung hat, je nachdem, welskalisiert ist. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Assoziation von H3K9dm mit deBRDT-Gen beobachtet. Es ist
denkbar, dass es eine reprimierende Funktion ammd&or von BRDT und eine
aktivierende in der Exonregion vonBRDT einnimmt, angelehnt an die
Funktionsvorschlage fir diese Modifikation von Vaket al. (2005) in Saugetier-
Chromatin.

AulRerdem konnte in der murinen Leuké&mie-Zelllini@2lL0 festgestellt werden, dass
H3K9ac eine gréRere Anreicherungsspannbreite al9H® in Chip-Experimenten zeigt
(Wu et al., 2007). Diese Beobachtung konnte in\aeliegenden Arbeit nicht bestétigt
werden. Jedoch liegen hier nur Daten von vier gesdmn Bereichen iBRDT-Gen fir
H3K9ac und H3K9dm vor, die mdglicherweise nichtréesgntativ sind.

Des Weiteren ist zu den ChIP-Experimenten anzumerk#ass sich eine hohe
Anreicherung von unmodifiziertem H3 in Chromatimvirtilen und infertilen Mannern
zeigte. Dies ist moglicherweise darauf zurtick zhréi, dass es groRere Mengen von
unmodifiziertem H3 als von modifiziertem gibt. AmdeMdglichkeiten sind eine bessere
Antikorper-Affinitdt von H3 als von den anderen kiirpern oder eine geringe DNA-
Input-Préparation, die die Ergebnisse der Berecpaueeinflusst.

Interessant fur die Interpretation der ChiP-Expente sind auch die Daten von Dobsen et
al. (2004), die Gen-Expressions-Profile in menstidh Embryonen aus der
Praimplantationsdiagnostik, sowie primare und sdilkom Oozyten als Kontrolle

untersucht haben.
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Zum einen konnte BRDT-Expression in Microarray-Bxpenten nachgewiesen werden,
zum anderen wurde eine dreifactdpregulierung des BRDT-Expressionslevels in
primaren und sekundaren Oozyten im Gegensatz zuyemen (Tag 1-2) gefunden, was
die Hypothese zulasst, dass das paternale Chrormatisher BRDT-Expression beitragt

(Dobson et al., 2004, Supplementary Data).

6.4.2 Die BRDT-mRNA-Expression unterscheidet sichaschen fertilen und infertilen

Mannern

Zusatzlich wurde in dieser Studie die BRDT-mRNA-Eegsion in fertilen und infertilen
Mannern untersucht. BRDT-mRNA konnte sowohl in $gen von fertilen, als auch in
Spermien von infertilen Mannern nachgewiesen werdatei der Unterschied zwischen
fertilen und infertilen M&annern signifikant war. I@egensatz dazu konnten Wawrzik und
Kollegen (2009) keine Unterschiede im BRDT-Expresslevel zwischen Keimzellen von
Mannern mit Hypospermatogenese und normaler Spegaaése finden. Jedoch konnten
sie eine Hochregulation der BRDT-Expression, somagterer epigenetischer Chromatin-
Remodeling-Faktoren (MBD1, MBD2, MBD3L1, SUVH39H2di EZH2) wahrend der
Spermatogenese (wahrend oder nach der Meiose) eagnw Moglicherweise liegt der
Unterschied zu den hier vorgestellten Ergebnissein begriindet, dass Wawrzik et al.
(2009) Hodenbiopsien verwendeten, in denen allemKellstadien vorhanden sind,
wahrend fur diese Arbeit ejakulierte Spermien betwurden.

Dass die Anzahl von BRDT-Transkripten in infertilstéannern héher war als in fertilen,
lasst vermuten, dass die Transkripte in infertiRatienten nicht ausreichend translatiert
wurden.

Zusatzlich konnten deutliche Unterschiede zwiscltsm BRDT-mRNA-Level von
verschiedenen infertilen Patienten ermittelt werdia auf grof3e individuelle Varianzen
schlieBen lassen. Jedoch lassen sich auch in igekol Spermien von fertilen M&nnern
geringe Unterschiede im Expressionslevel feststelis ist denkbar, dass die Unterschiede
in der fehlenden Einheitlichkeit von Ejakulaten heglet sind. Wenn man
Ejakulatparameter von fertilen Mannern vergleichd, lassen sich groRRe Differenzen
feststellen (WHO, 1999).
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Da in Spermien eine bedeutende Menge an BRDT-Trgmskorhanden ist, konnte es
sein, dass die Transkripte fur weitere Funktionemler Zygote aufbewahrt werden, wie
Miller et al. (2005) vorgeschlagen haben. Da naaliggen werden konnte, dass zahlreiche
Spermien-mRNAs (z. B. voHSP7Q HSP90undACTB) in die Zygote Ubertragen werden,
wird ihnen eine bedeutende Rolle fur die frihe Bmbalentwicklung zugeschrieben
(Ostermeier et al., 2002, 2004).

Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit, dass der8gn-mRNAs und somit die BRDT-
MRNA bzw. das BRDT-Protein eine strukturelle Rahe Chromatin-Remodeling oder

Imprinting in Spermien einnehmen (Miller et al., 2005).

6.5 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst die vorliegende Arbeit falgerHypothesen zu: Das
Vorhandensein von H3K9ac in mannlichen Keimzellentdt eine wichtige Funktion in
der Spermienentwicklung an. Des Weiteren ist H3K@#oserschiedenen Genregionen im
Spermiengenom assoziiert, was auf eine Funktior@ilgenetische Markierung schliel3en
lasst, die in den Embryo Ubertragen wird und sah@tGene beeinflusst, die zuerst nach
der Fertilisierung transkribiert werden. Zusatzliglonnte gezeigt werden, dass die
epigenetische H3K9ac-Markierung an bestimmten Gemenfertiien Mannern verandert
ist.

Zudem zeigen diese Daten, d&RDT eine wichtige Rolle fur die Spermienentwicklung,
Fertilisierung und eventuell die frihe Embryonalenklung spielt, da Spermien
bedeutende Mengen an BRDT-mRNA besitzen und demétar und die kodierende
Region desBRDT-Gens mit modifizierten Histonen assoziiert iste dils epigenetische

Markierungen dienen.
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7.1 Zusammenfassung

HINTERGRUND : Wahrend der Spermatogenese werden die Histon8526 durch
Protamine ausgetauscht. Es wird angenommen, dassleibenden Histone essentielle
Markierungen fur die Ausbildung von epigenetischd@brmationen im Nachwuchs tragen.
Epigenetische Abnormalitaten kdnnen im mannlicheendn zu Fehlern nach der
Fertilisierung fuhren. Das Ziel dieser Studie waas Expressionsmuster von H3K9ac in
der Spermatogenese von fertilen und infertilen Mé#nnzu analysieren und das
Bindungsmuster an ausgewéhlte Gene in Ejakulatrtarsuchen. Zusatzlich sollte die
Interaktion de8BRDT-Gens mit verschieden modifizierten Histonen inr8pen analysiert
werden, da angenommen wird, dass Histon-Variantetia Expression oder Repression
von Genen nach der Fertilisierung involviert simdes Weiteren wurde das mRNA-
Expressionslevel von BRDT untersucht, um Zusammegd&wischen epigenetischen
Veranderungen, mRNA-Expression und Infertilitatzagfecken.

METHODEN : Hodenbiopsien mit normaler und fehlerhafter Sp#ogenese, sowie
Ejakulate von fertilen und infertilen Mannern wund&ir Immunhistochemie mit einem
H3K9ac-Antikorper verwendet. Des Weiteren wurde ddimatin  Immunprazipitation
(ChIP) mit Spermien-DNA von fertilen und infertiléldnnern, sowie HelLa-Zellen und
Prostata-Gewebe als Kontrollen durchgefiihrt, uBenutzung von Antikbrpern gegen
spezifisch acetylierte und methylierte Histone HABschlielend wurde die Assoziation
von BRDT und anderen ausgewahlten Genen mittels semiqaiivgit und real time PCR
analysiert. Das BRDT-mRNA-Level wurde mit real tinReverse Transkriptase-PCR
untersucht.

ERGEBNISSE: Immunhistochemie von H3K9ac zeigte positive Sigria Hodenbiopsien
in  Spermatogonien A/B, préaleptotédnen, leptotanerygonen und pachytanen
Spermatozyten, runden/elongierten Spermatiden i{8tadl-1V) und reifen Spermien von
fertilen und infertilen Mannern. H3K9ac war mit @eomotoren CRAT, G6PD,MCF2L),
Exons SOX2 GAPDH, STK11IR FLNA, PLXNA3 SH3GLB2 CTSD und intergenischen
Regionen TH) in fertilen Mannern assoziiert und wies Untersde im Verteilungsmuster
in HeLa-Zellen, Prostata-Gewebe und Spermien vdéertiren Mannern auf. Zusétzlich
demonstrierten ChlP-Experimente die Kolokalisierwmog acetylierten und methylierten

Histonen in den Promotor- und ExonregionenBBR®T-Gens in fertilen Mannern.
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Interessanterweise konnte tendenziell eine redezidBindung der untersuchten
Histonmodifikationen in derBRDT-Promotor bei Spermien infertiler Patienten beobetch
werden. Signifikante Unterschiede im mRNA-Expressievel von BRDT liel3en sich
zwischen einer Gruppe von fertilen Spendern uncerei@ruppe infertiler Patienten
nachweisen.

SCHLUSSFOLGERUNGEN: Das Vorhandensein von H3K9ac in mannlichen
Keimzellen lasst auf eine wichtige Rolle fur dieeB8pienentwicklung schlieBen. Des
Weiteren ist H3K9ac mit verschiedenen GenregiomerSpermiengenom assoziiert, was
auf eine Funktion als epigenetische Markierung isBein lasst, die in den Embryo
Ubertragen werden kénnte und somit die Gene bessdh wirde, die zuerst nach der
Fertilisierung transkribiert werden. Zusatzlich hkts gezeigt werden, dass die
epigenetische H3K9ac-Markierung an bestimmten Gemenfertiien Mannern verandert
ist. Zudem zeigen diese Daten, daBRDT eine bedeutende Funktion fur die
Spermienentwicklung, Fertilisierung und eventué lihe Embryonalentwicklung haben
konnte, da Spermien bedeutende Mengen an BRDT-mB#éfAzen und der Promotor und
die kodierende Region d&RDT-Gens mit modifizierten Histonen assoziiert isg dis

epigenetische Markierungen dienen kénnten.

133



Summary

7.2 Summary

BACKGROUND : During spermatogenesis, histones are replaceardtgmines to about
85%. It has been proposed that the remaining hestomght carry essential marks for the
establishment of epigenetic information in the pfiisg. Epigenetic abnormalities in the
male genome may cause post fertilisation errorg. 8im of the study was to analyze the
expression pattern of H3K9ac in spermatogenesitertle and infertile men and the
binding pattern to selected genes in ejaculatesaduition, the interaction between the
BRDT gene and differentially modified histones in hunsgermatozoa was analyzed, as
histones variants has been suggested to be invaolvgene expression or repression after
fertilization. The mMRNA level of BRDT has been stdlin order to find correlations
between epigenetic changes, mMRNA level and initgrtil

METHODS: Testicular biopsies with normal and impaired spEogenesis, as well as
ejaculates of fertile and infertile men were usedifmmunohistochemistry with H3K9ac
antibody. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) waarformed with sperm DNA of
fertile and infertile men and as controls, HeLascahd prostate tissue using antibodies
against specifically acetylated and methylatedhiss H3. The binding @RDTand other
selected genes was evaluated by semiquantitatdeeat time PCR. The BRDT mRNA
level was screened by real time reverse transceLR.

RESULTS: Immunohistochemistry of H3K9ac demonstrated paesisignals in testicular
biopsies in spermatogonia A/B, preleptotene, lepiet zygotene and early pachytene
(stage I-1ll) spermatocytes as well as round/eltngaspermatids (stage IlI-IV) and
mature sperm of fertile and infertile men. H3K9aaswassociated with gene promoters
(CRAT, G6PD, MCF2L), exons $§0X2 GAPDH, STK11IR FLNA, PLXNA3 SH3GLB2
CTSD and intergenic regionsT') in fertile men and exhibited shifts of the distriion
pattern in HelLa cells, prostate tissue and spermnfeftile men. In addition, ChIP assay
revealed co-localization of acetylated and metlegldtistones within promoter and exon
regions of theBRDT gene in fertile men. Interestingly, by trend, reeld binding of the
investigated histone modifications was observedtha BRDT promoter of infertile
patients. Significant differences of the BRDT mRIN4el have been detected between a
group of fertile donors and infertile patients.
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CONCLUSIONS: H3K9ac presence in male germ cells indicatesrgortant role during
development of sperm. Furthermore, we suggestHB&Oac is associated with specific
regions of the sperm genome, defining an epigemeiie, which could be transmitted to
the embryo and might influence which genes ard franscribed after fertilization. In
addition, we could demonstrate that the epigeraae might be disturbed in ejaculated
sperm of infertile patients. In addition, data fréime present study suggest tBRDT has
an important function in fertilization and/or eaynbryo development, as sperm cells
contain high levels of BRDT mRNA and both the préen@nd coding region of tieRDT
gene is associated with modified histones represgepigenetic marks.
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