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SAMMANFATTNING

Syftet med detta arbete har varit att dels undersiik vilken alder fardiga spermier borjar ses
I séddeskanalerna i testiklarna hos hankatter oth wledersoka om immunohistokemi med
GATA-4-antikroppar kan anvandas som hjalpmedel dtir sarskilja pa olika celltyper i
sadesepitelet vid spermieutvecklingsstudier hos kat

For att besvara den forsta fragestaliningen unéteesH&E-fargade testikelpreparat fran 46

normalkastrerade hankatter med en alder pa melmanader och 5 ar. Understkningen

gjordes med hjalp av ett ljusmikroskop med 100-1§80gers forstoring. Spermieférekomst

observerades hos 0/3 katter som var yngre an 5dagn2/4 katter som var 5 — 5,5 manader
gamla, 7/7 katter som var 6 — 6,5 manader gam@kétter som var 7 manader gamla och
23/24 katter som var 8 manader eller aldre. Slsesat denna studie var att det finns en
individuell variation for nar spermier borjar segdestiklarna hos hankatter men generellt
borjar inte spermier dyka upp forran tidigast nankatterna uppnatt 5 manaders alder och vid
8 manaders alder har generellt alla hankatter Sperm

For att besvara den andra fragestallningen gena@$6iGATA-4-immunohistokemi pa
paraffininbaddade testikelpreparat fran 21 nornsiteaade hankatter med en alder pa mellan
45 manader och 5 ar. Som detektionsmetod anvandds avidin-biotin
immunoperoxidassystem med DAB som kromogen. Sonativedontroll anvandes dels
normal get-lgG och dels PBS. Preparaten undersdkéss hjalp av ett ljusmikroskop med
100-1000 géangers forstoring. | bade GATA-4-glasah @et-lgG-kontrollerna sags ett
genomgaende problem med mycket bakgrundsfargniB&-Kentrollerna var daremot alla
helt negativa. Hos samtliga katter med spermasdgs i GATA-4-glasen, men inte i nagon
av de negativa kontrollerna, en positiv reaktiorbdde de runda och de elongerade
spermatiderna. Den positiva fargningen — vilken dmedes representera en fargning av
akrosomen — varierade i styrka dels inom och delam de olika preparaten. | de omraden
dar en stark akrosomfargning observerades var dddigr latt att dels identifiera
spermatiderna och dels se i vilket stadium av sjpgremesen dessa befann sig. | de omraden
dar endast en svag fargning av akrosomerna obsele®drunknade daremot dessa signaler i
bakgrundsfargningen och akrosomfargningen var darfi@ till ndgon storre hjalp for att
identifiera spermatiderna. De 6vriga typerna avsk@tler — spermatogonier, spermatocyter
och spermier — var alla negativa. Sertolicelleraa negativa hos alla katter utom en; de
negativa Sertolicellerna bedomdes som ett trokgtaiskt negativt resultat. Slutsatsen i denna
studie var att GATA-4-immunohistokemi har potenfidl att underlatta sarskiljandet mellan
olika celltyper i sadesepitelet men att det finngad problem som férst maste atgardas innan
det kan anvandas som ett effektivt hjalpmedel. Brobn med den kraftiga
bakgrundsfargningen och de negativa kontrollerma sue &ar negativa maste losas. Det vore
ocksd onskvart om det gick att fa ett jamnare tasuv akrosomfargningen. Om det
dessutom gar att fa en positiv fargning av Sertiiena skulle anvandbarheten av GATA-4-
immunohistokemi som redskap oka ytterligare.



SUMMARY

The first aim of this thesis has been to inveséighe age at which spermatozoa first appear in
the seminiferous tubules of tomcats. The second &@s been to investigate if
immunohistochemistry with GATA-4 antibodies coul@ lised as an aid to distinguish
between different cell types in the seminiferoughgtium in sperm development studies in
cats.

In order to answer the first question, H&E stainesticular sections from 46 tomcats were
examined. The cats ranged from 2.5 months to 5sy@arage and underwent routine
castration. The examination was conducted withght Imicroscope with a magnification of
100-1000 times. Spermatozoa were observed in O8eotats younger than 5 months, 2/4 of
the cats that were 5 — 5.5 months of age, 7/7et#ts that were 6 — 6.5 months of age, 6/8 of
the cats that were 7 months of age and 23/24 otdkethat were 8 months or older. It was
concluded in this study that there is an individuatiation for when the first appearance of
spermatozoa can be observed in the testes of terhoaigenerally spermatozoa are not seen
before 5 months of age and by 8 months of age sgiemna are generally seen in all cats.

In order to answer the second question, GATA-4 imohmistochemistry was performed on
paraffin-embedded testicular sections from 21 tdmcEhe cats ranged from 4.5 months to 5
years in age and underwent routine castration. dirabiotin immunoperoxidase system
with DAB as chromogen was used to visualize thenboantibodies. Two different negative
controls were used: one with normal goat IgG anel with PBS. The slides were examined
with a light microscope with a magnification of 20000 times. A persistent problem with
strong background staining was seen in both GATkdles and goat IgG negative controls.
The PBS negative controls, on the other hand, akreompletely negative. In the GATA-4
slides (but not the negative controls) of all caith spermatids, a positive reaction could be
seen in both the round and the elongated spermakius positive staining — which was
interpreted as a staining of the acrosome — varnedtrength both within and between
different slides. In the areas where a strong atnas staining was observed, it was easy to
both identify the spermatids and to see in whi@dgestof spermiogenesis they were. In the
areas where, on the other hand, only a weak acisstaining was observed, these signals
were drowned by the background staining and it wassequently not very helpful for
identifying the spermatids. The other germ cellsspermatogonia, spermatocytes and
spermatozoa — were all negative. The Sertoli @atiee negative in all cats except for one; this
was, however, considered to likely be a falselyatieg result. The conclusion from this study
was that GATA-4 immunohistochemistry has potenfitel making it easier to differentiate
between different cell types in the seminiferoustheium but there are a number of
problems that first have to be solved before it banused as an effective aid. Firstly, a
solution has to be found both for the strong baglkgd staining and for the negative controls
that were not negative. Secondly, it would alsodesirable if a more even result of the
acrosomal staining could be achieved. Finally, ffositive reaction in the Sertoli cells could
also be achieved, this would further increase theefulness of GATA-4-
immunohistochemistry as a tool.
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INLEDNING

Jamfort med manga andra djurslag, som t.ex. ndtkredinns det i den vetenskapliga
litteraturen relativt lite inom dmnet andrologi hiasnkatt,Felis catus,(Kustritz, 2014) och
sarskilt fa studier verkar det finnas som fokus@a@restikelutvecklingen hos detta djurslag.
Av den anledningen har i detta arbete foljandeds&ijining valts: Vid vilken alder borjar
fardiga spermier ses i sddeskanalerna i testiklansaamkatt under testikelutvecklingen?

Spermier utvecklas genom en stegvis process ocbnugr langs vagen en rad olika
utvecklingsstadier vilka grovt kan indelas i trevhdsakliga celltyper: spermatogonium,
spermatocyt och spermatid. Ett satt att underlgéteskiljandet av dessa olika celltyper i
sadesepitelet skulle kunna vara att farga denakiosomen, som ar en cellkomponent i
spermatiderna men inte i spermatogonier eller speroyter. Transkriptionsfaktorn GATA-4
har i studier pa testikelvdvnad anvants som en inuhistokemisk markor for
Sertolicellkarnor (Southwooet al, 2012; Gassei & Orwig, 2013; Hussanhal, 2013; Jung
et al, 2014),men i flera studier pa ratta (McClusky al, 2009), hund (Owston & Ramos-
Vara, 2007; Ramos-Vara & Miller, 2009ch mus (Ketoleet al, 2002; Kyronlahtiet al,
2011; Southwoockt al, 2012; Hussairet al, 2013) har en viss typ av GATA-4-antikropp
aven visat sig ge en tydlig fargning av akrosont@m denna typ av GATA-4-antikropp
skulle visa sig ge en akrosomfargning aven hos ainmgkulle det kunna vara till hjalp vid
spermieutvecklingsstudier pa detta djurslag. Av nderanledning har ocksa féljande
fragestallning valts: Kan immunohistokemi med GAZFAanvandas som hjalpmedel for att
sarskilja pa olika celltyper i sadesepitelet viddier av spermieutveckling hos tamkatt?

LITTERATUROVERSIKT
Testikelns uppbyggnad

Testikelvavnaden brukar indelas, bade morfologiskh funktionsmassigt, i tva olika
avdelningar, namligen interstitium och sadeskanaler

Interstitium

Den interstitiella vavnhaden omger sédeskanalerhautgors till stor del av bindvav, blodkéarl
och lymfkarl. | den interstitiella vavnaden finnscksa grupper av Leydigceller som
producerar hanliga kénshormoner, huvudsakligeroséston. De hanliga kdnshormonerna
behdvs bl.a. for utvecklandet av de sekundara laiagkirerna och for spermatogenesen.
(Damber & Soder, 1994; Wrobel & Bergmann, 2006; tGar & Hiatt, 2007; Schatten &
Constantinescu, 2007; Mescher, 2013)



Sadeskanaler

De hanliga konscellerna produceras inne i testkeindlande sadeskanaler, de s.k. tubuli
seminiferi contorti. Varje sddan sadeskanal ar fmtraom en dubbelandad loop vars andar
mynnar ut i en gemensam kort, rak utforsgang. Re taférsgangarna — tubuli recti — fran de
otaliga sadeskanalerna ansluter sig sedan titidtterk av anastomoserande gangar, det s.k.
rete testis. Detta néatverk tommer sig dareftemi tsir till bitestikeln via ett mindre antal
utforsgangar som kallas for ductuli efferentesiguF 1 ses en schematisk dversiktshild av hur
testikelns gangsystem &ar organiserat. (Damber &6db94; Wrobel & Bergmann, 2006;
Gartner & Hiatt, 2007; Schatten & Constantines€@@72 Mescher, 2013)

Sadesepitel

Invandigt beklads saddeskanalernas vaggar av en typilav epitel, det s.k. sadesepitelet.
Sadesepitelet ar unikt pa sa vis att det skulleises som bade ett enkelt och ett flerskiktat
epitel i ett. Den enkelskiktade komponenten ochukdgtommen i s&desepitelet utgors av de
s.k. Sertolicellerna. Dessa ar stora, hoga cylshkdriceller som stracker sig dver hela epitelets
hojd, anda nedifran epitelets basala del upp @ksdapikala. Sertolicellerna har en bade
strukturellt och metabolt stéttande funktion avesipitelets andra celltyp, kdnscellerna, vilka
dels ligger inskjutna mellan angrdnsande Sertddéicebch dels ligger omfamnade av
cellmembranet i de apikala delarna av SertolicetierDetta arrangemang innebar att
utlinjeringen av bade den apikala och de lateralarda av en Sertolicells cellmembran ar
hogst oregelbunden da cellmembranet anpassar tg feifmen pa de konsceller som
Sertolicellen omfamnar. Konscellernas olika utveaidstadier ligger staplade pa hojden i
flera skikt ovanpéa varandra och utgor saledes teskiktade komponenten av sadesepitelet.
Vartefter som deras utveckling framskrider migretaralltmer fardigutvecklade kdonscellerna
in mot mitten av sadeskanalen, vilket betyder agta ndrmre sddeskanalens centrum en
konscell befinner sig desto mer fardigutvecklad kwen den att vara. | mitten av varje
sadeskanal finns ett centralt lumen i vilken deifa spermierna hamnar for borttransport
fran testikeln till bitestikeln. | bitestikeln mognspermierna ytterligare samt férvaras i vantan
pa ejakulation. | Figur 1 ses en tvarsnittshild eav sadeskanal. (Damber & Soder, 1994;
Wrobel & Bergmann, 2006; Gartner & Hiatt, 2007; &itbn & Constantinescu, 2007;
Mescher, 2013)

Lamina propria

Utvandigt omges sadeskanalerna av forst ett basabmaa och utanfér detta en vagg bildad
av huvudsakligen kollagena fibrer, fibroblaster echtyp av flata, peritubulara celler som har
en kontraktil formaga; tillsammans utgér dessadatgn s.k. lamina propria. De kontraktila
peritubulara cellerna kan dra ihop sig i bade ditkoch longitudinell riktning och deltar bade
I spermieringen (avlossandet av fardiga spermikrldmen) och i borttransporten av
sadeskanalinnehallet. (Damber & Soder, 1994; Wr&bBergmann, 2006; Gartner & Hiatt,
2007; Schatten & Constantinescu, 2007; Mescher3201
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Figur 1.Oversiktsbild av testikelns gangsystem samt tviisbild av en sadeskanal. | verkligheten ar
antalet konsceller betydligt fler i forhallande @Bertolicellerna &n vad illustrationen visar.



Blod-testisbarriaren

Eftersom spermatogenesen inte startar forrdn ynaserteten innebar det att immunforsvaret
under sin upplarningsperiod endast lar sig kannan ickonscellernas stamceller —
spermatogonierna — och inte de senare utveckliadigsha. Immunforsvaret kommer darfér
att uppfatta alla de senare utvecklingsstadiern&dnsceller som kroppsframmande och
saledes attackera dem. Det &r bl.a. for att skytidsa celler fran immunforsvaret som den
s.k. Dblod-testisbarridren existerar. Varje Ser&dlic bildar en typ av tata
cellmembrankontakter, s.k. “tight junctions” ellétadta fogar”, till sina intilliggande
Sertolicellsgrannar. Det &ar dessa intercellulargafomellan angransande Sertolicellers
basolaterala cellmembran som tillsammans bildarbamiar som isolerar utrymmet 6ver
fogarna, det s.k. adluminala utrymmet, fran blrmmunforsvarsceller. Spermatogonierna
kanns igen av immunforsvaret sa dessa ligger iidemcellulara avdelning som existerar
mellan basalmembranet och fogarna, den s.k. bagdkilningen. Nar spermatogonierna delar
sig och vidareutvecklas slussas dessa celler fédebitata fogarna och kommer in i den
adluminala avdelningen dar immunforsvaret inte kanrt att attackera dem och de kan
utvecklas vidare till fardiga spermier. En annanktion som blodtestisbarriaren fyller ar att
hjalpa till att skapa en kontrollerad mikromiljorfd@le viktiga utvecklingsprocesser som
konscellerna genomgar i den adluminala avdelningegur 2 illustrerar hur de tata fogarna
indelar det intercellulara utrymmet i en basal echadluminal avdelning. (Damber & Sdder,
1994; Wrobel & Bergmann, 2006; Gartner & Hiatt, 2Z0&chatten & Constantinescu, 2007;
Cheng & Mruk, 2012; Mescher, 2013)

5 p—
4 Adluminal
3 avdelning
2

Basal
1 avdelning

1. Spermatogonium

2. Primér spermatocyt

3. Sekundar spermatocyt
4. Rund spermatid

5. Elongerad spermatid
6. Sertolicell

Tata fogar

Figur 2.lllustration av hur de tata fogarna indelar detémtellulara utrymmet i en basal och en
adluminal avdelning. | verkligheten ar antalet kéelter betydligt fler &n vad illustrationen visar.
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Spermatogenes

Spermatogenesen &ar den stegvisa process hos landgemom vilkken de diploida
konsstamcellerna — spermatogonierna — utvecklashaéploida, hanliga konsceller, s.k.
spermier. Spermatogenesen involverar en rad bdtkeloengs- och celldifferentieringssteg
och indelas vanligtvis i tre olika huvudfaser —rsp&tocytogenes, meios och spermiogenes —
vilka illustreras och beskrivs 6versiktligt i Fig8r (Clermont, 1972; Damber & Séder, 1994,
Wrobel & Bergmann, 2006; Gartner & Hiatt, 2007; &tén & Constantinescu, 2007;
Mescher, 2013)

Akrosomen

Akrosomen ar en membranbunden struktur som tackeresdelen av spermiehuvudets
framre del. Den innehdller olika hydrolytiska engmmvilka frisatts i samband med att
spermien traffar pa aggcellen. Enzymerna behovsafbspermien ska kunna penetrera de
barriarer som omger aggcellen. Akrosomen utveakfaer spermiogenesen, varfor denna fas
av spermatogenesen illustreras i lite mer detdligur 4. (Clermont, 1972; Wrobel &
Bergmann, 2006; Gartner & Hiatt, 2007; Schatten @& §antinescu, 2007; Kierszenbaum &
Tres, 2012; Mescher, 2013)

Den spermatogenetiska cykeln

Den totala tid som en fullstandig omgang av spesgertes tar ar alltid konstant inom ett
djurslag men varierar mellan olika djurslag (Clenhol972; Schatten & Constantinescu,
2007; Hess & Francga, 2008hnan en omgang av spermatogenes har hunnit asdharapa
samma stalle i sadeskanalen flera nya pa varadtjamde omgéangar startat och tiden fran en
spermiering till nasta pa en given punkt i sadeakan ar darfor betydligt kortare &n
spermatogenesens totala langd (Clermont, 1972; 8/r&bBergmann, 2006; Schatten &
Constantinescu, 2007; Hess & Franca, 2008). Hast&aspermatogenesen totalt cirka 46,8
dagar medan spermiering fran en given punkt i $&ateden sker cirka var 10,4:e dag (Franca
& Godinho, 2003).

Konsceller som tillhor samma omgang utvecklas symkroch folijs at igenom
spermatogenesen. Nar ett tvarsnitt av en sadeskt@mras ar darfor celler som befinner sig i
samma utvecklingsstadium grupperade tillsammansic&ltskomponenten av sadesepitelet
hos ett fullvuxet djur utgors vanligtvis av en elted sddana grupper av spermatogonier, en
eller tva grupper av spermatocyter samt en ellérgnupper av spermatider. Eftersom nya
omgangar av spermatogenes initieras enligt etéibgsntervall kommer det vid varje given
tidpunkt alltid att finnas ett monster i hur lamtg olika omgangarnas celler har kommit i sin
utveckling i relation till varandra. Det finns etvisst begransat antal sadana
cellassociationsmoénster som kommer att upprepansi en tydlig periodicitet. Den serie av
handelser som sker fran att ett visst sadant sel@ationsmonster forsvinner fran en given
punkt inom en sadeskanal tills dess att samma miGastrigen ses pa samma punkt utgor en
fullstandig s.k. spermatogenetisk cykel. De olil@dlassociationsmonstren brukar kallas for
olika stadier av den spermatogenetiska cykeln. Ihigigen i stadier kan se lite olika ut
beroende pa vilka kriterier som har valts. (Clertncd®72; Wrobel & Bergmann, 2006;
Schatten & Constantinescu, 2007; Hess & Franca3)200

5



Processen ar Oversikt av spermatogenesen
sjalvfornyande;

forutom primara

spermatocyter 1. Spermatocytogenes

produceras det ocks& A B
nya stamceller som Under spermatogenesens forsta g
~ . fas delar sig spermatogonierna

kan initiera nya t flertal o3 i h

2 ett flertal ganger genom mitos oc
omgangar av o . o

gang AN genomgar samtidigt ocksa en rad

spermatogenes. i i )
P g . . olika utvecklingsstadier.

Slutprodukten ar

< primaraspermatocyter.
Mitos @ (@

De streckade % /‘ [\ \
el DD WD ©OOOW
delningssteg .\ .\ N\ N\ N N N N

sominte\ ~ A A A A A A ~ A A A A A A

. ’ 4
visas N N AN AN NN S NN S NN SN
. / N N N A Y \ N N N N A R \

0

0

0

0
Spermatocytogenes

7
7 ot N

"
\
’ s N, s N

A7
/ ’ AYa AN AV v AYS AN AR (NN \

v A A ) A AN A ’ % X AN (Y \
B . | .
; Meios
2. Meios ——
/ 1

Under spermatogenesens AN 0
andra fas sker tva pa varandra ‘ C . Meios o
foljande meiotiska celldelningar. 2 (D)
Forst delar sig de priméara [\‘/ >
spermatocyterna och bildar
sekundara spermatocyter . . D . . ——
vilka sedan genomgar en 3. Spermiogenes ——
a_ndra celldelning och Under spermatogenesens
bildar runda spermatider. tredje fas 4ger ingen N
Fran varje diploid primar mer celldelning rum b
spe_rmatofcyt br:ldals _lénder (‘ E (‘ utan istéallet sker en rad %
meiosen fyra haploida, : S
runda spermatider. celldifferentieringssteg o

déar de runda spermatidernad
utvecklas till forst —
elongerade spermatider
och sedan s& smaningom Q
till fardiga spermier. Q.

n

rm

Celldifferentiering é & F & &

A) Spermatogonium C) Sekundéar spermatocyt E) Elongerad spermatid
B) Priméar spermatocyt D) Rund spermatid F) Fardig spermie

Figur 3.Oversikt av spermatogenesens tre olika faser.
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Tamkattens postnatala testikelutveckling ur ett his tologiskt perspektiv

Fa studier har publicerats dar man har tittat pamestnatala testikelutvecklingen hos katt ur
ett histologiskt perspektiv; ett undantag ar stnc® Sancheet al. (1993). | denna studie
indelades utvecklingen i en neonatal, infantil, grl samt adult period.

Hos deneonatalakatterna, vilka var mellan 1 dag och 1 manad ganda sadeskanalerna
smala, saknade lumen och separerades av ett étlgvénterstitium. Bortsett fran enstaka,
vanligtvis centralt lokaliserade, spermatogonieissa av sddeskanalerna bestod sadesepitelet
uteslutande av omogna Sertoliceller.

Hos deinfantila katterna, vilka var mellan 1 och 4-5 manader gatiaade den histologiska
bilden den som observerats hos de neonatala djirem.tydligaste skillnaden var en klar
minskning av interstitiet mellan sadeskanalernaer®@atogonierna var fortfarande centralt
lokaliserade men hade Okat i antal till ca 1-24&xemmsellt sédeskanalsnitt. Samtidigt hade
antalet Sertoliceller sjunkit nagot.

Hos depubertala katterna, vilka var mellan 5-7 manader gamla, sigblandad histologisk
bild. Vissa delar av testikelparenkymet hade komiaitgt i sin utveckling och hade
sadeskanaler med ett centralt lumen och ett séidlelsepm borjat anta sitt karakteristiska
stratifierade utseende (basalt sags spermatogonfercentralt sags primara och sekundara
spermatocyter, vilket tolkades som att spermatcg@médnade borjat komma igang). Andra
delar av parenkymet var mindre utvecklat och haideskanaler som liknade dem i den
infantila perioden. S&adeskanalerna separerades ndase av ett sparsamt interstitium.
Sertolicellerna hade minskat ytterligare i antahnh@de i gengéald Okat i storlek och fatt ett
moget utseende. Blod-testisbarriaren utveckladksdoender denna period.

Hos deadulta katterna, vilka var fran 8 manader och uppat i dlddgs en mer enhetlig
histologisk bild dar samtliga sadeskanaler hade l@then. Spermatogenesen var nu
fullstandigt etablerad. Jamfort med den pubert@doden hade ocksa antalet Sertoliceller
minskat samtidigt som sadeskanaldiametern och entller i interstitiet hade Okat
(Sanchezt al.,1993).

Immunohistokemi

Immunohistokemi ar, som namnet antyder, en blamdainimmunologi, histologi och kemi.
Huvudkonceptet for de immunohistokemiska metode#@maatt utnyttja antikropparnas
specifika antigenbindande formaga och sedan komdbiden med en fargmarkning for att
detektera och farga specifika proteiner eller andodekylara strukturer i en vavnad sa att
dessa tydligt syns nar vavnaden studeras i ettoskiap. En av immunohistokemins stora
fordelar ar att forekomsten av en viss molekyléuldtr i en vavnad inte bara kan detekteras
utan dess lokalisation samt vavnadens utseendediead samtidigt studeras, vilket ger en
tydligare, mer samlad bild av den molekylara suuums betydelse och roll i sammanhanget.
Immunohistokemi, vanligtvis forkortat IHC, utnytjdade for diagnostik och for forskning.
(Harlow & Lane, 1999; Ramos-Vara & Miller, 2014)



Antikroppar

Nar t.ex. bakterier eller toxiner introduceras ogpen upplever immunforsvaret manga av de
olika molekylara strukturerna hos dem som kroppsin@nde och forsoker uppbringa ett
lampligt férsvar mot det uppfattade hotet. Antikpap ar en typ av proteiner, som anvands av
immunforsvaret dels for att direkt neutraliserass@lhot och dels for att méarka upp dem som
maltavior sa att andra delar av immunforsvaret &tiackera dem. Antikroppar produceras
och utsbndras av aktiverade B-celler, s.k. plastteacesom ar en typ av vita blodkroppar,
som tillhér det specifika immunférsvaret. En molikystruktur som kan framkalla en
reaktion hos det specifika immunforsvaret och soam keagera med antikroppar eller
aktiverade T-lymfocyter kallas for ett antigen.Adid, 2013)

Antikropparna fungerar som "malsokande missiledmskéanner igen och binder sig till
antigenet enligt en nyckeln-i-laset-princip dar dpecifika antigenet, precis som en nyckel,
maste passa in i formen pa antikroppens antigetabitie yta, laset, for att de ska binda till
varandra. FOr att bindningen mellan antigen oclkeopgp ska bli stark krdvs det en mycket
bra passform dem emellan. Interaktionen mellanis$t antigen och dess antikropp ar darfor
mycket specifik. (Harlow & Lane, 1999; Taylor & Rueck, 2013; Tizard, 2013)

Antikropparna kanner vanligtvis inte igen antigensin helhet utan ar istéllet skraddarsydda
for att passa in och binda till en liten bit avigahets yta; denna specifika del av antigenet
som antikroppen kanner igen och binder till kaliés epitop. Istéllet for att beskrivas som
specifik for ett visst antigen, borde en antikra#yfor egentligen beskrivas som specifik for
en viss epitop som i sin tur & mer eller mindrecsiik for ett visst antigen. Ett antigen har
vanligtvis manga olika epitoper pa sin yta vilkeir gt flera olika antikroppar med olika
passform kan binda pé olika stallen till det. (ldarl& Lane, 1999; Taylor & Rudbeck, 2013;
Tizard, 2013)

Monoklonala och polyklonala antikroppar

Varje plasmacell producerar sina egna unika amao, d.v.s. alla antikroppar som
produceras av en viss plasmacell kommer att vanatiska med varandra och de kommer att
ha en antigenbindande yta som ar unik for antikeoggn den specifika plasmacellen (och
fran kloner av den plasmacellen); se Figur 5. (blmrk Lane, 1999; Taylor & Rudbeck,
2013; Tizard, 2013)

Antikropparna som anvéands vid IHC kan antingen vanoklonala eller polyklonala; se
Figur 6. Monoklonala antikroppar &r antikroppar shar producerats av kloner fran en och
samma plasmacell. Eftersom de ar producerade antisdla cellkopior ar de monoklonala
antikropparna helt identiska och reagerar mot esaegpitop hos det antigen som de &r
framtagna for att reagera mot. Polyklonala antipaypproduceras av olika plasmaceller och
ar darfor inte identiska och reagerar foljaktligant flera olika epitoper hos det antigen som
de ar framtagna for att reagera mot. (Harlow & Lar#99; Taylor & Rudbeck, 2013; Tizard,
2013)
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Vilseledande antikroppsreaktioner
Korsreaktioner

Emellanat hander det att en epitop delas av fléika @ntigen och vissa antikroppar kan
darfor ibland binda aven till andra antigen utddet som de forst producerades mot. Detta
kallas for korsreaktivitet. Korsreaktivitet kanalnld ocksa uppsta om en epitop ar tillrackligt
snarlik den riktiga epitopen for att en bindningaskunna uppstd. Manga molekylara
strukturer ar valbevarade mellan olika djurarten antikroppar mot en struktur hos en djurart
reagerar darfor ibland med samma struktur hos earadjurart; da sker en s.k. interspecifik
korsreaktivitet, d.v.s. en korsreaktion mellan €itolika arter (species). (Harlow & Lane,
1999; Taylor & Rudbeck, 2013; Tizard, 2013)

Kontaminerande och naturliga antikroppar

Polyklonala antikroppar produceras genom att djununiseras med det intressanta antigenet
och senare tappas pa blod fran vilket ett antiseiasrfram. | antiserumet hamnar hela den
antikroppsrepertoar som djuret hade nar tappninggrdes. Utdver de 0©nskvarda
antikropparna mot det tilltinkta malantigenet komraatiserumet aven att innehalla s.k.
kontaminerande och naturliga antikroppar, vilka Bpecificitet for irrelevanta antigen. De
kontaminerande antikropparna ar saddana som haugecgts mot antigenkontaminanter i
samband med immuniseringen (nér ett antigen isoleradfoljer ofta diverse orenheter) och
de naturliga antikropparna kommer ifran andra imraaktioner som djuret har haft mot
diverse olika antigen som det har stott pa "nagtirli sin miljo. Vanligtvis brukar dessa
antikroppar forekomma i sa laga koncentrationerdattinte orsakar problem. Om hoga
antikroppskoncentrationer anvands kan de emellgereerera falskt positiva signaler som gor
det svart att tolka det immunohistokemiska resedt&®a grund av skillnader i produktionssatt
ses vanligtvis inte problem med kontaminerande oditurliga antikroppar hos de
monoklonala antikropparna. (Harlow & Lane, 1999ylda& Rudbeck, 2013)

Antigendiffusion

Antigendiffusion innebar att antigenet har forfltit fran sin naturliga plats och diffunderat ut
i den omkringliggande vavnaden. Eftersom antigeéntst befinner sig pa sin ratta plats i
vavnaden ger den immunohistokemiska fargningen hieteer en korrekt bild av antigenets
riktiga vavnadsutbredning. Antigendiffusion uppstéifoljd av att vavnaden har skadats
genom autolys eller annan menlig — antingen mekarkismisk eller termisk — paverkan.
Skadan behover inte ha uppstatt innan vavnadsmoiogen inleds; om vavnaden inte har
blivit tillréckligt fixerad innan den efterféljandeéavnadsprocessningen inleds kan sjalva
processningen i sig leda till att inadekvat fixexaahtigen forflyttas. Olika antigen ar olika
benagna att diffundera ut i vavnaden. En |ag maliktyeller en extracellular lokalisation ar
exempel pa egenskaper som Okar risken for attigst antigen ska diffundera. (Taylor &
Rudbeck, 2013).
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Detektionsmetoder

Inom IHC utnyttjar man, som tidigare namnts, degahépecificitet med vilken en antikropp
och dess epitop binder till varandra. For att viseea denna bindning finns en rad olika s.k.
detektionsmetoder att valja mellan. Dessa kan asdel direkta och indirekta metoder.
(Harlow & Lane, 1999; Mescher, 2013; Taylor & Rudkeg2013)

Direkt immunohistokemi

| direkt IHC fasts en markning direkt pa den prienantikroppen, d.v.s. den antikropp som ar
framtagen for att binda till det antigen som maméesserad av (se Figur 7). Vavnadssnittet
inkuberas tillsammans med antikroppen och eftelutaxd inkubering tvattas vavnadssnittet
for att avlagsna de antikroppar som inte har bunltlidntigenet. For att markningen ska bli
synlig i mikroskop behdver sedan ofta vavnadsangemomga ytterligare inkuberingssteg;
hur dessa ser ut beror pa vilken markning som aits/afHarlow & Lane, 1999; Mescher,
2013; Taylor & Rudbeck, 2013)

Indirekt immunohistokemi

Vid indirekt IHC fasts markningen pa en annan aofip, den s.k. sekundara antikroppen,
som ar framtagen for att specifikt binda till deingira antikroppen (den primara antikroppen
fungerar som antigen for den sekundara antikroppan)Figur 7. Vavnadssnittet inkuberas
tilsammans med forst den primara och sedan demskka antikroppen. Efter varje avslutad
inkubering tvattas vavnadssnittet for att avlagebandna antikroppar. Precis som i direkt
IHC avgor typen av markning hur vavnadssnittet seklammer att behandlas. (Harlow &
Lane, 1999; Mescher, 2013; Taylor & Rudbeck, 2013)

<lvAdl>
Direkt immunohistokemi Q Indirekt i mmunohistokemi
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Primar antikropp

Sekundar antikropp

Markning

o x 3 >

Epitop

Vid direkt IHC sker en direkt markning ay Vid indirekt IHC sker en indirekt mérkning av ardiget
antigenet genom att markta antikroppar | genom att méarkta sekundéra antikroppar bindeoriléirkta
binder till sina epitop pa antigenet. priméra antikroppar som i sin tur har bundit tiiss epitop pa
antigene

Figur 7.Direkt och indirekt immunohistokemi.
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Fler an en sekundar antikropp kan binda till vanenar antikropp. Antigenet kommer darfor
att vara indirekt bundet av fler sekundara antikaopvid indirekt IHC &n det kommer att vara
direkt bundet av priméara antikroppar vid direkt IHOen visuella signalen amplifieras alltsa
av det extra bindningssteget och indirekt IHC harfa hogre sensitivitet an direkt IHC.
(Harlow & Lane, 1999; Mescher, 2013; Taylor & Rudke2013)

Den sekundara antikroppen ar inte I1ast till en epdeméar antikropp utan kan anvandas
tillsammans med flera olika priméara antikropparegfika for olika antigen) sa lange dessa ar
tillverkade i samma varddjur (Mescher, 2013; Ta@drRudbeck, 2013).

Markningar

Det finns manga olika satt att marka primara odtusdara antikroppar pa. Som markning
kan t.ex. ett fluorescerande amne eller ett enzywdéradas. Nar enzymer anvands for
markning genereras den visuella signalen av atteterymatiska reaktionen ger upphov till
produkter som t.ex. har en stark farg, ar fluoremuge eller som pa annat satt syns bra i ett
mikroskop. Ett exempel pa ett enzym som ofta ansafid enzymatisk markning ar
pepparrotsperoxidas. | néarvaro av en elektrondonatovandlar pepparrotsperoxidas sitt
substrat vateperoxid @a,) till vatten och syre. Det finns manga olika sabser som kan
fungera som elektrondonator i denna reaktion; >&tgel &r den kromogena substansen 3,3
diaminobenzidinetrahydroklorid (DAB). | sin reduade form ar DAB en farglés och 16slig
substans men vid oxidation omvandlas DAB till enrkbdun och mycket svarloslig fallning
som kan ses i ett vanligt ljusmikroskop. (HarlowL&ne, 1999; Bratthauer, 2010a; Taylor &
Rudbeck, 2013)

ABC-metoden

Ett satt for att associera fler markningsmolekyilktrvarje antigen och pa sa vis amplifiera
den visuella signalen och den immunohistokemiskaigeiteten &r att inte fasta méarkningen
direkt pa antikropparna utan istallet utnyttjia avidch biotin som intermediara molekyler.
Biotin &r en mycket liten stabil molekyl som séllggverkar funktionen hos den struktur som
den fasts pa och avidin ar ett protein som med dftigitet kan binda upp till fyra stycken
biotinmolekyler. Avidinets affinitet for biotin &exceptionellt hég och bindningen dem
emellan ar nast intill irreversibel. (Harlow & Lan&999; Bratthauer, 2010b; Taylor &
Rudbeck, 2013)

En immunohistokemisk metod som utnyttjar avidinetd biotinets affinitet for varandra ar
den s.k. ABC-metoden (ABC star fér engelskans avidotin complex). | denna indirekta
metod ar de sekundara antikropparna biotinyleratle,s. pa deras yta har det fasts
biotinmolekyler. Biotinylerade enzymmolekyler féabldas sedan med fria avidinmolekyler
sa att det bildas makromolekylara avidin/biotinfanzomplex. Nar sedan snitten, som redan
inkuberats med férst de primara och sedan de sékarshtikropparna, inkuberas tillsammans
med komplexen fungerar avidinet och biotinet sontwdeolika delarna av ett kardborrband
och faster, genom sin interaktion med varandragnieyminnehallande komplexen pa de
sekundara antikropparna. | Figur 8 illustreras AB€toden med pepparrotsperoxidas som
enzym och DAB som kromogen, vilket &r den deteldinatod som har anvants i IHC-studien
| detta arbete. (Bratthauer, 2010b; Taylor & Rudih@©013)
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Reagens B Reagens A Avidin/Biotin/HRP komplex

AB-enzymreagens iordningstalls genom att tva aldagenser — reagens A och B — blandas med varandra.
Reagens B innehdller biotinylerat pepparrotspeasidorkortat HRP) och reagens A innehaller avidividin
har en mycket hog affinitet for biotin och kan kinapp till 4 biotinmolekyler; nar reagensen blandggstar
darfér makromolekylara avidin/biotin/pepparrotspadas-komplex.

1 2

Snitten genomgar fyra inkubationssteg dar inkulgerimir och ordning sker tillsammans med:

(1) Omarkta primara antikroppar. De priméara anydgrarna binder till antigenet.

(2) Biotinylerade sekundéara antikroppar. De sekumdétikropparna binder till de priméra antikropyzar

(3) Forblandat AB-enzymreagens. Via interaktionesilam avidin och biotin binder
avidin/biotin/pepparrotsperoxidas-komplexiéirde biotinylerade sekundéra antikropparna.

(4) Vateperoxid och DAB. Med DAB som elektrondomatevandlar pepparrotsperoxidaset vateperoxiden
(H0O,) till vatten (HO) och atomiskt syre (O). | sin reducerade forr®AB en farglés och I6slig substans
men vid oxidation omvandlas DAB till en mérkh och mycket svarldslig fallning som kan ses i
ljusmikroskop.

Figur 8.Indirekt immunohistokemi med ett avidin-biotin inmoperoxidassystem med DAB som
kromogen.
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Forbehandlingssteg

Avparaffinering och rehydrering

For att immunohistokemi ska fungera maste antikaopg fritt kunna na fram till alla celler
och subcelluldra avdelningar (Harlow & Lane, 199Bpraffin blockerar antikropparnas
atkomst till antigenet och vid immunohistokemi paraffininbaddade preparat maste darfor
allt paraffin aviagsnas och vavnaden rehydreraannantikropparna tillsétts (Nybo, 2012;
Buchwalow & Bocker, 2010)Avparaffinering gérs ofta med det organiska I6semgdlet
xylen men det finns dven andra kommersiellt tillgjgga alternativ att vélja mellan
(Buchwalow & Bocker, 2010). Rehydrering sker sedaen graderad etanolserie med
sjunkande koncentrationer och avslutas med vaBaohiwalow & Bdocker, 2010).

Epitopatervinning

Fixering och annan vavnadsprocessning ar nodvansligg i preparatframstélining men
eftersom de paverkar biokemin hos manga av de yldiekstrukturerna i vavnaden kan de
ocksa orsaka s.k. epitopmaskering. Vid epitopmasfeidr antikropparna svart att kanna
igen eller na fram till sina epitoper pa malantigiep.g.a. att dessa epitoper antingen sjalva
andrat utseende eller "gbmts” genom att andra oamgig strukturer andrat utseende.
Epitopmaskering kan antingen vara patrtiell elldistandig och kan darfor ge en forsamrad
eller fullstandig avsaknad av antigendetektion. Mwgivnadsautolys (pa grund av t.ex.
underfixering eller en for sent utford fixering) rkarsaka epitopmaskering och paverka
antigendetektionen negativt. (Harlow & Lane, 1988@mos-Vara & Miller, 2014)

For att, sa langt det ar mojligt, reversera deggkomna epitopmaskeringar ingar ofta i IHC-
protokoll epitopatervinning (forkortat ER). De twéanligaste ER-metoderna ar protease-
induced epitope retrieval (PIER) och heat-inducgitope retrieval (HIER). Vid PIER
utnyttjas den enzymatiska aktiviteten hos olika yemer for att demaskera epitop och
aterstalla immunoreaktiviteten medan huvudkoncefitetatt astadkomma detta vid HIER
istallet ar upphettning. Ibland behover flera olikR-metoder kombineras for att uppna ett
optimalt resultat. (Renshaw, 2007; Ramos-Vara &éwil2014)

HIER kan genomfdras pa manga olika satt och me#aoliarmekallor (vattenbad,
tryckkokare, mikrovagsugn, angkokare etc.) men dpuincipen ar att vavnadspreparatet
hettas upp i en buffert och darefter far svalnaNatriumcitatbuffert med pH 6.0 ar en av de
vanligast anvanda buffertarna men det forekommen &andra buffertar (tris, EDTA etc.)
med olika pH (3-10). Det finns ingen buffertldsnisgm &r optimal for alla antigen utan
"trial-and-error-metoden” far tillgripas. Den ticom preparatet bér upphettas ar omvant
proportionell mot den temperatur som anvands. Fdfflelsta antigen kan ett bra resultat
uppnas genom upphettning till 90°@5i 20 minuter. Valet av varmekalla har ingen storr
betydelse for resultatet. (Renshaw, 2007; Ramos-¥aviiller, 2014)
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Blockning av endogen avidin-bindande aktivitet

Biotin ar en typ av B-vitamin och patraffas darfiaturligt bundet till enzymer och andra
proteiner i manga av kroppens vavnader. | de talhedin-biotin-kopplat detektionssystem
anvands kan de avidinbarande komponenterna bilhd@diant endogent biotin och generera
falskt positiva signaler. | Figur 9 illustreras egen avidin-bindande aktivitet nar ett ABC-
system anvands. Om problem med endogent biotin témiss bor biotinblockerande
forbehandling inforas i IHC-protokollet; denna 8tveras och forklaras i Figur 9. (Taylor &
Rudbeck, 2013)

| ABC-systemet &r det avidin/biotin/fenzymkomplexen

Ha0, som binder in till det endogena biotinet. Nar ett
i kromogensubstrat som t.ex. DAB/vateperoxid sedan
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tillsammans med avidin. Det endogena

biotinet satureras och kan inte langre binda nagj
avidinbarande komponenter av detektionssysten

Tillsatt avidin
Lediga biotin- [E:]
bindningsstallen
Endogent
biotin \

Varje bunden avidinmoleky! har tre lediga biotin-
bindningsstéllen dver, till vilka olika biotinyleda
a komponenter av detektionssystemet kan binda.
netl det andra steget inkuberas déarfér vavnadssnitte
tillsammans med biotin sa att avidinmolekylerna
satureras.

Tillsatt biotin

Figur 9.Endogen avidin-bindande aktivitet samt biotinblagekele férbehandling. Ett avidin-biotin
immunoperoxidassystem med DAB som kromogen hantns@m detektionsmetod.
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Blockning av endogen enzymaktivitet

Flera av de enzymer som anvands i de enzymbaseetdktionsmetoderna har i manga
vavnader endogent forekommande motsvarigheter songknerera falskt positiva signaler.
| Figur 10 ges ett exempel pa en endogen enzynitttioch en lamplig blockningsmetod
mot denna. (Taylor & Rudbeck, 2013)

| enzymbaserade detektionsmetoder anvands oftaapegperoxidas

H:0 for att generera den visuella signalen. | mangkrappens vavnader
* }:»WI;% forekommer emeli@éindogena enzymer som delar
Sant positiv Y specificitet med paprotsperoxidas. Nar t.ex. DAB
signal och vateperoxidstiltts kan dessa endogena
@ « motsvarigheter azyanet generera falskt positiva
* signaler som karsf@ra avlasningen och tolkningen

av immunohistokemin.
Falskt positiv

signal

Primiir antikropp

Sekundiir antikropp ‘ ] A *"' H,0 + O

>

[ ] Epitop

Pepparrotsperoxidas

Endogent
pepparrotsperoxidas

Blockning av endogen pepparrotsperoxidasaktivitet

| formalinfixerade vavnader ar den vanligaste btosgsmetoden en 5-10

minuter 1ang inkubering av snitten tillsammans rBel vateperoxid. H.O. + ol
En annan metod &r s.k. metanolisk vateperoxidbeimanidvilken snitten 22 ‘B‘ﬁ@
inkuberas tillsammans med vateperoxid som blandats metanol. !

H,0, H,0, H,0,

H.0, H,0,

Figur 10.Endogen pepparrotsperoxidasaktivitet och blockrimgadan aktivitet.

Blockning av ospecifik vidhaftning

Bindningen mellan antikroppens antigen-bindande gtdn epitopen férmedlas av en
blandning av olika icke-kovalenta krafter, bl.aelgtostatiska och hydrofoba interaktioner.
Samma krafter kan aven leda till s.k. ospecifikwftining; se Figur 11. Ospecifik vidhaftning
ar ett vanligt problem vid IHC och i manga protdkfiirekommer darfor nagon form av
blockning mot sadana interaktioner. En metod fomahska hydrofoba interaktioner ar att
anvanda en blockningslosning (se Figur 12) och etod for att minska elektrostatiska
interaktionerna &ar att 6ka jonstyrkan i antikrop@ar utspadningsbuffert. (Harlow & Lane,
1999; Taylor & Rudbeck, 2013)
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Sant positiv
signal

Falskt positiva
signaler

‘k Primiir antikropp
A‘ Sekundiir antikropp
[ ] Epitop

(5] Biotin

Pepparrotsperoxidas

Ospecifik vidhaftning

Vid ospecifik vidhaftning "fastnar” antikropparn&wlika strukturer

i vdvnaden via olika interaktioner — t.ex. hydradatich elektrostatiska
interaktioner — som inte involverar antikroppensgenbindande yta.
Detta kan ge upphov till falskt positiva signaler.

Bade priméara och sekundara antikroppar kan dradbaspecifik
vidhaftning.

Elektrostatiska interaktion

Hydrofobainteraktione

Figur 11.0Ospecifik vidhaftning. Ett avidin-biotin immunopeigassystem med DAB som kromogen har anvants dektidesmetod.
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Blockning av hydrofoba interaktioner

En vanlig metod for att minska hydrofoba interaké&o

ar att inkubera vavnaden tillsammans med en
blockningslésning som innehaller en lamplig typpasteiner
som effektivt kan tavla med antikropparna om derbfaba
bindningsplatserna i vavnaden.

Nagra vanligt forekommande proteiner i blockningsiagar
ar t.ex. bovint serumalbumin, kasein, och renadi&rappar
fran samma djurslag som den sekundara antikroppen

ar tillverkad i.

Sant positiv

De hydrofoba
bindningsplatserna
blockeras av
blockningslésningen;
de priméra och
sekundéara
antikropparna kan
darmed inte binddit
och generera falskt
positiva signaler.

Primiéir antikropp

Sekundér antikropp

Epitop

Biotin

Pepparrotsperoxidas

Hydrofoba interaktioner

Blockningsldsning i form
av antiserum

Figur 12.Blockning av hydrofoba interaktioneftt avidin-biotin immunoperoxidassystem med DAB kamogen har anvants som detektionsmetod.

19




GATA-4

GATA-4 ar en transkriptionsfaktor som tillhér GATi&miljen. Hos ryggradsdjur har hittills
totalt sex stycken GATA-transkriptionsfaktorer itiéarats; dessa ar evolutionart mycket
valbevarade mellan olika arter (Molkentin, 2000ti¢td & McGhee, 2002; Tangt al,
2014). Utifran strukturell homologi och uttrycksnsber &r dessa sex GATA-
transkriptionsfaktorer indelade i tva subfamiljstolkentin, 2000; Tanget al, 2014). | den
forsta subfamiljen ingar GATA-1, -2 och -3, somrytks framst i hematopoetiska stamceller
(Molkentin, 2000; Tanget al, 2014). Den andra subfamiljen innehaller GATA®B och -6,
som uttrycks i olika vAvnader med mesodermalt aathodermalt ursprung som t.ex. hjarta,
lever, lunga, tarm, och gonader (Molkentin, 2008ngdet al, 2014). Denna indelning ar inte
helt strikt utan en viss 6verlappning i uttrycksrsi@m sker mellan subfamiljerna; t.ex.
uttrycks GATA-1, forutom i hematopoetiska stamaeltcksa bl.a. i testiklarnas Sertoliceller
(LaVoie, 2003).

Mycket tyder pa att GATA-4 spelar manga viktigaleoli testikeln hos bade prenatala och
postnatala djur. Hos prenatala moss har studiat @ GATA-4 kravs for att den sexuella
differentieringen och en normal fetal testikelutdewy ska aga rum (Tevosiaat al, 2002;
Boumaet al, 2007) och postnatalt pekar studier pa att GATBL4. ar en mycket viktig
transkriptionsregulator av Sertolicellsfunktionessivuxna mass (Kyronlahgt al, 2011).

Uttrycksmonster i testikeln

| den litteraturstudie som har gjorts i detta aebledr ingen forskning pa uttrycksmonster av
GATA-4 i testikelvavnaden hos katt kunnat aterfinmaen daremot hos mus, manniska och
gris. Det mesta av forskningen pa GATA-4 har gjpdsnmus.

Mus

Vid studier pa moss anvands ofta vaginalpluggen stagéngspunkt for den embryologiska
tidrakningen och den dag pluggbildning setts brub@tecknas som embryologisk dag 0,5,
forkortat EO,5 (Vigeret al, 1998; Ketolaet al, 1999; Ketolaet al, 2002; Anttoneret al,
2003).

Immunohistologiskt har GATA-4-protein detekteratganadasen hos hanmdss sa tidigt som
E10,5 (Ketolaet al, 2002; Anttonenet al, 2003). | gonadasen hos E11,5-musembryon
uttrycks GATA-4-protein i de somatiska cellernasstadier medan inget uttryck har kunnat
detekteras i de primitiva konscellerna (Vigegral, 1998). Hos mus borjar gonadasen, som ar
ett konsneutralt forstadium till gonaderna, bli fofagiskt distinkt hos bada kénen runt E10,5
och den sexuella differentieringen av gonaderngabdti tydlig runt E12 (Raymonet al,
1999). Vid E13,5 har den hanliga gonaden erhétiitkarakteristiska randiga monster och
Sertoliceller kan tydligt identifieras. Hos de hgal E13,5-musembryona ses GATA-4-
immunoreaktivitet dels i testikelstrangarna i cétltkorna hos de nyligen differentierade
Sertolicellerna (Vigeet al, 1998; Ketolaet al, 2002; Anttoneret al, 2003; Bielinskaet al,
2007) och dels i det interstitiella utrymmet i kélinorna hos de fetala Leydigcellerna (Ketola
et al, 2002; Bielinskaet al, 2007). Uttrycket av GATA-4-protein forblir seddrogt i
cellkarnorna hos Sertoliceller (Viget al, 1998; Ketolaet al, 2002; Bielinskeet al., 2007)
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och Leydigceller (Ketolaet al, 2002; Bielinskaet al, 2007)under resten av den prenatala
testikelutvecklingen. Konscellerna forblir GATA-&gativa under hela den prenatala
testikelutvecklingen (Vigeet al, 1998; Ketolaet al, 2002; Bielinskat al, 2007).

Under hela musens postnatala testikelutvecklingir- len neonatala musen upp till och med
den fullvuxna musen — har i tre av fyra studiertffaet al, 1999; Ketolaet al, 2002; Imai

et al, 2004) GATA-4-protein immunohistologiskt tydligtinnat detekteras i cellkarnorna hos
bade Sertoliceller och Leydigceller medan det hinsskellerna ej har kunnat pavisas. | den
studie vars resultat var avvikande (Viger al, 1998) kunde GATA-4-immunoreaktivitet
endast detekteras i Sertoliceller hos de yngreedjd dag, 7 dagar respektive 14 dagar
gamla) och ej hos de pubertala (23 dagar gamlaj elixna djuren; hos de pubertala och
vuxna djuren sags istallet en GATA-4-immunoreakeitvhos kénscellerna som fram tills dess
ej hade uttryckt GATA-4-protein. Ytterligare ettvikande resultat som sags i samma studie
(Viger et al, 1998)var att de interstitiella cellerna férblev GATA-Avmunonegativa under
hela den postnatala testikelutvecklingen.

Immunohistokemisk detektion av proteinprodukt arabett av de satt som genuttryck kan
studeras pa. Ett annat satt ar detektion av gen#RNA. Prenatalt har GATA-4-mRNA

detekterats i gonadasen hos hanmoss sa tidigt sb@b5 Eoch med hjalp av In situ-

hybridisering har uttrycket av GATA-4-mRNA i tedakna hos hanliga E13,5-embryon
kunnat lokaliseras till bade testikelstrangscelleom troligtvis &ar Sertoliceller, och till

interstitiella celler, som troligtvis ar Leydigcetl (Ketolaet al, 1999; Bielinskaet al, 2007).

| bade de interstitiella cellerna och testikelsysuellerna forblir forekomsten av GATA-4-
MRNA riklig &ven i den sena fetala (E19) testik@detolaet al, 1999).

Postnatalt ses GATA-4-mRNA i testikelvdvnaden ho8ssnunder hela den postnatala
testikelutvecklingen, fran den neonatala musentilippch med den fullvuxna musen (Ketola
et al, 1999; Anttoneret al, 2003).

For att med hjalp av Northern Blot Analys faststéll vilkka cellinjer i den postnatala
mustestikeln som GATA-4-mRNA uttrycks, fraktioneeadi en studie (Imaget al, 2004)
testiklarna fran vuxna respektive 14 dagar gamlassmdpp i olika celltypsfraktioner:
Sertoliceller, Leydigceller och konsceller. | t&kdina fran de vuxna mossen delades aven
konscellernas olika utvecklingsstadier upp i tré&ablfraktioner — spermatocyter, runda
spermatider och elongerade spermatider — som &sstaat och en for sig. GATA-4-mRNA
detekterades i bade Sertolicellsfraktionen och ignalisfraktionen fran samtliga djur medan
ingen detektion av GATA-4-mRNA gjordes i nagon a alika konscellsfraktionerna fran
nagot av djuren. | en annan studie (Ketetaal, 1999)dar istalletin situ-hybridisering
anvandes sags overrensstammande resultat; i dandia pavisades hos bade den neonatala
(4 dagar) och den vuxna (90 dagar) musen GATA-4-l\RNade Sertoli- och Leydigceller
medan konscellerna var negativa.
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Att testikelkoncentrationen av GATA-4-mRNA i studibar visat sig minska under den
postnatala testikelutvecklingen (Vigetral, 1998; Ketoleet al, 1999) har antagits bero pa att
fornallandet mellan Sertoliceller och konscellerden testikelutvecklingen forskjuts fran
Sertolicellsdominans till konscellsdominans; GATAstrycket fran de positiva
Sertolicellerna "spads” darmed ut av de negativaskéllerna vilket resulterar i att GATA-4-
uttrycket ser ut att minska under den postnatafikedutvecklingen (Ketolat al, 1999; Imai

et al, 2004). For att verifiera detta antagande maéitesn studie (Imaiet al, 2004)
testikelkoncentrationen av GATA-4-mRNA hos delsmala mdss och dels sex stycken olika
typer av genmodifierade, konscellsfria moss vassikiar inneholl fa eller inga konsceller.
Om antagandet var riktigt forvantades den deteieetastikelkoncentrationen av GATA-4-
MRNA i forsOket vara hdgre hos samtliga typer andagllsfria méss an hos de normala
maossen. Forsoket utfoll med det forvantade resiltatket talar for att antagandet ar riktigt
och att uttrycket av GATA-4 i testikelns somatisialer alltsa bibehalls pa en konstant niva
under den postnatala testikelutvecklingen (letal, 2004).

Gris

| en studie pa gris (McCoardt al, 2001) utfordes immunohistokemi med GATA-4-
antikroppar pa testikelvavnad fran en rad fetaldefa 30-40 och 105 dagar postcoitus),
prepubertala (alder: 1, 14 och 56 dagar postpartzh)postpubertala (alder: 240 och 420
dagar postpartum) djur. Hos samtliga djur i allat@kade aldrarna sags ett starkt uttryck av
GATA-4 i samtliga Sertolicellkarnor i de histologis snitten. Hos samtliga testade aldrar
kunde ocksa ett mycket svagare uttryck av GATA-4semberas i cellkarnorna hos
Leydigcellerna och i vissa peritubulara cellerelfios nagot av de testade djuren kunde ett
uttryck av GATA-4 ses i cellkdrnorna hos kdnscel&eroavsett vilket utvecklingsstadium
dessa befann sig i (McCoaetlal,, 2001).

Manniska

| en studie pa manniska (Ketotd al, 2000) undersoktes uttrycksmonstret for GATA-4 i
testikelvavnad fran en rad fetala (12-40 veckor lginprepubertala (1-7 ar gamla), pubertala
(15 ar gammal) samt vuxna individer (62-86 ar ganlldenna studie kunde GATA-4-protein
immunohistokemiskt detekteras i den fetala testiledl tidigt som graviditetsvecka 12 da ett
positivt uttryck av GATA-4-protein kunde ses i badgertoliceller, konsceller och
Leydigcellsprekursorer. Dessa tre celltyper forbéedan GATA-4-positiva under resten av
graviditeten; vissa av spermatogonierna var dock T&A-negativa. Under hela
fosterutvecklingen var GATA-4-immunoreaktivitetentarkare i Sertolicellerna och
konscellerna an i Leydigcellerna. | de postnataliividerna i samma studie (Ketoda al.,
2000) skilde sig uttrycksmonstret for GATA-4 mellade prepubertala och de
pubertala/postpubertala individerna. | testiklalm@s de prepubertala individerna sags ett
starkt uttryck av GATA-4-protein i cellkarnorna hbade Sertoliceller och spermatogonier
(vissa spermatogonier var dock negativa) medan baravag GATA-4-positiv fargning
kunde ses i ett fatal Leydigceller. Under pubertetéade GATA-4-immunoreaktiviteten i
Leydigcellerna och denna 6kade immunoreaktivitearkiod sedan &ven hos de vuxna
individerna; med stigande alder minskade dock enhtabsitiva Leydigceller. Hos bade de
pubertala och de vuxna individerna sags ocksa aitipt uttryck av GATA-4-protein i
Sertolicellerna medan alla typer av kdnscellerhelt GATA-4-negativa.
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| samma studie (Ketolat al, 2000) undersoktes aven med hjalp av Northern Bladlys
forekomsten av GATA-4-mRNA. Prenatalt detekteradeATA-4-mRNA i den fetala
testikeln hos hanliga foster sa tidigt som graetditecka 15 och en fortsatt forekomst av
GATA-4-mRNA sags sedan i testiklarna upp till ochdruxen alder.

Anvandningsomraden inom immunohistokemin

Utdver sin givna roll i forskning om GATA-4 har immohistokemi med GATA-4-
antikroppar aven anvants i GATA-4-orelaterade studbouthwoodket al, 2012; Gassei &
Orwig, 2013; Hussaimt al, 2013; Junget al, 2014), da for fargning av Sertolicellkarnor.
GATA-4 har av flera olika anledningar visat sig aan bra immunohistokemisk markor for
Sertoliceller. For det forsta har ett positivt ytk av GATA-4 — hos bade mus (Ketatal,
1999; Ketolaet al, 2002; Anttoneret al, 2003; Imaiet al, 2004; Bielinskaet al, 2007), gris
(McCoardet al, 2001) och manniska (Ketolat al, 2000)— immunohistokemiskt kunnat
pavisas i Sertolicellkarnor under hela den preaatah postnatala testikelutvecklingen samt i
testiklarna hos den vuxna individen. For det ardnauttrycket av GATA-4 visat sig ligga pa
en jamn, stabil niva som ej varierar med de olilealierna av den spermatogenetiska cykeln
(Ketolaet al, 1999; Ketoleet al, 2002; Imaiet al, 2004).

| en studie (McClusket al, 2009)pa ratta upptacktes av en slump ytterligare ettt
anvandningsomrade for GATA-4-immunohistokemi. NacQlusky et al (2009) anvande
GATA-4 som markér for Sertoliceller upptackte dé am viss typ av GATA-4-antikropp
(polyklonal get antimus GATA-4-antikropp, C-20, 5237, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
USA) tydligt fargade akrosomen under hela sperntiegen, nagot som McCluslet al.
(2009) visade kan vara till hjalp vid stadieindatnpiav den spermatogenetiska cykeln. Ett
identiskt resultat erhélls aven nar McClusktyal (2009) upprepade foérsoket med en ny batch
av samma antikropp fran samma tillverkare. Nar emaa typ av GATA-4-antikropp
(monoklonal mus antihuman GATA-4-antikropp, G-4,2&310, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., USA) anvandes sags daremot ingen akrosonifiggntan bara en fargning av
Sertoliceller och Leydigceller (McCluslet al, 2009).

Den polyklonala GATA-4 antikroppen C-20 (sc-123@nt Cruz Biotechnology, Inc., USA)
har aven i flera andra studier pa andra djurslagdqléet al, 2002; Owston & Ramos-Vara,
2007; Ramos-Vara & Miller, 2009; Kyronlaltet al, 2011; Southwooeét al, 2012; Hussain
et al, 2013) givit upphov till en tydlig perinuklear fining i spermatiderna. Monstret pa den
perinukleara fargningen i dessa studier har, i di Ilbra bilder funnits, liknat den
akrosomfargning som McCluslet al. (2009) erholl och flera av forfattarna har ocks@cis
som McCluskyet al.(2009), dragit slutsatsen att det ror sig om egrféag av akrosomen.
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MATERIAL OCH METODER
Material

Testiklar fran 46 privatagda hankatter av olikeerasch med en alder pa mellan 2,5 manader
och 5 ar ingick i denna studie. Testiklarna insale$afran olika veterinarkliniker i Uppsala
under februari-maj 2014 i samband med att kattgamomgick rutinméassig normalkastration.
De enda urvalskriterierna for att fa inga i studiian att katterna hade kommit till kliniken for
normalkastration och att de ej var kryptorkida.eEfkastrationen forvarades testiklarna i
kylskdp och transporterades darefter i kylldddCj4direkt till laboratoriet. Testiklarna
fixerades lopande vartefter som de samlades irenTfcdn kastrering till fixering varierade
fran mindre an 1 timme till 48 timmar, men for % av katterna gjordes fixeringen inom
24 timmar. Hoger eller vanster testikel valdes siomassigt fran varje katt fér preparering. |
denna rapport presenteras katterna kodade (K1-K46).

Metoder

Tva olika forsok utférdes enligt beskrivning nedd®ada forsoken genomfordes blint
satillvida att undersokaren saknade tillgang @itad(t.ex. alder) om katterna tills efter det att
allt laboratoriearbete och all mikroskoperingsbediilg av de histologiska snitten hade
avslutats.

Beddmning av celler i spermatogenesen

For varje individ iordningstélldes tvd hematoxytsenfargade, paraffininbaddade (4n)
histologiska snitt. Det ena snittet fixerades 2dintiar i Bouins fixeringslosning (71 %
pikrinsyra, 24 % formalin, 5 % é&ttiksyra) och detdea fixerades 24 timmar i modifierad
Davidsons fixeringslosning (30 % formalin, 15 % reth 5 % isattika, 50 % destillerat
vatten). Spermieforekomst undersoktes for samé@&atter. Hos de katter dar inga fardiga
spermier hittades gjordes en beddmning av vilkethdgst utvecklade konscellsstadiet i s
fall var, d.v.s. spermatogonium, spermatocyt, rpetrmatid eller elongerad spermatid.
Snitten undersoktes med hjalp av ljusmikroskop (@ys BH-2, Olympus Corporation,
Tokyo, Japan, och Leica DMLS, Leica Microsystemstxpar, Tyskland; samtliga preparat
undersoktes med bada mikroskopen) med 100, 200p&®Q@000 gangers forstoring.

Immunohistokemi med GATA-4

Den immunohistokemiska understkningen gjordes paa2ilkatterna. Den utférdes pa
paraffininbaddade (4um) histologiska snitt som fixerats 24 timmar i nfead Davidsons
fixeringslésning och monterats p& SuperFfdstPlus mikroskopglas (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Som primar datpp anvandes GATA-4 C-20 (sc-
1237, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) och stetektionsmetod anvandes ett avidin-
biotin immunoperoxidassystem med DAB som kromogémmunoCruz™ goat ABC
Staining System, sc-2023, Santa Cruz Biotechnoldgy,, USA). Som negativ kontroll
anvandes dels normal get-1gG (sc-2028, Santa Ciate@hnology, Inc., USA) och dels PBS.
Totalt har fyra olika protokollversioner anvantgsprungsprotokollet kan ses i Tabell 1 och
en sammanstallning dver vilka katter som anvandet silka modifieringar som gjordes av
ursprungsprotokollet kan ses i Tabell 2.
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Snitten undersoktes med hjalp av ljusmikroskop (@ys BH-2, Olympus Corporation,
Tokyo, Japan, och Leica DMLS, Leica Microsystemsetxéar, Tyskland; samtliga preparat
undersoktes med bada mikroskopen) med 100, 200p&®Q000 gangers forstoring.

De histologiska bilderna som presenteras i Figaretd-18 ar fotograferade med Nikon
Eclipse 80i (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) ochgpammet NIS-Elements F 2.30.

Tabell 1.Grundprotokoll som anvandes fér immunohistokemi GadA-4

Dag 1

Steg
1  Avparaffinera i xylen i 3x5 min.

2 Rehydrera i graderad etanolserie med minskandeckdrationer (absolut, 95 % och 70 %).
2x30 sek. i varje koncentration.

Skolj i kranvatten x 3 och Iat sedan sta i krdevai 5 min.
Epitopatervinning genom kokning i 0,01 M natriutratbuffert (pH 6,0) i 20 min pa kokplatta.
Skolj i kranvatten x 3 och lat sedan sta i kradtevai 10 min.

Neutralisering av endogen peroxidasaktivitet geimdtabering i 3 % vateperoxid i metanol i
10 min (morkt).

Skolj i PBS x 3.

Tillsatt blockningsserum (1,5 % normalt asneseriB$). Inkubera 30 min (morkt) i
fuktkammare.

o 01~ W

o0

9 Lat overskottsserum rinna av.

10 Tillsatt primar antikropp GATA-4 (spadd 1:50 i PB#))de glas som ska ha den priméra
antikroppen. | de negativa kontrollerna ersattsheméra antikroppen med normal get-1gG
(sc-2028, spadd 1:100 i PBS). Inkubera morRa éfuktkammare Gver natten (ca 17 h).

Dag 2

11  Skolj i PBS x 3 (negativa kontrollglas skolpgen kyvett).
12 Tillsatt sekundar antikropp (spadd 1:200 i PBifubera 30 min i fuktkammare.
13  Skolji PBS x 3.

14 Blanda AB-enzymreagens enligt kitets medféljandé@saningar. Tillséatt till glasen och
inkubera 30 min i fuktkammare.

15 Skolji PBS.

16 Blanda DAB/peroxidassubstrat enligt kitets medfidje anvisningar. Tillsétt till glasen och
inkubera 10 min (morkt) i fuktkammare.

17  Skolji destillerat vatten.

18 Féarga med Hematoxylin i 5-8 min.

19  Skdlj i rinnande kranvatten i 15 min.

20 Montera pa tackglas med Kaiser’s Glycergel (@lgtgelatin).
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Tabell 2.Sammanfattning av vilka immunohistokemiska prote&dioner som anvéandes till vilka
katter, samt vilka féréandringar som gjordes av utsmsprotokollet (se Tabell 1) for de olika
versionerna

Ursprungsprotokollet

Katter: K36, K42 och K45.

Protokoll version 2

Protokollférandringar:
- Ingen motféargning med hematoxylin gjordes, d.steg 18 och 19 i
ursprungsprotokollet stroks.

Katter: K3, K6, K40, K45, K46.

Protokoll version 3

Protokollférandringar:

- Koncentrationen av blockningsserumet (steg @Jdgitill 3 %.

- Inkuberingstiden for DAB/peroxidassubstratetgsié) sanktes till 3,5 min.

- | steg 17 6kades skoljningen i destillerat vaftén 1 gang till 3 ganger.

- Motfargning gjordes med hematoxylin (steg 18) rfé@gningstiden sénktes till 8-10 sek.

Katter:
Omgang 1: K36, K42, K45.
Omgang 2: K13, K20, K21, K37, K41, K44.
Omgang 3: K9, K23, K24, K32, K33, K39.
Omgang 4: K3, K6, K7, K12, K21, K37.

Protokoll version 4

Protokollférandringar
- Samma forandringar som gjordes for protokolbiar 3.

- En negativ kontroll lades till sa att varje Kagide tva olika negativa kontroller, en med
normal get-lgG och en med PBS.

Katter:
Omgang 1: K6, K20, K44.
Omgang 2: K3, K7, K45.
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RESULTAT
Beddmning av celler i spermatogenesen

| Tabell 3 presenteras resultaten for varje individTabell 4 och Figur 13 ges en
sammanstallning over resultatet for olika aldersgatier.

Tabell 3. Redovisning av vilket det hogst utveakladhscellsstadiet var hos de olika katterna

Katt Alder (mé&nader) Utvecklingsstadium
K1 2,5 Spermatocyter
K2 3 Spermatogonier
K3 4,5 Spermatogonier
K4 5 Spermier

K5 5 Spermier

K6 5,5 Spermatogonier
K7 5,5 Spermatogonier
K8 6 Spermier

K9 6 Spermier
K10 6 Spermier
K11 6 Spermier
K12 6 Spermier
K13 6 Spermier
K14 6,5 Spermier
K15 7 Spermier
K16 7 Spermier
K17 7 Spermier
K18 7 Elongerade spermatider
K19 7 Spermier
K20 7 Runda spermatider
K21 7 Spermier
K22 7 Spermier
K23 8 Spermier
K24 8 Spermier
K25 9 Spermier
K26 9 Spermier
K27 10 Spermier
K28 10 Spermier
K29 10 Spermier
K30 10 Spermier
K31 10 Spermier
K32 10 Spermier
K33 11 Spermier
K34 11 Spermier
K35 12 Spermier
K36 12 Spermier
K37 12 Spermier
K38 12 Spermier
K39 12 Spermier
K40 12 Spermier
K41 13 Spermier
K42 18 Spermier
K43 30 Spermier
K44 33 Elongerade spermatider
K45 36 Spermier
K46 60 Spermier




Tabell 4. Andel katter, i 5 olika alderskategorisom uppvisade spermieférekomst

Alderskategori Antal undersokta katter Positiv spermieférekomst
(manader)
Antal katter Procent
Under 5 3 0 0%
5-55 4 2 50 %
6-6,5 7 7 100 %
7 8 6 75 %
8 -60 24 23 96 %
Katter yngre &n 6 manader Katter fran och med 6 manader upp

till 8 manader

7%

Totalt 7 katter Totalt 15 katter

Katter 8 manader och aldre Teckenforklaring

m Spermatogonier
@ Spermatocyter
m Runda spermatider

4%

o O Elongerade spermatider

m Spermier

Totalt 24 katter

Figur 13.Andel katter, i tre olika alderskategorier, som bapermatogonier, spermatocyter, runda
spermatider, elongerade spermatider respektiveif@ardpermier som sitt hdgst utvecklade
konscellsstadium.
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Immunohistokemi med GATA-4
Ursprungsprotokollet och protokoll version 2

Preparaten som fargades enligt ursprungsprotoluietstarkt dverfargade med hematoxylin
vilket gjorde det svart att urskilja den bruna &adran immunohistokemin.

| protokoll version 2 togs motfargningen med hemglio bort. | dessa preparat kunde den
bruna fargen fran immunohistokemin tydligt ursk§ljanen da cellerna och vavnaden i dvrigt
var nastan helt osynliga var det mycket svart atexakt vilka strukturer det var som hade
blivit positivt fargade. De negativa kontrollernprotokoll version 2 var inte negativa.

Protokoll version 3 och 4

| protokoll version 3 och 4 var motfargningen mesnatoxylin lagom stark men de negativa
kontrollerna som fatt normal get-1gG istéallet faerdpriméara antikroppen var fortfarande inte
negativa trots de protokollférandringar som gjdétsatt atgarda detta. De negativa kontroller
som fatt PBS istéllet for den priméara antikroppan daremot helt negativa (protokoll version
4); se Figur 14.

Figur 14.De negativa kontroller som fatt PBS istéllet fongeimara antikroppen var helt negativa.
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Bakgrundsfargning

Bakgrundsfargning definieras som en ovéantad elie i6nskvard fargning som inte
representerar malantigenet och som ses i vavnadeanpingen test- eller kontrollglasen
(Harlow & Lane, 1999).

| bdde GATA-4-glasen och de negativa kontroller st normal get-lgG sags ett
genomgaende problem med bakgrundsfargning. Bakgfarghingen tycktes inte vara
knuten till nagon sarskild celltyp eller vavnadsktur utan sags mer slumpmassigt pa olika
stéllen i bade den interstitiella avdelningen océtieskanalerna. Bade styrkan och lokalisation
pa bakgrundsfargningen samt dess mangd och utigeelaiierade dels inom och dels mellan
de olika preparaten. Nar GATA-4-glasen och de negakontrollerna jamférdes med
varandra sags inget monster i vilket glas som maelgt bakgrundsfargning utan det varierade
fran katt till katt. | Figur 15 ses nagra exemp@inf bade GATA-4-glasen och de negativa
kontrollerna (get-lgG) pa omraden med relativt tigahakgrundsfargning.

Figur 15.Bakgrundsfargning. A-B ar fran GATA-4-glas och Gulfran negativ kontroll (get-1gG).
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Konsceller

Hos samtliga katter med spermatider sadgs i GATAaéan, men inte i ndgon av de negativa
kontrollerna, en positiv reaktion i spermatiderse;Figur 16. | de elongerade spermatiderna
sag storre delen av huvudet positivt ut. | de rusglermatiderna var den positiva fargningen
istallet begransad till ett perinukleart omradevasierande storlek och form, allt ifran en liten
rund prick i vissa spermatider upp till en liters€tunn halvmane i andra; se Figur 17. Hos
samtliga katter varierade styrkan p& den positivaktionen i de runda och elongerade
spermatiderna mycket mellan olika omraden; i videtar av preparaten var den mycket
kraftig med en nastan brunsvart farg medan dedrisatelar av preparaten var knappt synbar.
Forutom variation inom preparaten sags ocksa eiati@r mellan preparaten; i vissa katter
var den positiva reaktionen i spermatiderna kraftigajoriteten av preparatet medan den i
andra katter var kraftig i endast en liten del eaparatet och svag i resten.

De dvriga typerna av kdnsceller — spermatogonpatmatocyter och spermier — var antingen
negativa eller, pa de stallen dar bakgrundsfargsimgs, inte markbart mer positiva an den
omgivande vavnaden.

Figur 16.Positiv fargning av spermatider i GATA-4-glas.
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Figur 17.Perinukleér fargning i de runda spermatiderna i G4-glasen.




Sertoliceller och Leydigceller

Hos alla katter utom en (K3) var de Sertolicellemssags antingen negativa eller inte
markbart mer positiva &n bakgrundsfargningen i aimgivande vavnaden. Detsamma géllde
for de allra flesta Leydigceller; till skillnad fmaSertolicellerna hittades emellertid nagra
enstaka Leydigceller som sag mer positiva ut a&nctiegivande vavnaden.

Katt med avvikande resultat

En katt (K3) hade ett resultat som var tydligt &avide fran de Gvriga katternas. | GATA-4-

glasen hos K3 sags i de flesta Sertoliceller erktsfaositiv nuklear fargning. De flesta

Leydigceller var ocksa positiva men immunoreakgiteh i dem var inte lika nuklear och

oftast inte heller lika stark som den i Sertolieglla. | de negativa kontrollerna sags inga
positiva Sertoliceller eller Leydigceller. | Figa8 ses bilder fran GATA-4-glasen och, for
jamforelse, den negativa kontrollen (get-1gG).

Figur 18.Resultat for katten K3. A-C ar fran GATA-4-glaspasitiva Sertoli- och Leydigceller och
negativa spermatogonier. D ar fran den negativatialien (get-IgG): negativa Sertoliceller,
Leydigceller och spermatogonier.
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DISKUSSION
Beddmning av celler i spermatogenesen

Spermieférekomsten har i denna studie endast udkier&valitativt och inte kvantitativt. |
resultattabellen gors darfor inte nagon skillnadlanede katter som endast hade ett fatal
spermier och de katter som hade manga spermieigrvaen bild som ges av katternas
utvecklingsgrad féljaktligen ar mycket grov.

Vart att ha i atanke ar ocksa att en avsaknad aig Ipd spermieforekomst inte ar detsamma
som bevis pa att spermieforekomst saknas. Den gasantestikelutvecklingen sker inte
jamnt fordelat i testikelparenkymet (Sancleéal., 1993) och de histologiska snitten erbjuder
endast stickprovsbilder; foljaktligen kan det dafids de katter som saknade spermier finnas
omraden i den outforskade delen av testikelpareekyér utvecklingen har kommit langre
och spermier trots allt finns.

Individuell variation och rasskillnader

De forsta tecknen pa att spermatogenesen stanmakekiudenna studie ses redan hos en 2,5
manader gammal katt och den forsta spermieforelmséigs hos tvd 5 manader gamla
katter. Samtidigt fanns det i studien ocksa t.ea. katter som var 5,5 manader gamla men
som fortfarande uppvisade en mycket omogen histhiogild dar alla sddeskanalerna helt
saknade lumen och hos en 7 manader gammal kattesagpermatogenes som inte hade
kommit langre an till runda spermatider. Dettartéda att det finns en ganska stor individuell
variation mellan olika katter. Det ar ocksa mojlagt det forekommer rasskillnader men da
rasuppgifter saknades for flera av de katter sagickni studien var det emellertid inte mojligt
att undersoka detta.

Katten K44

Trots sin relativt hoga alder (33 manader) uppws&adtten K44 en generellt omogen
histologisk bild dar den stora merparten av sadedkana hade en spermatogenes som inte
hade kommit langre an till spermatocyter. Rundareflongerade spermatider kunde endast
ses i ett forsvinnande litet antal sadeskanalereBaltatet for K44 tydligt avvek fran vad som
setts hos de Ovriga katterna i studien och det eféer i litteraturen gick att hitta nagot
liknande fall har resultatet for denna katt intel@mats representera en normalvariation. En
mojlig orsak till den histologiska bilden hos K4#uie kunna vara en bakomliggande
sjukdom eller utvecklingsrubbning. Scott & Scot9%¥) kommenterade i1 sin studie att
testikelvavnadens utvecklingsmonster &ndrades juikdem. En annan m¢jlig forklaring ar
att kattens alder har forvaxlats och att den emgmtlar betydligt yngre.

Resultatjamforelse med andra studier

Trots en noggrann litteratursékning kunde endasttedie (Tsutsuet al.,2004) aterfinnas i
vilken fokus specifikt legat pa att undersoka vilkken alder spermier forst borjar upptrada i
testiklarna hos katt. Indirekt vidrordes emelleridnna fragestalining i ytterligare fyra
studier; i en av dessa studier (Kirkpatrick, 198&) malet att utrona om det hos hankatt finns
en sasongsvariation i testikelvikt och testosteyon i de tre andra studierna (Scott & Scott,
1957; Sanchezt al, 1993; Siemieniuch & Woctawek-Potocka, 2007) lakuks pa att
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morfologiskt och stereologiskt undersoka kattenstiqatala sadeskanalutveckling utifran ett
histologiskt perspektiv.

Studie i vilken fokus specifikt legat pa spermieférekomst

| den studie som genomfdrdes av Tsutsuial. (2004) observerades ingen forekomst av
spermier hos de 4 manader gamla katterna (n=6).5Midanaders alder sags spermier hos
23,8 % av katterna (n=21), vid 6 manaders alder@%8 % av katterna (n=49) och vid 7
manaders alder hos 96,2 % av katterna (n=26). Speabserverades hos 100 % av katterna
som var 8 manader (n=8), 9 manader (n=11), 10 ne&nfu=11), 11 manader (n=7)
respektive 12 manader gamla (n=22). De resultat Jeosui et al. (2004) redovisar
overensstammer val med resultaten i detta arbetebdda studierna har ingen
spermieforekomst observerats hos de katter soryngae an 5 manader och for de katter som
var 8 manader eller aldre har, om man raknar lestltatet for katten K44, spermieférekomst
observerats hos samtliga undersokta katter. Attpabentuella resultaten for de andra
alderskategorierna inte 6verensstammer med varaadnentat da ett valdigt begransat antal
katter har anvants och varje enskild individs red¢utarmed far ett stort genomslag i
statistiken.

Ovriga studier

Studierna av Scott & Scott (1957), Kirkpatrick (598Sancheet al. (1993) och Siemieniuch
& Woctawek-Potocka (2007) ar svarare att gora eltatiamforelse med da fokus i dessa
studier inte legat pa att specifikt undersoka ma@rmier borjar upptrada. En del jamforelser
kan emellertid goras.

| enlighet med vad som setts bade i detta arbetei ®tudien av Tsutsuet al. (2004),
observerade aven Kirkpatrick (1985) spermieférekonssideskanalerna hos samtliga katter
som var 8 manader eller aldre och i studien av I8met al. (1993) beskrevs
spermatogenesen som “etablerad” nar katterna upg@hananaders alder. Siemieniuch
& Woctawek-Potocka (2007) ar otydliga i sin restgtasentation men antingen fran eller fran
och med 8 manaders alder kunde spermieférekomsnaas hos samtliga undersokta djur
(totalt 9 stycken 8 manader gamla katter och 36ksty katter som var mellan 8-12 manader
gamla), vilket aven detta ligger i linje med vadrsbar observerats i detta arbete samt i de
tidigare ndmnda studierna.

| studien av Scott & Scott (1957) borjade de fosgiarmatiderna upptrada nar testikelvikten
var ca 700 mg och de forsta spermierna nar tegikteh passerade 1g. Dessa katter beskrevs
vara i aldern 30-36 veckor, vilket ar en relatigghélder jamfort med vad som har observerats
i de tidigare namnda studierna samt i detta ardeée.det verkar finnas en relativt stor
individvariation mellan olika katter &r det mojligtt dessa resultatskillnader &r en avspegling
av att ett begransat djurunderlag har anvants. Bnara tankbar forklaring till
resultatskillnaderna ar att testikelutvecklinges hankatt kan ha férandrats under den relativt
langa tid som har forflutit sedan Scott & Scott gafdrde sin studie och att hankatter idag
borjar producera fardiga spermier vid en yngre rdéalevad hankatterna gjorde 1957. Scott &
Scott (1957) undersokte nyfodda kattungar uppttdlr gamla katter (totalt 54 katter) men da
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aldersfordelningen pa katterna inte specificeraismare ar det svart att vidare jamfora
resultaten pa ett tillfredstallande satt.

Avslutningsvis kunde, i enlighet med vad som sétisle i detta arbete och i studien av
Tsutsuiet al. (2004), inte heller Scott & Scott (1957), Sancheal. (1993) eller Siemieniuch
& Woctawek-Potocka (2007) observera nagon sperme&fimst hos de katter som var yngre
an 5 manader.

Immunohistokemi med GATA-4
Konsceller

Spermatider

Den positiva fargning som sags i bade de rundadeatlongerade spermatiderna stammer till
bade form, storlek och lokalisation val éverens naédosomens olika utvecklingsstadier

under spermiogenesen (Wrobel & Bergmann, 2006; tBsh& Constantinescu, 2007; Hess
& Franca, 2008). Utseendet overensstammer ocksamedl den akrosomfargning som

McCluskyet al. (2009) rapporterade om i sin studie vilket yttgate talar for att det ar ratt att

tolka det som en akrosomféargning.

| de omraden dar en stark akrosomfargning kundergbgas var det valdigt latt att se vilka
celler det var som var spermatider samt se i vékadium av spermiogenesen de befann sig. |
de omraden dar endast en svag fargning av akrosarkande observeras drunknade daremot
dessa signaler i bakgrundsfargningen och var darfta till ndgon storre hjalp for att
identifiera spermatiderna.

Att akrosomfargningen bara kunde ses i GATA-4-glaseh inte i ndgon av de tva negativa
kontrollerna (get-IgG och PBS) talar tydligt fot det ar GATA-4-antikroppen som har givit
upphov till fargningen. Akrosomfargningen beror Kdeoligtvis inte pa en forekomst av
GATA-4-protein i akrosomerna. For det forsta ar @AZ en transkriptionsfaktor och dess
uttryck borde darfér vara nukleart (Molkentin, 20Q@Voie, 2003). For det andra har det i
forsok med bade In situ-hybridisering och North8tot Analys inte kunnat pavisas nagon
forekomst av GATA-4-mRNA i spermatiderna (Ketelaal, 1999; Imaiet al, 2004). For det
tredje har akrosomfargningen bara observerats maiss typ av GATA-4-antikropp (C-20,
sc-1237, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) havaats. Det mest sannolika ar darfor
istallet att det har skett en korsreaktion.

Den typ av GATA-4-antikropp (C-20, sc-1237, SaniacBiotechnology, Inc., USA) som
anvants i denna studie har givit upphov till em¢ikde fargning i spermatiderna aven i studier
pa ratta (McCluskyet al, 2009) och hund (Owston & Ramos-Vara, 2007; Ravas &
Miller, 2009) samt i de flesta studier pa mietola et al, 2002; Kyronlahtiet al, 2011;
Southwoocet al, 2012; Hussaiet al, 2013). | tva studier pa mus (Ketahtal, 1999; Imaiet

al., 2004) samt i en studie pa gris (McCoatdal, 2001) har dock ingen rapportering om
nagon sadan fargning rapporterats trots att sammtikr@pp anvants. Att olika resultat har
setts i olika studier skulle kunna spegla ras- dicinslagsskillnader. Det ar ocksa mojligt att
forsokstekniska aspekter kan ha bidragit; aven amnsa primara antikropp har anvants sa
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finns det mycket annat — t.ex. fixering, epitopétaming, spadning och inkubationstid for

antikropparna samt detektionsmetod — som har anmellan de olika studierna och som kan
ha paverkat resultatet. Eftersom det ror sig omafigika variabler och det i de flesta av
studierna endast finns en valdigt knapphandig basikig av material och tillvagagangssatt ar
det svart att jamfora studierna med varandra.

Ovriga konsceller

Att ingen positiv GATA-4-immunoreaktivitet sdgs peymatogonier, spermatocyter eller
spermier ligger i linje med vad som har rapporterféir postnatala djur i de flesta andra
studier dar GATA-4-antikroppar har anvants (Ketetaal, 1999; McCoardet al, 2001;
Ketolaet al, 2002; Imaiet al, 2004; Ramos-Vara & Miller, 2009). Viget al. (1998) och
Ketolaet al. (2000) var de enda tva studier som hade resulatavek fran detta.

Sertoliceller

Att Sertolicellerna hos alla katter utom K3 var atdgp var ett ovantat resultat da ett positivt
uttryck av GATA-4 har kunnat pavisas immunohistokgkni Sertolicellkarnor under hela
den prenatala och postnatala testikelutvecklinggmtill och med vuxen alder hos bade mus
(Ketolaet al, 1999; Ketoleet al, 2002; Anttoneret al, 2003; Imaiet al, 2004; Bielinskaet
al., 2007), gris (McCoardt al, 2001) och manniska (Ketoda al., 2000).

Det ar mojligt att det finns djurslagsskillnaderaoatt det hos katt endast ar de allra yngsta
individerna som uttrycker GATA-4 i sina Sertoliegll Att katterna K6 och K7 hade negativa
Sertoliceller trots att de utvecklingsmassigt ofttedmassigt 1ag pa ungefar samma niva som
K3 samt att immunohistokemi &ar en erkant svarbemdsinalysmetod (Taylor & Rudbeck,
2013) talar emellertid for att det istéllet ror sigy ett falskt negativt resultat hos alla katter
utom K3. Det finns manga olika tankbara forsoksiska orsaker som kan ligga bakom.

| sadeskanalerna hos den katt (K3) dar en positiyning av Sertoliceller sags underlattades
sarskiljandet mellan Sertoliceller och spermatogom@normt av GATA-4-fargningen. Om
Sertolicellerna hos de andra katterna ar falskitieg och detta gar att l6sa skulle darfor
anvandbarheten av GATA-4-immunohistokemi som replgian ytterligare.

Fixering

Epitopmaskering orsakad av fixeringen ar en av deligaste orsakerna till misslyckad
antigendetektion (Harlow & Lane, 1999; Ramos-Var#gler, 2014).Modifierad Davidsons
fixeringslosning har inte anvants for att fixeratiieelvavnaden i nagon av de tidigare namnda
GATA-4-studierna men har i en annan GATA-4-orelatiestudie givit ett mycket bra resultat
for immunohistokemisk fargning av andra testikulardaigen (Latendressst al, 2002). Att
modifierad Davidsons l6sning har visat sig fungeé for IHC med andra antigen ar
emellertid inte en garanti for att det ska fung@&ran med detta antigen; olika fixeringsmedel
fungerar olika bra for olika antigen och olika imnahistokemiska protokoll (Ramos-Vara &
Miller, 2014) och det ar darfor mojligt att Davidsolosning inte var det optimala valet i detta
fall. En annan mojlighet ar att det var ett vélfargpde val men att vavnaden har blivit
antingen over- eller underfixerad; bada dessa kaa kill en forlust av antigendetektion
(Harlow & Lane, 1999; Ramos-Vara & Miller, 2014).
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Epitopatervinning

Det finns ingen universalmetod for epitopatervimninan vad som fungerar bast varierar fran
fall till fall och ar beroende av bl.a. antigenetgenskaper samt vilken typ av fixering som
anvants (Renshaw, 2007; Ramos-Vara & Miller, 20D8t ar darfér maojligt att antingen en
modifiering av den epitopatervinningsteknik somamcar anvants (t.ex. genom att andra
kokningstiden eller byta till en annan buffert)eellett byte till en helt annan teknik (t.ex.
PIER) skulle generera ett battre resultat. En gdigbpmaskeringar ar emellertid oaterkalleliga
oavsett vilken epitopatervinning som prévas (Ravas & Miller, 2014).

Véavnadsnedbrytning

Vavnadsnedbrytning kan orsaka bade antigendiffusich epitopmaskering (Taylor &
Rudbeck, 2013pch ar darfor en majlig orsak till det negativaulestet. Nar en morfologisk
beddmning (opublicerade resultat) av testikelvaenagjordes (i de H&E-fargade snitt som
fixerats i modifierad Davidsons fixeringslésninggrierade morfologin mycket mellan olika
katter. Att den enda katt som hade positiva Seetkarnor ocksa var den katt som hade den
morfologiskt finaste testikelvavnaden samt bararine fran kastrering till fixering talar for
att vavnadsnedbrytning kan ha paverkat antigentieredn. Jamforelsen mellan olika katter
forsvaras dock av att ingen tydlig koppling sagdlanevavnadsmorfologi och tid till fixering;
t.ex. fanns det en annan katt som hade lika kadrtilti fixering som K3 men som hade en
betydligt samre vavnadsmorfologi och omvéant fanestda katter som hade néastan lika fin
morfologi som K3 men dar tiden till fixering vamigre.

Antikroppar

Den typ av GATA-4-antikropp som anvants i dettaséie &r producerad mot GATA-4-protein
fran mus men ska enligt tillverkaren aven reageoa GATA-4-protein fran ratta, manniska,
hast, hund, nétkreatur, svin och fagel (Santa @iorechnology, 2013). En positiv fargning
av Sertolicellerna har ocksa setts i studier pé fitdika djurslag (Ketolat al, 1999; Ketolaet

al., 2000; McCoaret al, 2001; Ketoleet al, 2002; Anttoneret al, 2003; Imaiet al, 2004
Bielinska et al, 2007; Owston & Ramos-Vara, 2007, Ramos-Vara &lldvli 2009;
Southwoodet al, 2012; Gassei & Orwig, 2013; Hussahal 2013). Det &r dock mgjligt att
GATA-4-proteinet hos katt skiljer sig tillracklighycket fran musens GATA-4-protein for att
antikropparna inte ska kanna igen det. Mojligheaéindet skulle vara nagot fel pa denna
antikroppsbatch &r ocksa nagot som aldrig kan ut#Eslom inte tester har gjorts med positiva
kontroller. Bade for hoga och for laga antikroppstentrationer av primara eller sekundara
antikroppar kan ocksa leda till en forlust av amtidetektion (Taylor & Rudbeck, 2013). Att
K3 hade ett positivt resultat talar emellertid &ir antikropparna fungerar.

Negativa kontroller

Att den ena typen av negativ kontroll (getlgG) int negativ ar ett stort problem da detta
talar for att det finns forsokstekniska problem damn ha lett till falskt positiva resultat aven i
GATA-4-glasen. Innan detta problem har |6sts kamfddédnte resultaten anses tillforlitliga.

Bakgrundsfargning
Det finns manga olika bakomliggande mekanismew&tfor bakgrundsfargning kan uppsta,
t.ex. endogen enzymaktivitet, endogent biotin, osixevidhaftning, kontaminerande och
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naturliga antikroppar, antigendiffusion och korgre@nde antikroppar. For flera av dessa
mekanismer kan bakgrundsfargningen forvarras akadiaktorer som t.ex. uttorkning av
vavnaden, overfixering, underfixering, vavnadsatgplotillracklig tvattning, kvarvarande
paraffinrester, for hoga antikroppskoncentraticsamt for langa inkubationstider. (Harlow &
Lane, 1999; Taylor & Rudbeck, 2013)

Nagra forandringar av IHC-protokollet har redan vat§ for att komma till ratta med
bakgrundsfargningen (se Tabell 2). Som en del BoKaingsprocessen lades ocksa en ny
negativ kontroll (PBS) till.

Att bakgrundsfargning sags hos GATA-4-glasen odH@@-glasen men inte hos PBS-glasen
talar for att problemet har en koppling till dennpéira antikroppen och get-1gG:t. Fér hoga
antikroppskoncentrationer eller for langa inkubasiider i forhallande till den
inkubationstemperatur som anvants kan leda tilitigrdoakgrundsfargning. Det ar vanligt att
manga olika antikroppskoncentrationer maste téstam ratt koncentration hittas (Harlow &
Lane, 1999) och i detta forsok har endast en kdreton testats. | de tidigare namnda
GATA-4-studierna har, i de fall detta specificeras,spadning pa mellan 1:100-1:500 (Ketola
et al, 2000; McCoarcet al, 2001; Ketolaet al, 2002; Anttoneret al, 2003; Imaiet al,
2004) och en inkubationstid pa 60-90 minuter i antinggmstemperatur (McCoaret al,
2001; Imaiet al, 2004) eller 37, & (Anttonenet al, 2003) anvants. Detta skiljer sig ifran
den spadning (1:50) och den inkubationstid (cirkdn1 4C) som har anvants i denna studie.

KONKLUSION

Fragestallning 1: Spermieforekomst

Resultatet fran denna studie tyder pa att det femsndividuell variation for nar spermier

borjar ses i testiklarna hos hankatter. Generdiffab dock inte spermier ses i testiklarna
forran tidigast nar hankatterna har uppnatt 5 mérsadlder och nar hankatterna har blivit 8
manader gamla har generellt alla spermier i siptiktar. Detta ligger ocksa i linje med de

flesta andra studier.

Fragestallning 2: GATA-4-immunohistokemi

Immunohistokemi med GATA-4-antikroppar har visaj &unna underlatta sarskiljandet av
olika celltyper i sddesepitelet men innan det kavéadas som ett effektivt hjalpmedel finns
det en rad problem som behover atgardas. Forstfréast behover problemen med den
kraftiga bakgrundsfargningen och de negativa kdlietrta som inte &r negativa l6sas. Sedan
vore det 6nskvart med ett jamnare resultat av aknf@rgningen. Om det dven gar att fa en
positiv fargning av Sertolicellerna skulle anvandiesen av GATA-4-immunohistokemi som
redskap oka ytterligare. | denna studie har pa dyam tidsbrist endast ett begransat antal
problemlésningsatgarder testats. Det finns mangagardér (t.ex. optimering av
antikroppskoncentrationerna) kvar att testa ochpomblemen angrips pa ett systematiskt satt,
en protokollférandring i taget, ar det mycket nwjijlatt ett bra resultat i slutandan kan uppnas.
Trots de relativt daliga resultaten i denna studiedet darfor for tidigt att utesluta
immunohistokemi med GATA-4-antikroppar som ett awl@art redskap vid studier pa
spermieutveckling hos katt.
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