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ZUSAMMENFASSUNG

1. ZUSAMMENFASSUNG

Eine wesentliche und essentielle Aufgabe von Zellen aller Organismen ist der
Transport von Stoffen und Molekilen durch ihre Lipidmembranen. Eine der
wichtigsten Membran-Transporter Familien, die diese Funktion erfullt und
reguliert ist die der ATP-binding-cassette (ABC) Transporter Familie. Sie
ermdglicht es den Zellen verschiedene Metabolite, wie Zucker, Aminosauren,
Lipide sowie Arzneimittel, durch ihre Lipidmembranen zu transportieren. Diese
Transporter sind Bestandteile sowohl aller normalen als auch maligne entarteter
Gewebe.

Neben ihrer Rolle im Ablauf vieler entscheidender Stoffwechselwege in den
Zellen konnen Mutationen innerhalb der Gene dieser Proteine bekannte
Krankheiten wie Mukoviszidose, Anamien oder Arzneimittelunvertraglichkeiten
verursachen. Basierend auf bekannten hohen Expressionen wurde in der
vorliegenden Arbeit das Vorkommen der ABC-Transporter ABCB9, ABCEL,
ABCG1 und ABCG2 in murinem Hodengewebe auf Proteinebene
nachgewiesen. Es wurden immunologische Nachweisverfahren wie
Western Blot und die Immunhistochemie verwendet.

Wahrend der Entwicklung im Hoden und der weiteren Reifung im Nebenhoden
erfahren die Spermatozoen, Trager der Erbanlagen des Mannes,
Veranderungen in der Lipidzusammensetzung ihrer Membranen. Die
Gesamtheit dieser Veradnderungen, der Erwerb ihrer Motilitdt im mannlichen
Nebenhoden und die weitere Reifung der Spermatozoen im weiblichen
Genitaltrakt, werden als Kapazitation bezeichnet. So war ein zusatzlicher
systematischer Ansatzpunkt dieser Arbeit eine mogliche Mitbeteiligung der
ABC-Transporter wahrend der Kapazitation.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die Inhibition von ABCG2 durch
Fumitremorgin C  den  kapazitationsassoziierten  Cholesterolefflux  aus
Membranen muriner Spermatozoen moduliert. Daneben beschreibt diese Arbeit
die Verteilung der ABC-Transporter ABCB9, ABCE1, ABCG1 und ABCG2 im

mannlichen Genitaltrakt der Maus.



SUMMARY

SUMMARY

A substantial and essential function of cells of all organisms is the transport of
substrates and molecules across their lipidmembranes. One of the most
important membrane transporters families which fulfils and regulates this
function is the ATP-binding-cassette (ABC) transporter family. It enables the
cells to transport different metabolites like sugar, amino acids, lipids, as well as
drugs across their lipidmembranes. These transporters are components of all
normal as well as malignantly degenerated tissues.

Besides their role in the process of many important metabolic pathways in the
cells mutations within the genes of these proteins can cause known diseases
like cystic fibrosis, anaemias or drug intolerance. Based on known high
expression patterns the appearance of the ABC-transporter ABCB9, ABCEL,
ABCG1 and ABCG2 was detected in the present work at protein level in murine
testis. Methods like immunoblotting and immunohistochemistry were used.

The spermatozoa, which are responsible for the hereditary disposition of the
man, undergo modification in the constitution of lipids of membranes during the
development in the testis and the other maturation in the epididymis. The totality
of these changes, i.e. the acquisition of the spermatozoa’s motility in the male
epididymis and their maturation in the female genital tract, are called
capacitation. An additional starting point of this work was the possibility of a
coparticipation of the ABC-transporters during the capacitation.

It could be shown for the first time that the inhibition of ABCG2 by using
Fumitremorgin C modulates the capacitation mediated cholesterol efflux of
membranes from spermatozoa. Additionally the ABC-transporter ABCBS9,
ABCE1, ABCG1 and ABCG2 were detected in murine testis in this work.



Abkirzungsverzeichnis

Abktrzungsverzeichnis

ABC ATP-binding-cassette

A. dest. Aqua destillata

AK Antikdrper

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin

BCRP  Breast cancer resistant protein

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
Cy3 Carbocyanin 3

CFTR Cystic fibrosis transmembrane regulator
DAB Diaminobenzidin-terahydroxychlorid
DAPI 4’, 6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid
DMSO Dimethylsulfoxid

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

FTC Fumitremorgin C

HEPES N-(2-hydroxyethyl)-piperazin-N"-2-ethansulfonsaure
HRP Horseradish peroxidase

MDR Multi drug resistance

MHC Major histocompatibility complex

Min Minute

MRNA  messenger ribonucleic acid

MSD Membrane spanning domain

NBD Nucleotide binding domain

PBS Phosphate buffered saline

PE Phosphatidylethanolamin
P-gp P-glycoprotein

PL Phospholipid

PM Plasmamembran



Abkirzungsverzeichnis

PS
rpm
RT
RNA
SM
TAP
TBS

Phosphatidylserin

rounds per minute
Raumtemperatur
Ribonucleic acid
Sphingomyelin

Antigen Peptid Transporter

Trishydroxymethyl-aminomethan-buffered saline
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EINLEITUNG

2. EINLEITUNG

2.1. Spermatogenese

Der Prozess der Spermatogenese beschreibt die Entwicklung und Reifung der
mannlichen Gamete im Hoden. Die Bildung der Spermatozoen erfolgt in den
Tubuli seminiferi contorti des Hodens, den Hodenkan&lchen. Wahrend der
Spermatogenese durchlaufen die méannlichen Keimzellen einen schrittweisen
Prozess der in drei Entwicklungsphasen eingeteilt werden kann: die Phase der
Multiplikation der Spermatogonien, die Phase der Meiose und die Phase der
Differenzierung zu Spermatozoen, die Spermiogenese. Die
Spermatozoenentwicklung nimmt bei der Maus etwa 35 Tage in Anspruch. Die
des Menschen dauert etwa 64 Tage. Die Spermatogenese beginnt mit den
Spermatogonien Typ A, die der Basalmembran der Tubuli seminiferi aufliegen
und eine mitotische Proliferation durchlaufen. Durch diese mitotischen
Teilungen kommt es zur Aufrechterhaltung der Spermatogonien (homonyme
Teilung) und zum Einschleusen von Tochterzellen in den Zyklus der
Spermatogenese (heteronyme Teilung). Spermatogonien Typ A differenzieren
sich fortlaufend zu Spermatogonien Typ B, aus deren mitotischer Teilung die
primaren Spermatozyten (Spermatozyte I.Ordnung) hervorgehen. Es folgt die
erste Reifeteilung (Meiosel). In diesem auch als Praleptotan-Stadium
bezeichneten Schritt erfolgt die letzte DNA-Replikation der Spermatogenese.
Die primaren Spermatozyten treten in die Prophase der Meiose ein, in der es
zur Chromosomenpaarung und Neukombination des genetischen Materials
kommt. Aus einer primaren Spermatozyte entstehen zwei sekundare
Spermatozyten (Spermatozyte 11.Ordnung). Diese treten direkt in die sich
anschlieBende zweite Reifeteilung ein (Meiose Il). Aus ihr entstehen aus zwei
diploiden Spermatozyten I1.Ordnung vier haploide Spermatiden. Die haploiden
Spermatiden reifen weiter zu Spermatozoen. Der Prozess der Spermiogenese
vollzieht sich in vier verschiedenen Phasen:

11



EINLEITUNG

Kondensation des Chromatingeriistes
Akrosomenbildung

Bildung des Spermatozoenschwanzes

A

Zytoplasmareduktion

Das Chromatin des Kerns verdichtet sich und es kommt zu einer exzentrischen
Verlagerung des Kerns. Durch Abschnirung kleiner Vakuolen aus dem Golgi-
Apparat bildet sich das akrosomale Vesikel (Kierszenbaum and Tres 2004). Es
enthdlt far die Fertilisation wichtige hydrolysierende Enzyme. Mit
fortschreitender Reifung legt sich das membranumschlossene Akrosom
kappenartig um den Kern des reifen Spermatozoons. Die dem Zellkern
zugewandte Seite wird als innere Akrosomenmembran, die an die
Plasmamembran angrenzende Seite als aulRere Akrosomenmembran
bezeichnet (Asano et al. 2009). Das Schwanzstick des Spermatozoons
entsteht aus dem Zentriol und besitzt eine 9 x 2 Mikrotubulianordnung (Inaba
2007). Der Uberschiissige Zytoplasmarest wird von den Sertolizellen
phagozytiert, wodurch die Spermatozoen in die Phase der Spermiation
eintreten und in das Lumen der Hodenkanéalchen transportiert werden. Dort sind
die Spermatozoen morphologisch ausgereift, jedoch besitzen sie noch nicht die
Fahigkeit zur Fertilisation. Sie werden anschlieBend im Nebenhoden
gespeichert, zu dem sie durch einen gerichteten Flussigkeitsstrom gelangen

und eine weitere Reifung durchlaufen (Holstein et al. 2003; Gadella et al. 2008).

12
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eSp
Spzl
BI
Abbildung 1 Spermatogenese mit ihren Phasen und Zelltypen in einem
Tubulus seminiferus (Ausschnitt). Die Sertolizellen (schwarz hervorgehoben)

erstrecken sich vom basalen bis hin zum luminalen Kompartiment, in dem die
elongierten, noch nicht befruchtungsfahigen Spermatozoen (eSp) zu erkennen sind.
Die Pfeile zeigen Basallamina (8D, Spermatogonie Typ B (SpB),
Spermatozyt I. Ordnung (Spzl) sowie runde Spermatiden (rSp) (modifiziert nach
Holstein et al. 2003).

13
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2.2. Morphologie des Spermatozoons

Reife Spermatozoen sind hochpolarisierte 50 — 70 um lange, bewegliche Zellen
und weisen eine mehrgliedrige, hoch spezifische Struktur auf. Sie bestehen aus
einem Kopf, einem Hals und einem Schwanz, der sich in ein Mittel-, Haupt-, und
ein Endstick unterteilen lasst. Dieser Grundaufbau ist bei allen S&ugetieren
identisch, jedoch gibt es Abweichungen bezuglich ihrer Struktur (Holstein et al.
2003; Morrow 2004). Der Kopf des Spermatozoons enthélt die Erbanlagen der
mannlichen Keimzelle. Im Mittelstlick liegen zirkular angeordnet, parallel zum
zentral gelegenen Achsenfaden, dem Axonema, die Mitochondrien. Sie liefern
dem Spermatozoon die Energie in Form von ATP, die es zur Fortbewegung
bendtigt. Das Axonema ist der bewegliche Schwanzteil des Spermatozoons. Es
hat eine geilBelférmige Struktur und besitzt einen typischen, geordneten
BlUndelaufbau durch ein 9 x 2 Mikrotubulisystem. Die vordere Halfte des
Spermatozoenkopfes wird von dem Akrosom umgeben (Holstein et al. 2003).
Interaktionen mit der weiblichen Eizelle finden nur im vorderen Teil des Kopfes
statt. Er enthalt den Kern mit dem haploiden Chromosomensatz und das
Akrosom, ein spezialisiertes Sekretvesikel mit hydrolisierenden Enzymen, die
zur Penetration der weiblichen Eizelle (Zona Pellucida) benétigt werden. Das
Spermatozoon bindet an die Zona Pellucida, wodurch die Akrosomenreaktion
eingeleitet wird und die Plasmamembran mit der duReren Akrosomenmembran
fusioniert. Es kommt zur anschlieRenden Verschmelzung von Spermatozoon
und Eizelle (Breitbart 2002). Die Plasmamembran schitzt das Spermatozoon
gegen &aulRere Einflusse, wie die sich wechselnden Milieus, verhindert eine
spontane Akrosomenreaktion und ist fur die Entwicklung und Reifung des
Spermatozoons im Nebenhoden mit verantwortlich. Wahrend der Reifung und
der Wanderung des Spermatozoons im Epididymis, der Ejakulation und
wahrend seiner Wanderung im weiblichen Genitaltrakt finden zahlreiche
Umbauvorgange in der Plasmamembran des Spermatozoons statt (Jones
1989). Wie durch Singer und Nicholson beschrieben, besteht die Membran aus

einer Phospholipiddoppelschicht (,Fluid-Mosaic*) (Singer and Nicolson 1972).
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Zu den wichtigsten in Membranen eingebauten Phospholipiden gehdren
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylcholin (PC), Sphingomyelin (SM)
und Phosphatidylserin (PS). Bei vielen Zelltypen unterscheiden sich die beiden
Schichten der Plasmamembranen in ihrer Zusammensetzung. Die
Aminophospholipide Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin sind auf
der inneren Seite der Membran konzentriert, die neutralen Phospholipide
Sphingomyelin und Phosphatidylcholin auf der &ufReren Seite (Verkleij et al.
1973). Spezialisierte Strukturen wie lipid-rafts“ befinden sich in der
Plasmamembran (Simons and Toomre 2000). Die ,lipid-rafts“— Hypothese
besagt, dass Cholesterol-Sphingomoyelin-Mikrodomanen in samtliche zelluléare
Funktionen wie Membrantransporte, Zellverbindungen und
Signaltransduktionen integriert sind (Simons and lkonen 1997). Eine der
wichtigsten Eigenschaften dieser lipid-rafts” ist das Ein- und Ausschleusen
verschiedener Proteine. Die Mikrodoménen setzen sich aus bisher noch
ungeklarten Mechanismen aus Cholesterol, Sphingomyelin, Gangliosiden,
Phospholipiden und Lipiden mit langen Fettsaureketten zusammen (Pike 2006).
Gadella und Mitarbeiter zeigten, dass in Lipidmembranen von Spermatozoen
die Phospholipide ungleichmallig verteilt sind, sie in der Membran einer
standigen Umverteilung unterzogen sind und somit eine Eigenbewegung
verursachen (Gadella et al. 1999). Die Plasmamembran des
Spermatozoenkopfes besitzt einen hohen Anteil des Lipides Cholesterol. Von
Cholesterol ist bekannt, dass es die Fluiditat von Zellmembranen gewébhrleistet.
Gemeinsam mit anderen Lipiden erhoht Cholesterol die Stabilitat der
Lipidmembran und spielt eine wichtige Rolle bei dem Prozess der Kapazitation.
Gemeinsam mit anderen Membranbestandteilen ist es am Membrantransport
beteiligt. Wahrend der Passage des Spermatozoons durch den weiblichen
Genitaltrakt wird Cholesterol aus der Membran durch bisher noch unbekannte
Mechanismen herausgelést und von Albumin und High density Lipoproteinen
aufgenommen (Langlais et al. 1988; Oram and Vaughan 2000). Dies legt die
Vermutung nahe, dass es Transportmechanismen geben muss, die an diesem

Herauslosen und dem Efflux von Cholesterol aus der Membran mitbeteiligt sind.
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Abbildung 2 Darstellung eines reifen humanen Spe  rmatozoons (A-C). Der
Spermatozoenkopf mit seinem im Kern dicht kondensierten, genetischen Material (N),
dem lang gezogenen, schlanken Schwanz (S) und den im Mittelstiick aneinander
gereihten Mitochondrien (M). Im vorderen Teil befindet sich das Akrosom (Ak), das zur
Befruchtung der Oozyte dient. Zusatzlich sind noch die postakrosomale Scheide (PAS)
und das Zentriol (Z) dargestellt. Die Abbildung zeigt eine graphische Darstellung (A),
eine Skizze (B) und eine elektronenmikroskopische Abbildung (C) eines humanen
Spermatozoons (modifiziert nach Holstein et al. 2003).
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2.3. Kapazitation

Frisch ejakulierte Spermatozoen sind nicht unmittelbar nach der Ejakulation in
der Lage die weibliche Eizelle zu befruchten. Sie missen zuerst eine gewisse
Zeit im weiblichen Genitaltrakt verbringen. Dieser Reifungsprozess, bei dem die
Spermatozoen weitere Reifungsvorgange durchlaufen und die Fahigkeit der
Hyperaktivitat erlangen um sich zielgerichtet fortzubewegen, wurde von Austin
und Chang Anfang der 50er Jahre unabhangig voneinander als Kapazitation
identifiziert (Chang 1951; Austin 1952). Durch diese Prozesse, bei denen es zu
einer Signalkaskade kommt, erlangt das Spermatozoon die Fahigkeit die Hulle
der Eizelle, die Zona pellucida, zu erkennen, an sie zu binden und die
Akrosomenreaktion einzuleiten und erfolgreich durchzufihren.

Visconti et al. zeigten 1995, dass die Kapazitation in vitro durch verschiedene
Induktoren, die auch im weiblichen Genitaltrakt vorkommen, eingeleitet werden
kann (Visconti et al. 1995a; Visconti et al. 1995b). Zu diesen gehéren
Bikarbonat, Calcium und Serumalbumin welche die Induktion einer cAMP-
Proteinkinase A-abhangigen  Phosphorylierung  von  Tyrosinresten  an
Zielproteinen bewirken (Gadella and Harrison 2000; Harrison and Miller 2000;
Harrison 2004). In einer in-vitro-Untersuchung von Brandt und Hoskins liel3 sich
die Motilitatssteigerung an mit cAMP-inkubierten Spermatozoen zeigen.
Spermatozoen ohne Zugabe von cAMP zeigten keine Motilitat. Es wird
angenommen dass cAMP hinsichtlich der Regulation der Spermatozoenmotilitat
ein wichtiger Faktor ist (Brandt and Hoskins 1980).

Neben der Erlangung der Motilitdt unterliegen Spermatozoen auch anderen
Reifungsvorgangen. So ist die Spermatozoenmembran, um eine erfolgreiche
Kapazitation zu gewéhrleisten, auf Bikarbonat als Initiator angewiesen. Es
induziert die Aktivierung einer loslichen Adenylatzyklase. Die Konzentration von
Bikarbonat ist dabei im Bereich des Epididymis niedriger als im weiblichen
Genitaltrakt (Rodriguez-Martinez et al. 1990). Das bei der Aktivierung der
l6slichen Adenylatzyklase gebildete cAMP kann tber die Aktivierung der cAMP-
abhangigen Proteinkinase A (PKA) eine Proteinphosphorylierung verschiedener

Signalproteine stimulieren.
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Neben der Phosphorylierung von Signalproteinen |6st Bikarbonat das ebenfalls
Adenylatzyklase-abhangige ,Phospholipid-Scrambling® aus (Gadella and
Harrison 2000). Es wird als eine Umverteilung der Phospholipide in der
Plasmamembran beschrieben. In vitro konnte gezeigt werden dass es zu einer
ebenfalls PKA-vermittelten Umverteilung der vier, neben Cholesterol,
wichtigsten Membranlipide Phosphatidylserin, Ethanolamin, Phosphatidylcholin
und Sphingomyelin innerhalb der Spermatozoenmembran kommt. Dabei ist zu
beobachten, dass unter Zugabe von Bikarbonat zunachst die Membranfluiditat
zunimmt und zellulares Cholesterol anschlie3end aus der akrosomalen Region
entfernt wird (Flesch et al. 2001).

Es wird angenommen, dass der Anstieg der Membranfluiditdt eine
Voraussetzung fur den genauen Ablauf der Kapazitation ist. Zudem findet eine
Neuverteilung der Phospholipide in der Plasmamembran statt. Neben
Bikarbonat als Effektor gilt auch der Efflux von Cholesterol als Ausloser der
Kapazitation. Mit der Entfernung des Cholesterols aus der Plasmamembran
andert sich die Membranfluiditat, was zu einer Instabilitat fihrt (Cross 1998;
Visconti et al. 1999; Travis and Kopf 2002).

Sterolbindende Proteine, wie das High-density-lipoprotein (HDL) und Albumin
im weiblichen Genitaltrakt, bewirken eine Entfernung des Cholesterols aus der
Plasmamembran. Humanes Albumin, welches in der follikularen Flissigkeit
vorkommt, dient hierbei als mdglicher Cholesterolakzeptor (Langlais et al.
1988). Es wird als Promotor des Cholesterol-Efflux in Spermatozoen wéahrend
der Kapazitation in Betracht gezogen.

Neben Bikarbonat gilt auch Calcium als ein essentieller Bestandteil des in-vitro-
Kapazitationsmediums von Spermatozoen (Breitbart 2002; Wennemuth et al.
2003). Es konnte gezeigt werden, dass auch Calcium zu einer cAMP- und PKA-
vermittelten Phosphorylierung von Tyrosinresten funktioneller Proteine fihrt
(Breitbart 2002). Daher wird ein Zusammenhang zwischen Calcium und den
Membranlipidverdnderungen in Spermatozoen wahrend der Kapazitation
vermutet. Daneben wurde in in-vitro-Studien gezeigt, dass Calcium essentiell

fur die sich anschlieRende akrosomale Reaktion ist (De Jonge 1996).
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Auf welchen Wegen Cholesterol wahrend der Kapazitation die
Spermatozoenmembran verlasst ist weiterhin unklar. Kirzlich konnte eine
Beteiligung von sogenannten ABC-Transportern im Prozess der Kapazitation

und der sich anschlieRenden Fertilisation gezeigt werden (Morales et al. 2008).
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2.4. ATP-binding-cassette (ABC) Transporter

Die ATP-binding-cassette (ABC) Transporter gehdren zu den wichtigsten
Membranprotein-Familien und sind in allen lebenden Organismen zu finden. Die
sowohl in Eukaryoten als auch Prokaryoten vorkommenden ABC-Proteine
ermoglichen den Transport zahlreicher Substrate wie z.B. Kohlenhydrate,
Aminosauren oder auch Arzneimittel durch Zellmembranen. Sie sind an
samtlichen zellularen Stoffwechselprozessen beteiligt (Higgins 2001; Schmitt
and Tampe 2002). Neben ihrer physiologischen Funktionen haben die ABC-
Transporter unterschiedliche klinische Bedeutungen. Sie spielen eine wichtige
Rolle in der Arzneimittelresistenz bei der Chemotherapie und bei der haufigsten
autosomal-rezessiven Erbkrankheit Mukoviszidose (Borst and Elferink 2002).
Neben ihrem Vorkommen in der Plasmamembran sind sie auch in anderen
Zellorganellen, wie dem endoplasmatischen Retikulum oder in Mitochondrien
lokalisiert. Sie werden in allen Geweben und Zelltypen exprimiert, was die
Vermutung nahe legt, dass sie eine Schlisselrolle im Metabolismus von Zellen
und beim Transport durch Zellmembranen spielen. Gegen einen
Konzentrationsgradienten schleusen die Transporter Substanzen durch die
Zellmembran, wodurch die Akkumulation dieser Stoffe in der Zielzelle verhindert
werden kann.

Bisher sind 48 verschiedene ABC-Gene identifiziert worden, die fir ABC-
Proteine kodieren und sie wurden in sieben Unterfamilien eingeteilt (ABCA—
ABCG) (Dean et al. 2001). Ilhre genauen Funktionsweisen sind grof3tenteils
noch ungeklart. ABC-Transporter setzen sich aus zwei Transmembrandoméanen
(TMD) und zwei nukleotidbindenden Domanen (NBD) zusammen, die in der
Literatur auch als ATP-bindende Doméanen bezeichnet werden (Tusnady et al.
2006). Die ATP-bindende Domane ist das Charakteristikum aller ABC-
Unterfamilien. Sie ermdglicht den aktiven Transport von Substanzen durch die
Membran der Zelle. Die hierfir notwendige Energie liefert die Hydrolyse von
ATP. Man unterscheidet innerhalb der ABC-Familie zwischen sogenannten
Voll- und Halbtransportern. Wahrend zwei Halbtransporter ein funktionelles
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Dimer bilden missen um einen Transport zu gewahrleisten, stellt ein
Volltransporter ein bereits vollstandiges funktionsfahiges Protein dar (Dean et
al. 2001; Krishnamurthy and Schuetz 2006).

In der Literatur wurde bisher eine groRe Anzahl an Vertretern dieser Membran-
Transporter beschrieben, die flr eine Arzneimittelresistenz verantwortlich
gemacht werden (Cordon-Cardo et al. 1990; Gottesman and Pastan 1993;
Ambudkar et al. 1999). Drei von ihnen bewirken eine Resistenz gegeniber
Chemotherapeutika: ABCB1 (P-Glycoprotein, P-gp, MDR1), ABCG1 (MRP1) und
ABCG2 (BCRP). Der Bekannteste ist das P-Glycoprotein. In der Arbeit von Chen
et al. wurde es erstmals in maligne entarteten Zellen des Menschen entdeckt und
fur die Arzneimittelresistenz verantwortlich gemacht (Chen et al. 1986). Das 170-
kDa grof3e Protein wird durch das mdr-Gen kodiert (Ueda et al. 1986). P-gp
erzeugt durch seine Uberexpression in Tumorzellen eine Resistenz gegen
Zytostatika, indem es die intrazellulare Konzentration der Medikamente durch
Export herabsetzt (Endicott and Ling 1989; Gottesman and Pastan 1993).

2.4.1. Unterfamilie G

Die Unterfamilie G der ABC-Transporter besteht aus funf Mitgliedern (ABCG1,
ABCG2, ABCG4, ABCG5 und ABCGS8) und gehort zu der Gruppe der
Halbtransporter. Um funktionell aktiv zu werden, liegen die Transporter entweder
als Homodimere (ABCG1, ABCG2 und ABCG4) oder als Heterodimere (ABCG5
und ABCGS8) vor.

Ausgenommen von ABCG2 sind die restlichen Mitglieder der G-Unterfamilie an
dem Transport von Cholesterol aus Zellen beteiligt. ABCG1 und ABCG4
erleichtern die Abgabe von Uberschiissigem Cholesterol aus der Zelle an HDL
und regulieren die Sterolakkumulation im Gehirn (Wang et al. 2004; Vaughan and
Oram 2005; Gelissen et al. 2006). Daneben wird ABCG4 eine Funktion im
Cholesteroltransport in Neuronen und Astrozyten zugeschrieben. Aufgrund seiner

Expression in murinem Hodengewebe wird er mit einer maglichen Beteiligung bei
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dem Transport von Sexualhormonen in Zusammenhang gebracht (Koshiba et al.
2008). Die verbleibenden zwei ABCG-Halbtransporter ABCG5 und ABCGS8
werden im Diunndarm und der Leber exprimiert, wo sie die

Cholesterolausscheidung vermitteln (Repa et al. 2002).

24.1.1. ABCG1

ABCG1 ist am zellularen Phospholipidstoffwechsel von Makrophagen beteiligt
und reguliert dort ebenfalls den Cholesteroltransport (Klucken et al. 2000). Der
Transporter fordert den Efflux von Cholesterol und Phospholipiden aus den
Zellen (Basso et al. 2006). Er besitzt eine Membrandomane, die aus sechs
Untereinheiten aufgebaut ist, und eine Nukleotid-bindende Sequenz, die am
Aminoende lokalisiert ist. Es wird angenommen das ABCG1 vorwiegend als
Homodimer oder Homotrimer in der Plasmamembran als Effluxtransporter
fungiert (Vaughan and Oram 2005). Er wird in hohem Malf3e in Makrophagen, in
Endothelzellen, in der Niere und im Gehirn exprimiert. In geringerer
Konzentration liegt er in der Leber vor.

Gemeinsam mit ABCA1 und ABCG4 vermittelt ABCG1 den Cholesterol-Efflux
auf HDL und Apolipoprotein Al (Wang and Tall 2003; Wang et al. 2004; Wang
and Rader 2007). Der Transporter konnte in murinem Hodengewebe mittels
Immunhistochemie  nachgewiesen werden. Es zeigten sich keine
Immunreaktionen fir ABCG1 in Spermatogonien, Spermatozyten und in runden
Spermatiden, jedoch in elongierten Spermatiden. Dagegen konnte das Protein
ebenfalls im Ubergang vom Mittelstiick zum Kopf und in dem Flagellum reifer
Spermatozoen aus dem Nebenhoden detektiert werden (Morales et al. 2008).
Neben der Lokalisation wurde in der Arbeit von Morales eine mdgliche
Mitbeteiligung am Cholesterolefflux wahrend der Kapazitation von ABCG1

gezeigt.
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2.4.1.2. ABCG2 (BCRP/MRP)

Aufgrund seiner Identifikation in Doxorubicin-resistenten menschlichen MCF-7
Tumorzelllinien wurde dieser ABC-Transporter als ,Breast cancer resistant
protein (BCRP)“ bezeichnet und im Jahre 1998 als ein neuer Transporter der
ABC-Transporterfamilie benannt (Doyle et al. 1998). BCRP, auch plazenta-
spezifischer ABC-Transporter (ABCP) genannt, ist ein aus 655 Aminosauren
bestehendes 72 kDa-schweres Polypeptid, welches auch als ABCG2
bezeichnet wird (Allikmets et al. 1998). Das Gen erstreckt sich Uber
66 Kilobasenpaare, bestehend aus 16 Exons und 15 Introns (Bailey-Dell et al.
2001). ABCG2 setzt sich aus sechs Transmembrandomanen zusammen. Durch
Bindung von ATP und der sich anschlieenden Hydrolyse ist ABCG2 in der
Lage sowohl positiv als auch negativ geladene lonen durch Membranen zu
transportieren (Robey et al. 2007; Enokizono et al. 2008).

Der Transporter spielt eine wichtige Rolle in der Pharmakokinetik der
Arzneimittel und deren Gewebe- und Membranpassagen. Des Weiteren
existiert ein genetischer Polymorphismus von ABCG2, der fir die individuellen
Unterschiede in der Pharmakokinetik der Arzneimittel verantwortlich ist
(Kusuhara and Sugiyama 2007). Neben seinem Vorkommen in Tumorzellen
wird ABCG2 in der Plasmamembran plazentarer Synzytiotrophoblasten, im
Dunndarmepithel, in den Gallenkapillaren und in den, dem Lumen zugewandten
Oberflachen von Endothelzellen menschlicher Gehirnkapillaren exprimiert.
Dieses Vorkommen in den unterschiedlichen Geweben unterstreicht, dass
ABCG2 eine wichtige Rolle in der Absorption, Verteilung und Elimination von
Substanzen durch Zellmembranen spielt (Maliepaard et al. 2001; Mao and
Unadkat 2005).

Immunhistologische Untersuchungen zeigen, dass ABCG2 vornehmlich in
Plasmamembranen exprimiert wird (Rocchi et al. 2000; Maliepaard et al. 2001).
Es wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von ABCG2 in
Mitoxantronresistenten Kolon-Karzinom-Zelllinien und in mit Verapamil
inhibierten Brustkrebs-Zelllinien vorkommt (Doyle et al. 1998; Miyake et al.
1999). Zudem wurde beobachtet, dass ABCG2 auch in der Skelettmuskulatur
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und in Geweben wie der menschlichen Leber, im menschlichen Pankreas und
im embryonalen Herzen exprimiert wird (Martin et al. 2004). Doyle et al.
detektierten ABCG2 in der menschlichen Plazenta, Prostata, Dunndarm,
Gehirn, Colon, Leber und dem Ovar (Doyle and Ross 2003). Enokizono wies
den ABC-Transporter mittels Westernblot in den Abschnitten des murinen
Intestinums nach, wo er eine limitierende Rolle bei Gewebepassagen von
Substanzen darstellt und eine moégliche Entgiftungsfunktion besitzt (Enokizono
et al. 2007b). In der 2004 veroffentlichten Expressionsstudie von Lassalle lief3
sich der ABCG2-Transporter in den Zellen der Spermatogenese nachweisen.
Die Expression von ABCG2 war in den spaten Differenzierungsstufen, den
Spermatiden, am hochsten (Lassalle et al. 2004).

Das ABCG2-Protein wird in hamatopoetischen Stammzellen stark exprimiert
und ist ein Transporter fir den Stammzellmarker Hoechst 33342. Hoechst wird
in einer Teilpopulation der Stammzellen, der sogenannten ,side-population,
vermehrt aus der Zelle transportiert (Kim et al. 2002; Scharenberg et al. 2002).
Ebenfalls konnte durch Inhibition des Hoechst 33342-Effluxes mittels Ko143,
einem ABCG2-spezifischen Inhibitor, die Aktivitat des ABCG2-Transporters in
dieser Teilpopulation gezeigt werden (Lassalle et al. 2004).

Untersuchungen lassen vermuten, dass Cholesterol schon bei einer geringen
Abnahme aus der Plasmamembran den Efflux von Arzneimitteln durch ABCG2
hemmt, wahrend sich die Lokalisation des ABC-Transporters innerhalb der
Membran nicht verandert (Telbisz et al. 2007). Zeitgleich wiesen Pal et al. 2007
nach, dass Cholesterol in Membranen eine essentielle und bedeutende Rolle
fur die Aktivitat von ABCG2 spielt. Nach Zugabe von bekannten Substraten wie
Topotecan wurde die ATP-ase Aktivitat des Transporters stimuliert. In den
Membranen mit reduziertem Cholesterolanteil zeigte sich keine Aktivitat der
ATPase. Es lie3 sich der Einfluss von Cholesterol in Membranen auf die
ATPase-Aktivitat des Transporters nachweisen (Pal et al. 2007). Die
Ergebnisse lassen eine mdgliche Beteiligung des ABC-Transporters auf den

Cholesteroltransport vermuten.
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Abbildung 3 Lipiddoppelschicht mit schematischer Struktur-Darstellung des
ABCG2/BCRP-Transporters . Man erkennt die Nukleotidbindungsstelle und die
membranstandige Domane mit ihren sechs in die Membran eingelagerten a-Helices
(modifiziert nach Mao and Unadkat 2005).

2.4.2. Unterfamilie B

Der Unterfamilie B gehéren sowohl Halbtransporter als auch Volltransporter an
(Dean and Annilo 2005). Der wichtigste Vertreter der Unterfamilie B ist das als
erstes als humaner ABC-Transporter entdeckte p-Glycoprotein. Es gehort zu
der Gruppe der Volltransporter und tritt in allen Organismen auf. Es besitzt
multisubstratspezifische Eigenschaften. Basierend auf dieser p-Glycoprotein-
vermittelten Resistenz von Zellen gegentber toxischer Substanzen wurde das
Phanomen der ,multidrug resistance” (MDR) beschrieben (Endicott and Ling
1989). Im Urogenitaltrakt konnte das Protein in Leydigzellen, in testikularen
Makrophagen, in peritubularen Zellen wie auch in Sertolizellen nachgewiesen

werden. Da ihm eine Funktion im Transport toxischer Verbindungen aus Zellen
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zugeschrieben wird, interpretieren die Autoren daraus eine mdogliche protektive
Rolle von P-gp im mannlichen Genitaltrakt (Ambudkar et al. 1999). Ebenso wird
P-gp in exkretorischen Geweben wie Leber und Dinndarm exprimiert
(Tanigawara 2000).

Ein Weiterer zu den Volltransportern zdhlender ABC-Transporter ist ABCB4. Er
vermittelt den Transport von Phosphatidylcholin von der inneren zur auf3eren
kanalikularen Hepatozytenmembran (Oude Elferink and Paulusma 2007).
Daneben fungieren einige Mitglieder der Unterfamilie B als Peptidtransporter.
Den beiden ABC-Halbtransportern ABCB2 und ABCB3 (TAP1 und TAP2) wird
eine Rolle bei der Antigenprasentation zugeschrieben. Als Heterodimere an der
Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert, transportieren sie
Antigene vom Zytoplasma ins Lumen des endoplasmatischen Retikulums zur
anschlieBenden Antigenprasentation. Sie sind somit Teil der zellularen
Immunabwehr (Meyer et al. 1994; Abele and Tampe 1999). Weitere Vertreter
der ABC-Halbtransporter sind ABCB6, ABCB7, ABCB8 und ABCB10. Sie bilden
homodimerische Komplexe und sind an der Eisenhémostase in Mitochondrien
beteiligt (Hofacker et al. 2007).

2.4.2.1. ABCB9 (TAP-like)

Das zu der Unterfamilie B gehérende ABCB9-Gen kodiert flr ein
286 Aminosauren langes und 30 kDa schweres Membranprotein. Es gehért zu
den Halbtransportern. Northernblot Analysen zeigten, dass es in hohem Malie
im Hodengewebe und ebenfalls im Gehirn und im Ruckenmark vorkommt
(Zhang et al. 2000; Zhao et al. 2008). ABCB9 wird sowohl in Sertolizellen als
auch in den Tubuli seminiferi in Mause- und Rattenhoden exprimiert. Ebenso ist
der Transporter eng mit den beiden Halbtransportern TAP1 und TAP2 assoziiert
(Wolters et al. 2005). TAP1 und TAPZ2 sind zwei Transporter, die am
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind. ABCB9 wurde sowohl in der ER-

Membran als auch in Lysosomen nachgewiesen (Zhang et al. 2000)
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Die ABCB9-Expression konnte im Hodengewebe von Mausen und von Ratten
nachgewiesen werden. Mittels ABCB9-spezifischen Antiseren konnte ABCB9 in
zytoplasmatischen Kompartimenten von Sertolizellen lokalisiert werden (Zhang
et al. 2000). Seine Lokalisation in murinen Spermatozoen und im Epididymis

soll mit dieser Arbeit untersucht werden.

2.4.3. Unterfamilie E

Die Proteine der Unterfamilie E treten in allen eukaryotischen Zellen auf.
Aufgrund  ihrer fehlenden = Membrandomane  besitzen sie keine
Transporterfunktion. IThnen wird eine Bedeutung in der Regulation, Translation
und Transkription wahrend der Proteinbiosynthese zugesprochen (Dong et al.
2004; Zhao et al. 2004).

2.4.3.1. ABCEL (RLI)

ABCE1 wird den ABC-Transportern zugeordnet und wurde friher als
.Rnase L inhibitor* (RLI1) bezeichnet. Es kommt auf3er in Bakterien, in allen
lebenden Organismen vor. Sein Funktionsmechanismus auf molekularer Ebene
ist noch nicht eindeutig geklart, jedoch enthalt ABCE1l eine N-terminale
Bindungsstelle, die durch Cystein charakterisiert ist und an Eisen-Schwefel-
Gruppen bindet (Barthelme et al. 2007). Es wird beschrieben dass ABCEL eine
katalytische und regulatorische Funktion in der Synthese von Ribosomen und in
der Translation Gbernimmt (Kispal et al. 2005). In-vivo-Untersuchungen zeigen
eine Assoziation von ABCE1l mit spezifischen Translationsfaktoren an der
ribosomalen 40 S-Untereinheit (Dong et al. 2004). Da ABCE1l keine
Transmembrandoménen besitzt, ist er nicht in den Transport durch Membranen

involviert (Heimerl et al. 2007).
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2.5. Zielsetzung der Arbeit

Es sind in der Vergangenheit viele Vertreter der ABC-Familie unter
Bertcksichtigung ihrer Relevanz fir den méannlichen Reproduktionstrakt
beschrieben worden (Lassalle et al. 2004; Enokizono et al. 2007b; Morales et
al. 2008). Bisher wurde keine umfassende Untersuchung zur Verteilung der vier
hier beschriebenen Transporter innerhalb der méannlichen Reproduktionsorgane
durchgefuhrt.

Ein Verteilungsmuster der vier ABC-Transporter ABCG1, ABCG2, ABCB9 und
ABCE1 im murinen Hodengewebe wurde in einer Genexpressionsdatenbank
beschrieben (Shima et al. 2004). Aus der Datenbank geht hervor, dass die vier
Transporter in den verschiedenen Differenzierungsphasen der Spermatogenese
unterschiedlich stark exprimiert werden. Anhand dieser Expressionsdaten
konnte ein Ubersichtsdiagramm erstellt werden (Abb. 4).

Vor diesem Hintergrund war das Ziel der Arbeit die genaue Lokalisation und
das Vorkommen der vier Transporter im murinen Genitaltrakt, speziell im Testis

und Epididymis, zu beschreiben.

Angewandt wurden folgende Methoden:

1. Immunhistochemische Untersuchungen:
An Paraffinschnitten von Mause-Testis und —Epididymis wurde versucht,
die vier ABC-Transporter ABCG1l, ABCG2, ABCB9 und ABCEl
nachzuweisen. AulRerdem wurden im Anschluss daran
immunzytochemische Farbungen am Hoden- und Nebenhodengewebe
durchgefuhrt.

2. Immunfluoreszenz:
Isolierte, reife Spermatozoen aus dem Nebenhodengang wurden einer

Immunfluoreszenzfarbung unterzogen.
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3. Immunoblot:
Gesamtprotein aus Epididymishomogenat wurde elektrophoretisch
aufgetrennt und einem immunologischen Nachweisverfahren zur

Detektion der Proteine unterworfen.

Ein zusétzlicher Punkt dieser Arbeit war die Priufung des Zusammenhanges
zwischen dem Cholesteroltransport aus der Spermatozoenmembran und der
mit ihm assoziierten Kapazitation. Ein moglicher Effekt des ABCG2-
spezifischen Inhibitors Fumitremorgin C war von besonderem Interesse. Dieses
Experiment wurde an kapazitierten Spermatozoenmembranen durchgefihrt. Als

Nachweisverfahren wurde die Lipiddiinnschichtchromatographie herangezogen.

400
350 > * # ABCG1
N\ . -
300 S — ,
\\' L ,__-—,J‘:’ﬂ_# ABCB9
250 N N S / - / ABCG2
Y ), ..’
200 i
/\ s o A - - ascEr
150 — N -
———— - ’
100 >/ AN /
\/ N/
50 ¥ 4
0
) 4 i& 8
> (9)
Qex@ 6&‘6\ o R
)

Abbildung 4 Expressionsmuster der ABC-Transporte r ABCG1, ABCG2, ABCB9
und ABCE1l im murinen Hodengewebe. Gezeigt sind die Expressionsmuster bei
Typ A-Spermatogonien  (Typ A), Typ B-Spermatogonien (Typ B), pachytanen
Spermatozyten und an runden Spermatiden (Daten aus Genexpressionsdatenbank
Shima et al. 2004).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Materialien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Chemikalien wurden

von folgenden Firmen bezogen: E. Merck (Darmstadt), Invitrogen (Karlsruhe),

Macherey-Nagel (Duren), Roth (Karlsruhe), Sigma (Mtnchen).

3.1.1. Verwendete Gerate

Laufkammer fir Western Blot
Entwickler
Heizgerat

Warmebad

Fluoreszenzmikroskop

Lichtmikroskop
Photometer
Messwaage
Mikrotom
Zentrifuge

Flachbett-Scanner

Xcell SureLock, Invitrogen, Karlsruhe
Kodak, Stuttgart

KTMR-133, Heap Labor Consult,
Bovenden

SWB 20, Preiss-Daimler, Medingen
Nikon Eclipse™, TE 2000-U,
Dusseldorf

Axiophot, Zeiss, Jena

Eppendorf AG, Hamburg

Explorer Pro, Ohaus, Giessen
Historange, Reichert-Jung, Heidelberg
Mikromax RF, Thermo Scientific, Bonn

Vilber Lourmat, Eberhardzell
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3.1.2. Programme zur Ergebnisauswertung

Fur die schriftiche Ausarbeitung der Arbeit kam Microsoft Word 2007 zur
Anwendung. Fur die Darstellung von Bildern und Graphiken wurden Microsoft
Powerpoint und Adobe Photoshop CS2 herangezogen. Tabellen wurden mit

Microsoft Excel fir Windows XP erstellt.

3.1.3. Verwendete Puffer und Lésungen

PBS-Puffer Stammldsung (10x):

NacCl 80¢g
KCI 29
Na;HPO4 14,4 g
KH,PO,4 249

Ad 11H,0, pH 7.2.

PBS (1x):
PBS (10 x) 100 ml
H.O 900 ml

HS-Puffer (Stammldsung):

NaCl 15,77 g
KCl 0,74 g
2M MgSO, 1ml
2M CacCl, 2 ml
Ad 11 H50.
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HS-Puffer (Gebrauchsloésunq):

HS Stammldsung 10 ml
Glucose 0,312 g
HEPES (1 M/ pH 7,4) 4 ml
Lactat 0,5 ml
Pyruvat 0,022 g

Ad 200 ml H,O, pH 7.4.

HSB-Puffer (Gebrauchslésunq):
HS-Puffer (Gebrauchslosung) 50 ml
NaHCOs3 0,063 g

HSB-Puffer (zur in-vitro- Kapazitation):
HSB-Puffer (Gebrauchslésung) 5ml

Bovines Serum Albumin 0,025 g

Laufmittel fur die Diinnschichtchromatographie:

Laufmittel 1:

Methylacetat 266 ml
1-Propanol 266 ml
Chloroform 266 ml
Methanol 106 ml
KCI-L6sung 0,25% 96 ml
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Laufmittel 2:
n-Hexan 750 ml
Diethylether 230 ml
C,H40; 20 ml
Laufmittel 3:
n-Hexan 1000 ml

Kupfersulfat-Phosphorsdure-Reagenz (Farbeldsung):

H3PO, (85%) 100 ml
CuSO4 X 5 H,0 75 g
H,0 900 ml

Homogenisierungspuffer:

Saccharose 85,57 g
MgCl, 4,76 g
EDTA 29,22 ¢g
MOPS 10,47 g

Es wurde mit 1M NaOH auf pH 7,4 eingestellt und mit Proteaseinhibitor Sigma
Fast versetzt (1 Tablette pro 50 ml Puffer).

Laufpuffer fur die Gelelektrophorese:

Invitrogen Lauf-Puffer 35 ml
Aqua bidest. 665 ml

Blotting-Puffer:

Invitrogen Transfer-Puffer 20 ml
Methanol 40 ml
Aqua bidest. 340 mi
Antioxidant 500 pl
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Eosin-Farbeldsung:

Eosin 0,29
A.dest 100 ml
Essigsaure 1 -2 Tropfen
HCI-Alkohol:

Isopropanol 70 % 995 ml
HCI 25% 5ml

Avidin (Stammldsunq):

Avidin 1 mg
PBS 1ml
Natriumazid 0,1 % 1 mg

Biotin (Stammldsunq):

Biotin 10 mg
Natriumazid 0,1 % 10 mg
PBS 10 ml
DAB:

Die Losung der 10 mg-Tablette erfogte in 20 ml TBS (pH 7.6). Zum Gebrauch

wurden Aliquots a 1 ml verwendet.

3.1.4. Verwendete Antikorper

Priméare Antikdrper:

* Der polyklonale ABCG2-87405-Antikorper wurde aus der Spezies
Kaninchen gewonnen (14. Blutung). Er wurde von der Arbeitsgruppe
Bates vom National Institute of Health in Bethesda, USA, zur Verfigung

gestellt.
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* Die polyklonalen Antikérper Ziege-anti-ABCE1 (N-12), Kaninchen-anti-
ABCG1 (H-65) und Ziege-anti-ABCB9 (K-16) wurden von der Firma

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg bezogen.

Sekundare Antikorper

Die entsprechenden Cy3-konjugierten Sekundarantikbrper wurden von Acris
Antibodies, Herford und die entsprechenden biotinylierten Antikdrper von
Linaris/Vector, Wertheim-Bettingen, bezogen. Die HRP-konjugierten Antikdrper

stammten von Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg.

ABCG2-Inhibitor

Als spezifischer ABCG2-Inhibitor wurde Fumitremorgin C verwendet, der von
der Arbeitsgruppe Bates vom National Institute of Health in Bethesda MD, USA
zur Verfugung gestellt wurde. Dieses, aus dem Pilz Aspergillus fumigatus,
gewonnene Mykotoxin inhibiert selektiv das ABCG2 Protein (Rabindran et al.
1998; Rabindran et al. 2000). Fumitremorgin C wurde in DMSO gel6st und in

einer Konzentration von 10 yM eingesetzt.

3.1.5. Versuchstiere

Das untersuchte Gewebe wurde NMRI-Mausen (retired breeders) enthommen,
die aus der Zucht des Tierstalls der Pharmakologie der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Freichel, Experimentelle Pharmakologie, Universitat des Saarlandes,
und aus der Zucht der Anatomie der Philipps-Universitat Marburg,

Arbeitsgruppe Prof. Steiniger, stammten.
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3.2. Methoden

3.2.1. Immunhistochemie

3.2.1.1. Verwendetes Gewebe

Die  immunhistochemische  Untersuchung von  ATP-binding-cassette
Transportern wurde an formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten von Hoden, Nebenhoden und Ductus deferens durchgefihrt.
Die Schnittdicke betrug 4 — 6 pum.

3.2.1.2. Einfachmarkierungen an Paraffinschnitten m ittels
Diaminobenzidin-tetrahydroxychlorid (DAB)

Nach Entparaffinierung der Gewebeprobe mit Xylol fur zweimal finf Minuten
erfolgte das Rehydrieren der Probe in einer absteigenden Ethanolreihe (100 -
80 % je 3 min; 70 % je 2 x 3 min) und das dreimalige Spulen der Probe in PBS-
Puffer (je 5 min). Um ein Austrocknen der Gewebeproben zu vermeiden wurden
samtliche Markierungsschritte in einer feuchten Kammer durchgefihrt.

Als nachster Schritt folgte das Vorblocken der endogenen Peroxidase. Dazu
wurden 20 mg Glucoseoxidase in 1 ml PBS — Puffer gelést und kurz im
Wasserbad (35C) aktiviert, bevor der Gewebeschnitt zuerst flr 45 Minuten bei
37 € mit der Losung und abschlielRend mit dem zugeh 6rigen Primarantikorper
inkubiert wurde. Der Primarantikbrper wurde in der jeweiligen Verdinnung
zusammen mit Avidin (1:300) in PBS/BSA auf den Schnitt gegeben. Die hohe
Affinitat des Glycoproteins Avidin gegeniber Biotin ist fur die hohe Spezifitat
dieses Verfahrens verantwortlich (ABC-Methode). Die Inkubationsdauer betrug
24 Stunden und erfolgte bei 4 C.

Um den Uberschissigen, nicht gebundenen Primérantikorper zu entfernen
wurde zweimal in PBS gewaschen (2 x 7 min). AnschlieBend wurde der
entsprechende biotinylierte Sekundarantikorper mit Biotin (1:50) in PBS/BSA

auf den Schnitt gegeben und dieser fur 30 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte
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zur Ankopplung von Avidin und Peroxidase die Inkubation des Schnittes mit
Vectastain (Avidin (1:50) + Peroxidase (1:50) in PBS) ebenfalls fir 30 Minuten.
Die Schnitte wurden kurz mit TBS gespdult. Die Detektion des Immunkomplexes
fand mit 3, 3 - Diaminobenzidin-tetrahydroxychlorid durch Zugabe von 10 pl
H,0, (20 pl H2O2 30% + 500 pl HyOgest) Statt. Ein bis zwei Tropfen der DAB-
Ldsung wurden auf die Probe pipettiert und nach 10 Minuten durch Waschen in
PBS (5 min) entfernt.

Es folgte die Kernfarbung mit Hamatoxylin nach Ehrlich. Die Proben wurden
hierfir kurz in Farbeklvetten in die L6ésung (4 —6 sek) eingetaucht und
schlief3lich fur eine Minute in Leitungswasser geblaut. Nach Ablauf der Farbung
wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % kurz, 90 %, 2mal
100 % je 1 min) dehydriert, zweimal in Xylol inkubiert (je 3 min) und
abschlieRend in Vectashield® (Linaris, Wertheim-Bettingen) eingedeckt.

3.2.1.3. Gewinnung muriner Spermatozoen

Méannliche Mause wurden mittels CO,-Inhalation betaubt und zervikal disloziert.
Die Nebenhodenschwanze wurden proximal des Ductus deferens freiprapariert
und kurz in HS-Puffer gewaschen. AnschlielRend wurden die Nebenhoden samt
Samenleiter in eine Petrischale mit 1 ml HSB-Puffer gegeben. Nach vier bis funf
Querinzisionen der Nebenhodenschwéanze wurden die Spermatozoen vorsichtig
aus dem Samenleiter ausgestrichen. Fir das anschlieende Ausschwimmen
der Spermatozoen aus dem Nebenhodengang (Swim out) wurde die Probe fir
20 Minuten in den Warmeschrank (37 € und 5 % CO ;) gestellt. Wahrend des
Swim-outs wurden vier Reaktionsgefalle mit HS-Puffer beflullt und im
Wasserbad (37 C) angewarmt. Die Spermatozoensuspen sionen wurden
anschlieBend in 250 pl-Fraktionen auf die vorbereiteten Gefélde verteilt. Nach
dreimaligem Waschen in HS-Puffer erfolgte das Poolen der Zellen. Dazu wurde
nach Zentrifugation (300x g fur 5min) der Inhalt von zwei Gefallen
zusammengefiihrt. Bei beiden GefalRen wurde der Uberstand verworfen und
das Sediment in ein mit 500 ul HS-Puffer aufgefilltes Eppendorfgefald

Ubertragen. Die letzte Probenmenge wurde in einem Gesamtvolumen von
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1000 pl resuspendiert. Alle sich anschlieRenden Arbeiten wurden, soweit nicht
anders beschrieben, bei RT in HS-Puffer durchgefuhrt. Nach dem letzten
Waschschritt konnten die Spermatozoen fur die sich anschlieRenden Versuche
weiterverwendet werden. Zur Bestimmung der Zellzahl diente eine Neubauer
Zahlkammer. Aus der gezahlten Menge wurde die Zellzahl pro Milliliter nach

folgender Formel berechnet:

Spermatozoen/ml = gezahlte Spermatozoen x VF x 10*

VF= Verdiunnungsfaktor

3.2.1.4. Anfertigung der Spermatozoenausstriche

Nach der Spermatozoenpraparation und dem Waschen der Proben folgte die
Weiterverdinnung der Proben bis zur Vereinzelung der Spermatozoen. Die
Kontrolle erfolgte mittels Lichtmikroskop.

Mit einer Pipette wurden 20 ul der Spermatozoensuspension auf die Mitte eines
Objektragers getropft und bei RT fur 30 Minuten getrocknet. Zum Fixieren der
Probe wurde der getrocknete Objekttrager fir 15 Minuten in eine mit Methanol
vorbereitete Kivette gegeben. Nach vollstindigem Verdampfen des Methanols

schloss sich die Fluoreszenzfarbung der Spermatozoenausstriche an.

3.2.1.5. Immunfluoreszenz

Um ein Austrocknen der Gewebeproben zu vermeiden, fand die Durchflihrung
der einzelnen Inkubationsschritte erneut in einer feuchten Kammer statt.

Die auf die silanisierten Objektrager gezogenen Paraffinschnitte wurden
zweimal funf Minuten in Xylol entparaffiniert und anschlieend in einer
absteigenden Ethanolreihe (100 —80 % je 3 min; 70 % 2 x 3 min) rehydriert.
Vor der Inkubation mit dem Primé&rantikorper wurde dreimal fir funf Minuten in

PBS-Puffer gewaschen. Zum Blocken unspezifischer Proteinbindungsstellen
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wurde dem Primarantikbrper BSA (5 %) hinzugegeben. Die Proben wurden
anschlieBend 60 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (3 x5 min PBS) wurde das
Gewebe mit dem Cy3-konjugierten Sekundarantikbrper bei Raumtemperatur
und unter Lichtausschluss in einer feuchten Kammer fur 60 Minuten inkubiert.
Der Sekundarantikdrper wurde in der Verdinnung 1 : 250 in PBS verwendet.
Die Betrachtung und Auswertung der Gewebepréaparate erfolgte an einem
Fluoreszenz-Mikroskop mit einem Fluoreszenzfilter fir Cy3. Nach dem letzten
Waschschritt fir dreimal funf Minuten in PBS-Puffer erfolgte die Kernfarbung
mit SYTOX green® dessen Emissionsmaximum bei 523 nm liegt. Die
Kernfarbung erfolgt ebenso wie die Antikdrperinkubation bei Raumtemperatur
und unter Lichtausschluss in einer feuchten Kammer fur 15 Minuten. Vor dem
letzten Waschschritt mit PBS (3 x 5 min) wurden die Proben mit Aqua dest.
Gespult und anschlieRend mit Vectashild auf dem Objekttrager fixiert.

3.2.2. Lipidanalyse

3.2.2.1. Lipidextraktion aus Spermatozoen

Die Lipidextraktion des gewonnen Gewebes erfolgte in Anlehnung an die
Methode von Bligh und Dyer (1959), bei der eine optimale Extraktion der Lipide
durch Mischung der Gewebeproben mit Chloroform und Methanol erreicht wird
(Bligh and Dyer 1959). Methanol und Chloroform sind ebenso wie Wasser und
Methanol in beliebigen Verhaltnissen mischbar. Wasser und Chloroform bilden
zwei Phasen und sind nicht miteinander zu mischen. Gibt man Methanol als
Losungsvermittler dazu so sind auch Wasser und Chloroform mischbar. Um
eine verbesserte Extraktion der Lipide zu erzielen wird eine 1 M KCI-Ldsung
verwendet. Sie fuhrt zu einer Erhéhung der Polaritat der wassrigen Phase und

lasst eine exaktere Darstellung der Lipide zu.
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Die Lipidextraktion wurde nach dem Protokoll von Appelt durchgefuhrt (Appelt).
Hierzu wurden 80 ul der flissigen Gewebeprobe entnommen und in ein
Glasrohrchen Uberfuhrt. Nach Zugabe von 100 pl Chloroform wurde mit 200 pl
Methanol aufgeflllt. Die Probe wurde anschlieBend zu einer homogenen
Flassigkeit gemdrsert und fur funf Minuten im Ultraschallbad behandelt. 100 pl
Chloroform wurden zu der Suspension gegeben und fur eine Minute
geschattelt. 100 pul 1 M KCI-Lésung wurde hinzugegeben, ebenfalls eine Minute
geschuttelt und fir eine Minute bei 800 x g zentrifugiert. Es bildete sich eine
wassrige Unterphase aus. Die Unterphase wurde mit der Hamiltonspritze in ein
neues Glasrohrchen uberfuhrt. AnschlieBend folgte ein zweiter Waschschritt
unter Zugabe von Methanol, bevor die gesammelte gewaschene Unterphase in
das Glasrohrchen tberfihrt und im Warmeblock getrocknet wurde.

Die Lipidextrakte wurden in 20 ul Chloroform/Methanol (2 :1) als Lésemittel

verdunnt. Es schloss sich die Methode der Diinnschichtchromatographie an.

3.2.2.2. Dunnschichtchromatographie der Membranlipi de

Die Dunnschichtchromatographie (DC) stellt eine sensitive Methode zur
Uberprifung der Lipidzusammensetzung der Spermatozoenmembran dar.
Bevor die Lipidextrakte auf die Dunnschichtchromatographieplatte aufgetragen
wurden, mussten die Platten eine Vorentwicklung durchlaufen. Dazu wurden die
Platten 40 Minuten in das erste Laufmittel gestellt. Nachdem das Laufmittel die
Oberkante erreicht hatte, wurde die Platte aus der Entwicklungskammer
entnommen und getrocknet. Es wurden drei Glaskammern fir die jeweiligen
Laufmittel verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden unter dem Abzug
durchgefuhrt. Es schloss sich die Aktivierung der
Dunnschichtchromatographieplatte bei 110 €T fur zeh n Minuten im Heizschrank
an. Vor jeder Versuchreihe war eine erneute Aktivierung der Platte ndtig. Zum
Aufnehmen und Auftragen der Lipidextrakte wurde eine 2 pl Hamilton-Spritze
verwendet. Es folgte die Entwicklung der Platte. Die Lipidbanden wurden mit

Hilfe einer Kupfersulfat-Phosphorsdure-Reagenz sichtbar gemacht. Es
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resultierten Lipidbanden, die als Basis fur die Lipidanalyse dienten. Die
Dokumentation und Auswertung der dunnschichtchromatographischen Platten
erfolgte mittels eines Flachbett-Scanners. Die dargestellten Lipidbanden
wurden mittels Dichtemessung ausgewertet. Es wurde zum einen mit Zugabe
von FTC und zum anderen ohne Zugabe von FTC die Menge an Cholsterol in

Spermatozoenmembranen quantifiziert.

3.2.3. Western Blot-Analyse

Bei der Western Blot-Analyse werden Proteine nach einer SDS-Polyacryamid-
Gelelektrophorese in einer Elektroblot-Apparatur aus einem unfixiertem Trenngel
auf eine Nitrozellulose-Membran tbertragen. Als Transfersystem wurde in dieser
Arbeit das NuPage-System von Invitrogen verwendet. Der Transfer der Proteine
erfolgte mittels Sandwichblot bei 25 V und 160 mA fir 60 min.

3.2.3.1. Herstellung der Gewebeextrakte und Protein  bestimmung

Zur Gewinnung der Proteinfraktionen aus murinem Nebenhoden wurde
zunachst der Nebenhodenschwanz freiprapariert und anschlie3end seine drei
Abschnitte Caput, Corpus und Cauda in, mit 200 pul Homogenisierungspuffer
(mit Proteaseinhibitoren) befillte, EppendorfgefaRe gegeben. Es folgte die
Homogenisierung mittels Pistille, eine Inkubation fir 30 Minuten auf Eis und das
Zentrifugieren der Proben fur 15 Minuten bei 13000 rpm und 4 C. Der
erhaltene Uberstand enthielt die gelosten Plasmamembranproteine. Es schlo
sich die Proteinkonzentrationsbestimmung an. Die Proteinbestimmung wurde
mit Hilfe eines BCA™ Protein Assay Kits (Thermo Scientific, Bonn)
durchgefuhrt. Es wurde zunéchst entsprechend den Herstellerangaben eine
Kalibriergerade mit BSA als Standard erstellt. AnschlieR3end wurden jeweils die

zu bestimmenden Proben und die Standardldsungen mit der BCA-Reagenz
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versetzt. Nach kurzem Durchmischen auf dem Vortex und nach halbstindiger
Inkubation bei RT konnte die Absorption bei Asgnm gemessen werden. Die
unbekannten Proteinkonzentrationen wurden Uber die gemessenen

Absorptionen der BSA-Standardwerte bestimmit.

3.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-P  AGE)

Zur Auftrennung von Proteinen aus dem Nebenhodenlysat wurden SDS-
Polyacryamidgele mit einer Acrylamid-Konzentration von 4 %-12 % verwendet.
Der Gradient diente zur spezifischen Auftrennung der Proteine nach ihrem
Molekulargewicht. Das gesamte Verfahren richtete sich nach dem Prinzip von
Lammli (1970). Die in NuPAGE LDS-Probenpuffer (4 x) gelésten (5 min bei
100 €) und anschlielend in NUPAGE Reducing Agent (10 x) behandelten
Proteine (5 min bei 100 ) wurden in die auf der K athodenseite befindlichen
Geltaschen pipettiert und mit Elektrophoresepuffer fir 60 min bei 200 V und
120 mA aufgetrennt.

3.2.3.3. Proteinfarbung mit Ponceau-Rot

Die Kontrolle des Proteintransfers nach der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese auf die Membran erfolgte mittels Ponceau-Rot Farbung. Die
Membran wurde mindestens fiinf Minuten in der Ponceau-Rot Losung unter
gleichméafigem Schwenken inkubiert und anschliel3end dreimal finf Minuten mit
Aqua dest. Gewaschen bis deutliche Proteinbanden sichtbar wurden.
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3.2.3.4. Immunlogischer Nachweis der Proteine

Um unspezifische Bindungen des Nachweisantikdrpers an die Membran zu
verhindern, wurde die Membran nach halbstiindiger Trocknung eine Stunde in
Roti-Block (10 % in PBS, Roth, Nurnberg) abgesattigt. Danach wurde die
Membran in eine Klarsichtfolie eingeschweil3t, auf einem Orbitalrotator fixiert
und auf niedrigster Stufe bei 4 T uUber Nacht mit dem Primarantikdrper
inkubiert. Um nicht-gebundenen Antikérper zu entfernen, wurde die Membran
im Anschluss an die Inkubation dreimal fur finf Minuten mit PBS-T gewaschen.
Nach Zugabe des Peroxidase-markierten Sekundarantikdrpers (Verdinnung
1:10000 in PBS), der an den F.-Teil des Primarantikdrpers bindet, wurde die
Membran eine Stunde bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte erneut ein
Waschschritt fur dreimal 15 Minuten in PBS-T-Puffer. Im direkten Anschlul
erfolgte die Entwicklung der Membran mit Hilfe der ECL-Reagenz nach Angabe

des Herstellers.
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4, ERGEBNISSE

4.1. Immunologischer Nachweis von ABCG2 innerhalb d  er
Spermatogenese

4.1.1. Immunhistochemische Ergebnisse

Die Expressionsstudie der Datenbank zeigt ein differentielles Verteilungsmuster
von ABCG2 in den verschiedenen Entwicklungsstadien der Spermatogenese
mit der starksten Expression des Transporters in Spermatiden (Abb. 4). In
Spermatogonien Typ A und Typ B und in Spermatozyten ist sie im Vergleich
deutlich erniedrigt. An Testisschnitten sollte deswegen immunhistochemisch die
genaue Lokalisation des Transporters in den einzelnen Differenzierungsstufen
des Keimepithels untersucht werden.

An der sich differenzierenden Akrosomkappe runder Spermatiden findet man
die starkste Reaktion, wéhrend der Rest der Zelle frei von ABCG2 ist. Es ist
eine deutliche und prominente Immunfarbung sichtbar, die sich bei Betrachtung
in einer hoheren Vergrof3erung bestétigt. Ebenso sind die Akrosomen einzelner
elongierter Spermatiden ABCG2-positiv, was sich bei starkerer Vergrol3erung
jedoch als schwacher ausgepragt zeigt. Die Vorlauferzellen sind hingegen vdllig
frei von spezifischer Anfarbung. Der Transporter kann anhand einer
gleichmafiigen Anfarbung in Sertolizellen lokalisiert werden, die von der
Basalmembran bis an das Lumen des Tubulus heranreicht, wahrend wiederum
in den peritubular gelegenen Myoidzellen keine Immunreaktion nachzuweisen
ist. Innerhalb der Negativkontrolle sind weder die Akrosomkappe noch die
Sertolizellen angefarbt.

Abbildungen 5 und 6 zeigen den immunhistochemischen Befund von ABCG2

innerhalb der Spermatogenese.
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Abbildung 5 Nachweis von ABCG2 innerhalb der Tu buli seminiferi von

Mausen. (A) Die Sertolizellen (S) zeigen eine starke Immunreaktivitat, die auch im sich
differenzierenden Akrosom runder Spermatiden (Ak) und in elongierten Spermatiden
(Sp) nachgewiesen werden kann. (B) Die Negativkontrolle ohne Primarantikorper weist

keine Anfarbungen auf. (Vergr.: 10 x 40).
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Abbildung 6 Nachweis von ABCG2 innerhalb der S  permatogenese . (A) Bei
starkerer VergroRRerung zeigt sich deutlich die Immunreaktion des ABCG2-Antikdrpers
in Sertolizellen (SZ). ABCG2 befindet sich an der Akrosomkappe runder Spermatiden
(Ak) und in schwacherer Auspragung in elongierten Spermatiden (S). (B) Die

Negativkontrolle ohne Primérantikdrper zeigt keine Signale. (Vergr.: 10 x 100).
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4.1.2. Fluoreszenznachweis

Als zusatzliche Darstellungsmethode von ABCG2 im murinen Keimepithel
wurde die Immunzytochemie herangezogen. Die Ergebnisse, die zuvor mittels
Immunhistochemie erbracht wurden, konnten mit Hilfe des
immunfluoreszenzspezifischen Nachweises bestatigt werden.

Das Ergebnis der immunzytochemischen Untersuchung in Abbildung 7 zeigt,
dass der Transporter verstarkt in Sertolizellen und im Bereich der
Akrosomkappe runder Spermatiden detektiert wird. Der Nachweis von ABCG2
im Akrosom elongierter Spermatiden kann jedoch nicht erbracht werden, so
dass sich sein Vorkommen in der Immunfluoreszenz-Farbung auf Sertolizellen

und runde Spermatiden beschréankt.

Abbildung 7 Lokalisation von ABCG2 innerhalb de  r Spermatogenese in der
Immunfluoreszenz-Farbung. In Sertolizellen (Pfeilspitzen) und im akrosomalen
Bereich von Spermatiden (Pfeile) kann ABCG2 eindeutig nachgewiesen werden.
(Vergr.: 10 x 100).
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4.2. Nachweis von ABCG2 in reifen Spermatozoen

Die Lokalisation von ABCG2 innerhalb der Spermatogenese ergibt eine deutlich
ausgepragte spezifische Immunreaktion in einzelnen Differenzierungsphasen.
Diese sagt jedoch nichts 0Uber das Vorkommen des Transporters in
Spermatozoen  spéaterer Entwicklungsstadien aus, weswegen eine
Immunfluoreszenz-Analyse an Spermatozoenausstrichen aus dem Epididymis
durchgeftihrt wurde. In Abbildung 8 erkennt man, dass es dabei im
akrosomalen Bereich des Spermatozoons zu einem eindeutigen spezifischen
Signal des ABCG2-Antikdrpers kommt. Auch im Mittelstiick ist eine deutliche
Immunreaktivitat zu beobachten. Die spezifische Immunreaktion von ABCG2 ist

in rot, die Kernfarbung in griin dargestellit.

Abbildung 8 ABCG2 Lokalisation im reifen Sperma  tozoon . Das Spermatozoon
wurde einer Doppelfarbung mit dem Kernfarbstoff SYTOX green® unterzogen. Im
Bereich des Akrosoms zeigt sich eine stark ausgepragte Immunreaktion (Pfeile). Im
Mittelstlick ist eine ebenso gut ausgepréagte Immunreaktion detektierbar (Pfeilspitze).
(Vergr.: 10 x 100).
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4.3. ABCBS9 innerhalb der Spermatogenese

In Anlehnung an das aufgestellte Expressionsmuster fiir ABCB9 wurden murine
Testisschnitte einer immunhistochemischen Untersuchung unterzogen, die zu
keinem erkennbaren Ergebnis bezlglich seiner Lokalisation innerhalb der
Spermatogenese fuhrten. Weder in den Vorlauferzellen der Spermatogenese
noch in den elongierten und reifen Spermatozoen ist eine nennnenswerte
Immunreaktion zu detektieren. Auch in den Sertolizellen ist keine spezifische
Immunreaktion des ABCB9-Antikorpers erkennbar. Abbildung 9 zeigt das
Keimepithel nach Behandlung mit dem anti-ABCB9-Antikorper.

Abbildung 9 ABCB9 kann im Testis der Maus in den Differenzierungstufen der
Spermatogenese nicht gefunden werden. Es zeigt sich keine ABCB9-spezifische

Anfarbung des Keimepithels (Pfeilspitzen). (Vergr. 10 x 20 ).
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4.4, Lokalisation von ABCB9 in verschiedenen Abschn itten

des Nebenhodens

4.4.1. Immunhistochemische Ergebnisse

Die vorrausgegangene Analyse spricht fir kein Vorkommen des ABCB9-
Transporters im murinen Testis, allerdings ist eine starke ABCB9-spezifische
Anfarbung im Bereich des Ubergangs von Hoden zum Nebenhoden feststellbar.
Zur genauen Untersuchung dieser Beobachtung wurden zunéchst die drei
Nebenhodenabschnitte (Caput, Corpus und Cauda epididymidis) prapariert,
lichtmikroskopisch beurteilt und es erfolgte nach Herstellung der Paffinschnitte
die Antikorperfarbung mit anti-ABCB9 und DAB-Markierung. In allen
Abschnitten zeigt sich eine positive Anfarbung, wobei ein regional-spezifisches
Verteilungsmuster von ABCB9 zu beobachten ist: ABCB9 wird am starksten im
Caput und Corpus epididymidis detektiert, wahrend die Immunreaktion zum
weiter distal gelegenen Cauda-Abschnitt deutlich abnimmt. Betrachtet man das
Epithel des Nebenhodenkopfes, so findet man deutlich positive angeféarbte
Hauptzellen. Im apikal gelegenen Teil der Zellen kdnnen Bereiche dargstellt
werden, die eindeutig ABCB9-positiv sind, wahrend die basal gelegenen
Zellkerne ABCB9-negativ sind.

Abbildungen 10 und 11 zeigen das regional-spezifische Verteilungsmuster von
ABCB9 im Nebenhoden der Maus.
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i,

Abbildung 10  Darstellung eines regional-spezifis  chen Verteilungsmusters von
ABCB9 im murinen Nebenhoden. Mit Hilfe der Immunhistochemie kann gezeigt
werden, dass ABCB9 im Nebenhodenepithel lokalisiert ist (Pfeile). Dargestellt ist der
Ubergang von Corpus zur Cauda epididymidis. ABCB9 ist im Corpus-Bereich deutlich
starker nachweisbar als im Cauda-Bereich. (Vergr. 10 x 20 ).

| > an - N

Ll
\
A
~

/ -
» A e ,wﬁ ‘?‘ . 7
Y e
b

N 1 1
. - g W =

Abbildung 11 Immunhistochemische Lokalisation v on ABCB9 im Corpus
epididymidis . (A) Die Pfeile (B9) deuten eine prominente Markierung der apikal
gelegenen Bereiche der Epithelzellen an. Die basal gelegenen Zellkerne sind nicht
angefarbt (Pfeilspitzen). (Vergr. 10 x 40). (B) (Vergr. 10 x 100).
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4.4.2. Fluoreszenznachweis

Zwar zeigt sich immunhistochemisch ein regional-spezifisches
Verteilungsmuster von ABCB9 in der Epididymis, jedoch wurde zur zusatzlichen
Darstellung eine immunzytochemische Farbung des Nebenhodenkopfes
durchgefiuihrt, da dieser Bereich zuvor das starkste Antikdrper-Signal gezeigt
hat. Die Doppelfarbung mit Cy3-konjugiertem Sekundarantikbrper und
SYTOX green® erbringt folgendes Ergebnis: Das Vorkommen von ABCB9, das
bereits bei der Immunhistochemie mit DAB-Markierung zu erkennen ist, findet
sich auch bei der Fluoreszenzfarbung wieder. Auch hier kann ABCB9 deutlich
im apikalen Bereich der Epithelzelle lokalisiert werden, wahrend die basal
gelegenen Zellkerne ABCB9-negativ sind.

Abbildung 12 zeigt die Doppelfarbung und den subzellularen Nachweis von

ABCB9 in einem isolierten Ausschnitt des Nebenhodenkopfes.

Abbildung 12 Nachweis des ABCB9-Transporters im Caput epididymidis. Die
basal gelegenen Zellkerne des Nebenhodenepithels und die im Lumen der Tubuli
seminiferi gelegenen Spermatozoen wurden mit SYTOX green® gefarbt. Es findet sich
eine spezifische Anfarbung der Hauptzellen im apikalen Bereich (Pfeilspitzen). (Vergr.
10 x 40).
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4.5. Nachweis einer regional spezifischen Expressio n von
ABCB9 im Ductus epididymidis

Mit Hilfe der Immunhistochemie kann die Lokalisation von ABCB9 innerhalb des
Nebenhodens nachgewiesen werden. Um ABCB9 auf Proteinebene zu
untersuchen wurde ein immunologischer Nachweis mittels Westernblot an den
drei Nebenhodenabschnitten durchgefuhrt. Das Ergebnis zeigt ein regional-
spezifisches  Expressionsmuster von  ABCBO9. Entsprechend dem
Molekulargewicht des ABCB9-Proteins von 84 kDa stellen sich deutliche
Banden in Caput und Corpus des Nebenhodens dar, wahrend in der Cauda
epididymidis nur noch eine schwache Bande gefunden werden kann. Es zeigt
sich dasselbe Verteilungsprofil wie bei der Immunhistochemie. ABCB9 wird am
starksten im proximalen Teil des Nebenhodens exprimiert, wahrend die
Expression in weiter distal gelegenen Abschnitten deutlich abnimmt.
Abbildung 13 zeigt den Immunoblot zum Nachweis des ABCB9-Proteins im

Nebenhoden.

4 — 84 kDa
caput Ccorpus cauda
Abbildung 13 Western-Blot-Analyse zum Nachweis von ABCB9 in
verschiedenen Nebenhodenabschnitten. Die Analyse zeigt ein differentielles

Verteilungsmuster des ABCB9-Proteins in den verschiedenen Abschnitten des
Nebenhodens mit der starksten Expression von ABCB9 im Caput epididymidis. Es
kénnen im Corpus und in der Cauda reaktive Banden in Héhe von 84 kDa beobachtet

werden. In der Cauda ist nur eine sehr schwache Immunreaktion zu erkennen.
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4.6. Nachweis von ABCB9 in reifen Spermatozoen

Nachdem ein regional-spezifisches Verteilungsmuster von ABCB9 im
Nebenhoden sowohl in der Immunhistochemie als auch im Westernblot
detektiert werden kann, sollte nun auch eine mdgliche subzellulare Lokalisation
von ABCB9 in reifen Spermatozoen nachgewiesen werden. Hierzu wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefuhrt, bei der sich eine Lokalisation von
ABCB9 im akrosomalen Bereich des Spermatozoons darstellt, wahrend der
Ubergang von Kopf zu Mittelstiick ABCB9-negativ ist (Abb. 14).

Abbildung 14  Immunfluoreszenznachweis von ABCB9 in reifen Spermatozoen.
Der ABCB9-Nachweis erfolgte mit dem polyklonalen anti-ABCB9 Antikérper (1 : 100).

In epididymalen Spermatozoen der Maus lasst sich ABCB9 deutlich im akrosomalen
Bereich nachweisen (Pfeil). (Vergr. 10 x 100).
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4.7. ABCELl innerhalb der Spermatogenese

Anhand der Ergebnisse in Bezug auf die Lokalisation von ABCG2 und ABCB9
im mannlichen Reproduktionstrakt sollte nun auch ein mdglicher Nachweis von
ABCE1 erbracht werden. Es ist in den Phasen der Spermatogenese eine
Anfarbung zu detektieren, die dem anti-ABCB9 Antikorper allerdings nicht
eindeutig zuzuordnen ist und fur unspezifischen Hintergrund spricht. Gegentiber
den oben beschriebenen Ergebnissen von ABCB9 und ABCG2 ist keine
Immunreaktion des ABCE1-Antikdrpers sowohl in den Differenzierungsstufen
der Spermatogenese als auch in den Nebenhodenabschnitten erkennbar.
Abbildung 15 zeigt ein Ergebnis nach DAB-Markierung in einem Ausschnitt

eines Tubulus seminiferus.

\ Lumen

Abbildung 15 Kein immunhistochemischer Nachweis v on ABCEL in den Stadien
der Spermatogenese. Weder die Vorlauferzellen (Pfeilspitzen) des Keimepithels noch

die elongierten Spermatiden (Pfeile) weisen eine Farbung auf. (Vergr.10 x 40).
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4.8. Nachweis von ABCEL1 in reifen Spermatozoen

Nachdem ABCE1 immunhistochemisch in den verschiedenen Vorlauferzellen
von Spermatozoen und im Nebenhoden nicht nachzuweisen ist, wird im
Folgenden untersucht, ob ABCE1l in reifen Spermatozoen detektierbar ist.
Hierzu wurde eine Immunfluoreszenzuntersuchung an Spermienaustrichen
durchgefuhrt. Im Bereich des Akrosoms zeigt sich eine deutliche
Immunfarbung, die sich wiederum im Mittelsttick nur sehr schwach auspragte.

Abbildung 16 zeigt den Nachweis von ABCELl innerhalb eines reifen

Spermatozoons.

Abbildung 16  Immunfluoreszenznachweis von ABCE1 in reifen Spermatozoen.
Im Akrosom kann ABCE1 eindeutig nachgewiesen werden (Pfeilspitzen), wahrend im

Mittelstlick eine sehr schwache Fluoreszenz detektierbar ist. (Vergr. 10 x 100).
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4.9. Nachweis von ABCG1 im Ductus epididymidis

4.9.1. Ergebnisse der Western-Blot-Analyse

Als letzter der in dieser Arbeit gezeigten ABC-Transporter wurde ABCGL1 einer
Lokalisationsuntersuchung im Hodengewebe unterzogen. Um eine mdgliche
Expression von ABCG1 im Nebenhoden zu untersuchen, wurde ein
Westernblot an den verschiedenen Abschnitten durchgefuhrt. Bei allen drei
getesteten Abschnitten laf3t sich eine eindeutige Antikdrper-Reaktion in der
Hohe von ABCGL1 (75 kDa) darstellen. Mit der DAB-Farbung sowohl an Testis-
als auch Nebenhodenabschnitten kann der Nachweis des Transporters
allerdings nicht erbracht werden (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 17 zeigt den Immunoblot zum Nachweis des ABCG1-Proteins in
allen untersuchten Nebenhodenabschnitten.

S ” W 75kDa
caput corpus cauda

Abbildung 17 Immunoblot zum Nachweis des ABCG1- Proteins im
Nebenhoden. Alle Abschnitte des Nebenhodens zeigen immunreaktive Banden in
Hohe von ABCGL1 (75 kDa).
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4.10. Einfluss des ABCG2-spezifischen Inhibitors
Fumitremorgin C auf den Kkapazitationsassoziierten

Cholesteroltransport muriner Spermatozoen

4.10.1. Dunnschichtchromatographischer Nachweis

Die Abnahme von Cholesterol aus der Spermatozoenmembran wéahrend des
Prozesses der Kapazitation gilt als Vorraussetzung fur die sich anschliel3ende
Befruchtung des Spermatozoons im weiblichen Genitaltrakt (Visconti et al.
1999). Der genaue Mechanismus dieser Abnahme ist noch nahezu unbekannt.
Um eine potentielle Beteiligung von ABCG2 am kapazitationsassoziierten
Cholesteroltransport zu untersuchen, wurden Inkubationsversuche mit dem
spezifischen ABCG2-Inhibitor FTC durchgefuhrt. Dabei wurde die
Dunnschichtchromatographie (DC) als Analysemethode eingesetzt.

Die DC erlaubt Aussagen Uuber den Cholesterolgehalt in kapazitierten
Spermatozoenmembranen. Um Bedingungen fur eine Kapazitation zu
gewahrleisten wurde HSB-Puffer als Medium verwendet, der die
Vorraussetzungen fur eine Kapazitation muriner Spermatozoen begunstigt.
Anschliel3end wurde der Cholesterolgehalt in den Spermatozoenmembranen zu
Beginn und nach zwei Stunden HSB-Inkubation mit und ohne Zugabe von FTC
gemessen und densitometrisch ausgewertet um sie grafisch vergleichen zu
konnen.

Kapazitierte Spermatozoen (HSB) zeigen nach zwei Stunden Inkubation und
ohne FTC gegenuber dem zu Beginn gemessenen Wert einen geringeren
Cholesterolgehalt in ihren Membranen auf. Der Gehalt nimmt nach
zweistindiger Inkubation gegeniber dem Anfangswert von 37,59 Vol. % auf
11,40 Vol. % ab. Die kapazitierten mit FTC inhibierten
Spermatozoenmembranen weisen einen anndhernd gleichen Wert zwischen
den zu Beginn und nach zwei Stunden gemessenen Werten auf (27,64 Vol. %
vs. 30,27 Vol. %). Beim direkten Vergleich des Cholesterolgehaltes nach zwei

Stunden Inkubation mit und ohne FTC kann somit ein inhibierender Effekt durch
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die alleinige Zugabe von FTC auf den kapazitationsassoziierten
Cholesteroltransport in Spermatozoen nachgewiesen werden (11,40 Vol. %
(HSB) vs. 30,27 Vol. % (HSB+FTC), t = 2h).

Abbildung 18 zeigt den gemessenen Cholesterolgehalt in Membranen
kapazitierter Spermatozoen mit und ohne FTC zu Beginn und nach zwei
Stunden Inkubation durch die Methode der Lipiddinnschichtchromatographie.

Inhibitorischer Effekt von FTC
auf kapazitierte Spermatozoen
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HSB HSB+FTC HSB HSB+FTC
t=0 t=2h
Abbildung 18 Effekt von FTC auf den kapazitation sassoziierten

Cholesteroltransport in Spermatozoen mittels Dinnsc hichtchromatographie. Der
Cholesterolgehalt der kapazitierten, nicht mit FTC-inhibierten
Spermatozoenmembranen (HSB) nimmt verglichen mit der Messung zu Beginn (t=0)
nach zwei Stunden (t=2h) deutlich ab, wahrend sich der Cholesterolgehalt in
kapazitierten und inhibierten Spermatozoenmembranen (HSB+FTC) nach zwei

Stunden gegeniuber dem Zeitpunkt Null nicht wesentlich unterscheidet. (n=5)
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Unter nicht-inhibierten Bedingungen (HSB) zeigt sich im Vergleich zu inhibierten
Bedingungen (HSB+FTC) eine deutliche Reduktion des Cholesterolgehaltes
nach zwei Stunden (11,40 Vol.% vs 30,27 Vol.%). Angegeben sind die
Mittelwerte (n=5) in Vol.% und die Standardfehler (se) des
Cholesterolgehaltes in kapazitierten Spermatozoenmembranen. Eine Inhibition
des ABCG2-Transporters durch FTC fihrt zu einem verminderten Transport
von Cholesterol wahrend der Kapazitation.

Tabelle 1 zeigt Ubersichtlich den Cholesterolgehalt in kapazitierten
Spermatozoen nach vorausgegangener Lipidextraktion und anschlieliender
dunnschichtchromatographischer Auftrennung.

Tabelle 1  Ubersicht des Cholesterolgehaltes (vol %) in kapazitierten
(HSB) Spermatozoenmembranen mit und ohne Zugabe von FTC nach der
Dunnschichtchromatographie . Angegeben sind Mittelwerte (n=5) und
Standardfehler (se) des Cholesterolgehaltes in Vol%.
t=0 t=0 t=2 h t=2h
HSB HSB+FTC HSB HSB+FTC
Vol. % 37,59 27,64 11,40 30,27
se + 2,17 1,50 2,73 1,43
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Tabelle 2  Ubersicht der Fragestellung, der erbracht en Ergebnisse und
der angewandten Methoden.

Nachweis von Ergebnisse / Methode

1. ABCG2 ABCG2 ist in der sich differenzierenden
Akrosomkappe runder Spermatiden®? | im
Akrosom elongierter Spematiden? , in
reifen Spermatozoen? und in
Sertolizellen*? nachweisbar.
Des Weiteren kann durch Inhibition von
ABCG2 ein verminderter
kapazitationsassoziierter
Cholesteroltransport in Spermatozoen

gezeigt werden®.

2. ABCB9 ABCBS9 kann regional-spezifisch im
Nebenhoden?? detektiert und im
Akrosom reifer Spermatozoen?

nachgewiesen werden.

3. ABCG1 Das ABCG1-Protein ist in den drei
Nebenhodenabschnitten Caput, Corpus

und Cauda nachweisbar?®.

4. ABCE1 ABCEL1 ist im Akrosom reifer

Spermatozoen? nachweisbar.

! DAB Markierung, ?Immunfluoreszenz, *Western Blot, “Methode der
Lipiddiinnschichtchromatographie
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5. DISKUSSION

Die von Shima et al. vertffentlichten Daten zur Expression von ABC-
Transportern im Urogenitaltrakt der Maus waren Anlass fir die eigenen
Untersuchungen. Ziel der vorgelegten Arbeit ist es, die Lokalisation und das
Vorkommen der Transporter ABCB9, ABCE1, ABCG1 und ABCG2 im murinen
Hodengewebe néher zu charakterisieren. Es kann zudem zum ersten Mal ein
maoglicher  Einfluss von ABCG2 auf den kapazitationsassoziierten
Cholesterolefflux aus der Spermatozoenmembran gezeigt werden. Zuerst sollen
die Ergebnisse fur ABCG2 diskutiert werden, gefolgt von der Diskussion der
erbrachten Daten fur ABCB9, ABCE1 und ABCGL.

ABCG2 innerhalb der Spermatogenese

Um eine posttestikulare Reifung der Spermatozoen und die sich anschlielRende
Fertilisation zu gewahrleisten, ist der mannliche Organismus auf eine sich
fehlerfrei vollziehende Spermatogenese angewiesen. Die einzelnen Zellen in
den unterschiedlichen Differenzierungsphasen der Spermatogenese bilden die
Grundlage fur die Reifung der mannlichen Keimzellen (Russell 1990). Zwar
gelten die Stammzellen aufgrund ihrer niedrigen Teilungsrate als sehr
widerstandsfahig gegen Umwelteinfliisse wie Réntgenstrahlung, jedoch sind die
proliferierenden und sich differenzierenden Spermatogonien aufgrund ihrer
hoheren Teilungsrate anfalliger gegentber Noxen, welche die Spermatogenese
beeinflussen koénnen (Russell 1990; Russell 2004). Das sich entwickelnde
Keimepithel wird von den Sertolizellen umgeben. Sie sind Teil der Blut-
Hoden Schranke und tbernehmen, neben der Synthese von Proteinen wie dem
Androgen-Binding Protein, eine wichtige Funktion in der Entwicklung des
Hodens (Griswold 1998). Verbunden mit den germinativen Zellen Gber intensive
Zell-Zell-Kontakte sorgen sie fir einen stabilen und gut organisierten Ablauf der
Spermatogenese (Schulze 1992). Daneben besitzen sie eine mitogene Wirkung

auf das Keimepithel und sind sowohl an der Spermiation, als auch an der
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Migration der Keimzellen durch die Blut-Hoden Schranke beteiligt
(Kierszenbaum 1994). In der 2008 veréffentlichten Studie von Enokizono et al.,
die sich mit dem Nachweis von ABCG2 sowohl in der Blut-Hoden Schranke, als
auch in der Blut-Hirn Schranke beschaftigte, konnte eine Beteiligung des
ABCG2-Transporters in der Barrierefunktion gegentiber Xenobiotika in der Blut-
Hoden Schranke aufgezeigt werden (Enokizono et al. 2008). Diese
Beobachtungen interpretierten die Autoren als eine Regulatorfunktion von
ABCG2 bei Membranpassagen von Xenobiotika. In einer von Fetsch et al.
durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchung konnte zudem das
ABCG2-Protein in Sertolizellen nachgewiesen werden (Fetsch et al. 2006). Man
vermutete eine Schutzfunktion von ABCG2 im Gewebe vor Zytotoxinen. Einen
wichtigen Nachweis von ABCGZ2, in Bezug auf sein Vorkommen in der
Spermatogenese, erbrachte die 2004 publizierte Expressionsstudie von
Lassalle et al., in der die Expression von ABCG2-mRNA in Spermatogonien, in
Spermatozyten und in haploiden Spermatiden beschrieben wurde (Lassalle et
al. 2004). Die Studie machte keine Aussage Uber ABCG2 in Sertolizellen.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass ABCG2 im
murinen Keimepithel wahrend der verschiedenen Differenzierungsstufen der
Spermatogenese auf Proteinebene nachweisbar ist.

Immunhistochemisch kann ABCG2 in der sich differenzierenden Akrosomkappe
runder Spermatiden, in elongierten Spermatiden und in Sertolizellen eindeutig
nachgewiesen werden. In elongierten Spermatiden zeigt sich eine schwache
immunhistochemische Farbung im Bereich des Akrosoms. Als zusatzliche
Darstellungsmethode  wurde die  fluoreszenzmikroskopische  Analyse
herangezogen. Die Befunde decken sich mit den Ergebnissen der
Immunhistochemie und zeigen eine subzellulare Lokalisation des Transporters
in der Akrosomkappe runder Spermatiden und in Sertolizellen. Die Lokalisation
innerhalb der Spermatogenese lasst eine Beteiligung von ABCG2 an der
Keimzellentwicklung vermuten.

Die genaue Lage des Transporters im Keimepithel ist noch nicht bekannt und
wurde weder in der Arbeit von Lassalle, noch in der von Fetsch genau

beschrieben (Lassalle et al. 2004; Fetsch et al. 2006). In allen untersuchten
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Proben der vorgelegten Arbeit kann ABCG2 in der akrosomalen Region
detektiert werden. Rocchi et al. fanden immunhistochemische Hinweise fur eine
Lokalisation von ABCG2 innerhalb von Plasmamembranen in arzneimittel-
resistenten Zelllinien, die von Litman et al. mittels Konfokalmikroskopie
untermauert wurden (Litman et al. 2000; Rocchi et al. 2000). Zusammen mit
den hier beobachteten Fakten beziglich der Lokalisation von ABCG2 lassen
diese Daten die Hypothese zu, dass ABCG2 speziell innerhalb der
Spermatogenese in der Akrosommembran vorliegt.

Die Tatsache, dass ABCG2 in Sertolizellen detektiert werden kann, schlief3t
zusammen mit den von Fetsch et al. erbrachten Daten eine potentielle Rolle
des Transporters im Schutz der Zellen vor toxischen Einflissen nicht aus
(Fetsch et al. 2006). Dafur sprechen zudem die Daten, wie sie fiur P-gp
beschrieben wurden. P-gp Ilimitiert die Bioverflugbarkeit zytotoxischer
Substanzen und verleiht Tumorzellen eine Resistenz gegen Chemotherapeutika
(Endicott and Ling 1989; Ambudkar et al. 1999). AulRerdem Ubernimmt P-gp
eine wichtige Aufgabe im Schutz hamatopoetischer Stammzellen vor toxischen
Substanzen (Sarkadi et al. 2006). Der Transporter konnte mittels
Immunhistochemie in murinen testikularen Zellen lokalisiert werden (Melaine et
al. 2002). Die Autoren schlossen aus der Prasenz von P-gp in Sertolizellen und
peritubularen Zellen auf eine maogliche Transporter- und Schutzfunktion in der
Blut-Hoden Schranke. Daneben zeigten sie die Lokalisation von P-gp in
elongierten Spermatiden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und denen
von Melaine et al. lassen eine Mitbeteiligung von ABCG2 in der Blut-Hoden-
Schranke vermuten. ABCG2 konnte dabei eine zentrale Rolle im Transport
toxischer Substanzen wahrend der Keimzellentwicklung einnehmen. In den
Arbeiten von Bart et al. wurde gezeigt, dass P-gp und ABCGZ2 in Endothelzellen
und den myoiden Zellen der Tubuli seminiferi auf Proteinebene nachzuweisen
waren (Bart et al. 2004). lhre Analysen zeigten hingegen kein Vorkommen von
ABCG2 und P-gp in Sertolizellen, was die Autoren auf ein Herausschleusen der
Substrate des Transporters in das Lumen der Tubuli seminiferi zuriickfthrten
(Bart et al. 2004). Da in dieser Arbeit jedoch ABCG2 mit Hilfe des Antikorpers

ABCG2-87405 in Sertolizellen detektiert werden kann, konnte es demnach sein,
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dass das zu identifizierende Interaktionsepitop in maskierter Form vorliegt und
somit eine Bindung des von Bart et al. verwendeten Antikérpers unmdéglich

macht.

ABCG2 in der Kapazitation

Ein wichtiges Ereignis der Kapazitation ist die Veradnderung der
Lipidzusammensetzung und die damit verbundene Entfernung von Cholesterol
aus der Spermatozoenmembran. Der Efflux von Cholesterol und die daraus
resultierende Induktion einer cAMP-Proteinkinase A-abhangigen
Phosphorylierung von Tyrosinresten an Zielproteinen gilt als ein Teil der
Kapazitation (Visconti et al. 1999; Travis and Kopf 2002). Der genaue
Mechanismus, durch den das Cholesterol wahrend der Kapazitation die
Membran verlasst, ist weitestgehend unklar.

Es ist bekannt, dass mehrere Transporter, die zu der ABCG-Unterfamilie
zahlen, am Cholesteroltransport in verschiedenen Geweben beteiligt sind. So
wird den beiden Transportern ABCG1 und ABCG4 eine Regulationsfunktion in
der Sterolakkumulation zugesprochen. Zudem vermitteln ABCG5 und ABCGS8
die Cholesterolausscheidung in Dinndarm und Leber (Wang et al. 2004;
Vaughan and Oram 2005; Gelissen et al. 2006; Kusuhara and Sugiyama 2007).
Neuere Studien weisen dartuber hinaus auf einen Einfluss des
Cholesterolgehaltes auf die ATPase-Aktivitatt des ABCG2-Transporters in
somatischen Zellen hin. Mit Anstieg des Cholesterols zeigte sich eine erhéhte
ATPase-Aktivitat von ABCG2 (Pal et al. 2007; Telbisz et al. 2007). Die Autoren
interpretierten die ATPase-Aktivitat als Nachweis der Aktivitat des Transporters.
Die Ergebnisse lassen ABCG2 als Transporter fur Cholesterol vermuten.
Daneben konnte kirzlich gezeigt werden, dass die drei ABC-Transporter
ABCA1 und ABCA7 und ABCG1 in Spermatozoen nachweisbar und am
Cholesteroltransport wahrend der Kapazitation beteiligt sind (Morales et al.
2008). Nach Inhibition der ABC-Transporter zeigte sich eine deutliche

Reduktion des Cholesteroltransportes in Spermatozoen wahrend der
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Kapazitation. Im Gegensatz zu den hier dargestellten Untersuchungen wurde in
der Studie kein spezifischer Inhibitor verwendet. Durch Koinkubation mit den
entsprechenden Antikdrpern wurde die Entfernung des Cholesterols aus der
Spermatozoenmembran anhand eines Cholesterolassays ermittelt. Nach
Inhibition der beschriebenen Transporter zeigte sich eine Reduktion des
Cholesteroltransportes um bis zu 40 %. Die Studie wies zudem eine bis zu
70 %-reduzierte Fertilisationsrate kokultivierter Oozyten nach Inhibition der
beschriebenen ABC-Transporter nach. So konnte ein Zusammenhang zwischen
ABC-Transportern und der Fertilisation festgestellt werden.

Mit dem Ziel, den Cholesterolgehalt in kapazitierten Spermatozoen nach
Inkubation mit dem ABCG2-spezifischen Inhibitor FTC zu messen, wurde in
dieser Arbeit die Methode der Lipiddiinnschichtchromatographie herangezogen.
So konnte eine mogliche Mitbeteiligung des ABCG2-Transporters auf den
Cholesterolgehalt wahrend der Kapazitation untersucht werden. Die
Versuchsbedingungen wurden so gewahlt, dass es in vitro méglich war, den
Vorgang der Kapazitation mdglichst genau zu imitieren. Man brauchte daher
Lipidextrakte aus Membranen kapazitierter Zellen. Als Kontrolle diente die aus
derselben Gewebeprobe enthommene Spermatozoensuspension ohne Zusatz
des Inhibitors. Beim direkten Vergleich zwischen dem Cholesterolgehalt in
kapazitierten, inhibierten Spermatozoen zum Zeitpunkt Null und nach zwei
Stunden zeigt sich kein wesentlicher Unterschied. Unter nicht inhibierten
Bedingungen entspricht der Cholesterolgehalt in kapazitierten Spermatozoen
zum Zeitpunkt Null 37,59 Vol. % (se £ 2,17). Kapazitierte Spermatozoen ohne
den ABCG2-spezifischen Inhibitor weisen nach zwei Stunden Inkubation einen
niedrigeren Cholesterolgehalt auf (11,40 Vol. %; se +2,73), wahrend unter
Inhibition mit FTC der Cholesterolgehalt in Spermatozoen nach zwei Stunden
annahernd gleich ist (30,27 Vol. %; se +1,43). Ahnlich den Ergebnissen von
Morales lasst sich mit den hier erbrachten Ergebnissen zu ABCG2 ein weiterer
Vertreter der ABC-Familie identifizieren, der eine Reduktion des
kapazitationsassoziierten Cholesteroltransportes durch einen ABC-Transporter
bewirkt. Der direkte Zusammenhang zwischen FTC und dem

kapazitationsassoziierten Cholesteroltransport lasst vermuten, dass ABCG2
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aktiv an diesem Vorgang beteiligt ist. Ob mit FTC inhibierte Spermatozoen eine
reduzierte Befruchtungsféahigkeit aufzeigen, misste auf Basis der in dieser
Versuchsreihe und in der Studie von Morales erarbeiteten Ergebnisse in
weiteren Untersuchungen angestrebt werden (Morales et al. 2008).

Die Tatsache, dass in der vorgelegten Arbeit ABCG2 als Cholesteroltransporter
identifiziert werden kann, kdnnte erklaren, dass es in der Studie von Morales zu
keinem kompletten Ausfall des Cholesteroltransportes nach Inhibition der drei
ABC-Transporter ABCA1, ABCA7 und ABCG1 kommit.

Untersuchungen zur Lokalisation von ABCB9 und ABCG1 im
murinen Nebenhoden

Von den in dieser Arbeit untersuchten ABC-Transportern wird im Mausetestis in
erster Linie nur ABCG2 nachgewiesen. Entgegen den Erwartungen kann
ABCB9 im Testis nicht lokalisiert werden. Diese Daten waren insofern
Uberraschend, da der Transporter eine hohe Expression in Spermatozyten und
Spermatiden aufzeigte (Shima et al. 2004). Jedoch kann ABCB9 in der darauf
folgenden Untersuchung im Bereich des Ubergangs von Hoden zum
Nebenhoden detektiert werden. Deshalb wurde der Nebenhoden auf ein
Vorkommen von ABCB9 in den einzelnen Abschnitten untersucht.

Mittels Immunhistochemie kann ABCB9 eindeutig im Nebenhoden lokalisiert
werden. Die ABCB9-Immunreaktivitat tberwiegt im Nebenhodenkopf und nimmt
kontinuierlich zum Nebenhodenschwanz hin ab. Im apikalen Bereich der
Epithelzellen ist eine deutliche Akkumulation von ABCB9 zu erkennen, wahrend
die basal gelegenen Zellkerne ABCB9-negativ sind. Mit Hilfe der
Immunzytochemie kann die erbrachte subzellulare Lokalisation im Nebenhoden
bestatigt und untersttitzt werden.

ABCB9 ist nicht der einzige ABC-Transporter, der bisher im Nebenhoden
detektiert werden konnte. Enokizono et al. beschrieben ein derartiges
Vorkommen fir ABCG2 (Enokizono et al. 2007a). ABCG2 konnte in
unterschiedlichen Bereichen des Caput und Corpus epididymidis humaner und

muriner Gewebeproben lokalisiert werden. Im Bereich des Caput zeigte sich
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eine Immunreaktion im luminalen und adluminalen Bereich der Tubuli
seminiferi. Im Corpus hingegen zeigten sich ABCG2-Signale in den dem Lumen
zugewandten Membranen der Endothelzellen.

Die posttestikulare Reifung der Spermatozoen findet erst wahrend ihrer
Passage durch den Nebenhodengang statt (Cooper 1995). Ausgehend von der
Tatsache, dass ABCB9 in der vorgelegten Arbeit regional-spezifisch im
Nebenhoden nachweisbar ist, kann eine Mitbeteiligung von ABCB9 an der
Spermatozoenreifung vermutet werden. Uber die genaue Funktion von ABCB9
im Epididymis, und Uber einen potentiellen Effekt des Transporters auf die
Reifung der Spermatozoen konnten allerdings anhand der vorliegenden
Ergebnisse keine Aussagen gemacht werden.

AulBer mit Hilfe der Immunhistochemie wurde die regional-spezifische
Lokalisation von ABCB9 im Nebenhoden mittels Westernblot gezeigt und
bestatigt. Die Untersuchung ergibt einen deutlichen Nachweis des ABCB9-
Proteins in Caput und Corpus epididymidis. Im Gegensatz hierzu zeigt sich in
der Cauda nur eine schwache immunreaktive Bande.

Die ductuli efferentes stellen den Ubergang vom Hoden zum Nebenhodenkopf
dar. Erst durch das Milieu des Nebenhodengewebes erlangen die
Spermatozoen ihre Fahigkeit zur Motilitdt und Befruchtung (Bedford 1967).
Morales et al. beschrieben eine regional-spezifische Expression von ABCG1 im
Nebenhoden der Maus. Sie zeigten eine funktionelle Beteiligung des
Transporters am kapazitationsassoziierten Cholesteroltransport. Analog zu
ihrem Ergebnis belegt der parallel hier erbrachte Nachweis des Proteins die
Expression von ABCG1 im Caput, Corpus und Cauda des Ductus epididymidis.
Die Regulation der Tyrosin-Phosphorylierung tber den cAMP-abhangigen
Signaltransduktionsweg ist fur die epidymale Spermatozoenreifung und ihre
Motilitatserlangung wahrend der Nebenhodenpassage entscheidend (Mahony
and Gwathmey 1999). Somit kdnnte ABCB9 eine Rolle bei der Kapazitation
spielen, was durch den oben beschriebenen regional-spezifischen Nachweis
von ABCB9 im Nebenhoden bestatigt wird.
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Untersuchungen von ABCB9, ABCE1 und ABCG2 in
Spermatozoen

Um die ABC-Transporter ABCB9, ABCE1 und ABCG2 auch in epidymalen
Spermatozoen nachzuweisen, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung an
Ausstrichpraparaten isolierter Nebenhodenspermatozoen durchgefiihrt. Dabei
kann ABCG2 in der akrosomalen Region und im Mittelstick der Flagellen
nachgewiesen werden. Die ABCB9- und ABCE1-Immunreaktivitat akkumuliert
hingegen deutlich im Akrosombereich epidymaler Spermatozoen.

Die Tatsachen, dass ABCG2 sowohl in den Phasen der Spermatogenese
detektiert, als auch erstmals seine Rolle auf den kapazitationsassoziierten
Cholesteroltransport gezeigt werden kann, sprechen fir eine wichtige Aufgabe
des Transporters in Spermatozoen.

Morales et al. beschrieben eine &hnliche Lokalisation von ABCA1, ABCA7 und
ABCG1l mittels Westernblot und Immunzytochemie in epidymalen
Spermatozoen (Morales et al. 2008). Die ABCA1- und ABCA7-Signale wurden
deutlich im akrosomalen Bereich lokalisiert. Die Autoren konnten, wie schon
vorher beschrieben, mit ihren Befunden einen Zusammenhang zwischen ABC-
Transportern und der Fertilisation feststellen. Die Tatsache, dass ABCB9 und
ABCG2 dieselbe Lokalisation aufzeigen, schliel3t eine mogliche Mitbeteiligung
der Transporter wahrend der Kapazitation und der mit ihr verbundenen
Fertilisation nicht aus.

Der in dieser Arbeit erbrachte alleinige Nachweis von ABCE1 in Spermatozoen
l&sst uns vermuten, dass er eine spezielle Funktion in diesen besitzt und kann
die Hypothese Uber seine reine Regulation-, Translation- und
Transkriptionsfunktion wahrend der Proteinbiosynthese nicht belegen (Dong et
al. 2004; Zhao et al. 2004).

Die hier prasentierten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die genaue
Lokalisation mit der sich daraus ergebenen Funktion der ABC-Transporter im
murinen Reproduktionstrakt noch weithin ungeklart ist. Dartiber hinaus ergeben
sich durch den hier erbrachten Nachweis, dass ABCG2 einen modulierenden

Effekt auf das Ereignis der Kapazitation hat, zusatzliche neue Anhaltspunkte in
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Bezug auf die Entwicklung des Spermatozoons und der damit verbundenen
Fertilisation. Ausgehend von den Befunden, dass ABCG2 den
Cholesteroltransport beeinflusst und somit einen indirekten Einfluss auf die
Kapazitation nimmt, ist eine Mitbeteiligung des Transporter bei nachfolgenden
Signaltransduktionsprozessen fir die epidymale Spermatozoenreifung und bei
der Erlangung ihrer Motilitat wahrend der Nebenhodenpassage denkbar. Beides
sind Vorgange, die fur die Kapazitation entscheidend sind (Visconti et al. 1999;
Travis and Kopf 2002).

Der Nachweis von ABC-Transportern ist Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Auf Basis der in der vorliegenden Dissertation erarbeiteten
Ergebnisse konnen weitere Untersuchungen im Hinblick auf die Rolle von ABC-

Transportern im ménnlichen Genitaltrakt angestrebt werden.
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