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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Verteilung und funktionelle Untersuchungen des ABCG2-

Transporters in murinen Spermatozoen
Autor: Philip Repges

Die Aufgabe von Spermatozoen ist es das Erbmaterial zur weiblichen Oozyte
zu transportieren. Voraussetzung fur eine physiologische Befruchtung sind
physiologische und biochemische Veranderungen der Spermatozoen im
weiblichen Reproduktionstrakt, die in ihrer Gesamtheit als Kapazitation be-
zeichnet werden. Die Abnahme des Cholesterolgehaltes in den Plasma-
membranen von Spermatozoen ist ein entscheidender Schritt in der Kapazi-
tation dieser Zellen. Wie es zu der Abnahme des Cholesterolgehaltes kommt
ist bislang unklar. Ein Transporter, dessen Beteiligung im Transport von Cho-

lesterol in somatischen Zellen derzeit diskutiert wird, ist ABCG2.

Das ABCG2-Protein (Adenosin-Triphosphate-Binding-Cassette 2) ist ein aus
sechs Transmembrandomanen bestehender, phylogenetisch hoch konser-
vierter Transporter der ATP-Binding-Cassette-Familie, der in einer Vielzahl
von Geweben nachgewiesen ist. Dort minimiert er die Akkumulation zytotoxi-
scher Substanzen. Dies ist in entarteten Geweben die Grundlage der klinisch
bedeutsamen Resistenz gegenlber einer grolen Anzahl von Chemothera-
peutika. In dieser Arbeit sollte die Lokalisation des ABCG2-Transporters in
Spermatozoen verschiedener Spezies nachgewiesen und Uberprift werden,
inwieweit ABCG2 in Spermatozoen funktionell aktiv und an der Fertilisation

beteiligt ist.

Das 72 kDa schwere Protein konnte in dieser Arbeit mittels Western-Blot in
Spermatozoen von Mensch, Bulle, Ratte und Maus nachgewiesen werden. In
immunzytochemischen Untersuchungen zeigte sich eine Lokalisation des
Proteins in der akrosomalen Region in Spermatozoen von Bulle und Maus.

Es konnte mittels Transportversuchen gezeigt werden, dass ABCG2 in



1 Zusammenfassung

Spermatozoon funktionell aktiv ist und dass der spezifische-Inhibitor Fumit-
remorgin C die intrazellulare Akkumulation der Substrate Hoechst 33342 und
Ethidiumbromid in Spermatozoen erhohte. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass der ABCG2 Transport-Inhibitor Fumitremorgin C keinen Einfluss auf die
Kapazitation nimmt. So wurde die Auspragung der kapazitationsassoziierten
Tyrosinphosphorylierung von Proteinen im Western-Blot durch Fumitremorgin
C nicht verandert. Im Weiteren zeigte sich in der Chlortetrazyklin- und der
Pisum sativum Agglutinin-Farbung, dass der spezifische Inhibitor die Anzahl
akrosomal reagierter Zellen nach Auslosung der akrosomalen Reaktion mit
dem Kalzium-lonophor A23187 nicht signifikant verminderte. Der Nachweis
von ABCG2 in Spermatozoen verschiedener Spezies und die gezeigte funk-
tionelle Aktivitat von ABCG2 sprechen fur eine wichtige Rolle des Transpor-

ters in Spermatozoen.



Summary

Summary

Distribution and functional analysis of ABCG2 in murine spermatozoa

The role of mature spermatozoa is the transportation of the genetic material
to the site of fertilization in the female oviduct. The biochemical and physio-
logical changes of the spermatozoa which are responsible for the ability to
fuse with the plasma membrane of the female oocyte are termed capacition.
Especially the removal of cholesterol from the plasma membrane is a crucial
early step in the process of capacitation that prepares sperm for fertilization.
The mechanism underlying the decrease of cholesterol during capacitation
are largely unknown. A protein whose participation in the transport of choles-

terol in somatic cells is currently being discussed is ABCG2.

The ABCG2 transporter is a 6 transmembrane domain protein that is highly
conserved and is expressed in a wide variety of tissues, where it is involved
in limiting the intracellular accumulation of cytotoxic compounds. lIts clinical

relevance includes roles in multi-drug-resistance in malignant tissues.

Here we show that the ABCG2 transporter also may be present in spermato-
zoa. Specifically, we show for the first time that a 72 kDa immunoreactive
band is recognized on western blots of extracts of sperm from man, bull, rat,
and mouse and that ABCG2 is localized in the acrosomal region of bovine
and murine spermatozoa. We also show that the specific ABCG2 transport
inhibitor Fumitremorgin C slows the removal of the cytotoxic agents Hoechst
33342 and ethidium bromide from sperm. However we found that the ABCG2
transport inhibitor Fumitremorgin C did not alter the progress of capacitation
for sperm. Specifically, the time course of appearance of protein tyrosine
phosphorylation was not slowed. In addition the inhibitor did not significantly
decrease the proportion of sperm that achieved a recognized end-point of
capacitation (ionophore-triggered acrosomal exocytosis) assessed by stain-

ing with Pisum sativum agglutinin or with chlortetracycline.



Summary

The detection of ABCG2 in spermatozoa of various species and shown func-
tional activity of ABCG2 suggest a specific role for the ABCG2 transporter in

mature spermatozoa.
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Abkurzungsverzeichnis

ABC-Transporter
ADP
ATP
BSA
cAMP
CF
CFTR
CTC
CY3
DAPI
DIC
DMEM
ECL
EDTA
FITC
HEK
HRP
MDR
MOPS
MRP
NBS
NIH
NMRI
PBS
PKA
PLC
PSA
SAC
TMD
ZP3

ATP-Binding-Cassette-Transporter
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

Bovines Serum Albumin

Cyclisches Adenosinmonophosphat
Cystische Fibrose

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Chlortetracycline

Carbocyanin 3

4', 6-Diamidino-2-phenylindol
Differential Interference Contrast
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Enhanced Chemilumineszence
Etylendiamintetraessigsaure
fluorescein-5-isothiocyanate-protein conjugate
Human Embryonic Kidney
horseradish-peroxidase
multidrug-resistance
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
multidrug-resistance related protein
Nukleotidbindungsstellen

National Institutes of Health

Naval Medical Research Institute
phosphate buffered saline
Proteinkinase A

Phospholipase C

Pisum sativum agglutinin

soluble adenylat cyclase
Transmembrandomanen
Zona-Pellucida-Protein-3
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2 Einleitung

2.1 Spermatogenese und Aufbau des Spermatozoons

Der als Spermatogenese bezeichnete Reifungsprozess mannlicher Gameten
lasst sich bei Saugern in zwei verschiedene Phasen einteilen, die Spermato-
zytogenese und die Spermiogenese. Wahrend der Spermatozytogenese
kommt es zu einer klonalen Vermehrung und Differenzierung der Spermato-
gonien. Dieser Abschnitt ist von mitotischen Teilungen der Spermatogonien A
gekennzeichnet, die an der Basallamina der Hodenkanalchen (Tubuli semini-
feri) lokalisiert sind. Hierbei wird eine Tochterzelle in die Spermatogenese
eingeschleust. Nach einer mitotischen Teilung entstehen aus diesen Sperma-
togonien B die Spermatozyten I. Die Spermatozyten | verdoppeln ihren DNA-
Gehalt und gehen in die 1. Reifeteilung (Reduktionsteilung) der Meiose Uber.
Nach deren Ende betragt inr DNA-Gehalt 2n und sie werden als Spermatozy-
ten Il bezeichnet. In der Prophase der Reduktionsteilung kommt es zur Re-
kombination des mutterlichen und vaterlichen Erbmaterials. Sie dauert beim
Menschen ca. 20 Tage. Auf diese in 5 Stadien einteilbare Prophase folgen
schnell Meta-, Ana- und Telophase. In histologischen Schnitten sind die als
Spermatozyten Il bezeichneten Zellen nur selten zu erkennen, da es weder
zu einer Reduplikation noch zu einer Rekombination des Erbgutes kommt
und der Prozess der nun einsetzenden 2. Reduktionsteilung nur wenige
Stunden in Anspruch nimmt. Aus der 2. Reifeteilung gehen die haploiden
Spermatiden hervor. Diese Spermatiden durchlaufen im Folgenden zytologi-
sche Reifungen, welche zum Teil zeitgleich ablaufen und im Gesamten als
Spermiogenese bezeichnet werden. Sie haben zum Ziel, das Spermatozoon

in die Lage zu versetzen, die weibliche Oozyte zu befruchten.

Vereinfacht Iasst sich dieser hochkomplexe Prozess folgendermalden in vier

Phasen beschreiben:
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2 Einleitung

1. Kernkondensation

Wahrend dieser Phase kommt zu einer Verdichtung des Chromatins auf ca.
10% seines ursprunglichen Volumens und zu einer exzentrischen Verlage-
rung des Kerns, der sich zu einer speziescharakteristischen Form umwan-
delt.

2. Akrosomenphase

Das zur Penetration der weiblichen Zona Pellucida essentielle Akrosom ent-
wickelt sich aus dem Golgi-Apparat. Kleine granulére Vakuolen aus dem
Golgi-Apparat konfluieren und bewegen sich auf die Kernmembran zu. Dort

flacht das akrosomale Vesikel ab und legt sich kappenartig um den Kern.
3. Spermatozoenschwanzentwicklung

Das zur Fortbewegung im weiblichen Genitaltrakt bendétigte Schwanzstlick
entsteht aus den Zentriolen der Spermatide. Sie bestehen aus einer Mikrotu-

bulistruktur mit der Anordnung 9x2+2.
4. Zytoplasmareduktion

Das Uberflussige Zytoplasma wird von den umgebenden Sertoli-Zellen pha-
gozytiert. Die sich anschlieRende Freisetzung der Spermatozoen in das Lu-
men der Hodenkanalchen wird als Spermiation bezeichnet. Der passive
Transport Richtung Rete testis und Nebenhoden dauert beim Menschen 8-17
Tage und ist mit einer weiteren Reifung der Spermatozoen verbunden. Im
Nebenhoden werden die morphologisch ausdifferenzierten, aber unkapazi-

tierten Spermatozoen nun bis zur Ejakulation gespeichert.

Die aus der Spermatogenese entstandenen Spermatozoen sind beim Men-
schen ca. 60 ym lang und gliedern sich in einen Kopf- und in einen Schwanz-
teil, wobei der Schwanz weiter in Hals-, Mittel-, Haupt- und Endstlck unter-
teilt werden kann. Im Kopfbereich befindet sich der Kern mit dem
kondensierten Chromatin, dem das Akrosom kappenartig aufliegt. Der sich

anschlielfiende Schwanz des Spermatozoons umfasst neben einem zentralen
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2 Einleitung

Achsenfaden, dem sogenannten Axonema, im Mittelstlick zirkuldr angeord-
nete Mitochondrien, die fur die notige Energie wahrend der Aszension im
weiblichen Reproduktionstrakt sorgen. Das Halsstick des Spermatozoons ist
gekennzeichnet durch Zentriol und Basalkorper. Im Mittelstiick wird es zu
den Mitochondrien hin durch spiralig angeordnete Langsfasern abgegrenzt,
die im Bereich des Hauptstlickes in Ringfasern ubergehen und ca. 5 ym vor

dem Ende des Spermatozoenschwanzes im Endstick enden (Holstein, 2003).

Abbildung 1 zeigt die Darstellung eines humanen Spermatozoons:
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Abbildung 1 Humanes Spermatozoon in einer grafischen Darstellung
(linke Seite), sowie die Zeichnung einer elektronenmikroskopischen Abbil-
dung (rechte Seite), A= Akrosom, AX= Axonema, M= Mitochondrium, N=
Nukleus, NM= Nukledre Membran, PM= Plasmamembran, RF= Ringfaser,
ZT= Zentriol, das Schwanzstiick ist nur partiell dargestellt (modifiziert nach
Roosen-Runge, Atlas of Human Spermatogenesis, 1981).
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2 Einleitung

2.2 Kapazitation und akrosomale Reaktion

Unmittelbar nach der Ejakulation sind Spermatozoen zwar morphologisch
vollstandig entwickelt, aber funktionell noch nicht in der Lage, die weibliche
Gamete zu befruchten. Voraussetzung fir eine erfolgreiche Fertilisation ist

eine Reifung im weiblichen Genitaltrakt.

Wahrend dieses Reifungsprozesses kommt es sowohl zu weitreichenden
intrazellularen Veranderungen als auch zu Modifikationen der Plasmamemb-
ran. Diese biochemischen und physiolologischen Veranderungen wurden
Anfang der 50er Jahre des 20. Jahrhunderts unabhangig von Chang und
Austin postuliert und als Kapazitation bezeichnet (Chang, 1951; Austin, 1952).
Der Prozess der Kapazitation ist eine essentielle Voraussetzung fur Sperma-

tozoen um mit der Plasmamembran der weiblichen Eizelle zu fusionieren.

Um in Spermatozoen die kapazitationsspezifischen Veranderungen in vitro
nachweisen zu kénnen, sind neben Substraten flr den Energiestoffwechsel
speziesubergreifend bei den meisten Saugern drei Komponenten von essen-
tieller Bedeutung: Bikarbonat, Kalzium und Albumin, in aller Regel BSA (Bo-
vines Serum Albumin). Die Wirkung dieser drei Komponenten resultiert letz-
tlich via einer cAMP-abhangigen Signaltransduktion in der Phosphorylierung
von Tyrosinresten von Zielproteinen und daraus resultierenden Aktivitatsan-
derungen der Proteine. Diese Aktivitdtsveranderungen spielen hinsichtlich
der transkriptionalen und translationalen Inaktivitdt der Spermatozoen eine
besondere Rolle, da die Phosphorylierung von Proteinen in Spermatozoen
eine entscheidende Moglichkeit der Steuerung darstellt. Reguliert werden
diese Phosphorylierungen durch cAMP. Bei steigenden Konzentrationen fuhrt
cAMP zu einer Aktivierung von Proteinkinasen, vor allem Proteinkinase A
(PKA). Inkubiert man Spermatozoen mit cAMP-Agonisten, so kommt es auch
unter Abwesenheit von Bikarbonat, BSA und Kalzium zu einer Proteintyrosin-
phosphorylierung. Ebenso konnte gezeigt werden, dass der Proteinkinase A-

Hemmer H-89 die Kapazitation und die damit verbundene Proteintyrosin-
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2 Einleitung

phosphorylierung verhindert. Deshalb wird eine Involvierung dieses cAMP-
abhangigen Signaltransduktionsweges in der Kapazitation angenommen (Vis-
conti, 1995a, b; Visconti, 1999b).

Ein wichtiger Faktor fur die Auslésung der Kapazitation ist Bikarbonat, unter
dessen Abwesenheit es zu keiner Proteintyrosinphosphorylierung in vivo und
in vitro kommt (Visconti, 1995a). Da die Konzentration an Bikarbonat in der Epi-
didymis im Gegensatz zum Seminalplasma und der Zervixflissigkeit gering
ist, kommt es erst nach erfolgter Ejakulation zu bikarbonatspezifischen Ver-
anderungen der Spermatozoen (Brooks, 1983). Der Einstrom von Bikarbonat in
unkapazitierte Spermatozoen resultiert in einer Hyperaktivierung, einem Ans-
tieg des intrazellularen pH-Wertes und in Veranderungen der Membranarchi-
tektur (Vredenburgh-Wilberg, 1995; Flesch 2001; Suarez, 2003). Sowohl die Hyperak-
tivierung als auch die weitreichenden Veranderungen der Plasmamembran
wahrend der Kapazitation durch Bikarbonat sind von der spezifisch in Sper-
matozoen lokalisierten l6slichen Adenylatzyklase (sAC) abhéangig, deren Feh-
len in einer Infertilitat resultiert (Litvin, 2003; Esposito, 2004; Carlson, 2007). Die
Wirkung dieser nicht membranstandigen Adenylatzyklase wird GUber cAMP
vermittelt (Xie, 2006). Die dadurch ausgeldste Proteinphosphorylierung an Se-
rin- und Threoninresten durch PKA beginnt bereits nach 90 Sekunden, eine
kapazitationsassoziierte Proteintyrosinphosphorylierung ist hingegen erst
nach 60 Minuten zu beobachten (Harrison, 2000; Harrison, 2004). Ein weiterer
wichtiger Effekt von Bikarbonat auf Spermatozoen von Saugern ist die Ausl6-
sung des sogenannten ,Phospholipid-Scrambling“, einem Kollaps der Asym-
metrie der Membranlipide. Die Anderungen der Membranunordnung umfas-
sen eine Auswartsbewegung von Phosphatidyl-Serin und Ethanolamin und
wird ebenfalls durch PKA vermittelt (Gadella, 2000; Harrison, 2000).
Nach Studien von Flesch et al. liegt die Bedeutung des ,Phospholipid-
Scrambling” darin, zellulares Cholesterol hauptsachlich aus der akrosomalen

Region bikarbonatstimulierter Spermatozoen zu entfernen (Flesch, 2001).
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2 Einleitung

Die Lipidzusammensetzung der auf3eren und der inneren Schicht der Dop-
pelmembran unterscheidet sich in somatischen Zellen und in Spermatozoen
am Gehalt der vier am haufigsten vorkommenden Phospholipide Phosphati-
dyl-Cholin, Ethanolamin, Serin und Sphingomyelin. Fur die Fluiditat der
Membran ist neben der Menge an ungesattigten Fettsauren Cholesterol von
entscheidender Bedeutung. Eine Abnahme des Cholesterolgehaltes in Sper-
matozoenmembranen gilt als ein Initiator der Kapazitation (Travis, 2002). Um
mit der weiblichen Eizelle verschmelzen zu kdénnen, ist ein metastabiler Zu-
stand der Membran der Spermatozoen erforderlich. Dieser ist im hohen Ma-
Re von dem Sterolgehalt der Membran abhangig. Die Interaktion mit Epithe-
lien vom Vas deferens bis zum Ort der Fertilisation im Ovidukt fuhren in
Spermatozoen zu einer Veranderung des Membransterolgehaltes. So haben
die Epithelzellen der Epididymis und Vasa deferentia eine hohe Kapazitat zur
Bildung von Sterolen, wahrend im weiblichen Genitaltrakt die Follikelflissig-
keit die Fahigkeit zur Sterolaufnahme besitzt (Hamilton, 1969). Humanes Albu-
min, das in der follikularen FlUissigkeit sowie im Ovidukt vorkommt, ist ein
potenter Cholesterolakzeptor (Langlais, 1988). Die Entfernung von Cholesterol
aus der Spermatozoenmembran wahrend der Kapazitation fuhrt Uber bisher
nicht geklarte Mechanismen neben einer Erhdhung der Membranfluiditat zu
einer cAMP-PKA-abhangigen Phosphorylierung von Tyrosinresten an Ziel-

proteinen (Visconti, 1999a, b; Travis 2002).

Neben BSA als Cholesterolakzeptor und Bikarbonat ist Kalzium eine weitere
essentielle Komponente fur die in-vitro-Kapazitation von Spermatozoen (Breit-
bart, 2002b; Wennemuth, 2003; Ho, 2003). Kalzium ist ein second messenger und
reguliert verschiedene Signaltransduktionswege. Wahrend der Kapazitation
spielt Kalzium Uber bisher nicht exakt geklarte Mechanismen in Spermato-
zoen eine essentielle Rolle (Visconti, 1995a). Bekannt ist, dass auch Kalzium

uber cAMP und PKA zu einer Phosphorylierung von Tyrosinresten fuhrt
(Breitbart; 2002b)
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2 Einleitung

Ein funktioneller Endpunkt der Kapazitation ist die akrosomale Reaktion. Sie
ist eine Voraussetzung dafur, dass ein Spermatozoon mit der Plasmamemb-
ran der Oozyte fusionieren kann. Bevor diese Fusion mdglich ist, muss das
Spermatozoon zwei Schichten durchdringen. Zum einen den sogenannten
Cumulus oophorus, eine Schicht von Granulosa-Zellen des Follikels, zum
anderen die extrazellulare Matrix der Oozyte, die Zona Pellucida. Wahrend
die Passage durch die Granulosa-Zell-Schicht durch die Hyaluronidase PH-
20 erreicht wird, ist die Durchdringung der Zona Pellucida ein kompliziert re-
gulierter Prozess (Evans & Florman, 2002). Tritt ein Spermatozoon in Kontakt mit
der Zona Pellucida, binden oberflachliche Glykoproteine der Zona Pellucida
an spezifische Rezeptoren in der Plasmamembran des Spermatozoons (Tul-
siani, 1997). Wahrend der membranare Rezeptor des Spermatozoons bis heu-
te nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte, ist das Glykoprotein der Zona
Pellucida das sogenannte ZP3 (Zona-Pellucida-Protein-3). Kurz nach der
Bindung kommt es im Spermatozoon zu einem kurzzeitigen Anstieg des in-
trazellularen Kalziums und nachfolgend zu einer Aktivierung von G-Proteinen
(Ward, 1994). Dies resultiert in einer Steigerung der Phospholipase C-Aktivitat.
Diese Aktivitatssteigerung fuhrt Uber nicht genau geklarte Signal-
transduktionswege zu einer dauerhaften Elevation des intrazellularen Kal-
ziumspiegels. Die Mechanismen, die nachfolgend zu einer Verschmelzung
der aulieren akrosomalen Membran mit der Plasmamembran der Spermato-
zoen fuhren, sind bislang weitestgehend unklar. Die Verschmelzung fahrt zu
einer exozytotischen Ausschuttung der im Akrosom gespeicherten Enzyme,
die mit der weiblichen Zona Pellucida reagieren und dem Spermatozoon die
Passage durch diese Schicht und letztlich die Fusion mit der Oozyte ermdgli-

chen (Evans & Florman, 2002; Breitbart, 2002a).
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2 Einleitung

2.3 ABC-Transporter

Die grote Familie der Transmembrantransporter ist die Familie der ATP-
Binding-Cassette-Transporter (ABC-Transporter). Sie besteht im menschli-
chen Genom aus 49 Genen. ABC-Proteine sind flir den ATP-abhangigen
Transport diverser Substrate wie Kohlenhydrate, Proteine, Lipide und hydro-
phober Verbindungen verantwortlich. Lokalisiert sind die ABC-Proteine so-
wohl in der Plasmamembran eukaryotischer und prokaryotischer Zellen als
auch in den Membranen des Endoplasmatischen Retikulums, der Peroxiso-
men und der Mitochondrien (Dean, 2001). Die genetische Organisation ist phy-
logenetisch stark konserviert, da sich ABC-Proteine sowohl in Prokaryoten,
Nematoden, als auch in hoheren Organismen wie Saugern nachweisen las-
sen. Strukturell besitzen die ABC-Transporter zwei Nukleotidbindungsstellen
(NBS) und zwei Transmembrandomanen (TMD) (Saraste, 1982; Higgins, 1986).
Die NBS ist der Ort der Hydrolyse von ATP zu ADP und anorganischem
Phosphat. Die dabei freiwerdende Energie wird fir den transmembranaren
Transport der Substrate verwendet. Die Substratspezifitat der Transporter ist
durch die TMD gewabhrleistet, die in der Regel aus sechs a-helikalen Berei-
chen bestehen, die die Membran durchspannen und fir die Porenbildung
verantwortlich sind. In prokaryotischen Zellen Gbernehmen ABC-Transporter
sowohl den Export hydrophober Verbindungen und Toxinen als auch den Im-
port von lebenswichtigen Substanzen. In Eukaryoten sind die ABC-Proteine
hingegen lediglich im Export von Substanzen involviert, ohne am Stoffimport
beteiligt zu sein. Die ABC-Transporter werden aufgrund der Organisation ih-
rer Proteindomanen und der Sequenzhomologie ihrer TMD und NBS bei
Saugern in sieben Unterfamilien unterteilt. Diese Unterfamilien enthalten Ge-
ne, die entweder flr sogenannte Volltransporter oder Halbtransporter kodie-
ren. Volltransporter enthalten 2 NBS und 2 TMD, wahrend Halbtransporter
zur Erlangung ihrer Funktionalitdt homo- bzw. heterodimerisieren mussen

(Dean, 2001).

18
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Nachfolgend sind Vertreter der ABC-Familie unter besonderer Bericksichti-
gung ihrer Relevanz fur den Reproduktionstrakt und das Verstandnis der

Fragestellung dargestellt:

ABCA-Proteine spielen eine wichtige Rolle in physiologischen sowie patholo-
gischen Prozessen. ABCA1 ist fiir die Ubertragung membransténdigen Cho-
lesterols auf spezielle plasmatische Akzeptoren, die Apolipoproteine, verant-
wortlich (Tall, 2000). Weiteren Studien zufolge spielt ABCA1 eine Rolle im
testikularen Lipid-Metabolismus. So konnte an genetisch veranderten Mau-
sen, die das ABCA-Gen nicht mehr exprimieren gezeigt werden, dass kein
Cholesterol-Transport von kultivierten Sertoli-Zellen auf apoA1 stattfindet
(Selva, 2004). ABCA1 ist ebenfalls in Spermatiden und in Spermatozoen nach-
gewiesen. Dort ist das Protein im Mittelstick und in der akrosomalen Region
lokalisiert. In der Studie konnte gezeigt werden, dass ABCA1 in Spermato-
zoen am Cholesteroltransport beteiligt ist. In der gleichen Studie, in der Oo-
zyten mit ABCA1-inhibierten Spermatozoen inkubiert wurden, zeigte sich,
dass es unter inhibierten Bedingungen zu einer Reduktion der befruchteten

Oozyten um bis zu 70 Prozent kam (Morales, 2008).

Das in medikamentenresistenten Tumorzelllinien Uberexprimierte ABCB1
vermittelt unidirektional den Transport diverser Chemotherapeutika und er-
hielt daher den Namen MDR (multidrug-resistance-protein). Es wird auch als
P-Glykoprotein bezeichnet. Dieses Protein ist der erste im menschlichen Or-
ganismus charakterisierte ABC-Transporter. Er schleust zytotoxische Verbin-
dungen aus den Zellen und ist unter anderem in der Blut-Hirn-Schranke loka-
lisiert (Juliano, 1976; Riordan, 1985; Kartner, 1985). In maligne entarteten Geweben
kommt ihm eine wichtige Bedeutung in der sogenannten multidrug-resistance
zu. Durch die Expression dieses Transporters erreichen Tumorzellen eine
Resistenz gegen eine Vielzahl von chemotherapeutischen Substanzen. Eine
wichtige Aufgabe ubernimmt dieser Transporter im Schutz hamatopoetischer
Stammzellen vor toxischen Substanzen (Chaudhary, 1991; Sarkadi, 2006). MDR

konnte von Melaine et al. ebenfalls in testikularen Zellen und Zellen der
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Spermatogenese aus Ratte, Maus und Mensch beschrieben werden und
spielt dort laut Autoren moglicherweise einer Rolle in der Reduktion von zyto-

toxischen Substanzen (Melaine, 2002).

Mutationen des CFTR-Gens (ABCC7) resultieren in der Cystischen Fibrose
(CF), die durch einen gestdrten Transport von Bikarbonat- und Chloridionen
gekennzeichnet ist. Auffallend hoch ist die im Vergleich zu gesunden Indivi-
duen gesteigerte Infertilitat bei den betroffenen Patienten (Riordan, 1989; Kerem,
1989). So zeigen Endometriumzellen mit defektem CFTR eine verminderte
Bikarbonatsekretion und eine damit verbundene reduzierte Fertilisierungska-
pazitat fur kokultivierte Spermatozoen (Wang 2003; Chan, 2006). Sowohl CFTR-
MRNA als auch das CFTR-Protein wurde in humanen und murinen Sperma-
tozoen nachgewiesen. Ein Einfluss auf die kapazitationsassoziierte Proteinty-
rosinphosphorylierung konnte durch eine Blockierung von CFTR allerdings
nicht nachgewiesen werden (Hernandez-Gonzalez, 2007). Xu et al. wiesen daru-
ber hinaus eine reduzierte Aufnahme von Bikarbonat in genetisch verander-
ten Mausen mit heterozygoten CFTR und damit verbunden eine Reduzierung

des Bikarbonat-abhangigen cAMP-Anstiegs nach (Xu W, 2007).

Der humane ABCG1-Transporter wird in Makrophagen stark exprimiert und
ist dort am Auswartstransport zellularen Cholesterols beteiligt (Kiucken, 2000).
Im Gegensatz zu ABCA1 bendtigt ABCG1 aber keine Lipoproteine als Akzep-
toren fur den Transport (Wang, 2004). Beide Transportproteine kénnen aller-
dings synergistisch am Auswartstransport von Lipiden auf apoL1 wirken (Ge-
lissen, 2006). In ABCG1"-Tieren kommt es zu einer massiven Ansammlung
von Neutrallipiden in Makrophagen und Hepatozyten (Cserepes, 2004; Kennedy,
2005). Studien, die die Verteilung des ABCG1-Transporters in Zellen der
Spermatogenese und Spermatozoen untersuchten, wiesen eine Lokalisation
des Transporters im Hauptstiick von Spermatiden und Spermatozoen nach.
Eine Inhibition von ABCG1 fuhrte in dieser Studie zu einem verminderten
Cholesteroltransport aus Spermatozoen und zu einer Halbierung befruchteter

kokultivierter Oozyten in vitro (Morales, 2008).
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ABCG2 (BCRP, ABCP, MXR)

Die Identifikation des humanen ABCG2-Transporters gelang unabhangig drei
verschiedenen Arbeitsgruppen. Doyle et al. klonten den Transporter aus ei-
ner mit Verapamil inhibierten Brustkrebs-Zelllinie, die weder ABCB1 (MDR)
noch ABCC1 (MRP) Uberexprimierte und trotzdem das Phanomen der MDR
aufwies. Der Transporter wurde deshalb von den Autoren als BCRP (breast
cancer resistance protein) bezeichnet (Doyle, 1998). Etwa zeitgleich konnten
Alikmets et al. mit Hilfe genetischer Analysen aus der humanen Plazenta die
cDNA von ABCG?2 isolieren (ABCP) (Aliikmets, 1998). Miyake et al. gelang die
Isolation aus Kolon-Karzinom-Zelllinien, die resistent gegen das Anthrachi-
non Mitoxantron waren (Miyake, 1999). Die unabhangige Isolation zeigte, dass
am Phanomen der MDR nicht ausschlief3dlich MRP (Multidrug Resistance Re-
lated Protein) und P-Glykoprotein beteiligt sind, sondern auch ABCG2 am
Auswartstransport von Chemotherapeutika und hydrophober Substanzen von
Bedeutung ist (Sarkadi, 2004). Diese MDR ist von grof3ter klinischer Relevanz,
da die dafur verantwortlichen Transporter in der Lage sind, Chemotherapeu-
tika aus den entarteten Zellen zu transportieren und somit die therapeutische
Wirkung dieser Substanzen zu limitieren (Robey, 2007). Eine wichtige Bedeu-
tung kommt dem Transporter deshalb in maligne entarteten Geweben im
Auswartstransport zytotoxischer Substanzen wie Mitoxantron, Doxorubicin,
Daunorubicin, Topotecan und Flavopiridol zu, die in der onkologischen The-
rapie von Bedeutung sind (Krishnamurthy, 2006). Daruber hinaus hat der Trans-
porter nicht nur eine Bedeutung in der Krebstheraphie, sondern spielt auch
eine Rolle im Auswartstransport von Antibiotika aus Geweben. So weisen
Studien dem Transporter eine Rolle im Auswartstransport von Makroliden,
Fluorochinolonen und Tetrazyklinen zu (Suzuki, 2003; Janvilisri, 2005; Ando, 2007).
Der ABCG2-Transporter besitzt ein breites Substratspektrum und ist in der
Lage, unter ATP-Hydrolyse sowohl positiv als auch negativ geladene Subs-
tanzen durch die Membran in den Extrazellularraum zu befordern (Nakagawa,
2002; Sarkadi, 2004).
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Die folgende Abbildung 2 zeigt schematisch den Aufbau des ABCG2-

Transporters.
Struktur von ABCG2
Extrazelluldr # m
Intrazellulédr
ATP
ADP + P;

Nukleotidbindungsstelle

7

NH2

Abbildung 2 Schematische Abbildung des ABCG2-Transporters mit 6
Transmembrandoménen und der Nukleotidbindungsstelle am N-Terminus.
Extrazellulér dargestellt ist die Glykolysierung des Transporters

Im humanen Genom findet sich das Gen fiur das ABCG2-Protein auf Chro-
mosom 4g22. Es umfasst 66 Kilobasenpaare und besteht aus 16 Exons und
15 Introns (Bailey-Dell, 2001). Das Produkt dieses Gens ist 655 Aminosauren
lang und hat eine Masse von 72 kDa. ABCG2 bendtigt einen Homodimerisa-
tionspartner um funktionell aktiv werden zu kdnnen (Krishnamurthy, 2006). Ver-
suche, in denen eine inaktive Variante mit einer aktiven ko-exprimiert wurde,
zeigten einen Verlust der Funktion. Neuere Studien zeigen eine mogliche
Bildung eines Homo-Oligomers mit bis zu zwdlf Untereinheiten (xu J, 2007). In

ABCG2-transfizierten Zelllinien ist das Protein in der Plasmamembran lokali-
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siert. und besitzt drei Glykolysationsstellen. Eine Besonderheit der ABCG-
Familie, im Gegensatz zu den anderen ABC-Familien, ist die gegenlaufige
Orientierung der Polypeptidketten, die NBS befindet sich am N-Terminus, die
TMD am C-Terminus (Scheffer, 2000; Maliepaard, 2001; Xia, 2005; Diop 2005; Pal,
2007).

Das Protein ist in vielen Geweben des Korpers nachgewiesen. Es ist in ex-
kretorisch tatigen Geweben, in Geweben die an der Stoffaufnahme beteiligt
sind und in solchen Geweben lokalisiert, die natlrliche Schranken im Kdorper
bilden. Dort ist es an der Limitierung der Aufnahme von Substanzen bzw.
deren Elimination beteiligt. Deskriptive Untersuchungen wiesen Lokalisatio-
nen des Proteins in den apikalen Membranen plazentaren Synzytiotrophob-
lastzellen, den kanalikularen Membranen der Leber, sowie im Dunndarm
nach (Maliepaard, 2001; Suzuki, 2003). In Endothelzellen des Gehirns ist das Pro-
tein an der Blut-Hirn-Schranke beteiligt. Die Expression des ABCG2-Proteins
im Gehirn von ABCB1-defizienten Mausen ist dreimal hoher als in Wildtyp-
Tieren, was fur einen kompensatorischen Mechanismus spricht (Cisternino,
2004). Eine weitere Lokalisation findet sich in der Blut-Hoden-Schranke und
im Nebenhoden (Bart, 2004; Fetsch, 2006; Enokizono, 2007; Enokizono, 2008). Im
mannlichen Reproduktionstrakt spielt ABCG2 aber nicht nur eine Rolle in der
Blut-Hoden-Schranke und im Nebenhoden. Studien von Lassalle et al. wie-
sen ABCG2 in Zellen der Spermatogenese nach. Die Expression von ABCG2
war in den verschiedenen Differenzierungsstufen der spermatogonischen
Zellen unterschiedlich stark ausgepragt. In den Zellen der spaten Spermato-
genese, den Spermatiden, war die Expression am hochsten. Eine Lokalisati-
on in Spermatozoen wurde in der genannten Studie nicht untersucht (Lassalle,
2004).

ABCG2 wird ebenfalls in Stammzellen exprimiert. Fir hamatopoetische
Stammzellen ist bekannt, dass in einer Teilpopulation, der sogenannten side-
population, der Farbstoff Hoechst 33342 durch ABCG2 verstarkt aus den Zel-

len transportiert wird. Mittels durchflusszytometrischer Analysen ist es mog-
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lich, diese Zellen aus der Gesamtpopulation zu isolieren und naher zu cha-
rakterisieren. Die Zellen dieser Teilpopulation weisen wesentliche Stamm-
zellmarker auf (Goodell, 1996; Goodell, 1997; Zhou, 2001; Scharenberg, 2002).

Die Generierung von ABCG2-defizienten-Mausen war ein wichtiger Schritt in
der Untersuchung der physiologischen Funktion des Proteins (Jonker, 2002;
Zhou, 2002). ABCG2-defiziente-Tiere sind lebensfahig und fertil, zeigen aber
unter einer Chlorophyll-reichen Diat eine erhohte Anfalligkeit gegenuber pho-
totoxischen Hautreaktionen. Diese phototoxischen Lasionen sind Resultat
einer erhohten Ansammlung von Pheophorbid, einen Abbauprodukt von
Chlorophyll (Jonker, 2002). Unter hypoxischen Bedingungen steigt in genetisch
unveranderten Tieren die Expression des Proteins und die das ABCG2-
Protein exprimierenden Zellen zeigen eine erhdhte Uberlebensrate durch
einen verbesserten Clearance-Wert toxischer Ham-Metabolite (Krishnamurthy,

2004).

Neuere Untersuchungen vermuten eine Beteiligung des Proteins im Trans-
port von Cholesterol. Es konnte gezeigt werden, dass die ATPase-Aktivitat
von ABCG2 in einer ABCG2-transfizierten Insektenzelllinie durch eine Erho-
hung des membranaren Cholesterolgehaltes ansteigt. Ob dieser stimulative
Effekt bedeutet, dass ABCG2 Cholesterol transportiert ist bislang nicht ge-
klart (Pal, 2007; Telbisz, 2007). Da aber wie beschrieben, auch andere ABC-
Transporter am Transport von Cholesterol beteiligt sind, ist auch eine Beteili-

gung von ABCG2 in diesem Prozess denkbar.

Der ABCG2-Transporter spielt somit eine wichtige Rolle in physiologischen
als auch in pathologischen Prozessen und ist sowohl in maligne entarteten
als auch in normalen Geweben lokalisiert. Die genaue Rolle dieses Transpor-
ters in diesen Prozessen ist Gegenstand der aktuellen Forschung. In dieser
Arbeit soll die Rolle von ABCG2 in reifen Spermatozoen untersucht werden,
da es Hinweise auf eine Beteiligung des ABCG2-Transporters im Transport
von Cholesterol gibt und Cholesterol eine essentielle Rolle in der Kapazitati-

on von Spermatozoen zukommt.
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2.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll ABCG2 in Spermatozoen nachgewiesen und
uberprift werden, wo der Transporter in Spermatozoen lokalisiert ist. Deswei-
teren soll untersucht werden, ob der ABCG2 in Spermatozoen aktiv ist und
einen Einfluss auf spezifische Spermatozoenfunktionen hat. Im Konkreten

ergeben sich hieraus folgende Fragestellungen:

-—

. Kann ABCG2 in murinen Spermatozoen nachgewiesen werden?

2. Inwieweit ist ABCG2 konserviert und kann auch in Spermatozoen

anderer Spezies nachgewiesen werden?

3. Wie ist die subzellulare Verteilung von ABCG2 in murinen Spermato-

zoen?
4. Ist ABCG2 in Spermatozoen funktionell aktiv?
5. Ist ABCG2 an der Kapazitation muriner Spermatozoen beteiligt?

6. Ist ABCG2 an der akrosomalen Reaktion muriner Spermatozoen be-
teiligt?
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3 Material und Methodik

3.1  Material

3.1.1 Allgemeine Gerate
Entwicklermaschine
Gellaufkammer

Invertoskop

Kamera

Monochromator-System

pH-Meter

Photomultiplier

Scanner

Zentrifuge

3.1.2 PC-Software
Fotobearbeitungsprogramm
PTI-Programm

Statistik

Tabellenkalkulation

Textverarbeitung

Curix 60, Agfa-Gevaert, Leverkusen
XCell SurelLock, Invitrogen, Karlsruhe

Nikon TE-2000U Eclipse, Nikon GmbH,
Dusseldorf

Nikon D1, Nikon GmbH, Disseldorf

Deltascan lllumination System, Photon

Technology International, Wedel
Inolab, WTW, Weilheim
PTID104 Photon Technology

International, London, Wedel
Vilber Lourmat, Eberhardzell

IEC Micromax RF 3593F,
Thermo Scientific, Bonn

Adobe Photoshop CS2, Adobe Systems
PTI, Felix

SPSS, Version 15.0

Microsoft Excel, Microsoft, Version 2007

Microsoft Word, Microsoft, Version 2007
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Die von den Standard-Labormaterialien abweichenden Materialien und Puffer
sind in Tabelle 1 dargestellt: SIGMA, Taufkirchen, MERCK, Darmstadt,
GIBCO, Karlsruhe, ROTH, Karlsruhe, AMERSHAM, Piscataway, NJ, USA,
GE HEALTHCARE, Minchen, PAA LABORATORIES, Cdolbe, SANTA CRUZ,
Santa Cruz, CA, USA, ACRIS ANTIBODIES, Hiddenhausen, SERVA, Heidel-
berg, INVITROGEN, Karlsruhe, UPSTATE, Lake Placid, NY, USA, E.
CHRISTIANSEN, Planegg, VECTOR LABS, Burlingame, CA, USA

Tabelle 1 Verwendete Materialien mit Herstellerfirmen

(4-Bromo-) Calcium lonophore A23187 SIGMA B-7272
Albumin fraction V MERCK 11201802
Antibiotic/Antimycotic GIBCO 15240-062
Brilliant Blue G SIGMA B-8772
Chlortetracycline FLUKA 26430
DAPI ROTH 6335.1
Dimethylsulfoxid SIGMA D-2650
DMEM-Zellkulturmedium GIBCO 41966
Donkey anti-rabbit IgG, HRP-konjugiert AMERSHAM NA934VS
ECL-Reagenz GE HEALTHCARE RPN2109
Ethidium bromide solution SIGMA E-1510
Foetales Rinder Serum PAA LABORATORIES A14-151
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Goat anti-mouse IgG, HRP-konjugiert SANTA CRUZ SC-2005
Goat anti-rabbit 1IgG, Cy3-konjugiert ACRIS ANTIBODIES R1458C3
HEPES SERVA 25245
Hoechst 33342 SIGMA B-2261
L-Cystein ROTH 3467.1
Mouse anti-Phosphotyrosine 1gG, 4G10 UPSTATE 05-321
Natriumazid SIGMA S-8032
Nitrocellulose Membrane 0.45um Pore INVITROGEN LC2001
NuPAGE Antioxidant INVITROGEN NP0005
NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel 12 wells INVITROGEN NP0322
NuPAGE LDS Sample Buffer (4X) INVITROGEN NP0007
NuPAGE MOPS Running Buffer INVITROGEN NP0001
NuPAGE Sample reducing Agent (10X) INVITROGEN NP0004
Paraformaldehyd MERCK 4005
Ponceau S SIGMA P-7170
PSA FITC-konjugiert SIGMA LO770-2MG
Roéntgen-Entwickler E. CHRISTIANSEN ADE38
Rontgen-Fixier E. CHRISTIANSEN ADF38
Roti-Block (10x) ROTH A151.2
SeeBlue Plus2 Prestained Standard INVITROGEN LC5925
SIGMAFAST Protease Inhibitor SIGMA S-8820
Vectashield Antifade VECTOR LABS H-1400
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3.1.4 Verwendete Puffer

3 Material und Methodik

In der Arbeit entspricht der HS-Puffer Bedingungen, in denen Spermatozoen

nicht kapazitieren und der HSB-Puffer Bedingungen, die eine Kapazitation

und eine akrosomale Reaktion begunstigen (HS-Puffer + 15 mM Natriumbi-

karbonat und 5 mg/ml BSA).

PBS Stammlosung (10x):

HS-Puffer Losung (2x) A:

HS-Puffer Gebrauchslosung:

809 NaCl (58,44 g/mol)

249 KCI (74,55 g/mol)

14,4 g Naz;HPO,4 (137,99 g/mol)
2449 KH,PO4 (136,09 g/mol)
auf 1L auffillen mit Aqua bidest. und

mit 1 M HCI auf pH 7,4 einstellen

15,779 NaCl (58,44 g/mol)

0,74g  KCI (74,55 g/mol)

1 ml 2M MgSO0, (120,37 g/mol)
2 ml 2M CaCl, (147,02 g/mol)

auf 1L auffullen mit Aqua bidest.

100 ml  Stammlésung A

0,312g Glukose (180,16 g/mol)
4 ml 1M Hepes (238,3 g/mol)
0,5 ml Laktat (90,1 g/mol)
0,022 g Pyruvat (110 g/mol)

29



HSB-Puffer:

Homogenisierungspuffer:

Laufpuffer fur die

Gelelektrophorese:

Blotting-Puffer:

3 Material und Methodik

auf 200 ml auffillen mit Aqua bidest.
und mit 1 M NaOH auf pH 7.4 einstellen

5 ml HS-Puffer Gebrauchslésung
0,0063 g NaHCO3; (84,01 g/mol)

0,025g Bovines Serum Albumin

85,57 g Saccharose (342,30 g/mol)
4,76 g MgClI (95,21 g/mol)

29,22 g EDTA (292,25 g/mol)

10,47 g MOPS (209,3 g/mol)

mit 1M NaOH auf pH 7,4 einstellen und
mit Proteaseinhibitor Sigma Fast

versetzen (1 Tablette pro 50 ml Puffer)

35 ml NuPAGE Lauf-Puffer
665 ml  Aqua bidest. Daraus 200 mi
mit 500 ul NuPAGE Antioxidant fur die

innere Gelkammer

20 ml NuPAGE Transfer-Puffer
40 ml Methanol

340 ml  Aqua bidest.

500 pl NuPAGE Antioxidant
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Blocking-Puffer A:

Blocking-Puffer B:

Waschpuffer:

CTC-Puffer:

CTC-Farbel6sunag:

CTC-Fixativ:

250 ml
12,59
250 ul
50 ug

10 %

11

1 ml

0,24 g

0,76 g

3 Material und Methodik

Aqua bidest.

Bovines Serum Albumin
Tween20

NaNj3

Roti-Block in PBS

Aqua bidest.
Tween 20 (122,72 g/mol)

Tris (121,14 g/mol)
NaCl (58,44 g/mol)

in 100 ml Aqua bidest.

0.002 g

CTC (478,8 g/mol)

0.0044 g Cystein (121,16 g/mol)

in 5 ml CTC-Puffer, mit HCI oder

auf pH 7,8 einstellen und lichtgeschutzt

aufbewahren

12,5% Paraformaldehyd in 0,5 mM Tris

mit HCIl oder NaOH auf pH 7,4 einstellen
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3.1.5 Verwendete Antikorper

Primare Antikorper:

¢ Anti-Abcg2-87405, Kaninchen, polyklonal, National Institutes of Health in
Bethesda, MD, USA

e Anti-Phosphotyrosin, Klon 4G10, Maus, monoklonal, Upstate, Lake Pla-
cid, USA
Der benutzte polyklonale Antikdrper aus dem Kaninchen, Anti-ABCG2-87405

(14. Blutung), ist gegen ein intrazellulares Epitop nahe des N-Terminus des
Proteins gerichtet und wurde von der Arbeitsgruppe Bates von den NIH zur

Verfugung gestellt.

Sekundare Antikorper:

¢ Anti-Kaninchen, HRP-konjugierter Antikorper, Esel, Amersham Bioscien-

ces, Freiburg

¢ Anti-Maus, HRP-konjugierter Antikdrper, Ziege, Santa Cruz Biotechnolo-
gy, Santa Cruz, CA, USA

¢ Anti-Kaninchen, Cy3-konjugierter Antikorper, Ziege, Acris Antibodies, Hid-

denhausen

3.1.6 ABCG2-Inhibitor

Der in dieser Arbeit verwendete spezifische ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin
C (FTC) wurde von der Arbeitsgruppe Bates der National Institutes of Health
in Bethesda, USA zur Verfugung gestellt (Thomas McCloud, Developmental
Therapeutics Program, Natural Products Extraction Laboratory, National In-
stitutes of Health (Bethesda, MD). Dieses Mykotoxin wird aus dem Pilz As-
pergillus fumigatus gewonnen und inhibiert selektiv das ABCG2-Protein (Ra-
bindran, 1998; Robey 2007). Fumitremorgin C wurde in DMSO gel6st und in den

Versuchen in einer Konzentration von 5 yM bzw. 10 uM eingesetzt.
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3.1.7 Versuchsmaterial

NMRI-Mause (retired breeders) wurden von Charles River (Sulzfeld) bezo-

gen.

Frische Rattenhoden wurden von der Arbeitsgruppe Steiniger, Institut fur

Anatomie und Zellbiologie, Marburg zur Verfliigung gestellt.

Hoden und Nebenhoden von Bullen wurden frisch entnommen (Schlachthof
Marburg GmbH, Marburg) und bis zur Praparation der Spermatozoen auf Eis

gelagert.

Menschliche Spermatozoen wurden von gesunden Spendern, nach mindes-

tens zweitagiger Karenz, mittels Masturbation gewonnen.

Die transfizierten HEK-293-Zellen wurden von den National Institutes of

Health in Bethesda, USA zur Verfugung gestellt.
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3.2 Methodik

3.2.1 Ubersicht

Tabelle 2 Ubersicht der in dieser Arbeit angewandten Methoden

1. Nachweis von ABCG2 in muri- Western-Blot mit Anti-ABCG2

nen Spermatozoen

2. Nachweis von ABCG2 in Sper-
matozoen von Ratte, Bulle und Western-Blot mit Anti-ABCG2

Mensch

3. Untersuchung der subzellularen

Lokalisation von ABCG2 in Immunzytochemie mit Anti-ABCG2
Spermatozoen

4. Untersuchung der Aktivitat von Transportversuche mit Hoechst 33342
ABCG2 in Spermatozoen und Ethidiumbromid

S. Untersuchung des Einflusses Western-Blot mit Anti Phosphotyrosin
von ABCG2 auf die Kapazitation CTC-Firbung

6. Untersuchung des Einflusses .
CTC-Farbung

PSA-Farbung

von ABCG2 auf die akrosomale

Reaktion
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3.2.2 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden HEK-293-Zellen als Positiv- bzw. Negativkontrollzel-
len fur den Nachweis und die funktionellen Untersuchungen von ABCG2 kul-
tiviert. Hierzu wurden HEK-Zellen im NIH, Bethesda, MD, USA mit dem Vek-
tor ABCG2-482R bzw. mit einem Leervektor transfiziert. Positiviransfizierte
Zellen werden in dieser Arbeit als 293-R5, negativtransfizierte HEK-Zellen mit
293-PC bezeichnet. HEK-Zellen wurden erstmals aus humanen embryonalen
Nieren isoliert und wachsen adharent (Schein, 1962). Die HEK-Zellen wurden
bei 37°C unter 5% COz-Atmospahre kultiviert. Die Kultivierung der HEK-
Zellen erfolgte in DMEM-Medium mit Glukose, nicht essentiellen Aminosau-
ren und Pyruvat, 10% fetalem Kalberserum, 10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml
Streptomycin und 25 ug/ml Amphotericin B. Um die Zellen zu Passagieren
wurde das Medium verworfen und die Zellen mit PBS gespult. Im Weiteren
wurden die Zellen mit Trypsin Uberschichtet und auf einer Warmeplatte fur 2
min bei 37°C inkubiert. Nach der vollstandigen Ablésung der Zellen wurden
10 ml Medium hinzugefigt und die Zellsuspension wurde in 50 ml Gefalle
uberfuhrt und bei 500 x g 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml
Kulturmedium aufgenommen und im Verhaltnis 1:4 auf Zellkulturflaschen ver-
teilt.

3.2.3 Nebenhodenpraparation und Spermatozoengewinnung

Die nachgewiesen fertilen NMRI-Mause-Bocke (retired breeders) wurden
durch CO2-Asphyxiation und anschlielRender zervikaler Dislokation getotet.
Die Euthanasierung der Tiere wurde entsprechend der Tierschutzbestim-
mungen der Universitat des Saarlandes durchgefuhrt. Die Nebenhoden wur-
den freiprapariert und der Ductus deferens mdglichst proximal abgesetzt.
Nach drei manuellen Waschschritten in HS-Puffer wurden die Nebenhoden in
1 ml bikarbonathaltigem HSB-Puffer transferiert und der Ductus deferens zur

Gewinnung der Spermatozoen der Lange nach mit einer Pinzette ausgestrichen.
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Mittels drei bis funf kleiner Inzisionen wurde der Schwanz des Nebenhodens
eroffnet und den Spermatozoen die Moglichkeit gegeben aus dem Nebenho-
dengang auszuschwimmen. Der ,swim-out“ wurde bei 37°C und 5% CO, fur
15 min vollzogen. Nach dreimaligem Waschen in HS-Puffer, bei 300 x g fur 5
min, zur Entfernung des Bikarbonates und dem ,Poolen“ der Zellen wurden
diese fur die verschiedenen Versuchsansatze weiterverwendet. Die Gewin-
nung der Rattenspermatozoen erfolgte durch das gleiche Protokoll, mit der

Ausnahme, dass 10 ml Puffer verwendet wurden.

Zur Gewinnung boviner Spermatozoen wurde der Nebenhoden vom Hoden
getrennt, der Schwanz des Nebenhodens durch mehrere Inzisionen eréffnet
und die Spermatozoen in HS-Puffer ausgeschwenkt. Nach Aufnahme in 1,5
ml ReaktionsgefalRe wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 500 x g fur 5

min im Pellet gesammelt und fir die weiteren Versuche verwendet.

Zur Gewinnung humaner Spermatozoen wurde frisches Ejakulat in 50 ml
Réhrchen gesammelt. Zur Separation der motilen und immotilen Spermato-
zoenpopulationen wurde die ,swim-up-Methode® verwendet (Mahadevan, 1984).
Dazu wurde das verflissigte Ejakulat mit 4 ml HS-Puffer verdunnt und fur 5
min bei 300 x g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
Pellet vorsichtig mit 1 ml des HSB-Puffers Uberschichtet und in einem 15 ml
Gefaly, bei einer Neigung von 45° eine Stunde bei 37°C und 5% CO,-
Atmosphare inkubiert. Bei dieser Methode schwimmen die motilen und mor-
phologisch gesunden Spermatozoen in das bikarbonathaltige Medium, wah-
rend die immotilen Spermatozoen und Leukozyten am Boden des Gefales
verbleiben. Der nun spermatozoenhaltige Puffer wurde vorsichtig abpipettiert,
3 x fur 5 min bei 300 x g in HS-Puffer gewaschen und zur Proteingewinnung

weiterverwendet.
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3.2.4 Proteinaufbereitung

Die als Positiv- und Negativkontrolle verwendeten Zellen wurden zur Protein-
gewinnung, nach dem unter 3.2.2 beschriebenen Protokoll, enzymatisch mit
Trypsin von ihrer Unterlage geldst und nach Aufnahme in 2 ml PBS fur 5 min
bei 1000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Homogenisationspuffer
mit Proteinaseinhibitor aufgenommen, mit einem Potter mechanisch aufge-
schlossen und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von Proben-Puffer im
Verhaltnis 1:4 wurde die Suspension 5 min bei 100°C gekocht, fur 10 min bei
5000 x g zentrifugiert und der Uberstand bei -20°C eingefroren. Vor der Be-
ladung der Gele wurden die Extrakte im Verhaltnis 1:10 mit Reducing-Agent
versetzt und 5 min bei 100°C gekocht. Zur Proteingewinnung der Spermato-
zoen wurden die Zellen nach jeweiliger Inkubation in verschiedenen Medien
3 x 5 min bei 300 x g gewaschen und fur 5 min bei 1000 x g in einem Homo-
genisierungspuffer mit Proteaseinhibitor resuspendiert. Nach zehnminutiger
Inkubation auf Eis und gelegentlichem Mischen wurde der Probe eine ent-
sprechende Menge Probenpuffer im Verhaltnis 1:4 zugesetzt und 5 min bei
100°C gekocht. Zur Sedimentation der nuklearen Anteile wurde die Probe
anschlief3end fur 10 min bei 5000 x g zentrifugiert. Zur Reduzierung der Pro-
ben wurde der Uberstand 1:10 mit Reducing-Agent versetzt und vor der Be-
ladung des Gels 5 min bei 100°C erhitzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde das NuPage-System der Fa. Invitrogen
verwendet. Sowohl die Gelelektrophorese als auch der sich anschlieRende
Western-Blot wurden nach Herstellerangaben in einer modifizierten Version

nach Laemmli durchgeflhrt (Laemmii, 1970).
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3.2.5 SDS-PAGE und Western Blot

Zum Nachweis von ABCG2 diente in dieser Arbeit die Western-Blot Methode,
da mit dieser das Protein mittels eines spezifischen, gegen ein Epitop gerich-
teten, Antikorpers detektiert werden kann (Laemmli, 1970). Die Darstellung der
Protein-Tyrosinphosphorylierung in murinen Spermatozoen erfolgte ebenfalls
durch die Western-Blot Methode. Der verwendete Antikorper bindet spezi-
fisch an phosphorylierte Tyrosinresten in den Proteinen der Spermatozoen.
Eine Markierung von Phosphorylierungen in Hohe zwischen 40 kDa und 120

kDa gilt als Nachweis der Kapazitation (Visconti, 1995a; Litman, 2002).

Beim Western Blot werden Proteine, die zuvor in Abhangigkeit von ihren Mo-
lekulargewichten gelelektrophoretisch aufgetrennt wurden, mittels spezifi-
scher Antikdrper dargestellt. Um die Ladungen der Proteine im Gemisch zu
relativieren, wird der Probe wahrend der Auftrennung das anionische Deter-
genz SDS (sodium dodecylsulfate) hinzugeflgt, wodurch die Eigenladung
der Proteine uberdeckt wird und sie eine konstante Ladungsverteilung inner-
halb des Molekuls aufweisen. Hierdurch wird sichergestellt, dass die Proteine
sich ausschlieBlich aufgrund ihres Molekulargewichtes im elektrischen Feld
verteilen. Die Konservierung der aufgetrennten Proteine erfolgt daran an-
schliefend durch einen Elektrotransfer auf Nitrozellulosemembranen, auf
denen die Proteine mittels Antikdrpern markiert und so anschlieRend detek-

tiert werden konnen (Laemmli, 1970; Towbin, 1979).

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in der vorliegenden
Untersuchung auf 4-12% Bis-Tris-Gelen in einem entsprechend der Herstel-
lerangaben bereiteten MOPS-Lauf-Puffer im X-Cell Sure-Lock-System der
Fa. Invitrogen. Die Laufzeit der Gele betrug 50 min bei 200 V und 120 mA.
Der Transfer der aufgetrennten Proteine erfolgte auf Nitrozellulosemembra-
nen in einem methanolhaltigen Blotting-Puffer mit zugesetztem Antioxidans
bei 25 V und 160 mA fiir 60 min. Zur Uberpriifung des Transfers wurden das
Gel mit Brilliant-Blue (Coomassie-Blau) und die Membran mit Ponceau-Rot

angefarbt. Die Membran wurde fur 30 min getrocknet und zur Blockierung
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unspezifischer Bindungsstellen geblockt. Fir den Nachweis von ABCG2
wurde die Membran 1 Stunde in Blocking-Puffer, im Falle der Bestimmung
der Proteintyrosinphosphorylierung mit Roti-Block 10% in PBS inkubiert. Die
Inkubation des Erstantikorpers flr 1 Stunde wurde im Falle des Nachweises
von ABCG2 in Spermatozoen mit dem Anti-ABCG2-Antikérper in einer Ver-
dinnung von 1: 2000, im Falle der Determination der Proteintyrosinphospho-
rylierung in einer Verdinnung von 1: 1000 unter leichtem Schatteln durchge-
fuhrt. Im Anschluss daran wurde die Membran zur Entfernung der nicht
gebundenen Antikdrper 3 x 5 min in Waschpuffer gewaschen und mit dem
Sekundarantikorper fur 1 Stunde inkubiert. Anti-Kaninchen wurde in einer
Verdunnung von 1: 10000, Anti-Maus in einer Verdinnung von 1: 2000 in
Tween-haltigem Waschpuffer verwendet. Nach erneutem dreimaligem Wa-
schen in Waschpuffer fur jeweils 5 min wurden 2 ml ECL-Reagenz (Enhan-
ced Chemilumineszence) auf die Membran gegeben. Das ECL-Reagenz
reagiert in diesem Verfahren mit dem an den Sekundarantikérper gekoppel-
ten Enzym HRP. Bei dieser Reaktion werden Lichtquanten frei, die den Film
belichten. Nach 1 min Inkubation mit dem ECL-Reagenz wurde der Rontgen-
film 10 Sek. belichtet und automatisch in einer Entwicklermaschine der Firma

Agfa-Gevaert entwickelt.

3.2.6 Immunzytochemie

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation des ABCG2-Transporters
wurde in dieser Arbeit eine Immunfluoreszenzuntersuchung an Spermato-
zoenausstrichen verwendet. Desweiteren wurde Uberprift, ob die Immunfluo-
reszenz nach Ausldsung der akrosomalen Reaktion durch das Kalzium-

lonophor A23187 verschwindet.

Die akrosomale Reaktion kann in vitro durch das Kalzium-lonophor A23187
ausgelost werden. Es wurde in der vorliegenden Untersuchung in einer Kon-

zentration von 5 uM fur 15 min eingesetzt.
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Das Kalzium-lonophor induziert in Spermatozoen einen Einstrom von Ca?*-
lonen durch Porenbildung in der Membran. Dieser Anstieg des intrazellularen
Kalziums fUhrt in kapazitierten Spermatozoen zur Verschmelzung der aulde-
ren akrosomalen Membran mit der Plasmamembran und schlielich zur exo-
zytotischen Ausschittung des akrosomalen Inhaltes (Shams-Borhan, 1981; Fra-

ser, 1995).

Im Versuchsaufbau wurden 20 ul Spermatozoensuspension auf gereinigte
Objekttrager pipettiert und bei Zimmertemperatur an der Luft getrocknet.
Nach dem Trocknen wurden die Ausstriche bei 4°C fur 1 min in Aceton fixiert.
Alle weiteren Schritte wurden in einer dunklen, feuchten Kammer bei Raum-
temperatur durchgefuhrt. Nach jeder Inkubation wurden die Proben 3 x 5 min
in PBS gewaschen. Die Proben wurden in Schweineserum in PBS in einer
Konzentration von 1:500 fur 1 Stunde geblockt. Die Inkubation mit dem Erst-
antikorper Anti-ABCG2 erfolgte in einer Konzentration von 1:1000 fur 1 Stun-
de. Darauf folgte eine Inkubation mit einem Cy3-konjugierten Anti-Kaninchen-
Sekundarantikdrper in einer Konzentration von 1:50 fur 1 Stunde. Die Kern-
farbung mit dem Farbstoff DAPI wurde darauf folgend fir zehn min in einer
Konzentration von 1:1000 durchgefuhrt. Die Anregung von DAPI erfolgte bei
einer Wellenlange von Ax = 358 nm, die Emission wurde bei Ae= 461 nm er-
fasst. Die Anregung von Cy3 erfolgte bei Ay = 550 nm, die Emission wurde
zwischen Ag= 610-675 nm detektiert. Die Untersuchung der Proben wurde
mit einem Nikon TE-2000U Eclipse Invertoskop durchgeflhrt und mit einer

Nikon D1 Kamera aufgezeichnet.

40



3 Material und Methodik

3.2.7 Transportversuche an bovinen Spermatozoen

Zur Uberpriifung der Aktivitat von ABCG2 in reifen Spermatozoen wurde an-
hand von Transportversuchen Uberprift ob ABCG2 in Spermatozoen in der
Lage ist, die bekannten ABCG2-Substrate Hoechst 33342 und Ethidiumbro-

mid aus den Spermatozoen zu transportieren (Janvilisri, 2003).

Hierzu wurden die Spermatozoen in einer Konzentration von 5x10%ml in
HSB-Puffer ohne BSA verdunnt. Die folgenden Schritte wurden bei 37°C
ausgefuhrt. Die Beladung der Zellen erfolgte in 2 ml Spermatozoensuspensi-
on, im Falle von Hoechst 33342 in einer Konzentration von 1 uM, im Falle
von Ethidiumbromid in einer Konzentration von 2 pM. Nach 15-minutiger In-
kubation wurden die Zellen in HS-Puffer gewaschen, 3 x bei 300 x g fur 3 min
zentrifugiert und in 2 ml HSB-Puffer ohne BSA resuspendiert. Die Fluores-
zenzmessung erfolgte in Klvetten mit einem Photometrie-Setup. Hierbei wird
der Farbstoff durch monochromatisches Licht angeregt. Die Emissionsspekt-
ren des angeregten Farbstoffs werden anschlieRend mit einem Photomultip-
lier aufgenommen und quantifiziert. Damit lassen sich Aussagen uber die
Menge der intrazellularen Farbstoffe und damit Uber die aus den Zellen
transportierten Farbstoffmengen in den Spermatozoen treffen. Die Messung
der Fluoreszenz wurde bei Ethidiumbromid nach Hintergrundkorrektur bei
Anregungs- und Emissionswellenlangen von Ax=500 nm und Ag=580 nm auf-
gezeichnet. Hoechst 33342 wurde bei AA\=360 nm, bzw. Aeg=450 nm erfasst.
Der spezifische ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin C wurde den Proben 1 min
vor der Messung in einer Konzentration von 10 yM hinzugegeben und die
intrazellulare Fluoreszenz der zugesetzten Farbstoffe zu verschiedenen Zeit-

punkten bis 15 min gemessen und aufgezeichnet.
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3.2.8 Chlortetrazyklinmethode

Um den Einfluss des ABCG2-Tranporters auf die Fertilisation zu tberprifen,
wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Farbemethoden angewandt
(Chlortetrazyklin-Farbung, PSA-Farbung). Zur Differenzierung des Zustandes
der Spermatozoen (unkapazitiert, kapazitiert und akrosomal reagiert) wurde
nach Inkubation in verschiedenen Medien die Chlortetrazyklin-Farbung
(CTC-Farbung) verwendet.

Grundlage dieser Methode ist das fluoreszierende Chlortetrazyklin (CTC),
das als Chelator bivalente Kationen und damit auch Kalzium bindet. Wenn
CTC freies Kalzium in Membranen bindet, steigt die Emission der Fluores-
zenz. Daraus ergibt sich in Spermatozoen ein charakteristisches Fluores-
zenzmuster in Abhangigkeit von dem Status der Kapazitation bzw. der akro-
somalen Reaktion (Sailing, 1979; DasGupta, 1993). SO zeigen unkapazitierte
Spermatozoen in Anwesenheit von CTC und Kalzium eine Fluoreszenz des
gesamten Kopfes sowie des Mittelstlickes. Kapazitierte Spermatozoen wei-
sen eine Fluoreszenz des vorderen Spermatozoenkopfes und des Mittelstu-
ckes auf, wahrend die postakrosomale Region ungefarbt bleibt. Akrosomal
reagierte Spermatozoen zeigen als Folge des Verlustes des akrosomalen
Inhaltes lediglich eine Fluoreszenz des Mittelstlickes. In dieser Farbung ent-
spricht das Farbemuster ,F“ unkapazitierten, ,B* kapazitierten und ,AR" akro-

somal reagierten Spermatozoen (Abbildung 10).

Im Versuchsaufbau wurden die murinen Spermatozoen aus dem Nebenho-
denschwanz prapariert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Inkubati-
on in verschiedenen Medien gefarbt. Hierzu wurden 80 ul der Spermato-
zoensuspension nach entsprechender Inkubationszeit mit 8 yl des CTC-
Fixatives gemischt und 80 ul der Farbeldésung hinzugeflgt. Die Farbeldsung
wurde kuhl und dunkel aufbewahrt. Nach kurzer Inkubation wurden 10 ul der
Suspension auf gereinigte Objekttrager gegeben und mit einem Tropfen Vec-
tashield der Fa. Vector Labs gemischt. Dieses Reagenz bewirkt ein langsa-

meres Ausbleichen der gefarbten Proben. Zur besseren Auszahlung der
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Spermatozoen wurden die Objekttrager nach Applikation eines Deckglas-
chens mehrmals zwischen zwei Fingern ausgepresst. Das Kalzium-lonophor
wurde den Proben jeweils 15 min vor der Auswertung in einer Konzentration
von 5 M zugesetzt und unter leichtem Schitteln vermischt. Den Proben, die
kein Kalzium-lonophor erhielten, wurde eine entsprechende Menge DMSO
hinzugeflgt. Die Auszahlung erfolgte unmittelbar nach der Farbung unter
einem Invertoskop unter Anregung mit violettem Licht (As=405 nm Bandpass)
bei einer Emission von Ae=455 nm und einer VergréRerung von 10 x 60 (Ol-
immersion). Von jeder Probe wurden 100 Zellen ausgezahlt und von einer
zweiten Person Uberpruft. Zur Verblindung wurden die Objekttrager von einer

dritten Person chiffriert beschriftet.

3.2.9 PSA-Farbung

Das verwendete Lektin (Pisum sativum) bindet spezifisch an den Inhalt des
Saugersakrosoms (Cross, 1986). Dieses Lektin kann mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff FITC (fluorescein-5-isothiocyanate-protein conjugate) konjugiert werden
und lasst so an permeabilisierten und fixierten Spermatozoen unter dem
Fluoreszenzmikroskop eine Aussage Uber den Status des Akrosoms zu. Ist
das Akrosom intakt, zeigen die Spermatozoen eine deutliche Fluoreszenz im
Kopfbereich und im Mittelstick, wahrend akrosomal reagierte Spermatozoen
lediglich eine Fluoreszenz des Mittelsticks aufweisen. Die Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes erfolgte bei Ax=495 nm, die Emission bei Aeg=520 nm.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein modifiziertes Protokoll nach Cummins
verwendet, das lediglich zwischen diesen beiden beschriebenen Formen dif-
ferenziert (Cummins, 1991). Das PSA wurde in einer Konzentration von 10
mg/ml als Stammldsung in Aqua bidest. hergestellt und bis zur Verwendung
bei -20°C gelagert.
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Nach verschiedenen Inkubationszeiten und Bedingungen wurden die Zellen
nach 3 Waschschritten mit HS-Puffer fur 5 min bei 300 x g im Pellet gesam-
melt, mit 100 ul -18°C kaltem Ethanol resuspendiert und flr 30 min bei 4°C
inkubiert. Daraufhin wurden 20 ul der Suspension auf gereinigte Objekttrager
pipettiert und bei Raumtemperatur bis zur volligen Verdunstung des Ethanols
inkubiert. Im Anschluss daran wurden 20 pl der PSA-L6sung auf die einget-
rockneten Zellen gegeben und fur 10 min bei 4°C in Dunkelheit inkubiert, das
Uberschussige PSA mit Aqua bidest. abgewaschen und die Zellen unmittel-
bar ausgezahlt. Zur Auslésung der akrosomalen Reaktion wurde ebenfalls
das Kalzium-lonophor A23187 in einer Konzentration von 5 yM verwendet
und den Proben 15 min vor der Auswertung hinzugefugt. Von jeder Probe
wurden 100 Zellen ausgezahlt und von einer zweiten Person Uberpruft. Zur
Verblindung wurden die Objekttrager von einer dritten Person chiffriert be-

schriftet.

3.2.10 Statistik

Zur statistischen Analyse der Signifikanz des Unterschiedes bei inhibierten
und nicht-inhibierten Bedingungen diente ein t-Test fir unabhangige Stich-
proben. Beim t-Test wird die Differenz der Mittelwerte auf den Standardfehler

normiert. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,01 gewahlt.

Der t-Test fur unabhangige Stichproben testet, ob zwei Gruppen sich im Mit-

tel anhand von einer Variablen statistisch unterscheiden.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunologischer Nachweis des ABCG2-Proteins in

Spermatozoen verschiedener Spezies
4.1.1 Western Blot

Mit dem in Abbildung 3 dargestellten Western Blot konnte der Nachweis des

ABCG2-Proteins in Spermatozoen verschiedener Spezies erbracht werden.

Western Blot Anti-ABCG2

M Ratte Mensch Maus Bulle R5 PC
kDa 1 2 3 4 5 6 7
97 m—

64—-b— ~'

571

Abbildung 3 Western-Blot zum Nachweis von ABCG2 in Spermato-
zoen verschiedener Spezies. Verwendet wurden Anti-ABCG2 unter redu-
zierenden Bedingungen in einer Verdinnung von 1:2000 als Erstantikérper
und ein ECL-konjugierter Anti-Kaninchen-Antikérper in einer Verdlinnung von
1:10000 als Sekundérantikérper. Es ist in den Spuren 2-6, eine deutliche
Immunreaktion in Hohe des dem ABCG2- Transporter entsprechenden Mole-
kulargewichtes von 72 kDa zu erkennen. Spur 2-5 entspricht Spermatozoen
von Ratte, Mensch, Maus und Bulle. Spur 6 zeigt die Positivkontrolle (293-
ABCG2). In Spur 7 hingegen bleibt die Immunreaktion in der Negativkontrolle
(293-PC) aus. Spur 1 zeigt den Molekulargewichtmarker. ABCGZ2 ist in
Spermatozoen verschiedener Spezies nachweisbar.
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Der polyklonale Antikorper Anti-ABCG2 markierte in den Zellextrakten der als
293-R5 bezeichneten, das ABCG2-Protein Uberexprimierenden Positivkont-
rolle eine Bande in der Hohe von 72 kDa. Dies entspricht dem Molekularge-
wicht des ABCG2-Proteins. Im Gegensatz dazu kam es in der mit dem Leer-
vektor transfizierten Negativkontrolle (293-PC) entsprechenden Spur zu
keiner spezifischen Immunreaktion. In den Extrakten der Spermatozoen der
gezeigten Spezies war eine deutliche Immunreaktion in Héhe von 72 kDa zu
erkennen. In Vorversuchen stellte sich eine Verdunnung des Primarantikor-
perantikorpers von 1: 2000 bei einer Inkubationszeit von 60 min als optimal
dar, wahrend der HRP-konjugierte Sekundarantikoérper in einer Verdiinnung
von 1: 10000 fir 60 min verwendet wurde. Die Laufzeit der Gele betrug 50

min.

4.1.2 Immunzytochemie

Zur Bestimmung der subzellularen Verteilung von ABCG2 in Spermatozoen
wurden in dieser Arbeit Immunfluoreszenzuntersuchungen mit dem spezifi-
schen ABCG2-Antikorper und dem Kernfarbstoff DAPI an murinen und bovi-
nen Spermatozoen verwendet. Abbildung 4 zeigt die subzellulare Lokalisation
des ABCG2-Transporters in unkapazitierten Spermatozoen von Maus und
Bulle, sowie das Verschwinden der Immunreaktion nach der Auslésung der
akrosomalen Reaktion. Die spezifische Immunreaktion von ABCG2 ist in rot,
die Kernfarbung in blau zu beobachten. Die benachbarten DIC-Bilder zeigen
die entsprechenden Spermatozoen. Es ist in unkapazitierten Spermatozoen
vorwiegend in der akrosomalen Region eine Immunreaktion zu beobachten,
wahrend im Schwanzstlck eine schwachere Farbung zu erkennen ist. Nach
Auslosung der akrosomalen Reaktion mit dem Kalzium-lonophor A23187
verschwindet die Immunreaktion im Bereich der akrosomalen Kappe, wah-

rend die Fluoreszenz im Schwanzstick erhalten bleibt.
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Abbildung 4 Lokalisation von ABCG2 in Spermatozoen von Maus und
Bulle. Unkapazitierte Spermatozoen wurden mit Anti-ABCG2 (rot) und dem
Kernfarbstoff DAPI (blau) geféarbt. (A) In epididymalen Spermatozoen der
Maus ist ABCGZ2 in der akrosomalen Region und im Schwanzstlick lokali-
siert. (B) Die gleiche Lokalisation findet sich in bovinen Spermatozoen. Die
DIC-Bilder zeigen die entsprechenden Spermatozoen. (C-links) Kapazitierte
bovine Spermatozoen wurden wie in A und B mit Cy3-konjugiertem Anti-
ABCG2 (rot) und DAPI (blau) geférbt. (C-rechts) Nach Auslésung der akro-
somalen Reaktion mit dem Kalzium-lonophor A23187 (5uM) verschwindet
die Immunreaktion in der akrosomalen Region, wéhrend die Fluoreszenz im
Schwanzstiick erhalten bleibt (Mal3stabsbalken = 10 um).
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4.2 Transportversuche an HEK-293-Zellen und bovinen
Spermatozoen
In den vorliegenden Abbildungen 5 und 6 ist der Effekt von ABCG2 auf den

Transport von Hoechst 33342 und Ethidiumbromid aus HEK-293-Zellen dar-
gestellt.

Hoechst 33342
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Abbildung 5 Transport von Hoechst 33342 aus positiv- und negativ-
transfizierten HEK-Zellen. 293-pcDNA entspricht den mit einem Leervektor
transfizierten HEK-293 Zellen und ist mit der hellen Linie gekennzeichnet,
293-ABCG2 entspricht mit dem ABCG2-Vektor transfizierten HEK-293-
Zellen, erkennbar an der dunklen Linie. Die Graphen zeigen die Mittelwerte
aus 9 unabhéngigen Experimenten. Die positivtransfizierten 293-Zellen sind
in der Lage, die Akkumulation der Farbstoffe in den Zellen zu limitieren, wéh-
rend es in den negativiransfizierten Zellen tber den Untersuchungszeitraum
zu einer erhéhten Akkumulation des Farbstoffs kommt.
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Abbildung 6 Transport von Ethidiumbromid aus positiv- und negativ-
transfizierten HEK-Zellen. 293-pcDNA entspricht den mit einem Leervektor
transfizierten HEK-293 Zellen und ist mit der hellen Linie gekennzeichnet,
293-ABCG2 entspricht mit dem ABCG2-Vektor transfizierten HEK-293-
Zellen, erkennbar an der dunklen Linie. Die Graphen zeigen die Mittelwerte
aus 9 unabhéngigen Experimenten. Die positivtransfizierten 293-Zellen sind
in der Lage, die Akkumulation der Farbstoffe in den Zellen zu limitieren, wéh-
rend es in den negativiransfizierten Zellen liber den Untersuchungszeitraum
zu einer erhéhten Akkumulation des Farbstoffs kommit.

Zur Untersuchung der Aktivitat von ABCG2 wurde der Transport von Hoechst
33342 und Ethidiumbromid in transfizierten HEK-293-Zellinien untersucht.
Die Experimente wurden nach identischem Versuchsaufbau neun Mal wie-
derholt. Gezeigt ist der Mittelwert der Versuche. Die beiden gewahlten Subs-
tanzen Hoechst 33342 und Ethidiumbromid sind bekannte Substrate des
Transporters (Janvilisri, 2003). Als Positivkontrolle wurde in den Experimenten
eine mit ABCG2-cDNA transfizierte HEK-293-Zelllinie verwendet, die das
Protein Uberexprimiert. Die Negativkontrolle entspricht einer mit dem ent-

sprechenden Leervektor transfizierten HEK-293-Zelllinie.
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In der Negativkontrolle kam es Uber den Untersuchungszeitraum zu einer
erhohten Akkumulation der Substanzen in den Zellen und damit zu einer er-
héhten intrazellularen Fluoreszenz. Im Gegensatz dazu waren die positivt-
ransfizierten Zellen in der Lage, die Substanzen nach extrazellular zu trans-
portieren und somit die Fluoreszenz in den Zellen zu reduzieren. ABCG2
bewirkt einen Transport der Substanzen Hoechst 33342 und Ethidiumbromid
aus ABCG2-transfizierten HEK-293-Zellen.
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Die Abbildungen 7 und 8 zeigen den Effekt des ABCG2-Inhibitors Fumitre-
morgin C auf den Transport der Substanzen Hoechst 33342 und Ethidiumb-

romid aus bovinen Spermatozoen.
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Abbildung 7 Transport von Hoechst 33342 aus bovinen Spermato-
zoen. wFTC entspricht bovinen Spermatozoen in HSB-Puffer unter Zugabe
von 10 uM Fumitremorgin C, gekennzeichnet durch die helle Linie, w/o FTC
entspricht Versuchsbedingungen in HSB-Puffer ohne die Zugabe des Inhibi-
tors, dargestellt in der dunklen Linie. Die Graphen zeigen die Mittelwerte aus
9 unabhéngigen Experimenten. Der ABCGZ2-Inhibitor flhrt in inhibierten
Spermatozoon im Vergleich zu nicht-inhibierten Bedingungen zu einer erhéh-
ten Akkumulation der untersuchten Substanz.
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Abbildung 8 Transport von Ethidiumbromid aus bovinen Spermato-
zoen. wFTC entspricht bovinen Spermatozoen in HSB-Puffer unter Zugabe
von 10 uM Fumitremorgin C, gekennzeichnet durch die helle Linie, w/o FTC
entspricht Versuchsbedingungen in HSB-Puffer ohne die Zugabe des Inhibi-
tors, dargestellt in der dunklen Linie. Die Graphen zeigen die Mittelwerte aus
9 unabhéngigen Experimenten. Der ABCGZ2-Inhibitor fiihrt in inhibierten
Spermatozoon im Vergleich zu nicht-inhibierten Bedingungen zu einer erhéh-
ten Akkumulation der untersuchten Substanz.

Zur Untersuchung der Aktivitat des ABCG2-Inhibitors in Spermatozoen wurde
im vorliegenden Experiment uberpruft, ob eine Inhibition des Proteins mit
FTC einen Einfluss auf den Transport der Substanzen Hoechst 33342 und
Ethidiumbromid in bovinen Spermatozoen hat.

Im Vergleich zu nicht-inhibierten Bedingungen flhrte eine Inhibition des
ABCG2-Transporters in bovinen Spermatozoen sowohl im Falle von Hoechst
33342, als auch im Falle von Ethidiumbromid zu einer Reduktion des Trans-
ports und damit einer erhohten Akkumulation der Substanzen im Untersu-

chungszeitraum. ABCG2 ist in bovinen Spermatozoen funktionell aktiv.
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4.3 Einfluss von ABCG2 auf die kapazitationsassoziierte

Proteintyrosinphosphorylierung muriner Spermatozoen

In Abbildung 9 ist der Einfluss des ABCG2-Inhibitors Fumitremorgin C (FTC)
auf die kapazitationsassoziierte Proteintyrosinphosphorylierung muriner

Spermatozoen dargestellt.

Western-Blot Anti-Phosphotyrosin
an murinen Spermatozoen

M HS HS HSB HSB+FTC
t=0 t=180 t=180 t=180

kDa 1 2 3 4 5

Q7 —— e a—

64 —

51 —

Abbildung 9 Phosphotyrosin-immunoblot zum Nachweis des Effektes
des ABCG2-Inhibitors Fumitremorgin C auf die kapazitationsassoziierte
Proteintyrosinphosphorylierung muriner Spermatozoen. Verwendet wur-
de der monoklonale Anti-Phosphotyrosin-Antikérper Klon 4G10 (Upstate, La-
ke Placid, USA) in einer Verdiinnung von 1: 1000. Zur Visualisierung der
Banden diente ein ECL-konjugierter Anti-Maus-Antikérper in einer Verdiin-
nung von 1: 2000. Gezeigt sind in Spur 2-5 verschiedene Inkubationsmedien.
HS entspricht Inkubationsbedingungen, in denen murine Spermatozoen nicht
kapazitieren, HSB solchen, die die Kapazitation begiinstigen. HSB+FTC ent-
sprechen den Bedingungen, in denen der ABCG2-Transporter durch Fumit-
remorgin C gehemmt wurde (5 uM). Spur 3 entspricht der Positivkontrolle, in
der es zu einer Auspragung eines spezifischen, mit der Kapazitation asso-
ziierten Bandenmusters kommt. Eine vergleichbare Ausprdgung zeigt sich
auch in den inhibierten Bedingungen (Spur 2). Spur 1 zeigt den Molekular-
gewichtmarker. FTC hat keine Auswirkung auf die Auspragung des Banden-
musters.
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Eine wichtige Voraussetzung der Kapazitation ist die Abnahme des Choleste-
rolgehaltes aus Spermatozoenmembranen. Diese Abnahme des Cholesterol-
gehaltes resultiert in einer Phosphorylierung an Tyrosinresten von Zielprotei-
nen, die mittels eines spezifischen Antikorpers detektiert werden konnen.
Dies fuhrt zu einer charakteristischen Auspragung eines Bandenmusters im
Western-Blot. Diese spezifische Auspragung gilt als Nachweis einer erfolgten
Kapazitation. Zur Uberpriifung der funktionellen Relevanz des ABCG2-
Transporters in Spermatozoen wahrend der Kapazitation wurde in der vorlie-
genden Arbeit der Einfluss des ABCG2-Inhibitors FTC auf die Proteintyrosin-
phosphorylierung der Spermatozoen analysiert. Dazu wurden murine Sper-
matozoen in verschiedenen Inkubationsmedien inkubiert und die
Proteinextrakte gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose-
membranen Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Membranen mittels des
spezifischen Antikorpers 4G10 gegen phosphorylierte Tyrosinreste inkubiert
und ausgewertet. Fur die gelelektrophoretische Auftrennung wurden 4-12%
Bis/Tris-Gele verwendet. Nach der Ubertragung auf Nitrozellulosemembra-
nen wurde der Primarantikdrper in einer Verdinnung von 1: 1000, der Se-
kundarantikorper 1: 2000 bei einer jeweils einstliindigen Inkubation eingesetzt
und die Banden mit ECL-Reagenz visualisiert. Dieses Experiment wurde
nach identischem Versuchsaufbau viermal wiederholt, in Abbildung 9 ist ein

reprasentatives Ergebnis abgebildet.

Das HS-Medium entspricht Bedingungen, in denen murine Spermatozoen
nicht kapazitieren. HSB entspricht solchen, die eine Kapazitation der Sper-
matozoen beglinstigen (Positivkontrolle) und HSB+FTC entsprechenden Be-
dingungen unter Zusatz von 5 pM des ABCG2-Inhibitors FTC. Als Negativ-
kontrolle diente die Inkubation in HS-Medium zum Zeitpunkt 0. Unter den die
Kapazitation begunstigenden Bedingungen (HSB) zeigten sich nach 180-
minutiger Inkubation neben einer Immunreaktion in Hohe der konstitutiv ex-

primierten Hexokinase (97 kDa) weitere Banden in Hohe von 51, 70, 85 und
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110 kDa entsprechend einer erfolgten Kapazitation (Kalab, 1994; Visconti 1995a).
Das gleiche Bandenmuster fand sich auch unter den das ABCG2-Protein
inhibierenden (5 yM) Inkubationsbedingungen (HSB+FTC). In der Negativ-
kontrolle sind weder nach 0 min noch nach 180 min neben der konstitutiv
exprimierten Hexokinase Banden in Hohe von 51, 70, 85 und 110 kDa zu
erkennen. Eine Inhibition von ABCG2 durch Fumitremorgin C hatte keinen
detektierbaren Einfluss auf die Auspragung des Bandenmusters in der im-
munologischen Darstellung der kapazitationsassoziierten Phosphorylierung

von Tyrosinresten an Proteinen in murinen Spermatozoen.
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4.4 CTC-Farbung an murinen Spermatozoen

Zur weiteren Uberprifung des Einflusses von ABCG2 auf die Kapazitation
und die akrosomale Reaktion wurde in der vorliegenden Arbeit die Chlortet-
razyklin-Methode angewandt. Sie erlaubt eine Unterscheidung zwischen un-

kapazitierten, kapazitierten und akrosomal reagierten Spermatozoen.

Abbildung 10 zeigt die unterschiedliche Auspragung der Farbemuster, ,F“
entsprechend unkapazitierten Spermatozoen, ,B“ entsprechend kapazitierten
Spermatozoen und ,AR" entsprechend akrosomal reagierten Spermatozoen.

Die benachbarten DIC-Bilder zeigen die entsprechenden Spermatozoen.
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Abbildung 10 Murine Spermatozoen in der CTC-Farbung: (A) Féarbe-
muster entsprechend Muster ,,F“. Markiert ist sowohl das Akrosom, der post-
akrosomale Bereich als auch die Halsregion. (B) Farbemuster entsprechend
Muster ,B“. Markiert sind das Akrosom und das Mittelstiick, wéhrend im
postakrosomalen Bereich keine Fluoreszenz zu beobachten ist. (C) Farbe-
muster entsprechend Muster ,AR". Markiert ist lediglich das Mittelstlick, wah-
rend das Kopfstiick keine Fluoreszenz zeigt. Die DIC-Bilder in (A)-(C) zeigen
die entsprechenden Spermatozoen (Mal3stabsbalken = 10 um).
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Die folgende Abbildung 11 zeigt die prozentuale Verteilung der Mittelwerte
der beschriebenen Farbemuster in der CTC-Farbung unter verschiedenen

Inkubationsbedingungen zu den Zeitpunkten t=0 und t=180 min:

Inhibitorischer Effekt von FTC auf die Kapazitation [ = Unkapazitiert

und die akrosomale Reaktion [ = Kapazitiert

100 T
[J = Akrosom reagiert
80 -+ x
.
5 T
T —
60 -+ 1
40 +
T
20 4 1 = f
: . .
- I I
0 l I
T T T
HS HS HSB HSB+FTC
t=0 t=180 t=180 t=180

Abbildung 11 Prozentuale Verteilung der Mittelwerte der verschiede-
nen Farbemuster murinen Spermatozoen in der CTC-Farbung: Gezeigt
ist der prozentuale Anteil der Farbemuster ,F*, ,B* und ,AR" in unterschiedli-
chen, die Kapazitation beeinflussenden Inkubationsmedien zu verschiedenen
Zeitpunkten. HS entspricht Inkubationsbedingungen, in denen Spermatozoen
nicht kapazitieren, HSB solchen, in denen Spermatozoen kapazitieren und
HSB+FTC entsprechenden Bedingungen, in denen der ABCGZ2 durch Fumit-
remorgin C gehemmt wurde (6 uM). Angegeben ist der Standardfehler aus
n=3. Eine Inhibition des ABCG2-Transporters hat keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Kapazitation und die akrosomale Reaktion.
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Die folgende Abbildung 12 zeigt die prozentuale Verteilung der beschriebe-
nen Farbemuster in der CTC-Farbung unter verschiedenen Inkubationsbe-
dingungen zu den Zeitpunkten t=0 und t=180 min unter Zugabe des Kalzium-

lonophors A23187 in einer Konzentration von 5 uM fir 15 min. Tabelle 3 zeigt

Inhibitorischer Effekt von FTC auf die Kapazitation [ = Unkapazitiert

und die akrosomale Reaktion I = Kapazitiert

100 T )
[] = Akrosom reagiert
80 -+ ==
.
5 i 5
a
60 -+
I
i 5
4 + =
T T £
20 + L 1
="
0 1 1 1 1
HS HS HS HSB HSB+FTC
t=0 t=180 t=180 t=180 t=180
+ lon. +lon. +lon.

Abbildung 12 Prozentuale Verteilung der  Mittelwerte von
nen Farbemuster murinen Spermatozoen in der CTC-Farbung: Gezeigt
ist der prozentuale Anteil der Farbemuster ,F* ,B“ und ,AR" in unterschiedli-
chen, die Kapazitation beeinflussenden Inkubationsmedien zu verschiedenen
Zeitpunkten. HS entspricht Inkubationsbedingungen, in denen Spermatozoen
nicht kapazitieren, HSB solchen, die die Kapazitation begiinstigen und
HSB+FTC entsprechenden Bedingungen, in denen der ABCG2 durch Fumit-
remorgin C gehemmt wurde (5 uM). ,,+ lon* entspricht einer zusétzlichen
Inkubation mit dem Kalzium-lonophor A23187 (5uM). Angegeben ist der
Standardfehler aus n=3. Eine Inhibition des ABCG2-Transporters hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Kapazitation und die akrosomale Reaktion unter
Koinkubation mit Kalzium-lonophor A23187 (5uM)
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Die Tabellen 3 und 4 zeigen die Prozentwerte der CTC-Versuche.

Tabelle 3  Mittelwerte der prozentualen Verteilung muriner Sperma-
tozoen in der CTC-Farbung mit und ohne Inhibition von
ABCG2 durch FTC (5uM). Angegeben ist der Standard-
fehler aus n=3.

Muster F 11,7+ 4,41 | 11,7+4,06 | 1,00
»unkapazitiert

Muster B 65,3+5,21 | 67,0+1,00| 0,77
»kapazitiert”

Muster AR 23,0%1,00 | 21,3£4,10| 0,71
»Akrosomal reagiert”

Tabelle 4  Mittelwerte der prozentualen Verteilung muriner Sperma-
tozoen in der CTC-Farbung mit und ohne Inhibition von
ABCG2 durch FTC (5uM) und Inkubation mit Kalzium-
lonophor A23287 fiir 15 min (5uM). Angegeben ist der
Standardfehler aus n=3.

Muster F 7,0%1,73 9,7 1,45 | 0,304
,unkapazitiert

Muster B 37,7145 | 28,0+ 1,73 | 0,013
»kapazitiert

Muster AR 553+318 | 62,3+1,45| 0,116
»Akrosomal reagiert”
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Untersucht wurde der Einfluss verschiedener Inkubationsbedingungen auf
den Status der Kapazitation sowie die Auslésung der akrosomalen Reaktion.
Farbemuster ,F* entspricht unkapazitierten, “F* kapazitierten und , AR akro-
somal reagierten Spermatozoen Hierzu wurden murine Spermatozoen zum
Einen in einem Medium inkubiert, welches die Kapazitation begunstigt (HSB),
zum Anderen in einem vergleichbaren Medium inkubiert, das mit dem spezi-
fischen ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin C in einer Konzentration von 5 yM
versetzt war (HSB+FTC). Als Negativkontrolle wurden die Spermatozoen ei-
nem Medium ausgesetzt, welches die Kapazitation verhindert (HS). Nach
180 min wurde anhand der CTC-Farbung Uberprift, ob dieser Inhibitor einen
Einfluss auf das Kapazitationsverhalten der Spermatozoen hat. Zusatzlich
wurde mit Hilfe von Kalzium-lonophor (5uM) uberpruft, inwieweit FTC die
Auslosung der akrosomalen Reaktion beeinflusst. Verglichen wurden jeweils
inhibierte und nicht-inhibierte Bedingungen, HSB+FTC vs. HSB.

Verhaltnis der Farbemuster in der CTC-Farbung ohne Zugabe von Kal-

zium-lonophor
Farbemuster ,F*:

Ohne die Zugabe von Kalzium-lonophor sind die Mittelwerte der Messungen
im Farbemuster ,F“, entsprechend kapazitierten Spermatozoen mit 11,7%

gleich, wie in Abbildung 11 und Tabelle 3 zu erkennen ist.
Farbemuster ,,B*:

Ein signifikanter Unterschied zwischen den ABCG2-inhibierten und nicht-
inhibierten Bedingungen ist ohne die Zugabe von Kalzium-lonophor nach 180
min Inkubation im Anteil der dem Muster ,B* (kapazitiert) entsprechenden
Zellen mit 65,3% in HSB zu 67,0% in HSB+FTC nicht zu erkennen (p-Wert =
0,77), wie in Abbildung 11 und Tabelle 3 dargestellt ist.
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Farbemuster ,,AR":

Ohne die Zugabe von Kalzium-lonophor ist der Unterschied zwischen inhi-
bierten und nicht-inhibierten Bedingungen im Anteil der akrosomal reagierten
Zellen (Muster AR) mit 21,3% zu 23,0% ebenfalls nicht signifikant (p-Wert =
0,71) (Abbildung 11, Tabelle 3).

Verhaltnis der Farbemuster in der CTC-Farbung nach Zugabe von Kal-

zium-lonophor (5uM)
Farbemuster ,F*:

Nach der Zugabe von Kalzium-lonophor A23187 ist der Unterschied zwi-
schen nicht-inhibierten und inhibierten Spermatozoen mit 7,0% zu 9,3% im

Farbemuster ,F“ nicht signifikant (p-Wert = 0,30)
Farbemuster ,,B*:

Ein signifikanter Unterschied ist im Muster ,B“ nach der Inkubation mit dem
Kalzium-lonophor nicht zu erkennen. (p-Wert = 0,013), wie in Abbildung 12
und Tabelle 4 dargestellt ist. Hierbei kommt es unter nicht-inhibierten Bedin-
gungen zu einer Zunahme der kapazitierten Zellen zu vergleichbaren Bedin-
gungen, in denen Spermatozoen nicht kapazitieren von 24,3% zu 37,7%. Im
Gegensatz dazu steigt der Anteil des entsprechenden Farbemusters ,B“ un-

ter inhibierten Bedingungen lediglich auf 28,0% an.
Farbemuster ,AR":

Dagegen stellt sich nach 180 min das Verhaltnis der akrosomal reagierten
Zellen unter nicht-inhibierten und inhibierten Bedingungen nach der Zugabe
von Kalzium-lonophor in einer Konzentration von 5 yM dar. Hierbei kommt es
im Vergleich zum Zeitpunkt O unter nicht-inhibierenden Bedingungen zu einer
Zunahme der akrosomal reagierten Zellen von 5,7% auf 55,3%. Im Kontrast
dazu steht eine Erhéhung der akrosomal reagierten Spermatozoen zwischen
den beiden Zeitpunkten unter Zugabe des ABCG2-Inhibitors von 5,7% auf
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63,0%. Dieser Unterschied ist aber nicht signifikant (p-Wert = 0,116) (Abbil-
dung 12, Tabelle 4).

Die Inhibition des ABCG2-Inhibitors FTC hat in der Untersuchung in der
CTC-Farbung keinen signifikanten Einfluss auf die akrosomale Reaktion in
Spermatozoen von Mausen. Bezogen auf die Kapazitation kommt es zwi-
schen inhibierten und nicht-inhibierten Bedingungen zu keinem signifikanten

Unterschied.
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4.5 PSA-Lektinfarbung des murinen Akrosoms

Zur Untersuchung der Wirkung des ABCG2-Inibitors Fumitremorgin C auf die
akrosomale Reaktion wurden murinen Spermatozoen in verschiedenen Inku-
bationsmedien inkubiert, mit PSA gefarbt und zu verschiedenen Zeitpunkten
ausgewertet. In Abbildung 13 sind die verschiedenen Farbemuster (akroso-

mal intakt und akrosomal reagiert) in der PSA-Farbung dargestellt:

A

-~
\\

Abbildung 13 Fluoreszenzmuster PSA-gefdrbter murinen Spermato-
zoen (A) zeigt ein akrosomal intaktes Spermatozoon mit einer deutlichen
Fluoreszenz im Bereich des Akrosoms. Der postakrosomale Teil des Kopfes
ist schwach geférbt. (B) zeigt ein akrosomal reagiertes Spermatozoon mit
fehlender Fluoreszenz im Bereich des Akrosoms. Zu sehen ist lediglich eine
schwache Farbung im postakrosomalen Bereich. Die DIC-Bilder in (A) und
(B) zeigen die entsprechenden Spermatozoen (Mal3stabsbalken = 10 um)

64



Prozent

4 Ergebnisse

Die folgende Abbildung 14 zeigt die prozentuale Verteilung der beschriebe-
nen Farbemuster in der PSA-Farbung unter verschiedenen Inkubationsbe-

dingungen zu den Zeitpunkten t=0 und t=180 min.

Inhibitorischer Effekt von FTC [0 = Akrosom intakt
auf die akrosomale Reaktion [J = Akrosom reagiert
100 T
80 +
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! ]
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t=0 t=180 =180 t=180

Abbildung 14 Prozentuale Verteilung der Mittelwerte akrosomenintak-
ter und akrosomenreagierter Spermatozoen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten in der PSA-Farbung. HS entspricht Inkubationsbedingungen in denen
Spermatozoen nicht kapazitieren (Negativkontrolle), HSB solchen, die die
Kapazitation beglinstigen und HSB+FTC entsprechenden Bedingungen, in
denen der ABCG2-Transporter durch Fumitremorgin C gehemmt wurde (5
uM). Angegeben ist der Standardfehler aus n=6. Eine Inhibition des ABCG2-
Transporters hat keinen signifikanten Einfluss auf die akrosomale Reaktion
muriner Spermatozoen.
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Die folgende Abbildung 15 zeigt die prozentuale Verteilung der beschriebe-
nen Farbemuster in der PSA-Farbung unter verschiedenen Inkubationsbe-
dingungen zu den Zeitpunkten t=0 und t=180 min unter Zugabe des Kalzium-

lonophors A23187 in einer Konzentration von 5 yM.

Inhibitorischer Effekt von FTC [0 = Akrosom intakt
auf die akrosomale Reaktion [ Akvosom seagiert
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Abbildung 15 Prozentuale Verteilung der Mittelwerte akrosomenintak-
ter und akrosomenreagierter Spermatozoen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten in der PSA-Farbung. HS entspricht Inkubationsbedingungen in denen
Spermatozoen nicht kapazitieren (Negativkontrolle), HSB solchen, die die
Kapazitation beglinstigen und HSB+FTC entsprechenden Bedingungen, in
denen der ABCG2-Transporter durch Fumitremorgin C gehemmt wurde (5
uM). ,,+ lon*“ entspricht einer zuséatzlichen Inkubation mit dem Kalzium-
lonophor A23187 (5uM). Angegeben ist der Standardfehler aus n=6. Eine
Inhibition des ABCGZ2-Transporters hat keinen signifikanten Einfluss auf die
akrosomale Reaktion muriner Spermatozoen unter Koinkubation mit dem
Kalzium-lonophor A23187 (5uM).

Tabelle 5 und 6 zeigen die Prozentwerte der PSA-Versuche:
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Tabelle 5  Mittelwerte der prozentualen Verteilung muriner Sperma-
tozoen in der PSA-Farbung mit und ohne Inhibition von
ABCG2 durch FTC (5uM). Angegeben ist der Standard-
fehler aus n=6.

Akrosomal intakt 56,8 £ 5,80 | 55,2+ 6,76 | 0,855

Akrosomal reagiert | 43,2+5,80 | 44,816,76 | 0,855

Tabelle 6  Mittelwerte der prozentualen Verteilung muriner Sperma-
tozoen in der PSA-Farbung mit und ohne Inhibition von
ABCG2 durch FTC (5uM) und Inkubation mit Kalzium-
lonophor A23187 fiir 15 min (5uM). Angegeben ist der
Standardfehler aus n=6.

Akrosomal intakt 33,9+4,55 | 452+6,47| 0,189

Akrosomal reagiert | 66,0 4,55 | 54,8 +6,47| 0,189

Zur Uberprifung des Einflusses von ABCG2 auf die akrosomalen Reaktion
wurden der Anteil nicht-akrosomal reagierter Spermatozoen zum Zeitpunkt
t=180 min unter inhibierten und nicht-inhibierten Bedingungen, jeweils mit

oder ohne Zugabe von Kalzium-lonophor miteinander verglichen.

Zur Auslosung der akrosomalen Reaktion wurde in der Untersuchung das
Kalzium-lonophor A23187 verwendet. Als Negativkontrolle dienten Inkubati-

onsbedingungen, in denen Spermatozoen nicht kapazitieren (HS-Puffer).
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Verhaltnis der Farbemuster in der PSA-Farbung

Die Spermatozoen, die unter kapazitationsférdernden Bedingungen inkubiert
wurden weisen nach 180 min einen Anteil von 43,2 + 5,80 % nicht-reagierter
Zellen auf. Die entsprechenden inhibierten Spermatozoen zeigen einen Anteil
von 44,8 + 6,76 nicht-akrosomal reagierter Zellen. Der Unterschied ist nicht
signifikant (p-Wert = 0,855) (Abbildung 14, Tabelle 5).

Verhaltnis der Farbemuster in der PSA-Farbung nach Zugabe von Kal-

zium-lonophor

Der Vergleich im HSB-Puffer in Abbildung 15 und Tabelle 6 zeigt, dass der
Unterschied zwischen den akrosomenintakten Zellen zwischen nicht-
inhibierten 66,0 + 4,55 %, und inhibierten Spermatozoen 54,8 + 6,47 % nicht
signifikant ist (p-Wert = 0,189).

Der spezifische ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin C hat in der PSA-Farbung

keinen signifikanten Einfluss auf die akrosomale Reaktion.
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Tabelle 7 Ubersicht der Fragestellung und der erzielten Ergebnisse

Reaktion muriner Spermatozoen be-

teiligt?

1. Kann ABCG2 in murinen Spermato- ABCG2 ist im Western-Blot in murinen
zoen nachgewiesen werden? Spermatozoen nachweisbar
2. Inwieweit ist ABCG2 konserviert und ABCG2 ist im Western-Blot in Spermato-
kann auch in Spermatozoen anderen zoen von Ratte, Bulle und Mensch
Spezies nachgewiesen werden? nachweisbar
3. Wie ist die subzellulare Verteilung Immunzytochemische Untersuchung zei-
von ABCG2 in murinen Spermato- gen eine Lokalisation von ABCG2 in der
zoen? akrosomalen Region und im Mittelsttck
von bovinen und murinen Spermatozoen
4. |Ist ABCG2 in Spermatozoen funktio- ABCG2 ist in Spermatozoen funktionell
nell aktiv? aktiv und kann Substrate transportieren
5. Ist ABCG2 an der Kapazitation muri- Durch eine Inhibition von ABCG2 durch
ner Spermatozoen beteiligt? den spezifischen Inhibitor Fumitremorgin
C kommt es zu keiner nachweisbaren
Veranderung der kapazitationsassoziier-
ten Proteintyrosinphosphorylierung in
murinen Spermatozoen und der Kapazi-
tation in der CTC-Farbung
6. Ist ABCG2 an der akrosomalen Der ABCG2-Inhibitor FTC hat keinen

signifikanten Einfluss auf die Auslosung
der akrosomalen Reaktion in murinen
Spermatozoen in der PSA- und der CTC-
Farbung
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es zu Uberprifen, ob der ABCG2-
Transporter in Spermatozoen verschiedener Spezies nachgewiesen werden
kann. Zudem sollte Uberpruft werden wo in Spermatozoen das Protein lokali-
siert ist. Im Weiteren stellte sich die Frage, ob der Transporter in Spermato-

zoen funktionell aktiv ist und inwieweit er die Fertilisation beeinflusst.

ABCG?2 ist in Spermatozoen verschiedener Spezies nachweisbar

Der Nachweis des Transporters im Hoden konnte von Doyle et al. bereits
kurz nach der Identifizierung des Proteins auf mRNA-Niveau erbracht wer-
den. Das Protein ist nach Fetsch et al. hauptsachlich in Sertoli-Zellen und
den steroidproduzierenden Leydigschen Zwischenzellen lokalisiert. Wider-
spruchlich dazu kommt es laut einer Untersuchung von Bart et al. zu keiner
Expression von ABCG2 in den Leydigschen Zwischenzellen (Doyle, 1998; Bart,
2004; Fetsch, 2006). ABCG2 ist in der Blut-Hoden-Schranke konzentriert und ist
an der Limitierung der Aufnahme von Xenobiotika, also kdrperfremden Stof-
fen beteiligt (Bart, 2004; Enokizono, 2008). Immunhistochemische Untersuchun-
gen bewiesen zudem eine Lokalisation des Proteins im Nebenhoden des
Menschen, wo es an der Limitierung der Aufnahme von Phytodstrogenen,
also pflanzlichen, sexualhormonahnlichen Stoffen beteiligt ist (Enokizono, 2007).
Ein wichtiger Beitrag zur Rolle von ABCG2 im mannlichen Reproduktionstrakt
konnte 2004 von Lassalle et al. erbracht werden, die ABCG2 in Zellen der
Spermatogenese nachwiesen. In dieser Untersuchung war der ABCG2-
Transporter in den verschiedenen Differenzierungsstufen der Spermatogene-
se unterschiedlich stark exprimiert. In der Studie fand sich die mRNA von
ABCG2 in Spermatogonien, in Spermatozyten und in Spermatiden. ABCG2-
MRNA konnte zwar ebenfalls in den haploiden Spermatiden nachgewiesen
werden, Lassalle et al. interpretierten dies aber als eine Art von RNA-

Speicherprozess ohne funktionelle Relevanz fur Spermatiden und reife
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Spermatozoen. Eine Lokalisation von ABCG2 in reifen Spermatozoen hinge-
gen wurde in der Studie von Lassalle et al. nicht untersucht (Lassalle, 2004).
Auf dieser Grundlage ergab sich als erste Fragestellung dieser Arbeit ob der
ABCG2-Transporter in reifen Spermatozoen lokalisiert ist und mittels immu-

nologischer Methoden nachgewiesen werden kann.

Als Modell zum Nachweis des ABCG2-Transporters in Spermatozoen diente
in der vorliegenden Untersuchung aufgrund der Reproduzierbarkeit und der
leichten Verfugbarkeit von Probenmaterial das Mausmodell. Als Nachweis-
methode wurde der Western Blot und die Immunzytochemie gewahlt. Der
Western-Blot ist die Standard-Nachweismethode von Proteinen und eignet
sich besonders wegen seiner Reproduzierbarkeit und seiner Spezifitat. Zum
Nachweis von ABCG2 in murinen, epididymalen Spermatozoen wurde ein
spezifischer ABCG2-Antikdrper (Anti-ABCG2-87405, NIH, Bethesda, USA)
verwendet, der gegen ein intrazellulares Epitop gerichtet ist. Der verwendete
Antikorper ist bereits etabliert und wurde zum Nachweis von ABCG2 in ver-
schiedenen Geweben verwendet. Litman et al. konnten in einer Studie unter
reduzierenden Bedingungen mit dem gleichen Antikdrper zeigen, das eine
Bande von ca. 72 kDa dem ABCG2-Protein entspricht (Litman, 2002; Fetsch,
2006). Der polyklonale Antikorper Anti-Abcg2 markierte unter den hier ver-
wendeten reduzierenden Bedingungen in der Gelelektrophorese und dem
sich anschlieRenden Western-Blot die in Abbildung 3 gezeigte Bande in Ho-
he von ca. 70 kDa. Die Masse von 72 kDa entspricht dem Molekulargewicht
von ABCG2. Als Positivkontrolle ist in Abbildung 3, die einer mit ABCG2-
cDNA transfizierten HEK-293-Zelllinie entsprechende Bande gezeigt.

Da ABCGZ2 in murinen Spermatozoen nachgewiesen werden konnte, interes-
sierte im Weiteren die Frage, ob ABCG2 auch in Spermatozoen anderer
Spezies nachgewiesen werden kann. Dazu wurden Zellextrakte der Sperma-
tozoen von Ratte (epidydimal), Bulle (epidydimal) und Mensch (ejakuliert)
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels des spezifischen Antikdrpers

markiert. Wie in Abbildung 3 gezeigt ist, konnte eine starke Immunreaktion in
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einer Hohe von ca. 70 kDa in allen beschriebenen Spezies beobachtet wer-
den. Dies spricht fur eine Lokalisation des ABCG2-Transporters in Spermato-

zoen aller untersuchten Spezies.

Nach dem gangigen Modell der Literatur muss ABCG2 homodimerisieren um
funktionell aktiv werden zu kdnnen (Litman, 2002; Krishnamurthy, 2006). Neuere
Studien in somatischen Zellen weisen auf eine Organisation des Transporters
als Homo-Oligomer mit bis zu 12 ABCG2-Untereinheiten hin (Xu J, 2007). Ob
der ABCG2-Transporter in Spermatozoen als Homodimer oder Homo-
Oligomer vorliegt, kann anhand der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit
nicht beurteilt werden, da die suprastrukturbildenden Disulfidbriicken mittels
Reduzierung durch den zugesetzten Reducing-Agent und die Erhitzung der
Proben auf 100°C zerstort wurden. Der Nachweis des Proteins in Spermato-
zoen zeigt eine Lokalisation des Transporters im mannlichen Reproduktions-
trakt, die bisher noch nicht nachgewiesen werden konnte und erweitert damit
die Beobachtungen von Lassalle et al., die ABCG2 nur in den Zellen der

Spermatogenese nachwiesen (Lassalle, 2004).

Wahrend in der eigenen Untersuchung das Protein mittels Western-Blot in
Spermatozoen nachgewiesen wurde, konnte in der Studie von Lassalle et al.
ABCG2-mRNA in Zellen der Spermatogenese gezeigt werden. Der alleinige
Nachweis von RNA aber beweist noch nicht die Transkription ins funktionell
aktive Protein. Einen aktiven, auf dem Vorhandensein des ABCG2-Proteins
basierenden Transport des Farbstoffs Hoechst 33342, konnte in der Studie
von Lassalle et al. in Spermatiden nicht nachgewiesen werden. Darauf be-
ruhte die Vermutung der Autoren, dass die ABCG2-mRNA eine Art der Spei-
cherung darstellte, die ohne funktionelle Relevanz fur Spermatiden und
Spermatozoen sei. Da Spermatozoen selber nicht mehr zur Proteinbiosyn-
these fahig sind, muss das in den eigenen Untersuchungen nachgewiesene
Protein deshalb bereits in unreiferen Differenzierungsstufen der Keimzellen

synthetisiert worden sein.
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Wann in der komplizierten Entwicklung der Spermatiden zu den reifen Sper-
matozoen die Transkription des Proteins von statten geht, kann allerdings
anhand der in der eigenen Studie erbrachten Ergebnisse nicht bestimmt wer-

den.

ABCG?2 ist in der akrosomalen Region lokalisiert

Durch den Nachweis des Proteins im Western-Blot ergab sich im Weiteren
die Fragestellung in welchem subzellularen Kompartiment ABCG2 in Sper-
matozoen lokalisiert ist. Als Nachweismetode wurde dazu die Immunzyto-
chemie gewahlt, mit der es moglich ist die subzellulare Lokalisation von Pro-
teinen in Zellen zu markieren und zu visualisieren. Zur Untersuchung dieser
subzellularen Lokalisation von ABCG2 wurden Spermatozoenausstriche un-
kapazitierter Spermatozoen mit dem spezifischen Antikorper 87405 inkubiert.
Um die Bindung des Erstantikérpers sichtbar zu machen wurde ein Cy3-
konjugierter Sekundarantikdrper verwendet. Die in Abbildung 4 (A und B) ge-
zeigte subzellulare Lokalisation des Transporters in Spermatozoen be-
schrankt sich auf die akrosomale Region sowie in schwacherem Male auf
das Mittelstlick. Die Lokalisation konnte, wie in Abbildung 4 gezeigt, sowohl
in murinen (5A) als auch in bovinen (5B) Spermatozoen nachgewiesen wer-
den. Zur Kontrolle der Lokalisation in der akrosomalen Region von Sperma-
tozoen wurde in einer weiteren Untersuchung Uberpruft, ob die Fluoreszenz
in kapazitierten Spermatozoen nach der Auslésung der akrosomalen Reakti-
on nachweisbar ist. Dazu wurden zuvor kapazitierte Spermatozoen fur 15
min mit dem Kalzium-lonophor A23187 inkubiert und anschlieRend nach be-
schriebenem Protokoll gefarbt und ausgewertet. In der Beurteilung zeigte
sich, dass nach erfolgter Auslosung der akrosomalen Reaktion keine Immun-
fluoreszenz im Bereich des Kopfes mehr zu detektieren war, wahrend die

Immunreaktion im Mittelstick weiterhin vorhanden war (Abbildung 5C).
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ABCG?2 ist nicht der Einzige ABC-Transporter der in Spermatozoen im Akro-
som nachgewiesen werden konnte. Morales et al. untersuchten die Rolle von
weiteren ABC-Proteinen in Spermatozoen von Mausen; ABCA1, ABCA7,
ABCG1 und ABCG4. In dieser Studie konnten ABCA1, ABCA7 und ABCG1
mittels Western-Blot und Immunzytochemie in murinen Spermatozoen nach-
gewiesen werden. Diese Transporter sind am Cholesteroltransport Uber
Membranen in somatischen Zellen beteiligt. Die subzellulare Lokalisation der
Transporter ABCA1 und ABCAY ist der in Abbildung 4 gezeigten Lokalisation
von ABCG2 sehr ahnlich. Sowohl in der Studie von Morales et al., als auch in
den eigenen Untersuchungen beschrankt sich die Immunreaktion in der Im-
munzytochemie auf die akrosomale Region und das Mittelstlick von epididy-
malen Spermatozoen von Mausen. Die Studie von Morales et al. beschrieb
eine Beteiligung der untersuchten Transporter im kapazitationsassoziierten
Cholesteroltransport. Dort konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der be-
schriebenen Transporter Auswirkungen auf den Cholesteroltransport aus

Spermatozoenmembranen hat (Kiucken, 2000; Selva, 2004; Morales, 2008).

ABCG?2 ist in Spermatozoen funktionell aktiv

Da der ABCG2-Transporter in der vorliegenden Untersuchung in Spermato-
zoen von verschiedenen Spezies nachgewiesen werden konnte stellte sich
fur weitere Untersuchungen die Frage, ob ABCG2 in reifen Spermatozoen

funktionell aktiv ist.

Eine Aktivitat von ABCG2 kann nachgewiesen werden, indem man die Kon-
zentration eines ABCG2-Substrates in Zellen misst und inhibierte mit nicht-
inhibierten Bedingungen vergleicht. Bekannte Substrate von ABCG2 sind die
fluoreszierenden Farbstoffe Hoechst 33342 und Ethidiumbromid (Janvilisri,
2003; Robey, 2007). Der Auswartstransport von Hoechst wird bei der durch-
flusszytometrischen Isolation von Stammzellen genutzt. Durch den aktiven

Auswartstransport kommt es in der sogenannten ,Side-Population® zu einer
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geringeren Ansammlung des Farbstoffes im Vergleich zu anderen Zellen. Die
Zellen der ,side-population” weisen wesentliche Stammzellmarker auf. Scha-
renberg et al. konnte zeigen, dass dieser Auswartstransport von Hoechst
33342 auf dem Vorhandensein von ABCG2 und MDR in diesen Zellen be-
ruht. Inhibiert man ABCG2 und MDR lassen sich keine ,side-population“-
Zellen isolieren (zhou, 2001; Zhou, 2002; Scharenberg, 2002).

Mit den in Abbildungen 5 und 6 dargestellten Experimenten konnte gezeigt
werden, dass der Auswartstransport von Hoechst 33342 und Ethidiumbromid
auch in HEK-293-Zellen auf dem Vorhandensein von ABCG2 beruht. Dafur
wurde jedoch keine durchflusszytometrische Untersuchung gewahlt, sondern
es wurde die intrazellulare Fluoreszenz von Hoechst 33342 und Ethidiumb-
romid in Kuvetten quantifiziert. Negativtransfizierte HEK-293-Zellen zeigten
einen geringeren Auswartstransport von Hoechst 33342 und Ethidiumbromid,
als mit ABCG2-cDNA-transfizierte HEK-293-Zellen. Diese Ergebnisse sind
konsistent mit beschriebenen Untersuchungen, dass ABCG2 Hoechst 33342
transportiert. Ebenfalls Ubereinstimmend mit friheren Studien von Janwvilisri
et al. sind die Ergebnisse, dass Ethidiumbromid ein Substrat von ABCG2 ist.
In diesen Untersuchungen konnte ein Transport von Ethidiumbromid durch
ABCG2 in Lactococcus lactis beobachtet werden (zhou, 2001; Zhou, 2002; Scha-
renberg, 2002; Janvilisri, 2003).

Um zu untersuchen ob ABCG2 in Spermatozoen aktiv ist wurde in der vorlie-
genden Arbeit der Auswartstransport von Hoechst und Etidiumbromid mit und
ohne Inhibition von ABCG2 gemessen. Dazu wurde die intrazellulare Fluo-
reszenz in Spermatozoen gemessen. Da bovine Spermatozoen grofl3er sind
als die Spermatozoen der anderen in dieser Studie verwendeten Spezies,
eigneten sich diese besonders fur diese Versuche. Wie in den Abbildungen 7
und 8 gezeigt ist, kam es in bovinen Spermatozoen, unter Inhibition von
ABCG2 durch den spezifischen Inhibitor Fumitremorgin C (10 uM), zu einer
deutlichen Reduktion der intrazellularen Fluoreszenz, verglichen mit nicht-

inhibierten Spermatozoen. Diese Beobachtung konnte sowohl flr Hoechst
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33342 als auch fiur Ethidiumbromid getroffen werden. Dies spricht flr eine
funktionelle Aktivitat von ABCG2 in bovinen Spermatozoen. Da ABCG2 auch
in Spermatozoen von Maus, Ratte und Mensch nachgewiesen werden konn-

te, ist eine Aktivitat auch in Spermatozoen der genannten Spezies zu vermuten.

Lassalle et al. konnten anhand des Hoechst 33342-Transportes ,side-
population“-Zellen aus dem Hoden isolieren und zeigen, dass diese ,side-
population® einen hohen Anteil an Stammzellen enthalt. Der Auswartstrans-
port von Hoechst 33342 konnte, wie in den eigenen Untersuchungen durch

Fumitremorgin C gehemmt werden (Lassalle, 2004).

Zusammen mit dem Nachweis von ABCG2-mRNA, der ebenfalls von Lassal-
le et al. gezeigt werden konnte sprechen diese Ergebnisse fur eine Lokalisa-
tion von ABCG2 in Zellen der Spermatogenese. Im Gegensatz zu den eige-
nen Ergebnissen konnten Lassalle et al. aber keinen aktiven Transport von
Hoechst 33342 aus haploiden Zellen der Spermatogenese beobachten. Dass
in den haploiden Zellen jedoch wie in den unreiferen Vorstufen auch mRNA
von ABCG2 nachgewiesen werden konnte, interpretierten die Autoren als
MRNA-Speichermechanismus, der ohne funktionelle Bedeutung fur Sperma-
tiden und Spermatozoen sei. Daher widerspricht der in dieser Studie erbrach-
te Nachweis von ABCG2 auf Proteinniveau (Abbildungen 3 und 4) und der
Nachweis der funktionellen Aktivitat der Interpretation von Lassalle et al.,

dass die mMRNA ohne funktionelle Relevanz fir die Spermatozoen sei.

Da ABCG2 in der vorliegenden Untersuchung nicht nur in Spermatozoen ver-
schiedenen Spezies nachgewiesen werden konnte sondern in bovinen
Spermatozoen funktionell aktiv war, weist auf eine spezifische Aufgabe von
ABCG2 in Spermatozoen hin. Fur eine spezifische Aufgabe spricht zudem
die Beobachtung, dass es nach einer relativ geringeren Expression von
ABCG2-mRNA in tetraploiden Zellen der Spermatogenese, zu einer Erho-
hung der Expression in haploiden Zellen kommt (Lassalle, 2004). Aus diesem
Ansatz ergab sich im Weiteren die Fragestellung welche Aufgaben ABCG2 in

Spermatozoen Ubernimmt.
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ABCG2 in der Kapazitation

Die Hauptaufgabe der Spermatozoen ist es die weibliche Eizelle zu befruch-
ten. Um dieses Ziel zu erreichen, miussen Spermatozoen einer Reihe bio-
chemischer und biophysikalischer Anderungen durchlaufen, die zusammen
als Kapazitation bezeichnet werden und letztendlich in der akrosomalen
Reaktion resultieren (Chang, 1951; Austin, 1952; Evans & Florman, 2002). Die Ab-
nahme des Cholesterolgehaltes aus Spermatozoenmembranen gilt als ein
Initiator der Kapazitation. Die Entfernung von Cholesterol aus Spermato-
zoenmembranen resultiert in einer cCAMP-PKA-abhangigen Signaltransdukti-
on und in der Phosphorylierung von Tyrosinresten an Zielproteinen (Visconti,
1995a, b; Cross, 1998; Visconti, 1999a, b; Travis, 2002). Bislang ist es unklar uber
welche Mechanismen Cholesterol die Membranen in Spermatozoen verlasst.
In anderen Zellsystemen ist bekannt, dass ABC-Transporter am Cholesterolt-
ransport beteiligt sind (Tall, 2000; Travis, 2001; Wang, 2004). Neuere Studien wei-
sen auch auf eine Beteiligung von ABCG2 am Transport von Cholesterol in
somatischen hin. Der Gehalt an Cholesterol in Membranen von Lactococcus
lactis, Insektenzellen und in den Zellen von Saugern hatte in diesen Studien
einen Einfluss auf die ATPase-Aktivitat von ABCG2. Je hdher der Gehalt an
Cholesterol in den Membranen war, desto hoher war auch die ATPase-
Aktivitat von ABCG2. Die Aktivitat der ATPase ist ein Indikator fur die Trans-
portaktivitat des Transporters. (Janvilisri, 2003; Pal, 2007; Storch, 2007; Telbisz, 2007).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass ABCG2 in der Lage ist sulfatierte
Konjugate von Steroiden, Sterole und Cholat, eine aus Cholesterol syntheti-
sierte Gallensaure zu transportieren (Janvilisri, 2003; Suzuki, 2003; Janvilisri, 2005).
Dies fuhrte zu der Vermutung, dass Cholesterol ein Substrat des ABCG2-
Transporters ist. Aus dieser Hypothese ergab sich fur die vorliegende Arbeit
die Fragestellung, ob ABCG2, wie andere ABC-Transporter am kapazitation-

sassoziierten Cholesteroltransport in Spermatozoen beteiligt ist.
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Um einen maogliche Beteiligung von ABCG2 in der Kapazitation nachzuwei-
sen, wurde in dieser Arbeit Uberpruft inwieweit eine Inhibition des Proteins
die Kapazitation muriner Spermatozoen moduliert. Dazu wurden murine
Spermatozoen in einem Medium inkubiert das die Kapazitation fordert und
das mit dem ABCG2-Transport-Inhibitor Fumitremorgin C versetzt war. Als
Kontrolle wurden Spermatozoen aus der gleichen Praparation unter nicht-
inhibierten Bedingungen inkubiert. Die diesem Versuchsansatz zu Grunde
liegende Hypothese war, dass ABCG2 beim Cholesteroltransport aus Sper-
matozoenmembranen beteiligt ist. Eine Inhibition des Proteins durch den
ABCG2-Transport-Inhibitor Fumitremorgin C sollte so zu einer detektierbaren

Beeinflussung der Kapazitation fuhren

Die Auswertung erfolgte in dieser Arbeit durch zwei verschiedene Methoden;
den immunologischen Nachweis der Proteintyrosinphosphorylierung und die
CTC-Farbung.

Der immunologische Nachweis der Proteintyrosinphosphorylierungen gilt als
Referenz-Methode um die Kapazitation in Spermatozoen nachzuweisen (Vis-
conti, 1995a, b). Dazu werden die Spermatozoenproteine gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit einem gegen phosphorylierte Tyrosinreste gerichteten
Antikorper markiert. Anhand der Menge der phosphorylierten Proteine wer-
den Ruckschlusse auf die Progression der Kapazitation gezogen, je mehr
Proteine an Tyrosinresten phosphoryliert sind, desto mehr ist die Kapazitation

fortgeschritten (Visconti, 1995a, b; Cross, 1998; Visconti, 1999a, b; Travis, 2002).

Die CTC-Farbung ist eine etablierte Methode um zwischen den Auspragun-
gen ,unkapazitiert®, ,kapazitiert* und ,akrosomal reagiert” in Spermatozoen
verschiedenen Spezies zu unterscheiden (Sailing, 1979; DasGupta, 1993; Fraser,
1995). Diese Methode ist im hohen Malde von der Erfahrung des Untersu-
chers abhangig, da es oftmals schwierig ist die Auspragung der Farbung un-
ter dem Fluoreszenzmikroskop zu differenzieren. Die Auszahlung der Proben
wurde deshalb von einer zweiten Person Uberpruft. Um einen ,Untersucher-

Effekt” in den Experimenten auszuschliellen, wurden die Objekttrager von
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einer dritten Person chiffriert beschriftet. Damit wurde verhindert, dass der
Untersucher wusste, aus welchen Inkubationsmedien die vorgelegten Sper-

matozoen stammten.

Durch Inhibition des ABCG2-Transporters mit FTC konnte in der vorliegen-
den Untersuchung kein Einfluss des Transporters auf die kapazitationsasso-
ziierte Proteintyrosinphosphorylierung nachgewiesen werden. Trotz einer
Inhibition durch den spezifischen ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin C kam es
zu keiner Veranderung in der Auspragung des Bandenmusters im Vergleich
zu den nicht-inhibierten Bedingungen, wie in Abbildung 9 zu erkennen ist.
Auch in der CTC-Farbung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
inhibierten und nicht inhibierten Bedingungen in Bezug auf die Kapazitation

beobachtet werden.

Eine denkbare Erklarung dafur, dass es trotz einer Inhibition nicht zu einer
Veranderung der Bandenauspragung im Western-Blot kam, liefert die Hypo-
these das andere Transporter fur Cholesterol aus der ABC-Familie in Sper-
matozoen aktiv sind. Morales et al. untersuchten in einer Studie ABC-
Transporter in Spermatozoen. Dabei konnten die ABC-Transporter A1, A7
oder G1 in Spermatozoen nachgewiesen werden. Zusatzlich dazu wurden,
wie in der vorliegenden Arbeit, funktionelle Untersuchungen angeschlossen.
Wahrend in der eigenen Untersuchung der Fokus auf der Untersuchung der
Kapazitation und der akrosomalen Reaktion lag, wurde in der Studie von Mo-
rales et al. zum Einen der Einfluss auf den Cholesteroltransport direkt und
auf eine erfolgreiche Fertilisation gelegt. Zur Inhibition wurde nicht, wie in den
eigenen Untersuchungen, ein spezifischer Inhibitor benutzt, sondern die
Spermatozoen wurden mit entsprechenden Antikdrpern koinkubiert. Es wurde
anhand eines Cholesterol-Assays Uberpruft, wie viel Cholesterol aus der
Membran entfernt wurde. Zudem erfolgte die Uberpriifung, ob eine Inhibition
der Transporter einen Effekt auf die Befruchtungsrate von kokultivierten Oo-
zyten hat. Sowohl mit BSA als auch mit apoA-1 als Cholesterolakzeptoren

fuhrte eine Inhibition der Transporter zu einer signifikanten Reduktion des
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Cholesteroltransportes in Spermatozoen aus Cauda, Corpus und Caput der
Epididymis. Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen fuhrte die Inhibi-
tion jedes einzelnen der beteiligten Transporter bereits zu einer Reduktion
des Cholesteroltransportes um bis zu ca. 40% (ABCG1). Spermatozoen, in
denen die Transporter ABCA1, ABCA7 und ABCG1 inhibiert wurden, zeigten
zudem eine geringere Befruchtungskapazitat von kokultivierten Oozyten um
bis zu 70%, im Gegensatz zu nicht inhibierten Bedingungen (Morales, 2008).
Daraus lasst sich folgern, dass diese ABC-Transporter an der Fertilisation
beteiligt sind. In den eigenen Untersuchungen hingegen fihrte eine Inhibition
von ABCG2 lediglich zu einer nicht-signifikanten Reduktion des Anteils des
den kapazitierten Spermatozoen entsprechenden Farbemusters. Unter nicht
inhibierten Bedingungen entsprach der Anteil der kapazitierten Spermato-
zoen 65,3 £ 5,21%. Unter Koinkubation mit dem ABCG2-Transport-Inhibitor
Fumitremorgin C in einer Konzentration von 5 yM hingegen entsprach der
Anteil kapazitierter Spermatozoen 67,0 + 1,00 (Abbildung 11, Tabelle 3). Die-
ser Unterschied war mit einem p-Wert von 0,77 nicht signifikant. Zusammen
mit den Ergebnissen, dass der Inhibitor auch keinen Einfluss auf die Auspra-
gung des Bandenmusters in den Versuchen der Proteintyrosinphosphorylie-
rungen hatte, konnte gefolgert werden, dass ABCG2 keinen direkten Einfluss
auf die Kapazitation muriner Spermatozoen hat. Eine Beteiligung von ABCG2
am kapazitationsassoziierten Cholesteroltransport kann aber trotz des feh-
lenden Nachweises in den eigenen Untersuchungen nicht ausgeschlossen

werden.

Durch die Untersuchungen von Morales et al. und den eigenen dargestellten
Untersuchungen konnte erstmals der Nachweis von ABC-Transportern in
reifen Spermatozoen erbracht werden, denen eine Rolle im Cholesteroltrans-
port zugesprochen wird. Durch welchen Mechanismus genau Cholesterol
wahrend der Kapazitation die Membran von Spermatozoen verlasst ist grof3-
tenteils unklar (Travis, 2001). In somatischen Zellen ist beschrieben, dass

ABCG1 und ABCA1 zusammen am Transport von Cholesterol auf aopA-1
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wirken (Gelissen, 2006). Daher ist auch ein synergistischer Transport von Cho-
lesterol durch ABC-Transporter in Spermatozoen denkbar. Geht man von
einem Cholesteroltransport durch ABC-Transporter in Spermatozoen aus, so
ist eine Hypothese, dass diese ABC- Transporter den Ausfall eines anderen
ABC-Transporters kompensieren kénnen. In einer Studie, die die Verteilung
der ABC-Transporter ABCB1 und ABCG2 in Gehirnen von Mausen unter-
suchte, fuhrte der Ausfall von ABCB1 zu einer dreifach erhdhten Expression
von ABCG2 (Cisternino, 2004). Ob der Ausfall eines ABC-Transporters in Sper-
matozoen zu einer vermehrten Expression der anderen am Cholesteroltrans-
port beteiligten Transporter fuhrt, bleibt zu Uberpriufen. Der Cholesteroltrans-
port aus Spermatozoenmembranen ist ein sehr wichtiger Vorgang in der
Fertilisation, da der Transport als Initiator der Kapazitation gilt und unkapazi-
tierte Spermatozoen nicht in der Lage sind die weibliche Eizelle zu befruch-
ten. Daher ist es wahrscheinlich, dass es im Organismus Kompensationsme-
chanismen fur den Ausfall eines in diesem Prozess beteiligten Proteins gibt.
Deshalb ist es mdglich, dass die Inhibition von ABCG2 durch eine vermehrte
Aktivitat anderer Cholesterol-Transporter kompensiert wird und dass dies
eine Beteiligung von ABCG2 in der Kapazitation kaschiert. Fur diese Theorie
wurde auch die Tatsache sprechen, dass ABCG2-defiziente Mause in Unter-
suchungen von Zhou et al. keine Defizite in der Fertilisation zeigten. Dies
ware ein Ansatz fur weitere Untersuchungen an ABC-Transportern in Sper-
matozoen. Um den Cholesteroltransport durch ABCG2 in Spermatozoen di-
rekt zu untersuchen, ware aus Vergleichszwecken ebenfalls eine Untersu-
chung der Cholesterolmengen mit und ohne Inhibition notwendig, wie sie
beispielsweise in der Untersuchung von Morales et al. durchgeflhrt wurde

(Zhou, 2002; Morales, 2008).
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ABCG2 in der akrosomalen Reaktion

Neben der Kapazitation ist auch die akrosomale Reaktion ein essentieller
Bestandteil der erfolgreichen Fertilisation. Die Oozyte ist im weiblichen Geni-
taltrakt von der Zona pellucida umgeben. Diese Schicht aus Glykoproteinen
ist fur Spermatozoen per se nicht passierbar. Erst durch die exozytotische
Ausschuittung von hydrolytischen Enzymen aus dem Akrosom kdnnen Sper-
matozoen diese Schicht durchdringen. Diese exozytotische Ausschuttung ist
der funktionelle Endpunkt der Kapazitation und wird als akrosomale Reaktion
bezeichnet (Evans & Florman, 2002). In der in Abbildung 4 gezeigten Lokalisation
von ABCG2 kommt es hauptsachlich in der Region des Akrosoms zu einer
Immunreaktion mit dem ABCG2-Antikorper. Diese spezifische Immunreaktion
war nach einer Auslosung der akrosomalen Reaktion nicht mehr zu beobach-
ten. Diese Beobachtungen fuhrten zu der Hypothese, dass ABCG2 die akro-

somalen Reaktion beeinflusst.

Um zu ermitteln, ob ABCG2 einen Einfluss auf die akrosomale Reaktion hat,
wurde wie bei der Uberpriifung der Rolle von ABCG2 in der Kapazitation,
Spermatozoen in einem Medium inkubiert, in denen Spermatozoen kapazitie-
ren und in dem ABCG2 durch (5uM) FTC gehemmt wurde. Als Kontrolime-
dium diente ein entsprechendes Medium ohne FTC. Anhand zweier Farbun-
gen wurde verglichen, ob die Inhibition von ABCG2 einen Effekt auf die

Anzahl akrosomal reagierter Zellen hat.

Das Kalzium-lonophor A23187 fur die Auslésung der akrosomalen Reaktion
zu benutzen ist umstritten, da es die physiologische Signaltransduktion die
zur Auslésung der akrosomalen Reaktion fihrt umgeht). Trotz der Umgehung
physiologischer Regulationsmechanismen ist das Kalzium-lonophor A23187
ein oft genutzter und sicherer Ausloser der akrosomalen Reaktion in vitro

(Das Gupta, 1993; Fraser, 1995; Witte, 2007).
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Die Verwendung von Lektinen zur Bestimmung des akrosomalen Status
(reagiert vs. intakt) ist eine etablierte Methode (Cross, 1986). Die Pisum-
sativum-Farbung stellt eine klinische Routinemethode in der Diagnostik von
Fertilitatsstorungen dar und eignet sich besonders wegen ihrer schnellen
Verfugbarkeit, Reproduzierbarkeit und Einfachheit (Cummins, 1991). Permeabi-
lisierte und mit PSA-FITC gefarbte, Spermatozoen konnen unter dem Fluo-
reszenzmikroskop anhand der Fluoreszenz im Bereich des Kopfes in akro-
somenintakte und akrosomen-reagierte Spermatozoen unterteilt und
ausgezahlt werden (Abbildung 13). Die ebenfalls verwendete CTC-Methode

wurde bereits beschrieben.

In der Auswertung zeigte sich, dass weder mit der PSA- noch mit der CTC-
Farbung ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen inhibierten und
nicht-inhibierten Bedingungen bezlglich der akrosomalen Reaktion nachge-
wiesen werden konnte. In den Farbungen zeigte sich, dass der Unterschied
in den akrosomal reagierten Spermatozoen ohne Kalzium-lonophor A23187
zwischen inhibierten und nicht- inhibierten Spermatozoen nicht signifikant
war (44,8 £ 6,76 zu 43,2 + 5,80, p-Wert = 0,855 in der PSA-Farbung, 21,3
4,10 zu 23,0 £ 1,00, p-Wert = 0,71 in der CTC-Farbung).

Mit einem prozentualen Anteil von 54,8 + 6,47 unter inhibierten und einem
Anteil von 66,0 + 4,55 unter nicht-inhibierenden Bedingungen (p-Wert =
0,189) in der PSA-Farbung und einem Anteil von 62,3 £ 1,45 zu 55,3 + 3,18
(p-Wert = 0,12) in der CTC-Farbung bewirkte ebenfalls die Koinkubation mit
dem Kalzium-lonophor A23187 (5uM) keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen den beiden untersuchten Gruppen

Auffallend war die unterschiedliche Detektion des Effektes von ABCG2 auf
die die Anzahl akrosomal reagierter Zellen durch die beiden Farbemethoden
nach Auslosung der akrosomalen Reaktion durch das Kalzium-lonophor
A23187. So wurden durch die PSA-Farbung nach Inhibition von ABCG2
mehr Zellen als akrosomal reagiert detektiert, in der CTC-Farbung jedoch

weniger als unter nicht-inhibierten Bedingungen. Die Unterschiede zwischen
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inhibierten und nicht-inhibierten Bedingungen waren jedoch in beiden Fallen
nicht signifikant (p = 0,01)

Dagegen kam es ohne Zugabe des Kalzium-lonophors A2318 zu einer gro-
Ren Differenz zwischen den beiden Methoden in der Detektion der akroso-
malen Reaktion Hierbei wurde der relative Effekt des Inhibitors in beiden
Farbungen ahnlich detektiert. So wurden unter gleichen Inkubationsbedin-
gungen in der PSA-Farbung ca. doppelt so viele Zellen als akrosomal rea-
giert detektiert wie in der CTC-Farbung (Tabelle 4, Tabelle 6). Eine Erklarung
fur diese Beobachtung kdnnte sein, dass die CTC-Farbung flur die Detektion
der akrosomalen Reaktion relevanter Anderungen nicht so schnell detektie-
ren kann wie die PSA-Farbung. Wahrend in der PSA-Farbung der akrosoma-
le Inhalt direkt nachgewiesen wird, ist in der CTC-Farbung das Farbemuster
von der Verteilung von Kalziumionen abhangig. Durch den massiven Ein-
strom von Kalzium-lonen, zu dem es nach Inkubation mit lonophor kommt,
konnte es zu einer Beschleunigung der Prozesse kommen, die das Farbe-
muster in der CTC-Farbung Richtung Farbemuster ,AR“ modifizieren. Dafur
spricht, dass sich die Differenzen in der Detektion der akrosomalen Reaktion
in den beiden Farbemethoden in Folge des massiven Uberangebots an Kal-
ziumionen nach Inkubation mit dem lonophor relativieren. Hingegen konnte
in Spermatozoen von Bullen und Menschen kein signifikanter Unterschied in
der Detektion der akrosomalen Reaktion durch PSA und CTC festgestellt
werden (Das Gupta, 1993; Kaul, 2001). In den eigenen Messungen wurden die
Wirkung von Fumitremorgin C jedoch nicht zwischen den Farbungen vergli-
chen, sondern es wurde innerhalb einer Farbung verglichen, ob der Inhibitor
die Anzahl der Spermatozoen die akrosomal reagiert waren miteinander ver-
glichen. Die Differenz des Effektes, den der ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin
C ohne lonophor-Behandlung auf die akrosomalen Reaktion in der PSA und
der CTC-Farbung hatte, ist fast identisch PSAA1,6 %, CTC A 1,7 % (Tabelle
3 und Tabelle 5).
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Zusammenfassen sprechen die Ergebnisse der CTC-und der PSA-Farbung
dafur, dass ABCG2 keinen Einfluss auf die akrosomale Reaktion hat. Wie
bereits in der Diskussion Uber die Rolle von ABCG2 in der Kapazitation be-
schrieben, ist es mdglich das andere ABC-Transporter den Ausfall von
ABCG2 kompensieren. Fur die Aktivitat von anderen fur die Fertilisierung
wichtigen Transportern in Spermatozoen spricht die Tatsache, dass auch ei-
ne kombinierte Inhibition der ABC-Transporter in der Studie von Morales
nicht zu einer kompletten Verhinderung der Befruchtung von Oozyten fuhrte
(Morales, 2008). Um nachzuweisen, ob eine Kompensation durch andere ABC-
Transporter den Ausfalls von ABCG2 in der Wirkung auf die Fertilisation ver-
deckt, ware eine kombinierte Untersuchung mit Inhibition der bereits bekann-

ten ABC-Transportern in Spermatozoen notwendig.

Mogliche Aufgaben von ABCG2 in Spermatozoen

Da ABCG2 in dieser Arbeit in Spermatozoen verschiedener Spezies nachge-
wiesen und eine funktionelle Aktivitat gezeigt werden konnte, ist eine Funkti-
on von ABCG2 in Spermatozoen wahrscheinlich. Da jedoch weder in der Ka-
pazitation noch in der akrosomalen Reaktion eine Beteiligung des Proteins
nachgewiesen werden konnte, konnte im Rahmen dieser Arbeit keine spezi-
fische Aufgabe des Proteins in Spermatozoen aufgezeigt werden. Zwar ist es
durchaus mdglich, dass auch andere ABC-Transporter in Spermatozoen in
der Kapazitation und in der akrosomalen Reaktion synergistisch mit ABCG2
zusammenwirken, jedoch konnte diese Hypothese in dieser Arbeit nicht un-
tersucht werden. Abgesehen von der in dieser Arbeit untersuchten Rolle von
ABCG2 in der Kapazitation und der akrosomalen Reaktion bietet die Literatur
einen weiteren Ansatz fur eine mdgliche Rolle von ABCG2 in Spermatozoen,;

eine Rolle im Schutz vor schadlichen Substanzen:

Eine Hauptaufgabe des ABCG2-Transporters in vielen Geweben liegt nach

Robey et al. in der Protektion dieser Gewebe vor xenobiotischen Substan-
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zen. Zum Einen konnen dies Medikamente, wie Doxorubicin, Mitoxantron,
Toxine und verschiedene Antibiotika sein, zum Anderen transportiert ABCG2
auch naturliche Produkte wie Phytodstrogene (Janvilisri, 2005; Robey, 2007; Enoki-
zono, 2008). Diese korperfremden Stoffe sind oftmals in der Lage Zellen in ih-
rem Stoffwechsel zu stéren oder das genetische Material zu verandern.
ABCG?2 ist in Geweben daran beteiligt, die Konzentration dieser Substanzen
niedrig zu halten, indem der Transporter diese Stoffe unter ATP-Hydrolyse
aus den Zellen befdrdert (Robey, 2007). Gerade in exponierten Geweben, die
haufig mit korperfremden Stoffen in Kontakt kommen wie dem Darm, oder
Geweben die besonders sensibel auf Stérungen des Zellstoffwechsel oder
der genetischen Integritat reagieren (Gehirn, Plazenta) ist die Expression von
ABCG2 besonders hoch. Sowohl im Gehirn als auch in der Plazenta ist der
ABCG2-Transporter an Schranken zum Blutgefalisystem beteiligt, die es den
Geweben ermoglichen eine Barriere gegen schadliche Substanzen zu bilden.
(Allikmets, 1998; Maliepaard, 2001; Robey, 2007, Enokizono, 2007; Mao, 2008).

Neben ABCG2 sind weitere Transporter daran beteiligt die Akkumulation von
xenobiotischen Substanzen und eine damit einhergehende Toxizitat in ver-
schiedenen Geweben zu limitieren. In diesem Zusammenhang sind vor allem
die Multidrug-resistance-Transporter MDR (ABCB1) und MRP1 (ABCC1) zu
nennen (Sarkadi, 2006). Ein gut funktionierender Schutz gegen Medikamente
und andere xenobiotische Substanzen sind auch im Reproduktionstrakt wich-
tig. Kommt es zu einer erhdhten Akkumulation dieser Substanzen in Zellen
der Spermatogenese oder in Spermatozoen, besteht die Gefahr einer Veran-
derung des Genoms der Gameten. Spermatozoen transportieren das vaterli-
che Erbgut zur Eizelle. Nach der Fusion des Spermatozoons mit der Eizelle
kommt es zu einer Vereinigung des mutterlichen und des vaterlichen Erbma-
terials. Daher ist die genetische Integritat der Spermatozoen von entschei-
dender Bedeutung, da eine Ubertragung von gesunder Erbsubstanz eine
Voraussetzung fur die Gesundheit der Nachkommen ist. Obwohl auch Sper-

matozoen mit geschadigter DNA in der Lage sind die weibliche Eizelle zu
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befruchten, kann die Schadigung der DNA zu erheblichen Beeintrachtigun-
gen der Folgegenerationen fuhren. Die Folgen reichen von Fehlgeburten bis
zu malignen Erkrankungen im Kindesalter der Nachkommen (Olsen, 2005; Le-
wis, 2005). Daher ist eine Lokalisation von Transportern, die Zellen der Sper-
matogenese und Spermatozoen vor potentiell schadlichen Substanzen
schutzen, sinnvoll. Sowohl MDR, als auch MRP1 und ABCG2 sind in somati-
schen Zellen im Hoden nachgewiesen worden und dort an der Blut-Hoden-
Schranke beteiligt. Diese Blut-Hoden-Schranke ist wichtig um das Stamm-
zellkompartiment des Hodens gegen die Umgebung abzuschirmen und so
eine Penetration von schadlichen Substanzen zu limitieren. Wahrend in Stu-
dien von Bart et al. MRP hauptsachlich in den Sertoli-Zellen exprimiert wur-
de, fanden sich ABCG2 und MDR vornehmlich in den Endothelzellen und
den myoiden Zellen der Tubuli seminiferi. Aus dieser Lokalisation schlossen
die Autoren, dass die Transporter ihre Substrate aus den Tubuli seminiferi
heraus schleusen (Wijnholds, 1998; Melaine, 2002; Bart, 2004; Enokizono, 2008). Die
Spermatozoen aber mussen bevor sie die weibliche Eizelle erreichen eine
weitere Reifung im Nebenhoden durchlaufen und sind dort nicht mehr durch
die Blut-Hoden-Schranke geschutzt. Enokizono et al. konnten zeigen, dass
ABCG2 ebenfalls im Nebenhoden exprimiert wird und dort funktionell aktiv
ist. So konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von Phytodstrogenen in
den Nebenhoden von ABCG2-defizienten Mausen im Gegensatz zu gene-
tisch unveranderten Tieren erhoht war (Enokizono, 2007). Neben einer Lokalisa-
tion in somatischen Zellen des Hodens und des Nebenhodens konnte MDR
ebenfalls in Zellen der Spermatogenese nachgewiesen werden. So kommt es
nach Melaine et al. im Gegensatz zu den unreiferen Vorstufen in der Sperma-
togenese vor allem zu einem gehauften Vorkommen in den spaten Spermati-
den und damit wahrscheinlich auch in den Spermatozoen. Dass MDR in den
friheren Zellen der Spermatogenese eine geringere Expression aufwies, sa-
hen die Autoren als Grundlage fur eine erhdhte Anfalligkeit dieser Zellen fur

toxische Effekte durch Xenobiotika (Melaine, 2002).
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Ebenso konnten Lassalle et al. zeigen, dass auch ABCG2-mRNA in Zellen
der Spermatogenese nachgewiesen werden kann. Die Autoren interpretierten
diese Expression ebenfalls als eine mdgliche Rolle des Proteins im Schutz
der Zellen vor toxischen Einfllissen (Lassalle, 2004). Die Ergebnisse der eige-
nen Untersuchungen zeigen, dass die zytotoxischen Substanzen Hoechst
33342 und Ethidiumbromid durch ABCG2 aus Spermatozoen beférdert wer-

den.

Somit kénnten die Zellen der Spermatogenese nicht nur im Hoden durch die
beschriebenen Transporter MDR, MRP und ABCG2 vor der Akkumulation
von xenobiotischen Substanzen geschitzt werden, sondern die Zellen der
Spermatogenese selbst konnten durch ABC-Transporter vor Schadigungen
durch xenobiotische Substanzen geschutzt sein. In diesen Zusammenhang
fallen die eigenen erhobenen Ergebnisse. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass ABCG2 nicht nur in Spermatozoen verschiedener Spezies lo-
kalisiert ist, sondern funktionelle aktiv ist. Zusammen mit der von Melaine et
al. vermuteten Lokalisation von MDR in reifen Spermatozoen, weist dieses
Ergebnisse auf eine mdgliche Rolle von ABC-Transportern im Schutz von
Spermatozoen vor schadigenden Substanzen hin. So besteht die Hypothese
darin, dass auch reife Spermatozoen funktionell aktive ABC-Transporter be-
sitzen, die es ihnen ermdglichen auch in der posttestikularen Reifungsphase

gegen xenobiotische Substanzen geschitzt zu sein.
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