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1 Einleitung

1.1 Porine

Porine sind spannungsabhédngige Anionenkanile (VDAC, voltage dependent anion channel).
VDAC: sind mit 3 Isoformen in Mitochondrien von Sdugetierzellen nachgewiesen worden.
Die Porin Subtypen weisen innerhalb ihrer Familie ausgeprigte Sequenzhomologien auf;
deutliche Unterschiede gibt es aber im Vergleich der Gen-Sequenzen von Bakterien, Pflanzen
und Tieren. Funktionell dient bakterielles Porin dazu, den Stoffaustausch zwischen dem
Bakterium und seiner Umgebung zu regulieren (Benz, 1994; Blachly-Dyson und Forte, 2001).
Im Bakterium ist die Pore fiir Stoffwechselprodukte und Nihrstoffe bis zu einer
Molekularmasse von 600 Dalton durchléssig (Nikaido, 1994). VDACs, die in Eukaryoten
nachgewiesen wurden, haben im Gegensatz zu bakteriellen Porinen eine Ausschlussgrenze
von etwa 3000 Dalton; sie unterstiitzen den Metabolitaustausch zwischen Mitochondrien und
Cytosol (Benz, 1988). Neuere Untersuchungen zeigen, dass Porine nicht nur in der dufleren
Mitochondrienmembran sondern auch in der Plasmamembran nachzuweisen sind (Bathori et
al., 2000; Reymann et al., 1995; Thinnes, 1992).

Uber das Vorkommen und die Funktion von Porinen im Hoden der Sdugetiere ist nur sehr
wenig bekannt. Da Porin in somatischen Zellen als Anionenkanal eine wichtige Rolle bei der
Apoptose zu spielen scheint, kann es moglicherweise fiir die Regulation des programmierten
Zelltodes wihrend der Spermatogenese von Bedeutung sein (Hinsch et al., 2001; Tsujimoto
und Shimizu, 2002). Porine konnten auch bei der Induktion der Akrosomreaktion von
Séugetierspermatozoen eine Rolle spielen. Zwei Evidenzen sprechen fiir diese Vermutung:
a) Die Aktivitdt von Progesteron aktivierten GABAA Rezeptoren konnte als Proteinkomplex
iiber Porin als CI" Kanal analog zum Nervensystem fiir die Regulation der Akrosomreaktion
relevant sein (Meizel, 1997) und b) eine im Spermatozoenkopf identifizierte Hexokinase kann
dhnlich wie in somatischen Zellen als Komplex mit Porin funktionell eine Rolle spielen

(Visconti et al., 1996).

1.2 Grundlagen der Befruchtung

Die Befruchtung von Eizellen stellt das Ergebnis komplexer Interaktionen von Spermatozoen
und Oocyten dar. Von entscheidender Bedeutung ist dabei die Imprdgnation, das aktive
Eindringen des Spermatozoenkerns in die Eizelle. Dieser Vorgang beginnt mit der festen

Bindung des Spermatozoons an die Eizelle umgebende Zona pellucida. Die Bindung des
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Spermatozoons an die Eizelle und die Akrosomreaktion sind entscheidend fiir eine
erfolgreiche Befruchtung. Als Konsequenz durchdringt das Spermatozoon die Zona pellucida,

und es kommt zur Fusion der Gameten (Yanagimachi, 1994).

1.2.1 Spermatogenese und Spermiogenese

Zur Bildung eines funktionsfahigen Spermatozoons im Hoden durchlduft die Zelle
verschiedene Stufen eines komplexen Reifungsprozesses (Bergmann, 1998). Bei der Bildung
der mannlichen Gameten in den Hoden wird zwischen der Spermatogenese und der
Spermiogenese  unterschieden. Die  Spermatogenese beinhaltet den  gesamten
EntwicklungsprozeB3, der im Hoden des Séugetiers zur Bildung von elongierten Spermatiden
fiihrt; diese haben sich aus den Spermatogonien (hervorgegangen aus den méinnlichen
Urkeimzellen), die iiber einen diploiden Chromosomensatz verfiigen, entwickelt. Die
primiren Spermatozyten mit einem tetraploider Chromosomensatz werden nach der ersten
Reifeteilung definitionsgemdl zu sekundidren Spermatozyten, die einen diploiden
Chromosomensatz haben, und die nach einer zweiten Reifeteilung als Spermatiden (mit einem
haploidem Chromosomensatz) bezeichnet werden. Die Differenzierung von runden
Spermatiden in reife Spermatozoen wird als Spermiogenese bezeichnet. Wihrend der
Spermiogenese fiihrt der Austausch DNA-bindender Histone gegen Protamine zu einer
Zunahme der Chromatinkondensation und schlielich zu einem Stopp der Transkription. Dies
resultiert in einer stadienspezifischen Expression von mRNA und Protein, die durch eine fiir
haploide Spermatiden typische Trennung von Transkription und Translation charakterisiert
ist. Morphologisch fiihrt die Spermiogenese zur Kernkondensation, zur Akrosombildung aus
dem Golgi-Apparat und zur Bildung der Geilel aus den Zentriolen durch Wachstum der
Axoneme; die fertige Geillel besteht aus dem Halsstiick (enthidlt die Zentriolen), einem
Mittelstiick (enthélt viele Mitochondrien), dem Hauptstiick und dem Endstiick (nur noch von
einem Plasmalemm umgebenes Axonem). Testikuldre Spermatozoen sind infertil und
erlangen erst wéhrend der Passage durch den Nebenhoden die Fihigkeit zur
Vorwirtsbewegung. und erst dann sind sie in der Lage die Proteine der Zona pellucida zu
erkennen und diese zu durchdringen. Ein wichtiger Aspekt des Reifungsprozesses ist die
Tatsache, dass siamtliche Verdnderungen der Spermien-Oberfliche nach Verlassen der Hoden
nicht auf der Neusynthese von Membranproteinen beruhen, sondern stets auf die Modifikation
und Umstrukturierung bereits bestehender Membranproteine zuriickzufiihren sind (Myles und

Primakoff, 1997).
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Von Bedeutung wihrend der Reifung von Spermatozoen im Hoden sind physiologische
Vorgidnge, die zum programmierten Zelltod, der Apoptose, fithren. Diese Zelluldre
Eliminationsvorgénge treten bevorzugt in Geweben mit hohem Zellumsatz auf, da alte und
funktionsunfahige Zellen beseitigt werden miissen, um Platz fiir neu gebildete zu machen.
Eine besondere Bedeutung hat die Apoptose bei der Selektion von Keimzellen (Eizellen und
Spermien). Jede krankhafte Verdnderung im genetischen Material dieser Zellen wiirde sich
unweigerlich auf die Nachkommen tiibertragen. Hier ist ein besonders strenges Kontrollsystem
erforderlich. Daher degenerieren im Hoden des Sdugetieres auch rund 75% der Keimzellen
vor dem Erreichen ihrer Reife und werden resorbiert. Das genaue Vorkommen apoptotischer
Vorgidnge in adulten ménnlicher Keimzellen ist bisher noch nicht eindeutig geklért,
insbesondere deshalb, weil nicht alle degenerierenden Keimzellen klassische Anzeichen von

Apoptose aufweisen (Print und Loveland, 2000)

1.2.2 Spermatozoen Funktionen und Reifung

Nach Reifung, Ejakulation und aktiven Passieren des weiblichen Genitaltraktes wird infolge
der Bindung des Spermatozoons an die Eizelle die akrosomale Reaktion ausgeldst. Das
Akrosom ist im vorderen Kopfbereich des Spermatozoons lokalisiert und stellt ein mit
proteolytischen Enzymen angefiilltes Hohlorganell dar. Wihrend der Akrosomreaktion
verschmilzt die duBlere akrosomale Membran mit der Plasmamembran des Spermatozoons
und flihrt so zur Freisetzung der im Akrosom enthaltenen Enzyme. Die damit initiierte
Proteolyse von Eiweilen, die das Zona pellucida-Netzwerk formieren, ermoglicht es dem
Spermatozoon, die Zona pellucida zu penetrieren und die Plasmamembran der Eizelle zu
erreichen (Primakoff und Myles, 2002; Yanagimachi, 1994).

In der Literatur finden sich nur wenige Hinweise auf die Bedeutung von Porin in der
Spermatozoenentwicklung und —funktion. In Analogie zu anderen Geweben, kann Porin einen
FEinfluss auf den Ablauf apoptotischer Prozesse wihrend der Spermatogenese haben.
Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass Porin eine funktionelle Bedeutung fiir die
Beweglichkeit des Spermatozoons und fiir die Regulation der Akrosomreaktion (akrosomaler

Status und Induzierbarkeit) hat.
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1.2.2.1 Motilitit

Da die Spermatozoen den weiblichen Genitaltrakt bis in die Tubae durchwandern miissen, ist
die Beweglichkeit der Spermatozoen eine unerldsslich fiir die Befruchtung der Eizelle. Die
Spermatozoenmotilitdt ist abhéngig a) von der strukturellen Integritit des Flagellums und b)
von der durch die Mitochondrien in Form von ATP zugefiihrten Energie fiir die aktive
Bewegung des Spermatozoenschwanzes (Cooper und Yeung, 2000; Yanagimachi, 1994).
Wiéhrend der mechanische Ablauf der Motilitdt iiber das im Axonem befindliche
cytoskelletdre System grundlegend erforscht wurde, ist iiber die molekulare Regulation von
Flagellenbewegungen bisher wenig bekannt. Im Bereich der Speichenkdpfe, die die
Zentraltubuli mit den peripheren Tubulidoubletten verbinden, konnte histochemisch eine
ATPase-Aktivitdit nachgewiesen werden (Alberts et al., 1990). Kalzium scheint keinen
direkten Einfluss zu haben, wohingegen Phosphodiesterasechemmstoffe die Beweglichkeit
stimulieren (Fisch et al., 1998; Lefievre et al., 2000)). So kann der Schluss zugelassen
werden, dass cAMP als second messenger einen direkten Einfluss auf die Bewegung des
Flagellums austibt.

Neuste Ergebnisse mit ,knock-out Miausen weisen darauf hin, dass spezifische Porin
Subtypen eine wichtige funktionelle Rolle bei der Beweglichkeit von Spermatozoen spielen.
In der Maus sind bisher die cDNA von drei Porin Subtypen (VDACI1-3) isoliert worden. Bei
VDACI ,knock-out Mausen™ wurde eine stamm-spezifische partielle Sterblichkeit und eine
respiratorische Insuffizienz beschrieben (Blachly-Dyson und Forte, 2001). In Untersuchungen
an minnlichen VDAC3 -/- Méausen konnte gezeigt werden, dass diese Tiere zwar lebensfdhig
aber steril waren. Wildtyp (mVDAC3 +/+) bzw. heterozygoten Méause (mVDAC3 -/+) wiesen
Spermatozoen mit einer Beweglichkeit von ca. 70% auf; im Gegensatz dazu wurden nur 17 %
der Spermatozoen, von mVDAC3-/-Tieren als freibeweglich klassifiziert. (Sampson et al.,
2001). Der Phénotyp einer Maus-VDAC2 , knock-out Maus* wurde bisher noch nicht in der

Literatur beschrieben.

1.2.2.2 Akrosomreaktion

Die Akrosomreaktion ist der Endpunkt eines obligatorischen Reifungsprozesses des
Spermatozoons; als Konsequenz kommt es zur Durchdringung der Zona pellucida (ZP) der
Eizelle und zur Fusion der Gameten. Die akrosomale Exocytose und die damit verbundene

Freisetzung proteolytischer akrosomaler Enzyme wird nach Anlagerung des Spermatozoons
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an die Zona pellucida induziert (Saling und Storey, 1979). Das ZP3-Protein ist der ,,Agonist*
fir einen oder mehrere noch nicht eindeutig identifizierte Rezeptoren der
Spermatozoenmembran. Uber die nachfolgenden Mechanismen der transmembraniren
Signaltransduktion und der Regulation der Akrosomreaktion ist wenig bekannt. Die ZP3-
induzierte Akrosomreaktion wird durch ein Pertussistoxin-sensitives G Protein
(wahrscheinlich Gj) moduliert (Kopf, 1987).

Die Induktion der akrosomalen Exocytose durch Progesteron (Osman et al., 1989) erfolgt
iiber eine alternative Signaltransduktionskaskade, in der keine Pertussistoxin-sensitiven
G Proteine eingeschaltet sind (Tesarik et al., 1993). Nachgeschalteter ,,second messenger® ist
Ca”", dessen Konzentration im Cytosol der Spermatozoen nach Inkubation mit Progesteron
ansteigt (Schuffner et al., 2002; Thomas und Meizel, 1988). Ein Signaltransduktionsweg liber
pharmakologisch und biochemisch identifizierte nicht-genomische Progesteronrezeptoren in
der Plasmamembran der Samenzellen ist von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben worden
(Baldi et al., 1999; Falkenstein et al., 1999; Gadkar et al., 2002; Rathi et al., 2003). Das
Steroid Progesteron wird deshalb als Ligand fiir einen noch nicht identifizierten GABAAx-
dhnlichen Rezeptor in Spermatozoenmembranen diskutiert. In neuronalen Zellen sind
GABA-Rezeptoren und der CI” -Kanal Porin als Proteinkomplexe biochemisch angereichert
worden (Bureau et al., 1992). Diese Cl" Kanéle sind elektrophysiologisch den Porinen der
mitochondrialen = Auflenmembran dhnlich. Porin  konnte somit  in der
Spermatozoenplasmamembran dem CI'-Kanal des GABAa Rezeptor/Cl’-Kanal Komplexes

entsprechen.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Der Nachweis und die Lokalisation von Porin (VDAC) Subtypen wéihrend der
Spermatogenese und Spermiogenese sowie deren Bedeutung fiir Regulation von
Spermatozoenfunktionen sind bisher weitestgehend unbekannt.

Ziel des Forschungsprojektes war es somit, die Expression von Porinen im bovinen Hoden
und in ejakulierten Spermatozoen zu untersuchen und deren mdgliche physiologische
Relevanz fiir die molekularen Mechanismen der Regulation der Akrosomreaktion und der

Motilitit aufzudecken. Im einzelnen wurden folgende konkrete Zielstellungen definiert:

- Die Porin Subtypen 1 und 2 sollten mittels spezifischer Antikdrper im bovinen Hoden

nachgewiesen und lokalisiert werden.

- Die Expression von Porin Subtypen 1 und 2 mRNA im Zellen des Bullenhodens war zu

identifizieren und zu lokalisieren.

- Mit Hilfe von anti-Porin Antikérpern sollte die funktionelle Bedeutung von Porin fiir die

Akrosomreaktion und fur die Motilitdat der Samenzelle untersucht werden.
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2 Methoden
2.1 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

2.1.1 Bovines Hodenmaterial

Es wurde bovines Hodengewebe von adulten Bullen aus dem Schlachthof Giessen verwendet.
Das entnommene Gewebe wurde in einer Kiihlbox umgehend zum Labor transportiert. Dort
erfolgte mit Hilfe einer sauberen Schere die Zerkleinerung des Gewebes in ca. lem’® groBe
Stiicke. Ein Teil der Gewebestiicke wurde sofort in Bouin‘s-Fixierungslosung oder
Methacarn- Fixierungslosung, der andere Teil in fliissigen Stickstoff (Harsco, Husam) bis zur
Weiterverarbeitung verbracht. Das in der Bouin- oder Methacarn- Losung fixierten
Hodengewebe wurde fiir in situ Hybridisierungsversuche bzw. fiir immunhistochemische
Untersuchungen verwendet. Aus dem in fliissigem Stickstoff gelagerten Hodengewebe wurde
mRNA isoliert und anschlieBend eine RT-PCR zum Nachweis von Porin mRNA
durchgefiihrt..

Bouin‘s-Fixierungslosung
15 ml gesittigte Pikrinséurelosung, 5 ml 37% Formaldehyd, 1 ml 100% Essigsdure
Methacarn-Fixierungslosung

60% v/v Methanol, 30% v/v Trichlormethan, 10% v/v Essigsdure 100%

2.1.2 Spermatozoen

Fir die Untersuchungen wurden kryokonservierte, bovine Spermatozoen von
geschlechtsreifen Zuchtbullen der ,,Zentralen Besamungsunion Hessen® verwendet. Das
Untersuchungsmaterial wurde uns in Portionen mit jeweils 20x10° Spermatozoen in 200ul
Verdiinner von Herrn Dr. Miiller-Schlosser zur Verfiigung gestellt. Zur Gewinnung der
Spermatozoen wurden die Proben zuerst in 38°C warmem Wasser fiir 30 Sekunden aufgetaut.
AnschlieBend wurde das aufgetaute Sperma in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen (Falcon®,
Becton Dickinson Labware, New Jersey) tiberfiihrt und mit 2 ml HAM*s F-10/1% BSA
versetzt. Zur Entfernung des Seminalplasmas wurde das Untersuchungsmaterial 5 min bei
300xg zentrifugiert (Heraus Minifuge, Hanau). Der Uberstand wurde abgezogen und
verworfen, das Sediment in 2 ml HAM*s F-10/1% BSA resuspendiert und der Waschschritt
wiederholt. Um hauptséchlich motile Spermatozoen fiir die nachfolgenden Unersuchungen zu
erhalten, wurde anschlieend das sogenannte ,,Swim-up-Verfahren* durchgefiihrt: Das die

Spermatozoen enthaltende Sediment wurde hierbei mit 300 ul HAM*s F-10/1% BSA



Methoden 11

liberschichtet und fiir 45 min in einem Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C und
5% CO; inkubiert. Motile Spermatozoen, die sich in diesem Zeitintervall in den Uberstand
bewegten, wurden gewonnen und in den beschriebenen Experimenten verwendet. Die
Konzentration der Spermatozoen (von ca. 20 Mio./ml bis ca. 30 Mio./ml) wurde mit Hilfe
eines Computerassistierten Samenanalyse-Systems (CASA) (Mika Medical Cell Motion

Analyser, Montreaux) bestimmt.

HAM*S F10 Zellkulturmedium
100 ml Nutrient Mixture F-10 HAM, 0,5 ml 200mM L-Glutamin,
1 ml Penicilin/Streptomycinslosung, 0,3% Bovines Serum Albumin

Kryopreservanz fiir Spermatozoen

Andromed® (Firma Minitiib, Tiefenbach)

2.2 RT-PCR (Polymerasenkettenreaktion nach reverser Transkription) aus bovinem
Hodenmaterial

Um zu iiberpriifen, ob Porin Subtypen mRNA in bovinem Hoden exprimiert werden, wurde
das Prinzip der RT-PCR Methode angewandt. RNA kann nach Umschreibung durch das
Enzym Reverse Transkriptase (RT) in komplementire DNA, mit Hilfe der PCR amplifiziert
werden. Die dabei entstandenen RNA-DNA-Heteroduplexe dienen als Ausgangsmaterial fiir
eine Nukleinsdureamplifikation mittels Polymerasenkettenreaktion (PCR, polymerase chain
reaktion). Die PCR ist eine in vitro Technik zur Vermehrung eines spezifischen
Genomfragments aus Desoxyribonukleinsdure (DNA, deoxyribose nucleic acid), das
zwischen zwei Genomregionen mit bekannter Nukleotidsequenz liegt (Mullis und Faloona,

1987).

2.2.1 mRNA Isolierung

Gesamt-mRNA wurde aus Hodenzellen mit Hilfe von, an Magnetkiigelchen gebundenem
d(T),s-biotin + streptavidin des MPG® Streptavidin Systems (MPG Guanidine Direct mRNA
Purification Kit, CPG®, Inc, Natutec, Frankfurt) isoliert. Das Isolierungsschema ist in Abb.1

dargestellt.
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..strep
(MPG Streptavidin)
¢ U

BiOtin...d(T)zs
(...biotin... TTT..TTTTT)

U !

..strep...biotin....TTT...TTTTT AAA..AAAAA....RNA (mRNA)

AN 4

‘.strep...biotin....TTT...TTTTT
AAA.. AAAAA....RNA (mRNA)

U

ISOLIERUNG UND REINIGUNG

ZEEAN

@:icp. biotin.. TTT.TTTTT  AAA.AAAAA..RNA (mRNA)

U

Verwendung

Homogenisierung

Abbildung 1. Schematische Darstellung der mRNA Isolierung durch das MPG-Guanidine
Streptavidin System (modifiziert von CPG® MPG Guanidine Direct mRNA Purification Kit).
@ Magnetkiigelchen.

Die Isolierung erfolgte in 3 Schritten:

1. Vorbereitung des MPG Streptavidin Oligo d(T),s

Zuerst wurden die an Streptavidin gebundenen Magnetkiigelchen (MPG)-Losung auf
Raumtemperatur gebracht und mit einem Mischer (Benden & Hobein, Ziirich) gemischt.
Davon wurden 100 pl (Img MPG Streptavidin) in ein 1,5 ml Nuclease-freies Reaktionsgefa3
(Sarstedt) pipettiert, das mit Streptavidin gekoppelte MPG wurde mit Hilfe eines
Magnetpartikelseparators (CPG® MPG, Natutec) 3 min lang magnetisch von der Losung
getrennt. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen. Die am Reaktionsgefil haftenden
Partikel wurden mit 100 ul Probe Binding Puffer resuspendiert, wieder magnetisch getrennt
und der Uberstand wiederum abgenommen. Dieser Schritt wurde zwei Mal wiederholt. Dann
wurden 10 pl biotingekoppeltem Oligo d(T)»s, 90 ul Probe Binding Puffer zugegeben. Diese

Losung wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur gemischt, magnetisch getrennt (3 min) und der
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Uberstand verworfen. Das Biotin-Oligo d(T),s gekoppelte MPG Streptavidin wurde in Probe
Wash Puffer in Suspension gebracht, gemischt, fiir 3 Minuten magnetisch getrennt und der
Uberstand abpipettiert. Dieser Waschschritt wiederholte sich zwei Mal. Die Partikel wurden
danach mit 100 pul Gewebsextraktions- oder Hybridisierungspuffer resuspendiert und bis zum

Einsatz in die dann folgenden Experimente bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2. Homogenisierung des Hodengewebes

Das im fliissigen Stickstoff gelagerte Hodengewebe wurde in Stickstoff mit einem sauberen
Morser pulverisiert. In das 4,5 ml Gewebsextraktions- bzw. Hybridisierungspuffer und 15 pl
B-Mercaptoethanol enthaltende Nuclease-freie 15 ml Rohrchen wurde 0,25g Hoden-Gewebe-
Pulver gegeben und durch mehrfaches Aufziehen in einer sterilen 5 ml Spritze (Braun,
Melsungen) bestiickt mit einer 20G Nadel (Neoject, Gelnhausen) {iiber 2 Minuten
homogenisiert. Das Hodenhomogenat wurde bei 13.800xg 5 min lang zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgenommen und im néichsten Schritt weiterverarbeitet.

3. Direkte Isolierung der mRNA

Das vorbereitete Biotin-Oligo d(T),s gekoppelte MPG Streptavidin (Endschritt No. 1) wurde
magnetisch von der Losung getrennt, die 16sliche Phase abpipettiert und 1,0 - 1,5 ml des
Homogenats (Schritt No. 2) zu den verbleibenden Magnetpartikeln gegeben. Diese
Suspension wurde 3 min bei Raumtemperatur gut gemischt und magnetisch (5 min) getrennt.
Der Uberstand wurde abgenommen. Die an der Wand des Reaktionsgefifes haftenden nun
mit mRNA gekoppelten Oligo d(T),s-MPG Streptavidin Partikel wurden mit 1,0 -1,5 ml des
Homogenats aus Schritt No. 2 wieder resuspendiert, 3 min gemischt, und iiber 5 min
magnetisch voneinander getrennt. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Dieser
Schritt wurde wiederholt bis das Homogenat aus Schritt No.2 verbraucht war. Die MPG
Streptavidin Partikel wurden mit Hybridization Wash Puffer drei Mal gewaschen,
anschlieBend mit 20 pl Release Solution resuspendiert, gemischt und bei 65°C fiir 2 min in
einem Wasser- und Olbad (Memmert, Schwabach) erwirmt. Die Losung wurde magnetisch
getrennt und der Uberstand vorsichtig in ein neues nuklease-freies ReaktionsgefiB iiberfiihrt.
Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt, und die mRNA enthaltenden Fraktionen wurden
vereinigt.

Zur Langzeitlagerung der mRNA wurde die Losung (ca. 40 pl) mit 100 pl Ethanol (absolut)
und 15 pl 3M Natrium Azetat (pH 5,2) versetzt. Diese Losung wurde gemischt und bei -80°C
tiber 30 min zur Fillung belassen. AnschlieBend wurde die Probe bei 4°C und 13.800xg fiir
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30 min zentrifugiert (Heraeus Biofuge, Hanau). Der Uberstand wurde abgenommen, das

Sediment luftgetrocknet, in nuklease-freiem Wasser und 1 pl RNase-Inhibitor resuspendiert,

und bei -20°C gelagert.

Gewebeextraktions- oder Hybridisierungs- Puffer fiir mRNA Isolierung

100 mM Tris, 500 mM LiCl, 10 mM EDTA, 1% LiDS, 5 mM DTT, pH 8,0

Hybridisation Wash Puffer fiir mRNA Isolierung

10 mM Tris, 150 mM Licl, ImM EDTA, pH 8,0

Probe Binding Puffer fiir mRNA Isolierung

1 M KCl, pH 8,0

Probe Wash Puffer fiir mRNA Isolierung

2 M NaCl, pH 8,0

Release Solution fiir mRNA Isolierung

2 mM EDTA, pH 8,0

2.2.2 Auswahl der Primers

Die Oligonukleotide beeinflussen im hohen Maf3e den Erfolg einer PCR. Fiir die Auswahl der

Primer wurden folgende Kriterien beriicksichtigt:

Die Léange der Primer sollte 18 bis 35 Nukleotide umfassen.

Die Basenzusammensetzung der Primer, das heiit der G/C-Gehalt sollte bei ca. 30-60%
liegen

Langere komplementédre Bereiche zwischen den Primeren sollten vermieden werden, da
sie zur Bildung von Primer-Dimeren fithren konnen. Hierbei sind insbesondere die
3'- Enden der Primer als kritische Bereiche zu betrachten.

Primer-Sequenzen mit signifikanten Sekundérstrukturen sollten vermieden werden.

Aus der VDAC1 mRNA Sequenz des Homo Sapiens (Acc. No. AF268464) wurden Primer
fiir Porin 1 (Position 49-72, Position 655-674) ausgewéhlt (Tab.1). Die so von den Primern

eingeschlossene Sequenz betrug 636 Basenpaare. Fiir Porin 2 wurden 3 Primerpaare

ausgesucht, um die gesamte cDNA Sequenz von Porin 2 im bovinen Hoden zu ermitteln. Das

erste Primerpaar fiir Porin 2 (P2A) wurde aus dem mehr am 5' Ende gelegenen Bereich der
1404 Nukleotide umfassenden VDAC2 mRNA Sequenz des Homo Sapiens (Acc. No.
NM 003375 Position 62-79, Position 496-514) ausgewdhlt (Tab.1). Die von den Primern
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eingeschlossene Sequenz betrug 453 Basenpaare. Das zweite Primerpaar fiir Porin 2 (P2M)
wurde aus dem mittleren VDAC2 mRNA Sequenzbereich des Homo sapiens aber
iiberlappend mit dem 3'-Ende des ersten Amplikons abgeleitet (Position 356-376 und Position
743-762 ) (Tab.1). Die von den Primern eingeschlossene Sequenz betrug 407 Basenpaare. Das
dritte Primerpaar fiir Porin 2 (P2E) wurde aus dem 3' Endbereich der VDAC2 mRNA
Sequenz und zwar, 22 Nukleotide umfassend in Position 721-742 sowie 22 Nukleotide
umfassend von Position 1093-1114 abgeleitet (Tab.1); diese waren, ebenfalls tiberlappend mit
dem 3'-Ende des vorhergehenden Amplikons. Die von den Primern eingeschlossene Sequenz
betrug 394 Basenpaare. In Tabelle 1 aufgefiihrt ist das Primerpaar fiir Porin 3. Die Primer
wurden aus der Mitte (Position 232-254, Position 445-467) der 1414 Nukleotide langen
VDAC3 mRNA Sequenz des Homo Sapiens (Acc. No. NM_005662) ermittelt. Die von den

Porin3-Primern eingeschlossene Sequenz betrug 237 Basenpaare.

Bezeich- Primersequenz Position GrofBe
nung (bp)
Porin1 |P1 5‘-GTCTTCACCAAGGGCTATGGATTT | 49-72 \von Porin | mRNA | 636
5-CTGATACTTGGCTGCTATTCCGAA | 655-674" Sequenz
Porin2 |P2A 5-CATGGCGACCCACGGACA 62-79 453
5‘-CCATGGATTGCAGGTCCAG 496-514 von Porin 2
P2M 5‘-“TGAAGACCAGATTTGTCAAGG 356-376 mRNA 407
5‘-CTGCAATGCCAAAAGGAGTG 743-762 Sequenz
P2E 5¢-CTTGGACATCAGGTACCAACTG 721-742 394
5‘-AACCAGCTAACAAAGAACTGTC 1093-1114
Porin3 |P3 5-GGTCATGCTTACACTGATACAGG |232-254\von Porin 3 mRNA 237
5‘-AAACAATCCCGTTTATAGGAGGC | 445-467 Sequenz

Tabelle 1. Darstellung der verwendeten Primerpaare fiir die RT-PCR zum Nachweis der
Expression von Porin 1, 2 und 3 mRNA im bovinen Hodenhomogenat.

2.2.3 RT-PCR Reaktion

Um RNA in DNA umzuschreiben, bendtigt die Reverse Transkriptase, dhnlich wie die DNA-
Polymerase, einen Primer in Form eines kurzen, an die RNA angelagerten Oligonukleotids.
Diese Primer konnen eine spezifische, eine zufillige Sequenz (Random-Primer) haben oder
als Oligo-d(T), vorliegen und sind meist zwischen 6 und 20 Nukleotide lang.

Es wurden 10 pl mRNA Losung, 2 pl ANTP (jeweils 5SmM) (GeneCraft, Miinster), 2 pl 10x
Transkriptions-Puffer (Qiagen, Hilden), 2ul Oligo d(T);s (5 mM) (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg), 1 ul RNase Inhibitor (40 units, Stratagene, La Jolla, USA), 1 ul Reverse
Transkriptase Enzym (Omniskript RT-ase 4 U/ul, Qiagen, Hilden) und 2 pl nuklease-freies
Wasser (Qiagen, Hilden) in einem Endvolumen von 20 pl in einem 0,5 pl PCR Gefdl3
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(Biozym, Oldendorf) angesetzt. Die Reaktion wurde bei 37°C fiir eine Dauer von 60 min in
einem Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Watertown) durchgefiihrt.

Jede PCR stellt eine wiederholte Abfolge von Zyklen dar, wobei jeder Zyklus aus drei
Schritten besteht:

1. Trennung des DNA-Doppelstranges (Denaturierung)

Durch Erhitzen auf eine Temperatur ca. 95°C werden die beiden Stringe der DNA
voneinander  getrennt, indem die  Wasserstoffbriickenbindungen  zwischen den
komplementéren Basen durch Hitze zerstort werden.

2. Anlagerung (Annealing)

Zwei Primer lagern sich liber die Wasserstoffbriickenbindungen an die DNA-Einzelstringe
an. Sie werden so ausgewdhlt, dass sie komplementdr zum 5'- bzw. zum 3'-Ende der
Zielsequenz sind. Die Anlagerungstemperatur ist abhdngig von der Basenzusammensetzung
der Primer. Zur Berechnung der Anlagerungstemperatur (T,) bedient man sich folgender

Faust-Formel:

Ta = [4x(Anzahl G+C) + 2x(Anzahl A und T)]-5°C

3. Verldngerung (Elongation)

Die Primer dienen als Startpunkte fiir die DNA-Polymerase, die die matrizenabhéngige
Synthese des komplementéren zweiten Stranges katalysiert. Diese thermostabile Polymerase
ergdnzt ausgehend vom 3'-Ende der an die Ziel-DNA gebundenen Primer die einzelstringige
Matrize durch Einbau der vier Nukleotide im Sinne einer komplementiren Basenpaarung zu
einen Doppelstrang. Die optimale Verldngerungstemperatur des Enzyms liegt bei ca. 72°C.
Die Zyklen werden 25 bis maximal 35 mal wiederholt.

Es wurden 2 ul ¢cDNA Losung aus der RT-Reaktion, 5 ul NHy Puffer (10x, PAN Biotech,
Aidenbach), 2 ul MgCl, (50 mM, PAN Biotech, Aidenbach), 1 ul dANTP (12,5 mM)
(GeneCraft, Miinster) und je 1 pl der zwei Primer (100 pmol/ml) (MWG Biotech, Ebersberg),
0,5 ul DNA Polymerase (PAN Taq Polymerase 5 U/ul, PAN Biotech, Aidenbach), und
37,5 ul Wasser im Endvolumen von 50 pl PCR-Reaktionsgemisch angesetzt. Die
Denaturierungstemperatur betrug 94°C fiir 4 min und 94°C iiber 45 sec , die
Anlagerungstemperatur lag bei 50°C (Porin 1 Primerpaare), 55°C (P2A = Porin 2 Anfang),
55°C (P2M = Porin 2 Mitte), 50°C (P2E = Porin 2 Ende), und 65°C (Porin 3 Primerpaare) fiir
45 sec, und die Elongation erfolgte bei einer Temperatur von 72°C fiir 1 min 30 sec bei 34

Durchgidngen. Nach 34-Zyklen wurde eine Schlussverldngerung bei einer Temperatur von
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94°C fiir 45 sec, einer entsprechenden Anlagerungstemperatur fiir 45 sec und bei 72°C fiir
5 min durchgefiihrt..

Um zu untersuchen in welchen Hodenzellen Porin 1 und 2 mRNA exprimiert werden, wurde
eine RT-PCR aus Zellextraktionen verschiedener Maus- und Ratten-Hodenzellinien mit den
Primerpaaren Porin 1 (P1) und Porin 2 (P2E) durchgefiihrt. Die c¢DNA aus den
unterschiedlichen Maus-Hodenzellinien, ,,germ cell 1“(GC1) und ,,germ cell 2* (GC2)
(Hofmann und Millan, 1998; Wolkowicz et al., 1996), wie auch Ratten-Peritubuldrzellen
(PZ), primidre Ratten-Sertolizellen (SZ) (Konrad et al., 2000), immortale Ratten-
Peritubuldrzellen (RTC-8T12; (Hoeben et al., 1995; Roberts et al., 1995), und immortale
Ratten-Sertolizellen ASC-17D (Roberts et al.,, 1995), SCIT-C8 (Konrad et al.,
unverdffentlich) und SC-93RS2 (Jiang et al., 1997) wurden vom Institut fiir Anatomie und

Zellbiologie, Philipps-Universitidt Marburg, zur Verfiigung gestellt.

2.2.4 DNA Gelelektrophorese

Zur Auswertung der PCR wurde eine DNA Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Produkt
einer PCR-Reaktion besteht aus einem DNA-Fragment mit einer spezifischen Lénge und
Sequenz. Durch Auftrennung des PCR Produkts der Grof3e nach Basenpaaren (bp) in einem
Agarose-Gel, kann das gesuchte Fragment identifiziert werden. Die Detektion erfolgt mittels
eines dem Gel beigefiigten Fluoreszenzfarbstoffs, z.B. Ethidiumbromid (EtBr). Interkaliert
dieser in doppelstrangige DNA, kann das DNA-Stiick im UV-Licht sichtbar gemacht werden.
Es wurde ein 1,5%-iges Agarose-Gel (Gibco, Hamburg) in TBE-Puffer zur Identifizierung der
gewiinschten Bandengréfle zwischen 300 und 1000 Basenpaaren von Porin 1 ¢cDNA (636),
und 3 verschiedenen cDNA Fragmenten von Porin 2 (453 bp, 407 bp und 394 bp) eingesetzt,
sowie ein 1,8%iges Agarose-Gel in TBE-Puffer fiir den Nachweis der cDNA Fragmente von
Porin 3 (237 bp). Die Agarose wurde gekocht, auf ca. 70°C gekiihlt, mit 5 pl 0,1 %
Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe) versetzt und zum Aushérten in eine Gelkammer mit
Kamm (PeqLab, Erlangen) gegossen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 90
Volt fiir 1 Stunde (Bio-Rad Power Supply, Miinchen). Das Gel wurde am Ende des Versuches
direkt mit einer Sofortbildkamera (Polaroid, Offenbach) auf dem UV-Transilluminator

fotografiert.
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Laufpuffer fiir die DNA Elektrophorese (5x TBE, Tris Borat EDTA)
0,45 M Tris-Borat; 0,01 M EDTA, pH 8,0

Probenpuffer fiir die DNA Gelelektrophorese (6x Loading Buffer)
0,25% (w/v) Bromphenolblau, 40% (w/w) Sucrose in A.dest

2.3 Sequenzierung der Porin 2 cDNA

Die im Agarose-Gel unter UV-Licht dargestellten Banden der partiellen Sequenz von Porin 1
cDNA, Porin 2 cDNA und Porin 3 ¢cDNA wurden ziigig mit einem sauberen Skalpell
ausgeschnitten, in Eppendorf-Reaktionsgefdle iiberfiihrt, gewogen, und mit dem QiaQuick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) weiter verarbeitet. Das Gel wurde mit QG Puffer (300 ul
pro 100 mg Gel) im 50°C warmen Wasserbad {iber 10 min gelost. Die Suspension wurde
anschlieBend mit Isopropanol (100 ul/100 mg Gel) gemischt, um eine Erhéhung der Ausbeute
zu erreichen. AnschlieBend wurde das Material auf eine Séule (QIAquick spin column)
aufgetragen und bei Raumtemperatur mit 13.800xg fiir 1 min zentrifugiert. Die in der
Membran der Sdule gebundenen DNA Fragmente wurden mit PE Puffer gewaschen. Danach
wurde das gebundene DNA Fragment mit 50 pul EB Puffer in ein sauberes Reaktionsgefal3
eluiert. 10 pl der das DNA Fragment enthaltende Lésung wurden dann durch die DNA
Gelelektrophorese darauthin iiberpriift, ob dieses DNA Fragment in der richtigen Grofle
vorlag. Durch Vergleich mit einer DNA Mass ladder (Gibco, Hamburg) konnte die Menge der
einzelnen Fragmente bestimmt werden. Der Rest der Losung wurde zur Firma MWG Biotech

(Ebersberg) geschickt und dort sequenziert.

2.4 In situ Hybridisierung

Um die genaue Lokalisation der mRNA-Expression der Porin Subtypen 1 und 2 im bovinen
Hoden zu ermitteln, wurde eine in situ Hybridisierung (ISH) durchgefiihrt. Das Prinzip der in
situ Hybridisierung beruht auf der spezifischen Bindung zwischen einer markierten
einzelstrangigen  Nukleinsdurensequenz ~ (der  sogenanten ,Ribosonde™) zu der
komplementéren einzelstrangigen Sequenz im fixierten Gewebe (Leitch et al., 1994).

Ein Uberblick iiber den Ablauf der in situ Hybridisierung ist in Abb. 2 dargestellt:
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Abbildung 2. Ubersichtsschema der in situ Hybridisierung (Leitch et al., 1994).

2.4.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Nach 24 stiindiger Fixierung in Bouin'scher Losung wurde das Hodengewebe 3x in 80%igem
Ethanol jeweils 30 min gewaschen. Danach wurde das Gewebe in einer aufsteigenden
Ethanolreihe jeweils 30 min dehydriert, 1x fiir 30 min in Xylol verbracht und dann
anschliefend tiber Nacht in Xylol als Intermedium belassen. Das Gewebe wurde am néchsten

Tag 2x in 60°C heiflen fliissigem Paraffin fiir jeweils 3 Stunden inkubiert. Danach wurde das

Gewebe in einen Metallblock gegossen und bis zum Aushirten in den Kiihlschrank gestellt.

Es wurden mit einem Mikrotom (Leitz, Wetzlar) 6 um dicke Gewebeschnitte hergestellt und

auf mit 3-Aminoprophyltriethoxysilane (APES) (Sigma,

Objekttragern (SuperFrost Plus, Menzel-Gléser, Braunschweig) aufgebracht.

Taufkirchen) beschichteten
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2.4.2 Herstellung der Ribosonden von Porin 1 und 2

Zur Herstellung der RNA Sonde (Ribosonde) wurden die genspezifischen ¢cDNAs in einen
Vektor (Plasmid) zwischen zwei geeignete Polymerase-Startsequenzen kloniert, von denen
ausgehend die RNA Polymerase die Sonde synthetisieren kann. Das cDNA Fragment von
Porin 1 wurde in das Plasmid pCR II-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) vom Institut fiir
Anatomie und Zellbiologie der Universitit Marburg kloniert (Abb. 3). Das cDNA Fragment
von Porin 2 wurde in das Plasmid pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, USA) bei der Firma
GATC (Konstanz) kloniert (Abb. 4).

lacZi ATG
13 Reverse Primer | Sp6 Promocter *
CAG GRA ACA GCT ATG AQC ATG ATT ACG OCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA JRi
GTC CTT TGT CGA TAC TEG TAC TAR TGC GGET TCG ATA AAT CCh COTG TGA TAT OTT

Nsi | Hind 11 Konl Sac| BamH | Spel

|1
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BsiX | EcoR | E-:TR | ECO,F

GCC AGT GTG CTG GAA TTC 3CC CTT PCR Product VNG GGC GAA TTC TGC AGA TAT

CGGE TCA CAC GAC CTT ARG CGE G TTC CCG CTT ARG ACS TCT ATA
Bsix | Not | Xho | Nsil Xbal Apa |

| |
CCA TCA CAC TGG C‘IGG CCG CITC' GAG CAT GCA ’IICT AGA GGG C‘CIC BAT TCG |CCC TAT
GGET AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA COGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |[GEG ATA

T7 Fromoter M3 (-20) Forward Primer W 3-40) Forward Primer
LGT GAG TCG TAT TRC AAT TCA |CTG GOC GTC GTT TTA QR4 Q5T COGT GAC TGG GAL AARC
\ TCA CTC AGC ATL AT /

[ I]

TTA AGT |GAC OGG CAG CAA ART IT QA GCA CTG ACC CTT TTG

Abbildung 3. Darstellung der DNA Sequenz des Plasmids pCR ®II- TOPO zur Herstellung
der Porin 1 Ribosonde.
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Nae | 134

Ssp | 445
Ssplosso SSP!22
Xmn | 2645 Nae | 333
Scal 2526
Pvu | 503
Pvul2416 Puu 1l 532
Kpn | 657 }
pBluescript SK (+/-) 1
phagemid vector Sacl75e 1. ¢
2958 bp
Pvu |l 977

© Stratagene AfTIIE 1153

Abbildung 4. Darstellung des Plasmids pBluescript SK (+/-) zur Herstellung der Porin 2
Ribosonde.

Das mit dem cDNA Fragment von Porin 1 und 2 klonierte Plasmid wurde in einem Agarose-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt, um dessen Konzentration zu bestimmen. Das Verfahren
zur Herstellung einer Ribosonde, die sogenannten in vitro Transkription, besteht aus den

nachfolgend beschriebenen 3 Schritten:

2.4.2.1 Linearisierung des Plasmids

Das mit dem cDNA Fragment von Porin 1 klonierte Plasmid (ca. 5 pg) wurde mit dem
Restriktionsenzym BamH I (3 units/1pg) linearisiert. In einem weiteren Ansatz wurden
ebenfalls 5 pg mit dem Restriktionsenzym Xba I (3 units/Ipg) (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) geschnitten. Das mit dem ¢cDNA Fragment von Porin 2 (ca. 5 ug) klonierte
Plasmid wurde ebenfalls mit dem Restriktionsenzym BamH I (3 units/1 pg) und in einem
unabhingigen Ansatz mit dem Restriktionsenzym Sal I (3 units/1 pg) (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) geschnitten. Die Linearisierung der oben genannten Plasmide erfolgte bei
37°C fiir 2 Stunden. Die Produkte wurden durch eine DNA Gelelektrophorese (1% w/v
Agarose in 1x TBE) daraufhin iiberpriift, ob alle Plasmide korrekt linearisiert waren. War dies
nicht der Fall, mussten diese Plasmide nochmals mit den entsprechenden

Restriktionsenzymen  linearisiert wurden. Nach der Linearisierung wurden die
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Restriktionsenzyme bei einer Temperatur von 85°C fiir 30 min (BamH I), 60°C fiir 15 min

(Xba I) und 65°C fiir 20 min (Sal I) inaktiviert.

2.4.2.2 Extraktion und Féllung des linearisierten Plasmides

Die linearisierten Plasmide wurden im Verhédltnis 1:1 mit einer Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) Losung extrahiert. Die Extraktion erfolgte bei 13.800xg und 4°C fiir
15 min. Zur Entfernung des verbliebenen Phenols wurde die obere Extraktionsphase
anschlieend in einem separaten Reaktionsgefdal 1:1 mit einem Chloroform-Isoamylalkohol-
Gemisch (24:1) gemischt und bei 13.800xg und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Der
abgenommene Uberstand wurde mit 100% Ethanol (vol 1:1), 2,5 ul 3 M Na Acetat pH 5,2
und 1,5 pl Glycogen (20 mg/ml) bei -20°C fiir 1 Stunde gefallt. Danach wurde die Losung bei
13.800xg (4°C, 30 min) zentrifugiert. Das Sediment wurde mit gekiihltem 70%igem Ethanol
gewaschen, anschliefend bei 13.800xg und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und schlieBlich
luftgetrocknet. Das Sediment wurde abschlieBend wieder in 20 pl autoklaviertem Wasser
aufgenommen, um mittels DNA Gelelektrophorese GroBe und Konzentration des

linearisierten Plasmids zu bestimmen.

2.4.2.3 Markierung der Ribosonden

Zur Herstellung und Markierung der Ribosonden aus linearisiertem Plasmid, wurde eine in
vitro Transkription mit dem RNA DIG-Markierungs Kit (Boehringer Mannheim, Mannheim)
durchgefiihrt. Die entsprechende RNA-Polymerase synthetisiert in Gegenwart von DIG
(Digoxigenin)-markierten und unmarkierten Nukleotiden einzelstringige RNA-Sonden
(Ribosonden). Um den komplementér zum kodierenden (sense) Strang der DIG-markierten
Ribosonde fiir Porin 1 und 2 herzustellen, wurden 10 pl des, mit dem Restriktionsenzym
BamH I linearisierten Plasmids (5 pg/ul), mit 2 ul T7 RNA-Polymerase (3 units/pg), 2 pl 10x
Transkriptionspuffer, 1 ul RNase Inhibitor (40 units), 2 ul NTP+DIG-UTP und 3 pl RNase-
freies Wasser im Endvolumen von 20 pl angesetzt. Vom Xba I linearisierten Plasmid wurde
der nichtkodierende (antisense) Strang der DIG-markierten Ribosonde fiir Porin 1 mit dem
Enzym SP6 RNA-Polymerase (2 ul, 3 units/ul) und dem entsprechenden Transkriptions-
gemisch identisch zur Markierung der sense Ribosonde fiir Porin 1 und 2, hergestellt. In

gleicher Weise wurde mit dem durch Sal I linearisierten Plasmiden verfahren, wobei das in



Methoden 23

vitro Transkriptionsgemisch fiir den nichtcodierenden (antisense) Strang der DIG-markierten

Ribosonde fiir Porin 2 mit T3 RNA-Polymerase (3 pl, 3 units/ul) versetzt wurde.

2.4.2.4 Bestimmung der Ribosondenkonzentration

Mittels eines Dot Blot Verfahrens, wurde die Konzentration der gewonnenen DIG-markierten
Ribosonden Porin 1 und 2 antisense und sense bestimmt. Von den DIG-markierten
Ribosonden Porin 1 und 2 wurden Verdiinnungsreihen hergestellt und mit entsprechender
DIG-markierter RNA bekannter Konzentration als Positivkontrolle (Roche, Mannheim) zur
Konzentrationsbestimmung verglichen. Die Ribosonden wurden auf eine feuchte positiv
geladene Nylonmembran (PALL BioSupport, Dreieich) mittels einer Dot Blot Vaccum Pump
transferiert. Nach UV-Bestrahlung (1,23 J/cm?®) mit einem UV Transluminator (UVP
Incorporation, California) zur Bindung der Ribosonde, wurde die Membran in 0,05 M NaOH,
2x SSC, Waschpuffer (0,01 % Tween in Maleinsdurepuffer) gewaschen und anschliefend in
Blockierungslosung 30 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Membran
mit alkalischer Phosphatase (AP) gekoppeltem anti-DIG Reagenz (Roche, Mannheim) in
einer Verdiinnung von 1:10.000 in der Blockierungslosung fiir 30 min bei Raumtemperatur
belassen. Die Membran wurde dann in Puffer II gewaschen. Zur Detektion wurde CDP
Substrat (PE Biosystems, Foster City, USA) in einer Verdiinnung 1:50 in Puffer II gemischt,
ein Rontgenfilm (Fuji, Diisseldorf) aufgelegt und anschlieend fiir ca. 15 min entwickelt. Zur
Bestimmung der Konzentration wurde die Stirke der Banden von DIG-Ribosonde Porin 1 und

2 mit der Starke von DIG-RNA der Kontrolle verglichen.

2.4.3 Durchfithrung der in situ Hybridisierung

Zum Nachweis von Porin 1 und 2 mRNA und deren Lokalisation in bovinen Hodenzellen,
wurde eine RNA:RNA in situ Hybridisierung durchgefiihrt. Alle Puffer und Losungen wurden
vor Gebrauch autoklaviert oder steril filtriert; die Glaswaren wurden 2 Stunden lang bei
180°C HeiBluft-sterilisiert. Die detaillierte Durchfiihrung wird im Folgenden beschrieben:
Die, unter 2.4.1 beschriebenen Paraffinschnitte wurden zunichst 15 min lang in auf 60°C
erhitztem Xylol und anschlieBend iiber 2x 5 min in Xylol bei RT entparaffiniert. Danach
wurde das Xylol in einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 5 min) aus den Schnitten und
schlieBlich in Aqua dest. und PBS jeweils fiir 5 min gewaschen. Zur Permeabilisierung der

Zellen wurden 10 pg/ml PBS Proteinase K Losung (Sigma, Taufkirchen) auf die Schnitte
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aufgetragen und 20 min bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach 2 min wurde die
Reaktion mit 0,2% Glycin/PBS (Sigma, Taufkirchen) abgestoppt. Die Hodenschnitte wurden
in PBS gewaschen, mit 4°C kaltem 4%igem Paraformaldehyde (Merck, Darmstadt)
nachfixiert und erneut 2x in PBS jeweils fir 5 min gewaschen. Danach wurden die
Gewebeschnitte in Triethanolamine + Essigsdureanhyrid (Merck, Darmstadt) Losung (200 ml
+ 0,5 ml, frisch angesetzt unter Riihren) zur Acetylierung belassen und dann mit PBS 5 min
gewaschen.

Zur Prahybridisierung wurden die Hodenschnitte mit ca. 100 pl Prdhybridisierungsmix
bedeckt und bei einer Hybridisierungstemperatur von 50°C fiir Ribosonde Porin 1 und 48°C
fiir Ribosonde Porin 2 in einer feuchten Kammer 2 Stunden lang inkubiert. Danach wurde der
Hybridisierungsmix mit 30 pl Ribosonde antisense bzw. 30 pl Ribosonde sense
(Negativkontrolle) auf jeweils einen der Schnitte gegeben, mit einem Deckglas bedeckt und
mit Fixogum (Marabu, Tamm) luftdicht verschlossen. Anschlieend wurden die Objekttrager
auf 80°C fiir 10 min erhitzt, um die Nukleotide in den Hodenzellen zu denaturieren. Die
Hybridisierung wurde bei einer Temperatur von 50°C flir Ribosonde Porin 1 und 48°C fiir
Ribosonde Porin 2 iiber Nacht durchgefiihrt.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte wie folgt gewaschen: Mit 2x SSC Losung bei der
entsprechenden Hybridisierungstemperatur (HT) fiir 30 min, 1 Stunde lang in 1x SSC in 50 %
Formamid bei HT, 2x mit 0,5x SSC jeweils 10 min, mit 0,2x SSC fiir 10 min und fiir 10 min
mit Maleinsdurepuffer jeweils bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden dann mit 100 pl
Blockierungslosung bedeckt und 1 Stunde lang bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte mit 100 ul alkalische Phosphatase (AP)
gekoppeltem anti- DIG-Antikorper (Fc-Fragmente, Roche, Mannheim) in einer Verdiinnung
von 1:500 in der Blockierungslosung bei 37°C 1 Stunde inkubiert. Es folgten 3 Waschschritte,
2x in Puffer I fiir jeweils 15 min und 1x in Puffer II iiber 5 min. Zum Nachweis des
Hybridisierungserfolgs wurden jeweils 100 ul BCIP/NBT als Substrat (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Guildford) auf die Schnitte verbracht und in einer abgedunkelten feuchten
Kammer bis zu 30 min belassen. Die Intensitit des Hybridisierungssignals wurde in
kurzfristigen Abstinden unter dem Mikroskop (Axioskop, Zeiss, Oberkochen) kontrolliert.
Am Ende der Beobachtungszeit wurde die Subtratreaktion mit Puffer II abgestoppt. Die
Schnitte wurden mit Wasser gewaschen, anschlieBend mit Glycergel Eindeckmedium
(DAKO, Hamburg) eingedeckt und mikroskopisch ausgewertet (Axioskop, Zeiss,
Oberkochen).
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PBS (Phosphate buffered saline)
120 mM NaCl, 4 mM KH,PO4, 10 mM Na,HPO,, pH 7,4

Priahybridisierung -Mix fiir in situ Hybridisierung
100 mM Tris, 50 mM EDTA, 40 mM NaCl, pH 7,5 in 45 ml Wasser; 5 ml 50x
Denhardt’s Losung (1% w/v Ficol 400, 1% w/v Polyvinylpyrolidon 10000, 1% w/v
BSA, sterilfiltriert); und 25 mg tRNA in 50 ml Mixlésung. Die Gebrauchslosung wird
1:1 mit Formamid versetzt.

Hybrisierung-Mix fiir in situ Hybridisierung
50% Formamid (100%), 1x Grundmix (10x), 0,3 M NaCl (5 M), 10% Dextransulfat
(50%), bei 95°C 5 min gekochte Ribosonde 5 - 10 ng/pl.

Grundmix (10x) fiir Hybrisierungsmix
200 mM Tris pH 7,5; 10 mM EDTA pH 8,0; 5 mg/ml t-RNA, 1 mg/ml poly A-RNA, in
4 ml Wasser; Iml 50x Denhardt's Losung (1% w/v Ficol 400, 1% w/v
Polyvinylpyrolidon 10000, 1% w/v BSA).

Maleinsiurepuffer fiir in situ Hybridisierung und ,,Dot Blot*“ Verfahren
0,1 M Maleinsidure, 0,15 M NaCl, pH 7,5

Blockierungslosung fiir in situ Hybridisierung und ,,Dot Blot* Verfahren
2% Blockierungsreagenz (Roche), 0,5% sterilfiltriertes BSA in Maleinsdurepuffer

SSC (20x) fiir in situ Hybridisierung als Stocklosung
3 M Na(Cl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0

Puffer I fiir in situ Hybridisierung und Immunhistochemie
0,1 M Tris; 0,15 M NaCl, pH 7,5

Puffer II fiir in situ Hybridisierung, ,,Dot Blot*“ Verfahren und Immunhistochemie

0,1 M Tris; 0,1 M NaCl, pH 9,5; kurz vor Gebrauch wird 0,05 M MgCl, zugegeben

2.5 Herstellung von anti-Porin-Antikérpern
2.5.1 Auswahl der Peptide

Die als Antigen fiir die Herstellung von polyklonalen Antikdrpern verwendeten Peptide
wurden von Dr. Krause, Institut fiir Molekularbiologie und Tumorforschung, Marburg
synthetisiert. Von der Porin 1 Polypeptidensequenz (Acc. No. NP 003365) wurden 12
Aminosduren am C terminalen Ende der Sequenz in Position 271 - 282 fiir das synthetische
Peptid Porin 1b (P 1b) ausgewihlt (Abb. 5A). Aus der Mitte der Polypeptidensequenz von
Porin 2 (Acc. No. NP _003366), Position 224 - 235, wurden 12 Aminosduren (Peptid H 1,
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Abb. 5B); und 15 Aminosduren am Ende der Polypeptidensequenzes von Porin 2 in Position

268 - 282 fiir das synthetische Peptid H 2 abgeleitet (Abb. 5C).
2.5.2 Polyklonale Antiseren

Die gegen die synthetischen Peptide 1b, H1 und H2 gewonnene Antiseren (Tab. 2), wurden

mir von der Arbeitsgruppe Dres. Hinsch fiir die nachfolgenden Experimente zur Verfiigung

gestellt.
Porin Peptid Antiserum
Porin 1 1b AS P6
Gly-His-Lys-Leu-Gly-Leu-Gly-Leu-Glu-Phe-GIn-Ala
Porin 2 H1 AS P45
Tyr-Gln-Leu-Asp-Pro-Thr-Ala-Ser-Ile-Ser-Ala-Lys
Porin 2 H2 AS P20
Asn-Ala-Gly-Gly-His-Lys-Val-Gly-Leu-Ala-Leu-Glu-Leu-Glu-Ala

Tabelle 2. Ubersicht iiber die verwendeten anti-Porin-Antiseren.
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A. Porin 1 Aminosiurensequenz

271 282

NH; 1

- COOH
S

Gly-His-Lys-Leu-Gly-Leu-Gly-Leu-Glu-Phe-Gln-Ala
(Peptid P1b)

B. Porin 2 Aminosiurensequenz

224 235 294

NH, A

- COOH

Tyr-Gln-Leu-Asp-Pro-Thr-Ala-Ser-Ile-Ser-Ala-Lys
(Peptid H1)

C. Porin 2 Aminosaurensequenz

268 282 294

NH,

- COOH

/Asn-Ala-Gly-Gly-His-Lys-Val-Gly-Leu-Ala-Leu-Glu-Leu-Glu-Ala

(Peptid H2)

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Aminosduresequenz des menschlichen Porin 1
und 2 mit Angabe der ausgewihlten Peptide. A: P 1b (Porinl), B: H 1 (Porin 2) und C: H 2
(Porin 2), die als Antigen zur Produktion polyklonaler anti-Peptid-Antikorper verwendet
wurden. Hervorgehobene Aminosduren stellen Abweichungen zwischen den ausgewihlten
Porin 2-Peptidsequenzen (H1, H2) im Vergleich zur Porin 1b-Peptid-Aminosdurensequenz

dar.
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2.6 Immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation von Porin 1
und 2-Protein

Mit Ausnahme der Fixierung entsprach die Herstellung der Paraffinschnitte fiir die
immunhistochemischen Untersuchungen an bovinem Hodengewebe, der flir die in situ
Hybridisierung verwendeten Methode. In diesem Fall wurde Methacarn fixiertes Gewebe
eingesetzt (s. 2.1.1 und 2.4.1). Die Schnitte wurden nach der Entparaffinierung (s. 2.4.3) mit
3% Milchpulver (Lucerne, Oakland, California) in PBS bei Raumtemperatur 1 Stunde lang
priinkubiert. Danach wurden sie entweder mit den Antiseren, oder parallel dazu mit den
Praimmunseren als Negativkontrolle (Verdiinnungen: AS P6 1:100, AS P45 1:100, AS P20
1:50, PI entsprechend) bei Raumtemperatur 1 Stunde lang in einer feuchten Kammer
inkubiert. Danach wurden die Schnitte 2x in PBS jeweils {iber 10 min und 1x in Puffer I fiir
10 min gewaschen. Als Zweitantikorper wurden mit alkalische Phosphatase gekoppelte anti-
Kaninchen IgG, verdiinnt in 3% Milchpulver/Puffer I (1:100) eingesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer wurden die
Schnitte 2x in Puffer I jeweils 5 lang min und 1x in Puffer II fiir 5 min gewaschen. Als
Substrat wurde BCIP/NBT nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Farbreaktion wurde
nach ca. 30 Minuten mit Puffer II abgestoppt, die Schnitte in Aqua. dest. gewaschen und
schlieBlich mit Glycergel eingedeckt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter einem
Axioskop der Firma Zeiss und die Dokumentation mit der Kamera MC 80 (Zeiss,

Oberkochen).

2.7 Affinititschromatographische Reinigung der anti-Porin-Antikorper

2.7.1 Herstellung der affinititschromatographischen Siulen

Die Antikorper (AS 6, AS 45, AS 20) wurden mit Hilfe von Affinitdtssdulen (AminoLink®
Plus Immobilization Kit, Pierce, Perbio, Bonn), an deren Gelmatrix das jeweilige
korrespondierende synthetische Peptid (1b, H1. H2) gebunden wurde, aus den Antiseren
gereinigt. Die Herstellung der Sédulen erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Um das
Austrocknen der Sdulenmatrix zu verhindern, wurde diese bis zur Verwendung in einem

Aufbewahrungspuffer (1x PBS, pH 7,2, entgast) bei 4°C gelagert.
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2.7.2 Reinigung der Antikorper

Zur Isolierung monospezifischer Antikorper wurden die Sdulen zunédchst 6x mit 2 ml PBS
gewaschen, und danach mit 1 ml Antiserum 1:1 verdiinnt in PBS pH 7,2 beschickt. Nach
einer 1stiindigen Inkubation der Antikdrper mit der Sédulenmatrix bei Raumtemperatur, wurde
die Matrix 6x mit 2 ml 1 M NaCl gewaschen. Die Elution, der an das Peptid gebundenen
Antikorper, erfolgte mit einem Elutionspuffer (1 M Glycin pH 2,5). Die eluierten Antikorper
wurden in Fraktionen von 500ul in mit 20 pul 1 M Tris pH 9,6 vorbereiteten Reaktionsgefaflen
gesammelt. Die Antikorper enthaltene Fraktion wurden sofort nach Elution auf einen
neutralen pH-Wert von 7,4 eingestellt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C bzw. bei

—20°C aufbewabhrt.

2.8 Charakterisierung der Antiseren und der affinititschromatographisch gereinigten
Antikorper

2.8.1 Titerbestimmung mit Hilfe des Enzyme linked immunosorbent assays (ELISA)

Die synthetischen Peptide wurden in Wasser geldst, und 100 pl dieser Losung (0,1pug Plb
bzw. 1,5 pg H1, H2 pro Vertiefung) wurde in ein 96-Loch-Kunststoffmodul (hochaffiner
Proteinbindungskapazitit) pipettiert. Es folgte dann eine Inkubation der Module (Nunc,
Dénemark) bei 37°C im Trockenschrank (Jouan, Unterhaching) tiber Nacht. Am nichsten Tag
wurden die Kunststoffmodule 2x mit PBS/0,05% Tween, pH 7,4, jeweils 5 min lang und 1x
mit PBS, pH 7.4, iiber 5 min gewaschen. Anschlieend wurde eine 1stiindige Prainkubation
mit einer 1% BSA/PBS-Losung (100ul/Vertiefung) durchgefiihrt. Die Antiseren bzw.
affinitdtsgereinigten Antikorper (100 oder 50 pl/Vertiefung) wurden in adédquaten
Verdiinnungen in 1% BSA/PBS pipettiert und bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde inkubiert.
Nach 2maligem Waschen in PBS/0,05% Tween und 1x in PBS wurden als Zweitantikorper
Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (Sigma, Taufkirchen) in einer Verdiinnung von
1:3000 eingesetzt. Die Inkubation mit dem Zweitantikdrper erstreckte sich iiber einen
Zeitraum von 1 Stunde bei Raumtemperatur. Der Nachweis der Antigen-Antikdrper-Reaktion
erfolgte mit OPD (O-Phenylenediamine, Sigma, Taufkirchen) als Substrat. Der
Antikorpertiter wurde tiber die Extinktionswerte (OD) bei einer Wellenldnge von 492 nm mit

einem Photospektrometer EAR 400 ATC (Titertek-Dynatech, Denkendorf) bestimmt.
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2.8.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der affinitétsgereinigten Antikorperfraktionen wurde mit dem BioRad
Protein Assay Kit (Micro Assay) (Bio-Rad, Miinchen)nach der Methode von Bradford (1976)
durchgefiihrt. Als Standardprotein wurde BSA (bovines Serumalbumin) in Konzentrationen
von lpg bis 21 pg eingesetzt. Die Proteingehalte der Antikorperfraktionen wurden
fotometrisch bei einer Wellenldnge von 620 nm mit einem Photospektrometer EAR 400 ATC
(Titertek-Dynatech, Denkendorf) bestimmt.

2.9 Immunbiochemischer Nachweis von Porin in bovinen Spermatozoen

Zum Nachweis von Porin 1 und 2 Protein in bovinen Spermatozoen wurde eine Zellextraktion
durchgefiihrt. Der gewonnenen Zellextrakt wurde mit Hilfe des Immunblot-Verfahrens
immunbiochemisch untersucht. Als Positivkontrolle wurde eine sidulenchromatographisch
angereicherte Porin 31 HL Fraktion aus menschlichen Lymphozyten eingesetzt. Das Material

wurde uns von Herrn Dr. F.P. Thinnes, Max Planck Institut Gottingen, zur Verfligung gestellt.

2.9.1 Extraktion boviner Spermatozoenproteine

Fiir die Extraktion von Spermatozoenproteinen wurden seminalplasmafreie, in PBS pH 7.4
gewaschene, bovine Spermatozoen verwendet (Hinsch und et.al., 2003).

Die Extraktion erfolgte von ca. 5x 10° Spermatozoen unter Zugabe eines Extraktionspuffers,
der PBS und Proteasehemmstoffe enthielt. Die Suspension wurde fiir 3min bei 22.000xg bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das resultierende Sediment wurde in 30ul Extraktionspuffer
nach Laemmli (1970) aufgenommen, 5 min bei 95°C erhitzt und bei Raumtemperatur 3min
bei 22.000xg zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abpipettiert und in ein 0,5ml
Eppendorfgefil transferiert. Zu dem Uberstand wurde B-Mercaptoethanol (Bio-Rad) in einer
Endkonzentration von 10% hinzugefiigt. Die Proben wurden 5min bei 95°C erhitzt und
anschlieBend 1min bei 22.000xg zentrifugiert. Der Extraktionspuffer mit den geldsten

Proteinen wurde bis zu seiner Verwendung fiir die Gelelektrophorese bei -20 C gelagert.

2.9.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur Auftrennung der extrahierten Proteine aus bovinen Spermatozoen wurde eine SDS-

Polyacrylamidgelektrophorese (Bio-Rad, Miinchen) mit einem 12%igem Trenngel und einem
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6%igem Sammelgel durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Nach der Polymerisation des Trenn- und
Sammelgels wurden die in 20pl Probenpuffer aufgenommenen Proteine (1,5x10° lysierte
Spermatozoen/Spur) und 5pl ,Kaleidoskop Broad Range Proteinstandard“ (BioRad,
Miinchen) sowie Syl  Dbiotinylierter =~ Standard  (BioRad, @ Miinchen) als
Molekulargewichtsmarker auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in einer
Elektrophoresekammer (Mini Protean II) der Firma BioRad (Miinchen) bei einer konstanten
Spannung von 200 V fiir ca. 45 min bei Raumtemperatur. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung wurden die Proteine entweder auf eine Nitrozellulosemembranen
elektrotransferiert, oder das Gel wurde zur Darstellung der Proteinbanden mit 0,25%iger
Coomasie-Blau Losung (Serva, Heidelberg) 30 min lang gefdarbt. Die Entfarbung der Gele
erfolgte in Coomassie-Blau-Entfdrberlosung liber Nacht bei Raumtemperatur. Anschlie3end
wurden die Gele kurz in eine Geltrockenlosung gelegt und abschlieBend in einer

Kunststofffolie luftgetrocknet und aufbewahrt.
2.9.3 Western Blot

Die in der SDS-Gelelektrophorese nach ihren Molekularmassen getrennten Proteine wurden
mittels Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) elektrotransferiert (Towbin et al., 1979). Das Polyacrylamidgel wurde in Western-
Blot-Puffer auf die feuchte Nitrozellulosemembran, die sich zwischen zwei feuchten
Filterpappen und zwei Schaumstoffscheiben befand, gelegt. Diese wurden zwischen zwei
Kunststoffplatten gepresst und in eine Western-Blot-Kammer (BioRad, Miinchen) eingesetzt.
Nach dem Elektrotransfer bei einer Spannung von 70 V fir 1,5 Stunden, wurde die
Nitrozellulosemembran entnommen, getrocknet und anschliefend mit Ponceau S {iber 10 min
gefarbt. Nach Auswaschen des {iberschiissigen Farbstoffes mit Wasser konnten die
transferierten Proteine dargestellt werden. Gleichzeitig diente die Anfdrbung der Proteine als

quantitativer Nachweis des Elektrotransfers aus dem Polyacrylamidgel.
2.9.4 Immunlogischer Nachweis von Porin und Chemilumineszenzverfahren

Um unspezifische Bindungstellen zu blockieren, wurde die Nitrozellulosemembran mit den
transferierten Proteinen in 5%iger Teleostgelatine (Sigma, Taufkirchen)/T-TBS fiir 1 Stunde
priinkubiert. Danach erfolgte eine 1stiindige Inkubation mit den in 3% Milchpulver/T-TBS

verdiinnten Antikérpern. Zur Entfernung nicht gebundener Antikdrper wurde die
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Nitrozellulosemembran 3x in T-TBS fiir 5 min unter leichtem Schiitteln gewaschen. Als
Zweitantikdrper wurden anschlieBend Peroxidase markierte anti-Maus IgG- (1:3.000
verdiinnt) oder anti-Kaninchen IgG-Antikorper (Sigma, Taufkirchen) bei einer Verdiinnung
1:5.000 in T-TBS eingesetzt. Die Membran wurde mit dem Zweitantikorper fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte (5x 10 min in T-TBS), um nicht-
gebundene Zweitantikdrper zu entfernen. Zum Nachweis spezifisch gebundener Antikorper
wurde das Substrat ECL (Amersham, Freiburg) entsprechend der Herstellerangaben
verwendet. Die Nitrozellulosemembran wurde mit diesem Substrat fiir 1 min tiberschichtet, in
Klarsichtfolie verpackt und auf einen Rontgenfilm (Fuji, Diisseldorf) in einer
Rontgenfilmkassette (Fuji, Diisseldorf) aufgelegt. Der Rontgenfilm wurde je nach Intensitit

der Reaktion zwischen 1 min und 15 min belichtet und abschlieBend entwickelt und fixiert.

Acrylamidgel
Trenngel 12%ig: 2,66 ml 30% w/v Acrylamid
Sammelgel 6%ig: 1,33 ml 30% w/v Acrylamid
3,33 ml Sammelgelpuffer
1,92 ml Aqua dest
25 ul Temed
50 pul 12,5% w/v Ammoniumpersulfatlosung
Coomassie-Blau-Firbelosung fiir Polyacrylamidgele
0,25% w/v Coomasie-Blau, 10% v/v Eisessig, 45% v/v Methanol, 45% v/v Aqua dest
Entfirbelosung fiir Coomasie-Blau
10% v/v Eisessig, 45% v/v Methanol, 45% v/v Aqua dest
Geltrocknenlosung
50% v/v Methanol, 2% Glycerin
Laufpuffer fiir die Protein Elektrophorese
190 mM Glycerin, 0,1% w/v SDS, 25 mM Tris, pH 8,3
Proteasehemmstoffe:
1 mM EDTA, 10 mM Benzamidin, 2 mM Dithiotreitol, 0,2 mM PMSF
Sammelgelpuffer fiir Polyacrylamidgele
0,2% w/v SDS, 250 mM Tris, pH 6,8
TBS (Tris buffered saline)
25M Tris-Base, 150M Natriumchlorid, pH 7,4
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T-TBS (Tween-Tris buffered saline)
0,05% v/v Tween 20 in TBS, pH 7,4
Trenngelpuffer fiir Polyacrylamidgele
0,2% w/v SDS, 750 mM Tris, pH 8,8
Western Blot Puffer
250 mM Glycerin, 0,01% w/v SDS, 20% v/v Methanol, 40 mM Tris
Probenpuffer fiir die Protein Gelelektrophorese (6x Laemmli)
7 ml 4x Tris/SDS pH 6,8, 3 ml Glycerin, 1 g SDS, 1,2 mg Bromphenolblau, Aqua dest
bis 10 ml

2.10 Immuncytochemische Untersuchungen an bovinen Spermatozoen

Immuncytochemische Untersuchungen sollten Aufschluss iiber die Lokalisation von Porin
Subtypen 1 und 2 im bovinen Spermatozoen geben. Hierzu wurden monoklonale anti-Porin 1
Antikdrper (anti-Porin 31 HL, Calbiochem, Bad Soden) und anti-Porin 2 Antikorper (AS P45
und AS P20) in den Experimenten eingesetzt.

Die durch das ,,Swim-up Verfahren® gewonnenen bovinen Spermatozoen (siehe 2.3.2) wurden
in 500 pl PBS suspendiert. Die Zellen wurden dann zur Perforation der Plasmamembran
nacheinander 3x in fliissigen Stickstoff eingefroren und 3x in 40°C warmem Wasser
aufgetaut. Nach Zentrifugation bei 500xg fiir 5 min wurde das Sediment in 1% Milchpulver in
PBS fiir 1 Stunde prédinkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 1000xg fiir 5 min
wurden die Spermatozoen mit den Antikérpern (1:50 in 1% Milchpulver/PBS) bei
Raumtemperatur iiber 1 Stunde inkubiert. Nach 3maligem Waschen in PBS (1000xg) wurden
die Spermatozoen 30 min lang mit biotinylierten anti-Kaninchen Antikdrpern (Sigma,
Taufkirchen) in einer Verdiinnung von 1:200 in 1% Milchpulver geldst in PBS bei
Raumtemperatur versetzt. Zum Nachweis der Antigen-Antikorper-Reaktion wurden die
Spermatozoen nach einem weiteren wie bereits beschriebenen Waschschritt mit 50 pl
Fluoresceinisothyocyanat (FITC) markiertem Avidin (30 pg/ml in HEPES Puffer pH 8,2;
Pierce) im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Es folgte ein abschlieBender
Waschschritt (s.0.). Das Sediment nach der letzten Zentrifugation wurde in 10 ul PBS pH 7,4
aufgenommen und mit einem Tropfen Citifluor (Plano, Wetzlar) auf einem Objekttriger
vermischt. Danach wurde die Suspension mit einem Deckglas abgedeckt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Filter 09, Axioskop, Zeiss, Oberkochen) ausgewertet und

dokumentiert.
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2.11 Einfluss von anti-Porin 2 Antikérpern auf die Funktion boviner Spermatozoen

Um den Einfluss der anti-Porin 2 Antikorper auf die Funktion boviner Spermatozoen zu
untersuchen, wurden nach Inkubation mit affinitdtsgereinigten anti-Porin Antikorpern bzw.
mit der entsprechenden Negativkontrolle folgende Parameter {iberpriift:

1. Die Motilitdt der Spermatozoen und

2. die Vitalitat und der akrosomaler Status der Samenzellen

2.11.1 Motilitatsparameter
2.11.1.1 Computerassistierte Samenanalyse (Computer Assisted Semen Analysis-CASA)

Das computerassistierte Samenanalyse-System (CASA; Mika Medical Cell Motion Analyser,
(Montreaux) dient zur objektiven Evaluierung von Ejakulaten und liefert eine statistische
Auswertung sowohl der Motilitdts- als auch der morphologischen Parameter. Hierflir werden
die Bewegungen der Zellen durch die Optik eines Mikroskops (Nikon Optiphot-2,
Diisseldorf) mit einem Phasenkontrastobjektiv (Vergroferung x 20) auf eine Videokamera
(Kappa CF 8/1) fiibertragen und computerunterstiitzt (Computer mit Intel® Pentium III
Prozessor) ausgewertet (Abb. 6).

Abbildung 6. Schematische Darstellung eines CASA Systems. A: Mikroskop, B: heizbarer
Objekttisch, C: Videokamera, D: Computer und Monitor
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Das Computerprogramm des CASA Systems unterscheidet Spermatozoen von Artefakten
indem es zunichst die beweglichen Objekte als Spermatozoen annimmt und bezogen auf
vorher definierte Parameter, eine mittlere Kopfgrofle berechnet. Diese KopfgroBie vergleicht
das Programm dann mit der Gr6Be und der Form unbeweglicher Objekte. Dabei wird auch im
Umfeld des Kopfes nach einem Flagellum gesucht. Das Computerprogramm ist durch die
Detektion eines Schwanzes in der Lage, immotile Spermatozoen (mit Schwanz) von
Artefakten (z. B. Spermatogenesezellen oder Leukozyten) zu unterscheiden.

Fiir einen Messvorgang wurden 5 ul der Spermatozoensuspension in eine auf 38,5°C
vorgewirmte Maklerkammer™ (Sefi Medical, Israel) pipettiert und aus vier verschiedenen
Arealen mindestens 200 Spermatozoen statistisch erfasst. Die ermittelten Motilitdtsparameter

wurden in einem Spermiogramm zusammengefasst und ausgedruckt.

2.11.1.2 Motilititmessung boviner Spermatozoen nach Zugabe von anti-Porin 2
Antikorper

Kryokonservierte bovine Spermatozoen wurden wie zuvor beschrieben im ,,Swim-up-
Verfahren® aufbereitet. Die Spermatozoenkonzentration in der gewonnenen Suspension
wurde auf eine Zellzahl von 20-30 Mio/ml eingestellt. Die Spermatozoen-Suspension wurde
geteilt in: a) Kontrolle (ohne Behandlung), b) Kontrolle mit TEB Puffer (Tris-Elutionspuffer,
s. 2.7.2), c¢) Negativkontrolle (Kaninchen IgG, mit gleichem Proteingehalt wie die
affinitdtsgereinigten Antikdrper) und d) affinitdtsgereinigte anti-Porin 2 Antikorper (37,5
png/ml). Die Auswertung der Motilitét erfolgte nach einer Inkubationszeit von 0 h, 1 h, 2 h und
4 h.

2.11.2 Vitalititsuntersuchung und Evaluierung des akrosomalen Status von bovinen
Spermatozoen nach Zugabe von anti-Porin 2 Antikorper

Zur Untersuchung der Vitalitidt sowie des akrosomalen Status der bovinen Spermatozoen
wurde eine PSA-FITC/Hoechst 33258 Doppelfiarbung durchgefiihrt (Cross und Meizel,
1989). Die Vitalititsbestimmung erfolgte durch den Fluoreszenzfarbstoff bis-Benzamide
33258 (Hoechst 33258; Sigma, Taufkirchen). Der Farbstoff dringt in membrangeschédigte
(tote Spermatozoen) ein, und bindet dort irreversibel an die im Spermatozoenkopf befindliche
DNA. Somit kdnnen tote Spermatozoen im Fluoreszenzmikroskop durch eine leuchtend blaue
Fluoreszenzfarbung im Kopfbereich von lebenden Spermatozoen, die nicht oder nur schwach

markiert sind, unterschieden werden. Nach Zugabe der Antikérper und entsprechenden



Methoden 36

Kontrollen (s.0.), wurden 100 pl der Spermatozoen Suspension mit einer Endkonzentration
von 1 pg/ml Hoechst 33258 iiber 10 min bei 38,5°C und 5% CO, inkubiert. Zur Entfernung
von ungebundenem Farbstoff wurden die Spermatozoen 2 x 5 min bei 700xg 2% PVP in PBS
gewaschen und sedimentiert. Die anschlieend in 20 pl PBS resuspendierten Spermatozoen
wurden auf zwei Objekttrager ausgestrichen und bei Raumtemperatur im Dunkeln getrocknet.
Die getrockneten Spermatozoenausstriche wurden 30 s lang mit 100%igem Methanol fixiert,

dann 2 x 5 min in Aqua dest. gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.

Zur Untersuchung des akrosomalen Status wurden die Spermatozoen mit PSA-FITC (Pisum
sativum Agglutinin-Fluoreszeinisothiocyanat) gefarbt. PSA ist ein Lektin der Erbse und hat
die Eigenschaft, sich an bestimmte Glykoproteine, die sich im Akrosom des Spermatozoons
befinden, zu binden. Bei fixierten und membranpermeabilisierten Spermatozoen mit intaktem
Akrosom, bindet PSA im Bereich der Kopfkappe an Glykoproteine der inneren akrosomalen
Membran und an die akrosomale Matrix. Der an PSA gebundene Farbstoff FITC kann durch
eine griin-gelbe Fluoreszenzfarbung mit dem Fluoreszenzmikroskop identifiziert werden. Die
akrosomreagierten Spermatozoen zeigen nur im Bereich des dquatorialen Kopfbandes eine
griin-gelbe  Fluoreszenzfarbung oder erscheinen sonst vollstindig dunkel. Die
akrosomintakten Spermatozoen koénnen durch eine intensive griin-gelbe Farbung an der
vorderen Hilfte des Spermatozoenkopfes identifiziert werden (Cross und Meizel, 1989).

Zur Detektion akrosomreagierter und akrosomintakter Spermatozoen wurden die
Spermatozoenausstriche in einer feuchten Kammer bei RT 30min lang mit der PSA-FITC-
Losung (30pg/ml) iiberschichtet und wunter Lichtausschluss gehalten. Nach zwei
Waschvorgidngen in Aqua dest. von je Smin wurden die noch feuchten
Spermatozoenausstriche mit dem Spezialmedium Citifluor™ (Plano, Wetzlar) beschichtet, um
das Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu verlangsamen. Danach wurden die
Spermatozoen mit einem Deckglas (Menzel-Gldser, Braunschweig) abgedeckt und bis zur
Auswertung im Dunkeln bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Zum Abschluss wurden die mit PSA-FITC und H258 gefarbten Spermatozoen mit einem
Mikroskop (Axioskop; Zeiss, Oberkochen), das mit einer Fluoreszenzeinrichtung und den
entsprechenden Filtern (Zeiss, Oberkochen) ausgestattet war, untersucht (Anregung fiir H258:
365nm und PSA-FITC: 450-490nm). Durch Wechseln der Filter konnten in einem Blickfeld
am selben Spermatozoon beide Fiarbungen beurteilt und fast zeitgleich dokumentiert werden.
Es wurden jeweils 200 Spermatozoen aus verschiedenen Bereichen des Objekttragers

ausgewertet und nach ihren Firbungsmustern in folgende Kategorien -eingeteilt: a)
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akrosomintakt und lebend (AIL): PSA-FITC positiv, H258 negativ; b) akrosomreagiert und
lebend (ARL): PSA-FITC negativ, H258 positiv; c) akrosomintakt und tot (AIT): PSA-FITC
positiv, H258 positiv und d) akrosomreagiert und tot (ART): PSA-FITC negativ, H258
positiv. Die Auswertung erfolgte ,,einfach-blind* und wurde regelmifBig durch einen zweiten

Experimentator validiert.

2.12 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Motilitdt und der Akrosomreaktion wurden in MS-Excel-Tabellen erfasst.
Die Daten in Prozent wurden mit Hilfe der Formel: y=arcsin(sqrt x/100) transformiert.
Mittelwerte und SEM wurden mit dem Programm InStat™ von Graph Pad® errechnet. Fiir den

Vergleich mehrerer Daten wurde der Tukey Test nach two-way ANOV A angewendet.
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3  Ergebnisse
3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Bovines Hodenmaterial

Das fixierte und in Paraffin eingebettete bovine Hodengewebe wurde bei Raumtemperatur
gelagert. Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die Gewebeschnitte fiir die in situ

Hybridisierung bzw. fiir die Immunhistochemie hergestellt und in die Versuche eingesetzt.

3.1.2 Spermatozoen

Nach Auftauen und Aufbereiten der Spermatozoen im ,swim up-Verfahren® lag eine
Konzentration von 50 bis 70x10° Spermatozoen/ Milliliter vor. Fiir die
Motilititsuntersuchungen und die Uberpriifung des akrosomalen Status wurde eine

Konzentration von 20-30x10° Spermatozoen /ml verwendet.

3.1.3 mRNA Isolierung

Mit Hilfe von, an Magnetkiigelchen gebundenem d(T),s-Biotin + Streptavidin (MPG-
Guanidine Streptavidin System) konnte mRNA der 3 Porin Subtypen aus bovinem
Hodengewebe gewonnen werden. Diese mRNA diente als Ausgangspunkt fiir die Synthese
der entsprechenden Porin cDNAs (Reverse Transkriptase Reaktion=RT-Reaktion). Direkt
daran anschlieend erfolgte die Polymerasekettenreaktion (Abb. 7).

3.2 RT-PCR aus bovinem Hodenhomogenat

Zum Nachweis der mRNA-Expression der Porin Subtypen 1, 2 und 3 wurde die RT-PCR mit
bovinem Hodenhomogenat durchgefiihrt.

3.2.1 Expression der Porin 1, 2 und 3 mRNA in bovinem Hoden

Die Amplifikation von cDNA Fragmenten durch die PCR mit den Primern Porin 1 (P1), Porin
2 (P2E), und Porin 3 (P3) sind in der Abbildung 7 dargestellt:

Porin 1, 2 und 3 mRNA wurde mit Hilfe der eingesetzten Primer im bovinen
Hodenhomogenat bei unterschiedlichen Fragmentgroen nachgewiesen. Nach Einsatz des

Primerpaars Porinl (P1) konnte ein RT-PCR Produkt bei der Gréfle von 636 bp Nukleotiden
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in der DNA Elektrophorese als eine sehr starke Bande nachgewiesen werden. (Abb. 7, Spur
1). Das Porin 2 RT- PCR Produkt wurde als deutliche Bande im GroBenbereich von 394 bp
Nukleotiden mit dem Primerpaar Porin 2E (P2E) detektiert (Abb. 7, Spur 2). Mit Hilfe des
Primerpaars Porin 3 (P3) konnte das Porin 3 RT-PCR Produkt aus bovinem Hodenhomogenat
bei einer Gréfle von 237 bp ebenfalls eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 7, Spur 3). Als
Negativkontrolle wurde die PCR ohne Matrize (cDNA) durchgefiihrt. Hier zeigte sich, wie
erwartet, keine Bande (Abb. 7, Ko).

Abbildung 7. Gelelektrophorese von RT-PCR Produkten zum Nachweis der Porin 1, 2 und 3
mRNA Expression im bovinen Hodenhomogenat. 1=RT-PCR Produkt (636 bp) mit
Primerpaar Porin 1 (P1); 2=RT-PCR Produkt (394 bp) mit Primerpaar Porin 2 (P2E); 3=RT-
PCR Produkt (239 bp) mit Primerpaar Porin3 (P3); Ko=Negativkontrolle (RT-PCR ohne
Matrize); M=Marker

Wie dargestellt, konnte mRNA von Porin Subtypl, 2 und 3 in bovinem Hodenhomogenat
eindeutig nachgewiesen werden. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden die PCR- Produkte
zur Sequenzierung der Firma MWG Biotech (Ebersberg) iibergeben. Die iiberpriiften
Teilsequenzen von Porin 1 sind in Abbildung 8, die von Porin 2 in Abbildung 9 und die von

Porin 3 in Abbildung10 dargestellt.
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1 GTCTTCACCAAGGGCTATGGATTTGGCTTAATAAAACTTGATCTGAAAACAAAATCTGAG
1 v F T K 6 ¥ 6 F G L I K L D L K T K S E

61 AATGGACTGGAATTTACGAGCTCAGGTTCAGCCAACACCGAGACCACCAAAGTGACGGGC
21 N GG L E F T S S G S A N T E T T K V T G

121 AGCCTGGAAACCAAGTACAGATGGACTGAATATGGTCTGACGTTTACAGAGAAATGGAAC
41 s L E T K Y R W T E Y G L T F T E K W N

181 ACTGACAACACGCTGGGCACGGAGATTACTGTGGAAGATCAGCTTGCACGTGGCCTGAAG
61 T b N T L G T E I T V E D Q L A R G L K

241 CTGACCTTCGATTCATCCTTCTCACCAAACACTGGGAAAAAAAATGCTAAAATCAAGACA
81 L T ¥ DS S F S P NT G K KN A K I K T

301 GGGTACAAGCGGGAACATATCAACCTGGGCTGCGATGTGGATTTTGACATAGCTGGTCCT
101 G Yy K R EH I N L G C D V D F D I A G P

361 TCCATCCGGGGCGCTCTGGTGCTGGGTTATGAAGGTTGGCTGGCTGGCTACCAGATGAAT
121 s I R G A L V L G Y E G W L A G Y O M N

421 TTTGAGACTGCAAAGTCTCGAGTGACTCAGAGCAACTTTGCAGTTGGCTACAAGACCGAT
141 F E T A K S R V T Q S N F A V G Y K T D

481 GAGTTCCAGCTTCACACTAATGTAAATGATGGAACAGAGTTTGGTGGCTCCATTTATCAG
lel E F 0O L H T N V N D GG T E F G G S I Y 0

541 AAGGTGAACAAGAAGTTGGAGACCGCTGTTAATCTGGCCTGGACCGCAGGAAACAGCAAC
181 K vwN~N K K L E T AV N L A W T A G N S N

601 ACTCGCTTCGGAATAGCAGCCAAGTACCAG
201 T R F G I A A K Y O

Abbildung 8. Partielle Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosduresequenz des
bovinen Porin 1 Gens, die durch RT-PCR mit Primerpaar P1 amplifiziert wurde. Die
unterstrichenen Nukleotide entsprechen der Sequenz des Primers P1.
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41

61
21

121
41

181

241

301

361

CTTGGACATCAGGTACCAACTGCACTCGCTTTGGAATTGCAGCTAAATATCAACTGGATC
o .. b p T A S I S A K V NN S S L I G V

CCACTGCTTCCATTTCTGCAAAAGTCAACAACTCTAGTTTAATTGGAGTGGGCTATACTC
G vy T ¢ T L R P GV K L T L S A L V D G

AGACTCTGAGGCCTGGTGTGAAGCTTACACTGTCTGCCCTGGTAGACGGGAAGAGCATTA
K s I N A G G H K L L A L E L E A

ATGCTGGAGGCCACAAACTTGGGCTTGCCCTGGAATTGGAGGCTTAATTCAGCTGAAAGA

AACCTCTGGAAATGGGTATCAGAAGATTTGGCCTTAATATATTTCCAGTGTGACCAGCAG

GTTTCCCCCACCCCACCCCCCGAAGGTGATCAAAACAAAGGATGATCTAAACAAGAGCTG

TATTTTAAATATTTAGACAGTTCTTTGTTAGCTGGTT

Abbildung 9. Partielle Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosduresequenz des
bovinen Porin 2 Gens, die durch RT-PCR mit Primerpaar P2E amplifiziert wurde. Die
unterstrichenen Nukleotide entsprechen der Sequenz des Primers P2E.

61
21

121
41

181
61

GGTCATGCTTACACTGATACAGGGAAAGCATCAGGCAACCTAGAGACCAAATACAAGAT

G H A Y T D T G K A S G N L E T K Y K I

CTGTAACTATGGACTGACCTTCACGCAGAAGTGGAACACAGACAATACTCTTGGGACAGA

c N Y G L T F T Q K W N T D N T L G T E

AATCTCTTGGGAGAATAAGTTGGCTGAAGGGTTGAAACTGACTCTTGATACCATATTTGT

s W E N K L. A E G L K L T L D T I F V

ACCGAACACAGGAAAGAAGAGTGGGAAATTGAAGGCCTCCTATAAACGGGATTGTTT

p N T G K K S G K L K A S Y K R D C

Abbildung 10. Partielle Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosduresequenz des
bovinen Porin 3 Gens, die durch RT-PCR mit dem Primerpaar P3 amplifiziert wurde. Die
unterstrichen Nukleotide entsprechen der Sequenz des Primers P3 .

Die abgeleitete Aminosduresequenz von bovinem (Bos taurus) Porin 3 ist zu 97% identisch

mit der des Menschen (Homo sapiens) und zu ca. 94% mit der von Maus (Mus musculus)

oder Ratte (Rattus norvegicus).

3.2.2 Expression der Porin 1 und 2 mRNA in Hodenzelllinien

Um den Syntheseort von Porin genauer lokalisieren zu konnen, wurde die bereits

beschriebene RT-PCR auch mit verschiedenen Hodenzelllinien der Maus und der Ratte

durchgefiihrt. Es wurden die selben Primerpaare, wie unter 3.2.2 aufgefiihrt, verwendet.
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Mittels Primerpaar P1 wurde ein PT-PCR Produkt von Porin 1 bei einer Gréfle von 636 bp in
allen untersuchten Hodenzelllinien, ndmlich Ratten-Peritubulidrzellen, Ratten-Sertolizellen
und frilhe (GCl=Spermatogonien bis primdre Spermatozyten) sowie spite (GC2=
Spermatiden) Stadien von Maus-Keimzelllinien nachgewiesen (Abb. 11, Spur 1-8). Ein RT-
PCR Produkt von Porin 2 (P2E) konnte nur in frithen (GC1) und spéteren Stadien (GC2) der
Mauskeimzellen als schwache Bande bei 394 bp dargestellt werden (Abb. 12, Spur 5, 6). Als
Positivkontrolle diente bovines Hodenhomogenat (Abb. 12, Spur 9). In der Negativkontrolle
war kein Reaktionsprodukt nachzuweisen (Abb. 11, 12, Ko)

“-‘...-“ & 636 bp

Abbildung 11. Gelelektrophorese von RT-PCR Produkten zum Nachweis der Porin 1 mRNA
Expression (636 bp) in verschiedenen Hodenzelllinien. 1=Ratten-Peritubuldrzelllinien (PZ);
2=Immortale Ratten-Peritubulérzelllinien (IPZ, RTC-8T12); 3=Ratten-Sertolizellen (SZ);
4=Immortale Ratten-Sertolizelllinien (ISZ, ASC-17D); 5=Maus-Keimzelllinien (GCl);
6=Maus Keimzelllinien (GC2); 7=Immortale Ratten-Sertolizelllinien (ISZ, SCIT-CS);
8=Immortale Ratten-Sertolizelllinien (ISZ, SC93RS2), Ko=Negativkontrolle; M=Marker.

4= 394 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 KoM

Abbildung 12. Gelelektrophorese von RT-PCR Produkten zum Nachweis der Porin 2 mRNA
Expression (394 bp) in verschiedenen Hodenzelllinien. 1=Ratten-Peritubuldrzelllinien (PZ);
2=Immortale Ratten-Peritubuldrzelllinien (IPZ, RTC-8T12); 3=Ratten-Sertolizellen (SZ);
4=Immortale Ratten-Sertolizelllinien (ISZ, ASC-17D); 5=Maus-Keimzelllinien (GC1);
6=Maus Keimzelllinien (GC2); 7=Immortale Ratten-Sertolizelllinien (ISZ, SCIT-CS);
8=Immortale Ratten-Sertolizelllinien (ISZ, SC93RS2); 9=bovines Hodenhomogenat;
Ko=Negativkontrolle; M=Marker.
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3.3 Bestimmung der bovinen Porin 2 cDNA Sequenz

Mit Hilfe der drei Porin 2 Primerpaar, P2A, P2M. und P2E wurde eine PCR aus bovinem
Hodenhomogenat durchgefiihrt. Es sollte damit die komplette Sequenz der bovinen Porin 2
cDNA ermittelt werden. Im Abb. 13 dargestellt, sind die drei Amplikons (PCR Produkte)
nach der PCR aus bovinem Hodenhomogenat. Das Amplikon nach Verwendung des P2A
Primerpaares konnte bei 453bp, mit dem P2M bei 407bp und dem P2E bei 394bp
nachgewiesen werden. Als Kontrolle diente die PCR ohne Matrize, hier wurde keine cDNA

amplifiziert (Abb.13, Ko).

4= 400 bp

Abbildung 13. Gelelektrophoretische Darstellung der PCR Produkte zum Nachweis der
kompletten Porin 2 cDNA Sequenz aus bovinem Hodenhomogenat. Verwendet wurden die
Primerpaare P2A (453 bp), P2M (407 bp) und P2E (394 bp). Ko=Kontrolle, M=Marker

Nach der Sequenzierung der jeweiligen Amplikons durch die Firma MWG Biotech, konnte
die vollstindige Nukleotidsequenz des bovinen Porin 2 Gens definiert werden (Abb. 14).
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Abbildung 14. Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz des bovinen Porin 2
Gens (Acc. No. AJ288914). Die farbig hervorgehobenen und unterstrichenen Nukleotide

ATGGCGACCCACGGACAGAACTGCGCGCGGCCAATGTGTATTCCTCCATCATATGCTGAC
M A T H G Q N C A R P M C I P P S Y A D

CTTGGCAAAGCTGCCAGAGATATATTCAACAAAGGATTTGGTTTTGGGTTGGTGAAACTG
L. e K A A R D I F N K G F G F G L V K L

GATGTGAAAACAAAGTCGTGCAGTGGCGTGGAATTCTCAACATCTGGTTCATCTAATACA
p v K T K s ¢ s G Vv E F s T S G S S N T

GACACTGGTAAAGTTACTGGGACCTTGGAGACCAAATATAAATGGTGTGAGTATGGTCTG
b T 6 K v T GG T L E T K Y K W C E Y G L

ACTTTCACAGAAAAGTGGAACACTGATAACACTCTGGGAACAGAAATCGCTATTGAAGAC
T » T E K W N T D N T L G T E I A I E D

CAGATTTGCCAAGGTTTGAAACTGACATTTGATACCACCTTTTCACCAAACACAGGAAAG
c I ¢ ¢ G L X L T F D T T F S P N T G K

AAAAGTGGTAAAATCAAGTCTTCTTACAAGAGGGAATGTATAAACCTCGGTTGTGATGTT
K s 6 K I K s sS Y K R E C I N L G C D V

GGCTTTGATTTTGCTGGACCTGCAATCCATGGTTCGGCTGTCTTCGGTTATGAGGGCTGG
G *F D F A G P A I H G S A V F G Y E G W

CTTGCTGGGTACCAGATGACCTTTGACAGTGCCAAATCAAAGCTGACAAGGAATAACTTT
L A G Y O M T VF D S A K S K L T R N N F

GCAGTGGGCTACAGGACTGGGGACTTCCAGCTACACACTAATGTCAATGATGGTACAGAA
AV G Y R T GG D F Q L H T N V N D G T E

TTTGGAGGATCAATTTATCAGAAAGTATGTGAAGATCTTGACACTTCAGTAAACCTTGCT
F G G 5 I ¥y 9 K v C E D L D T S V N L A

TGGACATCAGGTACCAACTGCACTCGCTTTGGAATTGCAGCTAAATATCAACTGGATCCC
w T s 66 T N C T R F G I A A K Y O L D P

ACTGCTTCCATTTCTGCAAAAGTCAACAACTCTAGTTTAATTGGAGTGGGCTATACTCAG
T A s I S A K V N N S S L I G V G Y T O

ACTCTGAGGCCTGGTGTGAAGCTTACACTGTCTGCCCTGGTAGACGGGAAGAGCATTAAT
T L. R P G V K L T L S A L Vv D G K S I N

GCTGGAGGCCACAAACTTGGGCTGCCCTTGGAATTGGAGGCTTAA
A G G H K L 6 L P L E L E A

entsprechen der Sequenz der Primerpaare P2A (blau), P2M (rot) und P2E (griin)

Die abgeleitete Porin 2 Aminosduresequenz von Bos taurus ist zu 98,6% identisch mit der des

Menschen (Homo sapiens) und ca. 95% mit Maus (Mus musculus) oder Ratte (Rattus

norvegicus).



Ergebnisse 45

3.4 In situ Hybridisierung
3.4.1 Ribosonde Porin 1 und 2

Die durch in vitro Transkription erhaltenen Ribosonden Porin 1 und 2, wurden mit DIG-
markiert (2.4.2.3). Der Erfolg der Markierung und die Bestimmung der Konzentration wurde
im Dot-Blot Verfahren ftberpriift. Es konnte eine Konzentration der DIG-markierten
Ribosonde Porin 1 sense von 50 ng/ul ermittelt werden (Abb. 15). Fiir die DIG-markierte
Ribosonde Porin 1 antisense wurde eine Konzentration von 40 ng/ul (Abb. 15), 200ng/ul fiir
DIG-markierte Ribosonde Porin 2 sense und 300 ng/pl fiir DIG-markierte Porin 2 antisense
nachgewiesen (Abb. 16).

10 ng 1 ng 100 pg 10 pg

- .‘ -— &= DIG-RNA Kontrolle

| ‘ - &= DIG-Ribosonde Porin 1 antisense

..m — &= DIG-Ribosonde Porin 1 sense

Abbildung 15. ,Dot Blot“ zur Bestimmung der Konzentration von DIG-markierter
Ribosonde Porin 1 antisense und sense.

10 ng 1 ng 100 pg 10 pg

o e e =  DIG-RNA Kontrolle

* * . 9% = DIG-Ribosonde Porin 2 antisense
ﬂ M * s 4 DIG-Ribosonde Porin 2 sense

Abbildung 16. ,.Dot Blot“ zur Bestimmung der Konzentration von DIG-markierter
Ribosonde Porin 2 antisense und sense.
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3.4.2 Lokalisation von Porin 1 mRNA in bovinem Hoden

Um den Syntheseort von Porin besser lokalisieren zu konnen, wurde die in situ
Hybridisierung durchgefiihrt. Die Hodengewebeschnitte wurden mit 20 pg/ml Proteinase K,
zur Permeabilisierung der Zellen behandelt und anschliefend mit den entsprechenden Sonden
inkubiert. Als Nachweis fiir ein Hybridisierungssignal wurde das NBT/BCIP-
Detektionssystems eingesetzt. Im Fall einer positiven Hybridisierung kam es zu einem
dunkelblauen bis braunem Farbniederschlag im Cytosol der Zellen. Somit war eine Detektion
des Syntheseortes mdglich.

Nach Einsatz von 5 ng/ul Ribosonde Porin 1 antisense konnte ein deutliches Farbsignal
beobachtet werden (Abb. 17A). Eine Hybridisierung erfolgte im Cytoplasma von
Spermatogonien (Spg), primidren Spermatozyten (Spz) und auch in Sertolizellen (SZ).
Zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien gab es Unterschiede im Hybridisierungssignal.
Hier dargestellt sind beispielhaft die Tubuli seminiferi in den Spermatogenesestadien I-IV
(Abb. 17 A, B) und VII-VIII (Abb. 17 A, B). Wéhrend im Spermatogenesestadium I-IV eine
mRNA Expression sowohl in Sertolizellen als auch in Spermatogonien und in Spermatozyten
zu finden war, wurde im Stadien VII-VIII kein Hybridisierungssignal in den Sertolizellen aber
ein deutliches Hybridisierungssignal in Spermatogonien und Spermatozyten beobachtet. Im
Stadium V-VI konnte ebenfalls ein Hybridisierungssignal in den Sertolizellen,
Spermatogonien und Spermatozyten nachgewiesen werden. Kein Hybridisierungssignal
wurde in Sertolizellen des Stadiums IX-XII gefunden, wiahrend mRNA auch diesem Stadium
in Spermatogonien und Spermatozyten gefunden wurde. Im Gegensatz dazu wurde, wie zu
erwarten, nach Verwendung von 5 ng/ul Ribosonde Porin 1 sense keine Farbreaktion und

somit keine Hybridisierung von Porin mRNA in den Hodenzellen nachgewiesen (Abb. 17 B).
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VIV

Abbildung 17: Lokalisation von Porin Typ 1 mRNA durch irn situ Hybridisierung im
Spermatogenesestadium III - IV und VII - VIII boviner Tubuli Seminiferi . A. Ribosonde
Porin 1 antisense, B. Ribosonde Porin 1 sense (Negativkontrolle); Spg=Spermatogonien,
Spz=Spermatozyten, Spt=Spermatiden, SZ=Sertolizellen.

Porin 1 mRNA konnte also nicht nur in Keimzellen, wie Spermatogonien und friihe
Spermatozyten nachgewiesen werden, sondern auch, allerdings abhédngig vom

Spermatogenesestadium, in Sertolizellen,.

3.4.3 Lokalisation von Porin 2 mRNA in bovinem Hoden

Der mit der Ribosonde Porin 2 antisense durchgefiihrte in situ Hybridisierungsversuch (Abb.
18A und 18C) zeigte stadienabhingig ein positives Hybridisierungssignal in Spermatogonien
(Spg), primédren Spermatozyten (Spz), runden Spermatiden (Spt) und Sertolizellen (SZ). Als
Negativkontrolle diente Ribosonde Porin 2 sense (Abb. 18B und 18D); hier konnte kein
positives Hybridisierungssignal festgestellt werden. Im Stadium VII-VIII wurde Porin 2
mRNA in Spermatogonien und Spermatozyten gefunden, wihrend im Stadium IX-XII
zusdtzlich zu Spermatogonien und Spermatozyten auch ein Hybridisierungssignal in
Spermatiden nachgewiesen wurde. In diesen beiden Stadien konnte kein
Hybridisierungsnachweis in Sertolizellen erbracht werden (Abb. 18A). Ein schwaches
Hybridisierungssignal sowohl in Sertolizellen als auch in Spermatogonien konnte in Stadium

[-IV und V-VI detektiert werden (Abb. 18C).
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Abbildung 18: Lokalisation von Porin Typ 2 mRNA durch in situ Hybridisierung im
Spermatogenesestadium VII-VIII, IX-XII, I-IV und V-VI boviner Tubuli Seminiferi.
A: Ribosonde Porin 2 antisense, Stadium VII-VIII, IX-XII; B Ribosonde Porin 2 sense
(Negativkontrolle), Stadium VII-VIII, IX-XII; C Ribosonde Porin 2 antisense, Stadium I-IV
und V-VI; D: Ribosonde Porin 2 sense, Stadium I-IV und V-VI; Spg=Spermatogonien,
Spz=Spermatozyten, Spt=runde Spermatiden, SZ=Sertolizellen.

Porin 2 mRNA konnte stadienabhdngig in frilhen Stadien der Spermatogenese, wie
Spermatogonien und Spermatozyten, in spiteren Entwicklungsstadien (runden Spermatiden)

aber auch in Sertolizellen lokalisiert werden.

3.5 Nachweis von Porin 1 und Porin 2 Protein in bovinem Hodengewebe mit Antiseren

Zum Nachweis von Porin 1 und Porin 2 Protein in bovinem Hodengewebe wurden
immunhistochemische Untersuchungen mit anti-Porin-Peptidantikdrpern durchgefiihrt. Das
Antiserum AS P6 ist gegen eine Peptidsequenz (P1b) aus hPorin 1 (h=Mensch) gerichtet. Das
gegen ein synthetisches Peptid aus hPorin Typ 2 (H 1) gerichtete Antiserum wurde als AS
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P45 und ein weiteres Antiserum gegen ein anderes synthetisches Peptid aus der hPorin Typ 2

(hPorin 2) Sequenz (H 2) hergestellteAntiserum wurde als AS P20 bezeichnet.

3.5.1 Bestimmung der Antiserentiter im ELISA

Zunichst wurde der Antikorpergehalt der oben genannten Antiseren orientierend im ELISA
bestimmt. Die Bewertung der Antikorperbindung an das adsorbierte Peptid wurde im
Vergleich zu den entsprechenden Priimmunseren (PI) als Negativkontrollen durchgefiihrt.
Die Extinktionswerte der Titrationsreihen, gemessen bei einer Wellenldnge von 492 nm in
Abhingigkeit von Verdiinnungsfaktor, sind in Abb. 19 A, 19 B und 19 C dargestellt. Die
unterschiedliche Immunreaktivitit der anti-Porin Antiseren gegen die synthetischen Peptide
ist deutlich zu erkennen. Die Titrationskurven des AS P6 und des AS P45 nahmen einen
anndhernd sigmoidalen Verlauf (Abb. 19 A, B) ein, wohingegen der Kurvenverlauf des AS
P20 sich eher flach darstellt. Die Antigenerkennung der gewonnenen Antiseren ist in jedem
Fall titrationsabhiingig. Bei den Negativkontrollen lagen keine Abhéngigkeiten der
Extinktionswerte von den Verdiinnungsstufen vor. Bei den Prdimmunseren wurden nur
Extinktionswerte gemessen, die unwesentlich iiber dem Leerwert lagen. Um Kreuzreaktionen
auszuschlieBen, wurden die anti-Porin Antiseren im ELISA mit nicht relevanten synthetischen
Peptiden getestet und die Extinktionswerte ermittelt. Alle zu testenden anti-Porin-Peptid-
Antiseren zeigten eine spezifische Bindung an ihr entsprechendes Antigen. Kreuzreaktionen

mit anderen synthetischen Peptiden konnten nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 19. Abhingigkeit der Extinktionswerte (OD) bei 492 nm (Ordinate) von den
Verdiinnungsstufen (Abszisse) der anti-Porin Antiseren A: AS P6; B: AS P45;C: AS P20 und
den entsprechenden Prdimmunseren PI-6, PI-45 und PI-20. Als Antigen wurden je 1,5 ug
Peptid pro Vertiefung in Immuno-Module mit hochaffiner Bindungskapazitit eingesetzt.
Gebundene Antikorper wurden mit Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (Sigma) in
einer Verdiinnung von 1:3000 und mit DAB als Substrat nachgewiesen.



Ergebnisse 51

3.5.2 Immunbiochemische Untersuchungen mit anti-Porin Antikérpern an
Proteinextrakten aus bovinen Spermatozoen

Um zu untersuchen, ob die gegen synthetische Peptide gerichteten Antiseren Porin Protein in
Spermatozoen erkennen, wurden Immunblots mit einem Zellextrakt aus bovinen Samenzellen
und einer biochemisch angereicherten Porinfraktion aus menschlichen Lymphozyten als
Positivkontrolle durchgefiihrt. Nach SDS-PAGE und Western-Blot wurden die nach ihren
apparenten Molekularmassen aufgetrennten Proteine mit anti-Porin 1 bzw. anti-Porin 2
Antiseren inkubiert. Der Nachweis immunreaktiver Polypeptide erfolgte mit dem ECL
System. Als Positivkontrolle wurde der monoklonale anti-Porin 1 Antikérper Porin 31 HL
(Calbiochem) eingesetzt. Der Maus monoklonale Antikérper Porin 31 HL wurde gegen
gereinigtes menschliches Lymphozyten 31 kDa Porin hergestellt und soll im wesentlichen mit
Porin 1 aber nicht mit Porin 2 reagieren. In Abbildung 22 ist links die entsprechende
Immunreaktion mit angereichertem Porin und dem Extrakt aus Bullen Spermatozoen
dargestellt. In beiden Fillen konnte eine eindeutige Reaktion im Bereich von 31 kDa
nachgewiesen werden. In humanem Lymphozyten Porin (Positivkontrolle) konnte eine
intensiv markierte Doppelbande im Bereich von 30/31 kDa beobachtet werden. Hier war die
obere 31 kDa Bande wesentlich schwécher ausgeprégt als das untere ca. 30 kDa schweres
Polypeptid. Im Spermatozoenextrakt war eine relativ schwache, aber eindeutige
Immunreaktion mit einem Polypeptid von etwa 30 kDa zu sehen.

Abbildung 22 zeigt rechts den Einsatz des Antiserums P6, das gegen ein synthetisches Porin 1
Peptid gerichtet ist. Bei angereichertem Porin konnte eine sehr intensive Immunreaktion im
Bereich von etwa 28 bis 32 kDa festgestellt werden. Im Gesamtspermatozoenextrakt wurde

eine recht schwache aber klare Reaktion mit einem Protein von etwa 31 kDa beobachtet.
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Porin 31 HL AS P6

@ wwss @x31KDa

Abbildung 22. Immunblot zum Nachweis von Porin 1 Protein in Porin aus humanen
Lymphozyten (linke Spur, ca. 5 pg Protein) und einem Proteinextrakt aus bovinen
Spermatozoen (rechte Spur, 1,5 x 10° Zellen/Spur). Links, Einsatz des monoklonalen anti-
Porin 1 Antikorpers, 1:200 verdiinnt als Positivkontrolle (Antigen: Porin 31 HL). Rechts,
Antiserum AS P6, 1:100 verdiinnt (Antigen: synthetisches Porin 1 Peptid). Als
Zweitantikorper dienten Peroxidase-gekoppelte anti-Maus IgG (fiir Porin 31 HL), 1:3000
verdiinnt bzw. anti-Kaninchen IgG (fiir AS P6), 1:5000 verdiinnt. Spezifisch gebundene
Antikdrper wurden mit dem ECL System nachgewiesen.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse mit den Antiseren AS P45 und AS P20, die gegen
unterschiedliche, synthetische Porin 2 Peptide gerichtet sind, dargestellt. Auf der linken Seite
ist zu erkennen, dass AS P45 menschliches Lymphozyten Porin erkennt. Man sieht eine
intensiv markierte Doppelbande bei ca. 30/31 kDa, wobei die untere Bande relativ schwicher
markiert erscheint. Porin Antigen wurde von AS P45 auch im bovinen Spermatozoenextrakt
detektiert. Hier war allerdings nur eine recht schwache, gut fokussierte linienformige Bande
bei etwa 30 kDa sichtbar. Auf der rechten Seite ist zu sehen, dass auch Antiserum AS P20 in
angereichertem Porin sein Antigen als scharfe Bande bei 30 kDa erkennt. Das Antiserum
reagierte im Extrakt aus Spermatozoenschwanz allerdings nur mit einer einzigen, kaum

sichtbaren, schwachen Bande bei 30 kDa.

AS P45 AS P20
- ,

: i ¥ |
.

5 -
- \,J _ &= 31 kDa
r °

Abbildung 23. Immunblot zum Nachweis von Porin 2 Protein in Porin aus humanen
Lymphozyten (linke Spur, ca. 5 pg Protein) und einem Proteinextrakt aus bovinen
Spermatozoen (rechte Spur, 1,5 x 10° Zellen/Spur). Links, Einsatz des Antiserums AS P45,
1: 100 verdiinnt (Antigen: synthetisches Porin 2 Peptid). Rechts, Antiserum AS P20, 1:100
verdiinnt (Antigen: synthetisches Porin 2 Peptid). Als Zweitantikdrper dienten Peroxidase-
gekoppelte anti-Kaninchen IgG, 1:5000 verdiinnt. Spezifisch gebundene Antikorper wurden
mit dem ECL System nachgewiesen.
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Insgesamt kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die Antiseren gegen synthetische
Porin Peptide auch Antigen in einer Proteinfraktion aus menschlichem Lymphozyten Porin
erkennen. Relativ schwach, aber in der Regel eindeutig waren die Immunreaktionen mit
einem Polypeptid von etwa 30 kDa, das in Spermatozengesamtextrakt erkannt wurde. Hier
handelte es sich aufgrund der apparenten Molekularmasse sehr wahrscheinlich um
Spermatozoen Porin 1 bzw. Porin 2 Protein. Von den anti-Porin 1 Antikérpern wurde von den
zwei Banden in angereichertem Porin aus menschlichen Lymphozyten préferentiell die untere
30 kDa Bande erkannt; anti-Porin 2 Antiseren hingegen reagierten mit einem Polypeptid, das

eine etwas groflere apparente Molekularmasse von etwa 31 kDa aufwies.

3.5.3 Immunhistochemische Untersuchungen

Zur Lokalisation der Proteine Porin 1 und 2 wurden immunhistochemische Untersuchungen
mit den Antiseren AS P6, AS P45 und AS P20 auf mit Methacarn-fixierten Hodenschnitten
durchgefiihrt. Als Negativkontrollen dienten die entsprechenden Prdimmunseren (PI). Die
Schnitte wurden am Ende des Versuchs zur besseren Darstellung mit Methylenblau

gegengefarbt.

3.5.3.1 Lokalisation des Porin 1 Proteins in bovinem Hoden

In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen mit dem
Antiserum AS P6 dargestellt. Eine deutliche Antigen-Antikorper-Reaktion in Form eines
braun-schwarzen Farbniederschlags ist in den Sertolizellen zu erkennen (Abb. 20A, SZ). Das
Cytosol vereinzelter Spermatogonien war zwar schwécher aber deutlich angefarbt (Abb. 20A,
Spg). Das Praiimmunserum PI-6 rief keine nennenswerte Farbreaktion hervor (Abb. 20B).
Zwischen den Zellen unterschiedlicher Spermatogenesestadien konnte keine Differenz in der

Porin 1 Proteinverteilung beobachtet werden.
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Abbildung 20. Immunhistochemischer Nachweis von Porin 1 Protein im
Spermatogenesestadium IX-XII boviner Hoden. Als Erstantikorper wurden A: AS P6
(Verdiinnung 1:100) und B: PI-6 (Verdiinnung 1:100) eingesetzt. Alkalische Phosphatase-
gekoppelte anti-Kaninchen IgG (Bio-Rad) in einer Verdiinnung von 1:100 wurden als
Zweitantikdrper verwendet. Die gebundenen Antikdrper wurden mit BCIP/NBT als Substrat
nachgewiesen. . SZ=Sertolizelle, Spg=Spermatogonie

3.5.3.2 Lokalisation des Porin 2 Proteins in bovinem Hoden

Zum Nachweis von Porin 2 wurde das AS P20 in die Experimente eingesetzt. Dabei konnten
Immunreaktionen in runden und elongierten Spermatiden spéter Stadien der Spermatogenese
nachgewiesen werden (Abb. 21 A). Als Negativkontrolle diente das Prdiimmunserum PI 20,
das keine spezifische Farbreaktion verursachte (Abb. 21 B). Die unterschiedlichen
Spermatogenesestadien wiesen keinen deutlichen Unterschied im Proteinverteilungsmuster

auf.
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Abbildung 21. Immunhistochemischer Nachweis von Porin 2 Protein in den
Spermatogenesestadien IX-XII boviner Hoden. Als Erstantikorper wurden A: AS P20
(Verdiinnung 1:50) und B: PI-20 (Verdiinnung 1:50) eingesetzt. Alkalische Phosphatase-
gekoppelte anti-Kaninchen IgG in einer Verdiinnung von 1:100 wurden als Zweitantikdrper
verwendet. Die gebundenen Antikorper wurden mit BCIP/NBT als Substrat nachgewiesen
Sz=Sertolizelle, Spg=Spermatogonie; Spt=Spermatid; eSpt/Sp=elongierte Spermatid bzw.
Spermatozoen

3.6 Immunzytologische Untersuchungen mit Hilfe der Immunfluoreszenz an bovinen
Spermatozoen

Fiir weitere Untersuchungen zur Lokalisation von Porin 1 und 2 Protein in bovinen
Spermatozoen wurde die Immuncytofluoreszenz mit dem monoklonalen anti-Porin 1
Antikorper (Porin 31 HL) und den Antiseren AS P45 und AS P20, die gegen Porin 2
gerichtet, durchgefiihrt. Der Maus monoklonale Antikérper ist gegen 1 und nicht mit Porin 2
reagieren. Uber die Spezifitit betreffend Porin 3 ist nichts bekannt. In Abbildung 24 A ist die
Immunreaktion mit Spermatozoen Porin nach Verwendung des monoklonalen Antikorpers
Porin 31 HL dargestellt. Eine deutliche Markierung war im akrosomalen Bereich des
Spermatozoenkopfes sowie eine Reaktion im Bereich des Mittelstiicks des Spermatozoons zu
erkennen. Porin Typ 2 Protein konnte mit Hilfe der Antiseren AS P45 und AS P20 im
Spermatozoenkopf, im Mittelstiick und partiell auch im Hauptstiick des Flagellums (bei AS
P45 sehr schwach ausgeprigt) nachgewiesen werden (Abb. 24B, C). Gegeniiber der
Lokalisation von Porin 1 durch Porin 31 HL, war die Immunreaktion durch mit AS P45
zusitzlich durch eine schwache Immunfluoreszenz im postakrosomalen Bereich und eine
dezente Markierung des Hauptstiicks des Schwanzes gekennzeichnet. AS P20 zeigte ein
dhnliches Muster, wobei eine stirkere Fluoreszenz des Hauptstiicks im Vergleich zu den

beiden anderen Antikorpern zu beobachten war.
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A B C
Abbildung 24. . Immunfluoreszenzoptischer Nachweis von Porin 1 und 2 Protein in bovinen
Spermatozoen. Die Spermatozoen wurden mit Methanol fixiert und A: mit dem
monoklonalen Porin 1 Antikdrper (anti-Porin 31 HL) in einer Verdiinnung von 1:10; B: mit
Antiserum AS P45 (Verdiinnung von 1:50) und C: mit Antiserum AS P 20 (Verdiinnung
1:50) inkubiert. Gebundene Antikorper wurden mit biotinyliertem anti-Kaninchen IgG und
mit FITC-markiertem Avidin immunfluoreszenzoptisch dargestellt.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass mit Hilfe der Immunfluoreszenz Porin 1
und Porin 2 Protein im Kopf und Mittelstiick des bovinen Spermatozoons nachgewiesen
werden konnten. Im Gegensatz zu dem Nachweis von Porin 1 im Bereich des
Spermatozoenkopfes und des Mittelstiickes mittels des spezifischen Antikorpers anti-Porin 31
HL wurde durch das Antiseren AS P20 und in deutlich geringem Mal3e auch durch AS P45

Porin 2 Protein zusétzlich im Hauptstiick des Flagellums detektiert.

3.7 Reinigung der anti-Porin Antikorper durch eine affinititschromatographische
Siule

Die mit dem synthetischen Peptid Porin 1b gekoppelte Affinitdtssdule, wurde zur Reinigung
des AS P6 verwendet. Zur Gewinnung von monospezifischen Antikorpern aus den Antiseren
AS P45 und AS P20 wurden Affinititssdaulen gekoppelt mit Peptid H 1 bzw. mit Peptid H 2
eingesetzt. Die gereinigten Antikorper wurden in 20 Fraktionen von jeweils 500 pl
aufgefangen. Zur Bestimmung des Antikopergehalts wurde ein ELISA durchgefiihrt und der
Proteingehalt mit dem Bio-Rad Protein Assay Kit bestimmt.
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3.7.1 Charakterisierung der affinititschromatographisch gereinigte anti-Porin
Antikorper

Nach der Reinigung der anti-Porin 1 und 2 Antikdrper durch die Affinitatssdulen wurden die
Fraktionen auf ihren Antikorpergehalt hin im ELISA iberpriift. Die Fraktionen mit den
hochsten Extinktionswerten im ELISA wurden vereinigt, die Proteinkonzentration

photometrisch gemessen und der Antikorpertiter erneut im ELISA bestimmt.

3.7.2 Proteinkonzentration der affinititschromatographisch gereinigten anti-Porin 1
und anti Porin 2 Antikorper

In den vereinigten AntikOrperfraktionen wurden folgende Proteinkonzentration bestimmt

(Tab. 4):

Protein Antiserum | affinititsgereinigte Antikorper Proteingehalt
Porin 1 AS P6 affi P6 225 pg/ml
Porin 2 AS P45 affi P45 150 pg/ml
Porin 2 AS P20 affi P20 37,5 pg/ml

Tabelle 4. Proteingehalt der vereinigten affinitdtsgereinigten Antikorperfraktionen

3.7.3 Bestimmung des Antikorpertiters der affinitiitschromatographisch gereinigten
anti-Porin 1 und anti-Porin 2 Antikorper im ELISA

Die Bewertung der Antikorperbindung an die Sdulenmatrix gebundene Peptid, das fiir die
entsprechenden Antiseren als Antigen eingesetzt wurde, wurde im Vergleich zu gereinigten
Kaninchen IgG (Sigma) mit entsprechender Proteinkonzentration als Negativkontrolle
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 25 gezeigt, ist die Antigenerkennung durch die
affinititsgereinigten AntikOrper titrationsabhingig. Bei den Negativkontrollen wurden
abhingig von den Verdiinnungsstufen keine nennenswerten Extinktionswerte gemessen. Der
Kurvenverlauf ist bei den affinitdtsgereinigten P6 und P45 Antikorpern anndhernd sigmoidal,
wobei bei P20 Antikdrpern ein relativ schneller und steiler Abfall der Immunreaktion zu
verzeichnen war. Der Antikorpertiter wurde fiir P6 bei einer Verdiinnung von 1: 320, bei P45

von 1:160 und bei P20 von 1:40 festtgelegt.
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Abbildung 25. Abhédngigkeit der Extinktionswerte (OD) bei 492 nm (Ordinate) von den
Verdiinnungsstufen (Abszisse) der anti-Porin affinititsgereinigten Antikdrper A: P6; B: P45;
C: P20 und Kanninchen IgG in entsprechender Konzentration. Als Antigen wurden je 1,5 pg
Peptid pro Vertiefung in Immuno-Module mit hochaffiner Bindungskapazitéit eingesetzt.
Gebundene Antikorper wurden mit Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (Sigma) in
einer Verdiinnung von 1:3000 und mit DAB als Substrat nachgewiesen.
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3.8 Einfluss der anti-Porin 2 Antikorper auf die Funktion boviner Spermatozoen

Um die Bedeutung von Porin 2 Protein fiir die Funktion boviner Spermatozoen zu
untersuchen, wurden funktionelle Studien mit den affinitdtsgereinigten anti-Porin 2
Antikorpern durchgefiihrt. Untersucht wurde der Einfluss der Antikorper auf die Motilitét

sowie auf den akrosomalen Status boviner Spermatozoen.

3.8.1 Einfluss der anti- Porin 2 Antikorper auf die Motilitit boviner Spermatozoen

Nach der ,Swim-up Methode* gewonnene Spermatozoen wurden mit 37,5 pg/ml
affinitdtsgereinigte P45 bzw. P20 Antikorper, sowie mit Kaninchen IgG Antikorpern und Tris
Puffer (TEB) alleine als Negativkontrollen, versetzt. Die Motilitdt der Spermatozoen wurde
mit einen CASA System direkt nach Zugabe (0Oh), nach 30 min, 1 Stunde, 2 Stunden, 3
Stunden und nach 4 Stunden gemessen.

In Abbildung 26 ist der Prozentsatz motiler Spermatozoen (Ordinate) in Abhidngigkeit von der
Zeit (Abszisse) dargestellt. Bei allen Versuchsansétzen, inklusive der Kontrollen, war eine
Abnahme der Gesamtmotilitdt mit zunehmender Versuchszeit zu verzeichnen. Bei Einsatz der
P45 Antikorper konnte kein Unterschied in der Beweglichkeit von Spermatozoen im
Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden. Tendenziell zeigte sich nach 4h Inkubation
bei den Spermatozoen, die mit den affinititsgereinigten P20 Antikorpern inkubiert worden
waren, eine Abnahme der Gesamtmotilitidt von ca. 10 %, im Vergleich zu den Kontrollen.
Diese Abweichung wurde in der statistische Auswertung allerdings als nicht statistisch

signifikant berechnet.



Ergebnisse 60

100
9
= 90
8 <+ --TEB
N
S 80 :-==E~__: E &/ --1gG
£ i IR ii i ) & - -P20
g8 70 “s .--:::-I ® - -P45
n -
) T
T 60 }[
o
=

50 T T T T

Oh 30min 1h 2h 3h 4h
Zeit

Abbildung 26. Einfluss von affinitdtschromatographisch gereinigten anti-Porin 2 Antikérpern
auf die Gesamtmotilitdt (Ordinate) boviner Spermatozoen in Abhéngigkeit von der Zeit
(Abszisse) nach Inkubation mit 37,5 pg/ml affinitdtschromatographisch gereinigten P20 (-a-),
P45 (-e-) Antikorpern, Kaninchen IgG Antikorpern (-m-) und Tris Puffer (TEB) (-¢-).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert = SEM dargestellt. n=3.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in den funktionellen Studien kein
signifikanter Einfluss von den anti Porin 2 Antikérpern P45 und P20 auf die Beweglichkeit
boviner Spermatozoen nachgewiesen werden konnte. Inwieweit P20 AntikSrper tatsdchlich
einen Einfluss auf die Motilitit boviner Spermatozoen haben, kann aufgrund der relativ
geringen Anzahl der Versuche zur Zeit noch nicht abschlieBend beurteilt werden. Die hier

gezeigten prialimindren Ergebnisse sind Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen.

3.8.2 Einfluss der anti-Porin 2 Antikorper auf den akrosomalen Status boviner
Spermatozoen

Abschliefend wurde ein moglicher Einfluss von anti-Porin Antikdrpern auf den akrosomalen
Status von Samenzellen des Bullen untersucht. Um falsch positive oder falsch negative
Resultate aufgrund von Serumbestandteilen zu vermeiden, wurden fiir diese Experimente
affinitdtschromatographisch aufgereinigte Antikorper eingesetzt. Abbildung 27 demonstriert
den Einfluss von anti-Porin 2 Antikérpern auf den akrosomalen Status boviner Spermatozoen.
Aufgefiihrt ist der Prozentsatz lebend akrosomreagierter Spermatozoen nach einer
Inkubationszeit von 0 Stunden, 2 Stunden und 4 Stunden. Zu den Spermatozoen wurden

37,5 pg/ml P45, P20 und Kaninchen IgG Antikorper sowie Tris-Puffer (TEB) zugegeben. Mit
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zunehmender Zeit stieg die Anzahl lebend akrosomreagierter Spermatozoen in allen
Versuchsansédtzen an (spontane Akrosomreaktion). Nach 4 Stunden Inkubation konnte ein
Anstieg der lebend akrosomreagierten Spermatozoen mit P45 Antikdrpern von 10% (TEB)
bzw. 11% IgG) in der Kontrolle auf 17% festgestellt werden. Trotz des tendenziellen Anstiegs
akrosomreagierter Spermatozoen nach Zugabe von P45 Antikorpern konnte hier aber kein
statistisch signifikanter Unterschied errechnet werden (P>0,05). Dieses Ergebnis ist jedoch
aufgrund der relativ geringen Versuchszahl (n=3) wund der bekannt hohen
Standardabweichungen beim Messen der Akrosomreaktion als nicht endgiiltig zu bewerten.
Ahnliche Ergebnisse ergaben sich ach Zugabe von P20 Antikdrpern. Auch hier konnte bei Oh
ein Anstieg der lebend akrosomreagierten Spermatozoen auf 12% (IgG im Vergleich dazu
7%) beobachtet werden; aber auch dieses Ergebnis musste aufgrund der relativ geringen
Anzahl von Experimenten als tendentiell interessant aber statitisch nicht signifikant bewertet
werden (P>0,05), zumal nach 4 stiindiger Inkubation nur 14% der lebenden Spermatozoen

akrosomreagiert waren (IgG 11 %).
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Abbildung 27. Einfluss von affinitdtschromatographisch gereinigten anti-Porin 2 Antikorpern
auf den akrosomalen Status boviner Spermatozoen. Die durch Swim-up gewonnenen
Spermatozoen wurden in HAM F10 Medium + 0,3% BSA nach Zugabe von 37,5 ug/ml
affinitdtschromatographisch gereinigten P45, P20 Antikdrpern, Kaninchen IgG, oder TEB
Puffer bei den Zeitpunkten Oh ((0') , 2h (M ) bis zu 4h (@ ) inkubiert. Die Auswertung erfolgte
tiber die Hjss/PSA-FITC-Doppelfairbung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM
dargestellt. n = 3.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass aus den funktionellen Untersuchungen zum
Einfluss von anti-Porin Antikorper auf den akrosomalen Status boviner Spermatozoen wegen
der geringen Anzahl der Experimente vorerst kein definitiver Schluss gezogen werden konnte.
Tendenziell war eine Induktion der Akrosomreaktion durch den P45 Antikorper nach einer
Inkubationszeit von 4h zu beobachten. Diese Ergebnisse konnen aber nur Ausgangspunkt fiir

eingehendere Untersuchungen sein.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Porin Subtypen mittels immunologischer Methoden wie
Immunbio-, Immunhisto- und Immuncytochemie im bovinen Hoden nachzuweisen. Mit
molekularbiologischen Techniken, wie RT-PCR und in situ Hybridisierung sowie
immunhistochemischem, sollten die Expression und die Lokalisation von Porin Subtypen
mRNA und Protein im Hodengewebe und in reifen Spermatozoen iiberpriift werden. Ein
zweites Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von anti-Porin Antikérpern auf die Motilitét
und auf den akrosomalen Status von Spermatozoen zu untersuchen. Mit diesen Experimenten
sollte die funktionelle Bedeutung von Porin Subtypen in bovinen Spermatozoen evaluiert

werden.
4.1 Porin

Porin, auch VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) genannt, ist ein porenbildendes
Protein. Urspriinglich wurde das transmembrandre Kanalprotein mit apparenten
Molekularmassen von 30-50 kDa in der dulleren Membran gramnegativer Bakterien
identifiziert. Die Quartérstruktur bakterieller Porine wird aus einem Heterotrimér formiert,
wobei jede Untereinheit Kanalaktivitit aufweist (Nikaido, 1993). Die Sekundir- und
Tertidrstruktur des Kanals wird durch 16 oder 18 antiparallele B-Faltblitter gebildet, die die

Membran durchspannen und eine Pore bilden (Benz und Bauer, 1988; Buchanan, 1999).

Loop side

N-side

Abbildung 28. Berechnete 3D Struktur des N. crasa VDAC (Casadio et al., 2002; Vriend,
1990)
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In Eukaryoten wurde Porin erstmals in einem Mitochondrienextrakt von Paramecium aurelia
gefunden und als eines der ersten kanalbildenden Proteine erfolgreich mit Hilfe der ,,planar

phospholipid bilayer* Methode elektrochemisch untersucht (Schein et al., 1976).
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Abbildung 29. Versuchsautbau des "Planar Bilayer" Systems (modifiziert von de Pinto nach
Schein et al., 1976)

Es folgten weitere Publikationen, in denen Porin-homologe 30 kDa Proteine in Mitochondrien
verschiedener Gewebe und unterschiedlicher Spezies lokalisiert wurden (Sorgato und Moran,
1993). Porin wurde in Mitochondrien von Paramecien (Ludwig et al., 1989), Neurospora
crassa (Freitag et al., 1982), Rattenleber (Roos et al., 1982), Rattenhirn (Ludwig et al., 1986),
in der &duBleren Mitochondrienmembran der Rattenleber (Linden et al., 1982) und in
subzelluldren Zellfraktionen, die mitochondriale Markerproteine enthalten (Yu et al., 1995),
gefunden.

Bei Mensch, Ratte und Maus werden drei verschiedene Porin-Gene exprimiert, sowie drei
Protein-Isoformen beschrieben, die eine hohe Homologie zueinander aufweisen (Blachly-
Dyson et al., 1993; Rahmani et al., 1998; Sampson et al., 1997). Das humane Porin 1 Gen
(hVDACI1 Gen) besteht aus 849 Nukleotiden, die fiir 283 Aminosduren kodieren, wihrend
das humane Porin 2 Gen aus 882 Nukleotiden besteht, die fiir 294 Aminosduren kodieren. Die
Aminosduresequenz von hVDAC2 ist am Aminoterminal-Ende um 11 Aminoséduren langer

als die hVDACI Aminosduresequenz. Die Aminosduresequenzen von humanem Porin 1
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(hVDACI1) und Porin 2 (hVDAC2) sind zu 75% identisch (Blachly-Dyson et al., 1993;
Rahmani et al., 1998). Das hVDACI1 Gen ist auf 5q31 lokalisiert, wihrend das hVDAC2 Gen
in der Position 10922 nachgewiesen wurde (Messina et al., 1999). Die Aminosduresequenz
des humanen Porin 3 (hVDAC3), bestehend aus 283 Aminosduren, ist zu 63% identisch mit
hVDACI und zu 73 % mit hVDAC2. Das hVDAC3 Gen ist in der Position 8p11.2 zu finden
(Rahmani et al., 1998).

Gentechnologische Methoden wurde angewandt, um die Wirkung von Porin-Genen auf
lebende Zellen zu iberpriifen. Durch die Entfernung des PORI-Gens in Hefen
(Saccharomyces cerevisiae), das fur das Yeast-VDAC]1 Protein kodiert, wird ein langsameres
Wachstum der Hefe verursacht, und die Zellen sind Stoffwechsel-inaktiv (Blachly-Dyson et
al., 1997). In Mitochondrien aus VDACI(-/-) Hefezellen wurde eine reduzierte
Durchldssigkeit fiir NADH gezeigt (Lee et al., 1998). Auch beim Menschen wird Porin eine
Beteiligung an der Regulation wichtiger physiologischer Funktionen zugeschrieben. So wurde
von einem Patienten mit einer VDAC1-Gen Defizienz berichtet. Dieser Patient litt unter einer
psychomotorischen Verzogerung, ausgeprigter Muskelschwidche und leichtgradigen
Fehlbildungen (Huizing et al., 1996).

In einer Studie an post mortem Gehirnen von Alzheimer - und Down Syndrom-Patienten
wurde nachgewiesen, dass die Menge an hVDACI und hVDAC2 Protein verdndert (Yoo et
al., 2001). Alzheimer Patienten zeichneten sich durch einen verminderten hVDACI
Proteingehalt im frontalen Cortex und im Thalamusbereich aus. Im temporalen Cortex
hingegen konnte eine Erhéhung von hVDAC2 Protein verzeichnet werden ist (Yoo et al.,
2001). Bei Down Syndrom-Patienten konnte gezeigt werden, dass im Cerebellum hVDACI1
Protein signifikant erhoht war, wihrend hVDAC2 Protein in diesem Bereich nicht signifikant
verandert war.

Obwohl sich die Primirstrukturen von Porinen in verschiedenen Spezies unterscheiden, sind
in Mitochondrien eukaryotischer Zellen die wesentlichen biophysikalischen Eigenschaften
dieser Poren hoch konserviert. Die Kanédle zeichnen sich alle durch eine deutliche
Spannungsabhéngigkeit aus, die einen Wechsel der Ionenselektivitit von Anionen nach
Kationen bedingt. Aus diesem Grunde wird das bakterielle Porin-Analog in Eukaryoten auch
VDAC (Voltage Dependent Anion Channel) genannt.

Der individuelle VDAC Kanal wird von einem einzigen VDAC Protein gebildet, das aus ca.
285 Aminosauren (30-32 kDa) besteht. Der Durchmesser des Kanals in offener Position
betrdgt ca. 2,5-3,0 nm, wohingegen im geschlossenem Zustand ein Durchmesser von

ca. 1,9 nm ermittelt wurde (Blachly-Dyson und Forte, 2001). Es konnte gezeigt werden, dass
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das mitochondriale VDAC mit ATP und Hexo-, Glycerol- und Kreatin-kinasen assoziiert ist
und somit an dem Metabolithaushalt der Zelle beteiligt ist (Adams et al., 1991; Beutner et al.,
1998; Crompton et al., 2002; Kottke et al., 1988; Ludwig et al., 1986; Rostovtseva und
Colombini, 1997). Erst kiirzlich wurde dariiber berichtet, dass VDACT1 auch eine Funktion bei
der Regulation des programmierten Zelltodes, der Apoptose, hat. VDACI scheint ein Teil
eines mitochondrialen Proteinkomplexes zu sein, der als ,,Permeability Transition Pore*
(PTP) an der Regulation des Efflux von Cytochrom C in das Cytosol beteiligt ist. PTP ist fiir
die Auslésung der apoptotischen Caspase-Kaskade von Bedeutung und wird direkt durch pro-
und antiapoptotische Proteine aus der bcl-2 Familie in seiner Funktion gesteuert (Crompton,
1999; Shimizu et al., 2000; Shimizu et al., 2001; Tsujimoto und Shimizu, 2002). Bei der
Spermatogenese ist die Apoptose ein wesentlicher physiologischer Faktor, der fiir die
Entwicklung von gesunden, funktionstiichtigen Samenzellen von Bedeutung ist. Porine sind
insbesondere in Geweben mit hoher Zellteilungsrate an Vorgingen, die zur Apoptose von
Zellen fiihren, beteiligt. Hier soll das anti-Apoptose Protein bcl-2 Porin-Kanéle verschlieen
und dadurch den programmierten Zelltod verhindern. Ebenfalls scheint Porin mit dem
transmembranéren Protein Cyclophilin D zu interagieren (Zamzami und Kroemer, 2001). Der
Adeninnukleotid Translokase (ANT)/Porin Komplex ist in der inneren Membran des
Mitochondriums lokalisiert und dient als ,,Kontaktkomplex* zwischen innerer und duf3erer
Mitochondrienmembran. Gemeinsam mit Cyclophilin D soll dieser an der Regulation der

Apoptose beteiligt sein (Crompton et al., 2002).

Der erste Hinweis auf die Existenz eines extramitochondrialen Porins erfolgte aufgrund von
Publikationen von der Arbeitsgruppe von F. P. Thinnes (Thinnes et al., 1983; Thinnes et al.,
1984). In diesen Arbeiten wurde das dahin giiltige Dogma in Frage gestellt, dass VDAC
ausschlieflich in mitochondrialen Membranen exprimiert wird. Nach Isolierung einer 31 kDa-
Proteinbande aus einer Rohmembranfraktion menschlicher B-Lymphozyten und
anschlieBender Sequenzierung stellte sich aufgrund der hohen Homologie zu bekannten
VDAC Sequenzen heraus, dass dieses Protein in die Gruppe der Porine einzuordnen war.
Spater konnte in menschlichen Muskelmembranen (Sarcolem) eine identische
Aminosduresequenz zur Porinsequenz gefunden werden (Jurgens et al., 1991). Die Expression
des Proteins wurde von Blachly-Dyson und Forte (Blachly-Dyson und Forte, 1991) auch auf
cDNA-Ebene bestitigt. Des Weiteren wurde durch Mikrosequenzierung von gereinigtem
Protein aus Lungen Caveolae der Maus ein Hinweis dafiir gefunden, dass VDAC Typ 1 in der
Zellmembran dieser Organelle lokalisiert ist (Lisanti et al., 1994; Reymann et al., 1995).
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Mittels monoklonaler Antikérper konnte Porin in Plasmamembranen einer Vielzahl von
Geweben lokalisiert werden (Babel et al., 1991; Cole et al., 1992; Eben-Brunnen et al., 1998;
Jakob et al., 1995). Porin wurde auch in Plasmamembranorganellen, wie z. B. in bovinem
Gehirn und Hundelunge (Bathori et al., 1999), in Synaptosomen des Torpedofisches (Shafir et
al., 1998), sowie in der ,,Postsynaptic Density Fraction* von Ratten-Nervenzellen (Moon et
al., 1999) detektiert. Die multitopologische Lokalisation von Porin sowohl in der
Plasmamembran als auch in der Mitochondrienmembran  konnte  mittels
molekularbiologischen Untersuchungen von Buettner et al. (Buettner et al., 2000) mit dem
Nachweis von zwei alternativen Startcodons des VDACI1 Gens der Maus (plasmalemmal
VDAC-1 und mitochondrial VDAC-1) unterstiitzt werden. Buettner et al., 2000 zeigen mit
der GFP (green fluorescence protein)-Technik, dass bei Verwendung des einen Startcodons
das Protein in die Membran und bei Verwendung des alternativen Startcodons das Porin-
Protein in die Mitochondrienmembran eingebaut wird. Diese Ergebnisse sind aber kritisch zu
bewerten, weil in den EST-Datenbanken bisher kein Transkript fiir dieses Plasmamembran-
typische Porin gefunden wurde. EST (expressed sequence tags)-Datenbanken wurden erstellt
um aufzuzeigen, wie viele Transkripte fiir individuelle Proteine in verschiedenen Organismen
und Organen vorkommen; somit sollte bei der kompletten Sequenzierung der Genome
klargestellt werden, was im Genom iiberhaupt als Gen definiert werden kann. Allerdings ist
die Aussagekraft von EST-Datenbanken mit Vorsicht zu betrachten; die Kritik bezieht sich
auf die Technik der Herstellung und der Uberlegung, dass extrem seltene Transkripte
durchaus fehlen kdnnten.

Die Untersuchungen zur multitopologischen Lokalisation von Porin geben Anlass zu der
Vermutung, dass variable Regulationsmechanismen eine gewebsspezifische und
Kompartiment-abhédngige Funktion von Porin bedingen. Diese Annahme wurde auch dadurch
gestlitzt, dass eine plasmalemmale Assoziation von VDAC mit GABAx-Rezeptoren in
bovinen Gehirnzellen beschrieben wurde. Ein zweiter Hinweis darauf, dass Porin eine
funktionelle Rolle bei der Regulation der akrosomalen Exozytose spielen kdnnte ergab sich
aus Untersuchungen zu moglichen Hexokinase/Porin Komplexen im Akrosom der Maus, die

von Kalab (Kalab et al., 1994) publiziert wurden (s. unten).
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4.2 Nachweis und Lokalisation von Porin in Spermatozoen

Auf der Basis der aus der Literatur ersichtlichen Zusammenhdnge zwischen Porin und
GABA-Rezeptoren bzw. aufgrund einer nachgewiesenen Hoden-spezifische Hexokinase
(p95/116) in der akrosomalen Kopfkappe der Maus und der damit verbundenen Bedeutung
von Porin in der akrosomalen Plasmamembran entstand die erste Zielsetzung der
Dissertationsarbeit: der Nachweis und die Lokalisation von Porin Subtypen in ejakulierten
bovinen Spermatozoen.

Methodisch wurde die wissenschaftliche Fragestellung immunzytochemisch angegangen. Es
wurden Antikorper gegen synthetische Peptide aus der humanen Porin Aminosduresequenz
eingesetzt. Informationen iiber Porin Aminosduresequenzen aus dem in dieser Arbeit
eingesetzten bovinen Modellsystem lagen zum Zeitpunkt der Erstellung des
wissenschaftlichen Konzeptes der Arbeit nicht vor.

Zur Detektion von Porin Subtypen in bovinen Spermatozoen und im Hodengewebe des
Bullen (s. u.) wurden hochspezifische Antikorper als Marker hergestellt. Antiseren gegen
Porin Typ 1 und Typ 2 konnten durch Immunisierung von Kaninchen mit an Trigerprotein
gekoppelten synthetischen Peptiden gewonnen werden. Nur unter Verwendung dieser
Antikorper als Marker war es moglich, Porine in Spermatozoen zu detektieren und zu
lokalisieren, denn der Nachweis von mRNA durch in situ Hybridisierung, Northern Blot oder
PCR gelingen in der Regel nicht in ejakulierten Spermatozoen, weil diese als ausgereifte
Gameten keine de novo Proteinsynthese mehr durchfiihren.

Der Einsatz synthetischer Peptide als Antigen hat sich gegeniiber gereinigtem Porin HL 31
aus mehreren Griinden als vorteilhaft erwiesen:

1. Im Gegensatz zu AntikOrpern gegen gereinigte Proteine sind Antiseren gegen definierte
synthetische Peptide meist hochspezifisch fiir das entsprechende Antigen.

2. Eine Besonderheit von Antiseren gegen synthetische Peptide aus hochkonservierten Porin
Aminoséduresequenzen besteht darin, dass diese Antikorper bisher unbekannte Porin Subtypen
detektieren, die noch nicht als Protein gereinigt und deren cDNA noch nicht mit
gentechnologischen Methoden isoliert worden sind.

3. Antikorper gegen definierte Doménen von Porinen konnen hinsichtlich ihrer funktionellen
Wirkungen auf die Porin Kanalaktivitdt untersucht werden.

4. Synthetische Peptide konnen mit einem sehr hohen Reinheitsgrad und in relativ groB3en

Mengen reproduzierbar hergestellt werden. Dieses Verfahren ist im Vergleich zu der
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aufwendigen Reinigung oder Expression von Porin-Subtypen mit wesentlich geringerem
Arbeitsaufwand verbunden.

Die polyklonalen anti-Porin 1 (AS P6) und anti-Porin 2 (AS P45 und AS P20) Antiseren, die
gegen die synthetischen Peptide hergestellte wurden, erkannten in der ELISA Methode
spezifisch die als Antigen eingesetzten Peptide. Die Antiseren wurden fiir den Nachweis und
die Lokalisation der Porin 1 und 2 Protein im bovinen Hoden und in Spermatozoen eingesetzt.
Des Weiteren konnten erfolgreich affinitdtschromatographisch gereinigte anti-Porin Peptid-
Antikorper fiir funktionelle Untersuchungen mit Spermatozoen angereichert werden.

Zur Detektion von Porin Subtypen 1 und 2 Proteinen in bovinen Spermatozoen wurden die
anti-Porin Subtypen 1 und 2 Antiseren im Immunblot und in der Immunzytofluoreszens
eingesetzt.

Der Einsatz der Antiseren zeigte, dass die gegen synthetische Porin Peptide gerichteten
Antiseren im Immunblot das entsprechende Protein bei ca. 30 kDa erkannten. Hervorzuheben
ist, dass das Antiserum gegen Porin Typ 2 (AS P20) hauptsidchlich die obere 31-32 kDa
Bande erkannte, wihrend das Antiserum gegen Porin Typ 1 (AS P6) préiferentiell mit der
unteren 30 kDa Bande der im angereicherten humanen Lymphozyten Porin sichtbaren
Doppelbande reagierte. Dieser Befund spricht fiir die Spezifitit der Antiseren. Allerdings
kann keine Aussage dariiber gemacht werden, um genau welchen Porin Subtypen es sich
handelt. Es ist z. B. nicht gekldrt, ob die Antiseren nicht auch Porin Typ 3 detektieren.
Insofern konnen betreffend der Spezifitit der Antikorper definitive Aussagen nur mit
biochemisch hoch angereicherten oder rekombinanten Porin Subtypen gemacht werden. Diese
standen bisher nicht zur Verfligung. Winkelbach und Mitarbeiter (Winkelbach et al., 1994)
haben publiziert, dass von ihnen generierte Antikorper gegen synthetische Porin Typ 1
Peptide deutlich zwischen Typ 1 und Typ 2 Porin unterscheiden koénnen. Sie begriindeten ihre
Annahme damit, dass die Porin Typ 1 Antikorper im ELISA und im Dot-Blot zwar Typ 1
aber nicht das korrespondierende Typ 2 synthetische Peptid erkennen. Auch in Vorarbeiten zu
dieser Dissertationsarbeit konnte im ELISA gezeigt werden, dass die Antiseren nicht mit
anderen synthetischen Peptiden kreuzreagierten. Korrespondierende Porin Typ 3 Sequenzen
wurden allerdings nicht untersucht. Mit Hilfe des Immunblots konnte gezeigt werden, dass in
Proteinextrakten aus Bullen Spermatozoen sowohl der kommerziell erworbene monoklonale
Antikorper Porin HL 31 als auch die anti-Porin Antikorper AS P20 und AS P6 eine
immunreaktive Polypeptid-Bande mit einer apparenten Molekularmasse von etwa 31 kDa
erkannten. Mit diesem Experiment konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass Porin

Proteine im Spermatozoon zu finden sind. Die Ergebnisse waren der Ausgangspunkt fiir die
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nachfolgenden Untersuchungen zur Lokalisation und zur moglichen Funktion von Porinen in
Samenzellen.

Mittels Immunzytofluoreszenz wurde festgestellt, dass der monoklonale anti-Porin Typ 1
Antikorper (Porin 31 HL) hauptsidchlich sein Antigen im Bereich des Akrosoms und des
Mittelstiicks des Spermatozoons detektiert. Anti-Porin Typ 2 Antikérper hingegen reagierten
zusdtzlich zu Akrosom und Mittelstiick auch mit einem Antigen im Flagellum. Diese
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass aufgrund der multitopologischen Lokalisation von
Porinen in Samenzellen diese moglicherweise auch unterschiedliche Funktionen in
verschiedenen Kompartimenten des Spermatozoons regulieren (z. B. Akrosomreaktion,
Kapazitation im Kopfbereich, Motilitdt mitochondrial, Motilitdtsmuster im Hauptstiick). Von
Bedeutung ist in diesem Zusammenhang auch die Beobachtung, dass die Fluoreszenzmuster,
die Porin Typ 1 und Typ 2 Antikérper im Spermatozoon erzeugen, nicht einheitlich sind. Dies
konnte ein Hinweis daflir sein, dass, obwohl sich Porin Typ 1, 2 und 3 in ihrer
Aminosduresequenz nur geringgradig unterscheiden, individuelle Porin Subtypen

unterschiedliche Funktionen im Spermatozoon innehaben konnten.

4.3 Die Bedeutung von Porin fiir die Beweglichkeit der Spermatozoen

Die Motilitdt der Spermatozoen wird wéhrend ihrer Reifung im Nebenhoden angelegt; eine
gute Beweglichkeit ist im Sdugetier von groBer Bedeutung flir den langen Weg, den die
Samenzelle von der Scheide bis zum Eileiter zuriicklegen muss. Auch der Erfolg der
Penetration durch die Zona pellucida und durch die Keimzellmembran ist abhingig von der
Beweglichkeit der Samenzelle (Nagy, 2000). Die morphologische Voraussetzung fiir die
Spermatozoenbeweglichkeit ist der Spermatozoenschwanz mit seinem zentralen Axonem und
den damit in Verbindung stehenden duBleren dichten Langsfasern (Outer Dense Fibers). Fiir
die Bewegung sind die Mikrotubuli funktionell und strukturell von Bedeutung. In ihrer
Gesamtheit bilden sie das Axonem, das den Schwanz des Spermatozoons in nahezu seiner
ganzen Lénge durchzieht. Sie weisen im Querschnitt das typische 9 + 2 Muster auf, das
ubiquitédr in Flagellen und Cilien aller Spezies vorkommt. Dabei werden zwei Zentraltubuli
von neun Tubulidoubletten umgeben. Die Doppeltubuli sind untereinander mit Dyneinarmen
und mit den Zentraltubuli durch Radialspeichen verbunden (Abb. 30). Eine ATPase im
Dynein katalysiert die Hydrolyse von Mg-ATP. Durch Freisetzung von Energie ermoglicht
sic das Abscheren und die Freigabe eines Dyneinarmes, das Zurilickstellen auf die

Ausgangsposition und erneutes Binden an den benachbarten Mikrotubulus. Nach der ,,sliding
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filament* Theorie gleiten so die Tubuli mittels ihrer Dyneinarme aneinander vorbei und
bewirken die Kriimmung des Flagellums auf seiner ganzen Lénge (Boehm, 1998; Kleinig und
Sitte, 1989). Durch einen kontinuierlichen Wechsel der Verschiebungsrichtung kommt es
auch zu einer Anderung der Kriimmungsrichtung und damit zu einem sinusformigen Schlag,
der das Spermatozoon propulsiv bewegt. Der Mechanismus, der zu der koordinierten
Gleitbewegung der Mikrotubuli und zu der oszillierenden Bewegung des Flagellums fiihrt, ist
allerdings noch nicht vollstindig aufgeklért. Die fiir die Motilitit notwendige Energie wird
durch die Mitochondrien im proximalen Teil des Flagellums durch Glykolyseprozesse
bereitgestellt (Cooper und Yeung, 2000). Im reifen Spermatozoon wird ATP hauptsédchlich
zur Aufrechterhaltung der Motilitdt gebraucht. ATP wird in Mitochondrien iiber aerobe
Glykolyse im Mittelstiick des Spermatozoenflagellums synthetisiert, das durch die Dynein-

ATPase in Energie umgewandelt und im Axonem verbraucht wird (Bourgeron, 2000)
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Abbildung 30. Schematische Darstellung der Bestandteile des Axonems (Cooper und Yeung,
2000).

Klinisch konnen verschiedene Faktoren eine Beeintrachtigung der Spermatozoenmotilitét
verursachen, die Infertilitdit bedingen; hier sind z. B. genitale Infektionen, unzureichende
Spermatozoenreifung im Nebenhoden und morphologische oder biochemische Defekte im

Axonem beschrieben worden. Auch sind das Fehlen von Mitochondrien bzw. funktionell
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geschidigte Mitochondrien Ursachen fiir Asthenozoospermien oder Akinetozoospermien
beim Menschen (Bourgeron, 2000).

Die im Rahmen der Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass anti-Porin
Antikorper keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Beweglichkeit boviner
Spermatozoen hatten. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Antikoérper zumindest keine
Plasmamembran-stindigen Porinkanéle in ihrer Aktivitdt beeinflussen. Inwieweit Porin bei
der Regulation der Motilitdt von Spermatozoen eine Rolle spielt, kann aus zwei Griinden aus
diesen Ergebnissen noch nicht abschlieBend festgestellt werden: Erstens, es ist nicht bekannt,
ob die eingesetzten anti-Porin Antikorper die Kanalaktivitét in vivo oder in vitro beeinflussen.
Zweitens, Porin kann durchaus iiber Mitochondrien und deren Funktion als Energielieferant
einen FEinfluss auf die Motilitdt ausiiben. VDAC ist unter anderem verantwortlich fiir den
Fluss von Metaboliten (z.B. ATP) durch die duere Mitochondrienmembran. Rostovtseva und
Colombini (Rostovtseva und Colombini, 1996; Rostovtseva und Colombini, 1997)
untersuchten mittels Luciferin/Luciferase Methode den ATP-Durchfluss und berichteten, dass
Porine nicht nur den ATP-Ausstrom aus dem Mitochondrium vermitteln, sondern auch den
ATP-Fluss kontrollieren kénnen. Die durch Porin gebildeten Poren sind auch fiir Ca**-Ionen
durchléssig (Gincel et al., 2001), die eine wichtige Rolle bei der Motilitit und ihrer
verschiedenen Bewegungsmuster (z. B. Hyperaktivierung) spielen. Eine Beteiligung von
Porin am mitochondrialen Stoffwechsel in Spermatozoen erscheint somit sehr wahrscheinlich.
Es ist allerdings nicht davon auszugehen oder zumindest stark umstritten, ob Antikorper die
Plasmamembran der Samenzelle penetrieren konnen; somit kann unter den angewendeten
experimentellen Bedingungen keine definitive Aussage iiber die Beteiligung von Porin an

intrazelluldren Regulationsmechanismen gemacht werden.

4.4 Der Einfluss von Porin auf die akrosomale Exozytose des Spermatozoons

Neben der Motilitdit ist beim Spermatozoon die Akrosomreaktion eine unabdingliche
Voraussetzung fiir den Erfolg der Befruchtung. Nach Erreichen der Oozyte und erfolgter
primdrer Bindung des Spermatozoons an die Zona pellucida wird iiber eine G-Protein-
abhingige Signaltransduktionskaskade die Zona pellucida 3 (ZP3) Protein-abhidngige
Akrosomreaktion ausgeldst (Wassarman und Litscher, 2001). Das Akrosom ist im vorderen
Teil des Spermatozoenkopfes als Kappe tiber dem Kern angelegt. Es enthdlt Enzyme (z. B.
Akrosin), die von den Spermatozoen flir die Penetration der Granulosa Zellschicht des

Kumuluskomplexes bzw. der Zona pellucida der Eizelle gebraucht werden (Eddy und
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O'Brien, 1994). Die Akrosomreaktion der Sdugetiere ist ein mehrstufiger exozytotischer
Prozess (Abb. 31). Hier kommt es zuerst zu einem partiellen Verschmelzen der dufBeren
akrosomalen Membran mit der Plasmamembran. Es bilden sich aus beiden Membrananteilen
Hybridvesikel. Dadurch kommt es zu einer Fenestrierung des Akrosoms durch die
akrosomaler Inhalt austreten kann. Im weiteren Verlauf der Akrosomreaktion entwickelt sich
so die vollstindige Ablosung der dulleren akrosomalen Membran, einschlieBlich der ihr
anliegenden Plasmamembran. Nach Abschluss der Akrosomreaktion liegt die innere
akrosomale Membran frei iiber dem vorderen Anteil des Zellkerns. Nur im Bereich des

dquatorialen Bandes konnen sich noch Reste akrosomalen Inhaltes befinden (Abb. 31).

Hybridvesikel

Abbildung 31. Schematischer Ablauf der Akrosomreaktion im S#ugetierspermatozoon.
A: Spermatozoenkopf mit intaktem Akrosom B: Partielle Verschmelzung der &dufleren
akrosomalen Membran mit der Plasmamembran, die sogenannte Fenestrierung beginnt.
C: Vollstindige Ablosung der Plasmamembran und der duBeren akrosomalen Membran mit
Resten akrosomalen Inhaltes im Bereich der Umschlagfalte (dB: &quatoriales Band)
(Yanagimachi, 1994)

Spannungsabhingige Ca’*-Kanile vom L-Typ, wie sie auch im Skelettmuskel vorkommen,
scheinen bei der Agonisten-induzierten Akrosomreaktion eine bedeutende Rolle zu spielen
(Blackmore und Eisoldt, 1999). So konnte die mit Zona pellucida-induzierte Akrosomreaktion
beim Bullen, sowie die durch Progesteron-induzierte Akrosomreaktion beim Menschen,
signifikant durch Ca*-Kanalantagonisten gehemmt werden (Fraser et al., 1993). Auch konnte
gezeigt werden, dass durch diese trivalenten und divalenten Kationen (La’", Ni*") nicht die
Kapazitation, sondern ausschlieBlich die Induzierbarkeit der Akrosomreaktion gehemmt
wurde (White und Aitken, 1989). Der Ca**-Einstrom ist somit als ein wesentlicher Bestandteil

der Induktion der Akrosomreaktion zu betrachten (Breitbart, 2002; Visconti et al., 2002). Die
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ZP3-induzierte Akrosomreaktion in Siugetieren konnte von Ca’’-Kanalantagonisten, wie
Dihydropyridin, Benzothiazepin und Phenyalkylamin blockiert werden (Darszon et al., 1999).
Die Spermatozoenplasmamembran enthlt eine Vielfalt vom Ca**-Kanilen, z.B. den Voltage
Dependent Calcium Channel (VDCC), den Ca®"/ATPase Kanal, Na'/Ca®"-Exchanger.
Mehrere Publikationen deuten an, dass VDCC in der Akrosomreaktion von Sdugetieren
involviert sind (Flesch und Gadella, 2000). Trotzdem sind der schnelle Ca**-Einstrom und die
Akrosomreaktion nicht direkt miteinander gekoppelt. So ist auch eine hohe extrazelluldre
Na'-Konzentration fiir die Induzierbarkeit der Akrosomreaktion wichtig. Ein Na'-Einstrom
scheint dem Ca®"-Einstrom sogar noch vorauszugehen, wobei es durch den Na'-Einstrom zu
einem Anstieg des intrazelluldren pH kommt (Garcia et al., 1991).

Progesteron gilt neben dem Zona pellucida-Protein als physiologischer Induktor der
Akrosomreaktion. Es wird in den Zellen des Cumulus Oophorus gebildet und konnte auch in
der Follikularfliissigkeit nachgewiesen werden (Osman et al., 1989). Bei dem Progesteron-
Rezeptor des Spermatozoons handelt es sich um einen Oberflachenrezeptor (Cheng et al.,
1998), wie in Versuchen mit an BSA gekoppeltem Progesteron gezeigt wurde (Ambhaikar
und Puri, 1998; Blackmore und Lattanzio, 1991; Tesarik et al., 1992). Der Progesteron-
Rezeptor-Komplex konnte aber nur bei 10 - 30% der humanen kapazitierten Spermatozoen
mit Hilfe von FITC-markierten BSA nachgewiesen werden. Durch Einsatz eines gegen den
intrazelluldren Progesteron-Rezeptor gerichteten monoklonalen Antikorpers konnte die
Induktion der Akrosomreaktion gehemmt werden (Baldi et al., 1999). In immunchemischen
Untersuchungen konnte dann gezeigt werden, dass dieser Antikérper im Western-Blot ein
50kDa Protein erkennen kann. Wie aus anderen Untersuchungen bekannt war, hat die
Untereinheit A des neuronalen GABAa-Rezeptors (Chlorid-Kanal-Komplex) auch ein
Molekulargewicht von 50kDa (Beurdeley-Thomas et al., 2000; Sabeur et al., 1996). Dieser
Befund wurde dahingehend gedeutet, dass Progesteron an einen Steroid-Rezeptor/Chlorid-
Kanal-Komplex bindet. Bei der durch Progesteron induzierten Akrosomreaktion humaner
Spermatozoen wird postuliert, dass dieser Komplex durch die Bindung des Progesterons
aktiviert wird. Nachfolgend kommt es zu einem Chlorideinstrom und zu einer Aktivierung
eines CI/HCOs; - Austauschmechanismus. Bikarbonat gelangt in die Zelle und der
intrazellulare pH-Wert steigt an. Im Maussystem konnte gezeigt werden, dass durch DIDS
(4,4 -Diisothiocyano-Stilbene-2,2"-Disulfonicacid), einem Antagonisten dieses Austausch-
mechanismus, die Induzierbarkeit der Akrosomreaktion kapazitierter Spermatozoen gehemmt
werden kann (Kopf und Gerton, 1991). Ebenso konnte auch durch Chloridkanalantagonisten

(Bicuculine) die Progesteron-induzierte Akrosomreaktion gehemmt werden (Wistrom und
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Meizel, 1993). So scheint also bei der Maus ein Chlorideinstrom fiir die Induzierbarkeit der
Akrosomreaktion von Bedeutung zu sein. Dazu passend wurde im murinen System ein
membranstindiges Progesteron-bindendes Protein beschrieben (Kwon und Eddy, 1997), das
fiir die Progesteron-induzierte Akrosomreaktion von Bedeutung sein konnte. An
menschlichen Spermatozoen dagegen konnte ein schneller Chlorid-Efflux nach der
Progesteron-Induktion gezeigt werden, der durch Picrotoxin gehemmt werden konnte (Turner
et al., 1994). Womdglich verursacht dieser Chlorid-Efflux eine Membrandepolarisation und
fiihrt damit zu der Aktivierung eines Na'/HCOs;—Austauschmechanismus. Dadurch gelangt
Bikarbonat in die Zelle und fiihrt dort zu einem pH- Anstieg. Anésthetische
Progesteronmetabolite und das synthetische Progesteronderivat Progestin aktivieren in
Neuronen proteinchemisch nicht eindeutig identifizierte Cl-Kandle von GABA 4 Rezeptor/CI’
-Kanal Komplexen. Im Gegensatz zu nonanidsthetischen 3B-OH Isomeren induzieren
synthetische 3a-OH Steroide wie Progestin, wenn auch in geringerem Ausmall als
Progesteron, die Akrosomreaktion (Wistrom und Meizel, 1993). Aufgrund dieser Ergebnisse
wird Progesteron als Ligand fiir einen spezifischen, bisher unbekannten GABA s-dhnlichen
Rezeptor in Spermatozoenmembranen diskutiert. Ein Kandidat fiir den CI'-Kanal in einem
postulierten GABAA Rezeptor/Cl’-Kanal Komplex ist das integrale Membranprotein Porin. In
somatischen Zellen (neuronale Zellen) sind GABA-Rezeptoren und der Cl'-Kanal Porin co-
purifiziert worden (Bureau et al., 1992). Porin ist ein spannungsabhingiger Anionen-
selektiver Kanal (VDAC), der sowohl in der &ulleren Membran von Mitochondrien als auch
im Plasmalemm und in anderen Zellkompartimenten von S&dugerzellen lokalisiert ist
(Reymann et al., 1995). Porin bindet ATP und soll Bestandteil von CI" -Kanal Komplexen in
der Plasmamembran somatischer Zellen sein. Diese Kanédle haben &hnliche
elektrophysiologische Charakteristika wie die Porine der mitochondrialen Aulenmembran.
Aus diesen Untersuchungen kann folgende Hypothese gestellt werden: Auch in Samenzellen
ist ein plasmamembranstindiger GABAa.Rezeptor mit VDAC als CI'-Kanal vergesellschaftet
und konnte als Teil dieses Komplexes die Spermatozoenfunktionen regulieren.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit zeigten funktionelle Untersuchungen zum
Einfluss von anti-Porin Antikdrpern auf den akrosomalen Status boviner Spermatozoen, dass
nach Inkubation mit den Antikérpern zumindest tendenziell eine Induktion der akrosomalem
Exozytose zu beobachten war. Der mogliche Signaltransduktionsweg konnte erstens {iber den
oben diskutierten postulierten GABAa-Rezeptor/Cl'-Kanal Komplex reguliert sein, oder
zweitens im Zusammenhang mit einem Hexokinase/Porin Proteinkomplex stehen. Die zweite

Hypothese basiert auf Ergebnissen, die von Kalab et al. (Kalab et al., 1994) publiziert wurden.
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In Spermatozoenmembranen, die aus dem Bereich des Akrosoms von Maus-Spermatozoen
gewonnen wurden, wurde eine Hoden-spezifische Hexokinase isoliert, die in die Regulation
der akrosomalen Exozytose involviert sein konnte. Dieses Protein (p95/116) wird Hoden-
spezifisch exprimiert. In Mitochondrien somatischer Zellen (z. B. im Gehirn) ist Porin als
Proteinkomplex mit einer Hexokinase, die spezifische Porin-Bindungsstellen aufweist,
beschrieben worden (Gottlob et al., 2001; Pastorino et al., 2002). Somit konnte in Analogie zu
somatischen Zellen ein solcher Proteinkomplex mit einer funktionelle Rolle bei der
Regulation der Akrosomreaktion postuliert werden. Die Stimulation der Akrosomreaktion
mittels anti-Porin 2 Antikérpern konnte auch mit der Aktivierung von Porin in der
Spermatozoenplasmamembran zusammenhidngen, wenn VDAC z. B. aktiv an dem
Ca*"-Einstrom in das Cytosol des Spermatozoons beteiligt wire, der die Akrosomreaktion
triggert. Weiterhin konnten eher unspezifische, von der Porinfunktion unabhéngige
Mechanismen zu einer Antikorper-induzierten akrosomalen Exozytose fithren. So wurden
z.B. die Induktion oder die Hemmung der Akrosomreaktion durch Antikérper gegen
verschiedene Oberflachenantigene von Spermatozoen beschrieben, die offensichtlich durch

Vernetzung der Antigene iiber die Antikorper einen Effekt haben. (Nikolaeva et al., 2001).

Zusammenfassend kann  festgestellt ~werden, dass wegen der unbekannten
Signaltransduktionskaskaden, iiber die Porine an der Regulation der Spematozoenfunktion
beteiligt sein konnten und nicht zuletzt auch wegen der geringen Anzahl an funktionellen
Experimenten mit anti-Porin Antikorpern vorerst keine definitiven Aussagen iiber die
Funktion von Porin Subtypen in Spermatozoen gemacht werden koénnen. Die erhobenen

Ergebnisse konnten aber als Ausgangspunkte fiir weitere Untersuchungen dienen.

4.5 Nachweis und Lokalisation von Porin 1 und 2 mRNA in bovinem Hoden

4.5.1 Genexpression wihrend der Spermatogenese

Die Expression der mRNA und die Translation des Proteins in den Zellen des Hodens
korreliert eng mit dem spezifischen Entwicklungsstadium der Hodenzellen, die sich am
Spermatogeneseprozess beteiligen (Kleene, 1996). Molekulare und zelluldire Mechanismen,
die an der Spermatogenese beteiligt sind, weisen eine Vielzahl spezifischer und faszinierender
Entwicklungen auf, die in den Differenzierungsprozessen somatischer Zellen nicht zu
beobachten sind. Das Wechselspiel dieser Mechanismen ist auflerordentlich komplex und

ergibt sich aus der Organisation der fiir die Spermatogenese verantwortlichen Epithelien. Die
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kontinuierliche Produktion von Spermatozoen (beim Bullen z. B. {iber viele Jahre) erfordert
eine lang andauernde und intakte Spermatogenese, die grundsitzlich ein zuverldssiges und
kontrollierbares Programm durchlaufen muss (Grootegoed et al., 2000). Der Prozess der
Spermatogenese, der bei Saugetieren in der Pubertit mit die Bildung von elongierten
Spermatiden aus Typ A Spermatogonien beginnt, wird in drei Hauptphasen eingeteilt: (1) die
mitotische Phase, wobei die Stammzellen (Spermatogonien) DNA replizieren und sich teilen;
(2) eine meiotische Phase, in der primdre Spermatozyten (46XY, 4n DNA) die genetische
Rekombination durchlaufen und sich zu sekundiren Spermatozyten (23 XY, 2n DNA)
entwickeln; (3) eine Differenzierungsphase, auch Spermiogenese genannt, in der die haploide
Zelle, die runde Spermatide (23 XY, In DNA), sich zum elongierten Spermatiden mit
Akrosom, dem Mittelstiick, in dem sich der mitochondriale Apparat befindet und dem
Flagellum ausbildet (Abb. 32). Die Spermiogenese kann in Entwicklungsstufen unterteilt
werden, die auf der morphologischen Entwicklung der Spermatiden basieren. Die Anzahl der
Entwicklungsstufen und die morphologischen Eigenschaften sind unterschiedlich zwischen
den Saugetieren (Kleene, 1996); bei Rindern sind 14 Entwicklungsstufen beschrieben. Die
Zellen in den Entwicklungsstufen 1-7 sind als runde Spermatiden charakterisiert, wihrend die
Zellen in Stufen 8-14 als elongierte Spermatiden bezeichnet werden (Berndston und

Desjardins, 1974).
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Abbildung 32. Schematische Darstellung der Spermatogenese (Bergmann, 1998)

4.5.2 Aufbau des Detektionssystems fiir den Nachweis der Expression von Porin
Subtypen durch die RT-PCR

Die RT-PCR ist eine kombinierte Technik der reversen Transkriptase (RT) Reaktion und
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Detektion und Analyse der mRNA in der Zelle, die
zum ersten Mal von Powell et al. (Powell et al., 1987) beschrieben wurde. Mit dieser Methode
kann die mRNA in einer geringen Zahl von Zellen detektiert werden oder eine geringe Menge
von mRNA in Zellen quantifiziert werden (Foley et al., 1993; Reue, 1998; Wang et al., 1989).
Theoretisch konnten mit der PCR einzelne mRNA Molekiile detektiert werden; praktisch
werden aber mehr als 10 Kopien mRNA zur Umformung zu cDNA bendtigt. Der Grund
hierfiir ist die relativ geringe Effizienz der reversen Transkriptase Reaktion (Foley et al.,
1993). Die Effizienz der RT-Reaktion hingt von den Unterschieden der Nukleotidsequenz,
der Liange des poly(A)-Schwanzes und der Entfernung zwischen den Primern und dem
poly(A)-Ende ab. Bei der anschlieBenden PCR gibt es viele Variationen, welche die Effizienz
der Amplifikation beeinflussen, wie z.B. die Konzentration der Matrize, dNTPs, MgCl,, der
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ausgewahlte Primer, die verschiedenen Polymerase Enzyme, und das Zyklusprofil der PCR

(Newton und Graham, 1994; Wang et al., 1989)

4.5.3 Nachweis von Porin mRNA in Zellisolaten und Zellkulturen sowie in bovinem
Hodengewebe

Als Ausgangsmaterial fiir die RT-Reaktion kann Total-RNA oder mRNA aus isolierten
Hoden-Zellen oder immortalisierten Zelllinien verwendet werden. Die in dieser Arbeit
gewidhlte Methode der mRNA-Isolierung zur Gewinnung des Ausgangsmaterials fiir die RT-
PCR erwies sich als zuverldssig. Obwohl keine direkte Quantifizierung und Qualititskontrolle
der cDNA-Synthese durchgefiihrt wurde, konnte nach RT-PCR das PCR Produkt
(=Amplikon), das gemeinsam mit B-Actin Primern als Positivkontrolle erzeugt wurde (nicht
gezeigt), regelmdBig dargestellt werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass im bovinen Hoden die mRNA-
Expression der 3 verschiedenen Porin-Subtypen vorhanden ist. Der Unterschied in der
Bandenstdarke wurde nicht weiter analysiert, da Gegenstand dieser Arbeit lediglich der
qualitative Nachweis, nicht aber die Quantifizierung der mRNA-Expression war.
Untersuchungen zur mRNA-Expression der drei Porin-Subtypen wurden in verschiedenen
Rattengeweben sowie in Tumorzellen (Shinohara et al., 2000) durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich, dass die Transkripte der drei Porin-Subtypen in den getesteten Geweben, ndmlich in
Leber, Herz, Niere und Gehirn vorhanden waren. Die drei Porin-Subtypen waren im Herz am
starksten, dagegen in der Leber am niedrigsten exprimiert. In dieser Studie wurde allerdings
kein Hodengewebe analysiert. Die Untersuchung zum Nachweis der mRNA-Expression der
Porin-Subtypen im Hoden wurde erstmals von Sampson et al. (Sampson et al., 1996) in der
Maus durchgefiihrt. Sie konnten berichten, dass mittels Northern-Blot Analyse die mRNA-
Expression von Porin 2 sehr ausgeprigt war, wahrend Porin 1 mRNA nicht detektierbar war.
Die mRNA Expression von Porin 3 im Maus Hoden wurde mittels Northern-Blot Analyse als
ausgesprochen intensiv nachgewiesen (Rahmani et al., 1998). Dagegen wurde von einer
anderen Arbeitsgruppe mittels der RT-PCR Technik nur eine schwache Expression von Porin
3 mRNA gefunden (Sampson et al., 1998).

Wie aus der oben zitierten Literatur ersichtlich, gab es zwar Hinweise auf mRNA-Expression
von Porin-Subtypen im Hoden aber die Ergebnisse waren nicht immer einheitlich und wenig
zellspezifisch differenziert. Um einen ersten Uberblick iiber die mRNA-Expression im Hoden
wie auch in den jeweiligen testikuldren Zelltypen zu gewinnen, wurden fiir diese

Untersuchungen vom Institut fiir Anatomie und Zellbiologie Marburg primére Zellen und
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Zelllinien aus dem unreifen Ratten- bzw. Maushoden zur Verfiigung gestellt. Stellvertretend
fiir das epitheliale Kompartiment wurden primére Sertolizellen und die immortalisierten
Zelllinien ASC-17D (Roberts et al., 1995), 93RS2 (Jiang et al., 1997) und SCIT-C8 (Konrad
et al., nicht publiziert) verwendet. Des Weiteren wurden primdre Peritubuldr-Zellen sowie die
immortalisierten RTC-8T12 Zellen (Hoeben et al., 1995) als Repridsentanten der stromalen
Komponente des Hodens auf Porin-Expression hin analysiert. AbschlieBend wurden die
Zelllinien GC1 und GC2 untersucht, die entweder friihe Spermatogenese-Stadien (GC1) oder
spitere Spermatogenese-Stadien (GC2) darstellen (Hofmann et al., 1994; Hofmann und
Millan, 1998; Wolkowicz et al., 1996). Im Unterschied zu den vorher aufgefiihrten Zellen
stammen diese Zelllinien aus dem Maushoden. Leider standen keine Leydig-Zellen zur
Verfiigung. Die Verwendung von primdren Zellen hat zwar den Vorteil, dass die Zellen noch
viele urspriingliche, physiologische Eigenschaften aufweisen, hat aber grundsitzlich den
Nachteil einer nicht zu unterschitzenden Verunreinigung (1-5%) mit anderen Zellarten.
Aufgrund dieser Uberlegung wurden erginzend dazu immortalisierte Zelllinien zu den
Experimenten herangezogen. Diese Linien haben den Vorteil einer hohen Homogenititsrate
(100%), zeigen aber, bedingt durch die biochemisch induzierte Immortalisierung, nicht immer
alle physiologischen Eigenschaften von Primérzellkulturen. Trotz Einschrinkungen in der
Analyse mit permanenten Zellkulturen, waren die permanenten Zelllinien ein gutes
zusitzliches Hilfsmittel zum Nachweis von Porin-Expression, insbesondere weil man zum
Teil auf den Einsatz von Versuchstieren verzichten konnte.

Porin 1 mRNA konnte in allen Arten der Hodenzellen, in Sertolizellen, in Peritubuldrzellen
und in verschiedenen Keimzellen (GC1 und GC2) eindeutig nachgewiesen werden. Die
vorliegenden Ergebnisse stehen nur in einem scheinbaren Widerspruch zu der Publikation von
Sampson et al. (Sampson et al., 1996), in der keine Porin 1 mRNA-Expression im Hoden
nachgewiesen wurde; diese Arbeitsgruppe setzte die Northern-Blot Analyse an Homogenaten
des gesamten Hodens ein, wéhrend in der hier vorgelegten Arbeit die wesentlich
empfindlichere RT-PCR Methode sowie hoch aufgereinigten Zellfraktionen verwendete
wurden. Die Northern-Blot Analyse ermoglicht lediglich die Charakterisierung der
Transkriptgrofie mit relativ hohen RNA-Mengen (Reue, 1998), wihrend mit RT-PCR mRNA
in einer sehr geringen Menge an Material detektiert werden kann (Reue, 1998; Wang et al.,
1989).

Die mRNA Expression von Porin 2 wurde deutlich in den Keimzelllinien der frithen Stadien
(GC1) wie auch in den spiteren Stadien (GC2) gezeigt. In Sertolizellen und in Peritubulér-

Zellen konnten keine absolut eindeutigen Porin 2 Amplifikate gezeigt werden; allerdings
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wurde hier die PCR Methode nicht weiter optimiert, da die Analysen der Zellen der
Spermatogenese in dieser Dissertationsarbeit im Vordergrund standen und nur eine begrenzte
Menge an Ausgangsmaterial zur Verfligung stand. Aus diesem Grund wurde die
Untersuchung zum Nachweis der mRNA Expression von Porin 3 in den verschiedenen
Hodenzelllinien nicht mehr durchgefiihrt.

Ein weiterer Vorteil der Anwendung der RT-PCR Methode zur Uberpriifung oder Nachweis
von mRNA Transkription ist, dass das Endprodukt sequenziert werden kann und somit ein
Vergleich mit vorhandenen Sequenzdaten mdglich ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
erstmals die komplette Nukleinsduresequenz der bovinen Porin 2 c¢cDNA (Acc. No.
AJ288914), die partielle Nukleinsduresequenz der testikuldren Porin 3 ¢cDNA (Acc. No.
AJ299423) und die jeweiligen abgeleiteten Proteinsequenzen (Acc No. CAB94711 fiir Porin 2
und Acc. No. CAC14092 fiir Porin 3) vorgelegt. Damit wurde auch eindeutig gezeigt, dass in
der RT-PCR die jeweiligen mRNAs amplifiziert wurden und keine Artefakte aus dem Hoden
produziert wurden. Des Weiteren wurde fiir Porin 2 aufgezeigt, dass sowohl das Gen als auch

das Protein auch im Rind hochkonserviert vorliegt.

4.5.4 Etablierung der in situ Hybridisierungstechnik zum Nachweis der Expression
von Porin Subtypen

Die in situ Hybridisierung (ISH) stellt eine Technik dar, die molekularbiologische und
histochemische Techniken zur Untersuchung der Genexpression in Gewebeschnitten und
cytologischen Priaparaten kombiniert (Jin und Lloyd, 1997).

Bei der Bestimmung der Konzentration der Ribosonden mittels der Dot-Blot Methode ergab
sich eine Ausbeute fiir Porin 2 mRNA von 200-300 pg/ml, wihrend von Porin 1 nur ca. 50 -
60 pg/ml synthetisiert wurden. Die Bestimmung der Konzentration und die davon abhéngige
erfolgreiche Markierung der Ribosonden ist wichtig, um eine optimale Hybridisierung auf den
Gewebeschnitten zu gewihrleisten. Ein weiterer kritischer Punkt bei der in situ
Hybridisierung ist die Optimierung der Proteinase K-Konzentrationen; der Verdau durch
Proteinase K muss fiir jedes Gewebe grundsitzlich individuell adaptiert werden. Die
Behandlung der Gewebeschnitte mit Proteasen, wie z.B. mit Proteinase K, ist einer von
mehreren wichtigen Schritten bei der in situ Hybridisierung, weil hier die Erreichbarkeit der
Zielsequenz durch die Ribosonden gesichert wird. Die optimalen Konzentrationen der
Proteinase K hingen nicht nur von den zu untersuchenden Gewebearten sondern auch von der
Fixierungsart und der Dauer der Fixierung ab (Jin und Lloyd, 1997). Die Proteinase K

Konzentration von 20 pg/ml war in dem hier eingesetzten Hodengewebe optimal fiir die
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Durchfiihrung der in situ Hybridisierung geeignet. Mit dieser Konzentration wurden die in
Bouin'scher-Losung fixierten bovinen Hodenschnitte nicht beschddigt. Die optimale
Hybridisierungstemperatur fiir die Porin 1 Ribosonde lag bei 42°C, wihrend fiir Porin 2 die
Erhitzung auf 48°C noétig war. Die optimale Temperatur fiir die Hybridisierung hiangt von der
Lange der Sonde, der Art des Hybrids (DNA-DNA, DNA-RNA oder RNA-RNA), und der
Stringenz ab, die von der Temperatur, der Ionenstirke und der Konzentration von
helixdestabilisierenden Molekiilen (z. B. Formamid) abhéngig ist (Jin und Lloyd, 1997). Die
Stringenz, mit der die in situ Hybridisierung durchgefiihrt wird, bestimmt den ungefdhren
Prozentsatz korrekt gepaarter Nukleotide im Doppelstrang aus Sonde und Zielsequenz (Leitch

et al., 1994).

4.5.5 Lokalisation der Porin Subtypen 1 und 2 mRNA mittels in situ Hybridisierung

Nach Optimierung des Testsystems fiir die jeweiligen Ribosonden wurden diese zum
Nachweis und zur Lokalisation von Porin 1 und 2 mRNA eingesetzt. Die in situ
Hybridisierung mit Porin 1 wies mRNA in Keimzellen der friihen Stadien der
Spermatogenese auf. Eine weniger intensive, aber eindeutige Expression von Porin 1 wurde in
Sertolizellen beobachtet. Das Vorkommen von Porin 1 mRNA in spéteren Stadien der
Spermatogenese und auch in den Peritubuldrzellen, wie es die RT-PCR Ergebnisse nahe
legten, konnte durch die in situ Hybridisierung nicht eindeutig bestdtigt werden. Diese
Diskrepanz ist sehr wahrscheinlich damit zu erkldren, dass die in situ-Hybridisierung eine
vergleichsweise geringere Sensitivitdt als die RT-PCR aufweist. Eine andere Erkldrung
konnte sein, dass die Detektion von Proteinen und mRNAs in gewebestandigen Peritubulér-
Zellen durch deren Einbettung in eine dichte Extrazelluldr-Matrix erschwert wird. Diese
Hypothese wird durch in vitro Untersuchungen zum Nachweis von TGF-B Subtypen in
Peritubuldr-Zellen und Sertolizellen unterstiitzt. Bereits 1989 und 1993 wurde von der
Arbeitsgruppe von Skinner (Mullaney und Skinner, 1993; Skinner und Moses, 1989) gezeigt,
dass die o.g. Zellen in vitro TGF-B mRNA und Protein produzieren; die eindeutige
Lokalisation von TGF-B mRNA in den im Gewebsverband befindlichen beiden Zelltypen
steht aber noch aus [vgl. z.B. (Olaso et al., 1997)].

Wiéhrend die Porin 1 mRNA eindeutig aber relativ schwach in den Keimzellen und
Sertolizellen aller Spermatogenesestadien vorkommit, ist die Expression des Porin 2 Gens in
den bovinen Hodenzellen moglicherweise Stadien-spezifisch. Im Ergebnisteil wurde gezeigt,

dass das Porin 2 Gen stark in den Keimzellen der frithen und spiteren Stadien (VII-VIII) des
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Spermatogenese-Zyklus, aber schwach in den Sertolizellen (Stadien I-V und IX-X) exprimiert
wird. Auch wenn kein quantitativer Vergleich durchgefiihrt wurde, ist es bemerkenswert, dass
im Vergleich zum Porin 1 Gen die Expression des Porin 2 Gens im bovinen Hoden
insbesondere in den Keimzellen sehr hoch war. Dies konnte hinweisend fiir die besondere
Rolle des Porin 2 Gens bei der Spermatogenese sein; dieser Befund und die daraus gezogenen
Riickschliisse miissen allerdings noch durch eine semiquantitative morphometrische Analyse

weiter untermauert werden.

Zusammengefasst weisen die durchgefiihrten gentechnologischen Untersuchungen
iibereinstimmend darauf hin, dass Porin Subtypen in verschiedenen Zellen des Saugetier
Hodens exprimiert wird. Von auflerordentlicher Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die
Beobachtung, dass Porin 1 und Porin 2 Subtypen weder ein einheitliches noch ein
Entwicklungsstadien-spezifisches Expressionsmuster aufweisen. Dieses Ergebnis deutet auf
eine differenzierte Porinfunktionen wihrend der Spermatogenese hin. Uber die genauen
Funktionen wéhrend der Spermatogenese kann nur spekuliert werde. Eventuell konnte Porin
in die Regulation der Apoptose involviert sein. Wahrend der Spermiogenese kdnnten, wie mit
Porin ,knock-out Miausen gezeigt (Sampson et al., 2001), Porine auch am strukturellen
Aufbau des Flagellums beteiligt sein. Generell ist zu erwarten, dass Porine iiber den
mitochondrialen Stoffwechsel eine Rolle bei der Motilitdt der Samenzelle spielen. Genauere
Hinweise konnten unter anderem durch die Gewinnung transgener Tiere (Porin 1, 2 und 3
knock-out Méuse) und die zu beobachtenden Auswirkungen auf die Fertilitit des

entsprechenden Phédnotyps gewonnen werden.

4.6 Nachweis von Porin Subtypen 1 und 2 Proteinen im bovinen Hoden

Die Ergebnisse zum Nachweis von Porin Subtypen 1 und 2 Proteinen in bovinem Hoden
durch spezifische Antikorper unterstiitzen die aus den gentechnologischen Untersuchungen
gewonnenen Befunde. Durch Antiserum AS P6 konnte immunhistochemisch Porin 1 Protein
im bovinem Hoden nachgewiesen werden, wihrend Porin 2 Protein durch Antiserum AS P20
in diesem Gewebe detektiert werden konnte.

Porin 1 Protein war ausgesprochen intensiv in Sertolizellen, aber nicht oder nur
ausgesprochen schwach in Keimzellen zu finden. Diese Ergebnisse konnten durch den
monoklonalen anti-Porin 1 Antikérper HL 31 Porin bestitigt werden (nicht gezeigt). Das

Vorhandensein von Porin 1 Protein in Typ A Spermatogonien war mit
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immunhistochemischen Methoden nur schwer zu erheben, weil wegen der morphologischen
Ahnlichkeit zwischen Typ A Spermatogonien und Sertolizellen diese Zellen nicht immer
eindeutig unterschieden werden konnten. Weitergehende elektronmikroskopische oder
immunhistochemische Methoden mit zellspezifischen Markern, z. B. mit dem Nachweis der
Cytochrom C; Isoform fiir Spermatogonien (Hofmann und Millan, 1998) und
Doppelmarkierungen konnten hier in der Zukunft ein definitives Resultat betreffend der
Lokalisation von Porin Typ 1 in bovinem Hoden liefern. Die Diskrepanz zwischen den Daten,
die durch die in situ Hybridisierung und RT-PCR gewonnen wurden, ist offensichtlich. So
fand sich eine intensive mMRNA Expression in Spermatogonien und in priméren
Spermatozyten, wihrend der Proteinnachweis in Spermatogonien nur marginal und in
Spermatozyten {iberhaupt nicht gelang. Eine wahrscheinliche Erkldrung fiir diese
Beobachtung konnte in der geringeren Sensitivitdt des immunhistochemischen Testsystems
liegen. AuBBerdem wire auch eine eventuelle Maskierung von durch die Antikdrper detektierte
antigene Determinanten zu diskutieren. Auf jeden Fall ist es in diesem Zusammenhang
wichtig festzustellen, dass immunhistochemische Ergebnisse allein zwar das Vorkommen von
Proteinen nahe legen, aber niemals ausschlieBen konnen. Bei negativen
immunhistochemischen Resultaten sollten immer andere, unabhéngige
Untersuchungsmethoden hinzugezogen werden, um die gewonnenen Daten zu sichern.

Porin 2 Protein wurde fast ausschlieBlich in spéteren Stadien der Spermatogenese
nachgewiesen; hier fand sich Porin 2 insbesondere in den runden und -elongierten
Spermatiden. Auffallig ist, dass Porin Typ 2 in fritheren Stadien der Spermatogenese (ab den
Spermatogonien) zwar als mRNA exprimiert, aber das Protein erst in einer spateren Phase
(runde und elongierte Spermatiden) translatiert wird. Dieser Befund konnte mit der bekannten
Entkoppelung von Transkription und Translation von Proteinen wihrend der Spermatogenese
zu erkldren sein. Dieses Phidnomen ist eng verbunden mit dem Stop der Genexpression
wiéhrend der Spermiogenese. Diese Auffélligkeit wurde unter anderem bei der Expression und
de novo Synthese von Transitionsproteinen wihrend der Spermiogenese beschrieben (Kleene,
2001; Steger, 1999; Steger, 2001). Zusammenfassend ist festzustellen, dass Porin Subtyp 1
und 2 Protein in Sertolizellen und Spermatogenesezellen nachzuweisen sind. Auch hier zeigte
sich, dhnlich zu den Befunden, die durch in sitru Hybridisierung erhoben wurden, ein
unterschiedliches Muster der Proteinverteilung von Porin 1 und Porin 2. Verglichen mit den
Ergebnissen aus RT-PCR und in situ Hybridisierung ist jedoch offensichtlich, dass der
Nachweis von Protein durch spezifische Antikorper eine wesentlich unempfindlichere

Methode ist.
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5 Zusammenfassung

Porine sind spannungsabhingige Anionenkanile (VDAC, voltage dependent anion channel),
die nicht nur im Mitochondrium sondern auch in der Plasmamembran von Sdugetieren
nachzuweisen sind. Uber das Vorkommen und die Funktion von Porinen in Zellen des
Sdugetierhodens ist nur wenig bekannt. Aus der Literatur kann aufgrund von Analogien zu
somatischen Zellen die Hypothese aufgestellt werden, dass Porine z. B. bei der Motilitét, der
Induktion der  Akrosomreaktion oder bei dem  strukturellen Aufbau  von
Saugetierspermatozoen eine Rolle spielen. Ziel der Dissertationsarbeit war der Nachweis und
die Lokalisation von Porin Subtypen wihrend der Spermatogenese sowie die Bedeutung
dieser Kanile fiir die Regulation von Spermatozoenfunktionen. Porin Subtypen 1 und 2
wurden mittels spezifischer Antikérper im bovinen Hoden dargestellt. Die Expression von
Porin Subtypen 1 und 2 mRNA in Zellen des Bullenhodens konnte durch gentechnologische
Methoden den Zellen zugeordnet werden. Mittels Immunfluoreszenz mit bovinen
Spermatozoen wurde gezeigt, dass Porin Subtypen in unterschiedlichen Regionen (Kopf,
Mittelstiick, Flagellum) des Spermatozoons zu finden sind. Die Ergebnisse zeigen, dass
aufgrund ihrer multitopologischen Lokalisation in Samenzellen Porin Subtypen
moglicherweise auch differente Funktionen in den Kompartimenten des Spermatozoons
regulieren. Die gentechnologischen und immunhistochemischen Untersuchungen zeigten
tibereinstimmend, dass Porin Subtypen in verschiedenen Zellarten des Siugetier Hodens
exprimiert werden. Von grofler Bedeutung ist, dass Porin 1 und Porin 2 Subtypen sowohl als
mRNA wie auch als Protein kein einheitliches und kein Entwicklungsstadien-spezifisches
Expressionsmuster aufweisen. Dieses Ergebnis deutet auf eine differenzierte Porin-Funktion
wiahrend der Spermatogenese hin. Erste Hinweise fiir die funktionelle Bedeutung von Porin
Subtypen fiir die Akrosomreaktion und fiir die Motilitdt der Samenzelle wurden durch den
Einsatz von spezifischen anti-Porin Antikérpern gewonnen. Porin Antikorper scheinen die
akrosomale Exocytose in Spermatozoen auszuldsen, wohingegen die Spermienmotilitdt im
Wesentlichen unbeeinflusst bleibt. Wegen der unbekannten Signaltransduktionskaskaden,
iiber die Porine an der Regulation der Spermatozoenfunktion beteiligt sein konnten und nicht
zuletzt auch wegen der geringen Anzahl an funktionellen Experimenten mit anti-Porin
Antikorpern konnen vorerst aber noch keine definitiven Aussagen tliber die Funktion von
Porin Subtypen in Spermatozoen gemacht werden. Die erhobenen Ergebnisse werden aber als

Ausgangspunkte fiir weitere Untersuchungen dienen.
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6 Summary

Porins are voltage dependent anion channels (VDAC) that are abundant not only in
mitochondria but also in mammalian plasma membranes. So far, almost nothing is known
about the presence and the function of Porin in the testis. Looking into literature the following
hypothesis can be established in analogy to the knowledge that has been gained in somatic
cells, Porins could possibly be involved in the regulation of exocytotic events in spermatozoa
as well as in the maintenance of the structure of the flagellum and sperm motility. The aim of
the study was to evaluate the localisation of Porin subtypes during spermatogenesis and the
relevance of this anion channel in the regulation of sperm function. Using specific anti-Porin
antibodies, the presence of Porin 1 and 2 could be demonstrated in bovine testis. By the use of
RT-PCR and in situ hybridisation, the expression of mRNAs of both porin subtypes could be
shown in particular bovine testes cells. Using the immune fluorescence method, anti-Porin
antibodies produced particular staining patterns for each subtype in the head (acrosome),
midpiece (mitochondria) and principal piece of the flagellum. The results demonstrate that,
because of their multitopological localisation in sperm cells, Porin subtypes might regulate
different functions in particular sperm compartments. /n situ hybridisation and immune
histochemical methods consistently showed that Porin subtypes were present in different cell
types of the mammalian testis, e.g., in spermatogenic cells and in Sertoli cells. It is important
to note that the staining patterns for Porin 1 and 2 mRNA and protein displayed no uniformity
for developmental stages during spermatogenesis. The results obtained lead to the hypothesis
that Porin subtypes might have different and individual functions during spermatogenesis.
Preliminar evidence for the possible functional impact of Porin upon sperm motility and
acrosome reaction has been found by the use of specific anti-Porin antibodies. The results
obtained show a tendency towards the assumption that Porin antibodies induce the acrosomal
exocytosis in bovine sperm, whereas motility seemed not to be affected. However, because of
the yet unknown signal transduction cascades and last but not lease because of the low
numbers of functional experiments, no conclusive statements about the possible roles of Porin
subtypes in sperm physiology can be made. This set of data obtained, however, will be the

basis for future scientific investigations.
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