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Einleitung

1 Einleitung

Die paarig angelegten Hoden stellen das zentrale Organ der mannlichen Fort-
pflanzung mit den sich ergdnzenden Hauptaufgaben, der Produktion von
Samenzellen (Spermatogenese) und der Synthese von Steroidhormonen (Steroid-
biosynthese), dar (Amann 1986; Liebich 1999; McLachlan et al. 1996). Die Regu-
lation der Hodenfunktion umfasst viele komplexe Prozesse, deren Details
gréBtenteils noch ungeklart sind. Prinzipiell erfolgt die Steuerung Uber die
Hyothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse. Der Freisetzung des Gonadotropen-
releasing Hormons (GnRH) aus dem Hypothalamus folgt die Sekretion der
Gonadotropine, luteinisierendes Hormon (LH) und follikelstimulierendes Hormon
(FSH), aus der Hypophyse, die auf die Gonaden einwirken (Simoni und Nieschlag
1995). Durch die Freisetzung von LH kommt es zur Stimulation der Leydig-Zellen,
welche Testosteron synthetisieren und sezernieren. Neben einigen anderen
Aufgaben (bt Testosteron eine negativ-rickkoppelnde Wirkung sowohl am
Hypothalamus als auch auf die LH-Freisetzung an der Adenohypophyse aus (Amory
und Bremner 2001; Hayes et al. 2001; Padmanabhan et al. 2002; Schally et al.
1973). Neben Testosteron synthetisiert der Hoden u. a. Inhibin (Abeywardene und
Plant 1988, zitiert von de Kretser und Robertson 1989), Aktivin (Ling et al. 1986; Vale
et al. 1986) und Follistatin (Kogawa et al. 1991; Nakamura et al. 1990), die als direkt
oder indirekt hemmende oder férdernde Rlckkopplungsmechanismen auf die FSH-
Freisetzung an der Adenohypophyse einwirken. Die bedeutendsten Untereinheiten
(a, Ba, Bs) fur Inhibin und Aktivin werden tierartspezifisch in testikularen Zellen
exprimiert und lagern sich Uber Disulfidbriicken zu Dimeren (Aktivin A und B) bzw.
Heterodimeren (Inhibin A, B und Aktivin AB) zusammen (de Kretser und Robertson
1989; Ling et al. 1985). Uber die Expression beim Hund liegen bis jetzt nur sehr
wenige Publikationen vor. So wiesen Taniyama et al. (2001) in adultem caninen
gesunden und tumorésen Hodengewebe die drei Untereinheiten auf Proteinebene
lediglich in Leydig-Zellen nach, so dass dort ein Vorliegen von Inhibin A und B
vermutet wurde. Im Gegensatz dazu wurden die verschiedenen Untereinheiten bei
anderen Tierarten auch in den Sertoli- und Keimzellen nachgewiesen (Marchetti et al.
2003; Roberts et al. 1989; Steinberger und Steinberger 1976).

Durch die Verwendung eines GnRH-Implantates beim Riden gelingt die reversible
Downregulation der Spermatogenese und Steroidbiosynthese (Goericke-Pesch et al.
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2011; Ludwig et al. 2009; Riesenbeck et al. 2002; Vickery et al. 1984). Der
s<downregulierte Rude" und die folgende Rekrudeszenz stellen ein geeignetes Modell
dar, um die hormonelle Feinregulation der Spermatogenese naher zu untersuchen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression von Inhibin und Aktivin im Hoden
wahrend der Downregulation und nachfolgender Rekrudeszenz mit einem GnRH-
Implantat beim Riden n&her zu charakterisieren. Flr Inhibin und Aktivin wurden die
drei Untereinheiten (Inhibin a, Ba, Bs), zunachst auf mMRNA-Ebene mittels qualitativer
und quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen und im Anschluss
der Nachweis der zellularen Lokalisation mittels Immunhistochemie (IHC) erbracht.
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2 Literaturibersicht
2.1 Neuroendokrine Regulation der Hodenfunktion

Die Hodenfunktion wird durch die Ubergeordnete Hypothalamus-Hypophysen-
Gonaden-Achse gesteuert (Nestor 1984 und Vickery 1989, zitiert von Ddcke 1994).
Hierbei setzt der Hypothalamus pulsatil das GnRH, ein Dekapeptid, frei, in dessen
Folge die Gonadotropine FSH und LH sezerniert werden. Wahrend FSH
insbesondere an die FSH-Rezeptoren der Sertoli-Zellen bindet und die
Spermatogenese stimuliert, kommt es durch die Bindung von LH an die LH-
Rezeptoren der Leydig-Zellen zur testikuldren Steroidbiosynthese (Ddcke 1994). Die
Autoregulation der Hormonsynthese unterliegt einem Zusammenspiel verschiedener
Feedback-Mechanismen. Die Gonadotropin-Freisetzung aus dem Hypothalamus
wird ab einem bestimmten Schwellenwert der Sexualsteroide im Rahmen des
,negativen RlUckkopplungsmechanismus“ gehemmt, so dass es folglich zu einer
verminderten Ausschittung von FSH und LH an der Adenohypophyse kommt (Décke
1994). Zusatzlich wird selektiv die FSH-Freisetzung durch Inhibin (Abeywardene und
Plant 1988, zitiert von de Kretser und Robertson 1989), Follistatin (Ueno et al. 1987)
und Aktivin (Schwall 1998b) reguliert. Inhibin und Follistatin wirken hemmend,
wahrend Aktivin als Gegenspieler die FSH-Freisetzung férdert.

2.1.1 Gonadotropin-releasing-Hormon (GnRH)

GnRH wurde 1971 erstmalig von Schally et al. (1971) nachgewiesen und besteht bei
Saugetieren aus elf verschiedenen Aminosauren. Aufgrund seiner kurzen
Halbwertszeit ist es im peripheren Blut nur erschwert bzw. kaum nachweisbar (Décke
1994) und wird in der Literatur haufig Uber die Frequenz und Starke der LH-Pulse
beurteilt (Ginzel-Apel et al. 1994; Schallenberger 1990). GnRH wird alle 30-120
Minuten pulsatil aus den Nervenenden von ca. 1000 Neuronen (Fink 1988, zitiert von
Millar 2005) des Nucleus infundibularis (Décke 1994) in die Portalvene freigesetzt
und zur Adenohypophyse transportiert, wo es an spezifische GnRH-Rezeptoren
bindet und dort ebenso pulsatil die Synthese und Sekretion von FSH und vor allem
LH induziert (Fink 1988, zitiert von Millar 2005). Durch einen short-loop
Mechanismus kann GnRH seine eigene Sekretion beeinflussen (Padmanabhan et al.

1995): So kommt es durch einen Konzentrationsanstieg in der hypophyséaren
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Portalvene zu einer initialen Up-Regulation der GnRH-Rezeptoren, auf welche eine
vermehrte LH-Ausschiittung folgt. Halt diese hohe GnRH-Konzentration jedoch tber
einen langeren Zeitraum an, kommt es schlieBlich zu einer Hypophysen-
desensibilisierung und Internalisierung der Rezeptoren (Downregulation) und damit
zur Hemmung der Freisetzung von LH und FSH (Ddcke 1994).

———>(_ Hypothalamus

l GnRH

\
J Hypophyse

+
Aktivin

wollistatin

Hoden

Keim-
zelle

Sertoli-
zellen

Auto-
krine
Faktoren
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Blut

Zielorgane

Abb. 1: Neuroendokrine Regulation der Hodenfunktion

(GnRH = Gonadotropin-Releasing-Hormone, T = Testosteron, LH = Luteinisierendes
Hormon, FSH = Follikelstimulieredes Hormon, ABP = Androgenbindendes Hormon,
BHS = Blut-Hoden-Schranke)
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2.1.2 Gonadotropine LH und FSH

Die Gonadotropine LH und FSH sind komplexe Glykoproteine mit einem Molekular-
gewicht von 34.000 bzw. 28.000 Dalton (Da). Sie wirken auf die Gonaden und haben
dort eine essentielle Bedeutung flir die Spermatogenese und Steroidhormonpro-
duktion (Simoni und Nieschlag 1995).

Beide Glykoproteine bestehen aus zwei Proteinketten. Wéhrend die Aminosdure-
sequenz der a-Untereinheit einer Spezies bei FSH, LH, humanem Choriongonado-
tropin (hCG), aber auch dem thyroid stimulating hormone (TSH) nahezu identisch ist,
lasst sich flr die B-Untereinheit ein hormonspezifischer Aufbau nachweisen, welche
den spezifischen Rezeptor am Erfolgsorgan erkennt und damit die biologische
Aktivitat steuert (Reichert 1998).

Die gonadotropen Hypophysenhormone kdnnen als positives oder negatives
Feedback in den Regelkreislauf der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
eingreifen und werden deshalb auch als Releasing- oder Inhibiting-Hormone
bezeichnet (Thun 1995).

2.1.3 Luteinisierendes Hormon (LH)

Die Zielzellen von LH sind fast ausschlieBlich die Leydig-Zellen. Aufgrund der
stimulierenden Wirkung auf die morphologische Entwicklung und die Androgen-
sekretion der Leydig-Zellen wird LH ebenfalls als interstitial cell-stimulating hormone
bezeichnet (Décke 1994). In den Gonaden konnten spezifische G-Protein-
gekoppelte LH-Rezeptoren nachgewiesen werden, die sowohl eine extrazellular
gelegene Doméne mit hoher Affinitdt zum Hormon als auch eine transmembrane
Doméne zur Signaltransduktion aufweisen (Bousfield 1998). Die Testosteron-
synthese erfolgt durch LH-Sekretion und -Rezeptorenbindung, wodurch die
Steroidbiosynthese in den Leydig-Zellen aktiviert wird. Im Kapitel 2.1.6 Testikulare
Androgene wird ndher auf die Steroidbiosynthese in den Leydig-Zellen eingegangen.
Beim Riden sind verschiedene Studien Uber die peripheren LH-Konzentrationen
publiziert, die teilweise stark abweichende Ergebnisse liefern: So variieren die
Konzentrationen bei Glinzel-Apel et al. (1990) von 1,2 bis 96 ng/ml, wahrend die
Konzentration bei DePalatis et al. (1978) zwischen 0,2 und 12 ng/ml und bei Knol et
al. (1993) um 4,6 = 0,5 ng/ml schwanken. Ludwig et al. (2009) geben einen Mittelwert

von 1,6 ng/ml an.
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2.1.4 Follikelstimulierendes Hormon (FSH)

Im Blut zirkulierendes FSH bindet spezifisch an die im Hodengewebe ausschlieBlich
auf den Sertoli-Zellen lokalisierten FSH-Rezeptoren (Bockers et al. 1994;
Gudermann et al. 1995; Kliesch et al. 1992; Rannikki et al. 1995).

Demnach kann insbesondere nach Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke, die eine
Passage groBer Molekile wie dem FSH vom basalen zum adluminalen
Kompartiment unmdglich macht (Docke 1994), die FSH-Wirkung auf die
Spermatogenese ausschlieBlich indirekt tber die Sertoli-Zellen vermittelt werden. So
korrelieren Keimzellanzahl und auch die tagliche Spermienproduktion signifikant mit
der FSH-Konzentration; durch exogene FSH-Gaben kam es bei Affen (Macaca
fascicularis) zu einem Hodenwachstum von 42 % (van Alphen et al. 1988).
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Blutkonzentration von LH und Testosteron
ebenfalls positiv mit der Spermatogeneseaktivitat korreliert. Es zeigte sich, dass LH
besonders in der frihen Entwickungsphase Einfluss auf die A-Spermatogonien
nimmt, wahrend FSH v. a. bei der weiteren Entwicklung der Spermatogonien zu den
Spermatozyten von Bedeutung ist (Courot und Ortavant 1981).

FSH stimuliert zudem maBgeblich die Produktion des androgen-binding proteins
(ABP) in den Sertoli-Zellen des Hodengewebes (Hagenads et al. 1975), ein
Glykoprotein, das bisher nur in wenigen Organismen, u. a. bei Ratte (French und
Ritzén 1973) und Kaninchen (Danzo et al. 1974), nachgewiesen wurde. ABP bindet
mit einer hohen Affinitat Testosteron, Dihydrotestosteron und Estradiol, wahrend die
Bindungsaffinitdt zu anderen Steroidhormonen sehr gering ist (Hammond et al.
1987). ABP spielt eine wichtige Rolle in der Steuerung der Androgenaktivitat und
transportiert das gebundene Androgen in den Nebenhoden (French und Ritzén
1973). Gesteuert von FSH (Hansson et al. 1973; Ritzen et al. 1982) und Testosteron
(Reventos et al. 1988, zitiert von Munell et al. 2002), kommt es in den Sertoli-Zellen
zur Sekretion von ABP und somit zur Anreicherung der Androgene in den Tubuli
seminiferi contorti und den Nebenhoden (Fritz et al. 1974 und Tindall 1974, zitiert von
Munell et al. 2002). Bedingt durch die Bindung von ABP und Androgenen wird eine
weitere Verstoffwechselung der Androgene verhindert (Petrusz 2002), was zu extrem
hohen lokalen Konzentrationen im Hoden und Nebenhoden flihrt.
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2.1.5 Inhibin und Aktivin

Im Jahr 1932 beschrieb Mc Cullagh noch vor der Identifizierung von LH und FSH (de
Kretser und Robertson 1989) erstmalig das bis dahin unbekannte wasserldsliche
Inhibin im Hoden (Schwall 1998a). Die Isolierung der Substanz bzw. ihrer Unter-
einheiten gelang aber erst 1985 aus der Follikelflissigkeit des Rindes (Fukuda et al.
1986; Robertson et al. 1985), gefolgt von Schwein (Ling et al. 1985; Miyamoto et al.
1985; Rivier et al. 1985) und Schaf (Leversha et al. 1987). 1987 gelang der
Nachweis von Inhibin auch beim ménnlichen Tier, dem Schafbock (Bardin et al.
1987, zitiert von de Kretser und Robertson 1989).

Strukturell handelt es sich bei Inhibin und Aktivin um Glykoproteine, die der
Transforming Growth Factor beta (TGF-B)-Familie zugeordnet werden (de Kretser
und Robertson 1989; Kingsley 1994) und aus drei verschiedenen Glykoproteinketten,
der Inhibin a-, Ba- und Bg-Untereinheit bestehen. Durch verschiedene Kombi-
nationen, Dimerisierung und Disulfid- sowie Cysteinbriickenbildung entstehen flnf
unterschiedliche Dimere: Inhibin A (a-Ba) und B (a-Bg), Aktivin A (Ba-Ba), B (Bs-Bs)
und AB (Ba-Bg) (de Kretser und Robertson 1989; Ling et al. 1985). Obwohl prinzipiell
alle Dimere im Hoden und Ovar gebildet werden kdnnen, wird organ- und
tierartspezifisch eine dominante Variante vermehrt exprimiert (Bardin et al. 1989).
Zudem beeinflusst die Menge der Expression der einzelnen Subunits, ob vermehrt
Aktivin oder Inhibin synthetisiert wird (Schwall 1998a).

Inhibin und Aktivin wirken als parakrine und/oder autokrine Hormone an der
Regulation der Steroidbiosynthese und Spermatogenese mit (Mather et al. 1992),
indem sie selektiv die Freisetzung von hypophysarem FSH beeinflussen (de Kretser
und Robertson 1989; Ling et al. 1985; Miyamoto et al. 1985; Robertson et al. 1985;
Schwall 1998b).

2.1.5.1Inhibin

Inhibin hemmt insbesondere Uber den verstarkten Abbau der mRNA und die
reduzierte Transkription des FSH-B Gens (Schwall 1998a) selektiv die FSH-
Freisetzung aus der Hypophyse (Abeywardene und Plant 1988, zitiert von de Kretser
und Robertson 1989). Zusétzlich kommt es zu einer Hemmung der stimulatorischen
Effekte des Aktivins auf die Gonadotropin-Sekretion (Weiss et al. 1993).

Bereits 1976 konnten die Sertoli-Zellen bei Ratten (Roberts et al. 1989; Steinberger
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und Steinberger 1976) als Hauptsyntheseort von Inhibin identifiziert werden; dies
bezieht sich insbesondere auf die essentielle Inhibin a-Untereinheit (Toebosch et al.
1988). Fir den Menschen gilt Ahnliches, wobei auf mRNA- und Proteinebene
Sertoli-, Leydig- [Inhibin-Untereinheiten: a, Ba (Vliegen et al. 1993); a, Bs (Anderson
et al. 1998; Marchetti et al. 2003)] und Keimzellen [Inhibin-Untereinheit: Bg (Marchetti
et al. 2003)], die Subunits exprimieren. Die Inhibin a-Untereinheit konnte in den
Keimzellen nicht nachgewiesen werden (Cuevas et al. 1987; Majdic et al. 1997;
Noguchi et al. 1997; Shaha et al. 1989).

Abweichend zu den o. g. Ergebnissen wiesen Forti et al. (1992) bei erwachsenen
Méannern die Inhibin a-Untereinheit nicht nur in den Sertoli- und Leydig-Zellen nach,
sondern auch in den Spermatozyten. Mittels Immunogold-Féarbung gelang in der
Elektronenmikroskopie eine genauere Lokalisierung der a-Untereinheit. Die
Immunoreaktivitét zeigte sich in den Sertoli- und Leydig-Zellen sowohl im rauen ER
als auch in den Golgi-Zisternen. Die Spermatozyten wiesen immunopositive Signale
in den Vesikeln und Vertiefungen der Zelloberflache (coated pits) auf (Forti et al.
1992).

Bei Affen und Ratten korreliert die Synthese der a-Untereinheit signifikant mit der
Anzahl an Sertoli-Zellen (Ramaswamy et al. 1999; Sharpe et al. 1999).

Im Gegensatz dazu und bislang nur auf Proteinebene gelangen Taniyama et al.
(2001) der Nachweis von Inhibin ausschlieBlich im Zytoplasma der Leydig-Zellen.
Beim Bullen konnte eine alters- und speziesspezifische Expression gezeigt werden
(Matsuzaki et al. 2001).: Wéahrend neonatal Inhibin im Serum und Hodengewebe in
hohen Konzentrationen und die a-Subunit in den Sertoli-Zellen nachweisbar waren,
sinkt die Inhibinkonzentration (lokal und peripher) mit steigendem Alter bis in die
Adoleszenz auf unterhalb der Nachweisgrenze, so dass die a-Subunit nicht mehr
detektierbar ist (Matsuzaki et al. 2001).

Speziesspezifisch kommen bei Mann (Anawalt et al. 1996), Ratte (Sharpe et al.
1999) und Rhesusaffe (Macaca mulatta) (Ramaswamy et al. 1999) Inhibin B, beim
Schaf Inhibin A (lllingworth et al. 1996) und beim Hund Inhibin A und B (Taniyama et
al. 2001) vor.

So wie Inhibin die FSH-Synthese hemmt, wird es selbst direkt durch FSH, aber auch
indirekt durch LH Uber die Androgenproduktion beeinflusst (McLachlan et al. 1988;
Verhoeven und Franchimont 1983). Hohe Testosteronkonzentrationen haben einen
inhibierenden Effekt auf die Inhibinsekretion der Sertoli-Zellen (Bicsak et al. 1987;
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Ultee-van Gessel und De Jong 1987; Ultee-van Gessel et al. 1986); bei hohen FSH-
Konzentrationen kommt es dagegen Uber einen intrazellularen cAMP-Anstieg zur
Stimulation der Sertoli-Zell-Inhibinproduktion (Bicsak et al. 1987).

2.1.5.2 Aktivin

Aktivin fungiert als Gegenspieler zum Inhibin, d. h. Uber ein positives Feedback
kommt es zur Erhéhung der FSH-B mRNA, was selektiv die FSH-Synthese steigert
(Ling et al. 1986; Schwall 1998b; Vale et al. 1986). In Abhangigkeit von Inhibin zeigt
Aktivin in den Tubuli seminiferi einerseits stimulierende, aber andererseits auch
hemmende Wirkungen auf die Spermatogenese (Boitani et al. 1995; de Winter et al.
1993; Mather et al. 1990).

Neben Aktivin A (Ba-Ba), B (Bs-Bs) und AB (Ba-Bs) (de Kretser und Robertson 1989;
Ling et al. 1985) existieren zudem Aktivin C, D und E, welche sich als Homodimere
aus den B¢-, p- (nur beim Xenopus) und Be-Untereinheiten zusammensetzen (Fang et
al. 1996; Hotten et al. 1995; Oda et al. 1995), aber die FSH-Synthese nicht
beeinflussen. Wahrend diese Untereinheiten keine Heterodimere mit der a-Subunit
bilden kénnen, kann jedoch die Bc-Subunit sowohl mit der Ba- als auch mit der Bg-
Subunit binden (Mellor et al. 2000).

Ebenso wie bei Inhibin existieren auch bezlglich der vorherrschenden Aktivinformen
speziesspezifische Unterschiede. So werden die speziesspezifischen Inhibin (-
Untereinheiten sowohl in den Sertoli-Zellen [Ratte: Inhibin Ba (de Winter et al. 1993;
Lee et al. 1989), Mensch: Inhibin Bg (Anderson et al. 1998; Andersson et al. 1998;
Marchetti et al. 2003)] als auch in den Leydig-Zellen [Ratte, Schwein: Inhibin Ba, (de
Winter et al. 1994; Lee et al. 1989), Mensch: Inhibin Bg (Anderson et al. 1998;
Marchetti et al. 2003)], den peritubularen Zellen [Ratte: Inhibin Ba, (de Winter et al.
1994)] und in den Keimzellen von den pachytdanen Spermatozyten bis zu den friihen
Spermatiden [Mensch: Inhibin Bg, (Andersson et al. 1998; Marchetti et al. 2003)]
synthetisiert. Auf MRNA-Ebene gelang zudem der Nachweis der Inhibin Bg-Subunit in
adulten humanen Spermatogonien (Marchetti et al. 2003). Wéahrend fetal und
neonatal bei der Ratte in den Leydig-Zellen eine hohe Expression vorliegt, verschiebt
sich der Syntheseort postnatal bei Ratte (Majdic et al. 1997) und Mensch (Andersson
et al. 1998) zugunsten der Sertoli- bzw. Keimzellen.
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2.1.5.3 Inhibin- und Aktivinrezeptoren

Wahrend bislang fir Inhibin kein eigener Rezeptor identifiziert werden konnte
(Woodruff 1999), bindet Aktivin wie viele andere Mitglieder der TGF-B-Familie
(Attisano und Wrana 1998; Piek et al. 1999) an transmembrandse Serin/Theorin-
Kinase-Rezeptoren. Es werden folgende Aktivin-Rezeptortypen unterschieden: Typ I-
und Typ II-Rezeptoren (Mathews und Vale 1991; Zimmermann und Mathews 1996).
Bis heute unterscheiden sich sieben Typ I-Aktivin-Rezeptoren, Activin Receptor Like
Kinase (ALK 1-7) (Ten Dijke et al. 1993; Tsuchida et al. 1996). FlUr den Aktivin-Typ II-
Rezeptor konnten zwei Typen, ActRIIA (Mathews und Vale 1991) und ActRIIB
(Attisano et al. 1992), identifiziert werden. Der Typ lI-Rezeptor fungiert als
klassischer Rezeptor, der den Liganden bindet; im Gegensatz dazu ist der Typ I-
Rezeptor fir die Signaltransduktion verantwortlich. Nach Ligandenbindung kommt es
zur stabilen Komplexbildung von Typ I- und II-Rezeptor (Attisano et al. 1993; Ebner
et al. 1993; Tsuchida et al. 1993). Die Typ |-Untereinheit wird phosphoryliert und es
kommt im Anschluss zur Phosphorylierung des intrazellular signallbertragenden
Proteins SMAD 2/3 (SMAD = Small Mothers Against Decapentaplegic)(Abdollah et
al. 1997; Souchelnytskyi et al. 1997). SMAD Proteine sind intrazellular gelegene
Proteine, die die Signalweiterleitung des extrazellularen TGF-B Liganden zum
Nukleus ermdglichen (Savage et al. 1996; Sekelsky et al. 1995). Es folgt eine
Komplexbildung mit einem Co-SMAD (common SMAD) Protein (SMAD 4) (Nakao et
al. 1997) und eine anschlieBende Translokation in den Nucleus (Baker und Harland
1997; Massague und Wotton 2000; Pangas und Woodruff 2000), wo es zur
Transkription kommt (ltoh et al. 2000). Die Anwesenheit des inhibierenden SMAD 7
Proteins verhindert die Bindung zwischen Rezeptor und signaliibetragenden SMAD
Proteinen, so dass die Signaltranslokation fir Aktivin ausbleibt (Lebrun et al. 1999).
Die im Inhibin enthaltene B-Untereinheit kann ebenfalls mit unterschiedlicher Affinitat
mit Aktivin um die Aktivin-Typ II-Rezeptoren konkurrieren (Attisano et al. 1992;
Mathews et al. 1992). Infolge der Bindung von Inhibin wird hier jedoch die
Phosphorylierung und Komplexbildung beider Rezeptortypen verhindert (Martens et
al. 1997; Xu et al. 1995), wodurch die weitere Signaltransduktion gehemmt wird
(Lebrun und Vale 1997; Martens et al. 1997; Mathews et al. 1992; Xu et al. 1995). Da
die Affinitat von Inhibin zum oben genannten Rezeptor zehnfach geringer als Aktivin
ist, ist der Mechanismus nur bei einem deutlichen Inhibiniberschuss mdglich
(Mathews et al. 1992).

10
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Als mdgliche Inhibinrezeptoren werden derzeit zwei Proteine diskutiert: Betaglykan
und Inhibin binding protein/p120 (InhBP/p120) (Chong et al. 2000; Lewis et al. 2000).
Betaglykan ist ein in der Membran verankertes Proteoglykan (Cheifetz et al. 1988),
welches als Typ-B Il TGF-Rezeptor identifiziert wurde (Cheifetz et al. 1988; Cheifetz
et al. 1987; Massague und Like 1985; Segarini und Seyedin 1988). Der Typ-B IlI
TGF-Rezeptor bindet mit einer hohen Affinitat Inhibin A (Lewis et al. 2000).
InhBP/p120 wurde aus der bovinen Hypophysenmembran extrahiert und reichert sich
in den Leydig-Zellen an. Eine hohe Affinitdt zu Inhibin A wurde auch hier
nachgewiesen (Chong et al. 2000). Er interagiert Gber die Bindung an ALK 4 mit dem
Aktivin Rezeptorkomplex und hemmt dort die weitere Signaltransduktion (Chapman
und Woodruff 2001).

Wenngleich beide Proteine nicht alle Anforderungen an einen funktionellen Rezeptor
erflllen, erscheint Betaglykan aufgrund eindeutiger Rezeptorexpression im Ziel-
gewebe von Inhibin, einer hohen Bindungsaffinitéat zu Inhibin A und B (Mathews und
Vale 1991; Zimmermann und Mathews 1996) und Bindungsspezifitat als mdglicher
Rezeptor wahrscheinlicher (Bernard et al. 2002). Zudem vermdgen Betagykane mit
ActRIIA und Inhibin A Komplexe zu bilden, was die weitere Signalkaskade fr Aktivin
hemmt, da die Bindung an den ActRIIA Rezeptor blockiert wird (Bernard et al. 2002).
Beide mdglichen Rezeptortypen scheinen jedoch keinen Mechanismus flr einen
unabhangigen Signalweg zu besitzen, sondern erfllllen mehr die Aufgabe eines Co-
Rezeptors (Bernard et al. 2002). Die Suche nach einem funktionellen Inhibinrezeptor
bedarf demnach weiterer Forschung.

2.1.5.4 Follistatin

Wéhrend der Isolierung von Inhibin aus der Follikelflissigkeit wurde ein weiteres
Glykoprotein, Follistatin, mit inhibierender FSH-Wirkung isoliert (Robertson et al.
1987; Ueno et al. 1987), welches sich strukturell véllig von Inhibin und Aktivin
unterscheidet (Ueno et al. 1987). Wie auch fir Inhibin und Aktivin werden die Sertoli-
Zellen als Syntheseort fir Follistatin genannt (Kaipia et al. 1992; Meinhardt et al.
1998). Es liegen mindestens zwei Formen vor, Follistatin-288 und -315 (Shimasaki et
al. 1988). Follistatin-288 bindet mit hoher Affinitdt Heparansulfat-Proteoglykane und
ist gebunden an Aktivin v. a. in der Basalmembran auffindbar. Es spielt eine

bedeutende Rolle in der Kontrolle der parakrinen und autokrinen Aktivinaktivitat
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(Nakamura et al. 1990; Sugino et al. 1993), wohingegen Follistatin-315 weniger
Bindungsaffinitat aufweist und v. a. als zirkulierende Form beschrieben ist (Schneyer
et al. 1996).

Durch die hohe Affinitdt von Follistatin, Aktivin zu binden, kommt es zur
neutralisierenden Komplexbildung und damit zur Hemmung der Aktivinwirkung
(Kogawa et al. 1991; Nakamura et al. 1990; Sugino et al. 1993). Shimonaka et al.
(1991) postulierten, dass Aktivin durch die B-Untereinheit zwei Bindungsstellen flr
Follistatin bereitstellt, so dass die relevanten Aktivin-Rezeptoren beide blockiert
werden und so die Signalkaskade unterbrochen wird. Bindet Follistatin dagegen an
die B-Untereinheit von Inhibin, kommt es hier nicht zur Neutralisation mit
anschlieBendem Wirkungsverlust von Inhibin.

Zusammenfassend kann also Follistatin als auto- oder parakriner Feinregulator der
FSH-Synthese bezeichnet werden, welcher die periphere FSH-Plasmakonzentration
z. B. beim Schaf nur gering beeinflusst (Tilbrook et al. 1995).

2.1.6 Testikulare Steroidhormone

Wichtigstes testikulares Steroidhormon ist Testosteron, welches in den Leydig-Zellen
produziert wird. Ausgehend von Cholesterol verlauft die Biosynthese lber Gestagene
zu den Androgenen.

Durch die LH-Freisetzung und spezifische Bindung an LH-Rezeptoren kommt es zur
initialen Aktivierung und Stimulation der Adenylatcyclase in der Plasmamembran der
Leydig-Zellen, gefolgt von einer Aktvierung von Proteinkinasen und Phosphorylierung
regulatorischer Proteine (Dufau et al. 1980; Dufau et al. 1982, zitiert von Dufau et al.
1984). Mit Hilfe des StAR (steroidogenic acute regulatory) Proteins als essentieller
Bestandteil des Transduceosoms (Rone et al. 2009) kommt es zur Aufnahme von
Cholesterol in die Mitochondrien (Bamberg 1994a), in denen das Enzym P450scc die
Umwandlung zu Pregnenolon synthetisiert. Uber passive Diffusion kommt es zum
Ubergang in das glatte endoplasmatische Retikulum, in dem die weitere Synthese
durch die Enzyme, 3B-HSD (3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase), P450c17a
(Cytrochrom P450 17a-Hydroxylase/C17,20-Lyase) und 17B-HSD (17B-Hydroxy-
steroid-Dehydrogenase) katalysiert wird. Da in den Leydig-Zellen keine
Speicherkapazitat fir neu synthetisiertes Testosteron vorhanden ist, diffundiert es

passiv in die Peripherie (Akingbemi et al. 1999).
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Es sind zwei Wege fur die Testosteronsynthese im Hoden beschrieben (Abb. 2):

Der A* Syntheseweg erfolgt Uber die Bildung von Progesteron zu Testosteron,
(Pregnenolon — Progesteron — 17a-Hydroxyprogesteron — Androstendion-
Testosteron), wahrend der A® Syntheseweg (Pregnenolon — 17a-Hydroxypregnenolon
— Dihydroepiandrosteron — Androstendion — Testosteron) das Progesteron umgeht.
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A* Syntheseweg A\° Syntheseweg
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Steroidbiosynthese in den Gonaden

(modifiziert nach Ludwig 2008)
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Beim Hund kommen beide, aber vornehmlich der A®> Syntheseweg vor (Hagen und
Eik-Nes 1964, Eik-Nes 1964 und 1970, zitiert von van der Molen und Eik-Nes 1971).

Beim Vorhandensein der 5a-Reduktase kommt es in einem androgensyntheti-
sierenden Organ zur irreversiblen Reduktion in die primar aktive Form des
Testosterons, 5a-Dihydrotestosteron (DHT) (Hiipakka und Liao 1998). Aufgrund der
verstarkten Expression der 5a-Reduktase in der Prostata beim Riden (Gloyna et al.
1970) und den akzessorischen Geschlechtsdriisen beim Eber (Raeside et al. 1999)
ist dort DHT das vorherrschende Androgen. Die Rezeptoraffinitdt von DHT ist im
Vergleich mit Testosteron ca. doppelt so hoch, weshalb DHT als biologisch aktiver
Metabolit gilt (Bruchovsky und Wilson 1968; Grino et al. 1990; Hiipakka und Liao
1998; Wilbert et al. 1983).

Gonadale Androgene sind prapubertar hauptsachlich fiir das Wachstum und die
Ausbildung der morphologischen und funktionellen primaren und sekundéaren
Geschlechtsmerkmale verantwortlich. Postpubertar Gbernehmen Steroidhormone
durch die direkte Kontrolle von GnRH, LH und FSH eine zentrale Rolle in der
Regulation der Gonadotropin-Sekretion (Jones und Boyns 1974; Padmanabhan et al.
2002). Testosteron besitzt die Eigenschaft, sowohl am Hypothalamus auf die GnRH-
Sekretion als auch an der Hypophyse durch Regulation der GnRH-Rezeptor-
Expression als negatives Feedback zu wirken (Amory und Bremner 2001;
Padmanabhan et al. 2002; Schally et al. 1973). Im Gegensatz dazu hat DHT beim
Hund keinen Einfluss auf die hypophysare Gonadotropin-Sekretion (Winter et al.
1982). Es stimuliert v. a. das Wachstum der samenleitenden Wege und die
akzessorischen Geschlechtsdrisen. Sowohl die mannliche Libido als auch das
Aggressionspotenzial werden Uber zentralnervale Effekte der Androgene gepragt
(Bamberg 1994b).

Des Weiteren lassen sich im mannlichen Organismus, nach Aromatisierung der im
Hoden synthetisierten Androgene, Ostrogene nachweisen (Winter et al. 1983).
Unabhéangig von Testosteron verandern sie die Sensibilitdt der Hypophyse fir GnRH
(Jones und Boyns 1974), wodurch die hypophysare Sekretion von LH inhibiert wird
(Peters et al. 2000; Winter et al. 1983). Im Vergleich zu Androgenen zeigen
Ostrogene eine deutlich potentere negativ-riickkoppelnde Wirkung auf die
Gonadotropin-Sekretion (Jones und Boyns 1974; Pineda 2003; Steinberger 1971;
Winter et al. 1983; Winter et al. 1982).
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2.2 Histologischer Aufbau des Hodens

Der Hoden gliedert sich in zwei Kompartimente: Das tubuldre und interstitielle
Kompartiment (Liebich 1999; Russell et al. 1990b). Das tubulare Kompartiment
enthalt die Tubuli seminiferi, die aus der Lamina propria und dem Keimepithel
bestehen und einen Durchmesser von ca. 180 um aufweisen (Bergmann 2005;
Holstein et al. 2003). In den Tubuli seminiferi contorti findet die Spermatogenese
statt, d. h. hier liegen die Keimzellen. Aber auch die somatischen N&hr- und
Stutzzellen, die Sertoli-Zellen, sind hier lokalisiert (Liebich 1999). Das interstitielle
Kompartiment umfasst die Leydig-Zellen, die fir die endokrine Hodenfunktion
verantwortlich sind (Steroidhormonbiosynthese), aber auch Blut- und LymphgefaBe,
Nervenfasern, Fibrozyten und freie mononukleare Zellen (Russell et al. 1990b). Zu
den Keimzellen hin verdichtet sich das Gewebe zur Lamina limitans, die sich
unterteilen lasst in das Stratum myoideum mit kontraktilen Myofibroblasten, dem
Stratum fibrosum mit Kollagenfasern und der Basalmembran, Membrana basalis
(Liebich 1999).

2.2.1 Intratubulare Zellen

In den Tubuli seminiferi contorti sind Keimzellen und Sertoli-Zellen zu finden. Da im
Kapitel Spermatogenese 2.3. die verschiedenen Keimzelltypen naher beschrieben
werden, soll hier nur auf die Sertoli-Zelle mit ihren vielfaltigen Funktionen

eingegangen werden.

2.2.1.1 Sertoli-Zellen

Bei den Sertoli-Zellen handelt es sich um die intratubulér gelegenen somatischen
Zellen, die nach dem italienischen Physiologen Enrico Sertoli (1842-1910) benannt
wurden, aber auch als Ammen- oder Stiitzzellen bekannt sind (Ebner 1888).

Der Zellkern kann abhangig vom Zyklusstand vielerlei Formen annehmen, meist
zeigt er eine gelappte Struktur (Dym 1973; Lebelo und van der Horst 2010) und ist
der Basalmembran anliegend (Hess und Franca 2005; Sharpe et al. 2003). Er ist
chromatinarm und hat eine GréBe von ca. 250-850 pm®. In seiner Entwicklung
durchlauft er mehrere Phasen und verandert sein duBeres Erscheinungsbild von
langlich, ins Lumen erweiternd (Hess und Franca 2005) zu oval bis elliptisch (Liebich
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1999). Bei Ratten konnte gezeigt werden, dass sich wenige Tage post natum
Keimzellen der Basalmembran anlegen und so die Sertoli-Zellen bis zum Beginn der
Spermatogenese nach Iluminal verdrangt werden. Der Nukleolus ist in der
Hamatoxilin-Farbung durch eine prominente basophile Farbung erkennbar (Hess und
Franca 2005; Sharpe et al. 2003).

Das Zytoplasma der Sertoli-Zellen erstreckt sich von der Basalmembran bis ins
Lumen des Tubulus und umfasst dabei mit seinen zytoplasmatischen Auslaufern alle
Keimzellen mit Ausnahme der Spermatogonien (Russell et al. 1983; Weber et al.
1983; Wong und Russell 1983). Die langen, diinn verzweigten Zytoplasmafortsatze
schieben sich seitlich zwischen die einzelnen Entwicklungsstadien und fillen den
Zwischenraum zwischen den Keimzellen vollstdndig aus (Liebich 1999; Sinowatz
2001). Damit unterstltzen sie die Wanderung der frihen Spermatozyten von basal
nach adluminal (Brehm 2005). Fir die Quantitadt der Spermatogenese ist der enge
Kontakt zwischen Sertoli- und Keimzellen essentiell (Bergmann 2005).

Auf Hbhe der Spermatogonien und primaren Spermatozyten kommt es durch ver-
schiedene Zell-zu-Zell-Verbindungen, v. a. Tight- und Gap-Junctions, zur Kontakt-
aufnahme benachbarter Sertoli-Zellen, was zur Entstehung einer Diffusionsbarriere,
der Blut-Hoden-Schranke (BHS), zwischen dem Kreislaufsystem und dem Tubulus-
lumen flhrt. Durch die Entstehung der BHS kommt es intratubulér zur Bildung von
zwei Kompartimenten (Liebich 1999; Sinowatz 2001): Das basale Kompartiment,
welches die Spermatogonien und die primaren Spermatozyten enthalt, und das
adluminale Kompartiment, welches die Ubrigen Keimzellen beinhaltet (Dym und
Cavicchia 1977; Yazama 2008). Die Zellen im basalen Kompartiment haben nahezu
uneingeschrankten Zugang zu allen Stoffen, u. a. Proteine und lonen, die im
BlutgefaBsystem und der Lymphe transportiert werden, wahrend es in der
Tubulusflissigkeit, d. h. im adluminalen Kompartiment zu einer deutlichen Konzentra-
tionsminderung dieser Stoffe kommt (Setchell 1967). Die verminderte Durchlassigkeit
der Passagebarriere in das adluminale Kompartiment dient dem Schutz der
sensiblen Spermatozyten und Spermatiden vor potentiell schadlichen Stoffen aus
dem Koérperkreislauf (Mruk und Cheng 2004; Su et al. 2009). Im Verlauf der
Spermatogenese und der damit verbundenen Entstehung haploider Keimzellen
kommt es zur Bildung neuer spezifischer Antigene, die ohne die BHS vom
Immunsystem erfasst werden wirden (Fijak und Meinhardt 2006; Johnson 1970).
Zudem ist die BHS eine Voraussetzung, um im adluminalen Bereich ein besonders
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gunstiges Mikromilieu fir die Keimzellentwicklung zu schaffen (Russell et al. 1989;

Sharpe et al. 2003).

Das Zytoplasma der Sertoli-Zelle schlieBt einen gut entwickelten Golgi-Apparat, viele

Mitochondrien vom Cristae-Typ sowie das endoplasmatische Retikulum ein. Es liegt

sowohl glattes als auch raues endoplasmatisches Retikulum vor, wobei letzteres

besonders bei Schweinen und Wiederkduern in groBer Anzahl vorhanden ist. Das
glatte endoplasmatische Retikulum liegt einerseits basal in konzentrisch ange-
ordneten Zisternen vor, andererseits umgibt es als dichte Membranstapel bei allen

Tierarten in unterschiedlich starkem AusmaB die periakrosomale Region der

Spermatiden (Liebich 1999; Sinowatz 2001). Da die Keimzellen nicht fahig sind, sich

selbststéandig zu bewegen, sind die Mikotubuli und -flamente im Cytoplasma der

Sertoli-Zellen sowohl fiir die intrazelluldaren Transportvorgange der Keimzellen als

auch fiir die Spermiation von besonderer Bedeutung (Liebich 1999; Russell 1993).

Die Gesamtzahl der Sertoli-Zellen korreliert stark mit der Gr6Be des adulten Hodens

und der taglichen Spermaproduktion. So ist bei Ratte (Orth 1982) und Maus (Kluin et

al. 1984) schon vor Beginn der Geschlechtsreife die mitotische Phase der Zellteilung
beendet und die endglltige Sertoli-Zellzahl festgelegt, wodurch in der weiteren

Entwicklung des Hodens lediglich noch eine GrdBenzunahme der Sertoli-Zellen

stattfindet (Brehm und Steger 2005; Sharpe et al. 2003).

Die Funktionen der Sertoli-Zellen sind wie folgt zusammenzufassen:

1.) Nahr- und Stitzfunktion (Liebich 1999)

2.) Bildung des androgenbindenden Proteins: Durch die hohe Bindungskapazitat
flr Testosteron und Dihydrotestosteron wird eine hohe Androgenkonzentration
u. a. im adluminalen Kompartiment und Seminalplasma gesichert (Petrusz
2002).

3.) Bildung von Inhibin, Aktivin (Skinner 2005) und Follistatin (Kaipia et al. 1992)
(siehe Kapitel 2.1.5)

4.) Phagozytose, v. a. der Residualkérperchen reifer Spermatiden. Da die
Spermatiden nicht zur aktiven Bewegung befahigt sind, Gbernimmt das
Zytoplasma bei der intraepithelialen Wanderung der Keimzellen eine zentrale
Rolle (Liebich 1999).
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2.2.2 Interstitielle Zellen

Das Interstitium fillt den Bereich zwischen den Tubuli seminiferi. Es besteht aus Blut-
und LymphgefaBen, Leydig-Zellen, Fibroblasten, Makrophagen, Lymphozyten,
Monozyten und Mastzellen (Akingbemi et al. 1999; Liebich 1999).

Im Folgenden soll auf die Leydig-Zellen als Ort der Steroidhormonbiosynthese néher

eingegangen werden.

2.2.2.1 Leydig-Zellen

Die Leydig-Zellen wurden 1850 erstmals durch den deutschen Anatomen Franz
Leydig identifiziert (Leydig 1850). 1958 gelang es Wattenberg, die
Steroidbiosynthese in diesen Zellen nachzuweisen (Wattenberg 1958).

Leydig-Zellen nehmen einen tierartspezifisch unterschiedlich hohen Anteil am
Gesamtvolumen des Hodens ein: So betragt dieser bei der Ratte 4—-6 % (Akingbemi
et al. 1999), beim Bullen ca. 7 % und bei Hengst und Eber ca. 20-30 % (Liebich
1999). Beim adulten Hund mit vollstdndiger Spermatogense nimmt das Interstitium
mit den enthaltenen Leydig-Zellen ca. 8,5 % ein (Gentil 2012).

Die GroBe der einzelnen Zellen variiert zwischen 12 und 30 um im Durchmesser
(Akingbemi et al. 1999). Die Leydig-Zellen sind azidophil, unregelmaBig polygonal
und weisen einen euchromatinreichen Kern mit deutlichem Nukleolus und hellem
Zytoplasma auf (Liebich 1999). Von besonderer Bedeutung fir die Steroid-
biosynthese sind das glatte endoplasmatische Retikulum und die Mitochondrien
(Akingbemi et al. 1999). Die mitochondriale Membran enthalt das sogenannte
Transduceosom, an dem StAR, Cytochrom P450 side chain cleavage (P450scc)
(Rone et al. 2009), Adrenodoxin und die Adrenodoxin-Reduktase an der Abspaltung
der Seitenketten bei der Steroidproduktion beteiligt sind (Akingbemi et al. 1999). Das
glatte endoplasmatische Retikulum, dessen haufiges Vorkommen in steroid-
produzierenden Zellen charakeristisch ist, enthdlt die zur Testosteronproduktion
bendtigten Enzyme 3B-HSD, P450c17a und 17B-HSD. Des Weiteren enthalten die
Leydig-Zellen Golgi-Apparat, Lysosomen, Peroxisomen und einen Nukleus mit
Nukleolus.

Man unterscheidet zwei Populationen von Leydig-Zellen: die fetalen Leydig-Zellen,
die sich wahrend der Embryogenese entwickeln, um pranatal Testosteron zur

mannlichen Geschlechtsdifferenzierung zu synthetisieren, und die adulten Leydig-
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Zellen, die sich postnatal entwickeln und deren Testosteron an der Auspragung der
sekundaren Geschlechtsmerkmale beteiligt sowie fir den Ablauf der
Spermatogenese essentiell ist (Akingbemi et al. 1999).

2.3 Spermatogenese

Die Spermatogenese ist ein Teilungs- und Differenzierungsprozess, der mit der
Geschlechtsreife einhergeht. In den Tubuli seminiferi entwickeln sich aus
Spermatogonien Gber mehrere Mitosezyklen primare Spermatozyten, aus denen in
Folge meiotischer Teilungen haploide Spermien hervorgehen. Diese werden wahrend
der Spermiation ins Tubuluslumen freigegeben, um im Nebenhoden zu
befruchtungsfahigen Spermien zu reifen (Hoffmann 2003; Johnson 1995). Die
Spermatogenese lasst sich in vier Phasen unterteilen: Spermatogoniogenese,
Spermatozytogenese, Spermiogenese und Spermiation (Hoffmann 2003; Johnson
1995; Sinowatz 2001).

Spermatogoniogenese

Aus der Stammspermatogonie entstehen durch mitotische Teilung zwei A-
Spermatogonien, von welchen eine als Stammzelle (A4) verharrt und somit die
Stammzellpopulation fiir weitere Teilungsvorgdnge aufrecht hélt (Liebich 1999;
Russell et al. 1990b; Sinowatz 2001). Um eine kontinuierliche Spermienproduktion zu
sichern, scheint die Stammzellpopulation widerstandsfahiger gegenlber
verschiedenen fakultativ pathogenen Substanzen als die fortgeschrittenen
Keimzellstadien zu sein (Dym und Clermont 1970). Die zweite Stammzelle (Ay)
differenziert sich Uber das Stadium der intermedidren Spermatogonie zur
Spermatogonie Typ B (Russell et al. 1990b).

Die B-Spermatogonien durchlaufen wiederum mehrere mitotische Teilungszyklen,
aus denen schlieBlich Spermatozyten 1. Ordnung (primédre Spermatozyten)
hervorgehen (Liebich 1999; Schnorr und Kressin 2006).

Wéhrend die A- und I-Spermatogonien der Basalmembran direkt anliegen, wandern
die B-Spermatogonien bereits Richtung Lumen. Die Differenzierung der
verschiedenen  Entwicklungsstadien der  Spermatogonien kann  anhand
morphologischer Kriterien wie GrdéBe, Form, Chromatindichte und Anzahl ihrer
Nukleoli erfolgen (Foote et al. 1972; Liebich 1999; Russell et al. 1990a).

20



Literaturtibersicht

Spermatozytogenese

Der primare Spermatozyt entsteht aus einer B,-Spermatogonie und besitzt einen
diploiden Chromosomensatz mit jeweils zwei Geschlechtschromosomen (Hoffmann
2003; Sinowatz 2001). Zu Beginn der Meiose findet eine Wachstumsphase der
Spermatozyten statt, so dass es zu einem enormen GrdBenzuwachs und zur
Verdopplung ihres DNA-Gehaltes (4n) kommt, das Praleptotdn-Stadium. Die
leptotanen Spermatozyten kennzeichnen den Beginn der 1. Reifeteilung, die
Prophase (Russell und Frank 1978). Als gr6Bte Keimzellen durchlaufen sie in der
meiotischen Prophase folgende Stadien: Leptotan, Zygotéan, Pachytan und Diplotan,
die durch typische Chromosomenkonfigurationen gekennzeichnet sind (Bergmann
2006; Russell et al. 1990b). In der folgenden Meta-, Ana- und Telophase kommt es
zu einer erneuten Volumenzunahme und zur Wanderung ins Tubuluslumen (Liebich
1999). Am Ende der 1. Reifeteilung (Reduktionsteilung) sind die Spermatozyten 2.
Ordnung (sekundare Spermatozyten) entstanden, die jeweils einen haploiden
Chromosomensatz (2n) aufweisen und deutlich kleiner als die priméaren
Spermatozyten erscheinen (Hoffmann 2003; Sinowatz 2001). Wahrend der sich
rasch anschlieBenden zweiten meiotischen Reifeteilung werden die Chromatiden auf
zwei Tochterzellen, die Spermatiden, verteilt, so dass sie nun die gleiche
Chromosomenzahl, aber nur noch 1n DNA enthalten (Hoffmann 2003; Liebich 1999;
Sinowatz 2001).

Spermiogenese

Wahrend der Spermiogenese durchlaufen die Spermien vielseitige Umgestaltungs-
prozesse, bis aus runden Spermatiden elongierte Spermatiden entstanden sind.
Diese Differenzierung vollzieht sich in vier Phasen:

1. In der Golgi-Phase bildet sich zuerst in kleinen Vesikeln das proakrosomale
Granulum. Diese glykoproteinreichen Blaschen verschmelzen zu einem einheitlichen
akrosomalen Vesikel, welches der auBeren Kernmembran anliegt und eine polare
Orientierung zur weiteren Differenzierung vorgibt (Liebich 1999). In diesem Vesikel
sind hydrolytische Enzyme, Hyaluronidase, Neuraminidase und Akrosin enthalten.
Gleichzeitig beginnt am proximal gelegenen Zentriol die GeiBelbildung (Hoffmann
2003).

2. Kappenphase: Der Vesikel flacht ab und bedeckt kappenartig den proximalen

Zellkernbereich. Es kommt zur Ausbildung einer inneren und auBeren Akrosomen-

21



Literaturtibersicht

membran, die durch den dazwischen liegenden subakrosomalen Raum getrennt
werden. Das proximale Zentriol steht mit der Kernmembran in Kontakt und bildet die
Implantationsgrube aus.

3. Am kranialsten Punkt des Kerns differenziert sich in der Akrosomenphase ein

zapfenartiger Akrosomenfortsatz aus. Der Kern flacht dorsoventral ab und
kondensiert. Die Spermatide nimmt nun l&ngliche Form an und entwickelt aus dem
distalen Zentriol einen GeiBelapparat.

4. In der Reifungsphase wird der Kern zu 2/3 vom Akrosom bedeckt. Der

Spermatidenschwanz ist nun ausgewachsen und die Mitochondrien sind im
Mittelstick spiralférmig um das Flagellum angeordnet. Zur Verldngerung des
Spermienschwanzes entwickelt sich das Hauptstlick, welches aus einem zentral
anliegenden Axonema, den eng anliegenden AuBenfibrilen und der
Ringfaserscheide besteht. Nach vollstandiger Entwicklung kommt es zur
Abschnlrung eines Zytoplasmatropfens, dem Regaud’schen Restkérper, der vor
allem aus Ribosomen, Lipidtropfen, degenerierten Mitochondrien und Golgi-
membranen zusammengesetzt ist. Dieser wird von den Sertoli-Zellen aufgenommen
und phagozytiert. Es folgt die Spermiation, bei der sich die Spermien von den Sertoli-
Zellen l6sen und ins Lumen der Tubuli seminiferi freigesetzt werden (Hoffmann 2003;
Liebich 1999).

2.3.1 Spermatogenese beim Hund

Die Dauer des Keimepithelzyklus ist tierartspezifisch unterschiedlich und betragt
beim Riden 13,6 Tage, wahrend die Gesamtdauer der Spermatogenese ca. 61 Tage
umfasst (Foote et al. 1972; Johnson 1995). Es sind verschiedene Mdglichkeiten des
Stageings beim Rulden beschrieben. So unterteilen lbach et al. (1976) den
Keimepithelzyklus in zehn Stages, wahrend andere Autoren die Einteilung auf acht
Stages beschranken (Foote et al. 1972; Russell et al. 1990a), abweichend von z. B.
der Maus (12 Stages) und der Ratte (14 Stages) (Russell et al. 1990a). Foote (1972)
berlicksichtigt beim Stageing sowohl die Nukleusform und Lokalisation der
Spermatiden als auch das Vorhandensein von Spermatogonien und Spermatozyten.
Da in dieser Arbeit nach der Methode von Russell vorgegangen wurde, wird im
Folgenden nur auf diese eingegangen.
Bei Russell et al. (1990a) basiert die Einteilung vor allem auf der Morphologie des
Akrosoms und der Kopfform der jlingsten Spermatiden. Lichtmikroskopisch ist in
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Stage | (Dauer 27,7 Stunden) kein Akrosom erkennbar, so dass die Spermatiden nur
anhand des GrdBenunterschieds von den sekundaren Spermatozyten zu
unterscheiden sind. In weiteren 23,8 Stunden (Stage Il) werden akrosomale Granula
im Akrosomenvesikel nahe dem Nukleus sichtbar. In der kirzesten Phase der
Spermienentwicklung (22,0 Stunden, Stage lll) positionieren sich diese Granula
neben dem Nukleus, so dass sie gegen Ende des Stages abflachen und sich
halbmondférmig um den Nukleus orientieren.. Bevor das akrosomale Vesikel
vollstéandig kollabiert, endet Stage IV nach ungefahr 91,2 Stunden. Stage V beginnt
mit einer frlihen Generation der Spermatiden, der Nukleus wird kugelig und erreicht
fast die Zelloberflache. Der Kontakt zwischen Nukleus und Plasmamembran und das
Verhaltnis zwischen Nukleuslange und -breite (ca. 1,3 :1) sind Kennzeichen des
Stages VI. Beide Phasen bendtigen durchschnitlich 45,0 Stunden. Kommt es zur
Ausbildung der elongierenden Spermatiden, verandert sich das Langen : Breiten-
Verhaltnis des Nukleus (Stage VII, 35,0 Stunden). In den folgenden 35,9 Stunden
(Stage VIII) kdnnen sowohl Phasen der Meiose | (Anaphase, Telophase), sekundare

Spermatozyten oder alle Phasen der 2. Reifeteilung sichtbar werden.

2.4 Downregulation mittels eines GnRH-Agonist-Implantates

Die hormonelle Kastration des Riden mittels eines GnRH-Agonist-Implantats stellt
eine Mdglichkeit zur reversiblen Ausschaltung der Sexualfunktion dar (Riesenbeck et
al. 2002; Tremblay und Belanger 1984). GnRH-Agonisten imitieren die Wirkung von
endogenem GnRH und fihren in Abhangigkeit von ihrer Anwendungsdauer initial zu
stimulierenden und anschlieBend hemmenden Effekten auf die Sexualfunktion
(Nestor 1984 und Vickery 1989, zitiert von Gobello 2007; Vickery 1985). Bei der
hormonellen Kastration kommt es zu Beginn zur vermehrten Synthese und
Freisetzung von FSH und LH, dem sogenannten flare-up, so dass die Suppression
der Gonadenfunktion abhangig vom Agonisten erst um 7-27 Tage verzdgert eintritt
(Junaidi et al. 2003; Ludwig et al. 2009; Riesenbeck et al. 2002). Bei kontinuierlicher
Freisetzung oder langwirksamen GnRH-Analoga (slow-release-Implantaten) kommt
es zu dem Phanomen der ,Desensibilisierung” und schlieBlich zur ,Downregulation®
infolge Internalisierung der hypophysaren GnRH-Rezeptoren (Belchetz et al. 1978;
Do6cke 1994; Nestor 1984 und Vickery 1989, zitiert von Gobello 2007; Vickery 1985).

Erste Erkenntnisse Uber die langerfristige Anwendung von GnRH-Agonisten beim
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Hund stammen aus den frihen 80er Jahren (Vickery 1985; Vickery et al. 1982).
Waren aufgrund der kurzen Halbwertszeit in den Anfangszeiten tagliche intravendse
oder subkutane Injektionen notwendig, um den gewlinschten Effekt der
,Downregulation® zu erreichen (Tremblay und Belanger 1984; Tremblay et al. 1984;
Vickery 1985; Vickery et al. 1982), erbffnete die Verflgbarkeit von slow-release
GnRH-Agonist-Implantaten mit  synthetischen GnRH-Analoga mit h&herer
Wirksamkeit und langerer Halbwertszeit breite Anwendungsmaéglichkeiten v. a. beim
Ruden.

Insgesamt wurden beim Riden &hnliche Beobachtungen nach Anwendung
verschiedener slow-release GnRH-Agonist-Implante, unabhangig vom enthaltenen
Agonisten [Buserelin (Goericke-Pesch et al. 2010; Riesenbeck et al. 2002), Azagly-
Nafarelin (Goericke-Pesch et al. 2009; Goericke-Pesch et al. 2010; Ludwig et al.
2009) und Deslorelin (Junaidi et al. 2009)] gemacht:

Nach Einsetzen des Implantats kam es zu einem kurzzeitigen Anstieg von LH, FSH,
Testosteron und Estradiol-17B, dem ein signifikanter Abfall von LH, FSH und
Testosteron folgte. Infolge der endokrinen Downregulation kam es auch zur
Downregulation der germinativen Hodenfunktion, so dass kein Ejakulat mehr
gewonnen werden konnte und histologisch die Spermatogenese auf Ebene der
Spermatogonien und Spermatozyten sistierte. Ebenfalls konnte eine signifikante
GréBenreduktion von Hoden und Prostata nachgewiesen werden. Nach Wirkende
bzw. Aufhebung der Wirkung z.B. durch Implantatentfernung waren alle
beobachteten Effekte reversibel, d. h. es kam zu einem raschen Wiederanlaufen der
Steroidbiosynthese und Spermatogenese und zu einer VergréBerung von Hoden und
Prostata (Junaidi et al. 2003; Ludwig et al. 2009; Riesenbeck et al. 2002).

2.5 Reproduktion bei saisonalen Tieren

Die saisonale Reproduktionsaktivitdt der Wirbeltiere in kalten und gemaBigten
Klimazonen ist eine Anpassung an die Umweltbedingungen und dient u. a. der
Optimierung der Aufzucht der Jungtiere. Die jahreszeitliche Regelung des
Sexualzyklus, d.h. die Veranderungen der endokrinen Steuerung sowie der
Hodenfunktion werden durch exogene Faktoren wie die Photoperiode beeinflusst
(Bronson et al. 1994 und Lincoln 1989, zitiert von Goeritz et al. 2003; Steinlechner
1992).
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Das Reh gehért zu den saisonalen Tieren, deren kurze Brunstphase jahreszeitlich
auf Mitte Juli bis Mitte August beschréankt ist (Blottner et al. 1996). Im
sechsmonatlichen Abstand zeigt der Rehbock einen zyklischen Wechsel zwischen
einer sexuell aktiven Phase mit ausgepragtem Hodenwachstum und vollstandiger
Spermatogenese und einer inaktiven Phase von Oktober bis Marz mit verminderten
testikularen (Blottner et al. 1996) und peripheren Serumtestosteronkonzentrationen
(Roelants et al. 2002) infolgedessen kommt es zu einer signifikanten Regression der
HodengrdBe und einem Sistieren der Spermatogonese (Blottner et al. 1996; Goeritz
et al. 2003; Sempere und Boissin 1981; Sempere et al. 1992; Short und Mann 1966).
Auch bei anderen Tierarten zeigt sich auBerhalb der Saison eine Reduzierung der
HodengréBe. Diese Reduktion ist tierarztspezifisch und betragt bei der Rételmaus
96,7 % (Tahka et al. 1983), dem Goldhamster (Hikim et al. 1988) und dem Nerz
90 % (Boissin-Agasse et al. 1982) sowie beim Reh 80 % (Sempere et al. 1998 zitiert
von Klonisch et al. 2006).

Mit Verlangerung der Tageslichtdauer steigen beim Rehbock ab Mitte Februar die
Plasmakonzentrationen von LH, FSH und Testosteron an, bis diese im April auf
einem Plateau stagnieren. Vor Beginn der Brunst Mitte Juli erreichen LH und
Testosteron Hoéchstwerte, um dann wieder stetig abzusinken. Im Gegensatz dazu
sinkt die FSH-Konzentration bereits im Juni, sechs Wochen friher (Schams und
Barth 1982). Das Wachstum des Hodens ist positiv mit der Spermatogenese
korreliert (Schén et al. 2004). So ist der inaktive Hoden einerseits durch einen
verringerten Durchmesser der Tubuli seminiferi, die lediglich Spermatogonien und
Sertoli-Zellen beinhalten, andererseits durch eine vergréBerte Flache des
Interstitiums gekennzeichnet. Mit dem Anstieg der Testosteronsynthese steigen
sowohl der Durchmesser der Tubuli seminiferi auf ca. die doppelte Flache als auch
die Anzahl der Keimzellen an. Interessanterweise kann nur im Juni ein Stageing der
Spermatogenese ahnlich wie bei nicht saisonal aktiven Tieren in acht Phasen
erfolgen. Die Anzahl der Leydig- und Sertoli-Zellen bleibt jahreszeitlich unabhangig
konstant (Schén et al. 2004).

Die Spermaproduktion erreicht sowohl quantitativ als auch qualitativ Anfang August
ihr Maximum, bevor sie dann anschlieBend rapide abfallt. Schon vor Beginn der
Brunst kann eine starke Zunahme des Ejakulatvolumens und der Sperma-
konzentration beobachtet werden. Die meisten morphologisch intakten und motilen
Spermien werden bei maximaler Spermaproduktion beobachtet (Goeritz et al. 2003).
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Erhdhte Plasmatestosteronwerte sind nicht nur an der sexuellen Aktivitdt mit
vollstandiger Spermatogenese, sondern auch an dem Geweihwachstum, der
erfolgreichen Rangverteidigung sowie des Paarungserfolgs maBgeblich beteiligt
(Goeritz et al. 2003; Sempere und Boissin 1981; Short und Mann 1966).

Uber saisonale Unterschiede beziiglich der Inhibin-Untereinheiten (-a, -Ba und -Bg)
liegen bislang nur wenige Untersuchungen vor. Diese beziehen sich auf die
Roételmaus (Tahka et al. 1998), den japanischen Schwarzbaren (Weng et al. 2006a),
den Marderhund (Weng et al. 2006b) und wilde Erdhérnchen (Sheng et al. 2012;
Sheng et al. 2008). So konnte bei Marderhund und Erdhérnchen wahrend der
vollstdndigen Spermatogenese auf Proteinebene eine deutliche Expression aller
Untereinheiten in den Sertoli- und Leydig-Zellen beobachtet werden (Sheng et al.
2008; Weng et al. 2006b). Im Gegensatz dazu zeigte sich am Ende der
Fortpflanzungsperiode nur noch ein Signal der drei Subunits (-a, -Ba und -Bg) in den
Leydig-Zellen (Weng et al. 2006b) bzw. Inhibin a und Bg in den Sertoli-Zellen (Sheng
et al. 2008), so dass von einer saisonabhangigen Regulation auszugehen ist. Auch
der Prariehund, eine nordamerikanische Gattung der Erdhérnchen, zeigt eine
jahreszeitlich abhangige Inhibinproduktion (Foreman 2007), wobei die vorliegenden
Ergenbisse widersprichlich zu denen von Sheng et al. (2008) sind. Die starkste
Synthese von Inhibin a konnte wahrend der Hodenregression in den Sertoli-Zellen
nachgewiesen werden, wohingegen wahrend der Rekrudeszenz kein Inhibin
nachgewiesen werden konnte (Foreman 2007). Auf mRNA-Ebene konnten in
inaktivem Hodengewebe der Rételmaus deutlich héhere Werte fir Inhibin a und Bg

gemessen werden als in sexuell aktivem Hoden (Tahka et al. 1998).
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3 Material und Methoden

Ziel der Untersuchung war es, die Expression von Inhibin und Aktivin auf mRNA- und
Proteinebene wéahrend Downregulation mittels eines slow-release GnRH-Agonist
Implantates und folgender Rekrudeszenz der Spermatogenese beim Ruiden
nachzuweisen und mit der Expression im juvenilen und adulten Hoden zu

vergleichen.

3.1 Tierversuchsantrag

Der Tierversuch wurde beim zustandigen Regierungsprasidium in GieBen angezeigt
und unter dem Aktenzeichen AZ V 54-19¢20/15¢ Gl18/14 genehmigt.

3.2 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau entspricht dem bei Goericke-Pesch et al. (2009) publizierten.
Fur die reversible Downregulation der Hodenfunktion und die anschlieBende
Rekrudeszenz wurden adulte Beagle-Riden mit einem Gonazon® Implantat (18,5
mg Azagly-Nafarelin, Intervet, Angers Technopole, France) subkutan in der
Umbilikalregion behandelt. Vor Versuchsbeginn zeigten alle Riden ein ungestértes
Allgemeinbefinden, waren klinisch und andrologisch o.b.B. und wiesen ein
Spermiogramm im Referenzbereich auf (Riesenbeck et al. 2001).

Um die Rekrudeszenz der Spermatogenese in ihren einzelnen Phasen erfassen zu
kénnen, wurde das Implantat bei basalen Testosteron-Konzentrationen nach finf
Monaten entfernt und es wurden jeweils drei bis vier Riden im Dreiwochenabstand
chirurgisch kastriert (Woche 0-24).

Zusatzlich wurden jeweils drei klinisch gesunde Beagle-Riden mit normalem
Spermiogramm mit einem Profact®Depot-Implantat (6,3 mg Buserelinacetat, Sanofi-
Aventis Deutschland GmbH, D) oder einem Suprelorin®-Implantat (4,7 mg
Deslorelin, Virbac Tierarzneimittel GmbH, D) behandelt und nach finf Monaten
chirurgisch kastriert.

Die Kontrollgruppen bestanden aus funf gesunden adulten Beagle-Riden mit
normalem Spermiogramm, die ohne jegliche Vorbehandlung chirurgisch kastriert

wurden, und drei juvenilen Hunden, die in der Klinik fir Geburtshilfe und Gynakologie
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der Veterinarmedizinischen Fakultat der Uludag Universitat in Bursa, Turkei, kastriert
wurden.
Alle Hoden wurden direkt nach Gewinnung wie im unten beschriebenen Protokoll

aufgearbeitet und zur weiteren Untersuchung konserviert.

3.2.1 Einteilung der Hunde in Entwicklungsgruppen

Die Hunde wurden einerseits anhand von histologischen Merkmalen in vier
Entwicklungsgruppen eingeteilt, wobei die am weitesten entwickelten Keimzellen in
den Tubuli seminiferi entscheidend waren, so dass sich folgende Einteilung
(developmental group, DG) ergab (Tab. 1). Hierbei fihrte das Vorliegen einer
einzigen entsprechenden Zelle zur Zuordnung in die jeweilige Gruppe.

DG A: Spermatozyten

DG B: Runde Spermatiden

DG C: Elongierende Spermatiden
DG D: Elongierte Spermatiden

Aus DG D wurden randomisiert fliinf Hunde ausgewahlt und weiterflihrend untersucht
(Gentil et al. 2012; Goericke-Pesch et al. 2013).

Andererseits wurden die Hunde anhand ihres Kastrationszeitpunkts in die Wochen 0,
3, 6, 9, 12 und 24 eingeteilt (Tab.2). Aufgrund der histologischen und
endokrinologischen Ubereinstimmung mit den Wochen 12 und 24 wurden die
Wochen 15, 18 und 21 hierbei nicht weiterflhrend untersucht. Hierbei wurden zwei
Hunde ausgeschlossen, die zum 2. Mal mit dem Implantat behandelt wurden und ca.
doppelt so alt waren.

Als Kontrollen wurde, wie bereits beschrieben, Hodengewebe von finf
unbehandelten adulten und drei unbehandelten juvenilen, prapubertaren Hunden
verwendet (Tab. 3). Um den Einfluss des Wirkstoffs auf den Status der
Downregulation zu untersuchen, diente das Hodengewebe der Profact- und
Suprelorin-Gruppe als Kontrolle (Tab. 3).
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Tab. 1: Zuordnung der Hunde nach Entwicklungsgruppen (DG )

DG n Hunde

A 4 Elias, Nick, Percy, Luca

B 3 Joni, Leo Boes, Theo Hoffmann

C 6 Speedy, Spikey, Snoopy, Strolch, Leo Stirmer, Mortimer
D 5 Bruno, Shy, Berry, Feivel, Sydney

Tab. 2: Zuordnung der Hunde nach Kastrationszeitpunkt

Kastrationswoche n Hunde
0 3 Nick, Percy, Luca
3 3 Leo Boes, Theo Hoffmann, Speedy
6 4 Spikey, Snoopy, Strolch, Leo Stirmer
9 3 Mortimer, Bruno, Joschi Fraquet
12 3 Shy, Captain Kirk, Elliott
24 3 Sydney, Theo Jensch, Joschi Plefka

Tab. 3: Kontrollgruppen

Kontrollgruppen n Hunde
Adult 5 Ben, Tom, Charly, Soto, Horst
Juvenil 3 Jack, William, Averell
Profact 3 Sid, Hansi, Floh
Suprelorin 3 Jan, Bruce, Findus

3.2.2 Probenaufbereitung und Fixierung

Die Hoden wurden mittels bedeckter Kastration gewonnen und umgehend in 4 °C
kaltem Phosphatpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Hoden unter Schonung
des Gewebes vorsichtig mit einer sterilen Skalpellklinge zur Langsrichtung geviertelt
und in Warfel mit maximal 1 cm Kantenldnge fir die histologische Aufarbeitung
zerlegt. Die Gewebestlicke wurden 24 Stunden bei 4 °C in Bouin’scher Lésung fixiert
und danach in frischem 70%igem Ethanol gewaschen.

In  Zusammenarbeit mit dem Institut flr Veterinar-Anatomie, -Histologie
und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitat in GieBen wurde das Hodengewebe
mittels eines daflr vorgesehenen Einbettautomaten mit einer ParaffinausgieBstation
eingebettet und die fertigen Paraffinblécke bei 4 °C gelagert.

Fir die RNA- und Proteinextraktion wurde die Tunica albuginea entfernt und das
restliche Gewebe auf einer sterilen Aluminiumfolie in maximal 0,5 x 0,5 x 0,5cm
groBe Stlcke geschnitten und in 15ml Tubes 24 Stunden bei 4 °C in der
siebenfachen Menge RNAlater® inkubiert. AnschlieBend wurde das Hodengewebe in
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steriler Aluminiumfolie verpackt und bis zur weiteren Bearbeitung bei —80 °C
gefroren.

Weitere Gewebematerialien flr Positivkontrollen in der Immunhistochemie und in
Western Blots stammen aus dem Probengut der Klinik fir Geburtshilfe, Gynakologie
und Andrologie der GroB- und Kleintiere mit tierarztlicher Ambulanz in GieBen.
Humanes Hodengewebe wurde dankenswerterweise vom Institut fir Veterinar
-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universitat GieBen zur
Verfiigung gestellt. Alle Proben wurden nach den gleichen hier aufgeflhrten
Protokollen bearbeitet.

3.3 Qualitativer Nachweis von Zielgen-mRNA mittels RT-PCR
3.3.1 RNA-Isolierung aus Hodengewebe

Vor Arbeitsbeginn wurde die gesamte Arbeitsflache griindlich mit 70%igem Ethanol
und RNaseAWAY® gereinigt. Zunachst wurden die bei —-80 °C gelagerten
Gewebeproben mit Hilfe eines Hammers grob zerkleinert und anschlieBend in
flissigem Stickstoff gemorsert. In einem 2 ml-Reagenzgefa3 wurde ca. 0,1 g
Gewebepulver mit 1 ml Trizol-Reagent (Ambion® Life Technologies GmbH
Darmstadt, D) vermengt und fir 1 Minute mit Hilfe des UltraTurrax® homogenisiert.

Die RNA-Isolierung des Trizol-Reagents entsprach dem Protokoll des Herstellers.
Das hergestellte Homogenisat wurde fir 10 Minuten auf Eis gelagert und dann durch
kraftiges Schitteln mit 200 pl gekihltem Chloroform (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, D) vermischt. Es folgte eine wiederholte 5-minltige Inkubation auf Eis,
bevor das Gemisch 15 Minuten bei 14000 rpm (20000 g) und 4 °C zentrifugiert und in
drei Phasen aufgetrennt wurde. Die oberste, farblose wéassrige Phase wurde zur
weiteren Verarbeitung verwendet und in ein neues Eppendorfréhrchen pipettiert.
Aufgrund der hohen Instabilitdt der RNA erfolgte eine sofortige Weiterbearbeitung,
indem der Uberstand erneut mit Chloroform gemischt und zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde 1:1 mit Isopropanol versetzt und bei —20 °C fiir 30 Minuten
inkubiert und im Folgenden fir 10 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Zur
weiteren Probenaufarbeitung wurde nun der Uberstand verworfen. Zu dem Pellet
wurden 2 x 500 ul eisgekihltes 70%iges Ethanol zugegeben und das Gemisch
wurde fur jeweils 10 Minuten auf Eis inkubiert und weitere 10 Minuten bei 14000 rpm
und einer Temperatur von 4 °C abzentrifugiert. Ein letztes Mal wurde der Uberstand
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verworfen und der Waschvorgang wiederholt. Das mit Ethanol gewaschene Pellet
wurde far 30 Minuten bei 37 °C getrocknet. AnschlieBend erfolgte in einem 70 °C
heiBen Wasserbad innerhalb von 10 Minuten eine Resuspensierung mit 50 pl
autoklaviertem Aqua bidest. und 1,25 pl (40 U/ul, entspricht 1 U/ml) RNase-Inhibitor,
der vor enzymatischem RNA-Abbau schuitzte.

3.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wurde mit Hilfe eines UV-Photometers (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) in einer Kunststoff-Einmalktvette (Eppendorf AG, Hamburg,
D) ermittelt. FUr die Leermessung wurde autoklaviertes Aqua bidest. verwendet. Die
RNA-Konzentration wurde nach Verdinnung 2 : 98 mit Aqua bidest. photometrisch
unter Einbeziehung des Extinktionskoeffizienten bei 260 nm ermittelt. Die un-
verdinnte RNA-Stammlésung wurde bei —80 °C gelagert. Zur weiteren Verwendung
wurde aus einem Teil der Stammldésung eine Arbeitsverdiinnung mit einer

Konzentration von 200 ng/ul hergestellt, die bei —20 °C eingefroren wurde.

3.3.3 DNase-Behandlung

Um keine falsch positiven Ergebnisse zu erhalten, wurde die zuvor vorbereitete RNA
mit einem DNase-Mix gemischt. Durch eine spezifische Endonuclease (DNase1)
wurde eine Amplifikation mit méglicherweise noch vorhandener DNA verhindert. Der
DNase-Mix aus DNase-Puffer, DNase1 und RNase-Inhibitor (Tab. 4) wurde fir alle zu
bearbeitenden Proben zusammengestellt und es wurden jeweils 3,25 pl mit 6,65 pl
RNA-Arbeitsverdiinnung in einem 0,5 ml Reaktionsgefal vermischt.

Tab. 4: Zusammensetzung DNase-Mix:

Komponenten Volumen Konzentration
Stammlésung

MnCI2 1l 10 mM

PCR-Puffer 1 ul 10 x

DNase |, RNase-frei 1 ul 10 U/ul

RNase Inhibitor 0,25 pl 40 U/ul

Als Negativkontrolle (,no template control®, NTC) fir die PCR wurde statt der RNA-
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Arbeitsverdiinnung die gleiche Menge autoklaviertes Aqua bidest. zugegeben.

Nach kurzem Anzentrifugieren erfolgte fir 10 Minuten bei 37 °C ein DNase-Verdau in
einem TPersonal Thermocycler (Biometra GmbH, Géttingen, D). In einem weiteren
Schritt wurden die Reagenzien fir 5 Minuten auf 75 °C erhitzt, so dass eine
Inaktivierung der DNase erfolgte. AnschlieBend wurde auf 4 °C abgekuhlt.

Aufgrund von der nur sehr kurzen Stabilitét der frisch bearbeiteten RNA wurden die

Proben direkt fir die Reverse Transkription (RT) weiterverwendet.

3.3.4 Reverse Transkriptase (RT)

Um von der aufbereiteten RNA komplementédre DNA bzw. cDNA zu synthetisieren,
wurden Primer eingesetzt (Tab.5), die aus 6 zufallg zusammengesetzten
Nukleotiden bestanden, sog. Random Hexamers, welche an verschiedensten RNA-
Stellen hybridisieren konnten und so eine vollstdndige Umschreibung von RNA in

cDNA gewahrleisteten.
In einem 0,5 ml Reaktionsgefa wurden pro Ansatz 51 ul RT-Mix (gemaRB Tab. 6) und
9 ul DNase-behandelte RNA vermischt. Pro Ansatz waren ca. 20 ng RNA/ul vor-

handen.

Tab. 5: Primerpaare

Primer Sequenzen 5’ -3’
—— for GCA-GCC-CTC-AAC-ATC-TCC-TT
rev AGC-CGC-CGT-GAC-AGT-AGT-G
A for GAC-GGC-AAG-GTC-AAC-ATC-TG
rev GAG-GGG-GCA-ATG-ATC-CAG-T
B for CCC-TGG-AAC-TAC-GCC-TTA-GAA
Inhibin B rev GAC-AAG-AAC-ACC-TGT-GTG-ACA-C
Canines for GGC-CAA-GAG-GGT-CAT-CAT-CTC
GAPDH rev GGG-GCC-GTC-CAC-GGT-CTT-CT
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Tab. 6: Zusammensetzung RT-Mix

Komponenten Volumen Konzentration
Einfach- bzw. 6-fach- Stammldsung
Ansatz
MgClI2 20pu x6=12pl 25 mM
PCR-Puffer 1,0ulx6= 64yl 10 x
dNTP 4,0 ulx6 =24 pl 10 mM
Random Hexamers 0,5ulx6= 3l 50 uM
RNase-Inhibitor 0,5ulx6= 3yl 20 U/ul
Reverse Transkriptase 0,5ulx6= 3yl 50 U/ul

Alle Arbeits- und Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefihrt. Wie schon bei der
DNase-Behandlung beschrieben, wurden die Proben kurz anzentrifugiert und
schlieBlich im TPersonal Thermocycler platziert, um dort folgendes Programm fir die
Reverse Transkription zu durchlaufen: Zur Hybridisierung der Random Hexamers
wurde die Temperatur fur 8 Minuten auf 21 °C gehalten. Fir die Reverse
Transkription erfolgte eine 15-mindtige Temperaturerh6hung auf 42 °C. Im Anschluss
daran wurde die Reverse Transkriptase innerhalb von 5 Minuten bei 99 °C inaktiviert.
AnschlieBend wurden die Proben flir 5 Minuten auf 5 °C und dann auf 4 °C gekihlt.
Die so gewonnene stabile cDNA wurde bei —20 °C aufbewahrt oder direkt zur PCR
eingesetzt.

3.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zum Nachweis ausgewahlter Gene wurden diese mit einer thermostabilen Hot-Start
DNA-Polymerase (AmpliTagGOLD™) amplifiziert. Mit Hilfe der Software ,Oligo
Explorer® und dem Online-Programm ,BLAST® konnten die sequenzspezifischen
Primerpaare entworfen und auf ihre Spezifitat Gberprift werden. Hergestellt wurden
sie von der Firma biomers.net GmbH, Ulm, D.

Als Negativkontrolle diente Aqua bidest., welches wie die RNA verarbeitet wurde. Zur
Uberpriifung der Integritdt von RNA und cDNA wurde das Referenzgen GAPDH bei
jeder PCR mitgefuhrt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 5 wiedergegeben.

FUr den Nachweis wurde zunachst ein Pra-Mix hergestellt (Tab. 7):
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Tab. 7: Zusammensetzung Pra-Mix

Komponenten  Volumen Konzentration
Stammlésung

MgCl2 2 pl 25 mM

10 x PCR-

Puffer 4 pl 10 x

Aqua bidest. 32,75 ul

Zur Genamplifikation wurde im nachsten Schritt der Primer-Mix aus Tabelle 8
zugefuhrt.

Tab. 8: Zusammensetzung Primer-Mix

Komponenten Volumen Konzentration
Stammlésung
Forward Primer 0,5 ul 10 pmol/pl
Reverse Primer 0,5 pl 10 pmol/ul
AmpliTagGOLD™ 0,25 pul 5 U/ul

Das Gemisch wurde kurz zentrifugiert und in den TPersonal Thermocycler verbracht.
Die PCR fand bei folgenden Reaktionsbedingungen und primerabhangigen
Annealing-Temperaturen statt:

e 10 Minuten bei 95°C (Aktivierung der AmpliTagGOLD™, Initiale

Denaturierung)
e 1 Minute bei 94 °C (Denaturierung)
e 2 Minuten bei 60 °C (Annealing) 39 Wiederholungen

e 1,50 Minuten bei 72 °C (Elongation)
e 5 Minuten bei 72 °C (finale Elongation)
e AnschlieBend abkihlen auf 4 °C

3.3.6 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese dient zur Analyse der PCR-Produkte. Die
DNA-Fragmente werden ihrer GréBe nach aufgetrennt und mit dem fluoreszierenden
Farbstoff GelGreen™ (Biotium, Inc. Hayward, CA, USA) durch Bindung an
Nukleinsauren im UV-Licht sichtbar gemacht. Zuerst wurde ein Gemisch aus 1,82 g
Agarose und 91 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
D) hergestellt und in einer Mikrowelle bei 560 W kurz aufgekocht. Es wurden 9,1 pl
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GelGreen™ zugesetzt und die flissige Masse in die GieBvorrichtung der
Elektrophoresekammer EasyPhor Medi (Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, D) umgefullt. Zur Ausbildung der Probentaschen wurde eine kammartige
Schablone eingesetzt. Das bei Raumtemperatur erstarrte Gel (15,0 x 10,0 x 0,5 cm)
wurde aus der GieBvorrichtung entnommen und in die Elektrophoresekammer
umgesetzt; anschlieBend wurde die Kammer mit 1 x TAE-Puffer beflllt, so dass das
Gel ca. 0,5 cm hoch bedeckt war.

Die Proben bestanden jeweils aus 15 ul PCR-Produkt und 1,5 yl Ladepuffer und
wurden nach sorgféaltiger Durchmischung in die Probentaschen pipettiert. Um die
GroBe der DNA-Fragmente bestimmen zu kénnen, wurde eine Tasche mit einem
verdinnten DNA-Ladder (1 ul DNA-Ladder, 1,5 ul Ladepuffer und 7 pl autoklaviertes
Aqua bidest.) gefullt. Die DNA-Auftrennung erfolgte fir 45 Minuten bei konstanter
Spannung von 125 V und maximaler Stromstarke von 300 mA. Die DNA-Fragmente
wurden mittels UV-Transilluminator mit integrierter Kamera, einem Pentium PC mit
Bildschirm und der Software ,Phoretix Grabber” visualisiert, so dass die Fragmente
bei einer Wellenlange von 312 nm durch das fluoreszierende GelGreen™ sichtbar
wurden und die Banden digital festgehalten werden konnten.

3.3.7 Isolierung und Sequenzierung von PCR-Produkten aus dem
Agarose-Gel

Mit Hilfe des QIA-quick® PCR-Purification Kit 50 (QIAGEN GmbH Deutschland,
Hilden, D) wurden die PCR-Produkte zur Sequenzierung zwecks Spezifitatskontrolle
aufbereitet.

Wie in der Anleitung vom Hersteller beschrieben, wurde zunachst der im Kit
vorhandene PE-Puffer im Verhéltnis 1 :250 mit dem pH-Indikator vermischt. Von
diesem Gemisch wurden 250 pl mit 50 ul PCR-Produkt gemischt. Im folgenden
Schritt wurde die QIAquick spin column in einem 2 ml Tube platziert und das PE-
PCR-Produktgemisch hineinpipettiert. Es folgte eine 1-minttige Zentrifugation bei
13000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen, 750 ul PE-Puffer neu hinzugegeben
und erneut zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand verworfen. Um eine méglichst
gute Entfernung der Flissigkeitsreste zu erreichen, wurde die QlAquick spin column
nochmals zentrifugiert und anschlieBend in ein Mikrozentrifugen-Tube verbracht. Um
den nun gewiinschten Uberstand zur Sequenzierung zu erhalten, wurden 30 pl EB-
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Puffer auf die QIAquick-Membran aufgetragen und fir 1 Minute inkubiert. Der
Uberstand wurde nach 60-sekiindigem Zentrifugieren bei 13000 rpm gewonnen und
bis zur Sequenzierung bei —20 °C eingelagert.

Die Sequenzierung wurde von der Firma SRD-Scientific Research and Development
GmbH, Bad Homburg, D, vorgenommen.

3.3.8 Bestimmung der relativen mRNA-Expression mittels RT-
quantitativer real-time PCR (qPCR)

Flr die weitere Verarbeitung der Proben in der qPCR wurden die Gewebeproben wie
zuvor beschrieben (3.3.1) aufgearbeitet.

3.3.9 Primerherstellung

Es wurden dieselben Primer wie in der konventionellen PCR verwendet.

3.4 Prinzip der SYBR Green gPCR

Bei der gPCR handelt es sich zunachst um eine Vervielfaltigung von Nukleinsduren
mit zusatzlicher relativer Quantifizierung der gewonnenen DNA. Das Prinzip basiert
auf der konventionellen PCR, bei der die Fluoreszenzintensitat wahrend eines PCR-
Zyklus genutzt wird. Da die Intensitat mit der Menge der PCR-Produkte proportional
zunimmt, findet am Ende der letzten Zyklen die Quantifizierung in der exponentiellen
Phase statt, da dann die optimalen Reaktionsbedingungen vorliegen. Eine leicht
zugangliche Methode der Quantifizierung ist die Nutzung von DNA-Farbstoffen, wie
das hier verwendete SYBR Green. Durch die Interkalation des Farbstoffs in die cDNA
kommt es zum Anstieg der Fluoreszenzausbeute, da die Zunahme der Target-DNA
mit der Fluoreszenzzunahme von Zyklus zu Zyklus korreliert. In jedem Zyklus findet
die Messung am Ende der Elongation statt. Aus der Tatsache, dass die
verschiedenen PCR-Produkte nicht unterschieden werden kdnnen, resultiert eine
geringe Spezifitdt, welche jedoch mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse der DNA
verbessert werden kann. Durch langsame und Kkontinuierliche Erhdhung der
Temperatur kommt es zum Aufschmelzen der DNA. Bei einer fragmentspezifischen

Schmelztemperatur kommt es schlieBlich zur Denaturierung des DNA-
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Doppelstranges und somit zur Entstehung von zwei einzelstrangigen Molekilen.
Gleichzeitig kommt es zur Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green, so
dass die Anderung der Fluoreszenz sichtbar wird.

Da GAPDH im Zellzyklus - wie aus den Vorversuchen bekannt - keinen Regulations-
mechanismen unterliegt, wurde GAPDH als Referenzgen zur Normalisierung des
Zielgens verwendet.

3.4.1 Etablierung der Standardkurve und Ermittlung der Effizienz der
gPCR

Zur Ermittlung der Effizienz der qPCR wurde flir jedes Primerpaar eine
Standardkurve anhand von Triplikaten mit Hilfe von Verdinnungsreihen erstellt. Um
eine aussagekraftige Probe aller zu untersuchenden cDNA-Proben zu erhalten,
wurde aus allen Proben ein cDNA-Pool gemischt und die Verdinnungsreihe wie folgt
mit autoklaviertem Aqua bidest. angesetzt:

Stufe Verdinnung % cDNA-Pool
1 unverdinnt 100

2 1:10 10

3 1:100 1

4 1:1000 0,1

5 1:10000 0,01

Der gPCR-Mix wurde mit folgenden Substanzen fiir die Gesamtzahl aller zu
untersuchenden Proben angesetzt:

Tab. 9: Zusammensetzung gPCR-Mix pro Ansatz/Well

Komponente Konzentration Volumen
SYBR Green 10 pl
Forward Primer 10 pmolar 0,6 pl
Reverse Primer 10 pmolar 0,6 pl
Autoklav. Aqua bidest. 7,8 ul

In die vorgesehenen Wells der verwendeten Thermo-Fast 96 skirted PCR Platte
(Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, MA, USA) wurden jeweils 1 ul des cDNA-
Gemisches und 19 ul des gPCR-Mixes pipettiert. AbschlieBend wurde die Platte mit
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einer Microseal® ‘B Film Klebefolie (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
versiegelt und die gPCR im C1000™ Thermal cycler (CFX 96™Real Time System,
BioRad, UK) unter folgenden Bedingungen durchgefthrt:

3 Minuten 95 °C
10 Sekunden 95 °C (Denaturierung)
1 Minute 60 °C (Annealing und Elongation) } 42 Wiederholungen
10 Sekunden 95 °C
5 Sekunden 65°C
95 °C

Am Ende eines jeden Laufs der qPCR wurden durch die verwendete CFX-
Manager™ Software die C(t)-Werte, die Schmelzkurvenanalyse, die Steigung der
Standardkurve und die Effizienzen in % angezeigt. Dazu wurde der cDNA-Gehalt
logarithmiert und anschlieBend gegen den ermittelten C(t)-Wert des Ansatzes in
einem Koordinatensystem dargestellt. Um die Effizienz der verschiedenen Primer-
Paare zu ermitteln, wurde folgende Formel nach Pfaffl (2001) mit der Steigung der
Geraden (m) verwendet.
E=107(-=1/m)

Es ergaben sich folgende Effizienzen flr die verschiedenen Primer-Paare:

Tab. 10: Effizienzen der Primerpaare

Primer Effizienzen Sequenzen 5’ -3’
for GCA-GCC-CTC-AAC-ATC-TCC-TT
Inhibin a 1,78
rev AGC-CGC-CGT-GAC-AGT-AGT-G
for GAC-GGC-AAG-GTC-AAC-ATC-TG
Inhibin Ba 1,95
rev GAG-GGG-GCA-ATG-ATC-CAG-T
for CCC-TGG-AAC-TAC-GCC-TTA-GAA
Inhibin Bg 1,97
rev GAC-AAG-AAC-ACC-TGT-GTG-ACA-C
for GGC-CAA-GAG-GGT-CAT-CAT-CTC
Canines GAPDH 1,83
rev GGG-GCC-GTC-CAC-GGT-CTT-CT

Alle Arbeitsschritte erfolgten wie die vorherigen Schritte auf Eis und die Arbeitsflache
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wurde entsprechend gereinigt.

3.4.2 Durchflihrung der SYBR Green gPCR

Wie zuvor beschrieben wurde der gPCR-Mix fiir einen Doppelansatz auf Eis
gemischt und pipettiert. Zusatzlich wurde fir jede Probe auf derselben Platte die
Expression des Referenzgens GAPDH bestimmt und pro Primerpaar eine
Negativkontrolle, bei der die cDNA durch autoklaviertes Wasser ersetzt wurde,
mitgefihrt. Die weitere Bearbeitung entspricht den vorher beschriebenen
Arbeitsschritten. Auch hier wurden durch die verwendete Software die C(t)-Werte und

die Schmelzkurvenanalyse angewandt.

3.4.3 Auswertung der gPCR-Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte nach einer effizienz-korrigierten relativen Quantifizierung
nach Pfaffl (2001). Der zu errechnende Expressionsunterschied (ratio) einer Probe
ergab sich aus einem cDNA-Mix der adulten Kontrollgruppe (Kalibrator) zu dem nicht
regulierbaren Referenzgen GAPDH, den vorher beschriebenen und errechneten
PCR-Effizienzen und den durch die ,CFX-Manager™“ Software ermittelten C(t)-
Werten. Die C(t)-Werte entsprechen der Anzahl der PCR-Zyklen, die nétig sind, um
ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Angewandt wurde folgende

Formel:

Ratio = EAAC(t) Zielgen
EAC(t) Referenzgen

Der AC(t)-Wert wurde fir jede Probe aus der folgenden Formel berechnet:

AC(t) = X C(t)(Kalibrator) — X C(t) (Probe)

Der arithmetische Mittelwert der beiden im Doppelansatz ermittelten C(t)-Werte
wurde als XC(t) (Probe) verwendet. Der im Doppelansatz verwendete cDNA-Mix der
adulten Kontrollgruppe wurde als Kalibrator verwendet, der sowohl fir das Zielgen
als auch das Referenzgen pipettiert wurde. Auch hier wurde aus beiden gemessenen
Proben der arithmetische Mittelwert berechnet.
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Angaben zu allen verwendeten Materialien, Chemikalien, Geraten, Rezepten fir
Puffer und Lésungen finden sich im Anhang.

3.5 Western Blot
3.5.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus Gewebe

Zuerst erfolgte mit Hilfe eines Hammers eine grobe Zerkleinerung der bei —80 °C, in
Aluminiumfolie gelagerten Gewebeteile. Die Stlickchen wurden zlgig in einen
sterilen, mit fllissigem Stickstoff beflllten Porzellanmdrser tberfihrt und mit einem
Porzellanpistill unter standiger Kiihlung durch fllissigen Stickstoff zu Gewebepulver
zerstoBen. Das Gewebepulver (ca. 200 mg) wurde mit 1 ml kaltem Proteaseinhibitor-
Cocktail (Complete Mini, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D) in einem 2 ml
groBen ReaktionsgefaB vermischt und mit dem Ultra Turrax® (IKA®-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, D) 3 x 30 Sekunden lang homogenisiert. Zu diesem Gewebe-Puffer-
Gemisch wurden 50 mg SDS gegeben. Das entstandene Gemisch wurde kurz
gevortext und anschlieBend in dem ReaktionsgeféaB fir 10 Minuten in einem
Wasserbad gekocht. Danach erfolgte eine 10-minltige Zentrifugation bei 3500 rpm
(1200 g) und 4 °C. In diesem Schritt wurden noch vorhandene gréBere
Gewebebestandteile von dem proteinhaltigen fliissigen Uberstand getrennt, so dass
dieser schlieBlich in ein weiteres Reaktionsglas pipettiert werden konnte. Die Aliquots

wurden nach der Proteinbestimmung bei —20 °C gelagert.

3.5.2 Messung der Proteinkonzentration

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte in einem UV-Photometer (Eppendorf
AG, Hamburg, D). Zur Konzentrationsbestimmung dienten Kunststoff-Einmalklvetten
(Eppendorf AG, Hamburg, D). Bei dem Photometer wurde das Programm ,Protein®
bei einer Wellenlange von 280 nm genutzt. Der Nullwert wurde mit 98 ul
autoklaviertem Aqua bidest. und mit Hilfe der ,Blank“-Taste ermittelt.

Unter Verwendung der Taste ,Dilution wurde die Verdinnung 1 :50 (2 ul Probe +
98 ul Aqua bidest.) eingestellt. Die Probe konnte nach Betatigen der ,Sample“-Taste

gemessen werden.

3.5.3 Herstellung SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fir die Herstellung des Polyacrylamid-Mini-Gels der GréBe 100 x 105 x 0,75 mm
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wurde die Gelelektrophorese Apparatur Mighty Small SE 245 Dual Gel Caster
(Hoefer® Inc., Holliston, MA, USA) verwendet. Wie vom Hersteller empfohlen,
wurden die Glasplatten sorgféltig gereinigt, mit 70%igem Ethanol entfettet und wie
beschrieben in die dafir vorgesehenen Halterungen eingeklemmt. Trenngel 7,5 %
und Sammelgel 5 % wurden separat voneinander hergestellt.

Trenn- und Sammelgele enthielten abgesehen vom Puffer die gleichen Inhaltsstoffe,
30%ige Acrylamid-Stammldsung, Trenngelpuffer/Sammelgelpuffer, Aqua bidest.,
10%ige SDS-Sammellésung, frisch angesetztes 10%iges APS (Carl Roth GmbH +
Co. KG, Karlsruhe, D) und TEMED (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D), die
sich in ihren Konzentrationen des jeweiligen Gels unterschieden. Das fertige
Trenngel wurde kurz geschwenkt und mit einer 1000 pl Pipette zlgig und
luftblasenfrei in die Gelkassette eingeflllt, so dass der Flissigkeitsspiegel 3 cm
unterhalb des oberen Randes endete. Die obere Grenze des Flissigkeitsspiegels
wurde von auBen auf der Glasscheibe markiert. Um zum einen eine glatte Gelgrenze
zu erhalten und zum anderen den Kontakt mit Luftsauerstoff auszuschlieBen, wurde
das Trenngel mit 1 ml Isopropanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D)
beschichtet. Nach 45-minitiger Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen,
die Geloberflache mit Aqua bidest. gewaschen und die FlUssigkeitsreste wurden mit
dinnem Filterpapier beseitigt. Die Gelkassette wurde nun mit vorher angemischter
Sammelgellésung aufgeflllt. Zur Herstellung der Probentaschen wurde die
Kammschablone eingesteckt. Fir die bessere Wiedererkennung der Taschen nach
Entfernung des Kammes wurden diese ebenfalls auf der Glasplatte markiert.
Wahrend der 30-mindtigen Polymerisationszeit wurden die Proben fir die im
Anschluss folgende Elektrophorese vorbereitet. Die bendtigten Proteinproben sowie
Puffer und Ladder wurden auf Eis gelagert, um ein langsames Auftauen zu
gewabhrleisten. Die Arbeitsverdinnung setzte sich aus Protein, Aqua bidest. und
Puffer zusammen, wobei eine Proteinkonzentration von 10 pg/pl (Hund) und 5 pg/ul
(Maus) verwendet wurde. Pro Probentasche wurde ein Endvolumen der
Arbeitsverdiinnung von 12 ul bendtigt (pro Probentasche 100-150 pug Protein in
einem Verhaltnis 3 : 1 mit Probenpuffer gemischt). Der Proteinmix wurde jeweils in
einem sauberen Eppendorf-Réhrchen angefertigt und unmittelbar danach in einem 3-
mindtigen Wasserbad bei 95 °C hitzedenaturiert. Danach wurden die Proben bis zur
weiteren Verwendung auf Eis abgekihlt und gelagert.

Nach Ende der Polymerisationszeit konnte die kammahnliche Schablone vorsichtig
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entfernt, das Gelsandwich aus der GieBvorrichtung enthommen und wie in der
Anleitung beschrieben senkrecht in die Elektrophoresekammer (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) geklemmt werden. Hier wurden die
Probentaschen zunachst mit 4 °C kaltem 1 x Elektrodenpuffer gespilt. Zeitgleich
erfolgte die Fullung beider Kammern der Elekirophorese-Apparatur. Die
Probentaschen wurden mit jeweils 12 pl des zuvor vorbereiteten Puffers, der Proben
sowie einem Molekulargewichtsmarker befUllt.

Um wahrend der Gelelektrophorese eine dauerhafte Kihlung durch Eiswasser zu
gewahrleisten, fand eine Thermomix 1419 Pumpe (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, D) Verwendung. Die Kammer wurde verschlossen und die
Gelelektrophorese bei einer konstanten Stromstérke von 15 mA und einer Spannung
von 300 V gestartet. Nach ca. 20 Minuten erreichte die Bromphenolblau-Front das
Trenngel, so dass die Stromstarke auf 25 mA umgestellt wurde. Nach ca. 45 Minuten
war ein dinner Streifen des Bromphenolblaus am unteren Ende des Trenngels
sichtbar und die Elektrophorese wurde beendet.

3.5.4 Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Membran

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden aus dem Polyacrylamid-Gel die zuvor
aufgetrennten Proteine in der Tank-Blot-Apparatur Mini Trans-Blot® (Bio-Rad, UK)
auf eine PVDF-Membran (Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, D) Ubertragen.
Das der GréBe des Gels entsprechende Stick PVDF-Membran wurde kurz mit
Methanol benetzt und fir 20 Minuten in 4 °C kalten Transferpuffer verbracht. Des
Weiteren wurden vier handelstbliche Haushaltsschwammttcher und vier Mini Trans-
Blot-Filterpapiere (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) in Transferpuffer
eingeweicht.

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde die Glasplattenkassette aus der
Apparatur genommen und auf einem sauberen Labortisch platziert. Die Spacer, die
als Platzhalter zwischen den Glasplatten dienten, wurden entfernt und die obere
Glasplatte vorsichtig abgelést, so dass das Gel nur auf der unteren Platte
zurlckblieb.

Mit einem Spacer wurde das Sammelgel abgetrennt, das zurechtgeschnittene
Trenngel vorsichtig von der Glasplatte gelést und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
in ein GefaB mit Transferpuffer Gberfuhrt.
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Im nachsten Schritt wurde das Kunststoffgitter aus der Tank-Blot-Apparatur gedéffnet,
mit der schwarzen Seite nach unten gelegt und der Blotstapel in folgender
Reihenfolge unter Vermeidung von Luftblasen zusammengebaut:

- 2 Haushaltsschwamme

- 2 Mini-Trans-Blot-Filterpapiere

- Polyacrylamidgel

- PVDF-Membran

- 2 Mini-Trans-Blot-Filterpapiere

- 2 Haushaltsschwamme
Das Blot-Sandwich wurde mit der farblosen Gitterseite nach oben zeigend
zusammengepresst, verschlossen und in die Blot-Apparatur verbracht. Wie vom
Hersteller angegeben wurde die Tank-Blot-Apparatur mit einer ,Cooler-Unit®, 4 °C
kaltem Transferpuffer und einem kleinen Magnetriihrstab ausgestattet. Das Gerat
wurde mit dem vorgesehenen Deckel verschlossen und auf einen Magnetrihrer
(Janke & Kunkel GmbH + Co. KG, IKA-Werke, Staufen, D) verbracht, um eine
gleichmaBige Kihlung zu gewahrleisten. Der Transfer wurde bei einer Spannung von
100 V und einer maximalen Stromstarke von 300 mA gestartet. Dadurch wurde ein
senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld erzeugt, so dass die
Proteine aus dem Gel auf die Membran wanderten. Nach einer Stunde war dieser
Vorgang beendet und das Blot-Sandwich wurde aus der Vorrichtung entnommen. Die
PVDF-Membran wurde mit Hilfe einer Kunststoffpinzette vom Trenngel entfernt, mit
der dem Gel zugewandten Seite nach oben auf ein Filterpapier platziert und fir 30
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet.

3.5.5 Ponceau-S-Farbung

Um die Effizienz der ProteinUbertragung auf die PVDF-Membran Gberprifen zu
kénnen, wurde diese mittels der Ponceau-S-Farbung (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlruhe, D), einem roten Azofarbstoff, reversibel angefarbt. Ponceau-S farbt nicht
nur alle unspezifischen Proteine, sondern fixiert diese zusatzlich auf der Membran.

Dazu wurde die vollstandig getrocknete Membran kurz mit Methanol benetzt und fir
3 Minuten in der Ponceau-Arbeitslésung, bestehend aus Ponceau-Stammlésung und
Aqua bidest. im Verhaltnis 1 : 10 geschwenkt. In einem weiteren GefaB3 wurde die
Reaktion gestoppt, Uberflissiger Farbstoff mit Aqua bidest. weggespllt und die
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Ubertragenen Proteinstreifen wurden sichtbar. Dieser Schritt eignete sich gut, um die
PVDF-Membran an den gewlnschten Stellen zwischen den Proteinbanden zur
unterschiedlichen Weiterverarbeitung zu zerschneiden. Durch Waschen in PBS

konnte die Farbung rlickgangig gemacht werden.

3.5.6 Nachweisreaktion

Zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde die Membran Uber
Nacht bei 4 °C in einem Blocking Puffer aus Magermilchpulver, PBS-Puffer und
2%iger Thimerosal-Lésung inkubiert.
Am folgenden Tag wurde die Membran kurz in PBST-Puffer gewaschen und
anschlieBend fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit nach Herstellerangaben
verdiinntem Avidin (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) zur Blockierung
weiterer unspezifischer Bindungsstellen behandelt. Um den Blockingvorgang der
unspezifischen Bindungsstellen abzuschlieBen, wurde nach einem kurzen
Waschgang mit PBST eine 30-mindtige Inkubation in verdinntem Biotin (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) vorgenommen. Nach einem erneuten
Waschvorgang mit PBST wurde die Membran schlieBlich mit dem Primarantikdrper,
verdiinnt mit Blocking-Puffer, Gber 2 Stunden auf einem Schittler inkubiert. Die
folgenden Primar-Anitkérper wurden verwendet:
e Inhibin a
Monoklonaler Antikérper, Maus-anti Mensch, 32 kDa, AbD Serotec, UK,
Katalog-Nr. MCA951ST, Verdiinnung 1 : 250

e Inhibin Ba
Polyklonaler Antikérper, Kaninchen-anti Mensch, 47,4 kDa, Protein Tech
Group, Inc., Chicago, Katalog-Nr. 10651-1-AP, Verdiinnung 1 : 250

e Inhibin Bg
Polyklonaler Antikérper, Kaninchen-anti Mensch, 45 kDa, Protein Tech Group,
Inc., Chicago, Katalog-Nr. 17577-1-AP, Verdiinnung 1 : 100
AnschlieBend wurden alle Membrananteile mehrmals mit frischem PBST gewaschen.
Zur Detektion des Primarantikdrpers wurde die Membran mit dem verdlnnten

biotinylierten Sekundarantikérper inkubiert.

44



Material und Methoden

Verwendet wurde hier fir:
e Inhibin a: biotinylierter-anti-Maus 1gG BA 2000 (Vector, Vector Laboratories,
Inc. Burlingame, Verdinnung 1 : 1000)

e Inhibin Bag: biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen-IgG Antikdérper (Vectastain®
Elite ABC Kit Rabbit IgG, Vector Laboratories, Inc., USA, Verdinnung
1:1000)

Nach einer 60-minltigen Verweilzeit auf dem Schittler wurde durch einen erneuten,
dreimaligen Waschvorgang der Ubriggebliebene, ungebundene Sekundarantikdrper
entfernt.

Zur Signalverstarkung des zweiten Antikérpers wurde ein peroxidase-konjugierter
Avidin-Biotin-Komplex (Vectastain® Elite ABC Kit Rabbit IgG, Vector Laboratories,
Inc., USA) verwendet, mit dem die Membran fiir 30 Minuten inkubiert wurde.

Nach einem letzten Waschvorgang mit PBST wurden die Proteinbanden mit Hilfe des
NovaRED™Substrate Kits (Vector® Laboratories, Inc., USA) visualisiert. Die
Anwendung der Farbelésung fand in einem abgedunkelten Raum statt. Unter
visueller Kontrolle wurde nach einem Zeitraum von bis zu 15 Minuten bei
gewinschter Farbeintensitat die Reaktion durch Spilung mit Aqua bidest. gestoppt
und die Membran bis zur vollstandigen Trocknung bei Raumtemperatur auf dinnem
Filterpapier gelagert. Unmitteloar danach wurden die Ergebnisse eingescannt und
digital dokumentiert.

Bei jedem Western Blot wurde eine Negativkontrolle mitgefihrt, um die
unspezifischen Bindungen des Sekundarantikdrpers und das Bindeverhalten des
Avidin-Biotin-Komplexes besser beurteilen zu koénnen. Dafir wurde auf die
Inkubation der Membran mit dem Primarantikérper verzichtet und stattdessen
Blocking-Puffer verwendet. Alle anderen Arbeitsschritte wurden wie im Protokoll
beschrieben eingehalten.

3.6 Immunhistochemischer Nachweis von Inhibin a, Bas
3.6.1 Herstellung der histologischen Schnitte

Die fur die immunhistologischen Untersuchungen benétigten Gewebeschnitte wurden
aus den in Bouin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Hodenbl6cken angefertigt.
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Der Zuschnitt erfolgte mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (RM 2125 RT, Fabr.-Nr.
8493/092004, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, D) und wurde wie
vom Hersteller beschrieben in senkrechter Schnittrichtung, bei Raumtemperatur und
von gekihlten Paraffinblécken durchgefihrt. Um dabei eine maximale Qualitat der
morphologischen Details zu erlangen, wurden 3 um dinne Schnitte hergestellt. Zur
besseren Entfaltung der 3 um dinnen Hodenschnitte wurden diese mit Hilfe eines
Objekttragers in ein Wasserbad (Aqua bidest., 37 °C) Uberflhrt. Nach vollstandiger
Glattung wurden die Schnitte schwimmend auf Adhé&sionsobjekttrager (Thermo
Scientific, Menzel-Glaser, Superfrost® Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
D) positioniert und dann Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

3.6.2 Immunhistologisches Farbeprotokoll

Die Immunhistochemie wurde an jeweils einem Gewebeschnitt pro Hund
durchgefihrt und es wurde aus jeder Entwicklungsgruppe eine Negativkontrolle
mitgefihrt, um eventuelle unspezifische Signale und Hintergrundfarbungen
differenzieren zu kénnen. Hierzu wurde der Schnitt statt mit dem Primarantikdrper mit
einer Isotypenkontrolle inkubiert. Die weiteren Schritte waren identisch. Alle
Gewebeschnitte wurden in einem Durchlauf angefertigt, wobei besonders viel Wert
auf die einheitliche Bearbeitung aller Schnitte gelegt wurde, um eine mdglichst hohe
Vergleichbarkeit aller Gewebeschnitte aus den verschiedenen Gruppen zu
gewabhrleisten.

Zur Entparaffinierung erfolgte zweimalig ein 5-minltiges Bad in Xylol. AnschlieBend
durchliefen die Schnitte zur Rehydrierung eine Alkoholreihe mit absteigenden
Konzentrationen (jeweils 2x2 Minuten 99,6 % Ethanol, 96 % Ethanol, 70 %
Ethanol). Danach wurden sie 5 Minuten unter kaltem, flieBendem Leitungswasser
gespult. Im nachsten Schritt erfolgte eine Inkubation fir 5 Minuten in Citratpuffer, um
die durch die Fixierung vernetzten Epitope zu demaskieren. In vorgeheiztem
Citratpuffer wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten bei 560 W in der Mikrowelle gekocht.
Um das Austrocknen des Hodengewebes zu vermeiden, wurde alle 5 Minuten der
verdunstete Puffer ersetzt. SchlieBlich wurden die Schnitte im Citratpuffer 20 Minuten
bei Raumtemperatur abgekihlt, gefolgt von einer 5-minitigen Spllung unter kaltem
Leitungswasser. Zur Hemmung der endogenen Peroxidase und spateren Reduktion
des Hintergrundsignals wurden die Schnitte fir 30 Minuten in eine 0,3%ige
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Wasserstoffperoxidlésung in Methanol verbracht. Im Anschluss daran wurden sie 5
Minuten in ICC-Puffer unter Ritteln gewaschen. Danach wurden die Schnitte einzeln
aus dem Schiffchen entnommen, Uberschissiger Puffer durch Umfahren des
Hodengewebes mit einem eingerollten, flusenfreien Papiertuch (KimTech Tuch,
Kimberly Clark Professional, Dallas, USA) entfernt und anschlieBend mit einem
DakoPen (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D) umfahren, der das Auslaufen der
im Folgenden aufgetragenen Ldsungen verhinderte. Abhangig vom verwendeten
Primarantikbrper wurde ein Blockingserum erstellt (fir Inhibin a mit 10%igem
Pferdeserum, Inhibin Bas mit 10%igem Ziegenserum), auf die Schnitte pipettiert und
die Schnitte danach fir 20 Minuten in einer feuchten Kammer gelagert.
In den letzten Arbeitsschritten war ein zlgiges Arbeiten erforderlich, da ein
Austrocknen der Gewebeschnitte auf den Objekttragern unbedingt zu vermeiden war.
Mit Hilfe einer Vakuumpumpe wurde die Blockinglésung abgesaugt und es wurden —
abgesehen von den Negativkontrollen — alle Schnitte mit ca. 90 ul des Primar-
antikérpers vollstandig bedeckt und Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C im
Kihlschrank gelagert. Die Negativkontrollen wurden mit der entsprechenden
passenden Isotypenkontrolle inkubiert.
Folgende Primarantikérper und Isotypenkontrollen wurden verwendet:
Primarantikérper
e Inhibin a
Monoklonaler Antikérper, Maus-anti Mensch, 32 kDa, AbD Serotec, UK,
Katalog-Nr. MCA951ST, Verdiinnung 1 : 50

e Inhibin Ba
Polyklonaler Antikérper, Kaninchen-anti Mensch, 47,4 kDa, Protein Tech
Group, Inc., Chicago, Katalog-Nr. 10651-1-AP, Verdiinnung 1 : 100

e Inhibin Bg
Polyklonaler Antikérper, Kaninchen-anti Mensch, 45 kDa, Protein Tech Group,
Inc., Chicago, Katalog-Nr. 17577-1-AP, Verdinnung 1 : 100
Isotypenkontrolle
e Inhibin a
Isotypenkontrolle Mouse 1gG2a, Kat. Nr. ITC0929 (LINARIS biologische
Produkte GmbH, Dossenheim, D), 1 : 5000
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e Inhibin Bas
Isotypenkontrolle Rabbit IgG 1000 (Vector Laboratories Inc., Burlinghame, CA,
USA), 1 : 1000
Am nachsten Tag wurde der Uberstand des Priméarantikérpers auf einem Papiertuch
abgeklopft und die Schnitte wurden fir 2 x 5 Minuten auf dem Schuittler in ICC-Puffer
gewaschen. Wie oben beschrieben wurden die Objekttrager erneut getrocknet und
die Kontur des DakoPens bei Bedarf nachgezogen. Zur Detektion des gebundenen
Primarantikbrpers wurde das Gewebe mit einem biotinylierten Sekundarantikérper fir
30 Minuten beschichtet.
Folgende Sekundarantikérper fanden Verwendung:
e Inhibin a
Biotinylierter anti-Maus IgG BA 2000, Vector, Vector Laboratories, Inc.,

Burlingame, Verdinnung 1 : 1000

¢ [nhibin B A/B
Biotinylierter Ziegen-anti-Kaninchen IgG, Vectastain® Rabbit IgG Elite ABC Kit,
Vector Laboratories, Inc., USA, Verdlinnung 1 : 1000

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnitte wiederholt mit PBST
gewaschen, getrocknet und mit jeweils ca. 90 ul eines peroxidase-konjugierten
Avidin-Biotin-Komplexes (aus Vectastain® Rabbit IgG Elite ABC Kit, Vector
Laboratories, Inc., USA) tber 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte
wieder ein Abklopfen, Waschen in ICC-Puffer und Trocknen der DakoPen-
Umrandung und abschlieBend eine Visualisierung der Antikérper-reaktion mit
NovaRED™ Farbelésung (Vector® Laboratories, Inc., USA) wie vom Hersteller
beschrieben. Unter Sichtkontrolle wurde das Farbeverhalten verfolgt und bei
gewinschter Intensitat durch 5-minttiges Waschen in Aqua bidest. gestoppt. Zur
besseren Identifizierung der einzelnen Zellen wurden die Schnitte einige Sekunden in
Hamatoxilin (1 : 1) gegengefarbt und Uberflissiger Farbstoff in einem 5-minltigen
Waschgang unter flieBendem Leitungswasser weggespult. Zur Dehydrierung
durchliefen alle Schnitte eine kurze aufsteigende Alkoholreihe (1 x2 Minuten
96%iges Ethanol, 1x2 Minuten 99%iges Ethanol, 2x2 Minuten Xylol) mit
zunehmender Konzentration. Um die Schnitte Gber einen langeren Zeitraum sicher
lagern zu kénnen, wurden sie mittels Assistent-Histokit (Glaswarenfabrik Karl Hecht
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GmbH + Co KG, Sondheim/Rhén, D) eingedeckelt.

3.6.3 Auswertungsprinzip der Immunhistochemie

Ausgewertet wurden nur immunhistologische Schnitte, bei denen das Gewebe von
einwandfreier Qualitdt war und keine Artefakte aufzeigte. In der mikroskopischen
Beurteilung wurden die Rander ausgespart. Die Praparate wurden mit einem Leica
Lichtmikroskop (Leitz DM RB, Leica Mikroskopie und Systeme GmbH Wetzlar, D)
maanderférmig, von links nach rechts und von oben nach unten abgefahren und bei
einer 400fachen Vergr6Berung durchgemustert. Es wurden pro Hund 20
aufeinanderfolgende, annahernd runde Tubuli seminiferi ausgewertet, wobei im
ersten Schritt der Tubulustyp bzw. das Stage nach Russell (1990a) beurteilt wurde.
AnschlieBend folgte sowohl eine qualitative wie auch quantitative Auswertung der
Zellarten mit positiver Farbreaktion. Die Farbintensitat wurde mit einer Skala von 0—4
(gar nicht — stark gefarbt) dokumentiert. Nach gleichem Schema wurden die Zellen
des Interstitiums beurteilt.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Préparate eines Antikérpers innerhalb von
sieben Tagen ausgewertet und digital festgehalten. Die Grundeinstellungen des

Mikroskops wurden wahrend dieser Zeit nicht verandert.

3.7 Statistische Auswertung

Die Erstellung der vorliegenden Arbeit, das Erfassen und Auswerten der erhobenen
Daten und schlieBlich auch die graphische Darstellung erfolgte an einem Toshiba
Notebook mittels der Microsoft Office 2003 Software. Die statistische Berechnung
unter Verwendung der Statistikprogramme BMDP/Dynamic Release 8.1 (Dixon 1993)
und ,StatXact” wurde von der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenver