
Josefine Bennien

INAUGURAL-DISSERTATION  
zur Erlangung des Grades eines   

Dr. med. vet.  
 beim Fachbereich Veterinärmedizin  

der Justus-Liebig-Universität Giessen

Der Sodium-dependent  
Organic Anion Transporter SOAT

Substratspektrum, genetische Varianten im Menschen und

Effekte in der Soat Knockout Maus

Verlag der DVG Service GmbH
Friedrichstraße 17  35392 Gießen
Tel.: 0641 / 24466  Fax: 0641 / 25375
E-Mail: info@dvg.de  Web: www.dvg.de 

ISBN: 978-3-86345-450-0

Gi
es

se
n 

20
18

Jo
se

fi
ne

 B
en

ni
en

SO
AT

: S
ub

st
ra

ts
pe

kt
ru

m
, G

en
et

is
ch

e 
Va

ri
an

te
n 

&
 K

no
ck

ou
t 

M
au

s



 



 
   

 
Bibliografische Informationen der Deutschen Bibliothek 

 
Die Deutsche Bibliothek verzeichnet diese Publikation in der 

Deutschen Nationalbibliografie; 
detaillierte bibliografische Daten sind im Internet abrufbar über 

 
http://dnb.ddb.de 

 
 
 
 
 
 
 

© 2018 by Verlag: 
 

Deutsche Veterinärmedizinische Gesellschaft Service GmbH, Gießen 
Printed in Germany 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ISBN 978-3-86345-450-0 
 

1. Auflage 2018 
 
 
 
 

Verlag: 
 

DVG Service GmbH 
Friedrichstraße 17 

35392 Gießen 
Tel.: 0641/24466 

info@dvg.de 
www.dvg.de 

 
 



 
 

 

Aus dem Institut für Pharmakologie und Toxikologie 

des Fachbereichs Veterinärmedizin 
der Justus-Liebig-Universität Gießen 

 
Betreuer: Prof. Dr. Joachim Geyer 

 
 
 
 
 
 
 

DER SODIUM-DEPENDENT  
ORGANIC ANION TRANSPORTER SOAT 

SUBSTRATSPEKTRUM, GENETISCHE VARIANTEN IM MENSCHEN UND 
EFFEKTE IN DER SOAT KNOCKOUT MAUS 

 
 
 
 
 
 
 

Inaugural-Dissertation 
zur Erlangung des Grades eines Dr. med. vet. 

beim Fachbereich Veterinärmedizin 
der Justus-Liebig-Universität Gießen 

 
 
 
 
 
 
 

Eingereicht von: 
 

JOSEFINE BENNIEN 

TIERÄRZTIN AUS HENSTEDT-ULZBURG 
 

Gießen 2018 
  



 
   

 
Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinärmedizin 

der Justus-Liebig-Universität Gießen 
 

Dekan: Prof. Dr. Dr. h.c. Martin Kramer 
 
 
 
 
 

 
1. Gutachter:    Prof. Dr. Joachim Geyer 

 
2. Gutachter:   Prof. Dr. Hermann Willems 

 
 
 
 
 
 

Tag der Disputation:  30.08.2018 
 
 
 
 
 
 

Prüfungskommission: Prof. Dr. Joachim Geyer 
Prof. Dr. Hermann Willems 
Prof. Dr. Gerhard Schuler 

 

 

  



 
 

 



Inhaltsverzeichnis 

 

 
I 

INHALT 

Abkürzungen ..................................................................................................................................................... III 

1. EINLEITUNG .................................................................................................................................................. 1 

         1.1. STEROIDHORMONE .......................................................................................................................... 1 

                  1.1.1. Struktur der Steroidhormone .................................................................................................. 1 

                  1.1.2. Synthese der Steroidhormone ................................................................................................ 3 

                  1.1.3. Wirkungsweise der Steroidhormone ...................................................................................... 4 

                  1.1.4. Sulfokonjugation der Steroidhormone ................................................................................... 4 

                           1.1.4.1 Sulfotransferasen .......................................................................................................... 5 

                           1.1.4.2. Sulfatase Syntheseweg (sulfatase pathway) ................................................................ 6 

                           1.1.4.3. Steroidsulfatase (StS) ................................................................................................... 8 

         1.2. TRANSPORTER SULFOKONJUGIERTER STEROIDHORMONE ............................................................. 9 

                  1.2.1. Aufnahmetransporter ............................................................................................................. 9 

                           1.2.1.1. Organic anion transporting polypeptides, OATPs ...................................................... 10 

                           1.2.1.2. Organic anion transporters, OATs .............................................................................. 12 

                  1.2.2. Effluxtransporter ................................................................................................................... 14 

                           1.2.2.1. Multidrug resistance-associated proteins, MRPs....................................................... 14 

         1.3. DER HODEN ALS STEROIDHORMON-SYNTHETISIERENDES ORGAN ............................................. 14 

                  1.3.1. Der Hoden als endokrines Organ, Leydig-Zellen ................................................................... 15 

                  1.3.2. Der Hoden als exokrines Organ, Sertoli-Zellen und Samenkanälchen .................................. 16 

                           1.3.2.1 Spermatogenese und Keimzellen ................................................................................ 18 

                           1.3.2.2. Stadien der Spermatogenese ..................................................................................... 18 

                  1.3.3. Störungen der Spermatogenese ........................................................................................... 20 

         1.4. SODIUM-DEPENDENT ORGANIC ANION TRANSPORTER, SOAT/SOAT ....................................... 21 

2. ÜBERSICHT DER PUBLIKATIONEN MIT DARSTELLUNG DES EIGENANTEILS .............................................. 23 

         2.1. PUBLIKATION #1 ............................................................................................................................ 23 

                  2.1.1 Eigenanteil Publikation #1 ...................................................................................................... 24 

         2.2. PUBLIKATION #2 ............................................................................................................................ 26 

                  2.2.1 Eigenanteil Publikation #2 ...................................................................................................... 27 

         2.3. PUBLIKATION #3 ............................................................................................................................ 28 

                  2.3.1 Eigenanteil Publikation #3 ...................................................................................................... 29 



Inhaltsverzeichnis 

 

 
II 

3. DISKUSSION ................................................................................................................................................ 32 

         3.1. SLC10A6/SLC10A6-GEN UND SOAT/SOAT-PROTEIN ........................................................... 32 

         3.2. TRANSPORTFUNKTION ................................................................................................................... 33 

         3.3. SOAT: GEWEBEEXPRESSION IN MENSCH UND MAUS ............................................................... 45 

         3.4. SOAT: POLYMORPHISMEN UND GENETISCHE VARIANTEN ........................................................ 46 

                  3.4.1. PolyPhen ................................................................................................................................ 49 

                  3.4.2. SIFT ........................................................................................................................................ 50 

                  3.4.3. Transportaktivität und Plasmamembran-Expression der SOAT-Varianten ........................... 50 

         3.5. SOAT KNOCKOUT MAUS ............................................................................................................... 53 

         3.6. WEITERE UNTERSUCHUNGEN UND AUSBLICK ............................................................................. 57 

                  3.6.1. Cholesterin-Sulfat .................................................................................................................. 57 

                  3.6.2. Oxysterole ............................................................................................................................. 62 

4. ZUSAMMENFASSUNG ................................................................................................................................ 64 

5. SUMMARY .................................................................................................................................................. 65 

6. LITERATURVERZEICHNIS ............................................................................................................................. 67 

7. DANKSAGUNGEN ....................................................................................................................................... 89 

8. ANHANG ..................................................................................................................................................... 93 

         Publikation #1 

         Publikation #2 

         Publikation #3 

         ERKLÄRUNG 

 



Abkürzungen  

 

 
III 

ABKÜRZUNGEN 

[3H] Tritium 

17α-OH-PregS 17α-Hydroxy-Pregnenolon-Sulfat 

24OHC 24S-Hydroxycholesterin 

25OHC 25-Hydroxycholesterin 

27OHC 27-Hydroxycholesterol 

ABC ATP-binding Cassette 

ABP Androgen-bindendes Protein 

AMH Anti-Müller-Hormon 

AnS Androsteron-Sulfat 

ASBT Apical Sodium-dependent Bile Acid Transporter 

BCRP Breast Cancer Resistance Protein 

BHS Blut-Hoden-Schranke 

BK Brustkrebs 

bp Basenpaare 

cAMP Zyklisches Adenosin-Monophosphat 

CASA Computer Assisted Sperm Analysis  

CS Cholesterin-Sulfat 

DHEA Dehydroepiandrosteron 

DHEAS Dehydroepiandrosteron-Sulfat 

DHT 5α-Dihydrotestosteron 

DHTS Dihydrotestosteron-Sulfat 

DMSO Dimethylsulfoxid 

E1  Estron 

E1S Estron-3-Sulfat 

E2 17β-Estradiol 

E2-17S 17β-Estradiol-17-Sulfat 

E2-3S 17β-Estradiol-3-Sulfat 

E2-diS Estradiol-Disulfat 

E3 Estriol 

epiAnS Epiandrosteron-Sulfat 

epiTS Epitestosteron-Sulfat 

EtOH Ethanol 

FKS Fetales Kälberserum 

FSH Follikelstimulierendes Hormon 

GnRH Gonadoliberin 

HVL Hypophysenvorderlappen 

hyp Hypospermatogenese 

 



  Abkürzungen 

 

 
IV 

 

IHC Immunhistochemie 

LC-MS/MS 
Flüssigchromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie-
Kopplung 

LH Luteinisierendes Hormon 

LSC Liquid Scintillation Counting 

maf Major Allele Frequency 

MetOH Methanol 

MRP Multidrug Resistance-associated Protein 

NM Neisseria meningitides 

NTCP Natrium/Taurocholate Cotransporting Polypeptide 

OAT Organic Anion Transporter 

OATP Organic Anion Transporting Polypeptide 

OAT-Syndrom Oligoasthenoteratozoospermie 

OCT Organic Cation Transporter 

PAP Adenosin-3,5-Diphosphat 

PAPS 3‘-Phosphoadenosin-5‘-phosphosulfat 

PAPSS PAPS-Synthetase 

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

PK Prostatakrebs 

Preg Pregnenolon 

PregS Pregnenolon-Sulfat 

RXLI Rezessive X-chromosomale Ichthyose 

sco Sertoli Cell Only Syndrome 

sda Spermatidenarrest 

sga Spermatogonienarrest 

Slc10a6-/- Soat Gen-Knockout Maus 

SNP Einzelnukleotidpolymorphismus 

SO4
2- Sulfat 

SOAT/Soat Sodium-dependent Organic Anion Transporter (Mensch/Tier) 

StS Steroidsulfatase 

SULT Sulfotransferase 

sza Spermatozytenarrest 

T Testosteron 

TC Taurocholat 

tet Tetracyclin 

TMD Transmembrandomäne 

TS Testosteron-Sulfat 

YF Yersinia frederiksenii 



Einleitung 

 

 
1 

1. EINLEITUNG 

1.1. STEROIDHORMONE 

Steroidhormone sind von essentieller Bedeutung für die Entwicklung, Differenzierung und 

Homöostase von Menschen und Wirbeltieren. Sie werden in 5 Klassen eingeteilt. Man unterscheidet 

Androgene, Östrogene, Glucocorticoide, Mineralocorticoide und Gestagene [Simons, 2008]. 

Dehydroepiandrosteron (DHEA) kann als Vorstufe von sowohl Androgenen als auch Östrogenen 

genutzt werden und stellt das am häufigsten im menschlichen Organismus vorkommende 

Steroidhormon dar. Die wichtigsten Vertreter der Androgene, auch „männliche“ 

Geschlechtshormone genannt, sind Testosteron (T) und 5α-Dihydrotestosteron (DHT).  

Zu den natürlich vorkommenden Östrogenen, den „weiblichen“ Geschlechtshormonen, gehören 

Estron (E1), Estradiol (E2) und Estriol (E3). Geschlechtshormone steuern das Wachstum und die 

Ausbildung primärer und sekundärer Geschlechtsmerkmale [Silverthorn, 2009].   

Auch im weiblichen Organismus wird Testosteron gebildet, sowie im männlichen Organismus 

Östrogene. Dies geschieht jedoch in der Regel in wesentlich geringeren Konzentrationen, sodass 

sich die mundartlichen Begriffe der „männlichen“ und „weiblichen“ Geschlechtshormone etabliert 

haben [Burger, 2002]. Ein weiteres wichtiges Geschlechtshormon ist das Progesteron, das auch 

Gelbkörperhormon genannt wird. Es gehört zu den Gestagenen und trägt maßgeblich zur 

Entstehung und Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, sowie zur Steuerung der Uterusfunktionen 

bei [Allen, 1941; Niswender et al., 2000]. 

Zu den Glucocorticoiden, welche den Glucose Stoffwechsel steuern, gehören vor allem Cortisol und 

Cortikosteron. Die beiden bedeutendsten Mineralocorticoide, Aldosteron und Desoxycorticosteron, 

regulieren den Elektrolythaushalt [Häggström und Richfield, 2014].  

 

 

1.1.1. STRUKTUR DER STEROIDHORMONE 

Alle Steroidhormone werden vom Cholesterin (englisch Cholesterol) abgeleitet und besitzen die 

gleiche, typische Grundstruktur, das Steroidgerüst. Dieses Gerüst, auch Steran genannt, besteht aus 

17 Kohlenstoffatomen, die sich zu drei Cyclohexanringen (Ringe A, B, C) und einem Cyclopentanring 

(Ring D) zusammenlagern. Die unterschiedlichen Steroidhormone werden auch nach Anzahl ihrer 
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Kohlenstoffatome (inklusive Seitenketten) in C21- (Gestagene und Glucocorticoide), C19- 

(Androgene) und C18-Steroide (Östrogene) klassifiziert. Die für die biologische Wirksamkeit der 

Steroidhormone wichtigen Substituenten sind an den Positionen 3, 10, 13 und 17 angelagert. 

Typisch für die Struktur der Glucocorticoide ist zum Beispiel eine 17α-Hydroxylgruppe [Schmitt und 

Rousseau, 1979].  

Moleküle liegen in meist energetisch möglichst günstiger Konformation vor. Durch die 6 chiralen 

Kohlenstoffatome an den jeweiligen Ring-Verbindungsstellen sind theoretisch 64 verschiedene 

Stereoisomere denkbar, von denen allerdings nur sehr wenige natürlicherweise auftreten.  

Die Ringe A/B, B/C und C/D können jeweils in cis- oder in trans-Konformation miteinander verknüpft 

sein. Die Ringverknüpfung B/C der natürlichen Steroide zeigt immer eine trans-Konformation. Die 

Ringverknüpfungen B/C und C/D liegen bei Steroidhormonen und auch bei Gallensäuren immer in 

der energetisch günstigen trans-Konformation vor [The Nomenclature of Steroids, 1989].  

 

 

 

 

Abb. 1: Grundgerüst der Steroidhormone 

 

(A) Steran (tetracyclisches Kohlenstoffskelett Hexadecahydro-cyclopenta[a]phenanthren) 

(B) Sterangerüst in trans-trans-trans-Konformation 

 

 

B A 
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1.1.2. SYNTHESE DER STEROIDHORMONE 

Die Vorstufe der Steroidhormone, das Cholesterin, wird entweder über die Nahrung aufgenommen 

oder de novo aus Acetyl-CoA, meist in der Leber aber auch in anderen Geweben, gebildet. Das 

lipophile Cholesterin wird zum Transport im Blut an Lipoproteine (low density lipoprotein, LDL) 

gebunden und in der Nebennierenrinde, sowie in den weiblichen und männlichen Gonaden, zu den 

verschiedenen Steroidhormonen weiterverarbeitet. Die Biosynthese beginnt mit der Oxidation von 

Cholesterin über Pregnenolon (Preg) zu Progesteron. Im weiteren Verlauf finden eine 

Hydroxylierung an Position 17α, sowie die Abspaltung der Cholesterin-Seitenkette statt. Diese 

Reaktionen laufen in den Mitochondrien und dem glatten endoplasmatischen Retikulum 

verschiedener endokriner Organe ab [Häggström und Richfield, 2014].  

Die Mineralocorticoide und Glucocorticoide werden in der Nebennierenrinde (NNR) gebildet. 

Androgene entstehen sowohl in der NNR, als auch im Hoden, Östrogene und Gestagene in den 

Ovarien und der Plazenta. Von ihrem Bildungsort gelangen die Steroidhormone über den 

Blutkreislauf zu den Zielorganen [Ruiz-Cortés, 2012]. 

Synthese und Ausschüttung von Steroidhormonen aus den endokrinen Organen unterliegen 

klassischerweise der regulatorischen Kontrolle des Hypothalamus. Die Steuerung erfolgt über die 

Hypothalamus-Hypophysen-Achse und sog. Releasing-Hormone (Liberine) [Gonzalez et al., 1991; 

Ehrhart-Bornstein et al., 1998].  

Da die lipophilen Steroidhormone schlecht wasserlöslich sind, werden sie zu Transportzwecken in 

der Blutbahn nicht-kovalent an Serumproteine gebunden. Auf diese Weise sind sie vor einem 

schnellen Abbau geschützt und besitzen eine wesentlich längere Halbwertszeit [Ruiz-Cortés, 2012]. 

Der Abbau der Steroidhormone erfolgt über die Leber und in den Tubuluszellen der Niere. Die 

Ausscheidung erfolgt unverändert oder in Form von Metaboliten (meist Sulfaten oder 

Glucuroniden) über Galle und Urin [Träger, 1977]. 

Steroide sind in der Natur weit verbreitet und kommen auch im Pflanzenreich vor, hier zum Beispiel 

als Phytohormone, zu denen auch die Herzglycoside zählen [Zeelen, 1995]. Herzglycoside weisen 

eine cis-trans-cis Anordnung der Steroidringe auf [Heasley, 2012]. 
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1.1.3. WIRKUNGSWEISE DER STEROIDHORMONE 

Freie Steroidhormone können aufgrund ihrer Lipophilie via Diffusion in die Zielzellen gelangen und 

intrazellulär an nukleäre Steroidrezeptoren binden. Nach klassischer Vorstellung binden 

Steroidhormone an die Ligandenbindungsdomäne (LBD) des jeweiligen Rezeptors. Der Rezeptor-

Steroid-Komplex bindet wiederum an spezifische, biologisch aktive DNA-Sequenzen, die 

sogenannten Hormon-Response-Elemente (HREs). Durch diese Interaktion wird die Genexpression 

von Zielgenen reguliert [Beato, 1989; Simons, 2008]. Der Rezeptor-Steroid-Komplex wirkt also als 

Transkriptionsaktivator. 

 

 

1.1.4. SULFOKONJUGATION DER STEROIDHORMONE 

Hydrophobe Steroidhormone können in verschiedenen Geweben des Körpers sulfokonjugiert 

werden. Durch die Sulfokonjugation erhalten die Moleküle eine negative Ladung und ihre 

Wasserlöslichkeit wird verbessert [Müller et al., 2015]. Dies erleichtert wiederum ihren Transport 

über den Blutkreislauf und ermöglicht ihre Ausscheidung über Galle und Urin. Aus diesem Grund 

wurden sulfokonjugierte Steroide lange Zeit lediglich als unwirksame, metabolische Endprodukte 

angesehen. Tatsächlich haben konjugierte Steroidhormone keinerlei Wirkung mehr an nukleären 

Steroidrezeptoren. Interessanterweise ist jedoch die Konzentration der sulfokonjugierten 

Steroidhormone im Blut wesentlich höher als die der freien Formen. So ist z. B. der Serumspiegel 

von Estron-3-Sulfat (E1S) 10-fach höher als der des unkonjugierten Estron oder Estradiol [Samojlik 

et al., 1982]. Darüber hinaus ist die Halbwertszeit des E1S im Blut im Vergleich zum Estron bis zu 9-

mal länger [Ruder et al., 1972].  

In den letzten zwei Jahrzehnten konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass sulfokonjugierte 

Steroide als zirkulierendes Reservoir für die periphere Bildung bioaktiver Hormone fungieren 

können [Labrie et al., 2003]. Sulfatierung und Desulfatierung können dabei als gegenläufige 

biologische Prozesse angesehen werden, welche die Steroidhormonwirkung in einer Vielzahl von 

Steroid responsiven Geweben regulieren [Müller et al., 2015].  

Die Sulfokonjugation von Hydroxylgruppen der Steroidhormone wird durch die Enzyme aus der 

Familie der zytosolischen Sulfotransferasen katalysiert [Lindsay et al., 2008]. 
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Das für die Sulfokonjugation benötigte Sulfat (SO4
2-) wird dabei aus der Nahrung und dem 

intrazellulären Stoffwechsel von schwefelhaltigen Aminosäuren, einschließlich Methionin und 

Cystein, gewonnen. Das Sulfuryldonor-Cosubstrat für die SULT-katalysierte Reaktion ist das 3-

Phosphoadenosin-5-phosphosulfat (PAPS) [Secky et al., 2013]. PAPS agiert als universeller 

Sulfuryldonor im Organismus. Sein ubiquitäres Auftreten als Sulfuryldonor wird auch durch die 

Tatsache bestätigt, dass die dreidimensionalen Strukturmerkmale der Bindungsstelle für PAPS unter 

den unterschiedlichen Sulfotransferasen hoch konserviert sind [Negishi et al., 2001]. Die 

Biosynthese von PAPS erfolgt in einem zweistufigen Prozess, der durch die PAPS-Synthetase (PAPSS) 

durchgeführt wird [Lyle et al., 1994]. Bei Menschen wurden zwei Isoformen von PAPSS identifiziert 

und charakterisiert, PAPSS1 und PAPSS2 [Kurima et al., 1999; Fuda et al., 2002]. 

Die Reaktionsprodukte nach der Sulfokonjugation der Steroidhormone sind das jeweils 

sulfokonjugierte Steroidhormon und Adenosin-3,5-Diphosphat (PAP) [Duffel, 2010].  

 

 

1.1.4.1 SULFOTRANSFERASEN 

Die Sulfotransferasen (SULTs) katalysieren die Transferreaktion der Sulfatgruppe vom universellen 

Sulfuryldonor PAPS zur Akzeptorgruppe zahlreicher Substrate, wie z. B. der Steroidhormone. Diese 

Reaktion, die oft auch als Sulfuryltransfer, Sulfatierung oder Sulfokonjugation bezeichnet wird, wird 

häufig und in vielen Spezies von Bakterien bis hin zu Menschen beobachtet und spielt eine 

Schlüsselrolle bei verschiedenen biologischen Prozessen wie Zellkommunikation, Abwehr, 

Wachstum und Entwicklung [Negishi et al., 2001]. 

Sulfotransferasen sind eine große Proteinfamilie, die in membrangebundene, Golgi-assoziierte 

Enzyme und lösliche, cytoplasmatische Sulfotransferasen eingeteilt wird [Hemmerich et al., 2004; 

Goettsch et al., 2006]. Golgi-assoziierte Sulfotransferasen sind für die Sulfokonjugation von 

Proteinen, Kohlenhydraten und Proteoglykanen verantwortlich, während cytoplasmatische 

Sulfotransferasen hauptsächlich hydrophobe, niedermolekulare Substanzen wie Phenole, 

Xenobiotika und Steroide modifizieren [Müller et al., 2015]. Obwohl die Sequenzkonservierung 

zwischen den verschiedenen Sulfotransferasen gering ist, sind ihre Faltung und katalytischen 

Eigenschaften, einschließlich der Bindung von PAPS, hoch konserviert. Es gibt speziesabhängig 
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verschiedene Sulfotransferasen, die mit der Steroidsulfokonjugation assoziiert sind, z. B. SULT1A1, 

SULT1E1, SULT2A1 sowie die zwei Isoformen des SULT2B1-Gens, SULT2B1a und SULT2B1b [Strott, 

2002]. SULT2B1a bevorzugt Pregnenolon als Substrat, wohingegen SULT2B1b Cholesterin vorzieht 

[Fuda et al., 2002]. Die Isoform SULT1E1 ist als Östrogen-Sulfotransferase bekannt, da sie die 

Sulfokonjugation von E1 und E2 mit hoher Effizienz bei physiologischen Konzentrationen katalysiert. 

Die Sulfokonjugation der Androgene wird hauptsächlich durch die Isoform SULT2A1 erreicht 

[Lindsay et al., 2008]. 

 

 

1.1.4.2. SULFATASE SYNTHESEWEG (SULFATASE PATHWAY) 

Da sulfokonjugierte Steroidhormone aufgrund ihrer Hydrophilie und Ladung nicht via Diffusion 

Zellmembranen überwinden können, werden sie durch spezifische Transportproteine über die 

Plasmamembran transportiert (siehe Abb. 2). Innerhalb der Zelle kann die SO4
2--Gruppe durch die 

mikrosomale Steroidsulfatase (StS) vom Molekül abgespalten werden und das auf diese Weise 

reaktivierte Steroidhormon kann wiederum an nukleäre Steroidrezeptoren binden. Dieser als 

sulfatase pathway beschriebene Prozess entspricht also einer Reaktivierung bzw. einem Recycling 

der im Kreislauf zirkulierenden, inaktiven sulfokonjugierten Steroidvorstufen zu biologisch 

wirksamen Steroidhormonen.  

Der sulfatase pathway ist unter anderem beim hormonabhängigen Mammakarzinom 

pathophysiologisch von Bedeutung [Labrie et al., 2003; McNamara und Sasano, 2015; Müller et al., 

2015; Ziegler et al., 2015]. Hormonabhängige Mammakarzinome proliferieren hormonabhängig und 

zeigen im Vergleich zu benachbartem, normalem Brustgewebe häufig erhöhte intratumorale 

Östrogenkonzentrationen [Chetrite et al., 2000]. Es gibt zwei Hauptwege für die Bildung von aktiven 

Östrogen im hormonabhängigen Mammakarzinom: Desulfatierung von sulfatierten Estron oder 

Estradiol über die StS und Androgen-Aromatisierung. Die StS-Aktivität kann jedoch im 

Brustkrebsgewebe 50-200 Mal höher sein als die Aromatase-Aktivität  [Pasqualini et al., 1996]. 

Außerdem wird StS-mRNA häufig in Brusttumoren nachgewiesen, während die Aromatase-Spiegel 

im Vergleich niedrig sind [Suzuki et al., 2009]. Dies legt die Vermutung nahe, dass StS der 

Hauptantrieb für die lokale Estron-Produktion bei hormonabhängigem Brustkrebs sein könnte 
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[Santner et al., 1984; Wood et al., 2011]. Für das hormonabhängige Mammakarzinom wurde 

darüber hinaus gezeigt, dass die Bildung von Estron mittels Reaktivierung aus dem konjugierten E1S 

deutlich größer ist als die Bildung von Estron via Neusynthese [Santner et al., 1984; Wood et al., 

2011].  

Auch im Hoden verschiedener Spezies scheinen der sulfatase pathway und die lokale Synthese von 

aktiven Steroidhormonen aus den inaktiven, sulfokonjugierten Vorstufen eine Rolle zu spielen. Die 

im Hoden produzierten Androgene wirken über den nukleären Androgenrezeptor primär in den 

Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen und den peritubulären Zellen [Walker, 2009]. Außerdem wurde gezeigt, 

dass im Hoden auch sulfokonjugierte Steroidhormone wie Pregnenolon-Sulfat (PregS), 

Dehydroepiandrosteron-Sulfat (DHEAS) und Testosteron-Sulfat (TS) synthetisiert werden können 

[Laatikainen et al., 1971; Ruokonen et al., 1972]. Darüber hinaus konnten Payne et al. zeigen, dass 

die Testosteronsynthese im Hoden auch durch Desulfatierung und Umwandlung von PregS, DHEAS 

und Androstendiol-3-Sulfat zustande kommt und dass die StS in diesem Fall als Schlüsselenzym 

fungiert [Payne et al., 1971; Payne et al., 1973; Payne und Jaffe, 1975; Ruokonen, 1978]. 
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Abb. 2: Intrakrine Steroidsynthese: Sulfatase Syntheseweg (sulfatase pathway) 

 

Steroidhormone werden über die Sulfotransferase (SULT) sulfokonjugiert und damit inaktiviert. Die sulfokonjugierten 

Steroidhormone können nicht via Diffusion in die Zellen gelangen, sondern werden z. B. über den sodium-dependent 

organic anion transporter (SOAT) im Cotransport mit Natrium (Na+) in die Zelle aufgenommen. Innerhalb der Zelle 

trennt die Steroidsulfatase (StS) die Sulfatgruppe (S) vom Molekül ab. Das auf diesem Weg reaktivierte 

Steroidhormon kann nun an den nukleären Steroidhormonrezeptor binden und biologische Prozesse anstoßen. 

 

 

 

 

1.1.4.3. STEROIDSULFATASE (STS) 

Die Sulfatase-Enzymfamilie katalysiert die Hydrolyse von Sulfatesterbindungen einer Vielzahl von 

Substraten. Die primären Hormonsubstrate der StS sind E1S, DHEAS, PregS und Cholesterin-Sulfat 

(CS). Aus diesem Grund stellt dieses Enzym einen der Hauptwege für die Regeneration biologisch 

aktiver Steroidhormone dar, sowohl in steroidalen als auch in nicht steroidalen Geweben [Rizner, 

2016]. 
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Die StS besitzt eine hydrophobe Domäne und ist ein membrangebundenes, mikrosomales Enzym, 

das vor allem im Lumen des Rauen Endoplasmatischen Retikulums (RER) lokalisiert ist, wo es 

Homodimere bildet [Suzuki et al., 2011]. StS kommt ubiquitär im menschlichen Gewebe vor, wobei 

die größte mRNA-Expression und Aktivität in der Plazenta auftritt [Warren und French, 1965]. 

Interessanterweise ändert sich die StS-Aktivität während der Pubertät, unterscheidet sich zwischen 

Männern und Frauen und ist bei präpubertären Frauen am höchsten [Cuevas-Covarrubias et al., 

1993]. Darüber hinaus ist StS häufig in verschiedenen tumorösen Geweben, wie z. B. in 

Brustkrebsgeweben erhöht [Santner et al., 1984; Utsumi et al., 2000]. Außerdem kann es durch 

einen Mangel an StS, die auch in der Haut exprimiert wird, zur Ausprägung der rezessiven X-

chromosomalen Ichthyose (RXLI) durch vermehrte Cholesterin-Sulfat Einlagerung im stratum 

corneum der Haut kommen [Hernandez-Martin et al., 1999]. Diese Krankheit stellt einen der 

häufigsten, angeborenen Stoffwechselfehler des Menschen dar [Alperin und Shapiro, 1997]. Ein 

Anstieg der StS Genexpression und der StS Aktivität kann dagegen zur Entstehung bzw. zur 

Proliferation von Brusttumoren führen [Utsumi et al., 2000; Al Sarakbi et al., 2006]. 

Beim Menschen wurde StS als ein vielversprechendes pharmakologisches Target für Östrogen- und 

Androgendeprivationstherapien bei hormonellen Erkrankungen identifiziert [Stanway et al., 2007].  

 

 

1.2. TRANSPORTER SULFOKONJUGIERTER STEROIDHORMONE 

1.2.1. AUFNAHMETRANSPORTER 

Es sind mehrere Transportproteine bekannt, welche die Aufnahme der hydrophilen und damit 

diffusionsunfähigen, konjugierten Steroidhormone in die Zelle ermöglichen [Burckhardt und 

Burckhardt, 2003; Hagenbuch und Meier, 2004; Geyer et al., 2006].  

Sulfatierte Steroidhormone sind chemisch gesehen organische Anionen. Transporter für organische 

Anionen können in zwei Gruppen eingeteilt werden: (I) Aufnahme-Transporter und (II) 

Effluxtransporter. Erstere gehören meist in die Familie der sog. Solute Carriers (SLC-Familie), letztere 

in die Familie der ATP-binding cassette (ABC) Transporter [Roth et al., 2012]. 

Zu den SLC-Transporter gehören folgende Transporter für organische Anionen: organic anion 

transporting polypeptides (OATPs, Genfamilie SLCO) sowie organic anion transporters (OATs, 
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Genfamilie SLC22). Typisch für diese Transporter ist der Transport von endogenen Substanzen wie 

konjugierten Steroiden oder Neurotransmittern sowie von Xenobiotika und Arzneistoffen [Obaidat 

et al., 2012]. Einzelne Mitglieder dieser beiden SLC-Familien werden im Wesentlichen in jedem 

Epithel des Körpers exprimiert [Roth et al., 2012]. OATPs transportieren dabei eher größere 

hydrophobe organische Anionen, zu denen auch die sulfokonjugierten Steroidhormone gehören, 

während die OATs eher für den Transport von kleinen hydrophilen organischen Anionen zuständig 

sind.  

 

 

1.2.1.1. ORGANIC ANION TRANSPORTING POLYPEPTIDES, OATPS 

In den letzten Jahren wurden mehrere Mitglieder der OATP-Familie unter anderem als Transporter 

für sulfokonjugierte Steroide identifiziert: Für OATP1A2 konnte der Transport von E1S nachgewiesen 

werden [Lee et al., 2005], für OATP1B1 der Transport von E1S [Hirano et al., 2004] und von DHEAS 

[Abe et al., 1999; Hsiang et al., 1999; Cui et al., 2001; Kullak-Ublick et al., 2001], für OATP1B3 der 

Transport von E1S [Kullak-Ublick et al., 2001; Nozawa et al., 2004b; Nozawa et al., 2005] sowie der 

Transport von DHEAS [König et al., 2000; Cui et al., 2001; Kullak-Ublick et al., 2001], für OATP2B1 

der Transport von E1S [Tamai et al., 2001; Pizzagalli et al., 2003; Nozawa et al., 2004a; Hirano et al., 

2006] und von PregS [Grube et al., 2006] sowie für OATP1C1, OATP3A1_v1, OATP4A1 und OATP4C1 

der Transport von E1S [Tamai et al., 2000; Pizzagalli et al., 2002;  Nozawa et al., 2004a Grube et al., 

2006; Hirano et al., 2006; Yamaguchi et al., 2010].  

Für alle OATPs/Oatps (OATP als Abkürzung für die humanen OAPTs, Oatp entsprechend für die 

tierischen Homologe) wird zurzeit ein Strukturmodell mit 12 TMDs angenommen [Hagenbuch und 

Meier, 2003]. Sie wirken als ATP- und Natrium-unabhängige Transportproteine [Jacquemin et al., 

1994; Kullak-Ublick et al., 1994; Noe et al., 1997; Walters et al., 2000] und können eine Vielzahl 

verschiedener, amphipathischer, organischer Verbindungen durch die Zellmembran schleusen. Zu 

ihren Substraten zählen Gallensalze, Steroidkonjugate, Schilddrüsenhormone, anionische 

Oligopeptide, sowie zahlreiche Pharmaka und Xenobiotika. 

Nach dem von Hagenbuch und Meier im Jahr 2004 eingeführten System teilen sich die OATPs in 

sechs Familien (mit einer Aminosäuresequenz-Identität von 40%) auf, die wiederum verschiedenen 
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Subfamilien (mit einer Aminosäuresequenz-Identität von 60%) enthalten. Die einzelnen Familien 

werden mit den Ziffern 1 bis 6 nummeriert, während Subfamilien mit Hilfe der Buchstaben A, B und 

C unterschieden werden. Die nach Zahl und Buchstabe im Namen folgende Nummerierung bezieht 

sich dann chronologisch auf den Zeitpunkt der Entdeckung des jeweiligen Proteins (z. B. OATP1B1 

des Menschen, Oatp1b2 der Ratte und OATP1B3 des Menschen), zumindest dann, wenn keine klare 

Orthologie vorliegt. Orthologe OATPs/Oatps werden dagegen bei Mensch und Tier mit dem gleichen 

Namen bezeichnet (z. B. OATP2B1/Oatp2b1). Die meisten OATPs/Oatps werden in mehreren 

verschiedenen Geweben (meist epithelialen Ursprungs) exprimiert, allerdings gibt es auch einige 

Vertreter, die nur in bestimmten Organen vorkommen. Ein Beispiel für einen ubiquitär auftretenden 

OATP ist OATP2A1, dessen mRNA sowohl in Gehirn, Kolon, Herz, Leber als auch in der Niere 

nachgewiesen werden konnte, sowie in Ovar, Lunge, Pankreas, Prostata, Skelettmuskel, Milz und 

Dünndarm [Schuster, 2002]. OATP1B3 hingegen wird exklusiv in der basolateralen Membran der 

Leber exprimiert [Abe et al., 1999; Hsiang et al., 1999; König et al., 2000; Obaidat et al., 2012]. In 

einzelnen Organen können allerdings auch verschiedene OATPs exprimiert werden. So konnten im 

Hoden z. B. OATP1A2 [Kullak-Ublick et al., 1995; Steckelbroeck et al., 2004], OATP1C1 [Pizzagalli et 

al., 2002] und OATP3A1 [Adachi et al., 2003; Huber et al., 2007] nachgewiesen werden. Letzterer 

kommt in zwei Spleißvarianten vor. Die erste, OATP3A1_v1, wurde besonders in Keimzellen 

nachgewiesen, während die andere, OATP3A1_v2, vorwiegend in Sertoli-Zellen gefunden wurde.  

OATPs/Oatps transportieren ihre Substrate ATP- und Natrium-unabhängig [Jacquemin et al., 1994; 

Kullak-Ublick et al., 1994; Noe et al., 1997; Walters et al., 2000]. Ihr genauer Transportmechanismus 

ist noch nicht endgültig aufgeklärt. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass der OATP/Oatp-vermittelte 

Transport pH-abhängig und elektroneutral ist [Satlin et al., 1997]. Außerdem wurde beschrieben, 

dass OATPs/Oatps als Anionenaustauscher fungieren können, indem sie die Aufnahme organischer 

Verbindungen an den Efflux von z. B. Bikarbonat, Glutathion- oder Glutathion-Konjugaten koppeln 

[Shi et al., 1995; Satlin et al., 1997; Li et al., 2000; Li et al., 1998]. Obwohl dies noch nicht für alle 

OATPs/Oatps gezeigt wurde, können OATPs/Oatps als bidirektionale Transportsysteme angesehen 

werden. Entsprechend wäre die Richtung des Transports vom lokalen Substratgradienten abhängig 

[Hagenbuch und Meier, 2004].  
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1.2.1.2. ORGANIC ANION TRANSPORTERS, OATS 

Gründungsmitglied der Familie der Transporter für organische Anionen (OATs) ist der OAT1, 

ehemals basolateraler p-Aminohippurat (PAH)- Transporter, welcher ursprünglich aus dem 

proximalen Nierentubulus der Ratte isoliert wurde [Reid et al., 1998; Sekine et al., 2000] . 

Mittlerweile sind zehn Mitglieder der OAT-Familie bekannt, welche mit Ziffern durchnummeriert 

werden (OAT1, OAT2, OAT3, etc.) [Roth et al., 2012]. Am besten untersucht sind bisher OAT1, OAT2, 

OAT3 und OAT4, sowie ein OAT der Flunder (frOat) [Sekine et al., 2000]. Auch für OATs wird ein 

Modell mit 12 TMDs angenommen und auch sie vermitteln, wie die OATPs, einen Natrium-

unabhängigen Transport. Ferner sind die OATs multispezifisch, was bedeutet, dass sie als Substrat 

sowohl endogene Anionen, wie z. B. zyklische Nukleotide, Prostaglandine, Harnsäure und 

Dicarboxylate, als auch verschiedene exogene Anionen, wie z. B. anionische Arzneistoffe, als 

Substrate erkennen. 

Einige Mitglieder der OAT-Familie wurden in Leber, Gehirn und Plazenta detektiert. Bevorzugter 

Expressionsort ist jedoch die Niere. Damit ermöglichen OATs einen renalen Sekretionsweg für 

organische Anionen. Außerdem sind sie an der Verteilung organischer Anionen im Organismus 

beteiligt [Sekine et al., 2000]. 

OAT1 wird überwiegend in der Niere und schwach im Gehirn exprimiert [Sekine et al., 1997]. Die 

funktionelle Charakterisierung von OAT1 wurde zunächst mit PAH als Substrat durchgeführt. Die 

Aufnahme von PAH ist Natrium-unabhängig und wird durch einen nach außen gerichteten 

Konzentrationsgradienten von α-Ketoglutarat oder Glutarat erhöht [Köpsell, 2013]. OAT1 ist ein 

Anion/Dicarboxylat-Austauscher, zu dessen Substraten Tetracyclin, Acyclovir [Uwai et al., 2007], 

Cimetidin, Ranitidin, Furosemid, Ibuprofen und sulfokonjugierte Flavonoidkonjugate gehören 

[Rizwan und Burckhardt, 2007; Wong et al., 2011; Köpsell, 2013]. OAT2 (früher novel liver 

transporter, NLT) wird vorwiegend in den sinusoidalen Membranen der Leber und nur schwach in 

der Niere exprimiert [Simonson et al., 1994]. Expression, Geschlechtsabhängigkeit und 

Expressionsort von OAT2 sind allerdings speziesabhängig [Köpsell, 2013]. Der humane OAT2 

vermittelt den zellulären Efflux von Glutamat und transportiert darüber hinaus eine Vielzahl von 

Substanzen, wie z. B. Glutarat [Kobayashi et al., 2005], Harnsäure [Sato et al., 2010], Purin und 

Pyrimidin Nukleobasen, cAMP, Prostaglandine, E1S, sowie DHEAS und α-Ketoglutarat [Rizwan und 

Burckhardt, 2007; Srimaroeng et al., 2008]. OAT3 wird sowohl in der Leber, als auch in Niere und 
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Gehirn, sowie schwach im Auge exprimiert [Kusuhara et al., 1999], während OAT4 in Plazenta und 

Niere auftritt [Cha et al., 2000]. In diesen beiden Lokalisationen vermittelt OAT4 hochaffin den 

Transport von E1S, DHEAS und Ochratoxin A. Im Vergleich zu den anderen OAT-Isoformen scheint 

das Substratspektrum von OAT4 relativ beschränkt zu sein [Sekine et al., 2000].  Über menschliches 

OAT5 ist wenig bekannt, seine Expression konnte allerdings in der Leber gezeigt werden [Sun et al., 

2001; Roth et al., 2012]. Sun et al. fanden heraus, dass der Oat5 der Ratte nur etwa 55% 

Sequenzidentität im Vergleich mit dem menschlichen OAT5 aufweist. Aus diesem Grund wurde das 

Homolog der Ratte als SLC22A19 bezeichnet, wobei die menschliche Form den systematischen 

Namen SLC22A10 behielt [Emami Riedmaier et al., 2012]. OAT6 bzw. SLC22A20 wurde bisher nur 

aus der Maus kloniert und charakterisiert [Monte et al., 2004; Schnabolk et al., 2006; Köpsell, 2013].  

Der Oat6 der Maus ist ein Anion/Dicarboxylat-Austauscher, dessen Expression in der 

Riechschleimhaut nachgewiesen werden konnte und der damit eine Rolle bei der 

Geruchswahrnehmung spielen könnte [Köpsell, 2013]. OAT7 wird ausschließlich in der adulten und 

fetalen Leber, in der basolateralen Membran der Hepatozyten, exprimiert [Shin et al., 2007; Roth et 

al., 2012]. OAT7 vermittelt die Aufnahme von E1S, DHEAS und Butyrat [Shin et al., 2007]. Im 

Vergleich mit den anderen humanen OAT-Subtypen weist OAT7 eine spezifischere 

Substratselektivität einschließlich der Sulfat-Konjugate auf [Köpsell, 2013]. Tatsächlich zeigt OAT7 

nur etwa 5 bis 46% Sequenzidentität verglichen mit den Sequenzen von OAT1-4 [Emami Riedmaier 

et al., 2012]. Der humane OAT10 weist die höchste Expression in der Niere auf, gefolgt von Gehirn, 

Herz, Dünndarm und Kolon [Nishiwaki et al., 1998; Bahn et al., 2008]. Der Oat10 der Ratte wurde in 

der Bürstensaummembran der proximalen Nierentubuli lokalisiert [Köpsell, 2013]. OAT10 wurde 

1998 aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit als OCT identifiziert und anfänglich als organic cation 

transporter like-3 (ORCTL3) bezeichnet [Nishiwaki et al., 1998; AbuAli und Grimm, 2014]. Bahn et al. 

fanden allerdings statt der erwarteten organischen Kationen eine Aufnahme von organischen 

Anionen. Basierend auf Substratstudien und Proteinsequenz-Alignments aller bekannten OCTs und 

OATs, wurde hORCTL3 schließlich als OAT klassifiziert und in OAT10 umbenannt [Bahn et al., 2008; 

Emami Riedmaier et al., 2012]. Zu seinen Substraten gehören Nicotinat, Lactat, Harnsäure, Succinat 

und Glutathion, sowie Cyclosporin A und Pyrazinoat [Köpsell, 2013]. 

Die Subtypen OAT8 und OAT9 wurden bislang noch nicht charakterisiert.  

 

 



  Einleitung 

 

 
14 

1.2.2. EFFLUXTRANSPORTER 

1.2.2.1. MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEINS, MRPS 

Neben den OATPs und OATs, welche wie beschrieben die Aufnahmen von Substanzen in die Zelle 

vermitteln, gibt es auch Transporter, die für den Efflux, also das Herausschleusen von Substanzen 

aus der Zelle verantwortlich sind. Im Falle der sulfokonjugierten Steroidhormone sind hier 

besonders die multidrug resistance-associated proteins (MRPs) zu nennen.  

MRPs gehören zur Familie der ATP-binding cassette (ABC) Transporter und können Moleküle über 

die Plasmamembran sowie über die Membranen intrazellulärer Vesikel transportieren. Die 

Transportaktivität der ABC-Transporter wird energetisch durch die Bindung und Hydrolyse von ATP 

angetrieben, was die notwendigen Protein-Konformationsänderungen und damit die Translokation 

der Substrate ermöglicht [Cole, 2014]. 

MRPs fungieren als multispezifische Transporter. Zu ihren Substraten gehören unterschiedliche 

Glutathionkonjugate, Gallensalze, Glucuronsäure- und Sulfat-Konjugate sowie weitere organische 

Anionen [Deeley und Cole, 1997; Sodani et al., 2012]. Damit spielen MRPs auch für den Transport 

von sulfokonjugierten Steroidhormonen eine Rolle.  

Hartmann et al. konnten die Expression verschiedener MRPs in Sertoli-Zellen des Hodens 

nachweisen. Damit könnten sulfokonjugierte Steroide an der sonst undurchlässigen Blut-Hoden-

Schranke vorbei, durch Sertoli-Zellen in Richtung Keimzellen transportiert werden [Hartmann et al., 

2016].  

 

 

1.3. DER HODEN ALS STEROIDHORMON-SYNTHETISIERENDES ORGAN 

Der Hoden ist das wichtigste Steroidhormon-bildende Organ des männlichen Körpers. Die 

Bezeichnung „testis“ für diesen Körperteil entwickelte sich aus einem altertümlichen, römischen 

Ritual, in dem sich Männer beim Schwören eine Hand auf das Genital legten. „Testis“ bedeutet 

übersetzt „Zeuge“ und so wurde das männliche Privileg vor Gericht sprechen zu dürfen der 

Namensgeber für dieses exklusiv männliche Organ in den Anatomie-Büchern des Altertums 
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[Silverthorn, 2009].  Dass „Zeuge“ etymologisch nicht allzu weit entfernt von „zeugen“ zu sein 

scheint, mag Zufall sein.  

Der Hoden liegt bei den meisten Tieren, sowie beim Mensch, außerhalb des Körpers und ist ein 

paariges, meist eiförmiges Organ mit einer festen, fibrinösen, äußeren Kapsel. Innerhalb der Kapsel 

befindet sich eine Vielzahl von Kompartimenten-bildenden Samenkanälchen. Zwischen den 

Kanälchen liegt interstitielles Gewebe, welches die Blutgefäße und die Leydig-Zellen umschließt. Die 

Samenkanälchen vereinigen sich zum Epididymis, dem Nebenhoden, der außerhalb der 

Hodenkapsel einen Strang bildet. Die Übergangsstelle bildet der Nebenhodenkopf, an den sich der 

Nebenhodenkörper anschließt, der in den Nebenhodenschwanz und schließlich in den ductus 

deferens übergeht. Der ductus deferens verläuft in Richtung Abdomen und mündet letztendlich in 

die Urethra [Silverthorn, 2009].  

 

 

1.3.1. DER HODEN ALS ENDOKRINES ORGAN, LEYDIG-ZELLEN 

Der Steroidhormon-produzierende Teil des Hodens, und somit sein endokriner Part, besteht vor 

allem aus den im Interstitium gelegenen Leydig-Zellen. Ihre Aktivität und somit die Androgen-

Produktion beginnt bereits im Fetus-Alter, wenn sich die männlichen Geschlechtsmerkmale 

ausbilden. Innerhalb dieser Aktivitätsphase wird auch von „fetalen Leydig-Zellen“ gesprochen. 

Nachdem die Maskulinisierung des Körpers abgeschlossen ist, treten die Leydig-Zellen in einen 

Aktivitäts-Stopp, welcher erst wieder mit dem Eintritt in die Pubertät aufgehoben wird [Silverthorn, 

2009].  Ab diesem Zeitpunkt spricht man auch von „adulten Leydig-Zellen“. Histologisch stellen diese 

sich als große Zellen mit einem dezentralen, ovoid bis runden Kern dar. In ihrem Zytoplasma sind 

nur wenige Lipidtröpfchen erkennbar, was mit der Steroidbiosynthese in Verbindung gebracht wird. 

Außerdem besitzen Leydig-Zellen während ihrer Aktivitätsphase ein deutlich erkennbares ER, sowie 

zahlreiche Mitochondrien [Prince, 1984].  

Die Spermatogenese wird maßgeblich durch die hormonelle Kontrolle über die Hypothalamus-

Hypophysen-Achse gesteuert. Der Hypothalamus schüttet das Gonadoliberin (gonadotropin-

releasing hormone, GnRH) aus, welches die Freisetzung des follikelstimulierenden Hormons (follicle 
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stimulating hormone, FSH) und des luteinisierenden Hormons (luteinizing hormone, LH) aus dem 

Hypophysenvorderlappen (HVL) bedingt. Die GnRH- Ausschüttung erfolgt dabei regelmäßig und 

pulsatil im Abstand von ca. 90 Minuten und beeinflusst die LH-Freisetzung in gleicher Weise. Die 

FSH-Freisetzung wird zusätzlich durch Inhibin und Aktivin beeinflusst und folgt deswegen nicht 

diesem regelmäßigen Schema. Die männlichen Keimzellen besitzen im Gegensatz zu den weiblichen 

Keimzellen keine Rezeptoren für FSH und so stimuliert FSH im männlichen Organismus die 

Spermatogenese indirekt durch eine Bindung an Sertoli-Zellen [Silverthorn, 2009]. Diese wirken 

durch die Synthese parakriner Moleküle aktivierend auf die Mitose der Spermatogonien. Außerdem 

wirkt FSH sowohl anregend auf die Synthese des Androgen-bindenden Proteins (androgen binding 

protein, ABP), als auch auf die Synthese von Inhibin [Silverthorn, 2009].   

Die Leydig-Zellen spielen vielleicht die wichtigste Rolle für die endokrine Kontrolle der 

Spermatogenese. Durch die Anregung der Leydig-Zellen mit LH wird ihre Testosteron-Produktion 

stimuliert. Testosteron hemmt wiederum die Ausschüttung von LH im HVL, sowie die Synthese von 

GnRH im Hypothalamus. Die Anregung der LH-Rezeptoren an der äußeren Zellmembran bewirkt 

eine Aktivierung der Adenylatcyclase und damit einen Anstieg des intrazellulären cAMP [Saez, 

1994]. Dieser Mechanismus ruft eine Rekrutierung von Cholesterin hervor, aus welchem dann in 

den Mitochondrien Pregnenolon gebildet wird [Miller, 2007]. Pregnenolon wird im ER dann weiter 

zu Testosteron umgebaut. Die Spermatozyten besitzen zwar keine Rezeptoren für Androgene wie 

Testosteron, exprimieren allerdings Rezeptoren für ABP. Die Sertoli-Zellen hingegen besitzen 

Androgen-Rezeptoren und sezernieren ABP. Deswegen wird davon ausgegangen, dass die Wirkung 

des Testosterons auch indirekt über die Sertoli-Zellen vermittelt wird [Silverthorn, 2009].   

 

 

1.3.2. DER HODEN ALS EXOKRINES ORGAN, SERTOLI-ZELLEN UND SAMENKANÄLCHEN  

Die Samenkanälchen, oder auch tubuli seminiferi convoluti, bilden in ihrer Summe den exokrinen 

Teil des Hodens. Sie beinhalten jeweils zwei verschiedene Arten von Zellen, die Keimzellen in 

unterschiedlichen Stadien der Entwicklung, und die Sertoli-Zellen. Die Sertoli-Zellen gestalten das 

Gerüst der Samenkanälchen, indem sie radspeichenartig in das Lumen hineinragen und Ausläufer in 

lateraler und apikaler Richtung ausbilden. Zwischen den Sertoli-Zellen und ihren Ausläufern findet 
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die Spermatogenese statt. Hier entwickeln sich die Spermatogonien vom Spermatogonium bis zum 

Spermatozoon (Spermium). Die Sertoli-Zellen nehmen dabei direkten Einfluss auf die Keimzellen 

und regulieren ihre Entwicklung. So durchlaufen die Sertoli-Zellen, abhängig vom Zyklus des 

Keimepithels, morphologische und funktionelle Veränderungen und wirken außerdem über 

Rezeptoren für FSH, die auf oder innerhalb der Zelle lokalisiert sind, auf die Entwicklung der 

Keimzellen ein [Heckert und Griswold, 1993; Ye et al., 1993]. Darüber hinaus sind sie für die 

Versorgung und Regulierung der Spermienentwicklung zuständig, indem sie Proteine wie Inhibin 

und Aktivin, sowie Wachstumsfaktoren, Enzyme und ABP sezernieren. ABP bindet im Lumen des 

Samenkanälchens an Testosteron, wodurch dieses besser löslich wird. Durch die Proteinbindung des 

Testosterons wird auch eine Anreicherung im Lumen ermöglicht [Silverthorn, 2009].  Da Sertoli-

Zellen im adulten Organismus nicht mehr mitotisch aktiv sind, bestimmt ihre Anzahl die Größe und 

die Produktionsleistung des Hodens [Clermont und Perey, 1957; Orth et al., 1988]. Die 

Spermatogenese findet von außen nach innen statt, sodass der Reifegrad der Spermatogonien 

entsprechend von außen nach innen hin zunimmt, bis die reifen Spermatozoen in das Lumen des 

Samenkanälchens entlassen werden und von dort ihren Weg durch den Nebenhoden beginnen. Um 

die tubuli seminiferi herum befindet sich eine Basallamina, die als Barriere dient und das jeweilige 

Kanälchen vor größeren Molekülen aus der interstitiellen Flüssigkeit abschirmt. In dieser Funktion 

trägt die Basallamina auch zur Bildung der sogenannten Blut-Hoden-Schranke (BHS) bei [Bergmann 

et al., 1989]. Die BHS unterteilt das Keimepithel in ein basales und ein adluminales Kompartiment. 

Hauptbestandteil dieser Blut-Hoden-Schranke bilden allerdings die Sertoli-Zellen, die durch tight 

junctions miteinander verbunden sind und so einen umfangreichen Schutz der Samenkanälchen 

gegen äußere Einflüsse gewährleisten. Neben ihrer Ammenfunktion und der Bildung der Blut-

Hoden-Schranke, sind die Sertoli-Zellen während der Embryonalentwicklung durch die Sekretion des 

Anti-Müller-Hormons (AMH) an der Rückbildung der Müller-Gänge beteiligt.  

Die Struktur der BHS wurde durch Bergmann et al. untersucht und im Menschen beschrieben 

[Bergmann et al., 1989]. Sie fungiert als Schutzschild der Keimzellen vor exogenen und endogenen 

Einflüssen aus der interstitiellen Flüssigkeit. In den letzten Jahren gab es mehr und mehr Interesse 

an Transportern, die Substanzen unter Umgehung der BHS in den Hoden hinein oder aus dem Hoden 

hinaus schleusen können. Eine solche Passage, welche durch die Sertoli-Zellen hindurch verlaufen 

muss, könnte z. B. durch MRP1, MRP4 oder das breast cancer resistance protein (BCRP) vermittelt 

werden [Robillard et al., 2012; Fietz et al., 2013].  
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1.3.2.1 SPERMATOGENESE UND KEIMZELLEN 

Die Spermatogenese findet innerhalb der testikulären Samenkanälchen statt, die aus der 

peritubulären Lamina propria und dem Samenepithel bestehen. Letzteres besteht aus den 

Keimzellen und den somatischen Sertoli-Zellen. Die Urkeimzellen der Spermatogenese sind die 

Spermatogonien. Die spermatogenen Zellen werden von den Sertoli-Zellen und ihren Ausläufern 

eingefasst und machen im Zuge ihrer Entwicklung eine umfangreiche Vermehrung und 

Transformation durch: Zunächst durchlaufen sie mehrere mitotische Teilungen, was zu einer 

Anhäufung von Spermatogonien in der Nähe des basalen Endes der Sertoli-Zellen führt. Einige dieser 

neugebildeten Spermatogonien verbleiben an ihrer Position um in Zukunft weitere Spermatogonien 

zu bilden, während sich andere im ersten Schritt der Spermatogenese auf meiotischem Weg zu 

primären Spermatozyten entwickeln [Silverthorn, 2009].  Im weiteren Verlauf gehen aus diesen 

meiotisch erst die sekundären Spermatozyten und dann die haploiden Spermatiden hervor 

[Weyrauch et al., 2009].  Letztere vollführen in der Endphase der Spermatogenese eine 

Transformation zu Spermien. In dieser Phase findet auch die Golgi-, Kappen-, Akrosomen- und 

Reifungsphase statt, nach deren Durchlaufen die Spermien in das Lumen der Samenkanälchen 

entlassen werden. Erst während der Passage des intratestikulären, spermienableitenden Systems 

und des Nebenhodens erlangen die Spermien ihre Eigenmotilität und ihre Befruchtungsfähigkeit 

[Weyrauch et al., 2009].  

 

 

1.3.2.2. STADIEN DER SPERMATOGENESE 

Wie in Punkt 3.2. bereits beschrieben durchlaufen die Keimzellen im Zuge ihrer Entwicklung 

verschiedene Stadien. Diese Stadien werden in sechs verschiedene Phasen unterteilt [Heller und 

Clermont, 1963; Clermont, 1966]. Die Spermatogenese umfasst dabei die Proliferation der 

Spermatogonien, die Meiose der Spermatozyten und die Differenzierung von Spermatiden zu 

Spermatozoen. Diese sogenannten "Stadien der Spermatogenese" treten sequenziell entlang der 

Länge eines Samenkanälchens auf, wobei sich die Keimzellen mit zunehmender Ausreifung in 

Richtung des Lumens schieben [Bergmann, 2005]. Histologisch können die einzelnen Stadien wie 

folgt voneinander differenziert werden: 
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Stadium I: 

 Zwei verschiedene Generationen von Spermatiden treten auf 

 Runde und elongierte Spermatiden liegen scheinbar ungeordnet zusammen 

 Auftreten von primären Spermatozyten im Pachytänstadium 

 Vorkommen von Typ A und Typ B Spermatogonien 

(Sowohl Typ A als auch Typ B sind mitotisch aktiv. Unterschieden werden Typ A 

Spermatogonien, die den Stammzellpool bilden und Typ B Spermatogonien, die zur 

Weiterentwicklung in die Meiose eintreten) 

 

Stadium II: 

 Einige Spermien sind kurz vor der Reifung 

 Die Residualkörperchen-Abschnürung kann bei den Spermatiden beobachtet werden, 

sowie eine Vollendung der Spermiation 

 Es treten pachytäne Spermatozyten auf 

 Weiterhin Vorkommen von Typ A und Typ B Spermatogonien 

 Entlassung der Spermien in das Lumen des Samenkanälchens 

 

 

Stadium III: 

 Nur noch eine Spermatidengeneration erkennbar 

 Auftreten von pachytänen und präleptotenen Spermatozyten 

 Vorkommen von Typ A Spermatogonien 

 

Stadium IV: 

 Beginn der Elongation runder Spermatiden 

 Auftreten von präleptotenen und leptotenen Spermatozyten 

 Vorkommen von Typ A Spermatogonien 
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Stadium V: 

 Elongation der runden Spermatiden 

 Auftreten von präleptotenen und leptotenen Spermatozyten 

 Vorkommen von Typ A Spermatogonien 

 Eintritt der Spermatozyten in die 1. Meiotische Reifeteilung 

 

Stadium VI: 

 Auftreten von sekundären Spermatozyten mit Übergang in die 2. Meiotische Reifeteilung 

 Vorkommen runder Spermatiden 

 

 

1.3.3. STÖRUNGEN DER SPERMATOGENESE 

Die Störungen der hormonellen und genetischen Kontrollmechanismen der Spermatogenese, 

unabhängig von ihrer Ätiologie, können zu einer inkonsistenten Spermienproduktion, zur Bildung 

fehlerhafter oder nicht funktioneller Spermien und in schweren Fällen zu Azoospermie und 

Unfruchtbarkeit führen. 

Man unterscheidet Störungen der hormonellen Regulationsmechanismen, Störungen der 

genetischen Regulationsmechanismen, Störungen der sequenziellen Expression von Kernproteinen 

in haploiden Spermatiden, Störungen der transkriptionellen Regulationsmechanismen und 

Störungen der translationalen Regulationsmechanismen [Steger, 2001].  

Störungen der Spermatogenese können also verschiedene Ursachen haben, die auf jeder Ebene der 

Spermienentwicklung zu finden sind. Nur wenige führen dabei zu Unfruchtbarkeit.  

Man spricht allgemein von einer Hypospermatogenese (hyp), wenn die Spermatogenese zwar 

qualitativ intakt ist, aber quantitativ reduziert ist. In diesem Fall werden noch intakte Spermien 

gebildet, weshalb es bei dieser Störung in der Regel nicht zur Ausbildung einer Infertilität kommt.  
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Die Spermatogenese kann allerdings auch auf verschiedenen Stufen sistieren. In diesem Fall spricht 

man von einem Arrest der Entwicklung. Dieser wird, je nach der Stufe des Entwicklungsstopps, 

benannt in Spermatidenarrest (sda), Spermatozytenarrest (sza) oder Spermatogonienarrest (sga).  

Wenn sich in den Samenkanälchen neben den Sertoli-Zellen keinerlei Entwicklungsstadien der 

Spermatogonien befinden, spricht man von einer Germinalzellaplasie, oder dem sertoli cell only 

syndrome (SCO). Dies wird noch gesteigert durch den sogenannten „Tubulusschatten“. In diesem 

Fall fehlen im Samenkanälchen sowohl jegliche Entwicklungsstadien der Spermatogonien, als auch 

die Sertoli-Zellen.  

Bei zytologischen Untersuchungen der Samenflüssigkeit wird besonders häufig das OAT-Syndrom 

(Oligoasthenoteratozoospermie) diagnostiziert [Cooper et al. 2010]. In diesem Fall scheint der 

Serum-FSH-Spiegel eine Rolle zu spielen. Er korreliert negativ mit der Spermienzahl und positiv mit 

dem Schweregrad eines SCO [Bergmann et al., 1994; Martin-du-Pan und Bischof, 1995; Yaman et 

al., 1999; Steger, 2001]. Die OAT ist gekennzeichnet durch das Bild der „bunten Atrophie“, was 

bedeutet, dass in benachbarten Samenkanälchen gleichzeitig sowohl eine qualitativ normale 

Spermatogenese, ein Entwicklungsarrest auf verschiedenen Stufen, als auch das SCO auftreten 

können [Sigg, 1979; Steger, 2001].   

Die Ausbildung einer generellen Unfruchtbarkeit setzt voraus, dass schwerwiegende Störungen in 

bestimmten, kritischen Phasen der Entwicklung auftreten. Diese kritischen Phasen umfassen vor 

allem die Differenzierung von Spermatogonien zu Spermatozyten, die Meiose innerhalb der 

Spermatozyten und die Metamorphose während der Spermiogenese [Toshimori et al., 2004]. Tritt 

beispielsweise eine Mutation in Form eines Polymorphismus in der Sequenz eines Gens auf, welches 

eine dieser Phasen substanziell beeinflusst, kann es von verschiedenen, milden Störungen der 

Spermatogenese bis hin zur Ausbildung einer manifestierten Infertilität kommen. 

 

 

1.4. SODIUM-DEPENDENT ORGANIC ANION TRANSPORTER, SOAT/SOAT 

Neben der de novo Steroidhormonsynthese in den Reproduktionsorganen bietet der Weg über die 

StS eine alternative Möglichkeit, biologisch aktive Steroidhormone in peripheren Organen zu bilden 

[Pasqualini et al., 1989; Labrie et al., 2003; Luu-The, 2013]. Um dies zu ermöglichen werden jedoch 

Aufnahmetransporter benötigt, welche Steroidsulfate aus der Blutzirkulation in eine Zielzelle 
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aufnehmen können. Darüber hinaus kann ein Zusammenspiel von Aufnahme- und 

Effluxtransportern für Steroidsulfate die Überwindung von Blut-Gewebe-Schranken wie der BHS 

ermöglichen [Hartmann et al., 2016].  

Neben den bereits bekannten Aufnahmetransportern für sulfokonjugierte Steroidhormone wurde 

im Jahr 2004 der sodium-dependent organic anion transporter SOAT/Soat identifiziert [Geyer et al., 

2004]. SOAT/Soat hebt sich dabei durch seine hohe Substratspezifität für Steroid-Sulfate von den 

anderen bereits beschriebenen Transportern ab. Während OATPs, OATs und MRPs multispezifisch 

eine Vielzahl von unterschiedlichen Substraten erkennen und transportieren, scheint SOAT/Soat auf 

den Transport sulfokonjugierter Steroidhormone spezialisiert zu sein. Eine weitere Besonderheit 

von SOAT/Soat ist die strikte Natrium-Abhängigkeit des Transportes. Interessant werden diese 

Charakteristika allerdings erst, wenn man sich das Expressionsprofil von SOAT/Soat ansieht: Im 

Menschen wird SOAT prädominant im Hoden exprimiert und wurde unter anderem auch in Haut, 

Pankreas und Brustdrüse nachgewiesen. In der Maus zeigt Soat die höchste Expression in Lunge, 

Haut und Hoden. In beiden Spezies wurde das Protein mittels Immunhistochemie (IHC) vor allem in 

Spermatozyten und Spermatiden detektiert, was vermuten lässt, dass SOAT/Soat im Hoden von 

Mensch und Maus ähnliche Funktionen wahrnimmt [Geyer et al., 2007; Fietz et al., 2013; Grosser et 

al., 2013]. Darüber hinaus konnten Fietz et al. eine verminderte Expression von SOAT bei 

verschiedenen Störungen der Spermatogenese nachweisen [Fietz et al., 2013].  

Durch das auffällige Expressionsprofil von SOAT/Soat sowie seine hohe Spezifität für 

sulfokonjugierte Steroidhormone könnte dieser Transporter eine besondere Rolle für die lokale 

Versorgung mit Steroiden im Hoden und somit für die männliche Fruchtbarkeit spielen.  

Basierend auf dieser Hypothese sollte in der vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen 

SOAT-vermitteltem Transport sulfokonjugierter Steroide und einer Störung der Spermatogenese 

untersucht werden. Hierfür wurden zwei Situationen betrachtet, in denen von einem defizienten 

SOAT-Transport ausgegangen werden muss. Hierbei handelte es sich zum einen um 

funktionsbeeinträchtigende, natürlich vorkommende genetische Varianten beim Menschen und 

zum anderen um eine gezielte Mutation des Slc10a6-Gens in einer Slc10a6-Knockout-Maus. In 

beiden Situationen sollte untersucht werden, ob der Funktionsverlust von SOAT/Soat zu einer 

Störung der Spermatogenese und einer möglichen anschließenden Unfruchtbarkeit führt. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in der folgenden Diskussion vorgestellt und diskutiert.   
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2. ÜBERSICHT DER PUBLIKATIONEN MIT DARSTELLUNG DES EIGENANTEILS 

Der vorliegenden Dissertationsschrift liegen die folgenden drei Publikationen zu Grunde (Volltext 

siehe Anhang).  

 

 

2.1. PUBLIKATION #1 

Grosser, G., Bennien, J., Sánchez-Guijo, A., Bakhaus, K., Döring, B., Hartmann, M., Wudy, 

S.A., Geyer, J. (2018):  

„Transport of steroid 3-sulfates and steroid 17-sulfates by the sodium-dependent organic 

anion transporter SOAT (SLC10A6)“ 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 179 (2018) 20-25 

doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.09.013 

(Authors in bold equally contributed)  

 

Abstract: 

The sodium-dependent organic anion transporter SOAT/Soat shows highly specific transport activity 

for sulfated steroids. SOAT substrates identified so far include dehydroepiandrosterone sulfate, 

16α-hydroxydehydroepiandrosterone sulfate, estrone-3-sulfate, pregnenolone sulfate, 17β-

estradiol-3-sulfate, and androstenediol sulfate. Apart from these compounds, many other sulfated 

steroids occur in mammals. Therefore, we aimed to expand the substrate spectrum of SOAT and 

analyzed the SOAT-mediated transport of eight different sulfated steroids by combining in vitro 

transport experiments in SOAT-transfected HEK293 cells with LC–MS/MS analytics of cell lysates. In 

addition, we aimed to better understand the structural requirements for SOAT substrates and so 

selected structural pairs varying only at specific positions: 3α/3β-sulfate, 17α/17β- sulfate, mono-

sulfate/di-sulfate, and 17α-hydroxylation. We found significant and sodium-dependent SOAT 

mediated transport of 17α-hydroxypregnenolone sulfate, 17β-estradiol-17-sulfate, androsterone 

sulfate, epiandrosterone sulfate, testosterone sulfate, epitestosterone sulfate, and 5α-

dihydrotestosterone sulfate. However, 17β-estradiol-3,17-disulfate was not transported by SOAT. 

In conclusion: SOAT substrates from the group of sulfated steroids are characterized by a planar and 

lipophilic steroid backbone in trans-trans-trans conformation of the rings and a negatively charged 

mono-sulfate group at positions 3′ or 17′ with flexibility for α- or β- orientation. Furthermore, 5α-

reduction, 16α-hydroxylation, and 17α-hydroxylation are acceptable for SOAT substrate 

recognition, whereas addition of a second negatively charged sulfate group seems to abolish 

substrate binding to SOAT, and so 17β-estradiol-3,17-disulfate is not transported by SOAT.  
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2.1.1 EIGENANTEIL PUBLIKATION #1 

Publication 1:  

 

Grosser, G., Bennien, J., Sánchez-Guijo, A., Bakhaus, K., Döring, B., Hartmann, M., Wudy, S.A., Geyer, J. 

(2017):  

„Transport of steroid 3-sulfates and steroid 17-sulfates by the sodium-dependent organic anion transporter 

SOAT (SLC10A6)“ 

 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, in press, corrected proof.  

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.09.013 

 

Authors in bold equally contributed.  

 

In this publication, I was involved in study design and selection of the analytes. Furthermore, the transport 

studies were performed by me, including cell culture, substance preparation, handling of the samples, 

conducting the experiment and protein measurement. The following LC/MS-MS analysis took place in the 

laboratory of Prof. Wudy. Dr. Sánchez-Guijo subsequently provided me the raw data, which I processed 

statistically and graphically. Moreover, I was involved in the composition of the manuscript, particularly in 

the material and methods part, the results part, and the discussion.   

 

I hereby confirm that I fully agree with the presentation of the contribution of Josefine Bennien to the 

publication given above: 

Prof. Dr. Joachim Geyer 
 
 

Prof. Dr. Stefan A. Wudy  

Dr. Gary Grosser 
 

Dr. Alberto Sánchez-Guijo  

Dr. Katharina Bakhaus  

Dr. Barbara Döring  

Dr. Michaela Hartmann  
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Publication 1 (Fortsetzung):  

 

Grosser, G., Bennien, J., Sánchez-Guijo, A., Bakhaus, K., Döring, B., Hartmann, M., Wudy, S.A., Geyer, J. 

(2017):  

„Transport of steroid 3-sulfates and steroid 17-sulfates by the sodium-dependent organic anion transporter 

SOAT (SLC10A6)“ 

 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, in press, corrected proof.  

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.09.013 

 

Authors in bold equally contributed.  

 

In this publication, I was involved in study design and selection of the analytes. Furthermore, the transport 

studies were performed by me, including cell culture, substance preparation, handling of the samples, 

conducting the experiment and protein measurement. The following LC/MS-MS analysis took place in the 

laboratory of Prof. Wudy. Dr. Sánchez-Guijo subsequently provided me the raw data, which I processed 

statistically and graphically. Moreover, I was involved in the composition of the manuscript, particularly in 

the material and methods part, the results part, and the discussion.   

 

I hereby confirm that I fully agree with the presentation of the contribution of Josefine Bennien to the 

publication given above: 

Prof. Dr. Joachim Geyer 
 
 

Prof. Dr. Stefan A. Wudy  

Dr. Gary Grosser 
 

Dr. Alberto Sánchez-Guijo  

Dr. Katharina Bakhaus 
 

Dr. Barbara Döring 
 

Dr. Michaela Hartmann  
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2.2. PUBLIKATION #2 

Bennien, J., Fischer, T., Geyer, J. (2018):  

„Rare genetic variants in the sodium-dependent organic anion transporter SOAT (SLC10A6): 

Effects on transport function and membrane expression“ 

 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 179 (2018) 26-35 

doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.09.004 

 

Abstract:  

Sulfo-conjugated steroid hormones, such as dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), 

pregnenolone sulfate or estrone-3-sulfate are abundant in the body, but are biologically inactive at 

classical androgen and estrogen steroid receptors. However, after carrier-mediated import and de-

conjugation by the steroid sulfatase, these compounds participate in the overall steroid regulation 

of reproductive organs. The sodium-dependent organic anion transporter SOAT, coded by the 

SLC10A6 gene, is specific for the transport of steroid sulfates and is highly expressed in testicular 

germ cells, including pachytene spermatocytes, secondary spermatocytes, and round spermatids. 

Therefore, SOAT is supposed to be involved in the regulation of spermatogenesis and male fertility. 

In the present study, the SLC10A6 gene was analyzed for rare genetic variants, which might affect 

transport function or membrane expression of SOAT. Among the 31 SOAT variants analyzed, L44P, 

Q75R, P107L, G109S, S112F, N113K, S133F, G241D, G263E, G294R, and Y308N showed no transport 

activity for DHEAS at all. In the case of P107L, G241D, G263E, and Y308N, this was most likely due 

to significantly reduced expression in the plasma membrane. Other variants are located directly at 

(Q75R, S112F, N113K) or close to (G109S, S133F, and G263E) the supposed SOAT Na+ binding sites 

and thus could disable the sodium-coupled transport cycle. If these loss-of-function SOAT variants 

are more frequent in men with impaired spermatogenesis or infertility needs further investigation. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Übersicht der Publikationen mit Darstellung des Eigenanteils 

 
 

 
27 

2.2.1 EIGENANTEIL PUBLIKATION #2 

Publication 2: 

 

Bennien, J., Fischer, T., Geyer, J. (2017):  

„Rare genetic variants in the sodium-dependent organic anion transporter SOAT (SLC10A6): Effects on 

transport function and membrane expression“ 

 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, in press, corrected proof. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.09.004 

 

In this publication, I was involved in the experimental design. In addition, I planned and conducted all 

mutations of the constructs, including primer design, generation of the PCR protocol, performing of the PCR 

and evaluation and amplification of the constructs. Furthermore, I carried out the transport experiments with 

radiolabeled compounds. These included cell culture, transfection of the mutant constructs into the cells, 

preparation of the samples, and performance of the experiments, protein measurement and liquid 

scintillation counting. The evaluation, statistical and graphical processing of the data was performed by Dr. 

Fischer and me. 3D homology modelling of SOAT was carried out by me. Moreover, I was involved in the 

preparation of the draft manuscript, particularly regarding the material and methods part, the results part 

and the discussion.   

 

I hereby confirm that I fully agree with the presentation of the contribution of Josefine Bennien to the 

publication given above: 

 

Prof. Dr. Joachim Geyer 
 
 

Dr. Thomas Fischer  
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2.3. PUBLIKATION #3 

Bakhaus, K., Bennien, J., Fietz, D., Sánchez-Guijo, A., Hartmann, M., Serafini, R., Love, C.C., 

Golovko, A., Wudy, S.A., Bergmann, M., Geyer, J. (2018):  

„Sodium-dependent organic anion transporter (Slc10a6−/−) knockout mice show normal 

spermatogenesis and reproduction, but elevated serum levels for cholesterol sulfate“ 

 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 179 (2018) 45-54  

doi: 10.1016/j.jsbmb.2017.07.019 

(Authors in bold equally contributed)  

 

Abstract:  

The sodium-dependent organic anion transporter SOAT (gene name SLC10A6 in man and Slc10a6 in 

mice) is a plasma membrane transporter for sulfated steroids, which is highly expressed in germ 

cells of the testis. SOAT can transport biologically inactive sulfated steroids into specific target cells, 

where they can be reactivated by the steroid sulfatase (StS) to biologically active, unconjugated 

steroids known to regulate spermatogenesis. Significantly reduced SOAT mRNA expression was 

previously found in different forms of impaired spermatogenesis in man. It was supposed that SOAT 

plays a role for the local supply of steroids in the testis and consequently for spermatogenesis and 

fertility. Thus, an Slc10a6−/− Soat knockout mouse model was established by recombination-based 

target deletion of the Slc10a6 gene to elucidate the role of Soat in reproduction. However, the 

Slc10a6−/− knockout mice were fertile, produced normal litter sizes, and had normal 

spermatogenesis and sperm vitality. This phenotype suggests that the loss of Soat can be 

compensated in the knockout mice or that Soat function is not essential for reproduction. In addition 

to reproductive phenotyping, a comprehensive targeted steroid analysis including a set of 9 un-

conjugated and 12 sulfo-conjugated steroids was performed in serum of Slc10a6−/− knockout and 

Slc10a6+/+ wildtype mice. Only cholesterol sulfate, corticosterone, and testosterone (only in the 

males) could be detected in considerable amounts. Interestingly, male Slc10a6−/− knockout mice 

showed significantly higher serum levels for cholesterol sulfate compared to their wildtype controls. 

As cholesterol sulfate has a broader impact apart from the testis, further analysis of this phenotype 

will include other organs such as skin and lung, which also show high Soat expression in the mouse.  
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2.3.1 EIGENANTEIL PUBLIKATION #3 

Publication 3: 

 

Bakhaus, K., Bennien, J., Fietz, D., Sánchez-Guijo, A., Hartmann, M., Serafini, R., Love, C.C., Golovko, A., 

Wudy, S.A., Bergmann, M., Geyer, J. (2017):  

„Sodium-dependent organic anion transporter (Slc10a6−/−) knockout mice show normal spermatogenesis 

and reproduction, but elevated serum levels for cholesterol sulfate“ 

 

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, in press, corrected proof. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.07.019 

 

Authors in bold equally contributed. 

 

In this publication, I contributed to the experimental design and the development of the study course. I 

conducted the dissection of the mice, as well as the preparation and processing of the organ samples. The 

process of immunohistochemistry was performed by Dr. Bakhaus and me; I carried out the microscopic 

analysis of the immunostained organ-slides and generated the fluorescent pictures. Furthermore, I was 

involved in RNA and cDNA preparation. The raw data regarding the reproductive behavior of the mice was 

evaluated and processed graphically and statistically by Dr. Bakhaus and me. The LC/MS-MS analysis took 

place in the laboratory of Prof. Wudy. Dr. Sánchez-Guijo subsequently provided the raw data, which I 

processed statistically and graphically. CASA-analysis was performed at the College of Veterinary Medicine 

and Biomedical Sciences. The raw data regarding the sperm analysis was provided by Dr. Golovko. Evaluation, 

as well as graphical and statistical processing of the CASA data was performed by me. In addition, I was 
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3. DISKUSSION 

3.1. SLC10A6/SLC10A6-GEN UND SOAT/SOAT-PROTEIN 

Der sodium-dependent organic anion transporter (SOAT als Abkürzung für das menschliche Protein, 

Soat entsprechend für die tierischen Homologe) wurde das erste Mal im Jahr 2004 aus 

Nebennierengewebe einer Ratte kloniert und charakterisiert [Geyer et al., 2004]. 

Im Jahr 2007 wurde auch das menschliche SOAT-Gen beschrieben [Geyer et al., 2007]. Das SLC10A6-

Gen besitzt eine Gesamtlänge von 25,8 kb. Es befindet sich auf Chromosom 4 und wird durch sechs 

Exone kodiert, die in der Region 4q21.3 kartiert sind. Seine Zugehörigkeit zur SLC10-Transporter-

Familie, die auch als sodium/bile acid cotransporter family bekannt ist, basiert auf seiner hohen 

Aminosäuresequenzhomologie zum apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT) (41,8% 

Sequenzidentität, 69,7% Sequenzähnlichkeit) und zum natrium/taurocholate cotransporting 

polypeptide (NTCP) (33,4% Sequenzidentität, 62,6% Sequenzähnlichkeit) [Geyer et al., 2007]. NTCP, 

ASBT und SOAT haben einige gemeinsame Sequenzmotive, von welchen das Motiv „ALGMMPL“ als 

Signaturmotiv der SLC10-Familie beschrieben wurde [Geyer et al., 2006]. Das SOAT-Transkript 

umfasst insgesamt 1502 Basenpaare (bp) und beinhaltet einen offenen Leserahmen von 1134 bp. 

Das SOAT-Protein besteht aus 377 Aminosäuren und hat ein berechnetes Molekulargewicht von 

41,2 kDa. Das scheinbare Molekulargewicht der glycosylierten Form liegt im Western Blot bei 46 

kDa, nach PNGase F-Behandlung liegt das scheinbare Molekulargewicht der unglycolisierten Form 

bei 42 kDa.  

Die Membrantopologie wurde mit Hilfe von bioinformatischen Berechnungen auf 7-9 

Transmembrandomänen bestimmt. Experimentell konnte für den N-Terminus des Proteins eine 

extrazelluläre und für den C-Terminus eine intrazelluläre Lokalisation festgestellt werden [Döring, 

2009], was eine Struktur mit 8 Transmembrandomänen ausschließt. Basierend auf zwei jüngeren 

Kristallstrukturen von bakteriellen homologen zu NTCP, ASBT und SOAT, spricht einiges für eine 9 

Transmembrandomänen Struktur von SOAT [Hu et al., 2011; Zhou et al., 2014; Döring et al., 2012].  
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3.2. TRANSPORTFUNKTION 

Im Laufe des Charakterisierungsprozesses von SOAT/Soat wurde die physiologische 

Transportfunktion des Proteins in verschiedenen Expressionsmodellen untersucht. Obwohl 

SOAT/Soat phylogenetisch in die sodium/bile acid cotransporter family gehört, zeigt das Protein 

keinerlei Transportaktivität für Gallensäuren.  

In verschiedenen Experimenten konnte allerdings eine Transportaktivität für E1S, DHEAS und PregS 

nachgewiesen werden, welche infolgedessen grundlegend für seine Charakterisierung als 

spezifischer Steroid-Sulfat Aufnahme-Transporter waren [Geyer et al., 2004; Geyer et al., 2007; 

Grosser et al., 2013; Geyer et al., 2017]. 

Zunächst wurde getestet, ob das Homolog der Ratte (rSoat) als Transporter für Steroid-Substrate 

fungiert. Hierzu wurde die Aufnahmen von E1S, DHEAS, Taurocholat (TC), Estradiol-17β-Glucuronid 

und Ouabain im xenopus laevis-Expressionssystems gemessen [Geyer et al., 2004]. Auf diese Weise 

konnte gezeigt werden, dass rSoat in x. laevis Oozyten zwar Transportaktivität für E1S und DHEAS 

besitzt, jedoch nicht für TC, Estradiol-17β-Glucuronid und Ouabain. Im weiteren Verlauf der 

Experimente in x. laevis Oozyten konnte gezeigt werden, dass der Ersatz von NaCl durch äquimolare 

Konzentrationen von Cholinchlorid im Transportpuffer die E1S-Aufnahme aufhebt. Auf diese Weise 

konnte eine Abhängigkeit des rSoat-Transports vom elektrochemischen Natrium-Gradienten 

bewiesen werden. Darüber hinaus wurde auch die Kinetik der rSoat-vermittelten E1S- und DHEAS-

Aufnahme, unter Verwendung zunehmender Substratkonzentrationen, in diesem System gemessen 

[Geyer et al., 2004]. 

Im Jahr 2007 wurde die funktionelle Charakterisierung des menschlichen SOAT Proteins in stabil 

transfizierten SOAT-HEK293-Zellen unter Verwendung des Flp-In-T-REx-Expressionssystems 

durchgeführt [Geyer et al., 2007]. In diesem System steht die SOAT-Expression unter der Kontrolle 

des Tetracyclin-regulierten Cytomegalovirus/tetO2-Hybrid-Promotors. Deswegen wurde die 

Expression durch eine Vorbehandlung mit Tetracyclin induziert. Die Transportexperimente wurden 

mit mehreren radioaktiv markierten Steroidverbindungen durchgeführt. Eine SOAT-spezifische 

Transportaktivität konnte im Zellsystem nicht für unkonjugierte Steroide (Estron und 

Dehydroepiandrosteron), glucuronidierte Steroide (Estradiol-17β-D-Glucuronid und Estron-3β-D-

Glucuronid), Gallensäuren (Taurocholsäure, Cholsäure, Chenodesoxycholsäure, Desoxycholsäure 

und Lithocholsäure) oder Herzglykoside (Ouabain und Digoxin) nachgewiesen werden. Ein 
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spezifischer Transport wurde jedoch für DHEAS, E1S und PREGS beobachtet. Außerdem wurden im 

Zellsystem auch eine Charakterisierung des SOAT-Transports hinsichtlich Zeitabhängigkeit, Natrium-

Abhängigkeit und Konzentrationsabhängigkeit durchgeführt.  

Klonierung, Expressionsanalyse und funktionelle Charakterisierung des Maus-Soat (mSoat) wurde 

im Jahr 2013 durchgeführt und seine Eigenschaften mit dem menschlichen SOAT-Protein verglichen 

[Grosser et al., 2013]. Auch hier wurden stabil transfizierte HEK293-Zellen verwendet, diesmal 

transfiziert mit dem mSoat Protein.  Auch für mSoat konnte ein Natrium-abhängiger Transport für 

DHEAS, E1S und PREGS gezeigt werden. Im Gegensatz zu menschlichem SOAT, der DHEAS als 

Substrat bevorzugt, wies mSoat die höchste Transportrate für PREGS auf, was vermutlich 

Unterschiede in Steroidmuster und metabolischen Steroidwegen der beiden Spezies widerspiegelt 

[Conley und Bird, 1997; Fluck et al., 2003; Maninger et al., 2009; Grosser et al., 2013]. 

Möglicherweise liegt dieser Unterschied im Km-Wert für DHEAS zwischen SOAT und mSoat darin 

begründet, dass Ratten und Mäuse in der Peripherie niedrigere Konzentrationen von DHEAS 

aufweisen als Menschen, bei denen DHEAS das am häufigsten vorkommende Steroid im Kreislauf 

ist [Cutler et al., 1978; Longcope, 1996; Maninger et al., 2009; Grosser et al., 2013]. Im menschlichen 

Organismus wird DHEAS sowohl in den Nebennieren, als auch in den Gonaden gebildet, während 

die Produktion im Organismus von Ratten und Mäusen auf die Gonaden beschränkt ist [Perkins und 

Payne, 1988; Longcope, 1996; Maninger et al., 2009; Grosser et al., 2013].  

Obwohl gewisse Unterschiede zwischen dem menschlichen SOAT-Protein und mSoat existieren, 

konnten beide Proteine als homologe Transporter eingeordnet werden [Grosser et al., 2013]. 

Klassischerweise werden Transportexperimente in vitro über eine Markierung der zu testenden 

Substanz mit einem radioaktiven Anhang, z. B. Tritium [3H], über Flüssigszintillationsmessung 

durchgeführt (liquid scintillation counting, LSC). Ein Problem bei der Nutzung von radioaktiv 

markierten Substanzen ist deren begrenzte kommerzielle Verfügbarkeit. Außerdem besteht bei 

dieser Methode die Möglichkeit, dass durch Hydrolyse dekonjugierte, oder anderweitig modifizierte 

Steroide fälschlicherweise mit analysiert werden, da bei dieser Methode nicht direkt das intakte 

Steroidmolekül, sondern nur die Radioaktivität im Flüssigszintillationscounter nachgewiesen wird 

[Geyer et al., 2006; Roth et al., 2012]. Aufgrund dieser Limitationen wurden auch 

Transportexperimenten ohne radioaktive Markierung der Substanzen mit Hilfe der 

Massenspektrometrie, mit vorgeschalteter Flüssigchromatografie (LC-MS/MS) durchgeführt. Diese 

Analysen erfolgtem im Labor von Prof. Dr. Wudy (Abteilung für pädiatrische Endokrinologie und 
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Diabetologie, Zentrum für Kinder- und Jugendmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen). Diese 

Methode repräsentiert den Goldstandard für die Steroidanalytik und ermöglicht es hochspezifisch 

verschiedenste intakte und sulfokonjugierte Steroide in einem LC-MS/MS Lauf zu detektieren und 

zu quantifizieren [Galuska et al., 2013; Sanchez-Guijo et al., 2015a]. Mittels dieser Technik konnte 

die Funktionsweise von SOAT/Soat genauer unter die Lupe genommen werden [Fietz et al., 2013]. 

Zudem wurden Estradiol-3-Sulfat (E2-3S) und Androstendiol-Sulfat als neue SOAT-Substrate 

identifiziert.  

Auf Grundlage dieser Vorarbeiten sollte das Substratspektrum von SOAT mit Hilfe der LC-MS/MS 

systematisch untersucht und erweitert werden (siehe Publikation #1).  

Die verschiedenen sulfokonjugierten Steroide sehen sich strukturell sehr ähnlich. Den Grundaufbau 

bildet bei allen Vertretern das Steroidgerüst, bestehend aus drei Cyclohexanringen und einem 

Cyclopentanring. Angelagert an dieses Gerüst befinden sich eine oder mehrere Sulfatgruppen  

(SO4
2-). Moleküle nehmen ohne Energiezufuhr immer eine energetisch möglichst günstige 

Konformation ein. Wenn dies energetisch nicht von Bedeutung ist, können Seitengruppen auch in 

unterschiedlichen Konformationen vorkommen, so z. B. die SO4
2--Gruppe der Steroid-Sulfate in α- 

oder β-Konformation.  

Um definieren zu können, welche Modifikationen oder Konformationsänderungen im Steroid-

Sulfatmolekül von SOAT für den Transport noch toleriert werden, wurden bedeutende 

Strukturunterschiede, die bei sulfokonjugierten Steroiden auftreten, näher untersucht. Der Fokus 

lag dabei auf der Anzahl und der Lokalisation der Sulfatgruppen an den Positionen C3 und/oder C17 

(17β-Estradiol-3-Sulfat (E2-3S) vs. 17β-Estradiol-17-Sulfat (E2-17S) vs. Estradiol-Disulfat (E2-diS)), 

sowie deren Orientierung in C3α, C3β, C17α oder C17β Konformation (Androsteron-Sulfat (AnS), 

Epiandrosteron-Sulfat (epiAnS), Epitestosteron-Sulfat (eTS), Testosteron-Sulfat (TS)). Außerdem 

wurden mit 17α-Hydroxy-Pregnenolon-Sulfat (17α-OH-PregS) und 5α-Dihydrotestosteron-Sulfat 

(DHTS) noch weitere mögliche Modifikationen untersucht. 

Die verschiedenen sulfokonjugierten Steroide wurden in Zelltransport-Experimenten mit SOAT-

HEK293 Zellen inkubiert. Über LC-MS/MS wurden die jeweiligen Steroide aus dem Zelllysat 

quantifiziert und so ermittelt, ob die Testsubstanz von SOAT transportiert wird.  
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Erste Hinweise darauf, dass neben den bereits bekannten SOAT-Substraten noch weitere Steroid-

Sulfate von SOAT transportiert werden, wurden zunächst mit Hilfe von Inhibitionsexperimenten 

ermittelt. E2-17S und E2-diS konnten dabei den [3H]DHEAS-Transport konzentrationsabhängig 

hemmen. E2-17S stellte sich dabei in seiner Hemmwirkung sogar als potenter heraus als E2-3S. Als 

Vergleich zeigte Estrone-3-Glucuronid, welches nicht von SOAT transportiert wird [Geyer et al., 

2007], nur eine geringe Inhibition des [3H]DHEAS Transports, sogar bei 100-fach höherer 

Konzentration als das Transportsubstrat. 

Aus diesem Grund wurde angenommen, dass neben den bekannten an ’C3-sulfokonjugierten 

Steroiden auch an ’C17-sulfokonjugierte Steroide von SOAT transportiert werden könnten. Darüber 

hinaus wurde vermutet, dass auch das an den Positionen ’C3 und ’C17 doppelt sulfokonjugierte E2-

diS ein Substrat von SOAT sein könnte. 

SOAT zeigt bekanntermaßen einen signifikanten Natrium-abhängigen Transport von PregS [Geyer et 

al., 2017; Grosser et al., 2013]. Darüber hinaus konnte mit der kombinierten Methode aus 

Zelltransport und LC-MS/MS nun auch 17α-OH-PregS als neues SOAT-Substrat identifiziert werden 

(Publikation #1). Im Vergleich zu PregS scheint hier allerdings die zusätzliche, polare OH-Gruppe an 

Position C17 sowohl die SOAT-Transportrate als auch die unspezifische, transportunabhängige 

Aufnahme von 17α-OH-PregS in die SOAT-HEK293-Zellen und in die entsprechenden Kontrollzellen 

zu beeinträchtigen. Daher spielt die Polarität des Substrats vermutlich eine Rolle für den SOAT-

vermittelten Transport (Publikation #1).  

Pregnenolon (Preg) und seine Derivate PregS und 17-OH-PregS werden als wirksame Neurosteroide 

angesehen und kommen im ZNS in unterschiedlichen Konzentrationen vor. Im Gehirn verschiedener 

Mausstämme konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass PregS im Vergleich zu Preg in relativ hohen 

Konzentrationen vorkommt und 17-OH-PregS, verglichen mit seiner unkonjugierten Form, 

prädominant vorkommt [Tagawa et al., 2006]. Neurosteroide gelten als Modulatoren von 

Neurotransmitter-Rezeptoren und haben daher einen Einfluss auf viele ZNS-Funktionen 

[Schumacher et al., 1997; Flood und Roberts, 1988; Flood et al., 1988; Baulieu, 1997; Farr et al., 

2004].  

Aus der Gruppe der Östrogene wurde der Transport von E2-3S, E2-17S und E2-diS über SOAT 

untersucht, wobei E2-3S bereits als SOAT-Substrat bekannt war [Fietz et al., 2013] Es konnte gezeigt 

werden, dass E2-3S und E2-17S Natrium-abhängig von SOAT transportiert werden. Im Gegensatz 

dazu konnte E2-diS, obwohl es im Zelllysat nachweisbar war, nicht quantifiziert werden. Dies ist 
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höchstwahrscheinlich auf die sehr hohe Polarität und die doppelt negative Ladung des Moleküls 

zurückzuführen. Damit ist auch die Membranpermeabilität von E2-diS erwartungsgemäß gering. Aus 

diesen Gründen wird angenommen, dass E2-diS kein Substrat von SOAT ist (Publikation #1). 

Dass sowohl E2-3S, als auch E2-17S von SOAT transportiert werden, erscheint zunächst unplausibel. 

Die Erklärung hierfür ist allerdings in der hohen strukturellen Ähnlichkeit der beiden Moleküle zu 

finden. Sulfokonjugierte Steroide sind pseudosymmetrisch, was bedeutet, dass es strukturell 

gesehen gleichgültig ist, auf welcher Seite des Moleküls die SO4
2--Gruppe angehängt ist. Sowohl bei 

E2-3S, als auch bei E2-17S liegt das Steroidgrundgerüst in trans-trans-trans-Konformation vor. Hinzu 

kommen jeweils eine SO4
2--Gruppe an einem und eine OH-Gruppe am anderen Ende des Moleküls. 

Dieser Aufbau bewirkt, dass die beiden Moleküle eine sehr hohe strukturelle Überlappung 

aufweisen, wenn eins der beiden um 180° in der Ebene gedreht wird. So lässt sich auch erklären 

warum der Transport mit einer weiteren, am gegenüberliegenden Ende lokalisierten SO4
2--Gruppe 

nicht mehr funktioniert. Die zusätzliche Raumforderung, die durch die zweite SO4
2--Gruppe im E2-

diS entsteht, könnte die Bindung des Moleküls in der Substrat-Bindungstasche von SOAT sterisch 

behindern. Eine weitere Möglichkeit könnte sein, dass die zusätzliche negative Ladung eine Bindung 

bzw. einen Transport über SOAT unmöglich macht. 

 

Die pathophysiologische Bedeutung von E2-3S, besonders für die Proliferation des 

hormonabhängigen Mammakarzinoms, ist gut bekannt [Pasqualini und Chetrite, 2012]. E2-3S wird 

durch Transporter vermittelte Prozesse in die Tumorzellen aufgenommen und die Sulfat-Gruppe 

durch die StS abgespalten [Müller et al., 2015]. Das nun biologisch aktive Estradiol aktiviert 

daraufhin die nukleären Östrogenrezeptoren und trägt so zur Proliferation der malignen Zellen bei. 

Basierend auf diesem Mechanismus sind neben Östrogenrezeptor-Antagonisten auch StS-

Inhibitoren für die Brustkrebstherapie wirksam [Day et al., 2009]. Im Gegensatz dazu ist über die 

Rolle und das quantitative Vorkommen von E2-17S und E2-diS in Blut und Urin bis heute noch nicht 

viel bekannt [Zhang und Henion, 1999]. Sowohl der Serum- als auch der Urinspiegel von E2-17S 

nehmen im Verlauf einer Schwangerschaft zu [Yoshizawa et al., 1992]. 

 

Da die genaue Position der Sulfokonjugation am Steroidmolekül also nicht ausschlaggebend für den 

Transport zu sein scheint, bleibt die Frage, welche Konformation die SO4
2--Gruppe an den Positionen 

’C3 oder C17 des Steroidmoleküls einnehmen kann, damit das Steroid-Sulfat als Substrat von SOAT 
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erkannt wird. Interessanterweise konnte für alle in diese Richtung untersuchten Substanzen ein 

signifikanter, Natrium-abhängiger Transport über SOAT nachwiesen werden. Die 

Substraterkennung von SOAT scheint also an der Sulfat-Position flexibel zu sein und akzeptiert eine 

Konformation der SO4
2-Gruppe in 3α- (AnS) oder 3β- (epiAnS) sowie 17α- (epiTS) oder 17β-Position 

(TS). Außerdem konnte gezeigt werden, dass neben E2-17S noch weitere, C17 einfach 

sulfokonjugierte Steroide von SOAT transportiert werden: TS und epiTS (Publikation #1).  

Als weitere Testsubstanz wurde DHTS verwendet, das auf Grund der 5α-Reduktion eine etwas 

andere Konformation des A-Rings im Vergleich zu TS aufweist, aber genau wie TS an eine C17 eine 

SO4
2--Gruppe in β-Konformation besitzt. Auch für DHTS wurde ein signifikanter Transport gezeigt 

und damit ergänzt DHTS die Liste der SOAT Substrate.  

 

Sulfokonjugierte Steroidhormone wurden ursprünglich als metabolische Abfallprodukte betrachtet. 

In den letzten Jahren hat sich allerdings herausgestellt, dass sie ein im Organismus zirkulierendes 

Reservoir für biologisch aktive Steroidhormone darstellen [Selcer et al., 2002; Pasqualini, 2005; 

Pasqualini und Chetrite, 2005; Geyer et al., 2017].  

Dank ihrer längeren Halbwertszeit können sulfokonjugierte Steroide im Kreislauf länger persistieren 

als ihre nicht konjugierten Formen. Ihre Hydrolyse durch die StS findet größtenteils in 

hormonabhängigen Geweben wie der Brustdrüse, den Ovarien, dem Hoden, der Plazenta 

(speziesabhängig) und dem Uterus statt [Hobkirk, 1993; Reed et al., 2005; Müller et al., 2015; Geyer 

et al., 2017]. 

Bemerkenswert ist, dass die plazentare StS-Expression während der Schwangerschaft wesentlich 

höher ist als die StS-Expression in anderen Geweben und dass auch die Blutspiegel für 

sulfokonjugierte Steroide während dieser Zeit stark erhöht sind [Hill et al., 2010a; Hill et al., 2010b]. 

Besonders die Werte von PregS und DHEAS, die neben AnS die dominierenden, sulfokonjugierten 

Steroide im Organismus darstellen, waren im Blut der Umbilikal-Arterie, im Vergleich zu ihren nicht 

sulfokonjugierten Formen, deutlich höher [Labrie et al., 2003; Mathur et al., 1980; Hill et al., 2010a; 

Müller et al., 2015].  

Der Transport von Steroid-Sulfaten aus dem fetalen Kreislauf in die Zellen der Plazenta muss durch 

plazentare Transporter, wie z. B. OATP2B1, OAT4 und SOAT vermittelt werden [Schweigmann et al., 

2014; Ugele et al., 2003; Ugele et al., 2008; St-Pierre et al., 2002].  

Das im mütterlichen Blut zirkulierende PregS kann in endokrinen Geweben als Vorläufer für 

verschiedene Steroidhormone genutzt werden [Komatsuzaki et al., 1987]. 
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Darüber hinaus konnten Labrie et al. zeigen, dass verschiedene hormonabhängige, humane 

Krebsformen, wie z. B. Prostatakrebs (PK) und Brustkrebs (BK), nicht passiv von zirkulierenden 

Steroiden abhängig sind, sondern selber lokal Steroidhormone aus nicht aktiven, zirkulierenden 

Vorläufern erzeugen können [Labrie, 1991]. Zirkulierendes DHEAS kann beispielsweise in PK- bzw. 

BK-Gewebe als Vorläufer für die lokale Bildung von Androgenen und Östrogenen genutzt werden.  

SOAT, der als Aufnahmetransporter für sulfokonjugierte Steroide dient, wird besonders in 

hormonabhängigen Geweben exprimiert [Geyer et al., 2007; Fietz et al., 2013]. Diesem Transporter 

kommt daher vermutlich eine physiologische Funktion für die Versorgung dieser Gewebe mit 

Steroiden zu. In hormonabhängigen Tumoren, wie BK oder PK, könnte SOAT darüber hinaus auch 

pathophysiologisch von Bedeutung sein. Besser untersucht sind in dieser Beziehung jedoch OATPs. 

So wurde für einige OATPs beschrieben, dass ihre Expression bei bestimmten Krebsformen 

entweder nach oben oder nach unten reguliert wird. Z. B. ist die Expression von OATP2B1 im BK-

Gewebe im Vergleich zu nicht malignem Brustgewebe niedriger [Wlcek et al., 2008]; die 

Transkriptionsniveaus von OATP1A2 waren in malignem BK-Gewebe höher als in benachbartem, 

nicht malignem Brustgewebe [Meyer zu Schwabedissen et al., 2008]; und eine OATP1B3-Expression 

wurde in PK-Gewebe, allerdings nicht in normalem Prostatagewebe oder benigner 

Prostatahyperplasie gefunden [Hamada et al., 2008]. 

OATPs transportieren jedoch eine Vielzahl verschiedener amphipathischer Verbindungen und sind 

daher im Transport nicht spezifisch für sulfatierte Steroide, wie SOAT [Obaidat et al., 2012]). 

Mit Hilfe der hier präsentierten Daten können nun die strukturellen Anforderungen von SOAT-

Substraten sowie die Abmessungen der mutmaßlichen SOAT-Bindungstasche weiter definiert 

werden. Während Konformationsänderungen des Steroidgrundgerüsts (z. B. für Gallensäuren in cis-

trans-trans-Konformation) oder eine Glucuronid-Konjugation (z. B. 17β-Estradiol-3-Glucuronid) 

einen Transport über SOAT verhindern, wird die Orientierung der Sulfatgruppe in C3 oder in C17 

Position sowohl in α- als auch in β-Konformation akzeptiert. Dies lässt vermuten, dass die negativ 

geladene Sulfatgruppe, die mit SOAT vermutlich eine Wasserstoffbindung eingeht, sehr flexibel in 

der SOAT-Bindungstasche andocken kann. 

In allen Transportversuchen wurden zwei verschiedene Negativkontrollen verwendet. SOAT-

HEK293-Zellen wurden entweder mit Natrium-haltigem oder Natrium-freier Transportpuffer 

(Natrium-freie Kontrolle) inkubiert und alle Experimente wurden zusätzlich in HEK293-Zellen ohne 

das gene of interest (GOI) durchgeführt (Kontrollzellen).  
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Obwohl keine kinetischen Transportmessungen durchgeführt wurden, können die Transportraten 

der verschiedenen Substrate anhand ihrer Transportverhältnisse (Transport in Natrium-haltigem 

Puffer vs. Transport unter Natrium-freien Bedingungen) verglichen werden (Tabelle 1). Scheinbar 

beeinflusst nicht die Position der Sulfatgruppe an sich, sondern die Gesamtkonformation des 

sulfokonjugierten Steroids die Transportaktivität von SOAT. 

Diese Strukturinformationen könnten helfen, bereits etablierte SOAT-Inhibitoren zu optimieren, die 

in der Therapie des hormonabhängigen Brust- oder Prostatakrebses relevant sein könnten [Grosser 

et al., 2016]. 
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Name Struktur Position 
MG 

(g/mol) 
Transportratio 

Estron-Sulfat 

(E1S) 

 

 

 

 

Aromatischer A-Ring 

 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe 

 

 

 

350,4 12,2# * 
 

 

17β-Estradiol-3-

Sulfat 

(E2-3S) 

 

 

 

 

 

Aromatischer A-Ring 

 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe 

 

Position 17‘:  

OH-Gruppe in  

β-Konformation 

 

374,4 

 

19§ ^ 
 

 

17β-Estradiol-17-

Sulfat 

(E2-17S) 

 

 

 

 

Aromatischer A-Ring 

 

Position 17‘: 

SO4
2--Gruppe in  

β-Konformation 

352,4 -§ ^ 
 

 

  

- 

TABELLE 1: SUBSTRATE VON SOAT/SOAT – ÖSTROGEN-SULFATE 

 

+ [Geyer et al., 2004]    # [Geyer et al., 2007]    § [Grosser et al., 2018] 

* LSC 

^ LC-MS/MS 
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Name Struktur Position 
MG 

(g/mol) 
Transportratio 

Pregnenolon-Sulfat 

(PregS) 

 
 

Doppelbindung 

zwischen Positionen 

5‘ + 6‘ 

 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe in 

β-Konformation 

418,5 6§ ^ 

 

17α-Hydroxy-

Pregnenolon-Sulfat 

(17α-OH-PregS) 

 

 

Doppelbindung 

zwischen Positionen 

5‘ + 6‘ 

 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe in 

β-Konformation 

 

Position 17‘: 

OH-Gruppe in 

α-Konformation 

 

 

412,5 

 

 

-§ ^ 

 

  

TABELLE 2: SUBSTRATE VON SOAT/SOAT – GESTAGEN-SULFATE 

 

+ [Geyer et al., 2004]    # [Geyer et al., 2007]    § [Grosser et al., 2018] 

* LSC 

^ LC-MS/MS 
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Name Struktur Position 
MG 

(g/mol) 
Transportratio 

Androsteron-Sulfat 

(AnS) 

 

 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe in 

α-Konformation 

 

Position 5‘: 

Zusätzliches 

H+-Ion in 

α-Konformation 

370,5 20§ ^ 

 

 

Epiandrosteron-

Sulfat 

(epiAnS) 

 

 

 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe in 

β-Konformation 

 

Position 5‘: 

Zusätzliches 

H+-Ion in 

α-Konformation 

 

392,5 

 

 

35§ ^ 

 
 

Dehydroepi- 

androsteron-Sulfat 

(DHEAS) 

 
 

Position 3‘: 

SO4
2--Gruppe in 

β-Konformation 

 

Doppelbindung 

zwischen Positionen 

5‘ + 6‘ 

 

368,5 10,2# * 
 

  

TABELLE 3: SUBSTRATE VON SOAT/SOAT – ANDROGEN-SULFATE 

 

+ [Geyer et al., 2004]    # [Geyer et al., 2007]    § [Grosser et al., 2018] 

* LSC 

^ LC-MS/MS 



Diskussion 

 

 
44 

Name Struktur Position 
MG 

(g/mol) 
Transportratio 

 

 

 

Testosteron-Sulfat 

 (TS) 

 

 

 

 
 

Position 17‘: 

SO4
2--Gruppe in 

β-Konformation 

 

Doppelbindung 

zwischen Positionen 

4‘ + 5‘ 

 

 

 

368,5 

 

 

 

 

6§ ^ 

 

 

 

Epitestosteron- 

Sulfat 

(epiTS) 

 
 

Position 17‘: 

SO4
2--Gruppe in 

α-Konformation 

 

Doppelbindung 

zwischen 

Positionen 

4‘ + 5‘ 

469,7 5§ ^  

5α-

Dihydrotestosteron-

Sulfat 

(DHTS) 

 
 

Position 17‘: 

SO4
2--Gruppe in 

β-Konformation 

 

Position 5‘: 

Zusätzliches 

H+-Ion in 

α-Konformation 

370,5 11§ ^ 
 

 

 

TABELLE 3: SUBSTRATE VON SOAT/SOAT – ANDROGEN-SULFATE (FORTSETZUNG) 

 

+ [Geyer et al., 2004]    # [Geyer et al., 2007]    § [Grosser et al., 2018] 

* LSC 

^ LC-MS/MS 
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3.3. SOAT: GEWEBEEXPRESSION IN MENSCH UND MAUS 

Die Hydrolyse von Steroid-Sulfaten durch die StS dient als wichtiger Schritt für die lokale 

Bereitstellung aktiver Androgene und Östrogene in hormonabhängigen Geweben (Sulfatase 

Syntheseweg) [Selcer et al., 2002; Pasqualini, 2005]. Die Expression von StS und/oder SULT in 

bestimmten hormonproduzierenden bzw. hormonabhängigen Organen wie dem Hoden kann auch 

einen Hinweis auf die Anwesenheit und Aktivität von Transportern wie SOAT/Soat geben, da eine 

Reaktivierung der sulfokonjugierten Steroide zu biologisch aktiven Formen ihre Aufnahme in die 

Zelle voraussetzt [Labrie et al., 2001; Strott, 2002]. Die Leydig-Zellen im adulten Hoden sind die 

Hauptquelle von testikulären Androgenen und Östrogenen über de novo Biosynthese [Hess, 2003]. 

Darüber hinaus kann der menschliche Hoden auch Steroid-Sulfate wie PREGS, DHEAS und TS 

produzieren [Laatikainen et al., 1971; Ruokonen et al., 1972; Mouhadjer et al., 1989].  

Interessanterweise kommt unter den männlichen Patienten mit rezessiver X-chromosomaler 

Ichthyose (RXLI) in Folge eines genetisch bedingten StS-Mangels ein gewisser Anteil mit assoziierten 

Hodenkrankheiten einschließlich Kryptorchismus und erhöhter Steroid-Sulfat-Werte vor 

[Lykkesfeldt et al., 1985a; Lykkesfeldt et al., 1985b; Lykkesfeldt et al., 1985c]. Dies deutet darauf hin, 

dass die Rekrutierung von sulfokojugierten Steroiden über den sulfatase pathway zur 

Aufrechterhaltung der normalen Spermatogenese bei Männern beitragen könnte [Selcer et al., 

2002; Fietz et al., 2013]. 

In mRNA-Expressionsanalysen zeigte SOAT eine hohe Expression im Hoden und wurde auch in Haut, 

Niere, Vagina, Pankreas, Nebenniere und Brust nachgewiesen [Fietz et al., 2013]. In der Maus zeigte 

Soat eine hohe Expression in Lunge, Haut und Hoden, sowie eine moderate Expression in Herz und 

Blase [Grosser et al., 2013]. Um die spezifische Gewebe-Expression von SOAT systematisch zu 

analysieren, wurden menschliche cDNA-Panels verwendet und Hodenbiopsien von Probanden mit 

intakter Spermatogenese analysiert. Alle Biopsien zeigten sehr hohe Expressionsniveaus von SOAT. 

Im weiteren Verlauf wurde das SOAT-Protein mittels Immunhistochemie in histologischen Schnitten 

des Hodens angefärbt. Die Keimzellstadien, in denen das SOAT-Protein gefunden wurde, umfassen 

sowohl primäre Spermatozyten des Stadiums V, Pachytän-Spermatozyten aller Stadien (I-V), 

sekundäre Spermatozyten des Stadiums VI, sowie runde Spermatiden (1. und 2. Ordnung) der 

Stadien I und II. Am prominentesten war das Signal in primären Spermatozyten erkennbar, die die 

Keimzellen innerhalb der ersten meiotischen Teilung repräsentieren [Fietz et al., 2013]. Auch in der 

Maus wurde das Soat-Protein besonders in Spermatozyten und Spermatiden detektiert [Grosser et 
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al., 2013], was darauf schließen lässt, dass SOAT/Soat im Hoden von Mensch und Maus die gleiche 

Funktion einnimmt.  

Im Rahmen der Untersuchung von Hodenbiopsien von Patienten mit verschiedenen Störungen der 

Spermatogenese wurde gezeigt, dass die SOAT-Expression in diesen Fällen oft sehr gering oder gar 

nicht vorhanden war. Dies gilt z. B. für Arreste auf Ebene der Spermatozyten oder Spermatogonien, 

sowie für das sog. sertoli cell only Syndrom (SCO). Diese Pathologien können zu einer nicht-

obstruktiven Azoospermie und damit zu Unfruchtbarkeit bei Männern führen [Bergmann, 2005]. 

Auch bei Patienten mit diagnostizierter Hypospermatogenese, welche sich durch eine qualitativ 

konservierte, aber quantitativ reduzierte Spermatogenese auszeichnet, war die SOAT-Expression, 

im Vergleich zu Probanden mit intakter Spermatogenese, signifikant vermindert [Fietz et al., 2013]. 

Da eine Reduktion der SOAT-Expression mit einem gestörten Transport von sulfokonjugierten 

Steroiden einhergehen kann, könnte in diesen Fällen auch die lokale Versorgung mit Androgenen 

und Östrogenen gestört sein. Aus diesen Untersuchungsbefunden kann jedoch kein kausaler 

Zusammenhang zwischen einer niedrigen SOAT-Expression und einer schweren Beeinträchtigung 

der Spermatogenese mit eventuell folgender Unfruchtbarkeit abgeleitet werden. 

  

 

3.4. SOAT: POLYMORPHISMEN UND GENETISCHE VARIANTEN 

Basierend auf der Hypothese, dass SOAT/Soat eine Rolle für die lokale Versorgung des Hodens mit 

Steroiden spielt und einen Einfluss auf die männliche Fruchtbarkeit hat, wurden zwei Strategien 

verfolgt:  

Zum einen wurde eine Analyse der genetischen Varianten des menschlichen SLC10A6-Gens 

durchgeführt. Es sollte untersucht werden, ob funktionsbeeinträchtigende SOAT-Varianten 

vorkommen und wenn ja, ob diese mit einer gestörten Spermatogenese korreliert sein könnten 

(Publikation #2). Zum anderen wurde ein Slc10a6-Knockout-Maus-Modell etabliert, um Physiologie 

und Pathophysiologie des Transporters in Bezug auf Reproduktionsverhalten, Fertilität und 

Samenqualität in vivo zu evaluieren (siehe Publikation #3).  

Im Verlauf der letzten fünf bis zehn Jahre sind eine Vielzahl von genetischen Varianten im 

menschlichen SLC10A6-Gen bekannt geworden. Genetische Varianten bzw. Polymorphismen sind 
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in speziellen Datenbanken als Listen hinterlegt und einsehbar. Den in der vorliegenden Arbeit 

analysierten Varianten liegt eine Datenbank-Suche in der SNP (Einzelnukleotidpolymorphismus, 

single nucleotide polymorphism) -Datenbank des National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) zugrunde. 

Mit „Polymorphismus“, oder „Einzelnukleotidpolymorphismus“ (SNP), werden Variationen der 

DNA-Sequenz bezeichnet, die durch verschiedene Mutationen, wie z. B. durch eine Nukleotid-

Substitution, Insertion oder Deletion, hervorgerufen werden können. Innerhalb einer Population 

können diese unterschiedlich häufig auftreten. Statistisch betrachtet stellen SNPs 90% aller 

Polymorphismen im menschlichen Genom dar und tauchen etwa alle 300-1000 Basenpaare im 

Genom auf [Collins et al., 1998].  

Der genetische Code repräsentiert ein redundantes System, was bedeutet, dass eine Aminosäure 

durch verschiedene Basen-Triplets kodiert werden kann. Tritt an einer bestimmten Stelle eine 

Mutation, wie z. B. ein SNP auf, können drei verschiedene Resultate daraus hervorgehen: Wenn das 

veränderte Triplet für die gleiche Aminosäure kodiert und sich die Aminosäure infolgedessen nicht 

verändert, treten in der Regel keine Folgen auf. Solche Varianten werden als silent oder synonymous 

bezeichnet. Außerdem kann eine Mutation dazu führen, dass infolge einer Sequenzveränderung ein 

vorzeitiges Stopp-Codon in der Basenabfolge auftritt, was dazu führen kann, dass das Protein nicht 

oder nur teilweise produziert wird. Solche Varianten werden als nonsense bezeichnet. Wenn eine 

Veränderung der Basenabfolge zu einem Austausch der an dieser Stelle ursprünglichen Aminosäure 

führt, spricht man von einer missense, oder non-synonymous Variante. Eine solche missense 

Variante kann die Eigenschaften und Funktionen des Proteins beeinflussen. Infolgedessen kann es 

zu Unterschieden zwischen Individuen einer Population kommen und Eigenschaften wie Gewicht, 

Größe oder Risikoprofil für bestimmte Krankheiten werden geprägt. 

Die international anerkannte Nomenklatur für missense Polymorphismen beschreibt eine 

individuelle Namensgebung, die sich jeweils aus zwei Buchstaben und einer Zahl zusammensetzt: 

An erster Stelle steht der Buchstabencode der ursprünglichen Aminosäure, gefolgt von ihrer 

Position im ORF (ofener Leserahmen, open reading frame) des Proteins. An letzter Stelle steht der 

Buchstabencode der Aminosäure, die sich aus dem veränderten Basentriplet ergibt. So ergibt sich 

beispielsweise der Name A83V für eine Variante an Position 83, bei der die Aminosäure Alanin gegen 

Valin ausgetauscht wird. Als Polymorphismen gelten Mutationen, die eine minor allele frequency 



Diskussion 

 

 
48 

(MAF) von >0,01 aufweisen und damit häufiger vorkommen als die selteneren genetischen 

Varianten, die durch eine MAF von ≤0,01 definiert sind. 

Die SOAT-Expression ist, wie bereits erwähnt, bei verschiedenen Störungen der Spermatogenese 

signifikant vermindert. Die daraus resultierende Abnahme des SOAT-vermittelten Transports von 

sulfokonjugierten Steroiden könnte an der Beeinträchtigung der funktionellen Spermatogenese 

beteiligt sein. Es ist allerdings nicht klar, ob eine verminderte SOAT-Expression kausal für diese 

Störungen ist, oder ob z. B. durch eine verminderte Anzahl an Spermatiden und Spermatozyten im 

Verlauf einer Hypospermatogenese, auch das Vorhandensein von SOAT vermindert ist. 

SOAT könnte eine Rolle für die lokale Versorgung mit Steroiden im Hoden spielen und damit auch 

einen Einfluss auf die männliche Fruchtbarkeit nehmen. 

Abgesehen von einer möglichen Herunterregulation der mRNA-Expression können genetische 

Varianten im SLC10A6-Gen die Transportfunktion beeinflussen und damit einen ähnlichen, 

negativen Effekt auf die Spermatogenese haben.  

Aus diesem Grund wurde in Publikation #2 nach funktionell relevanten Varianten im menschlichen 

SLC10A6-Gen gesucht. Es ist möglich, dass es eine Korrelation zwischen einer gestörten 

Spermatogenese und bestimmten, in der Natur auftretenden Varianten gibt. Darüber hinaus sollte 

das Auftreten von in vitro funktionsbeeinträchtigenden Varianten auch bei Patienten mit 

eingeschränkter Spermatogenese im Vergleich zu Patienten mit intakter Spermatogenese analysiert 

werden. 

Um einen aktuellen Überblick über die natürlich vorkommenden genetischen Varianten des 

menschlichen SLC10A6-Gens zu erhalten, wurde die SNP-Datenbank des NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) durchsucht. In einer früheren Studie wurden bereits einige 

häufiger auftretende und länger bekannte genetische Varianten von SOAT analysiert und ihr 

Zusammenhang mit verschiedenen Störungen der Spermatogenese untersucht. Zu diesem 

Zeitpunkt waren nur einige wenige SOAT-Polymorphismen bekannt: S6F, I114V, R185T, I196T, V199I 

und L204F [Bakhaus et al., 2018a]. Unter diesen zeigte nur SOAT L204F eine signifikant 

beeinträchtigte Transportfunktion, höchstwahrscheinlich durch eine gestörte Plasmamembran-

Expression. Da dieser Polymorphismus allerdings sowohl bei Probanden mit intakter 

Spermatogenese, als auch bei Probanden mit Hypospermatogenese mit nahezu identischen Allel-
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Frequenzen nachgewiesen wurde, konnte er nicht als ursächlich für eine Hypospermatogenese 

angesehen werden.  

Nichtsdestotrotz lässt dieser Befund keine abschließende Aussage über die Rolle von SOAT für die 

männliche Fertilität und Fortpflanzung zu, da die Hypospermatogenese nur eine von vielen 

histomorphometrischen Pathologien des Hodens darstellt und der Polymorphismus SOAT-L204F 

darüber hinaus eine verbleibende Resttransportaktivität aufwies [Bakhaus et al., 2018a].  

Aus diesem Grund wurden in der nachfolgenden Analyse auch seltenere genetische Varianten von 

SOAT untersucht, deren Entdeckung größtenteils durch das 1000 Genome Project gefördert wurde 

(http://www.1000genomes.org/). 

Zur Zeit des zweiten Suchlaufs wurden insgesamt >350 Varianten im SLC10A6-Gen detektiert. Diese 

Liste wurde durch eine Beschränkung auf die im offenen Leserahmen lokalisierten Varianten auf 

148 reduziert. Als weiteres Kriterium wurden nur die Varianten konservierter Aminosäuren 

ausgewählt. Schlussendlich wurden über bioinformatische Analyseverfahren, mittels der PolyPhen- 

und SIFT (sorting intolerant from tolerant) Algorithmen, 24 Varianten herausgefiltert, die durch 

beide Programme als möglicherweise schädigend kategorisiert wurden.  

 

 

3.4.1. POLYPHEN 

PolyPhen ist ein frei zugängliches bioinformatisches Programm, welches sich der automatischen 

funktionellen Annotation von codierenden SNPs widmet. Nach Ramensky charakterisiert der 

PolyPhen zugrundeliegende Algorithmus sequenzbasiert die Substitutionsstelle der 

Polymorphismen [Ramensky et al., 2002]. Die Substitution kann dabei an einer spezifischen, 

funktionsrelevanten Position des Proteins auftreten, oder in einer nicht spezifizierten Region. Das 

Protein wird durch seine SWALL-Zugangsnummer, seine ID oder durch die Sequenz selbst 

identifiziert [Ramensky et al., 2002]. PolyPhen überprüft, ob der Aminosäureaustausch an einer 

Stelle stattfindet, die in der SWALL-Datenbank entweder als Disulfid-, Thiolester-, Thiolether-, Fett- 

oder Metallionenbindungsstelle gekennzeichnet ist. Außerdem wird festgestellt, ob der Austausch 

an einer möglichen Glycosylierungs- oder Phosphorylierungsstelle stattfindet, oder im Bereich einer 
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TMD [Krogh et al., 2001] oder einer Signalstelle [Nielsen et al., 1997] liegt. Nachfolgend wird 

ermittelt, ob die Substitutionsstelle in räumlichem Kontakt mit einer dieser kritischen 

Bindungsstellen steht, zumindest dann, wenn der Sequenz ein homologes Protein mit bekannter 

3D-Struktur zugeordnet werden kann.  

 

 

3.4.2. SIFT (SORTING INTOLERANT FROM TOLERANT) 

Das online Programm SIFT repräsentiert einen mehrstufigen Algorithmus, der einen 

Sequenzhomologie-basierten Ansatz zur Klassifizierung von Aminosäuresubstitutionen verwendet 

[Ng et al., 2000]. Laut Kumar et al. kompiliert SIFT für eine gegebene Proteinsequenz einen 

Datensatz von funktionell verwandten Proteinsequenzen durch das Durchsuchen von 

Proteindatenbanken und unter Verwendung des PSI-BLAST-Algorithmus [Kumar et al., 2009]. Es 

baut dann eine Ausrichtung der homologen Sequenzen mit der Abfragesequenz auf. Im zweiten 

Schritt berechnet SIFT jede Position im Alignment und berechnet die Wahrscheinlichkeiten für alle 

möglichen 20 Aminosäuren an dieser Position. Diese Wahrscheinlichkeiten werden durch die 

Wahrscheinlichkeit der häufigsten Aminosäure normalisiert und in einer skalierten 

Wahrscheinlichkeitsmatrix aufgezeichnet. SIFT prognostiziert eine Substitution zur Beeinflussung 

der Proteinfunktion, wenn die skalierte Wahrscheinlichkeit, auch SIFT score genannt, unterhalb 

eines bestimmten Schwellenwertes liegt. Im Allgemeinen ist eine stark konservierte Position 

gegenüber den meisten Substitutionen intolerant, während eine schlecht konservierte Position die 

meisten Substitutionen tolerieren kann.  

 

 

3.4.3. TRANSPORTAKTIVITÄT UND PLASMAMEMBRAN-EXPRESSION DER SOAT-VARIANTEN 

Die Liste der so ermittelten SOAT-Varianten wurde um sieben Mutationen erweitert, die zu einer 

Verschiebung des Leserahmens führen (frameshift-Mutationen). Insgesamt umfasste die Liste also 

31 SOAT-Varianten. Die in der vorherigen Studie [Bakhaus et al., 2018a] analysierten Varianten 

wurden dabei nicht erneut mit einbezogen.  
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Ziel dieses Teilprojektes war es, für alle Varianten sowohl die Transportaktivität sowie die 

Plasmamembran-Expression und die Gesamtprotein-Expression zu untersuchen (siehe Publikation 

#2). 

Überraschenderweise zeigten nahezu alle Varianten eine signifikant reduzierte Transportaktivität 

für [3H]DHEAS und viele der Varianten waren sogar vollständig Transport-negativ. Im Gegensatz 

dazu war die Plasmamembran-Expression nur bei wenigen SOAT-Varianten, darunter die frameshift-

Mutationen, beeinträchtigt. 

Da eine reduzierte Plasmamembran-Expression ebenfalls einen negativen Effekt auf die 

Transportrate hat, aber ein beeinträchtigter Transport nicht notwendigerweise auch die 

Plasmamembran-Expression beeinflusst, wurden drei verschiedene Kategorien der SOAT-Varianten 

etabliert, in denen alle Daten aus der Transport- und der Oberflächenexpressionsanalyse kombiniert 

wurden: 

 

1a) DHEAS-Transportaktivität unbeeinflusst und Plasmamembranexpression über 50% 

1b) Transportaktivität über 50% und Plasmamembranexpression über 50% 

2a) Beeinträchtigte Transportaktivität unter 50%, aber Plasmamembranexpression über 50% 

2b) Keine Transportaktivität für [3H]DHEAS, aber Plasmamembranexpression über 50% 

3) Beeinträchtigte Plasmamembranexpression und fehlende Transportaktivität 

 

Alle SOAT-Varianten wurden außerdem in einem 3D-Homologiemodell des humanen SOAT, 

basierend auf den Kristallstrukturen der bakteriellen Homologe von neisseria meningitides (ASBTNM) 

und yersinia frederiksenii (ASBTYF), lokalisiert [Hu et al., 2011]. Sowohl SOAT als auch ASBT sind durch 

einen strikt Natrium-abhängigen Transport gekennzeichnet und teilen an den mutmaßlichen 

Natrium-Bindungsdomänen hoch konservierte Aminosäuren. 

Insgesamt wurden fünf Varianten der Kategorie 3 identifiziert (A83V, P107L, G241D, G263E und 

Y308N). Eine genauere Analyse dieser Varianten innerhalb des SOAT-Homologiemodells ergab, dass 

sich die meisten von ihnen in der Peripherie der Core-Domäne befinden. Der 

Transportmechanismus der SLC10-Transporter basiert wahrscheinlich auf alternierenden 
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Konformationen der Substratbindungsstelle, welche einmal nach extra- und einmal nach 

intrazellulär lokalisiert sein kann. Dadurch wird der Substrattransport von extra- nach intrazellulär 

erreicht. Die Panel-Domäne scheint während der Konformationsänderung flexibler zu sein als die 

Core-Domäne [Alhadeff et al., 2015; Drew und Boudker, 2016]. 

Auf Grund dessen tritt die Homodimerisierung, die während des Sortierprozesses des SOAT-Proteins 

in die Plasmamembran auftritt, wahrscheinlicher an der unflexibleren Core-Domäne auf [Bijsmans 

et al., 2012]. Eventuell induzieren die Varianten der Kategorie 3 Konformationsänderungen, welche 

die Homodimerisierung von SOAT und somit auch den Transport negativ beeinflussen könnten. 

Die meisten Varianten der Kategorie 2b befinden sich direkt an oder in nächster Nähe der 

mutmaßlichen Natrium-Bindungsdomänen von SOAT. Dies gilt insbesondere für die Varianten mit 

fehlender Transportaktivität (G109S, S112F, N113K und S133F). Aus den bakteriellen Homologen ist 

bekannt, dass bestimmte hochkonservierte Aminosäuren während des Transportzyklus an der 

Bindung der beiden Natrium-Ionen beteiligt sind. Die meisten dieser Aminosäuren sind unter den 

SLC10-Transportern hoch konserviert und sind auch in SOAT an den entsprechenden Positionen 

vorhanden (Publikation #2).  

Da einige der SOAT-Varianten diese Aminosäuren direkt betreffen (Q75R, S112F und N113K) und 

andere in unmittelbarer Nähe zu diesen Natrium-Bindungsdomänen lokalisiert sind (P107L, G109S, 

S133F und G263E), ist es sehr wahrscheinlich, dass diese Varianten die Transportaktivität von SOAT 

beeinflussen, indem die Natrium-Bindung negativ beeinträchtigt wird. Weitere Belege für die 

wichtige Rolle der Aminosäuren, die sich in unmittelbarer Nähe der Natrium-Bindungsdomäne 

befinden, zeigen sich in Mutagenese Studien an den Carriern ASBT und NTCP [Oelkers et al., 1997; 

Zahner et al., 2003].  

Wie erwartet ist die Transportfunktion von SOAT in allen frameshift-Mutationen, mit Ausnahme von 

nt1113(insA), komplett aufgehoben. Dies liegt vermutlich in der Trunkation von strukturell 

und/oder funktionell wichtigen Domänen begründet. Darüber hinaus könnten off-frame 

Aminosäuren, die durch die Leserahmenverschiebung entstehen, einen direkten negativen Effekt 

auf die Transportfunktion von SOAT haben.  

In der frameshift-Mutation nt1113(insA) ist die SOAT-WT Sequenz bis zum ersten Viertel des C-

Terminus erhalten. Nur die letzten 55 Aminosäuren werden gelöscht und durch 26 off-frame 
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Aminosäuren ersetzt. Das vorzeitige Stopcodon führt zu einer gestörten Plasmamembran-

Expression des Proteins, was die Vermutung nahelegt, dass der C-Terminus des SOAT-Proteins eine 

Rolle für das Sorting in die Plasmamembran spielt. Nichtsdestotrotz besteht in dieser frameshift-

Mutation eine Rest-Transportaktivität für DHEAS, was vermuten lässt, dass immer noch eine 

gewisse Fraktion richtig in der Plasmamembran exprimiert wird und damit die Transportaktivität 

aufrechterhält. Dieser Befund könnte bedeuten, dass der C-Terminus des SOAT-Proteins eher für 

das Sorting in die Plasmamembran eine Rolle spielt, als für den Transport-Prozess (Publikation #2).  

Unter allen analysierten Varianten zeigten nur M140I und S151F eine unveränderte 

Transportaktivität und eine normale Expression in der Plasmamembran. Entweder spielen die 

Aminosäuren an diesen Positionen weder für die korrekte Plasmamembran-Expression, noch für 

den Transport-Prozess von SOAT eine große Rolle, oder die neu entstandenen Aminosäuren 

(Isoleucin an Position 140 und Phenylalanin an Position 151) haben keinen negativen Einfluss auf 

diese Funktionen. Beide Varianten befinden sich in der Transmembrandomäne (TMD) 5, die 

während der Konformationsänderung zwischen Panel- und Core-Domäne im Verlauf des Transport-

Prozesses eine gewisse Flexibilität braucht [Alhadeff et al., 2015; Drew und Boudker, 2016]. Aus 

diesem Grund könnte der Aminosäure-Austausch an diesen Positionen tolerierbar für die 

Proteinfunktionen sein.  

Ob die loss-of-function Varianten im SOAT häufiger bei Probanden mit gestörter Spermatogenese 

oder Infertilität auftreten, muss in weiteren Studien untersucht werden. Für den SOAT-

Polymorphismus L204F wurde dies bereits getestet [Bakhaus et al., 2018a]. Leider ist die Analyse 

von über 30 Varianten hinsichtlich ihres Auftretens bei verschiedenen Störungen der 

Spermatogenese sehr aufwändig, sowie zeit- und kostenintensiv. Eine Reduktion der Anzahl auf die 

in Kategorie 2a und 2b zusammengefassten Varianten wäre zunächst zu empfehlen.  

 

 

3.5. SOAT KNOCKOUT MAUS 

Da eine signifikante Reduktion der SOAT-mRNA-Expression bei verschiedenen Störungen der 

Spermatogenese im Menschen gefunden wurde [Fietz et al., 2013; Bakhaus et al., 2018b], wurde 

neben der Analyse funktionell relevanter, genetischer Varianten von SOAT ein Slc10a6-Knockout-
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Maus-Modell etabliert, um die Rolle von Soat im Reproduktionsgeschehen zu untersuchen (siehe 

Publikation #3). 

Die Knockout-Maus wurde über zielgerichtete homologe Rekombination generiert und über 

zweieinhalb Jahre und mehrere Generationen auf einen C57 Bl6-Hintergrund zurück gekreuzt.  

In einer ersten Charakterisierung der Slc10a6-Knockout-Maus lag der Fokus auf der Evaluierung der 

Folgen einer kompletten Abwesenheit des Soat-Proteins für Spermatogenese und Reproduktion in 

der Maus. Wie bereits erwähnt wirkt Soat als spezifischer Aufnahme-Transporter für die 

sulfokonjugierten Vorstufen der Steroidhormone. Diese inaktiven Vorstufen können intrazellulär z. 

B. in den Keimzellen des Hodens durch die StS reaktiviert werden und so einen intrakrinen Effekt 

auf die männliche Reproduktion beisteuern [Labrie, 2015]. 

Es ist bekannt, dass Spermatogenese und männliche Fruchtbarkeit abhängig von hormoneller 

Regulation sind und es gibt Hinweise auf eine Beteiligung der sulfokonjugierten Steroidhormone an 

diesen Prozessen [Ruokonen et al., 1972; Payne und Jaffe, 1975; Geyer et al., 2017]. Es ist denkbar, 

dass SOAT/Soat eine funktionelle Rolle in der lokalen Versorgung mit Steroiden im Hoden spielt. 

Allerdings zeigte die Slc10a6-Knockout-Maus keine sichtbaren Verhaltens-Anomalien, sie zeigt 

weder einen belastenden Phänotyp, noch eine verkürzte Lebenszeit oder ein abweichendes 

Gewicht. Außerdem ist diese Mauslinie fertil, selbst ko x ko Verpaarungen erzeugen Nachkommen. 

Trotzdem wurden Motilität und Morphologie der Spermien geschlechtsreifer Mäuse genauer 

untersucht. Durch die computer assisted sperm analysis (CASA) kann zwar keine Vorhersage über 

die Fruchtbarkeit der Individuen gemacht werden, es lassen sich allerdings wichtige Informationen 

hinsichtlich der Spermien-Qualität ermitteln [Amann und Waberski, 2014].  

Leider brachte die Spermien-Analyse der Slc10a6-Knockout-Maus jedoch keine signifikanten 

Unterschiede in Bezug auf Spermien-Anzahl, -Morphologie oder -Motilität zu Tage. Lediglich ein 

Trend hinsichtlich insgesamt schlechterer Qualitätswerte war bei den Knockout Mäusen zu erahnen. 

Aus diesem Grund wurde eine histomorphometrische Analyse des Hodens der Slc10a6 Knockout 

Mäuse mit einem Spermatogenese-Staging durchgeführt. Im normalen Hodengewebe gibt das 

Auftreten bestimmter Spermatogenese-Stadien einen Aufschluss über die Länge des 

Entwicklungskreislaufs des Hodenkanälchen-Epithels [Russell et al., 1990]. In unserer Analyse 

konnte jedoch kein Unterschied zwischen Knockout- und Wildtyp-Mäusen festgestellt werden. Die 

Häufigkeit, mit der Hodenkanälchen mit Störungen auftraten, besonders solche mit fehlenden 



Diskussion

 
 

 
55 

Generationen (missing generations), schien bei den Knockout Mäusen dennoch erhöht, allerdings 

ohne ein signifikantes Niveau zu erreichen (Publikation #3).  

Allein die Abwesenheit von Soat im Organismus führt also nicht zu einer gestörten Spermatogenese 

oder zu Unfruchtbarkeit. Man muss jedoch mit in Betracht ziehen, dass ein so komplexes Geschehen 

wie eine manifestierte Störung der Spermatogenese nicht von nur einem Parameter abhängen 

kann, sondern dass hier vermutlich ein multifaktorieller Prozess vorliegt [Cooke und Saunders, 

2002]. Nur selten liegt in diesem Fall eine einzige Genmutation zu Grunde [Ferlin et al., 2007]. Ein 

Beispiel hierfür wäre der Knockout des gap junction protein alpha 1 (Gja1) Gens, welches für 

connexin43 codiert. Diese Mutation resultiert tatsächlich in einem direkten Zusammenbruch der 

Spermatogenese [Carette et al., 2010; Gerber et al., 2016]. Soat könnte eine eher regulatorische 

Funktion im Hoden einnehmen und so könnte ein Knockout des Slc10a6-Gens kompensiert werden, 

z. B. durch eine Hochregulation anderer Steroid-Sulfat-Transporter der OATP-Familie [Roth et al., 

2012].  

Darüber hinaus liegt der Slc10a6-Knockout konstitutiv vor, was für eine angeborene Kompensation 

sprechen könnte, da dieser Knockout nicht erst konditionell erworben wird. Eine kompensatorische 

Hochregulation ist auch aus anderen Transporter-Knockout-Mäusen bekannt. Beispielsweise wurde 

eine Hochregulation des organic cation transporters OCT3, mit Transportaktivität für Serotonin, in 

Folge eines Slc6a4-Knockouts beschrieben [Chen et al., 2001; Schmitt et al., 2003]. Möglicherweise 

werden auch in den Slc10a6-Knockout-Mäusen andere Transporter von sulfokonjugierten 

Steroidhormonen als Antwort auf die fehlende Soat-Expression im Hoden hochreguliert. Denkbar 

wären hier verschiedene Transporter aus den Familien der organic anion transporting polypeptides 

(OATPs) und der organic anion transporter (OATs). Um diese Theorie zu überprüfen, sollten noch 

weitere Untersuchungen hinsichtlich des Genexpressionsprofils der Slc10a6 Knockout Maus im 

Vergleich zum Wildtyp gemacht werden und immunhistochemisch gezielt nach den fraglichen 

OATPs und OATs in Hodengewebsschnitten gesucht werden. 

 

Um die Rolle von Soat für den Steroid-Sulfat-Transport in der Maus aus einer weiteren Perspektive 

zu beleuchten, wurde eine Steroidprofil-Analyse von männlichen und weiblichen Slc10a6-Knockout 

und Wildtyp-Mäusen anhand von Serumproben durchgeführt. Für die Analyse von 12 

sulfokonjugierten Steroiden wurde die LC-MS/MS eingesetzt und zur Bestimmung von 9 weiteren, 

unkonjugierten Steroiden wurde die GC-MS/MS verwendet [Sanchez-Guijo et al., 2013; Sanchez-
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Guijo et al., 2015b]. In allen Serumproben konnten jedoch nur Cholesterin-Sulfat (CS), Testosteron 

(T) und Kortikosteron in quantifizierbaren Mengen nachgewiesen werden. Alle anderen getesteten 

Substanzen lagen entweder unterhalb der Quantifizierungsgrenze oder waren im Maus-Serum nicht 

nachweisbar. Kortikosteron wurde insgesamt am häufigsten nachgewiesen, während Testosteron 

das dominante Androgen in den Analysen des Serums der männlichen Tiere repräsentierte. Die 

Spiegel beider Steroide lagen im Bereich früherer Studien [McNamara et al., 2010; Weng et al., 

2010; Nilsson et al., 2015], zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Slc10a6-

Knockout und -Wildtyp-Mäusen. Im Gegensatz dazu war CS im Serum der männlichen Slc10a-

Knockout-Mäuse im Vergleich zu den Slc10a6-Wildtyp-Mäusen signifikant erhöht, zeigte allerdings 

bei den weiblichen Mäusen vergleichbare Werte (Publikation #3).  

CS ist ein wichtiger Bestandteil der Spermatozoen [Lalumiere et al., 1976] und wirkt als 

Plasmamembranstabilisator und potenter Inhibitor der akrosomalen Proteinase Acrosin der 

Spermien [Burck und Zimmerman, 1980]. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Spaltung des 

Spermien-assoziierten CS innerhalb des weiblichen Reproduktionstraktes stattfindet, wo es für die 

Permeabilisierung und die Befruchtung von Bedeutung sein könnte [Langlais et al., 1981]. 

Da SOAT/Soat sowohl im Golgi-Kompartiment der Spermatozyten [Fietz et al., 2013; Grosser et al., 

2013] als auch in der Plasmamembran der runden Spermatiden lokalisiert wurde, könnte dieser 

Transporter an der Aufnahme und Akkumulation von CS in Golgi-Vesikeln beteiligt sein, die im 

späteren Verlauf ihrer Entwicklung die Akrosomen-Kappe bilden. Um diese Hypothese zu stützen, 

müsste jedoch bewiesen werden, dass SOAT/Soat in der Tat CS auf ähnliche Weise transportiert wie 

andere sulfokonjugierte Steroide, was bisher nicht gezeigt werden konnte. Neben dem Hoden ist CS 

von großer Bedeutung in der Haut [Labrie et al., 2000; Zouboulis, 2000]. SOAT/Soat wurdebei der 

Maus immunhistochemisch in der Epidermis lokalisiert und könnte somit an diesem Prozess 

beteiligt sein [Grosser et al., 2013]. Interessanterweise zeigen Patienten mit durch Steroidsulfatase-

Mangel ausgelöster Rezessiver X-chromosomaler Ichthyose (RXLI) Schuppen auf ihrer Haut, die 

durch hohe Konzentrationen von nicht gespaltenem CS und erhöhte Spiegel von Plasma-CS 

verursacht werden [Shackleton und Reid, 1989; Sanchez-Guijo et al., 2015b]. Es ist möglich, dass der 

nicht-vorhandene SOAT/Soat-Transport von CS in der Haut in ähnlicher Weise erhöhte Plasma-CS-

Spiegel verursachen kann. Eine pathohistologische Analyse der Haut von Slc10a6-Knockout-Mäusen 

wird hoffentlich weiterführende, interessante Ergebnisse bringen.  
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3.6. WEITERE UNTERSUCHUNGEN UND AUSBLICK 

3.6.1. CHOLESTERIN-SULFAT 

Die Sulfo-Konjugation spielt eine bedeutende Rolle in der Biotransformation vieler verschiedener 

endogener und exogener Verbindungen. Auch Cholesterin und viele Steroide unterliegen dieser 

Modifikation [Roberts, 1987]. 

Cholesterin-Sulfat ist beim Menschen quantitativ das bedeutendste Steroid-Sulfat und nimmt viele 

wichtige Funktionen im Organismus ein [Strott und Higashi, 2003]. Es wird durch die Steroid-

Sulfotransferasen (SULTs) aus Cholesterin generiert und kann durch die StS in freies Cholesterin 

rekonvertiert werden. Außerdem kann es in sulfokonjugierter Form als Substrat für die Synthese 

von weiteren sulfokonjugierten Steroiden dienen, ohne dass dafür die Sulfatgruppe abgespalten 

werden muss [Roberts et al., 1964; Young und Hall, 1969; Hochberg et al., 1974a; Hochberg et al., 

1974b]. Cholesterin-Sulfat hat sowohl Einfluss auf die Cholesterinsynthese, als auch auf die 

Spermien-Kapazitation [Langlais et al., 1981] und die Aktivität von Thrombin und Plasmin im 

Rahmen der Blutgerinnung [Iwamori et al., 1999]. Außerdem kann CS als regulatorisches Molekül 

wirken [Ikuta et al., 1994; Denning et al., 1995] und spielt eine Rolle für die Keratinozyten-

Differenzierung sowie für die Entwicklung der epidermalen Barriere [Jetten et al., 1989; Kawabe et 

al., 1998].  

Im Falle der RXLI (allerdings nicht bei anderen Formen der Ichthyose), sind die Plasmaspiegel von CS 

deutlich erhöht [Bergner und Shapiro, 1981; Epstein, Jr. et al., 1981; Serizawa et al., 1987]. Darüber 

hinaus sind diese hohen Plasmaspiegel auch mit erhöhten CS-Konzentrationen im stratum corneum 

der Epidermis assoziiert [Williams und Elias, 1981]. 

In der Haut befindet sich CS vorwiegend in der Epidermis. Es wird dort in den basalen und spinalen 

Schichten gebildet und erreicht seine höchste Konzentration im stratum granulosum. Im stratum 

corneum nimmt die CS-Konzentration dann im Verlauf der Desulfonierung durch die StS wieder ab 

[Lampe et al., 1983; Elias et al., 1984]. Diese „Wanderung“ des CS wird auch als "Epidermaler 

Cholesterin-Sulfat Zyklus" bezeichnet [Epstein et al., 1984]. 

Die Transportaktivität von SOAT/Soat für CS wurde in Transportexperimenten im Zellkultursystem 

untersucht. CS ist kommerziell nur in geringer Aktivität in radioaktiver Form erhältlich. Die Substanz 
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ist instabil und lässt sich in gängigen Zellkultur-geeigneten Lösungsmitten nur bedingt in Lösung 

bringen. 

Nichtsdestotrotz wurde die Transportaktivität in SOAT-/Soat-tranfizierten HEK293 Zellen 

untersucht.  Klassischer Weise beinhalten solche Transportexperimente einen Teil der zu testenden 

Substanz in nicht radioaktiv-markierter Form (Kaltsubstanz) und einen Teil der Substanz in 

radioaktiv-markierter Form („Heiß-Anteil“) in einem Transportpuffer. Auf diese Weise kann die 

Menge an eingesetzter Radioaktivität möglichst geringgehalten werden. Da CS jedoch besonders 

hydrophobe Eigenschaften aufweist und sich nicht wie andere Steroid-Sulfate zunächst in 

Dimethylsulfoxid (DMSO) vorlösen lässt, wurde anfänglich versucht CS über den Lösungsvermittler 

2-Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin (Cyclodextrin) im Transportpuffer in Lösung zu bringen.  

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die aus mehreren Zuckermolekülen bestehen, die zu 

einem Ring geschlossen sind. Sie werden durch enzymatische Umwandlung aus Stärke synthetisiert 

und unter anderem in der Umwelttechnik, sowie in der Lebensmittel-, Pharma- und chemischen 

Industrie eingesetzt [Menuel et al., 2007; Thatiparti et al., 2010].  

Auf Grund ihrer besonderen Struktur können Cyclodextrine die Löslichkeit von hydrophoben 

Molekülen verbessern, indem sie Komplexe mit diesen Verbindungen eingehen. Cyclodextrine sind 

zum Zentrum ihres Ringes hin hydrophob und nach außen gerichtet hydrophil. Sowohl α-, als auch 

β- und γ-Cyclodextrin werden von der Food and Drug Administration (FDA) allgemein als sicher 

anerkannt, was sie auch als ungefährliche Substanz für den Einsatz in der Zellkultur qualifiziert. Im 

Hinblick auf diese Eigenschaften ist es den gängigen, im Labor eingesetzten Lösungsmitteln wie 

DMSO, Ethanol (EtOH) und Methanol (MetOH) überlegen, da diese schon in geringen Dosen 

zelltoxisch wirken und sich darüber hinaus als ungeeignet zur Lösung von CS erwiesen haben. 

Im ersten Versuchsansatz wurde die Löslichkeit von CS in einer Cyclodextrinlösung und, im Vergleich 

dazu, in verschiedenen lipophilen Medien (Mineralöl, Silikonöl, Rapsöl) getestet und die 

verschiedenen Transportlösungen im Zelltransportexperiment mit gleichen CS-Konzentrationen 

angewendet.  

Um die lipophilen Öle mit dem wässrigen Transportpuffer zu vermischen, wurde ein Emulgator in 

Form von Lecithin angewendet. Leider konnte eine Fetttröpfchen-Bildung trotzdem nicht verhindert 

werden und dementsprechend suboptimal war das Verhalten der entsprechenden 

Transportlösungen auf den Zellen: Die Fett-Tröpfchen mit der gelösten Kaltsubstanz setzten sich an 
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der Oberfläche ab und konnten aus diesem Grund nicht zufriedenstellend die Zellen am Boden der 

Zellkulturschalen-Wells erreichen, wodurch Öle als Lösungsmittel ausgeschieden sind.  

Im Falle des Cyclodextrins als Lösungsvermittler fiel auf, dass die Werte der Kontrollzellen 

überraschend hoch waren, was die Frage aufwarf, ob Cyclodextrin eine unspezifische Bindung mit 

der Zellmembran eingeht, oder ob eine nicht Transporter-gesteuerte Diffusion oder Endozytose des 

CS stattfinden könnte. Aus diesem Grund wurde im nächsten Versuchsansatz mit Cyclodextrin auch 

der Überstand nach Inkubation gemessen und zusätzlich eine zeitabhängige Messreihe (1 min, 5 

min, 30 min, 60 min) durchgeführt. Auch im folgenden Versuch waren die Kontrollwerte hoch, was 

sich auch in der Auswertung des Überstandes widerspiegelte. Darüber hinaus war auch bei sehr 

langer Inkubation keine Sättigung des Transports erkennbar. Daher kam auch Cyclodextrin als 

Lösungsvermittler für die Transportexperimente mit CS nicht in Frage.  

Da CS im Körper im Serum gelöst nachweisbar ist, wurde im nächsten Anlauf ein Vergleich zwischen 

dem Transport von CS in klassischem Transportpuffer und in Zellkulturmedium mit 10% fetalem 

Kälberserum (FKS) angestellt. Auch im Zellkulturmedium befinden sich ausreichende Mengen 

Natrium für den SOAT Transport. In mehrfachen Ansätzen zeigte sich jedoch eine inhomogene 

Verteilung von CS im Transportpuffer, was auch diesen Ansatz zunichte machte.  

Aus diesen Befunden ergaben sich mehrere Fragen:  

 

 Hat Cyclodextrin eine direkte Wirkung auf die Natrium-Konzentration im Medium? 

 Hat Cyclodextrin eine hemmende Wirkung auf den SOAT-vermittelten Transport? 

 Haftet das CS-Molekül am Cyclodextrin Ring oder wird es so fest darin eingeschlossen, dass 

es für Transportexperimente nicht mehr verfügbar ist? 

 Kann CS mit einem Transporter interagieren, wenn es an Cyclodextrin gebunden ist? 

 Interagiert oder bindet Cyclodextrin Transporter-unabhängig mit der Membran? 

 Ist ein anderes Protein für den CS Transport verantwortlich? 

 

Um zunächst auszuschließen, dass Cyclodextrin per se eine negative Wirkung auf den Transport hat 

oder in anderer Weise das Experiment behindert, wurde ein Transportexperiment mit DHEAS unter 

gleichen Bedingungen vorgenommen. Dazu wurde DHEAS, für welches eine bekannte und gut 

untersuchte Transportaktivität für SOAT/Soat besteht, sowohl mit Cyclodextrin, als auch mit DMSO 
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gelöst und in beiden Ansätzen jeweils mit einer Endkonzentration von 10 µM im jeweiligen 

Transportpuffer auf die Zellen gegeben. DHEAS wurde in beiden Lösungsmitteln vollständig gelöst, 

was durch eine optische Kontrolle unter dem Mikroskop verifiziert wurde.  

Die Auswertung dieses Versuchs machte sehr deutlich, dass Cyclodextrin als Lösungsvermittler für 

Zelltransportexperimente ungeeignet ist, da durch seinen Einsatz die Transportaktivität stark 

gehemmt wird. Worin genau dieser Effekt begründet liegt, muss noch genauer geklärt werden.  

Da kein anderes potentielles Lösungsmittel für CS zur Verfügung stand, wurde in den folgenden 

Ansätzen komplett auf die Kaltsubstanz verzichtet und die Transportaktivität von SOAT für CS allein 

mit der Heißsubstanz untersucht.  

Die Ergebnisse dieses Ansatzes sprachen dafür, dass die Transportmessung allein mit der 

Heißsubstanz zwar im Grunde funktioniert, dass eine Transportaktivität von SOAT für CS unter den 

gewählten experimentellen Bedingungen allerdings nicht nachweisbar ist.  

Um zu untersuchen, ob möglicherweise ein anderer Transporter für Steroidmoleküle in der Lage ist 

in dem gewählten Transport-Assay CS zu transportieren, wurden entsprechende 

Transportexperimente mit den in HEK293 Zellen transient transfizierten Transportern NTCP, ASBT, 

OATP2B1, OATP1B3, OATP1B2 und OAT4 durchgeführt. Jedoch ließ sich auch für keinen dieser 

Carrier eine Transportaktivität für CS nachweisen.  

Um eine mögliche Interaktion von CS mit den Zellen bzw. mit den Transportproteinen deutlicher zu 

machen, wurden die Zellen vor der Messung mit CS-Kaltsubstanz in Medium vor inkubiert. Obwohl 

sich CS im Medium nicht vollständig löst, kann davon ausgegangen werden, dass trotzdem eine 

ausreichend große Menge CS für die Ausbildung eines Equilibriums zwischen Intra- und 

Extrazellularraum in Lösung vorliegt. Dieses Experiment wurde sowohl über 24 h, als auch nur mit 1 

h Vorinkubationszeit durchgeführt, um eine mögliche Zersetzung des CS durch Desulfonierung über 

den langen Zeitraum von 24 h auszuschließen. In beiden Fällen zeigte sich allerdings kein 

Unterschied zwischen den vorinkubierten Zellen und den nicht vorinkubierten Kontrollen. Darüber 

hinaus ließ sich auch in diesen Ansätzen keine Transportaktivität von SOAT/Soat für CS darstellen.  

Als Resultat aller Messungen muss davon ausgegangen werden, dass SOAT/Soat keine 

Transportaktivität für CS besitzt oder diese unter den vielfältigen eingesetzten experimentellen 

Bedingungen nicht in der Zellkultur darstellbar ist.  
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Abb. 3: Cholesterin-Sulfat (CS) Aufnahme in HEK293 T-REx SOAT/mSoat Zellen (repräsentatives Beispiel) 

3x105 stabil transfizierte HEK293 T-REx SOAT- bzw. mSoat- Zellen wurden pro Well einer 24-Well Zellkulturschale 

ausgesät und mit Tetracyclin (tet) induziert. Die Kultivierung der Zellen fand in D-MEM / F12-Medium (Gibco), ergänzt 

mit 10% fetalem Kälberserum (Sigma), L-Glutamin (4 mM), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml), bei 

37°C, 5% CO2 und 95% Feuchtigkeit, statt. Nach 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen einmal mit 

phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS, enthaltend 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 7,3 mM Na2HPO4, 

pH 7,4, 37°C) gewaschen, bevor die Zellen für 10 min mit Transportpuffer (142,9 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM 

MgSO4, 1,2 mM KH2PO4, 1,8 mM CaCl2 und 20 mM HEPES, pH 7,4, 37°C) vorinkubiert wurden. Zur Kontrolle wurden 

alle Transportexperimente auch mit nicht-induzierten Zellen durchgeführt. Die Transportstudien wurden mit jeweils 

250 µl Transportpuffer, einschließlich 5 nM [3H]CS, für 5 min bzw. 20 min bei 37°C durchgeführt. Die Aufnahme wurde 

durch Entfernen des Transportpuffers und fünf Waschschritte mit eiskaltem PBS beendet. Danach wurden die Zellen 

in 1 N NaOH mit 0,1% SDS lysiert und die zellassozierte Radioaktivität wurde durch Flüssigszintillationszählung 

gemessen. Zur Normalisierung der Transportdaten wurde der Protein-Gehalt mittels BCA Protein Assay Kit (Novagen) 

berechnet. 
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3.6.2. OXYSTEROLE 

Oxysterole wirken im Organismus als physiologische Regulatoren, die in Verbindung mit vielen 

Cholesterin-induzierten metabolischen Effekten stehen [Bjorkhem, 2009; Bjorkhem et al., 2009]. Sie 

sind endogene Derivate des Cholesterins, die die Fähigkeit besitzen, Zellmembranen und die Blut-

Hirn-Schranke schneller zu passieren als das Cholesterin selbst. Damit sind sie unter anderem als 

Transportformen des Cholesterins wichtig.  

Zu den freien Hydroxycholesterolen gehören das 24S-, das 25- und das 27-Hydroxycholesterol 

(24OHC, 25OHC bzw. 27OHC) [Sanchez-Guijo et al., 2015b]. 24OHC und 27OHC sind dabei die am 

häufigsten vorkommenden Oxysterole im Organismus [Acimovic et al., 2013]. Das 27OHC ist ein 

selektiver Östrogenrezeptor-Modulator (SERM) und ein liver x receptor (LXR)-Agonist, der unter 

anderem verschiedene Funktionen im Knochen und im kardiovaskulären System ausübt [Umetani 

et al., 2007; DuSell und McDonnell, 2008; DuSell et al., 2008; DuSell et al., 2010; Nelson et al., 2011]. 

Darüber hinaus fanden Nelson et al. im Jahr 2013 heraus, dass 27OHC einen proliferativen Effekt 

auf das Tumorzellwachstum beim malignen Brustkrebs hat.  

Etwa 10% des 24OHC bzw. des 27OHC liegen im menschlichen Plasma als sulfokonjugierte Formen 

vor [Peet et al., 1998]. Diese sogenannten Hydroxycholesterol-Sulfate sind strukturell mit CS 

verwandte Moleküle, die allerdings eine zusätzliche Hydroxylgruppe aufweisen.  

Sánchez-Guijo et al. fanden heraus, dass CS nicht das einzige sulfokonjugierte Steroid ist, das bei 

Patienten mit RXLI erhöht ist. Auch für verschiedene Oxysterol-Sulfate konnten mittels LC-MS/MS 

erhöhte Spiegel festgestellt werden. Außerdem konnte erstmals bewiesen werden, dass der Fund 

von Hydroxysterol-Sulfaten keine Folge von Probenhandhabung oder Probenvorbereitung ist, 

sondern ihre Herkunft und ihr Auftreten in den Messungen enzymatisch bedingt sind [Sánchez-Guijo 

et al., 2015b].  

Es gibt zwei mögliche Wege, über die Oxysterol-Sulfate im Körper gebildet werden können. Sobald 

die Oxysterole aus Cholesterin synthetisiert wurden, können sie durch die Sulfotransferase (SULT) 

sulfokonjugiert werden [Javitt et al., 2001]. Außerdem können die Oxysterol-Sulfate enzymatisch 

direkt aus CS gebildet werden [Norlin et al., 2003].  

Da die Oxysterole, sowie auch die Oxysterol-Sulfate, auf Grund ihrer zusätzlichen Hydroxylgruppe 

bessere Transportsubstrate sein sollten als CS wäre denkbar, dass SOAT/Soat Hydroxycholesterin-
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Sulfate transportieren kann. In diesem Falle könnte der erhöhte CS-Plasmaspiegel der männlichen 

Slc10a6 Knockout Mäuse erklärt werden, welcher das Resultat eines „Rückstaus“ nicht 

transportierten Oxysterols darstellen könnte.  

Bezüglich der Fragestellung, ob neben den erhöhten CS Werten im Serum auch erhöhte Werte für 

verschiedene Oxysterole nachweisbar sind, könnte in nachfolgenden Untersuchungen das Serum 

männlicher und weiblicher Slc10a6 Knockout Mäuse, im Vergleich zum Wildtyp, mittels LC-MS/MS 

analysiert werden. Außerdem könnten in Zelltransportexperimenten in Kombination mit LC-MS/MS 

eine mögliche Transportaktivität von SOAT/Soat für verschiedene Hydroxycholesterin-Sulfate 

untersucht werden.  
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4. ZUSAMMENFASSUNG 

Der sodium-dependent organic anion transporter SOAT/Soat (Genname SLC10A6 Mensch und 

Slc10a6 Tier) ist ein hochspezifischer Aufnahme-Transporter für sulfokonjugierte Steroidhormone, 

welche eine große strukturelle Ähnlichkeit untereinander aufweisen. SOAT-Substrate sind durch ein 

planares, lipophiles Steroid-Gerüst mit einer Ring-Konformation in trans-trans-trans-Stellung 

gekennzeichnet. Außerdem weisen sie eine negativ geladene Monosulfat-Gruppe an den Positionen 

C3 oder C17 auf, die sowohl in α-, als auch in β-Konstellation auftreten kann. Strukturell gesehen 

spielt es also keine Rolle auf welcher Seite des Moleküls die SO4
2--Gruppe angehängt ist. Darüber 

hinaus sind 5α-Reduktion, sowie 16α- und 17α-Hydroxylierung für die Substraterkennung von SOAT 

akzeptabel, während das Vorhandensein einer zweiten, negativ geladenen Sulfatgruppe den 

Substrattransport verhindert. 

SOAT zeigt im Menschen eine prädominante Expression im Hoden und wird in der Maus vor allem 

in Lunge, Haut und Hoden exprimiert. In beiden Spezies wurde das Protein besonders in 

Spermatiden und Spermatozyten detektiert, was darauf schließen lässt, dass SOAT/Soat im Hoden 

von Maus und Mensch die gleiche Funktion einnimmt. Darüber hinaus wurde eine signifikante 

Reduktion der SOAT-mRNA-Expression bei verschiedenen Störungen der Spermatogenese im 

Menschen gefunden. Aus diesen Gründen könnte SOAT/Soat eine Rolle für die lokale Versorgung 

mit Steroiden im Hoden spielen und damit auch einen Einfluss auf die männliche Fruchtbarkeit 

nehmen. 

Um der Aufklärung der physiologischen Funktionen des SOAT/Soat in Bezug auf Fruchtbarkeit und 

Spermatogenese näher zu kommen wurden zwei Strategien verfolgt: Neben der Analyse funktionell 

relevanter, genetischer Varianten von SOAT, die mit einer gestörten Spermatogenese korreliert sein 

könnten, wurde ein Slc10a6-Knockout-Maus-Modell etabliert, um Physiologie und Pathophysiologie 

des Transporters in Bezug auf Reproduktionsverhalten, Fertilität und Samenqualität in vivo zu 

evaluieren. 

Unter den 31 analysierten SOAT-Varianten zeigten nur zwei eine erhaltene Transportaktivität für 

[3H]DHEAS. Alle anderen SOAT-Varianten weisen hingegen einen verminderten Substrat-Transport 

auf. Einige dieser funktionsbeeinträchtigen Varianten zeigten darüber hinaus eine signifikant 

reduzierte Expression in der Plasmamembran, während andere Varianten an oder in direkter 

Nachbarschaft zu den mutmaßlichen Natrium-Bindungsstellen lokalisiert sind. Eine verminderte 
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Expression in der Plasmamembran kann einen negativen Effekt auf die Transportrate haben, 

während ein beeinträchtigter Transport nicht notwendigerweise die Plasmamembranexpression 

beeinflusst. Die Varianten, die in unmittelbarer Nähe zu oder direkt an den Natrium-Bindungsstellen 

lokalisiert sind, beeinflussen die SOAT-Transportaktivität wahrscheinlich, indem sie Na+ von seiner 

Bindung an den jeweiligen Bindungsstellen abhalten und somit auch den Natrium-abhängigen 

Transport der Substrate verhindern.  

Die Slc10a6-/--Knockout-Mäuse sind fruchtbar, produzieren normale Wurfgrößen und zeigen eine 

normale Spermatogenese und Spermienvitalität. Möglicherweise kann der Verlust der Soat-

Expression in den Knockout-Mäusen kompensiert werden, da der Knockout konstitutiv ist und nicht 

erst konditionell verursacht wird. Außerdem ist denkbar, dass die Soat-Funktion trotz allem kein 

wesentlicher Bestandteil des Reproduktionsgeschehens ist. Zusätzlich zur reproduktiven 

Phänotypisierung wurde eine Steroidanalyse mit 9 unkonjugierten und 12 sulfokonjugierten 

Steroiden im Serum von Slc10a6-/--Knockout- und Slc10a6+/+-Wildtyp-Mäusen durchgeführt. Im 

Zuge dessen wurden in den männlichen Slc10a6-/--Knockout-Mäusen, im Vergleich zum Wildtyp, 

signifikant höhere Serumspiegel für Cholesterin-Sulfat nachgewiesen. Dies könnte möglicherweise 

eine Bedeutung für die Haut haben, welche auf eine Ansammlung von CS mit einer Ichthyose 

reagiert.  

 

 

5. SUMMARY 

The sodium-dependent organic anion transporter SOAT/Soat (gene SLC10A6 in humans, Slc10a6 in 

animals) is a highly specific uptake carrier for sulfo-conjugated steroid hormones, which show a high 

degree of structural similarity. SOAT substrates are characterized by a lipophilic steroid backbone 

with a trans-trans-trans conformation of the steroid rings. In addition, all SOAT substrates show a 

negatively charged mono-sulfate group at position C3 or C17, which can occur in both α- and β-

conformation. Structurally, it does not matter on which side of the molecule the sulfate group is 

attached. In addition, 5α-reduction, as well as 16α- and 17α-hydroxylation are acceptable for SOAT 

substrate recognition, while the presence of a second, negatively charged sulfate group seems to 

prevent substrate binding. 
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In humans, SOAT is predominantly expressed in the testes. In mice, Soat shows largest expression 

in lungs, skin and testes. In both species, the protein was detected particularly in spermatids and 

spermatocytes, suggesting that SOAT/Soat fulfills a similar function in the testes of both humans 

and mice. In addition, a significant reduction of SOAT mRNA expression has been found in various 

disorders of spermatogenesis in humans. For these reasons, SOAT/Soat could play a role in the local 

supply of steroids in the testes and thus could have an effect on male fertility. 

In addition to analyzing functionally relevant genetic variants of SOAT that might be correlated with 

disturbed spermatogenesis, an Slc10a6 knockout mouse-model was established to evaluate the 

transporter's physiology and pathophysiology in terms of reproduction, fertility and semen quality 

in vivo. 

Among the 31 SOAT variants analyzed, only two showed preserved transport activity for [3H]DHEAS. 

All other SOAT variants, however, were functionally impaired. In addition, some of these loss-of-

function variants showed significantly reduced plasma membrane expression, while others are 

located directly at or adjacent to the putative sodium binding sites. Decreased expression in the 

plasma membrane may have a negative effect on the transport rate, whereas impaired transport 

does not necessarily affect plasma membrane expression. The variants, which are located in close 

proximity to or directly at the sodium binding sites, probably influence the SOAT transport activity 

by preventing Na+ from binding to the respective binding sites and thus also preventing the sodium-

dependent transport of the substrates.  

The Slc10a6-/--knockout mice do not show any visible aberrations. They are fertile, produce normal 

litter sizes and show normal spermatogenesis and sperm vitality. It is possible, that the loss of Soat 

expression can be compensated in the knockout mice, since the knockout is indeed constitutive and 

not caused conditionally. In addition, it is conceivable that notwithstanding, Soat function is not an 

essential part of the reproduction process. In addition to reproductive phenotyping, steroid analysis 

was performed with 9 unconjugated and 12 sulfoconjugated steroids in the serum of Slc10a6-/--

knockout and Slc10a6+/+-wild type mice. As a result, in the male Slc10a6-/--knockout mice 

significantly higher serum cholesterol sulfate levels were detected, in comparison to the wild type. 
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A B S T R A C T

The sodium-dependent organic anion transporter SOAT/Soat shows highly specific transport activity for sulfated
steroids. SOAT substrates identified so far include dehydroepiandrosterone sulfate, 16α-hydro-
xydehydroepiandrosterone sulfate, estrone-3-sulfate, pregnenolone sulfate, 17β-estradiol-3-sulfate, and an-
drostenediol sulfate. Apart from these compounds, many other sulfated steroids occur in mammals. Therefore,
we aimed to expand the substrate spectrum of SOAT and analyzed the SOAT-mediated transport of eight dif-
ferent sulfated steroids by combining in vitro transport experiments in SOAT-transfected HEK293 cells with
LC–MS/MS analytics of cell lysates. In addition, we aimed to better understand the structural requirements for
SOAT substrates and so selected structural pairs varying only at specific positions: 3α/3β-sulfate, 17α/17β-
sulfate, mono-sulfate/di-sulfate, and 17α-hydroxylation. We found significant and sodium-dependent SOAT-
mediated transport of 17α-hydroxypregnenolone sulfate, 17β-estradiol-17-sulfate, androsterone sulfate, epian-
drosterone sulfate, testosterone sulfate, epitestosterone sulfate, and 5α-dihydrotestosterone sulfate. However,
17β-estradiol-3,17-disulfate was not transported by SOAT.
In conclusion: SOAT substrates from the group of sulfated steroids are characterized by a planar and lipophilic
steroid backbone in trans-trans-trans conformation of the rings and a negatively charged mono-sulfate group at
positions 3′ or 17′ with flexibility for α- or β- orientation. Furthermore, 5α-reduction, 16α-hydroxylation, and
17α-hydroxylation are acceptable for SOAT substrate recognition, whereas addition of a second negatively
charged sulfate group seems to abolish substrate binding to SOAT, and so 17β-estradiol-3,17-disulfate is not
transported by SOAT.

1. Introduction

In 2004, we cloned a novel member of the Solute Carrier Family
SLC10 from rat adrenal gland and named it sodium-dependent organic
anion transporter (Soat) [1]. Although other members of this carrier
family are typical bile acids transporters, being Na+/taurocholate co-
transporting polypeptide (Ntcp) and apical sodium-dependent bile acid
transporter (Asbt), Soat showed no transport activity for bile acids [2].
However, when expressed in Xenopus laevis oocytes, Soat revealed sig-
nificant sodium-dependent uptake of estrone-3-sulfate (E1S) and de-
hydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) [1]. Later, the human SOAT

transcript (gene name SLC10A6) was cloned and functionally char-
acterized in stably SOAT-transfected HEK293 cells [3]. The human and
rat SOAT/Soat proteins exhibit about 70% amino acid sequence iden-
tity. Human SOAT showed transport activity for E1S, DHEAS and
pregnenolone sulfate (PregS) with Km values of 12 μM, 29 μM, and
11 μM, respectively [3]. Apart from these compounds, it was supposed
that SOAT can transport further sulfated steroid molecules [4]. How-
ever, E1S, DHEAS, and PregS are the only sulfated steroids, which are
commercially available in a radiolabeled form and, therefore, are the
only common test substrates from the group of sulfated steroids for in
vitro transport studies [2,5]. To overcome this limitation, we combined
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our in vitro transport experiments with LC–MS/MS analytics, which
enabled us to analyze the transport of different sulfated steroid mole-
cules from cell lysates with highest specificity [6,7]. Using LC–MS/MS,
SOAT-mediated transport of 17β-estradiol-3-sulfate (E2-3S), androste-
nediol sulfate (AnDiolS), and 16α-hydroxydehydroepiandrosterone
sulfate (16α-OH-DHEAS) was demonstrated in previous studies [8,9].

In the present study, we aimed to further specify the structural re-
quirements of a sulfated steroid to be transported by SOAT and to ex-
pand the SOAT substrate spectrum. We analyzed if different modifica-
tions at the sulfated steroid molecule are accepted for SOAT transport.
These included the number and localization of sulfate group/s at the C3
and/or C17 positions [E2-3S vs. 17β-estradiol-17-sulfate (E2-17S) vs.
17β-estradiol-3,17-disulfate (E2-diS)], as well as their orientations in
C3α (androsterone sulfate, AnS), C3β (epiandrosterone sulfate,
epiAnS), C17α (epitestosterone sulfate, eTS), or C17β (testosterone
sulfate, TS). In addition, 17α-OH-PregS and 5α-dihydrotestosterone
sulfate (DHTS) were included to analyze further modifications at the
steroid molecule. To the best of our knowledge, this is the first ex-
perimental study on the carrier-mediated transport of the mentioned
steroid sulfates at all. We found SOAT-mediated transport of all tested
3′- and 17′-mono-sulfated steroids, but interestingly SOAT-mediated
transport of E2-diS could not be demonstrated.

2. Material and methods

2.1. Chemicals

All of the chemicals, unless otherwise stated, were from Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Germany). AnS, E2-17S, and epiAnS were from
Makaira Ltd. (London, UK). TS and 17α-OH-PregS were purchased from
Steraloids Inc. (Newport, USA). DHTS and eTS were from NATA
(Sydney, Australia). [3H]Dehydroepiandrosterone sulfate ([3H]DHEAS,
60 Ci/mmol) was purchased from Perkin Elmer Life Sciences (Waltham,
USA).

2.2. Transport and inhibition studies in stably transfected HEK293 cells

For the transport studies we used tetracycline-inducible stably
SOAT-transfected HEK293 cells as reported before [3]. The cells were
cultivated in D-MEM/F12 medium (Gibco) supplemented with 10%
fetal calf serum, L-glutamine (4 mM), penicillin (100 U/ml), and
streptomycin (100 μg/ml) at 37 °C, 5% CO2, and 95% humidity. For
experimental use, 24-well plates were coated with poly-L-lysine for
better attachment of the cells. Per well 1.25 × 105 cells were seeded
and cultured with standard medium for 72 h containing tetracycline
(1 μg/ml) to induce SOAT expression. Cells without the gene of interest
were used as negative control. All transport studies were performed in
the presence and absence of sodium. In the sodium-free transport
buffer, sodium chloride was replaced by equimolar concentrations of
choline chloride. Before starting the transport experiments, cells were
washed three times with the respective transport buffer (142.9 mM
NaCl or 142.9 mM choline chloride, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgSO4,
1.2 mM KH2PO4, 1.8 mM CaCl2, and 20 mM HEPES, adjusted to pH 7.4
with KOH, 37 °C). Transport studies were performed by incubating the
cells with 300 μl transport buffer containing the respective sulfated
steroid for 10 min at 37 °C. Uptake studies were stopped by removing
the transport buffer and washing the cells 5-times with ice-cold phos-
phate-buffered saline (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM
KH2PO4, 7.3 mM Na2HPO4, pH 7.4). Afterwards, cells were lysed by
adding 400 μl demineralized H2O to the cell monolayer followed by
four freeze-thaw cycles. Aliquots of the cell lysates were subjected to
LC–MS/MS analytics as described below. Additionally, the protein
content was determined using the BCA protein assay kit from Novagen.
Inhibition studies were performed in the same way as the transport
studies with the following modifications. Sodium-dependent uptake of
[3H]DHEAS was measured in the presence of other inhibitory sulfated

steroids with concentrations of 25 μM and 250 μM. Cells were seeded in
12-well plates and grown to confluence. Inhibition experiments were
started by pre-incubation with the respective inhibitor at 37 °C for 30 s.
Subsequently, [3H]DHEAS was added, and the incubation was con-
tinued for 5 min at 37 °C. Uptake was terminated by removing the
transport buffer and washing with ice-cold PBS. Cell-associated radio-
activity was measured by liquid scintillation counting and the protein
content was determined as described before [3].

2.3. Mass spectrometric determination of sulfated steroids

All reference steroids and the internal standards (ISs) were pur-
chased from C/D/N Isotopes Inc. (Pointe-Claire, Canada), Sigma-
Aldrich, Steraloids Inc., or from LGC Standards (Teddington, UK). All
sulfated steroids were analyzed by LC–MS/MS methods developed by
our group and described in detail before [6,7]. LC–MS/MS equipment
consisted of an HPLC system (Agilent 1200SL, Waldbronn, Germany)
hyphenated with a triple quadrupole mass spectrometer (TSQ,
Quantum Ultra, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany). The
columns for liquid chromatography were either Hypersil GOLD
(50 × 2.1 mm, 5 μm) [6] or Accucore Phenyl-X (100 × 2.1 mm,
2.6 μm) [7], both from Thermo Fisher Scientific. MS/MS quantification
was performed by negative electrospray ionization.

PregS, E2-3S and E2-17S were analyzed by the method of Galuska
et al. [6], whereas 17α-OH-PregS, AnS, epiAnS, DHTS, epiTS and TS
were quantified following the method of Sánchez-Guijo et al. [7]. The
analysis of E2-17S was performed with the transition m/z 351→ 97
(collision energy of 37 eV and a tube lens voltage of 167 V). The IS for
E2-17S was d4E2-3S. Good linearity was found for a range between 1
and 250 ng/ml. Chromatograms of E2-17S and its IS are shown in
Fig. 1A.

Concerning sample preparation, dilution of the cell lysates was
followed by centrifugation. Dilution was usually 3:5 (v/v) and achieved
by pipetting 60 μl of the cell lysate into centrifuge tubes containing the
IS and a mix of solvents to a final volume of 100 μl. The final compo-
sition in volume was 79.75% water, 10% methanol, 10% acetonitrile,
and 0.25% ammonium hydroxide (see [7]) or 89.95% water, 10%
methanol and 0.05% ammonium hydroxide (see [6]). Calibration
curves were obtained with dilutions of the pure standards. The standard
of the commercial sulfated steroid (with different concentrations for
each calibration point) was mixed with the IS and 60 μl of cell lysate
free of steroids to a final volume of 100 μl. The percentage of solvents
was identical for samples and calibrators. Finally, samples and cali-
brators were centrifuged (14.500g, 5 min, at room temperature), taken
into vials with glass inserts and injected in the LC–MS/MS system
(10 μl).

A new LC method was required for the analysis of E2-diS, due to its
high polarity. The column was a C30 Accucore column (50 × 4.6 mm,
2.6 μm) from Thermo Fisher Scientific. Solvents were buffer solution A
with ammonium acetate [20 mM (pH 7) dissolved in 50% water and
50% acetonitrile] and solution B with 100% acetonitrile. The flow was
200 μl/min. The gradient started with a 50% of B during 150 s, fol-
lowed by a 99% B during 60 s (ramp gradient), 30 s 99% of B, and re-
equilibration during 90 s to reach 50% B (ramp gradient). Total method
duration was 5.5 min. Retention times were 1.95 min for E2-diS and
2.15 min for its IS d4E1S (Fig. 1B). MS conditions were as reported
before [6]. Under these conditions, the precursor ion [M-2H]2−, m/z
215, generated two most abundant product ions: m/z 175 and m/z 80.
The transition m/z 215 → 175 was used for quantification of E2-diS
(collision energy of 19 eV and tube lens voltage of 84 V). The ion m/z
97 was less abundant, in coincidence with a recent report [10]. Sample
preparation consisted of the dilution of 120 μl of cell lysate sample with
80 μl of acetonitrile containing the IS, followed by centrifugation. The
supernatant was transferred to glass conical vials. Calibrators were
prepared with cell lysate free of steroids, following the same sample
preparation. Next, 20 μl of each sample were injected into the HPLC

G. Grosser et al. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 179 (2018) 20–25

21



system. The method was linear between 1 and 100 ng/ml.

2.4. Statistical analysis

For statistical data analysis GraphPad Prism software (Version 6.05,
GraphPad Software, La Jolla, USA) was used. For comparison of the

transport data one-way ANOVA or unpaired t-test was applied as in-
dicated in the figure legends. Data with p < 0.05 were considered to
be statistically significant.

3. Results and discussion

Apart from being SOAT substrates, PregS, E1S, DHEAS, and E2-3S
are supposed to be competitive inhibitors of SOAT [3,8,11]. Indeed, at
concentrations of 25 μM and 250 μM all these compounds were able to
significantly inhibit the [3H]DHEAS uptake by SOAT, with PregS being
the most potent inhibitor (Fig. 2). Additionally, E2-17S and E2-diS in-
hibited the [3H]DHEAS transport by SOAT in a concentration-depen-
dent manner, with E2-17S being even more potent than E2-3S. In con-
trast, estrone-3-glucuronide, which is not transported by SOAT [3],
showed only weak inhibition of the [3H]DHEAS transport by SOAT,
even at 100-fold molar excess of the inhibitor (Fig. 2). Based on these
data it was suggested that apart from the steroid 3-sulfates also 17-
sulfates and 3,17-disulfates might be substrates of SOAT. However, as
neither E2-17S nor E2-diS are commercially available in a radiolabeled
form, these experiments cannot be easily performed. Apart from the
question, if 17-sulfates and 3,17-disulfates are transported by SOAT at
all, we also aimed to understand if the orientation of the sulfate group
(in α or β position) is relevant for substrate recognition by SOAT.

Therefore, we planned a more sophisticated study by combining
transport experiments in stably transfected SOAT-HEK293 cells with
LC–MS/MS analytics, which enabled us to analyze the transport of
different sulfated steroids, independent from the availability as radi-
olabeled tracers [6,7]. In these experiments, several sulfated steroids
were incubated with the SOAT-HEK293 cells and the test compounds
then were quantified from the cell lysates. Here, LC–MS/MS allows the
highest specificity in steroid analysis and is able to determine intact
steroid sulfates from cell lysates [4]. This method was validated in a
previous study, in which a mixture of E1S, DHEAS, and PregS (10 μM
each) was incubated on NTCP-HEK293 cells and all compounds were
quantified from the cell lysates in a single LC–MS/MS run at con-
centrations of 12.9 ng/ml, 10.0 ng/ml, and 222.5 ng/ml, respectively
[6].

In further studies, using the same LC–MS/MS technique, SOAT-
mediated transport of E1S, DHEAS, E2-3S, AnDiolS, and 16α-OH-
DHEAS was demonstrated [8,9]. Later, the spectrum was expanded to
simultaneously quantify 11 different intact sulfated steroids by LC–MS/
MS [7], also including 17-OH-PregS, AnS, epiAnS, TS, epiTS, and DHTS,
investigated in the present study. Another advantage of this experi-
mental approach is that the transport of intact sulfated steroid mole-
cules from the extracellular to the intracellular compartment is mea-
sured without co-analyzing de-conjugated or even otherwise modified
steroids as it can be the case when using radiolabeled compounds
[4,6,8]. In all transport experiments, two different negative controls
were included. SOAT-HEK293 cells were incubated with either sodium-
containing or sodium-free transport buffer (sodium-free control) and all
experiments were additionally performed in HEK293 cells without gene
of interest (control cells).

As reported before [3,11], SOAT showed significant sodium-de-
pendent transport of PregS, here with 6-fold higher values under so-
dium conditions compared to sodium-free conditions (Fig. 3A). In ad-
dition, 17α-OH-PregS was identified as novel SOAT substrate and was
only detected in SOAT-HEK293 cells under sodium-conditions, but was
below the limit of quantification (LOQ) in the sodium-free control and
in the control cells. Due to this fact, no transport ratio could be de-
termined for 17α-OH-PregS. In comparison with PregS, the additional
polar hydroxy group at position 17′ seemed to generally derogate
membrane permeability, but most likely is not relevant for substrate
recognition by SOAT.

Three different 17β-estradiol sulfates were analyzed for transport by
SOAT: E2-3S, E2-17S, and E2-diS (Fig. 3B), from which E2-3S was an
already known substrate of SOAT [8]. As for the latter two compounds

Fig. 1. Representative LC–MS/MS chromatograms of E2-17S, E2-diS and their respective
internal standards.
(A) Chromatograms of E2-17S from a cell lysate sample (concentration 28.3 ng/ml). (B)
Chromatograms of E2-diS from a standard with concentration 2.5 ng/ml. (C)
Chromatograms of E2-diS from a cell lysate sample at concentration below 1 ng/ml.
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LC–MS/MS analytics was not performed in our group so far, quantifi-
cation of E2-17S and E2-diS first had to be established in the present
study. Both compounds could be detected from reference samples and
cell lysates with an LOQ of 1 ng/ml (Fig. 1). As shown in Fig. 3B, E2-3S
and E2-17S were transported by SOAT in a sodium-dependent manner.
In contrast, E2-diS, although detectable in the cell lysates (see Fig. 1C),
could not be quantified under any experimental condition, also in-
cluding transport experiments with very high concentrations of E2-diS
(100 μM) and extended uptake time (30 min). Based on this data it can
be concluded that E2-diS is not transported by SOAT.

The transport activity of SOAT for both, E2-3S and E2-17S first was
surprising. However, this data can be explained by the high structural
similarity of both compounds irrespective of their site of sulfo-con-
jugation. E2-3S and E2-17S are characterized by a planar steroid back-
bone in trans-trans-trans conformation, which is conjugated with a
single negatively charged sulfate group at the one end and by a hydroxy
group at the opposite site. When one compound is turned by 180 °C
against the other one, this reveals a very close structural overlap, pre-
viously described as pseudo-symmetry of C19 steroids [13] (Fig. 4).
Based on this model, addition of a second sulfate group might just
structurally exceed the SOAT substrate-binding pocket, what would
explain why E2-diS was not transported by SOAT (Fig. 4). As a further
explanation, providing two sulfate groups with the substrate might
abolish substrate recognition due to the high negative charge of the E2-
diS molecule.

The role of E2-3S, e.g. for the proliferation of hormone-dependent
breast cancer cells, has been extensively investigated in the past (for
review see [12]). Here, E2-3S is taken up by a carrier-mediated process
and the sulfate group is cleaved by the enzyme steroid sulfatase (STS)
[13]. Estradiol (E2) then activates estrogen receptors and so contributes
to the proliferation of the malignant cells. Based on this mechanism,
apart from estrogen receptor antagonists such as tamoxifen, also STS
inhibitors such as STX64 are effective for breast cancer therapy [14]. In
contrast, the role and quantitative plasma and urine appearance of E2-
17S and E2-diS are not well understood [15]. However, serum and urine
levels of E2-17S increase during pregnancy and so this compound might
be relevant for the maintenance of gestation [16].

The transport data for E2-3S and E2-17S raised the question in which
conformation the sulfate groups at the 3′ and 17′ positions must be
oriented, so that the sulfated steroid can be accepted by SOAT as sub-
strate. Interestingly, we found significant sodium-dependent transport
for all compounds analyzed, being AnS (3α), epiAnS (3β), TS (17β), and
epiTS (17α), indicating that the conformation of the sulfate group of
these novel SOAT substrates is not distinctive for substrate recognition
by SOAT. Besides, it was confirmed that apart from E2-17S indeed
further 17-monosulfated steroids (TS, epiTS) are transported by SOAT.
As additional test compound we used DHTS, which has a slightly dif-
ferent conformation of the A ring compared to TS due to 5α-reduction,
but shares the 17β-sulfate group with TS. DHTS was significantly
transported by SOAT and so can be included in the group of SOAT

substrates.
Our data allows us to further define the structural requirements of

SOAT substrates. Whereas modifications in the conformation of the
steroid backbone (e.g. for bile acids in cis-trans-trans conformation) or
conjugation with glucuronic acid (e.g. 17β-estradiol-3-glucuronide)
preclude SOAT transport [3], the orientation of the sulfate group at the
3′- or 17′-positions is accepted in α- or β-orientation. This indicates that
the hydrogen bond acceptor group represented by the negatively
charged sulfate group can fit more flexible into the SOAT binding
pocket.

Although no kinetic transport measurements were performed in the
present study, the transport rates of the different substrates can be
compared based on their transport ratios (transport in sodium-con-
taining buffer vs. transport under sodium-free conditions).
Interestingly, epiAnS was the most effective substrate in this regard
with a transport ratio of 35×. The other 3-sulfates tested, AnS and E2-
3S, also showed high transport ratios of 20× and 19×, respectively.
However, there was no general rule for higher transport ratios of the 3-
sulfates over the 17-sulfates, as at least DHTS was transported at a
higher ratio (11×) than PregS (6×). Therefore, not the position of the
sulfate group per se, but the overall conformation of the sulfated steroid
seems to be relevant for the transport ratio of SOAT.

Historically, sulfated steroids were mostly considered as metabolic
end products of active steroid hormones, because they are biologically
inactive at classical androgen and estrogen steroid receptors [4].
However, STS can de-conjugate and thereby re-activate these mole-
cules, which then can participate in the overall regulation of steroid
responsive cells and organs (reviewed more in detail elsewhere
[4,12,13]). So, sulfated steroids can be regarded as a circulating re-
servoir for the formation of biologically active steroid hormones in
peripheral organs. In humans, the dominant circulating sulfated ster-
oids are DHEAS (up to 10 μM), AnS (up to 5 μM) and PregS (up to
1 μM), while others only occur in nanomolar concentrations [13]. Al-
though the physiological role of most of the sulfated steroids analyzed
in the present study is not completely understood yet, we here de-
monstrate that all of them, except of E2-diS, can be transported into
specific target cells by SOAT to trigger effects at the cellular level.

Conclusion

SOAT substrates from the group of sulfated steroids are character-
ized by a planar and lipophilic steroid backbone at trans-trans-trans
conformation of the rings and a negatively charged mono-sulfate group
at positions 3′ or 17′ with flexibility for α- or β-orientation.
Furthermore, 5α-reduction, 17α-hydroxylation, and 16α-hydroxylation
are acceptable for SOAT substrate recognition. In contrast, addition of a
second sulfate group seems to exceed the dimension of the SOAT
binding pocket or the acceptable number of negative charges, and so E2-
diS is not transported by SOAT. This structural information can help to
optimize already established SOAT inhibitors [17], which might be

Fig. 2. SOAT-mediated [3H]DHEAS transport is inhibited by
different other conjugated steroids.
Sodium-dependent uptake of 2.5 μM [3H]DHEAS was mea-
sured in the presence of the indicated conjugated steroids at
concentrations of 25 μM and 250 μM. Cells incubated without
inhibitor served as positive control and were set to 100%.
Values represent percentage of DHEAS transport activity in
the presence of the indicated inhibitor, relative to the positive
control. Data presented means ± SD of duplicate experi-
ments, each with triplicate determinations (n = 6).
*Comparison of the positive control to the inhibition with
25 μM or 250 μM inhibitor revealed a two-tailed P value
of < 0.05 (unpaired t-test). #Not different from negative
control.
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Fig. 3. SOAT-mediated transport of steroid 3-monosulfates and 17-monosulfates, but not of 17β-estradiol-3,17-disulfate.
SOAT-HEK293 cells were incubated with 10 μM of the indicated sulfated steroid in the presence (black bars) or absence (open bars) of sodium over 10 min at 37 °C. Cell lysates were
analyzed by LC–MS/MS in order to determine the absolute cell-associated amount of the intact sulfated steroid molecules. (A) Uptake of PregS vs. 17α-OH-PregS. (B) Uptake of different
17β-estradiol sulfates: E2-3S, E2-17S, and E2-diS. (C) Uptake of 3'-monosulfated steroids with α- or β-conformation of the 3′-sulfate group: AnS vs. epiAnS. (D) Uptake of 17'-monosulfated
steroids with α- or β-conformation of the 17′-sulfate group: TS/DHTS vs. epiTS. Chemical structures of the respective sulfated steroids are illustrated. Data represent means ± SD of
triplicate determinations of representative experiments (n = 3). *Significant transport activity compared with sodium-free control and §significant transport activity compared with
control cells with p < 0.05 (one-way ANOVA). #Concentrations below the LOQ. Red color highlights the discriminable features of the respective compounds.
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relevant for estrogen sulfate and androgen sulfate deprivation thera-
pies, such as hormone-dependent breast or prostate cancer.
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A B S T R A C T

Sulfo-conjugated steroid hormones, such as dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), pregnenolone sulfate or
estrone-3-sulfate are abundant in the body, but are biologically inactive at classical androgen and estrogen
steroid receptors. However, after carrier-mediated import and de-conjugation by the steroid sulfatase, these
compounds participate in the overall steroid regulation of reproductive organs. The sodium-dependent organic
anion transporter SOAT, coded by the SLC10A6 gene, is specific for the transport of steroid sulfates and is highly
expressed in testicular germ cells, including pachytene spermatocytes, secondary spermatocytes, and round
spermatids. Therefore, SOAT is supposed to be involved in the regulation of spermatogenesis and male fertility.
In the present study, the SLC10A6 gene was analyzed for rare genetic variants, which might affect transport
function or membrane expression of SOAT. Among the 31 SOAT variants analyzed, L44P, Q75R, P107L, G109S,
S112F, N113K, S133F, G241D, G263E, G294R, and Y308N showed no transport activity for DHEAS at all. In the
case of P107L, G241D, G263E, and Y308N, this was most likely due to significantly reduced expression in the
plasma membrane. Other variants are located directly at (Q75R, S112F, N113K) or close to (G109S, S133F, and
G263E) the supposed SOAT Na+ binding sites and thus could disable the sodium-coupled transport cycle. If these
loss-of-function SOAT variants are more frequent in men with impaired spermatogenesis or infertility needs
further investigation.

1. Introduction

In contrast to free estrogens and androgens, which act via their
respective nuclear receptors, sulfo-conjugated steroid hormones such as
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), testosterone sulfate, or es-
trone-3-sulfate (E1S) are biologically inactive at these receptors [1].
Steroid sulfates are abundant in the body and reach plasma con-
centrations in the micromolar range, being much higher than the
plasma concentrations of the corresponding free steroids (e.g.
1–10 μmol/L DHEAS vs. 2–30 nmol/L dehydroepiandrosterone) [2].
Steroid sulfo-conjugation is mediated by enzymes of the sulfo-
transferase family and represents an inactivation step for sex steroid
hormones [3]. However, as an opposing reaction, the enzyme steroid
sulfatase (STS) can de-conjugate, and thereby re-activate sulfo-con-
jugated steroid hormones, which then participate in the overall steroid
regulation via the classical steroid receptors (so-called sulfatase
pathway) [4,5]. But prior to cleavage, steroid sulfates must be imported
into specific STS-expressing target cells. Due to their negative charge,
this process requires regulated uptake via plasma membrane

transporters [1,2].
The sodium-dependent organic anion transporter (SOAT) represents

such a transporter and has proved to be very specific for the transport of
sulfo-conjugated steroid hormones, including pregnenolone sulfate
(PREGS), DHEAS, 16alpha-OH-DHEAS, E1S, estradiol-3-sulfate, and
androstenediol-3-sulfate [6–9]. As SOAT is highly expressed in testi-
cular germ cells, including pachytene spermatocytes, secondary sper-
matocytes, and round spermatids, this carrier is supposed to be in-
volved in the regulation of spermatogenesis and male fertility [7]. In
order to elucidate if functionally impaired SOAT variants might be
more frequent in males with reproductive problems or infertility, SOAT
genetic variants were recorded from the relevant databases and were
analyzed for transport function and membrane expression. In a previous
study, some common and longer-known genetic variants of SOAT were
analyzed, namely S6F, I114V, R185T, I196T, V199I, and L204F. Among
them, only SOAT L204F showed significantly impaired transport func-
tion, most likely by hindering proper membrane expression [10].
However, SOAT L204F was found in subjects with hypospermatogen-
esis as well as in men with normal spermatogenesis at same frequencies,
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indicating that this genetic variant seems not to be causative for hy-
pospermatogenesis per se. To continue this work, in the present study
more rare genetic variants of SOAT were analyzed, which were quite
recently discovered. Surprisingly, virtually all of them showed sig-
nificantly reduced transport activity. This can only partly be explained
by sorting defects to the plasma membrane.

We localized all SOAT variants in a 3D homology model of human
SOAT, based on the crystal structures of two bacterial homologs from
Neisseria meningitides (ASBTNM) and Yersinia frederiksenii (ASBTYf)
[15,16]. In man, ASBT represents an intestinal bile acid transporter,
which has among the SLC10 carrier family the highest sequence
homology to SOAT [6]. SOAT and ASBT are both characterized by a
strictly sodium-dependent transport mode and share highly conserved
amino acids at the supposed sites of sodium binding. Some of the loss-
of-function SOAT variants are located directly at or closely to these
sodium-binding sites, and thus could disable the sodium-coupled
transport cycle.

2. Material and methods

2.1. Materials

All of the chemicals, unless otherwise stated, were obtained from
Sigma-Aldrich. [3H]DHEAS was purchased from PerkinElmer Life
Sciences.

2.2. Generation of the polymorphic HA-SOAT constructs

In order to generate an N-terminally HA-tagged SOAT construct, the
previously described SOAT-pcDNA5 vector [6] was used as a template
for site-directed mutagenesis. This construct showed transport activity
as well as membrane expression comparable to the wild type SOAT
(SOAT-WT) and, therefore, was used as a template for all further mu-
tagenesis experiments. Based on the HA-SOAT-pcDNA5 construct, a
total of 31 polymorphic constructs (Table 1) were obtained by site-di-
rected mutagenesis as reported before [10]. 50 ng template DNA were
used and mutagenesis was performed with the QuikChange site-di-
rected mutagenesis kit (Agilent Technologies), according to the manu-
facturer’s protocol and the primers listed in Table 1. PCR products were
incubated with DpnI for 1 h at 37 °C in order to eliminate template DNA
and were transformed to One Shot TOP10 E. coli chemically competent
cells (Invitrogen). Correct constructs were selected based on DNA se-
quencing and were used for transfection into GripTite HEK293 MSR
cells, which show improved adherence by stably expressing the human
macrophage scavenger receptor (Invitrogen).

2.3. Transport experiments with the polymorphic HA-SOAT constructs

Functional characterization of the polymorphic HA-SOAT constructs
was performed after transient transfection into GripTite HEK293 MSR
cells as described previously [7]. These cells were cultivated in D-MEM/
F12 medium (Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum (Sigma),
L-glutamine (4 mM), penicillin (100 U/ml), and streptomycin (100 μg/
ml) at 37 °C, 5% CO2, and 95% humidity. Cells were plated into 24-well
plates with 3 × 105 cells per well and transfected after 2 h with 0.5 μg
of the respective pcDNA5 construct per well by Lipofectamine 2000
(Life Technologies), as recommended in the manufacturer’s protocol.
After 48 h of incubation, cells were washed once with phosphate buf-
fered saline (PBS, containing 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM
KH2PO4, 7.3 mM Na2HPO4, pH 7.4, 37 °C). Then, cells were pre-in-
cubated with transport buffer (142.9 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM
MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 1.8 mM CaCl2, and 20 mM HEPES, pH 7.4,
37 °C) for 10 min. For control, all transport experiments were also
performed in sodium-free transport buffer where sodium chloride was
replaced by equimolar concentrations of choline chloride. Transport
studies were performed by incubating the transfected cells with 250 μl

transport buffer containing 10 μM DHEAS, including 0.05% [3H]
DHEAS, for 15 min at 37 °C. Uptake studies were terminated by re-
moving the transport buffer and five washing steps with ice-cold PBS.
Afterwards, cells were lysed in 1 N NaOH with 0.1% SDS and the cell-
associated radioactivity was measured by liquid scintillation counting
as described before [6]. For normalization of the transport data, protein
content was calculated using the BCA protein assay kit (Novagen) as
reported before [7].

2.4. Measurement of total and surface SOAT protein expression by
immunofluorescence

In order to measure total SOAT protein expression as well as plasma
membrane expression, transiently transfected GripTite HEK293 MSR
cells were used for immunofluorescence detection with an anti-HA
antibody. Cells were either permeabilized in order to measure the total
HA-SOAT content or used non-permeabilized for surface HA-SOAT
detection with an anti-HA antibody. For both approaches, 6 × 104 cells
per well were seeded in poly-L-lysine-coated black 96-well plates with
clear bottom (Greiner) and transfected as described above with 100 ng
DNA and 0.3 μl Lipofectamine 2000 per well. 48 h after transfection,
medium was removed and cells were washed three times with PBS.
Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 30 min at room
temperature, washed twice with PBS for 5 min, once with 20 mM gly-
cine in PBS for 10 min, and finally twice with PBS for 5 min. Then, one
part of the cells was permeabilized for 5 min in PBS buffer supple-
mented with 0.2% Triton X-100 and washed with PBS for 5 min. The
other part was not treated and remained under PBS during the per-
meabilization step. Both preparations were placed in blocking solution
containing 4% goat serum for 1 h. Afterwards, cells were incubated
with the mouse anti-HA antibody (Thermo Fisher 32-6700) at a final
concentration of 1.25 μg/ml in blocking solution for 1 h. Cells were
washed three times with PBS and incubated with the Alexa Fluor 488-
labeled goat anti-mouse IgG secondary antibody (Thermo Fisher A-
11029) at a final concentration of 2.5 μg/ml in blocking solution for
1 h. Cells were washed twice with PBS and once with the cell permeable
DNA marker Hoechst 33342 at 15 μg/ml in PBS for 5 min. After a final
washing procedure, cells were placed in a fluorescence reader (Tecan
SPARK 10 M) and analyzed regarding Alexa Fluor 488 and Hoechst
33342 fluorescence.

2.5. Immunofluorescence microscopy

For immunofluorescence microscopy, GripTite HEK293 MSR cells
were seeded on poly-L-lysine coated glass coverslips in 24-well plates
with a density of 1 × 105 cells per well and were transfected as re-
ported above. Cells were washed once in PBS, fixed with 4% PFA in PBS
for 5 min at room temperature, washed three times with PBS and
blocked with blocking buffer BB (PBS, 10% donkey serum, 0.05%
Triton X-100) for 1 h at room temperature. Cells were incubated over
night at 4 °C in BB with the following antibodies: mouse anti-HA
(Thermo Fisher 32-6700) and rabbit-anti-calnexin (Sigma C4731) at a
dilution of 1:400 and 1:250, respectively. Cells were washed three times
in PBS and incubated for 1 h at room temperature in BB with the re-
spective secondary antibody, Dylight594-conjugated donkey anti-rabbit
(Rockland 611-742-127) or Alexa Fluor 488-labeled donkey anti-mouse
(Thermo Fisher R37114), at a 1:500 dilution. Again, cells were washed
three times in PBS and coverslips were mounted on microscopy slides
using ProLong Diamond Antifade (Thermo Fisher). Samples were ana-
lyzed the next day on a Leica DM5500 fluorescent microscope.
Captured images were analyzed with the Leica Fluorescence
Workstation software LAS AF 6000.

2.6. Homology modelling

In order to generate a 3D homology model, the SOAT protein
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sequence with GenBank accession No. ABO38126 was used as a target
sequence for the SWISS-MODEL tool [11–14]. Models were calculated
based on the templates of ASBT from Neisseria meningitides (ASBTNM,
PDB 3zuy, sequence identity to SOAT of 21.64% [15]) and ASBT from
Yersinia frederiksenii (ASBTYf, PDB 4n7w, sequence identity to SOAT of
20.45% [16]). The N-terminus of SOAT was oriented to the outside and
the C-terminus to the intracellular site, following experimental data [6].
Amino acids 1–36 of the SOAT N-terminus as well as amino acids
312–377 of the C-terminus could not be depicted at the model, meaning
that the SOAT 3D model only covers amino acids 37–311, thus re-
presenting the SOAT protein from TMD1 to TMD9.

3. Results

In order to get an updated overview of the naturally occurring ge-
netic variants of SOAT, the SNP database was searched via the National
Center for Biotechnology Information platform with the gene name
SLC10A6 as the query. A total list of about 350 hits was obtained (date
of search September 2015). The results were narrowed by only focusing
on the variants present in the open reading frame, as the present study
aimed to analyze only effects at the protein level rather than mRNA
expression level. This reduced the total hit number to 148. As a further
criterion, only SNPs on conserved amino acids based on multiple spe-
cies sequence alignment for the SOAT protein were selected (data not
shown). Finally, bioinformatic evaluations were performed with the
PolyPhen and SIFT algorithms. This resulted in a total number of 24
SNPs, which were predicted as probably or possibly damaging by both
programs (Table 2A) plus seven frame shift mutations (Table 2B). Of
note, the used criteria excluded all of the more common SOAT variants,
which were analyzed in a previous study [10].

It was intended to test the transport function and membrane ex-
pression of the selected SOAT genetic variants independent from the

custom-made SOAT2–17 antibody (Eurogentec), which was previously
used to localize the SOAT protein in the plasma membrane [6], but
which is only available in residual amounts. A further aim was to detect
total SOAT protein expression as well as plasma membrane expression
in a single approach, excluding our custom-made SOAT311–377 antibody
(Eurogentec), which is directed against the intracellular C-terminus of
SOAT [7]. Finally, it was decided to introduce an HA-tag into the ex-
tracellular N-terminus of SOAT that can be detected in the plasma
membrane in non-permeabilized cells (indicating plasma membrane
expression) as well as in permeabilized cells (representing total SOAT
protein expression). Preparatory experiments confirmed transport ac-
tivity as well as plasma membrane expression of the HA-SOAT construct
comparable to the SOAT-WT protein (data not shown). Then, a re-
spective cDNA construct was generated for each of the 31 SOAT var-
iants by site-directed mutagenesis. All constructs were sequence ver-
ified and then transiently transfected into HEK293 cells for the
transport and immunofluorescence experiments. Transport experiments
were performed with 10 μM DHEAS in at least three independent ex-
periments with quadruplicate determinations each (total of n = 12). As
shown in Fig. 1A, nearly all HA-SOAT variants showed significantly
lower transport activity compared to HA-SOAT-WT. The variants L44P,
Q75R, P107L, G109S, S112F, N113K, S133F, G241D, G263E, G294R,
and Y308N did not show any significant transport activity at all.
Nt1113(insA) was the only frame shift variant with residual transport
activity from the group of insertion/deletion frameshift variants.
Among these 31 SOAT variants, only two proved transport activity at
the level of the HA-SOAT-WT, namely M140I and S151F. Interestingly,
analysis of the plasma membrane expression of the SOAT variants re-
vealed an opposite pattern. Most of the constructs showed an intact
plasma membrane expression. Only very few SOAT variants revealed
significant impairment of plasma membrane sorting, namely A83V,
P107L, G241D, G263E, and Y308N, as well as all frameshift variants

Table 1
Mutagenesis primers used to generate the polymorphic SOAT constructs.

Construct Forward (5′→ 3′) Reverse (5′→ 3′)

HA-SOAT-WT CGC CCT TAC CAT GTA TCC ATA TGA TGT CCC AGA TTA TGC CAG AGC
CAA TTG TTC

GAA CAA TTG GCT CTG GCA TAA TCT GGG ACA TCA TAT GGA TAC ATG
GTA AGG GCG

HA-SOAT-L44P CAC TGT GAT GAT GGG GCC GCT CAT GTT CTC GAG AAC ATG AGC GGC CCC ATC ATC ACA GTG
HA-SOAT-C51Y CTC ATG TTC TCT TTG GGA TAT TCC GTG GAG CTC CAC GGA ATA TCC CAA AGA GAA CAT GAG
HA-SOAT-Q75R CAT TGC TGT GGG ACT GCT CTG CCG GTT TGG CCA AAC CGG CAG AGC AGT CCC ACA GCA ATG
HA-SOAT-M79V CTG CCA GTT TGG GCT CGT GCC TTT TAC AGC GCT GTA AAA GGC ACG AGC CCA AAC TGG CAG
HA-SOAT-A83V CTC ATG CCT TTT ACA GTT TAT CTC CTG GCC GGC CAG GAG ATA AAC TGT AAA AGG CAT GAG
HA-SOAT-V100A GTC CAA GCT ATT GCT GCT CTC ATC ATG GGC GCC CAT GAT GAG AGC AGC AAT AGC TTG GAC
HA-SOAT-P107L CAT GGG CTG CTG CCT GGG GGG CAC CAT CTC GAG ATG GTG CCC CCC AGG CAG CAG CCC ATG
HA-SOAT-G109S CCC GGG GAG CAC CAT CTC TAA CAT TTT CAC GTG AAA ATG TTA GAG ATG GTG CTC CCC GGG
HA-SOAT-S112F GGC ACC ATC TTT AAC ATT TTC ACC TTC TGG CCA GAA GGT GAA AAT GTT AAA GAT GGT GCC
HA-SOAT-N113K GGC ACC ATC TCT AAG ATT TTC ACC TTC TGG CCA GAA GGT GAA AAT CTT AGA GAT GGT GCC
HA-SOAT-S133F AGT ATG ACA ACC TGT TTC ACC GTG GCC GCC GGC GGC CAC GGT GAA ACA GGT TGT CAT ACT
HA-SOAT-A137T TGT TCC ACC GTG GCC ACC CTG GGA ATG ATG CAT CAT TCC CAG GGT GGC CAC GGT GGA ACA
HA-SOAT-A137V TGT TCC ACC GTG GCC GTC CTG GGA ATG ATG CAT CAT TCC CAG GAC GGC CAC GGT GGA ACA
HA-SOAT-M140I CCG CCC TGG GAA TCA TGC CAC TCT GCA TTT AAA TGC AGA GTG GCA TGA TTC CCA GGG CGG
HA-SOAT-S151F TTT ATC TCT ACA CCT GGT CTT GGA GTC TTC GAA GAC TCC AAG ACC AGG TGT AGA GAT AAA
HA-SOAT-P161S CAG CAG AAT CTC ACC ATT TCT TAT CAG AAC GTT CTG ATA AGA AAT GGT GAG ATT CTG CTG
HA-SOAT-K195N TCA TTC TCA ACA TTG GGG CCG TTG TTG GTG CAC CAA CAA CGG CCC CAA TGT TGA GAA TGA
HA-SOAT-I196M TCA TTC TCA AGA TGG GGG CCG TTG TTG GTG CAC CAA CAA CGG CCC CCA TCT TGA GAA TGA
HA-SOAT-S230N CAC CCT TCT GAC CAT CAA TTT CAT CTT TCC GGA AAG ATG AAA TTG ATG GTC AGA AGG GTG
HA-SOAT-G241D CCA TGT CAC GGA TTT TCT GCT GGC ACT TTT AAA AGT GCC AGC AGA AAA TCC GTG ACA TGG
HA-SOAT-G263E CCT TAG AAA CTG AAG CTC AGA ATA TTC AGA TCT GAA TAT TCT GAG CTT CAG TTT CTA AGG
HA-SOAT-G294R TTG AGT TTC CCA CTG GCC TAT AGA CTC TTC GAA GAG TCT ATA GGC CAG TGG GAA ACT CAA
HA-SOAT-F296L CAC TGG CCT ATG GAC TCC TCC AGC TGA TAG CTA TCA GCT GGA GGA GTC CAT AGG CCA GTG
HA-SOAT-Y308N ATT GTT GCA GCA AAT CAG ACG TAC AAG AGG CCT CTT GTA CGT CTG ATT TGC TGC AAC AAT
HA-SOAT-nt474(del1) CCC GGG GGC ACC ATC TCT AAC ATT TTC AC GTG AAA ATG TTA GAG ATG GTG CCC CCG GG
HA-SOAT-nt474(insG) CCG GGG GGG CAC CAT CTC TAA CAT TTT CAC C GGT GAA AAT GTT AGA GAT GGT GCC CCC CCG G
HA-SOAT-nt665(del10) CCC TTG TGT GCC TGT GGC CTT TGG TGT CTA TAG ACA CCA AAG GCC ACA GGC ACA CAA GGG
HA-SOAT-nt828(del1) CAG ACA TCA CCC TTC GAC CAT CAG TTT CAT C GAT GAA ACT GAT GGT CGA AGG GTG ATG TCT G
HA-SOAT-nt1024(del1) GTT GAG TTT CCC ACT GGC TAT GGA CTC TTC GAA GAG TCC ATA GCC AGT GGG AAA CTC AAC
HA-SOAT-nt1033(del2) CCC ACT GGC CTA TGG ACT TCC AGC TGA TAG AT ATC TAT CAG CTG GAA GTC CAT AGG CCA GTG GG
HA-SOAT-nt1113(insA) CAT GGA AAA AAA GAA CTC AGG TTG CAC AGA AGT CTG CAG ACT TCT GTG CAA CCT GAG TTC TTT TTT TCC ATG

Note: All primers were selected based on the SOAT cDNA sequence with GenBank accession number NM_197965.
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(Fig. 1B). Some other variants showed reduced plasma membrane ex-
pression, but still above a level of 50% compared with HA-SOAT-WT.
Finally, total SOAT protein expression was analyzed in permeabilized
cells and showed comparable levels over all SOAT variants, indicating
that our transfection and immunofluorescence protocols were suffi-
ciently standardized (Fig. 1C). As the only exception, the frame shift
variants nt474(del1) and nt474(insG) revealed significantly lower total
SOAT protein expression compared to HA-SOAT-WT.

Combining all data form the transport and the surface expression
analysis, three different categories of SOAT variant behavior were
identified (always referring to HA-SOAT-WT): 1a (dark green), DHEAS
transport activity unaffected and plasma membrane expression above
50%; 1b (light green), transport activity above 50% and plasma mem-
brane expression above 50%; 2a (light red), impaired transport activity
below 50%, but plasma membrane expression above 50%; 2b (dark
red), no transport activity for DHEAS, but plasma membrane expression
above 50%; 3 (blue), impaired plasma membrane expression and
probably due to that absent transport activity.

Representative variants were additionally analyzed by qualitative
immunofluorescence microscopy (Fig. 2). HA-SOAT-WT, SOAT-S151F

(category 1a), and SOAT-S112F (category 2b) were clearly detected at
the plasma membrane in the non-permeabilized cells. In contrast,
SOAT-G241D (category 3) was rarely found at the plasma membrane in
non-permeabilized cells and revealed significant co-localization with
the ER marker calnexin, pointing to a retention in the sorting process of
this variant in the ER (Fig. 2). Co-localization with calnexin was also
seen in single cells for the other variants of category 1a, 1b, 2a and 2b.
However, here the SOAT protein was also detected at the plasma
membrane, so that ER localization can in these cases be interpreted as
an intermediate sorting step through the ER rather than retention in the
ER as it is the case for G241D (Fig. 2).

All analyzed SOAT variants were depicted on a 3D homology model
of human SOAT, based on the crystal structures of ASBTNM [15] and
ASBTYf [16]. Within this model two structural domains can be sepa-
rated: a more rigid core domain, which contains the proposed sodium-
binding site and a more flexible panel domain, which enables transport
of the substrate by conformational changes relative to the core domain
[15].

The polymorphic amino acids from category 3, namely A83V,
P107L, G241D, G263E, and Y308N, are all located at the core domain
and most of them are oriented towards the outer space of the SOAT
protein. In contrast, the category 2b variants Q75R, G109S, S112F,
N113K, S133F, and G294R are located more at the inner area of the
core domain. This inner area contains specific amino acids, which
participate in the binding of the two sodium ions in the ASBTNM

structure (Fig. 4A). Most of these amino acids are highly conserved
among the SLC10 carriers and are also present in SOAT at the corre-
sponding positions (Fig. 4B). Three of these amino acids, namely S112F,
N113K, and Q75R, are polymorphic in SOAT and the respective SOAT
variants are completely transport negative. Other polymorphic sites of
SOAT are located in close proximity to the sodium-binding sites and the
respective SOAT variants also show completely abolished transport
activity: P107L, G109S, S133F, and G263E (Fig. 4C). In total, 7 out of
11 loss-of-function variants are located at or close to the supposed so-
dium-binding sites of SOAT (Fig. 4C).

Closer analysis of the frameshift variants revealed that most of them

Table 2A
SOAT genetic variants analyzed in the present study.

SNP Nucleotide positiona Nucleotide substitutionb Amino acid substitution PolyPhen prediction SIFT prediction Minor allele frequency (%)c

rs774744746 279 CTG→ CCG L44P probably damaging damaging 0.0251

rs376640232 300 TGT→ TAT C51Y probably damaging damaging 0.011−0.51–3

rs376640232 372 CAG→ CGG Q75R probably damaging damaging 0.00081

rs374782349 383 ATG → GTG M79V probably damaging damaging 0.0008−0.0121,3

rs140433007 396 GCT→ GTT A83V probably damaging damaging 0.012−0.0223,4

rs768475512 447 GTT→ GCT V100A probably damaging damaging 0.00081

rs768475512 468 CCG→ CTG P107L probably damaging damaging 0.012−0.0451,3,4

rs144612845 473 GGC→ AGC G109S probably damaging damaging 0.01−0.41–5

rs781365802 483 TCT→ TTT S112F probably damaging damaging 0.00081

rs369966485 487 AAC→ AAG N113K probably damaging damaging 0.0016-0.0121,3

rs761317022 546 TCC → TTC S133F probably damaging damaging 0.00081

rs775035778 557 GCC → ACC A137T probably damaging damaging 0.00081

rs554846008 558 GCC→ GTC A137V probably damaging damaging 0.0008-0.11,2

rs770781570 568 ATG → ATC M140I possibly damaging damaging 0.00251

rs780234942 600 TCC → TCT S151F possibly damaging damaging 0.00331

rs374917571 629 CCT → TCT P161S probably damaging damaging 0.00171

rs778513592 733 AAG→ AAC K195N probably damaging damaging 0.00081

rs779569277 736 ATT → ATG I196M probably damaging damaging 0.00081

rs777581552 837 AGT → AAT S230N possibly damaging damaging 0.00161

rs376017123 870 GGT→ GAT G241D probably damaging damaging 0.011-0.0451,3

rs759221196 936 GGA → GAA G263E probably damaging damaging 0.00251

rs144273089 1028 GGA → AGA G294R probably damaging damaging 0.045-1.11–4,6

rs750467546 1034 TTC → CTC F296L probably damaging damaging 0.00081

rs373961468 1070 TAT→ AAT Y308N probably damaging damaging 0.0008-0.0231,3

a Referred to GenBank accession no. NM_197965.
b Polymorphic nucleotide in bold.
c Range from different sources: 1EVA_EXAC:ExAc_Aggregated_Populations, 21000 Genomes Project Phase 3, 3NHLBI Exome Sequencing Project, 4NHLBI-ESP:ESP_Cohort_Populations,

5Exome Aggregation Consortium (ExAC), 6CLINSEQ_SNP:CSAgilent.

Table 2B
Frame shift SOAT variants analyzed in the present study.

Frameshift Insertion or
deletiona

Sequence
change after
amino acid
position

Premature stop
after amino
acid position

Minor allele
frequency
(%)b

rs753933531 nt474(del1) 108 128 –
rs764544057 nt474(insG) 108 112 0.002
rs772468172 nt665(del10) 171 178 0.012
rs772892498 nt828(del1) 226 234 0.0008
rs780884224 nt1024(del1) 291 297 0.0008
rs768649921 nt1033(del2) 294 347 0.01
rs773863398 nt1113(insA) 323 348 0.0008

a Referred to GenBank accession no. NM_197965.
b Source: EVA_EXAC:ExAc_Aggregated_Populations.
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significantly truncate the SOAT protein at TMD3 (nt474(insG)), TMD4
(nt474(del1)), TMD5 (nt665(del10)), TMD7 (nt828(del1)) and TMD9
(nt1024(del1)) (Fig. 5). Additionally, off-frame extensions of the SOAT
protein of 3–20 amino acids were produced. None of these proteins
showed any transport activity for DHEAS and all of them exhibited
significantly reduced plasma membrane expression. Only SOAT
nt474(insG) and SOAT nt474(del1) showed reduced total protein ex-
pression, whereas all other frameshift variants revealed comparable
total protein expression with HA-SOAT-WT. Most interesting among the

frameshift variants are nt1033(del2) and nt1113(insA): The frameshift
of nt1033(del2) is located within TMD9 and produces an off-frame
sequence of 52 amino acids at the C-terminus. Although this variant
covers 77% of the SOAT-WT sequence up to the middle of TMD9,
transport activity is completely abolished (Fig. 5). In contrast,
nt1113(insA) which covers the SOAT-WT sequence up the first quarter
of the C-terminus maintained significant sodium-dependent transport
activity for DHEAS, but also showed reduced surface expression.

Fig. 1. Most of the SOAT variants show reduced transport function and/or impaired surface expression.
(A) Transport experiments were performed in transiently transfected HEK293 cells with 10 μM DHEAS. The Na+-dependent transport activity of HA-SOAT-WT was set to 100%. Data are
combined from three independent experiments each with quadruplicate determinations (total of n = 12) and are given as mean ± SD. For statistical analysis, one way ANOVA was
applied. *Significantly lower compared to HA-SOAT-WT with p < 0.05. #Variants maintain significant Na+-dependent transport activity with p < 0.05. (B) SOAT surface expression
was analyzed with an anti-HA antibody under non-permeabilized conditions and cell-associated fluorescence was quantified in relation to HA-SOAT-WT. Data represent means ± SEM of
four independent experiments. For statistical analysis, one way ANOVA was applied to the unmodified raw fluorescence data of each experiment. *Significantly lower SOAT surface
expression compared to HA-SOAT-WT with p < 0.0001 for all four experiments. (C) Total SOAT protein expression was determined with the anti-HA antibody after permeabilization.
*Significantly lower total SOAT protein compared to HA-SOAT-WT with p < 0.0001 for all four experiments.

Fig. 2. Impaired plasma membrane sorting of category 3 SOAT var-
iants.
Representative SOAT variants of categories 1–3 were transfected into
HEK293 cells and labeled with the anti-HA antibody (green fluores-
cence) under permeabilized (left panel) or non-permeabilized (right
panel) conditions. Nuclei were counterstained with Hoechst 33342
(blue fluorescence) and calnexin was detected with red fluorescence.
Scale bars represent 25 μm.
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4. Discussion

There is increasing evidence that not only free androgens and es-
trogens, but also sulfated steroid hormones such as PREGS, DHEAS, and
testosterone sulfate, after cleavage by STS, participate in the overall
regulation of testicular functions [1,17]. As an example, PREGS, DHEAS
and androstenediol-3-sulfate can be metabolized to testosterone in the
human testis [18–20]. However, prior to STS cleavage this process re-
quires an uptake of these negatively charged compounds by specific
membrane carriers. SOAT represents a carrier, which specifically
transports steroid sulfates including PREGS, DHEAS, 16alpha-OH-
DHEAS, E1S, estradiol-3-sulfate, and androstenediol-3-sulfate in a so-
dium-dependent manner [6–9,21]. In the human testis, SOAT expres-
sion was detected in very specific germ cell stages, including zygotene
primary spermatocytes of stage V, pachytene spermatocytes of all stages
(I–V), secondary spermatocytes of stage VI, and round spermatids (step
1 and step 2) of stages I and II [7], thus SOAT was assumed to parti-
cipate in the regulation of spermatogenesis and fertility in man [1].

To test this assumption it was intended to identify naturally oc-
curring and functionally defective genetic variants in the SLC10A6 gene
and to comparatively analyze their occurrence in patients with im-
paired spermatogenesis or infertility versus subjects with intact sper-
matogenesis. This project was initiated in 2012, where only six mis-
sense SOAT variants (S6F, I114V, R185T, I196T, V199I, and L204F)
with minor allele frequencies of 0.1-26% were known from the
GenBank SNP database. Among these variants, only SOAT L204F
showed significantly impaired transport activity compared to SOAT-WT
in a previous study [10]. However, as this variant was detected in
subjects with intact spermatogenesis as well as in patients with hy-
pospermatogenesis (quantitatively reduced, but qualitatively preserved
spermatogenesis) with nearly identical allele frequencies, SOAT-L204F

cannot be regarded as causative for hypospermatogenesis [10]. How-
ever, this does not completely exclude a role of SOAT for male fertility
and reproduction, as hypospermatogenesis is just one of several histo-
morphometric pathologies of the testis and, beyond that, SOAT-L204F
had some residual transport activity left.

A second search on naturally occurring genetic variants in the
SLC10A6 gene was performed in 2015 and then revealed an increase to
350 hits, mostly fostered by the 1000 genomes project [22]. However,
nearly all of them were classified as rare genetic variants with minor
allele frequencies of 0.0008–1.1%, what would hamper any genetic
association study. Nevertheless, it was regarded to be worth to func-
tionally characterize these novel SOAT variants. Due to the high
number of 31 genetic variants to be analyzed in the present study, it
was necessary to establish a larger scale protocol as before in order to
analyze transport function, plasma membrane expression, and total
SOAT protein expression in transfected HEK293 cells. This required the
use of an N-terminally HA-tagged SOAT protein, what can be regarded
as a limitation as it does not exclude the possibility that the poly-
morphic HA-SOAT variants would behave differently in an untagged
form. As a further limitation, it was not possible to measure transport
kinetics for all of the SOAT variants as this would have required to
establish stably transfected cells for each variant. Furthermore, only
DHEAS was used as a reference substrate and the obtained DHEAS
transport data cannot automatically be transferred to all other sub-
strates of SOAT.

Considering these limitations, we found that nearly all SOAT var-
iants had significantly reduced transport activity for DHEAS, and many
of them were completely transport negative after being transiently
transfected into HEK293 cells. In contrast, plasma membrane expres-
sion was more rarely impaired and only occurred for few SOAT var-
iants. As reduced expression at the plasma membrane also has a

Fig. 3. Most of the category 2 and 3 SOAT variants are located at the
core domain of the SOAT protein.
The SOAT 3D homology model was generated by SWISS-MODEL as
outlined under Material and methods. It represents amino acids
37–311 of the SOAT protein. The panel domain is depicted in dark
grey and the core domain is light grey. All polymorphic amino acids
are highlighted according to the color scheme introduced in Fig. 1.

J. Bennien et al. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 179 (2018) 26–35

32



negative effect on the transport rate, but impaired transport does not
necessarily affect plasma membrane expression, it was decided to ca-
tegorize the effects of plasma membrane expression and transport ac-
tivity in different categories. In total, five genetic variants revealed
impaired expression at the plasma membrane and reached only< 50%
membrane expression compared to HA-SOAT-WT, being A83V, P107L,
G241D, G263E, and Y308N. Closer analysis of these variants within the
SOAT homology model revealed that most of them are located more in
the periphery of the core domain (Fig. 3). It was proposed that the
transport mechanism of the SLC10 carriers is based on alternating
conformational transitions of the substrate binding side allowing access
of the substrate from one side of the membrane or the other. During this
conformational transition the panel domain seems to be more flexible
than the core domain [23,24]. Therefore, homo-dimerization, which
occurs during the sorting process of the SOAT protein to the plasma

membrane [25], more likely occurs at the more rigid core domain. As a
speculation, the variants of category 3 might induce conformational
changes which affect homo-dimerization of SOAT and thereby also
plasma membrane trafficking. This was also suggested for the L204F
SOAT variant, which showed an identical Km value for the transport of
DHEAS compared with SOAT-WT, but had significantly reduced Vmax

transport rates due to insufficient trafficking to the plasma membrane
[10]. The variant SOAT-Y308N is located directly at the transition from
TMD9 to the C-terminus. This amino acid position was also striking in a
previous mutagenesis study on human ASBT [26]. This study in-
vestigated an ASBT-Y308C mutant and also found significantly reduced
cell surface expression and abolished transport activity, suggesting an
essential role of this amino acid position for proper plasma membrane
sorting in both carriers, ASBT and SOAT.

Most of the variants of category 2b are located directly at or closely

Fig. 4. Most of the loss-of-function SOAT variants are located close to
the supposed sodium-binding sites of SOAT.
Detailed view on the sodium-binding sites in the ASBTNM structure
and the SOAT homology model. (A) In ASBTNM the first Na+ ion
(blue) is coordinated by S114, N115 of TMD4, S128 and T132 of
TMD5, and E260 of TMD9. E260, V261, M263, and Q264 of TMD9 as
well as Q77 of TMD3 interact with the second Na+ (purple). N265 of
TMD9 is involved in binding of the substrate taurocholate (yellow).
(B) In the human SOAT protein all of these amino acids are conserved,
except for V261 and M263. (C) Sequence alignment of ASBTNM and
SOAT. Based on the SOAT homology model, S112 and N113 of TMD3,
S126 and T130 of TMD4, as well as E261 of TMD8 are supposed to
bind the first Na+, whereas E261 and Q265 of TMD8 as well as Q75 of
TMD2 probably interact with the second Na+.
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to the supposed sodium-binding sites of SOAT. This is particularly true
for the variants with completely abolished transport function, namely
G109S, S112F, N113K, and S133F (Fig. 4). It is known from the crystal
structures of ASBTNM [15] and ASBTYf [16] that certain highly con-
served amino acids are involved in the binding of the two Na+ ions
during the transport cycle (Fig. 4A). Most of these amino acids except
for V261 and M263 are highly conserved among the SLC10 carriers and
are also present in SOAT at the corresponding positions (Fig. 4C). As
some of the SOAT variants directly involve these amino acids, namely
Q75R, S112F, and N113K, and others are in close proximity to these

sodium-binding domains, being P107L, G109S, S133F, and G263E, it is
most likely that these variants affect the SOAT transport activity by
hindering Na+ from its binding at the respective binding sites (Fig. 4B).
Further evidence for the critical role of amino acids in close proximity
to the sodium-binding sites for the transport function come from mu-
tagenesis studies on ASBT and NTCP. As an example, in rat Ntcp E257Q
mutation (corresponding to E260 in ASBTNM and E261 in SOAT)
completely abolished transport function for taurocholate, but kept the
plasma membrane expression unaffected [27]. Furthermore, T262M
mutation of ASBT (corresponding to V261 in ASBTNM and T262 in

Fig. 5. Most of the SOAT frameshift variants are highly truncated.
Based on the insertions and deletions in the SLC10A6 gene, in silico translation was performed in order to predict the truncated SOAT proteins. Off-frame coded amino acids are depicted
in red small letters, whereas the SOAT-WT sequence is given in capital black letters. Localization of the transmembrane domains, based on the 3D homology model of SOAT (Fig. 3), is
indicated.
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SOAT) had the same negative effect on the transport function without
affecting cell surface expression of the protein [28]. In this case, T262M
represents a naturally occurring variant that is correlated with primary
bile acid malabsorption (PBAM), an idiopathic intestinal disorder [28].
S133F is a further SOAT variant that abolished DHEAS transport ac-
tivity. At this position in the mouse Asbt, S133A mutation also impaired
the bile acid transport activity in a previous study [29].

As anticipated, all frameshift variants, except of nt1113(insA),
completely abolished the transport function of SOAT. This is most likely
due to truncation of structurally or functionally important domains.
Furthermore, the off-frame amino acids produced by the frame shift
might have a direct negative effect on the transport function. Closer
analysis of nt1113(insA) revealed that this mutant covers the SOAT-WT
sequence up the first quarter of the C-terminus (Fig. 5). Only the last 55
C-terminal amino acids are deleted and replaced by 26 off-frame amino
acids. This truncation/mutation leads to impaired plasma membrane
expression of the protein, suggesting that the C-terminus of the SOAT
protein is involved in the trafficking to the plasma membrane. Never-
theless, this mutant maintained some residual transport activity for
DHEAS, indicating that a correctly sorted fraction might still be trans-
port active. This would mean that the C-terminus of SOAT is involved in
the sorting process rather than the transport cycle of this carrier.

Among all variants analyzed, only M140I and S151F showed
transport activity and cell surface expression comparable to SOAT-WT.
Therefore, M140 and S151 might be important neither for the sorting
process nor for the transport cycle at all, or the amino acid exchanges
M140I and S151F do not negatively affect these functions. Both re-
sidues are located at TMD5, which needs some flexibility when the
conformational switch between the core domain and the panel domain
occurs during the transport cycle [23,24]. Therefore, these amino acid
substitutions might be tolerated.

Conclusion

SOAT is supposed to be involved in the regulation of spermato-
genesis and male fertility. In the present study, the SLC10A6 gene was
analyzed for rare genetic variants, which might affect transport func-
tion or membrane expression of SOAT. Among the 31 SOAT variants
analyzed, L44P, Q75R, P107L, G109S, S112F, N113K, S133F, G241D,
G263E, G294R, and Y308N showed no transport activity for DHEAS at
all. In the case of P107L, G241D, G263E, and Y308N, this was most
likely due to significantly reduced expression in the plasma membrane.
Other variants are located directly at (Q75R, S112F, N113K) or close to
(G109S, S133F, and G263E) the supposed SOAT Na+ binding sites and
thus could disable the sodium-coupled transport cycle. If these loss-of-
function SOAT variants are more frequent in men with impaired sper-
matogenesis or infertility needs further investigation.
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A B S T R A C T

The sodium-dependent organic anion transporter SOAT (gene name SLC10A6 in man and Slc10a6 in mice) is a
plasma membrane transporter for sulfated steroids, which is highly expressed in germ cells of the testis. SOAT
can transport biologically inactive sulfated steroids into specific target cells, where they can be reactivated by
the steroid sulfatase (STS) to biologically active, unconjugated steroids known to regulate spermatogenesis.
Significantly reduced SOAT mRNA expression was previously found in different forms of impaired spermato-
genesis in man. It was supposed that SOAT plays a role for the local supply of steroids in the testis and con-
sequently for spermatogenesis and fertility. Thus, an Slc10a6−/− Soat knockout mouse model was established by
recombination-based target deletion of the Slc10a6 gene to elucidate the role of Soat in reproduction. However,
the Slc10a6−/− knockout mice were fertile, produced normal litter sizes, and had normal spermatogenesis and
sperm vitality. This phenotype suggests that the loss of Soat can be compensated in the knockout mice or that
Soat function is not essential for reproduction. In addition to reproductive phenotyping, a comprehensive tar-
geted steroid analysis including a set of 9 un-conjugated and 12 sulfo-conjugated steroids was performed in
serum of Slc10a6−/− knockout and Slc10a6+/+ wildtype mice. Only cholesterol sulfate, corticosterone, and
testosterone (only in the males) could be detected in considerable amounts. Interestingly, male Slc10a6−/−

knockout mice showed significantly higher serum levels for cholesterol sulfate compared to their wildtype
controls. As cholesterol sulfate has a broader impact apart from the testis, further analysis of this phenotype will
include other organs such as skin and lung, which also show high Soat expression in the mouse.

1. Introduction

The sodium-dependent organic anion transporter (SOAT in man and
Soat in mice) represents a plasma membrane uptake carrier for sulfated

steroid hormones and belongs to the solute carrier family 10 (member
SLC10A6 in man and Slc10a6 in mice) [1]. SOAT shows transport ac-
tivity for estrone sulfate (E1S), estradiol sulfate (E2S), pregnenolone
sulfate (PregS), dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), 16α-
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hydroxydehydroepiandrosterone sulfate (16α-OH-DHEAS), and an-
drostenediol sulfate (AnDiolS). However, SOAT does not accept other
steroid compounds as substrates including bile acids such as taurocholic
acid and chenodeoxycholic acid, cardiac glycosides such as ouabain and
digoxin, or steroid glucuronides such as estrone-3β-D-glucuronide and
estradiol-17β-D-glucuronide [2–6]. Therefore, SOAT/Soat, in contrast
to other more multi-specific carriers from the organic anion trans-
porting polypeptide (OATP) or organic anion transporter (OAT) fa-
milies, represents a specific steroid sulfate uptake carrier [7,8]. In man,
SOAT is predominantly expressed in the testis and was also detected in
skin, placenta, pancreas, and mammary gland [3,5]. In mice, Soat
showed the highest expression in lung, skin and testis, the order of
which depends on the mouse strain analyzed (CF-1, C57BL/6, FVB, or
129Sv) [9]. In both species, the SOAT/Soat protein was localized to
spermatocytes and spermatids, supposing that this carrier fulfills similar
functions in the testes of man and mouse. Sulfated steroid hormones
require uptake carriers such as SOAT/Soat to enter cells, where these
molecules, after cleavage by the steroid sulfatase (STS), participate in
the overall endocrine regulation via androgen and estrogen receptors
[8,10–12]. In order to elucidate Soat’s role for spermatogenesis and
male fertility in vivo, an Slc10a6−/− knockout (ko) mouse model was
established and analyzed regarding its reproductive phenotype and
steroid profile.

2. Material and methods

2.1. Materials

All chemicals, unless otherwise stated, were obtained from Sigma-
Aldrich.

2.2. Generation of Slc10a6−/− knockout mice

Slc10a6−/− ko mice were acquired from the Texas A &M Institute
of Genomics Medicine (TIGM, Texas, USA). The Slc10a6−/− mouse line
was generated by homologous recombination-based target deletion of
the coding exons 2 and 3 of the Slc10a6 gene in 129SvEvBrd-derived
embryonic stem (ES) cells using a targeting vector designed to replace
these exons with a selection cassette containing the neo and LacZ genes
(Fig. 1A). Homologous recombination was verified by Southern blot
analysis with a 3′ internal probe corresponding to the targeting vector
and a 5′ external probe outside the recombination site (data not
shown). Selected recombinant ES cells were injected into blastocysts
and implanted into a C57BL/6 breeder mouse. Progeny were genotyped
by PCR and heterozygous (het) mice were used for repeated back-
crossing onto purebred C57BL/6N mice. The backcrossing procedure
was guided by SNP-based Speed Congenics (1450 MD Linkage SNP
panel, Taconic) in order to select heterozygous knockouts with the most
C57BL/6N character for further backcrossing. Speed Congenics is based
on SNP analysis across 19 autosomes and the X chromosome known to
be polymorphic between the donor (129SvEvBrd) and recipient
(C57BL/6NTac) strains [13]. After two years of backcrossing, we ob-
tained Slc10a6+/− het mice with a well-defined 99.51% C57BL/6N
recipient genome, representing generation equivalent NE7 [14]. If not
otherwise stated, het male and female Slc10a6+/− mice were mated to
generate Slc10a6−/− homozygous ko and Slc10a6+/+ wildtype (wt)
littermate control mice. During the whole mating process, the progeny
genotype numbers were close to the expected Mendelian ratios.

2.3. Genotyping of the Slc10a6 ko mice by multiplex PCR and allelic
discrimination

Mouse genomic DNA was isolated from earmarks following the
QIAamp DNA Kit (Qiagen) protocol. Briefly, tissue samples were thor-
oughly mixed with 180 μl ATL buffer and 20 μl protein kinase K and
incubated for 3–12 h at 56 °C in a thermomixer (Eppendorf, Hamburg).

Afterwards, 200 μl AL buffer was added and samples were vortexed for
15 s followed by an incubation step at 70 °C for 10 min. Subsequently,
200 μl ethanol were added and samples were vortexed for 15 s. The
whole sample volume was transferred to a QIAamp DNA Mini Column,
centrifuged for 1 min at 8,000 rpm, and subsequently washed with
buffers AW1 and AW2. Next, DNA was eluted with 200 μl ddH2O. To
distinguish between Slc10a6+/+ wt, Slc10a6+/− het and Slc10a6−/−

ko mice, multiplex PCR was performed (Fig. 1B). Primers (obtained
from Metabion International) are listed in Table 1.

For multiplex PCR, the following components were used: 1 μl of
DNA, 2 μl 10 x Dream Taq buffer, 2 μl dNTP mix (2 mM each), 1 μl of
each primer at 10 pmol, 0.1 μl Dream Taq polymerase (Thermo Fisher
Scientific), and ddH2O to a final volume of 20 μl. PCR conditions were
1 × 95 °C for 3 min, 35 x (95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s and 72 °C for
60 s), and final extension at 72 °C for 5 min. PCR products were sepa-
rated on an 1.5% agarose gel and visualized by GelRed Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium). Genotyping data were verified by allelic discrimination
for SNP rs13478433 (Table 2).

This SNP lies in direct proximity to the Slc10a6 gene on chromo-
some 5 and is derived from the 129SvEvBrd donor strain (Suppl.
Table 1). For allelic discrimination, the fluorogenic 5′ nuclease TaqMan
assay M_22549783_10 (Applied Biosystems) was used including a C-
allele-specific VIC-coupled probe corresponding to the C57BL/6N re-
cipient strain and a T-allele-specific FAM-coupled probe detecting the
129SvEvBrd strain used for targeted deletion. Real-time PCR amplifi-
cation was performed in a total reaction volume of 25 μl consisting of
12.5 μl TaqMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems), including
AmpliTaq Gold DNA polymerase, dNTP mix, reaction buffer and ROX
reference dye, 2.5 μl TaqMan AD assay (Applied Biosystems) and about
100 ng of genomic DNA. The samples were amplified in a 96-well op-
tical plate on an Applied Biosystems 7300 thermal cycler. The amplifi-
cation reaction started with the activation of the AmpliTaq Gold DNA
Polymerase at 95 °C for 10 min before 40 cycles of 92 °C × 15 s and
60 °C × 30 s were applied. Following amplification, allelic dis-
crimination was recorded on the post-PCR products and analyzed by the
7300 Real-Time PCR System Sequence Detection Software (SDS) v1.4
(Applied Biosystems).

2.4. Sample preparation from mouse organs

All mice were housed in a specific pathogen-free animal facility with
a temperature controlled environment and 12-h light/dark cycle and
were provided with standard laboratory food and water ad libitum. All
experiments, including euthanasia and tissue preparations, were ap-
proved by the local regulatory authority (Regierungspräsidium Gießen)
with the reference number V54-19 c 20 15 h 02 GI 20/23 Nr. A8/2013.
Organ samples were obtained from Slc10a6wt and ko mice after deep
anesthesia with ketamine (120 mg/kg) and xylazine (16 mg/kg) and
exsanguination via heart puncture. Organs were immediately removed
and processed for RNA isolation or immunofluorescence analysis. Blood
samples were stored for 3 h at room temperature before samples were
centrifuged for 20 min at 3,000 rpm. Serum was stored at −20 °C and
used for steroid profiling.

2.5. RNA preparation and quantitative real-time PCR expression analysis

For RNA isolation, organs were conserved in RNAlater solution
(Thermo Fisher Scientific) at −20 °C before total RNA was extracted
using TRI reagent (Invitrogen). The RNA amount was determined using
the Qubit 3.0 fluorometer (Invitrogen). The RNA integrity number (RIN)
was determined by the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
using the Agilent RNA 6000 Nano Kit according to the manufacturer’s
instructions. Only RNA samples with RIN values of ≥8.5 were used for
subsequent cDNA synthesis and quantitative real-time PCR analysis.
The cDNA was synthesized using SuperScript III First Strand Synthesis
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions with a
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preceding DNase I treatment in order to eliminate remaining DNA. For
quantitative real-time PCR amplification of the mouse Soat transcript,
the TaqMan Gene Expression Assay Mm01208366_m1 (Thermo Fisher
Scientific) was applied (Fig. 1A). Amplification of the murine hypox-
anthine-guanine phosphoribosyltransferase (mHprt) transcript (assay
number Mm00446968_m1) was used as endogenous control. For each
specimen, triplicate determinations were performed in a 96-well optical
well plate using 5 μl cDNA, 1.25 μl TaqMan Gene Expression Assay,
12.5 μl TaqMan Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific)
and ddH2O to a final volume of 25 μl. Quantitative real-time PCR was
performed as described above.

2.6. Histomorphological evaluation of the testes from Slc10a6 wt and ko
mice

For histomorphometry, one testis of each Slc10a6wt (n = 7) and ko
(n = 9) mouse was directly stored in Bouin’s solution (70% picric acid,
23.3% formalin, 5% glacial acetic acid) for 24 h, embedded in paraffin
and cut in 5 μm thick sections. Sections were stained with hematoxylin

Fig. 1. Target deletion of the murine Slc10a6 gene and genotyping.
(A) The mouse Slc10a6 and human SLC10A6 genes both consist of six coding exons and are located at chromosome 5 E5 and 4q21.3, respectively. Black boxes depict the exons and are in
sense of broadness and distance scaled to the SLC10A6/Slc10a6 genes. Slc10a6 ko mice were generated by target deletion of the coding exons 2 and 3 in 129SvEvBrd-derived embryonic
stem cells and integration of a LacZ/Neo selection cassette at the site of recombination. Arrows indicate the localization of the primers used for genotyping. (B) For genotyping, genomic
DNA of Slc10a6wt, het, and ko mice was isolated from earmarks. Multiplex PCR analysis detected genotype-specific bands for the wt (980 bp) and mutant (314 bp) alleles on an 1.5%
agarose gel. (C) SNP-specific probes labeled with VIC for the C57BL/6N strain (C-allele representing wt) and FAM for the 129SvEvBrd strain (T-allele representing ko) were used for
quantitative real-time PCR of genomic DNA from Slc10a6wt and ko mice. An additional fluorescence read was performed on the post-PCR samples and allelic discrimination was done by
automatic allele calling. Determination of the Slc10a6 genotype is based on the gain of fluorescence of only FAM (−/−), only VIC (+/+), or both dyes (+/−), and was used to validate
the PCR-based genotyping.

Table 1
Primers used for genotyping and expression analysis.

Primer Sequence (5′→ 3′)

wtSoat-F GCC TCT CTG CCT CTA CAT CTA CAC CCG
LacZ-F CTT CTT GAC GAG TTC TTC TGA GGG GAT
wtSoat-R CCT AGT GTT TCG GTC TCT TTC AGC ATC

Table 2
SNPs flanking the target deleted Slc10a6 gene.

Strain SNP Chr. Position

C57BL/6N ↑ ↑ ↑
mCV22996021 5 75065363

129S6/SvEvBrd rs13478337 5 76181811
rs13478352 5 79902641
rs3721607 5 81282125
rs3667334 5 81819770
rs13459087 5 85884364
CEL-5_87173557 5 87173557
gnf05.084.686 5 88364567
rs3673049 5 88498569
rs13478388 5 89674255
rs6232866 5 90936845
rs13478402 5 93496397
CEL-5_93945748 5 93945748
rs3661241 5 95154383
rs3705458 5 96618852
rs13478433 5 101291108
Slc10a6 (target deletion) 5 103605711–103629403

C57BL/6N rs13478451 5 106102700
↓ ↓ ↓

Note: Repeated backcrossing onto purebred C57BL/6N mice revealed congenic Slc10a6−/

− knockout mice with only a 27 Mbp region linked to the target deleted Slc10a6 gene and
derived from the 129S6/SvEvBrd background. The SNP rs13478433 (bold) was linked to
the Slc10a6 gene and was used for allelic discrimination of the Slc10a6+/+ wt, Slc10a6+/

− het, and Slc10a6−/− ko mice by fluorogenic 5′nuclease TaqMan AD analysis (see
Fig. 1C).
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and eosin according to standard protocols. Between 150 and 300 tub-
ular cross sections were counted per genotype. Staging of spermato-
genesis was performed according to [15]. Three different spermato-
genic stages were counted due to their relation to meiosis. In stage V,
spermatogonia type B, which enter meiosis, appear for the first time.
Stage VIII is defined as the stage of sperm release and the onset of
meiosis, as preleptotene spermatocytes enter the prophase of meiosis I.
In the last stage of the spermatogenic cycle, stage XII, the first meiotic
division takes place. Moreover, seminiferous tubules with impaired
spermatogenesis (e.g. germ cell aplasia also known as Sertoli cell only
(SCO) syndrome, arrests of spermatogenesis, missing generations) were
identified by microscopy on a Leica LM 750 microscope.

2.7. Immunofluorescence detection of the Soat protein

For immunofluorescence detection of the Soat protein, tissue sam-
ples were stored in 4% paraformaldehyde for 72 h before they were
transferred into 30% sucrose dissolved in phosphate-buffered saline
(PBS, containing 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, and
7.3 mM Na2HPO4, at pH 7.4). After 24 h, tissue samples were em-
bedded in Tissue Tek (Labor Weckert) and frozen at −80 °C for 30 min
before 8 μm thick cryosections were cut. For immunostaining, slides
were thawed at room temperature for 15 min and rehydrated with PBS
three times for 5 min followed by antigen retrieval using 0.1% SDS in
PBS for 5 min. After three washing steps over 10 min with PBS, slides
were incubated in blocking buffer (5% BSA in PBS) for 30 min at room
temperature. The anti-mSoat329-344 antibody (1:500 dilution) [9] was
diluted in incubation buffer (1% goat serum, 0.1% Triton X‐100 in PBS)
and added to the slides over night at 4 °C. Slides were washed with PBS
three times for 5 min before the secondary antibody Alexa Fluor 488
goat anti-rabbit (1:800 dilution, Invitrogen) was applied for 1 h at room
temperature. Slides were finally washed three times with PBS, mounted
with Vectashield H-1200 Mounting Medium with DAPI (Vector Labora-
tories), and dried for 20 min at 4 °C. Fluorescent imaging was per-
formed on a Leica DM5500 B microscope and captured images were
analyzed with the Leica Fluorescence Workstation software LAS AF
6000.

2.8. Sperm collection and computer-assisted sperm analysis (CASA)

Sperm analysis was performed at the Department of Large Animal
Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine and Biomedical
Sciences, Texas A &M University, Texas, USA. All procedures were
approved in advance by the Institutional Animal Care and Use
Committee of the Texas A &M University. Sperm were collected from
the cauda epididymis of sexually mature (> 8 weeks) mice. Each cauda
was carefully trimmed to remove adipose and other tissue, rinsed in
PBS and placed either in 1 ml EmbryoMax HTF media (Millipore) or in
1 ml INRA 96 Extender (Breeders Choice). Four to six cuts were made in
each cauda using iris scissors, and sperm were released into the media
by incubation for 10 min at 37 °C under 5% CO2. After incubation, the
tissue was removed and the suspension was mixed gently by swirling.
The suspension was then diluted in the same medium to a concentration
of∼30 × 106 sperm/ml, equivalent to 750–1000 sperm per micro-
scope field for CASA. Sperm concentration was measured with a
fluorescence-based cell counter (NucleoCounter SP-100 TM
ChemoMetec) and sperm motility was analyzed with a computer-as-
sisted sperm motion analysis (CASMA) system (IVOS Version 12.2.l,
Hamilton, Thorne Biosciences). Each sample (6 μl) was placed on a
microscope slide (Leja Standard Count 2 Chamber slides) and slides
were inserted into the CASMA. A minimum of 10 fields and 500 sperm
were measured for each sample. Motility parameters included: per-
centage of total motile sperm (TMOT), average path velocity (VAP, μm/
s), straight-line velocity (VSL, μm/s), mean curvilinear velocity (VCL,
μm/s), lateral head displacement (ALH), beat cross frequency (BCF),
straightness (STR, μm/s), linearity (LIN, μm/s), and percentage of

progressively motile sperm (PMOT). Sperm morphology was assessed in
buffered formol saline solution and evaluated by differential-inter-
ference contrast microscopy (Olympus BX60). A total of 100 sperm per
sample were evaluated and all abnormalities identified on each sperm
were recorded. The following sperm morphologic features were iden-
tified: normal heads, abnormal heads, abnormal acrosomes, detached
heads, proximal or distal cytoplasmic droplets, abnormal or bent mid-
pieces, bent or coiled tails, and premature germ cells [16].

2.9. Mass spectrometric steroid determination in mouse serum

All reference steroids and the internal standards (ISs) were pur-
chased from C/D/N Isotopes Inc. (Quebec, Canada), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germany), Steraloids Inc. (Newport, USA), or from LGC
Standards GmbH (Wesel, Germany). For steroid analysis, 300 μl mouse
serum were mixed with 50 μl of a stable isotope-labeled internal stan-
dard (IS) cocktail for un-conjugated and sulfated steroids. Calibrators
were prepared following the same procedure, using 300 μl of charcoal-
stripped serum. Concentration of isotopic-labeled sulfated steroids was
1 μg/ml, with the exception of the IS for cholesterol sulfate (6 μg/ml),
whereas the concentrations of un-conjugated steroids were 10 ng/ml
for all the ISs, with the exception of the IS for DHEA, progesterone and
corticosterone (50 ng/ml). After equilibration for 15 min at ambient
temperature, proteins were precipitated and the samples were in-
cubated for additional 15 min. Supernatants were isolated by cen-
trifugation (14,600 rpm, 10 min) and mixed with 3 ml of water in a
glass tube. Each sample was loaded onto an activated Sep-Pak C18
cartridge. The cartridges were then washed with water (3 ml) and
hexane (3 ml), respectively. Thereafter, un-conjugated steroids were
eluted with chloroform (4 ml) and further worked up for GC–MS/MS
analysis (see below). The next elution with methanol (4 ml) isolated
sulfated steroids to be analyzed by LC–MS/MS. For LC–MS/MS analysis,
methanol was evaporated and the samples were reconstituted in 250 μl
of a solution containing 10% acetonitrile, 10% methanol, 70% water
and 10% NH3 (at 2.5%). Then, samples were vortexed and centrifuged
before their injection into the LC–MS/MS instrument (10 μl).

The LC–MS/MS system consisted of an Agilent 1200SL HPLC
(Waldbronn, Germany) with an Accucore Phenyl-X (100 × 2.1 mm,
2.6 μm) column (Thermo Fisher Scientific). For separation of sulfated
steroids, a gradient of a buffer solution with ammonium acetate
(10 mM and pH 7 dissolved in 85% water and 15% acetonitrile) and a
solution with organic solvents composed by 70% methanol and 30%
acetonitrile (v/v) was used. MS/MS was performed on a TSQ Quantum
Ultra triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific)
operated in electrospray negative ionization mode [17]. Limits of
quantification were 1 ng/ml for PregS, 17-OH-PregS, E1S, dihy-
drotestosterone sulfate (DHTS), testosterone sulfate (TS) and epites-
tosterone sulfate (eTS), 2.5 ng/ml for E2S and AnDiolS, 10 ng/ml for
androsterone sulfate (AnS) and epiandrosterone sulfate (epiAnS),
25 ng/ml for DHEAS and 80 ng/ml for cholesterol sulfate (CS). For G-
C–MS/MS analysis of un-conjugated steroids, the chloroform fraction
from the Sep‐Pak extraction was evaporated with a flow of nitrogen at
40 °C, taken up in cyclohexane/ethanol (90:10 v/v) and purified by gel
chromatography on 0.4 g Sephadex LH-20 mini columns. For derivati-
zation, heptafluorobutyric anhydride was used [18]. Gas chromato-
graphy (GC) was performed on an Optima 1-MS capillary column (25 m
x 0.2 mm I.D., df 0.1 μm, Macherey-Nagel, Germany) housed in an
Trace 1310 gas chromatograph with a TriPlus RSH auto-sampler coupled
to a TSQ 800 triple quadrupole MS (Thermo Fisher Scientific). Helium
was used as carrier gas at 1.0 ml/min. The injector temperature was
270°C and the initial column temperature was set at 80°C. The steroids
of interest eluted at a rate of 3°C/min until the column temperature
reached 242°C. The following MRM or m/z ratios were measured for the
analytes and their corresponding internal standards: m/z 665.1 (668.1)
for testosterone (T) (d3-T), m/z 482.2/482.2 (484.3/484.3) for 4-an-
drostenedione (4A) (d2-4A), m/z 455.3/241.3 (458.3/244.4) for
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androstanediol (AD) (d3-AD), m/z 270.2/121.1 (272.2/123.1) for
DHEA (d2-DHEA), m/z 414.1/185.2 (417.2/188.2) for dihy-
drotestosterone (DHT) (d3-DHT), m/z 465.2/109.1 (469.1/113.1) for
17-OH-progesterone (17-OH-Prog) (d4-17-OH-Prog), m/z 465.2/109.1
(467.2/109.1) for 11-deoxycortisol (d2-11-deoxycortisol), 705.1/355.1
(712.1/359.2) for corticosterone (d8-corticosterone), and m/z 510.2/
495.2 (/518.3/503.4) for progesterone (Prog) (d9-Prog). Limits of
quantification were 0.04 ng/ml for T, AD, DHT and 11-deoxycortisol,
0.08 ng/ml for DHEA, 0.16 ng/ml for 4A and 17-OH-Prog, 0.21 ng/ml
for Prog and 0.83 ng/ml for corticosterone.

3. Results

In order to explore the role of the SOAT/Soat for spermatogenesis
and reproduction, an Slc10a6 ko mouse model was established. In these
mice, the coding exons 2 and 3 were replaced by a LacZ/Neo selection
cassette, which could be verified by genotyping PCR with primers
specific for the wt (wtSoat-F) and mutant (LacZ-F) allele together with a
common reverse primer (wtSoat-R) (Fig. 1A). The primers wtSoat-F and
wtSoat-R revealed a 980 bp fragment from the wt allele, whereas LacZ-
F together with wtSoat-R produced an amplicon of 314 bp from the
mutant allele. In the Slc10a6+/− het mice, both amplicons of 314 bp
and 980 bp were amplified (Fig. 1B). As the Slc10a6 ko mouse derived
from 129SvEvBrd ES cells, which were implanted into a C57BL/6N
breeder mouse after injection into blastocysts, progeny were repeatedly
backcrossed onto purebred C57BL/6N mice in order to obtain a con-
genic Slc10a6 ko strain. Backcrossing was guided by SNP-based Speed
Congenics and revealed het Slc10a6+/− mice with a 99.51% C57BL/6N
genome, only excluding a 27 Mbp region flanking the Slc10a6 gene
(position 76181811-103629403 on chromosome 5 E5), which still had
129SvEvBrd character (Table 2). In this region, 92 genes are located,
but none of them has a strong functional correlation to reproduction
(Suppl. Table 1). The SNP rs13478433, which allows discriminating
between the C57BL/6N (C-allele) and 129SvEvBrd (T-allele) mice, was
used to confirm PCR-based genotyping by allelic discrimination. Here,
the rs13478433 C-allele indicated the C57BL/6N recipient genome,
which is linked to the Slc10a6wt allele, whereas the 129SvEvBrd-spe-
cific rs13478433 T-allele indicated the target deleted Slc10a6 ko allele
(Fig. 1C).

In addition to the DNA level, the Slc10a6 knockout was also verified
on the mRNA and protein levels. Testis samples were analyzed by
quantitative real-time PCR using an mSoat-specific TaqMan probe lo-
cated on exon boundary 1/2 with the reverse primer located at the
region of the target deletion in the mutant mice. In wt mice, testis

samples showed high Soat expression as expected, whereas in the
Slc10a6−/− ko mice, Soat mRNA was not detectable (Fig. 2A). Im-
munofluorescence studies on testis sections with the anti-Soat329-344
antibody then also confirmed the absence of the Soat protein in the
Slc10a6−/− ko mice. Soat-specific immunoreactivity was detected in
round spermatids (Fig. 2B) as described before [9]. In contrast,
Slc10a6−/− ko mice did not show any Soat-specific staining. In sum-
mary, Slc10a6 knockout was confirmed at the DNA, RNA and protein
levels.

For reproductive phenotyping, Slc10a6+/− mice were used for he-
t × het breeding to generate wt and ko littermates for further experi-
ments. These mice were then set up for mating experiments to verify
fertility of the Slc10a6−/− ko mice. In total n = 3 wt × wt, n = 7 he-
t × het, and n = 12 ko × ko matings were set up and the number of
pups was recorded as well as their vitality, body weight and gender. All
offspring mice were alive and without any obvious anatomical ab-
normalities, regardless of the respective genotype. There were no sig-
nificant differences in the number of pups (Fig. 3A), infantile mortality,
gender distribution (Fig. 3B), or body weight at the time of weaning
(Fig. 3C) or in adult mice with an age older than 22 weeks (Fig. 3D)
between Slc10a6wt, het and ko mice.

Because SOAT/Soat is highly expressed in testicular germ cells, the
spermatogenesis of Slc10a6wt and ko mice was analyzed more closely.
First, testis weights of Slc10a6wt and ko mice were determined and
correlated to the body weight of each mouse. There was no statistically
significant difference in the testis weights between the Slc10a6wt
(0.53 ± 0.05% of body weight) and ko mice (0.63 ± 0.12% of body
weight), but the testis weights of the Slc10a6−/− mice tended to be
higher (Fig. 4B). Furthermore, histomorphological analysis of testicular
sections showed no significant changes in stage frequencies and dura-
tion of spermatogenesis between Slc10a6wt and ko mice (Fig. 4A).
Stage V was counted in 12.85% ± 3.58 (wt) and 12.74% ± 2.07 (ko)
of tubules, stage VIII in 22.15% ± 3.18 (wt) and 20.64% ± 4.74 (ko)
of tubules and stage XII in 2.40% ± 1.42 (wt) and 3.34% ± 2.36 (ko)
of tubules. The distribution of stages showed no significant difference
between both genotypes (Fig. 4C). Impaired spermatogenesis, e.g. in-
dicated by total loss of germ cells or arrested spermatogenesis (sum-
marized here as “impairment” in Fig. 4C), occurred more frequent in
Slc10a6 ko mice (3.96% ± 3.69% of tubules) compared to wt mice
(1.34% ± 1.29% of tubules), but without reaching the level of sig-
nificance. Arrests of spermatogenesis were detected mostly at the level
of primary spermatocytes, but showed no difference between Slc10a6
wt and ko mice. Missing generations of germ cells (2.59% ± 2.56% ko
vs. 0.79% ± 0.49% wt) as well as total germ cell aplasia, also known

Fig. 2. Confirmation of the Slc10a6 knockout at the RNA and protein levels.
(A) Slc10a6 mRNA expression in the testis of Slc10a6wt and homozygous ko mice was analyzed by quantitative real-time PCR using a gene-specific TaqMan probe as shown in Fig. 1A.
Slc10a6 expression is represented by the CT value. Hprt served as endogenous control with CT values of 25.39 ± 0.06 and 24.73 ± 0.05 for the wt and ko testis samples, respectively.
Values represent means ± SD of triplicate determinations. (B) Immunofluorescence studies were performed on paraformaldehyde-fixed testis cryosections from Slc10a6−/− ko and
Slc10a6+/+ wt mice. The Soat protein was detected by the mSoat329‐344 antibody (1:500 dilution) with subsequent immunofluorescent staining using the Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit
antibody (1:800, green fluorescence). Nuclei were stained with DAPI (blue fluorescence). Soat was detected in round spermatids of the Slc10a6wt mice, but not in the Slc10a6 ko animals.
N.d., not detectable.
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as SCO syndrome (0.59% ± 1.22% ko vs. 0.12% ± 0.21% wt) were
both more frequent in the Slc10a6−/− mice, but without reaching the
level of significance due to large variability in the data (Fig. 4D).

Despite comparable histomorphological appearance, sperm mor-
phology and motility were examined more closely between Slc10a6wt
and ko mice. For this purpose, CASA was applied on sperm samples.
Total and progressive motility (Fig. 5A, B) were analyzed using the
sperm motility parameters VCL (curvilinear velocity), VAP (average
path velocity), and VSL (straight-line velocity), but no differences were
detectable between Slc10a6 ko and wt mice. Furthermore, sperm
morphology was assessed, including the following parameters: ab-
normal heads (AH), abnormal acrosomes (AA), normal heads (NH),
detached heads (DH), abnormal midpieces (AM), bent midpieces (BM),
bent tails (BT), coiled tails (CT), premature germ cells (PGC), proximal
cytoplasmic droplets (PD) and distal cytoplasmic droplets (DD)
(Fig. 5C). However, none of these parameters showed any significant
difference between the Slc10a6wt and ko mice.

Apart from the testis, Soat-mediated transport of sulfated steroids
may participate in the overall regulation of serum steroids in the sulfo-
conjugated as well as in the un-conjugated form. Thus, a comprehensive
targeted steroid analysis comprising 12 sulfo-conjugated and 9 un-
conjugated steroids was performed in the serum of male and female
Slc10a6wt and ko mice (n = 8 in each group). Among them, 17-OH-
pregnenolone sulfate (17-OH-PregS), estrone sulfate (E1S), estradiol
sulfate (E2S), epiandrosterone sulfate (epiAnS), and testosterone sulfate
(TS) all were not found in any of the samples. Pregnenolone sulfate
(PregS), dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), androsterone sulfate
(AnS), and dihydrotestosterone sulfate (DHTS) were detected in some,
but not all of the samples. Androstenediol sulfate (AnDiolS) and epi-
testosterone sulfate (eTS) were detected in all samples, but below the

limit of quantification. Therefore, none of these data could be quanti-
tatively analyzed. Only serum cholesterol sulfate (CS) could be detected
at quite high concentrations of 942–2559 ng/ml in the serum of all
mice. Interestingly, CS was significantly elevated in the serum of the
male Slc10a6−/− ko mice (3738 ± 569 ng/ml) compared to the male
Slc10a6+/+ wt mice (2683 ± 490 ng/ml), whereas the CS levels were
comparable between the female Slc10a6 ko and wt mice (Fig. 6A).

Regarding the un-conjugated steroids testosterone (T), 4-androste-
nedione (4A), androstanediol (AD), dehydroepiandrosterone (DHEA),
dihydrotestosterone (DHT), 17-OH-progesterone (17-OH-Prog), pro-
gesterone (Prog), 11-deoxycortisol, and corticosterone could be de-
tected in the sera from all mice, however, below the limit of quantifi-
cation for most if not all samples precluding statistical analysis. Only
the levels of T in the male mice as well as of corticosterone (males and
females) were above the limit of quantification for all samples and,
therefore, allowed statistical analysis. However, serum levels of tes-
tosterone and corticosterone were not significantly different between
the Slc10a6 ko and wt mice (Fig. 6).

4. Discussion

The present study represents the first characterization of the Slc10a6
ko mouse and has a focus on the consequences of complete absence of
the Soat protein for reproduction and spermatogenesis in mice.
Previous studies demonstrated, that SOAT/Soat is highly expressed in
male germ cells [5,9] and acts as specific steroid sulfate uptake carrier
for hormonal precursors such as E1S, E2S, PregS, DHEAS, 16α-OH-
DHEAS, and AnDiolS [3,5,6,9]. These inactive steroid compounds can
be reactivated by STS and so may have an intracrine effect on male
reproduction [11]. It is well known that spermatogenesis and male

Fig. 3. Reproductive data of the Slc10a6wt and ko mice.
Viability and fertility of the progeny were analyzed by specific matings of Slc10a6wt × wt, het × het, or ko × ko mice. (A) Number of pups and their survival until weaning were
recorded and (B) distribution between the sexes was analyzed. Body weight was determined for all mice at weaning (C) and at 22 to 31 weeks of age when mice were sacrificed for further
investigations (D). Group sizes are indicated for each column and data are depicted as means ± SD. All data were statistically analyzed by one-way ANOVA, but revealed no significant
differences.
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fertility highly depend on steroid hormone regulation and there is
evidence that sulfated steroids participate in this process [8,19,20].
Considering our current knowledge about SOAT/Soat, we assume that
this carrier fulfills a functional role in the local supply of germ cells with
sulfated steroids, which then may be involved in the regulation of
spermatogenesis. Although the Slc10a6−/− ko mice proved to be fertile
in mating experiments, we closer analyzed sperm motility and mor-
phology of Slc10a6 ko mice compared to wt mice of the same age and
same state of development. We used computer-assisted sperm analysis
(CASA) by which sperm motility can be analyzed in a standardized way

[21]. Although CASA cannot predict fertility, it can provide important
information concerning the quality of sperm [22]. Because different
CASA systems use different algorithms and no reference values are
present for mouse sperm, the obtained values are difficult to compare
with other studies [23]. However, this is less relevant, because the
present study only focused on the comparison between the Slc10a6 ko
and wt mice. The semen analysis showed no significant differences in
sperm number, morphology or motility parameters. Merely a tendency
toward poorer sperm quality of Slc10a6−/− ko mice was recognized.
Therefore, we had a closer look on the spermatogenesis of the

Fig. 4. Histomorphometric analysis of
spermatogenesis in Slc10a6wt and ko
mice.
For histological evaluation of spermato-
genesis, testes from 12-week old
Slc10a6wt and ko mice (n = 3 each) were
fixed in Bouin’s solution and embedded in
paraffin. Sections were stained with he-
matoxylin and eosin. Staging of the sper-
matogenesis was performed according to
[15]. (A) Three different stages were
counted to give an overview of spermato-
genesis in Slc10a6wt and ko animals:
Stage V (appearance of type B spermato-
gonia), stage VIII (sperm release and onset
of meiosis) and stage XII (first meiotic di-
vision). Moreover, tubules with impaired
spermatogenesis were assessed. Here, an
arrest of spermatogenesis at the level of
primary spermatocytes is shown for both
genotypes. (B) Prior to fixation, testis
weights were determined and related to
body weight. (C) Percentages of different
stages (V, VIII and XII) showed no sig-
nificant differences between Slc10a6wt
and ko animals and were in line with the
physiological frequency of spermatogenic
stages described by [15]. Additionally,
frequency of tubules showing impairments
of spermatogenesis (namely germ cell
aplasia = SCO, arrest of spermatogenesis
at the level of primary spermatocytes, and
missing generations of germ cells) showed
no significant differences between geno-
types. (D) Itemization of impairments of
spermatogenesis in both genotypes are
depicted for arrest of spermatogenesis,
missing generations and SCO. Data are
presented as percentage of stages and de-
fective tubules in the whole testis slides,
and represent means ± SD. Statistical
analysis was performed by one-way
ANOVA but revealed no significant dif-
ferences between Slc10a6wt and ko mice.
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Slc10a6−/− ko mice and performed histomorphological evaluation of
the testes of Slc10a6 ko and wt mice, including staging of spermato-
genesis. In normal unaffected testicular tissue, the occurrence of spe-
cific stages of spermatogenesis gives evidence for the length of the
seminiferous epithelium cycle (for review see [15]). Based on our data,
in respect of the occurrence of the stages V, VIII, and XII, there were no
differences between the Slc10a6wt and ko mice. However, frequency of
seminiferous tubules with impaired spermatogenesis, in particular
those with missing generations seemed to be increased, but without
reaching the level of significance. Therefore, Slc10a6 gene knockout
seems not to significantly impair spermatogenesis per se. However, it
has to be noted that impairment of spermatogenesis is a multifactorial
problem [24] and only in few cases depends on single gene mutation
[25]. For example, knockout of the gap junction protein alpha 1 (Gja1)
gene coding for connexin43 (CX43) results in direct breakdown of
spermatogenesis with an arrest at the level of spermatogonia and/or
SCO [26,27]. CX43 plays a pivotal role in Sertoli cells for regulation of
the blood-testis barrier dynamics and so has a more fundamental role
for spermatogenesis (see [28] for review). In contrast, Soat could have a
more regulatory function in the testis and so Slc10a6 knockout might be
more easily compensated, e.g. by upregulation of another steroid sul-
fate carrier from the OATP carrier family [7]. Such a compensatory
upregulation is known from other transporter knockout mice. As an
example, upregulation of the organic cation transporter OCT3 (which
has transport activity for serotonin) was described in certain brain re-
gions of Slc6a4−/− knockout mice, deficient for the specific serotonin

transporter SERT [29,30]. On this background, further studies are
needed to compare the gene expression pattern of the Slc10a6 ko mice
with their wt controls.

In order to investigate the role of Soat for steroid sulfate transport in
the mouse in a more general way, steroid profiling was performed on
serum samples from male and female Slc10a6 ko and wt mice. LC–MS/
MS was applied to analyze 12 sulfo-conjugated steroids and GC–MS/MS
was used for determination of 9 un-conjugated steroids, as reported
previously from our group [17,18]. However, only CS, T and corticos-
terone could be detected in quantifiable amounts in all serum samples,
whereas the other steroids were below the limit of quantification or
even undetectable in the mouse serum. Corticosterone was the most
abundant un-conjugated steroid with values ranging from 7 to 200 ng/
ml. Testosterone was the dominant androgen, found in the male mice
with values of 0.2–8.9 ng/ml. The levels of both steroids were within
the range of previous studies [31–34], but showed no significant dif-
ferences between the Slc10a6 ko and wt mice. In contrast, CS was sig-
nificantly increased in the serum of the male Slc10a6−/− mice com-
pared to the Slc10a6+/+ mice, but showed comparable values in the
female mice. CS is an important component of spermatozoa [35] and is
considered to act as plasma membrane stabilizer and potent inhibitor of
the sperm acrosomal proteinase acrosin [36]. It was hypothesized that
cleavage of the sperm-associated CS occurs within the female re-
productive tract. Here, it might be important for sperm capacitation and
fertilization [37]. As SOAT/Soat was localized in the Golgi compart-
ment of spermatozytes [5,9] as well as in the plasma membrane of

Fig. 5. CASA and sperm morphology.
(A) Motility of caudal sperm suspensions was assessed by CASA and revealed no differences in the total motility (tmot) and progressive motility (pmot) between the Slc10a6 ko and wt
mice. (B) The sperm motility parameters VCL (curvilinear velocity), VAP (average path velocity), and VSL (straight-line velocity) were specified and showed no significant differences. (C)
Sperm morphology was analyzed for abnormal heads (AH), normal heads (NH), abnormal acrosomes (AA), detached heads (DH), abnormal midpieces (AM), bent midpieces (BM), bent
tails (BT), coiled tails (CT) and premature germ cells (PGC). Furthermore, proximal cytoplasmic droplets (PD) and distal cytoplasmic droplets (DD) were determined. Data represent
means ± SD (n = 5 for each genotype) and were statistically analyzed by one-way ANOVA.
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round spermatids (Fig. 2), this carrier might be involved in the uptake
and accumulation of CS in Golgi vesicles, which later form the acro-
somal cap. However, to support this hypothesis it has to be demon-
strated that SOAT/Soat indeed can transport CS in a similar manner as
other sulfated steroids, what could not be achieved in the present study.
Apart from the testis, CS is of significant importance in the skin, which
acquires sulfated steroids via the sulfatase pathway after carrier-medi-
ated import [38,39]. Soat was previously localized in the epidermis by
immunohistochemistry and might be involved in this process [9]. In-
terestingly, patients with steroid sulfatase deficiency causing recessive
X-linked ichthyosis (RXLI) show scales on their skin, caused by high

concentrations of non-cleaved CS, and elevated levels of plasma CS
[40,41]. It can be supposed that abolished Soat transport of CS in the
skin may cause elevated plasma CS levels in a similar manner. There-
fore, it will be interesting to further analyze the skin of the Slc10a6 ko
mice, what was out of the scope of the present study.

In conclusion: SOAT/Soat is a specific steroid sulfate carrier with
high expression in endocrine active tissues and was supposed to be
important for male fertility. To clarify this role in vivo we established
an Slc10a6 ko mouse model and analyzed its reproductive ability,
spermatogenesis and steroid profile. Although the Slc10a6−/− mice
showed normal reproduction and spermatogenesis when compared
with Slc10a6+/+ wt controls, the male Slc10a6 ko mice revealed ele-
vated serum levels of CS. This could be a relevant finding for the role of
SOAT/Soat even in non-reproductive organs, e.g. the skin and lung, and
needs further investigation.
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