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1 Einleitung

1.1 Fragestellungen

Die fur das SPOC1-Protein codierende mRNA wurdes2@ih Mohrmann und Kollegen
(Mohrmann, 2005) gefunden und eine UberexpresssorS@OC1-mRNA mit verkiirztem
Uberleben bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom eriMndung gebracht. SPOC1 steht fiir
Survival time — associatedHD protein in_Qrarian_Gncer.
Mohrmann und Mitarbeiter (Mohrmann, 2005) untersehebenfalls die Transkription
von SPOCL1 in normalen humanen Geweben mittels Biorthot und erhielten im Hoden
das starkste Signal der SPOC1 RNA im Vergleich ndeeen Geweben. Daher ist eine
hohe Expression des SPOC1-Proteins im Hoden anmerelAul3erdem farbt eine in situ
Hybridisierung mit einer RNA-Sonde gegen die SPOEHRNA im Hoden ausschliellich
basal in den Hodenkandlchen liegende Zellen an (Mahn, 2005). Zu Beginn meiner
Dissertation fehlten noch Daten zur Proteinexpogsgon SPOCI.
Zur weiteren Erforschung von SPOC1 wurden monokénad polyklonale Antikérper
gegen das Protein hergestellt (Kinkley, 2009). Bidstikérper erkennen das SPOC1
Protein im Westernblot. Des Weiteren wurde einexdggne Maus mit einem durch
Doxycyclin induzierbaren shRNA-Konstrukt gegen SHAO&zeugt (siehe 2.16 shRNA
Knockdown Maus fur SPOC1).
Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine immunhistoclsetme Farbung mit den vorhandenen
Antikérpern zum Nachweis von SPOC1 etabliert werdam folgende Fragen zu
beantworten:

1. In welcher Zellpopulation im Hoden wird SPOC1 erpgrt?

2. In welchen Zellen in anderen Geweben wird SPOCTienxgrt?

3. Wird SPOCL1 in Hodentumoren exprimiert?

4. Fuhrt ein Knock-Down der Proteinexpression von SPQ@Cder Maus zu einem

Phanotyp?



1.2 SPOC1

Das humane SPOC1 Gen ist auf Chromosom 1 in deioRRdg36.23 lokalisiert. Diese
Region wird mit der Entstehung und dem Wachstum Vamoren in Verbindung
gebracht.

Das SPOC1-Protein ist konserviert in hoheren Eukagn. Es hat ein Molekulargewicht
von 34 kD und besitzt eine PHD-Doméane (Plant Honi@omain), sowie eine
Kernlokalisationsequenz und eine, in den SPOCIleRven verschiedener Spezies
hochkonservierte, N-terminale Domane, deren Funktioch unbekannt ist. Diese N-
terminale Doméane ist im SPOC1 verwandten ProteiRZbenfalls zu finden.

Die PHD-Domaéane zeichnet sich durch ein CysteinitiistCystein Motiv aus, das in
ahnlicher Sequenz in Uber 400 eukaryoten Protemeékommt (Mohrmann, 2005). Viele
dieser PHD-Proteine sind Chromatin bindende Pretetlie sehr haufig mit N-terminal
methylierten Histonen interagieren und als sogeteagpigenetische ,Reader” fungieren
und an der Regulation der Chromatinstruktur undkkan beteiligt sind (Li, 2012). Eine
veranderte Methylierung von Histonen und Expressiendafir verantwortlichen Proteine
ist ein Kennzeichen vieler Tumoren (Dawson, 2008her wundert es nicht, dass einige
der PHD-Proteine eine Rolle bei der Pathogenese Kopf-Hals-, Osophagus- und
Mammatumoren sowie anderen Tumoren spielen(Mohrp2006). Ein gutes Beispiel ist
das SPOC1-verwandte Protein PHF23 (Plant Homeodoiriaiger), das als Teil eines
Fusionsproteins mit NUP98 (Nucleoporin) in den Blaseines an akuter myeloischer
Leukamie verstorbenen Mannes entdeckt wurde (Reader). Es konnte gezeigt werden,
dass das PHF23 NUP98 Fusionsprotein in der Lag&dashatopoetische Stammzellen in
leukamische Blasten zu transformieren, in dem eas Albschaltung der Expression

entscheidender Gene verhindert (Wang, 2009).

Sarah Kinkley konnte im Rahmen ihrer Dissertatiamd wer folgenden Publikation
(Kinkley, 2009) einige Informationen Uber die Fupkt des SPOC1-Proteins in
somatischen Krebszellen gewinnen und zeigen, daseiree wichtige Rolle in der
Regulation der Chromatinstruktur und der MitoseekpiSPOC1 ist demgemald ein
vorwiegend nukleares, mit Chromatin assoziertesteRro das wahrend der Mitose
verstarkt exprimiert wird. In der frihen Prophassvie in Anaphase und Telophase ist
SPOC1 chromatinassoziert, wahrend es in den andénrasen der Mitose auch/oder

ausschlieBlich cytoplasmatisch lokalisiert ist. eEitnansiente Uberexpression in U20S—
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Zellen, einer humanen Osteosarkomzelllinie, fulceverstarkter Chromatinkondensation
und einer Blockade des Zellzyklus in der G2-Phase.

Ein Knock-Down der SPOC1-Proteinexpression mithitba shRNA fuhrt zu verminderter
Chromatinkondensation, verzdgerter Mitose und félaliter Chromosomenverteilung auf
die Tochterzellen.

Sarah Kinkley und Theres Schaub (Kinkley, 2009) rken aul3erdem zeigen, dass
l6sliches, nicht Chromatin gebundenes SPOC1-Prasil ist und schnell Uber das
Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut wird. Chronagsnziiertes SPOC1 weist dagegen
eine sehr lange, nicht messbare HalbwertszeitniZelke auf.

Die Glykogensynthasekinasgd GSK3{) scheint bei der Regulation des Abbaus von
SPOC1 eine Rolle zu spielen, da fir SPOC1 in sihcht Phosphorylierungsmotive
vorhergesagt werden und die Inhibition von GgK8ie Halbwertszeit von SPOCL1 in der
Zelle erhoht. Die GSK$- spielt eine Rolle in zahlreichen Signalwegen, da \sele
Substrate hat wie beispielsweise Glykogensynthde®, Tau-Protein oddg-Catenin. Aus
der Vielzahl an Substraten ergibt sich auch einel2dhl an Erkrankung bei deren
Pathogenese die GSKBeine Rolle spielt, wie zum Beispiel Diabetes nedli Typ 2,
Morbus Alzheimer und der familidre adenomattse pasis. Die Phosphorylierung der
Substrate fuhrt zur Inaktivierung des Substrats imdFalle vonp-Catenin auch zum
Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Raya2a09).

Des Weiteren wurden in silico zwei PEST-Domanerheogesagt. PEST-Doméanen sind
Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonir) (€iche Regionen, die vor allem in
kurzlebigen Proteinen zu finden sind (Rechsteit®86). Fur viele Proteine, die PEST-
Doméanen enthalten, konnte gezeigt werden, dasspRbodierungen im Bereich der
PEST-Domane zum Abbau des Proteins Uber das Pootefighren (Garcia-Alai, 2006).
Interessanterweise liegen auch sechs der acht @SRI3esphorylierungsmotive in den
PEST Regionen. Loésliches, nicht Chromatin-gebunsleBBOC1 hat eine sehr kurze
Halbwertszeit von nur 10 bis 15 Minuten in der ZelDeletionsmutanten von SPOC1,
denen eine PEST-Domaéne fehlt, weisen dagegen eirntéath [angere Halbwertszeit in der
Zelle auf (Kinkley, 2009).
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Abbildung 1: Domanenstruktur von SPOCL1. Die N-termnale Domane ist blau, die PEST1 und PEST2
Domanen sind grau und gelb, die Kernlokalisationsagenz rot und die PHD-Doméne griin dargestellt.
(Grafik von Theres Schaub freundlicherweise zur Veitigung gestellt.)

Zusammengefasst deuten diese Daten auf eine FankdioSPOCL1 bei der Regulation der
Chromatinstruktur und Zellteilung hin. Aul3erdem eah SPOCL1 ein stark reguliertes
Protein zu sein, dessen Fehlregulation bei dert&nisag von Tumoren eine funktionelle
Rolle spielen kénnte.



1.3 Spermatogenese

Zunachst soll der Hoden und die Spermatogeneseugermschrieben werden, da in
diesem Organ die hochste Expression von SPOC1 RMNAegsen wurde. Die
Spermatogenese ist die Entwicklung von Spermien Hioden aus spezialisierten
Keimzellen, den Spermatogonien. Die Spermatogormgehen aus den Urkeimzellen
hervor, die wahrend der Embryonalzeit aus dem Emchoddes Dottersacks in die
Gonadenanlage eingewandert sind. Die Urkeimzellemtwiekeln sich zu
Prospermatogonien, die zunachst ruhen und sichem Riibertdt zu Spermatogonien
entwickeln und die Spermatogenese unterhalten.

Die Spermatogonien teilen sich mitotisch. Ein Tédr Spermatogonien behdlt seinen
Stammzellcharakter bei und kann sich weiterhin nisiéh teilen, wéahrend der andere Teil
beginnt, sich zu Spermatocyten | zu differenziei@ie. Spermatocyten | beginnen mit der
Meiose, durchlaufen die verlangerte Prophase d#eremeiotischen Teilung, die sich in
Leptotan, Zygotan, Pachytan, Diplotan und Diakingdiedert. Daran schliel3en sich
Metaphase 1, Anaphase | und Telophase | an. Nach Zg&okinese ist die erste
Reifeteilung abgeschlossen, die Tochterzellen weade Spermatocyten Il bezeichnet. Sie
durchlaufen die zweite Reifeteilung der Meiose, des die Spermatiden hervorgehen
(Holstein, 2003).

Die Spermatiden differenzieren sich zu reifen Spdoxoa. Dieser Prozess wird als
Spermiogenese bezeichnet. Die Spermatiden sindcsnéund und werden im Verlauf
langlicher bis Spermatozoa mit stark kondensiertéern, Akrosom und Flagellum
entstehen. Die starke Kondensation des Kerns enrfod#n Ersatz der normalen Histone
durch Protamine (Yan, 2003). Das Akrosom enthaltdrblytische Enzyme, die zur
Befruchtung der Eizelle benétigt werden, und geist@em Golgi-Apparat hervor.

Die Spermatogenese findet im Keimepithel der Hodedlchen statt. Das Keimepithel
wird von den Sertoli-Zellen gebildet, die die Kemlen in ihren verschiedenen
Differenzierungsstufen beherbergen. Die SertolieZelbilden untereinander mit Tight-
Junctions die Blut-Hoden-Schranke, die das Keirhepitin ein basales und ein
adluminales Kompartiment unterteilt. Die Spermatogo befinden sich im basalen
Kompartiment. Im Preleptotan durchqueren die Speraygen | die Blut-Hoden-Schranke,
sodass alle spateren Differenzierungsstufen denkallen im adluminalen Kompartiment
zu finden sind (Wang, 2007).



AK

BK

My

Abbildung 2: Schema des Keimepithels. Das Serizellplasma ist grau dargestellt, SeZK bezeichne
einen Sertolizellkern Die Tight Junctions (tj) teilen das Keimepithel in einbasales (BK) unc ein
adluminales Kompartiment (AK). Unter dem Epithel befindet sich die Lamina propria mit
Basalmembran und Myofibroblasten (My) Die Stammspermatogonien sind dunkelgrin, di
differenzierenden Spermatogonien (SpG) tligriin dargestellt. Alle Spermatogonien befinden sich in
basalen Kompartiment. Die Spermatozyten | (SpZl) treten in die Meiose eirund differenzieren sich
erst zu frihen (fSpt) und dann zu spaten Spermatide (sSpt) Die Spermatozyten und Spermatider
befinden sich im adluminalen Kompartiment Abbildung erstellt nach einer Zeichnung au Histologie
— R. Lillmann-Rauch, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 200:

Die Blut-HodenSchranke schitzt die differenzierenden Keimzellenw tydrophiler
Noxen und demimmunsystem, da die Keimzellen wahrend der ersterfetilung ihre
genetische Ausstattung durch Rekombination ver@ und deshalb zum Zic
autoimmuner Prozesse werden konr

Des Weiteren sorgen die Sert-Zellen, angeregt durch Follik&timulierende-Hormon
(FSH), fur ein spezielles Mili¢, in dem die Spermatogenese stattfinden kann. Nebe
Produktion und Abgabe volAndrogen-bindenderProtein in das Tubuluslum, um
ausreichend Testosteron in der Tubulusflissigkeitbmden, produzieren die Sei-

Zellen zahlreche weitere parakrine Faktol (Holstein, 2003).
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1.3.1 Unterschiede der Spermatogenese in Maus und M ensch

Beim Menschen lassen sich morphologisch 3 Sperroategtypen unterscheiden, A-dark,
A-pale und B-Spermatogonien. Anhand der morphotbgie Klassifizierung durch
Clermont sind A-dark Spermatogonien an einem star¢ homogen mit Hamatoxylin
anfarbaren Zellkern mit einer nicht anfarbaren Kekuole zu erkennen. Der Zellkern von
A-pale Spermatogonien farbt sich schwacher mit Haryin und weist ein bis zwei
randstandige Nucleoli auf. B-Spermatogonien weisbenfalls einen schwacher mit
Hamatoxylin anfarbaren Kern mit einigen randstaadjg starker geféarbten
Chromatinarealen auf und sind unter Umstanden schare A-pale Spermatogonien zu
unterscheiden (Clermont, 1963).

Die A-dark Spermatogonien stellen wahrscheinlich 8&ammzellvorrat dar, wéhrend die
A-pale Spermatogonien Progenitorzellen sind. Mammi an, dass sich ein A-pale
Spermatogonium nach Teilung in 2 Typ B Spermatogordifferenziert, die sich in 4
Spermatocyten | differenzieren, sodass aus eingmal&-Spermatogonium letztendlich 16
Spermatozoa entstehen.

Bei der Maus lassen sich die Spermatogonien moogismh in A-single, A-paired, A-
aligned, Al, A2, A3, A4, Intermediate und B-Sperogainien unterscheiden. Bei den A-
single Spermatogonien handelt es sich um die digeah Stammzellen. Die weiteren
Stufen entstehen aus der jeweils vorherigen nawdr &ieilung, sodass aus einem A-single-
Spermatogonium theoretisch 512 (= 2"9) B-Spermatiegoentstehen kénnen. Die Anzahl
an Zellen (im folgenden Abschnitt als Klon bezeef)n die aus einem A-single
Spermatogonium der Maus hervorgehen, ist also wlesegroRer als die aus einem A-
pale Spermatogonium des Menschen (Ehmcke, 2006).

Die Spermatogenese lauft synchronisiert ab, sodeslnen Gruppen von Keimzellen
Stadien zugeordnet werden kénnen. Die AnordnungGemppen und der Beginn der
Synchronisierung sind bei Mensch und Maus versemgdweshalb auch die
Tubulusanschnitte im histologischen Schnitt durchenkth- und Maushoden
unterschiedlich aussehen. Die Stadieneinteilung KiEmepithels der Maus umfasst 12
verschiedene Stadien (Oakberg, 1956). Die Stadiemrdem anhand des
Entwicklungsgrades von Spermatocyten und Spernmatidestimmt, die in einem
Abschnitt des Keimepithels zu sehen sind. Aufgrded groRen Anzahl Zellen pro Klon

sieht man in der Maus in einem Tubulusquerschiagt immer nur ein Stadium. Die
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verschiedenen Stadien sind longitudinal im Tubwageordnet, sodass man in Serien-
Querschnitten eines Tubulus zuerst Spermatocytem Zygotan findet und auf tieferen
Schnitten Spermatocyten | im Pachytan. Bei der Meggnnt die Synchronisation mit den
Al-Spermatogonien, die A-single, A-paired und Agaé&d-Spermatogonien proliferieren

stadienunabhangig.

o ® @

Apale — B — Spc

[%‘:]‘ [2] [4]
P = fa — A — Ay — Ay — Ay — — B — Spc
[2] [4» B 16] [16] [32] (6] [128] [256] [512] [1024]

Abbildung 3: Schema zum Vergleich der SpermatogonieKlone bei Mensch (a) und Maus (b). Es sind
nicht alle Entwicklungsstufen eingezeichnet. Abbildng entnommen aus (Ehmcke, 2006).

Beim Menschen ist die Stadieneinteilung schwierigkr die Klone wesentlich kleiner
sind. Aus diesem Grund sind in einem Tubulusqueiticihimmer Spermatocyten und
Spermatiden in verschiedenen Stadien nebeneinarwlesehen. Trotzdem findet die
Spermatogenese auch beim Menschen synchronisdytaterdings nicht longtudinal wie
in der Maus, sondern in Form einer Archimedischeira®: Das heil3t, man findet in
Serien-Querschnitten eines humanen Tubulus zupest&tocyten | im Zygotan in einem
Areal und in tieferen Schnitten Spermatocyten IRachytan in einem im Uhrzeigersinn
verschobenen Areal (Schulze, 1984).

In der Maus konnten einige, von Sertoli-Zellen pzdrte, fur die Spermatogenese
wesentliche Proteine identifiziert werden; ebende die zugehdrigen Rezeptoren auf

Spermatogonien. Au3erdem sind sowohl Sertolizedkgizche als auch Spermatogonien-
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spezifische Transkriptionsfaktoren bekannt, diediire funktionierende Spermatogenese
notwendig sind.

Ein wesentlicher Faktor ist die Sekretion vohaGell line-Derived Neurotrophic_&ctor
(GDNF) durch die Sertoli-Zellen. GDNF bindet an esinRezeptorkomplex auf den
Spermatogonien, bestehend aus der Rezeptortyrnasi c-Ret (Reranged during
Transfection) und Gé#l (GDNF family receptor 1_kha) (Meng, 2000). Ein weiteres
Beispiel ist die Freisetzung von Stem Cell Fac®Ck) durch Sertoli-Zellen. Der SCF
bindet an die Rezeptortyrosinkinase c-Kit (Ohta)@0

Ein Sertolizell-spezifischer Transkriptionsfaktet das Ets related Molecule (ERM). ERM
kontrolliert die Expression zahlreicher Chemokir@ghén, 2005). Ein Knockout eines
dieser Proteine fuhrt zu verschiedenen Stérungespermatogenese. Ein Knockout eines
Gens des SCF/c-Kit Signalwegs fuhrt zu einer Sigruder Differenzierung der
Spermatogonien zu Spermatocyten. Ein Knockout ieMEder einer der Komponenten
des GDNF Signalwegs fuhrt dagegen zu einem VedeisSpermatogonien (Meng, 2000),
(Chen, 2005).

Die Chemokine unter der Kontrolle von ERM und GDsé&wie weitere Faktoren bereiten
den Stammzell Spermatogonien eine Nische, in deesistieren und ihren Stammzell-
charakter aufrecht erhalten kénnen (Dadoune, 2007).

Die Spermatogonien selbst exprimieren neben den geeannten Rezeptoren ebenfalls
Transkriptionsfaktoren, die fir die Spermatogenesed das Uberleben der
Spermatogonien selbst wichtig sind. Zwei diesem3$kaptionsfaktoren sind PLZF und
SOHLH1, auf die hier genauer eingegangen wird, idajeweils nur in bestimmten
Spermatogonienstadien exprimiert werden und dakeials Marker dienen sollen.

OCT4 (Octamer-4) ist ein weiteres Protein, fir dageigt werden konnte, dass es fur
Uberleben in Kultur und Erneuerung der Spermatagonim Rahmen eines
Transplantationsassays essentiell ist (Dann, 20084b (Transcription initiation factor
TFIID subunit 4B) ist ein Transskriptionsfaktor,sden Knockout in der Maus zu einem
Verlust der Spermatogonien, ahnlich wie dies berPlder Fall ist (siehe unten 1.4.1
PLZF), fuhrt (Falender, 2005).
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1.4 Markerproteine im Hoden

1.4.1 PLZF

Das Protein PLZF_(®myelocytic_leukemia_anhc Hnger) wird vom Gen Zfp145 codiert
und wurde als Teil eines Fusionsproteins in leuk&hen Zellen bei einer Unterform der
akuten Promyelozyten Leukéamie gefunden. Bei dieBerm ist PLZF mit dem
Retinsaurerezeptor RAR(Retinoic Acid Receptor) fusioniert, was dazu fuhrt, dass PLZF
und RARx ihre normalen Funktionen nicht ausiben konnen.sDigat einen
Differenzierungsblock der betroffenen PromyelozytanFolge.

PLZF ist ein Transkriptionsfaktor, der Apoptose UPiliferation reguliert. Dies wird in
Mausen ohne eine funktionsfahige Kopie von Zfpldéatlich. Sie weisen Abnormalitaten
an Skelett und Extremitdten auf, die auf unzureidee Apoptose wéahrend der
Embryonalentwicklung zuriickzufuhren sind (Cost@@01).

AulRerdem werden Mannchen ohne eine funktionsfaKiggie von Zfp145 mit der Zeit
unfruchtbar durch Verlust undifferenzierter Spemganien, die den Stammzellpool
darstellen. Es wird vermutet, dass PLZF notigust, die Differenzierung eines Teils der
Spermatogonien zu blockieren und dadurch den Staiponl zu erhalten. Dies wurde
sowohl fur eine Zfpl45-Knockout-Maus (Costoya, 208 auch fur die Luxoid Maus
(Buaas, 2004), eine spontane entstandene Mutargegide Nonsense Mutation im
Zfp145-Gen aufweist, gezeigt. In normalen MauseRIZF in A-single, A-paired und A-
aligned Spermatogonien exprimiert.

In einer neueren Publikation (Hobbs, 2010) konnézeggt werden, dass PLZF das
MTORC1-Protein (Mmmalian_Brget @ Rapamycin_©mplex 1) in Spermatogonien-
Vorlauferzellen supprimiert. Das mMTORC1-Proteinmumiert die Expression des GDNF-
Rezeptors bestehend aus c-Ret undaGfrin PLZF-Knockout-Mausen ist mTORC1
vermehrt exprimiert, sodass c-Ret und oGfrvermindert exprimiert wird und die
Spermatogonien-Vorlauferzellen nicht genug Ubersbignale durch GDNF erhalten.
Die Gruppe konnte ebenfalls zeigen, dass sich derlust der Spermatogonien-
Vorlauferzellen in PLZF-Knockout-Mausen durch def@fR-Inhibitor Rapamycin in vivo

vermindern lasst.
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1.4.2 SOHLH1

Das Protein SOHLH1 ist ein Transkriptionsfaktorr de Gonaden exprimiert wird. Das
Protein weist ein DNA-bindendes Helix Loop Helix Mo auf. SOHLH1 steht flr

Spermatogenesis ando@enesis specific basicetix Loop Helix transcription factor 1. Der
Knockout des fur SOHLH1 kodierenden Gens in mahelicMausen fuhrt zu Infertilitat
(Ballow, 2006). Dabei kommt es zu einer Blockader deifferenzierung von

Spermatogonien zu Spermatocyten, sodass im Hode®S@LH1 Knockout Mausen nur
Spermatogonien und keine spateren Differenzieradgst zu finden sind.

Im normalen Maushoden ist SOHLH1 in A-aligned biSBermatogonien exprimiert.

1.4.3 PCNA

Das PCNA Protein _(@liferating CGall Nuclear _Antigen) ist ein Cofaktor der DNA-
Polymerasen, entspiralisiert DNA und ladt zahlrei¢taktoren auf die Replikationsgabel
(Moldovan, 2007). PCNA dient als Marker fur profisgende Zellen, weil das Protein in
proliferierenden Zellen stark exprimiert wird. PCMtikbrper wurden erstmals als
Autoantikdrper im Serum von einigen Patienten mggtesmischem Lupus erythematodes
gefunden (Miyachi, 1978).

Laut Wrobel und Kollegen farbt der gegen PCNA dergte monoklonale Mausantikorper
PC10 im Rinderhoden alle Spermatogonien, au3eind), Meta-, Ana- und Telophase,
sowie Spermatocyten von Preleptotan bis Pachytaol{gV, 1996). Kamel und Mitarbeiter
geben an, dass der gleiche Antikorper in der Mdles EEntwicklungsstufen von Al-
Spermatogonien bis Pachytan-Spermatocyten antasonél, 1997).
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1.4.4 GSA-ll-Lektin

Das GSA-II-Lektin (Griffonia Simplicifolia Agglutim 2, ein Lektin aus der afrikanischen
Schwarzbohne) bindet an eine N-Glykan-Struktur, dig die Zelladhasion der
spermatogenen Keimzellen an die Sertoli-Zellen eaig ist. Dieses N-Glykan wird mit
Hilfe von Mannosidase lIx (MX) synthetisiert. MX-Kokout-Mause sind infertil, da die
unreifen Keimzellen zu friih aus dem Keimepitheidgesetzt werden.

Das GSA-II-Lektin bindet an alle spermatogenen Kahen aulRer an Spermatogonien
(Akama, 2002).

1.5 Seminom

In Erweiterung zu den Ergebnissen von MohrmannKioltegen (Mohrmann, 2005) , die
SPOC1-RNA in Spermatogonien nachgewiesen habette sahtersucht werden, ob
SPOC1 auch in Seminomen exprimiert wird, da sick 8aminom von verédnderten
Vorlauferzellen der Spermatogonien, den Gonocybleitet.

Alle Keimzelltumoren, aufer das spermatocytischeniBem, auf das hier nicht
eingegangen werden soll, gehen von atypischen Gtegmaus. Im Hoden stellen die
atypischen Gonocyten zunachst eine testikular@aepitheliale Neoplasie (TIN) dar, die
sich zum Seminom oder anderen Keimzelltumoren rdiffeieren kann (Skakkebaek,
1987). Skakkebaek publizierte diese Theorie nackenei Fallbericht eines Mannes mit
Kryptorchismus, der zunachst im Alter von 10 Jahatypische Keimzellen in einer
Hodenbiospsie aufwies, dann im Alter von 12 Jafi&hZellen in der Biopsie zeigte und
schlie3lich im Alter von 21 Jahren ein invasivem8®m entwickelt hatte (Miller, 1984).
Die Testikulare intraepitheliale Neoplasie wird lawads intratubular germ cell neoplasia,
unclassified type (IGCNU) oder als Carcinoma iru §€CiS) bezeichnet. Der Begriff
Carcinoma in situ ist genau genommen falsch, daigds um eine Keimzellneoplasie
handelt, die zwar in einem Epithel stattfindet,ratees Epithel selbst, also die Sertolizellen,
nicht neoplastisch verandert sind. Trotzdem wird Biegriff nach wie vor in der Literatur
verwendet.

CiS-Zellen kénnen in den Tubuli anhand ihrer Graf$el veranderten Morphologie

erkannt werden, da sie mit ca. 20 um deutlich gr8iBel als Spermatogonien und optisch
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leeres, ungefarbtes Zytoplasma aufweisen. Das ¥Fentaten des Zytoplasmas ist durch
den hohen Glykogengehalt der CiS-Zellen bedingt, dis Glykogen bei der
Paraffineinbettung herausgeldst wird. In Semiduhngttechnik kann das Glykogen mit
der Laczko/Levai Farbung direkt nachgewiesen werdem CiS-Zellen im Tubulus zu
identifizieren (Holstein, 1996). Eine weitere Metleo um CiS-Zellen in Paraffin
eingebettetem Material nachzuweisen ist eine Sdbeung, die argyrophile Nucleolus
Organisator Regionen (AgNOR) in den CiS-Zellen eatféMuller, 1994).

Normale, sowie atypische Gonozyten, CiS-Zellen uheé daraus hervorgegangenen
Keimzelltumoren exprimieren einige Proteine, dieLiaufe der normalen Entwicklung der
Gonozyten zu Spermatogonien abgeschaltet werden.

Zu diesen Proteinen gehdren die Placenta like ialkaPhosphatase (PlaP), sowie die
~Stammzellmarker* AP-2 (Activating enhancer bindingrétein 2 gamma), NANOG (der
Name ist vom Land der ewigen Jugend aus der kediiscMythologie abgeleitet
(Edinburgh, 2003)) und OCT3/4 (Geher 3/4). Der Marker PlaP wurde etabliert um CiS-
Zellen und Seminome zuverlassig von normalem Hoel@ege zu unterscheiden (Burke,
1988).

OCT3/4 identifiziert Zellen mit pluripotentem Poteth in Keimzelltumoren. Diese Zellen
finden sich in sowohl in CiS und Seminomen, nicherain Keimzelltumoren, die aus
differenziertem Gewebe bestehen, wie zum Beispitd iTeratome (Looijenga, 2003).

Die Expression von PlaP und OCT3/4 in Gonocyten drad Abschaltung der beiden
Proteine im Laufe der normalen Entwicklung zu Spogonien konnten Honecker et al.
(Honecker, 2004) nachweisen.

Die Arbeitsgruppe Entwicklung und Reproduktion démiversitat Kopenhagen konnte
sowohl die Expression in Gonocyten, die Abschaltwégrend der normalen Entwicklung,
als auch die Expression in CiS-Zellen und Keimaelbren der beiden Marker AR-2
(Hoei-Hansen, 2004) und NANOG (Hoei-Hansen, 20G&hmweisen. Diese Daten lassen
vermuten, dass es sich bei CiS-Zellen um transemmiGonocyten handelt.

Der Schritt von nicht-invasiven CiS-Zellen zum isixeen Seminom weist in fast allen
Fallen eine Vervielfaltigung des kurzen Arms vonr@hosom 12 auf. Entweder als
Isochromosom oder durch Aneuploidie oder durch entfermehrungen von Chromosom
12 (Rosenberg, 2000). Es wird spekuliert, dass G2pe enthalt, die mit Sertoli-Zell
unabhangigem Wachstum und Invasivitdt assozied, sitie bislang aber noch nicht

genauer identifiziert werden konnten.
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Stoop und Mitarbeiter vermuten auch, dass der d-Kyand Stem cell factor (SCF) eine

besondere Rolle einnimmt. In normalem embryonaled adulten Gewebe sorgt SCF

durch parakrine Signale fir die Differenzierung Urtialtung der Spermatogenese. In CiS
Zellen dagegen wird ein autokriner Loop vermuteBhwend Seminome und andere
Keimzelltumoren wieder unabhangig von SCF sind¢8t@008).

Es konnte gezeigt werden, dass die DNA von normalanie atypischen Gonozyten, CiS-

Zellen und Seminomen hypomethyliert ist. Ledigl@h, gegen das zur Behandlung von
Seminomen eingesetzte Chemotherapeutikum Cisplasiistentes, Seminom wies stark
methylierte DNA auf (Wermann, 2010).
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2 Material und Methoden

2.1 Losungen

Bouin-Ldsung
- 15 ml gesdéttigte, filtrierte Pikrinsaure (Merck 623
- 5 ml Formalin 37 % (Merck 1.04002)
- 1 ml Eisessig (Riedel de Haen 27225)

Neutral gepuffertes Formalin 3,7%
- 1,38 g NaHPO, (Merck 1.06346)
- 14,21 g NaHPO, (Merck 1.06580)
- 100 ml Formalin 37 % (Merck 1.04002)
- 900 ml Aqua dest.

Modifizierte Davidsonsche Losung
- 30 ml Formalin 37 % (Merck 1.04002)
- 15 ml Ethanol 99 % (Walter CMP UN1170)
- 5 ml Eisessig (Riedel de Haen 27225)
- 50 ml Aqua dest.

0,1 M Phosphatpuffer
- 1,38 g NaHPO, (Merck 1.06346)
- 14,21 g NaHPO, (Merck 1.06580)
- 1000 ml Aqua dest.

Einbettungsprotokoll mit Isopropanol

- 2 h50% Isopropanol (Riedel de Haen 24137)
- 2h70% Isopropanol

- 2h 90% Isopropanol

- 2h 90% Isopropanol

- 2h90% Isopropanol

- 3 h 30 min Isopropanol absolut

- 3 h 30 min Isopropanol absolut
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- 3 h 30 min Isopropanol absolut

- 4 h 45 min 1.1 Gemisch aus Paraplast Plus (Sakumatgdk 4583) und
absolutem Isopropanol bei 60°C

- 3 h 30 min Paraplast Plus bei 60°C

- 3 h 30 min Paraplast Plus bei 60°C

Entparaffinierung
- 5 min Xylol-Ersatz (XEM200 Vogel ND-HS-200)
- 5 min Xylol-Ersatz
- 3 min Ethanol absolut (Walter CPM UN1170)
- 5 min Ethanol absolut
- 5 min 96% Ethanol
- 5 min 70% Ethanol
- 5 min 50% Ethanol

- 2 min Aqua dest.

Entwasserung

- 15 sec 70% Ethanol

- 30 sec 96% Ethanol

- 5 min 96% Ethanol

- 5 min Ethanol absolut
- 5 min Ethanol absolut
- 5 min Xylol-Ersatz

- 5 min Xylol-Ersatz

- 5 min Xylol-Ersatz

PBS
- 8,9 g NaHPO, (Merck 1.06580)
- 8,77 g NaCl (Backer 0278)
- 11 Aqua dest.
- pH einstellen mit 2 N HCI (Merck UN1789) auf pH 7,6
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TBS
- 6,05 g Trizma Base (Sigma T1503)
- 8,71 g NaCl (Backer 0278)
- 11 Aqua dest.
- pH einstellen mit 2 N HCI (Merck UN1789) auf pH Qéer pH 8,24

TBST 0,05%
- 0,5ml Tween 20 (Sigma P1379)
- 1 TBSpH 7,6

Lektinpuffer
- 6,05 g Trizma Base (Sigma T1503)
8,71 g NaCl (Backer 0278)
0,203 g MgCi (Sigma M8266)
0,101 g CaGl(C4901)
1 | Aqua dest.
pH einstellen mit 2 N HCI (Merck UN1789) auf pH 7,6

10 N Natriumhydroxidlédsung zum pH einstellen
- 40 g Natriumhydroxid Platzchen (Merck 1.06495)
- in 100 ml Aqua dest. I6sen

Citrat-Puffer pH 6 zur Antigen-Demaskierung:
- 2,1 g Citronenséure-Monohydrat (Merck 1.00244)
- 11 Aqua dest.
- pH 6 einstellen mit 10 N NaOH

EDTA-LO6sung pH 8 zur Antigen-Demaskierung
- 100 ml EDTA-Puffer pH 8 10x (DCS Innovative DiagtiksSysteme
ELO08C500)
- 900 ml Aqua dest.
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Borséure pH 8,5 zur Antigen-Demaskierung
- 3,06 g Borsaure (0,05 M) (Merck 1.00165)
- 11 Agqua dest.
- pH 8,5 einstellen mit 10 N NaOH

Tris-Puffer pH 9,5 zur Antigen-Demaskierung
- 6,057 g Tris-Base (Sigma T1503) (0,05 M)
- 11 Agqua dest.
- pH 9,5 einstellen mit 10 N NaOH

PB-Puffer 0,1 M pH 7,4
- 2,45 g KHPO, (Merck 4871)
- 14,6 g NaHPO, (Merck 1.06580)
- 11 Aqua dest.

Avidin-Biotin-alkalische Phosphatase-Komplex Gelofaliosung
- 2,5mlTBS
- 1 Tropfen Reagenz A aus dem Vector ABC-AP Kit AK800
- 1 Tropfen Reagenz B aus dem Vector ABC-AP Kit AKB0O

-  Das Gemisch wurde 30 min durch Rollen vermischt

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Gebrauchslésung
- 25mlTBS
- 1 Tropfen Reagenz A aus dem Vector ABC-POX Kit ARB1
- 1 Tropfen Reagenz B aus dem Vector ABC-POX Kit ABB1
- Das Gemisch wurde 30 min durch Rollen vermischt
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Alkalische Phosphatase Entwickler

In einem Erlenmeyerkolben 300 mg Natriumnitrit (8 S2252) in 7,5 ml
Aqua dest. l6sen

300u! Neufuchsin Stammldsung hinzufigen und scheser(k5 g Neufuchsin
(Sigma N0638) in 100 ml 2 N HCI (Merck UN1789) lage

30 mg Naphtol-AS (Sigma N2250) in 750 pl Dimethytfiamid (Sigma 4551)
l6sen, hinzufligen und erneut schwenken

200 pl Tween 20 (Sigma P1379) hinzufiigen

92,5 ml TBS-Puffer pH 8,24 hinzuflgen

Peroxidase Entwickler mit Glucoseoxidase

100 ml PB-Puffer in ein Becherglas mit Rihrfiscihhee

50 mg DAB-Pulver (Sigma D5637) unter rihren l6sen

2 ml 10 % Glucoselosung (10 g D(+)Glucose (Merck83in 100 ml Aqua
dest. |I6sen) hinzufligen

333 ul Glucoseoxidaseltsung (12 mg Glucoseoxidaggm@a G2133) in 10 ml
PB-Puffer [6sen) hinzufiigen

Peroxidase Entwickler mit Glucoseoxidase und Nickel

100 ml PB-Puffer in ein Becherglas mit Rihrfiscihhee

40 mg Ammoniumchlorid (Sigma A4514) unter rihreseld

50 mg DAB-Pulver (Sigma D5637) unter rihren l6sen

2 ml 0,05 M Nickelsulfatlésung (130 mg Nickel(Il)&at (Sigma N4882) in 10
ml Aqua dest. I6sen) hinzufligen

2 ml 10 % Glucoselésung (10 g D(+)Glucose (Merck83in 100 ml Aqua
dest. |I0sen) hinzufiigen

333 pl Glucoseoxidaselosung (12 mg Glucoseoxidaggm@a G2133) in 10 ml

PB-Puffer I6sen) hinzufligen

Hamatoxylin nach Mayer fir den Farbeautomaten

500 ml Hamalaun nach Mayer (Merck 1.09249)
500 ml Aqua dest.
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Eosinlosung fur den Farbeautomaten
- 1000 ml Aqua dest.
- 5 g Erythrosin B (Merck 1.15936)

- 1 Tropfen Eisessig

0,5 % Perjodsaurelésung
- 100 ml Aqua dest.
- 250 mg Perjodsaure (Merck 524)

SO2-Wasser
- 5 ml 10% Natriummetabisulfittosung (10 g Natriumatasulfit (Merck 616)
geldst in 100 ml Aqua dest.)
- 5ml 1N HCI (Merck UN1789)
- 90 ml Aqua dest.

Blockierlésung fur endogene Peroxidase
- 45 ml Methanol (Backer 8045)
- 5 ml Wassserstoffperoxid (Merck 1.08597)

Olrot Stammldsung
- 0,59 Oilred O (Sigma 00625)
- 100 ml Isopropanol (Riedel de Haen 24137)

- Im Wasserbad tiber Nacht bei 37°C auflosen

Olrot Gebrauchslosung
- 30 ml Olrot Stammlésung
- 20 ml Aqua dest.

- 10 min stehen lassen und filtrieren
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2.2 Gewebe und Fixierung

Das humane Hodengewebe stammte aus OrchiektonperBtén oder Hoden-Biopsien
aus dem Fundus des Anatomischen Instituts von Fxdaélf Friedrich Holstein aus
langjahriger Zusammenarbeit mit dem Bundeswehrl@ah&us Hamburg und Dr. Michael
Hartmann. Die Praperate wurden nach Entnahme mutinBlodsung fixiert. Einige mit
modifizierter Davidsonscher Losung fixierte Hodeagsien stammen aus dem Fundus der
Andrologie am UKE von Prof. Wolfgang Schulze undl&gen.

Die murinen Gewebe wurden Black6-Mausen entnomnmehim neutral gepuffertem 3,7
% Formalin, modifizierter Davidsonscher Losung oBleuin-Losung fixiert.

Nach Fixierung mit Bouin-Lésung wurde das Gewebariéghrere Tage in 70 prozentigem
Isopropanol gewaschen, um die tUberschissige Péniaszu entfernen.

Die in neutral gepuffertem Formalin fixierten Gewelwyurden mindestens 3 Stunden in
Phosphatpuffer gespult. Die in modifizierter Dawdscher Losung fixierten Gewebe
wurden mindestens 3 Stunden in 50 prozentigem dg@mrol gespdult.

Danach wurden die Gewebe mit einer aufsteigendsrdpanol-Reihe entwassert und mit
60 °C heil3em Paraplast durchtrankt.

Anschlie3end wurde das Gewebe in Paraffinbléckgegsssen und im Schlittenmikrotom
auf 5 um Dicke geschnitten. Die Schnitte wurdenHigfobond-Objekttrager (Marienfeld)
aufgezogen und Uber Nacht bei 37 °C getrocknet.

FUr die Immunhistochemie wurden die Schnitte inokfrsatz und absteigender Alkohol-
Reihe entparaffiniert und gewassert. Danach wurdien Antigene mit verschiedenen
Methoden demaskiert.
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2.3 Hamatoxilin-Eosin-Farbung (H.E.)

Die H. E. Farbung wurde in einem Automaten durchigef beginnend mit Xylol-Ersatz
und einer absteigenden Alkoholreihe zur Entparefifimg und Wasserung. Danach
wurden die Schnitte 3 min in Hamatoxylin nach Maygfarbt, in Aqua dest. und
Leitungswasser geblaut, 3 min in wassriger Eosuriggefarbt, 30 s in Aqua dest. gespuilt
und schlieBlich mit einer aufsteigenden Alkoholeeiuind Xylol-Ersatz entwassert.
AbschlieRend wurden die Schnitte mit Eukitt eingdgtleund mit einem Deckglas

versehen.

2.4 PAS-Hamatoxylin-Farbung

Die PAS-Hamatoxylin-Farbung wurde entweder als restgindige Farbung oder als
Gegenfarbung nach immunhistochemischer FarbungPaibxidase eingesetzt. Hierfir
wurden die Schnitte nach entparaffinieren oder immnstochemischer Farbung zunéachst
in Aqua dest. Uberfuhrt. Anschlieend wurden dignn8te fir 10 Minuten in 0,5
prozentiger Perjodséure-LAosung inkubiert, um Hygllgrappen in Glykanen zu oxidieren.
Um die Perjodsaure zu entfernen, wurden die Sehditt 10 Minuten unter flieRend
Wasser gespult und anschlieend erneut in Aqua iaestfihrt. Dann wurden die Schnitte
fur 15 bis 30 min in Schiffs Reagenz (Merck 1.0924@farbt. Die durch Oxidation
enstandenen Aldehyde bilden mit dem Fuchsin infiscRieagenz eine Schiffbase, was zu
einer intensiven Rotfarbung fuhrt. Nach der Farbwogden die Schnitte 3 mal fir 2 min

mit SO, -Wasser und fir 10 min unter flieRend Wasser géspianach wurden die

Schnitte wieder in Aqua dest. Uberfiihrt und firbl® 30 sec in Hamatoxylin nach Mayer
gegengefarbt und unter flieBend Wasser fur 5 miolage. AbschlielBend wurden die
Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe ungokErsatz entwassert, mit Eukitt

eingedeckt und mit einem Deckglas versehen.
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2.5 Feulgen-Farbung

Die Schnitte wurden nach Entparaffinierung fir 1% nm, im Wasserbad auf 60° C,
erwarmte 1 molare Salzsdure (Merck UN1789) inkubidnschlieend wurden die
Schnitte fur 15 bis 30 min in Schiffs Reagenz (Metd9249) geféarbt. Nach der Farbung

wurden die Schnitte 3 mal fur 2 min mit S@Vasser und fur 10 min unter flieRend

Wasser gesplilt, in Aqua dest. Uberfiihrt, mit emdsteigenden Alkoholreihe und Xylol-
Ersatz entwéssert, mit Eukitt eingedeckt und nmémi Deckglas versehen.

Die Salzsaure hydrolysiert die DNA-Strange und mash die Aldehydgruppen der
Desoxyribose fur das Schiff-Reagenz zuganglichawibrin die gleiche Reaktion wie bei
der PAS-Farbung ablauft.

2.6 Antigen-Demaskierung

Zur Antigen-Demaskierung wurden sechs verschietfam@hren getestet:
- Autoklavieren fur 20 min bei 121 °C in TUF-PuffétgnPath, Amsterdam).
- Kochen in der Mikrowelle bei 1000 W fur 2 min unei 500 W fur 5 mal 2 min
in Citrat-Puffer pH 6.
- Kochen in der Mikrowelle bei 1000 W fiir 2 min unei 500 W fiir 5 mal 2 min
in EDTA-LOsung eingestellt auf pH 8.
- Kochen in der Mikrowelle bei 1000 W fur 2 min uneéi 500 W fur 5 mal 2 min
in Borsaure pH 8,5.
- Verdau bei 37°C fur 10 min in 0,1 prozentiger Tippssung (Biochrom in
TBS).
- Verdau bei 37°C fur 10 min in 0,04 prozentiger Pase 24 (Sigma P8038 in
TBS).
Bei den Verfahren in der Mikrowelle wurde nach j@deErhitzen verdampfte
Demaskierungslosung nachgefullt. Fir die weiteranmunhistochemischen und
Immunfloureszenz Farbungen wurde nach Austestumgvddahren die Demaskierung

mit Borsaure verwendet, sofern nicht anders angageb
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2.7 Immunhistochemischer Nachweis von SPOC1

Nach der Antigen-Demaskierung wurden die SchnitteaB fir 5 min in TBS mit 0,05 %
Tween 20 (TBST) gewaschen. Danach wurden die Sehrfiir 30 min mit
Kaninchenserum (DAKO X0902) bzw. Schweineserum ([@ABK0901) 1:10 in TBS
blockiert, anschlie3end der Primarantikdrper zugegeund Uber Nacht bei 4 °C in einer
feuchten Kammer inkubiert.

Bei Verwendung von Peroxidase als Detektionsenzywmda die endogene Peroxidase
nach der Antigen-Demaskierung durch Inkubation gtidnol mit 3% Wasserstoffperoxid
fur 20 min inaktiviert.

Als Primarantikorper fur die Detektion von SPOC1 rden die monoklonalen
Rattenhybridomantikérper M11, M33 und M45 pur vendet, sowie das aus einem
Kaninchen gewonnene Serum 53 1:1000 verdinnt in OA&ntibodydiluent (DAKO
S3022). Die monoklonalen Rattenhybridomantikorg@iien in TBS bis zu 1:10 verdinnt
werden, eine Verdunnung in DAKO Antibodydiluent sterdings nicht mdglich. Als
Isotypenkontrollen wurden Ratten IgG2b Isotypenkaig (American Antigenix
CN230020) 1:20 in TBS verdunnt, sowie ein monoklend&attenhybridomantikérper
gegen Flag-Tag pur verwendet, sowie Serum des Khens vor Immunisierung 1:1000
verdunnt in DAKO Antibodydiluent (DAKO S3022).

Nach der Inkubation tGber Nacht wurden die Schidtteal fur 5 min in TBS mit 0,05 %
Tween 20 (TBST) gewaschen und fur 30 min mit dehkuSdarantikorper inkubiert. Als
Sekundarantikdrper wurde ein biotinylierter KanieshAnti-Ratte-Antikorper (DAKO
E0468 bzw. Schwein-Anti-Kaninchen-Antikorper, DAK@®@O0353) verwendet. Die
Sekundarantikérper wuren 1:200 in DAKO Antibodyeéitd (DAKO S3022) verdinnt.

AnschlielRend wurden die Schnitte erneut 3 mal 5 minTBST gewaschen und fir 30
min mit Avidin-Biotin-Enzymkomplex Gebrauchslésumigkubiert. Verwendet wurden
Avidin-Biotin gekoppelte alkalische Phosphatase isovWiPeroxidase (beide Vector
Laboratories). Danach wurden die Schnitte ernemtaBfir 5 min mit TBST gewaschen
und fur 10 bis 30 min mit einem passenden Entwiclkfarbt. Die Farbreaktion wurde
durch spulen unter flieBend Wasser gestoppt. Beigem Schnitten wurde mit
Hamatoxylin nach Mayer oder Hamatoxylin und PAS{Riea (siehe unten)

gegengefarbt.
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Mit alkalischer Phosphatase gefarbte Schnitte wurdgissrig mit Crystal Mount |
(Biomeda MO03) eingedeckt und auf einer Heizplatee BO°C fur 15 min getrocknet.
Danach wurde mit Crystal Mount Il (Biomeda 05) Bieckglas aufgeklebt.

Peroxidase gefarbte Schnitte wurden mit einer aigishden Alkoholreihe und Xylol-

Ersatz entwéassert, mit Eukitt eingedeckt und nmési Deckglas versehen.

2.8 Entwickler und Verstarkungsreaktion

Der Entwickler fur alkalische Phosphatase bestektNatriumnitrit, Dimethylformamid,
Neufuchsin und Naphthol-AS in TBS pH 8,24. Die #Bche Phosphatase spaltet
Phosphatreste vom Naphthol-AS ab. Dies fuhrt zloiuBig eines roten Farbstoffs an den
Stellen, wo die alkalische Phosphatase gebundedewur

Der Entwickler fur Peroxidase besteht normalerwesas Diaminobenzidin und
Wasserstoffperoxid in Phosphatpuffer pH 7,4. UmeeWMerstarkung des Signals zu
erreichen, wurde das Wasserstoffperoxid nicht direkgegeben, sondern durch die
Umsetzung von Glucose durch Glucoseoxidase in deskfionslosung erzeugt, um
kontinuierlich Wasserstoffperoxid zu Verfigung zellen. Diese Methode wurde zunachst
fur den Enzymnachweild in homogenisierten Frischgpewesrwendet (Lundquist, 1971)
und spater fir die Anwendung in der Enzymhistocken{itoh, 1979) und
Immunhistochemie (Zaborszky, 1989) modifiziert. DAgyebnis ist nach wie vor die
Bildung eines braunen Farbstoffs an dem Ort, woRbBeoxidase gebunden wurde. Vor
Einbringen in die Entwicklerlosung wurden die S¢tenR mal in Phosphatpuffer pH 7,4
gespult.

In einigen Fallen wurde dem Entwickler 0,05 M Niskdfat und 7,5 mM
Ammoniumchlorid zugesetzt. Hierbei erzeugt die Rieakeinen schwarzen Niederschlag,
wo die Peroxidase gebunden wurde.

-29 -



2.9 Signalverstarkung mit der Peroxidase-Anti-Perox  idase
Methode

Um geringere Mengen SPOC1 nachweisen zu kénnemeneine Kombination aus oben
beschriebener  Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode  un@eroxidase-Antiperoxidase-
Methode durchgefuhrt (Davidoff, 1990).

Hierfur wurde der oben beschriebene immunhistockeimei Nachweis von SPOC1 mit der
Peroxidase-Methode bis zur Inkubation mit dem AwiBiotin-Peroxidasekomplex
durchgefuhrt. Im Anschluss wurde 3 mal fur 5 mint TBST gewaschen und die Schnitte
mit Ratten-anti-Meerrettichperoxidase-Antikérpero@Rland 100-5138), 1:100 in DAKO
Antibodydiluent (DAKO S3022) verdunnt, inkubiertngchlieRend wurde 3 mal fir 5 min
mit TBST gewaschen und die Schnitte erneut mititybertem Kaninchen-Anti-Ratte-
Antikorper (DAKO E0468), 1:200 in DAKO Antibodydiént (DAKO S3022) verdinnt,
inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut 3 filab min mit TBST gewaschen und
fur 30 min mit Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex Gelichslésung inkubiert.
Abschliel3end wurde die Peroxidaseaktivitat mit @arcoseoxidase-Methode mit Nickel
entwickelt, mit einer aufsteigenden AlkoholreiheduXylol-Ersatz entwéssert, mit Eukitt

eingedeckt und mit einem Deckglas versehen.
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2.10 Immunfluoreszenz Doppelfarbung auf Paraffinsch  nitten

Die Doppelfarbung wurde verwendet, um die Koexpogssyon Proteinen im Gewebe zu
priufen. Nach Entparaffinierung wurden die Schnitteler Mikrowelle mit Borsaure pH 8,5
demaskiert, 3 mal 5 min mit TBST gewaschen und 80mit Ziegenserum (DAKO X0907),
1:10 in TBS verdunnt, blockiert. Anschliel3end wurdbe Schnitte Uber Nacht bei 4°C mit
einem Gemisch aus zwei Antikdrpern von verschiedeezies inkubiert (siehe Tabelle 1).
Am nachsten Tag wurden die Schnitte 3 mal 5 mifiB$T gewaschen und fur 30 min mit
dem passenden Sekundarantikérpergemisch (siehdler@pankubiert. Danach wurden die
Schnitte 3 mal 5 min in TBST gewaschen, 10 minbmaQ5 (Biostatus BOS889-001-R200)
und Hoechst 33258 (Sigma B2883), 1:1000 in TBStuant| gegengefarbt, erneut 3 mal fur 5
min in TBST gewaschen und mit Fluorescent Mountfedium (DAKO S3022) eingedeckt
sowie mit einem Deckglas versehen. Nach Antrockshen Mounting Mediums wurden die
Schnitte mit handelstblichem Nagellack versiegelt.

Antigen Spezies undVerdinnung Verwendeter Hersteller
Isotyp Sekundarantikorper
PLZF Maus lgG2a 1:50 Ziege  anti Maus Calbiochem
monoklonal AlexaFluor 488 OP128L
PCNA Maus lgG2a 1:100 Ziege  anti MausCalbiochem
monoklonal AlexaFluor 488 NAO3
SOHLH1 Kaninchen 1gG 1:200 Ziege anti KaninchenAbcam ab49272
polyklonal AlexaFluor 555,
Esel anti Kaninchen
AlexaFluor 488
SPOC1 rmll Ratte lgG2&Pur / 1:10 Ziege anti RatteDr.  Elisabeth
monoklonal AlexaFluor 555 Kremmer
SPOC1 rm33 Ratte IgG2&Pur/ 1:10 Ziege anti RatteDr.  Elisabeth
monoklonal AlexaFluor 555 Kremmer
SPOC1 rm45 Ratte IgG20Pur / 1:10 Ziege anti RatteDr.  Elisabeth
monoklonal AlexaFluor 555 Kremmer

Tabelle 1: Auflistung der fir Doppelfarbungen verwendeten priméren Antikorper

-31-



Antigen Spezies Fluorophor Verdinnung Hersteller:
Molecular
Probes
Ratten Ig (H+L) Ziege AlexaFluor5551:200 A21434
Kaninchen Ig (H+L) | Ziege AlexaFluor5551:200 A21428
Kaninchen Ig (H+L) | Esel AlexaFluor4881:200 A21206
Maus Ig (H+L) Ziege AlexaFluor4881:200 A11029

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Sekundarantikrper

2.11 Immunfluoreszenz Doppelfarbung SPOC1 und GSA-I | Lektin

Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte in derkfgwelle mit Borsdure pH 8,5
demaskiert, 3 mal fur 5 min mit TBST gewaschen find30 min mit Ziegenserum (DAKO
X0907), 1:10 in TBS verdunnt, blockiert. Anschliedewvurden die Schnitte Gber Nacht bei
4° C mit dem M45-Antikdrper gegen SPOC1 inkubiarh ndchsten Tag wurden die Schnitte
3 mal fur 5 min in TBST gewaschen und fir 30 min d@m Sekundarantikérper inkubiert.
Als nachstes wurden die Schnitte 2 mal fir 5 mifBST und 2 mal fir 5 min Lektinpuffer
gespult und 1 h lang in biotinyliertem GSA-II Lakt{Vector B1215), 1:100 in Lektinpuffer
verdunnt, inkubiert. AnschlielRend wurden die Sdbritmal fir 5 min in TBS gewaschen, fur
30 min mit Strepavidin-Alexa 488 (Invitrogen/Moléau Probes S32354), 1:1000 in TBS
verdunnt, inkubiert, erneut 2 mal fir 5 min in TB®waschen, fur 10 min mit DraQ 5
(Biostatus BOS889-001-R200) und Hoechst 33258 (8i§2883), 1:1000 in TBS verdunnt,
gegengefarbt, wieder 2 mal fir 5 min in TBS gewaschind mit Fluorescent Mounting
Medium (DAKO S3022) eingedeckt sowie mit einem DOgak versehen.
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2.12 Immunhistochemischer Nachweis von aktivierter Caspase3 zur

Detektion von Zellen in Apoptose

Das vom Hersteller empfohlene Protokoll wurde lermiodifiziert. Die Schnitte wurden nach
der Entparaffinierung in der Mikrowelle mit CitrpH 6,0 demaskiert. AnschlielRend wurde
die endogene Peroxidase durch Inkubation in Methamio3 % Wasserstoffperoxid fur 20
min inaktiviert. Die Schnitte wurden 3 mal fur 5rminit TBST gewaschen und fir 30 min
mit Schweineserum (DAKO X0901) 1:10 in TBS blockiend tUber Nacht bei 4° C mit dem
Anti-Caspase3-Antikdrper (cleaved Caspase3 Cebldigm #9661), 1:400 in DAKO
Antibodydiluent (DAKO S3022) verdunnt, inkubiertmAnachsten Tag wurden die Schnitte
3 mal fir 5 min in TBS mit 0,05 % Tween 20 (TBS®Bwaschen und fir 30 min mit dem
biotinylierten Schwein-Anti-Kaninchen-Antikérper AKO EO0353), 1:200 in DAKO
Antibodydiluent (DAKO S3022) verdinnt, inkubiertaBach wurden die Schnitte erneut

3 mal fir 5 min mit TBST gewaschen und fir 30 miih Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex
Gebrauchslosung inkubiert. Abschlieend wurde dieroRdaseaktivitait mit der
Glucoseoxidase-Methode ohne Nickel entwickelt, emier aufsteigenden Alkoholreihe und

Xylol-Ersatz entwassert, mit Eukitt eingedeckt umitl einem Deckglas versehen.

2.13 TUNEL-Assay zur Detektion von Zellen in Apopto  se

TUNEL steht fur TdT-mediated dUTP nick end labelivgahrend der Apoptose wird die
DNA durch Endonukleasen fragmentiert und 3'-OH-Graip am Desoxyribosegerist der
DNA werden frei. Das Enzym Terminal Desoxynuclegtidiransferase (TnT) bindet

Desoxyuridintriphosphat-Konjugate (dUTP) an die G4%Gruppen der Fragmentenden
(Gavrieli, 1992). In dieser Arbeit wurde das Inusfell Death Detection Kit von Roche
Applied Science (#11684795910) mit dUTP-Fluores¢@njugaten verwendet. Die Schnitte
wurden nach Entparaffinierung wie vom Herstellerpéwhlen vorbehandelt und mit dem
TUNEL Reaktionsgemisch aus TnT und dUTP-Fluoresg&ginjugaten inkubiert. Danach

wurden die Schnitte 3 mal fir 5 min mit TBST gewsat, fir 10 min mit DraQ 5 (Biostatus
BOS889-001-R200) und Hoechst 33258 (Sigma B2883100D in TBS verdinnt,

gegengefarbt, wieder 2 mal fur 5 min in TBS gewaschind mit Fluorescent Mounting
Medium (DAKO S3022) eingedeckt sowie mit einem Ogak versehen.
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2.14 Gefrorene Frischgewebe und Gefrierschnitte

Mausgewebe wurden nach der Préparation mit PBSUlesp TissueTek (Sakura 4583)
eingebettet und in flissigem Stickstoff schockgefino Die Blécke wurden eingefroren bei
-80° C gelagert.

Mit einem Leika-Gefriermikrotom wurden die Gewebgm dick bei -18° C geschnitten. Die
Schnitte wurden auf Histobond-Objekttrager (Margaf aufgezogen und an der Luft
getrocknet. Danach wurden die Schnitte entwedewemdet oder bei -80° C wieder

eingelagert.
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2.15 Fettfarbung mit Olrot

Gefrierschnitte wurden 10 min in 4% Paraformaldebgdung fixiert und 2 mal flr 5 min in

PBS gespdult. AnschlielBend wurden die Schnitte filnir2in 60% Isopropanol gespiilt, 15 min
in Olrotgebrauchslosung gefarbt und erneut fir & imi 60% Isopropanol gespult. Dann
wurden die Schnitte in Aqua dest. Uberfuhrt, 10 Bldmatoxylin nach Mayer gegengefarbt, 5
min unter flieBend Wasser geblaut und in Aqua dgsspult. Die gefarbten Schnitte wurden
wassrig mit Crystal Mount | (Biomeda M03) eingedegkd auf einer Heizplatte bei 70°C fur
15 min getrocknet. Danach wurde mit Crystal Mouht(Biomeda 05) ein Deckglas

aufgeklebt.

2.16 shRNA Knockdown Maus fur SPOC1

Eine Maus mit einem durch Doxycyclin induzierbaremRNA-Konstrukt gegen SPOC1
wurde von der Firma Artemis Pharmaceuticals bezod¥r Vektor enthéalt einen Tet-
Repressor unter der Kontrolle eines Huhn-Beta-ABtiomotors mit Cytomegalie-Virus-
Verstarker-Sequenz. Dieser Promotor sollte in aBaweben aktiv sein. Die shRNA steht
unter der Kontrolle eines Tet-Operators und eingsPrbmotors, dass heildt solange der Tet-
Repressor aktiv ist, blockiert er den H1-Promoter shRNA gegen SPOC1 und die ShRNA
wird nicht exprimiert. Des Weiteren enthélt der Yk eine Neomycin-Resistenz zur
Selektion.

Wenn die Maus Doxycyclin ausgesetzt wird, andech slie Struktur des Tet-Repressors,
sodass er nicht mehr an den H1-Promotor binden.lam@s hat die Expression der shRNA

zur Folge, wodurch die Expression von SPOC1 veraringird.
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Abbildung 4: Austausch-Vektor mit induzierbarer shRNA spezifisch fir SPOC1, Grafik von Dr. Hannah
Staege freundlicherweise zur Verfligung gestellt. HletO-shRNA entspricht einem H1 Promotor mit Tet-
Operator, shRNA und 5 Thymidinen, CAGGS-itetR entspicht einem Huhn beta-Actin Promotor mit
Cytomegalievirus Verstarker und Codon optimierten Tet-Repressor, SA entspricht Splice Acceptor,
ZSGreen entspricht ZSGreen, PKG-Hyg entspricht derHygromycin Resistenz, CAGGS-FLP extspricht
der FLP-Rekombinase, A5’ neo entspricht Neomycin- Resistenz ohne ATG, pAentspricht einer
synthetischen Polyadenylierungsequenz. FRT und F3wesprechen den FLP-Rekombinase Schnittstellen.

Der Vektor wurde durch rekombinanten Kassettenasstain die Maus eingebracht. Hierzu
wurde von der Firma Artemis Pharmaceuticals der t#uschvektor in embryonale
Stammzellen eines Mausstamms eingebracht, der imaZ®locus eine Kassette mit
ZSGreen, Hygromycin-Resistenz und der FLP-Rekonsleinigigt. Beide Vektoren enthielten
Schneidesequenzen fur FLP, sodass der Vektor neafsfEktion durch Rekombination in
das Genom im Rosa26 Lokus integriert werden ko(abdildung 4). Nach der Transfektion
wurden die embryonalen Stammzellen mit Neomycireld&niert und in tetraploide

Blastocysten und dann in scheinschwangere Maugelaiacht.
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3 Ergebnisse

3.1 Fixative fur Hoden-Gewebe

Da in dieser Arbeit die Expression des SPOC1 Hrsten Hoden untersucht werden sollte,
wurden zunéachst verschiedene Fixierungsmethoderstgét mit deren Hilfe Hodengewebe
histologisch untersucht werden sollte.

a) Formalin b) Bouins Lésung

Abbildung 5: Verschieden fixierte Maushoden wurdenmit HE geférbt, um den Strukturerhalt zu
vergleichen. Gewebe a) wurde mit Formalin fixiert,das Sertoli-Zellplasma ist nicht erhalten. Gewebe)b
wurde mit Bouins Ldsung fixiert. Die Kernmorphologie ist gut sichtbar und die epitheliale Struktur des
Tubulus ist ebenfalls zu erkennen. Gewebe c) wurdait modifizierter Davidsonscher Losung fixiert. Das
Ergebnis ist mit der Bouin-Fixierung vergleichbar.

Der Einfluss der Fixierung wurde an Maushoden gete$n der H.E.-Farbung zeigte die
Bouin-Fixierung einen besseren Strukturerhalt ggégender Formalin-Fixierung (Abbildung
5). Die modifizierte Davidsonsche Losung zeigteeairdhnlich guten Strukturerhalt wie
Bouin-Fixierung und ermdoglichte aul3erdem noch Imianeszenzfarbungen (siehe: 3.5

Immunfluoreszenzdoppelfarbungen am humanen Hoden).

-37-



Dies ist mit Bouin-Fixierung nicht moglich, da ddathaltene Pikrinsdure DNA zerstort und
so eine Farbung mit interkalierenden, floureszidgeenDNA Farbstoffen nicht moglich ist
(Daten nicht gezeigt). Mit Bouin-Fixierung und mindierter Davidsonscher Losung ist die
epitheliale Struktur der Sertoli-Zellen sichtbaru@erdem ist die Kernmorphologie gut
erkennbar. Mit Formalin dagegen ist das Sertolipda@tma nicht erhalten und die Kerne sind

homogen gefarbt.

3.2 Histologische Farbungen von Mensch- und Maushod  en

Verschiedene histologische Farbemethoden wurdewevetet, um die Morphologie von

Mensch- und Maushoden zu untersuchen. In der Haburg werden die Unterschiede
zwischen Mensch- und Maushoden ersichtlich (Abligdg). Im humanen Hoden bilden die
Spermatogonien eine fast durchgéngige Einzelsclaahtder Lamina propria. Sie weisen
einen runden Kern und helles Zytoplasma auf. Im $laden sind weniger Spermatogonien
zu sehen, ihr Kern ist oval bis dreieckig. Spermatien haben auch in der Maus Kontakt zur
Lamina propria, allerdings konnen in der unterst8ohicht des Keimepithels auch

Spermatocyten vorkommen.

Die Spermatocyten haben sowohl im Menschen wieen Maus die grof3ten Zellkerne.

AuRR3erdem sind kondensierte Chromosomen im Kern rkgneen. In der Maus ist je

Tubulusanschnitt nur ein Stadium pro Zelltyp zuesglwahrend im Menschen Spermatiden
und Spermatocyten verschiedener Differenzierungstufebeneinander in einem Tubulus

liegen.
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a) humaner Hoden (HE) b) muriner Hoden (HE)

=y

Abbildung 6: Die Bilder in Spalte a) zeigen einen tmanen Hoden in HE-Farbung. In der
UbersichtsvergroRerung fallen keine groRen morpholgischen Unterschiede zwischen den Tubuli auf. In
der hoheren VergrolRerung erkennt man, dass innerhél eines Tubulus Abschnitte mit runden
Spermatiden und einer Schicht Spermatocyten und Alehnitte mit elongierten Spermatiden und zwei
Schichten Spermatocyten nebeneinander liegen. Demamgen Tubulus kann daher kein Stadium
zugeordnet werden. Die Bilder in Spalte b) zeigenireen Maushoden in HE-Farbung. In der
UbersichtsvergroBerung sind Unterschiede zwischen ed Tubuli zu erkennen. In der hdoheren
Vergréerung sind im oberen Tubulus nur runde Spernatiden und eine Schicht Spermatocyten zu sehen,
im unteren dagegen nur elongierte Spermatiden undwei Schichten Spermatocyten. Daraus folgt, dass
der obere Tubulus sich in einem frihen Stadium nactDakerg befindet (I — 1V), der untere Tubulus in
einem spaten Stadium (VII — Xl). Eine genauere Zuainung ist nicht mdglich, da das Akrosom mit der
H.E. Farbung nicht angefarbt ist.

-39 -



In der Feulgen-Féarbung, einer quantitativen DNABB#&g, sind die verschiedenen Stadien

der Spermatocyten gut zu sehen (Abbildung 7).

a) humaner Hoden (Feulgen) b) muriner Hodenlen)
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.
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Abbildung 7: Bild a) zeigt einen Paraffinschnitt van humanen Hoden, Bild b) zeigt einen Paraffinschnit
vom Maushoden. Beide Schnitte wurden mit der FeulgeFarbung, die auf einer farbbildenden Reaktion
mit DNA basiert, gefarbt. Je konzentrierter die DNAim Zellkern, desto starker féallt die Farbung aus.Die
elongierten Spermatiden werden durch ihr stark konensiertes Chromatin stark angefarbt, in runden
Spermatiden ist ein Nukleolus zu erkennen, in den pg&rmatocyten sind netz- oder punktférmig
kondensierte Chromosomen zu sehen.

In der PAS-Farbung farbte sich die Lamina propmiaHoden an, sodass leichter zwischen
Spermatogonien, die Kontakt zur Basalmembran habeh Spermatocyten |, die keinen
Kontakt zur Basalmembran mehr besitzen, differehzigerden kann (Abbildung 8).
AulRerdem konnen die Spermatiden im Maushoden bds=mateilt werden, da sich das
Akrosom bzw. seine Vorstufen anfarbte, wie von @agh(Oakberg, 1956) beschrieben. Im
humanen Hoden sind das Akrosom und seine Vorstutdn PAS-positiv. Die Anfarbung der
Akrosomen war mit Formalin-Fixierung deutlicher afst der Fixierung mit modifizierter
Davidsonscher Lésung (Abbildung 9).

Zusammenfassend konnten verschiedene histologisékierungs- und Farbemethoden
erfolgreich angewendet werden, um die Morphologs Hlodengewebes von Mensch und

Maus zu untersuchen.
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a) humaner Hoden (PAS-Hamalaun) b) muriner HqB&S-Hamalaun)

Abbildung 8: Bild a) zeigt einen humaner Hoden in RS Hamalaun-Farbung, die Basalmembran und die
Zellmembran der Keimzellen sind violett gefarbt. Bid b) zeigt einen Maushoden in PAS Hamalaun-
Farbung, die Basalmembran ist violett angefarbt, & Akrosomen sind nur in héherer Vergré3erung zu
sehen.

Muriner Hoden (PAS-Hamalaun)
a) Formalin

Abbildung 9: Bild a) zeigt einen formalinfixierten Maushoden in PAS Hamalaun-Farbung in 1000x
Vergrof3erung. Der Pfeil zeigt auf die kappenférmiga, PAS-positiven Akrosomenanlagen der runden
Spermatiden. Die Akrosomenanlage liegt auf der lunmalen Seite des Tubulus und es sind ebenfalls eigig
Spermatozoen zu sehen. Des Weiteren sind eine ReBgermatocyten zu sehen. Somit befindet sich dieser
Tubulus im Stadium V nach Oakberg. Bild b) zeigt eien mit modifizierter Davidsonscher Lésung
fixierten  Maushoden in PAS Hamalaun-Farbung in 100x Vergrof3erung. Der Pfeil weist auf
Spermatozoen mit PAS-positiven Akrosomen hin. Es il runde Spermatiden ohne PAS-positive
Akrosomenanlage, sowie spate elongierte Spermatidemit PAS-positiver Akrosomenanlage und eine
Reihe von Spermatocyten zu sehen. Somit befindetbidieser Tubulus im Stadium | nach Oakberg.
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3.3 Immunhistochemischer Nachweis von SPOC1

3.3.1 Methodenvergleich verschiedener Antigendemask  ierungsverfahren

Zu Beginn der Arbeit war noch keine Methode fir @amunhistochemischen Nachweis von
SPOC1 etabliert. Aus diesem Grund wurden versched@munhistochemische Methoden
fur die Detektion des SPOCL1 Proteins im Hoden ¢ettes

Um den Einfluss der Demaskierung zu untersuchemgevusechs verschiedene Verfahren
(siehe 2.6 Antigen-Demaskierung) auf Bouin fixiartBumanen Hoden-Paraffinschnitten
angewendet. Getestet wurde eine Demaskierung mnét@uffer, EDTA, Proteinase K, TUF-
Puffer und Borsaure. Nach der Demaskierung wurd®GIP mit dem Ratte anti-SPOCL1
Antikdrper rm45 und der alkalischen Phosphataser &#roxidase Glucosoxidase-Methode
nachgewiesen. Als Isotypenkontrolle wurde ein Hag- Antikorper verwendet. Dabei

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Die Citratdemaskierung lieferte die besten Ergedmifiir die SPOC1 Farbung. Der
rm45 Antikdrper markierte basal in den Hodenkargiichegende Spermatogonien.
Allerdings zeigte der Flag-Tag Antikérper eine uewfische Bindung an
Myofibroblasten in der Lamina propria der Hodenkehén und an glatte
Muskelzellen in der Media von Gefal3en (Abbildung. 10

2. Die Demaskierung mit EDTA lieferte ein anliches diliedoch fiel die SPOC1-
Farbung schwacher aus (Abbildung 11).

3. Die Demaskierung mit Proteinase K zerstorte dasnépithel (Abbildung 12).

4. Bei der Demaskierung mit Trypsin farbten sich ebsfSpermatogonien an, die basal
in den Hodenkanalchen liegen. Allerdings farbtehsier intertubuldre Raum
unspezifisch an. Der Flag-Tag Antikérper zeigte beypsin-Demaskierung keine
unspezifische Bindung an glatter Muskulatur (Abbiid 13).

5. Die Demaskierung mit TUF-Puffer lieferte ein anksh Bild wie die Trypsin-
Demaskierung (Abbildung 14).

6. Die Demaskierung mit Borsdaure pH 8,5 zeigte ein d&tratdemaskierung

gleichwertiges Resultat (Abbildung 15).
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a) anti SPOC1 b) anti Flag-Tag
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Abbildung 10: Paraffinschnitte vom humanen Hoden wuden mit Citrat demaskiert. Schnitt a) wurde mit
dem Ratte anti SPOC1 Antikérper rm45 und der alkalschen Phosphatase Methode immunhistochemisch
gefarbt. Es farbten sich Spermatogonien an. Schnitb) wurde mit einem Flag-Tag Antikoérper als

Isotypenkontrolle gefarbt. Es trat eine unspezifishe Farbung der Myofibroblasten der Lamina propria
auf, die Spermatogonien blieben ungefarbt.

a) anti SPOC1 b) anti Flag-Tag
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Abbildung 11: Paraffinschnitte vom humanen Hoden wuden mit EDTA demaskiert. Schnitt a) wurde mit
dem Ratte anti SPOC1 Antikérper rm45 und der alkalschen Phosphatase Methode immunhistochemisch
gefarbt. Es farben sich Spermatogonien an. Schnitb) wurde mit einem Flag-Tag Antikdrper als

Isotypenkontrolle gefarbt. Es trat eine unspezifishe Farbung der Myofibroblasten der Lamina propria
auf, die Spermatogonien blieben ungefarbt.
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a) anti SPOC1 b) anti Flag-Tag
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Abbildung 12: Paraffinschnitte vom humanen Hoden wuwden mit Proteinase K demaskiert. Die
Proteinase K zerstorte das Keimepithel. Weder diemimunhistochemische Farbung mit dem Ratte anti
SPOC1 Antikérper rm45 auf Schnitt (a) noch die immunhistochemische Farbung mit dem Flag-Tag
Antikérper zur Isotypenkontrolle auf Schnitt (b) farbten die verbliebenen Zellen an.

a) anti SPOC1 b) anti Flag-Tag

100 pm Al 100 pm

Abbildung 13: Paraffinschnitte vom humanen Hoden wuden mit Trypsin demaskiert. Schnitt a) wurde
mit dem Ratte anti SPOC1 Antikdrper rm45 und der akalischen Phosphatase Methode
immunhistochemisch gefarbt. Es farbten sich Spermatgonien und der intertubulare Raum an. Schnitt b)

wurde mit einem Flag-Tag Antikdrper als Isotypenkorrolle gefarbt. Es farbte sich der intertubulare
Raum ebenfalls an, Spermatogonien blieben ungeféarbt
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a) anti SPOC1 b) anti Flag-Tag
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Abbildung 14: Paraffinschnitte vom humanen Hoden wuaden mit TUF-Puffer demaskiert. Schnitt a)
wurde mit dem M45 Antikdrper immunhistochemisch geérbt. Es farbten sich Spermatogonien und der
intertubuldre Raum an. Schnitt b) wurde mit einem Hag-Tag Antikorper als Isotypenkontrolle geféarbt.
Es farbte sich der intertubulare Raum ebenfalls anSpermatogonien blieben ungefarbt.

a) anti SPOC1
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b) IgG Kontrolle
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Abbildung 15: Paraffinschnitte vom humanen Hoden wuden mit Borsaure pH 8,5 demaskiert. Schnitt a)
wurde mit dem Ratte anti SPOC1 Antikdrper rm45 und der Peroxidase-Glucoseoxidase-Methode
immunhistochemisch gefarbt. Es farbten sich Spermagonien und der intertubulare Raum an. Schnitt b)
wurde mit einem Ratten IgG2b Isokontrollantikérper gefarbt. Es farbte sich der intertubulare Raum
ebenfalls an, Spermatogonien blieben ungefarbt.

Zusammenfassend war eine Demaskierung mit Citrfigipuhd Borsdure am besten fiur die
immunhistochemische Detektion von SPOC1 geeigndtwarde in weiteren experimenten

verwendet.
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3.3.2 Methodenvergleich verschiedener Detektionsenz ~ yme und

Verstarkungen

Im néchsten Schritt wurden die beiden Detektiortesys alkalische Phosphatase, sowie das
System aus Glucoseoxidase und Peroxidase auf Béidiarten humanen Hoden-
Paraffinschnitten mit dem SPOC1-Antikdrper rm45 umach Demaskierung mit Citrat
getestet. Das Signal des Systems aus Glucoseoxithas@eroxidase konnte durch Zugabe
von Nickel noch weiter verstéarkt werden (Abbildubigy.

Die SPOC1-Farbungen mit alkalischer Phosphatase Rewxidase waren im Prinzip
gleichwertig (vergleiche Abbildung 16 und Abbildud@), allerdings war das System aus
Glucoseoxidase und Peroxidase besser steuerbasicbadie Farbung kontinuierlicher
entwickelte, sodass die Reaktion rechtzeitig gedtoperden konnte bevor der Schnitt
Uberfarbt wurde. Des Weiteren ist der Farbstoff, blei der Peroxidasereaktion entstand
stabiler gegentber organischen Lésungsmitteln uméran Reagenzien, sodass die Schnitte
mit der PAS-Reaktion gegengefarbt und mit Xylolezrsmtwassert und wasserfrei eingedeckt
werden konnten. Aus diesem Grund wurde in weitdtgperimenten die Glucoseoxidase

Peroxidase Methode benutzt.
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a) anti SPOC1 b) IgG Kontrolle
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Abbildung 16: Immunhistochemischer Nachweis von SPO1 mit dem Ratte anti SPOC1 Antikdrper rm45
auf humanem Hoden. Die alkalische Phosphatase erzge ein rotes Reaktionprodukt. Schnitt a) wurde
mit dem rm45 Antikdrper inkubiert und zeigte eine rote Kernfarbung in den Spermatogonien. Schnitt b)
wurde mit einer Isotypenkontrolle (American Antigenix 1gG2b) inkubiert und wies keine spezifische
Farbung auf.

a) anti SPOC1 b) IgG Kontrolle

; - > Y e
~ = § Pk, ! \ Y. fim 4
. v % 4 :
- T . LR N TR i 1 g :
i PO v ;
Sy LR T I ORN g 3 S i ; ‘ -

SRR R sir g ol o v
o S ~ e 3 4 5 & Tl
Abbildung 17: a) Immunhistochemischer Nachweis vorsPOC1 mit dem Ratte anti SPOC1 Antikérper
rm45 auf humanem Hoden. Die nickelverstarkte Glucasoxidase-Peroxidase-Methode erzeugte ein
schwarzes Reaktionsprodukt. Schnitt a) wurde mit den rm45 Antikérper inkubiert und zeigte eine
schwarze Kernfarbung in den Spermatogonien. Schnitb) wurde mit einer Isotypenkontrolle (American
Antigenix 1gG2b) inkubiert und zeigte keine spezifsche Farbung. Bei dieser Methode mit Nickelzusatz
waren schwacher positive Zellen schwierig von denirtergrundfarbung abzugrenzen.
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a) anti SPOC1 b) IgG Kontrolle
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Abbildung 18: a) Immunhistochemischer Nachweis vorsPOC1 mit dem Ratte anti SPOC1 Antikérper
rm45 auf humanem Hoden. Die Glucoseoxidase-Peroxise-Methode ohne Nickel erzeugte ein braunes
Reaktionsprodukt. Hier wurde zusatzlich mit der PASReaktion und Hamalaun gegengefarbt. Schnitt a)
wurde mit dem rm45 Antikdrper inkubiert und zeigte eine braune Kernfarbung in den Spermatogonien.
Schnitt b) wurde mit einer Isotypenkontrolle (American Antigenix 1gG2b) inkubiert und lies keine
spezifische Farbung erkennen.
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3.3.3 Vergleich der verschiedenen anti-SPOC1 Antikd  rper und die

Expression von SPOC1 im humanen Hoden

Bisher konnte das SPOC1 Protein mit dem Ratte monalen rm45 Antikdrper im humanen
Hoden nachgewiesen werden, und zwar in basalererZelh der Lamina propria, welche
vermutlich Spermatogonien darstellen. Jetzt sajiéestet werden, ob auch weitere anti-
SPOC1 Antikérper das SPOC1 Protein im Hoden detekii und eine &hnliche Farbung im
Hoden zeigen wie der Ratte anti-SPOC1 rm45 AntigiirPies sollte unter anderem auch als
Kontrolle fur die Spezifitdt der Farbung dienen.t€déet wurden zwei weitere monoklonale
Ratte anti-SPOC1 Antikorper, deren Epitop im C-teua von SPOC1 liegt, wahrend das
Epitop des rm45 Antikdrpers im N-terminus von SPQ@Kalisiert ist. Des Weiteren wurde
ein Kaninchen anti-SPOCL1 Antikorper getestet.

Um die Expression des SPOC1-Proteins im humaneremdadit weiteren monoklonalen
Antikdrpern zu untersuchen, wurden mit modifizief@avidsonscher Losung fixierte, 5 um
dicke Paraffinschnitte einer normalen Hodenbiopsié den monoklonalen anti-SPOC1-
Rattenantikdrpern rm1l, rm33 und rm45 gefarbt. Biikorper wurden 1:10 in TBS
verdunnt. Die gebundenen Antikbrper wurden mit d8tucoseoxidase verstarkten
Peroxidase-Reaktion detektiert (braunes Reaktioast). Aullerdem wurde mit der PAS-
Reaktion und Hamatoxylin gegengefarbt. So stelieh SPOC1-positive Zellen braun, die
Lamina propria der Hodenkandalchen violett und idb#gllkerne blau dar.

Diese Farbungen zeigten das SPOC1 Protein grofliseimeZellkern. Die positiven Zellen
hatten Kontakt zur violett gefarbten Lamina propneas nahelegte, dass es sich um
Spermatogonien handelt. SPOC1 lieR sich in alleei ddifferenzierungstufen der
Spermatogonien, A-pale, A-dark und B nachweiseneri@ptocyten, Spermatide und
Spermatozoen, sowie Sertolizellen weisen keine iBéabung auf. Die Leydig-Zellen waren
stellenweise leicht braun gefarbt, allerdings thase Farbung auch in der Isotypenkontrolle
auf. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um eimespezifische Bindung. Die drei
eingesetzten Antikorper rm11, rm33 und rm45 ergadesgleiche Bild (Abbildung 19 und
Abbildung 20).
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a)anti-SPOC1 (rm11) b) anti-SPOC1 (rm33)

Abbildung 19: Immunhistochemie zum Nachweis von SPOL auf Paraffinschnitten vom humanen Hoden
mit verschiedenen monoklonalen Rattenantikdrpern, ghnitt a) wurde mit rm11 inkubiert, Schnitt b) mit
rm33, Schnitt ¢) mit rm45, und Schnitt d) mit dem Ratten IgG2b Isotypenkontrollantikbrper. Die Schnitte
wurden mit PAS und Hamalaun gegengefarbt. Die drekeingesetzten Antikdrper farbten die gleichen
Zellen (Spermatogonien) an, die Isotypenkontrolledrbte diese Zellen nicht.
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a)anti-SPOC1 (rm11) b) anti-SPOC1 (rm33)

d) IgG-Kontrolle

Abbildung 20: Immunhistochemie zum Nachweis von SPOL auf Paraffinschnitten von humanem Hoden
mit monoklonalen Rattenantikdrpern. Detailaufnahmenin 1000x VergroRerung, Gegenfarbung mit PAS
und Hamalaun. Schnitt a) wurde mit rm11 gefarbt, de Antikbrper markierte die links im Bild liegenden
Spermatogonien. Der Stern markiert drei Spermatocy¢n, zwei in Metaphase und einen in Anaphase.
Schnitt b) wurde mit rm33 geférbt. Der Stern markiert einen Sertolizellkern, daneben befinden sich zwe
schwécher SPOCL1 positive A-pale oder B Spermatoga@m. Schnitt ¢) wurde mit rm45 gefarbt, die Sterne
markieren 2 A-dark Spermatogonien. Schnitt d) wurde mit dem Ratten 1gG2b
Isotypenkontrollantikérper gefarbt. Die Isotypenkontrolle farbte keine Zellen an. Auch in der héheren
VergréRerung waren keine Unterschiede zwischen dedrei anti-SPOC1-Antikérpern erkennen. In der
héheren VergréfRerung kdnnen A-dark Spermatogonien @hand der Kernvakuole identifiziert werden.
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Im Gegensatz zu den drei monoklonalen Rattenampigtérfarbte der polyklonale Kaninchen
anti-SPOC1 Antikdrper CR53 Spermatocyten [l und rBp@éiden im adluminalen

Kompartiment des Hodenkanalchens an (siehe Ablgid2h). Im Maus-Hoden farbt der
polyklonale Kaninchen Anti-SPOC1 Antikdrper 53 keifellen an (Daten nicht gezeigt).

a)anti-SPOC1 (CR53) b) PrAimmunserum

[ J

Abbildung 21: Immunhistochemie zum Nachweis von SPOL auf Paraffinschnitten vom humanen Hoden
mit einem Kaninchenserum. Die Schnitte wurden mit Fimatoxilin gegengefarbt. Schnitt a) wurde mit
Serum53 gefarbt. Es zeigte sich eine positive Reakt in Spermatocyten Il und Spermatiden. Schnitt b)
wurde mit dem Praimmunserum gefarbt. Das Praimmunseim farbte keine Zellen an.

Zusammengefasst zeigten drei verschiedene mond&lorenti-SPOC1 Antikdrper
Ubereinstimmend eine Expression von SPOC1 in Sgegoaien im humanen Hoden. Das
Kaninchenserum CR53 zeigte eine abweichende Fastmammutlichlich weil es mit einem
anderen Protein kreuzreagiert und wurde dahereisediArbeit nicht weiter verwendet.

-52-



3.3.4 Die Expression des SPOCL1 Proteins im Maushode n

Bisher konnte im humanen Hoden SPOC1 in Zellenktieté werden, die basierend auf ihrer
Morphologie und Lokalisation als Spermatogoniemtdiziert wurden. Um festzustellen, in
welchen Zellen im Maushoden SPOC1 exprimiert widtden mit Formalin Losung fixierte,
5 um dicke Paraffinschnitte des Hodens einer sieldéochen alten Maus mit den
monoklonalen anti-SPOC1-Rattenantikorper rm45 gef&der Antikdrper wurde unverdiinnt
verwendet. Die gebundenen Antikdrper wurden mit d&lucoseoxidase verstarkten
Peroxidase-Reaktion detektiert. Aul3erdem wurde dait PAS-Reaktion und Hamatoxilin
gegengefarbt. So stellten sich SPOC1-positive delwaun, die Lamina propria der
Hodenkané&lchen violett und ubrige Zellkerne blau dae SPOC1 positiven Zellen haben
Kontakt mit der Basalmembran, was nahelegte, dd&3®C3 auch im Maushoden in

Spermatogonien exprimiert wird (Abbildung 22).
a) anti-SPOC1 (Ubersicht) b) anti-SPOC1 &ilet

Abbildung 22: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Maushoden. Die Schiie wurden mit PAS und Hadmalaun gegengefarbt.
In der UbersichtsvergroRerung auf Bild a) ist nur éne diffuse Braunfarbung am Rand der Tubuli zu
erkennen. In der hdéheren Vergrof3erung auf Bild b) &ennt man einzelne auf der violett markierten
Basalmembran liegende Spermatogonien mit brauner Kaféarbung.

Des Weiteren wurden Formalin-fixierte, 5 pum dicleed®finschnitte des Hodens einer

sieben Wocheralten Maus mit dem monoklonalen anti-SPOC1-Ratteéki@per rm45,
unverdinnt gefarbt und das Signal mit der Peroeidasi-Peroxidase Methode zusatzlich
verstarkt. Die SPOC1-positiven Zellen stellten ssciwarz dar (Abbildung 23), weil dem
DAB-Entwickler Nickel zugesetzt wurde. Mit diesereode sollte die Sensivitat erhoht

werden um auch geringere Mengen SPOC1 nachweiskinnen.
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Tatsachlich farbten sich mit der zusatzlichen Pieiase-Anti-Peroxidase Verstarkung
zusatzlich zu den Spermatogonien auch Spermatocgten Wahrend mit der vorher
verwendeten Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode nurei®patogonien angefarbt wurden.
Einige Spermatocytenkerne wurden komplett angefarlginigen farbten sich chromosomale
Strukturen an, andere wurden nur schwach oderigar angefarbt (Abbildung 24).

Diese Daten suggerierten eine starke ExpressioisBEXC1 Proteins in Spermatogonien und
eine schwache Expression, die nur nach Verstdkumg Signale sichtbar wurde, in

Spermatocyten.
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Abbildung 23: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 und der Peroxidase-Anti-Peroxidase Verstarkungnit Nickel-DAB Entwickler auf Paraffinschnitten
vom Maushoden. Bild a) zeigt eine positive Reaktiom Spermatogonien und punktdrmige Strukturen in
Spermatocyten. In Bild b) und ¢) sind positive Redonen in Spermatogonien und Spermatocyten zu
sehen. Bild d) zeigt eine Isotypenkontrolle mit eiem Ratten 1gG2b Antikdrper, es ist keine Reaktion
festzustellen.
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a) anti-SPOC1 b)anti-sPoC1

C) anti-SPOC1

Abbildung 24: Immunhistochemie zum Nachweil3 von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 und der Peroxidase-Anti-Peroxidase Verstarkungnit Nickel-DAB Entwickler auf Paraffinschnitten
vom Maushoden. In den Bildern a) bis c¢) sind nebeden stark und homogen gefarbten Spermatogonien
auch punktérmige Strukturen in Spermatocyten zu erlennen. Auf Bild d) ist eine starke Reaktion in
Spermatogonien und eine schwachere, aber in Gegetsau den Bildern a) bis ¢) homogene Reaktion in
Spermatocyten zu erkennen.
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3.3.5 Die Expression von SPOC1 in anderen Mausgeweb en

Um festzustellen, in welchen anderen Geweben dersM&POC1 exprimiert wird, wurden
mit Formalin Losung fixierte, 5 um dicke Paraffihadte von Milz, Ovar und Darm einer
sieben Wochen alten Maus mit dem monoklonalen BR(OC1-Rattenantikbrper M45
gefarbt. In keinem der drei Gewebe lieR sich SPOR¥btein immunhistochemisch
nachweisen. Dies konnte ein Hinweis darauf seirssddie Expression von SPOC1 am
starksten im Hoden ist und dass in anderen Gewebemrine schwache Proteinexpression
stattfindet. Dies ware im Einklang mit vorherigeatBn, die gezeigt haben, dass die RNA
Expression von SPOC1 im Hoden am hdchsten ist (Mahn, 2005).

3.4 Immunfluoreszenzdoppelfarbungen am Maushoden

Bisher wurden die SPOC1 positiven Zellen im Hoden Wensch und Maus anhand ihrer
Morphologie und Lokalisation als Spermatogoniemidiziert. Ziel war es nun, die SPOC1
exprimierenden Zellen im Maushoden eindeutig zu titmesen. Hierzu wurden
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen von SPOC1 und robdka Markerproteinen
durchgefuhrt.
Zunachst wurde die Verteilung von SPOC1 im Verhsilizu Bindungstellen fir GSA-II-
Lektin anhand von Kofarbungen untersucht. Das GEAektin bindet, wie von Akama und
Kollegen (Akama, 2002) beschrieben, an die Zellnramlyon Zellen, die auf der luminalen
Seite der Blut-Hoden-Schranke liegen, also an ajpermatogenen Keimzellen aufl3er
Spermatogonien. Es bindet auch nicht an somatiSehelizellen.
Fur die Immunfluoreszenz Doppelfarbungen wurden nfadin-fixierte, 5 pm dicke
Paraffinschnitte des Hodens einer sieben Wochem &ftaus mit dem monoklonalen anti-
SPOCI1-Rattenantikdrper rm45 inkubiert. Die gebuedeintikorper wurden mit einem
AlexaFluor555 (rot) markierten Ziegen-anti-Rattentikorper sichtbar gemacht. Die
Zellkerne wurden mit DraQ5 sichtbar gemacht und 8amal in blau dargestellt. Das
biotinylierte GSA-Il-Lektin mit einem StrepavidiniéxaFluor488 (grin) Konjugat
dargestellt.
Die SPOCL1 positiven Zellen zeigen in der Immunfaszenz das gleiche Verteilungsmuster
wie mit der immunhistochemischen Farbung (Abbild@8®). Keine SPOC1-positive Zelle
lie3 sich mit GSA-Il Lektin anfarben (Abbildung 25pPas heil3t, dass SPOC1 nur in
Spermatogonien und eventuell Sertolizellen expritvigd.
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SPOC1 GSA-II

UberlagerungsPOC1+ GSAII Uberlagerun§POC1+ GSAIl + DNA

Abbildung 25: Immunfluoreszenzfarbung eines Maushodnparaffinschnitts, a) SPOC1 ist rot markiert, b)
Bindungstellen fir GSA-lI-Lektin sind grin markiert , c) Uberlagerung von SPOC1 und GSA-II-Lektin
Farbung, d) Uberlagerung von SPOC1 und GSA-lI-Lekth sowie DNA-Farbung mit DraQ5 in blau. Das
GSA-ll-Lektin bindet an die Zellmembran von Keimzellen, die auf der luminalen Seite der Blut-Hoden-
Schranke liegen. Keine SPOC1 positive Zelle ist miGSA-II-Lektin angefarbt. Der Pfeil markiert eine
randstandige, schwach SPOCL1 positive Zelle mit delichen, zentralem Nucleolus, bei der es sich um a&n
Sertolizelle handeln kdnnte.
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Bei den Spermatogonien handelt es sich um diefergiende Zellpopulation des Hodens,
bestehend aus Stamm- und Vorlauferzellen, die daf3ey Anzahl an Zellen fur die
kontinuierliche Produktion von Spermien generierBICNA ist ein Marker, der in allen
proliferierenden Zellen aber auch in meiotischerr8@tocyten wahrend der Rekombination
exprimiert wird. Um die Coexpression von PCNA und¥1 zu untersuchen, wurde der
Maus-anti-PCNA-Antikorper mit einem AlexaFluor488rijn) konjugierten Ziegen-anti-
Maus-Antikorper sichtbar gemacht. Jede SPOC1-pesifielle war ebenfalls positiv fur
PCNA (Abbildung 26). Bei den PCNA-positiven Zelleandelt es sich, wie von Wrobel und
Kollegen (Wrobel, 1996) sowie Kamel und Kollegenagiel, 1997) beschrieben, um
Spermatogonien und Spermatozyten |. Es wurden RGdthA-positive Zellen beobachtet, die
SPOC1 negativ waren. Bei diesen Zellen durfte eh shrer GroRe nach um die

Spermatocyten | handeln.
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SPOC1 PCNA

UberlagerungsPOC1+ PCNA Uberlagerun§POC1+ PCNA + DNA

Abbildung 26: Immunfluoreszenzfarbung eines Maushodnparaffinschnitts, a) SPOCL1 ist rot markiert, b)

PCNA ist griin markiert, c) Uberlagerung von SPOC1 md PCNA Farbung, d) Uberlagerung von SPOC1
und PCNA sowie DNA-Farbung mit DraQ5 in blau. Alle SPOC1 positiven Zellen sind auch PCNA
positiv. Die grof3eren SPOC1 negativen, PCNA posittn Zellen sind ihrer Grof3e und der Position im
Keimepithel nach Spermatocyten I. Die Sterne markieen eine Zelle in der Metaphase und zwei Zellen in
der spéten Anaphase. SPOC1 und PCNA sind in der Maphase und Anaphase im Zytoplasma lokalisiert.
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Alle bisherigen Ergebnisse zeigen eine Expression 8POC1 in Spermatogonien. Um
genauer zu bestimmen, ob das SPOC1 Protein in Attlem von Spermatogonien exprimiert
wird, wurden weitere Cofarbungen von SPOC1 mit Mank unterschiedlicher

Subpopulationen von Spermatogonien durchgefihrt.

Um die Coexpression von PLZF und SPOC1 zu unteesyciwurde der Maus-anti-PLZF-

Antikdrper mit einem AlexaFluor488 (grun) konjudmm Ziegen-anti-Maus-Antikorper

sichtbar gemacht. Einige SPOC1-positive Zellen wateenfalls positiv fur PLZF. Alle PLZF

positiven Zellen waren auch SPOC1 positiv (Abbilgl@7). PLZF war im Maushoden nur in
den Spermatogonien A-single, A-paired und A-aligeggdrimiert (Buaas, 2004), welche die
Stammzellen und die weniger differenzierten Vordinéllen darstellen. In differenzierten
Spermatogonien wurde PLZF nicht mehr exprimiert.
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SPOC1 PLZF

UberlagerungsPOC1+ PLZF Uberlagerun§POC1+ PLZF +

Abbildung 27: Immunfluoreszenzfarbung eines Maushodnparaffinschnitts, a) SPOCL1 ist rot markiert, b)

PLZF ist griin markiert, c) Uberlagerung von SPOC1 wnd PLZF Farbung, d) Uberlagerung von SPOC1
und PLZF sowie DNA-Farbung mit DraQ5 in blau. Es snd vier SPOC1 und PLZF positive Zellen zu
sehen. PLZF wird nur in frihen Spermatogonien bis Aaligned exprimiert. Daher handelt es sich bei den
vier SPOC1 positiven Zellen um A-single, A-paired der A-aligned Spermatogonien. Das PLZF-Signal ist
relativ homogen tber den gesamten Spermatogonienkeverteilt, wobei einige punkt- bis strichférmige

Areale in der N&he der Kernmembran starker markiert sind.
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SOHLHL1 ist im Maushoden in A-aligned bis B-Sperngataen exprimiert (Ballow, 2006).

SOHLHL1 ist also ein Marker fur differenzierte Spatogonien. Um die Coexpression von
SOHLH1 und SPOC1 zu untersuchen, wurde der Kanmehné- SOHLH1-AntikGrper mit
einem AlexaFlour488 (grin) konjugierten Ziegen-aM#ius-Antikdrper sichtbar gemacht.

Nahezu alle SPOC1-positiven Zellen sind ebenfalistiy fur SOHLH1 (Abbildung 28).
SOHLH1 SPOC1

UberlagerungsPOC1+ SOHLH1 Uberlagerun§POC1+ SOHLH1 + DNA

Abbildung 28: Immunfluoreszenzfarbung eines Maushodnparaffinschnitts, a) SOHLH1 ist grin
markiert, b) SPOC1 ist rot markiert, c¢) Uberlagerung von SPOC1 und SOHLH1 Farbung, d)
Uberlagerung von SPOC1 und SOHLH1 sowie DNA-Farbungnit DraQ5 in blau. Nahezu alle SPOC1-
positiven Zellen sind ebenfalls positiv fir SOHLH1.SOHLH1 wird in A-aligned bis B-Spermatogonien
exprimiert. Die SPOC1 und SOHLH1 positiven Zellen md somit A-aligned bis B-Spermatogonien.

Um die Coexpression der beiden Markerproteine Pudé SOHLH1 zu Uberprifen, wurde
eine Cofarbung mit diesen beiden Markern durchgefleinige SOHLH1-positive Zellen
waren ebenfalls positiv fur PLZF. Es gab aber atielen die nur PLZF oder nur SOHLH1
positiv waren (Abbildung 29). Hieraus lasst sichhlefien, dass nur PLZF positive

Spermatogonien A-single und A-paired Spermatogordarstellen, PLZF und SOHLH1
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positive Spermatogonien A-aligned Spermatogoniersteilen und nur SOHLH1 positive

Spermatogonien Al bis B-Spermatogonien darstelees deckt sich mit den Ergebnissen
von Ballow (Ballow, 2006) und Buaas (Buaas, 2004).
PLZF SOHLH1

a

Uberlagerung®L.ZF + SOHLH1 Uberlagerung®.ZF + SOHLH1+ DNA
C

Abbildung 29: Immunfluoreszenzfarbung eines Maushodnparaffinschnitts, a) PLZF ist griin markiert,
b) SOHLH1 ist rot markiert, c) Uberlagerung von PLZF und SOHLH1 Farbung, d) Uberlagerung von
SPOC1 und SOHLH1 sowie DNA-Farbung mit DraQ5 in blal. Es sind zwei SOHLH1- und PLZF-positive
Zellen sowie einige SOHLH1-positive Zellen zu seheBei den zwei SOHLH1 und PLZF positiven Zellen
handelt es sich um A-aligned Spermatogonien. Die tigen nur SOHLH1 positiven Zellen sind Al- bis B-
Spermatogonien.
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3.5 Immunfluoreszenzdoppelfarbungen am humanen Hode n

Um die Expression des SPOC1-Proteins und PCNA imamen Hoden zu untersuchen,
wurden mit modifizierter Davidsonscher Losung fixée 5 um dicke Paraffinschnitte einer
normalen Hodenbiopsie mit den monoklonalen anti-SP-®attenantikbrpern rm45 und dem
PC10 Antikorper gegen PCNA gefarbt.

Die Spermatogonien waren auch im humanen Hoden 3P@Gitiv, aber nur schwach
PCNA positiv. Die Spermatocyten | zeigten wie im M&aus eine starke PCNA-Farbung, aber
keine SPOC1-Farbung (Abbildung 30).
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PCNA SPOC1

Uberlagerung®CNA+ SPOC1 Uberlagerung®CNA + SPOC1+ DNA

Abbildung 30: Immunfluoreszenzdoppelfarbung auf eirem Paraffinschnitt von humanen Hoden,

a) PCNA ist griin markiert, b) SPOC1 ist rot markiert, c) Uberlagerung von SPOC1 und PCNA Farbung,
d) Uberlagerung von SPOC1 und PCNA sowie DNA-Farbup mit DraQ5 in blau. Die SPOC1 positiven
Spermatogonien sind nur schwach PCNA positiv, diefgrmatocyten | sind stark positiv fir PCNA, aber
negativ fur SPOCL1. ,m"“ markiert eine Zelle in der Metaphase.

Die anderen, auf dem Maushoden verwendeten, Amgtdigegen die Markerproteine

SOHLH1 und PLZF ergaben auf humanem Hoden keinabigei SOHLH1 war dies bereits

explizit im Datenblatt angegeben.

Der Antikorper gegen PLZF sollte laut Datenblatt humanem Gewebe funktionieren, dies

war aber nicht der Fall.
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3.6 Knockdown von SPOC1 im Maushoden

3.6.1 Histologisch sichtbare und in der immunhistoc hemischen SPOC1

Farbung sichtbare Veranderungen

Es sollte untersucht werden, ob der Knockdown vBOG1 in Mausen zu einem Phéanotyp
fuhrte. Die Gewebe stammten von 4 heterozygotemniighen SPOC1-kd-Méausen. Bei 2
Mausen wurden ab dem 4. Tag post conceptionem diugabe von 2 Gramm pro Liter
Doxycyclin in das Trinkwasser der Mause, bzw. pténia das Trinkwasser der Multter, die
Transkription der shRNA gegen SPOC1 induziert. Beden anderen Mause dienten als
Kontrolle und erhielten normales Trinkwasser. Dier& wurden nach 9 Monaten geopfert.
Induzierte SPOC1-kd-Mause wiesen kleinere Hoden Big Hoden der nicht induzierten
Tiere wogen 154 und 153 mg, die Hoden der indwumerTiere 82 und 127 mg. Im
Westernblot war ein Knockdown von ca. 50 % der SP@&&pression zu sehen (Daten von
Dr. Hannah Staege zur Verfigung gestellt).

Zur Beurteilung der Spermatogenese im Zusammenhaibhgler Expression von SPOC1
wurden 5um dicke Paraffinschnitte von den Hodesati®dause mit dem monoklonalen anti-
SPOCI1-Rattenantikdrper rm45 inkubiert. Die gebuederAntikOrper wurden mit der
Glucoseoxidase verstarkten Peroxidase-Reaktiorkitate(braunes Reaktionsprodukt). Um
die Spermatogenese beurteilen zu kénnen, wurdedseritPAS-Reaktion und Hamalaun
gegengefarbt.

In einer induzierten Maus fielen einige Tubuli seif@ri mit Stdrungen der Spermatogenese
auf. Es fanden sich Tubuli, die nur Sertoli-Zelenthielten (Abbildung 32), oder aber Tubuli,
die nur Spermatiden und Sertoli-Zellen enthieltdbkildung 33, Abbildung 34, Abbildung
35), sowie Tubuli, die nur Spermatozyten oder Spéogonien und Sertoli-Zellen enthielten
(Abbildung 36). Zu erkennen sind ebenfalls Tubuli POC1 positiven Spermatogonien und
Spermatocyten |, aber ohne Spermatiden oder Spezoet (Abbildung 38). In der anderen

induzierten Maus, sowie in den Kontrollmausen, veardolche Tubuli nicht gefunden.
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Abbildung 31: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Maushoden, Gegenfarbng mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt eine
Ubersicht tiber den Hoden einer Maus mit nicht indurter anti-SPOC1 shRNA. Die Tubuli sind intakt
und enthalten alle Stufen der Spermatogenese. Bilo) zeigt eine Ubersicht eines Hoden einer Maus mit
induzierter anti-SPOC1 shRNA. Die Sterne markiererdrei Tubuli mit reduzierter Spermatogenese.

Abbildung 32: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus it abgeflachtem Keimepithel, das nur noch
Sertolizellen enthalt. Im Detail auf Bild b) sind de verbliebenen Zellen anhand ihres zentralen, delithen
Nucleolus als Sertolizellen zu erkennen (Pfeil).
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Abbildung 33: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus rit gestbrter Spermatogenese, der neben
Sertolizellen einige wenige elongierte Spermatideenthéalt. Im Detail auf Bild b) sind drei elongierte
Spermatiden mit einem Pfeil markiert.

Abbildung 34: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus rit gestdrter Spermatogenese, der runde Spermatide
und Spermatozooen enthalt. Im Detail auf Bild b) $id runde Spermatiden mit PAS-positiver
Akrosomenkappe (Pfeil) und Spermatozooen mit PAS-mitivem Akrosom (Pfeilspitze) zu erkennen.
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Abbildung 35: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus nt gestorter Spermatogenese, der nur runde
Spermatiden enthélt. Im Detail auf Bild b) sind die PAS-positiven Akrosomenkappen der runden
Spermatiden zu erkennen (Pfeil).

Abbildung 36: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus it gestérter Spermatogenese, der hauptsachlich
Spermatocyten | und wenigen Spermatozooen enthélm Detail auf Bild b) sind drei Spermatocyten mit
einem Pfeil markiert. Die Kerne haben keinen Kontak zur Basalmembran, wie es bei Spermatogonien
der Fall wére.
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Abbildung 37: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper

rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus rt gestorter Spermatogenese, der runde und
elongierte Spermatiden enthalt. Im Detail auf Bild b) erkennt man, dass die PAS-positive
Akrosomenanlage der elongierte Spermatide zur Basalembran zeigt (Pfeil). Bei der runden Spermatide
liegt die PAS-positive Akrosomenanlage noch vertikaur Basalmembran (Raute).

b)

Abbildung 38: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 mit dem monoklonalen Rattenantikdrper
rm45 auf Paraffinschnitten vom Hoden einer Maus mitinduzierter anti-SPOC1 shRNA, Gegenfarbung
mit PAS und Hamalaun. Bild a) zeigt einen Tubulus rit gestdrter Spermatogenese, der Spermatocyten |
in unterschiedlichen Stadien enthalt. Im Detail aufBild b) markiert die Pfeilspitze eine grof3e Pachyin-
Spermatocyte in der schon starker kondensierte Chmmatinabschnitte zu erkennen sind. Der Pfeil
markiert zwei Leptotdn-Spermatocyten. Das Chromatin der Leptotan-Spermatocyten erscheint noch
gleichméaRig. Spermatiden fehlen in diesem Tubulusaber SPOC1-positive Spermatogonien sind
vorhanden.

-70 -



3.6.2 Charakterisierung der in Tubuli mit gestorter Spermatogenese

verbliebenen Zellen durch Immunfluoreszenzdoppelfar bungen

Anhand der vorangegangenen Daten konnte gezeigewedass eine Depletion von SPOC1
zu Defekten in der Spermatogenese fuhrt. Um dideim atrophischen Tubuli verbliebenen
Zellen genauer zu charakterisieren, die in den Hoder induzierten SPOC1-kd-Mause
beobachtet wurden, wurden weitere Immunfluoreszepgelfarbungen an 5um dicken
Paraffinschnitten der Hoden durchgefihrt. Die Hearsthnitte wurden mit dem
monoklonalen anti-SPOC1-Rattenantikorper rm45 ureh drorher im Abschnitt ,3.4
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen am Maushoden® vedet=n Markern inkubiert.

In der Darstellung des GSA-II-Lektins mit SPOC1dan sich einige atrophische Tubuli, die
nur GSA-II positive Zellen wie Spermatocyten, Spatioe oder Spermatozooen enthielten
(Abbildung 40). Es fanden sich ebenfalls in einembdlus GSA-II negative und SPOCL1
negative Zellen, die der Gro3e und Kernmorphologieh frihe Spermatocyten oder spate
Spermatogonien sein konnten (Abbildud®, sc). Diese Daten bestatigen, dass der SPOC1
Knockdown sowohl zum Fehlen von Keimzellen einagshén (Spermatogonien; GSAII
negativ), als auch spaten Differenzierungsstadiu®oermatocyten, Spermatiden,
Spermatozooa; GSAIl positiv) fuhren. Diese Verandgen waren in den Kontrollmausen
nicht zu sehen (Abbildung 42).

Die Leydigzellen im intertubularen Bindegewebe eaid\utofluoreszenz sowohl im roten als
auch griinen Spektrum. Yang und Honaramooz fiihresedAutofluoreszenz auf das in den

Leydigzellen enthaltene Lipofuszin zurtick (Yangl2p
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GSAII SPOC1

DNA Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ GSAIl + DNA SPOCI1+ GSAII

Abbildung 39: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
ShRNA, die zum SPOC1 Knockdown fiihrte. a) Bindungstlen fir GSA-II sind griin markiert, b) SPOC1
ist rot markiert, ¢) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von GSA-Il, SPOC1 und DNA-
Farbung, e) Uberlagerung von GSA-Il und SPOC1. Esisd 3 veranderte Tubuli zu sehen. so: markiert
einen Tubulus der nur noch Sertoli-Zellen enthaltsc: markiert einen Tubulus mit spaten Spermatogonie
oder frihen Spermatocyten, eS: markiert einen Tubuls der nur noch elongierte Spermatiden enthalt. Es
tritt Autofluoreszenz in den Leydig Zellen im intertubuldren Bindegewebe auf.
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GSAII SPOC1

DNA Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ GSAIl + DNA SPOC1+ GSAIl

Abbildung 40: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
shRNA, die zum SPOC1 Knockdown fiihrte. a) Bindungstlen fir GSA-II sind griin markiert, b) SPOC1
ist rot markiert, c) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von GSA-ll, SPOC1 und DNA-
Farbung, e) Uberlagerung von GSA-Il und SPOCL1. Esritt Autofluoreszenz in den Leydig Zellen im
intertubuldren Bindegewebe auf. Es fallen 2 Tubulimit verminderter Spermatogenese auf. Der Stern
markiert einen Tubulus ohne Spermatocyten und wenign Spermatogonien, sc markiert einen Tubulus
der nur Spermatocyten enthalt.
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GSAII SPOC1 DNA

DIC Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ GSAIl + DNA SPOCI1+ GSAII

Abbildung 41: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
shRNA, die zum SPOC1 Knockdown fiihrte. a) Bindungstlen fir GSA-II sind griin markiert, b) SPOC1
ist rot markiert, ¢) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Differentialinterferenzkontrast (DIC) e)
Uberlagerung von GSA-Il, SPOC1 und DNA-Farbung, f)Uberlagerung von GSA-Il und SPOC1. Es tritt
Autofluoreszenz in den Leydig Zellen im intertubulden Bindegewebe auf. Es sind 2 Tubuli mit
Spermatogonien und Spermatocyten, aber mit wenigeSpermatiden zu sehen (Sterne). M markiert eine
Spermatogonie in der Metaphase.

-74 -



GSAII SPOC1 DNA

DIC Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ GSAIl + DNA SPOC1+ GSAII

Abbildung 42: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Kontrollmaus.

a) Bindungstellen fur GSA-II sind griin markiert, b) SPOC1 ist rot markiert, c) DNA-Farbung mit DraQ5
in blau, d) Differentialinterferenzkontrast (DIC) e) Uberlagerung von GSA-Il, SPOC1 und DNA-
Farbung, f) Uberlagerung von GSA-Il und SPOCI1. Esritt Autofluoreszenz in den Leydig Zellen im
intertubuldren Bindegewebe auf. Die beiden angeschtenen Tubuli enthalten alle Zellen der
Spermatogenese von der Spermatogonie bis zum fertig Spermatozoon.

In der Darstellung von PCNA und SPOC1 in den Hodierer SPOC-kd-Maus fanden sich
ebenfalls verdnderte Tubuli. Einige veranderte Tiulmiesen weder SPOC1 noch PCNA
positive Zellen auf (Abbildung 44). Andere zeigteme verminderte Anzahl an PCNA
positiven Zellen mit und ohne Vorhandensein von SR@ositiven Zellen (Abbildung 43).
Dieser Befund wurde in Kontrollméausen nicht gese@@mbildung 45). Das Fehlen SPOC1
positiver Zellen weist auf das Fehlen von Spermatan hin. Die verminderte Anzahl bzw.
das Fehlen von PCNA positiven Zellen weist auf Baklen von Spermatogonien und/oder
Spermatozyten | in den atrophischen Tubuli hin.
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PCNA SPOC1 DNA

Uberlagerung Uberlagerung
SPOCI1+ PCNA+ DNA SPOCI1+ PCNA

Abbildung 43: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
shRNA, die zum SPOC1 Knockdown fihrte. a) PCNA isgriin markiert, b) SPOC1 ist rot markiert,

c¢) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von PCNA, SPOC1 und DNA-Farbung,

e) Uberlagerung von PCNA und SPOCL1. Es tritt Autoflioreszenz in den Leydig Zellen im intertubuldren
Bindegewebe auf. Es sind drei veranderte Tubuli zgehen. Die mit v bezeichneten Tubuli zeigen eine
verminderte Spermatogenese und eine verminderte Aahl an SPOC1 sowie PCNA positiven Zellen. Der
mit dem Stern bezeichnete Tubulus weist zahlreichBpermatocyten und elongierte Spermatiden auf, hat
aber weder SPOC1 noch PCNA positive Zellen, was daf spricht, dass die Spermatogonien erst vor
kurzem verschwunden sind, da die schon differenziéen Zellen noch die Spermatogenese durchlaufen.
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PCNA SPOC1 DNA

Uberlagerung Uberlagerung
SPOCI1+ PCNA+ DNA SPOCI1+ PCNA

Abbildung 44: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
shRNA, die zum SPOC1 Knockdown fihrte. a) PCNA isgriin markiert, b) SPOC1 ist rot markiert,

c¢) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von PCNA, SPOC1 und DNA-Farbung,

e) Uberlagerung von PCNA und SPOCL1. Es tritt Autoflioreszenz in den Leydig Zellen im intertubuléren
Bindegewebe auf. Es fallen drei veranderte Tubuli@f. In allen dreien finden sich keine SPOC1-positien

Zellen. Ein Tubulus (so) weist nur Sertoli-Zellen af, der andere (eS) lediglich elongierte Spermatideund

Sertoli-Zellen und der dritte (sc) enthalt PCNA-pogive Spermatocyten und runde Spermatiden.

-77 -



PCNA SPOC1 DNA

Uberlagerung Uberlagerung
SPOCI1+ PCNA+ DNA SPOCI1+ PCNA

Abbildung 45: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten, Kontrollmaus mit
normaler Spermatogenese, a) PCNA ist griin markiertp) SPOC1 ist rot markiert, c) DNA-Farbung mit
DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von PCNA, SPOC1 undNA-Farbung, e) Uberlagerung von PCNA und
SPOC1. Es tritt Autofluoreszenz in den Leydig Zella im intertubuldren Bindegewebe auf. Die
angeschnittenen Tubuli enthalten alle Zellen der Sgrmatogenese inklusive SPOC1 positiven
Spermatogonien und PCNA positiven Spermatogonien uhSpermatocyten |.

Auch in der Darstellung von SPOC1 mit SOHLH1 fandeh in einer induzierten SPOC-kd-
Maus veranderte Tubuli (Abbildung 46 bis Abbildu48). In keinem Tubulus wurde eine
Zelle gesichtet, die SPOC1 oder SOHLH1 allein exprte. Es wurden erneut Tubuli mit
verminderter Spermatogenese beobachtet. In eimigser Tubuli wurden Zellen, die SPOC1
und SOHLH1 positiv waren gefunden, in anderen Tiubimgegen nicht. Diese Ergebnisse
zeigen, dass einige atrophische Tubuli der indteneEPOC1-kd Hoden keine differenzierten
(SOHLH1 und SPOC1 positiven) Spermatogonien etghalwahrend andere atrophische
Tubuli dies tun. In den Kontroliméausen wurden kefeanderungen beobachtet (Abbildung
49).
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SOHLH1 SPOC1

DNA Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ SOHLH1+ DNA SPOC1+ SOHLH1

Abbildung 46: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
shRNA, die zum SPOC1 Knockdown fihrte. a) SOHLH1 isgriin markiert, b) SPOCL1 ist rot markiert,

c) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von SOHLH1, SPOC1 und DNA-Férbung,

e) Uberlagerung von SOHLH1 und SPOCL1. Es sind 3 vénderte Tubuli zu sehen. In allen dreien sind
keine Zellen positiv fir SOHLH1 oder SPOC1. Ein Tuhlulus (so) enthalt nur noch Sertoli-Zellen, der
andere (eS) enthalt lediglich elongierte Spermatide und Sertoli-Zellen und der dritte (sc) weist
Spermatocyten und runde Spermatiden auf.
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SOHLH1 SPOC1

DNA Uberlagerung Uberlagerung
SPOCI1+ SOHLH1+ DNA SPOCI1+ SOHLH1

Abbildung 47: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
ShRNA, die zum SPOC1 Knockdown fihrte. a) SOHLH1 isgriin markiert, b) SPOCL1 ist rot markiert,

c¢) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von SOHLH1, SPOC1 und DNA-Farbung,

e) Uberlagerung von SOHLH1 und SPOCL. Es fallt eiveranderter Tubulus (rS) auf, der hauptséchlich
runde Spermatiden enthalt, aber keine anderen Zeljpen der normalen Spermatogenese.
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SOHLH1 SPOC1

DNA Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ SOHLH1+ DNA SPOC1+ SOHLH1

Abbildung 48: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Maus mit induzierter
ShRNA, die zum SPOC1 Knockdown fihrte. a) SOHLH1 isgriin markiert, b) SPOCL1 ist rot markiert,

c¢) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von SOHLH1, SPOC1 und DNA-Farbung,

e) Uberlagerung von SOHLH1 und SPOCL. Es sind 2 vénderte Tubuli zu sehen. Der Tubulus eT enthalt
SPOC1 und SOHLH1 positive Spermatogonien und wenigelongierte Spermatiden sowie Sertoli-Zellen,
die anderen Zellen fehlen. Der Tubulus iS zeigt ebéalls SPOC1 und SOHLH1 positive Spermatogonien
sowie Spermatocyten, aber nur wenige reifere Zelleder Spermatogenese.
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SOHLH1 SPOC1

DNA Uberlagerung Uberlagerung
SPOC1+ SOHLH1+ DNA SPOC1+ SOHLH1

Abbildung 49: Immunfluoreszenzdoppelfarbung des Hodns einer 9 Monate alten Kontrollmaus mit
normaler Spermatogenese. a) SOHLH1 ist griin markidr b) SPOC1 ist rot markiert, c) DNA-Farbung
mit DraQ5 in blau, d) Uberlagerung von SOHLH1, SPOQ und DNA-Farbung, e) Uberlagerung der
SOHLH1 und SPOC1-Féarbung. Die angeschnittenen Tubulenthalten alle Zellen der Spermatogenese
inklusive den SPOC1 und SOHLH1 positiven A-alignedbis B-Spermatogonien.

3.6.3 Vergleich der Apoptose von SPOC1-Wildtyp- und induzierten
SPOC1-Knockdown-Mausen

Um zu prifen, ob die gestorte Spermatogenese ieiden induzierten Maus mit vermehrter
Apoptose einhergeht, wurden der TUNEL-Assay und emmunhistochemische Farbung
zum Nachweis aktivierter Caspase3 verwendet.

Im TUNEL-Assay zeiget sich keine per Auge sichtbarermehrte Apoptose zwischen der
induzierten Maus mit gestorter Spermatogenese anddntrollmausen. Als Positivkontrolle
fur den TUNEL-Assay wurde ein Xenograft-Tumor deplé#hkarzinomzelllinie HT29

mitgefarbt. Der Xenograft-Tumor wuchs subkutanimeeimmundefizienten Maus.
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TUNEL-Reaktion DNA

Uberlagerung UNEL-Reaktion+ DNA

Abbildung 50: Tunel-Assay eines HT29 Xenograft-Tump mit groRem apoptotischem Bereich als
Positivkontrolle, a) TUNEL-Reaktion in griin, b) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, ¢) Uberlagerung von
TUNEL-Reaktion und DNA-Farbung. Die TUNEL-Reaktion farbte Teile der zerfallenden Kerne von
apoptotischen Zellen an.
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TUNEL-Reaktion DNA

Uberlagerung UNEL-Reaktion+ DNA

Abbildung 51: Tunel-Assay des Hodens einer 9 Monatalten Maus mit induzierter shRNA, die zum
SPOC1 Knockdown fihrte. a) TUNEL-Reaktion grin, b) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau, c)
Uberlagerung von TUNEL-Reaktion und DNA-Farbung. De Pfeil markiert eine positive Zelle im basalen
Abschnitt eines Tubulus. Bereiche mit reduzierter Sermatogenese sind nicht klar abzugrenzen. Es tritt
Autofluoreszenz in den Leydig Zellen im intertubulden Bindegewebe auf.
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TUNEL-Reaktion DNA

Uberlagerung UNEL-Reaktion+ DNA

Abbildung 52: Tunel-Assay des Hoden einer 9 Monatalten Kontrollmaus mit normaler Spermatogenese.
Pfeile markieren positive Zellen. a) TUNEL-Reaktiongriin, b) DNA-Farbung mit DraQ5 in blau,

c) Uberlagerung von TUNEL-Reaktion und DNA-Farbung. Der Pfeil markiert eine positive Zelle im
basalen Abschnitt eines Tubulus. Es tritt Autofluoeszenz in den Leydig Zellen im intertubuléaren
Bindegewebe auf. Es fallt kein wesentlicher Untertied zum Hoden der induzierten SPOC-kd-Maus
(Abbildung 53) auf.

Die Farbung auf aktivierte Caspase3 zeigte ebanfaékinen Unterschied zwischen
induzierten und nicht-induzierten Tieren. In beid&illen fanden sich nur wenige Tubuli mit

wenigen aktivierte Caspase3 positiven Zellen.
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Abbildung 53: Immunhistochemischer Nachweis der akvierten Caspase3 im Maushoden, das
Reaktionsprodukt ist braun. Es wurde mit Hamatoxylin gegengefarbt. Die Schnitte a) und b) zeigen
Hoden von 9 Monate alten Mausen mit induzierter shRA, die zum SPOC1 Knockdown fihrte. Die
Schnitte c¢) und d) zeigen Hoden von 9 Monate altekontrollmausen mit intakter Spermatogenese. In
jedem Schnitt finden sich einzelne oder kleine Grupen positiver, basal im Tubulus liegender Zellen. Bs
Gesamtbild ist analog zum TUNEL-Assay.
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Bei einer Auszahlung wurden alle Tubuli mit apogictien Zellen gezahlt. Hierbei konnte
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl TUNIplositiver oder aktivierter Caspase-3
positiver Tubuli festgestellt werden. Diese Dateassken vermuten, dass das Fehlen

verschiedener Keimzellen nach SPOC1 Knockdown néthth vermehrte Apoptose zu

erklaren ist.
Anzahl Zahl / %Tubuli mit| Anzahl an Tubuli mit
analysierter aktivierter Caspase3 TUNEL positiven
Tubuli insgesamt | positiven Zellen Zellen
induzierte SPOC1-kd Mause
Maus 1 262 5 (1,91 %) 17 (6,48 %)
Maus 26 413 13 (3,15 %) 26 (6,30 %)
Kontrollméuse
Maus 14 273 15 (5,49 %) 16 (5,86 %)
Maus 39 380 9 (2,37 %) 22 (5,79 %)

Tabelle 3: Ergebnisse der Apoptosefarbungen. Mit deTUNEL-Methode fanden sich mehr apoptische
Tubuli als durch die immunhistochemische Farbung afi aktivierte Caspase3. Mit beiden Methoden
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Knokdown- und Kontrollméusen festgestellt werden.

3.7 Phéanotyp im lleum von homozygoten SPOC1 Knockdo  wn

Mausen

Bei dem Versuch, homozygote SPOC1-kd-Mause zu eiichivurde beobachtet, dass
homozygote SPOC1-kd-Mause um den 19. Tag postmpastarben. Diese Mause wurden
nicht mit Doxycyclin induziert. Von insgesamt 47 d&&n aus 6 Wirfen waren 10 Tiere
homozygot fur die SPOC1 shRNA Kassette, 18 hetgaizynd 15 wiesen den Rosa26
Wildtyp auf. Nach drei Wochen waren alle 10 homa#gg sowie eine Wildtyp-Maus

verstorben. Einige Darmabschnitte der gestorbehemozygoten Mause sahen bei der
Autopsie verandert aus. Daher wurden zwei Wirfe moitnozygoten, heterozygoten und
Wildtyp-Mausen an Tag 17 geopfert, um die Verandgem histologisch zu untersuchen.

Der Dunndarm der Maus ist wie der des MenschenatieZ und Krypten aufgeteilt. Im

normalen Dunndarmepithel der Maus finden sich #elfpopulationen. Die Enterozyten sind
die haufigsten Zellen. Sie weisen adluminal einémsi&nsaum aus Mikrovilli auf. Dieser
Biurstensaum enthalt zahlreiche Transporter und ilBazgie der Resorption von Nahrstoffen
dienen, unter anderem die alkalische Phosphatatten&r sind die Becherzellen, die Muzine
produzieren um den Speisebrei gleitfahig zu halienGrund der Krypten befinden sich die

Paneth-Kornerzellen, welche Lysozym und andererakitobielle Peptide produzieren und
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die enteroendokrinen Zellen, die Peptidhormone biodjene Amine zur Regulierung der
Darmtatigkeit herstellen. AuRerdem befinden sichkagptengrund die Stammzellen, welche
das Dunndarmepithel standig erneuern. Uberschigatien gehen an der Zottenspitze in
Apoptose oder werden abgeschilfert.

In der H.E. Féarbung fielen optisch leere Zellenden Dinndarmzotten der homozygoten
SPOC1 Knockdown Mause auf. In heterozygoten- odédtyp-Mausen war dieser Phanotyp
nicht zu finden. Daher wurde dieser Phanotyp genatersucht.

a) homozygote SPOC1-kd-Maus b) heterozygote SPKaNlaus

i a.;-.-a‘\‘“:; 3
Abbildung 54: H.E. Farbung mit optisch leeren Zelle in den Diinndarmzotten der homozygoten SPOC1-
kd-Maus. Die Dunndarmzotten der heterozygoten SPOCkd-Maus und der Wildtyp-Maus enthalten
morphologisch normale Enterocyten mit eosinophilemzZytoplasma, apikalem Birstensaum und basal
liegendem Zellkern, sowie einige Becherzellen, der&Zytoplasma sich aufgrund des enthaltenen Schleims
nur wenig mit Eosin anfarbt. Bild a) zeigt den Dinmarm einer homozygoten Maus, Bild b) den einer
heterozygoten Maus und Bild c) den einer Wildtyp-Mais.
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Bei den aufféalligen Zellen im Dinndarm der homozggoMause handelt es sich nicht um
Becherzellen. Becherzellen sind PAS-positiv, diggdligen Zellen lassen sich dagegen nicht
mit der PAS-Reaktion anfarben. Somit handelt ekl biei den auffalligen Zellen nicht um

Becherzellen.
a) homozygote SPOC1-kd-Maus b) heterozygote SPKacNlaus

e ._ S " 78 ‘ : - ; ,“
Ve a2 P ld
Abbildung 55: PAS Hamalaun Farbung, die verdndertenZellen der homozygoten SPOC1-kd-Maus sind
PAS negativ, dawischen erkennt man morphologisch iakte, PAS-positive Becherzellen. Das Zytoplasma
der Becherzellen ist in allen drei Mausen durch diePAS-Reaktion violett geféarbt. Bild a) zeigt den

Dunndarm einer homozygoten Maus, Bild b) den eineheterozygoten Maus und Bild c) den einer
Wildtyp-Maus.
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Die auffalligen Zellen im Dunndarm der homozygoteiduse besitzen einen alkalischen

Phosphatase positiven Burstensaum, was nahelagtedasich um Enterozyten handelt.
a) homozygote SPOC1-kd-Maus b) heterozygote SPKacNaus

Ramse

KR35

¢) Wildtyp-Maus

(c

Abbildung 56: Enzymhistochemie fiir alkalische Phospatase mit Hamalaun-Gegenfarbung, die
veranderten Zellen der homozygoten SPOC1 KnockdowNaus weisen einen positiven Blrstensaum auf,
wie ihn Enterozyten besitzen. Die normalen Enterodgn der heterozygoten- und Wildtyp-Maus besitzen
ebenfalls einen positiven, apikalen Birstensaum. Bi a) zeigt den Dinndarm einer homozygoten Maus,
Bild b) den einer heterozygoten Maus und Bild c) deeiner Wildtyp-Maus.

Um den Phéanotyp im Dunndarm der homozygoten SPQICMEuse noch genauer zu
charakterisieren, wurden Gefrierschnitte hergesteid mit Olrot gefarbt. Mit der Olrot-
Farbung werden Lipide angefarbt. In der Olrot-Fadam Gefrierschnitt der homozygoten
Méause zeigte sich eine vermehrte Einlagerung gqephiilen Farbstoffs in die veranderten
Enterozyten der Zotten. Ballonierte, optisch leéelen sind im Gefrierschnitt nicht zu sehen.
Allerdings ist sowohl die vermehrte Lipideinlageguim Gefrierschnitt, als auch der Befund
der ballonierten Zellen in PAS- und HE-Farbung ém dottenspitzen zu sehen.
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C) Wildtyp-Maus
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Abbildung 57: Olrot-Hamalaun Farbung am Gefrierschnitt. Die Zotten der homozygoten SPOC1
Knockdown Maus lassen sich mit Olrot anfarben. In @r heterozygoten- und Wildtyp-Maus lasst sich nur
wenig intraluminales Material schwach mit Olrot anfarben. Bild a) zeigt den Dunndarm einer

homozygoten Maus, Bild b) den einer heterozygoten &is und Bild ¢) den einer Wildtyp-Maus.
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Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die magredkoverdnderten Darme der
homozygoten M&ause mikroskopisch atypische, vermélpide speichernde Enterocyten
aufweisen.

Die oben genannten Wirfe, die an Tag 17 post padeopfert wurden, bestanden aus
insgesamt 14 Tieren, davon waren funf Tiere homozygr die SPOC1 shRNA Kassette,
funf heterozygot und vier wiesen den Rosa26 Wildayb. Alle finf homozygoten Tiere

wiesen Verédnderungen im Dunndarm auf. Bei drei€éfiewiesen nur einzelne Zotten die
oben beschriebenen Veranderungen auf. Beim viditanwaren zahlreiche Dinndarmzotten
betroffen und beim flnften Tier abschnittsweiset fake Zotten eines Blickfelds (siehe
Abbildung 54a). Das funfte Tier wirkte krank undsgewéacht.

Die Olrotfarbung wurde an einem spéter geborenemf \urchgefiihrt, da von den oben
genannten Wirfen kein Kryomaterial gesammelt wunde die Olrotfarbung nur an nicht in

Paraffin eingebetteten Geweben mdglich ist.

Des Weiteren wurden zwei Zuchtpdrchen mit Doxyeydhduziert. Die beiden Wirfe

umfassten insgesamt 10 Tiere, davon waren 8 hgguozind 2 homozygot fir die SPOC1
shRNA Kassette. Auch nach 5 Wochen unter Doxycyalaren alle 10 Tiere am Leben,
inklusive der 2 homozygoten Tiere, die normlerwea®e Induktion nach 3 Wochen
verstarben. Dies lasst vermuten, dass die Indulde@nshRNA mit Doxycyclin den lethalen

Phé&notyp im Darm homozygoter SPOC1-kd Méause veeniratler zumindest verzdgert.
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3.8 Seminom

Ob SPOC1 nicht nur in Spermatogonien des normal@dehs, sondern auch in
Hodentumoren exprimiert wird, wurde an acht mit BeuLdsung fixierte Hodenbiopsien
geprift. Hierzu wurden 5 um dicke Paraffinschnitter Biopsien, die Seminome und
Carcinoma in situ enthalten mit dem anit-SPOC1 rmM&ikorper gefarbt. Zwei der
gefarbten Biopsien waren stark positiv, andere solnwach positiv. Das Verteilungsmuster
von SPOC1 in den Zellkernen wirkte ungleichméafigjige Kerne wurden homogen
angefarbt, andere nur teilweise an Stellen, an rdees Chromatin auch starker mit
Hamatoxylin anfarbar ist. Gelegentlich war auch Neicleolus SPOC1 positiv. AuRerdem
wurden bei drei Biopsien Streifen an der Kernmembsaobachtet. Es wurden auch eine
eindeutig SPOC1 negative und zwei fraglich SPOGCjatiee Biopsien gefunden. Insgesamt
wurden acht Biopsien geféarbt. Diese Ergebnisseereidass SPOC1 von einer Subpopulation

von Tumorzellen im Hoden exprimiert wird.
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a) Seminom 32-99-2 b) Seminom 74-01-2
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Abbildung 58: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 (braun) und Gegenfarbung mit Hamalaun
auf verschiedenen Seminomen. Bild a) zeigt Gewebafre 32-99-2, ein SPOCL1 positives Seminom mit
Septen (S), die Lymphocyten enthalten. SPOC1 ist ten Zellkernen der Seminomzellen lokalisiert, wolie
nicht alle Seminomzellen gleich stark angefarbt wuten. Auch die Verteilung von SPOCL1 im Zellkern ist
inhomogen. Das Bindegewebe und die Lymphocyten ined Septen sind SPOC1 negativ. Bild b) zeigt
Gewebeprobe 74-01-2, ein SPOC1 positives SeminomerDTumor wird von einem bindegewebigen
Randwall umgeben, der SPOC1 negativ ist. Uber demdRdwall befindet sich ein atrophierter Tubulus
mit wenigen SPOC1 positiven Zellen. Wobei unklar ts ob es sich um verbliebene Spermatogonien oder
Tumorzellen handelt.
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Abbildung 59: Immunhistochemie zum Nachweis von SPOL1 (braun) und Gegenfarbung mit Hamalaun
auf verschiedenen Seminomen. Bild a) zeigt Biops#-01-2, ein Carcinoma in situ. Die Pfeile zeigeruf
CiS-Zellen. Die CiS-Zellen sind gréf3er als Spermagmnien und SPOC1 negativ oder schwach positiv. Die
starker SPOCL1 positiven Zellen sind wahrscheinliclverbliebene Spermatogonien. Bild b) zeigt Biopsied?
00-3, ein schwach SPOCL1 positives Seminom mit SepteS bezeichnet ein Septum mit lymphocytarem
Infiltrat, das ebenfalls keine SPOC1 positiven Zeén enthalt.
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a) Seminom 60-01-3 b) Seminom 89-00-3 Nekantrolle
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Abbildung 60: Immunhistochemie zum Nachweis von SPO1 (braun) und Gegenférbung mit Hamalaun
auf verschiedenen Seminomen. Bild a) zeigt Biopsé®-01-3, ein SPOCL1 negatives Seminom. Bild b) zeigt
Biopsie 89-00-3, ein Seminom. Auf diesem Schnitt wde eine Isotypenkontrolle mit einem monoklonalen
Ratten IgG2b Antikdrper durchgefiihrt. Keine Struktu r wurde durch den Kontrollantikdrper angefarbt.

a) CiS 98-01-2 b) CiS 98-01-2

Abbildung 61: Immunhistochemie zum Nachweis von SPOL1 (braun) und Gegenfarbung mit Hamalaun
auf verschiedenen Seminomen. Biopsie 98-01-2 ish &arcinoma in situ mit SPOCL1 positivem Streifen an
der Kernmembran. Die Pfeile auf Bild a) zeigen exepiarisch auf zwei Zellen mit positiven Kappen an de
Kernmembran. Der Tubulus ist weitestgehend mit CiSZellen und verbliebenen Sertolizellen ausgefullt.
Verbliebene Zellen der normalen Spermatogenese simidcht zu sehen, 400x Vergrof3erung. Bild b) zeigt
eine Detailaufnahme von zwei Zellen mit SPOC1 posien Kappen an der Kernmembran (Pfeile) in 21000x
Vergrof3erung. Die Zellen sind aufgrund ihrer GréBeund dem optisch leeren Zytoplasma als CiS-Zellen
zu erkennen. SPOCL1 liegt akkumuliert in Form einerKappe an der Kernmembran vor, der tbrige Kern
ist dagegen nur sehr schwach gefarbt.
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a) Seminom 64-01-2 b) Seminom 74-01-2

Abbildung 62: Immunhistochemie zum Nachweis von SPOL1 (braun) und Gegenfarbung mit Hamalaun

auf verschiedenen Seminomen in 1000x VergréR3erungbbildung a) zeigt Biopsie 64-01-2, ein Seminom.
Der Pfeil markiert eine Seminomzelle mit randstandjem stark Hamatoxylin gefarbten und SPOC1
positivem Chromatin, das tbrige Chromatin enthalt kaum SPOCL1. Abbildung b) zeigt Biopsie 74-01-2,
ein Seminom mit SPOC1 positiver Kappe an der Kernmmbran. Die Pfeile weisen auf zwei
Seminomzellen mit SPOC1 positiven Kappen an der Kemembran, das ubrige Chromatin ist ebenfalls
SPOC1 positiv, wenn auch schwécher, aber eindeutigals in a).

Block-# SPOC1 Kernmembrankappe Kommentar
32-99-2 +++ - Seminom
41-01-2 + - CiS
60-01-3 - - Seminom
64-01-2 + + Seminom
74-01-2 ++ + Seminom
79-00-3 +/- - Seminom
81-00-3 +/- - Seminom
98-01-2 + + Cis

Tabelle 4: Auflistung der SPOC1 homogen- oder Kappepositiv und negativ gefarbten Hodenbiopsien.
Die SPOC1 Farbung ist in den Tumoren unterschiedlie stark, von sehr stark (+++), fraglich positiv (+£),
bis hin zu nicht nachweisbar (-). Die SPOC1-Farbungn Form von Kernmembrankappen ist nicht immer
nachweisbar.
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4 Diskussion

4.1 Methoden

4.1.1 Histologische Methoden

Es wurden die klassischen histologischen MethodsnHE-Féarbung, die Feulgen-Reaktion
auf DNA und die PAS-Reaktion auf Glykane durchgefiihm sich in die Morphologie des
Hodens von Mensch und Maus einzuarbeiten und déipafitsowie die Stadieneinteilung des
Keimepithels nachzuvollziehen.

Die HE-Farbung als Ubersichtsfarbung fiir die Hisgiét ist auch fir den Hoden gut geeignet.
Die Feulgen-Reaktion eignet sich besonders zurtelamsg der Spermatocyten I, Hamalaun
erfullt jedoch den gleichen Zweck. Wichtiger ale éiarbung ist hier das richtige Fixans, da
in Fixativen mit Eisessig die Kernmorphologie bess@alten bleibt.

Die PAS-Farbung ist fur die Stadieneinteilung desnkepithels im Maushoden von Nutzen,
da die Akrosomenanlage der Spermatiden PAS-pogstivund somit sichtbar wird. Im
humanen Hoden féarbt sich die Akrosomomenanlaget mh PAS an. Anhand der PAS-
Hamalaun Farbung lie3 sich die Stadieneinteilungs ddéodens (Oakberg, 1956)

nachvollziehen, dies erfordert allerdings einigé Adad Ubung.

4.1.2 Fixative

Untersuchungen zur Rolle des Fixans beim Struktafewurden angestellt, da die Bilder von
Oakberg (Oakberg, 1956) deutlich besser aussalsedialselbst hergestellten Schnitte aus
formalinfixierten Maushoden und einige Befunde v@akberg nur schwer nachvollziehbar
waren. Gepufferte Formalinldsung ist nur bedingt fiiodengewebe geeignet, da das
Sertolizellzytoplasma nicht erhalten wird. Bouinésung und modifizierte Davidsonsche
Losung zeigen einen besseren Strukturerhalt mialinhg des Sertolizellzytoplasmas. Des
Weiteren ist die Kernmorphologie aufgrund der Es®ige in Bouins LOsung und
modifizierte Davidsonsche LOsung deutlicher, wasr fdie Stadieneinteilung der
Spermatogenese von Bedeutung ist (siehe: Abbild)nd etztendlich ist die modifizierte

Davidsonsche LOsung zu bevorzugen. Modifizierte i@sonsche Losung enthélt, im
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Gegensatz zu Bouins-Losung, keine Pikrinsaure. Datinodifizierte Davidsonsche Losung
weniger toxisch und besser flir Immunfluoreszenziégen geeignet, weil Pikrinsaure die
DNA zerstort, was dazu fihrt, dass der Kern nicldhmmit interkalierenden DNA-

Farbstoffen wie zum Beispiel DraQ5 oder Hoechstadoifar ist. Ein Nachteil ist die

geringere Anfarbbarkeit der Akrosomen fir PAS (\eiahe: Abbildung 9 a und b).

4.1.3 Methodenvergleich verschiedener Antigendemask  ierungsverfahren

Grundsatzlich eignen sich fast alle getesteten aheein zur Antigendemaskierung.
Ausgenommen ist die Demaskierung mit Proteinasev&lche das Keimepithel zerstort,
sodass kein SPOC1 mehr nachgewiesen werden kanall@&e weiteren Verfahren farbten
sich mit einem Ratte anti-SPOC1 Antikorper die §mpgonien an.

Letztendlich wurde aufgrund von zwei Verdoffentlicigen (Kim a, 2004), (Kim b, 2004) dem
Einsatz von Borsaure der Vorzug gegeben, da esndisten Antigene demaskierte, eine
Eigenschaft die insbesondere fir die Immunfluones#Zbung von Bedeutung war. Dies
bestétigte sich in der ImmunfluoreszenzfarbungAlgigene PCNA (Abbildung 26), PLZF
(Abbildung 27), und SOHLH1 (Abbildung 28), die dirdie Borséure besonders gut fur die
Antikérper zuganglich wurden.

Als Isotypenkontrolle wurde zunéchst ein Flag-Tagtikorper, der ebenfalls von Dr.
Elisabeth Kremmer hergestellt wurde, verwendet. ditisem Antikdrper farbten sich glatte
Muskelzellen und Myofibroblasten an, was auf einegeWreaktion mit glatten
Muskelproteinen hinweist. Aufgrund dessen wurde waiteren Verlauf der American
Antigenix  1gG2b  Isotypenkontrollantikdrper  verwemde welcher kein  solches
Bindungsverhalten zeigt. Dieser Antikorper ist |Badtenblatt gegen ein Epitop gerichtet, das

auf humanen und murinen Leukozyten nicht vorkommt.
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4.1.4 Methodenvergleich verschiedener Detektionsenz ~ yme und

Verstarkungen

Die Detektionsenzyme alkalische Phosphatase urakidlese ergeben ahnliche Bilder, wobei
die Hintergrundfarbung mit der Peroxidase-Methodengfligig schwécher ist. Des Weiteren
hat die Peroxidase-Methode den Vorteil, dass mehverstarkerreaktionen verfiigbar sind.
Neben der eingesetzten Verstarkung mit Nickel isthanoch die Kombination mit einem

anti-Peroxidase Antikérper mdglich (Davidoff, 199@je in Abbildung 23 und Abbildung 24

zu sehen ist.

Da es im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich warO8R in anderen Geweben, mit laut
Immunoblot schwacherer Expression, immunhistochemidarzustellen, wurde der

Peroxidase-Methode der Vorzug gegeben. Ausschlaggefiir diese Entscheidung ist die

Maglichkeit, das Signal noch weiter zu verstarken.

4.2 Expression von SPOC1 im Hoden

4.2.1 Antikorper gegen SPOC1

Theres Schaub konnte mit einem Peptid-Chip kartjea& welche Epitope auf SPOCL1 die
Antikdrper binden (siehe Abbildung 63, nicht puldize Daten). Im Vergleich mit den
histologischen Bildern fallt auf, dass nur das Kahen anti-SPOC Serum 53 im humanen
Hoden Spermatocyten Il und Spermatide anfarbt, dbwes im gleichen Bereich, am C-
terminalen Ende der PHD-Domane, wie die Antikérpedl und rm33 bindet. rm11 und
rm33 farben dagegen nur Spermatogonien an, gerawevi Antikdrper rm45, der dagegen
eher N-terminal bindet (siehe Abbildung 19).
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Bl NTDERAPEST] PESTI MM PEST2 PHD

GSK-3R-phosphorylation-sites CK-1-phosphorylation-sites PDK-phosphorylation-sites GSK-3B and/or PLK-phosphaorylation-sites

5 & 7.8 5 10

ImAB 45

51 82 83 84 85 86 87 88

EWDAGFSDIASSVPLPVSDRCFSHLOPTLLOR

107 109 209 110 431 312 113 319 135 116 117119 7 148

AKPSNFLL RN NRERERREE D PGKEGYRGCLLKLEAADPYVE

TPTSPTLODIPQAPSDPCSGWDSDTPSSGSCATVSPDQVKE IKTEGKRT I

284 zosl| 266 297 28m 289 290 foa 282

RSNRSRTGSRKLFLD

L
Serum 52 & 53 rmAB 11 Serum 56 & 57

rmAB 33

Peptide 1-2: PYPKEELPLRSSPSPANST (43-61aa)  rabbit polyclonal antibody-serum 54 and serum 55
Peptide 1-3: CRDSKFDIRRSNRSRT (277-292aa)  rabbit polyclonal antibody-serum 52 and 53
Peptide C: RSNRSRTGSRKLFLD (286-300aa)  rabbit polyclonal antibody-serum 56 and 57.

Abbildung 63: Aminosauresequenz von SPOC1 mit gekemeichneten Epitopen, welche von den
eingesetzten Antikérpern laut Peptidkartierung erkennt werden. rmAB45 = rm45, rmAB33 = rm33,
rmAB11 = rmll, Grafik von Theres Schaub, HPI Abteiling 2.

Mohrmann et al. (Mohrmann, 2005) konnten mit RNAsitu Hybridisierung am Maushoden
ebenfalls zeigen, dass SPOC1 in Spermatogoniennaepr wird. Dies legt nahe, dass die
monoklonalen Antikérper rm11, rm33 und rm45 das SR®rotein spezifisch erkennen.
Eine sichere Evidenz fur die SPOC-spezifische HR&gbumit den monoklonalen
Rattenantikdrpern lieferte kirzlich der Einsatz v@ewebeschnitten einer Mauslinie mit
einem polymorphic Knockout von SPOC1 (Boérdlein, 20Dieses Mausmodell besitzt eine
beta-Galactosidase unter der Kontrolle des endog8R©OC1-Promotors. Hodenschnitte von
homo- oder heterozygoten beta-Galactosidase-Mauasemit X-Gal, einer Verbindung die
von der beta-Galactosidase zu einem blauen Faflstofesetzt wird, gefarbt wurden, zeigen
ebenfalls X-Gal-Farbung in Spermatogonien, &hnhedh die immunhistochemische Farbung
von SPOC1 in Wildtyp- Mausen (Bordlein, 2011).

In homozygoten SPOC1-knockout-Mausen war keine inmmatochemische Farbung der
Spermatogonien zu sehen (Bordlein, 2011) und zwah anicht nach Anwendung einer
Signal verstarkten immunhistochemischen Farbungaimém Peroxidase-Tyramid-System
(personliche Mitteilung von Dr. Hannah Staege, ABteilung 2).

Im Gegensatz zu den monoklonalen Ratte anti-SPOftik@&pern bindet das Kaninchen
anti-SPOC1 Serum 53 auch an Spermatocyten Il umingide. Dies legt nahe, dass das

Serum 53 entweder mit hoherer Affinitat ein weitedntigen bindet, das in diesen Zellen
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vorkommt, oder eine modifizierte Variante von SPQGHe durch die monoklonalen
Antikdrper nicht erkannt wird.

Des Weiteren fiel auf, dass das Serum 53 in muritdoden keine Farbung ergibt. Eine
Erklarung konnte der Austausch einer Aminosauré&pitop sein. Humanes SPOC1 weist an
Position 292 Threonin auf, das murine Protein dagellethionin. Andererseits sind im
Epitop des rm45-Antikorpers 3 Aminosauren (A72T8A7 S79T) nicht konserviert und der
Antikdrper erkennt trotzdem sowohl humanes als amghines SPOCL1.

Der Sequenzvergleich liefert daher keine zufriesteiende Erklarung. Wahrscheinlich spielt
hier die Ausrichtung der Aminosauren im Raum inadshder Aminosaurekette die gréRere
Rolle, sodass die drei nicht konservierten Aminosauim Fall von rm45 nicht an der
Interaktion von Epitop und Antikdrper beteiligt dinim Fall von Serum 53 die eine

Aminosaure aber essentiell fir dessen Bindung ist.

4.2.2 Expression von SPOC1 im humanen Hoden

Im humanen Hoden wird SPOC1l in allen drei morphsldy unterscheidbaren
Spermatogonientypen, den A-dark, A-pale und B-Spéwgonien exprimiert. Das A-dark-
Spermatogonium kann auf den Bildern an seiner Alufhg im Zellkern erkannt werden. Bei
den anderen positiven Zellen dirfte es sich eblsntah Spermatogonien handeln, da sie
Kontakt mit der Lamina propria haben und die uni&eiSchicht des Keimepithels bilden.
Zwischen A-pale und B-Spermatogonien kann alleslingcht zuverldssig unterschieden
werden. In Abbildung 20 b ist nicht klar, ob eshsbei den beiden mit dem Stern markierten
Spermatogonien um Typ A-pale oder B handelt, darzwa den blass gefarbten
Spermatogonien jeweils zwei starker Hamatoxylinddak, randstdndige Strukturen zu
erkennen sind, aber unklar bleibt, ob es sich dalmi einen Nukleolus oder starker
kondensiertes Chromatin handelt. Um zwischen A-pakkB Spermatogonien zuverlassig zu
unterscheiden konnte eine Immunfluoreszenzdoppeifiy mit SPOC1, einem
Nucleolusmarker und einem Kernfarbstoff durchgefinerden.

Zusammenfassend kann SPOC1 als neuer Marker figyedi@mte Spermatogonienpopulation

dienen.
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4.2.3 Expression von SPOC1 im Maushoden

Im Maushoden ergibt sich das gleiche Bild, wenn mdie eingangs erlauterten
morphologischen Unterschiede zwischen Mensch undusMéericksichtigt. Da die
Zellklonpopulationen, die von den einzelnen Speogatien ausgehen, in der Maus deutlich
groer sind als beim Menschen, findet man bei dausvhur einzelne oder eine kurze Reihe
Spermatogonien in den Anschnitten eines Hodenkhedt: SPOC1 wird im Maushoden
ebenfalls in Spermatogonien exprimiert. Allerdingg die Erkennung der einzelnen
Spermatogonien-Stadien schwierig, weshalb Immunészenz-Doppelfarbungen zur
Unterscheidung der Stadien durchgefihrt wurden.

Unklar bleibt, ob die mit der Verstarkungsreaktangefarbten Strukturen in Spermatocyten |
eine Bedeutung haben. Es konnte sich dabei um wnspezifische Bindung oder um an
Chromatin gebundenes SPOC1 handeln. Wenn dem, steit sich Frage, welche Funktion
das Protein dort erfillt. Die Farbung der Spermgtat | wurde nur in einigen und nicht in
allen Tubuli innerhalb eines Schnitts beobachte¢s& Befund legt nahe, dass es sich um
Spermatocyten | in einem bestimmten Stadium handelt

In einer Immunfluoreszenzdoppelfarbung fielen radéadige, schwach SPOC1 positive
Zellen mit deutlichen, zentralen Nukleoli auf (Althing 25). Der Kernmorphologie und der
Position innerhalb des Tubulus nach zu urteilensstdies sich um Sertolizellen handeln. In
anderen Immunfluoreszenzdoppelfarbungen oder kdioresllen immunhistochemischen
Farbungen liel3 sich SPOCL1 nicht eindeutig in Seglén nachweisen. Mithilfe einer
SPOC1-Knockout-Maus und einer Kontrollmaus wirdeh shachweisen lassen, ob die
schwach positiven Reaktionen mit der Verstarkuraidgren und in der Immunfluoreszenz

spezifisch sind.

4.2.4 Expression von SPOC1 in anderen Mausgeweben

In den Mausgeweben Milz, Ovar und Dinndarm konmimiinhistochemisch kein SPOC1
Protein nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis stelYiderspruch zu anderen Daten, da
mit einem Dot-Blot Assay mit radioaktiv markiert&onden SPOC1 spezifische RNA in
zahlreichen humanen Geweben nachgewiesen werdenekamenn auch deutlich schwacher
als im Hoden (Mohrmann, 2005). Dr. Hannah Staeg®l (Abteilung 2, personliche

Mitteilung) konnte in den untersuchten Mausgewebed auch in anderen Mausgeweben
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mittels Westernblot eindeutig SPOC1 Protein nackereiallerdings mit deutlich geringeren
Signalinetensitaten als im Hoden.

Es bleibt unklar, warum sich SPOC1 in Geweben ohivgicherer Expression nicht anfarben
lasst. Entweder ist die immunhistochemische Farminbt sensitiv genug um so geringe
Mengen an SPOC1 anzufarben oder SPOCL1 ist nuhirvgenigen Zellen, wie zum Beispiel

Stammzellen exprimiert, die im Schnitt tUbersehemden. Des Weiteren wirde man einen
Nachweis in mitotisch aktiven Zellen erwarten, sieden Krypten des Dinndarms und den
Keimzentren der Lymphfollikel der Milz vorkommena &POCL1 in Zellkultur in mitotischen

Zellen nachgewiesen werden konnte (Kinkley, 20@9lerdings stammen die Zellkulturen

aus Malignomen, sodass man annehmen konnte, d&¥S1SRur in undifferenzierten Zellen,

wie Spermatogonien oder Stammzellen, und in maligaesformierten Zellen exprimiert

wird.

Eine weitere Erklarungsmadglichkeit fir den bishahh gelungenen immunhistochemsichen
Nachweis von SPOCL1 in Nicht-Testis-Geweben wéarss ddie geringe Menge SPOCI,
aufgrund der kurzen Halbwertszeit von SPOCL1 in Zgle abgebaut ist, bevor das Organ
prapariert ist und die Fixationsldsung den Protaaa in der Zelle stoppt. Zudem ist es
denkbar, dass SPOC1 in manchen Geweben und Zellenach intensiver Vorbehandlung

der Gewebeschnitte fur die Antikdrper zuganglichdwi

4.2.5 Immunfluoreszenzdoppelfarbungen im Maushoden

Die Immunfluoreszenzdoppelfarbung mit GSA-II-Lekéirboung und einem anti-SPOC1-

Antikorper zeigt klar, dass es sich bei den SPOG4itipen Zellen um Spermatogonien
handelt.

Die Immunfluoreszenzdoppelfarbung auf PCNA und SP@é€lgt, dass die SPOCL1 positiven
Zellen DNA replizieren oder andere Aktivitdten cufithren, fur die das PCNA-Protein

bendétigt wird (Moldovan, 2007). Auf einem Schnibpildung 26) wurden die Mitosephasen
Metaphase und Anaphase beobachtet. Hier fand sicteine zytoplasmatische, aber keine
chromatin-assozierte Farbung von SPOC1 und PCN#e @&eobachtung, die auch mit
Tumorzelllinien gemacht wurde (Kinkley, 2009).

Die Immunfluoreszenzdoppelfarbung auf PLZF und SPQE€igt, dass die PLZF-positiven

Spermatogonien, die wahrscheinlich den Stammzédlldarcstellen (Costoya, 2004), (Buaas,
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2004) ebenfalls positiv fur SPOC1 sind. Allerdifgsben sich noch weitere PLZF-negative
Spermatogonien mit SPOC1 an, die wahrscheinliderdifizierte Spermatogonien darstellen.
Die Immunfluoreszenzdoppelfarbung auf SOHLH1 undOSR zeigt, dass alle SOHLH1
positiven Zellen auch SPOC1 positiv sind, abertradle SPOC1 positiven Zellen gleichzeitig
auch SOHLH1 positiv sind. Dies zeigt, dass SPOCZXhaun differenzierenden
Spermatogonien bis zum Stadium des B-Spermatogenexprimiert wird.

Um die Ergebnisse zu prifen, wurde eine Immunflsmeazdoppelfarbung auf PLZF und
SOHLH1 durchgefluhrt. Diese zeigt, dass es Spermateg gibt, die entweder beide Proteine
oder nur SOHLH1 exprimieren. Bei den Spermatogqnié® nur PLZF exprimieren, dirfte
es sich um Stammspermatogonien, also A-single updifed Spermatogonien, handeln. Die
Spermatogonien, die beide Marker exprimieren, dirf-aligned Spermatogonien darstellen.
Die Spermatogonien, die nur SOHLH1 exprimieren,ftdiir A1 bis B-Spermatogonien
darstellen. Dieser Befund deckt sich mit dem pudatien Expressionsmuster fur PLZF
(Buaas, 2004) und dem publizierten Expressionsenfist SOHLH1 (Ballow, 2006).
Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissem slage SPOC1 im Maushoden sowohl
in den undifferenzierten, PLZF-positiven Stammspgogonien, als auch in den
differenzierten Spermatogonien, die SOHLH1 exprierie vorhanden ist. Dies impliziert,

dass SPOC1 auch im Maushoden ein Marker fir akerSgogonien darstellt.

Spermatogonientyp | A-single | A-paired | A-aligned | Al - A4 | Intermediate B préleptotan
SPOC1 + + + + +
PLZF + + +
SOHLH1 - - + + + +
PCNA - - ; n T T T

Tabelle 5: Zuordnung der Expression von SPOC1 , PLE, SOHLH1 und PCNA zu Spermatogonien-
populationen im Maushoden.
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4.2.6 Immunfluoreszenzdoppelfarbungen im humanen Ho  den

Die SPOCL1 positiven Spermatogonien sind im Maushatigrk PCNA positiv, im humanen
Hoden dagegen nur schwach. Ehmcke et al. (Enmé&k&)zargumentieren, dass ein Grol3teil
der A-pale und A-dark Spermatogonien eine Regetioasaeserve darstellen und deshalb
mitotisch inaktiver im Vergleich zu den Spermatogonder Maus ist. Dies ware eine
maogliche Erklarung fur die schwéchere PCNA Farbung.

Die anderen Marker PLZF und SOHLH1 lieBen sich inumhnen Hoden
immunhistochemisch leider nicht darstellen, sodass kein Vergleich zur Maus gezogen

werden kann.

4.3 Knockdown von SPOC1 im Maushoden

Aus dem Experiment mit dem Doxycyclin induzierba®ROC1 Knockdown Mausmodell
lassen sich allein keine genauen Schlisse zielaemyudein Tier einen Phanotyp aufwies und
die Anzahl der Tiere zu gering war.

In der Zusammenschau der Ergebnisse mit denen &afidén und Kollegen (B6rdlein, 2011)
puplizierten Daten kann aufgrund der gleichen Teamdangenommen werden, dass der
Knockdown von SPOC1 zur Depletion der Stammspemgaatien und damit zur Infertilitat
fuhrt. Die Depletion der Stammspermatogonien wizrdesinem histologischen Bild fuhren,
wie es in den Mausen beobachtet wurde. In den Tdehlen Spermatogonien und frithe
Differenzierungsstufen. Die restlichen Zellen difflezieren sich zu Spermatozoen bis der
Tubulus leer ist. Ein &hnlicher Phanotyp wurde dem zwei eingangs erwahnten Gruppen
(Costoya, 2004) und (Buaas, 2004) in Mausen mgldefn PLZF beobachtet.

Im Gegensatz dazu stehen Tubuli mit gestorter Spegenese, aber vorhandenen SPOC1-
positiven  Spermatogonien. Dieser Phénotyp koénntetstemen, wenn intakte
Stammspermatogonien atrophische Tubuli wieder Hdebieund deshalb keine spaten
Differenzierungstufen zu sehen sind, weil die Spgagenese gerade erst wieder beginnt. Es
wurde publiziert, dass diese Wiederbesiedlung deiok noch nicht naher charakterisierte
Subpopulation der Stammspermatogonien erfolgt (haka, 2007).

Es bleibt daher noch zu klaren wie die Stammsp&mgaatien verschwinden, ob durch
Apoptose oder durch terminale Differenzierung.

Deshalb wurde sowohl mit der TUNEL-Methode als aogheiner immunhistochemischen
Farbung auf aktivierte Caspase3 nach einer erhdiyppeptoserate gesucht, aber es war kein
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signifikanter Anstieg der Apoptose in den Hoden ldagzeit-induzierten Mause zu messen.
Das heil3t, dass das Fehlen der Zellen in der iedenn Maus wahrscheinlich nicht auf
vermehrte Apoptose zuruickzufihren ist oder derkEffe gering war, dass er nicht gemessen
werden konnte. Allerdings bleibt zu beriucksichtigedass die Subpopulation der
Stammspermatogonien, die in der Lage ist die Spegeaese langfristig aufrecht zu
erhalten, wahrscheinlich sehr klein ist. Oatley ufdllegen konnten nachweisen, dass
Inhibitor of DNA Binding 4 (ID4) im Maushoden num A-single Spermatogonien vorkommt
und ein Knockout von ID4 flhrt ebenfalls zu einentichen Phanotyp wie der Kockout von
SPOC1 oder PLZF mit Depletion von Spermatogonied bnfertilitét (Oatley, 2011). Die
vermehrte Apoptose von A-single Spermatogonien niagkisen ist aufgrund ihrer geringen
Anzahl sehr schwierig.

Eine alternative Erklarung fir die Depletion der eBpatogonien ist eine terminale
Differenzierung der Spermatogonien, also das ke&lae Spermatogonien nach erfolgter
Mitose die vollen Stammzelleigenschaften behélt alld Spermatogonien sich nach und
nach zu reifen Spermatozooen differenzieren.

Des Weiteren bleibt zu klaren, welche Menge Probainttigt wird um die Spermatogenese
aufrecht zu halten, beziehungsweise wie stark dwcKdown letztendlich im Tier ist. Dies
durfte insbesondere von der Pharmakokinetik undnanhyk des Doxycylins abhangen.
Genaue Plasmaspiegel wurden nicht bestimmt.

Trotz alledem weist das Experiment daraufhin, d88C1 zur Aufrechterhaltung des
Spermatogonienstammezellpools nétig ist. Um diesbestatigen sind weitere Experimente
erforderlich. Ein Transplantationsexperiment wiefi@asOCT4 (Dann, 2008) oder fur PLZF
durchgefuhrt wurde (Buaas, 2004), (Costoya, 20@dnnte klaren, ob SPOC1 bei der
Aufrechterhaltung des Spermatogonienstammezellpaoi'e entscheidende Rolle spielt.
Hierzu muisste man Spermatogonien der SPOC1-Knoakdwiwuse in die Hoden von
spermatogonien-depletierten Mausen einbringen umdersuchen, ob die Spender-
Spermatogonien in der Lage sind, die leeren Tulmdider zu besiedeln. Einmal mit und
einmal ohne Induktion der shRNA-Expression durckxyagclin.

Des Weiteren ware es winschenswert zu untersuobesich die Expression von SPOC1 in
Spermatogonien &andert, wenn andere fir das Uberlelee Spermatogonien essentielle
Proteine - wie zum Beispiel PLZF oder TAF4b - asspaltet sind. Dies konnte
Rickschliusse auf mdgliche gegenseitige Abhangigkedieser Proteine beziglich deren

Stabilitat und Expressionshdhe oder durch sie regalGene aufdecken.

- 106 -



4.4 Phanotyp im lleum von homozygoten SPOC1 Knockdo  wn

Mausen

Der homozygote Genotyp der SPOC1-kd-Maus weist wafistdndige Penetranz auf, da alle
homozygoten Tiere einen Ph&notyp im Dunndarm agkvie

Durch die enzymhistochemische Farbung auf alkadigeiiosphatase konnten die veranderten
Zellen im Diunndarm als Enterozyten identifiziertrden. Die Olrot-Farbung legt nahe, dass
sich Fette in den Enterozyten anhaufen. Die negafeaktion auf die PAS-Farbung legt
diese Interpretation nahe, da die optisch leeremnf@anicht mit neutralen Kohlenhydraten
ausgefullt sind, was neben Fetten die zweite Iné¢aionsmaoglichkeit fur leere Raume im
Paraffinschnitt in der H.E. Farbung darstellt.

Endgultig zu klaren bleibt, weshalb die Zellen iar H.E. und PAS-Farbung balloniert
wirken, wahrend dies bei der Olrot-Farbung nicht Ball ist. Hierbei konnte es sich um ein
Einbettungsartefakt handeln, da das Material férRhraffinschnitte 3 Tage lang Isopropanol
ausgesetzt war, im Gegensatz zu den Gefrierschiittadie Olrot-Farbung.

Uber die genaue Ursache des Phanotyps kann nunlggekverden. Moglich ware, dass eine
zu hohe Expression des Tet-Repressors EinflusSiguialwege innerhalb der Zelle nimmit.
Auf der anderen Seite ware auch eine ExpressiorsttlRNA denkbar, die nicht durch den
Tet-Repressor gehemmt wird, weil bei zwei Allelechh gentigend Tet-Repressor vorhanden
ist. Es bleibt jedenfalls noch zu klaren, ob defeEf vom Tet-Repressor, der shRNA und
damit eines Knockdown von SPOC oder von der homateyg Inaktivierung des Rosaz26-
Locus ausgeht. Einen Hinweis auf eine Beteiliguag @iet-Repressors liefert das Phanomen,
dass mit Doxycyclin induzierte homozygote Tierenkesi todlichen Phanotyp entwickeln, da
das Doxycyclin eine Inaktivierung des Tet-Represdoewirkt. In diesem Zusammenhang
sollte Uberprift werden ob mit Doxycyclin induzeethomozygote Tiere sterben, wenn sie
kein Doxycyclin mehr erhalten.

Wang und Mitarbeiter (Wang, 2002) zeigten, dasse efusschaltung des Hedgehog-
Signhalwegs mit einem monoklonalen Antikoérper in Mambryonen zu einem ahnlichen
Phanotyp fiihrt. Die Tiere sterben ebenfalls etw#/@&chen nach der Geburt und weisen
Fettanreicherungen in den Enterozyten auf.

Daher sollte Gberpruft werden, ob es eine Verbigdewischen dem Hedgehog-Signalweg

und SPOC1 gibt, denn es ist denkbar, dass SPOGldébeHedgehog-Signalweg reguliert
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wird oder umgekehrt. Dieses Projekt ist schwietngrealisieren, da noch nicht klar ist in
welchen Zellen SPOCL1 im Dunndarm exprimiert wirdmunhistochemische Farbungen im
Dunndarm auf SPOCL1 haben bisher noch nicht funiertn

Des Weiteren sollte auch ein Einfluss des Tet-Resmmes auf den Hedgehog-Signalweg
Uberpruft werden.

Das Krankheitsbild der Abetalipoproteindmie beim ngighen zeigt einen mit ahnlichem
Phénotyp im Dunndarm (Berriot-Varoqgueaux, 2000)e Mrankheit wird durch einen
homozygoten Defekt des microsomal triglyceride dpant protein (MTP) verursacht. Die
Betroffen kénnen aufgrund des Defekts nicht aubexid Chylomikronen und VLDL
produzieren, was zur Malabsorption von Lipiden uddmit verbunden auch zur
Malabsorption der fettloslichen Vitamine fihrt. eDAbetalipoproteinamie manifestiert sich
im Sauglingsalter mit Steatorrhoe, Erbrechen urdbatineller Schwellung. Die Symptome
bessern sich mit fettarmer Erndhrung. Allerdingamkd es im weiteren Verlauf zu
neurologischen und ophtalmologischen Symptomen Meelust der Propriozeption mit
Dysmetrie, Ataxie und veréandertem Gangbild sowieskélschwache und Nachtblindheit
sowie im spateren Verlauf Skotome. Die neurologechnd ophtalmologischen Symptome
sind wahrscheinlich Vitaminmangel bedingt. Des \&teih kann eine Fettleber durch die
gestorte Lipoproteinproduktion und Akantocytose Héimolyse auftreten. Mogliche Ursache
ist die gestorte Lipidzusammensetzung der Erythessoyembran. Blutungsneigung und
Herzinsuffizienz kdnnen ebenfalls vorkommen.

Entscheidend ist der identische Phanotyp im Dimmdanit ballonierten Enterocyten mit
klarem Zytoplasma in den oberen zwei Dritteln ddh.\Die veranderten Enterocyten sind
ebenfalls mit Olrot anfarbbar. AuRerdem zeigt sakloskopisch eine weilRe Verfarbung der
Dunndarmmukosa durch die eingelagerten Lipide.

Es wurde publiziert, dass der MTP-Inhibitor T-01€® &hnliches histologisches Bild im
Dunndarm der Ratte hervorruft (Miyazaki, 2007). DEsiteren beobachteten Myazaki und
Mitarbeiter Leberverfettung und Veranderungen defutggrinnung wie bei der
Abetalipoproteindmie.

Des Weiteren wurde Uber einen anlichen Phanotyghamozygoten Rosa26-CreERT2
Mausen berichtet (Glaser, 2009). Das CreERT2 Fspiatein enthélt die Cre-Rekombinase
und den Ostrogenrezeptor 2. Die Rekombinaseakiwtét in Gegenwart von Tamoxifen
aktiviert. Wenn das Fusionsprotein durch Tamoxifanhomozygoten Rosa26-CreERT2
Mausen aktiviert wurde, starb ungefahr die Halfter dAMause an gastrointestinalen

Komplikationen. Histologische Untersuchungen derst@benen Mause wurden von den
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Autoren nicht durchgefuhrt. Trotzdem liefert dieBeblikation einen Hinweis, dass der
inaktivierte Rosa26-Locus fur das Problem verantiebr sein konnte, da hier ein anderer
Vektor in den Rosa26-Locus eingebracht wurde.

4.5 Seminom

Die Arbeit zeigte das Seminome unterschiedlich GBIOC1 exprimieren, bis hin zu nicht
nachweisbaren Mengen. Dies wirft die Frage aufewdntuell ein ahnlicher Zusammenhang
zwischen der Expression von SPOC1 und dem UberldeerKrebspatienten besteht, wie
Mohrmann und Mitarbeiter fir das Ovarialkarzinomritdegeten (Mohrmann, 2005).
Allerdings konnte das Verhaltnis von SPOC1-Expmssind Uberleben hier auch umgekehrt
sein, da normale Spermatogonien ebenfalls SPOCtingepen und die Expression von
SPOC1 in Seminomen eventuell eine hohe Differenmgranzeigt und gut differenzierte
Tumoren generell weniger aggressiv sind als schletifferenzierte Tumoren. Der
Zusammenhang zwischen SPOC1 und dem Uberleberatienten sollte genauer untersucht
werden. Es sollte ebenfalls geprift werden, ob W@irterschied im Ausmall der DNA-
Methylierung zwischen SPOCL1 positiven und negati@eminomen besteht, da hohe DNA-
Methylierung mit Chemotherapieresistenz in Semingmend somit Uberleben, in
Verbindung gebracht werden konnte (Wermann, 208BPOC1 konnte, als chromatin-
assoziertes Protein, auch selbst an der DNA-Meathytig beteiligt sein, da andere Proteine
mit PHD-Domanen, wie zum Beispiel MLL5 (Mixed Lirnga Leukaemia), ebenfalls an
DNA-Methylierung beteiligt sind (Heuser, 2009).

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob SPOCH @uGonocyten und Praspermatogonien
exprimiert wird, wie dies bei den anderen Marketpireen OCT4, NANOG und APy2der
Fall ist. Mit dieser Information kdnnte man eine s&age treffen, ob SPOC1 positive
Seminome eher frihen oder eher spaten Entwickltufges der Gonocyten bzw.
Praspermatogonien zuzuordnen sind und zudem meéghelise Ruckschliisse daraus ziehen,
ob die maligne Transformation der VorlauferzellesnvSPOC1 positiven Seminomen zu
einem anderen Zeitpunkt in der Entwicklung statigeen hat als die der Vorlauferzellen von
SPOC1 negativen Seminomen.

Einige Tumorzellen enthalten auch SPOC1 positivii®éali oder zumindest eine fokale
Verteilung von SPOCL1 positivem Chromatin. Daherriténauch eine Assoziation mit dem

Nukleolus beziehungsweise der Nukleolus Organis&egion vorliegen. Die Nukleolus
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Organisator Region ist durch eine Silberfarbungagbifar und ist in CiS-Zellen vermehrt
vorhanden (Muller, 1994).

Zu erklaren bleibt auch noch, was die SPOC1 pasitikappen an der Kernmembran zu
bedeuten hat. Ein Artefakt ist unwahrscheinlichedanur in einigen Tumoren auftritt, sowohl
in einem CiS als auch in zwei soliden Tumoren. &udt al. konnten ahnliche Strukturen
bestehend aus Lamin A/C, Emerin und PML in differerten embryonalen Stammzellen
finden. Lamin B ist in undifferenzierten embryonmal&tammzellen perinuklear lokalisiert
(Butler, 2009). In allen Keimzelltumoren wurde LanB nachgewiesen, aber in Seminomen
und CiS mit Ras-Mutation auch Lamin A/C (Machiel®97). Es sollte daher untersucht
werden, ob die Kappen-Strukturen neben SPOC1 awochirl A/C, Emerin oder PML
enthalten und ob die Keimzelltumoren mit SPOC1l4{pasi Kappen-Struktur eine Ras-

Mutation aufweisen.
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5 Zusammenfassung

SPOC1 steht furSurvival time — associateBHD protein inovariancancer”, da fur erhohte
RNA-Spiegel des SPOC1-Gens eine Assoziation mhkiretem Uberleben bei Patientinnen
mit Ovarialkarzinom berichtet wurde. Dieser Berickeigte hochste RNA-Spiegel im
humanen Testis und dort ausschlie3lich in Spermvaieg. Zu Beginn der Arbeit war Uber
die Expression, Lokalisation und Funktion des SP®@teins im Testis nichts bekannt und
sollte daher erstmals untersucht werden. Zunactsdewveine immunhistochemische Farbung
zum Nachweil3 des SPOC1 Proteins entwickelt. Hiefdlonnte erstmals nachgewiesen
werden, dass das SPOC1 Protein im humanen Hodemllém drei morphologisch
unterscheidbaren Spermatogonientypen exprimied.wir

Ahnlich wie beim Menschen, wurde auch im Maushodekieare SPOC1-Proteinexpression
sowohl in undifferenzierten, PLZF positiven, alclun SOHLH1 positiven, differenzierten
Spermatogonien immunhistochemisch nachgewiesen. Bimmichten in die Funktion des
Proteins zu erhalten, wurde ein partieller Doxyeyahduzierbarer Knockdown von SPOC1
in der Maus histologisch untersucht. Bei einem warei untersuchten méannlichen Tieren
wurde in den Tubuli seminiferi eine unterschiedlistark ausgepragte Depletion von
Keimzellen bis hin zum Sertoly only Ph&notyp bedibet; ein Indiz fir die Funktion von
SPOCL1 in der Differenzierung und Erhalt der Keirtezel

Mause mit homozygoter Integration der shRNA Knoakdd<onstrukte verstarben 3 Wochen
post partum und zeigten vermehrte Lipidspeicherumdinndarm, die auf den starkeren
SPOC1 Knockdown oder auf andere Effekte des Transspgearick zu fuhren sein konnte.
Stimuliert durch die nachgewiesene SPOCL1-Protemessmpn in Spermatogonien und dem
Zusammenhang von SPOC1 mit Karzinomen wurde aratysb das SPOC1-Protein auch in
Seminomen, einem Tumor der aus Vorlauferzellen Sparmatogonien entsteht, exprimiert
wird. Granulares SPOC1 Protein wurde in Zellkernean mehreren Tumorbiopsien
nachgewiesen. In einigen Biopsien fand sich dagePré&appenformig an der Kernmembran,
ahnlich wie flr spezifische Stadien von embryon&tammzellen beschrieben.
Zusammenfassend gelang es mit dieser Arbeit dettallinformationen tber die Spermato-
gonienstadium-spezifische Expression, subzelluldmealisation und Funktion von SPOC1
im Testis zu gewinnen. Der Nachweis der SPOC1-ESgwae in Hodentumoren ist ein
weiteres Indiz fur die mogliche Rolle von SPOC1 Bmitstehung oder Progression von

Tumorerkrankungen.
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