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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Wsuehung der Funktion des humanen
TSPY wahrend der Keimzellentwicklung im postnatalemd adulten Testis und der
Embryonalentwicklung anhand einESP¥transgenen Mausmodells.

Zu diesem Zweck wurden spermatogenesedefizieR&PYtransgene Kit" /Kit" -
Mé&nnchen und als Kontrollen nicht transgene NM®RY/Kit""-Mannchen generiert. Bei
der histologischen Analyse der Hoden und Nebenhwderb8 adulte SPY¥Kit " /Kit" -
und 38 NMRIKit"Kit"-Mannchen wieseMSP¥transgene und nicht transgene Kit-
defiziente NMRI-Mannchen einen partiellen Spermataserescue des Kit-defizienten
testikularen Phanotyps auf. In den Testes WSPY¥Kit"YKit"*-Mausen waren im
Vergleich zu NMRIKit"YKit""-Kontrollen in signifikant mehrTubuli seminiferi
pachytane Spermatozyten prasent und hochsignifikestir Tubuli seminiferivon TSP¥
transgenen Mannchen im Vergleich zu den Kontrollett runden bzw. elongierten
Spermatiden ausgestattet. Nach einer Verpaarumgseai mindestens drei Monaten
generierten 14,28% aller verpaart&€®P YtransgenerKit" /Kit"-Mannchen (n = 28)
Wirfe, wahrend keines der verpaarten Kontrollméaengm = 18) fertil war. Nachdem ein
fertiles TSPY-Kit"Kit""-Mannchen zum Aufbau eindiSP¥transgenen Kit-defizienten
Mauslinie eingesetzt wurde (LBSPY-Kif"VKit"") zeigte sich, dass der beobachtete
partielle Spermatogenese- und Fertilitatsrescue raduzierter Penetranz auf die
mannlichen TSP¥transgenen Kit-defizienten Nachkommen Ubertragard.wUm zu
untersuchen, ob der partielle SpermatogeneseresauESP ¥transgenen Kit-defizienten
Mannchen durch einen frihen postnatalen prolifeeatiund/oder Apoptose-protektiven
Effekt des Transgens auf die frihen Keimzellen mgdiwar, wurden verschiedene
postnatale Altersstadien spermatogenesedefizierlf@P Ytransgener Kit"V/Kit"V*
Mannchen und nicht transgener NMRiEYKit""-Kontrollen generiert (4,5 dpp,
15,5 dpp und 30,5 dpp) und die Testes mittels TUMEEays und aktivierter Caspase 3-
bzw. Ki67-Immunhistochemie untersucht. In keinem aealysierten postnatalen Stadien
waren die Unterschiede in der testikularen Keinagelptose- und -proliferationsraten bei
TSP¥transgenen und nicht transgenkit /Kit"*-Mannchen signifikant. Prapubertére
30,5 Tage alteTSPY¥Kit""Kit""-Mannchen zeigten allerdings eine héhere Anzahl

meiotischer Keimzellen als die nicht transgenentkaien.



Zusammenfassung

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Spermatagemed Fertilitatsrescue b&SPY
transgenen Kit-defizienten Mannchen durch einerfliSa des humanen TSPY auf die
frihe testikularen embryonalen Keimzellen bedingt,wvurden 14,5 und 17,5 dpSP¥
transgene Embryonen der Linieg(TSPY)9Jshnund des Auszuchtstammes NMRI als
Wildtypkontrollen auf eine proliferative und anp@ptotische Wirkung von TSPY
wahrend der embryonalen Keimzellentwicklung hin ewsticht. TSPY wurde vorab
spezifisch in Gonozyten und Praspermatogonien irstebe der TSPY¥transgenen
Embryonen beider Altersstadien immunhistochemisabhgewiesen. Die Analyse der
Keimzellapoptose- undproliferationsraten in den embryonalen Testes mitl@JNEL-
Assays und Caspase 3- bzw. Ki67-Immunhistochemigalerkeine signifikanten

Unterschiede zwischenSP¥transgenen und nicht transgenen Embryonen.

Schlagworter: TSPY, transgenes Mausmodell, Spegeatsedefizienz



Abstract

Abstract

The purpose of this thesis was to investigate thetfon of human TSPY during germ cell
development in both postnatal and adult testesaégsalduring embryonic development by
using aT SPYtransgenic mouse model.

In an attempt to pursue the desired purpose, spegeresis-deficienT SPYtransgenic
Kit""Kit"" mice and non-transgenic NMRKiit""/Kit"¥ mice were generated as controls.
A partial spermatogenic rescue of the Kit-deficieagticular phenotype was observed in
TSPY transgenic and non-transgenic Kit-deficient NMRIcen when the testes and
epididymides of 58 adulTSPY¥Kit"VKit"" and 38 NMRIKit"Kit"" males were
analyzed histologically. There were significantlyonatubuli seminiferiwith pachytene
spermatocytes in testes ®BPYKit" /Kit"" mice in comparison to NMRKdt" Kit"
controls. Also, a higher number of thaskuli seminifericontained round and elongated
spermatids inTSPYtransgenic males compared to that of the con{fference highly
significant). After a mating period of at leastadrmonths 14.28 % of all matd®PY
transgenicKit" Kit"" males (n = 28) generated offspring, whereas ndniaeo mated
control males (n = 18) was fertile. One ferfi&PY-Kit'VKit"" male was used for the
generation of a'SPYtransgenic Kit-deficient mouse line (IBPY-Kif"/Kit"™") and it
was observed that the partial rescue of spermagsigeand fertility was transmitted with
reduced penetrance to the maBPYtransgenic Kit-deficient offspring. To investigate
the partial spermatogenic rescueli@PYtransgenic Kit-deficient males is due to an early
postnatal proliferative and/or apoptosis-protectffect of the transgene on early germ
cells, several postnatal stages of spermatogedefisent TSPY transgenicKit"/Kit""
males and non-transgenic NMRIt"Kit"" controls were generated (4.5 dpp, 15.5 dpp
und 30.5 dpp). Testes were analyzed by TUNEL aagsdyactivated Caspase 3 and Ki67
immunohistochemistry, respectively. None of thelyred postnatal stages showed any
significant differences in testicular germ cell ppogic and proliferation rates between
TSPY transgenic and non-transgenidt™ /Kit"" males. However, 30.5-day-old pre-
pubertalTSPYKit"V/Kit"" males showed a higher number of meiotic germ te#s the
non-transgenic controls.

In an effort to investigate if the observed resofispermatogenesis and fertility T6PY
transgenic Kit-deficient males is due to an infleemf the human transgene on the early

testicular embryonic germ cells, 14.5 and 17.5 dmbryos of theTf SPYtransgenic line



Abstract

Tg(TSPY)9Jshrand of the NMRI outbred strain as wildtype contnelsre examined with
respect to a proliferative or anti-apoptotic effe€tTSPY during embryonic germ cell
development. TSPY was specifically detected immistobhemically in gonocytes and
prespermatogonia in testesT®PYtransgenic embryos of both stages. The analydiseof
germ cell apoptotic and proliferation rates in eyomic testes by TUNEL assay and
Caspase 3 and Ki67 immunohistochemistry, respdgtiwhowed negligible differences

betweenT SPYtransgenic and non-transgenic embryos.

Key words: TSPY, transgenic mouse model, spermatxsie deficiency
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Einleitung

1 Einleitung

Die embryonale Gonadenanlage der Saugetiere istichsh indifferent. Ebenso sind die
primordialen Keimzellen bis zur gonadalen Expressiadles Y-chromosomalen
geschlechtsdeterminierendeé®R¥Gens von bipotentem Charakter. Durch d&®R¥
Expression in den Sertoli-Vorlauferzellen der Unaggdleiste (beim Menschen ab der
sechsten Embryonalwoche, bei der Maus ab Tag H,Embryonalentwicklung) wird die
Differenzierung der indifferenten Gonadenanlage Zimstis induziert, in deren Verlauf
neben der Differenzierung der somatischen Vorlaedénien zu Sertoli- und Leydigzellen
auch die Differenzierung der einwandernden Urkelleme zu mannlichen
Praspermatogonien stattfindet (Koopmah al, 1990; Wehner und Gehring, 1995;
Hanleyet al, 2000; Albrecht und Eicher, 2001). Bei der waiterEntwicklung dieser
Keimzellen zu befruchtungsfahigen Spermien im Laufer Spermatogenese und
Spermiogenese ist ebenfalls eine Reihe von Y-chsomalen Genen von Bedeutung
(siehe z.B. Review von Burgoyne, 1998).

Unter den bisher identifizierten 45 funktionelleer@n auf dem kleinen, akrozentrischen
Y-Chromosom des Menschen befindet sich auchTéssis-spezifische Protein, Y-kodiert
(TSPY. Diese Y-chromosomale Genfamilie ist bei Saugetikonserviert und im Testis
und der Prostata exprimiert.

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung aerdssion und Funktion des humanen

TSPYanhand eines transgenen Mausmodells.

1.1 Das humane Y-Chromosom

Die Gonosomen des Menschen sind aul3erordentlicerdmorph. Wahrend das
submetazentrische, euchromatin-reiche X-Chromosét Mb DNA umfasst und 1098
Gene beherbergt (Ross al, 2005), tragt das kleine, akrozentrische Y-Chrsomo (siehe
Abbildung 1-1) mit 58 Mb nur 2-3% zum haploiden §érgenom bei (Strachan und Read,
1996). Zudem weist es in grof3en Teile genetiscitaag mittel- bis hochrepetitives
Heterochromatin auf (Strachan und Read, 1996; Graz@02, 2004), welches aus sich
wiederholenden Einheiten verschiedener Langen IvestEingeteilt werden dieser
Bereiche in vier Blocke. Die Blocke DYZ1 und DYZ2finden sich am distalen Ende des
langen Chromosomenarms (Yq). Ihre Ausdehnungen sidviduell verschieden und

15
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spielen fir die méannliche Entwicklung und Fertilik&ine Rolle (Cooke und McKay 1978;
Cooke et al. 1983). Der Block DYZ3 umspannt das Zentromer @mthalt alphoide
Satelliten-DNA (Tyler-Smithet al, 1988). Der vierte Block, DYZ4 (synonym auch als
DYZ5 bezeichnet), befindet sich am proximalen Edde kurzen Chromosomarms (Yp)
und variiert in seiner Lange ebenfalls individueDie 20-40 sich tandemartig
wiederholenden Sequenzeinheiten von jeweils 20,4ddmen sich Uber eine Lange von
540 bis 800 kb erstrecken (Tyler-Sméhal, 1988, 2008).

Eine Rekombination zwischen dem X- und Y-Chromosaéhrend der mannlichen
Meiose findet ausschliel3lich an den distalen Ertg=nkurzen (Yp) und langen (Yq) Arms
des Y-Chromosoms, den sog. pseudoautosomalen Regi#ARs) statt (Ciccodicola
etal, 2000). Die humanen PARs der Gonosomen zeiger &@-fach hohere
Rekombinationsrate im Vergleich mit dem Rest desddes. Die PAR1 an der Spitze des
kurzen Chromosomenarms des humanen Y-Chromosomshbesis 2,6 Mb. Es wird
angenommen, dass die X-Y-Paarung in dieser Regiomrmlest bei Mensch und Maus
eine kritische Funktion fur die Spermatogenese(Batgoyneet al, 1992; Matsudat al,
1992; Mohandast al, 1992). Mit einer Lange von nur 320 bp ist dienfamne PAR2 an der
Spitze von Yq sehr viel kleiner als die PAR1. Di&R2 zeigt eine sehr viel geringere
Paarungs- und Rekombinationsfrequenz als die PARA ist fur die Fertilitat nicht
entscheidend (Kvalogt al, 1994; Li und Hame,995; Kuhlet al, 2001).

Bisher wurden in den Y-chromosomalen PAR1- und PARBionen 28 funktionelle Gene
identifiziert, welche der dosiskompensierenden Xkhvierung entgehen, z.T. flr
Haushaltsproteine kodieren und ein ann&hernd seboerologes Pendant auf dem X-
Chromosom besitzen (Mangs und Morris, 2007).

Der erheblich groRere Teil des Y-Chromosoms ist den meiotischen Rekombination
ausgeschlossen und wird atale-specific region of the Y chromosofisY) bezeichnet.
Die MSY umfasst ca. 95% des gesamten Y-Chromosbmesrhalb der MSY wurden 27
proteinkodierende Gene oder Genfamilien identifiziedie durch die fehlende
Rekombination eine Tendenz zur Degeneration auéme{Skaletskyet al, 2003). Die
Einteilung dieser Gene erfolgt in zwei Klassen (Laimd Page, 1990). Die erste Klasse
beinhaltet 21 X-Y-homologe Gene mit je einem nisbBguenzidentischen Homolog auf
dem X-Chromosom (Skaletslat al, 2003, Delbridge et al., 2004). Sie werden zI$. a
Relikte des autosomalen Vorlauferchromosoms angeselaus welchem sich die
Gonosomen der Saugetiere entwickelt haben (Ohr&,)19

Die zweite Klasse der MSY-Gene umfasst sechs Gelanohne entsprechendes X-

16



Einleitung

Homolog. Dieser werden ausschlie8lich im Testisriexiprt und liegen als multiple
Kopien auf dem humanen Y-Chromosom vor. Es wirdeangimen, dass diese Gene
urspringlich von autosomalen Paralogen stammten dbdr Transposition und
Retroposition auf das Y-Chromosom Ubertragen wu(tiazeyratet al, 1999). Demulti
copy-Status entstand vermutlich sekundar durch Genékgtlon, welche solche Gene der
MSY-Region favorisierte, die Einfluss auf die Spataogenese bzw. Spermiogenese
hatten.

The human Y chromosome

phenotype

sex
determination

Gonadoblastoma

spermatogenesis

disturbance Siatur

male specific region (MSY)

spermatogenesis
disturbance

spermatogenesis
disturbance
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des humaneY-Chromosoms.Veréandert nach Lahn und Page
(1997) und Lau (1999). Dargestellt sind die Geng lde@manen Y-Chromosoms auf dem
kurzen (pter) und dem langen Arm (qgter). Die Psautlissomalen Bereiche PAR1 und
PAR2 (gelb dargestellt) beinhalten Gene mit annitheequenzhomologen Pendants auf
dem X-Chromosom (hellblau, rechts). Die Einteiludgr male-specific region of Y
chromosomgMSY) erfolgt in 43 Deletionsintervalle (1A1A big). Den verschiedenen
Deletionsintervallen zugeordnet sind einerseits -Kémologe Gene mit nicht
sequenzidentischem Homolog auf dem X-Chromosomn(glitiks) und testisspezifisch
exprimierte Gene ohne X-Homolog (rot, Mitte). DefSPYHauptcluster im
Deletionsintervall 3C ist mit einem weillen Kastchehervorgehoben. Die

Deletionsintervalle 4B und 7 (grau dargestellthaiten Heterochromatin.

1.2 Das Y-Chromosom der Labormaus

Bei der Mehrzahl der klassischen Inzucht- und Aabstdmme der Labormaus handelt es
sich um Hybride mit unterschiedlichen Genomanteilen Mus musculus musculusius
musculus domesticusnd Mus musculus castane@8lorwaki, 1994; Wadeet al, 2002).
Das Y-Chromosom l&sst sich bei 75% aller Inzuchtsté@ vomMus musculus musculus
Typ ableiten, die restlichen 25% weisen ein Y-Chseom vom Mus musculus
domesticuslyp auf (Bishopet al, 1985; Moriwaki, 1994).

Die murinen und humanen Y-chromosomalen pseudoam@ien Regionen sind sehr
divergent. Alle bisher fir den Menschen beschriebeYi-chromosomalen Gene der PARs
sind bei der Labormaus, soweit vorhanden, auf Aarws lokalisiert (Palmeet al,
1997). In der murinen PAR1-Region befindet sich feimktionellesStsGen, das fir eine
Steroidsulfatase kodiert und ein orthologes Psemwdoguf dem kurzen Arm des
menschlichen Y-Chromosoms aufweist (Graseal., 1998).

Das Y-Chromosom der Labormaus wird in zwei groResiBbe eingeteiltSpy (auf Yp)
beinhaltet putative Gene fur die Spermatogeneskrend die Regiosmy(auf Yq und in
der perizentrischen Region) vier im multi-copy 8satvorliegende putative Gene fir die
Spermiogenese enthalt (Burgoyeteal,, 1992; Sutcliffeet al, 1989; Bishop und Mitchell,
1999, Reynaret al, 2009).

Das SpyDeletionsintervallSxP umfasst 900 kb und sieben funktionelle X/Y-homelog
Gene, Zfy2-Dffry-Dby-Uty-Eif2y-SmcyUbelyZfyl, sowie zwei Pseudogen&spy und
Arhay-p2 (Mazeyratet al, 1998). Proximal vorZfy2 gelegen befindet siclsry, der
Testis-determinierende Faktor (Koopnetral, 1990), welcher in Interaktion mit putativen

tda-Genen f{estis-determining autoson)aldie regelrechte Testesausbildung initiiert
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(Albrechtet al, 2003), jedoch bei der Maus nicht streng tegtezgisch exprimiert wird.
Transkripte vorSry konnten mittels RT-PCR wahrend der Embryonalerikiving (11-19
Tage post-coitum im embryonalen sowie im adulten Gehirn (im Diguitaon,
Mesencephalon und Cortex) nachgewiesen werden (Mg, 2000). Proximal vorsry
auf Yp sind mindestens 25-50 Kopien vBbmylokalisiert (Mahadevaialet al., 1998).
Die Expression vonUbely Zfyl, Zfy2 Rbmy, Dffryund Y353/B ist ausschlief3lich
testikular, wahrend die Ubrigen Gene ubiquitar ew@rt werden (Ehrmanet al, 1998;
Mazeyratet al, 1998).

Bis auf Eif2s3yund Ubelywurden fir alle murinen Y-chromosomalen Gene degeu
Arms orthologe Gene auf dem humanen Y-Chromosomhgeagiesen (Bishop und
Mitchell, 1999). WahrendEIF2)Y und UBEL1Yim Laufe der Evolution deEutheria bei
den Primaten verloren gingen, persistieren die Xablogen auch heute noch (Ehrmann
et al, 1998; Mazeyraét al, 1998). Im Gegensatz zu den humanen orthologeriGalie
sich Uber einen 30 Mb-Bereich auf Yp und Yq des &woem Y-Chromosoms verteilen,
sind die entsprechenden murinen Homologe auf diggrgrische Region des murinen Y-
Chromosoms konzentriert. Ein Beispiel syntenischdomologie zwischen Y-
Chromosomen verschiedener Ordnungen der Saugetigrésentieren die Gem¥FRY -
DBY-UTY des humanen Deletionsintervalls 5C einerseits uededtsprechenden Gene
Dffry-Dby-Uty des murinen Deletionsintervalixr andererseits (Mazeyratal., 1998).
Kirzlich identifizierten Fergusoet al. (2009) zwei weitere GenélRal2Y und AKO06152
auf dem kurzen Arm des murinen Y-Chromosoms aufiedesSxP-Deletionsintervalls.
Beide Gene werden testisspezifisch, bevorzugt er8atiden exprimiert und zeigen eine
verstarkte testikulare Transkription in Mausen MBY(g-Deletionen. Es sind mindestens
zwei KopienAK006152auf dem murinen Yp prasent, die mindestens drenExind zwei
Introns beinhalten. Bislang wurde kein X-chromos®aoder autosomaleSK006152
Homolog im Mausgenom identifiziert. Im GegensatzA006152ist H2al2Y (Histone
2A-like y-linked intronlos und in mindestens zwei Kopien orgasrisH2al2y codiert fur
ein neues Histon der H2A-Superfamilie und besitzitiple verwandte Gene auf dem
murinen X-ChromosomH2all), sowie ein einzelnes verwandtes autosomales @én a
dem murinen Chromosom Bi2al2). Auch die X-chromosomalen und das autosomale Gen
dieser Familie zeigen eine spezifische Expressmo®permatiden. Dies deutet auf eine
Rolle der kodierten Proteine bei der Reorganisatinod Neuverpackung des Genoms in
reifenden Keimzellen hin. (Fergusenal., 2009).

Die MSYQ-Region (langer Arm des Y-Chromosoms ohieepseudoautosomale Region)
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der Maus ist vornehmlich aus hochrepetitiven DNAxBzen zusammengesetzt und in
den meisten Zelltypen transkriptionell inaktiv (Bgc et al, 1989; Fennellyet al., 1996;
Navin et al., 1996; Nishiokaet al, 1986, 1992, 1993 a, b; Simpson 1997). Deletianen
dieser Region beeintrachtigen die Spermienentwitklu (Spermiogenese) und
Spermienfunktion, u.a. durch abnormale Entwicklugs Spermienkopfes, wobei das
Ausmald der Storungen je nach Grol3e der Deletiomestavon Teratozoospermie und
reduzierter Fertilitdt bis hin zu kompletter Infitét (Conway et al, 1994; Moriwaki
et al, 1988; Styrnat al, 1991a, b, 2002; Sudt al, 1989; Toureet al, 2004; Xianet al,
1992).

Bisher wurden vier Gene auf dem langen Arm des maariY-Chromosoms identifiziert.
Die in multiplen Kopien vorliegend8styGenfamilie {-linked spermatogenesis specific
transcript synonym alsy353/Bbezeichnet) wird testis-spezifisch in runden Spéidea
exprimiert und hat wichtige Funktionen fur die Sp&ndifferenzierung und -funktion.
Neben derSstyGenfamilie wurden kirzlich noch zwei weitere imulti-copy Status
vorliegende Gene auf dem langen Arm des Maus-Y-@bsoms identifiziertSly und
Asty(Touré et al., 2005). Digly-Genfamilie Sycp3like Y-linked) kodiert fiir ein Protein
mit Homologie zu den Chromatin-assoziierten PraeiXIr und Xmr, welche von den X-
chromosomaleiXlr/XIm Genfamilie kodiert werdersly-Transkripte werden von multiplen
Loci auf MSY(q kodiert und werden abundant im TestiSpermatiden exprimiert (Touré
et al, 2005).

DasAstyGen besitzt ein annédhernd sequenzidentisches Hgnaalf dem X-Chromosom
(Touréet al, 2005).Astywird u.a. in Spermatiden transkribiert, es istratberzeit noch
unklar, ob die prozessierfstymRNA auch translatiert wird (Touet al, 2005).

Das Orly-Gen Oppositely-transcribed, rearranged locus on tHea¥f Yq setzt sich aus
partiellen Kopien der bekannten Yq-Ge®styl(Exon 1, Exon 2 und ein Teil von Exon 3),
Asty(Exon 2 bis Exon 4) un8ly (Exon 1 und Exon 2 und Teile von Intron 2) zusamme
wobei dasSstytGenfragment inAntisenseOrientierung vorliegt (Elliset al, 2007). Die
Promotorregionen voissty und Sly sind dabei erhalten geblieben, liegenaintisense
Orientierung zueinander vor und ermoéglichen eirtiréktionale Transkription de®rly-
Gens. Die chimare Struktur deSrly-Genlocus ist beispiellos und ermdglicht die
Transkription desSenselranskripts Orly und des Antisenselranskripts Orlyos die

innerhalb des murinen Testis spermatidenspezigégphimiert werden (Elligt al, 2007).
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1.3 Dastestis-specific protein, Y-encod€dSPY)

TSPY (testis-specific protein, Y-encodedist eine heterogene, Y-chromosomale
Genfamilie, die eine Konservierung bei daazentalen SaugeliEutherig aufweist. Seit
der Entdeckung des humang8PY¥Gens im Jahre 1987 (Arnemaenal, 1987; Dechend
et al, 2000, Kricket al, 2003) wurden orthologe Genfamilien in vielenzglatalen Linien
charakterisiert: in weiteren Primaten wie Mensclfena Lemuren (Zhanget al, 1992;
Kim et al, 1996) und Makaken (Jakubicz&tal, 1993), inArtiodactylen(Paarhufer) wie
Rind, Schaf, Ziege und Schwein (Jakubicekal, 1993; Vogelkt al, 1997a und 1997b;
Vogel und Schmidtke 1998, Verkaat al, 2004), inPerissodactyler{Unpaarhufer) wie
dem Pferd (Manzet al 1998) und inRodentia (Nagetiere) bei der Famili®uridae
(Langschwanzmause) (Voget al, 1998a; Mazeyrat und Mitchell, 1998, Dechezical,
1998, Karwackiet al, 2006). Bei Saugern wierototheria (Kloakentiere) undvietatheria
(Beuteltiere) ist dief SP¥Konservierung bislang noch ungeklart. Im South@iot- wurde
eine Kreuzhybridisierung einer humang&8PY¥cDNA-Sonde mit weiblicher genomischer
Beuteltier-DNA als autosomale Lokalisation gewe(Blbridgeet al, 1997).

Die genomische Organisation varsPY variiert. Bei Mensch und Rind liegiSPY als
repetitive Genfamilie vor. Besonderheiten weisemgbgen die Nagetiere auf. Wahrend
Mus plathytrixebenfalls einenulti-copy Organisation zeigt, besitzen andere Spezies des
SubgenudMus wie die Labormaus lediglich unikalespyGene, welche zu Pseudogenen
degeneriert sind (Schubest al, 2000a, b). In der Ratte wiederum ist daspy immer
noch funktionell und liegt in zwei Kopien vor (Denid et al, 1998; Mazeyrat und
Mitchell, 1998).

Tspyorthologe Gene konnten Uberdies im Genom von HamstiGenusMesocricetul
und Sandméusen (Genlderioneg identifiziert werden (Karwacket al, 2006). Das
gTspy(Gerbil-Tspy) liegt auch bei der mongolischen Raans Meriones unguiculatys
als degeneriertes Pseudogen wsmgle-copy Status vor. Karwackiet al (2006)
identifizierten sechs Mutationen, welche die Kodiey und das SpleiRen dedspy
beeintrachtigen und jede fur sich fur einen Fumdiw@rlust desgTspy ausreichend
gewesen waren. Diese Mutationen unterscheidenvsithtommen von den Nonsense- und
SpleiBmutationen, welche zum Funktionsverlust desiman TspyGens gefuhrt haben
(Schubertet al, 2000a, b). So ist defspyGenlocus wahrend der Nagerevolution
mindestens zweimal unabh&ngig voneinander degeneri®ie Organisation und

Expression desTspy(Hamster-Tspy) ahnelt sehr denen der funktionaitimologen Gene
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im Primaten- und Rindergenom. Das Hamg&tepy ist in multiplen Kopien mit
funktionellen Mitgliedern und Pseudogenen organisidie testisspezifisch exprimiert
werden (Karwacket al., 2006).

Die genaue Funktion, Regulation und Evolution @8P¥Genfamilie ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt noch weitgehend ungeklart. Die evolutren&onservierung des Testis-
spezifischen Proteins, Y-kodiert bei den rezentlazentalia und die abundante
Expression voriTSPYim Testis deuten jedoch auf eine wichtige Funktiagthrend der
Spermatogenese hin. Der derzeitige Stand der RamgcHasst eine Rolle in der
Proliferation und/oder meiotischen Differenzierudey Spermatogonien vermuten.

In den folgenden Abschnitten wird eine Ubersicht diér diese Arbeit relevanten

orthologen Gene des Menschen und der Maus gegeben.

1.3.1 Das humaneTSPY (hTSPY)

TSPYwurde erstmals 1987 von Arnemash al beschrieben. Arnemanet al. (1987)
isolierten den genomischen Subklon pJA36B2 aus @esmidklon cos36 und wiesen die
transkriptionelle Aktivitat des isolierten Gens testikularem Gewebe nach. PJA36B2
stellte sich als Derivat eines Pseudogens herangzvieiterTSPYLokus wurde drei Jahre
spater durch die Isolierung des testikulareS8PY¥cDNA-Klons pJA923 identifiziert
(Arnemannet al, 1991). Dieser Klon wies eine 92%ige Sequenzhogielau pJA36B2
auf.

1992 isolierten Zhanget al den genomischen Klon cY-231. Dieser detektierte i
Northern-Blot mit humaner testikularer RNA speafisein 1,3 kb Signal und zeigte
Uberdies im Southern-Blot ein Y-spezifisches Hyisi@tungsmuster. Durch ein Screening
einer humanen testikularen cDNA-Bank mit dem gemschegn Klon cY-231 wurde der
TSPY¥cDNA-Klon Y-231 isoliert. Dieser besitzt eine 97§éi Homologie zu pJA923 und
detektiert im Northern-Blot spezifisch eine Bandenvi,3 kb. Uber Sequenzvergleiche
zwischen c¢Y-231, VY-231 und pJA923 konnte die Stiokteiner TSPY¥
Transkriptionseinheit aufgedeckt werden. Eine solBlinheit umfasst 2791 bp und setzt
sich aus 6 Exons (531, 78, 112, 146, 82 und 21Qihg) Introns (606, 128, 100, 106, und
692 bp) zusammen (Zhamg al, 1992; Schniederst al, 1996). Allerdings entspricht die
Transkriptvariante Y-231 nicht der Mehrheit déSPY¥Transkripte, da sie Uber die
Nutzung einer alternative SpleiRakzeptorsequenzergah wird, welche sich 11 bp
strangabwaérts in Exon 5 befindet (Schniedets al, 1996). Das pradominierende
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Transkript, alsTSPY®® bezeichnet, wurde 1996 von Schniedetsal identifizierten.
Dieses umfasst 1159 bp und kodiert fir ein Polyidegin 308 Aminosauren.

Die Organisation der heterogenE8P¥Genfamilie ist im humanen Genom einzigartig: sie
ist die bisher groRte bekannte, sich tandemartigd@rholende proteinkodierende
Genfamilie (Skaletsket al, 2003; Tyler-Smith, 2008). Sie ist innerhalb 88Y (male-
specific region of the Y chromosomauf dem Y-Chromosom lokalisiert, wobei der
Hauptteil derTSP¥Kopien auf Yp im Deletionsintervall 3C liegt (TSRY. Je einTSP¥
Mitglied ist im Deletionsintervall 3C als konstiiwer Bestandteil von DYZ5 in
tandemartig repetitiven Sequenzabschnitten von RB,4ingebettet (Manet al, 1993;
Skaletskyet al, 2003). Pro Genom existieren 20-40 DYZ5-Einheitdie jeweils eine
TSP¥Kopie beherbergen (Tyler-Smitit al, 1988; Tyler-Smith, 2008). Neben diesem
Hauptcluster bestehen noch mindestens zwei wditaceauf Yp, welche als TSPYB und
TSPYD bezeichnet werden, sowie drei Loci auf Yq RYE, TSPYE und TSPYF)
(Dechendet al, 2000; Rattiet al, 2000). DieTSP¥Kopienzahl variiert beim gesunden
Menschen interindividuell zwischen 23 bis 64 Kop(®gppinget al, 2006). In infertilen
Mannern wurde allerdings von Vodicla al. (2007) eine signifikant héhere Anzahl an
TSPY¥Kopien  detektiert. ~ Zwischen den  einzelnen  funktiten TSPY
Genfamilienmitgliedern existieren Sequenzuntersshigon 1% auf kodierender Ebene
und innerhalb der Promotorregion; unter Einbezighwon Pseudogenen (z.B. pJA36B2),
die auch prasent sind, betragt die Nukleotiddivergeis zu 10% (Vogel und Schmidtke,
1998). Die genomische Variabilitat spiegelt sickslaauf der Ebene der bislang aus Testis
und Prostata isolierteRSP¥Transkripte wider (Dechenrgt al, 2000; Lawet al, 2003). Es
ist bisher nicht bekannt, ob alle funktionell@®P¥Kopien exprimiert werden. Bislang
wurden 18 verschiedenESPY¥Transkriptvarianten identifiziert, die sich im $fmuster
und/oder ihrer Sequenz unterscheiden (Zhahgal, 1992, Schniederet al 1996;
Dechend, 2000; Laet al, 2003; Liet al, 2007; Schubereét al, 2008). Sechs dieser
Varianten wurden kirzlich von Schubettal (2008) in Hoden von androgeninsensitiven
transgeneM SPYAr™ Mannchen der Maus beschrieben. Ihre biologischieB®ing und
ein mogliches Vorkommen beim Menschen sind nochlauniDer PrototypTSPY&"
kodiert fir ein Protein mit einem apparenten Molakgewicht von 35 kDa, welches
posttranslational durch Phosphorylierung modifizianrd und sich im Western-Blot
Uberwiegend als 38,5 kDa-Phosphoprotein darst8tthifiederset al, 1996, Lauet al,
2003).
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TSPY wird abundant im Testis und zu einem geringereneiAnn Epithelzellen der
Prostata exprimiert (Schniedegs al, 1996, Lauet al, 2003). Bereits in 14-40 Wochen
alten humanen fetalen Testes konnte TSPY in Prdsgegonien und Gonozyten Uber
Immunhistochemie nachgewiesen werden (Honeekal, 2004a). Im adulten Testis stellt
sich TSPY immunhistochemisch keimzellspezifisch4dgtoplasma von Spermatogonien,
primaren Spermatozyten und runden Spermatiden3tdm{ederset al, 1996; Kido und
Lau, 2005). Einige Spermatogonien zeigen ebenfiais Nukleoplasma eine TSPY-
Immunfarbung (Schniederst al, 1996). Das von Schniedees al (1996) eingesetzte
Antiserum 837/3 erkennt 149 Aminosduren des N-teaten Proteinbereichs. Die von
Kido und Lau (2005) generierten monoklonalen Amfdes richten sich einerseits gegen
die N-terminalen Aminosauren 1-150 (Klon #2) undexerseits gegen die in allen TSPY-
Isoformen vorhandenen C-terminalen Aminosauren3@ {Klon #7) des TSPY-Proteins.
Wahrend Klon #2 &hnlich dem Antiserum 837/3 vorerall Spermatogonien und in
geringerem Malde auch primare Spermatozyten detekéigibt sich beim Einsatz von
Klon #7 neben einer spermatogonialen und sperm@teay Farbung auch eine
Markierung runder Spermatiden (Kido und Lau, 200bfs auf das Vorhandensein
spezifischer Transkripte in den Spermatiden hineteut

Die Expression vod SPYlasst sichn vitro tiber Androgene stimulieren (Lau und Zhang,
2000). Bei der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP kennach Androgenapplikation eine
Hochregulierung defTSP¥Expression beobachtet werden. Eine Hochregulierdag
TSPY¥Expression zeigten auch Singét al. (2008) in der androgen-unabhangigen
Prostatakarzinomzelllinie LNCaP-C81, die é&mvitro-Modell fir das spate Stadium der
Prostatakarzinomentwicklung mit assoziierter Horomabhangigkeit darstellt. Dasari
et al. (2002) demonstrierteim vitro eine Regulierung déerSP¥Transkription tlber DNA-
Methylierung in LNCaP- und ND1-Zelllinien. Auch Gagheret al. (2005) zeigten fur die
parentale humane Melanomzelllinie WM793, dassTd® ¥ Transkriptionin vitro durch
Methylierung reprimiert werden kann.

Uber einerScreeneiner murinen fetalen gonadalen cDNbrary mittels der Yeast-Two-
Hybrid-Methode identifizierten Kido und Lau (2008) den kawyontischen
Translationselongationsfaktor eEF1A als moglichendBngspartner von TSPY. EEF1A
ist essentiell fur die Elongationsphase wahrend Rteintranslation. Kido und Lau
(2008) wiesen eine Co-Lokalisation und Interaktison TSPY und eEF1A in co-
transfizierten COS7-Zellen nach, sowie eine Co-Eggpion von TSPY und eEF1A in

testikularen Keimzelltumoren. Uberdies zeigten diezss TSPY und eEF1A synergetisch
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die Expression von einem Luciferase Reportergervariibergehend co-transfizierten
HEK293-Zellen  verstarken. Die Autoren schlossen adsr dass TSPY
wachstumsfordernde Funktionen ausibt, indem es rggtigch mit eEF1A die

Proteinsynthese stimuliert.

1.3.2 Das muride Tspy(mTspy)

Ein TSPY¥orthologes Gen bei der Labormaidus musculuswurde 1998 von zwei
Arbeitsgruppen beschrieben (Voget al., 1998a; Mazeyrat und Mitchell, 1998). Uber
Sequenzvergleiche verschiedener genomischer Klowetestikularer cDNA-Klone des
Maus-TspyGens (ntspy, einer Metaphasen-FISH-Analyse sowie quantitafeeithern-
Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass es $ehmTspy um ein single-copy
Pseudogen auf dem kurzen Arm des murinen Y-Chromsswandelt (Vogett al.,1998a,;
Mazeyrat und Mitchell, 1998). DurcNonsenséMutationen in den Exons 1, 2 und 5,
welche Stopcodons in allen drei Leserahmen zur é~digben, kann dasTspy kein
funktionelles Transkript generieren. Ebenso ist 8pteillmuster desaTspyabweichend
von denen der humanen und bovinen funktionellehdagen. Durch eine Mutation in der
SpleiRakzeptorsequenz von Intron 3 (GTGA) sowie einer 24 bp-Deletion am Ubergang
Intron 1/Exon 2 ergibt sich ein aberrantes Spleiftaien, bei dem die Exons 1, 2, 5 und 6
in denmtspyTranskripten erhalten bleiben, die Exons 3 undletdings herausgespleil3t
werden. Aus diesen Transkripten kann KEBPY¥homologes Protein erzeugt werden (der
langste durchgangige offene Leserahmen umfasst mihadsauren), weshalbspy bei
Spezies des SubgenMisis als Pseudogen klassifiziert wird (Schulegral, 2000).
Schubertet al (2000) zeigten, dass die Evolution des murifgpyeine Momentaufnahme
des allmahlichen Verfalls einer Y-chromosomalen f@enilie innerhalb der MSY-Region
widerspiegelt. Die Degeneration zum Pseudogen ibhg&wsMus erfolgte wéahrend der
Murinae-Evolution nach der Abspaltung dénfus-plathytrixLinie vor 4 Mio. Jahren
(Schubertet al, 2000a, b) vom gleichnamigen Genus. Bei allerengnichten Arten des
SubgenudMus (M. boodugaM. cervicolor, M. spretusundM. macedonicusliegt Tspyals
unikales Pseudogen vor. Funktionelle Homologe kemnhingegen bei der Gattung
Apodemus(A. flavicollis A. sylvaticus A. agrariug und in Mus plathytrix (Subgenus
Pyromys$ identifiziert werdenMus plathytrixbesitzt ebenso wie Mensch und Rind eine Y-
chromosomale, heterogene, repetitivespy-Genfamilie mit funktionellen als auch
nichtfunktionellen Mitgliedern. DasApodemuslspy hingegen stellt ein funktionelles
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aTspyGen imsingle-copyStatus dar, welches testisspezifisch exprimiertd wWschubert
et al, 2000a, b).

Unabhangig von dem oben beschriebenen Degenert@gsis vor ca. vier Mio. Jahren
hat vor ca. 22 Mio. Jahren nach der AbspaltungGlerbillinae (Rennmause) von den
Muridae ein weiteres Mal ein natlrlicher Funktionsverldsts TspyGens wahrend der
RodentiaEvolution stattgefunden (Karwackt al, 2006). Ahnlich wie beMus plathytrix
ist Tspybeim Goldhamster als repetitive, sequenzheteroGaméamilie mit funktionellen
und nicht funktionellen Mitgliedern organisiert utestisspezifisch exprimiert.

Das Tspy der Laborratte Rattus norwegicys das rTspy, wurde 1998 von zweli
Arbeitsgruppen charakterisiert (Decheetdal, 1998; Mazeyrat und Mitchell, 1998). Bei
der Ratte liegiTspyals funktionell konserviertes Gen in zwei Kopiasf dem Ratten Y

Chromosom vor.

1.3.3 Die TTSN-Superfamilie

Alle TSPY-Isoformen haben zumindest einen Teil ei@nservierten, Cyclin-B-
bindenden und/oder Histon-bindenden, ungefahr 1®MnAsduren umfassenden Domane,
der SET/NAP-Domane, gemeinsam (Li und Lau, 20083s® wurde benannt nach ihrer
ursprunglichen Identifizierung im humanen SET-Omnkidgin Guppressor of variegation,
enhancer of zeste and Trithojaxnd im NAP-1 Qucleosome assembly prote{ifsuchiya
et al, 1995; Vogelet al, 1998). Die SET/NAP-Proteine sind strukturell wandt und
haben eine groRe Bandbreite biologischer Funktioneme Zellzyklusregulation,
Chromatinorganisation, Transkriptionsmodulation, er8idrezeptor-Coregulation und
Histone-Chaperone (Adachat al, 1994; Kellogget al, 1995; Estanyokt al, 1999;
Compagnonet al, 2000; Chaet al, 2001; Seet al, 2001; Canelat al, 2003; Ozburet
al., 2003; Gamblest al, 2005; Kandilci and Grosveld, 2005; Vertal, 2005; Kido and
Lau, 2006).Durch ihre Homologie zueinander werden die SET/NABteine TSPY
(synonym auch als TSPY1 bezeichnet), das X-Hom®BBX (synonym als TSPY-like 2,
DENTT oder CDA1 bezeichnet; Delbridgéal, 2004), die TSPY-like Proteine (synonym
auch als TSPYL1 und TSPYL3-6 klassifiziert) (Voget al, 1998b), das humane
Onkoprotein SET (von Linderet al, 1992, Adachet al, 1994, Nagatat al, 1995, Shin
et al, 1999) sowie NAP1 (Ishimi und Kikuchi, 1991) zur
TSPY/TSPY-like/SET/NAP 1(TTSN)-Protein-Superfamizesammengefasst (Vogel und
Schmidtke, 1998).
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Das human@ SPXund das murin@spxsind strukturell und in ihrer Lokalisation naherde
SMCXGen evolutionar hoch konserviert. Sie zeigen eigquitédre Expression und
unterliegen der X-Inaktivierung. Die Konservieruegnes X-Homologs vorTSPY bei
Mensch und Maus und die chromosomale NaheT&RXGens in beiden Spezies zum
SMCXGen werden als Indizien dafur gewertet, dassT&RY/TSP>Genpaar ein Relikt
des urspriinglichen autosomalen Vorlauferpaaresaist, dem sich die Gonosomen der
Mammalia entwickelt haben (Delbridget al, 2004). Wahrend das Y-chromosomale
Homolog im Laufe der Evolution eine mannlichspexfie Funktion bei der
Spermatogenese  akquirierte, behielt das X-chromakom Homolog seine
.Haushaltsgenfunktion® bei und wurde Gegenstand dednaktivierungssystems
(Delbridgeet al, 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass eine UberexpressionTSPX oder SET zu einer
Verzdgerung bzw. einem Stillstand des Zellzykluder G/M-Phase fuhrt (Chaet al,
2001; Canelaet al, 2003; Kellogget al, 1995). Dagegen beschleunigt eim8PY¥
Uberexpression die Proliferation voriibergehendsfiaierter HelLa-Zellen durch einen
schnelleren @M-Ubergang (Oramet al, 2006). Es wird postuliert, dass diese
zellzyklusregulierenden Eigenschaften der Mitglreder TTSN-Proteinfamilie durch eine
direkte Interaktion mit den mitotisch aktiven Typ@yclinen vermittelt werden. Li und
Lau (2008) zeigten, dass TSPY und TSRX vitro Cyclin B1 binden, welches
entscheidend auf die,®-Transition des Zellzyklus einwirkt. TSPY vermagvitro und

in vivo die Kinaseaktivitat des Cyclin B1-CDKdyclin-dependent kinasg-Komplexes zu
stimulieren, wohingegen TSPX einen reprimierendenfl&ss auf die Cyclin B1-CDK1-
Funktion ausubt. Die Inhibition der Kinaseaktivitis Cyclin B1-CDK1-Komplexes wird
durch den sauren Carboxylschwanz von TSPX und SEmittelt, welcher TSPY fehlt
(Li und Lau, 2008).

1.3.4 Onkogenes Potenzial des TSPY und Keimzelltumore

TSPY wird eine mogliche Rolle bei der Entstehung Yamoren zugesprochen. Eines der
Indizien daflr ist eine nachweisbar starke Expogssin malignen testikularer
Keimzelltumore und ihren Vorlauferstadien. So wirlPYim testikularen Carcinom-
situ-Stadium (CIS; Schniederst al, 2005) exprimiert, dem Vorlauferstadium invasiver
Seminome und Nonseminome, sowie im Gonadoblastordebrand et al, 1999;
Kersemaekerset al.,, 2005 Lauet al, 2000), dem benignen Vorlauferstadium der
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dysgenetischen Gonade, das sich vornehmlich zumeimealignen Dysgerminom
entwickeln kann (Kersemaekestal.,2005). EineT SP¥Expression lasst sich aul3erdem in
testikularen Seminomen (Lauet al, 2000) und intrakranialen testikularen
Keimzelltumoren und in einigen Dysgerminomen nadbere (Hoei-Hanseet al, 2006;
Kersemaekerst al.,2005). In Non-Seminomen hingegen wir8PYnur minimal oder gar
nicht exprimiert (Li et al., 2007). Uberdies wiféPYauch in anderen malignen Geweben
exprimiert, wie dem hepatozellularen Karzinom ueddNierenzellkarzinom bei Mannern
(Yin et al, 2005), im Prostatakarzinom (Hildenbraed al., 1999; Lauet al, 2003;
Schniedert al., 1996) und im humanen Melanom (Gallagkeial, 2005). TSPYwurde
durch Deletionsmapping in die Gonadoblastom-indeneée Region auf dem humanen Y-
Chromosom gemappt und gilt als der wahrscheinkcKsindidat fir deiGBY-Locus, dem
gonadoblastoma locus on the Y chromos@hseichiyaet al, 1995.) Diese Annahme wird
auch durch einen starken Expressionsnachweis V8RY in den dysgenetischen
Keimzellen unterstutzt (Cookt al, 2006). Ein Gonadoblastom ist ein maligner Tunhar
dysgenetischen Gonade von Frauen mit 46,XY-Karyotyger Y-chromosomalen
Mosaiken, der mit einer Wahrscheinlichkeit ven30% entsteht (Verp und Simpson,
1987). TSPYwird auch stark in dysgenetischen Gonaden voreRat mit testikularer
Feminisierung (TFM, Karyotyp 46,XY, durch Androgesistenz weiblicher Phanotyp;
siehe auch 1.5.3) exprimiert, die ein erhdhteskRisiner Carcinoman siti-Entwicklung
von 15-35% zeigen (Looijengat al, 2007). Aufgrund dieser Indizien wirdSPY als
Kandidatengen fUGBY gehandelt.

Neben defMSPY¥Expression in benignen und malignen Tumoren undLdge innerhalb
der GBY-Region sprechen noch weitere Indizien fir eineaiiug onkogene Rolle von
TSPY. Dazu gehdrt zum einen die relativ hohe Homgielovon TSPY zu dem
ProtoonkogerSET (Schniederst al, 1996). Oranet al (2006) erzielten in athymischen
Nacktmausen, denen sie subkuta®PY Uberexprimierende transfizierte Hela- und
NIH3T3-Zellen impften, ein im Vergleich zu den Koolten beschleunigtes
Tumorwachstum. Zudem flihrte eine ektopis@t8P ¥YExpression in transfizierten Hela-
Zellen zu einer Hochregulierung von Onkogenen witivachstumsférdernden Genen und
Zzu einer Hemmung von apoptotischen Genen und Zdligynhibitoren (Oramet al,
2006).

28



Einleitung

1.4 Spermatogenese der Maus

Wahrend bei der Oogenese weiblicher Saugetiere Gisamtzahl der weiblichen
Keimzellen schon wahrend der Embryonalentwicklueggdelegt wird, lauft die mannliche
Spermatogenese kontinuierlich wahrend des gesaadidten Lebens ab.

Bei den Saugetieren sind die Gonaden und deren UBAwgiinge wahrend der
Embryonalentwicklung  bipotent angelegt. Erst durcbie Expression des
geschlechtsdeterminierenden G&RYfindet die geschlechtsspezifische Differenzierung
der indifferenten Gonadenanlage (Urogenitalleistef Testis statt (Wehner und Gehring,
1995). Diese Entwicklung setzt bei der Maus ab T@g post-coitum(dpc) ein, wahrend
der Expression des murin&mny-Gens (Bertaet al, 1990; Gubbagt al, 1990; Koopmann
et al, 1990; Sinclaiet al, 1990).

Primordiale Keimzellen (PGCs) sind in der Maus lsream Embryonaltag E6,5
vorhanden und immunhistochemisch anhand der Expres®n Plazentaler Alkalischer
Phosphatase (PLAP) und OCT3/4 nachweisbar (Su200l). lhre Entstehung aus
proximalen Epiblastzellen erfolgt durch Signale dasnachbarten extraembryonalen
Ektoderms (Lawsoret al, 1999; McLaren, 2003). An Tag E8,5 befinden sioh
entodermalen Dottersackepithel ca. 100 PGCs. Diesedern von Tag 9,5 dpc bis
12,5 dpc unter fortschreitender Proliferation ire dirogenitalleiste direkt neben der
Nierenanlage ein (Green, 1966; Edetyal, 1981). Gleichzeitig zu dieser Besiedlung der
Genitalleiste mit Urkeimzellen findet eine Eliminiag extragonadaler PGCs Uber BAX-
abhangige Apoptose statt (Stalloekal, 2003). Sobald die in der Medulla verbleibenden
PGCs von sich bildenden Sertolizellen umgeben suedden sie als Gonozyten bezeichnet
(Donovan et al, 1986), bei Kontakt mit der Basalmembran des pinen Tubulus
(Hodenkanal) hingegen als Praspermatogonien (Henetkal, 2004). Bei Abschluss der
Testisdifferenzierung befinden sich etwa 5000 Rrémptogonien zusammen mit Sertoli-
Vorlauferzellen in den Hodenkanalchen. Das Inteusti wird von einer grof3en Anzahl
fetaler Leydigzellen besiedelt. Nach einer Profifemsphase von einigen Tagen nimmt
die mitotische Aktivitat der Praspermatogonien ahd sie arretieren schlie3lich ab Tag
E16 bis zur Geburt in der prameiotischegi®-Phase des Zellzyklus (Vergouwenhal,
1991). Degenerierende Keimzellen werden von denetsgden Sertolizellen phagozytiert
(de Kretser, 1993).

Ab dem dritten postnatalen Tag differenzieren di&spermatogonien, welche in Kontakt

mit der Basalmembran stehen, zu undifferenziertgp A single (As) Spermatogonien
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(friher auch als A isolated bezeichnet, Huckins, 1971). Sie fungieren als
spermatogononiale Stammzellen (Brinster, 2002; Zhaw Garbers, 2002). Im
Tubuluslumen verbliebene Gonozyten gehen dagegéie iApoptose Uber (McLeaet al.,
2003).
Mit Beginn der Geschlechtsreife vollzieht sich inend Tubuli seminiferi (den
Hodenkandlchen) der Testes die zyklisch ablaufédpdermatogenese, welche bei der
Maus in 12 Stadien eingeteilt wird (Russei al, 1990). Funktionell wird dieser
unidirektionale Prozess in drei Phasen unterteilt:
1) die mitotische Proliferationsphase, in der die 8m@#ogonien eine hohe
Teilungsrate haben,
2) die Meiosephase mit der ersten und zweiten Rdii@g, in der das genetische
Material der primaren Spermatozyten halbiert ukdmabiniert wird,
3) die Spermiogenese, in der sich die haploiden rigeden zu reifen,
befruchtungsfahigen Spermatozoen entwickeln.
Ab dem sechsten Tag der postnatalen Entwicklungnbeg die Typ A Spermatogonien
sich asymmetrisch zu teilen (Mc Leat al, 2003). Aus dieser Teilung geht einerseits
wieder eine As-Spermatogonie und andererseitsgypeA paired (A pr) Spermatogonie
hervor. Letztere teilt sich dichoton in zwei Typ &igned (A al) Spermatogonien
(De Rooij und Grootegoed, 1998; De Roeji al, 1999). Uber interzellulare Briicken
bleiben die Apairedund die AalignedSpermatogonien in Verbindung. Aus demligned
Spermatogonien entstehen durch Weiterdifferenzgeiiyp A1 Spermatogonien, die sich
wiederum zu Typ A2 bis Typ A4 Spermatogonien ddfezieren. Aus der Teilung der Typ
A4 Spermatogonien entstehen eine intermediare uedeweine Typ Al Spermatogonie.
Die intermediare Spermatogonie teilt sich in zwgpTB Spermatogonien, welche sich
anschlieBend in je zwei préleptotdne Spermatozigien. Diese gehen am Tag 11 der
postnatalen Entwicklung in die Prophase der ersterotischen Reifeteilung (Meiose 1)
Uber. Darin durchlaufen die primaren Spermatozytereinem zeitintensiven Prozess
nacheinander das leptoténe, zygotane, pachytanalipimtane Stadium, woran sich in
rascher Folge die Metaphase, Anaphase und Telo@resslieRen. Daraus gehen zwei
sekundéare Spermatozyten hervor, die allerdings kouzlebig sind und schnell in die
zweite meiotische Reifeteilung (Meiose Il) UbergehBie daraus resultierenden haploiden
runden Spermatiden bleiben durch Plasmabriickennaitder verbunden (Russel, 1990).
Die Dauer der meiotischen Phase betragt bei dersMalil0 Tage. Fir die sich daran

anschlieBende Spermiogenese, in der sich die rumddrefruchtungsfahige elongierte
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Spermatiden umgestalten, werden nochmals 14 Tag#ige In dieser Differenzierung ist
das Spermatidenchromosom einer sehr starken Koati@msunterworfen. Zahlreiche
Organellen und Zytoplasma werden in Residualkérpegeschnirt und ein Flagellum und
Akrosom ausgebildet. Wahrend dieser Spermiogerdsdzen und ernahren Sertolizellen
die sich differenzierenden Spermatiden. AulRerdeaggphytieren die Sertolizellen einen
Groldteil des von den Spermatiden abgestof3enen IAgtops. Die hochdifferenzierten
Spermien werden vom Tubuluslumen durch peristhiéiscKontraktionen der
Tubuluswande zumRete testisund anschlieBend fir die weitere Reifung in die

Nebenhoden transportiert (Russel, 1990).

1.5 Kit-Defizienz

Der transmembrane Tyrosinkinaserezeptor Kit und $g@gjand SCF gtem cell factor
spielen eine fundamentale Rolle in der Hamatopdédsignogenese und Gametogenese. In
der Spermatogenese spielen Signale des Kit/SCleigsktine wichtige Rolle bei der
Proliferation, dem Uberleben und der Migration B&Cs sowie bei der Proliferation und
dem Uberleben der differenzierten Typ A SpermategunBei der Maus ist wahrend der
Embryonalentwicklung diec-kit-Expression (von 7,5 bis 13,5 dpc) z. T. mit der
Proliferations- und Migrationsphase der PGCs Ubpdad (Manovaet al, 1991).
Mutationen imW- (white spotting oderSkLocus Stee] kodierend fur SCF) inhibieren die
Proliferation und Migration der primordialen Keiniee und fihren zu einer drastischen
Reduktion der Anzahl der PGCs in der Gonadenan|Rgssell, 1979; Chabat al,
1988; Geissleet al, 1988; Dolciet al, 1991; s. Abbildung 1-2).
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Abbildung 1-2:  Histologie von Testis und Epididyms eines adultenKit""/Kit"*-M&nnchens. HE-
gefarbte Technovitschnitte eines Testis (A, 100 87 200x) und eines Nebenhodens
(C, 100x und D, 200x) eines 5 Monate altiit"/Kit""-Mannchens. Die Hoden zeigen
keine Keimzellen Uber die Stufe der Spermatogorigraus, und die Nebenhoden

enthalten keine Spermien.

Der Kit-Ligand SCF wird entlang des Migrationspfadger PGCs von Mesenchymzellen
und in Sertoli-Vorlauferzellen in den embryonaleen@alleisten exprimiert (Matswt al.,
1990). Pescet al (1997) zeigten, dass die Kit/SCF-Interaktion @&lliultur zur Adhasion
der PGCs an somatische Zellen beitragt. Co-Kultuwven PGCs und Sertolizellen
bestatigten, dass PG@svitro nur in Anwesenheit dé8CFRexprimierenden Sertolizellen
Uberleben und proliferieren konnen. In Abwesenhdieser SCFRexprimierenden
Sertolizellen gehen PGCs in die Apoptose Uber (Detcal, 1991; Godinet al, 1991;
Matsuiet al, 1991).

Die c-kit-Expression setzt nach der Geburt wieder am Tag$ partum(dpp) ein. Im
juvenilen Maustestis wirct-kit abundant in Typ A Spermatogonien, in interstitiale
Leydigzellen und zu einem geringeren Ausmald in Bygspermatogonien exprimiert
(Manovaet al, 1990; Sorrentin@t al, 1991; Yoshinagat al, 1991; Ohteet al, 2000).
Der von Sertolizellen gebildete SCF ist notwendigr fdas Uberleben und die
Differenzierung der Spermatogonien und wird in éesten zehn Tagen nach der Geburt
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verstarkt exprimiert (Manovat al, 1990, 1991, 1993; Rosst al, 1992). SCF existiert
entweder in l0oslicher Form oder an Sertolizellembengebunden. Ein zellprotektiver
Effekt von SCF setzt sich innerhalb des Testiszhislen pachytanen Spermatozyten fort,
die ebenfalls noch den Kit-Rezeptor exprimierennféntet al, 1998; Prabhwet al,
2006). Yanet al (2000) zeigten, dass SCF durch eine Hemmung gept#se auch in
diesen Zellen das Uberleben fordert.

Der Mechanismus, dber welchen das Kit/SCF-Systene dRroliferation der
Spermatogonien beeinflusst, wurde von Fenhgl. (2000) aufgeklart. Dabei ist vor allem
die PI3-K(Phosphatidylinositol 3'-Kinase)-Signalgely fir die spermatogoniale
Proliferation und Spermatogenese von besonderee®edg. Nach Stimulation des Kit-
Rezeptors durch SCF wird der rapamycin-sensitive8-KZAKT/mMTOR/p70S6K-
Signalweg rekrutiert, um die Expression von Cydli8 und die Phosphorylierung von
Retinoblastom-Protein (Rb) zu induzieren, was zuotiferation der Spermatogonien fihrt.
Die Bindung von SCF induziert die Phosphorylierwag Kit und die Bindung der p85-
Untereinheit der PI13-K an Kit, die wiederum Ubeveaesible Phosporylierung aktiviert
wird. Uber den wortmannin- und rapamycin-sensitivéignalweg erfolgt die
Phosphorylierung der p70S6kKk{osomal protein S6 kinas¢ durch SCF/Kit. An diesem
Vorgang ist AKT beteiligt, einelownstreanmKinase der PI3-K Signalgebung, die durch
aktiviertes PI3-K phosphoryliert und damit aktivierird. Aktivierte AKT phosphoryliert
und aktiviert p70S6K indirekt Uber einen wortmansénsitiven Signalwegia FRAP-
Kinase EKBP-12-rapamycin associated protgiauch bekannt als mTORnammalian
Target of Rapamycinpder RAFT-1 (apamycin and FKBP12 target))lund stellt damit
den Hauptvermittler zwischen SCF/Kit/PI13-K und p®8BSdar. P70S6K vermittelt
schlie3lich die Expression von Cyclin D3 und die o§thorylierung von Rb
(Retinoblastoma Protein), welche beide wichtig di@&n Fortschritt des Zellzyklus sind.
Cyclin D3 wird als Gen der frihen Antworedrly response gehaund als mdogliches
Hauptziel von SCF angesehen, welches den Fortsclu@r G/S-Phase von
spermatogonialen Zellen antreibt (Fezigal, 2000).

Eine verklrztetuncated Form desc-kit, dastr-kit, wird in Mausspermatozoen exprimiert
und I6st die Eizellaktivierung wahrend der Feréitisn aus (Settet al 1997, 1998).
Mutationen im murinerc-Kit-Gen sowie imSkLokus tee| kodierend fur SCF) fuhren
neben Anamie und einem farblosen Fell zu InfedtiliBei der spontanen Punktmutation
Kit""v handelt es sich um eine C-nach-T-Mutation im Natite2007. Diese fiihrt zu einer

Threonin-nach-Methionin-Substitution an Aminosawspon 660 innerhalb der
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zytoplasmatischen Region dieses Tyrosinkinase-Remepund damit zu einer
beeintrachtigten Rezeptoraktivitat. Wahrend hetggote C57BL/6XKitW '/J-Tiere eine
leichte makrozytische Anédmie und variable weil3e kBunm ansonsten schwarzen Fell
aufweisen (was dem Genlocus seinen NarDeminant white spottingserlieh), sind
homozygote mannliche und weibliche Tiere weil3, &denandmisch und infertil. Die
Mutation W-vwurde nach dem Genlocusl{ite spotting und nach den variablen Anteilen
(variable) weil3er Punkte im Fell heterozygoter Tiere benannt

Die Keimzellen homozygoteKit"""“Tiere entwickeln sich nicht und degenerieren.
Diese Degeneration wird begleitet von Apoptose, esdavird vermutet, dass Fas und p53
zusammenwirkend am Keimzelltod beteiligt sind (Oéttaal, 2003; Sakatat al, 2003).
Auch wahrend der normalen Gonadenentwicklung unan dersten postnatalen
Spermatogenesezyklus wird ein grofRer Teil der priaten Keimzellen und testikularen
Keimzellen durch Apoptose eliminiert (Rodriguez al 1997; Wanget al 1998). Im
adulten Maustestis beschrankt sich die apoptotisttienzelldegeneration tUberwiegend
auf die Spermatogonien (Blanco-Rodrigustzal, 1996). Sertolizellen kénnten das Fas-
System zur Regulation des Keimzellschicksals enesetEs wurde gezeigt, dass der Fas-
Ligand auf Sertolizellen exprimiert wird, wahreng denachbarten Spermatogoniess
exprimieren (Leeet al, 1997). Sakataet al (2003) folgerten aus Experimenten mit
Kit"V"""W~Fas”-Doppelmutanten, dass Kit-Signale die Fas-vermiteipoptose durch
Herunterregulierung defas-Expression in den Gonaden negativ regulieren.z8igten
iiberdies, dass digas-Expression in Kit-defizienteKit""-Spermatogonien heraufreguliert
ist. Sakateet al. (2003) postulierten, dass die HerunterregulierdagFas-Expression in
den Gonaden durch die Aktivierung des PI3K/Akt @lgreges infolge der Stimulation des
Kit-Rezeptors geschieht. Vermutlich werden inhibgoche Mechanismen der Fas-
vermittelten Apoptose durch multiple Signalmolekigenschliel3lich Akt und ERK
(Extracellular signal-regulated kinaseeeguliert, welche nicht nur den Expressionslevel
von Fas beeinflussen, sondern auch intrazellulé@gyeafvegevia Fas. Somit konnten Kit-
vermittelte Signale die Fas-vermittelte Apoptosehhinur durch eine Unterdriickung der
Fas-Expression, sondern auch durch eine Blockiemingzellularer Signalwegeia Fas
inhibieren (Sakatat al, 2003). Ohtat al (2003) vermuteten, dass zwei Zielkomponenten
des PI3-K/Akt-Signalweges, Bad und Caspase 9, arKdanzellapoptose in Kit/SCF-
Mutanten beteiligt sein konnten. Diese Transktipgfaktoren gehoéren der forkhead-

Familie an, welche vermutlich das Todessignal, Bas-Ligand und IKK reguliert, eine
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Kinase, die wiederum den KF-kB Transkriptionsfakteguliert. Diese Komponenten
unterscheiden sich von den Komponenten des p53&Bigges (Ohtat al, 2003).

Es wird vermutet, dass die p53- und Fas-Signalwetgraktiv, jedoch nicht abhéngig
voneinander sind (Sakagd al, 2003; Yinet al, 2002). Yinet al (2002) postulierten, dass
p53 separateownstreamKomponenten, u.a. auch Fas, zum Ziel haben kouleteFas-
Signalweg jedoch auch durch nicht-p53-Signale déisgenverden kodnnte. Solch ein

System kdnnte einen synergistischen Regulationsamesinus der Apoptose liefern.

1.6 Die TSPY-transgene MauslinieTg(TSPY)9Jshm

Der pseudogene Status deJspyermdoglichte die Generierung einef SPYtransgenen
Mauslinie. Das erstd SP¥transgene Mausmodell entstand 2003 durch Schbeat
mittels Pronukleusinjektion eines 8,2 kb groRen anemTSP¥Konstrukts in befruchtete
Eizellen des NMRI-Auszuchtstammes. Das verwendeiaskukt umfasste 2,95 kb des
humanen TSPY¥Promotors, das gesamteTSPY¥Strukturgen, sowie 2,45 kb des
3’-Bereiches. Nach Retransfer der injizierten Zggoin scheintréchtige Ammen konnten
unter den Nachkommen drEbunderidentifiziert werden. Wéahrend die zwei weiblichen
Founder lediglich eine autosomale Transgenintegration ohmeansmission an
Nachkommen aufwiesen, zeigte der einzige mannlichkeunder (M9) eine
keimbahnstandige Integration. Nach ihm ist diESPYtransgene Mauslinie als
Tg(TSPY)9Jshrbenannt. Die genomische Organisation des humaremsdens in dieser
Linie entspricht mit 40-50 Kopien auf dem distallegil des murinen Yq weitestgehend der
humanen Situation. Innerhalb des transgenen Twstiden diehTSPY¥Transkripte zudem
iiberwiegend nach dem SpleiRmuster des humad@PY™" gespleiRt. Das
gewebespezifische Expressionsmuster des  Transgems®s  zellspezifische
Expressionsmuster im transgenen Testis und dieldgigoder testikularen Expression des
Transgens entsprechen bei dieser Linie nahezu densahlichen MustefTSPYwird in
transgenen Mausen abundant im Testis und zu einenmggren Mal3e im Gehirn
exprimiert. Innerhalb des Testis beschrankt sicle dxpression vor allem auf
Spermatogonien und in geringerem Mal3e auf primdperrgatozyten und runde
Spermatiden (Schubeet al, 2003, Kido personliche Mitteilung). Das transgdi T SPY -
Protein liegt im Testis, ebenso wie beim Menschengder phosphorylierten Form mit
einem apparenten Molekulargewicht von 38,5 kDa oese Beobachtungen sprechen fir
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eine Konservierung wichtiger Faktoren dEBP¥Genregulation zwischen Mensch und
Maus.

Mit der Generierung dieser transgenen Mauslinie deuerstmals ein evolutionar
degeneriertes Pseudogen durch ein funktionellesoldg ersetztTSPYtransgene Mause
zeigen unter normalen physiologischen Bedingungemek sichtbaren transgenen
Phanotyp. Im Vergleich mit Wildtypmausen waren digpermatogenese und
Spermiogenese adulteFSPYtransgener Mause nicht positiv oder negativ dudels
Transgen beeinflusst. Schubettal. (2003) folgerten, dass unter normalen Bedingungen
das humane Transgen mit einem bisher unbekanntenenwrthologen oder homologen
Protein um die gleichen Interaktionspartner konlkuen konnte und es denkbar ware, dass
sich der transgene Phanotyp erst offenbart, wearSgermatogenese unter suboptimalen
Bedingungen ablauft.

In einem Versuchsansatz wurden dah&P¥transgene Insl3-defiziente Mause generiert.
HomozygotelnsI3” Knock-out-M&use (Zimmermanet al, 1999) entwickeln durch die
gestérte Gubernakulumentwicklung einen bilateraf@giptorchismus und sind infertil.
Insulin-like 3ist ein Mitglied dednsulin-like Hormonsuperfamilie (Adarat al, 1993). Bei
der Maus wird InsI3 gonadenspezifisch in ovarialen Thekazellen undiktdaren
Leydigzellen exprimiert (Zimmermaret al, 1999). Uber die Stimulation der Entwicklung
des Gubernaculum testisbeeinflusst Insl3 wahrend der Embryonalentwickludgn
Descensus testisdhrend der transabdominalen Phase (Zimmerneauah, 1999; Emmen

et al, 2000). Aufgrund der erhéhten Temperatur im akdafokalisierten Testis (bei der
Maus bedeutet das einen Temperaturunterschied B3 2Salmaret al, 1988) entsteht
eine Testisatrophie. Die Spermatogenese stagmektyptorchiden Testis in einem frihen
Stadium der Differenzierung und hat einen Spernmeategearrest auf Stufe der pachytéanen
Spermatozyten und damit Infertilitat zur Folge (Megnet al, 2002; Zimmermann, 1997).
Mittels der TUNEL-Methode ist eine 3- bis 5-fachh@&nte Apoptoserate detektierbar
(Zimmermann, 1997). Einen direkten Einfluss de$3lmsif die Keimzellentwicklung gibt
es nicht (Zimmermanret al, 1999; Nguyenet al, 2002). InTSP¥transgenen Insl|3-
defizienten Mausen wird SPY abundant in Spermatogonien und zu einem geringeren
Anteil in primaren Spermatozyten exprimiert (Schitb001). Bei der Untersuchung
verschiedener postnataler Altersstadien war beurdd 20 Tage altef SP¥transgenen
kryptorchiden Mannchen die testikulare Keimzelldize Vergleich zur nicht transgenen
InsI3-defizienten Tieren signifikant erhdht. Welter war bei 30, 45 und 52 Tage alten
TSPY¥transgenen Insl3-defizienten Mausen die testikulakeimzellspezifische
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Apoptoserate im Vergleich zu den nicht transgengtokchiden Kontrolltieren signifikant
erniedrigt (Hussein, 2005, Schubert personlichaeiliing). Diese Untersuchungen weisen
auf einen Einfluss de3SP¥Transgens auf die spermatogoniale Proliferatiod/aoher
meiotische Differenzierung hin und zeigen einen letign Apoptose-protektiven Effekt
des Transgens auf die Spermatogonien und primépamntatozyten im krytorchiden
Testis (Schubert, 2001; Hussein 2005).

Schubertet al. (2008) generiertefiSP¥transgenédr ™Méause, die durch eirfeameshift
Mutation im  X-chromosomalen Gen des Androgenrezepto(AR) eine
Androgeninsensitivitat bei hemizygoten Mannchemaigen (Charestt al, 1991). Beim
Androgeninsensitivitatssyndrom (AIS; friher alstitadare Feminisierung bezeichnet;
MIM #300068, #312300, Online Mendelian InheritarmieceMan), findet embryonal zwar
noch eine Differenzierung der Gonadenanlage zuntisTetatt, jedoch wird die weitere
Differenzierung zum mannlichen Phé&notyp durch diestgrte Testosteronwirkung
verhindert. Die Testes verbleiben im Abdomen bzenken sich maximal bis zur Leiste,
wahrend es durch die Ruckbildung der MillergangeAasbildung einer blind endenden
Vagina kommt. Alle nicht-Androgen-abhangigen Sediffdrenzierungen sind nicht
betroffen. Aus der Androgenresistenz resultieriztleh trotz 46,XY-Karyotyp und
normalem Serumtestosteronspiegel ein weiblichem&iyp, da alle Ubrigen weiblichen
Entwicklungsschritte ungestért sind. Die Spermategedefizienz, die beim AIS
beobachtet wird, ist héchstwahrscheinlich ein umdiseher Sekundareffekt des
Kryptorchismus (Lyoret al, 1970). Die Spermatogenese ist beim AIS auf defeSder
pachytdnen Spermatozyten arretiert. Schudteat. (2008) wiesen in den Testes ASPY-
Ar"™Mause ein aberrantes SpleiBverhalten des hum&s&Ynach. Zudem zeigte sich
eine 2-fach hochreguliertESP¥Expression in einigen Tieren. Es konnte jedochtnic
ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei um Effekt der Androgeninsensitivitat,
sondern der Heterogenitat der genetischen Hintedgrider TSPY-AF™ und TSPY
transgenen Méause handeln konnte. Die Testisgewweaiten in den transgenen Mannchen
signifikant erh6éht, und ein transgenes Mannchegteezine Spermatogeneseentwicklung
bis Uber die meiotische Prophase hinaus. Beim Mmmmscbesitzen Patienten mit
dysgenetischen Gonaden ein erhohtes Risiko von 3086cdie Entwicklung von
Keimzelltumoren (Gonadoblastoma, CIS und/oder iweasKeimzelltumoren). Bei
Patienten mit Androgeninsensitivitat liegt das Riseiner Keimzelltumorentwicklung bei
5-10% (Coolset al, 2006). Schuberét al (2008) konnten inTSPY-AF™Mause keine

Entwicklung von Keimzelltumoren beobachten. Allegh ist beschrieben worden, dass es
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bei Mausen nicht zu einer Ausbildung von SeminonteroNon-Seminoma kommt
(Lamet al., 2004; Oosterhuis und Looijenga, 2005). Die beotsehEntwicklung von
Leydigzelltumoren flhrten die Autoren auf den Higtendeffekt des genetischen NMRI-

Hintergrundes zurlck.

Mit der transgenen Mauslini@g(TSPY)9Jshnscheint nun ein geeignetes artifizielles
Tiermodell verfigbar zu sein, um die Regulationpiession und Funktion des humanen

TSPYnéaher zu untersuchen.

1.7 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Fumktdes humanen TSPY wahrend der
Keimzellentwicklung im postnatalen und adulten &esind der Embryonalentwicklung

anhand eine$SP¥transgenen Mausmodells zu untersuchen.

Zu diesem Zweck sollte das von Schubettal (2003) generiertel SPY-transgene
Mausmodell eingesetzt werden, um die keimzellspgetrieé Funktion von TSPY im Kit-
defizienten Testis zu analysieren.

Parallel sollte bei der transgenen Linieg(TSPY)9Jshndas Expressionsmuster des
humanen TSPY Transgens immunhistochemisch  wéahrend der  murinen
Embryonalentwicklung analysiert und die moéglicheP¥sFunktion bei der Proliferation

und Apoptose frither Keimzellen untersucht werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Agarose

Borsaure

Bovines Serumalbumin
Chloroform

Dulbecco’s PBS

EDTA

Eosin

Essigsaure, 96%
Ethanol, 96.4%
Ethidiumbromid
Formaldehyd

Glycerin, 87%
Hamatoxylin nacl@Gill
HPLC-Wasser
Isopropanol

IVF-Medium
Kaliumchlorid
M2-Medium
Magnesiumchloridhexahydrat
Mayers Hamalaunlésung
Methanol

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Di-Natriumhydrogenphosphat
NuSieve-Agarose
Orange G
Paraformaldehyd

Gibco BRL, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
PAA, Pasching
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer, Niedegland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Sigma Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
MediCult, Kopenhagen, Danemark
Merck, Darmstadt
Sigma Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Difco Laboratories, Detroit, USA
Sigma Chemie, Deisenhofen
J.T. Baker, Deventer, Niedegand
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Phenol

Pikrinsaure

Rotiplast

Salzsaure

SDS (Natriumdodecylsulfat)
SeaKem-Agarose

Shandon Xylene Substitute
Shandon Xylene Substitute Mountant
Technovit 7100

Technovit 3040

Tris

Triton-X-100
Wasserstoffperoxid, 30%
Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Serva, Heidelberg

Biozym, Hess. Oldendorf
Thermo Shandon, Dreieic
Thermo Shandogigich

Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim

Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim

Merck, Darmstadt
Serva, Feinbiochemika, Heidelberg

Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer, Niederlande

2.1.2 Biologische Substanzen und Enzyme

dNTPs

DNA-Marker:
1 kb-Leiter
PeqGOLD 50 bp Leiter

Antikorper:
Cleaved Caspase 3-Antikérper
(Asp 175)
Cleaved Caspase 3 (Asp 175)
Blockingpeptid
Anti-Ki67-Antikorper
Anti-EEF1A1-Antikorper
Peroxidase-Antiperoxidase-Komplex
(Kaninchen-PAP)
TSPY-Antiserum 837/3

Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
PeQLab Biotechnologie GmBHangen

New England Biol&cbwalbach

New England BioBbtiswalbach

NeoMarkers, Uber Thermo k&, Dreieich
ProteinTech Group, MancteesUK

DAKO, Hamburg
Insitut fir Humangenetik, Mddochschule
Hannover (Schniedeet al, 1996)
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TSPY-Antikorper Klon #2 und Klon #7 Yun-Fai Chrial, San Francisco, USA (Kido
and Lau, 2005)

Enzyme:
ExoSAP-IT(Exonuclease |, Alkalische

Phosphatase aus Garnelen) USB, Staufen
Proteinase K Merck, Darmstadt, Deisenhofen
Tag-DNA-Polymerase Qiagen, Hilden
RestriktionsenzyniNsil New England Biolabs, Frankfurt/Main
2.1.3 Kits
ApopTag Plus Peroxidase In Situ

Apoptosis Detection Kit Chemicon (Millipore), Schwalbach/Taunus
Peroxidase Substrate KIT DAB Vector Laboratories, Giber Camon, Wiesbaden
Vectastain Elite ABC Kit Vector Laboratories, tiber Camon, Wiesbaden

R.T.U.Vectastain Universal Quick Kit  Vector Laboratories, tber Camon, Wiesbaden

2.2 Materialien und Geréate

2.2.1 Gerate
Ausgiel3station AP 280-3 Microm, Heidelberg
Autoklav Jirgens, Hannover
Brutschrénke Heraeus Instruments, Harnau
Cleanbench Heraeus Sepatech, Osterode
Einbettautomat Hypercenter XP Shandon, Thermo8temreieich
Elektrophoresegeréte:
Horizon 58/11.14/20.25 Gibco-BRL, Eggestein
Miniprotean Il Biorad, Minchen

Geldokumentation:
Kamera CU5 Polaroid, Enschede

Bioprofil-Videosystem Vilber Lourmat, Uber Frob&lndau
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Heizbldcke:
Thermomixer5436
TB1 Thermoblock

Intelligent Heating Block

Mikropipetten (einstellbar)

Mikroskop

Mikrotome:

HM 335E
Polycat E

Mikrowelle

pH-Meter

Photometer Lambda 2

Photomikroskop BX 60

Schittelinkubatoren

Sterilbank

Thermocycler:

T3 Kombi, T3000, T Personal

UV-Transilluminator
Vortex Genie-Mixer
Waagen
Wasserbad
Zentrifugen:

Eppendorfzentrifuge 5415C

Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen

Gilson, Uber Abimeégngenfeld
Zeiss, Jena

Microm, Heidelberg
Reichert-Jung, Nusslach
Sharp Electronics, Hamburg
Jurgens, Hannover
Perkin Elmer, Vaterstetten
Olympus, Hamburg
Jurgens, Hannover

Heraeus Sepatech, Osterode

Biometra , Gottingen
Bachofer Laboratoriumsgerd&eutlingen
Janke & Kunkel, Staufen
Sartorius, Géttingen
GFL, Burgwedel

Eppendorf-Netheler-Hiamburg

Beckman L5-65 (Rotoren SW28, SW50.1),
Beckman J2.21 (Rotoren JA14, JA20) Beckman, Minchen

Biofuge A, Christ UJ1,

Variofuge RF (Rotor 2190)

Mikroliter-Zentrifuge

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen
Einmalhandschuhe
Einmalpipetten

Heraeus Sepatech, Od¢ero
Hettich, Tubingen

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig
Kimberly-Clark-Corporation, fesll, USA
Greiner Bio One, Frickenhausen
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Eppendorfspitzen
Falcon-Rohrchen

Faltenfilter

Hamburger Mappen
Histoform S

Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten (Glas)
Pasteurpipetten (Polystyrol)
Petrischalen
Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen

Reaktionsgefalle

Skalpelle, Praparierbesteck
Sterilfilter

Eppendorf, Hamburg
Greiner Bio One, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnbrecht
Macherey-Nagel, Diren
Jurgens, Hannover
Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig
American National Can, Greenwich
Brand, Wertheim
Brand, Wertheim
Becton Dickinson
Sarstedt, Nurnbrecht
Greiner, Frickenhausen;
Sarstedt, Nurnbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nurnbrecht
Jurgens, Hannover

Sartorius, Gottingen

2.3 Standardpuffer, -ldsungen und -medien

10x PBS: 0.8% (wi/v)
10 mM
0,02% (wi/v)

50x TAE: 2M
57,1%
0,05 M

10x TBE: 09 M
0,9 M
0,02 M

NacCl

Na2HPO4

KCI

pH 7,4 einstellen

Tris-HCI
Essigsaure
EDTA

Tris-HCI

Borsaure
EDTA
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10x TE: 100 mM
10 mM

Lysis-Puffer: 50 mM
100 mM

0,5% (w/v)

Probenladepuffer fir  30% (w/v)

Gelelektrophorese: nach belieben
Proteinase K-Puffer: 9,2 mM
150 mM

0,92 mM

0,5% (w/v)

Tris-HCI
EDTA
pH 8,0 einstellen

Tris-HCI

EDTA

SDS

pH 8,0 einstellen

Glycerol
Orange G ad Aqua dest.

Tris-HCI
NacCl
EDTA
SDS

pH 7,5 einstellen

2.4 Tiermaterial

Die Haltung und Behandlung der Versuchstiere erfolgntsprechend dem Deutschen
Tierschutzgesetz und den International Guiding dislas for Biomedical Research
Involving Animals. Alle Prozeduren wurden bei derstindigen Behodrde beantragt und
genehmigt. Mause des Stammes C57BIKBYY'/J wurden bezogen von The Jackson
Laboratory (Bar 000049).ie DHaltung der
C57BL/6JKitW"/J-Mause, NMRI-Wildtyp-Mause un@iSP¥transgenen Mause der Linie
Tg(TSPY)9Jshrarfolgte im Zentralen Tierlabor der MedizinischendHschule Hannover

Harbor, USA; Stammnummer

und in den Tierstallen des Instituts fur Humangiéndtr Universitat Gottingen in Gruppen
von je drei bis vier Tieren pro Kafig in einem Raunit kontrolliertem, zwoélfstiindigem
Hell-Dunkel-Rhythmus, 21+1°C Raumtemperatur undefre Zugang zu Wasser und
pelletierter Zuchtdiat (Herilan, Eggersmann, RimyelFir die DNA-Extraktion zur
Genotypisierung der Tiere wurde etwas Ohrgeweb@aoemnen. Zur Organentnahme
wurden die Tiere durch das Inhalationsnarkotikuwflisan (Baxter, Unterschlei3heim)

getotet.
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2.5 Computerprogramme

SPSS 17SPSS, Miinchen)

2.6 ReferenzsequenzenGenBankAccessiorNummern)

hTSPY(HumanesTSPY):M98524,

hTSPY mRNA: HSU58096,

hTSPY 5’ flankierende Sequenz: AF042176
TSPY'™°" U56096,

cY-231: M98524,

mtspy(Mausispy), genomisch: AF022800, AJ001379,
mtspy aberrant gespleif3tes Transkript: AJO01378
MausKit, mMRNA: Y00864, AY536430

WeitereAccessiorNummern werden explizit im Text genannt oder kénden jeweiligen

Literaturangaben entnommen werden.
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3 Methoden

3.1 Zuchtlinien der Labormaus

3.1.1 NMRI

Bei der Zuchtlinie NMRI (Nomenklatur Crl:NMRI(Hanler Labormaudvius musculus

handelt es sich um einen Albino Auszuchtstamm rolen Reproduktionsrate. Er ist
benannt nach dessen Herkunft aus dem Naval MeRes¢arch Institute (NMRI). Poiley
vom National Institute of Health (NIH) erhielt deesSwiss-Maus 1937 von Clara Lynch
und Ubergab sie spater an das Naval Medical Rdsdasttute. 1979 wurde diese Linie
vom Zentralinstitut fur Labortierzucht in Hannovéei Charles River Laboratories

eingefuhrt.

3.1.2 Tg(TSPY)9Jshm

Die TSPY¥transgene NMRI-LinieTg(TSPY)9Jshmvurde 2001 von Schubert (Schubert
2001, Schuberet al. 2003) mittels Pronukleusinjektion eines 8,2 klolign humanen
TSP¥Konstrukts in befruchtete NMRI-Eizellen generiddas Konstrukt enthielt 2,95 kb
der humanenT SP¥Promotorregion, das gesami&PY¥Strukturgen, sowie 2,45 kb des
3'-Bereiches. Benannt wurde die Linie nach dem rhémen Founder #9, welcher als

einziger der generiertdfoundereine Keimbahntransmission aufwies.

3.1.3 C57BL/6J und C57BL/6JKit""J

Die C57BL/6-Maus wurde 1921 von C.C. Little entwetikund 1948 bzw. 1981 bei The
Jackson Laboratoryzw. Charles River Laboratories eingefiihrt. Die anté¢ Inzucht-Linie
C57BL/6JKitW"/J  (Jackson Laboratories, Stammnummer 000049) trage
Spontanmutation inKit-Gen. Hierbei handelt es sich um eine C-nach-T-ktutaim
Nukleotid 2007, welche =zu einer Threonin-nach-Matim-Substitution an
Aminosaureposition 660 innerhalb der zytoplasmbhescRegion dieses Tyrosinkinase-
Rezeptors fuhrt. Heterozygote Tiere weisen variableiRe Punkte innerhalb des

normalerweise schwarzen Fells auf. Uberdies zeighese Tiere eine leichte
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makrozytische Andmie. Homozygote Tiere hingeged sil3, haben eine makrozytische

Anamie und sind infertil.

3.1.4 Etablierung der TSPY-C57BL/6J-Kit""/J Zuchtlinie

C57BL/6JKit""/J-Mause wurden von Charles River erworben. Inedidgsie wurde die
TSPYtransgene LinieTg(TSPY)9Jshneingekreuzt, um homozygofESPY-Kit' /Kit" -
Mannchen zu generieren. Da die Linig(TSPY)9Jshnauf einem NMRI-Hintergrund

erzeugt wurde, wurden als Kontrolltiere auch NM&i" /Kit"-Mannchen generiert.

3.1.5 Fertilitatsanalyse der TSPY-Kit"/Kit"" und NMRI -Kit""/Kit"-

Mannchen

Zur Uberpriifung der Fertilitat wurden aduliSPY-Kit' Kit"- und NMRIKit" /Kit" -
Mannchen 1:1 mit geschlechtsreifen heterozygdt@ - und Wildtyp-Weibchen fiir
mindestens drei Monate verpaart. Nach Ende der adegmgen wurden die Weibchen
getotet und die Uteri, Ovidukte und Ovarien prégrdyi um sie auf Zeichen von
Trachtigkeit hin zu untersuchen.

Weiterhin ~ wurden adulte TSPY¥Kit"VKit"-Mannchen jeweils mit einem
geschlechtsreifen CD1-Weibchen verpaart. Am naohgkergen wurden der Ovidukt und
die Uteri der Weibchen, welche einen Vaginalpfrapffwiesen (VP-positiv), auf das
Vorhandensein von Spermien hin untersuditieri und Ovidukt besamter Weibchen
wurden mit M2-Medium gespilt und die Anzahl der iBgien in der unverdinnten Probe
mittels einer Neubauerkammer gezahlt.

Jeweils beide Nebenhodenschwénze von sieben adliB&¥Kit" Kit"“-Mannchen
wurden in IVF-Medium (MediCult, Kopenhagen, Danek)aiberfihrt, mit einer feinen
Schere zerschnitten und anschlieRend fiir 120 miBBE und 5% CQ inkubiert. Die
Spermien wurden anschliel3end unverdinnt oder irNMEium verdinnt (1:40) mittels

Neubauerkammer unter dem Mikroskop quantifiziert.

3.2 Extraktion genomischer DNA aus Gewebe

Die Extraktion genomischer DNA zur Genotypisierutey Versuchstiere erfolgte nach der
Methode von Hogaet al (1994). Dabei wurden 0,1-0,3 g Gewebe (Teil dasPmit 500
ul Lysispuffer und 35 ul Proteinase K (10ug/pl) setet und tber Nacht bei 55°C auf
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einer Wippe inkubiert. Am Folgetag wurde ein Voluraeteil aquilibriertes Phenol
(pH 8.0) hinzugegeben, das Gemisch ca. 2 min gésthiund anschlieend zur
Phasentrennung bei 13000 rpm fiir 10 min bei 4°Qritegiert. Nach Uberfiihrung der
DNA-enthaltenden wassrigen Phase wurde ein Volumtenahloroform hinzugefiigt, die
Probe anschlieBend geschuttelt und abermals bed013pm fur 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Der wéassrige Uberstand wurde ans@eind ohne Beriihrung der Interphase
in ein neues Gefal Uberfuhrt. Die DNA wurde mitS1lX¥olumen 3 M Natriumacetat (pH
6,0) sowie einem Volumenanteil reinsten Ethanols B& ausgefallt und erneut
zentrifugiert. Der wassrige Uberstand wurde ans8elind entfernt und das DNA-Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde namtkiiung bei 37C in 40ul HPLC-

Wasser resuspendiert.

3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nuklein

sauren

Die Konzentration von Nukleinsduren kann durch phwtrische Messung der Extinktion
bei 260 nm gegen einen Vergleichswert bestimmt arerd

Empirisch bestimmt hat DNA der Konzentration 50mlgéinen 260-nm-Extinktionswert
von ca. 1,0. Gleiches gilt fir RNA der KonzentratidO pg/ml. Daraus ergibt sich
folgende Bestimmungsformel fur DNA(RNA)-L6sungentdem Verdunnungsfaktor f,
gemessen in Kivetten der Schichtdicke 1 cm:

AE 260-320X 50(40) x f = pg DNA(RNA)/ml

Das verwendete Photometer erlaubte gleichzeitigg dtmschétzung der Qualitat der
vorliegenden Nukleinséduren, indem vier wichtige HKerllenlangen des Spektrums
bestimmt wurden:

230 nm (Absorption von Salzen und Kohlenhydraten)

260 nm (Absorptionsmaximum der Basen von Nukleinsa)

280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen)

320 nm (Basislinie des Absorptionsspektrums vokl&iosauren).
Richtwerte fur eine Nukleinsaurepraparation guterl@ét sind ein 230-nm-Wert <50%
und ein 280-nm-Wert <60% des 260-nm-Wertes. Derti@abaus der Extinktion bei 260
nm und bei 280 nm sollte daher einen Wert von al&h.
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3.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Die grof3enabhangige Separation von MakromolekilgahdGelelektrophorese basiert auf
dem elektrokinetischen Phanomen, dass ein geladeadskel durch elektrostatische
Kréfte in Bewegung gesetzt wird. Die Wanderungsigesudigkeit der DNA-Fragmente
ist umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrerldknlargewichte. Weitere Parameter
fur das Wanderungsverhalten sind die Ladungsdichted Konformation des
Makromolekdls, die GrofRe des elektrischen Feldés,Oichte der Gelmatrix und die
gewahlten Pufferbedingungen. Je nach Fragestellsigipen zwei unterschiedliche

Polymere zur Verfigung:

o Polyacrylamidgele fir eine LAngenunterscheidungbisiner Base
0 Agarosegele fur die Trennung grol3erer FragmentdydBxylamidgele weisen
hierflir eine zu geringe Porengrol3e auf).
Durch Variation der Polymerkonzentration kann doedhgrofRe der polymeren Gelmatrix
verandert werden. Die Lage der unterschiedlichelb&@elen l&sst sich durch Interkalation
des fluoreszierenden polyzyklischen Farbstoffs ditimbromid (EtBr) zwischen den
gestapelten Basenpaaren detektieren, wobei dieeBaddrch Anregung mit UV-Licht

sichtbar gemacht werden.

3.4.1 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die Agarosegelmatrix besteht aus linearen Polymeden alternierend aus D-Galaktose
und 3,6-Anhydro-L-Galaktose aufgebaut sind. Linedoppelstrangige DNA-Molekule

bewegen sich mit einer Geschwindigkeit durch dieardgematrix, die umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihrer Grol3e ist (Krepgn 1990).

Durch Variation der Porengrof3e der polymeren Geimadtann der Trennbereich flr

unterschiedliche Fragmentlangen optimiert werden:
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Gelkonzentration [%] Trennbereich fur lineare DNéd]

0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-4
2,0 0,1-3

Tabelle 3-1: Auflistung der Trennbereiche verschiedner Agarosegelkonzentrationen

Die Agarose wurde durch Aufkochen ix TBE- bzw. X TAE-Puffer gelést und nach

Zugabe von 20-60 ul EtBr (0,1 pg/ml), je nach Gelmwen, nach Abkihlung auf ca. 50°C
in die Giel3vorrichtung der Gelkammer eingefiillt.cNa/erfestigung der Agarose wurden
8 ul des PCR-Ansatzes mit 3 ul Ladepuffer gemisdiat luftblasenfrei in die Geltaschen
pipettiert. Zur ldentifizierung der Bandengréfenrdel ein Langenstandard (1 kb-Leiter
oder 50 bp-Leiter) ebenfalls mit Ladepuffer versetad aufgetragen. Die DNA-Fragmente
wurden anschlieRend unter UV-Licht mit einem UV{isdluminator sichtbar gemacht

und zur Dokumentation fotografiert.

3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) aus DNA

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Mudlisal (1986) ermdglichtin vitro die

exponentielle Amplifikation einer spezifischen DNBequenz mittels Primer-abhéngiger,
hitze-stabiler DNA-PolymeraseT&gPolymerase) aus dem Archaebakteridihermus

aquaticus Bei dieser Kettenreaktion wird die exponentiélervielfaltigung durch ein

zyklisches Temperaturprofil aus Denaturierung, Aatimg (Primeranlagerung) und
Elongation (Primerverlangerung) durch die Polymeraseicht. Die neu synthetisierten
DNA-Strange dienen in den folgenden Zyklen als Matfur die weitere DNA-Synthese.
Als Starthilfe werden zwei einzelstrangige DNA-Mkilée bendtigt, die spezifisch an
komplementédre Sequenzen der gesuchten DNA-Regiodebi Diese sogenannten
Oligonukleotidprimer sind in der Regel zwischenuzf@l 30 Nukleotide lang und bedingen
eine recht hohe Hybridisierungstemperatur. Dert&hdige Primer wird im Folgenden als

forward-Primer, der am 3’-Ende des Produktes liegendecakrsePrimer bezeichnet.
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3.5.1 Allgemeine PCR-Bedingungen

Allgemein wurde bei der PCR-Amplifikation das fohgke Reaktionsschema eingehalten:

Temperaturprofile :

Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 1 min
Annealing (s. Tab. 3-4, 3-5) 1 min 30-35 Zyklen
Elongation 72°C 1-3 min
Finale Elongation 72°C 10 min

Tabelle 3-2: Allgemeines Temperaturprofil fir Standard-PCRs

Initiale Denaturierung 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 49°C 30sec 39 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec
Finale Elongation 72°C 10 min

Tabelle 3-3: Angepasstes Temperaturprofil der Kit-”ZR

Standard-PCR-Ansatz:

Pro Probe wurde ein 30 Ansatz in Form eines Mastermixes hergestellt:

3 ul 10-fach Enzympuffer (enthalt 15 mM MgLCl

1l forward-Primer (10 pmol/ul)

1l reversePrimer (10 pmol/ul)

3 ul dNTP-Mix (80 mM, d. h. 20 mM fir jedes dedMTPs )
0,2 ul  TagPolymerase (1U)

20,8 pl steriles b0

29 ul  Reaktionsansatz

Pro Ansatz wurde il Template (100 ng genomische DNA bzwullPlasmidverdinnung

1:500 nach Plasmidpréparation) hinzugefiigt. Die tkadle der amplifizierten Produkte
erfolgte Uber gelelektrophoretische Auftrennung ®ml des PCR-Ansatzes in EtBr-
gefarbten Gelen von 1%, 1,5%, 2% bzw. 4% (3:1 NuSeaKem) Agarose in TBE bzw.
TAE-Puffer (s. Abschnitt 3.4.1).
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3.5.2 Sequenzen der verwendeten Primer

In den Tabellen 3-4 und 3-5 sind die Sequenzerirddieser Arbeit verwendeten Primer
mit ihren Richtungen und Annealingtemperaturenscgl, die fur Standard-PCR-
Reaktionen angewendet wurden, aufgefihrt.

Bezeichnung Sequenz (5'- 3) Richtung Trcr
Ex3Fwd CAAGGAATATCTGGTGAACATCACAG Ex 3/forward 59°C
4690E4Rev GAGAACCAGTTGAAGAAGTTAAGGCT Ex 4/reverse 9%
P5 ATGAAGTGGAGGCCTATCGC Ex 4/forward  55°C
TVO03 CCTTGAGAATGTTTATTTTTCATT Ex 6/reverse 55°C
TV12 CAGCGGCCGCAAGATATGGCTCTGGC Pro/forward 61°C
TV13 CCCTAAGGGACTGCGCGCGA Pro/reverse 61°C

Tabelle 3-4: HumaneTSPY-Primer (Ex = Exon, Pro = Promotor)

Bezeichnung Sequenz (5'- 3) Richtung Tecr
mtspy2 AAGATGAAGACTTACTGAACTAC Forward 55°C
mtspy7 CCAGTATTTATCTCAGTCAATTCC Reverse 55°C
Tfmfl TCGCGACTACTACAACTTTCC Forward 55°C
Tfmrl TAAGGTCCGGAGTAGTTCTCC Reverse 55°C
Kit-F AAAGAGAGGCCCTAATGTCG Forward 49°C
Kit-R ACACGGCTTTACCTCCCACC reverse 49°C

Tabelle 3-5 : Murine Tspy, Tfm- und Kit-Primer

3.6 Restriktionsverdau von PCR-Produkten mitNsil

Typ-ll-Restriktionsendonukleasen  schneiden DNA-Mdle innerhalb oder in
unmittelbarer Nahe ihrer spezifischen Erkennungssezen. Bei der Genotypisierung von
TSPY-Kit /Kit"™- und NMRIKit"/Kit"*-Mausen diente der Restriktionsverdau des Kit-
PCR-Produktes erstens dem Nachweis der Mutatiorchduelche eine Restriktionsstelle
fur die Restriktionsendonukleasksil entsteht, und zweitens der Identifizierung van'™

hetero- und homozygoten Mausen.
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5¢...ATGCAC.. .3 M‘Haﬁon, 5¢  ATGCAYT...3¢
3¢ .. TACGTG...5¢ 3. QACGTA...5

Abbildung 3-1: Generierung der Erkennungssequenz fiidas RestriktionsenzymsNsil durch die W*-
Mutation im c-Kit-Gen

Das PCR-Produkt wurde mit 1 |Nsil (20000U/ml) und 3 ul NEBuffer 3 versetzt,
gemischt und mindestens 3 h (alternativ tber Nabbi)37°C inkubiert. Anschliel3end
wurde der Verdau fur 20 min bei 80°C inaktivierdusuf einem 4%igen Agarosegel (3:1
NuSieve:SeaKem) aufgetrennt. Neben 15 pl der Prebelen zur Abschétzung der
Bandengrof3en 5 pl 50 bp-DNA-Leiter (1:2 verdunnifpatragen.

3.7 Fixierung und Einbettung von Organen und Gewebe

Frisch prapariertes Material wurde direkt in dassprechende Fixativ gegeben und, je
nach Grol3e des Praparates, ein bis zwei Tage békieiit. Mit Hilfe einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96% EtOH) wurde dasvBlge entwassert.

Fixative:

Bouin’sche Ldsung

15 Teile gesattigte Pikrinsaure
5 Teile 37%ige Formaldehydldsung
1 Teil Eisessig

Fixativ mit 4% Paraformaldehyde

4 g PFA

100 ml PBS

einige Tropfen NaOH (10N)

Die Lésung auf 55°C erhitzen, bis das PFA sich gjeliat, anschlieRend auf Eis
stellen. Den pH-Wert auf 6-7 mit HCI einstellengeaung bei -20°C.

3.7.1 Paraffineinbettung von Hoden

Fur die Paraffineinbettung wurde eiklypercenter XFEinbettautomat (Shandon)
verwendet. Das Praparat wurde in beschriftetendfikbssetten (Medite) tber Nacht unter
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folgenden Bedingungen inkubiert: 120 min in 10%igEormalin, 60 min in 70%igem
Ethanol, 60 min in 90%igem Ethanol, 45 min in 10gé6n Ethanol und viermal jeweils
60 min in 100%igem Ethanol. AnschlieRend wurde Gasvebe zweimal fur jeweils 60
min in Xylol und dann 90 min und 120 min in Panaffiberfihrt. Das Praparat wurde
daraufhin in einetAP 280-3Ausgiel3station (Micron) Uber Nacht in 60°C temegdam
Paraffin belassen. Zur Einbettung wurde eine Einbgsform etwa zur Halfte mit
geschmolzenem Paraffin gefiillt, das Gewebe ausKdssette entnommen und mit der
zum Anschnitt vorgesehenen Seite nach unten inFdimen Gberflhrt. Mit Hilfe einer
GielRvorrichtung wurde die Form mit Paraffin aufdefiind dann mit der entsprechenden
Kassettenschale abgedeckt. Die eingelassene Kassdgible diente dem spateren
Einspannen in das Rotationsmikrotom (Micron). DieusBhartung erfolgte auf der
Kuhlplatte der AusgieRstation bei <€D Der Paraffinblock wurde nach Entnahme aus der

Form bei 4C gelagert.

3.7.2 Paraffineinbettung von Embryonen

Fur histologische und immunhistochemische Untersnghn wurden Mausembryonen der
Stadien 10,5 dpc bis 12,5 dpc sowie 13,5 dpc bfs dfic prapariert. Am gewiinschten Tag
der Embryonalentwicklung wurde das Muttertier nsbfluran getdtet. Nach Eréffnung
wurde der Uterus entnommen und in eiskaltem PBSagelen. Der Uterus, die
Embryonalhillen und die Plazenta wurden mittelsriicherpinzette und Schere erdffnet.
Zur DNA-Extraktion flr spatere Genotypisierung u@dschlechtsbestimmung wurde bei
10,5 bis 12,5 Tage alten Embryonen die Embryonkhiderwendet, bei é&lteren
Embryonen eine Extremitat entfernt. Die Fixierumiplkgte Gber Nacht in 4% PFA bei 4°C
unter standiger Bewegung (Wippe, MiniRocker MR-gQRab Biotechnologie GmbH).
Nach mehrstindigem Waschen in PBS wurden die Emiryan einer aufsteigenden
Methanolreihe (25%, 50%, 75%, 80%, 90%, 95%, 100%4lx PBS) bei 4°C unter
standiger Bewegung Uber mehrere Tage dehydriertwgiieren Dehydrierung wurden die
Embryonen fur jeweils 30 min in reinstem Isoprodanad anschlielend mit einem
Gemisch von 25% Xylol/75% Isopropanol, 50% XyloRs0lsopropanol und 75%
Xylol/25% Isopropanol versetzt. Nach einer zwes Hreistiindigen Inkubation in 100%
Xylol erfolgte eine Prainfiltration der Praparatbeti Nacht in 60°C warmem, flissigem

Paraffin. Das Paraffin wurde anschlieRend so haydigechselt, bis das Xylol vollstandig
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aus dem Gewebe entfernt worden war. AbschlieBendiemudie Praparate in Paraffin-
blocken eingegossen und die Blocke bei 4°C gelagert

3.7.3 Technoviteinbettung von Hoden

Die Technoviteinbettung von praparierten Testesderumit Hilfe von Technovit 7100
Technovit 304@indHistoform Sder Firma Heraeus Kulzeurchgefiihrt. Dabei wurde sich
strikt an die Vorschrift des Herstellers gehaltedie dem Technovit 700 enthommen

werden kann. Die Technovitblocke wurden nach desh@ntung bei RT gelagert.

3.8 Herstellung von Paraffin- und Technovitschnitten

Zur Herstellung von Paraffinschnitten wurden digaffablécke nach Abkuhlung auf
-20°C mit der Kassettenschale in ein Rotationsnmdo eingespannt. Die Schnittdicke
betrug 3 um. Mit einem feinen Pinsel wurden die f&td zum Strecken in ein 37°C
warmes Wasserbad tberfiihrt und anschlieRen8wapdrFrost-Plu©bjekttrager (Menzel-
Glaser) gezogen. Nach Trocknung bei RT wurden dienf®te in Hamburger Mappen
(Jurgens) gelagert.

Die Technovitblécke wurden in ein Mikrotom eingespiund Schnitte der Dicke 3 um
angefertigt. Mit Hilfe einer Uhrmacherpinzette @eéms) wurden die Schnitte in ein
Wasserbad von 8T uberfuhrt und von dort luftblasenfrei auf Objedtfer gezogen.
AnschlieRend wurden die Schnitte bePGGuf einer Heizplatte fuir 2 h getrocknet und bei

RT in Hamburger Mappen (Jirgens) gelagert.

3.9 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Zur Darstellung nuklearer Strukturen und zytoplasscher Bereiche wurden Schnitte der
in Paraffin undTechnovit 710Cingebetteten Proben einer Hamatoxylin-Eosin-Fégbu
unterzogen. Hierbei farben sich die Zellkerne rattees Hamatoxylins blau, alle anderen
Zellstrukturen werden durch das Eosin rétlich getfar
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3.9.1 HE-Farbung von Paraffinschnitten

LOsungen:
Eosin 180 ml dBO
20 ml Eosin 2% (20 g Eosin auf 1000ml.4H

20 ml 96% EtOH

2 Tropfen Essigsaure reinst

Mayers Hamalaunlésung:10 verdinnt mit dkO und filtriert

Vorgang:

1.
2.

o ok~ w

Entparaffinieren der Schnitte
Schrittweises Hydrieren der
Préaparate in absteigender
Alkoholreihe

Anfarben der Zellkerne
Blauen

Gegenfarbung

Schrittweises Dehydrieren der
Praparate in aufsteigender
Alkoholreihe

vollstadndiges Dehydrieren

Eindecken

Bedingungen:

3 x5 minin Xybei RT
je 5 min in 10@2%, 80%, 70% EtOH,
LHbei RT

3 min Mayers Hamalasaiiy
10 min mit Leitungswasser flieRendsesin
3 min Eosin
kurz eintauchedH,O, 70%, 80%, 90%
EtOH

2 X 3 min 100% EtOH,
3 X 2 min Histoclear

mit Histomount

3.9.2 HE-Farbung von Technovit 71005chnitten

LOsungen:

Eosin 1g Eosin in 8 ml dBD I6sen

ad 200 ml 100% EtOH

2 Tropfen 100% Essigsaure

Hamatoxylin naclGill: Gebrauchsfertig, nur filtrieren

EtOH-HCI-L6sung 2 ml konzentrierte HCI in 200 ml 70% EtOH
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Vorgang: Bedingungen:

1. Anféarben der Zellkerne 25 min Hamatoxylin n&ih

2. Waschung 5 sec in EtOH-HCI

3. Blauen 10 min in flieBendem Leitungswasser
4. Gegenfarbung 3 min Eosin

5. Differenzierung 20 sec in 96% EtOH

6. Dehydrieren der Schnitte 2 x 2 min in 100% BEtO

3 X 2 min Histoclear

7. Eindecken mit Histomount

3.10 Histologische Analysen von Hoden und Nebenhoden

Hoden und Nebenhoden vomSPYKit"Kit"* und NMRIKit""Kit"-Mannchen
verschiedener Altersstadien (5 Wochen bis 8 Monatdixiert in 4%
Paraformaldehydlésung oder Bouin’s Fixativ und elgjtet in Paraffin oder Technovit,
wurden 3 pm dick geschnitten und mit Hamatoxilirsitao(HE) gefarbt. Pro Tier wurden
sechs verschiedene Schnittebenen pro Hoden undnNeden angefarbt und unter dem
Mikroskop analysiert. In jeder Schnittebene wurdalfe Tubuli seminiferi gezahlt.
AulRerdem wurde die Anzahl dérubuli ermittelt, welche pachytane Spermatozyten
und/oder runde bzw. elongierte Spermatiden enémelind diese Anzahl zu déubulk
Gesamtzahl in Beziehung gesetzt. Die Nebenhodendemurin Hinsicht auf das
Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein von Sperinésvertet.

Bei jeweils vier 30,5 Tage alteRSPYKit"Kit"- und NMRIKit"Kit"*-Mannchen
wurde je ein HE-gefarbter Gewebeschnitt (3 um) déreidoden histologisch auf das
Vorhandensein pachytédner Spermatozyten und/odeleruozw. elongierter Spermatiden
hin untersucht. Ermittelt wurden dazu pro Tier @igul-Gesamtzahlen, die Anzahl der
Tubuli seminiferi welche pachytane Spermatozyten und/oder runde. letengierte

Spermatiden enthielten, sowie die Gesamtzahl di¢sienzellen.

3.11 Immunhistochemie

Fur immunhistochemische Analysen verschiedener géne wurden Paraffinschnitte
Formalin-, Paraformaldehyd- und Bouin-fixierter Gabe verwendet, die mit der

Peroxidase-Antiperoxidase-ABC-Farbung mittels dstier Antikdrper gefarbt wurden.
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3.11.1 Peroxidase-Antiperoxidase-ABC-Farbung

Fur die Immunfarbung wurde eine Kombination aus ARCstarkter Peroxidasefarbung
und Peroxidase-Antiperoxidase-Farbemethode duridhgef

Bei der von Hsuet al. (1981 a und b) entwickelten ABC-Methode werdenteatinylierter
Sekundarantikdrper und ein praformierter Komplexs a@vidin und biotinylierter
Peroxidase verwendet. Das Glykoprotein Avidin lzsiter Bindestellen flir das Vitamin
Biotin und hat zu diesem eine extrem hohe Affinitdgs zu einer im Wesentlichen
irreversiblen Bindung fihrt. Weiterhin konnen die eisten Proteine, Enzyme
eingeschlossen, mit mehreren Biotin-Molekilen kgigten. Dies erlaubt eine Bildung
von Makromolektlkomplexen zwischen Avidin und biglierter Peroxidase, was zu einer
Verstarkung der Peroxidasewirkung und damit deaasgfiihrt.

Die Peroxidase-Anti-Peroxidase(PAP)-Komplex-Methadéerde von Sternberger (1979)
entwickelt. Dabei wird ein Peroxidase-gekoppeltentiperoxidaseantikorper (PAP)
verwendet, welcher in derselben Spezies hergestelltde wie der eingesetzte
Primarantikorper. Die Komplexe aus Enzym und Anfi& bilden sich mit einem
Molverhaltnis von zwei Molekilen IgG zu drei Moldkii Peroxidase. Diese PAP-
Komplexe binden in der immunhistochemischen Farbuag die eingesetzten
Sekundarantikérper und fiihren mittels ihrer Perasahktivitdt wiederum zu einer
Signalverstarkung.

Als chromogenes Substrat fur die Peroxidase wi8dBiaminobenzidin (DAB) in HO,
eingesetzt, wodurch es zu einer stabilen braunéoréaktion kommt. Diese kann durch
vorherige Zugabe des Schwermetallsalzes Ni@ch verstarkt und zu einer grau-

schwarzen Farbung verandert werden.

Allgemeines zur Farbeprozedur:

FUr immunhistochemische Farbungen wurden Paraffmge (3 pm) Formalin-,
Paraformaldehyd- und Bouin-fixierter Gewebe verven&ntparaffinierung, Hydrierung,
Waschungen und Gegenfarbung der Objekttrager wwadelasgondeln in Glaskivetten
durchgefuhrt. Die Inkubationen der AntikOrperverdiingen wurden je nach
Praparatgro3e in 25-100 ul der angegebenen LosupgenPraparat direkt auf den
Objekttragern durchgefihrt und die Lésungen ansBkind durch kapillares Abziehen mit
Zellstofftuch vom Praparat entfernt. Das Normalseruder biotinylierte sekundare
Antikorper und die Komponenten des ABC-Gemischamastiten aus deiectastain Elite
ABC Kit bzw. (im Falle der TSPY-Antiseren Klon #2 und Klg#7) aus dem
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R.T.U.Vectastain Universal Quick Ki{Camon, Wiesbaden). Fur die PAP-Verdinnung

wurde das Peroxidase-gekoppelte Antiperoxidase#Caen-lgG (Kaninchen-PAP,
Sigma) verwendet. Zur Herstellung des DAB-Substratend dasVectastain DAB

Substrate KifCamon, Wiesbaden) Anwendung.

3.11.2 TSPY-Antiseren 837/3, Klon #2 und Klon #7

Fur die zellulare Analyse defSPYExpression wurden das TSPY-Antiserum 837/3

(Schniederset al, 1996) in einer 1:300-Verdinnung, sowie die TSMiseren Klon #2
(Verdinnung 1:250) und Klon #7 (Verdinnung 1:1088) Arbeitsgruppe von Yun-Fai

Chris Lau (Kido and Lau, 2005) angewendet. Als Niggantrollen wurden die

Primarantikdrper eine Stunde vor dem Auftragen @em Schnitt mit humanem GST-
TSPY-Fusionspeptid (Skawran, 2002) geblockt.

Vorgang:

1.
2.
3.

Entparaffinieren des Schnittes
Wechsel in alkoholisches Milieu
Schrittweises Hydrieren des
Praparates in absteigender
Alkoholreihe

Antigendemaskierung fir Antiseren
Klon #2 und Klon #7

Inhibition endogenener

Peroxidasen

6. Waschung

8a.

Blockierung mit Normalserum

Blockierung des Priméarantikorpers

mit dem Antigen

Bedingungen:

3 x 10 min inoKipei RT

2 x 5 min algspropanol bei RT

je 5min in 100986980 %, 70% EtOH,
2@Hbei RT

20-30 min3#HiC in 50 mM Tris-HCI
(pH 10), 20 min bei RT abldihlassen
5 min (837/3) bzw. 1ib (Klone #2 und #7)
in 3%, (v/v) in dHO, RT
je 5 min ¢B und PBS bei RT
60 min in 6% (v/vbishalserum der Ziege in
PBS/1% BSA (837/3) bzw. Normalserum des
Pferdes (Klon #2 und #7) in lichtundurch-
lassiger Feuchtkammer bei RT
60 min vowa&ndung 1:300 (v/v) Antiserum
837/3 bzw. 1:250 Klon #2 bzw. 100
Klon #7 mit 1:10 (v/v) humanem GST-TSPY-
Fusionspeptid ansetzen 6% (V/v)
Normalserum der Ziege/PBS/1% BSA (837/3)

in
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8b.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.

17.

Primérantikdrper

Waschung

Sekundarer, biotinylierter

Waschung

bzw. in 1,5% (v/v) Normalserum des Pferdes
in PBS (Klon #2 und #7); Inkubation uber
Nacht bei 4°C in lichtundurchlassiger
Feuchtkammer

Uber Nacht 1:300 (v/v) Antisar837/3 in 6%
(v/iv) Normalserum der Ziege/PBS/1% BSA
bzw. 1:250 Klon #2 bzw. 1:1000 Klon #7 in
1,5% (v/v) Normalserum des Pferdes in PBS,
in lichtundurchlassiger Feuchtkammer bei 4°C

3 x5 minin PBS bei RT

30 min 1:250 (v/uptimylierter Kaninchen-
IgG-Antikorper (837/3) in PBS/1% BSA bzw.
biotinylierter Maus-IgG-Antikorper (Klon #2
und #7) in lichtundurchlassiger Feuchtkammer
bei RT

3 x5 minin PBS bei RT

Kaninchen-PAP fur Antikbrper 837/3 30 min 1:2B@ninchen-PAP in PBS/0,1%

Waschung
ABC-Komplex

Waschung

Enzymatische Farbung

Stoppen der Reaktion

BSA in lichtundurchlassiger Feuchtkammer
bei RT
3 x5 min PBS bei RT
30 min 1:250 Mischung aus Reagenz A
(Avidin) und Reagenz B (biotinylierte
Peroxidase) in PBS bei RT (Reagenzien-
mischung 30 min vor Gebrauch angesetzt.)
3 x5 min PBS bei RT
25-10MAB Substrat-Losung pro Praparat
(VectastainPeroxidase Substrate Kit DAB
Die Entwicklungsreaktion wurde bei RT
durchgefuhrt und durch kurze Betrachtung
unter dem Mikroskop verfolgt, sodass bei
entsprechender Intensitat gestoppt werden
konnte (Farbezeit: 2-3min).
in gbibei RT
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18. Gegenfarbung 3 min Mayers Hamalaun 1:10 inQjHan-
schlieRend 10 min flieRend wassern

19. Eindecken nach Dehydrieren in aufsteigender
Alkoholreihe (Schritt 3 in umgekehrter
Reihenfolge) und anschlieRender Uberfiihrung
in Histoclear (3 x 2min) mit Histomount

3.11.3 Aktivierte Caspase 3-Antiserum, Ki67-Antiserum und EEF1A1-

Antiserum

Das folgende Protokoll fasst die Farbeprotokolle @lie Apoptosedetektion mittels
Aktivierte Caspase 3-Antiserums (Verdinnung 1:80¢, Detektion proliferativer Zellen
Uber Ki67-Antiserum (Verdinnung 1:100) und die uéile Expressionsanalyse des
eukaryontischen Elongationsfaktors 1 Alpha (eEF1Wjttels EEF1Al-Antiserums
(Verdinnung 1:50) zusammen. Fur die Negativkorgrollvurde im Falle des Ki67- und
des EEF1Al-Antiserums statt des PrimarantikorpeBS/P% BSA aufgetragen. Als
Negativkontrolle des Caspase 3-Antiserums wurdsegie®ine Stunde vor dem Auftragen

mit Aktivierte Caspase 3-Protein geblockt.

Vorgang: Bedingungen:
1. Entparaffinieren des Schnittes 3 x 5 min inokyei RT
2. Wechsel in alkoholisches Milieu 2 x 5 min algspropanol bei RT
3. Schrittweises Hydrieren des je 5min in 100986970% EtOH, dkD
Praparates in absteigender bei RT
Alkoholreihe
4. Waschung 2 X 5 min in d& bei RT,
5 min in PBS bei RT
5. Antigendemaskierung Erhitzung in der Mikroweat 10 mM

Natriumcitrat-Puffer (pH 6) fir 1 min auf
hochster Stufe (900 Watt) und danach bei
mittlerer Stufe (450 Watt), 20 min bei RT
abkuhlen lassen

6. Waschung 3 x5 min dB bei RT
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7. Inhibition endogenener 10 min in 1% (v/v) in dHO bei RT
Peroxidasen
10. Waschung 3 x5 min d€l bei RT
5 min PBS bei RT
11. Blockierung mit Normalserum 60 min in 6% (vINQrmalserum der Ziege
der Ziege in PBS/1% BSA in lichtundurchlassige
Feuchtkammer bei RT
12a.Blockierung des Caspase 3-Primar- 60 min vavekidung 1:80 (v/v) Antiserum
antikorpers mit dem Antigen Aspl75 mit 1:10 (veMRtivierte Caspase 3-

Protein ansetzen in 6% Normalserum der
Ziege PBS/1% BSA; Inkubation Utber Nacht
bei 4°C in lichtundurchlassiger Feuchtkammer

12b.Priméreantikorper Uber Nacht 1:80 (v/v) Aertisn Aspl75 bzw.
1:.100 Ki67-Antiserum bzw. 1:50 EEF1Al-
Antiserum in 6% (v/v) Normalserum der
Ziege/PBS/1% BSA, in lichtundurchlassiger
Feuchtkammer bei 4°C

13. Waschung 3 x5 minin PBS bei RT

14. Sekundarer, biotinylierter 30 min 1:250 (viiptmylierter Kaninchen-
IgG-Antikorper in PBS in lichtundurchlassiger
Feuchtkammer bei RT

15. Waschung 3 x5 minin PBS bei RT

16. Kaninchen-PAP 30 min 1:200 Kaninchen-PAP in PRISb
BSA in lichtundurchlassiger Feuchtkammer
bei RT

17. Waschung 3 x5 min PBS bei RT

18. ABC-Komplex 30 min 1:250 Mischung aus Reagenz A

(Avidin) und Reagenz B (biotinylierte
Peroxidase) in PBS bei RT
(Reagenzienmischung 30 min vor Gebrauch

angesetzt)
19. Waschung 3 x5 min PBS bei RT
20. Enzymatische Farbung 25-1AUMAB Substrat-Losung pro Praparat

(VectastainPeroxidase Substrate Kit DAB
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Die Farbentwicklung erfolgte bei RT und
wurde durch kurze Betrachtung unter dem
Mikroskop kontrolliert, um die Reaktion
(maximale  Inkubation 3 min)  bei
entsprechender Intensitat zu stoppen.

21. Stoppen der Reaktion in gBbibei RT

22. Gegenfarbung 3 min Mayers Hamalaun 1:10HyQq
anschlieend 10 min flieRend wéassern

23. Eindecken mit  Histomount nach Dehydrieren in
aufsteigender Alkoholreihe (Schritt 3 in
umgekehrter Reihenfolge) und anschlieRender

Uberfiihrung in Histoclear (3 x 2 min)

3.11.4 Apoptosedetektion mittels TUNEL-Assays

Zur Apoptosedetektion wurde die TUNEL-Methodderinal deoxynucleotidyl
transferase (TdT)- mediated deoxyuridinetriphosphqtdUTP) nick end labeling
angewendet, welche auf der Markierung von einzalerodoppelstrangigen DNA-
Strangbriichen, die als eines der Endprodukte demptgekaskade entstehen, basiert.
Dabei werden, katalysiert durch die Terminale Demxcyeotidyl-Transferase (TdT), die
freien 3'-OH-DNA-Enden von Digoxigenin-gekoppeltenrNukleotidtriphosphaten
gebunden. Die Digoxigenin-Nukleotide werden in eingveiteren Schritt von einem
Peroxidase-gekoppelten Anti-Digoxigenin-Antikorpgbunden. Dessen Peroxidase setzt
schlie3lich enzymatisch das zugefiigte DAB-Subsmateiner permanenten Farbung
apoptotischer Zellen um.

Fur den TUNEL-Assay wurden Paraffinschnitte FormalParaformaldehyd- und Bouin-
fixierter Gewebe verwendet, die mit der Peroxidaaséperoxidase-Digoxigenin-Methode
mittels desApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Deteckits (Serologicals)
gefarbt wurden. Die Negativkontrolle wurde ohne IRi@agenz durchgefihrt. Als
Positivkontrolle dienten die im Kit mitgeliefert&chnitte von Rattenbrustdriisengewebe.
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Vorgang:

1.
2.

Entparaffinieren des Schnittes
Schrittweises Hydrieren des
Praparates in absteigender
Alkoholreihe

Proteinase K-Proteinverdau

4. Waschung

Inhibition der endogenen
Peroxidase
Waschung

7. Aquilibrieren

TdT-Enzym

Stoppen der Reaktion

10. Waschung
11. Peroxidase-konjugierter

Anti-Digoxigenin-Antikdrper

12. Waschung
13. Enzymatische Farbung

14. Stoppen der Reaktion

Bedingungen:

3 x 5 min inokyei RT

2 X 5 min 100%HEtRi RT

je 3 min in 95%, EOOH bei RT
5 min PBS bei RT

15 min Proteinage KBS (20ug/ml) bei RT
2 X 2 minin ¢d bei RT

5 min 3% in PBS bei RT

2 X 5 min PBS bei RT
751l Equilibration Bufferpro Préaparat fur
mindestens 10 sec bei RT
60 min 55u/5 cn? Working Strength TdT
Enzyme 1:3 in Reaction Buffer in
lichtundurchlassiger Feuchtkammer bei RT

WWorking Strength Stop/Wash Buffer
(3 ml Stop/Wash Buffer+ 34 ml dHO
vermischen) Schnitte fir 15 sec bewegen,
anschliefend 10 min bei RT inkubieren

3 x 1 min PBS bei RT

fbAnti-Digoxigenin Peroxidase

Conjugat5cnt Praparat auf OT in
lichtundurchlassiger Feuchtkammer bei RT fur
30 min

4 x 2 min PBS bei RT

78/5 cnmf Working Strength Peroxidase

Substrat 1:50 in DAB Dilution Buffe) auf
Préaparat fur 3 bis 6 min bei RT
Die Entwicklungsreaktion wurde auf den
Objekttragern durchgefihrt und durch kurze
Betrachtung unter dem Mikroskop verfolgt, so
dass bei entsprechender Intensitat gestoppt
werden konnte.

in gBibei RT
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15. Waschung 3x 1 minin dd bei RT

16. Gegenfarben 3 min Mayers Hamalaun 1:10 iOgH
anschlieend 10 min flieRend wéassern

17. Eindecken mit  Histomount nach Dehydrieren in
aufsteigender Alkoholreihe (Schritt 3 in
umgekehrter Reihenfolge) und anschliel3en-

der Uberfiihrung in Histoclear (3 x 2 min)

3.12 Statistische Analysen

Statistische Analysen der histologischen und immsiabhemischen Auswertungen der
Praparate wurden mit dem Programm SPSS fiur Wind@&tatistical Package for the
Social Scienc@sdurchgefihrt. Als statistische Tests wurden déest, der Chi-Quadrat-
Test nach Pearson, der Exakte Test nach Fishedemilann-Whitney-Test angewendet.
Unterschiede der Daten wurden als signifikant l@glisrivenn der ermittelte P-Wert kleiner
als 0,05 war. Als hochsignifikant wurden Untersdeidewertet, deren P-Wert kleiner als
0,01 war. Zur Ubereinstimmungsprufung der verwesnleApoptosedetektionsmethoden
Caspase 3-Immunfarbung und TUNEL-Assay wurde nelsnRangkorrelationsanalyse
nach Spearman (zweiseitig, Signifianz bei<P0,025) auch der Bland-Altman-Plot
angewendet (Bland und Altman, 1986, 2003).
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen  zur  Funktion von TSPY in

spermatogenesedefizientemSPY:Kit" "/Kit"“-Mausen

Die von Schubert (2001) generieff&PY¥transgene Mauslini@g(TSPY)9Jshnist das
einzige derzeit verfugbaren-vivo-Tiermodell, um die Regulation, Expression und
Funktion der humanerTSP¥Genfamilie wahrend der Ontogenese und postnatalen
Entwicklung und den mdglichen Einfluss von TSPY beler Entstehung
mannlichspezifischer Tumore naher zu untersuchesrateiten an dieser transgenen
Linie zeigten, dass der menschlich&P¥Promotor in dieser Linie aktiv ist und das
menschliche Transgen nach dem humanen Muster erpriwird. TSP¥transgene Mause
sind gesund und fertil, und es scheint, dass dassgen unter normalen physiologischen
Bedingungen die Spermatogenese und Spermiogened&iigieich zu Wildtypméausen
nicht signifikant beeinflusst. Werden allerdingSP¥hemizygote Mause in die
kryptorchidelns|3-,knock-out“-Mauslinie eingekreuzt (Zimmermamh al, 1999), zeigen
15 und 20 Tage alt&dSPYtransgene kryptorchide Mannchen eine signifikarttkte
testikulare Keimzellanzahl im Vergleich zum nichdartsgenen Insl3-defizienten Wildtyp.
Auch scheint in einem postnatalen Zeitfenster vén bds 52 Tagen die testikulare
keimzellspezifische Apoptoserate b&BPY¥transgenen kryptorchiden Insl3-defizienten
Mannchen signifikant erniedrigt zu sein (Hussei@02 S. Schubert, personliche
Mitteilung). Dieser partiellerescue des Insl3-Phéanotyps bdiSPY¥transgenen Mausen
weist auf einen proliferativen und/oder anti-apogtdhen Effekt des Transgens wahrend
der Spermatogenese hin. Um zu untersuchen, ob EB8RY: proliferativen und/oder anti-
apoptotischen Effekt auf die Spermatogonien ausimirden im Rahmen dieser
Doktorarbeit spermatogenesedefizie8P Y¥transgeneKit" /Kit"-Mannchen und als
Kontrollen nicht transgene NMRit"Kit""-Mannchen generiert und die Testes
verschiedener postnataler Altersstadien histolbgised immunhistochemisch auf einen

proliferativen oder anti-apoptotischen Effekt desianen Transgens hin untersucht.
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4.1.1 Generierung von TSPY-C57BL/6JKit""/Kit"*- und NMRI-
C57BL/6J-KitVY/Kit"'-Mausen

Kit-defiziente Mause der Linie C57BL/&<it""/J zeigen aufgrund einer Mutation im Kit-
Rezeptorgen einen Spermatogenesearrest auf Stuf&SpdFmatogonien. Heterozygote
C57BL/6JKit""/J-Weibchen von Charles River wurden M8PYtransgenen Mannchen
verpaart. Die heterozygoteFSPY-Kif"-Mannchen und NMRKit""-Weibchen der F1-
Generation wurden mit Eintritt der Geschlechtsreiégpaart, um in der F2-Generation
homozygote transgend@ SPY-Kit"/Kit"*-Mannchen zu generieren. Weil diESPY¥
transgene LinieTg(TSPY)9Jshnauf einem NMRI-Hintergrund begriindet ist (Schubert
etal, 2003), wurden als Kontrollen NMRI-M&nnchen mit etérozygoten
C57BL/6JKit""/J-Weibchen verpaart und die heterozygoten maretiamd weiblichen
NMRI-Kit""-Nachkommen fiir die Zucht von NMit"Kit"-Mannchen eingesetzt.
Die nachfolgenden Untersuchungen wurden an homaeoeggdit-defizienten TSPY-
Kit"VKit"- und NMRHKit"YKit"-Mannchen der F2- und folgender Generation
durchgeflnhrt.

4.1.2 Genotypisierungen der verschiedenen Zuchtlinien

Zur Analyse der Genotypen der Mause der verschadetuchtlinien (siehe Abschnitt
4.1.1) wurdenTSPY¥spezifische PCRs eingesetzt (siehe Abschnitt 4)l.2owie ein

Teilbereich desg-kit-Gens mittels PCR und Restriktionsverdaus analy@erhe Abschnitt

4.1.2.2). Um die eingesetzte DNA-Menge quantitativd qualitativ zu kontrollieren,
wurde zusatzlich eine PCR mit dem Primerpaar Tfirfffafl durchgefuhrt (siehe
Abbildung 4-1), durch welches bei mannlichen undbliehen Tieren ein spezifisches
Produkt von 480 bp der N-terminalen Domane des meari Androgenrezeptors

amplifiziert wird (MoharregkKhiabani, 2002).
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M1 2 3 4 5 L

480 bp —

Abbildung 4-1: Genomische PCR mit dem Primerpaar Tmf1l/Tfmrl aus 100 ng DNA von finf
weiblichen NMRI-Kit"" Weibchen (1-5) Aufgetragen wurderein 1kb-L&angenmarker
(M), die PCR-Produkte von funf Tieren (1-5) und deerwert (L). Alle finf Proben sind

amplifizierbar und weisen damit eine ausreichent&BXonzentration auf.

4.1.2.1 Nachweis desTSPY-Transgens

Der Nachweis des humanen Transgens in mannlicheshkkdenmen der Zuchtlinien
Tg(TSPY)9Jshmnd TSP¥C57BL/6JKitW"/J erfolgte mittels PCR aus genomischer DNA
mit drei verschiedenen Primerpaaren. Uber das Ppmae P5/TV03 wurden die Exons 4
bis 6 deshTSPYamplifiziert und ein Produkt von 1191 bp generigthubert, 2001;
siehe Abbildung 4-2 A). Das Primerpaar TV12/TV13pdifiziert ein 1259 bp grol3es
Produkt desT SP¥Promotorbereiches (Schubert, 2001; siehe Abbildis2gB). Das dritte
Primerpaar Ex3fwd/4690E4Rev diente dem Nachweisse#®85 bp grol3en Produktes der
TSPY¥Exons 3 und 4 (siehe Abbildung 4-2 C). Als Pokiintrolle diente der Plasmidklon
pHerbi (Schubert, 2001; siehe Abbildungen 4-2 A uBy Alle drei Primerpaare
amplifizierten spezifisch das humad&PY¥Transgen (Schubert 2001 und persénliche
Mitteilung; siehe Abbildung 4-2 A-C).
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A B M 1 2 3 pH L
M 1 2 3 pH L P

1191 bp — 1259bp —

Abbildung 4-2: TSPY-spezifische PCRs mit den Primerpaaren P5/TV03 (A)TV12/TV13 (B) und
Ex3fwd/4690E4Rev (C) aus genomischer DNA von tranegen Mannchen.
Aufgetragen wurderin 1kb-LangenmarkeiM), die PCR-Produkte von drei (1-3 in A und
B) bzw. finf (1-5 in C) transgenen Mannchen, disifAdontrolle mit dem rekombinanten
Plasmid pHerbi (pH) und der Leerwert (L). Alle gegen Mannchen sin@SP¥positiv
und damit transgen.

4.1.2.2 Nachweis derKitW™-Mutation

Der Nachweis derKit"*-Mutation bei Mannchen und Weibchen der Lini@$P¥
C57BL/6JKitW"/J und NMRI-C57BL/6XKitW"/J erfolgte mittels Kit-spezifischer PCR
und anschlieRenden Restriktionsverdaus des PCRs#gesd mit dem Restriktionsenzym
Nsil.

Aus genomischer DNA wurde zunachst mit Hilfe desmBrpaares Kit-F/Kit-R ein
spezifisches Produkt von 105 bp des murinekit-Gens amplifiziert, welches die
Mutationsstelle umfasst (siehe Abbildung 4-3).
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105 bp —

Abbildung 4-3: Kit-spezifische PCR mit dem Primermar Kit-F/Kit-R aus genomischer DNA von
sechs Mausen der LinieTSPY-C57BL/6J-KitW™/J (1-6). Aufgetragen wurderin 50bp-
Langenmarker(M), die PCR-Produkte von sechESPY¥C57BL/6JKitW"/J-Mannchen
(1-6) und der Leerwert (L).

Anschlie3end wurde das PCR-Produkt mit dem RegtngenzymNsil verdaut. Durch die
Kit""-Mutation wird eineNsil-Schnittstelle generiert, die nach Restriktionsleer das
105 bp grof’e PCR-Produkt in zwei Banden von 85 hd 40 bp aufspaltet. Bei
Heterozygotie wird nach 4%-iger Gelelektrophore3% (Nusieve Agarose, 1% Seakem
Agarose) neben der 105 bp-Bande auch eine 85 bRegBande sichtbar. Liegt die
Mutation hingegen homozygot vor, ist nach 4%igele(@&rtrophorese lediglich die 85 bp
Bande prasent (siehe Abbildung 4-4).

Abbildung 4-4: Agarosegelelektrophorese nachNsil-Restriktionsverdau von Kit-PCR-Produkten.
Aufgetragen wurderein 50bp-LangenmarkegiM) und die verdauten PCR-Produkte von
sechsTSPYC57BL/6JKitW"/J-Mannchen (1-6). Die Mannchen 1 und 3 sind heigot
fur die KitW"-Mutation, die Mause 2, 4 und 5 sind homozygot, neat Tier 6 den Wildtyp

reprasentiert.
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4.1.3 Histologische Untersuchungen der Hoden und Nebenhed
méannlicher TSPY-Kit""/Kit"" und NMRI- Kit""/Kit"" Mause

Um einen mdglichen Einfluss des Transgens auf gierr8atogenese in Kit-defizienten

WYKitY-Mannchen und 38 adulte

M&ausen zu untersuchen, wurden 58 adUlfP ¥Kit
nicht transgene NMRKkit"/Kit""-Kontrollen im Alter von fiinf Wochen bis acht
Monaten generiert und die Histologie der Hoden uxebenhoden mikroskopisch
untersucht (siehe Abbildung 4-5). Die Testes aduimozygoteKit™ Kit"-Tiere mit
C57BL/6-Hintergrund  beinhalten fast keine Keimzelleund zeigen einen
Spermatogenesearrest auf Stufe der undifferenaiefigp A Spermatogonien, und die
Nebenhoden enthalten keine postmeiotischen KeiezdlLittle und Cloudman, 1937,
Feketeet al, 1941).

Von allen Tieren wurden beide Testes histologisaiensucht und mindestens sechs
unterschiedliche Ebenen der Testes analysiert €sfdbschnitt 3.10). Bei 42 von 58
analysierten adultenTSP¥Kit"Kit"*-Mannchen waren in den Testes pachytdne
Spermatozyten prasent und bei 35 vonTa® ¥transgenen Kit-defizienten Mannchen ein
rescue der Kit-Defizienz in Form von runden und/oder gjmmten Spermatiden
ausgebildet (siehe Abbildung 4-5). Interessantesgv@var auch bei einigen analysierten
Kontrollen (NMRIKit""/Kit"", sieche Abbildung 4-5) ein partielleescuedesKit*"Kit""
"-Phanotyps aufgetreten. Insgesamt war dieser aberpibzentual weniger Tieren
manifestiert. In Tabelle 4-1 sind die Ergebnisse ldstologischen testikularen Analysen
der TSP¥transgenen Kit"Kit"*-Mannchen und nicht transgenen NMRI-
Kit"VKit"-Mause dargestellt. Wie aus Tabelle 4-1 ersichtlidtonnten keine
signifikanten Unterschiede zwischeRSP¥Kit"/Kit""-Mannchen und gleichaltrigen
NMRI-KitV/Kit"-Kontrollen beziiglich der Anzahl der Tiere mit pagine
Spermatozyten enthaltenden Hoden (P =0,176, ChdfatrTest nach Pearson; siehe
Tabelle 4-1) und der Zahl der Mause mit runden achell elongierten Spermatiden
prasentierenden Testes (P = 0,211, Chi-Quadrat{iast Pearson; siehe Tabelle 4-1)
nachgewiesen werden. In den meisten Fallen wiexiedur einer der beiden Hoden von
TSPY¥KitVKit"™- und NMRIKit"Kit""-Mausen eine meiotische Keimzellentwicklung
auf, der andere zeigte das typische Bild einesdK&iizienten Hodens mit einem
Spermatogenesearrest auf spermatogonialer Stufe.

Von allen 58TSP¥Ytransgenen und 38 nicht transgen&n’Kit"" Mannchen wurden
auch beide Nebenhoden histologisch auf die PrasenzSpermien untersucht. Diese
Untersuchung ergab, dass hochsignifikant memBPYKitVKit"- als NMRI-
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Kit""Kit"*-Mannchen Spermien in ihren Nebenhoden aufwieser @01, Chi-

Quadrat-Test nach Pearson; s. Tabelle 4-1). Esemuallerdings nicht alle Bereiche
(Kopf, Koérper Schwanz), sondern nur Teilbereiches ddebenhodens histologisch
analysiert. Als Spermien-negativ klassifizierter€i&onnten daher durchaus einige wenige

Spermien in den nicht analysierten Nebenhodenbereiaufweisen.

Abbildung 4-5: Histologie der Testes und Epididymies adulter TSPY-Kit""/Kit"" und NMRI-
Kit""/Kit""-Mannchen. Der HE-gefarbte Testis-Akrylatschnitt eines 4,5 Monateen
NMRI-Kit"Kit""-“Mannchens (A, 100x) zeigt keine Keimzellen iibee @tufe der
Spermatogonien hinaus. Ein HE-gefarbter Testis-kaksghnitt eines 10,5 Monate alten
TSPYKit"YKit"“-Mannchens (B, 100x) weist einemscue der Spermatogenese mit
zahlreich entwickelten Spermatozyten sowie runded elongierten Spermatiden auf.
Wahrend der untersuchte Nebenhodenbereitds NMRIKit"Kit"-Mannchens
(C, 100x) keine Spermien beinhaltet, sind im bétteten NebenhodenbereidesTSPY
Kit""/Kit"-Mannchens (D, 200x) viele entwickelte Spermietsiar.
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Tiere mit Tiere mit runden Tiere mit Spermien
pachytanen und/oder elongierten in den
Spermatozyten Spermatiden Nebenhoden**
TSPY- o o o
Kit WKt W 42/58 (72,41%) 35/58 (60,34%) 23/58 (39,66%)
NMRI- 0 / 0 | 0
Kit WKt W 23/38 (60,53%) 18/38 (47,37%) 3/38 (7,89%)

Tabelle 4-1: Keimzellanalysen adulter TSPY-Kit"/Kit"*- und NMRI-Kit""/Kit"*-Mannchen.
Angegeben sind dieelative Anzahl der Méause, welche Keimzellen ineihrtHoden bzw.
Nebenhoden zeigten und in Klammern die entsprearerchgaben in Prozent. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischéfSPYKit" Kit"-Mannchen und NMRI-
Kit"YKit"-Kontrollen in der relativen Anzahl der Tiere mitesfes mit pachytanen
Spermatozyten bzw. runde und/oder elongierte Spéatema detektiert (P > 0,05, Chi-
Quadrat-Test nach Pearson). Die Anzahl der TieteSmérmien-enthaltenden Nebenhoden
unterschied sich hingegen hochsiginifikant zwiscii&P¥Kit"/Kit"*-Mannchen und den
gleichaltrigen NMRIKit"Kit""-Kontrollen (** hochsignifikant, P = 0,001, Chi-Qdiat-

Test nach Pearson).

Bei TSPYKit"VKit"“-Mannchen und NMRKit"VKit"“-Kontrollen, die pachytane
Spermatozyten bzw. Spermatiden innerhalb der Tezmtégten, wurden pro Tier die
prozentualen Anteile d&rubuli seminiferimit pachytdnen Spermatozyten bzw. mit runden
und/oder elongierten Spermatiden an der Gesamitralblilermittelt und von allen Tieren
der Gesamtanteil allelTubuli mit meiotischen Keimzellen in Form von pachytanen
Spermatozyten und Spermatiden errechnet (siehdl&@abg). Beim Vergleich der Testes
von TSPY¥Kit"YKit"-Mausen und NMRKit"Kit"-Mannchen waren signifikant mehr
Tubuli mit primaren Spermatozyten TSP ¥transgenen Mausen prasent (P = 0,007, t-Test;
siehe Tabelle 4-2) und hochsignifikant mehubuli seminiferivon TSP¥transgenen
Mannchen mit runden bzw. elongierten Spermatidesgestattet (P = 0,001, t-Test; siehe
Tabelle 4-2).
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Tubuli seminiferi mit Tubuli seminiferi mit runden
primaren Spermatozyten * und/oder elongierten Spermatiden **

EVFV)'V\?KHW'V 21,88% (n = 42) 20,68% (n = 35)
Ei';"wev'/kitw_v 11,02% (n = 23) 6,38% (n = 18)

Tabelle 4-2: Prozentuale Anteile derTubuli seminiferi mit primaren Spermatozyten bzw. runden
und/oder elongierten Spermatiden in den Testes vomSPY-Kit"/Kit""- und NMRI-
Kit"/Kit"“-Mannchen. Angegeben sind die prozentualen Anteile der Kelmze
enthaltenderiTubuli an denGesamttubulizahlen TSPY¥Kit"Kit""-Tiere zeigten sowohl
bezlglich der primaren Spermatozyten als auchdhtigih der Spermatiden signifikant mehr
Tubuli mit meiotischen Keimzellen als die gleichaltrightMRI-Kit"/Kit"*-Kontrollen.
TSPYKit"Kit" und NMRIKit"Kit"-Mannchen unterschieden sich signifikant im
Prozentsatz der Hodenkanalchen, welche primarengtezyten enthielten (* P < 0,05,
t-Test). Der prozentuale Anteil vomubuli seminiferi mit runden und/oder elongierten
Spermatiden ergab zwischen transgenen und Koidrelit einen hochsignifikanten
Unterschied (** P < 0,01, t-Test). Fur beide Analysvurden Préparate ohne Spermatozyten

bzw. ohne Spermatiden ausgeschlossen.

4.1.4 Fertilitatsanalysen bei TSPY-Kit""/Kit"" und NMRI- Kit""/Kit"*-
Mannchen

Funf geschlechtsreife TSP¥KitV/KitY*-Mannchen wurden mit jeweils einem
geschlechtsreifen CD1-Weibchen verpaart und diel@ye und Uteri der Vaginalpropf-
positiven Weibchen am nachsten Morgen auf Sperntien untersucht. Von vier
Verpaarungen konnte je ein Vaginalpropf-positiv¥gibchen untersucht werden. Bei
keinem der vier untersuchten Weibchen konnten m dem Spulen der Ovidukte und des
Uterus verwendeten unverdinnten M2-Mediums bendkroskopischen Analyse in einer
Neubauer Kammer Spermien detektiert werden. Higisttie Untersuchungen der
praparierten und fixierten Hoden und Nebenhodenvdepaarten fiunf Mannchen (sechs
verschiedene Ebenen beider Testes wurden histologimitersucht) zeigten bei drei
Mannchen Spermien in Hoden und Nebenhoden. Beildeigen zwei adulteMSPY¥
Kit"Kit"" Mannchen konnten keine Spermien in Hoden und Neimen mittels
histologischer Analyse nachgewiesen werden. IlhresteéBe enthielten auch keine

meiotischen Keimzellen in Form von primaren oddwuselaren Spermatozyten.
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Weiterhin wurden jeweils beide Nebenhodenschwanme weieben adultenTSPY¥
Kit"YKit"-Mannchen mit IVF-Medium gespiilt und mikroskopischuf das
Vorhandensein von Spermien hin untersucht. Bei @iénfsieben Tiere konnten bewegliche
Spermien beobachtet werden, die Ubrigen zwei Twgesen keine Spermien auf. Die

Ergebnisse der Auszahlungen mittels Neubauerkammgd in Tabelle 4-3

zusammengefasst.
Tiernr. Alter Spermien/ml IVFE-Medium
2A 5 Monate 0
43 5,5 Monate 4 x 10
60 5,5 Monate 5x 10
74 5,5 Monate 1,7 x %o
92 5 Monate 1x 10
93 5 Monate 0
94 5 Monate 2,2 x 1o
Tabelle 4-3: Zahlungen isolierter Spermien aus demMNebenhodenschwanzen von sieben adulten

TSPY-Kit"/Kit"-M&nnchen. Die Ergebnisse sind in Spermienzahl pro ml angemgebe

Funf der sieben Ma&nnchen wiesen bewegliche Sperauién

Es wurden 28 adult®@SP¥Kit"V/Kit""- und 18 adulte NMRKit""/Kit"-Mannchen im
Alter von sechs Wochen bis acht Monaten mindestdres Monate mit fertilen
heterozygoterKit""- oder Wildtypweibchen verpaart. Die Testes und éxéloden der
verpaarten Mannchen wurden anschlieRend histologiswlysiert und die verpaarten
Weibchen nach dem Lésen der Verpaarung auf dasavidénsein einer Schwangerschaft
anatomisch untersucht. Kein verpaartes Weibchengtezeizum Zeitpunkt des
Verpaarungsendes ein bei der Sektion sichtbareh&eieiner Schwangerschaft. Wahrend
der Verpaarungszeit jedoch konnte Fertilitat beiigein, jedoch nicht allerfifSP¥
Kit""Kit""-Mannchen beobachtet werden. Wéhrend keines deKd8rollmannchen
Wirfe produzierte, hatten vier der 28 verpaart@sPYKit"VKit"-Mannchen
Nachkommen generiert. Dieser Unterschied ist ahgsl statistisch nicht signifikant
(P = 0,144, Exakter Test nach Fisher). Die Ergeenider histologischen Analyse der
Hoden und Nebenhoden der verpaarBBPYKit"V/Kit"- und NMRIKit"VKit"V*
Mannchen nach Verpaarungsende (vgl. Abschnitt 31i@ 4.1.3) sind in Tabelle 4-4
zusammengefasst und wurden in die Ergebnisse vaahhlit 4.1.3 mit einbezogen. Die
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histologischen Analysen der Testes und Epididymities verpaarte SPY-Kit' /Kit"V™"
und NMRIKit"YKit" Mannchen ergaben keine signifikanten Unterschiedker Anzahl
der Mause mit pachytdnen Spermatozyten (P = 0,8Br-Quadrat-Test nach Pearson)
bzw. runden und/oder elongierten Spermatiden (P ,X8) Chi-Quadrat-Test nach
Pearson) und der Anzahl der Mannchen mit Spernmémaéenden Nebenhoden (siehe
Tabelle 4-4, P = 0,064, Chi-Quadrat-Test nach Pejrs

Tiere mit Tiere mit runden Tiere mit Spermien
pachytanen und/oder elongierten  in den Nebenhoden
Spermatozyten Spermatiden
TSPY- / 0 / 0 / o
Kit WKt W 18/28 (64,29%) 17/28 (60,71%) 12/28 (42,86%)
NMRI- / 0 / 0 / o
Kit WKt W 9/18 (50%) 7/18 (38,89%) 3/18 (16,67%)

Tabelle 4-4: Histologische Keimzellanalysen der wgaarten TSPY-Kit""/Kit"-Mannchen (n = 28)
und NMRI- Kit"/Kit"*-Mannchen (n = 18).Angegeben sind dieelative Anzahl der
Mause, welche Keimzellen in ihren Hoden bzw. Nelbeem zeigten mit den
entsprechenden Prozentangaben in Klammern. Beg¢keder drei Untersuchungskriterien
lag ein signifikanter Unterschied zwisch&r8P¥Kit"V/Kit"-Mannchen und NMRI-
Kit""/Kit"-Mannchen vor (B 0,05, Chi-Quadrat-Test nach Pearson).

4.1.5 Histologische Analyse der Hoden und Nebenhoden und
Fertilitatsanalyse = homozygoter Nachkommen des TSPY-
Kit"/Kit""*-M&annchens Nr.45

Ein fertiles TSPYKit"/Kit"*-Mannchen (Nr.45) wurde zum Aufbau einer ned&PY¥
transgenen Kit-defizienten Linig2-TSP¥Kit" /Kit"") eingesetzt, um zu untersuchen, ob
sich der Fertilitatsrescueauf die homozygoten mannlichem SP¥Kit" KtV -
Nachkommen dieses Mannchens Ubertragen liel3. DM&eschen hatte wahrend einer
Verpaarungszeit von funf Monaten zwei Wirfe von gdss einem (unbekanntes
Geschlecht) und zehn Nachkommen (vier Mannchensaatis Weibchen) generiert. Es
wurden die Hoden und Nebenhoden von 17 homozygoi@é@mlichen Nachkommen des
M&nnchensTSPYKit"Kit"" Nr.45 histologisch untersucht (siehe Abschnitt3).1Bei
14 der 17 (82,35%) homozygoten Mannchen der LirBeTSPYKit" YKit"" wurden in
denTubuli seminiferipachytdane Spermatozyten detektiert wahrend elfldeanalysierten

mannlichen L2-Nachkommen (64,71%) runde und/odeongierte Spermatiden
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ausgebildet hatten. Acht der 17 L2-Méannchen (47)0&%esen Spermien in ihren
Nebenhoden auf. Dreizehn adulte homozygote Manndkertinie L2TSP¥Kit"/Kit"
wurden fiir mindestens drei Monate mit fertilen hetggoten Kit"V"- oder
Wildtypweibchen verpaart. Von diesen 13 Mannchenegerte ein Mannchen (7,69%)
einen Wurf von sechs Nachkommen (ein Mannchen, Wiaibchen). Der Fertilitats- und
Spermatogeneserescue d&PYKit"Kit"-Mannchen Nr.45 lieR sich damit auf einige
Kit-defiziente Nachkommen der Linie LRSP¥Kit""/Kit"" tibertragen. Die Ergebnisse
der histologischen Analysen und Fertilitatsuntensungen bei Tieren der Linie LRSPY¥

Kit""Kit""Y wurden in die Ergebnisse der Abschnitte 4.1.34iid4 mit einbezogen.

4.1.6 Nachweis der adulten TSPY-Expression in TSPY-Kit"Kit"*

Mannchen

Mittels Immunhistochemie wurden dieSP¥exprimierenden Zellen in adulten transgenen
TSPYKit"Kit" - Testes analysiert. Es wurden ausschlieBlich Sssfeitte von
Praparaten verwendet, bei denen in der vorab dafiéhgen histologischen Begutachtung
bereits pachytane Spermatozyten und runde bzwgielda Spermatiden nachgewiesen
werden konnten. Neben dem Antiserum 837/3 (Schrsesteal, 1996; siehe Abbildung
4-6) wurden ebenfalls die TSPY-spezifischen monuoi&den Antikdrper Klon #2 und
Klon #7 der Arbeitsgruppe von Chris Lau (Kido uncul. 2005) verwendet (siehe
Abbildungen 4-7 und 4-8), um mogliche TSPY-Isofomze detektieren (siehe Einleitung,
Abschnitt 1.3.1). Wahrend das eingesetzte TSPYsé&ntim 837/3 und der Klon #2 den N-
terminalen Bereich des TSPY-Peptids als Epitoprerér, detektiert Klon #7 spezifisch
den C-terminalen Bereich des humanen TransgensY k8fnte mit allen drei Antiseren
in den Keimzellen derTSPYKit"V/Kit"“-Testes spezifisch detektiert werden (siehe
Abbildungend-6 A, 4-7 A und B, 4-8 A und B), wahrend im NMRIt"YKit"-Testis
keine spezifische TSPY-Immunfarbung auftrat (siélbdildungen 4-6 B, 4-7 C, 4-8 C).
Eine unspezifische Farbung von Leydigzellen undngilerten Spermatiden mit dem
Antiserum 837/3, wie sie in Abbildung 4-6 sichthst; wurde bereits friiher beschrieben
(Schniederset al, 1996, Schuberet al, 2003). In den Testes der analysierie®P¥
Kit""Kit"-Mannchen wurde TSPY nur in vereinzeltdubuli immunhistochemisch
nachgewiesen, in dendBSPYvor allem in Spermatogonien und priméren Spernyaoz
exprimiert wird. In diesen Zellen wurde TSPY misteles 837/3-Antiserums und Klon #2

vornehmlich im Zytoplasma und zu einem geringerea3® im Nukleus detektiert,
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wahrend Klon #7 fast ausschliel3lich eine nukleédrkalisation von TSPY zeigte. Mit dem
monoklonalen Antikorper Klon #2 wurde zusatzlicheeschwache TSPY-Immunfarbung
in runden Spermatiden detektiert (siehe Abbildusf).AVider Erwarten konnte TSPY mit
Klon #7 nicht in runden Spermatiden dargestellt deer (siehe Abbildung 4-8; vgl.
Abschnitt 1.3.1 und Kido und Lau, 2005). Die mit ndePeptid geblockten
Negativkontrollen zeigten keine spezifischen Keilifi@dungen (siehe Abbildungen 4-6
C, 4-7 D, 4-8 D). Die Topologie deFSP¥Transgen-Expression in Testes VOBPY¥
Kit"Kit"-Mannchen entspricht dem testikularen Expressiossenu der Linie
Tg(TSPY)9JshrSchuberet al, 2003).

Abbildung 4-6: Immunhistochemischer Nachweis deff SPY-Expression im Testis einer adultelTSPY-
Kit""/Kit"“-Maus mittels 837/3-Antiserums (Schnieder®t al, 1996) Immungefarbter
Testis eines zwei Monate alten TSP Y¥Kit"/Kit"-Mannchens (A) und eines 5,5 Monate
alten NMRI-Kit""Kit"*-Mannchens (B). In der Negativkontrolle (C) wurdesd
Antiserum mit dem GST-TSPY-Fusionspeptid (Skawra®Q02) blockiert. Die
Gegenfarbung aller Schnitte erfolgte mittels Maydénalaun. Aufnahme aller Schnitte in
400-facher Vergré3erung.
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Abbildung 4-7: Immunhistochemischer Nachweis defT SPY-Expression im Testis eines adultei SPY-
Kit""/Kit"- Mannchens mit dem monoklonalen Antikérper Klon #2 (Kido und Lau,
2005) Dargestellt sind immungefarbte Testes eines 6,5 di#pnalten LZFSPY
Kit"YKit"*-Mannchens (A, B) und eines 55 Monate alteNMRI-Kit"Kit" "
Mannchens (C). Fur die Negativkontrolle (D) wurds dntikdrper mit dem GST-TSPY-
Fusionspeptid (Skawran, 2002) blockiert. Alle Stteniwurden mit Mayers Hamalaun
gegengefarbt und in 200-facher VergréRerung aufgemnsn.
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Abbildung 4-8: Immunhistochemischer TSPY-Expressionsnachweis im Testis einer adulteSPY-
Kit""/Kit""*-Maus mit dem Antikérper Klon #7 (Kido und Lau, 2005). Die Abbildung
zeigt den immungefarbten Testis einer zwei MonétEna 2-TSPYKit" /Kit"V*-Maus (A
und B) und eines 5,5 Monate alten NMRIEKit""*-Kontrollmannchens (C). Die
Blockierung des Antikdrpers Klon #7 in der Negativkrolle (D) erfolgte mit einem GST-
TSPY-Fusionspeptid (Skawran, 2002). Gegenfarbuleg &chnitte mit Mayers Hamalaun.
Darstellung in 200-facher Vergré3erung.

4.1.7 Untersuchungen zu Apoptose und Proliferation bei TSPY-
Kit"/Kit"-  und NMRI-Kit"Kit""-Mausen  verschiedener

postnataler Altersstadien

Um zu prifen, ob der partielleescueder Spermatogenese bEBSPYtransgenen Kit-
defizienten Mannchen und die Fertilitat einige®P¥Kit"/Kit""-Mannchen auf einen
anti-apoptotischen und/oder proliferativen Effekischumanen Transgens auf die friihen
Keimzellen zuriickzufiihren ist, wurden beide Testas je fiinf TSPY¥Kit"/Kit"*- und
NMRI-Kit"/Kit""-Mannchen der postnatalen Stadien 4,5 dpp, 15,5uib30,5 dpp
immunhistochemisch  mittels TUNEL-Assays und Caspase und Ki67-
Antikérperimmundetektion analysiert. Die postnhataftadien 15,5 und 30,5 dpp wurden
bewusst gewahlt, weil bei diesen AltersstadienT&P ¥transgenen kryptorchiden Ins|3-
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defizienten Mannchen eine hdohere Keimzellzahl (8tadl5,5 dpp) bzw. ein Apoptose-
protektiver Effekt des humanen Transgens auf dibein Keimzellen (Stadium 30,5 dpp)
gezeigt werden konnte (Hussein, 2005; Schubertépbche Mitteilung). Das Stadium
4,5 dpp wurde gewabhlt, weil ab dem Tag 5 der poskeia Mausentwicklung Kit-positive
differenzierte Typ A Spermatogonien prasent sind derzeit postuliert wird, dass das
Kit/SCF System fiir das Uberleben und die Proliferatder differenzierten Typ A
Spermatogonien entscheidend ist (Oétaal, 2000). Insgesamt wurden pro Testis zwei
Schnitte aus verschiedenen Ebenen mittels TUNElayssind Caspase 3- und Ki67-
Antikorpers immungefarbt. Fur die Auswertung wuile Anzahl derTubuli seminiferi
ermittelt, die mindestens eine immungefarbte Keillazeaufwiesen und zur
Gesamttubulizahl des Testis in Relation gesetztd{fizcert nach Leeet al, 1997). Die
Ergebnisse aller drei Auswertmethoden sind in Tlalkleb zusammengefasst.

Die Detektion proliferativer Zellen erfolgte mitsellmmunfarbung mit einem Ki67-
Antikorper (Abbildung 4-9). Bei 4,5, 15,5 und 30[age alten Tieren wurde tber Ki67-
Immunfarbung kein signifikanter Unterschied bei dezahl der Hodenkanalchen mit Ki-
67-immungefarbten Keimzellen beiTSPYKitV/Kit"*- und NMRIKit"Kit" "
Mannchen detektiert (4,5 dpp: P = 0,602, 15,5 d#pp:0,602, 30,5 dpp: P = 0,175, Mann-
Whitney-Test; siehe Tabelle 4-5).
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Abbildung 4-9: Exemplarische Darstellung des immuhistochemischen Nachweises proliferierender
Zellen in TSPY-Kit"/Kit"" und NMRI- Kit""/Kit""-Testes des postnatalen Stadiums
4,5 dpp mittels ABC-Peroxidase-Immunfarbung mit Ani-Ki67-Antikdrper und
Mayers-Hamalaun-Gegenfarbung. Dargestellt sind ein NMRkit""/Kit"-Testis (A)
und einTSP¥Kit"/Kit"“-Testis (B), beide im Alter von 4,5 dpp. Die Neghtintrolle (C)

erfolgte ohne Primarantikdrper. Alle Aufnahme 2@@H vergroRlert.

Zur Analyse der testikularen Apoptose wurde eiritrsein Caspase 3-Antikorper
(Abbildung 4-10) eingesetzt und andererseits dieNEU-Methode (Abbildung 4-11)
angewendet. In keinem der drei untersuchten padémaiStadien konnte Uber aktivierte
Caspase 3-Immundetektion (4,5 dpp: P = 0,347, dpypp P = 0,917, 30,5 dpp: P = 0,347,
Mann-Whitney-Test; siehe Tabelle 4-5) und mitteldNEL-Assays (4,5 dpp: P = 0,347,
15,5 dpp: P = 0,917, 30,5 dpp: P = 0,917, Mann-WéyiTest; siehe Tabelle 4-5) ein
signifikanter Unterschied in der keimzellspezifisnhApoptoserate b@SP¥Kit" /Kt -
und NMRIKit"Kit""-Mannchen gezeigt werden.
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Abbildung 4-10: Exemplarische Darstellung des immahistochemischen Nachweises apoptotischer
Zellen in prépubertaren und pubertaren TSPY-Kit"/Kit"" und NMRI- Kit"V"/Kit" -
Hoden der postnatalen Stadien 15,5 dpp und 30,5 dpmittels ABC-Peroxidase-
Methode mit aktivierte Caspase 3-Antikdrper Aspl75immungefarbt. NMRI-
Kit"Kit""“-Testes der Stadien 15,5 dpp (A) und 30,5 dpp (@) Testes voTSPY¥
Kit""Kit"“-Mannchen im Alter von 15,5 dpp (B) und 30,5 dpp).(OFir die
Negativkontrolle (E) wurde der Priméarantikbrper ndem dazugehdrigen Aspl75-
aktivierte Caspase 3-Protein geblockt. Alle Scknitturden mit Mayers Hamalaun

gegengefarbt und in 200-facher VergréRerung aufigemnen
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TUNEL-Farbung von paraffineingebeteten Hodengewebsschnitten vonTSPY-
Kit""/Kit""Y und NMRI- Kit""/Kit"*-M&nnchen der postnatalen Stadien 4,5 dpp, 15,5
dpp und 30,5 dpp.NMRI-Kit"/Kit"V“-Testes der Stadien 4,5 dpp (A), 15,5 dpp (C) und
30,5 dpp (E) und Testes vasP¥Kit" /Kit"*-Mannchen im Alter von 4,5 dpp (B), 15,5
dpp (D) und 30,5 dpp (F). Fur die Positivkontrol®) wurde das im Kit mitgelieferte
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Rattenbrustdrisengewebe angefarbt. Alle Testisgesebitte wurden mit Mayers

Hamalaun gegengefarbt. Fur alle Aufnahmen wurdee é200-fache VergroRRerung

gewabhlt.
Prozentsatze derTubuli seminiferi mit mindestens
einer gefarbten Zelle
4,5 dpp 15,5 dpp 30,5 dpp
TSPY- 20,09% + 5,97 0,27% + 0,28 0,29% + 0,16
<67 KitV/Kit"VY (n =5) (n =5) (n=5)
NMRI- 22,24% + 11,70 1,28% + 1,65 1,24% + 1,36
Kit VKtV (n =5) (n =5) (n = 5)
TSPY- 4,47% + 2,63 13,08% + 10,47 7,52% + 10,05
TUNEL Kit VKtV (n =5) (n =5) (n = 5)
NMRI- 3,30% + 3,01 13,87% + 11,84  5,26% + 3,93
KitV /Kt (n =5) (n =5) (n=5)
TSPY- 2,25% * 1,59 5,66% + 4,69 1,47% + 1,46
Caspase 3 Kit VKtV (n =5) (n =5) (n = 5)
NMRI- 1,21% £ 1,02 7,14% + 5,91 2,21% + 2,08
Kit VKtV (n =5) (n =5) (n = 5)

Tabelle 4-5: Proliferations- und Apoptoseanalysem TSPY-Kit"/Kit"und NMRI- Kit""/Kit""-Testes
der postnatalen Stadien 4,5 dpp, 15,5 dpp und 30dpp Uber Ki67-Immunhistochemie,
TUNEL-Assay und Caspase 3-Immunfarbung.Angegeben ist der relative Anteil der
Hodenkandalchen in % bezogen auf die Gesamttublligshsind die Ergebnisse der TUNEL,
Caspase3- und Ki67-Antikérperdetektion in den Testn jeweils funfTSPY¥Kit"Kit"" und
NMRI-Kit"/KitY"-Mannchen im Alter von 4,5 dpp, 15,5 dpp und 30pp diargestellt.
Angegeben sind arithmetischer Mittelwert (X) + Stardabweichung (s) aus (n) untersuchten
Mausen. Es ergaben sich keine signifikanten Uriézde bei den testikuléaren Proliferations-
und Apoptoseraten vomSP¥transgenen und Kontrollmannchen (P > 0,05, Manritivek-
Test).

Zur Ubereinstimmungsprifung der beiden Apoptosddietssmethoden Caspase 3-
Immunfarbung und TUNEL-Assay wurden die Rangkotieta nach Spearman
(zweiseitig) und die Methode von Bland und Altmd®&6, 2003) zum Vergleich zweier
Messmethoden angewendet. Fur NM&IYVKit"-Mause ergibt die zweiseitige
Rangkorrelationsanalyse nach Spearman eine guteeltbon der beiden eingesetzten

Apoptosedetektionsmethoden (083 bei P < 0,025), wahrend die mittels TUNEL-
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Assays und Caspase 3-Immundetektion ermittelteretifigse furTSPY¥Kit" Kit"*
Mannchen nach Spearmen nicht signifikant korretiefe= 0,58 bei P > 0,025). Die
kritische Analyse nach Bland-Altman zeigt, dass Ti#NEL-Methode und die aktivierte
Caspase 3-Immundetektion verschieden groRe Werssene Fur die beiden Genotypen
TSPY¥KitVKit"™" und NMRIKit"/Kit"" sind die separaten Plots in den Abbildungen
4-12 A und B dargestellt. Die tatsachlichen Mittefte der Messwertdifferenzef {P¥
KitVVKit"™" -5,22; NMRIKitVKit"™" -3,96) sind jeweils aufgrund der durchgangig
groReren TUNEL-Messwerte nach unten verschobentefsgdischer Fehler). Die
Diagramme verdeutlichen aul3erdem, dass die Messuohtede bei steigenden

Messwerten zunehmen.

A Bland-Altman difference plot B Bland-Altman difference plot

20
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Abbildung 4-12:  Bland-Altman-Punktdiagramme zum Vegleich der TUNEL- und Caspase-3-
Messwerte bei TSPY-Kit"/Kit""- (A) und NMRI- Kit""/Kit""*-Mannchen (B) der
postnatalen Stadien 4,5 dpp, 15,5 dpp und 30,5 dppAufgetragen wurden die
Differenzen der beiden Messmethoden gegen die IMitée der beiden Methoden. Die
rot-gestrichelten Linien markieren die 95%-Ubergémmungsgrenzen (mittlere
Differenz £+ 2 x Standardabweichung), innerhalb derer 95% adWesswerte liegen
sollten. Idealerweise sollten die Punkte des Diagna auf der blau-gestrichelten Linie
(Differenz = 0) liegen. Die durchgezogene rote ¢inmarkiert den tatsédchlichen
Mittelwert der DifferenzenTSPY¥Kit"Kit"" -5,22; NMRIKit"Kit"": -3,96).

Des Weiteren wurden beide Testes von jeweils vigb Jage alterm SP¥Kit"V /Kit"V "
und NMRIKit"VKit"*-Mannchen histologisch untersucht und pro Tier diative
Anzahl der Tubuli seminiferi mit pachytane Spermatozyten und/oder runden bzw.

elongierten Spermatiden ermittelt. Die Zusammenfags der Ergebnisse aller
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untersuchten Tiere ist in Tabelle 4-6 dargest®lfb untersuchtem Testis wurde jeweils
eine Schnittebene analysiert. Die relative Zahl Odouli mit meiotischen Keimzellen ist
bei TSPY-Kit"Kit"*-Mannchen im Vergleich zur Kontroligruppe deutligtrhéht
(Tabelle 4-6). Wahrend bei 30,5Tage alten NM®REKit"Y"-Mannchen
durchschnittlich 3,12% alleTubuli seminifieri meiotische Keimzellen in Form von
pachytdnen Spermatozyten und/oder Spermatiderereigfar bei 30,5 Tage altadiP¥
Kit"V"Kit""-Mannchen im Durchschnitt in 12,03% d&ubuli meiotische Keimzellen
prasent. Fur die Quantifizierung der Keimzellen deuvon jedem Tier ein reprasentativer
HE-gefarbter Testisschnitt eines jeden Testis am8lgk und die Anzahl der pachytdnen
Spermatozyten und/oder Spermatiden ermittelt. Drettschnittliche Keimzellzahl jeweils
beider Hoden aller 30,5 Tage alten NMRH"/Kit"V™"- und TSPY-Kit"/Kit"V"-Mannchen
ist in Tabelle 4-6 dargestellt. Wahrend bei 30,5éraltenTSP¥Kit" /Kit""*-Mannchen
durchschnittlich 660 Spermatozyten/Spermatidenan #oden prasent waren, war die
durchschnittliche Keimzellzahl der gleichaltrigeMRI-.Kit""/Kit""-Mause mit 123,25
Keimzellen deutlich reduziert. Der geringe Stichpoumfang der analysierten Tiere und
die Tatsache, dass von einem 30,5 Tage alten NKIRIYKit"“-Mannchen nur ein
Hoden fur die Untersuchung zur Verflgung stand,3die eine statistische
Signifikanzprifung der dargestellten Ergebnisséélla 4-6) nicht zu.

Gesamtzahl Anzahl der Prozentsatz Anzahl aller
aller Tubuli Tubuli mit der Tubuli mit vorhandenen
seminiferi Keimzellen Keimzellen Keimzellen

TSPY-
KitWvKitWv 317,5+52,74 33,5+45,1 12,03% + 17,24 660 +Bgd4,
(n=4)
NMRI-
KitWvKitWv 264,25 + 56,93 8,25+ 2,87 3,12% + 0,91 123,25 820
(n=4)

Tabelle 4-6: Histologische Keimzellanalyse der Hah von jeweils vier 30,5 Tage alteiTSPY-
Kit"/Kit"" und NMRI- KitV"/Kit"*-Mannchen. Zusammenfassung der Einzelergebnisse
aller untersuchtenTSPYKit"/Kit"*- und NMRIKit"YKit""-Mannchen. Ausgewertet
wurde jeweils eine Schnittebene beider Hoden. Aabeg sind jeweils die arithmetischen
Mittelwerte aller Tiere und die entsprechenden &adabweichungen (X £ s). Dargestellt
sind die Gesamtzahlen all€ubuli seminiferi(jeweils beider Hoden pro Tier), die Anzahl
der Tubuli, welche pachytdne Spermatozyten bzw. runde/elorgie3permatiden
aufwiesen, ihr relativer Anteil in Prozent zur Gasabulizahl und die Anzahl der

gezahlten Keimzellen in beiden Testes.
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4.1.8 Expressionsnachweis des eukaryontischen Elongatidaktors
eEF1A in Testes vonTSPY-Kit"/Kit"" und NMRI-Kit""/Kit"
Mannchen

Kido und Lau (2008) wiesen eine funktionelle Inigian des humanen TSPY mit dem
eukaryontischen Translationselongationsfaktor eEF@&ch, durch welche in co-
transfizierten HEK293-Zellen die ProteinsyntheseegsiReportergens verstarkt wurde. Ein
Nachweis des eEF1Al-Proteins in den Testes vonwei 80,5 Tage altenTSP¥
Kit"VKit"- und NMRIKit"Kit"*-Mannchen erfolgte in dieser Doktorarbeit mittels
Immunhistochemie mit einem eEF1Al-Antikdrper. Beziden Tieren wird eEF1Al
bevorzugt in Spermatogonien und primaren Spermggozfivenn vorhanden) exprimiert.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Kido und Lawevudie peritubularen myoiden
Zellen nicht mittels EEF1A1-Antikdrpers immungeféridas eEF1A1-Peptid liel3 sich
immunhistochemisch ausschlie3lich im Zytoplasma vd@permatogonien und
Spermatozyten nachweisen. Allerdings zeigten prstigchnitt nur einige Gruppen von
Tubuli seminiferieEF1Al-positive Keimzellen. Ein Unterschied im Eegsionsmuster
zwischenTSPYKit"V/Kit"- und NMRIKit"YKit"-Proben konnte rein visuell betrachtet

nicht ermittelt werden (siehe Abbildung 4-13).

88



Ergebnisse

Abbildung 4-13:

Immunhistochemischer Nachweis dereEF1A-Expression in Testes von 30,5 Tage
alten TSPY-Kit"/Kit"" und NMRI-Kit""/Kit"*-Mannchen mittels Anti-EEF1A1-
Antikorpers. Dargestellt sind Testes eines NMRit"'Kit""-Mannchens (A, 100x; B,
200x) und eined SP¥Kit"Kit"-Mannchens (C, 100x; D, 200x) jeweils im Alter von
30,5 dpp. Bei beiden Tieren ist eine zytoplasmhésEarbung in den Spermatogonien
und einigen primaren Spermatozyten sichtbar. Digdtekontrolle (C, 100x) wurde
ohne Primarantikdrper durchgefuhrt. Alle Schnittends mit Mayers Hamalaun
gegengefarbt.
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4.2 Untersuchungen zur Proliferation und Apoptose inTSPY-

transgenen Embryonalstadien

Um zu untersuchen, ob der partiellescueder Spermatogenese bEBPYtransgenen

Kit"Kit"*-Mausen durch einen proliferativen und/oder anfpiischen Effekt des

humanen TSPY auf frihe testikulare embryonale Kellez bedingt war, wurden
verschiedene Embryonalstadien von MausenTd&?Y¥transgenen Liniefg(TSPY)9Jshm
und des Auszuchtstammes NMRI als Wildtypkontrolengyiert und 4% PFA fixierte
Gesamtembryonen nach Paraffineinbettung immunthstocsch mittels TUNEL-Assays
und Caspase 3- und Ki67-Antikdrper-Immundetektioetsucht. Die Embryonalstadien
14,5 dpc und 17,5 dpc wurden bewusst gewdahlt, waibb Herr Prof. Dr. Leendert
Looijenga, Department of Pathology, Erasmus MC-érsity Medical Center, Rotterdam,
in testikularen embryonalen Keimzellen von 14,5 U@ 5 dpc altenf SPY¥transgenen

Embryonen eine starke Immundetektion des Prolitematmarkers Ki67 gezeigt hat.

4.2.1 Genotypisierung der 14,5 und 17,5 dpc alteSPY-transgenen und
nicht transgenen Embryonalstadien

Die Genotypisierung defSP¥transgenen Embryonen erfolgte mittels PCR T8#PY
spezifischen Primern (siehe Abschnitt 4.1.2.1). Zeschlechtsbestimmung der nicht
transgenen Embryonen wurde eine PCR mit genomisbigk und dem Primerpaar
mtspy2/mtspy7 durchgefuhrt (Voget al, 1998). Dieses Primerpaar bindet spezifisch in
Exon 2 und Exon 6 des muringispyund generiert bei mannlichen Embryonen Espy
spezifisches Produkt von 1421 bp (siehe Abbildwigii

Abbildung 4-14: PCR-Analyse mit dem Primerpaar mtpy2/mtspy7 aus DNA von funf isolierten
mannlichen und weiblichen Embryonen (1-5)Die NMRI-Embryonen 1, 2 und 4 sind
ménnlich und die Embryonen 3 und 5 weiblich. 1kimggnmarker (M), Leerwert (L).
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4.2.2 Nachweis derTSPY-Expression im embryonalen Testis

Es wurden je funf mannlich& SP¥transgene und NMRI-Embryonen der Altersstadien
14,5 dpc und 17,5 dpc mittels Proliferations- urgbptosemarker untersucht. Die murinen
Embryonalstadien wurden wie von Kotsiari (2005) dheben isoliert. Einige der
untersuchten Praparate waren vorab von Alexandrsidto (2005) im Rahmen einer
biologischen Diplomarbeit isoliert und eingebetieirden. Als interne Kontrolle zur vorab
durchgefuhrten Genotypisierung wurden immunhistotbehe Farbungen an Maus-
Gesamtembryonen mit dem humanen Antiserum 837/n{€der et al, 1996)
durchgefuhrt. Paraffinschnitte von je funfSP¥Ytransgenen und NMRI-Wildtyp-
Embryonen der Embryonalstadien 14,5 dpc und 17¢5wdpden unter Anwendung einer
Modifikation des ABC-Peroxidaseprotokolls von Dasiidund Schulze (1990) mit dem
Antiserum 837/3 immungefarbt.

TSPY wurde spezifisch in Gonozyten und Présperncatieg in Testes voriTSPY
transgenen Embryonen der Embryonalstadien 14,5ilgAbig 4-15 C und E) und 17,5 dpc
(Abbildung 4-16 C und E) immunhistochemisch nachigeen, wahrend die Testes der
untersuchten gleichaltrigen NMRI Embryonen (siehgbifdungen 4-15 D und 4-16 D)
keine spezifische TSPY-Immunfarbung zeigten. Deupianteil des transgenen Proteins
war zytoplasmatisch in Gonozyten der Testisanladgtektierbar. Die mit dem humanen
TSPY-Peptid (Skawran, 2002) geblockten Kontrollsitnzeigten keine spezifische
Immunfarbung, was die Spezifitat des TSPY-Antisesum den transgenen Embryonen
verdeutlicht (siehe Abbildungen 4-15 F und 4-16 F).
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Abbildung 4-15: Immunhistochemischer Nachweis del SPY-Expression im embryonalen Testis eines
14,5 Tage altenTSPY-transgenen und eines 14,5 Tage alten nicht transgen
Embryos. HE-Ubersichtsfarbungen der Testes eines 14,5 Tiga &SP Ytransgenen
(A) und eines nicht transgenen (B) NMRI-Embryosygés in 100-facher Vergrolierung
dargestellt. Die mit dem 837/3-Antiserum gefarb&rhnitte der entsprechend&B8PY¥
transgenen (C) und nicht transgenen (D) Testisanlggn 100-facher VergrofRerung),
sowie in (E) eine 200-fache VergrolRerung des TSRMungefarbten transgenen Testis.
(F) Hodengewebsschnitt eines 14,5 dpc alf&PYtransgenen Embryos, bei dem das
Antiserum 837/3 mit einem GST-TSPY-Fusionspeptika¢@an, 2002) geblockt wurde,
in 200-facher Vergro3erung dargestellt. Alle Sdieniturden mit HE gegengefarbt.
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Abbildung 4-16:

Immunhistochemischer Nachweis defTSPY-Expression in der Testisanlage eines
17,5 Tage altenTSPY-transgenen Embryos und eines 17, 5 Tage alten NMRI
Embryos. HE-Ubersichtsfarbungen der Testes eines 17,5 Tige BSPYtransgenen
(A) und eines nicht transgenen (B) Embryos, in jevd00-facher VergréRerung
dargestellt. Die mit dem 837/3-Antiserum immungkfén Schnitte der entsprechenden
TSP¥Ytransgenen (C) und nicht transgenen (D) Testiganla(jeweils 100-fache
VergréRerung), sowie in (E) eine 200-fache Vergriflg des TSPY-immungefarbten
TSPYtransgenen embryonalen Testis. Als Negativkorer(#) wurde das mit dem GST-
TSPY-Fusionspeptid (Skawran, 2002) geblockte Antiseauf dem transgenen Embryo
eingesetzt (200-fache VergrélRerung). Die Gegenfigbn in C-F erfolgten nach der HE-
Methode.
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4.2.3 TUNEL, Caspase 3 und Ki-67-Immunfarbungen inTSPY-
transgenen Embryonen der Altersstadien 14,5 und 15 dpc

Paraffinschnitte von fiunf mannlichen NMRI-Embryonamd fiinf mannlichen Embryonen
der Linie Tg(TSPY)9Jshmder Embryonalstadien 14,5 dpc und 17,5 dpc wurdétels
TUNEL-Assays und Caspase 3-Immunhistochemie auptapieche Keimzellen in den
embryonalen Testes untersucht und die keimzellBpelzé Proliferation Uber Ki67-
Immundetektion ermittelt. Pro Tier wurde immer eum embryonaler Testis analysiert und
pro Testis und Genotyp eine Testisebene untersBchtEmbryo wurde anschlie3end das
Verhéltnis aller testikularer Keimzellen zu apofgctien bzw. Ki67 positiven Keimzellen
ermittelt (Hussein, 2005; Tabellen 4-7 und 4-8)

In 17,5 Tage alteiTSPY¥transgenen und nicht trangenen embryonalen Tegteden
durchschnittlich mehr proliferierende Keimzellenobachtet als bei 14,5 Tage alten
embryonalen Hoden (Tabelle 4-7). Es wurden keigmifkanten Unterschiede in der
relativen Anzahl Ki67 positiver Keimzellen b&SP¥transgenen und nicht transgenen
Embryonen der Embryonalstadien 14,5 und 17,5 dpbgewiesen (14,5 dpc: P = 0,602,
17,5 dpc: P = 0,754, Mann-Whitney-Test, siehe Ahbily 4-17 und Tabelle 4-7).
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Abbildung 4-17: Immunhistochemischer Nachweis pralerierender Keimzellen in nicht transgenen
und TSPY-transgenen Testes von 14,5 und 17,5 Tage alten Embnen mittels Ki67-
Immundetektion. Ki67-IHC eines 14,5 Tage alteMSPY¥transgenen (A) und eines
gleichaltrigen nicht transgenen (B) embryonalenti$esowie eines 17,5 Tage alten
TSPYtransgenen (C) und eines gleichaltrigen nichtsgamen embryonalen Hodens (D).
Als Negativkontrolle (E) diente ein ohne Primarkdtper gefarbtefTSPYtransgener
embryonaler Testis. Alle Préaparate wurden mit Haémgdin-Eosin gegengefarbt.
Aufnahme aller Schnitte in 200-facher Vergrof3erung.
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14,5 dpc 17,5 dpc
24,60% + 9,62 39,08% + 5,82
TSPY
(n=5) (n=5)
NMRI 28,14% + 5,28 38,30% + 9,90
(n=5) (n=5)

Tabelle 4-7:  Arithmetische Mittelwerte und Standadabweichungen der relativen Anteile

proliferierender Keimzellen in Prozent in transgen@& (TSPY) und nicht transgenen
(NMRI) embryonalen Testes der Altersstadien 14,5 dpund 17,5 dpc.Es wurden je funf

Tiere untersucht. Es existieren keine signifikantémerschiede bei der relativen Anzahl

Ki67-positiver Keimzellen zwischemSP¥transgenen und nicht transgenen Embryonen der

Embryonalstadien 14,5 dpc und 17,5 dpc (P > 0,G&miWWhitney-Test).

Im zeitlichen Verlauf betrachtet ist die testissfiezhe Apoptoserate bei 14,5 Tage alten

Embryonen unabhangig vom Genotyp im Vergleich zb Tage alten Embryonen erhéht.

Bei 14,5 und 17,5 Tage alten embryonalen Testedemumittels TUNEL-Assays (Tabelle
4-8, Abbildung 4-18) und Caspase 3-Antikorperdeteki(Tabelle 4-8 und Abbildung
4-19) keine signifikanten Unterschiede in der fedfiren Apoptoserate beTSPY¥

transgenen und nicht transgenen Embryonen detektier
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Abbildung 4-18: Immunhistochemische Detektion apoitischer Keimzellen mittels TUNEL-

Assays in transgenen und nicht transgenen Testesrvd4,5 und 17,5 Tage alten
Embryonen. Uber die TUNEL-Methode angefarbte Schnitte eines TBage alten
transgenen (A) und eines gleichaltrigen nicht wgenen (B) Embryos, sowie eines
17,5 Tage alten transgenen (C) und eines gleigdttmicht transgenen Embryos (D).
Fur die Positivkontrolle (E) wurde das im Kit mitigéerte Rattenbrustdriisengewebe
angefarbt. Die Gegenfarbungen aller Praparategtefiolnach der HE-Methode (alle
200-fache VergréRerung).
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Abbildung 4-19:

Immunhistochemischer Nachweis apdptischer Keimzellen in nicht transgenen
und TSPY-transgenen embryonalen Testes von 14,5 und 17,5 ge alten
Embryonen mittels Caspase 3-Antikorpers.Caspase 3 immungefarbte und mittels
HE gegengefarbtembryonale Testesschnitte einer 14,5 Tage dl&RAY¥transgenen
(A) und einer gleichaltrigen nicht transgenen (Baud , sowie eines 17,5 Tage alten
TSPYtransgenen (C) und eines gleichaltrigen nicht ganen embryonalen Hodens
(D). Fur die Negativkontrolle (E) wurde der Casp&sPrimarantikdrper mit dem
aktivierte-Caspase 3-Protein geblockt. Alle Schenittvurden in 200-facher

VergréRerung aufgenommen.
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14,5 dpc 17,5 dpc
Caspase 3 TUNEL Caspase 3 TUNEL
TSPY 1,35% + 1,24 3,09% + 2,66 0,09% + 0,14 0,78% + 0,36
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
NMRI 0,42% + 0,45 1,55% + 0,93 0,10% + 0,06 0,43% + 0,26
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Tabelle 4-8: Dargestellt sind die arithmetischen Ntelwerte und Standardabweichungen der relativen
Anteile apoptotischer tubuléarer Zellen in transgene (TSPY) und nicht transgenen
(NMRI) embryonalen Testes der Altersstadien 14,5 dpund 17,5 dpc detektiert mittels
Caspase 3- und TUNEL-Methode.Untersucht wurden jeweils finf Tiere. Die ermittgit
Werte von transgenen und nicht transgenen Tiereterseheiden sich statistisch nicht
signifikant voneinander (14,5 dpc: P = 0,602, 1dp6: P = 0,076 fur TUNEL-Assay und 14,5
dpc: P =0,117, 17,5 dpc: P = 0,296 fur Caspaset8Kiion, Mann-Whitney-Test).

Wie in Abschnitt 4.1.7 wurde auch hier eine Ubestimmungsprifung der beiden
Apoptosedetektionsmethoden Caspase 3-Immunfarbung TUNEL-Assay mittels

Spearman’scher Rangkorrelation und Bland-AltmartsRiBland und Altman, 1986, 2003)
durchgefuhrt. Die zweiseitige Rangkorrelationsasalypach Spearman ergibt fliBPY¥

Embryonen eine gute Korrelation der beiden eingésetApoptosedetektionsmethoden
(r=0,72 bei P < 0,025), wahrend die mittels Caepa-Immunfarbung und TUNEL-
Assays erzielten Ergebnisse fir NMRI-Embryonen n&gearmen nicht signifikant
korrelieren (r = 0,27 bei P > 0,025). Nach Blandrfdn-Analyse (Abbildungen 4-20 A
und B) werden auch in 14,5 und 17,5 Tage ali8®¥transgenen und NMRI-Embryonen
Uber TUNEL-Methode und aktivierte Caspase 3-Immtgidesn unterschiedlich grof3e
Apoptosewerte gemessen. Der Mittelwert der Messlifeetenzen TSPY¥Embryonen:

-1,216; NMRI-Embryonen: -0,728) ist auch hier dudie hoheren TUNEL-Messwerte
nach unten verschoben. Die Diagramme verdeutlicrmmch hier, dass die

Messunterschiede bei steigenden Messwerten zunehmen
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Abbildung 4-20: Bland-Altman-Punktdiagramme zum Vegleich der TUNEL- und Caspase-3-
Messwerte der TSPY- (A) und NMRI-Embryonen (B) der Stadien 14,5 dpc ad
17,5 dpc. Aufgetragen wurden die Differenzen der beiden Methoden gegen die
Mittelwerte der beiden Methoden. Die 95%-Uberemstiungsgrenzen (mittlere
Differenz + 2 x Standardabweichung) sind durch rot-gestrielmeltinien markiert. Die
Differenz-Nulllinie ist blau-gestrichelt dargestellDie durchgezogene rote Linie
markiert den tatséchlichen Mittelwert der Differenz (TSPY¥Embryonen: -1,216;
NMRI-Embryonen: -0,728).
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden erstmals UntersuchungenFunktion des humanen TSPY im
embryonalen sowie im Kit-defizienten transgenen #festis durchgefuhrt. Wahrend in
den meisten der bisher veroffentlichten Arbeiten&ufklarung der Funktionen von TSPY
verschiedene transient mitSPYtransfizierte Zellkultursysteme (HelLa, HEK293, COS
eingesetzt wurden (Oraet al, 2006; Kido und Lau, 2008; Li und Lau, 2008), deirin
dieser Arbeit einTSP¥transgenes Mausmodell genutzt, um die Funktion VSRY in
vivo zu untersuchen.

Bisher stitzen sich die Vermutungen Uber eine feralive und/oder anti-apoptotische
Funktion von TSPY auf eine Reihe von Beobachtungen. Zumnemtsprechen die
Topologie und der zeitliche Verlauf der testikutdaieSPY¥Expression (Schniedeet al.,
1996) dem Muster der spermatogonialen TeilungsidétivWeiterhin deuten auch die
starkeTSPY¥Expression im malignen testikularem Seminom umdese Vorlauferstadium,
dem Carcinoman situ, auf eine mogliche Funktion von TSPY als Prolifenasfaktor hin
(siehe Abschnitt 1.3.4). Weitere Untersuchungergteai dass eine ektopiscAe&SPY
Expression in transient transfizierten Hela-Zelldie Zellproliferation durch einen
schnelleren @M-Ubergang beschleunigt und dabei indirekt Zelllastam férdernde Gene
hochreguliert werden, wahrend Apoptose-forderndemeGend Zellzyklusinhibitoren in
ihrer Expression reprimiert werden (Oranal,, 2006). Li und Lau (2008) wiesen kirzlich
nach, dass TSP vitro Cyclin B1 bindet und die Kinaseaktivitat des CydBa/CDK1-
Komplexes, welcher entscheidend auf digMsTransition des Zellzyklus einwirkt, zu
stimulieren vermag. Kido und Lau (2008) haben efiénfiber die ¥ast-Two-Hybrid
Methode den Translationselongationsfaktor eEF1A nadgylichen Bindungspartner von
TSPY identifiziert und damit eine weitere Mogliclikeoffenbart, wie TSPY eine

proliferative oder anti-apoptotische Funktion awsiikonnte.

Mit der TSP¥transgenen Mauslini€g(TSPY)9Jshrhaben Schubert et al. (2003) &

vivo-Modell generiert, um die Funktion von TSPY naheuntersuchen.
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5.1 Untersuchungen zur Spermatogenese in derTSPY-
transgenen Kit-defizienten Mauslinie TSPY-
C57BL/6J-Kit""J

Die von Schubert (2001) generiefl&SPYtransgene Mauslini@ g(TSPY)9Jshnbesitzt
40-50 Kopien des humanen Transgens auf dem distalgimen Yq und entspricht damit
in der genomischen Organisation weitestgehend demahen Situation. Ebenso
entsprechen das gewebespezifische und zellspémfidExpressionsmuster und die
Topologie der testikularen Expression des Transgaimezu dem humanen Muster. Das
SpleiBverhalten innerhalb des transgenen Testigt foberwiegend dem Muster des
humanen pradominierenden TranskriftSPY™™ und das transgene Protein liegt im
transgenen Testis wie beim Menschen als 38,5 kagtoprotein vor (Schubert, 2001,
Schuberet al, 2003). Diese Ubereinstimmungen deuten trotz @swolutiondren
Degeneration des murinefspy auf eine Konservierung wichtiger Faktoren d&P¥
Genregulierung zwischen Mensch und Maus hin. Vdratukonkurriert das transgene
Protein unter normalen physiologischen Bedingungegar mit dem bisher nicht
identifizierten murinen Homolog, das im Laufe deurmen Evolution eine TSPY-analoge
Funktion im Maustestis tbernommen hat, um die gkxcinteraktionspartner, denn unter
normalen physiologischen Bedingungen weist di&S#¥transgene Mauslinie keinen
sichtbaren transgenen Phéanotyp auf (Schubkeral, 2003). Schuberet al (2003)
postulierten, dass der transgene Phanotyp sich eauster suboptimalen
Spermatogenesebedingungen offenbaren kénnte. \Gsuchungen von Hussein (2005)
an kryptorchiden Insl3-defizienteRSPYtransgenen Mausen haben bereits gezeigt, dass
TSPY im kryptorchiden Hoden in einem zeitlich sbhgrenzten Fenster eine proliferative
und/oder anti-apoptotische Wirkung auf die friheeirkzellen ausubt. Dieser erstmals
beschriebene phanotypische Effekt des humarg&¥Transgens lasst vermuten, dass in
der Linie Tg(TSPY)9Jshndas hTSPY¥Transgen nach dem menschlichen Muster agiert,
obwohl im Laufe der Evolution das murine Orthologi ISpezies des Subgenus Mus
degeneriert ist (Mazeyrat und Mitchell, 1998; Samtet al, 2000a, b; Vogekt al,
1998a).

Um zu untersuchen, ob TSPY einen proliferativen/oder anti-apoptotischen Effekt auf
die Spermatogonien ausubt, wurden in der vorliegenfirbeit spermatogenesedefiziente
TSP¥Ytransgene Kit""/Kit""-Mannchen und als Kontrollen nicht transgene NMRI-

Kit""Kit""-Mannchen generiert und die Testes verschiedensingmler Altersstadien
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histologisch und immunhistochemisch auf einen fedtiven oder anti-apoptotischen
Effekt des humanen Transgens hin untersucht.

Durch eine Missense-Mutation (c.C2007T, p.Thr66QNreder zytoplasmatischen Region
des Tyrosinkinaserezeptors Kit und die dadurchntegihtigte Rezeptoraktivitat werden
die Proliferation und Migration der primordialen iKeellen (PGCs) homozygoter
Kit"YKit""-Mannchen inhibiert, was zu drastisch reduzierteahl@ primordialer
Keimzellen in den Genitalleisten und damit zu Itifiggt fuhrt (Russell, 1979; Chabett
al., 1988; Geissleet al, 1988; Dolciet al, 1991). Zur Generierung der in dieser Arbeit
untersuchten transgenen Kit-defizienten Mause wumbeei Mausstamme gekreuzt: Kit-
defiziente C57BL/6J-Tiere und transgene NMRI-Mauden einem maoglichen Einfluss
des genetischen NMRI-Hintergrundes auf die AuswitkulesTSP¥Transgens in den
TSP¥KitVKit"-Mannchen Rechnung zu tragen, wurden auBerdem atgrdilen
NMRI-Kit""Kit""-Mause generiert. Der Einfluss des genetischenerinindes auf den
Phanotyp einer Mutation oder eines Transgens insBtdammen wurde bereits mehrfach
beobachtet (Coleman und Hummel, 1973; Hummielal, 1972; Jinnah et al 1999;
Moseret al, 1992; Rozmaheét al, 1996; Schuberet al, 2008; Takagi et al 1992,
Threadgillet al, 1995; Upadhyaet al, 1999). Genetische Modulatoren konnen die
Expression des transgenen oder mutierten Genszabhéeiche Mechanismen verandern,
z.B. Expressionssuppression oder -verstarkung,nder@ang der DNA-Transkriptionsrate
oder mRNA-Stabilitdt, epigenetische Effekte, welckieranderungen in der DNA-
Methylierung oder Chromatinstruktur bewirken (Esok, 1996) und damit durchaus
Einfluss auf den Phanotyp nehmen.

Der Nachweis des humanen TSPY in den TestesT&ri¥Kit"V /Kit""-Mannchen (siehe
Abschnitt 4.1.6) erfolgte Uber Immunhistochemie mién drei TSPY-Antiseren 837/3
(Schniederset al, 1996), Klon #2 und Klon #7 (Kido und Lau, 200%Yahrend die
Antiseren 837/3 und Klon #2 die N-terminalen Amiaoen 1-149 (Dechend, 2000) bzw.
1-150 erkennen (Kido und Lau, 2005), nutzt der K#dhdie C-terminalen Aminosauren
151-308 des TSPY-Proteins als Epitop. Kido und (2005) konnten mit Klon #7 neben
der fur 837/3 und Klon #2 typischen spermatogonialed spermatozytaren Farbung auch
eine starke Markierung runder Spermatiden detektieEs ist denkbar, dass Uber den
Klon #7 auch TSPY-Isoformen spezifisch in runderer§matiden nachgewiesen werden,
die durch die alternativ gespleif3ten Transkripter®d, ExonlB und Exon 1C generiert
werden, denen grof3e Teilbereiche des N-Terminus MBRY fehlen (Kido und Lau,

2005). In der vorliegenden Arbeit konnte TSPY ntiérmdrei Antiseren spezifisch in den
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Keimzellen der TSPYKit"VKit""-Testes detektiert werden, wahrend in NMRI-
Kit"Kit"“-Testes keine spezifische TSPY-Immunfarbung aufirad die mit einem
GST-Fusionspeptid (Skawran, 2002) geblockten Nek@atitrollen keine spezifischen
Keimzellfarbungen zeigten (siehe Abschnitt 4.116)den Testes der analysiert€SPY¥
Kit"VKit"Y*-Mannchen wurde TSPY abundant in Spermatogonien pnidharen
Spermatozyten immunhistochemisch nachgewiesen eindeln Einsatz von Klon #2 auch
eine schwache TSPY-Immunfarbung in runden Speremtaetektiert (siehe Abschnitt
4.1.6, Abbildung 4-7). Das mit dem Antiserum 83W3 dem Klon #2 nachgewiesene
transgene Expressionsmuster entspricht damit exad&in menschlichen Muster
(Schnieder®t al, 1996; Kido und Lau, 2008). Wider Erwarten koni®PY allerdings
nicht mit Klon #7 in runden Spermatiden dargesteltrden (siehe Abbildung 4-8;
vgl. Abschnitt 1.3.1 und Kido und Lau, 2005). Diellalare Topologie defTSP¥
Expression im TSPYKit"V/Kit"“-Testis entspricht damit nur in Teilbereichen dem
menschlichen Expressionsmuster und dem testikul&epressionsmuster der Linie
Tg(TSPY)9JshniSchubertet al, 2003). Es ist denkbar, dass in den TestesT&RY
KitV"Kit""-Mannchen keinélSP¥Transkripte nach dem Muster von ExonlA, 1B und
1C gespleif3t werden. Weitere Untersuchungen zureilSmrhalten volSPYin Testes
von TSPY¥Kit"YKit"“Mannchen sind erforderlich, um das putative almera
SpleiRverhalten des humanen Transgens zu sich@rAmeitsgruppe von Prof. Dr.Yun-
Fai Chris Lau hatte vorab mittels immunhistocheiméscUntersuchungen schon gezeigt,
dass TSPY in Testes der Linig(TSPY)9Jshmittels Klon #7-Immundetektion u.a. auch
in runden Spermatiden nachgewiesen wird (persdmiMiteilung Prof. Dr.Yun-Fai Chris
Lau).

Bei der histologischen Analyse der Hoden verschiede@dulterTSPYKit"/Kit"*-und
NMRI-KitV"/Kit"™" Mannchen (siehe Abschnitt 4.1.3) waren B&PYtransgenen Kit-
defizienten Mannchen signifikant mefiubuli seminiferimit meiotischen Keimzellen
prasent als bei NMRKit"VKit"-Mannchen. Bei der histologischen Analyse der
Nebenhoden war die Anzahl dEBP¥trangenen Mause mit Spermien in den Nebenhoden
hochsignifikant erhdht im Vergleich zu den nichartsgenen Kontrollen (siehe Tabelle
4.2). Well bei der histologischen Untersuchung Mebenhoden nur Teilbereiche (Kopf,
Korper oder Schwanz) derselben von jedem Tier arealy wurden, ist es nicht
auszuschlieBen, dass als Spermien-negativ klassiéiz Tiere durchaus in nicht
betrachteten Bereichen der Nebenhoden noch Speraubmiesen. Dieser Sachverhalt

misste durch detailliertere histologische Unteraangen noch abgeklart werden.
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Fertilitdit nach einer Verpaarungszeit von mindestieei Monaten war allerdings bei
14,28% aller verpaarteriTSPYtransgenenKit"V/Kit"*-Mannchen und bei keinem
verpaarten NMRKit"/Kit"-Mannchen aufgetreten (siche Abschnitt 4.1.4). dsagt
ist der partiellerescuedes Kit-defizienten testikularen Phanotyps B&8PY¥transgenen
Mausen stark vom genetischen Hintergrund der Maldeingig. Allein der genetische
Hintergrund des Auszuchtstammes NMRI reicht aus, ubei NMRI-
C57BL/6JKit " Kit"" hybriden Mausen einen partielleescueder Spermatogenese zu
induzieren. Ahnliche Erfahrungen wurden auch vonuBertet al (2008) bei der Analyse
von androgen-insensitiveRSPYAr™ und NMRI-Ar ™Mausen gemacht. Schubettal
(2008) verglichen die testikulare Histologie voansgenen, androgeninsensitivEBPY -

TM Mannchen

Ar"™hybriden Mannchen mit der von gleichaltrigen NMRE™ und Ar
und detektierten testikulare Leydigzelltumore im destes vod SPY-AF™ (10,9%)und
in NMRI-Ar"™Mausen (9,7%), jedoch in keinem der untersucefi~Mannchen. Da

M Mausen normalerweise mit einer Inzidenz von 1,8%reten

Leydigzelltumore inAr
(Chung, 1980), filhrten Schubet al (2008) die erhéhte Tumorinzidenz BesPY-AF™

und NMRI-Ar™Mannchen auf einen starken Effekt des NMRI-Hintengles zuriick. Um

zu untersuchen, ob die Expression des humanen geassdurch eine komplette
Androgeninsensitivitat beeinflusst wird, verglich&cthubertet al (2008) die TSP¥
Expression von transgenen Mannchen der LTgjér SPY)9Jshmit der vonTSPY-AF™
Hybriden und detektierten eine zweifach erh6Rt®@PY¥Expression in drei von funf
analysierten androgen-insensitiv€8PY-AF™Mannchen. Schubest al (2008) fithrten
auch die variable Transgentranskription auf dieetjsohe Heterogenitat der untersuchten
TSPY-AF™Mause zuriick. Aufgrund dieser Befunde sollten firiterfiihrende
UntersuchungenTSP¥transgene Mause auf einem C57BL/6J-Hintergrundegert
werden, um den Effekt des NMRI-Hintergrunded 8P ¥Kit"/Kit"" auszuschlieRen.
Untersuchungen an der Linie OBPY-Kif'"/Kit"" haben gezeigt, dass der beobachtete
partielle Spermatogenese- und Fertilitatsrescue Kieidefizienten TSP¥transgenen
Méausen mit reduzierter Penetranz auf die mannlicK@rdefizienten Nachkommen
Ubertragen wird (siehe Abschnitt 4.1.5). Wahren®. z47,06% aller untersuchten
L2-TSPY-Kit/Kit"“-Tiere (n=17) Spermien in ihren Nebenhoden zaigiennten
lediglich 7,69% aller verpaarten mannlichen L2-TSRY"YKit""-Mause einen Wurf
generieren. Auch die Untersuchungen an der LinieTSPY-Kit"/Kit"V" verdeutlichen,
dass die beobachteten Effekte stark vom genetiskiv@ergrund der analysierten Mause

abhangig sind.
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Der Spermatogeneserescue B&PYtransgenerKit"Kit"-Mausen kénnte einerseits
durch eine verstarkte Proliferation oder andereysdurch eine reduzierte Apoptose
differenzierter Typ A Spermatogonien zurtickzufihssin. Innerhalb des Maustestis ist
das Kit/SCF-System fiir das Uberleben und die Rnalffon der differenzierten Typ A
Spermatogonien von entscheidender Bedeutung @fatly 2000). TSPYwird abundant in
Spermatogonien exprimiert (Schniedests al, 1996), der genau&SPYexprimierende
spermatogoniale Typ ist derzeit noch nicht bekaass TSPY die Proliferation von
Zellen stimulieren kann, wurde bereits durch idigitro-Untersuchungen von Oraet al
(2006) an mifTSPYtransfizierten HeLa-Zellen gezeigt. Zudem hattehadussein (2005)
in der transgenen kryptorchideMSPY-InsI3-Mauslinie eine Apoptose-inhibierende
Wirkung des humanen TSPY auf Spermatogonien undngpe Spermatozyten
nachgewiesen und einen proliferativen Einfluss @iensgens auf die Spermatogonien
postuliert.

Ein groRer Teil der Spermatogonien homozygétel /Kit"-Mannchen entwickelt sich
nicht und geht in die Apoptose Uber. Es wird angemen, dass sowohl Fas als auch p53
synergistisch an der Auslésung des spermatogontaéemzelltodes bei Kit-defizienten
Mausen beteiligt sind (Ohtat al, 2003; Sakataet al, 2003). Unter physiologischen
Bedingungen reprimiert das Kit/SCF-System die Fasnittelte Apoptose durch
Herunterregulierung der Fas-Expression in den Gemades ist denkbar, dass der
Spermatogeneserescue de8PYtransgenerkit"V/Kit""-Mause durch einen Apoptose-
protektiven Effekt von TSPY auf die SpermatogonianTestis bedingt ist. Es wird derzeit
postuliert, dass das Kit/SCF-System @hiasExpression Uber den Rapamycin-sensitive
PI3-K/AKT/mTOR/p70S6K-Signalweg reguliert (Sakahal, 2003) und es ist denkbar,
dass TSPY genau uber diesen SignalwegFdieExpression in differenzierten Typ A
Spermatogonien reprimiert und damit die Apoptose diéferenzierten Typ A
Spermatogonien inhibiert. Der Rapamycin-sensitived3-KdAKT/mTOR/p70S6K-
Signalweg wird von dem Kit/SCF-System auch genutaty die Proliferation der
differenzierten Typ A Spermatogonien zu stimulie(Eenget al, 2000). Ob TSPY uber
einen Teil dieses Kit-Signalweges lber einen Pharsgierungsmechanismus auch auf die
Proliferation von Spermatogonien Einfluss nimmteili zu evaluieren. Um zu
untersuchen, ob der partielleescue der Spermatogenese und Fertilitdt DESPY
transgenen Kit-defizienten Mannchen auf einen aptiptotischen und/oder proliferativen
Effekt des humanemSPY¥Transgens auf die Spermatogonien zurtickzufihtenvigden

die Proliferations- und Apoptoseraten in Testes &d@ndpp, 15,5 dpp und 30,5 dpp alten
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TSPYKit"Kit"V"-Mannchen ermittelt (siehe Abschnitt 4.1.7). Dasd&tm 4,5 dpp
wurde gewahlt, da bei der Maus ab dem 5. Tag dstnptalen Entwicklunge-kit-
exprimierende differenzierte Typ A SpermatogonianTiestis vorliegen. Die Auswabhl fiel
weiterhin auf die Stadien 15,5 und 30,5 dpp, da diesen Altersstadien b&iSP¥
transgenen kryptorchiden InsI3-defizienten Méausiere @ohere testikulare Keimzellzahl
(Stadium 15,5 dpp) bzw. ein Apoptose-protektiveieldf des humanen Transgens auf die
Spermatogonien und primaren Spermatozyten (Sta8iy® dpp) gezeigt werden konnte
(Hussein, 2005; Schubert personliche MitteilungasDStadium 15,5 dpp wurde auch
bewusst gewahlt, weil wahrend der postnatalen Mauseklung die Typ A
Stammspermatogonien am Tag 6 zu proliferieren Inegir{Mc Learet al, 2003) und am
Tag 15,5 der postnatalen Mausentwicklung beredsedste meiotische Reifeteilung bis zu
den pachytanen Spermatozyten abgeschlossen isvéRtlal, 1977) undTSPYzudem
abundant in Spermatogonien und primaren Sperma&ozytexprimiert wird
(Schnieder®t al, 1996). Haploide Spermatiden treten das erste &tal Tag 20 der
postnatalen Mausentwicklung in Erscheinung (Be#veal, 1977). WeillTSPYin TSP¥
transgenen Mausen der Lini€g(TSPY)9Jshnmund beim Menschen auch in runden
Spermatiden exprimiert wird (Kido und Lau, 2005;ul.gersonliche Mitteilung) und
in vitro eine Bindung von TSPY an Histon 2B gezeigt wurdd derzeit eine mogliche
Funktion von TSPY als Chaperon bei der Spermiogepestuliert wird (Kido und Lau,
2006), wurde u.a. auch das postnatale AlterstacdiQrd dpp in die Apoptoseanalyse mit
einbezogen.

Bei der Maus treten pranatal und postnatal zweankellspezifische Apoptosewellen auf
(Wanget al, 1998). Die erste Welle setzt, kurz nachdem dimqrdialen Keimzellen in
die frGhe Testisanalge migriert sind, am Tag 13 dpt und endet am 17. Tag der
Embryonalentwicklung (Suzulat al, 2008). Die Apoptoserate der Keimzellen fallt von
Tag 14 dpc bis 17 dpc stetig ab und ist zum Zekpder Geburt niedrig, um mit Beginn
der Spermatogonienproliferation beim Einsetzen @lsten Spermatogenesewelle einen
zweiten Apoptosepeak an Tag 10 dpp bis 13 dpp micken (Wanget al, 1998). Die
Proliferations- und Apoptoseraten der untersucHtén 15,5 und 30,5 Tage altd@isP¥
transgenen Kit-defizienten Mause unterschieden sicht signifikant von denen der
gleichaltrigen Kontrollen (siehe Abschnitt 4.1.8pwohl bei der histologischen Analyse
der Testes von 30,5 Tage alten Mausen (siehe Eadhd) die Zahl defTubuli seminiferi
mit pachytanen Spermatozyten und Spermatiden untkedtikulare Keimzellzahl deutlich

im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhéht waren.igsnun denkbar, dass TSPY im Kit-
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defizienten Testis die Proliferation und/oder Apm® der differenzierten Typ A
Spermatogonien nicht nennenswert beeinflusst usd dar beobachtete Spermatogenese-
und Fertilititsrescue beTSPY¥transgenen Kit-defiziente SP¥Kit" /Kit"V"-Mannchen
(Abschnitte 4.1.3 und 4.1.4) nicht durch einen lighgen Effekt des Transgens in der
prapubertdren und pubertaren Mausentwicklung zuaniftkren ist, sondern dass das
humaneTSPY¥Transgen bereits friher in der Keimzellentwickluaigen proliferativen
und/oder anti-apoptotischen Effekt auf die friihezirkzellen ausibt. In der Maus ist das
Kit/SCF-System auch fiir die Migration, das Uberlel@d Proliferation der primordialen
Keimzellen in die indifferente Gonadenanlage vots@meidender Bedeutung (Olahal,
2003; Suzukiet al, 2008; Runyaret al, 2006), und es ist méglich, dass das humane
TSP¥Transgen gerade in diesen frihen Keimzellen sgiotektive und/oder proliferative
Wirkung entfaltet und dadurch mehr primordiale Kegten in TSPYKit" VKit"-
Embryonen die Testisanlagen erreichen.

TSPY konnte die Spermatogenese TSPYKit"Kit"-Mannchen auch uber eine
Interaktion mit dem eukaryontischen Translationsgéiionsfaktor eEF1A beeinflussen
(Kido und Lau, 2008). Kido und Lau (2008) hatterzajgt, dass TSPY und eEF1A
synergetisch die Expression eines Luciferase-Rem@nhs in transient co-transfizierten
HEK293-Zellen verstarken. Die Autoren schlossen adsy dass TSPY
wachstumsfordernde Funktionen ausibt, indem es rggtigch mit eEF1A die
Proteinsynthese stimuliert. Es ist daher durchauglich, dass TSPY auch in Kit-
defizienten Mausen die Expression von spermatogeeleyanten Genen (proliferative
und/oder Apoptose-protektive) auf der Translatibese stimuliert. Das zellspezifische
Expressionsmuster vaeEF1Aim Testis wurde bislang nur fir den Menschen eiegder
untersucht (Kido und Lau, 2008). Um zu untersuchet, der eukaryontische
Translationselongationsfakt&EF1Aauch im Maustestis in spermatogonialen Keimzellen
und primaren Spermatozyten exprimiert wird und daeiwne direkte Interaktion des
humanen transgenen Proteins mit eEF1A moglich wéuege die Expression vdeEF1A

im 30,5 Tage alten TSPYKit"YKit"- und NMRIKit"VKit"-Maustestis
immunhistochemisch untersucht (siehe Abschnitt 8.1In TSPYKit"VKit""- und
NMRI-Kit""Kit"V"-Mausen ist eEF1A abundant im Zytoplasma von Spemoaien und
primaren Spermatozyten immunhistochemisch nachaeisRein visuell betrachtet,
existierten keine sichtbaren Unterschiede in derzahh der EEF1Aexprimierenden
Keimzellen bei 30,5 Tage altarsP¥Kit"V/Kit" - und NMRIKit"Kit"-Mannchen. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen von Kido und Lau j200&de keine eEF1A-
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Immunfarbung in den peritubularen myoiden Zellers ddaustestis detektiert. Das
durchaus Uberlappende Expressionsmuster des hurm&mfl ransgens mit dem murinen
EEF1A im TSPY¥transgenen Maustestis macht eine mdgliche Interaktier beiden
Proteine  wahrscheinlich. EEF1A1  werden neben der nkfian als
Translationselongationsfaktor weitere Funktionesm tn der Embryogenese (Krieg al,
1989), der Zellalterung (Shepheetl al, 1989), der onkogenen Transformation (Tatsuka
et al, 1992) und der Zellproliferation (Sandetsal, 1996) zugesprochen. [EEF1Aauch

in Keimzellen vonTSPYKit"YKit""-Mannchen abundant exprimiert wird, kénnte TSPY
Uber eine direkte Interaktion mit eEF1A Einflus$ die Keimzellproliferation nehmen. Es
ware interessant zu untersuchen, ob TSPY und eERlden Keimzellen deffSP¥
KitV"Kit""-Mannchen, ahnlich wie in den Untersuchungen vaioKind Lau (2008), co-

lokalisieren. Dazu kénnten TSPY-eEF1A-Immundoppéliaigen durchgefihrt werden.

5.2 Untersuchungen zur Proliferation und Apoptose imTSPY-

transgenen embryonalen Testis

Die embryonale Expression varSPYist bislang nur lickenhaft erforscht. Zhaegal.
(1992) wiesen erstmals mittels RT-PCR-Analysenestikularer RNA von 22 und 26
Wochen alten humanen FeteRSPY¥Transkripte nach. Erste immunhistochemische
Nachweise einer fetaleRSPYExpression erfolgten durch Honecledral (2004), die in
14-40 Wochen alten humanen fetalen Testes TSPY dalotinim Zytoplasma von
Praspermatogonien und zu einem geringeren AusmdRBoimozyten detektierten. Es ist
bislang noch ungeklart, ob die embryonale Expressan TSPYin den Keimzellen mit
der Anlage des Testis einsetzt ode3PY bereits vor der Testisanlage in primordialen
Keimzellen exprimiert wird. Di§ SP¥transgene Mauslini€g(TSPY)9Jshmwvurde bereits
im Rahmen einer biologischen Diplomarbeit von Kartis(2005) erfolgreich eingesetzt,
um das Expressionsmuster VOBPYmittels immunhistochemischer Analysen im fetalen
Testis naher zu untersuchen. Vorab hatte Schupe@lj mittels RT-PCR-Analysen aus
embryonaler Gesamt-RNA einESPY¥YExpression in den embryonal@&SP¥transgenen
Mausstadien 5,5 dpc und 8,5 dpc bis 13,5 dpc gezéighrend bei den Altersstadien
8,5 dpc bis 13,5 dptull-length-Transkripte amplifiziert werden konnten, die naamd
SpleiRmuster voiTSPY®°" prozessiert waren, lieBen sich bei dem Altersstads,5 dpc

ausschliel3lich aberrant gespleiR3fESP¥Transkripte detektieren. Kotsiari (2005)
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detektierte mittels Immunhistochemie mit dem pabyldlen Antiserum 837/3 eifESPY¥
Expression in Gonozyten und Préaspermatogonien \&h his 17,5 Tage alteMSP¥
transgenen embryonalen Testes und beobachtetemd&tddien 13,5 dpc bis 15,5 dpc eine
kontinuierliche Zunahme TSPY-positiver Keimzellemihrend in den Stadien 16,5 dpc
und 17,5 dpc deutlich weniger immunreaktive Keirerelprasent waren. Bis zum Tag
16,5 dpc proliferieren die Gonozyten der Maus ugbem anschlie3end in einen bis zur
Geburt andauernden Arrest in die/G-Phase Uber (Vergouwest al, 1991). Kotsiari
folgerte, dass dieses embryonale Expressionsmusitereinem gonozytenspezifischen
proliferativen Effekt des humanehSP¥Transgens im Zusammenhang stehen konnte.
Eine positive TSPY-Immunfarbung u.a. im entodermdbmttersackepithel von 8,5 Tage
alten Embryonen kdnnte auf primordiale Keimzellanizkzufuhren sein (Kotsiari, 2005).
Es ist denkbar, dass auch der partielscueder Spermatogenese BESPYtransgenen
Kit""Kit""-Mausen durch einen proliferativen Effekt des huemRSPYauf die frilhen
testikularen embryonalen primordialen Keimzellenlibgt ist. Andererseits wére es auch
maoglich, dass TSPY einen Apoptose-protektiven Effelkuf die Gonozyten und
Préaespermatogonien ausiben konnte.

Vorab durchgefuhrte immunhistochemische TSPY-Ki@ppelfarbungen von der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Leendert Looijar{@epartment of Pathology, Erasmus
MC-University Medical Center, Rotterdam) @aBP¥transgenen und NMRI-Wildtyptestes
der Embryonalstadien 14,5 dpc und 17,5 dpc hattereigt, dass TSPY-positive
Keimzellen fast ausschliel3lich positiv fir den Reohtionsmarker Ki67 waren und in
embryonalen Testes der NMRI-Kontrollen deutlich igen Ki67-positive Zellen prasent
waren (L. Looijenga, personliche Mitteilung). Dekkhavurden 14,5 und 17,5 Tage alte
TSP¥transgene Mausembryonen der Lini€g(TSPY)9Jshmim Rahmen dieser
Doktorarbeit immunhistochemisch mittels TUNEL-Assaynd Caspase 3- sowie Ki67-
Immunfarbung untersucht (siehe Abschnitt 4.2). ém @mbryonalen 14,5 und 17,5 Tage
alten Testes wurde kein nachweisbarer proliferatived/oder anti-apoptotischer Effekt
des humanef SP¥Transgens gezeigt. Es wurden keine signifikantetekdchied in der
relativen Anzahl Ki67-, Caspase 3- bzw. TUNEL-pesit Keimzellen bei TSP¥
transgenen und nicht transgenen Embryonen der Emadlstadien 14,5 und 17,5 dpc
nachgewiesen (siehe Abschnitt 4.2.3). Eine moglidheache fiir die Diskrepanz zu den
vorab erzielten Ergebnissen bei 14,5 und 17,5 BpPYtransgenen und Wildtyptestes
konnten Unterschiede in der Praparation und/odeden Wahl des Ki67-Antikdrpers

gewesen sein. Wahrend die ersten Ki67-Immunfarourage 4% PFA fixierten Testes
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durchgefuhrt wurden, erfolgten die Immunfarbungeéeser Arbeit an Paraffinschnitten
von in 4% PFA fixierten Gesamtembryonen.

Generell wurden Uber die Caspase 3-Immunfarbunigpggne Apoptoseraten als tUber die
TUNEL-Methode ermittelt, ein Ergebnis, das sich den Untersuchungen von Hussein
(2005) deckt. Eine statistische Analyse der Ubesp@se 3-Immunfarbung und TUNEL-
Assay erhaltenen Ergebnisse ergab, dass die gewatetektionsmethoden zwar
miteinander korrelieren (siehe Abschnitte 4.1.7 dr2l3), jedoch unterschiedlich groRRe
Werte messen, d.h. ein systematischer Fehler gbrl2uanet al (2003) und Hussein
(2005) postulierten eine guten Korrelation von @Gasp3-Immunfarbung und TUNEL-
Assay. Eine Korrelationsanalyse nach Pearson, izieas Duaret al (2003) und Hussein
(2005) durchgefuhrt wurde, liefert jedoch keineohmfiationen, dariber, wie stark die
eingesetzten Methoden in ihren einzelnen Messweéi@mneinstimmen bzw. divergieren.
Die Methode nach Bland und Altman (1986, 2003) tpiiifvieweit die Ergebnisse zweier
Messmethoden Ubereinstimmen und bezieht nicht ruddrchschnittlichen Differenzen
der Messwerte mit ein, sondern betrachtet auclstteuung der Differenzen der einzelnen
Messwertpaare, wodurch systematische AbweichurgesreiRer und Abhangigkeiten der
Varianzen von der Grol3e der Messwerte beurteilderekénnen (Grouveet al, 2007).
Obwohl eine Rangkorrelationsanalyse der in diesebe generierten Daten nach
Spearman meist gute Korrelationswerte fir die CsspaIlmmundetektion und den
TUNEL-Assay lieferte (siehe Abschnitte 4.1.7 un@.3), wurde nach Bland-Altman-
Analysen deutlich, dass die Mittelwerte der MesstBerenzen durch die durchweg
hoheren TUNEL-Messwerte verzerrt sind. Diese Abtwengy ware z.B. dadurch zu
erklaren, dass eine TUNEL-positive Apoptose aucheolktivierung von Caspase 3
madglich ist, wie es fur das anti-apoptotische Chapdieat shock protein 70 (Hsp70) in
humanen Brustkrebszellen gezeigt werden konnte afiMigtedet al, 2000). Neben
Caspasen werden auch andere Proteasen wie CathePsipaine und Serinproteasen in
zahlreiche Apoptosemodelle miteinbezogen (Lotem Gadhs, 1996; Ruggieret al.,
1987; Wang, 2000; Wrighet al, 1994). Fur Calpain (Shiraistat al, 2000, 2001;
Somwaruet al, 2004; Umemotet al, 2001), Cathepsin L (Kim und Wright, 1997) und
die Serinprotease HtrA2 (Hayasdtial, 2006) wurde bereits eine Beteiligung am murinen
testikularen Keimzelltod durch Hitzestress undike$ire Torsion gezeigt. Bei Auftreten
einer durch andere Proteasen gesteuerten Apoptireees also maglich, dass durch einen
immunhistochemischen Nachweis aktivierter CaspasecBt alle apoptotischen Zellen

detektiert werden. Eine Limitierung der TUNEL-Metieowiederum besteht darin, dass bei
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dieser nicht nur DNA-Fragmentierung sondern auchAEhzelstrangbriche mit freien
3’-OH-Enden detektiert werden (Gavrieli al, 1992; Grasl-Krauppt al, 1995), wie sie
typisch fur nekrotische Zellen sind. So detektiertasudaet al. (1995) mittels TUNEL-
Farbung nekrotische oder degenerative Zellen ihaisischen Lasionen in humanem
Endometrium- und Plazentagewebe bei Anwendung d#MEL-Originalmethode nach
Gavrieliet al (1992) und einem TdT-Enzym der Firma Boehringankheim Biochemica
(Mannheim). Weiterhin belegen die Untersuchungem Kockx et al (1998), dass auch
lebende Zellen Uber die TUNEL-Methode félschlicheise als apoptotisch klassifiziert
werden konnen. Atherosklerotische Plaques in humaBewebeproben aus Karotis-
Endarterektomien enthielten eine grol3e Anzahl TUNBkitiver Zellen, welche mit
einem Antikoérper gegen den Spleil3faktor SC-35 pa@simmunreaktionen aufwiesen und
UberIn-situ-Hybridisierung mit poly-dT-Sonden Polyadenyliersamgnale zeigten, wie sie
eigentlich nur fur transkriptionell aktive Zellegpisch sind. Kockxet al (1998) fuhrten
die falsch-positiven TUNEL-Ergebnisse auf die Kaniationsanderungen in der DNA-
Struktur wahrend der Transkription zurtick. Es h menkbar, dass bei der Analyse der
apoptotischen Keimzellen mittels TUNEL-Methode unaktivierte Caspase 3-
Immundetektion nicht alle apoptotischen Zellen sstavurden und dass transkriptionell
aktive Keimzellen féalschlicherweise als apoptotis&lassifiziert wurden. Weitere
Untersuchungen mit grél3erem Stichprobenumfang lednfiir eine Absicherung der in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse herangezogetgemeAulRerdem kdnnten neben
Caspase 3-Detektionen Analysen z.B. der Proteas#pa@, Cathepsin L und HtrA2
durchgefuhrt werden, um mogliche andere Apoptosaar@smen mit zu berticksichtigen.
Fur die hier untersuchtd SP¥transgene MauslinieTg(TSPY)9kann eine etwaige
proliferationsfordernde oder Apoptose-inhibieren&®olle des TSPY wahrend der
embryonalen Keimzellentwicklung in einem andererwigklungsstadium als den hier
untersuchten trotz der negativen Ergebnisse derptgse- und Proliferationsanalysen
nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Daher tegoll in  weiterfihrenden
Untersuchungen der transgenen  LinieTg(TSPY)9 weitere Stadien der
Embryonalentwicklung auf eine proliferative und/odgoptose-protektive Wirkung des

humanen Transgens hin analysiert werden (sieheAosthnitt 5.3).
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5.3 Ausblick auf mdgliche weiterfihrende Untersuchungerbei
TSPY-transgenen Mausen der LinienTg(TSPY)9Jshmund
TSPY-C57BL/6J-KitW™/J

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erweitera lkisherigen Erkenntnisse Uber die
Funktion des TSPY wahrend der Spermatogenese. Ungeiboptimalen
Spermatogenesebedingungen konnte B8&P¥transgenen Kit-defizienten Mausen der
Linie TSPY¥C57BL/6JKitW"/J im Gegensatz zu der LiniEg(TSPY)9Jshnmit NMRI-
Hintergrund ein transgener testikularer Phanotygbhehtet werden. Die Untersuchungen
der TSPY¥C57BL/6JKitW'/J-Mauslinie deuten auf eine spermatogenesefordernd
Wirkung des humanen TSPY hin, die ausreichenduist, einen partiellerrescue der
beeintrachtigten Spermatogenese und Fertilitaiif{ Kit"-Mannchen zu bewirken. Es
konnte jedoch nicht abschlie3end geklart werdenebich bei dem zugrunde liegenden
Mechanismus um eine proliferative und/oder Apopiosemende Funktion des humanen
Transgens handelt. Da bei den untersuchten poktna®adien (4,5 dpp bis 30,5 dpp)
weder eine verstarkte Proliferation noch eine vedaite Apoptose der Keimzellen in
TSPY¥KitW/KitWw"-Mannchen detektiert werden konnten, liegt die Vérng nahe, dass
die spermatogeneseférdernde Wirkung des TSPY-Temssdereits friher, namlich
wahrend der Embryonalentwicklung einsetzt. Denklbare eine Auswirkung des
transgenen Peptids auf die Proliferation bzw. Apsetder primordialen Keimzellen,
welche ab Tag 8,5 der embryonalen Entwicklung i@ ididifferenten Gonadenanlagen
einwandern (de Kretser, 1998ull-length TSP¥Transkripte wurden von Schubert (2001)
ab Tag 8,5 dpc nachgewiesen, und Kotsiari (2005)akigte in diesem Stadium eine
Expression des transgenen Proteins im embryonal@nd&m und Dottersack. Eine
abschlieBende Klarung, ob es sich bei den mit dertisé&rum 837/3 immungefarbten
Zellen um PGCs handelt, steht allerdings noch Bieser Nachweis ware beispielsweise
durch eine TSPY-PLAP- oder TSPY-Oct3/4-Immundopgidling zu erbringen
(Honeckeret al, 2004; Surani, 2001). PGCs besitzen im Hinblickdie weitere Analyse
der TSPY¥KitW'/KitW'-Mause eine besondere Bedeutung, welche sich aus der
embryonalenc-kit-Expression in den PGCs (7,5 bis 13,5 dpc) und Flerktion des
Kit/SCF-Systems sowohl bei der Proliferation undopimse als auch bei der Migration
dieser Zellen von den Genitalleisten zu den Gonagtgibt (Dolciet al, 1991; Godin
et al, 1991; Manova und Bachvarova, 1991; Mattual, 1990, 1991; Pesc# al, 1997;
Runyanet al 2006). SCF der Zellen entlang des PGC-Migratitatgs und auf den
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Sertolizellen vermittelt Gber den Kit-Rezeptor d&BCs neben einer anti-apoptotischen
Wirkung (Dolci et al, 1991) auch eine Adhéasion der PGCs an somatideten (Pesce
et al, 1997), wodurch das Uberleben und die migratbeasaktivitat der PGCs beglinstigt
werden. Neuere Untersuchungen von Runwtnal (2006) haben gezeigt, dass das
Kit/SCF-System die Apoptose der primordialen Keilleretber einen zytoplasmatischen,
intrinsischen, BAX-abh&ngigen Signalweg reprimielber diesen werden ab Tag 10,5 dpc
ektopische PGCs, welche den Migrationspfad vertassben, eliminiert: Bei fehlender
Interaktion des Kit-Rezeptors der PGCs mit demliganden SCF auf den somatischen
Zellen entlang des Migrationspfades erfolgt eineclitegulation pro-apoptotischer Bcl2-
Proteine des intrinsischen Signalweges (Bax, Bakl, Bim) und von Caspase 3 innerhalb
der PGCs, wodurch es zur Apoptose kommt. Nach Bekiag der Gonaden werden diese
Proteine in den PGCs herunterreguliert (Runganal, 2006). Die durch dieit" ™"
Mutation verminderte Kit-Rezeptoraktivitat konntee gestorte Interaktion mit SCF und
damit eine beeintrachtigte Kit/SCF-Signalgebungidem und so zu einer Hochregulation
der intrinsischen pro-apoptotischen Proteine fuhi2ies bedeutet, dass der testikulére
homozygoteKit"-Phanotyp bereits in der Embryonalentwicklung duedfe verstarkte
Apoptose von PGCs seine Initialisierung findetwgse denkbar, dass das zytoplasmatisch
lokalisierte TSPY bei diesem Apoptosemechanismus #&hhibitor einer der
zytoplasmatischen pro-apoptotischen Faktoren eiihgred damit zu einer verringerten
Apoptoserate und einem verstarkten Uberleben d€sAGhrt, wodurch mehr Keimzellen
die embryonalen Gonaden erreichen. In diesem Zussinamg ware die Untersuchung
friher TSP¥transgener Kit-defizienter Embryonalstadien vord&gung. Ebenso sollten
frihere Embryonalstadien der transgenen LiNgTSPY)9Jshnund mannlicheTSPY¥
KitW"/KitW"-Embryonen auf eine Expression und Funktion desYT®P PGCs hin
analysiert werden. Zwar konnte im Rahmen diesereidrkeine proliferative und/oder
Apoptose-inhibierende Wirkung des humanen TSPY aié Gonozyten bzw.
Praspermatogonien in den Stadien 14,5 und 17,5ndphgewiesen werden, eine solche
Wirkung ist allerdings fur ein friheres Stadiumsbesondere im Hinblick auf die PGCs,
nicht auszuschlieRen. In diesem Rahmen wére eggsent, den C-terminalen Antikérper
Klon #7 in verschiedenen transgenen Embryonalstagietesten, um zu tUberprifen, ob
sich das Expressionsmuster mit diesem Antikorper dem mit den Antikérpern 837/3
und Klon #2 detektierten Muster unterscheidet, wasderum auf eine Expression

verkirzter TSPY-Proteine wahrend der Embryonalarkiwing schlieRen liel3e.
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AuBerdem sind weiterfihrende Untersuchungen vezdehnier embryonaler bis postnataler
StadienTSPY¥transgener Mausdenkbar, die Whole Mouse Genome Oligo Microarray-
Analysen einschlieBen koénnten. Hierbei wéare einalyse der Transkriptionsprofile
verschiedener Keimzellpopulationen interessant,. zeBnbryonale Gonozyten und
Praspermatogonien, postnatale Spermatogonien Ta@g.5 dpp), priméare Spermatozyten
und runde Spermatiden. Die verschiedenen Keimpeltty konnten z.B. mittels
entsprechender keimzellspezifischer Primarantikbrped Magnetic Beads (Firma
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach) separiert undigereichert werden. Da z.B.
spermatogoniale Stammzellen (As-Spermatogonien)Maustestis lediglich in einer
Konzentration von 2 pro fOTestiszellen vorliegen (Meistrich und van Beek939
Tegelenbosch und de Rooij, 1993), ist eine solcheeidherung des gewilnschten Zelltyps
notwendig, um das Ergebnis der Microarray-Analysehtndurch andere testikuléare
Zelltypen zu verfalschen. Durch einen direkten W&ol vonTSPY¥transgenen und nicht
transgenen Testes konnten so in transgenen Keenzelberrant exprimierte
Kandidatengene ermittelt werden, die eine pro-agiuhe, Apoptose-protektive,
chromatinmodifizierende und zellzyklusregulierend@/irkung ausiben. Putative
Kandidatengene konnten anschliellend z.B. mittelal-Rene-PCR-Analysen und auf
Proteinebene per Peptid-Co-Lokalisationsstudienr Ulpemunhistochemie, GST-Pull-
down-Assays, 2D-Gelelektrophorese und Massenspektree verifiziert und weiter
analysiert werden.

Dariber hinaus stellt Cyclin B1 einen moglichen &mpunkt weiterfihrender
Untersuchungen dar. lat al (2007) wiesen im testikularen Carcinommasitu Stadium
eine Co-Expression von TSPY und Cyclin B1 in ddmselTumorzellen auf Proteinebene
nach. Dabei waren beide Proteine im Zytoplasma Nukleus lokalisiert. Transient mit
TSPYtransfizierte HeLA-Zellen zeigten in Mikroarraydysen eine Heraufregulierung der
FOXM1-und CCND2Expression (Oraret al, 2006; Liet al, 2007).FOXM1 kodiert fur
einen Transkriptionsfaktor, der die Transkriptiamedser Zellzyklusregulatoren, wie u.a.
von Cyclin Bl reguliert. CCND2 kodiert fur Cyclin D2, das durch Bindung die
cyklinabhéangige Kinase CDK4/6 aktiviert, welche esdgell fir das Verlassen deroG
Phase und den Eintritt in die;®hase oder den Ubergang von der dur S-Phase des
Zellzyklus ist (Aleem und Kaldis, 2006; MalumbreaduBarbacid, 2005). Durch die
Hochregulation von Cyclin D2 koénnte TSPY einen pesn Effekt auf die
Zellproliferation austben (lat al, 2007).
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Die Studien von Li und Lau (2008) zeigten, dass Y 38#Pvitro Cyclin B1 bindet, welches
entscheidend auf den®-Ubergang des Zellzyklus einwirkt. AuRerdem stii@u TSPY

in vitro undin vivo die Kinaseaktivitat des Cyclin B1-CDKdy(clin-dependent kinasg-1
Komplexes (Li und Lau, 2008). Aufgrund dieser Bediiangen ware es interessant zu
untersuchen, ob in den Keimzellen vdrg(TSPY)9Jshmund TSPYKitW"/Kitw"-
Mannchen Cyclin B1 aberrant exprimiert ist.

In dieser Arbeit konnte mittels Immunhistochemieeciokalisation des humanen TSPY in
runden Spermatiden vomSPYKit"/Kit"V*-Mannchen demonstriert werden. Kido und
Lau (2006) haben gezeigt, dass Tspy in der Ra#eifsgrh in elongierenden Spermatiden
exprimiert wird und dort mit Histon H2B co-lokakst und interagiert. Es wird derzeit
postuliert, dass rTspy im Rattenhoden als Chapagieren konnte, wenn die Histone in
den Spermatiden durch Protamine ersetzt und ingpladma exportiert werden. Weil das
humane TSPYn vitro an H2B bindet und SPYin Mausen der Lini@g(TSPY)9Jshrauch

in runden Spermatiden exprimiert wird (Kido und La005; Lau, personliche Mitteilung),
ware es nun maoglich, eine direkte Interaktion v@8PY mit verschiedenen Histonen und
eine mogliche Funktion von TSPY als Chaperon bei Sigermiogenese im transgenen
Maustestis eingehender zu untersuchen. Erste Hsevaif eine mogliche Interaktion von
TSPY mit H2A, H2B, H3 wund H4 konnten immunhistochgrhe Co-
Lokalisationsanalysen in Testes von adullEBPY¥transgenen Mausen liefern. In der
vorliegenden Arbeit konnten in runden Spermatidem ¥SPYKit"Kit"-Mannchen
immunhistochemisch lediglich transgefiodl-length-Proteine nachgewiesen werden, deren
Funktion in diesem Zelltyp noch unklar ist. Obwohlit dem TSPY-spezifischen
monoklonalen Antikorper Klon #2 (Kido und Lau, 2Q0@&as TSPY-Transgen vornehmlich
im Zytoplasma von runden Spermatiden immunhistoédgmmachgewiesen wurde, wurde
in geringerem Male das transgene Peptid auch imebsikvon runden Spermatiden
detektiert (siehe Abbildung 4-7), sodass die nukldfokalisation von TSPY in runden
Spermatiden einen madglichen Einfluss von TSPY dlapgéron auf die Chromatinstruktur
nicht ganzlich ausschliel3t. Bei der Maus erfolgtr dersatz der Histone durch
Transitionsproteine erst in elongierenden Sperraatider Stadien 11 bis 12 und der
anschlieBende Austausch der TransitionsproteinechduProtamine in elongierten
Spermatiden der Stadien 13 bis 15 (Meistmthal, 1994, 2003; Einteilung der Stufen
nach Russelet al, 1990). Die fehlende Expressionsnachweis des heamdrangens in
sich elongierenden Spermatiden TBPY-Kif"/Kit""-Mannchen schlieRt eine rTSPY-
analoge Funktion des humanen Transgens aus. Eigkch® Rolle des TSPY in runden
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Spermatiden jedoch ergibt sich aus der Beobachtlagg haploide runde Spermatiden vor
der Differenzierung zu elongierenden Spermatideme ehohe Transkriptionsaktivitat
aufweisen, durch welche Transkripte fir die Praepression in der spaten
Spermiogenese zur Verfigung gestellt werden (Kinsmeét al, 2004). Fir die
Transkriptionsinitiation ist eine Entfernung von skinen aus den Nukleosomen
erforderlich (Chenet al, 1994). Eine Rolle als Histonchaperon beim Abhad
Wiederaufbau der Nukleosomen wahrend der Transbmgiitiation wurde bereits fur
NAP-1 postuliert (Parlet al, 2005). Aufgrund der hohen Homologie zu NAP-1 evéine
ahnliche Rolle auch fir TSPY denkbar. Da fur dam&we TSPYin vitro bereits eine
Bindung an Histon 2B gezeigt wurde (Kido und La00®), lasst die in dieser Arbeit
demonstrierteT SP¥Expression in runden Spermatiden eine FunktiorHadsonchaperon
auch in derTSP¥transgenen Maus vermuten. Weiterfihrende Untetsyggn wie Co-
Lokalisationsstudien von TSPY und Histonen z.B.telst Immunfluoreszenz sollten zur
Uberpriifung dieser Hypothese herangezogen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mit d&@PYtransgenen Mauslinie
Tg(TSPY)9Jshrand der in dieser Doktorarbeit etablierten Lifi@P¥C57BL/6JKitW"/J
geeignete Mausmodelle zur Untersuchung der mogli€umktion(en) des humanen TSPY
wahrend der Spermatogenese zur Verfigung stehenzuktnftig noch viele weitere

Analysemdglichkeiten offenbaren werden.
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