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EINLEITUNG

D. Einleitung

Im Blut zirkulierende sulfatierte Steroide koénnen durch ihre hydrophilen
Eigenschaften Zellmembranen nicht mittels Diffusion passieren, sondern sind auf ein
Transportsystem angewiesen (Geyer et al. 2007). Zudem sind sulfatierte Steroide
biologisch nicht aktiv, eine Reaktion mit dem Zielrezeptor ist nicht moglich (Greven
2008). Lange wurden sulfatierte Steroide als zur Ausscheidung vorgesehene
Endprodukte angesehen (Reed et al. 2005).

Durch die Steroidsulfatase (StS), auch Arylsulfatase C genannt (Ghosh 2007),
konnen sulfatierte Steroide ,reaktiviert® werden, d.h. in ihre freie Form Uberfuhrt und
somit biologisch aktiviert werden (Reed et al. 2005). Die Reaktivierung sulfatierter
Steroide durch die Steroidsulfatase in biologisch tatige Steroide wird ,sulfatase
pathway“ genannt (Secky et al. 2013). Substrate der Steroidsulfatase sind unter
anderem Estronsulfat (E1S), Pregnenolonsulfat (PREGS) und Dehydroepi-
androsteronsulfat (DHEAS), (Reed et al. 2005, Ghosh 2007).

Eine Inaktivierung des Steroidsulfatase-Genes auldert sich durch das Krankheitsbild
der ,X-linked Ichthyosis® (Kent et al. 2008, Kriz et al. 2008, Lykkesfeldt et al. 1991,
Traupe und Happle 1983, Epstein et al. 1981). Weiter wird das Fehlen der
Steroidsulfatase diskutiert mit dem Auftreten von Geburtskomplikationen sowie
Kryptorchismus (Traupe und Happle 1983, Lykkesfeldt et al. 1985) und Hodenkrebs
(Lykkesfeldt et al. 1991, Lykkesfeldt et al. 1983). Nakamura et al. (2006) wiesen die
Steroidsulfatase in einer Prostatakrebs-Zelllinie nach und vermuteten fur die
Steroidsulfatase eine wichtige Rolle in der lokalen Bereitstellung von Androgenen
und Ostrogenen. Der Nachweis der Steroidsulfatase konnte in mehreren Organen

des Menschen erbracht werden, unter anderem in Hoden, Uterus, Lunge, Aorta,
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EINLEITUNG

Schilddrise, Leber (Reed et al. 2005) und dem Temporallappen des zentralen
Nervensystems (Steckelbroeck et al. 2004).

Sulfatierte Steroide konnen als Vorlaufer fur die Testosteronsynthese im humanen
Hoden genutzt werden (Payne et al. 1971, 1973, Kawano et al. 1973). So vermuteten
Payne et al. bereits 1969, Dehydroepiandrosteronsulfat als inaktiven Vorganger fur
aktive Hormone (Payne et al. 1969). Eine Versorgung des Hodens mit lokal
verfugbarem Testosteron erscheint somit moglich.

Der SLC10A6 (sodium-dependent organic anion transporter, SOAT) ist ein Mitglied
der SLC-Transporterfamilie (Geyer et al. 2006) und wurde erstmals bei der Ratte von
Geyer et al. (2004) entdeckt und beschrieben. Die Arbeitsgruppe klonierte und
charakterisierte ebenfalls den humanen SOAT, der eine hohe Expression im Hoden
aufweist (Geyer et al. 2007). In Transportstudien in stabil transfizierten SOAT-
HEK293 Zellen zeigt der SOAT Transporteigenschaften fur die sulfatierten Steroide
Estronsulfat, Pregnenolonsulfat sowie Dehydroepiandrosteronsulfat, jedoch nicht fur
Gallensauren (Geyer et al. 2007).

Der SOAT erscheint aufgrund seiner hohen Expression im humanen Hoden sowie
seiner Transportaffinitat fur die sulfatierten Steroide Estronsulfat, Pregnenolonsulfat
und Dehydroepiandrosteronsulfat als ein aussichtsreicher Kanditat fur die Beteiligung
am ,sulfatase pathway“ und damit an der lokalen Verfugbarkeit fir Steroidhormone
im Hoden.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollen die Expression und die zellulare

Lokalisation des SOAT im humanen Hoden geklart werden.
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E. Literaturiibersicht

1. Aufbau des Hodens

Umgeben ist der Hoden von einer derben Bindegewebshaut, der Tunica albuginea.
Von der Tunica albuginea ausgehende Bindegewebssepten unterteilen das
Hodenparenchym in einzelne Hodenlappchen, Lobuli testis. Die Bindegewebssepten
bilden das innerhalb des Hodens zentral liegende Mediastinum testis, in dem das
Rete testis liegt. Jedes Hodenlappchen wird von einem oder mehreren Tubuli
seminiferi contorti gebildet, das von einer Lamina propria umgeben ist. Zusammen
mit den interstitiellen Leydigzellen, Gefalen und Nerven bilden sie das
Hodenparenchym. Im Keimepithel der Tubuli seminiferi contorti gebildete Spermien
gelangen uber die Tubuli seminiferi recti in das Rete testis und daruber in den

Nebenhoden (Ubersicht in Mayerhofer et al. 2005).

2. Beschreibung der Zellpopulationen des Hodens

2.1. Zellen der Tubuli seminiferi contorti

2.1.1. Sertolizellen

Sertolizellen wurden erstmals 1865 von Enrico Sertoli beschrieben (zitiert nach
Griswold 1998). Es sind somatische, postmitotisch inaktive Zellen, die innerhalb des
Keimepithels liegen (Ubersicht in Griswold 1998).

Sertolizellen sitzen der Basalmembran des Keimtubulus direkt auf und reichen bis
zum Lumen des Keimtubulus. Die Zahl der taglich produzierten Spermien wird durch
die Anzahl der in dem Keimtubulus vorhandenen Sertolizellen beeinflusst. Von
Sharpe et al. (2003) wird vermutet, dass ein Ruckgang der Spermienqualitat im Alter

mit dem Absterben der Sertiolizellen im Zusammenhang steht.
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Laut Griswold (1998) sind die Sertolizellen eine essentielle Voraussetzung fur Aufbau
und Erhalt einer qualitativ und quantitativ intakten Spermatogenese. Durch die
permanente Verbindung zu den Keimzellen fur die Dauer der gesamten
Spermatogenese konnen die Sertolizellen das hormonelle Milieu mittels Vermittlung
der Testosteronwirkung auf die Keimzellen regulieren. Hierbei ist jede Sertolizelle mit
einer bestimmten Zahl von Keimzellen in Kontakt. Diese Zahl stellt ein Mal} fur die
Quantitat der Spermatogenese dar und betragt beim Mann ca. 10 Keimzellen pro
Sertolizelle (Ubersicht in Bergmann 2005).

Morphologisch besitzen Sertolizellen einen charakteristischen unregelmafig
geformten, oftmals dreieckigen Zellkern. Der Zellkern ist meist im unteren Drittel des
Keimepithels sichtbar und enthalt einen deutlich sichtbaren Nucleolus.

Mit dem Eintritt in die Pubertat ist die Anzahl der Sertolizellen festgelegt und kann ab
dann nur noch abnehmen (Sharpe et al. 2003). Zeitgleich verandert sich der Zellkern
der Sertolizellen zu einem dreigeteilten und prominent hervortretenden Nucleolus.
Weitere Zeichen der Reifung von Sertolizellen sind der Verlust der
Proliferationsfahigkeit sowie die Ausbildung von tight junctions zwischen den
Sertolizellen (Sharpe et al. 2003) und dem daraus folgenden Entstehen der Blut-
Hoden-Schranke.

FUr den Erhalt der Spermatogenese ist das Vorhandensein der Blut-Hoden-Schranke
essentiell. Diese wurde erstmals von Dym & Fawcett (1970) bei der Ratte
beschrieben. Fur den Menschen deuteten Koskimies et al. auf das Vorhandensein
einer Blut-Hoden-Schranke hin (Koskimies et al. 1973), welche von Bergmann et al.
auch histologisch nachgewiesen wurde (Bergmann et al. 1989). Sertolizellen bilden
aus tight junctions und gap junctions bestehende funktionale Komplexe, die sich von

der Entwicklung der Spermatogonien bis zu primaren Spermatozyten finden
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(Ubersicht bei Bergmann 2006). Auf diese Weise bietet die Blut-Hoden-Schranke den
Keimzellen einen Schutz vor dem korpereigenen Immunsystem, da ab dem Stadium
der primaren Spermatozyten die Keimzellen Antigene auf ihrer Zelloberflache
ausbilden. Die Keimzellen mussen durch die Blut-Hoden-Schranke vom Blut getrennt
werden, da es sonst zu einer Autoimmunreaktion kommen kann (Ubersicht bei
Bergmann 2005).

Des Weiteren sezernieren Sertolizellen Proteine, die in funf verschiedene Kategorien
eingeteilt werden konnen: 1. Transportproteine (z.B. androgen binding protein (ABP),
Transferrin), 2. Proteasen und Inhibitoren (u.a. fur die Formierung und Umgestaltung
des Zytoskeletts), 3. Membran-Glykoproteine / Hormon-Rezeptoren (z.B. Androgen-
Rezeptor (Suarez-Quian et al. 1999), 4. endokrine und parakrine Faktoren fur die
Keimzellernahrung und -differenzierung (z.B. Anti-Muller-Hormon (AMH)) und 5.

Transkriptionsfaktoren und Signalmolekule (Griswold 2005).

2.1.2. Keimzellen

Die Keimzellen liegen im Keimepithel (ca. 80 pm) in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien vor und werden dabei von den Sertolizellen umgeben.
Morphologie der Keimzellen sowie ihre Lage im Keimepithel sind abhangig von ihrem
Entwicklungsstand, d.h. dem Spermatogenesestadium (Clermont 1963).
Spermatogonien haben Kontakt zur Basallamina der Tubuluswand und weisen einen
kompakten Kern auf, der von einem schmalen Zytoplasmasaum umrandet ist.
Aufgrund  morphologischer Kriterien konnen unterschiedliche Typen von
Spermatogonien (Typ A- und B-Spermatogonien) unterschieden werden.
Spermatogonien Typ A treten in zwei unterschiedlichen Varianten auf: A dark

spermatogonia (Ad) zeigen einen einheitlich dunkel gefarbten Kern, dagegen
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besitzen A pale spermatogonia (Ap) ein hell granuliertes Chromatin mit ein bis zwei
deutlich sichtbaren Nucleoli. Typ A-Spermatogonien bilden im Keimepithel den Pool
an Stammzellen fur die Spermatogenese. Ein Teil von ihnen differenziert sich zu Typ
B-Spermatogonien (heller Zellkern), die sich von der Tubuluswand I6sen und in die
Spermatogenese eintreten.

Somit entstehen Typ B-Spermatogonien durch Mitose aus Typ A-Spermatogonien
(Vermehrungsphase). Die Typ B-Spermatogonien reifen dann zu primaren
Spermatozyten heran, indem sie groler werden und ihr Chromatid verdoppeln.
Primare Spermatozyten besitzen einen grof3en Zellkern, in dem mehrere Stadien der
Prophase | der Meiose | voneinander unterschieden werden kdnnen. Es kommt zur
1. meiotischen Reifeteilung und aus einer primaren Spermatozyte entstehen zwei
sekundare Spermatozyten. Diese teilen sich nach kurzer Zeit erneut und es
entstehen die runden Spermatiden.

Hierbei zeigen die friuhen Spermatiden einen runden, dunklen Zellkern. Die
elongierenden Spermatiden weisen einen tropfenformigen Kern auf, wahrend die
elongierten Spermatiden sich bereits gedreht haben, der Spermienschwanz weist
bereits in das Tubuluslumen und der stark abgeflachte Zellkern befindet sich noch im
Keimepithel. Die Spermien werden nun in das Tubuluslumen abgegeben und
gelangen mittels peristaltischer Bewegungen der Tubuluswand Uber das Rete testis

und die Ductuli efferentes in den Nebenhoden (Ubersicht in Mayerhofer et al. 2005).

2.1.3. Peritubulare Myoidzellen

Peritubulare Myoidzellen sind Fibrozyten, die durch die Bildung des Proteins
a-smooth muscle actin zur Kontraktion fahig sind. Zudem sezernieren sie kollagene

Fasern fur den Aufbau der Tubuluswand. Peritubulare Myoidzellen sind in die
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Tubuluswand eingebettet. Die Tubuluswand setzt sich dabei aus circa vier bis funf
Lagen Myofibroblasten sowie aus kollagenen Fasern zusammen (Bergmann 2005).
Durch ihre Kontraktionsfahigkeit sind peritubulare Myoidzellen am Weitertransport
der in das Tubuluslumen abgegebenen Spermien beteiligt (Ubersicht in Mayerhofer

et al. 2005).

2.2. |Interstitium

2.2.1. Leydigzellen

Im Jahre 1850 wurden Leydigzellen von Franz Leydig zuerst beschrieben (Ubersicht
bei Weinbauer et al. 2010). Sie bilden, vereinzelt oder in Gruppen vorliegend,
gemeinsam mit Bindegewebe, BlutgefalBen wund interzellularer Matrix, das
Hodeninterstitium. Leydigzellen produzieren und sezernieren Testosteron. Es kann
zwischen Leydig-Vorgangerzellen, Leydig-Stammzellen sowie fetalen und adulten
Leydigzellen unterschieden werden. Die fetalen Stammzellen stammen
wahrscheinlich aus mehreren verschiedenen embryonalen Geweben (Coelomepithel,
Gonadenleiste, Mesonephroszellen). Im Fetus sind sie die einzige Testosteronquelle
und produzieren beim Menschen das Steroidhormon bereits vor der siebten
Schwangerschaftswoche. Aus den fetalen werden neonatale Leydigzellen, die
wiederum zu unreifen Leydigzellen werden. Die adulten Leydigzellen sind die
typischen hormonproduzierenden Zellen, mit einem endoplasmatischen Retikulum
und einer groflen Anzahl an Mitochondrien. In den zahlreich vorkommenden
Fetttropfchen liegen die Vorstufen zum Testosteron vor. Leydigzellen produzieren
ebenfalls den Rezeptor fur das Luteinisierende Hormon (LH) und Wachstumsfaktoren

(Ubersicht bei Svechnikov et al. 2010).
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2.2.2. Weitere Bestandteile des Interstitiums

Im Interstitium finden sich Blut- und Lymphgefale sowie Nervenfasern. Des Weiteren
konnen Zellen des Immunsystems vorkommen, so kdnnen ca. pro zehn bis funfzig
Leydigzellen ein Makorphage gefunden werden (Ubersicht in Mayerhofer et al.

2005).

3. Spermatogenese

3.1. Normale Spermatogenese

Die Spermatogenese ist der Prozess der Bildung mannlicher Keimzellen. Die
Spermatogenese findet im Keimtubulus statt, beginnt basal an der Tubuluswand und
endet luminal mit der Freigabe der Spermatiden in das Tubuluslumen (Ubersicht bei
Bergmann 2005).
Der Ablauf der Spermatogenese / Keimzellbildung kann in drei Phasen
unterschieden werden:

1. Mitotische Proliferation und Differenzierung der Spermatogonien

2. Meiotische Reifeteilung der Spermatozyten

3. Differenzierung der haploiden Spermatiden zu Spermien (Spermiogenese /

Spermatohistogenese)

Die Spermatogenese bezeichnet die Entstehung der Keimzellen von den
Spermatogonien zu den Spermatiden (Abb. 1). Die Spermatogonien besitzen einen
diploiden = Chromosomensatz (2n 2C). Wahrend die Typ A-Spermatogonien
lebenslang mitotisch aktiv sind und den Pool von Stammzellen fur die
Spermatogenese darstellen, treten die durch Mitose aus ihnen hervorgehenden

Spermatogonien Typ B in die Meiose ein. Mit dem Eintritt in die Meiose wird der
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DNA-Gehalt verdoppelt, und jedes Chromosom besteht nun aus zwei Chromatiden
(2n 4C). Die entstandenen Keimzellen werden als primare Spermatozyten
bezeichnet. Es folgt die erste Reifeteilung der Meiose, bei der aus einer primaren
Spermatozyte zwei haploide sekundare Spermatozyten (mit jeweils 1n 2C)
entstehen. In der zweiten meiotischen Reifeteilung teilen sich die sekundaren
Spermatozyten und es entstehen Spermatiden, die einen haploiden
Chromosomensatz mit einfachem Chromatid (1n 1C) aufweisen.

Die entstandenen runden Spermatiden durchlaufen zeitgleich bzw. parallel
ablaufende Differenzierungsschritte, um die Form des Spermiums zu erreichen.
Diese sind: die Ausbildung von Spermienkopf, Akrosom und Geil3el sowie
Abschniirung des Uberfliissigen Zytoplasmas (Ubersicht bei Bergmann 2005).
Voraussetzung fur die Bildung des Spermienkopfes ist die Kondensierung der DNA.
Hierfir werden ca. 85% der DNA-bindenden Histone durch Protamine ersetzt. Nach
dem erfolgten Austausch liegt die Protamin-gebundene DNA in der sogenannten
,2Doughnut®-Struktur vor, hierbei handelt es sich um konzentrische Kreise von
Protamin-DNA-Komplexen, durch die es zu einer enormen Kondensation des
Kernchromatins in haploiden Spermatiden kommt (Steger et al. 1998). Durch die
Kondensation des Kernchromatins findet in elongierten Spermatiden keine
Genexpression mehr statt. Ebenso sind Transkription und Translation zeitlich
entkoppelt (Ubersicht bei Steger 2005). Fir die Reifung runder Spermatiden zu reifen
Spermien ist der korrekte zeit- sowie stadienspezifische Austausch von Histonen zu
Protaminen wichtig. Zusatzlich ist der Protamingehalt eines Spermiums ein
fertilitatsrelevanter Parameter (Steger et al. 1998, Ubersicht bei Gaucher et al. 2010).
Die Bildung des Akrosoms startet mit der Bildung eines akrosomalen Blaschens,

welches aus der Fusion zahlreicher vom Golgi-Apparat abgeschnurter Lysosomen
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hervorgeht. Diese Phase wird als Golgi-Phase bezeichnet. Das gebildete Blaschen
lagert sich in der Kappen-Phase dem Spermatidenkern auf und breitet sich Uber den
Nucleus aus. Im akrosomalen Blaschen sind verschiedene Enzyme (z.B. Akrosin und
Hyaluronidasen) gespeichert, die bei der Befruchtung freigesetzt werden und es dem
Spermium ermoglichen, die Zona pellucida der Eizelle zu durchdringen. In der
Akrosom-Phase kondensiert der Zellkern weiter. Das akrosomale Blaschen wird zum
Akrosom und begleitet die Formanderung des Spermatidenkerns. Zeitgleich dreht
sich das Spermatid, das Akrosom zeigt nun zur Tubuluswand und die sich
ausbildende Geildel in das Tubuluslumen.

Die Ausbildung der GeilRel beginnt zeitgleich mit der Kappen-Phase der
Akrosombildung und ist mit der Freisetzung des Spermiums in das Tubuluslumen
abgeschlossen. Die Geildel wird von den Zentriolen ausgehend gebildet. Hierbei
nimmt ein Zentriol Kontakt zum Zellkern auf, um das zweite winden sich Mikrotubuli
mit zwei zentralen und neun peripheren Tubuli. Diese stulpen die Zelloberflache vor
und bilden somit die Geilel.

Das von den Spermatiden nicht mehr benotigte Zytoplasma mit den restlichen
Zellorganellen wird abgeschnurt und bildet den Residualkorper, der von den
Sertolizellen abgebaut wird (Ubersicht in Bergmann 2005).

Die in das Tubuluslumen freigesetzten Spermien gelangen mit Hilfe der
peristaltischen Bewegungen der Tubuluswand uber das Rete testis und die Ductuli
efferentes des Hodens in den Nebenhoden. Hier werden die Spermien fur die
Erlangung ihrer Befruchtungsfahigkeit gespeichert. So bewirken beispielsweise die
Sekrete des Nebenhodens, dass die Spermien ihre Eigenmotalitat erhalten. Die

Reifung der Spermien im Nebenhodenkopf, Caput epididymidis, ist essentiell fur die
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Bewegungsfahigkeit (Ubersicht bei Mayerhofer et al. 2005 und Weinbauer et al.
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Abb. 1 Schema der Spermatogenese (modifiziert nach Bergmann 2006)

3.2. Stadien der Spermatogenese

Ein Spermatogenesezyklus, beginnend mit den Mitosen der Spermatogonien bis zur
Freisetzung von Spermien in das Tubuluslumen, lauft in den Tubuli seminiferi nicht
Uberall zeitgleich ab, um sicher zu stellen, dass zu jedem Zeitpunkt ausdifferenzierte
Spermien zur Verfugung stehen. Als Folge daraus konnen im Querschnitt eines
Keimtubulus verschiedene Entwicklungsstufen von Keimzellen bestimmt werden, die
als Spermatogenesestadien bezeichnet werden. Beim Menschen werden sechs
Spermatogenesestadien unterschieden (Abb. 2). Die innerhalb des Keimepithels
langs angeordneten Spermatogenesestadien sind das Abbild von gleichzeitig

ablaufenden Spermatogenesewellen. Diese Spermatogenesewellen sind in einem
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Querschnitt des Keimepithels derart nur beim Menschen sichtbar (Abb. 2), (Clermont

1963).

Stadium | ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein runder Spermatiden sowie
den im Keimepithel Uber ihnen liegenden elongierenden Spermatiden. Basal finden
sich pachytane Spermatozyten und Spermatogonien Typ A und B.

Stadium |l wird durch die Reifung der elongierten Spermatiden gekennzeichnet, die
hier ihr Uberschussiges Zytoplasma abschnuren und die Spermiogenese vollenden.
Am Ende von Stadium Il erfolgt das Freigeben der Spermien in das Tubuluslumen
(Spermiation). Zusatzlich liegen Richtung Tubuluswand noch runde Spermatiden,
pachytane Spermatozyten und Typ A- und B-Spermatogonien vor (Abb. 2, 3).
Stadium 1ll ist charakterisiert durch den Beginn der Kondensierung des
Spermatidenkerns von den verbliebenen runden Spermatiden. In diesem Stadium
treten zwei Generationen von primaren Spermatozyten auf, pachytane und
praleptotéane primare Spermatozyten. Da die Spermatogonien Typ B aus Stadium Il
in die Meiose eingetreten sind und zu praleptotanen primaren Spermatozyten
werden, konnen an der Tubuluswand nun nur Spermatogonien Typ A identifiziert
werden (Abb. 2, 3).

In Stadium IV beginnen die runden Spermatiden mit der Elongation. Zudem treten
pachytane und leptotane Spermatozyten auf sowie Spermatogonien Typ A an der
Tubuluswand.

Stadium V zeigt weiter die Elongation der Spermatiden sowie die weitere Entwicklung
der Spermatozyten. Die leptotanen primaren Spermatozyten aus Stadium IV

entwickeln sich zu zygoténen primaren Spermatozyten. Basal liegend finden sich
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Spermatogonien Typ A. Zum Ende von Stadium V durchlaufen die primaren
Spermatozyten die erste Reifeteilung.

Stadium VI ist somit durch das Vorhandensein von sekundaren Spermatozyten
definiert. Sekundare Spermatozyten teilen sich jedoch nach wenigen Stunden erneut,
durchlaufen die zweite Reifeteilung, so dass das Stadium VI nur sehr selten

histologisch evaluierbar ist.

Abb. 3 Stadium Il und Stadium Il der Spermatogenese

28



LITERATURUBERSICHT

STAGE 1

Abb. 2 Spermatogenesestadien (aus Clermont 1963)
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3.3. Storungen der Spermatogenese

Ein haufig auftretender Befund bei Infertilitat ist die Azoospermie, d.h. das Fehlen
von Spermien im Ejakulat. Hierbei wird zwischen obstruktiver und nicht-obstruktiver
Azoospermie unterschieden. Bei einer nicht-obstruktiven Azoospermie liegt immer
eine Storung der Spermatogenese im Hoden vor. Eine Unterscheidung dieser beiden
Azoospermie-Formen ist nur durch eine Hodenbiopsie maoglich.

Indiziert ist eine diagnostische Biopsie des Hodens bei Azoospermie, bei der ein
normales Hodenvolumen und ein normaler FSH-Wert vorliegen (Bergmann 2006).
Fir eine assistierte Reproduktion bei Patienten mit diagnostizierter nicht-obstruktiver
Azoospermie konnen Spermien aus bioptiertem Hodengewebe entnommen werden
(testikulare Spermienextraktion, TESE).

Auch bei Patienten mit einem Sertoli Cell Only Syndrom (SCQO) oder einer totalen
Atrophie des Keimepithels lasst sich selten eine zumindest fokal erhaltene
spermatogenetische Restfunktion nachweisen und ermoglicht somit fur den
Patienten eine Therapie mittels testikularer Spermienextraktion und assistierter
Reproduktion (Steger 2005).

Diagnostische Hodenbiopsien sind ebenfalls indiziert bei Patienten mit Risiko fur
maligne Keimzelltumore, da Tumorvorstufen, wie ein Carcinoma in situ fruhzeitig
diagnostiziert werden konnen oder um eine Erkrankung des kontralateralen Hodens
bei bereits klinisch manifestiertem Hodentumor auszuschlieRen (Ubersicht bei
Bergmann 2010).

Storungen konnen an allen Entwicklungsstufen der Keimzellentwicklung auftreten.
Eine Hypospermatogenese (hyp) stellt eine qualitativ intakte und nur quantitativ
gestorte Spermatogenese dar. Es konnen jedoch auch Spermatogenesearreste

auftreten, auf den Stufen von runden Spermatiden (sda), primaren Spermatozyten
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(sza) oder Spermatogonien (sga). Ein vollstandiges Fehlen von Keimzellen im
Tubulus bedeutet das Sertoli Cell Only Syndrom (SCO), (Ubersicht normale
Spermatogenese und Spermatogenesestorungen in Abb. 4). Bei einer Abwesenheit
aller Zellen im Tubulus mit durch Kollageneinlagerungen verdickter Tubuluswand
liegt ein Tubulusschatten (ts) vor. Es konnen auch Differenzierungsstorungen von
Keimzellen auftreten, z.B. Megalospermatozyten durch einen Meiosearrest oder

mehrkernige Spermatiden infolge von Spermiogenesestorungen (Bergmann 2005).

3.4. Bewertung der Spermatogenese

Die Bewertung der Hodenbiopsien erfolgt histologisch semi-quantitativ mittels ,score
count“-Analyse nach Johnson (Johnsen 1970) oder Bergmann und Kliesch
(Bergmann und Kliesch 2010). Nach Johnsen wird jedem Spermatogenesebild ein
bestimmter Zahlenwert zugeordnet, aus der Berechnung des arithmetrischen
Mittelwertes ergibt sich der score count. Dieser stellt somit das durchschnittliche Bild
der Hodenbiopsie dar. Bei der Bewertung nach Bergmann und Kliesch dagegen stellt
der score count die Anzahl der Hodenkanalchen dar, die reife Spermien enthalten.
Hierbei wird jedes Hodenkanalchen einer Hodenbiopsie histologisch einzeln
betrachtet. Am Ende wird die Anzahl der betrachteten Tubuli seminiferi
zusammengezahlt, und die Prozentzahl der Tubuli, die elongierte Spermatiden
enthalten, geben den score count wieder. So bedeutet beispielsweise ein score
count von 10, dass 100% der betrachteten Tubuli einer Hodenbiopse elongierte
Spermatiden enthalten (Bergmann und Kliesch 2010). Entsprechend wird so
festgehalten, wie viele Tubuli mit aktiver Spermatogenese in der Hodenbiopsie
enthalten sind und es lassen sich die Chancen fur eine positive testikulare

Spermienextraktion ableiten.
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Abb. 4

Histologische Beispiele flr eine normale und gestérte Spermatogenese

(Paraffinschnitte, HE, Primarvergrofierung x40)

normale Spermatogenese (nsp)
Spermatidenarrest (sda)
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4. Sulfatierte Steroide

Steroidhormone werden chemisch in drei Gruppen unterteilt: Cy¢-Steroide
(Gestagene, Glucocorticoide, Mineralcorticoide), C1o-Steroide (Androgene) und Cqs-
Steroide (Ostrogene). Sie sind sowohl an der Reproduktion als auch an der
Steuerung weiterer Korperfunktionen beteiligt. Steroidhormonproduzierende Organe
sind die Gonaden, die Nebennierenrinde und bei vielen Saugetieren die Plazenta.

Durch Sulfatierung von Steroidhormonen mittels Sulfotransferasen (SULT) sind
Steroidhormone in ihrer sulfatierten Form polar und dadurch wasserloslich. Dazu ist
ihr Bindungsvermdgen an Albumin erhdht (Ubersicht in Greven 2008), und sie
konnen effektiv im Blut transportiert und mit Kot oder Urin ausgeschieden werden.
Nach Sulfatierung werden Steroidhormone jedoch inaktiviert und kdnnen nun, im
Gegensatz zu den freien Formen, aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften
Zellmembranen nicht mehr passiv durchdringen und somit nicht mehr mit ihren
nukleédren Zielrezeptoren interagieren (Ubersicht in Geyer et al. 2007). Das
klassische Dogma ist, dass Steroidhormone in ihrer freien Form verfugbar sein
muassen, um an ihre spezifischen Rezeptoren zu binden und somit eine biologische
Antwort auslésen zu kdnnen (Reed et al. 2005). Dagegen wurden sulfatierte Steroide
als biologische Endprodukte angesehen, die aufgrund ihrer Wasserloslichkeit fur die
Ausscheidung vorgesehen sind (Reed et al. 2005), da sie nicht frei durch die
Zellmembranen diffundieren konnen. Um mit dem Urin ausgeschieden werden zu
konnen, durchlaufen die Steroidhormone im Rahmen der Biotransformation in Phase
Il eine Glukuronodierung bzw. Sulfatierung, die die Wasserloslichkeit steigert (Gomes
et al. 2009). Zuvor, in Phase | der Biotransformation, geschehen Umbauten an
funktionellen Gruppen, was beispielsweise eine biologische Inaktivierung ergeben

kann. In Phase | gibt es weiterhin die Schaffung neuer neuer funktioneller Gruppen
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an Molekulen, an denen wiederum im Rahmen der Phase |l sehr polare Gruppen
angehangt werden konnen. In der Konsequenz ergibt sich hierdurch die wichtige
Erhdéhung der WasserlOslichkeit auszuscheidender Molekule (Horn et al. 2003). So
wird beispielsweise Dehydroepiandrosteron (DHEA), ein Vorganger von Testosteron
als Phase Il sulfokonjugiert im Urin ausgeschieden (Badoud et al. 2011) und kann
somit u.a. als Parameter bei Dopinguntersuchungen genutzt werden (Gomes et al.
2009, Badoud et al. 2011).

Sulfatierte Steroide konnen durch die enzymatische Aktivitat der Steroidsulfatase
(StS) in ihre biologisch aktive Form uberfuhrt werden (Reed et al. 2005). Hierbei ist
die Mdoglichkeit zur Transformation abhangig von der Menge der im peripheren
Gewebe vorhandenen Enzyme (Labrie et al. 2001). Die im humanen Hoden haufig
vorkommenden sulfatierten Steroide sind Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) und
Pregnenolonsulfat (PREGS), (Ruokonen et al. 1972, Ruokonen und Vihko 1974).
Payne et al. (1971) konnten mit ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen den
sulfatierten Steroiden Dehydroepiandrosteronsulfat und Pregnenolonsulfat sowie
dem Serum-Testosteron-Level erkennen. Dieses Ergebnis impliziert, dass sulfatierte
Steroide als Vorlaufer fur aktive Hormone im humanen Hoden fungieren konnen.
Zwei Jahre spater wurde von der gleichen Forschergruppe der Nachweis erbracht,
dass Pregnenolonsulfat im humanen Hoden in seine aktive Form uberfuhrt wird
(Payne et al. 1973). In der genannten Studie wurden interstitielle Zellen von Tubuli
seminiferi isoliert, so dass die Untersuchungen an beiden Kompartimenten
unabhangig voneinander durchgefuhrt werden konnten. Im Ergebnis zeigte sich die
Bereitstellung der aktiven Form Pregnenolon (PREG) und, dass isolierte Tubuli
seminiferi annahernd neunmal mehr Pregnenolonsulfat spalteten als isolierte

interstitielle Zellen.
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Ruokonen untersuchte 1978 in einer In-vifro-Studie die Synthetisierung von
Testosteron aus sulfatierten Steroiden durch Hodenhomogenat. Es konnte gezeigt
werden, dass Pregnenolosulfat und Dehydroepiandrosteronsulfat durch Zellen des
Hodenhomogenats in Testosteron umgewandelt werden konnen.

Vor diesem Hintergrund konnte die Relevanz sulfatierter Steroidhormone bzw. von
Steroiden nach Abspaltung des Sulfatrestes durch die Steroidsulfatase als mogliche
Vorlauferstoffe fiir die lokale Versorgung mittels Ostrogenen und Androgenen
diskutiert werden (Hobkirk 1985).

Innerhalb des adulten Hodens stellen Leydigzellen die primare Quelle testikularer
Androgene und Ostrogene dar (Ubersicht in Hess 2003). Bereits 1971 wurden von
Laatikainen et al. Testosteron, Androstenedion und Dehydroepiandrosteron im
Blutplasma der Hodenvene nachgewiesen. Zusatzlich konnte die Arbeitsgruppe den
Nachweis erbringen, dass der humane Hoden zur Produktion der sulfatierten
Steroide Pregnenolonsulfat, Dehydroepiandrosteronsulfat und Testosteronsulfat
fahig ist (Laatikainen et al. 1971).

Im Blutserum finden sich Dehydroepiandrosteronsulfat (Friedrich et al. 2008) und
Pregnenolonsulfat (Meloun et al. 2009) mit hohen Konzentrationen, jedoch ist der
Weg sulfatierter Steroide in die Zielzellen zu klaren.

Die Steroidsulfatase, auch bekannt unter Arylsulfatase C (Ghosh 2007), kann
sulfatierte Steroidhormone desulfatieren, in ihre freie Form Uberfuhren und somit
Jreaktivieren“. Auf diesem Weg (,Sulfatase Pathway“) kénnen lokal aktive
Steroidhormone bzw. Vorstufen gebildet werden. Durch die Steroidsulfatase werden
ein Steroidsulfat und ein Wassermolekul in ein freies Steroid und einen Sulfatrest
umgewandelt. Unter den Substraten der Steroidsulfatase befinden sich

Cholesterinsulfat, sowie die sulfatierten Steroidhormone Estronsulfat,
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Dehydroepiandrosteronsulfat und Pregnenolonsulfat (Reed et al. 2005, Ghosh 2007,
Greven 2008).

Das Krankheitsbild der ,X-linked Ichthyosis®, einer geschlechtsgebundenen
Erbkrankheit (Reed et al. 2005) entsteht durch die Inaktivierung des Steroidsulfatase-
Gens (Kent et al. 2008, Kriz et al. 2008, Lykkesfeldt et al. 1991, Traupe und Happle
1983, Epstein et al. 1981). Des Weiteren wird das Fehlen der Steroidsulfatase mit
dem gleichzeitigen Auftreten von Geburtsstérungen (Traupe und Happle 1983) sowie
Hodenkrebs (Lykkesfeldt et al. 1991, Lykkesfeldt et al. 1983) und Kryptorchismus
(Lykkesfeldt et al. 1985, Traupe und Happle 1983) in Verbindung gebracht.
Gleichzeitig besteht ein erhohtes Risiko fur ,Attention deficit hyperactivity disorder”
(ADHS), (Kent et al. 2008, Brookes et al. 2008) und Defiziten in der sozialen
Kommunikation sowie Autismus (Kent et al. 2008). Das Auftreten von
Polymorphismen der Steroidsulfatase wird ebenfalls mit dem Auftreten von ,Attention
deficit hyperactivity disorder” beschrieben (Stergiakouli et al. 2011).

Die Steroidsulfatase konnte bereits in vielen Organen des adulten Menschen
nachgewiesen werden, darunter in Hoden, Uterus, Lunge, Aorta, Schilddruse, Leber
(Reed et al. 2005) sowie im Temporallappen des zentralen Nervensystems
(Steckelbroeck et al. 2004).

Des Weiteren wiesen Nakamura et al. (2006) die Steroidsulfatase in einer
Prostatakrebs-Zelllinie nach und vermuteten eine wichtige Rolle in der lokalen
Bereitstellung von Androgenen und Ostrogenen. In der mannlichen
Reproduktionsbiologie wird von Greven eine Beteiligung der Steroidsulfatase an der
Testosteronsynthese diskutiert (Greven 2008). Auf subzellularer Ebene konnte die

Steroidsulfatase im endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden (Ghosh

2007).
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5. ,sodium-dependent organic anion transporter” (SOAT, SLC10A6)

Der ,sodium-dependent organic anion transporter” (SOAT) wurde erstmals 2004 von
Geyer et al. (2004) bei der Ratte entdeckt und beschrieben. 2007 klonierten und
charakterisierten Geyer et al. den humanen SOAT (Geyer et al. 2007). Aufgrund
seiner sehr ahnlichen Genstruktur mit den Ubrigen Vertretern der ,Solute Carrier
Family 10 (SLC10), einer Familie von natriumabhangigen Gallensauretransportern,
wurde der SOAT unter der Bezeichnung SLC10A6 in dieser Familie eingeordnet
(Geyer et al. 2006).

Mittlerweile beinhaltet die SLC10-Familie sieben Transporter. In den 1990er Jahren
wurden mit SLC10A1 (Na'-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) und
SLC10A2 (apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT) die ersten beiden
Vertreter dieser Familie kloniert. Beide sind Transporter von Gallensauren. Der
SLC10A1 (NTCP) ist in der Leber (Hepatozyten) und dem Pankreas zu finden
(Hagenbuch und Meier 1994). Dagegen konnte der SLC10A2 (ASBT) im lleum, der
Niere und in den Zellen der Gallenkanalchen, Canaliculi biliferi, nachgewiesen
werden (Ubersicht in Geyer et al. 2006). Fir den SLC10A3 ist noch keine Funktion
bekannt, seine Einordnung in die SLC10-Familie geschah aufgrund seiner
Sequenzhomologenitat zu NCBT und ASBT (Geyer et al. 2006). Dennoch konnte der
SLC10A3 bisher in Fibroblasten und T-Lymphozyten experimentell detektiert werden
(Ubersicht in Geyer et al. 2006). Der SLC10A4 konnte von Splinter et al. (2006) mit
einer hohen Expression im zentralen Nervensystem, der Plazenta und im Pankreas
nachgewiesen werden. Fernandes et al. (2007) bewiesen die Expression des
SLC10AS5 in Leber und Nieren bei Menschen, Ratten und Mausen. Einen weiteren
Vertreter der SLC10 Familie stellt der SLC10A7 dar. Der SLC10A7 zeigt

Expressionen in Leber, Hoden und Plazenta (Godoy et al. 2007). Im Gegensatz zum
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SOAT, fur den keine Transkriptionsvariante nachgewiesen werden konnte (Geyer et
al. 2007), wurden fur den SLC10A7 drei Transkriptionsvarianten ermittelt (Godoy et
al. 2007). Die Autoren konnten fur den SLC10A7 jedoch keinen Transport von
Gallensauren bzw. von sulfatierten Steroiden wie E1S, DHEAS und PREGS in
Xenopus laevis-Oozyten bzw. in SLC10A7-HEK293-Zellen zeigen.

Der SLC10A6 wurde von Sreedharan et al. (2011) in allen in der Studie untersuchten
peripheren Organen der Ratte nachgewiesen (u.a. ZNS, Niere, Hoden), wohingegen
eine Expression in zwei Fischarten (D. rerio und T. rubripes) bzw. dem Haushuhn
(G. gallus) nicht nachgewiesen werden konnte.

Der humane SOAT liegt auf Chromosom 4 und wird durch sechs Exone kodiert, die
in Region 4921.3 liegen. Das SOAT-Transkript umfasst 1502 Basenpaare (bp,
GenBank Accession Number NM_197965.2). Das SOAT-Protein besteht aus 377
Aminosauren mit einem kalkuliertem Molekulargewicht von 41.2 kDa (Geyer et al.
2007).

Mit Hilfe von Transportstudien in stabil transfizierten SOAT-HEK293 Zellen konnten
die Substrate des SOAT identifiziert werden. SOAT transportiert neben der
sulfatierten Gallensaure Taurolithocholic-3-sulfat (TLCS) hauptsachlich sulfatierte
Steroide  wie Estronsulfat  (E1S), Pregnenolonsulfat  (PREGS) und
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS). Aufgrund seiner Genstruktur ist der
SLC10A6 eng mit den Gallensauretransportern SLC10A1 (NTCP) und besonders mit
dem SLC10A2 (ASBT) verwandt (Doring et al. 2012). Der fur die untersuchten
Vertreter der SLC10-Familie typische Transport von Gallensduren konnte jedoch fur
den SOAT nicht nachgewiesen werden (Geyer et al. 2006). Im Gegentell,
Gallensauren wie Cholat und Taurocholat, die durch ASBT und NTCP transportiert

werden, wirken fur den SOAT als Transportinhibitoren (Geyer et al. 2006).
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Aufgrund des nachgewiesenen Transports der sulfatierten Gallensaure TLCS und
seiner Expression in der humanen Plazenta wird eine Aufgabe des SOAT im feto-
maternalen Transfer von sulfatierten Gallensauren vermutet (Geyer et al. 2007).

Zu den Substraten des SOAT gehoren ebenfalls die sulfatierten Pyrene
2-Sulfooxymethylpyren (2-SMP) und 4-Sulfooxymethylpyren (4-SMP). Beide Stoffe
sind Isomere des 1-Sulfooxymethylpyren (1-SMP), welcher ein Metabolit von
1-Methylperen ist, der in hohem Male in Zigarettenrauch vorkommt. Fur 1-SMP sind
kanzerogene Wirkungen bekannt (Glatt 2000). Aufgund der hohen Expression des
SOAT im Hoden wird ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von 2-SMP und
4-SMP durch den SOAT und dem bereits bekannten Zusammenhang von
Hodentumoren bei Rauchern vermutet (Srivastava und Kreiger 2004).

SOAT transportiert streng natriumabhangig. Ein Transport in Abwesenheit von
Natrium konnte nicht nachgewiesen werden (Geyer et al. 2007). ASBT transportiert
ebenfalls nur in Anwesenheit von Natrium, hier werden zwei Natriumionen fur ein
Gallensauremolekul bewegt (Weinman et al. 1998). Aufgrund der phylogenetisch
engen Verwandschaft des SOAT zum ASBT wird ein ahnlicher Transport-
mechanismus fur den SOAT vermutet (Geyer et al. 2007).

Mit Hilfe des Programms TopPred Il (KD-scale) wurde fur den SOAT ein Modell
errechnet, welches sieben Transmembrandomanen (TMD) aufzeigt. Hierbei liegt das
N-terminale Ende extrazellular, wogegen der C-Terminus intrazellular zu finden ist
(Abb. 5). Die Bestatigung dieser Ergebnisse erfolgte mittels Immunhistochemie. Zu
diesem Zweck wurde gegen das N-terminale Ende des SOAT ein Antikorper
generiert, der gegen die Aminosauren zwei bis siebzehn des N-Terminus gerichtet
ist. Eingesetzt an SOAT-HEK293 Zellen zeigte der Antikorper die erwartete Farbung.

Zur Bestatigung der vermuteten Lage des C-Terminus erfolgte der Einsatz eines
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gegen die Aminosauren 349 bis 364 generierten und ebenfalls an SOAT-HEK293
Zellen eingesetzten Antikorpers. Eine Farbung konnte jedoch erst nachgewiesen
werden, nachdem ein SOAT-FLAG-pcDNA 5-Konstrukt in die Zellen transfiziert
wurde und die Zellen mittels Triton X-100 permeabilisiert worden waren (Geyer et al.
2007).

Ein Modell mit neun Transmembrandomanen konnte Uber die durchgeflhrten
Versuche nicht ausgeschlossen werden. Fur ASBT und NCBT wurden jedoch
ebenfalls sieben Transmembrandomanen-Modelle durch experimentelle Daten
bestatigt (Hagenbuch und Meier 1994, Banerjee und Swaan 2006). Aufgrund der
hohen Homologitat der Sequenzen bei den angefuhrten Transportern wird fur den
SOAT ebenfalls ein Model mit sieben Transmembrandomanen angenommen (Geyer

et al. 2007).
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extrazellular

intrazellular

Abb. 5 Transmembrandomanen-Modell des humanen SOAT (aus Doring 2010)

Die TMD wurden nach dem Programm Toppred (KD scale) berechnet. Positiv
geladene Aminosauren (K, R, H) sind rot, negativ geladene Aminosauren (D, E) grin
dargestellt. Das Signaturmotiv ALGMMPL der SLC10-Familie ist blau umrandet. Y =

potenzielle N-Glykosylierungsstelle; * = potenzielle Phosphorylierungsstelle

Der SOAT konnte in groRen Mengen mittels RT-gPCR im Hoden und auch in der
Plazenta nachgewiesen werden, sein geringstes Expressionslevel zeigte er im
zentralen Nervensystem. Die Expression im Hoden war 678 mal hoher als im

zentralen Nervensystem (Geyer et al. 2007).

In der Plazenta liegt ebenfalls eine relativ hohe SOAT-Expression vor. Wahrend der

Schwangerschaft ist die humane Plazenta der Hauptsyntheseort fir Ostrogen.
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Hierbei sind die Trophoblastzellen auf den Import von C19-Steroiden angewiesen
(Strauss et al. 1996, Ubersicht in Geyer et al. 2007). Bereits 1999 konnten Ugele und
Simon (Ugele und Simon 1999, Ubersicht in Geyer et al. 2007) zeigen, dass
Dehydroepiandrosteronsulfat in isolierte Zytotrophoblasten aufgenommen wird. Die
dabei ermittelten Transportdaten passen zur Transportcharakteristik des SOAT. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass der SOAT in den Transport von
Dehydroepiandrosteronsulfat in plazentare Trophoblasten involviert ist (Geyer et al.
2007).

Die humane Plazenta ist nach dem ersten Schwangerschaftstrimester ebenfalls der
Hauptsyntheseort von Progesteron, welches der Erhaltung der Schwangerschaft
dient. Hierbei wird der Vorlaufer Pregnenolon von den Trophoblastzellen aus
Cholesterol synthetisiert aber auch mittels des Sulfats von Pregnenolon zugefuhrt.
Pregnenolonsulfat wird in hohem Malle in der Nebenniere synthetisiert und Uber die
maternale-fetale Blutzirkulation weitergegeben. Es wird vermutet, dass der SOAT
uber den Transport von Pregnenolonsulfat in diesen Prozess mit eingebunden ist
und somit zur plazentaren Progesteronsynthese beitragen konnte (Geyer et al.
2007).

Die hochste Expression des SOAT wurde im Hoden nachgewiesen. Aufgrund seiner
Transportaffinitat fur Dehydroepiandrosteronsulfat und Pregnenolonsulfat sowie
seiner hohen Expression im humanen Hoden im Vergleich zu weiteren Gewebetypen
ist der SOAT ein potentieller Kandidat fur den Transport sulfatierter Steroide in die
Zielzellen des Hodens und kann damit vermutlich zur lokalen Bereitstellung von

Androgenen und Ostrogenen beitragen (Geyer et al. 2006, 2007).
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F. Material und Methoden

1. Probenumfang

Die 56 untersuchten Hodenbiopsien stammen aus der Biopsiebank des Instituts fur
Veterinar-Anatomie, -Histologie und -Embryologie. Patienten wurden aufgrund
normo- oder hypogonadotroper Azoospermie und wegen nicht-obstruktiver
Azoospermie nach Vasektomie im Center fur Reproduktionsmedizin des
Universitatsklinikums Munster bzw. in der Klinik und Poliklinik fur Urologie,
Kinderurologie und Andrologie am Standort Giel3en vorstellig. Nach schriftlicher
Einverstandniserklarung wurde die Hodenbioposie unter Allgemeinanasthesie
vorgenommen (Entscheidung der Ethikkommission 187b/09).

Dr. V. Schumacher, Children's Hospital, Boston, USA stellte die humane Sertolizell-
Linie FS1 zur Verfugung. Die Kultivierung dieser FS1-Zelllinie erfolgte aus Hoden-
Gewebe eines Patienten mit Frasier-Syndrom, bei dem nach schriftlicher
Einverstandniserklarung eine prophylaktische Gonadoektomie durchgefuhrt wurde

(Schumacher et al. 2008).

2. Probengewinnung

2.1. Fixierung in Bouin’scher Losung

Die Hodenbiopsien wurden in Bouin'scher Fixierlosung fur 24 Stunden in Dunkelheit
fixiert, im Anschluss in 70% Alkohol gespult und in Paraffin eingebettet (Einbetter EG

1160, Leica).

2.2. Herstellung histologischer Schnitte

2.2.1. Paraffinschnitte

5 um dicke Paraffinschnitte wurden mit Hilfe des Schlittenmikrotoms SM200R (Leica)
gewonnen, in ein 40°C warmes Wasserbad gegeben, wo sie sich auf der
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Wasseroberflache streckten und danach auf SuperFrost Objekttrager aufgezogen. Im
Anschluss erfolgte das Trocknen der Objekttrager bei 37°C im Warmeschrank und

Lagerung bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verarbeitung.

3. Histologische Untersuchung der Proben

3.1. Farbung mit Hamatoxylin und Eosin nach Mayer

Bei den Paraffinschnitten erfolgte das Entparaffinieren in drei Waschschritten mit
Xylol, mit anschlielender Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe. Zur
Beurteilung des Spermatogenesestatus wurden die Objekttrager mit Hamalaun und
Eosin nach dem Protokoll nach Mayer gefarbt. Hierbei werden Zellkerne (basophil)
selektiv stark blau angefarbt, wahrend eosinophile Strukturen (Zytoplasma,
interstitielles Gewebe) rosa gefarbt werden. Die Schnitte wurden nach der Farbung
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, im Anschluss mit einem
Eindeckmedium (VitroClud®, Langenbrink) betraufelt, mit einem Deckglas abgedeckt
und damit dauerhaft haltbar gemacht.
Farbeprotokoll nach Mayer:
a) Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe mit vergalltem Alkohol (Roth)

1) Schwenken in Xylol fr 3 x 10 min

2) Schwenken in 100% Alkohol fur 5 min

3) Schwenken in 96% Alkohol flr 5 min

4) Schwenken in 80% Alkohol fir 5 min

5) Schwenken in 70% Alkohol fir 5 min

6) Schwenken in 60% Alkohol flr 5 min

7) Schwenken in 50% Alkohol fir 5 min

8) Schwenken in Aqua dest. fur 5 min
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b) Farbung
1) Schwenken in gefiltertem Hamalaun nach Mayer fur 1 min
2) Spulen in flieRendem Leitungswasser (Blauen, erst hier tritt die blaue
Farbe des Hamalauns hervor) fur 10 min
3) Schwenken in gefiltertem Eosin fur 5 min

4) Kurzes Spulen in Leitungswasser

c) Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
1) Kurzes Spulen in 80% Alkohol
2) Kurzes Spulen in 90% Alkohol
3) Schwenken in 100% Alkohol fur 2 x 2 min

4) Schwenken in Xylol fir 3 x 10 min

d) Eindecken mit Vitro-Clud® (Langenbrinck)

3.2.  Immunhistochemie

Die Immunhistochemie beruht auf der Bindung eines Antikdrpers an ein Antigen und
der nachfolgenden Sichtbarmachung des Proteins im Gewebe. Typische Antigene
sind Proteine, Lipo- und Glykoproteine. Der Antikorper ist bei der direkten
Immunmarkierung mit einem Detektionssystem gekoppelt, welches sichtbar ist oder
sichtbar gemacht werden kann. Bei der indirekten Immunmarkierung bindet an den
Primarantikorper ein zweiter Antikorper (Sekundarantikorper), der seinerseits mit
einem Marker gekoppelt ist und nach seiner Bindung sichtbar gemacht werden kann
(Abb. 6). Hierbei muss beachtet werden, dass der genutzte Sekundarantikorper
gegen die Tierspezies gerichtet sein muss, aus der der Primarantikorper stammt.
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Primarantikdrper mit
Markierung

Antigen

a.Schema der direkten immunhistochemischen Methode

/

= Sekundarantikorper mit
Markierung

)

Primarantikorper

b.Schema der indirekten immunhistochemischen Methode

Antigen

Abb. 6 Funktionsweise der direkten und indirekten Immunhistochemie (modifiziert

nach Noll et al. 2000)
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3.2.1

Immunhistochemischer Nachweis des SOAT

Die zur Verwendung kommenden Primarantikorper sind in den Tabellen 1 und 2

aufgezeigt.

Tab. 1 SOAT-Antikorper

Name, Firma Epitop / Antikorper aus Verdunnungs- | Detektions-
Peptid stufen systeme
SOATS3, Glatt, C-Terminus | Rabbit polyclonal 1:25, 1:50, AEC
Potsdam 1:75, 1:100,
1:125, 1:150
SOATS3, Glatt, C-Terminus | Rabbit polyclonal 1:100 AEC
Potsdam,
aufgereinigt
EP0420488, AS 2-17, Rabbit polyclonal 1:50, 1:100, AEC, DAB
Eurogentec KLH- (SA4040 und 1:250, 1:500
gekoppelt SA4041)
EP042489, AS 349-364, | Rabbit polyclonal 1:50, 1:100, AEC, DAB
Eurogentec KLH- (SA4040 und 1:250, 1:500
gekoppelt SA4041)
EP072066, AS 311-326, | Rabbit polyklonal 1:50, 1:100, AEC, DAB,
Eurogentec C-Terminus, | (SPY875 und 1:250, 1:500 | APAAP
KLH- SPY876)
gekoppelt
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Tab. 1 SOAT-Antikorper (1. Fortsetzung)

Name, Firma Epitop / Antikorper aus Verdunnungs- | Detektions-
Peptid stufen systeme
EP072067, AS 250-265, | Rabbit polyclonal 1:50, 1:100, AEC, DAB,
Eurogentec KLH- (SPY875und SPY | 1:250, 1:500 | APAAP
gekoppelt 876)
AbD04769, AS 15-29 Recombinant 1:100, 1:200, | AEC
AbD Serotec monoclonal AB- 1:250, 1:400
Morphosys fragment produced
in E.coli
AbD04770, AS 15-29 Recombinant 1:100, 1:200, | AEC
AbD Serotec monoclonal AB- 1:250, 1:400
Morphosys fragment produced
in E.coli
SAG946, Rabbit polyclonal 1:50, 1:100, AEC,
Eurogentec 1:200 APAAP
SAG947, Rabbit polyclonal 1:50, 1:100, AEC,
Eurogentec 1:200 APAAP
SAG947, Rabbit polyclonal 1:50, 1:100, AEC,
aufgereinigt, 1:200 APAAP

Eurogentec
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Tab. 2 kommerzielle SOAT-Antikorper

Firma, Name, Antikorper aus | Epitop Verdunungs- Detektions-

Bestellnummer stufen systeme

Santa Cruz, Rabbit, N-Terminus 1:50, 1:100 AEC

(S-12), polyclonal, (peptide)

Sc-136879 affinity purified

Santa Cruz, Rabbit, C-Terminus 1:50, 1:100 AEC

(C-13), polyclonal, (peptide)

Sc-136875 affinity purified

Abnova Mouse, Full-length, 1:50, 1:100, AEC

MaxPab, polyclonal, human 1:150, 1:200

ABIN531669 purified

Sigma Prestige, | Rabbit, C-Terminus 1:10, 1:20, 1:40, | AEC,

HPAO016662 affinity 1:60, 1:75, APAAP,
isolated 1:100, 1:200, DAB,

1:250, 1:500 DakoEnvision
System
Sigma SAB, Mouse, Full-lenght, 1:50, 1:100, AEC
1408505 polyclonal human 1:200
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Eine Ubersicht iber die verwendeten Sekundarantikérper liefert Tabelle 3.

Tab. 3 Sekundarantikorper

Sekundarantikorper Verdunnung Hersteller

goat anti rabbit E0432 1:200 Dako, Glostrup, Denmark

goat anti mouse E0433 1:200 Dako, Glostrup, Denmark

goat anti-rabbit, 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa
AP-konjugiert SC-3838 Cruz, California, USA

goat anti-rabbit, 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Santa
HRP-konjugiert SC-2004 Cruz, California, USA

mouse anti-rabbit MO737 | 1:50 Dako, Glostrup, Denmark

rabbit anti-mouse 20259 | 1:50 Dako, Glostrup, Denmark

goat anti-human, 1:500; 1:2000 AbD Serotec, Puchheim,
IgF(ab’)2: HRP0500-0099 Deutschland

3.2.1.1. Protokoll der Immunhistochemie

Die Immunfarbung an Paraffinschnitten wurde nach dem unten beschriebenen
Protokoll durchgefuhrt. Fir jede immunhistochemische Farbung wurde ein
histologischer Schnitt als Negativkontrolle mitgefuhrt. Die Negativkontrolle wurde wie
im folgenden Protokoll behandelt, es erfolgte jedoch statt des Primarantikorpers eine
Inkubation mit BSA-Blockpuffer. Eine Positivkontrolle kam nicht zur Anwendung, da
ein grolRer Teil der genutzten Antikorper selbst generiert war und bisher nur an

Zellkulturen Anwendung gefunden hatte. Bei den kommerziellen Antikorpern,
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beispielsweise Sigma Prestige wurde als Referenz u.a. humaner Hoden angefuhrt

(www.proteinatlas.org/ENSG00000145283/normal/testis).

Tag 1

a) Gewebevorbehandlung (Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebe-
schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe)
1) 3 x 10 min Xylol
2) 1 x5 min 100% Alkohol
3) 1 x5 min 96% Alkohol
4) 1 x5 min 80% Alkohol
5) 1 x5 min 70% Alkohol
6) 1 x5 min 50% Alkohol
7) 1 x5 min Aqua dest
8) 1 x5 min Tris-Waschpuffer

b) Demaskierung der Antikorper-Bindungsstellen mittels Mikrowellenbehandlung
1) Objekttrager (OT) in Citratpuffer stellen
2) Bei 800 W in der Mikrowelle erhitzen, bis der Citratpuffer kocht und fur

4 min kochen lassen

3) 15 min bei 465 W in der Mikrowelle stehen lassen
4) Fur 20 min im Citratpuffer bei Raumtemperatur (RT) stehen lassen
5) 2 x5 min in Tris-Waschpuffer

c) Blockierung der endogenen Peroxidase
1) OT in 3% H20, fur 30 min bei RT inkubieren
2) 2 x5 minin Tris-Waschpuffer

d) Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
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e)

Tag 2

b)

1) OT in BSA-Blockpuffer fir 30 min bei RT inkubieren

Inkubation mit dem Primarantikdrper

1) Primarantikorper mit BSA-Blockpuffer verdiinnen

2) Umkreisen der Gewebeschnitte mit dem DAKO-Pen

3) 50 ul des verdunnten Primarantikorpers auf die Gewebeschnitte pipettieren
4) Auf die interne Negativkontrolle BSA-Blockpuffer pipettieren

5) Inkubation in feuchter Kammer bei 4°C (iber Nacht (UN)

Inkubation mit dem Sekundarantikorper

1) OT 2 x 5 min in Tris-Waschpuffer

2) Sekundarantikorper mit BSA-Blockpuffer verdinnen

3) 50 ul des verdunnten Sekundarantikdrpers auf die Gewebeschnitte
pipettieren

4) Inkubation in feuchter Kammer bei RT fur 60 min

Inkubation mit Vectastain Elite ABC Standard Kit

1) ABC-L6sung nach Herstellerangaben ansetzen (mindestens 30 min vor
Gebrauch): 5 ml Tris-Waschpuffer + 2 Tropfen Losung A + 2 Tropfen
Losung B

2) Abspulen des Sekundarantikorpers 2 x 5 min in Tris-Waschpuffer

3) Je 1-2 Tropfen ABC-L6sung auf die Gewebeschnitte aufbringen

4) Inkubation in feuchter Kammer fur 60 min bei RT

Farbreaktion mit AEC-Kit

1) AEC-Farbeldsung nach Herstellerangaben ansetzen: 1 Tropfen AEC auf

300 pl Substratpuffer (im Kit enthalten)
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2) 50 pl der Farbelosung auf die Gewebeschnitte pipettieren
3) Inkubation fur 5 min bei RT
d) Gegenfarbung und Eindecken
1) 3 x 5 min in Aqua dest
2) Ca. 5 Sekunden mit Hamatoxylin gegenfarben
3) Blauen in Leitungswasser fur 5 min
4) OT in Aqua dest

5) Eindecken der OT in Glycerin-Gelatine

4. Molekularbiologische Untersuchung

4.1. Untersuchung von Hodenhomogenat aus Paraffinmaterial

4.1.1. Gewinnung der Proben

Das Schlittenmikrotom wurde mit 70% Alkohol gereinigt und eine sterile Einmalklinge
verwendet. Von den in Bouin’scher Losung fixierten und in Paraffin eingebetteten
Hodenbiopsien wurden die ersten funf Schnitte verworfen. Von der nun sauberen
Schnittflache wurden je nach Grofe der Biopsie funf bis zwanzig Schnitte angefertigt

(jeweils 5 um dick) und in ein steriles 2 ml Eppendorf Gefal® Uberfuhrt.

4.1.2. Extraktion von mRNA mit dem Qiagen RNeasy FFPE Kit

Zur Extraktion der mRNA wurde das Qiagen RNeasy FFPR Kit verwendet. Zu den
gewonnenen Paraffinschnitten wurde 1 ml Xylol hinzugegeben. Dem Durchmischen
fur 10 sec auf dem Vortexer folgte ein Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm fur 2 min
und abpipettieren des Uberstandes. Uberschiissiges Xylol wurde mittels Zugabe von
1 ml 100% Ethanol p.a. (Roth), erneutem Vortexen sowie Zentrifugieren Dbei
14.000 rpm fiir 2 min und Abpipettieren des Uberstandes entfernt. Zur Verdampfung

des Restalkohols wurde die Probe einige Minuten offen bei Raumtemperatur oder bei
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bis zu 37°C stehen gelassen. Zugabe von 240 pl PKD-Lyse-Puffer und 10 pl
Proteinase K bewirkten die Resuspension des entstandenen Pellets. Die Inkubation
erfolgte uUber Nacht bei 55°C im Wasserbad. Hierbei sollten drei Stunden als
Mindestzeit nicht unterschritten und achtzehn Stunden als maximale Inkubationszeit
nicht Uberschritten werden, damit ein Verdau der RNA vermieden wird. Eine folgende
funfzehnmindtige Inkubation der Probe bei 80°C diente dem Entfernen der
Formaldehyd-Verlinkungen im Gewebe. Durch Zugabe von 500 uyl RBC-Puffer und
1200 pl 100% Alkohol sowie Zentrifugieren bei 10.000 rpm fur 15 sec wurde die
mMRNA auf die dem Kit beiliegenden Saulen mit Silikonmembran gebunden. Zugabe
von 500 pl RPE-Puffer und Zentrifugation bei 10.000 rpm fur 15 sec bzw. 2 min
bewirkten, dass Verschmutzungen durch die Membran zentrifugiert und verworfen
werden konnten. 15 yl RNAse-freies Wasser l0oste die an die Membran gebundene
MRNA. Die nach einem weiteren Zentrifugationsschritt geloste RNA wurde bei -80°C
eingelagert. Die Weiterverarbeitung der extrahierten mRNA erfolgte zu einem

spateren Zeitpunkt (s. 4.3.).

4.2. Laser-assistierte Mikrodissektion (laser-assisted microdissection (LAM))

Nach Espina et al. (2006) ermoglicht die LAM eine isolierte Gewinnung
unterschiedlicher Zellpopulationen aus einem heterogenen Gewebe. Hierzu wurden
das PALM MicroBean System mit der PALM Robo Software (Zeiss) sowie spezielle,
mit einer Membran beschichtete Objekttrager (MembranSlide 1.0 PEN, Zeiss)
genutzt. Nach Markierung gewunschter Bereiche innerhalb eines histologischen
Schnittes wurden durch den Laserstranl Gewebe und Membran miteinander
verschmolzen. Im Anschluss konnte mittels LMPC-Technik (laser microdissection
and pressure catapulting) das Gewebestick auf der Membran aus dem
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Gewebeverband gelost, herauskatapultiert und im Deckel eines Probengefalies

aufgefangen werden (Abb. 7).

4.2.1. Herstellung der Praparate

Fir die LAM wurden die P.A.L.M.-Objekttrager (MembranSlide 1.0 PEN, Zeiss) vor
der Verwendung 30 min mit UV-Licht bestrahlt, um eine bessere Haftung des
Gewebes an der Membran zu erreichen. Die Reinigung des Mikrotoms erfolgte mit
70% Alkohol und eine sterile Einmalklinge kam zur Verwendung. Ein Wasserbad
wurde ebenfalls mit 70% Alkohol gereinigt und das eingeflllte sterile Aqua bidest auf
42°C erhitzt. Nach dem Schneiden mehrerer 5 um dicke Paraffinschnitte der
jeweiligen Hodenbiopsie erfolgte das Strecken der Paraffinschnitte im erwarmten
Wasserbad. Die gestreckten Schnitte wurden dann auf die vorbereiteten P.A.L.M.-
Objekttrager gezogen, die Objekttrager eine Stunde bei 42°C getrocknet und in einer
sterilen und luftdicht geschlossenen Kuvette bei Raumtemperatur fur maximal 1
Woche gelagert.

Durchfuhrung der Entparaffinierung und Farbung vor der LAM erfolgte nach

folgendem Protokoll:

a) Entparaffinierung mit absteigender Alkoholreihe mit Xylol und Ethanol p.a.
mittels Auftropfen
1) 2 x 2min Xylol reinst
2) 1 min 100% Alkohol p.a. in DEPC
3) 1 min 96% Alkohol p.a. in DEPC
4) 1 min 70% Alkohol p.a. in DEPC
5) 1 min DEPC
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b) Farbung des Schnittes
1) Auftropfen von sterilfiltriertem Hamalaun fur 25-30 sec
2) Abspulen mit DEPC und blauen fur 30 sec mit DEPC
c) Dehydrierung des Gewebes durch aufsteigende Alkoholreihe mit Alkohol p.a.
mittels Auftropfen
1) 10 sec 70% Alkohol p.a. in DEPC
2) 10 sec 96% Alkohol p.a. in DEPC

3) 10 sec 100% Alkohol p.a. in DEPC

Die Objekttrager wurden in einem sterilen Falcon zum Institut fur Human-Anatomie

der JLU Giel3en zur Durchfuhrung der LAM transportiert.

4.2.2. Durchfuhrung der Laser-assisitierten Mikrodissektion

Nach der Bewertung der Morphologie des jeweiligen Gewebeschnittes wurden die
gewunschten Bereiche markiert, mittels Laserstrahl mit der Membran des
Objekttragers verschmolzen, ausgeschnitten und im Anschluss in den Deckel eines
Probengefaldes katapultiert (Abb. 7). Mit dieser Technik war es mdglich, isolierte
Tubuli seminiferi (mind. 60) und interstitielles Gewebe (mind. 20 Interstitiums-
anschnitte) getrennt voneinander zu gewinnen. In den Deckel des jeweiligen
Probengefales wurden 2,5 pyl Mineralol (Sigma) pipettiert, damit die herauf-
katapultierten Gewebestlcke besser im Deckel haften blieben.

Bei der Gewinnung von Gewebe aus Paraffinschnitten wurden die Probengefal3e bei

Raumtemperatur bis zur weiteren Behandlung belassen.
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Abb. 7 Darstellung der Laser-assistierten Mikrodissektion
A Markierung des Keimtubulus (Spermatozytenarrest auf Hohe der
primaren Spermatozyten)
B Ausgeschnittenes Gewebe
C Katapultiertes Gewebe im Deckel des Tubes
D Markierung eines Interstitiumanschnittes

4.2.3. Extraktion von mRNA aus Gewebeproben nach LAM

Die Weiterverarbeitung von Gewebeproben aus FFPE-Material wurde mit dem

RNeasy FFPE Kit (Qiagen) durchgefihrt (s. 4.1.2).

4.3. DNAse-Behandlung

Mittels Behandlung mit DNAse | (recombinant, RNase-free, Roche) wurde die noch in
der Probe vorhandene genomische DNA (gDNA) verdaut. Der zugesetzte RNAse-

Inhibitor sollte dabei den gleichzeitigen Verdau der mRNA verhindern.
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1x Ansatz Reagenz Konzentration Hersteller
2 ul DNAse |-Puffer Roche
1l DNAse | 10 U/L Roche
0,25 ul RNAse-Inhibitor 40 U/L Ambion

Zu 3,25 yl DNAse-Mix wurden 6,65 yl RNA hinzu gegeben und gut gemischt.

Protokoll fur den DNAse-Verdau im T3-Thermocycler (Biometra):

1) 25 min bei 37°C  DNAse arbeitet

2) 10 min bei 75°C  DNAse wird deaktiviert

3) Abkuhlen auf 4°C im Cycler

Nach dem DNAse-Verdau wurde die mRNA sofort weiterverarbeitet.

4.4. Reverse Transkription (RT)

Bei der reversen Transkription (RT) wird aus der zuvor extrahierten und mit DNAse
behandelten mRNA, complimentary DNA (cDNA) synthetisiert. Diese cDNA wird
dann in der RT-PCR und TagMan®-RT-qPCR eingesetzt, und es kann ermittelt
werden, ob die zu untersuchenden Gene in den Proben exprimiert werden.

Hierbei muss bei der reversen Transkription der behandelten RNA ein dNTP-Mix
(enthalt die Desoxynukleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP), das Enzym
reverse Transkriptase (RT) und Random Hexamer-Primer als Startermolekule fur das

Enzym zugegeben werden.
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Mastermix fur einen einfachen Ansatz:

1x Ansatz Reagenz Konzentration Hersteller

2,2 ul MgCl, 25 mM Applied Biosystems
1,1l 10x PCR-Gold-Puffer | 10 mM Applied Biosystems
4.4 dNTP-Mix 10 mM Applied Biosystems
0,55 ul Random-Hexamers 50 mM Applied Biosystems
0,55 ul RNAse-Inhibitor 20 U/L Applied Biosystems
0,55 ul MultiScribe RT 5 U/L Applied Biosystems

Zu 9,35 pl des Reverse-Transkriptase-Mixes wurden 1,65 pl der DNAse-behandelten

mMRNA zugegeben und die Loésungen gut gemischt.

Protokoll fur die reverse Transkription im Thermocycler:

1) 8 min bei 21°C
2) 15 min bei 42°C

3) 5 min bei 99°C

4) 5 min bei 5°C Abkuhlung

5) Abkuhlen auf 4°C im Cycler

Anlagerung der Random Hexamers

Transkription findet statt

Inaktivierung der Reversen Transkriptase

Aufbewahrung der cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C.
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45. PCR (Polymerasekettenreaktion, polymerase chain reaction)

Mittels PCR kann DNA in vitro vervielfaltigt werden. Hierzu wird das Enzym DNA-
abhangige DNA-Polymerase benotigt, welches den durch die verwendeten Primer
bestimmten DNA-Abschnitt amplifiziert.

Der DNA-Doppelstrang wird bei 95°C aufgetrennt. Die Primer lagern sich an (hierbei
richtet sich das Temperaturoptimum nach der Basenzusammensetzung der Primer)
und bei 72°C erfolgt die Vervielfaltigung des DNA-Stranges. Nach der Amplifikation
startet der Zyklus erneut. Die Produkte der bereits gelaufenen Zyklen bilden die
Ausgangstoffe der weiteren Zyklen. Somit ist eine exponentielle Vervielfaltigung

méglich (Abb. 8).
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DNA-Doppelstrang

1. Schritt: Auftrennung des DNA-Doppelstrangs

5 3
NARRARRARRERRR

3 5

l

2. Schritt: die Polymerase arbeitet und die spezifischen
Primer werden in der Zielsequenz angelagert
- 3 e 3
HERRRRERR il
d— HENNRNNEN
o

3 5 3

l

3. Schritt: der DNA-Strang wird verlangert

) e "
SARRRRERN

LLL L
3 5 3 5

l

4. Schritt: erneute Auftrennung des DNA-Doppelstrangs,
Wiederholung der Schritte 1 bis 3 (= Zyklen)

Abb. 8 Funktionsweise der PCR (modifiziert nach Fietz 2011)
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4.5.1. Durchfuhrung der RT-PCR

In der RT-PCR wurde die GOLDAmplitag® Polymerase (Applied Biosystems)

verwendet. Die eingesetzten Primer wurden mit Hilfe des Programms OligoExplorer

bestimmt und von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert. Als Primer fur den

SOAT wurde ein exon-Ubergreifendes Primerpaar gesucht, da diese ausschliel3lich

die gespleiite mMRNA amplifizieren und somit eine Verunreinigung der PCR-Produkte

durch genomische DNA ausgeschlossen werden kann.

Tab. 4 Primer fur die RT-PCR

Primer | RefSeq Primersequenz Exon Produkt

SOAT NM_197965.2 | for 5- ACCTGGTCCTGGAGTCTTC-3' 2-3 79 bp
rev 5-GAATGGTCAGGCACACAAG-3’

R-Aktin | NM_001101.3 | for 5'- GCGAGAAGATGACCCAGATC-3° | - 84 bp
rev 5 - CGTACAGGGATAGCACAGC -3°

Einfacher Ansatz fur den Pra-Mix:

1x Ansatz Reagenz Konzentration Hersteller

2 ul MgCl, 25 mM Applied Biosystems

4 ul 10x PCR Puffer 10 mM Applied Biosystems

32,75 pl Steriles AgBidest
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Einfacher Ansatz fur den Primer-Mix:

1x Ansatz Reagenz Konzentration Hersteller

38,75 Pra-Mix

0,5 ul for Primer 10 pM Eurofins MWG

0,5 ul rev Primer 10 pM Eurofins MWG
0,25 pl GOLDAmplitag® Applied Biosystems

Bei einem einfachen Ansatz von 25 pl wurden 20 pl Primer-Mix noch 5 pl cDNA
hinzugegeben. Als Positivkontrolle fur die RT-PCR wurde cDNA eines Patienten mit
normaler Spermatogenese in einem Volumen von 1 pl und 4 pl sterilem Aqua bidest
eingesetzt. Als interne Kontrolle fur die Proben aus LAM-Material wurden die RT-
PCRs zusatzlich mit 3-Aktin durchgefuhrt. R-Aktin ist als Strukturprotein Bestandteil
des Zytoskeletts (Horn et al. 2003) und zudem ist die Expression diese Gens
unabhangig von der histologischen Diagnose der zu untersuchenden Hodenbiopsie
(Ratzenbock 2014). In der Negativkontrolle (NTC, no template control) wurde die
cDNA durch steriles Aqua bidest ersetzt. Die Losungen wurden beim Pipettieren gut

gemischt, kurz anzentrifugiert und im Cycler inkubiert.

Protokoll fur die RT-PCR im Thermocycler:
1) 5 min bei 95°C Aktivierung der Polymerase
2) 30 sec bei 95°C  Auftrennung der DNA-Doppelhelix
3) 30 sec bei 57°C  Anlagerung der Primer

4) 30 sec bei 72°C ~ Amplifikation des DNA-Stranges
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5) 7 min bei 72°C endgultige Amplifikation

6) Abkuhlen auf 4°C im Cycler

Die Schritte 2 bis 4 wurden 39mal wiederholt. Die Lagerung der RT-PCR-Produkte

erfolgte bei -20°C bis zur weiteren Verwendung.

4.5.2. Agarosegelelektrophorese

Die visuelle Darstellung der RT-PCR-Produkte erfolgte auf einem 2%igen Agarosegel
mit beigefiigtem Farbstoff SYBR® Green |. Zur Herstellung wurde 1 g Agarose
FineRes mit 50 ml 1x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und nach dem
Abkiihlen auf ca. 60°C, 5 pl SYBR® Green | beigemischt. Das noch fliissige Gel
wurde in einen entsprechenden Geltrager gegossen.

Nach dem Ausharten des Gels wurde es in die passende Elektrophoresekammer
gelegt und die Kammer mit 10x TAE-Laufpuffer gefullt, das Gel hierbei mit
Pufferlosung bedeckt. Als Marker kam ein 50 bp-Marker, versetzt mit 2 pl Ladepuffer
und 8 pl Aqua bidest zum Einsatz. Die einzelnen Geltaschen (Slots) wurden mit 3 pl
Ladepuffer und 12 pl PCR-Produkt befullt. Mit Hilfe des Ladepuffers (loading buffer)
erhoht sich die Dichte des Gemischs und die RT-PCR-Produkte sinken beim
Pipettieren in die Slots. Die Auftrennung fand bei 125 V in 30 min statt. Nach der
Elektrophorese wurde das Ergebnis mittels Transilluminator UVsolo (Biometra) und
Software UVIdoc (Biometra) dokumentiert. Die Lagerung restlicher RT-PCR-Produkte

erfolgte bei -20°C.

4.5.3. Aufreinigung von Produkten aus der RT-PCR

Produkte aus der RT-PCR von jedem eingesetzten Primerpaar mit der internen

Positivkontrolle, cDNA eines Patienten mit normaler Spermatogenese, wurde zur
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Sequenzierung zu SRD (Scientific Research and Development GmbH, Bad
Homburg) gegeben. Fur die Aufreinigung des einzusendenden RT-PCR-Produktes
wurde das peqGOLD MicroSpin Cycle Pure Kit (PEQIlab) verwendet. RT-PCR-
Produkt und dem Kit beiliegender CP-Puffer wurden im Verhaltnis 1:10 gemischt, auf
die mitgelieferte Zentrifugensaule pipettiert und 2 min bei 10.000 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Saulendurchfluss wurde verworfen, die
Zentrifugensaule auf ein neues 1,5 ml Tube gesteckt und die gebundene DNA mit
10-20 pl DNA-Elutionspuffer eluiert. Der Elutionspuffer wurde direkt auf die Saule
pipettiert, fur 1 bis 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach 1 min bei 8000

rpm zentrifugiert.

4.6. Quantitative PCR (gPCR, real-time PCR)

Die real-time PCR ist eine Methode zur absoluten oder relativen Quantifizierung von
Nukleinsauren. Bei der qPCR wird nach jedem PCR-Zyklus die Fluoreszenz
gemessen, die proportional zum gebildeten PCR-Produkt ist.

Bei den durchgefuhrten Versuchen wurden TagMan®-Sonden von Applied
Biosystems eingesetzt. Hierbei werden Zielsequenz-spezifische Sondenpaare
benutzt, bei denen Reporter (Farbstoff Fam) und Quencher auf demselben
Oligonukleotid am 5- und am 3’-Ende sitzen. Der Quencher unterdruckt durch die
raumliche Nahe die Fluoreszenz des Reporters. Bei der PCR-Reaktion werden durch
die Exonuklease-Aktivitat der Polymerase Reporter und Quencher voneinander
getrennt. Der abgespaltene Reporter ist frei und kann fluoreszieren. Je mehr
Zielsequenz-spezifische DNA synthetisiert wird, desto mehr Reporter-Molekule

werden freigesetzt, und die Signalstarke steigt an (Abb. 9).
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Abb. 9 Funktionsweise der TagMan®-qPCR (modifiziert nach Doring 2010)

A Der DNA-Doppelstrang wird bei der Denaturierung getrennt. Ein Zielsequenz-
spezifisches Sondenpaar hat sich noch nicht an die Zielsequenz angelagert, der
Quencher (Q) unterdrickt durch die raumliche Nahe die Fluoreszenz des Reporters
(Farbstoff Fam).

B Primer und Sonde lagern sich an die Zielsequenz an.

C Der Primer wird verlangert und die Polymerase kommt an das 5 -Ende der
angelagerten Sonde. Hier wird durch die 5°->3 -Exonukleaseaktivitat der Polymerase
die Sonde abgebaut, der Farbstoff Fam entfernt sich vom Quencher. Es besteht
keine raumliche Nahe mehr zwischen Quencher und Reporter, durch Anregung des

Farbstoffes kann dieser nun detektiert werden.
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4.6.1. Zielgene

Auch bei der Nutzung des TagMan®-Systems wurden exon-iibergreifende Sonden

ausgewahilt.

Tab. 5 Primer der TagMan®-RT-qPCR

Zielgen TagMan® Assay Exongrenze Produkt
SOAT Hs01399354_m1 5-6 119
R-Aktin Hs00357333_g1 1-2 77
GAPDH Hs02758991_g1 7-8 93

Der pipettierte Ansatz fiir die TagMan®-RT-gPCR im einfachen Ansatz:

1x Ansatz Reagenz Hersteller

1l TagMan® Assay Applied Biosystems
10 TaqMan® Master Mix Applied Biosystems
2 ul cDNA

7 ul Steriles Aqua bidest

Um die Reaktionseffizienz der Assays zu bestimmen, wurde eine Verdunnungsreihe

pipettiert. Hierzu wurde die cDNA eines Patienten mit normaler Spermatogenese in

einer absteigenden dekadischen Reihe verdunnt (unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000).
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Die Proben wurden im dreifachen Ansatz auf eine 96 Well-Platte pipettiert und die
Platte mit einem Microseal verschlossen. Die TaqMan®-RT-qPCR lief im Cycler

(CFX96, BioRad) nach folgendem Programm ab:
1) 10 min bei 95°C
2) 15 sec bei 95°C

3) 1 min bei 60°C

Die Schritte 2 und 3 wurden 39mal wiederholt. Die Auswertung erfolgte mit der CFX

Manager®-Software (BioRad).

4.6.2. Durchfuhrung der TaqMan®—RT—qPCR

Die TagMan®-RT-gPCR wurde fiir insgesamt 39 Patienten mit cDNA aus

Hodenhomogenat durchgefuhrt.

1x Ansatz Reagenz Hersteller

1 ul TagMan® Assay Applied Biosystems
10 ul TaqMan® Master Mix Applied Biosystems
3 ul cDNA

6 ul Steriles Aqua bidest

Bei den Homogenaten aus Hodenbiopsien wurden sehr unterschiedliche Mengen an

RNA gewonnen, so dass in der TagMan®-RT-qPCR generell jeweils 3 pl cDNA
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eingesetzt wurden. Diese wurden mit 17 yl Mix gemischt und in dreifachem Ansatz in
96 Well-Platten pipettiert. Diese wurden anschlieBend mit einem Microseal

verschlossen und im Cycler bei folgendem Program inkubiert:
1) 10 min bei 95°C
2) 15 sec bei 95°C

3) 1 min bei 60°C

Die Schritte 2 und 3 wurden 39mal wiederholt.

4.6.3. Auswertung der TagMan®-RT-qPCR

Die Auswertung der TagMan®-RT-qgPCR erfolgte nach der AACt-Methode mit Hilfe
der CFX Manager®-Software der Firma BioRad.

Der Ct-Wert (Treshold cycle) bezeichnet den Zyklus der RT-gPCR, bei dem die
gemessene Fluoreszenz den Treshold ( = Schwellenwert) Uberschritten hat. Hierbei
wird der Treshold von der Software derart berechnet, dass der Bereich angezeigt
wird, in dem die Amplifikation exponentiell stattgefunden hat.

Far die Berechnung der relativen Genexpression mussen die ACt-Werte des Zielgens

(GOI = gene of interest) und des Referenzgens (Ref) errechnet werden (Abb. 10):

AC(t)go = Egoy “Timin) ~=T
Abb. 10 A Ct (modifiziert nach Fietz 2011)

E zeigt hier die Effizienz des Primersystems. Ist E = 2 bedeutet dies eine Effizienz

von 100%, d.h., dass es bei jedem PCR-Zyklus zu einer Verdopplung der DNA-
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Menge kommt. Die Effizienzen der eingesetzten TagMan®-Sonden wurden durch die
durchgefilhrte Standardverdiinnung bestimmt und konnten in der CFX Manager®-
Software eingerechnet werden, um Effizienzunterschiede zwischen den einzelnen
TaqMan®-Sonden auszugleichen.

Mit Crminy Wird der Wert mit dem geringsten Ct-Wert des Zielgens bezeichnet.

Es wurden zwei Referenzgene, [3-Aktin und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase), in der TagMan®-RT-qPCR eingesetzt, hier musste nun ein
Normalisierungsfaktor errechnet werden.

Fir die normalisierte Expression des Zielgens musste der ACt-Wert des Zielgens mit

dem ACt des Referenzgens nach folgender Formel verrechnet werden (Abb. 11):

A C(t)go
1
(AL(t)auri X AC(Vaap X v X AL{E)ues) 7

ANAC(t)go =

Abb. 11 AA C t (modifiziert nach Fietz 2011)

5. In-situ-Hybridisierung

Mittels In-situ-Hybridisierung kann eine direkte Aussage uber die zellulare
Lokalisaton von Nukleinsauren in einem Gewebeschnitt getroffen werden. Hierzu
muss sich ein spezifisches Nukleinsaurefragment (Sonde) an die komplementare
Nukleinsauresequenz des Gewebeschnitts anlagern. An die Sonde ist ein Marker
gekoppelt, bei Bindung der Sonde im Gewebe kann der Marker sichtbar gemacht

werden und somit ist die Zielsequenz innerhalb des Gewebes detektierbar (Abb. 12).
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Zelle mit Zellkern und mRNA Mit DIG markierte RNA-Sonde
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Zellmembran wird durch Proteinase flir die Sonde permeabilisiert

l

"

Anlagerungder markierten Sonden RNA an die Zielsequenz

l

Immunhistochemischer Nachweis der gebundenen DIG-
markierten Sonden (Nachweis der Zielsequenz)

Abb. 12 Funktionsweise der In-situ-Hybridisierung (modifiziert nach Noll et al. 2000)
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5.1. Herstellung der Sonden

In dieser Arbeit wurde eine zu SOAT komplementare ,antisense“-Sonde hergestellt,
die die entsprechende mRNA in der Zelle detektiert.

FUr die Sondenherstellung wurde cDNA aus einer humanen Hodenbiopsie mit
normaler Spermatogenese verwendet. Die eingesetzten Primer, die ein 330bp langes

Fragment detektieren, wurden von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert.

Tab. 6 Primer fur SOAT-Sonde (/n-situ-Hybridisierung)

Primer | RefSeq Primersequenz Exon Produkt

SOAT NM_197965.2 | for 5- CTGCTGGCACTTTTTACCC -3’ 4-6 330 bp

rev5- GGCACCTTCTTCATTCACC -3°

Die RT-PCR-Produkte wurden in einem 2%-Agarose-Gel sichtbar gemacht, mittels

peqGOLD MicroSpin Cycle Pure Kit aufgereinigt und bei SRD sequenziert.

5.2. Klonierung der RT-PCR-Produkte

Zur Herstellung der Sonden fur die In-situ-Hybridisierung wurde die Methode des
Klonierens genutzt. Hierbei wird DNA (z.b. ein RT-PCR-Produkt) zuerst in ein
Plasmid und darin in ein Bakterium eingeschleust. Die Bakterien vermehren dann

innerhalb ihres normalen Zellzyklus das Plasmid und die darin enthaltene DNA.

5.2.1. Klonierung mit TOPO TA—CIoninq® Kit

Ein A-tailing der Produkte der RT-PCR musste nicht durchgefuhrt werden, da die

verwendete GoIdAmpIitaq® Polymerase den RT-PCR-Produkten bereits einen

72



MATERIAL UND METHODEN

A-Uberhang zufiigte. Fiir die Klonierung wurde das TOPO TA Cloning® Kit mit
pCR®II-TOPO®TA-Vektor (Abb. 13) und OneShot®TOP10 Chemically Competent

E.coli genutzt.

Der Ansatz fur die Klonierungsreaktion setzte sich im einfachen Ansatz zusammen

aus:
1x Ansatz | Reagenz Hersteller
2 ul RT-PCR-Produkt
1l Salt Solution Invitrogen TOPO TA Cloning® Kit
2 ul Steriles Bidest
1l pCR®II-TOPO®TA- Vector | Invitrogen TOPO TA Cloning® Kit

Die Proben wurden behutsam gemischt und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wurden 2 pl der TOPO Cloning Reaction in ein
Flaschchen OneShot®TOP 10 Chemically Competent E.coli gegeben, behutsam
gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C
fur eine Minute, in der die Bakterien dazu gebracht wurden, die Plasmide
aufzunehmen und sofort weitere zwei Minuten Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von
250 pl S.0.C.-Medium (Invitrogen) bei Raumtemperatur wurden die Bakterien fur
eine Stunde horizontal bei 200 rpm geschuttelt.

Jeweils 50 pl und 100 pl der Reaktion wurden auf bereits vorbereitete und
vorgewarmte LBamp-Platten mit Ampicillin, XGal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-beta-

D-galacto-pyranosid) und IPTG (Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid) mittels eines
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sterilen Spatels aufgetragen. Der folgende Inkubationsschritt erfolgte im Brutschrank

bei 37°C Uber Nacht, wobei die Platten auf dem Deckel liegend inkubiert wurden.

Um eine eindeutige Blau-/Weilk-Differenzierung durchfihren zu kdnnen, war es ndétig,
die Platten am nachsten Tag fur zwei Stunden in den Kuhlschrank zu verbringen. Fur
eine weitere Verwendung der Kolonien mussten diese wieder in Flussigkultur
uberfuhrt werden. Hierfur wurde mittels einer Pipettenspitze jeweils eine weille
Kolonie von der Platte abgenommen und samt Pipettenspitze in ein steriles
Glasrohrchen mit 4 ml LB-Medium mit 1 ug/ul Ampicillin Uberfuhrt. Die Glasrohrchen
wurden uber Nacht bei 200 rpom und 37°C in den Schittler gestellt, wobei ein
Glasrohrchen mit 4 ml LB-Medium und ohne Kolonien als interne Negativkontrolle

mitgefuhrt wurde.

5.2.1.1. Blau/Weif3-Differenzierung

Durch die Blau-/Weil3-Differenzierung ist es moglich, zwischen den Bakterienkolonien
zu unterscheiden, ob diese den Vektor mit (weill) oder ohne (blau) Insert
aufgenommen haben.

Den LB-Agarplatten wurde XGal und IPTG zugefugt. Auf dem Vektor ist die
Information fur das Enzym R-Galaktosidase kodiert, welches das in der LB-Agarplatte
enthaltene XGal zu dem gelben Zwischenprodukt 5-Brom-4-chlor-Indoxyl abbaut.
Dieses oxidiert mit Luftsauerstoff zu blauem 5,5 -Dibrom-4,4"-dichlorindigo. Auf der
Platte erscheinende blaue Kolonien haben demnach das Insert nicht aufgenommen.
Bei weil} erscheinenden Kolonien hingegen ist das Insert aufgenommen. Hier wird
das Enzym R-Galaktosidase nicht mehr exprimiert, als Folge daraus kann XGal nicht
mehr abgebaut werden.
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5.2.2. Plasmidextraktion mit QlAprep Spin Miniprep Kit

Bei den inkubierten Flussigkulturen wurde die optische Dichte bestimmt, wobei die
interne Negativkontrolle weiterhin als klares Medium vorliegen musste. Fur die
Plasmidextraktion wurde das QIlAprep Spin Miniprep Kit No. 27104 genutzt. Die
Durchfuhrung samtlicher folgender Schritte erfolgte bei Raumtemperatur.

2 ml der Uber Nacht inkubierten Flussigkulturen wurden in ein 2 ml Eppendorf-Tube
Uberfiihrt, bei 9000 rpm fir 3 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
verbliebene Bakterien-Pellet wurde mit 250 pl P1-Puffer versetzt und wieder in
Losung gebracht. 250 pl P2-Puffer wurden hinzugefuhrt, das Tube vier bis sechs Mal
gedreht und die Losungen somit sorgfaltig gemischt. Von Puffer N3 wurden 350 pl
zugegeben, das Tube erneut sofort vier bis sechs Mal gedreht und bei 13.000 rpm
fir 10 min zentrifugiert. Nach Uberfiinren des Uberstands in die dem Kit beiliegenden
QiAprep Saulen folgte ein Zentrifugationsschritt fur 30-60 sec. Durch Zugabe von
500 pl PB Waschpuffer und erneutem Zentrifugationsschritt fur 30-60 sec wurden die
Saulen gewaschen. Der Durchfluss wurde verworfen und der Schritt mit 750 pl
PE-Puffer wiederholt. Um noch verbliebenen Waschpuffer zu beseitigen erfolgte ein
Zentrifugationsschritt fur 1 min bei 13.000 rpm. Die Saule wurde in ein neues 1,5 mi
Eppendorf Gefal’ gestellt, 50 ul EB-Puffer auf die Saule pipettiert und 1 min inkubiert.
Durch den folgenden Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm fir 1 min konnte die an
die Saule gebundene DNA wieder in Losung gebracht werden.

Eine abschlieRend durchgefuhrte photometrische Messung bestimmte den Gehalt an

Plasmid-DNA.

5.2.3. Doppelverdau der Plasmide mit EcoRI und die Gelelektrophorese

Der Doppelverdau wurde durchgefuhrt, um festzustellen, ob die Plasmide auch das
vollstandige Insert aufgenommen haben.
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Jeder Vektor enthalt verschiedene Schnittstellen fur die jeweiligen Restriktions-

enzyme (Abb. 13).

facZa ATG
Prisnes

M13 Raverse

1« av

AC
Nei| Minc il Kon
TAC TCA TAT GCA TCA AGC TT A
ATG AGT T ATA CGT A AA ™ T
BetX | EeoR| = ;
GCC AGT GIG CTG GAA TTC GCC CT3 : . RG GGC GAA TTC TGC AGA TAT
“on Toh CAC GAC tmm hs coe cAUNAMRRl T TC CCC 77 AAG ACO TCT ATA
8| Notl Xnol Ngl Xbal A;.ul
T "AC TGG COG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GOG © AT 7CG [E5C TAT
N AG CTC GTA CCT AGA TCT COC GGG TTA AGC |GGG ATA
A
Y7 Promoter
AGT GAG TCG TAT TAC AAT A AA AN
\ T T TA_ATG TTA A A T /
Comments for pCRE®II-TOPO®
3973 nucleotides

LacZa gene: bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
f1 origin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Abb. 13 pCR®II-TOPO® -Vektor

(www.tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/prciitopo-map.pdf)

Die Wahl des Restriktionsenzyms richtet sich nach den jeweiligen Schnittstellen des
Restriktionsenzyms im PCR-Produkt, da das Enzym nicht in das Insert schneiden
soll. Der Doppelverdau wurde mit dem Enzym EcoRI durchgefuhrt, und die Menge

des eingesetzten Plasmids ergab sich nach der photometrischen Messung.
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Far 25 ul Reaktionsvolumen wurde folgender Mix angesetzt:

1x Ansatz Reagenz

2l Plasmid DNA
2,5 ul Puffer

0,5 ul EcoRl

20 pl Steriles Bidest

Die Inkubation erfolgte 1 h bei 37°C im Wasserbad.

Proben, die im Gel eine Bande auf der richtigen HOhe zeigten, wurden fur die

Sequenzierung zu den Firmen SRD (Scientific Research and Development, Bad

Homburg, Deutschland) oder GATC (GATC Biotech AG, Konstanz) gegeben.

5.2.4. Einzelverdau

Nach erfolgter positiver Seqenzierung wurde das Plasmid im Einzelverdau jeweils mit

den Enzymen Not-l und Nco-I gespalten.

Ansatz mit Not-I bzw. Nco-I jeweils:

1x Ansatz Reagenz

5 ul Plasmid

1l Not-I / Nco-l

2 ul Puffer

12 ul DEPC (Diethylpyrocarbonat)
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Der Ansatz wurde kurz anzentrifugiert und bei 37°C fur 6 Stunden im Thermoblock
(Biometra TB1 Thermoblock) inkubiert. Danach folgte eine Hitzeinaktivierung fur
20 min bei 65°C im Wasserbad. Die Reaktionen wurden erneut kurz anzentrifugiert

und in einem 1% -Agarose-Gel 60 min bei 95 V aufgetrennt.

5.2.5. In-vitro-Transkription

Fir jede Sonde erfolgte das Pipettieren eines 20 pl-Ansatzes in der angegebenen

Reihenfolge.
DEPC 5x 100x DTT 10x DIG-RNA | Restriktions- RNA-
Transkriptinspuffer Labeling-Mix einzelverdau Polymerase
Not 7 ul 4 ul 2 ul 2 ul 3 ul 2 ul(T7)
Nco 7 ul 4l 2 ul 2 ul 3l 2 ul (SP6)

Die Losungen wurden pipettiert, mit der Pipettenspitze vorsichtig gemischt und kurz
anzentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Proben fur 1 Stunde bei
37°C im Wasserbad oder im Thermoblock. Nach Ablauf der Inkubation wurde 0,5 ul
0,5 M EDTA-L6sung sowie 1,2 ul Lithiumchlorid-Losung und 70,7 ul 96% Ethanol
(-20°C) zugefugt. Hierbei stoppt 0,5 M EDTA-L6sung die Aktivitat der Polymerase,
und mittels Lithiumchlorid soll die RNA-Sonde nach dem Markieren von nicht
eingebauten markierten Nukleotiden gereinigt werden. Die Proben wurden nun fur
1 Stunde bei -80°C inkubiert. Hier ist auch eine Inkubationszeit Uber Nacht moglich.
Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000 rpm fur 20 min. Der
entstandene Uberstand wurde mit einer Pipette abgesaugt und das verbliebene
Pellet mit 200 ul 70% Ethanol (in DEPC) resuspendiert und gewaschen. Erneut folgte

ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000 rpm fur 15 min. Im Anschluss wurde der
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Uberstand gut abgesaugt und die Tubes mit dem Pellet zum Trocknen fir 10-20 min
bei 37°C in den Thermoblock gestellt. Eine erneute in-Losung bringen der
getrockneten Pellets erfolgte mit 50 yl DEPC-Wasser und anschlief3ender Inkubation
im Thermoblock bei 70°C fur 10-15 min. Nach Ablauf der Zeit mussten sich die
Pellets vollstandig aufgelost haben, die Tubes wurden kurz anzentrifugiert und

danach bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

5.3. Protokoll der In-situ-Hybridisierung

Tag 1
a) Entparaffinierung und Rehydrieren der Gewebeschnitte in einer absteigenden

Alkoholreihe

1) 1 x5 min Xylol (60°C) und danach umsetzen in sterile Kuvette
Es erfolgte die Verwendung steriler Behaltnisse, um eine Kontamination
mit RNAse zu vermeiden. Die Losungen wurden mit DEPC-Wasser
angesetzt.

2) 2 x5 min Xylol

3) 2 x 5 min abs. Ethanol

4) 1 x5 min 96% Ethanol

5) 1 x5 min 70% Ethanol

6) 1 x5 min DEPC-Wasser

7) 1x20 min 0,2 N HCI

8) 1 x 15 min 2x SSC-Puffer bei 70°C

9) 1 x 5 min waschen in PBSM-Puffer
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b) Demaskierung der Bindungsstellen mit Proteinase K. Dies dient der Erhdhung
der Durchlassigkeit des Gewebes fur die Sonde und gleichzeitig dem Abbau
der im Praparat vorhandenen Nukleasen.

1) Inkubation mit 15 pg/ml Proteinase K fur 30 min bei 37°C
2) Abstoppen der Proteinase in 0,2% Glycin-Losung (Fixierung, Deaktivierung
der Enzyme, Stabilisierung des Praparats und Verminderung des Verlustes

an RNA oder DNA)

c) Blockierung endogener Phosphatasen
1)15-20 sec in 20% Essigsaure (4°C)

2) 1 x 5 min waschen in PBSM-Puffer (Phosphatgepufferte Salzlésung)

d) Nachfixierung
1) 10 min in 4% Paraformaldehyd-L6sung
2) 1 x5 min waschen in PBSM-Puffer

3) 1 Stunde in 20% Glycerol in DEPC-Wasser inkubieren
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e) Vorbereitung der Sonden

1) Sonden-Gemisch

1x Ansatz Sense Antisense
Sonden-Konzentration 1:50 1:50
DEPC-Wasser 1 ul 1 ul
Salm-Sperm 1 ul 1 ul
Yeast-RNA 2 ul 2 ul
Sonde 1 ul 1 ul
Hybridisierungs-Puffer 95 ul 95 ul

Salm-Sperm, also Lachssperma-DNA, dient der Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen auf dem Praparat. Yeast-RNA (t-RNA) soll eine unspezifische
Hybridisierung der Sonde mit Praparate-DNA bzw. -RNA und die Anlagerung an
sonstige Nukleinsaure-bindende Komponenten reduzieren. Die Antisense-Sonden
sind die zur mRNA komplementaren Sondensequenzen und sollen an die
einzelstrangige RNA binden. In der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten In-situ-
Hybridisierung wurden Sense-Sonden als Spezifitatskontrolle mitverwendet, da diese
keine Komplementaritat zur nachzuweisenden mRNA aufweisen und somit in der
abschlieBenden immunhistochemischen Farbung auch keine Farbung aufweisen.
Weitere mogliche Negativkontrollen sind eine Behandlung des Praparats mit RNAse,
das Weglassen der Sonde oder der Einsatz von Gewebe, in dem die Zielsequenz

nicht vorhanden ist.
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2) Hybridisierungs-Puffer

1x Ansatz Reagenz

52 i DEPC-Wasser

40 pl 20x SSC

80 pl 50% Dextransulfat (70°C)
8 pl Denhardt-Reagenz

200 pl Deionisiertes Formamid

Dextransulfat wirkt als Reaktionsbeschleuniger, es steigert die Effizienz der
Hybridisierung, wirkt dehydrierend und erhoht dadurch die Konzentration der Sonde
in der Losung. Das Denhardt-Reagenz unterdrickt unspezifische Anlagerungen.
Durch das Formamid wird die Schmelztemperatur der Nukleinsauren gesenkt, womit
eine Hybridisierungstemperatur ermdglicht wird, die das Gewebe nicht schadigt.
Zudem konnen allzu hohe Temperaturen zum Verlust der Ziel-RNA bzw. -DNA

fuhren.

3) Objekttrager kurz in 2x SSC eintauchen

4) Sondengemisch und Hybridisierungspuffer zusammenpipettieren

5) Sonden getrennt nach Not-l und Nco-l (Sense und Antisense) auf die
Schnitte geben (Hybridisierungspuffer im Thermoblock bei 70°C stehen
lassen, damit es pipettierbar bleibt, da das Gemisch durch Dextransulfat

fest wird)
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Tag 2

b)

6) Objekttrager mit Sense und Antisense fur 10 min auf die Heizplatte (Typ
AB110, Harry Gestigkeit, Dusseldorf) stellen

7) Objekttrager danach auf Kuihlakku (aus -23°C Gefrierschrank)
abschrecken

8) Inkubation in Hybridisierungskammer bei 37°C im Brutschrank Gber Nacht

Posthybridisierung

Mit der stringenten Waschung sollen nicht-spezifisch gebundene Sonden vom
Gewebeschnitt entfernt werden um die unspezifische Hintergrundfarbung zu
minimieren.

1) 4 x 10-15 min in 4x SSC-Puffer (saline-sodium citrate buffer) waschen

2) 15-20 min 2x SSC-Puffer bei 60°C

3) 15-20 min 0,2x SSC-Puffer bei 42°C

4) 5 min 0,1x SSC-Puffer bei Raumtemperatur

5) 5 min 2x SSC-Puffer bei Raumtemperatur

Immunhistochemie (Nachweis der gebundenen DIG-markierten Sonden)

1) 10 min 1x TNMT bei Raumtemperatur

2) 1 Stunde 3% BSA-Blockpuffer bei Raumtemperatur

3) Mit Anti-DIG-Fab-Antikorper Inkubation in feuchter Kammer bei 4°C uber

Nacht
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Tag 3
a) Farbreaktion
1) 2 x 10 min 1x TNMT-Puffer
2) 5 min 1x NTB-Puffer
3) 5 min 50 ml 1x NTB-Puffer mit 250 pl 1M Levamisol
4) Entwickeln mit NBT-BCIP-LOsung in der feuchten Kammer (Dunkel!)
5) Abstoppen der Farbereaktion durch 5 min 50 ml 1x NTB-Puffer mit 250 pl
1 M Levamisol
6) Waschen in Aqua bidest

7) Eindecken in Glycergel
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G. Ergebnisse

1. Histologische Evaluierung der Hodenbiopsien

Bei der histologischen Evaluierung der Hodenbiopsien wurden mittels ,Score count™
Methode der Spermatogenesestatus und der Score count nach Bergmann und
Kliesch (Ubersicht in Bergmann und Kliesch 2010) bestimmt (Tab. 7). Hierbei sind
die Proben grau unterlegt, die fur die weiteren Untersuchungen verwendet wurden.
Bei der Auswahl der Patienten wurde darauf geachtet, dass in der untersuchten

Hodenbiopsie jeweils nur ein Spermatogenesedefekt vorlag.

Nummer Rechter Hoden Score Linker Hoden Score
1 nsp 10 hyp, ts, tu -
2 - - nsp -
3 nsp, dv, msg 10 nsp, dv 10
4 nsp 10 nsp 10
5 nsp 10 nsp -
6 nsp 10 hyp, ts, Ip, mz, ly 2
7 nsp, ts 7,10 nsp 10
8 nsp 10 Tumor? -
9 nsp 10 nsp 10
10 hyp 10 hyp 10
11 nsp 10 hyp 9
12 tu, sza, hyp - nsp 10
13 nsp 10 nsp 10
14 sda, fsc, ts 0 sda, ts 0
15 sda, fsc, ts 0 sda, ts 0

Tab. 7 Histologische Evaluierung, Score count (SC) Bewertung der verwendeten
Hodenbiopsien
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Nummer Rechter Hoden Score Linker Hoden Score
16 sza 0 sda, dkz 0
17 sda, msg, dkz 0,0,0 sda 0,0,0
18 sda, ts 0 sza, ly 0
19 sda 3 sda 0
20 sda, msd, dkz 0 sda, dkz -
21 sza 0 sda, dkz 0
22 sza 0 sza 0
23 sza, ts, Ip 0 sza, ts, dkz 0
24 sza, ts 0 sga, fsc, ts, ly, pl 0
25 sza 0 sza 0
26 sza 0 sza 0
27 sza 0 sza 0
28 sza 0,0,0 sza 0,0,0
29 hyp, mz, dv 9 sza, ts 0
30 sza 0 sza 0
31 sza 0 sza 0
32 sza 0
33 sga 0 ts 0
34 tu, sga - ts, isz 0
35 tu, sga 0 hyp 6
36 sga, fcs, ts 0 ts, sga 0
37 hyp, msd 7 sga 0
38 sga, lhyp 0 sga, ts, lhyp 0
39 hyp, ts, fsc 0 sga, fsc, ts, bg 0
40 sga, ts, ly 0 sga, ts 0
41 sga 0 sga, isz 0
42 SCO 0 SCO 0

Tab. 7 Histologische Evaluierung, Score count (SC) Bewertung der verwendeten

Hodenbiopsien (1. Fortsetzung)
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Nummer Rechter Hoden Score Linker Hoden Score
43 SCO 0 SCO, ts, Ip 0
44 SCO 0 SCO 0
45 SCO 0 SCO, ts 0
46 SCO 0 SCO 0
47 SCO, ts, bg 0 SCO, Ihyp, bg 0
48 SCO 0,0,0 |SCO 0,0,0
49 SCO 0,0,0 |SCO 0,0,0
50 SCO 0 SCO 0
51 SCO 0 SCO 0
52 SCO 0 SCO 0
53 SCO 0 SCO, lhyp 0
54 SCO 0 SCO 0
55 hyp, ts hyp
56 sza 0

Tab. 7 Histologische Evaluierung, Score count (SC) Bewertung der verwendeten
Hodenbiopsien (2. Fortsetzung)

nsp
hyp
sda
Sza
sga
SCO

bg
dkz
dv
fsc
isz

normale Spermatogenese

qualitativ intakte Spermatogenese, Hypospermatogenese
Spermatogenesearrest auf HOhe der Spermatiden
Spermatogenesearrest auf der Hohe der primaren Spermatozyten
Spermatogenesearrest auf der Hohe der Spermatogonien

Sertoli Cell Only Syndrom

Bindegewebe

degenerative Keimzellen
Divertikelbildung der Tubuli
fetale Sertolizellen

immature Sertolizellen
Leydigzellhyperplasie
Verdickung der Lamina propria der Tubuluswand
Lymphozyteninfiltrate
mehrkernige runde Spermatiden
mehrkernige Spermatogonien
Mastzellen

Tubulusschatten

Tumor
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2. Qualitative RT-PCR nach LAM

In der qualitativen RT-PCR wurde cDNA von Tubulusanschitten und Teilen des
Interstitiums sowohl von Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese, als auch von
Hodenbiopsien mit Spermatogenesedefekten eingesetzt.

Das erwartete 79 bp lange RT-PCR-Produkt fur den SOAT konnte nur bei gepickten
Tubulusanschnitten von Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese, bei einer
Hodenbiopsie mit einem Spermatogenesedefekt auf Hohe der Spermatiden sowie
bei zwei Patienten mit einem Spermatogenesedefekt auf Hohe der Spermatozyten
detektiert werden. In den untersuchten isolierten Teilen des Interstitiums und
Tubulusanschnitten von weiteren Hodenbiopsien mit Spermatogensedefekten bzw.
Sertoli Cell Only Syndrom konnte der Nachweis des SOAT nicht erbracht werden.
Als interne Kontrolle wurde fur jede Probe eine RT-PCR mit R-Actin durchgeflhrt,

hier konnte jeweils eine Bande auf der HOhe von 84 bp detektiert werden.

Bei elf Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese wurden die entsprechenden
RT-PCR-Reaktionen durchgefuhrt. Fur die Tubulusanschnitte aller elf untersuchter
Hodenbiopsien konnte eine fur SOAT-spezifische Bande auf der Hohe von 79 bp
nachgewiesen werden. In den Interstitiumsanschnitten konnte das SOAT-Fragment

nicht detektiert werden (Abb. 14).
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Abb. 14 Qualitative SOAT-RT-PCR nach LAM bei einer Hodenbiopsie mit normaler
Spermatogenese (Patient 7)
A Qualitative SOAT-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-
anschnitten (2)
B Qualitative R3-Actin-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-

anschnitten (2)
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FUr die mit jeder durchgefuhrten RT-PCR nach LAM mitgenommenen Positivkontrolle
wurde cDNA eines Patienten mit normaler Spermatogenese eingesetzt. In der
Negativkontrolle ersetzte steriles Aqua bidest die cDNA.

Die nachfolgende Abb. 14 (1. Fortsetzung) steht exemplarisch fur samtliche Positiv-
und Negativkontrollen aller im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten RT-PCRs nach
LAM. Hierbei wiesen die jeweiligen Positivkontrollen die zu erwartenden Banden auf,

wahrend die Negativkontrollen ohne Bande blieben.

Abb. 14 Qualitative SOAT-RT-PCR nach LAM bei einer Hodenbiopsie mit nhormaler
Spermatogenese (Patient 7) (1.Fortsetzung)
Cc Qualitative SOAT-RT-PCR der Positivkontrolle (1) und der
Negativkontrolle (2)
D Qualitative  R-Aktin-RT-PCR der Posotivkontrolle (1) und der

Negativkontrolle (2)
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Es wurden funf Hodenbiopsien mit einem Arrest der Spermatogenese auf Hohe der
Spermatiden untersucht. Einzig in den Tubulusanschnitten von Patient 16 konnte das
SOAT-Fragment detektiert werden, in den untersuchten Tubulusanschnitten der
weiteren Hodenbiopsien sowie in Anschnitten des Interstitiums konnte das SOAT-

Transkript nicht nachgewiesen werden (Abb. 15).

300 A B
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Abb. 15 Qualitative SOAT-RT-PCR nach LAM bei zwei Hodenbiopsien mit Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der Spermatiden
A Qualitative SOAT-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-
anschnitten (2) von Patient 16 sowie Tubulus- (3) und Interstitiums-
anschnitten (4) von Patient 15
B Qualitative 3-Actin-RT-PCR von Tubulus- (1) + (3) und Interstitiums-

anschnitten (2) + (4)
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Mit einem Arrest der Spermatogenese auf Hohe der Spermatozyten wurden neun
Hodenbiopsien untersucht. Das SOAT-Transkript konnte bei zwei Patienten in

Tubulusanschnitten nachgewiesen werden (Abb. 16).
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Abb. 16 Qualitative SOAT-RT-PCR nach LAM bei zwei Hodenbiopsien mit Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der Spermatozyten
A Qualitative SOAT-RT-PCR von Tubulusanschnitten bei Patient 32 (1)
und Patient 56 (2)
B Qualitative 3-Actin-RT-PCR von Tubulusanschnitten bei Patient 32 (1)

und Patient 56 (2)
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Es wurden acht Hodenbiopsien mit einem Arrest der Spermatogenese auf Hohe der
Spermatogonien untersucht. Bei keiner Hodenbiopsie konnte das SOAT-Fragment in

Tubulus- oder Interstitiumsanschnitten detektiert werden (Abb. 17).

Abb. 17 Qualitative SOAT-RT-PCR nach LAM einer Hodenbiopsie mit Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der Spermatogonien (Patient 33)
A Qualitative SOAT-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-
anschnitten (2)
B Qualitative R-Actin-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-

anschnitten (2)
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Ein Sertoli Cell Only-Syndrom zeigten dreizehn der untersuchten Hodenbiopsien.
Weder in Tubulusanschnitten noch in Anschnitten des Interstitiums konnte das
SOAT-Fragment bei den untersuchten dreizehn Bioptaten nachgewiesen werden

(Abb. 18).

A SUCT B
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Abb. 18 Qualitative SOAT-RT-PCR nach LAM bei einer Hodenbiopsie mit Sertoli Cell
Only Syndrom (Patient 42)
A Qualitative SOAT-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-
anschnitten (2)
B Qualitative R-Actin-RT-PCR von Tubulus- (1) und Interstitiums-

anschnitten (2)
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3. Ergebnisse der In-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung wurde an Paraffinschnitten eines Patienten mit normaler
Spermatogenese durchgefiihrt (Patient 8). Es zeigte sich eine deutliche
zytoplasmatische Farbung der pachytdnen primaren Spermatozyten, wahrend die
restlichen Zellen des Keimepithels sowie interstitielle Zellen keine Farbung aufwiesen

(Abb.19).

Abb. 19 SOAT In-situ-Hybridisierung, A Antisense: Nachweis des SOAT im

Zytoplasma von pachytanen Spermatozyten, Primarvergrof3erung x40
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4. Ergebnisse der Immunhistochemischen Untersuchung

4.1. Antikorper 1: SOAT3

Zu beobachten war fur den Antikorper SOAT3 die Farbung von Vesikeln in
Sertolizellen, einzelnen Spermatogonien, Akrosomenkappen von Spermatiden sowie
von Spermienschwanzen und des Gefallendothels (Abb. 20 A + B).

Um die Farbung des Gefallendothels zu Uberprifen, wurden mittels Laser-
assistierter Mikrodissektion interstitielle Bereiche mit deutlicher Gefalbildung bei drei
Patienten mit normaler Spermatogenese gewonnen, die RNA extrahiert, in cDNA
umgeschrieben und in der SOAT-RT-PCR eingesetzt. Als Positivkontrolle fur die
SOAT-RT-PCR wurde cDNA eines Patienten mit normaler Spermatogenese
genommen. In der durchgefuhrten Gelelektrophorese konnten keine Banden fur
SOAT mit den isolierten interstitiellen Bereichen und somit des GefalRendothels

detektiert werden (Abb. 20 C).

4.2. Antikorper 2: SOATS3 aufgereinigt

Der Antikorper SOAT3 wurde bei Eurogentec aufgereinigt. Es konnte keine Farbung

festgestellt werden (Abb. 20 D).

4.3. Antikorper 3: EP042488

Fir das eingesetzte Antiserum war in allen Verdunnungsstufen eine starke

Hintergrundfarbung und eine Farbung des GefalRendothels sichtbar (Abb. 20 E).

4.4. Antikorper 4: EP042489

In allen eingesetzten Verdunnungsstufen zeigten sich eine starke Hintergrundfarbung

und eine Farbung des Gefallendothels (Abb. 20 F).
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4.5. Antikorper 5: EP072066

Es zeigte sich eine Farbung von Vesikeln in Sertolizellen sowie von

Akrosomenkappen (Abb. 21 A).

4.6. Antikorper 6: EP072067

Fir den Antikorper waren Farbungen von Vesikeln in Sertolizellen, einzelner

Spermatogonien und Akrosomenkappen sichtbar (Abb. 21 B).

4.7. Antikorper 7: AbD04769

Es zeigte sich eine Farbung von Vesikeln in Sertolizellen und der Lipide in

Leydigzellen (Abb. 21 C).

4.8. Antikorper 8: AbD04770

Eine Farbung von Vesikeln in Sertolizellen konnte festgestellt werden (Abb. 21 E).

4.9. Antikorper 9: SA6946

Es stellte sich in allen Verdinnungsstufen eine starke Hintergrundfarbung sowie

Farbungen von Sertolizellen, Leydigzellen und des Gefalkendothels dar (Abb. 22 A).

4.10. Antikorper 10: SA6947

In allen Verdinnungsstufen zeigten sich eine starke Hintergrundfarbung, Farbungen

von Sertolizellen, Leydigzellen und des GefalRendothels (Abb. 22 B).
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4.11. Antikorper 11: SA6947 aufgereinigt

Es war eine deutliche Farbung der Leydigzellen sichtbar (Abb. 22 C).

Zur Uberprifung des Ergebnisses wurden mittels Laser-assistierter Mikrodissektion
bei diesem Patienten (Patient 55) Tubulusanschnitte und interstitielle Anschnitte
gewonnnen, die RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und in der SOAT-RT-PCR
eingesetzt. Bei der Gelelektrophorese konnte eine Bande fur die Tubulusanschnitte

detektiert werden, jedoch keine Bande fur die interstitiellen Bereiche (Abb. 22 D).

4.12. Antikorper 12: SC S-12

Eine Farbreaktion konnte nicht detektiert werden (Abb. 22 E).

4.13. Antikorper 13: SC C-13

Der Antikorper zeigte eine Farbung von Vesikeln in Sertolizellen sowie von Lipiden in

Leydigzellen (Abb. 22 F).

4 .14. Antikorper 14: Abnova MaxPab

Es konnte keine Farbreaktion festgestellt werden (Abb. 23 A).

4.15. Antikorper 15: Sigma Prestige

Mit den Detektionssystemen AEC und APAAP konnte fur Antikorper Nr. 15 keine
Farbung detektiert werden. Da fur diesen Antikorper durch den Hersteller als
Referenz eine punktuelle zytoplasmatische Farbung der Leydigzellen angegeben

wurde (www.proteinatlas.org/ENSG00000145283/normal/testis), erfolgte der Einsatz

des Detektionssystems DAB. Mit diesem Detektionssytem konnte eine punktuelle

Farbung der Leydigzellen sichtbar gemacht werden (Abb. 23 C). Die gleiche Farbung
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war jedoch auch in der durch das Weglassen des Antikorpers Nr. 15 mitgefuhrten

Negativkontrolle sichtbar (Abb. 23 D).

4.16. Antikorper 16: Sigma SAB

Der Antikorper zeigte keine Farbung (Abb. 23 B).
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Abb. 20 Bildertafel Immunhistochemie |

A SOAT3, a: Akrosomenkappen, b: einzelne Spermatogonien, c: Gefallendothel

B SOATS, a, b: Spermienschwanze

C SOAT-RT-PCR nach LAM von isolierten interstitiellen Bereichen mit deutlicher
Gefalbildung, M: Marker, 1: gepickte Gefalbereiche, 2: Positivkontrolle

D SOATS3 purified, keine Farbung nachweisbar

E EP042488, a: GefalRendothel

F EP042489, a: GefalRendothel
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Abb. 21 Bildertafel Immunhistochemie Il

A

B
C
D

m

EP072066 (875), a: Vesikel in Sertolizellen, b: Akrosomenkappen
EP072067 (876), a: Vesikel in Sertolizellen, b: Akrosomenkappen
AbDO04769, a: Vesikel in Sertolizellen, b: Lipide in Leydigzellen
AbD04769, Negativkontrolle

AbDO04770, a: Vesikel in Sertolizellen
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Abb. 22 Bildertafel Immunhistochemie Il

A

B
C
D

SA6946, a: Sertolizellen, b: Leydigzellen, c: GefalRendothel

SA6947, a: Sertolizellen, b: Leydigzellen, c: Gefallendothel

SA6947 purified, a: Leydigzellen

SOAT-RT-PCR nach LAM, M: Marker, 1: isolierte Tubuli seminiferi, 2:
Interstitiumsanschnitte

SC S-12, keine Farbung nachweisbar

SC C-13, a: Vesikel in Sertolizellen, b: Lipide in Leydigzellen
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Abb. 23 Bildertafel Immunhistochemie IV

A Abnova MaxPab, keine Farbung nachweisbar

B Sigma SAB, keine Farbung nachweisbar

C Sigma Prestige, a: Farbung der Lipide der Leydigzellen mit Detektiossystem DAB
D Sigma Prestige, Negativkontrolle, a: Farbung der Lipide der Leydigzellen mit

Detektionssystem DAB
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5.  Quantitative TaqMan®-RT-qPCR von Hodenhomogenat

Nach der Etablierung der Primersysteme fur SOAT, R-Actin und GAPDH wurde fur
Proben von 39 Patienten eine quantitative RT-PCR im Dreifachansatz durchgefuhrt
(nsp mit n=12, sda mit n=7, sza mit n= 6, sga mit n=5, SCO mit n=9). Hierbei konnte
bei allen Patienten mit diagnostizierter normaler Spermatogenese die relative
Expression des SOAT-Transkripts nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde der
SOAT bei einzelnen Patienten mit diagnostiziertem Arrest der Spermatogenese auf
Hohe der Spermatiden und auf HOhe der Spermatozyten detektiert. In
Spermatogenesearresten auf Hohe der Spermatogonien, bei Sertoli Cell Only

Syndrome und bei FS1-Zellen wurde SOAT nicht exprimiert (Abb. 24).

Gene Expression

Normalized Fold Expression

- —

14 : — : : : :
nsp sda sza sga SCO FS1-Zellen
Sample

C—m SOAT

Abb. 24 TagMan®-RT-qPCR mit Zielgen SOAT an Hodenhomogenat von Patienten

mit normaler Spermatogenese und Arresten der Spermatogenese sowie FS1-Zellen
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Aus Abb. 25 wird ersichtlich, dass in drei Patienten mit Spermatogenesedefekten
(Patienten 32, 56 und 16) das SOAT-Transkript detektiert werden konnte. Die
Expression innerhalb der Spermatogenesedefekte liegt jedoch deutlich unterhalb der
Expression bei den zwolf Patienten, die eine normale Spermatogenese aufweisen

(Patienten 8, 7, 13, 11, 3, 5, 2,9, 12, 6, 10, 4).

3.0 & T T T ¥ T T
25 1

20 1

15 +

10+

05 +

0o & —
7

Normalized Fold Expression

T

5 2 9 12 6 10 4

il
32 56 16 Fsl

o
(4]

Abb. 25 TagMan®-RT-qPCR mit Zielgen SOAT: Gen Expression einzelner Patienten

sowie bei FS1-Zellen
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H. Diskussion

Sulfatierte Steroide sind in teilweise hohen Konzentrationen im Blutkreislauf
vertreten, z.B. DHEAS mit 10 uM (Morris et al. 2001). AuRer der Ausscheidung uber
Gallensaure und Urin konnen sulfatierte Steroide in biologisch aktive Hormone
umgewandelt werden und somit zur Regulation reproduktiver Prozesse beitragen.
Durch Untersuchungen der Arbeitsgruppen um Payne et al. (1969) ist seit den
spaten 1960er Jahren bekannt, dass sulfatierte Steroide nicht nur wasserldsliche
Abfallprodukte sind, sondern auch eine biologische Relevanz fur die Bereitstellung
von Steroidhormonvorlaufern im menschlichen Hoden haben konnen. Vorrangig die
Zellen in den Tubuli seminiferi sind zur Umwandlung von Pregnenolonsulfat zu
biologisch aktivem Pregnenolon und damit zur Herstellung von Androgenen fahig
(Payne et al. 1973).

Sulfatierte Steroide bendtigen aufgrund ihrer hydrophilen Eigenschaften jedoch ein
Transportsystem, um die Zellmembranen ihrer Zielzellen passieren zu konnen. Die
Arbeitsgruppe um Geyer et al. entdeckte und klonierte 2006 den humanen SOAT,
der aufgrund seiner Transportaffinitat fur sulfatierte Steroide und der extrem hohen
Expression im Hoden einen aussichtsreichen Kandidaten fur die lokale Versorgung
der Zellen des Hodens mit Steroiden darstellt (Geyer et al. 2007).

In dieser Doktorarbeit konnte mittels TagMan®-RT-qPCR gezeigt werden, dass der
SOAT hauptsachlich in Hodenhomogenat von Patienten mit normaler
Spermatogenese exprimiert wird. So konnte der SOAT bei 12 Patienten mit normaler
Spermatogenese nachgewiesen werden. Des Weiteren erfolgten Untersuchungen
von Hodenbiopsien von 18 Patienten mit Spermatogenesestorungen. Hier konnte nur
bei einem Patienten mit einem Arrest der Spermatogenese auf HOhe der

Spermatiden (Patient 16) und bei zwei Patienten mit Arrest der Spermatogenese auf
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Hohe der Spermatozyten (Patienten 32 und 56) der SOAT mittels TagMan®-RT-
gPCR detektiert werden. Bei keinem weiteren Patienten mit
Spermatogenesedefekten unterschiedlichen Ausmales sowie dem Sertoli Cell Only
Syndrom (n=9) konnte der SOAT in der TagMan®-RT-qgPCR nachgewiesen werden.
Die fehlende Expression des SOAT bei Hodenbiopsien mit Sertoli Cell Only Syndrom
wurde durch TagMan®-RT-qPCR-Versuche mit der reinen Sertolizell-Linie FS1
bestatigt.

Die Ergebnisse der TaqMan®—RT—qPCR konnten durch die qualitative RT-PCR nach
LAM untermauert werden. Hierfur wurden mittels LAM Tubulusanschnitte und
interstitielle Bereiche getrennt voneinander gewonnen und in der RT-PCR mit dem
Zielgen SOAT eingesetzt. Bei allen untersuchten Patienten mit normaler
Spermatogenese konnte der SOAT in den isolierten Tubuli seminiferi nachgewiesen
werden, wahrend in den interstitiellen Bereichen keine Detektion erfolgte. Des
Weiteren konnte der SOAT mittels RT-PCR nach LAM ebenfalls bei den Patienten
16, 32 und 56 in den Tubulusanschnitten detektiert werden. Fur diese Patienten war
bereits eine Expression fiir den SOAT in der TagMan®-RT-qPCR erfolgt. In keiner
weiteren Hodenbiopsie konnte in isolierten Tubulusanschnitten oder isolierten
Anschnitten interstitieller Bereiche der Nachweis des SOAT mittels RT-PCR erbracht
werden.

Nach den Ergebnissen der TagMan®-RT-gPCR und der RT-PCR kann somit
festgestellt werden, dass der SOAT in den Keimzellen des Hodens und hier
aufsteigend von den primaren Spermatozyten exprimiert wird, nicht jedoch in

Sertolizellen bzw. Leydigzellen.
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Mittels In-situ-Hybridisierung erfolgte der Nachweis des SOAT in den pachytanen
Spermatozyten und bestatigt somit die Ergebnisse der RT-PCR nach LAM sowie der
TagMan®-RT-qPCR.

Der Nachweis des SOAT-Proteins mittels Immunhistochemie stellte sich als
schwierig dar. Innerhalb dieser Arbeit wurden sechzehn Antikorper eingesetzt, die
entweder kommerziell erworben oder selbst generiert wurden. Keiner der in dieser
Arbeit eingesetzten AntikOrper gegen spezielle Proteinabschnitte oder gegen das
gesamte Protein konnte mit einer spezifischen Farbung Uberzeugen.

Farbungen interstitieller Bereiche, wie GefalRendothel und in Leydig-Zellen konnten
mittels RT-PCR nach LAM nicht bestatigt werden. Fir keinen der 46 Patienten in den
untersuchten isolierten interstitiellen Bereichen, die hauptsachlich aus Leydigzellen,
GefalRanschnitten sowie Bindegewebe bestehen, konnte mittels RT-PCR eine
Expression des SOAT nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurden Farbungen von Vesikeln in Sertoli-Zellen beobachtet. Mittels
TaqMan®-RT-qPCR wurde die reine Sertolizell-Linie FS1 untersucht, in der keine
Expression des SOAT nachgewiesen werden konnte. Ebenfalls negativ waren die in
der RT-PCR eingesetzten isolierten Tubuli seminiferi mit einem diagnostizierten
SCO, also einem alleinigen Auftreten von Sertolizellen. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass die Farbung in Sertolizellen, eine unspezifische Farbung
ist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass fur keinen der in dieser Arbeit
eingesetzten sechzehn Antikorper eine spezifische Farbereaktion nachgewiesen
werden konnte.

Geyer et al. schlagen fur den SOAT ein Transmembranmodell mit sieben

transmembranen Domanen, wie es auch der ASBT zeigt, vor (Geyer et al. 2007).

108



DISKUSSION

Aufgrund der durchgefuhrten Untersuchungen mit unterschiedlichen ,fopology
prediction programs® (Geyer et al. 2007) ist jedoch auch ein Modell mit neun
transmembranen Domanen nicht ausgeschlossen (Doring et al. 2012).

Bei beiden mdoglichen Transmembranmodellen wird der extrazellular liegende N-
Terminus mindestens durch die Aminosauren 2-17 dargestellt (Geyer et al. 2007). In
den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Geyer et al. wurde ein Antikdrper gegen die
Aminosauren 2-17 des N-Terminus generiert, zur In-vitro-Immunfluoreszenz der Lage
des N-Terminus in SOAT-HEK293-Zellen eingesetzt und zeigte eine spezifische
Farbung der Zellmembranen der SOAT-HEK293-Zellen (Geyer et al. 2007). Der
gleiche Antikorper wurde im Rahmen der vorliegender Arbeit in der
Immunhistochemie an Paraffinschnitten eingesetzt (Antikdrper Nr. 3) und zeigte eine
starke Hintergrundfarbung sowie eine Farbung des Gefaliendothels. Aufgrund
durchgefuhrter Kontrolluntersuchungen wurde die Farbereaktion des Antikorpers Nr.
3 an Paraffinschnitten von Hodenbiopsien als nicht spezifisch angesehen.

Der genannte Antikorper demonstrierte somit in vitro eine spezifische Farbung in der
Zellmembran der SOAT-HEK293-Zellen, jedoch nicht in vivo an Paraffinschnitten von
Hodenbiopsien. Es kann vermutet werden, dass das SOAT-Protein in vivo durch
seinen Einbau in die Zellmembran eine uber die Zellmembran langer verteilte
Quartarstruktur einnimmt, die eine Bindung der Antikdrper an die entsprechenden
Ziel-Antigene verhindert (Fietz et al. 2013).

Der Nachweis allein mittels Immunhistochemie wird aufgrund der in dieser Arbeit
untersuchten falsch positiven Farbungen nach hiesiger Ansicht als nicht zielfuhrend
angesehen. Fir eine funktionierende Proteinbiosynthese in einer Zelle wird die DNA
in mRNA umgeschrieben, um an den Ribosomen im Zytoplasma in eine

Aminosduresequenz, ein Protein, Ubersetzt zu werden (Ubersicht bei Horn et al.
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2003). Somit ist die gleichzeitige Anwesenheit von mRNA und Protein in der gleichen
Zelle notwendig und beim Nachweis eines Proteins mittels Immunhistochemie hat
auch der Nachweis der mRNA zu erfolgen.

Fietz et al. (2013) generierten einen Antikorper gegen die sechzehn Aminosauren
des C-Terminus des SOAT-Proteins der Maus (Soatmszg-344). Dieser Antikorper wurde
in der Immunhistochemie an Paraffinschnitten humaner Hodenbiopsien eingesetzt.
Es zeigten sich Farbungen an verschiedenen Keimzellstadien, zygotane primare
Spermatozyten Stage V, pachytane Spermatozyten aller (Stage [|-V), sekundare
Spermatozyten Stage VI und runde Spermatiden (step 1 und step 2) in Stage | und
Stage Il. Als besonders markant wurde die Farbung primarer Spermatozyten
erachtet, die sich als eiférmig geformte Farbung im Bereich des Golgi-Apparates,
nahe des Nukleus darstellte. Kontrollfarbungen mit Golgin A2 wiesen das SOAT-
Protein im Golgi-Apparat nach, wo fur den Einbau in die Zellmembran bestimmte
Proteine fur den Transport in Vesikel verpackt werden konnen. Fur die Zellmembran
war keine eindeutige Farbung nachweisbar (Fietz et al. 2013).

Mit einem weiteren Antikorper gegen den C-Terminus des humanen SOAT-Proteins
(SOAT311-377) konnten Fietz et al. (2013) eine klare Farbung der Zellembranen von
stabil transfizierten SOAT-HEK293-Zellen nachweisen. Dies unterstitzt die
Ergebnisse fruherer Untersuchungen und auch die Ergebnisse der Transportstudie
von Fietz et al. (2013), die einen SOAT-vermittelten Transport von R-Estradiol-3-
Sulfat (E2S) und Androstenediol-3-Sulfat durch die Zellmembranen stabil
transfizierter SOAT-HEK293-Zellen nachweisen konnten (Fietz et al. 2013).

In weiterfuhrenden Untersuchungen von Hodenbiopsien mit Hypospermatogenese,
Arresten der Spermatogenese und SCO zeigten sich mit dem Soatmszg-344 Spezifische

Farbungen fur primare pachytdne Spermatozyten, sobald diese Zellen in den
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Paraffinschnitten prasent waren (Fietz et al. 2013). In Sertolizellen konnte keine
Farbung nachgewiesen werden, was die in dieser Arbeit vorgetragenen Ergebnisse
der RT-PCR nach LAM sowie der TagMan®-RT-qPCR mit der reinen Sertolizell-Linie
FS1 bestatigt.

Vorausgegangene Studien von Geyer et al. (2007) ergaben den Nachweis des
SOAT-spezifischen Transports fur DHEAS, PREGS und E1S in SOAT-HEK293-
Zellen. Fietz et al. (2013) konnten mittels LC-MS-MS den Nachweis erbringen, dass
DHEAS und E1S in SOAT-HEK293-Zellen aus dem extrazellularen in das
intrazellulare Kompartment transportiert werden, ohne dass Modifikationen an den
Molekulen vorgenommen werden. Als Konsequenz daraus wird die Transportfunktion
des SOAT fur sulfatierte Steroide als Hauptfunktion des SOAT angesehen.

Die physiologische Rolle des Transportes sulfatierter Steroide in die Sertoli-Zellen
bleibt unklar. DHEAS und PREGS finden sich im Hoden und sind Vorgangermolektle
von Testosteron, so dass der Transport dieser Stoffe im Hoden eine Rolle hinsichtlich
Initialisierung und Aufrechterhaltung der Spermatogenese spielen mag. Jedoch
besitzen die Keimzellen des Hodens keinen Androgenrezeptor (AR), so dass
Androgene diese Zellen nur uber einen ,non-genomic pathway” beeinflussen
konnten.

Keimzellen exprimieren den Ostrogen-Rezeptor (ER), so konnten Fietz et al. den
ER a in Spermatogonien und primaren Spermazozyten sowohl auf Protein-Ebene als
auch auf mMRNA-Ebene nachweisen (Fietz et al. 2014). Aufgrund unterschiedlichster
Ergebnisse diverser Autoren bezuglich der Expression und zellularen Lokalisation
der Ostrogen-Rezeptoren ER a und ER B im humanen Hoden wird hier jedoch auf

die entsprechende Ubersicht verwiesen (Carreau und Hess 2010).
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Vor dem Hintergrund der Expression der ER im humanen Hoden kann der Transport
von E1S und E2S eine relevante Funktion des SOAT in Spermatozyten sein. Vor
diesem Hintergrund ist es als interessant zu sehen, dass die Expression des SOAT
sehr niedrig bis nicht vorhanden war in Spermatogensearresten auf Hohe der
Spermatozyten oder Spermatogonien. Diese Arreste zeigen sich bei nicht-
obstruktiver Azoospermie und daraus folgender Infertilitat. Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse konnte jedoch nicht von verringerter SOAT-Expression auf
Spermatogenesedefekte geschlossen werden.

Fietz et al. (2013) erweiterten in ihren Untersuchungen das Spektrum um Patienten
mit einer Hypospermatogenese, wo die Spermatogenese qualitativ intakt aber
quantitativ verringert ist. Hier zeigte sich die SOAT-Expression im Vergleich zu
Patienten mit einer normalen Spermatogenese verringert. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann vermutet werden, dass eine signifikant verringerte Expression des
SOAT mit einem reduzierten Transport von sulfatierten Steroiden und in Folge mit
einer reduzierten Bereitstellung von lokal verfligbaren Androgenen und Ostrogenen
einhergeht. Es ist weiterhin moglich, dass hierin eine Begrundung fur das Auftreten
von Spermatogenesestorungen liegt, da die notige Versorgung mit Androgenen und
Ostrogenen (Ubersicht in Hess 2003) nicht oder nur reduziert gegeben ist.
Weiterfuhrende Untersuchungen der Spermatogenese von Hoden von Slc10a6-
knockout-Mausen kdnnten diese Hypothese unterstutzen.

In der vorliegenden Doktorarbeit sowie in weiterfUhrenden Untersuchungen der
Gruppe um Fietz et al. (2013) konnte der Nachweis des SOAT auf die Keimzellen
begrenzt werden. Der Nachweis der Expression des SOAT in den Keimzellen und
hier in den primaren Spermatozyten lenkt jedoch die Frage nicht nur auf die

Bedeutung des SOAT fur den Transport von sulfatierten Steroiden, Pregnenolosulfat,
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Dehydroepiandrsteronsulfat (Geyer et al. 2007, Fietz et al. 2013) in die Zielzellen,
sondern auch, wie sulfatierte Steroide die als Trager des SOAT ermittelten
Keimzellen erreichen sollen.

Die Zielzellen des SOAT, primare Spermatozyten, liegen innerhalb des Keimepithels
und sind durch die Blut-Hoden-Schranke vom Gefal3system und darin zirkulierenden
Stoffen getrennt. Somit erscheint es kaum moglich, dass im Blut zirkulierende
sulfatierte Steroide auf direktem Weg ihre Zielzellen erreichen konnen, da ihr Weg
uber die Blut-Hoden-Schranke und die beteiligten Sertolizellen fihren musste (Fietz
et al. 2013). Die Passage von Sertolizellen kann jedoch nur mittels passiver Diffusion
oder aktivem Transport ermoglicht werden, wie es von Augustine et al. fur
Arzneimittel (Xenobiotics) diskutiert wird (Augustine et al. 2005).

Die Blut-Hoden-Schranke teilt die Tubuli seminiferi in ein basales und ein
adluminales Kompartment (Su et al. 2011a), wobei benachbarte Sertolizellen tight
junctions untereinander ausbilden und kein Molekul grofer als 1000 Da diese
Barriere passieren kann (Walker 2010). Auf der Stufe der preleptotanen
Spermatozyten wechseln die Keimzellen vom basalen in das adluminale
Kompartiment, unter gleichzeitig ablaufenden Veranderungen der tight junctions der
benachbarten Sertolizellen (Bergmann et al. 1989, Ubersicht in Kopera et al. 2010).
Die Keimzellen sind nun durch die Blut-Hoden-Schranke von Stoffen aus dem Blut
getrennt und vollstandig auf die Bereitstellung von Nahrstoffen und
Wachstumsfaktoren durch die Sertolizellen angewiesen (Walker 2010).

In Sertolizellen wurden bereits viele Transporter fur einen aktiven Transport von
diversen Stoffen diskutiert (Ubersicht in Su et al. 2011a). So konnten fiir Sertolizellen
sowohl Transporter der multidrug resistance proteins (MDRs) als auch der multidrug

resistance-related proteins (MRPs) und in Keimzellen sowie schwach in Sertolizellen
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(Robillard et al. 2012) die breast cancer resistance proteins (BCRP) nachgewiesen
werden, die allesamt in die Familie der ATP-binding cassette (ABC) eingeordnet
wurden (Su et al. 2011a). Die zweite grole Familie der Transporter stellen die solute
carrier (SLC) dar (Su et al. 2011a).

Innerhalb der Familie der MRPs erscheint der MRP4 aufgrund seiner Expression im
Hoden und des Transports sulfatierter Steroide als ein aussichtsreicher Kandidat fur
den Transport sulfatierter Steroide bei Sertolizellen. Robillard et al. (2012) konnten in
ihren Untersuchungen der humanen Sertolizell-Kultur HSECs nicht nur die
Expression des MRP4 in Sertolizellen, sondern auch seine Lokalisation in der
Plasmamembran nachweisen.

Die Mitglieder der ABC-Familie, wie das P-Glykoprotein (Mruk et al. 2011), das
MRP1 (Bart et al. 2002) sowie das MRP4 (Robillard et al. 2012) werden jedoch als
Transporter mit der Funktion von Efflux-Pumpen angesehen. Ein Transport
sulfatierter Steroide in die Sertolizellen hinein und ein Weitertransport in die
Keimzellen mittels der genannten Transporter erscheint vor diesem Hintergrund
somit als nicht wahrscheinlich.

Als reine Influx-Transporter oder kombinierte Influx- / Efflux-Transporter werden die
Angehorigen der SLC-Familie angesehen (Mruk et al. 2011). So wird im Rattenhoden
der Slco6b1 in Sertolizellen exprimiert und seine Beteiligung am Transport von
Dehydroepiandrosteronsulfat ist erwiesen (Su et al. 2011b).

Ein Transporter mit den Eigenschaften des Slco6b1 konnte am humanen Hoden
bisher jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die Fragestellung, wie sulfatierte Steroide die Keimzellen als Trager des SOAT

erreichen kénnen, bleibt somit vorerst offen.
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Il. Zusammenfassung
In der vorliegenden Doktorarbeit sollte a) die Expression sowie b) die zellulare

Lokalisation des SLC10A6 (SOAT) im humanen Hoden geklart werden.

Der SOAT zeigt im Vergleich mit weiteren Gewebetypen vergleichsweise hohe
Expression im Hoden und weist eine Transportaffinitat fir sulfatierte Steroide auf.
Sulfatierte  Steroide konnen aufgrund ihrer hydrophilen  Eigenschaften
Zellmembranen nicht durch Diffusion passieren, sondern bendtigen einen
Transporter. Zudem sind sulfatierte Steroide biologisch nicht aktiv und konnen erst
nach Desulfatierung an ihre entsprechenden Rezeptoren binden und eine
biologische Antwort hervorrufen. Aufgrund seiner Eigenschaften ist der SOAT ein
potentieller Kandidat fir den Transport sulfatierter Steroide im humanen Hoden und

somit fiir die lokale Bereitstellung von Androgenen und Ostrogenen.

Die Untersuchungen wurden an Hodenbiopsien von Patienten durchgefuhrt, die eine
normale Spermatogenese aufwiesen und Hodenbiopsien von Patienten mit gestorter
Spermatogenese, bis hin zu einer volligen Abwesenheit von Keimzellen, dem Sertoli
Cell Only Syndrom. Der Nachweis der Expression des SOAT erfolgte mittels
TaqMan®-RT-qPCR, RT-PCR nach Laser-assistierter Mikrodissektion und In-situ-

Hybridisierung.
In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte durch TagMan®-RT-qPCR

und RT-PCR nach Laser-assistierter Mikrodissektion gezeigt werden, dass der SOAT

in Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese exprimiert wird. Der zellulare
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Nachweis des SOAT erfolgte mittels In-situ-Hybridisierung in Keimzellen, den

primaren Spermatozyten.

Fir den Nachweis des SOAT Proteins wurden im Rahmen dieser Dissertation
sechzehn Antikorper eingesetzt. Eine spezifische Farbung konnte jedoch bei keinem
Antikorper beobachtet werden. Untersuchungen von Fietz et al. (2013) konnten das
SOAT-Protein schliel3lich mittels eines Antikorpers gegen das Soat-Protein der Maus

Soatma2e-344) IN Spermatozyten und teilweise in Spermatiden nachweisen.

Da es sulfatierten Steroiden nicht mdoglich ist, die Blut-Hoden-Schranke ohne die
Hilfe eines Transporters zu Uberwinden und so die Keimzellen zu erreichen, stellt
sich die Frage nach der Funktion des SOAT in den Keimzellen des humanen

Hodens.

Der Nachweis der Expression des SOAT erfolgte auch in drei Hodenbiopsien mit
Spermatogenestorungen, die mit einer |Infertilitdt einhergehen. Aufgrund der
signifikant geringeren Expression des SOAT in Hodenbiopsien mit einer
Hypospermatogenese kann vermutet werden, dass eine signifikant geringere
Expression des SOAT mit einem verringertem Transport von sulfatierten Steroiden
und in Folge mit einer reduzierten Bereitstellung von lokal verfugbaren Androgenen
und Ostrogenen einhergeht (Fietz et al. 2013). Diese Fragestellung kénnte durch
Untersuchungen der Spermatogenese von Slc10a6-knockout Mausen weiterfuhrend

untersucht werden.
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J. Summary
It was the aim of this doctoral thesis to elucidate a) the expression and b) the cellular
localization of the sodium-dependent organic anion transporter SLC10A6 (SOAT) in

human testis.

SOAT is predomiantly expressed in human testis and shows specific transport for
sulfated steroids. Because of their hydrophilic nature, sulfated steroids are not able to
pass cell membranes and therefore need the help of a transporter. Moreover,
sulfated steroids are not biologically active, only after desulfatation they can bind to
their receptors to induce a biological response. SOAT is a potential candidate not
only for transport of sulfated steroids in the human testis, but also for a local supply of

androgens and estrogens.

The study included testicular biopsis showing normal spermatogenesis and
spermatogenic impairment, including Sertoli cell only syndrome. Detection of SOAT
mRNA was performed by TagMan®-RT-qgPCR, RT-PCR after laser-assisted

microdissection and in situ hybridization.
TagMan®-RT-gPCR and RT-PCR after LAM detected expression of SOAT in
testicular biopsies showing normal spermatogenesis. SOAT was localized in germ

cells, in primary spermatocytes by in situ hybridization.

For verification of SOAT protein distribution 16 antibodies were tested but none could

give answer to the question of protein localization. Fietz et al. (2013) employed a new
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antibody against SOAT protein of mice (Soatmnszg433) and detected SOAT in
spermatocytes and spermatid of various stages.
Due to unabillity for sulfated steroids to pass the blood-testis-barrier, the function of

SOAT in spermatocytes is still not known.

SOAT could be verified in three testicular biopsies showing impaired
spermatogenesis resulting in infertility. Fietz et al. confirmed a significant lower
expression of SOAT in testicular biopsies showing hypospermatogenesis. It is
suggested that the reduction or lack of SOAT expression might be related to a
decreased local supply with androgens and estrogens (Fietz et al. 2013). Further

studies with Slc10a6-knockout mice could corroborate this hypothesis.
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ANHANG

L. Anhang

a. Puffer, Nahrboéden und Losungen

a) Bouinsche Losung

Menge Reagenz Hersteller Anleitung
210 mL | gesattigte wassrige Pikrinsaure Sigma Formalin filtern: mit
70 mL | konzentriertes Formalin, 36,5-38% Sigma Pikrinsaure mlsghen gnd
vor Gebrauch Eisessig
- — TYRT=T - zugeben. Proben mit 10x
10 mL | konzentrierte Essigsaure, 100% (Eisessig) Merck Menge Bouin 24h fixieren.
b) 10x TAE pH 8,0 fur SYBR Green
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
48,40 g TRIZMA Base Sigma Alle Komponenten
mischen; einstellen des
3,72 g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Sigma pH-Wertes auf 8.0 mit 4N
NaOH; Gebrauchslésung:
ad1 L steriles A. bidest 100mL 10x TAE + 900mL
A. bidest
c) Loading Dye fur Agarosegele
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
0,25 mL | Bromphenolblau-Stammldsung Sigma Mischen der Komponenten
und grundliches Rihren
0,25 mL | Xylencyanol-Stammlésung Sigma auf dem Magnetrihrer, da
Ficoll® 400 lange zum
1,5 g Ficoll® 400 Serva Lésen braucht. Filtrieren
und Aliquotieren.
1,5 mL | 0,5MEDTA Sigma
ad 10 mL | 1x TAE Puffer (s.o.)
d) LB-Agar
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
10 St. | LB-Agar-Medium Kapseln Bio101 Kapseln mit H,O in
handelsiblichem Dampf-
25 mg | Ampicillin-Natriumsalz (1%) BioChemica | kochtopf fiir 20min kochen,
nach dem Abkihlen
250 mL | steriles A. bidest Zugabe des Ampicillins

und GielRRen der Platten.
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e) LB-Medium
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
5 St. | LB-Medium Kapseln MP Kapseln mit H,O in
Biomedicals | handelstblichem Dampf-
200 mL | steriles A. bidest kochtopf fiir 15min kochen,
Lagerung bei 4°C.
f) XGal-Losung
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
20 mg | XGal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D- Invitrogen | Mischen und aliquotieren;
galactosid) Lagerung bei -20°C.
1 mL | N,N-Dimethylformamid Sigma
g) ITPG-Lésung
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
20 mg A Athi . Appligene | Mischen und aliquotieren;
IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) Lagerung bei -20°C.
1 mL | steriles A. bidest
h) 4N NaOH
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
8 G Natriumhydroxid-Platzchen Mischen auf dem
Merck .
Magnetrihrer.
ad 50 mL | steriles A. bidest
i) 0,1M Tris/HCI pH 7,3 in DEPC
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
1,21 g Tris (Pufferan, > 99.9% p.a.) Sigma Alle Komponenten
mischen und mit HCI auf
ca.5 mL | konzentrierte Salzsaure (25%) Roth einen pH-Wert von 7.3
einstellen. Lagerung bei
ad 100 mL | DEPC-H,0 (s.u.) -20°C.
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j) DEPC-H,0O
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
2 mL | Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma Mischen und inkubieren fir
24h bei 37°C; danach
2 L steriles A. bidest autoklavieren.
k) 20x SSC-Puffer
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
88,23 ¢ Natriumcitrat Sigma Alle Komponenten
mischen und auf einen pH-
17529 ¢ Natriumchlorid Merck Wert von 7 einstellen; tber
Nacht inkubieren; danach
1 L Steriles A. bidest autoklavieren.
1 ml | DEPC-H,0O
) 1x PBSM-Puffer
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
1 ml | 1 M Magnesiumchlorid 81,4 g Magnesiumchlorid
in 400 ml DEPC-H,0
2 Tb | PBS Tabletten Sigma |6sen.
Alle Komponenten
200 ml | DEPC-H,O mischen und im
Kuhlschrank aufbewahren.
m) 10x TNMT-Puffer
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
1211 g Tris HCI Alle Komponenten
mischen und auf einen pH-
58,4 ¢ Natriumchlorid Wert von 7.5 einstellen;
Uber Nacht inkubieren und
417 ¢ Magnesiumchlorid danach autoklavieren.
Nach dem Erkalten 5 ml
1 L DEPC-H,0 TritonX zugeben.
5 ml | TritonX Merck
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n) Citratpuffer

Menge Reagenz Hersteller Anleitung
7 ml | Stammldésung A Stammlésung A: 4,2 g
Citronensauremonohydrat
41 ml | Stammlésung B in 200 ml Aqua Bidest
I6sen.
Stammlésung B: 29,41 g
. Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
500 ml | A. bidest in 1 L Aqua Bidest I5sen.
Alle Komponenten
mischen.
0) 4% Paraformaldehyd
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
20 g Paraformaldehyd Komponenten unter
Erhitzung auf 60°C rihren;
500 ml 1x PBSM-Puffer auf pH—Wert 7.0 einstellen;
Portionsweise Lagerung
bei -20°C.
p) Denhardt Reagenz (BFP)
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
200 mg | bovines Serumalbumin (2%) NEB Alle Komponenten
mischen und Aliquots
200 mg | Ficoll 400 (2%) Serva herstellen.
200 mg | Polyvinylpyrrolidon (2%)
10 ml | DEPC-H,O
q) 2% Glycin Losung
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
200 mg | Glycin Merck Komponenten mischen.
100 ml | PBSM-Pufer
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r) 20% Glycerol Losung

Menge Reagenz Hersteller Anleitung
15 ml | 99,5% Glycerol Roth Komponenten mischen.
60 ml | DEPC-H,O
s) Levamisol
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
1 ml | 1M Levamisol 2,4g Levamisol in 10ml 1x
NTB-Puffer I6sen; zu 1ml
200 ml | 1x NTB allqouotleren; Lagerung bei
-20°C.
Komponenten mischen.
t) 3% Wasserstoffperoxid
Menge Reagenz Hersteller Anleitung
54 ml | 30%iges Wasserstoffperoxid Alle Komponenten
mischen.
6 ml | Methanol
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b. Reagenzien

Reagenz

Hersteller

SP6-RNA-Polymerase

Promega, Heidelberg, Deutschland

T7-RNA Polymerase

Promega, Heidelberg, Deutschland

10x DIG-RNA Labeling Mix

Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland

10x PCR Gold Buffer

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

ABC-Standard-Kit Peroxidase

Biologo, Kronshagen, Deutschland

AEC-Peroxidase-Substratkit

Biologo, Kronshagen, Deutschland

Agarose FineRes

Bioline, London, UK

Anti-DIG-Fab-Antikorper

Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland

Ampicillin-Natriumsalz, 1%

BioChemica uber AppliChem,
Darmstadt, Deutschland

APAAP-Kit

Dako, Hamburg, Deutschland

APES (3-Aminopropyl-triethoxysilan)

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

bovines Serumalbumin (BSA)

New England Biolabs, Ipswich, Boston,
MA, USA

DAB-Peroxidase-Substratkit

Biologo, Kronshagen, Deutschland

D-(+)-Glucose

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

DNase |, recombinant, 10 U/L

Roche Uber Invitrogen Ltd., Paisley, UK

EcoRI

New England Biolabs, Ipswich, Boston,
MA, USA

Eosin G-Losung, 0.5% wassrig

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Essigsaure, 99-100% zur Synthese

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethanol ROTIPURAN®, >99,8%, p.a.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Disodium, analytical grade

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Ficoll® 400, molecular biology grade

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Formalin, 36.5-38% molecular grade

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Formamid, deionisiert

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

GeneAmp® dNTP blend, 10 mM

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

Glycin

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

Glycerol, > 99,5%, Ph.Eur. wasserfrei

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

GoldAmplitag® Polymerase

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

Hamalaunldsung, sauer, nach Mayer

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
(IPTG)

Appligene Oncor Lifescreen, Watford,
UK

LB-Agar-Medium, Kapseln

Bio101 Inc., Vista, CA, USA

LB-Medium, Kapseln

MP Biomedicals, Irvine, CA, USA

Lithiumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid fur PCR, 25 mM

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

MultiScribe® Reverse Transcriptase,
5 U/L

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

Methanol

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid, Platzchen

Merck GmbH, Darmstadt, Deutschland

NBT-BCIP-Farbelosung

Roche, Mannheim, Deutschland

Nco | restriction enzyme, 10000 U/mL

New England Biolabs, Ipswich, Boston,
MA, USA

Not | restriction enzyme, 10000 U/mL

New England Biolabs, Ipswich, Boston,
MA, USA

OneShot®TOP10 Chemically Competent
E.coli

Invitrogen Ltd., Paisley, UK

Paraformaldeyhyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS Tabletten

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

pCRII® TOPO® TA Cloning Vector

Invitrogen Ltd., Paisley, UK

Pikrinsaure

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm,
Deutschland

Proteinase K

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Quantitas 50bp-2kb DNA Leiter

Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland
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Random Hexamers, 50 mM

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

RNase Inhibitor, 20 U/L, 2000 U

AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA

RNase Inhibitor 40 U/L, 2500 U

Ambion Uber AppliedBiosystems, Foster
City, CA, USA

Salzsaure, konzentriert 25%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

S.0.C. Medium

Invitrogen Ltd., Paisley, UK

SYBR® Green | nucleic acid gel stain

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

TRIS Pufferan®, > 99.9% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TritonX

Merck, Darmstadt, Deutschland

Trizma® Base, > 99,9%

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Vitro-Clud®

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Wasserstoffperoxid 3%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

XGal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
galactosid)

Invitrogen Ltd., Paisley, UK

Xylol ROTIPURAN®, > 99,8% p.a.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Yeast Extract

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

c. Verbrauchsmaterialien und Geréate

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Einmal-Kulturrohrchen, 14 mL mit Deckel

Greiner BioOne tUber MAGV,
Kremsmiinster, Osterreich

FilterTip 0,5-10uL, 0-20uL, 0-100uL, O-
200uL, 0-1000uL

Nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland

MembranSlide 1.0 PEN

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Microseal ,B’ Adhesive Seals, optical

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Multiplate™ 96-Well PCR Plates

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

MicroTube 500

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Mineraldl, fur die Mikrobiologie

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Multi®-Reaktionsgefal 650uL, 2mL

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Multi®-SafeSeal® Tubes 1.7mL

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR Tubes 650uL

Nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland

Petrischalen mit Nocken, Polystyrol,
steril, & 90 mm

Nunc Uber Thermo Fischer Scientific,
Langenselbold, Deutschland

Pipettenspitzen gelb 200ul, blau 1000uL

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

QIAamp DNA Micro Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAprep Spin Miniprep Kit No. 27104

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Micro Kit, FFPE Tissue Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Rohrchen, 50 mL, PP, konischer Boden

Greiner BioOne gber MAGV,
Kremsmunster, Osterreich

SuperFrost Objekttrager

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

TwistTop Vials 1.5mL, TwistTop Vial

Sorenson BioScience Inc., Salt Lake

Caps City, UT, USA
plitraAmp PCR Plate, low profile Sorenson BioScience Inc., Salt Lake
City, UT, USA

UV-Klvette mikro, 8.5 mm Zentrums-
hoéhe

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Gerate

Hersteller

Agagel Mini Horizontal Gel
Electrophoresis

Biometra, Gottingen, Deutschland

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brutschrank mit Ruttelplatte

WTB Binder, Tuttlingen, Deutschland

CFX96™ Real-Time PCR Detection
System

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

CFX96™ Manager Software Version 1.6

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

DakoPen

Dako, Hamburg, Deutschland

EG 1160 Einbetter

Leica, Solms, Deutschland

Frigocut AM 2800

Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland

PALM MicrBean System mit PALM Robo
Software

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

inoLab pH-Meter

WTW, Weilheim, Deutschland
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Mikrowelle, Privileg 8020

Quelle, Firth, Deutschland

MR3003 Magnetruhrer mit Heizfunktion

Heidolph, Schwabach, Deutschland

PowerPac Basic Power Supply

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

PowerPac 200 Power Supply

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Reax Control Vortexer

Heidolph, Schwabach, Deutschland

SM 2000R Mikrotom

Leica, Solms, Deutschland

T3 Thermocycler

Biometra, Gottingen, Deutschland

TB1 Thermoblock

Biometra, Gottingen, Deutschland

UVsolo Transilluminator

Biometra, Gottingen, Deutschland

UVlidoc

Biometra, Gottingen, Deutschland

Variomag Electronicruhrer

Variomag Uber Thermo Fischer
Scientific, Langenselbold, Deutschland

Zentrifuge Hettich Mikro 120

Hettich iber MAGY GmbH, Rabenau,
Deutschland
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