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1  Einleitung

1.1 DIE SPERMATOGENESE

1.1.1 Entwicklung der Spermien

Die Spermatogenese ist definiert als der Prozess.dém sich primare mannliche
Keimzellen zu haploiden Samenzellen entwickeln (tweth & Clermont, 1952). Formal
wird sie in drei Phasen eingeteilt: Am Beginn steiat Proliferation der Stammzellen,
darauf folgt die Spermatogenese mit der Meiose abathlie3end die Spermiogenese

mit der Ausreifung zu Spermatozoen (Abb. 1).

Urkeimzelle

Spermatogonien Proliferation

e

Spermatocyten | DNA-Verdopplung
Meiose | \Il
Spermatocyten || { T— Meiose
Meiose || |
Runde Spermatiden vy
Spermien T Spermiogenese

-

Abb. 1: Die Spermatogenese verlauft in 3 Abschnitten: Zolifération der
Spermatogonien, 2. Meiose, 3. Spermiogenese

In der ersten Phase durchlaufen die Typ-A-Spernaaiieg mitotische Teilungen, bevor
aus ihnen Intermediar- und B-Spermatogonien heelwg (Monesi, 1962, 1965). Die
B-Spermatogonien differenzieren sich mit Beginn deubertat zu primaren
Spermatocyten (Spermatocyten 1), welche in die Bp&ygenese eintreten. Die
Spermatogenese besteht aus der Meiose |, der Rmuktkilung, wobei der
Chromosomensatz haploid wird, und der Meiose heemitotischen Teilung. Zuné&chst
wird der DNA-Gehalt der Spermatocyten | verdopgéh), wodurch diese nun die
grof3ten Zellen des Keimepithels sind. Ihre Kerngeredie typischen Konfigurationen

der Chromosomen in den verschiedenen Stadien dph&se der Meiose | (Leptotan,
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Zygotéan, Pachytan, Diplotan, Diakinese). In den ai§ig-Spermatocyten liegen die
homologen Chromosomen im synaptonemalen Komplexaagepsor, wobei es im
Pachytan-Stadium durch ,crossing over‘ zur Rekomtim der Erbinformation
kommt. Nach Durchlaufen des Diplotdn-Stadiums ist efste Reifeteilung mit der
Entstehung von zwei sekundéren Spermatocyten ($pecyten 1l) abgeschlossen (2n).
Diese Zellen sind deutlich kleiner und weniger Igutu identifizieren, da die
Interphase sehr kurz ist. Die zweite meiotischefé®elung fuhrt Gber eine Trennung
der Chromatiden zu runden Spermatiden (1n).

In der dritten Phase der Keimzellentwicklung, deei$niogenese, entstehen aus den
runden Spermatiden durch ChromatinkondensationBlodgation reife Spermatozoen
(de Kretser & Kerr, 1988; Russell et al., 1990).

1.1.2 Postnatale Entwicklung des Rattenhodens

Der neonatale Rattenhoden enthélt Keimstrdnge mibrgonalen Keimzellen, den

Gonocyten und den Vorlaufern der Sertoli-Zellen.nV@. bis zum 7. Lebenstag

entstehen erste A-, Intermediar- und B-Spermat@gyorAb dem 9. Tag kommen dann
die ersten Spermatocyten | hinzu und ab dem 18nat@en Tag werden die ersten
Stadien der Meiose sichtbar (Clermont & Perey, 19¥irssell, 1993). Somit ist der

postnatale Tag 15 als Anfang der Pubertat anzusetzediese definitionsgemafld mit
dem erstmaligen Eintritt der Keimzellen in die Spatogenese beginnt. Eine
frihpubertare Ratte ist somit etwa 15 Tage alte ginbertare etwa 20 Tage und ein
spatpubertare etwa 35 Tage. Um den 45. Lebenstagcldr eine Ratte die

Geschlechtsreife, da zu diesem Zeitpunkt die erSggermien im Lumen vorhanden
sind (De Kretser & Kerr, 1988; Russell, 1993).

Die Aufbau der Zonulae occludentes zwischen demob&ellen beginnt ab dem 14.
Lebenstag und fihrt zur Ausbildung der Blut-Hodet@nke, womit die
Proliferationsaktivitat der Sertoli-Zellen abgesidden ist (Steinberger & Steinberger,
1971; Orth, 1982; Russell, 1993). Das Keimepitheth&lt ab dem 18. Tag zwei
Generationen von Keimzellen (Clermont & Perey, 1950 dass bei 20 Tage alten
Ratten in nahezu allen Tubuli seminiferi pachyt8permatocyten zu sehen sind.
Wahrend des gesamten spermatogenetischen Prozisdedie Keimzellen auf den
Zellkontakt mit den Sertoli-Zellen, sowie auf voimnen sezernierte Faktoren
angewiesen (Marziali et al., 1993; Griswold, 1998), die Rezeptoren fur FSH und

Testosteron, auf Sertoli-Zellen, jedoch nicht aefizellen exprimiert sind (vgl. 1.2.3).
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Dass Keimzellen ohne Sertoli-Zellen nicht existed@nnen, zeigten Mruk et al.
(2006), indem sie spezifisch die Adhasion zwisclkanmtoli-Zellen und Spermatiden

auflésten. Dies flhrte zur Degeneration der Spedaatund somit zur Infertilit.

1.1.3 Stadien der Spermatogenese

Die drei Entwicklungsphasen (Proliferation der 3pa&iogonien, Meiose,
Spermiogenese) sind in den Tubuli seminiferi inrakeeristischer Weise gruppiert, den
sogenannten Stadien der Spermatogenese (Abb. Ranlgsrichtung des Keimepithels
sind die Stadien regelm&Rig hintereinander angeordnd kennzeichnen auf diese
Weise die ,spermatogenetische Welle" (Perey etl@61). Der Zeitraum zwischen dem
Wiederauftreten des gleichen Stadiums wird als dykdes Keimepithels betrachtet.
Jedes Stadium hat eine speziesspezifische kondbanter, so dass bei der Ratte der
komplette Zyklus 12 Tage dauert. Er umfasst 14 iStaddie sequenziell angeordnet
sind, was bedeutet, dass auf Stadium XIV wieder $taslium | folgt. Der gesamte
spermatogenetische Prozess dauert bei der Ra#td &ge (Leblond & Clermont, 1952;
Weinbauer & Wessels, 1999).

X XV

Abb. 2: Zellulare Zusammensetzung der 14 Stadien des rBifféerungszyklus am
Keimepithel der Ratte. Jede Saule ist mit einerisbhen Ziffer gekennzeichnet und
stellt die zellularen Bestandteile dar, die an einestimmten Stelle im Querschnitt
eines Tubulus identifizierbar sind: A-Spermatogonienn: Intermediar-SpermatogonieB;
B-SpermatogonienPl: ruhende Preleptotan-Spermatocytkn;aktive Preleptotan-Spermatocyten;
Z: Zygotadn-Spermatocyten;P: Pachytan-SpermatocytenDi: Diplotdn-Spermatocyten;ll:
Spermatocyten 1. Ordnung; arabische Ziffern bdmen Spermatiden in verschiedenen
Differenzierungsabschnitten der SpermatogeneseDBiiaition der Stadien erfolgt nach Leblond &
Clermont (1952).
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1.1.4 Stadienspezifische Markerproteine

Wahrend der Reifung von Spermatogonien zu Spermignhlaufen die Keimzellen

eine Reihe von Entwicklungsstadien, in denen jewvetharakteristische Stoff-

wechselvorgange stattfinden. Diese spiegeln siclemeiligen Genexpressionsmuster

wieder.

Wahrend der Spermiogenese findet eine aulRergewbthnfitarke Chromatin-
kondensation statt, was durch den Austausch vorleNpmteinen ermdglicht wird
(Steger, 1999; Dadoune, 2003). Zunachst werdeanden Spermatiden Histone gegen
Transition Proteine (TP) ausgetauscht, welche dtegtitat der DNA wahrend des
Umbaus bewahren (Kierszenbaum, 2001; Boissonne&df)2). In elongierten
Spermatiden werden die Transition Proteine wiededumch Protamine (Prm) ersetzt,
welche die maximale Kondensation des Chromatinstglichen (Ward & Coffey,
1991; Braun, 2001). Da die Nucleoproteine in defiti@n Stadien der Spermiogenese
exprimiert werden, ist es moglich, anhand der Esgioln dieser Proteine das

Entwicklungsstadium der Keimzelle zu bestimmen.

In immaturen Ratten wird die mMRNA des TP1 erstnralsinden Spermatiden um den
postnatalen Tag 32 exprimiert. Die Expression voR2-MRNA folgt ab dem
postnatalen Tag 34 (Marret et al., 1998). In aduRatten werden sowohl die Gene fur
TP1 und TP2 als auch fur Prm1 vom Stadium VII hismnzStadium XV transkribiert
(Mali et al., 1988, Heidaran et al., 1988; Saundral., 1992). Die Translation findet
etwa 3-7 Tage verzogert statt, wobei zuerst di@dit@n Proteine 1 und 2 und versetzt

dazu Protamin 1 synthetisiert werden (Morales .etl891; Steger, 1999).

1.2 HORMONELLE REGULATION DER SPERMATOGENESE

1.2.1 Hypothalamisch-hypophysarer Regelkreis

Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) ist ein Dek#ide das pulsatil vom

Hypothalamus in das hypothalamisch-hypophyséret&fersystem sezerniert wird.
Am Hypophysenvorderlappen bewirkt es die Ausscingttder gonadotropen Hormone
Follikel Stimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisiedes Hormon (LH). Die beiden
Hormone entfalten ihre Wirkung an ihren jeweiligérelzellen im Hoden. Follikel

Stimulierendes Hormon wirkt auf die Sertoli-Zellemm Hodentubulus und
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Luteinisierendes Hormon auf die Leydigzellen imenstitiellen Kompartiment. Auf den
LH-Stimulus hin produzieren die Leydigzellen Testosn (T), welches als negative
Ruckkoppelung in der Hypophyse die LH-Sekretionksamd im Hypothalamus die
GnRH-Sekretion und somit die LH- und FSH-Ausschigtinhibiert. Auf den FSH-

Stimulus wird in den Sertoli-Zellen das Glykoproténhibin produziert, welches einen
starken inhibierenden Effekt auf die FSH-Sekretaer Hypophyse hat (Abb. 3)
(Guyton & Hall, 2000).

— Hypothalamus
S l GnRH
T
—> Hypophyse e
©)

Inhibin
LH \ FSH

Abb. 3: Hypothalamisch-Hypophysarer Regelkreis zur horfiendregulation des

HodensGnRH: Gonadotropin Releasing HormdrH: Luteinisierendes HormofESH: Follikel
stimulierendes HormorT;: Testosteronl.C: Leydig-Zellen;SC: Sertoli-Zellen;PC: Peritubularzellen;
GC: Keimzellen

1.2.2 Modelle zur Untersuchung der Rolle von Testosteromnd FSH
in vivo

Die Spermatogenese ist ein komplexer Prozess, der welfaltigen endo- und
parakrinen Faktoren reguliert wird. Schon immelitstsich die Frage, welche Faktoren
essentiell fur die Spermatogenese und welche reshinsind, und dariber hinaus,
welche Schritte der Spermatogenese durch welchoifeskreguliert werden. Deshalb
wurden eine Fulle verschiedener Modelle entwickelénen gemeinsam ist, dass
bestimmte Hormone der gonadotropen Achse entfentt un folgenden wieder
substituiert wurden. Somit kdnnen die Auswirkungauf die Spermatogenese im

Vorher-Nachher-Vergleich beurteilt werden.
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Eines der ersten Modelle zum Entzug der gonadotroptormone ist die
Hypophysektomie (Clermont & Harvey, 1965; Bartlett al., 1989; Santulli et al.,
1990). Dabei wurde eine Abnahme der Spermatocytdmrunden Spermatiden und ein
vollstédndiges Fehlen der elongierten Spermatidstgéstellt (Bartlett et al., 1989). Da
durch die Hypophysektomie auch weitere Hormone Thgreotropin, Somatotropin,
Prolaktin etc. entfernt werden, sind die Effektehti eindeutig den gonadotropen
Hormonen zuzuordnen.

Versuche zur selektiven Entfernung der gonadotroprmone wurden mittels
Immunisierung gegen GnRH (Madwha & Dym, 1976; Awoei al., 1989; McLachlan
et al., 1994a) oder durch Gabe von GnRH-Antagomigtéernommen (Rea et al., 1986;
Sinha-Hikim & Swerdloff, 1993; Hikim & Swerdloff, 995). Die Ergebnisse waren
vergleichbar mit denen der Hypophysektomie, woreiteggt werden konnte, dass die
Effekte der Hypophysektomie auf die Spermatogendse Verlust der gonadotropen
Hormone zuzuschreiben ist und nicht den weitergroplyysaren Hormonen.

1.2.3 Testosteron (T) ist essentiell fUr die Spernagenese

Testosteron entfaltet seine Wirkung Uber Bindung den intrazellularen
Androgenrezeptor (AR). Dieser wird in Leydig-, &t und Peritubularzellen
exprimiert, Gber die Expression in Keimzellen helntgedoch Uneinigkeit. Eine Reihe
von Arbeitsgruppen konnten keinen AR in Keimzeltethweisen (Grootegoed, 1977,
Anthony et al., 1989; Bremner et al., 1994; Shaal.etl997), wogegen andere eine AR-
Expression in einem oder mehreren Keimzellstadieigten (Galena et al., 1974;
Wright & Frankel, 1980; Vornberger et al., 1994 pdlet al., 1996).

Johnston et al. (2001) transplantierten Spermategoron AR-defizienten Mausen auf
azoospermische Mause mit intaktem AR. Im Empfamgerentwickelte sich eine
normale Spermatogenese mit Bildung von Spermatozoma Abwesenheit des AR in
den Keimzellen. Dies legt nahe, dass T seine Wagkilimer die somatischen und nicht

Uber die Keimzellen entfaltet.

Um selektiv die Wirkung von T auf die Spermatogenesi untersuchen, wurden
verschiedene Modelle entwickelt. Eines der erstesdélle ist die Inaktivierung des
AR, auch AR-,Knock-out®* (ARKO) genannt. Hierbei kanTestosteron auf die
androgensensitiven Gewebe nicht wirken, der Phanetyspricht dem vollkommenen
Androgen-Resistenz-Syndrom (Wilson, 1992; Quiglg995; Yeh et al., 2002). Bei
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ARKO-Tieren ist der Einfluss von T auf die Spernggoese nur eingeschrankt
beurteilbar, da schon der Kryptorchismus alleine &permatogenese irreversibel
schadigt. Wird der AR nur in Sertoli-Zellen (SChrktiviert (SCARKO), verlauft die
externe Geschlechtsentwicklung normal. In der Spevgenese ist bei fast normaler
Spermatogonienanzahl die Anzahl der Spermatocytea lealbiert, runde Spermatiden
sind im Vergleich zum Wildtyp kaum vorhanden undngfierte Spermatiden fehlen
vollig (De Gendt et al.,, 2004; Chang et al., 2003as SCARKO-Modell stitzt die
Ergebnisse von Johnston et al. (2001), indem eg,z#ass die Sertoli-Zell-vermittelte
Androgenwirkung essentiell flr eine vollstandigee®patogenese ist. Desweiteren
demonstriert es, dass die Vollendung der MeiosederitEntstehung haploider Zellen
ein androgenabhéngiger Schritt ist. Wird der ARels#® in Peritubularzellen (PC)
inaktiviert, fuhrt dies zu Oligozoospermie, jeddoéi erhaltener Fertiliat. Dies zeigt,
dass auch die PC eine Rolle in der Vermittlung éedrogenwirkung auf die
Spermatogenese spielen (Zhang et al., 2006).

In der durch einen Gendefekt GnRH-defizienten hygpaglalen Maus (hpg-Maus) ist
die Spermatogenese im Stadium der pachytdnen Sppayten arretiert. Durch
Substitution von T in der hpg-Maus nahm die Keirzadll dosisabhangig zu und
wurde die Spermatogenese qualitativ wiederherde€&sahgh et al., 1995).

Dass T auch fur die Entwicklungsschritte der Spegenese essentiell ist, zeigen
Versuche, in denen intratestikulares T drastisdoziert wurde. Dies fuhrte neben einer
Reduktion der Keimzellzahl zum Ausbleiben der Eltran und war nach Substitution
von T voll reversibel (Mc Lachlan et al., 1994byDOnnell et al. (1994) zeigten, dass
die Konversion von Spermatiden zwischen den Stadliérund VIII ein hochgradig
testosteronabhangiger Schritt ist, wobei Kerr et(8993) dies auf die Testosteron-
abhangigkeit von Sertolizell-Membrankomplexen zufiibrte. Dies impliziert, dass
der Sertoli-Keimzell-Kontakt wahrend der Elongattestosteronabhangig ist.

Zusammenfassung zur Rolle des Testosteron in dan&pogenese

» Die Vollendung der Meiose, sowie die Spermiogerssd Testosteron-abhangige
Schritte der Spermatogenese
* Die Spermatogenese lauft mit Testosteron alleiraditgtiv vollstandig ab.

» Testosteron alleine kann die Spermatogenese wienistellen.
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1.2.4 Follikel Stimulierendes Hormon (FSH) bestimmt die Kapazitat
der Spermatogenese

Follikel stimulierendes Hormon wirkt Uber den FSldzRptor, welcher im Hoden auf
Sertoli-Zellen exprimiert ist. Bei Mausen mit insk¢rtem FSH-Rezeptor (FORKO)
produziert die Spermatogenese signifikant wenigeri®atozoen, ohne dass jedoch ein
Arrest vorliegt, so dass die Mause, wenn auch vadent, fertil sind (Krishnamurthy et
al., 2000). Im Gegensatz dazu sind Mause mit eindARezeptor-Knock-out (LURKO)
infertil; die Spermatogenese ist hier im Stadiunt denden Spermatiden arretiert
(Zzhang et al., 2001). Dies deckt sich mit den H#ek die fehlendes T auf die
Spermatogenese hat (vgl. 1.2.3).

Hypophysektomierte Ratten mit verminderter Keimzdil und fehlender
Spermiogenese zeigen nach Substitution von FSHZ&Inahme der Keimzellzahl, die
Elongation bleibt jedoch aus (Bartlett et al., 198®&ird in hpg-Mausen, die einen
Arrest im Stadium der pachytédnen Spermatocyten eigém, transgenes FSH (tg-FSH)
exprimiert, kommt es, im Vergleich zu hpg-Mausemelg-FSH Expression, zu einer
Zunahme der Spermatogonien und Spermatocyten, atwidklung weniger runder

Spermatiden, jedoch nicht zur Elongation (Haywobal.e 2003).

Zusammenfassung zur Rolle des FSH in der Spermatege

* FSH erhoht die Kapazitéat der Spermatogenese.
» Die Spermatogenese kann ohne Einfluss von FSHtgtraollstandig ablaufen.

* FSH alleine kann die Spermatogenese incl. Sperméasgenicht wiederherstellen.

1.2.5 Synergismus von Testosteron und FSH

Die gemeinsame Applikation von T und FSH fuhrtdnypophysektomierten Ratten zu
einer quantitativ fast normalen SpermatogeneseldBaat al., 1989). In hpg-Mausen
fuhrte die kombinierte Behandlung von T und FSHemem drastischen (19-fachen)
Anstieg der Anzahl der Spermatiden im Vergleich Applikation von FSH alleine.

Somit erhbhen FSH und T zwar jeweils fur sich diesifizellanzahl der

Spermatogenese, ihre volle Potenz entfalten siecfednur bei gleichzeitigem

Vorhandensein durch einen synergistischen Effektytbod et al., 2003).
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1.3 KEIMZELLKULTUR UND IN VITRO-SPERMATOGENESE

Neben den oben beschriebenen in vivo-Experimentegden auch zahlreiche Versuche
in vitro durchgefiihrt, um die Regulation der Spewwganese aufzuklaren. Trotz der
Bemihungen auf diesem Gebiet, ist es im Gegensat©agenese (Liu et al., 2001),
noch nie gelungen, die vollstdndige Spermatogeagss Saugers in vitro ablaufen zu
lassen. Dies wird vor allem dem fehlenden Wisseer lthe exakten biochemischen
Konditionen und den komplexen molekularen Regutatioechanismen zugeschrieben
und zeigt deutlich, dass die in vitro-Situation miairekt auf die Situation in vivo
Ubertragbar ist. Der bislang gré3te Erfolg ist dievitro-Differenzierung primarer
Keimzellen der Ratte von leptotanen Spermatocyterumden Spermatiden (Uberblick
in Staub, 2001 und Sofikitis, 2005).

Im Gegensatz zu Saugern ist es bei niederen Vat@bgelungen, die Spermatogenese
vollstandig in vitro ablaufen zu lassen, und zwainb Aal (Miura et al. 1991; 1996),
beim Zebrafisch (Sakai, 2002) und beim Medakaf{$ttng et al., 2004).

Die Untersuchung der Keimzelldifferenzierung inreitat einige Vorteile, aber auch
prinzipielle Nachteile gegeniber der in vivo-Sitaoat

Vorteile: Die einfache Veranderbarkeit der Temperatur untmdSphare, der
Zusammensetzung des Mediums mit den zu testendear€a, sowie die Mdglichkeit
zur Selektierung der Zellarten stellen eindeutiget®le dar. Die Versuche sind gut
reproduzierbar und mit relativ geringem Aufwand Wasten durchzufuhren.

Nachteile: Die zumindest teilweise Zerstérung der Gewebesirukund der
Zellkontakte, die Aufhebung des natirlichen Miliegsvie die suboptimale Versorgung
mit Sauerstoff und Nahrstoffen sind offensichtliciNachteile, die die in vitro-

Differenzierung von Keimzellen limitieren.

Es gibt verschiedene Systeme zur in vitro-Differenmg mannlicher Keimzellen:

1. Immortalisierte Keimzelllinien sind leicht zu handhaben und erlauben haufige
Wiederholungen der Experimente unter konstantensiéisbedingungen. Jedoch
verlieren die Keimzellen durch die Immortalisierungd haufiges Passagieren ihre
urspringlichen Eigenschaften, z. B. die Expresskammzellspezifischer Proteine
(Wolkowicz et al., 1996 Feng et al. (2002) berichteten Uber die Differemng
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immortalisierter Spermatogonien zu Spermatidenpghdvaren diese Ergebnisse nicht
reproduzierbar. Bei der Verwendung immortalisieK&imzellen sind die Ergebnisse

also nur sehr bedingt auf die in vivo Situationritagbar.
2. Primare Keimzellen werden frisch aus dem Hoden isoliert. Ihre Ku#iing ist
schwierig, da sie sehr empfindlich sind und nuredmegrenzte Zeit tberleben. Daflr

besitzen sie alle Eigenschaften nativer Keimzellengibt prinzipiell drei verschiedene

Maoglichkeiten, um primare Keimzellen zu kultivieren

a) im Organverband, d. h. als ganzer Hoden (Ordamku Q N

b) im Tubulusverband, d. h. als Tubuli seminiferi A o
x5 &

c) als vollkommen dissoziierte Zellen

Zu 2a)Organkultur

Vorteile der Organkultur sind der Erhalt der ursmglichen Gewebearchitektur und
somit aller Zellkontakte, ein Nachteil jedoch dahlechte Versorgung des Gewebes mit
Nahrstoffen und Sauerstoff. Die Organkultur eigseth, um die Proliferation von
Spermatogonien und deren Eintritt in die Meioseuntersuchen und ermdoglicht die
Differenzierung preleptotaner zu pachytanen Spevaytén. Die Uberlebensfahigkeit
der Spermatocyten und Spermatiden ist jedoch segmehzt (Steinberger et al., 1964;
Aizawa & Nishimune, 1979; Boitani et al.,, 1993), slass Keimzellen in der

Organkultur die Meiose nicht vollstandig durchlaut@nnen (Staub, 2001).

Zu 2b)Kultur von Tubulusfragmenten

Die Kultur von Tubulusfragmenten vereint zwei Vddemiteinander, den Erhalt der
Gewebearchitektur und die gegenuber der Organkwkubesserter Versorgung der
Zellen mit Medium.

In der ersten Kultur mit Tubulusfragmenten Gbedebprimére Spermatocyten fir 4
Wochen (Eddy & Kahri, 1976). Somit ist die Diffem@rung der Keimzellen in vitro

nicht mehr durch ihr Uberleben begrenzt. In diesBystem konnten pachyténe

10
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Spermatocyten sowohl adulter (Toppari & Parvined85) als auch immaturer Ratten
(Hue et al., 1998) die Meiose in vitro beendenubBtat al. (2000) beobachteten sogar
den Ablauf der gesamten Meiose von leptotanen Sgeoyiten bis zu runden

Spermatiden in vitro.

Zu 2c)Kultur dissoziierter Zellen

Bei der Kultivierung dissoziierter Zellen ist diee@ebearchitektur vollkommen zerstort
und die Zell-Zell Kontakte aufgehoben, ein Vorjetioch ist die optimale Versorgung
der Zellen durch das sie direkt umgebende Medium.

Diese Form der Keimzellkultivierung wurde meist d&skultur mit Sertoli-Zellen
durchgefuhrt, da dies das Uberleben der Keimzedtark verbesserte (Dietrich et al.,
1983; Tres & Kierszenbaum, 1983). Orth und Boeh®9Q) konnten zeigen, dass
Keimzellen und Sertoli-Zellen in Kultur reassozgéier und funktionell miteinander
verbunden sind. Pachytane Spermatocyten kénneerigertoli-Keimzell-Kokultur die
Meiose vollenden, was sowohl fur immature als aadalte Zellen gezeigt wurde
(Dietrich et al., 1983; Le Maguerresse-Battistohiaé, 1991; Weiss et al., 1997).
Jedoch ist das begrenzte Uberleben wiederum eitidiender Faktor fiir die weitere
Differenzierung (Staub, 2001).

11
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1.4  APOPTOSE

1.4.1 Bedeutung der Apoptose

Die Entstehung komplexer Strukturen in Organisméor@ert neben der Proliferation,
Migration und Differenzierung von Zellen auch dereontrolliertes Absterben, um

Zellen selektiv wieder entfernen zu kénnen. Diescgesht durch den programmierten
Zelltod, auch Apoptose genannt. Dies ist ein pHggischer Prozess, der in der
Embryonalentwicklung zur Formbildung und Funktiaifmg beitragt, aber auch im
Erwachsenenalter eine wesentliche Rolle bei detaddserhaltung spielt. So kommt
ihr eine bedeutende Rolle bei der Onkogenese zllerZenit fehlerhaftem Erbgut

werden durch Apoptose vernichtet, eine Storungen Apoptose kann wiederum zur
Entstehung von Tumoren fihren (Hengartner, 199 Tfeliéd, 2004).

1.4.2 Molekulare Mechanismen der Apoptose

Die Definition der Apoptose erfolgte urspringlich beii charakteristische

morphologische Veranderungen der apoptotischere ZBllese wurden von Kerr et al.

(1972) beschrieben und der Begriff der Apoptosdnels hierfur gepréagt. Diese

morphologische Definition ist inzwischen von eimeolekularen abgel6st worden, da
die Morphologie in verschiedenen Zellarten sehrersthiedlich sein kann. Die

molekularen Mechanismen, die den Zelltod herbediihsind dagegen hochkonserviert
und finden sich in &ahnlicher Form sowohl bei Memscthund Tieren als auch bei
Pflanzen, Pilzen und Protozoen (Hengartner, 198i€) bestehen in ihrem Grundgerist

aus den Caspasen, den Proteinen der Bcl-2-Famiielen Mitochondrien (Abb. 3).

Caspasensind substratspezifische Cysteinproteasen. Sjeri@ls inaktive Proenzyme
vor und werden durch enzymatische Spaltung aktivAem Anfang der apoptotischen
Signalwege werden sogenannte InitiatorcaspasenpéSes3, -9) aktiviert, die eine
kaskadenférmige Aktivierung weiterer Caspasen rsiaih zieht. Am Ende der Kaskade
stehen Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7), digaabfiihrende Organe* zum Uber-
leben notwendige zellulare Proteine spalten (Heénggr2000; Slater & Eilers, 2003).

Die Bcl-2 Familie besteht aus anti- und pro-apoptotischen Proteinéie,

heterodimerisieren und sich so gegenseitig inadt@ri. Anti-apoptotische Proteine wie
Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w gehoéren zum normalen Zellinean und gewahrleisten die
Integritat der mitochondrialen Membran. Die pro-ajodischen Proteine Bid, Bax, Bad

12
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werden erst im Verlauf des apoptotischen Prozegsédldet und induzieren eine
Dysregulation der Mitochondrienmembran. Die Intégrder Mitochondrienmembran
hangt somit vom Mengenverhéltnis der beiden Subfamab (Tsujimoto & Shimizu,
2000; Slater & Eilers, 2003).

Die Mitochondrien enthalten eine Reihe pro-apoptotischer Proteine, dalrch
Dysregulation der Membran freigesetzt werden. Dashtigste ist hierbei das
Cytochrom C.

Ausloser der Apoptose konnen sowohl extra- als aonttazellulare Faktoren sein,
welche entweder einen extrinsischen oder intrihgscSignalweg aktivieren, die in

einer gemeinsamen Endstrecke minden (Hoffeler,)2@Wb. 4).

Der extrinsische Weg wird durch Bindung von Liganden an sogenannte
Todesrezeptoren oder durch das Ausbleiben von Etbemkssignalen ausgelost (Slater &
Eilers, 2003). Dies resultiert in der AktivierungrdProcaspase-8. Diese kann nun
entweder direkt die Effektorcaspasen-3 oder -6 alder pro-apoptotische Protein Bid
aktivieren, welches zur Freisetzung von Cytochromu€ den Mitochondrien fuhrt. An

dieser Stelle mindet der extrinsische in den isistchen Weg.

Der intrinsische Wegkann durch diverse Ausldser aktiviert werden, desgchtigster
die Schadigung der DNA ist. Die meisten Stimuli riéin Gber Aktivierung pro-
apoptotischer Proteine der Bcl-2 Familie zur Freiseg von Cytochrom C aus den
Mitochondrien. Cytochrom C oligomerisiert mit Aphfapoptotic protease-activating
factor-1) und aktiviert die Procaspase-9. Der COytom C-Apaf-1-Procaspase-9-
Komplex wird auch als Apoptosom bezeichnet undvakti nun die Effektorcaspase-3
(Hengartner, 2000; Wang, 2001).

Die gemeinsame Endstreckdeginnt auf der Ebene der Effektorcaspasen. Ubar d
extrinsischen oder intrinsischen Weg werden diep@sen-3, -6, -7 aktiviert, welche
somit eine zentrale Rolle im Signalweg des prograren Zelltodes einnehmen. Zu
den Substraten der Effektorcaspasen gehoéren Beésilandes Cytoskeletts, DNA-

Reparaturenzyme und der Inhibitor der Caspaseiaitivm Desoxyribonuklease, was zu
einer Aktivierung der entsprechenden Desoxyriboeagé und somit zur
Fragmentierung der DNA fuhrt (Slater & Eilers, 2003H06ffeler, 2004).

13
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Abb. 4: Signalkaskade der Apoptose in Saugerzellen. Deinsische Weg (links) wird
nach Bindung an einen Todesrezeptor (z.B. CD95)viekt Der intrinsische Weg
(rechts) wird durch z.B. DNA-Schaden aktiviert, rhepielen die Mitochondrien eine
zentrale Rolle. Extrinsischer und intrinsischer Weagfen auf der Ebene der Caspase-3
zusammen. Davor gibt es jedoch auch Quervernetauiitgngartner, 2000)

1.4.3 Apoptose von Keimzellen

Die Apoptose ist ein physiologischer Bestandteit 8permatogenese, der Uber ein
komplexes Netzwerk an Faktoren reguliert wird. Inbh&ngigkeit vom
Entwicklungsstadium werden ihr verschiedene Funieiiozugeschrieben.

Wahrend der ersten spermatogenetischen Welle in Rebertat nimmt die
Keimzellapoptose im Vergleich zum vorpubertaren éfodtark zu (Billig et al., 1995)
und ist wahrend der Pubertat essentiell fir diewiekiung einer funktionierenden
Spermatogenese (Rodriguez et al.,, 1997). Sie shielt bei der Anpassung der
Keimzellzahl an die Sertolizellkapazitat eine wigktRolle (Orth et al., 1988).
Wahrend der adulten Spermatogenese nimmt die Amahhpoptotischen Keimzellen
wiederum ab (Billig et al., 1995). In diesem Entilimgsstadium dient die Apoptose

der Aufrechterhaltung der Homoostase der verschatdeimzellstadien. Dies kann

14
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einen massiven Verlust an Keimzellen zur Folge haféuckins, 1978; Allan et al.,
1987; Hikim & Swerdloff, 1999). Desweiteren sorgt §ir die selektive Beseitigung
dysfunktioneller oder geschadigter Keimzellen imr& einer ,Qualitatskontrolle”, um
die Weitergabe fehlerhafter Erbinformation an eimadglichen Nachkommen zu
verhindern (Print & Loveland, 2000). Somit ist da&®rkommen apoptotischer
Spermatocyten und Spermatiden im adulten Hodem@&imales Charakteristikum der
Spermatogenese (Bartke, 1995; Furuchi et al., 1996)

Dariber hinaus ist die Apoptose bei pathologischéastdnden, wie z.B.

Hormonmangel, Einfluss von Toxinen, Erh6hung derotsiten Temperatur ein
wichtiges Instrument, um die geschadigten Keimeelte eliminieren (Hikim et al.,

1995; 1997; Blanchard et al., 1996; Lue et al., 999

Faktoren, die die Keimzellapoptose regulieren

Die Entscheidung, ob eine Keimzelle apoptotischdwiist Uber ein komplexes
Netzwerk endokriner und parakriner Faktoren, sodigch Zellkontakte mit den
Sertoli-Zellen, reguliert (Abb. 5).

B Bax
SCF ax
IL-4 TGF-B LIF
LIF SCF Bel-x,.
bFGF Testosteron Testosteron
+ + A\
APOPTOSE ~\ APOPTOSE - APOPTOSE APOPTOSE

2 r > ‘44?-—:-/

PGC

Abb. 5: Regulation der Differenzierung (schwarze Pfeile)d uler Apoptose (rote
Pfeile) durch pro- und anti-apoptotische Faktoreahrend der ersten Welle der
Spermatogenese (Print & Loveland, 200@&C: primordiale GonocytenGo: Gonocyten,
Spg: Spermatogoniergpc: Spermatocyterpd: SpermatidenSpz: Spermatozoen
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Endokrine Faktoren

Der wichtigste endokrine Faktor zur Regulation &@ermatogenese ist Testosteron
(vgl. 1.2.3). Der Entzug von Androgenen fiihrte Zunahme apoptotischer Keimzellen
im Hoden (Troiano et al., 1994; Brinkworth et dl995); in Ubereinstimmung hiermit
kann die Gabe von Testosteron die Keimzellapoptos&ro verhindern und ist somit
als Uberlebensfaktor fiir die Keimzellen anzuseliEkkjla et al., 1997) (Abb. 5). Ein
weiterer Uberlebenfaktor ist das FSH, das auf Keltem in kultivierten Tubuli

seminiferi ebenfalls anti-apoptotisch wirkte (Héwsen et al., 1996).

Parakrine Faktoren und Zell-Zell-Kontakte

Sertoli-Zellen konnen auf ihrer Oberflache den -apoptotischen stem cell factor
(SCF) und den pro-apoptotischen FasLigand expranieSie regulieren somit durch
Zellkontakte die Apoptose von Keimzellen. Der agpptotische Effekt von FSH wird

zumindest teilweise Uber SCF vermittelt, welchest mém c-kit Rezeptor auf

Keimzellen interagiert und die Apoptose in allenirieellstadien reduziert (Yan et al.,
2000). Weitere parakrine Faktoren mit anti-apoptdter Wirkung sind der leukemia
inhibitory factor (LIF) (De Felici & Dolci, 1991)Interleukin-4 (IL-4) (Cooke et al.,

1996) und bone morphogenetic protein (BMP) (Lawsbal., 1999). Im Kontrast dazu
ist Transforming Growth Factor-beta (T@F-ein Signalprotein mit pro-apoptotischer
Wirkung (Olaso et al., 1998a).

1.5 TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA

Die transformierenden Wachstumsfaktoren-beta (PFsind eine Gruppe von
Cytokinen, die urspringlich aufgrund ihrer transf@renden Wirkung auf
Rattenfibroblasten in Kultur beschrieben und bebhanrden (Roberts & Sporn, 1985).
Sie wirken sowohl auto- und parakrin als auch endoknd regulieren entscheidende

Schritte in Proliferation und Differenzierung vieléewebe.

Struktur
Bei Saugern gibt es drei TGFisoformen (TGH1, $2, $3), deren Aminosaure-
Sequenz hochkonserviert ist (Taipale et al., 199®8)er diese definiert TGB-eine

Gruppe verwandter Proteine, die TGfSuperfamilie, welche neben dem T@Fas
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bone morphogenetic protein (BMP), Inhibine und icte und Miillerian inhibiting
substance (MIS) beinhaltet. T@Fist ein homodimeres Protein (Griffith et al., 1996
Es ist kovalent mit einem latency associated pep(ldAP) verknipft, welches die
Rezeptorbindungsstelle maskiert und TEBFsomit inaktiviert. Da die TGF-betas
ubiquitar sind, muss ihre tatséchliche Verfigbarkend Bioaktivitat Uber ein
komplexes Zusammenspiel von Mechanismen strendieegierden (Roberts, 1998).

Rezeptoren und Signaltransduktion

TGF{ vermittelt seine Wirkung hauptsachlich Uber drez&otoren: TGPB-Rezeptor
(TBR)-1 und BRIl sind Transmembranserin-/threoninkinasenpRMI ist ein
membranverankertes Proteoglycan (sog. Betaglycan).

Die initiale Bindung der Liganden erfolgt meist 88RII, welcher mit BRI assoziiert
und diesen transphosphoryliert. Intrazellular war8enad-Proteine aktiviert, die in den
Kern translozieren und als Transkriptionsaktivatonerken (Taipale et al., 1998; Lutz
& Knaus, 2002). BRIl bindet die TGFBs und prasentiert sie dempRIl. Eine
besondere Bedeutung kommt ihm dadurch zu, dasserhechaffine Bindung von
TGF$2 zu BRIl induziert, welcher selbst nur eine geringe Aitfit fir TGFS2
aufweist (Lutz & Knaus, 2002). Auf Endothelzellemnden TGFBl und $3 an
Endoglin (Cheifetz et al., 1992).

Zellphysiologische Bedeutung

TGF{$ ubt vielfaltige Wirkungen in verschiedenen Gewebauns, hauptsachlich
Inhibition der Proliferation epithelialer, endotiaé¢r und hamatopoetischer Zellen,
Stimulation der Proliferation mesenchymaler Zell&imulation der Produktion von
Extrazellularmatrix und Immunsuppression durchraiitigene Wirkung (Taipale et al.,
1998). Darlber hinaus sind TGF-betas essentiell de&i Morphogenese und der
Apoptose der Keimzellen (Skinner & Moses, 1989;90lat al., 1998a).

TGF-p und Apoptose

Physiologischerweise wirkt TGE-inhibitorisch auf die Proliferation epithelialer,
endothelialer und hamatopoetischer Zellen. Dahemnkder Verlust der TGB-
Sensitivitat zur Tumorentstehung beitragen (GoRB9). Verschiedene Mechanismen
ermoglichen den Zellen, sich der inhibitorischenrklfing von TGFH zu entziehen.

Dazu gehort die Inaktivierung von TGFRezeptoren durch Genmutationen, wie sie
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beim Kolonkarzinom, Mamma- und Ovarialkarzinom vamrkmen kann (Markowitz et

al.,, 1995; Lu et al., 1996; Chen et al.,, 1998; Watgal., 2000). Mutationen der
Signaltransduktionsproteine verursachen ebenfatie eeduzierte Empfindlichkeit fur

TGF$ (Hahn et al.,, 1996). Die Uberwiegende Zahl derd#dahen betreffen jedoch
downstream Proteine der Signalkaskade und ermé&@gligs den Tumorzellen, TGF-

sogar als Wachstumsfaktor zu nutzen (Siegel & Mas5a2003). Somit sezernieren
Tumorzellen oft selbst TGF-betas und reagierenuflardt gesteigerter Invasivitat und
Metastasierung (Oft et al., 1998; Akhurst & Deryn2R01).

TGF-p im Rattenhoden

Die Expression von TGB-im Hoden ist abhéngig vom Entwicklungsstadium. &ast
die ausgepragteste Veranderung der PaBExpression beim Eintritt in die
Spermatogenese zu finden (Mullaney & Skinner, 1988 postnatalen Hoden nimmt
die Menge an sezerniertem TGE-und $2 kontinuierlich ab, TGE3 dagegen weist
am Tag 15 nach Geburt einen Peak in seiner Koratetrauf und fallt erst dann ab.
Wegen des zeitlichen Ubereinstimmens des Konzémsgeaks und dem Beginn der
Spermatogenese wird TGF3- eine Rolle bei der Initiation der Spermatogenese
zugeschrieben (Mullaney & Skinner, 1993).

Alle Zellarten des Hodens sind in Abhangigkeit vbrem Differenzierunggrad an der
Produktion der TGF-betas beteiligt (Teerds & Dayton, 1993; Gautier et al., 1994;
Olaso et al.,, 1997; 1999). Ebenso exprimieren miléir-, Leydig-, Sertoli-Zellen,
sowie Keimzellen in verschiedenen Stadien die PdRezeptoren und stellen somit
potentielle Wirkorte fur TGH- dar (Le Magueresse-Battistoni et al., 1995; Oktsal.,
1998b; MacConell et al., 2002).

Das Vorkommen von TGB-und seinen Rezeptoren im Rattenhoden weist daiauf
dass der Hoden nicht allein hormongesteuert istdesm auch auto- und parakrin
reguliert wird. So spielt TGB-z.B. eine Rolle bei der Morphogenese des Hodens
(Skinner & Moses, 1989; Konrad et al., 2000), beer dRegulation der
Testosteronsynthese in Leydigzellen (Gautier etl@97), der Regulation des Aufbaus
der Blut-Hoden-Schranke durch Sertoli-Zellen (Lui a., 2001; 2003) und der
Proliferation und Apoptose von Keimzellen (Hakaoaigt al., 1993; Olaso et al., 1998a;
Konrad et al., 2006).
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1.6  KLINISCHE RELEVANZ DER IN VITRO-SPERMATOGENESE

Tumorpatienten

Die Therapie von Tumoren bei jungen Patienten sttzutage sehr erfolgreich
geworden. Die dabei eingesetzte Chemo- und Strdtdeapie fihrt jedoch durch
Schadigung der schnell proliferierenden GewebeMéginern meist zur persistierenden
Infertilitat. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeiiner zuverlassigen Methode, welche
es den Betroffenen ermdglicht, nach Beendigungademotherapie Kinder zu zeugen.
Die heutzutage gangige Methode ist die Kryokongewig von Spermien, die jedoch
in nur ca. 1/3 der Félle tatséchlich zu Nachwudhsrtf und nur fir postpubertare
Patienten zur Verfigung steht (Blackhall et al.,020 Erfolgversprechende
Experimente wurden mit der Transplantation von B@g¢ogonien-Stammzellen bei
Mausen (Ogawa et al., 2000; Brinster et al., 208&tten (Hamra et al., 2002) und
Ziegen (Honaramooz et al., 2003) durchgefihrt. ®&ad jedoch nicht ausgereift und
bisher nicht in der Praxis beim Menschen einset@@awig & Schlatt, 2005).

Somit besteht weiterhin ein Bedarf an Madglichkeiteum nach einer
Zytostatikabehandlung die Fertilitat, vor allem laubei prapubertaren Patienten,
wiederherzustellen. Die Entnahme testikularer Staelien mit anschlieRender in vitro-
Differenzierung konnte haploide Samenzellen liefewelche mit Methoden der
assistierten Reproduktion zur Befruchtung von Oeazywverwendet werden kann.
Hierbei muss strengstens auf die Abwesenheit vanoreellen geachtet werden. Diese
Methode setzt jedoch ein funktionierendes SystemnsSelektierung, Kultivierung und
Differenzierung méannlicher Keimzellen voraus, wie ie dieser Form zur Zeit noch

nicht existiert.

Non-obstruktive Azoospermie

Die non-obstruktive Azoospermie ist eine primargtikellare Differenzierungsstérung,
die zur Infertilitat fuhrt. Dabei kann der ArrestrdSpermatogenese in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien vorliegen (Sofikitis et, &005). Ist die Spermatogenese nach
der Entwicklung haploider Keimzellen arretiert, kén diese Manner mit Hilfe der
assistierten Reproduktion Kinder bekommen (Amealgt1997; Antinori et al., 1997;
Palermo et al., 1998; Sofikitis et al., 1998a). b@ufigste Form der non-obstruktiven
Azoospermie weist jedoch einen Arrest wahrend degiobt im Stadium der

Spermatocyten | auf, was bedeutet, dass die betif Manner nicht von den
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Methoden der assistierten Reproduktion profitiel@mnen. Auch hier ware die
Entnahme premeiotischer Keimzellen durch eine Kelstie Biopsie mit in vitro-
Differenzierung zu haploiden Zellen eine erfolgyeeshende Methode. Die
Befruchtung von Oozyten mit in vitro erzeugten remd&permatiden fuhrt jedoch nur in
etwa 1/3 der Falle zur Fertilisierung; bessere Igsimten werden mit elongierten
Spermatiden erzielt (Sofikitis et al., 1998b; Creemet al., 2001; Sousa et al., 2002),
jedoch ist die in vitro-Differenzierung zu elondar Spermatiden noch nicht
erfolgreich gelungen (Sofikitis, 2005). Ein weitelienitierender Faktor dieser Methode
sind chromosomale Abnormalitaten, die bei vieleri diese Weise entstandenen

Embryos vorlagen (Sousa et al., 2002).

Vor dem dargestellten Hintergrund des Kklinischennskizes der in vitro-
Spermatogenese, wird deutlich welche enorme Wikétigdie Aufklarung der
Regulationsmechanismen der Spermatogenese hatUbasmogen, die mannliche
Keimzellreifung vollstandig in vitro ablaufen zusken, wird den unzulénglichen
Methoden zur Isolierung und Aufreinigung definiefeimzellpopulationen, sowie den
unzureichenden Kenntnissen Uber die biochemischend umolekularen
Regulationsmechanismen des Keimzelliberlebens werd Ketimzelldifferenzierung
zugeschrieben. Somit tragt jedes Experiment zutiWeitung und Differenzierung von
mannlichen Keimzellen zur Aufklarung dieser Meclkamen bei, und bringt uns auf
dem Weg zur Erfullung des Kinderwunsches, z.B. ria@mzellschadigender Therapie

oder bei non-obstruktiver Azoospermie, vorwarts.
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1.7 ZIELSETZUNG

Sobald ménnliche Keimzellen in die Meiose eintret@imnen sie ausschliel3lich zwei
Wege einschlagen, den der Differenzierung oder dien Apoptose (Russell et al.,
1987). In der Pubertat ist dies von besonderer edg, da wahrend der ersten
spermatogenetischen Welle eine massive Keimzeltapepstattfindet, die fir eine
spater funktionierende Spermatogenese essentie{Rdriguez et al., 1997). Diese
Entscheidung Uber Differenzierung oder Apoptosedwiurch eine Vielzahl von

endokrinen und parakrinen Faktoren reguliert. Zun dmtscheidenden endokrinen
Faktoren zahlen Testosteron und FSH; unter derkipaea Faktoren gehen wir davon
aus, dass in der Pubertat die Transforming groadtof-betas (TGIBs) eine besondere
Rolle im Rattenhoden spielen.

Daher war die Zielsetzung meines Projektes dielitaing eines in vitro-Modells, das
sowohl die Untersuchung der Differenzierung alshader Apoptose von Keimzellen im
pubertaren Rattenhoden erméglichen sollte. Bei Ekablierung war besonders zu
beachten, dass priméare Keimzellen verwendet wesditen, da immortalisierte Zellen

ihre urspriinglichen Eigenschaften verlieren. Ebesadive der Sertoli-Keimzell-Kontakt

in dem Kultursystem erhalten bleiben oder in vérmoglicht werden, da dieser sowohl

fur das Uberleben, als auch die Differenzierungkimzellen essentiell ist.

Dieses in vitro-Modell soll vor allem zur Aufklargnder bisher nur ansatzweise
verstandenen Regulationsmechanismen der Spermasméeitragen, vor allem der in
vitro-Differenzierung mannlicher Keimzellen zu Smégn. Bisher ist es in vitro nur
gelungen, das Stadium der runden Spermatiden zeicleen. Ein vollstandiges
Ablaufen der Spermatogenese in vitro wirde jed@besserte Therapiemdglichkeiten
zur Erfullung des Kinderwunsches bei mannlicheettilitat er6ffnen. Somit gewinnt
die Aufklarung der Regulationsmechanismen der Satrgenese eine immense

klinische Bedeutung.
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21 MATERIAL

2.1.1 Gewebe

Das Hodengewebe wurde bei jedem Versuch frischhdeiree inguinale Orchiektomie
20 Tage alter, mannlicher Wistar Ratten (CharlegeRiSulzfeld) gewonnen. Das
Gewicht einer Ratte betrug in der Regel zwischemi®® 50 Gramm. Da das Gewicht
ein Mal3 fur die Entwicklung darstellt und innerhaiber Lieferung gelegentlich stark
variierte, wurden die Hoden von Tieren schwerer &8 Gramm fir die

Differenzierungsversuche nicht verwendet. Zum Mgl wurden auch Hoden von
adulten Ratten verwendet. Diese Ratten waren 6@ &ligind wogen ca. 300 Gramm.
Nach Entnahme der Hoden uber einen inguinalen 8ctwirden Nebenhoden und
Ductus deferens abpréapariert, der Hoden in 1xPB%$ {p}) gewaschen und dann
gewogen. Um Keime abzutdten, welche die Organ- atidlkultur kontaminieren

konnen, wurde der Hoden mit intakter Tunica albagikurz in 1% lodalkohol getunkt
und danach drei mal in sterilem PBS gewaschen. Tbigica albuginea wurde nun
geschlitzt und die Tubuli seminiferi herausgeld¥¢tzt stand der Hoden fur die
Versuche zur Verfiugung. Die Tierversuche wurden n@enehmigung des
Regierungsprasidiums Giel3en durchgefuhrt (VI 632085¢ MR 20/20).

2.1.2 Gerate

* Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss, Munchen
mit AxioCam MRc (Farbversion)
und Computersoftware MRGrab 1.0

« 96-well-plate Reader, Benchmark Reader Bio-Raihdhen
und Software MicroplatéeManager Version 5.1

* Mikrobiologische Sicherheitswerkbank (Lamin Air) ekeus, Hanau

* Gene Ray UV Photometer Biometra, Gottingen

e PTC-200 Peltier Thermal Cycler Biozym, Olderidor
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2.1.3 Chemikalien / Losungen

Hier werden nur haufig und versuchsubergreifendweadete Chemikalien und
Losungen aufgefuhrt. Alle spezifisch fur die jewgsh Versuche bendtigten
Chemikalien sind direkt bei den Versuchen aufgefihr

10x phosphate buffered saline (PBS) pH 7,0 0,HMPO,
Roche, Mannheim 0,1M MNdPOy

1,37M NacCl

0,027M KCI
Bovines Serum Albumin (BSA) Dade Behring, Maxpur
Chloroform Riedel-de Haen, Seelze
EDTA Roth, Karlsruhe
Eisessig Merck, Darmstadt
Ethanol vergallt, 100%, 96%, 80%, 70% Apothekelviag
Ethanol, absolut Riedel-de Haen, Seelze
Formalin-L6sung 4% Uniklinikum Marburg
Isopropanol Riedel-de Haen, Seelze
10% SDS solution Gibco, Eggenstein
Pikrinséure 1,2% Riedel-de Haen, Seelze
1M Salzsaure Merck, Darmstadt
Sucrose mind. 99,5% Sigma, Taufkirchen
Tris Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Tween 20 ICN Biochemicals
Xylol Merck, Darmstadt

Entionisiertes, steriles und analysenreines Wasserrde mit Hilfe einer

Reinstwasseranlage (Sartorius, Gottingen) herdiestelfolgenden immer mit A. dest.
bezeichnet. Fur die Zellkultur wurde entweder Aqdaniectabilia (Braun, Melsungen)
oder A.dest. nach Sterilfiltration mit einem Stidtér PorengréRe 0,22um (Millex®
GS, Millipore) verwendet. Fur molekularbiologisct®vecke wurde autoklaviertes

RNase-freies Wasser (Promega, Mannheim) benutzt.
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2.2 METHODEN

2.2.1 Arbeiten mit Organ- und Zellkultur

2.2.1.1 Allgemeines zum Arbeiten mit Organ- und kultur

Beim Umgang mit Zellen muss sehr genau auf Keiméitigeachtet werden. Daher
wurde unter einer mikrobiologischen Sicherheitswarkk mit laminarem Luftstrom
gearbeitet und sowohl die Hande als auch alle darwefindlichen Gegenstande mit
70% Ethanol desinfiziert. Der Rand der Mediumflastivurde nach dem Offnen unter
der Bank abgeflammt, um dort angesiedelte Keimeutében. Alle Zellkulturmedien
enthielten 100u/ml Penicillin, 0,1mg/ml StreptomydcPenicillin/Streptomycin, PAA,
Cdlbe) und 2,5ug/ml Amphotericin B (PAA), um denfédkeder Kulturen mit Bakterien
oder Pilzen zu verhindern. Weitere Kontaminatiomemden auch durch den Gebrauch
gestopfter Pipetten vermieden.

Immortalisierte Zellen wurden in Medium mit 10% dt#m Kalberserum (FKS, PAA)
bei 37°C kultiviert, wobei Hodengewebe oder aus ¢hoaden isolierte Zellen serumfrei
und bei 32°C wuchsen. In beiden Fallen enthieltAtrmosphare des Brutschranks 5%
CO,. Zum Waschen der Zellen wurde calcium- und magmefseies, steriles PBS
(PAA) verwendet. Vor Gebrauch wurden alle Losungeh37°C erwarmt.

2.2.1.2 Modelle zur Kultivierung testikularer Zellen
Das Hodengewebe wurde durch Orchiektomie 20 Tage Wlistar Ratten gewonnen.

Die nun folgende Kultivierung des Gewebes erfolgiEverschiedene Arten (Abb. 6):

Als ganzer Hoden / Organkultursyste®er Hoden wird nach Entfernung der Tunica

albuginea als gesamtes Organ in Kultur genommere Biablierung dieses

Kultursystems wurde ausfuhrlich von Keilani (2008schrieben.

Als Tubulusfragmente oder vereinzelte testikularelleh (zusammenfassend als

Zellkultursystem bezeichnet): Der Hoden wird nagctif&@nung der Tunica albuginea
mechanisch zerkleinert und die so erhaltenen Zdildtiviert. Die Methodik ist in den
Kapiteln 2.2.1.3 - 2.2.1.8 ausfihrlich beschrieben.
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Orchiektomie 20d alter Wistar Ratten

Entfernen der Tunica albuginea des Hodens > Q N

Organkultur

@) é’\
Tubulusfragmente
Zellkultursystem

0000 o0

Vereinzelte Zelle

Mechanische Zerkleinerung verschiedene
mit Medimachin Filter

Abb. 6: Modelle zur Kultivierung testikularer Zellen

2.2.1.3 Isolierung primarer Zellen aus Hodengewebe

Das Medimachine-System (Becton Dickinson) ist estendardisierbare Methode zur

mechanischen Disaggregation von Gewebe, bestelsndtai Komponenten:

1. Medimachine: Sie arbeitet bei ca. 80 rpm.

2. Medicons™: Sie enthalten ein Sieb mit etwa 100 hexagonatishérn, in welchen
die hindurchgepressten Gewebefragmente von je 6raMilessern zerkleinert
werden und in das Medium am Boden des MediconsrfaNon dort aus kdnnen
sie mit einer Spritze abgesaugt werden.

3. Filcons™: Nach der Zerkleinerung des Gewebes wird die dsfisnsion mit einem
Filcon gefiltert. Je nach gewahlter PorengrofRe kénZellaggregate, einzelne
Zellen oder Zellkerne den Filter passieren, wathnenveils groRere Bestandteile
zuruckgehalten werden.

Die Medicons und Filcons wurden stets in einergiedfombination verwendet (Tab.

1), um bestimmte Anteile des Hodengewebes zu erhalt

Tab. 1: Kombination von Medicons und Filcons (syringe fype

Medicon Filcon Verwendung

PorengroRe  Porengroélie

35um 100pm Isolierung von Zellen und kleinerenaggregaten
50um 500um Isolierung von Tubulusfragmenten
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Alle Arbeitsschritte wurden unter der mikrobiologen Sicherheitswerkbank
durchgefuhrt. Ein Medicon konnte fur 4 Hoden (ca0@ Gewebe) verwendet werden.

Das Filcon wurde jeweils nach der Filtration vom2@ellsuspension erneuert.

Arbeitsgang

Das Hodengewebe wurde vor und nach der IsolieramgBrutschrank bei 32°C in
DMEM/F12 (1:1) aufbewahrt. Mit dem Skalpell wurderdzu bearbeitende Hoden in
winzige, ca. 10mrhgroRRe, Stiicke geschnitten und mit reichlich Medhefeuchtet.

Ein frisches Medicon wurde zwei mal mit 750ul Madivorgesplilt, anschlie3end mit
4 bis 6 Gewebestuckchen und 750ul Medium befiilltgie Medimachine eingesetzt
und diese etwa 45 Sekunden laufen gelassen. Disugpénsion wurde mit einer
Kanile (1,2mm Durchmesser) in eine Spritze gesandtdas Medicon im Anschluss
einmal mit Medium nachgespult. Im nachsten Schritirde es wieder mit
Gewebestickchen und 750ul Medium befllt.

Wenn die Spritze voll war, wurde die Zellsuspengilomch ein vorher angefeuchtetes
Filcon langsam in ein 50ml Gefal3 (Falcon) filtriemdd im Brutschrank aufbewabhrt.
Diese Schritte wurden so oft wiederholt bis alledklio verarbeitet waren.

Danach wurde die gefilterte Zellsuspension 6 minG@® rpm zentrifugiert, das Pellet
resuspendiert und die Zentrifugation wiederholt.sDRellet wurde nun in der
gewilnschten Menge Medium aufgenommen und auf diétigge Anzahl von Wells
verteilt. Die Kultivierung testikularer Zellen etége stets bei 32°C und 5% GO

2214 Vitalitatsfarbung und Zellzahlung

Nach der Isolierung wurden 10ul Zellsuspension 90l Trypan Blau Lésung (ICN

Biomedicals) gefarbt. Der Farbstoff dringt nur otet Zellen ein, lebende Zellen mit
intakter Zellmembran bleiben ungefarbt.

Eine Neubauer-Zahlkammer wurde mit gefarbter Zspsmsion geflllt und die

ungefarbten Zellen in 4 Grof3-Quadraten gezahlt. derm Mittelwert wurde, aufgrund

des eingeflllten Volumens von 0,1ul, die Zellzaml der Ausgangssuspension mit
folgender Formel bestimmt: Mittelwert x 40= Zellzahl/ml Zellsuspension. Der
Verdinnungsfaktor der Trypan Blau Lésung muss diedtdnd durch Multiplikation

mit 10 herausgerechnet werden.
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2.2.15 Anreicherung von Sertoli-Zellen

Die Anreicherung von Sertoli-Zellen aus einer 4edlsension aller testikularer Zellen,
wie man sie nach Isolierung mit der Medimachineakrterfolgte nach Buzzard et al.
(2002). Die Zellsuspension wuchs 48 bis 72 h in DMEL2 1:1 mit 400IE/|
rekombinantem humanem FSH (rhFSH, Puregon, Organon)unbeschichteten
Zellkulturflaschen (Greiner) an. Dabei wuchsenRegitubularzellen als Monolayer auf
dem unbehandelten Material an, wahrend die Settlen eher Zellaggregate bildeten
und nur leicht anhefteten. Die Sertoli-Zellaggregatonnten nun durch leichtes
Antippen der Kulturflasche abgelost, mit dem Ubmngt abgesaugt und auf
lamininbeschichtete Flaschen (1pgfe®igma) ausgesat werden.

2.2.1.6 Anreicherung von Keimzellen
Die Keimzellen wurden durch immunmagnetische Sdjmaraangereichert. Dazu
benutzten wir folgende Materialien:

« Dynabead3M-450 Epoxy, Dynal Biotech

* Ziege anti-Maus SCF-R/c-kit R&D Systems

e 0,1M Phosphatpuffer, pH 7,4 besteht aus 0,2M Nahbsphat, 19ml
0,2M NaH-Phosphat, 81ml
100ml A. dest.

Prinzip der immunmagnetischen Separation

Die DynabeadsR M-450 sind magnetische Kigelchen amém Durchmesser von
4,5um, die mit Antikdrpern oder anderen Ligandeschehtet werden kénnen. Mit
Hilfe der Dynabeads kann eine beliebige Zellaggen die man einen Antikorper
besitzt, aus einem heterogenen Zellgemisch isalierten.

Wir verwendeten einen Antikdrper, der spezifisclyageein Epitop von c-kit gerichtet
war, beschichteten die Dynabeads damit und inktgnediese mit einem Gemisch
frisch isolierter testikularer Zellen. Dabei baner d\ntikbrper auf den Dynabeads an
den c-kit-Rezeptor, welcher auf den Keimzellen awpart ist. Durch Anlegen eines
Magnetfeldes konnten die Dynabeads und somit aigecKeimzellen aus dem Gemisch

isoliert werden.
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A) Waschen der Beads

Um die Dynabeads zu resuspendieren, wurde der BelZmin geschuttelt und 250l
(entsprechend £Beads) sofort in ein Reagenzglas pipettiert. Daag@nzglas wurde
60 sec in einem Magnethalter platziert, der Ubarstabpipettiert, das Reagenzglas
wieder aus dem Magnethalter entfernt, reichlicivDRhosphatpuffer zugegeben und 2
min geschuttelt. Dieser Waschschritt wurde noch imak wiederholt und die
Dynabeads beim letzten Mal in 550ul Phosphatpudtdgenommen. Jetzt waren die

Dynabeads bereit zum Beschichten.

B) Beschichten der Beads

Es werden folgende Konzentrationsverhaltnisse in @wdgulltigen Beschichtungs-
Lésung empfohlen:

» Salz-/Pufferkonzentration > 0,05M

« 4-8x 16 Beads/ml

« 5ug AK/10 Beads

Um eine homogene Suspension zu erhalten, wurden Dgieabeads in 550ul
Phosphatpuffer fir 1 min gemischt und 250ul in Phagpuffer geldster anti-c-kit
Antikorper (50ug) dazugegeben. Die Dynabead-AngkorMischung inkubierte 20 h
bei 4°C und 20 Umdrehungen/min auf einem Rotatabifhco, Radius 9cm, Gerlinde
Kisker). Nach 30 min wurden 200ul 2,5% BSA (Endkamzation 0,5%) als

Blockierungsprotein hinzugegeben.

Nach der Beschichtung wurde das Reagenzglas im &ftagnethalter gestellt und der
Uberstand, der die ungebundenen Antikdrper entledltiernt. AnschlieBend folgten
drei Waschschritte in PBS mit 0,5% BSA bei 4°C.rBdetzten Waschen wurden die
Beads in einem definierten Volumen aufgenommenw@ien nun gebrauchsfertig und
bei 2°C bis 8°C mehrere Monate haltbar.

C) Isolierung der Keimzellen

Die primaren testikularen Zellen wurden mit der hheachine (vgl. 2.2.1.3) prapariert,
die zu isolierende Keimzellzahl geschatzt und daigémisch langsam auf 2°C bis 8°C
heruntergekiihlt. Die mit anti-c-kit beschichteterynBbeads (19 wurden zu 4ml
Zellsuspension (2 x £nl) gegeben, so dass ein Verhaltnis von 12,5 Beadl<Zelle
vorlag (idealer Bereich: 4 - 50 Beads pro Zelledsbemisch inkubierte fir 20 min bei
4°C und 20 Umdrehungen/min auf dem Rotator. Im Mgalter erfolgte anschlieRend
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die Entfernung der ungebundenen, in Losung vorlidga Zellen. Die an die
Antikérper und somit an die Beads gebundenen Zellerden in PBS mit 0,5% BSA
resuspendiert, 4 bis 6 mal gewaschen und samt Beaddedium nach Staub (vgl.
2.2.2.2) kultiviert.

Nach gelungener Isolierung sollte die Zellablosunggrund von Antigen-turnover
durch Inkubation tUber Nacht erfolgen. Dabei stoden Dynabeads die Proliferation

nicht, proliferierende Zellen tberwachsen die Beads

2.2.1.7 Zellkultur mit Extrazellularmatrix (ECM)

Testikulare Zellen wurden, alternativ zur Kultiwag auf Zellkulturplastik, auf und in
Extrazellularmatrix (Matrigé!, BD) kultiviert, um morphologische Unterschiede zu
untersuchen. Bei der Kultivierung auf ECM wurdee diells einer 12-well Platte mit
400ul eiskaltem Matrigel beschichtet, eine halba8¢ bei 37°C gehartet und dann ca.
10> Zellen in 2ml Medium daraufgegeben. Bei Kultivieguin ECM wurden ca. £0
Zellen in 400ul Medium mit 400ul eiskaltem Matriggdmischt und mit 2ml Medium
Uberschichtet. Um die Zellen wieder aus der ECMatiszulésen, wurde MatriSperse
Cell Recovery Solution (Becton Dickinson) verwendgsi 2°C bis 8°C depolymerisiert
sie die ECM ohne enzymatischen Verdau.

Vorbereitend wurden die Zellen dreimal mit eiskaltEBS gewaschen. Die Gelschicht
wurde in ein Falcon Uberfiihrt und 2ml Cell RecoveBplution pro 12,25cf
Kulturflache zugegeben. Nach 30 min Inkubation45& wurden nochmals 1 bis 2ml
zugegeben, das Falcon geschwenkt und weitere 3®isith h inkubiert. Das Absetzen
der Zellen auf dem Boden des Falcons zeigte daaudiisen aus der Matrix an. Nach
vollstandiger Verflissigung des Gels wurde 5 mih 830rpm bei 4°C zentrifugiert und
das Pellet anschlieRend noch zweimal mit eiskaP&8 gewaschen. Nun konnten die

Zellen weiter aufgearbeitet werden.

2.2.1.8 Einbettung der Tubulusfragmente und Zellagregate

Dieser Arbeitsschritt erfolgte in Zusammenarbeit odem Institut fir Anatomie und
Zellbiologie Marburg (AG Georg Liers).

Die Tubulusfragmente und Zellaggregate wurden awn dMedium in 4%
Paraformaldehyd, 0,15M HEPES, pH 7,4 Uberfuhrtfim@B0 min bei Raumtemperatur
fixiert. AnschlieBend wurden sie bei 1000 x g inegi Zentrifuge sedimentiert und in

1xPBS gewaschen. Nach wiederholter Zentrifugatioarden die Fragmente in
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flissiger, warmer Agarose (2% in 1xPBS) resuspendiend durch deren

Polymerisation bei RT eingebettet. Kleine Agaro8ekthen (g ~2 mm) wurden nun in
ein bereits fixiertes, invertiertes Dunndarmfraginger Maus Uberfihrt und auf beiden
Seiten mit Nahgarn abgebunden. Die so in Agarosg# Darm eingeschlossenen
Tubulusfragmente lie3en sich ohne weiteren Gewehestan Paraffin einbetten. Dazu
wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe dieteyt und anschliel3end fur 24h in
Zedernol (Merck, Darmstadt) inkubiert. Danach kemnsie in 62°C warmes flussiges

Paraffin (Vogel histo com, Giessen) eingebettetierr

2.2.2 Aufbau der Zellkulturversuche mit primaren Keimzellen

2221 Untersuchung der TGR-induzierten Apoptose
* Rekombinantes humanes T@E- PAN (Aidenbach)
* Rekombinantes humanes T@E- PAN (Aidenbach)

* Pentacosapeptid, bestehend aus AS 41 bis 65 vor32@&Huang et al., 1997)
Sequenz: ANFCAGACPYLWSSDTQHTKVLSLY,
synthetisiert von Seqlab (Gottingen)

* Bouin’sche Losung (15 Teile Pikrinsdure, 5 TeilerRalin, 1 Teil Eisessig)

Der Einfluss von TGHB1 und / oder 32 auf die Keimzellapoptose wurde sowohl im

Organkultursystem als auch im Zellkultursystem tsueht. Das Grundmedium bestand

aus DMEM/F-12 (1:1; PAN), dem fur jeden Versuclsdh 10mg/l Gentamycinsulfat
(Sigma), 60mg/l G-Penicillin (Sigma), 1g/l BSA (8ig) und 0,1mM 3-isobutyl-1-
methylxanthin (Sigma) zugefiigt wurde (Yan et a800Q@).

a) Organkultur

Nach Entfernung der Tunica albuginea wurden diedfoginzeln in 12-well Platten in
3ml Medium fir 24 h mit folgenden Zusatzen kultivie

* TGF$2 (15ng/ml)

* Peptidantagonist (PA) (1-20uM)

 TGF$2 (15ng/ml) und Peptidantagonist (20puM)

* Kontrolle (Medium ohne Zusétze)
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Anschlie3end wurden die Hoden in Bouin-Losung &cht fixiert, entwassert und in

Paraffin eingebettet. Die Gewebebltcke standen fliureine HE- oder anti-aktive

Caspase-3-Farbung zur Verfugung. Der Versuchsalsbinf Abbildung 7 dargestelit.

Kultivierung von
Hoden fir 24h in

- 15ng/ml TGFB2
- 15ng/ml TGFB2
und 20uM PA [
-1uM PA
-10uM PA

Fixierung
und
Einbettung
in Paraffin

- 20uM PA
- Kontrolle /

Hoden direkt nach
Entnahme (0 h) fixie

Darstellung der

HE-Farbung —> i
Morphologie

Féarbung und
Quantifizierung
apoptotischer

Immunhistochemie
mit anti-aktiver —>
Caspas-3

Keimzeller

Abb. 7: Untersuchung TGB-induzierter Apoptose in Organkultur

b) Zellkultur

Im Anschluss an die Isolierung primarer testikuiaellen (vgl. 2.2.1.3) wurden diese
24 bis 48 h anwachsen gelassen und dann fur 12i2ddh mit 15ng/ml TGBL oder -
B2 stimuliert. Als Positivkontrolle dienten HelLa K, die fur 3 h mit 1pM

Staurosporine (Sigma) in DMSO behandelt worden wasfnschlielend wurde die

Apoptoserate anhand der Caspase-3 Aktivitat (vgR.62 und die Anzahl der

Spermatogonien und Spermatocyten anhand der MSReltation (vgl. 2.2.7) versus

unbehandelter Kontrolle gemessen. Der Versuchsbgddnt aus Abbildung 8 hervor.

Isolierung von Zellen aus Hodengewebe und Anwachi#e?d — 48h

Stimulation mit 15ng/ml TGBL oder TGH2 fur 24h

v

Messung der Caspase-3-Aktivita
als Mal} fur die Apoptoserate

|

v

Messung des Makrophagen
stimulierenden Proteins als Malff
fur die Keimzellzalt

Abb. 8: Untersuchung TGB-induzierter Apoptose in Zellkultur
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2.2.2.2 Untersuchung der Differenzierung

a) Organkultur

Die Hoden wurden fur 1 bis 3 Wochen in speziell den Firma PAN Biotech nach der
Publikation von Staub et al. (2000) angefertigteenumfreien Medium kultiviert.
Gleich zu Beginn und nach jeder Woche in Kultur deauein Hoden in Bouin L6sung
fixiert und zur Beurteilung der Morphologie und f@ifenzierung eine HE-Farbung

durchgefuhrt. Der Versuchsablauf ist in Abbildunde@gestellt.

Kultur dekapsulierter
Hoden fiir 1, 2 oder 3

~a | Fixierung und
Wocher Einbettungin | — HE-Farbung
Hoden direkt nach > | Paraffin v
Entnahme (0 h) fixie Beurteilung der
Morphologie und
Differenzierung

Abb. 9: Untersuchung der Keimzelldifferenzierung in Orgaitu

Medium nach Staub et al. (2000):

Grundmedium DMEM/F12
mit 15mM Hepes und 1,29/l Bicarbonat
Antibiotika Gentallin 20pg/ml
Nystatin 20u/ml
Sonstige Zusatze Insulin 10pg/mi
Transferrin 10pg/mi
Vitamin C 10'M
Vitamin E 10pg/mi
Retinol 3,3 x 16M
Retinolsaure 3,3x Im
Pyruvat 16Mm
Testosteron 1m
O(vine) FSH 1ng/ml (Sigma)
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b) Zellkultur

Im Anschluss an die Isolierung primarer testikuléZellen (vgl. 2.2.1.3) wurden die
vereinzelten Zellen in Zweikammersystemen mit Itsséd,4um PorengroRRe, Faldi
und die Tubulusfragmente in Einkammersystemenwatti

Zweikammersysteme bestehen aus einer Kammer (ffhsenit durchlassiger
Bodenmembran, die in ein Zellkulturwell eingehéamgtd. Das Medium wird in das
Zellkulturwell gefallt und nur dort gewechselt. Rbrdie Bodenmembran des ,Inserts*
gelangt das Medium in das ,Insert“, in dem sich dedlen befinden. In einem solchen
Zweikammersystem konditionieren die kultiviertenll@e das umgebende Medium,
wodurch sie ihr eigenes Milieu schaffen, welcheassdei jedem Mediumwechsel
verloren ginge.

Zur Stimulation der Differenzierung wurden das Ghmedium DMEM/Ham’'s F12
(1:1; mit L-Glutamine, 15mM Hepes, 1,29/l NaHg®AN) mit folgenden Zusatzen

erweitert (jeweils frisch zugegeben):

« Testosteron 10 Sigma

e  Pyruvat 1mM Sigma

» Fotales Kalberserum (FKS) 0% oder 1% PAA
* rekombinantes humanes FSH, Puregon 100/ 200IE/I Organon

Tubulusfragmente / Vereinzelte Zellen

v

Zeit: 2 oder 4 Wochen

Zusatze: 0% FKS + 100 oder 200 IE/I| FSH

1% FKS + 100 oder 200 IE/I FSH

' v

Einbettung der Tubulusfragmem|e
RT-PCR mit stadienspezifischel und Zellaggregate

Markern der Spermatogenese HE- und immunhistochemische

Farbung
y ]

Bestimmung des in vitro-
Differenzierungsgrades

—

Untersuchung der Morphologie

Abb. 10: Versuchsaufbau der Untersuchung der Keimzelldiffeierung in Zellkultur
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2.2.3 Kultivierung immortalisierter Zellen

Helen Lancey (HelLa) Zellen wurden in DMEM ,high gase” (mit 4,59/l Glucose, L-
Glutamine, 25mM Hepes, Na-Pyruvat, 3,79/l NaHe&i 37°C kultiviert.

Auftauen immortalisierter Zellen

Der Auftauprozess muss maoglichst schnell vonstagemen. Dazu wurden die Zellen
im Kryocup direkt aus dem Stickstoff (-196°C) insa¥¢erbad von 37°C befdrdert.
Sobald sie aufgetaut waren, wurden die ZellennnFailcon mit 25ml Medium gegeben
und 8 bis 10 min bei 48 g zentrifugiert, um das BDM&u beseitigen. Das Pellet wurde
in 1ml Medium resuspendiert und zum Anwachsen \gswmgise in eine 25¢m

Zellkulturflasche mit 8 bis 10ml Medium gegeben.

Mediumwechsel

Das Medium wurde mdglichst vollstandig mit der Ripeabgesaugt, die Zellen mit
warmem, calciumfreien Zellkultur-PBS bedeckt undsdamvenkt, dieses wiederum
abgesaugt und frisches Medium dazugegeben.

Passagieren der Zellen

Zum Passagieren wurde das Medium der Zellen abgesad die Zellen mit warmem
Zellkultur-PBS gewaschen. Nach Abziehen des PBRIeub00pul 1x Trypsin-EDTA-
Lésung (PAA) auf die Zellen gegeben und diese im Brutschrank bei 37°C gestellt.
Die Inkubation dauerte, je nach Zellart, 1 bis % mnd wurde beendet, wenn sich die
Zellen bei leichtem Klopfen von der Platte |0stBas Abstoppen der Reaktion erfolgte
durch Zugabe von 25ml Medium, welches dann in @lcdn Uberfihrt und bei 48 x g
fur 8 bis 10 min zentrifugiert wurde. Der Uberstamarde verworfen, das Pellet in 1ml
Medium aufgenommen und in den gewlnschten Verdigemunauf die neuen

Zellkulturflaschen verteilt.

Einfrieren immortalisierter Zellen

Einzufrierende Zellen wurden passagiert und durdminitige Zentrifugation

pelletiert. Das Pellet wurde in 900ul Medium aufg@amen, die Zellsuspension in ein
Kryocup gegeben und 2 bis 3 h im Kuhlschrank auf 4feruntergekihlt. Danach
erfolgte die Zugabe von 900ul 20% DMSO (1:5 mit Med verdinnt), um die

34



MATERIAL UND METHODEN

Eiskristallbildung beim Einfrieren zu verhindernafh wurden die Zellen 1°C pro
Stunde bis auf -80°C heruntergekuhlt und anschiié e flissigem Stickstoff (-196°C)
aufbewahrt. Um das langsame Abkihlen zu ermdégliclvenmrde das Kryocup in
Alufolie gewickelt und in einem Styroporkasten da#zt, in den Gefrierschrank bei
-80°C gestellt.

2.2.4 Histologische Methoden

2.2.4.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebe wurden emem Rotationsmikrotom
(Leitz, Wetzlar) 5um dinne Schnitte anfertigt. Riesurden in 40°C warmes Wasser
iberfilhrt und auf sialinisierte Objekttrager (Stest® Plus, Menzel-Glaser)
aufgenommen. AnschlieBend wurden sie zur Trocknundg Anheftung auf dem
Objekttrager Gber Nacht in den Trockenschrank BeC3yestellt.

Vor der jeweiligen Farbung erfolgte die Entpara#nung mit Xylol fir 3x5 min,
anschlielBend die Rehydrierung in einer absteigerAdeniholreihe und Waschung in
A.dest. und 1xPBS fir jeweils 5 min. Danach konntelle HE- und
immunhistochemischen Farbungen durchgefiihrt werderschlielend wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe delgrtiund nach 2x5 min Inkubation in
Xylol mit Entellan (Merck) eingedeckelt.

2.2.4.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung)

Um die Morphologie des Hodengewebes in den jevemliyersuchen zu beurteilen,
wurden die Gewebeschnitte nach Hamatoxylin-Eosige&bt. Dazu wurde Mayers
Hamalaunldésung (Merck) und Eosin G (Merck) verwenddayers Hamalaunlésung
war gebrauchsfertig, das Eosin wurde als 1%ige ngigs€osung verwendet und mit
einem Tropfen Eisessig angesauert.

Die entparaffinierten Schnitte farbten etwa 10 mm H&malaun und wurden
anschlie3end 10 min in Leitungswasser geblaut.Hambung in Eosin erfolgte fir 5 bis
7 min. Die folgende Dehydrierung und Eindeckelungde wie in 2.2.4.1 beschrieben
durchgeflhrt.
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2.24.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden in do&iri8en mit dem EnVisiol

Detektionssystem (DAKO) durchgefuhrt:

1. Der Primarantikorper (Tab. 2) bindet das Epitgggen das er gerichtet ist.

2. Der Sekundarantikorper (Tab. 3) bindet an deszisgspezifischen Fc-Teil des
Primarantikorpers. Beim EnVision-System (DAKO) ish den Fc-Teil des
Sekundarantikoérpers ein Dextranpolymer gebundefghes eine grof3e Zahl an
Meerrettich-Peroxidasen tragt und somit das Signakin Vielfaches verstarkt.
Hierdurch wird die Hintergrundfarbung herabgesetrid der Einsatz des
Primarantikorpers in geringen Konzentrationen erinbg

3. Als Chromogen wurde 3,3-Diaminobenzidin Tetrabgtilorid (DAB)
verwendet. Es wird von der Peroxidase zu einemnamauunloslichen Farbstoff

oxidiert, der nun das vom Primarantikérper erkafatggen markiert.
Fur die Primarantikorper (Tab. 2) wurden die optanaAntikdrperkonzentrationen
durch Verdinnungsreihen auf immaturem und adulteoderdgewebe der Ratte

ermittelt. Die Verdinnung des Erstantikorpers gt®in Antibody Diluent (DAKO).

Tab. 2: Primarantikdrper

Primérer Antikérper  Art Verdunnung Produzent gemtlyegen Firma

Anti-aktive Caspase-3 monoklonal 1:60 Kaninchen 8&ébnMaus BD Pharmingen

Anti-c-kit polyklonal  1:150 Ziege Maus Santa Cruz

Anti-alpha smooth monoklonal 1:1000 - Maus Mensch Sigma

muscle actin 1:2000

Anti-Mullerian polyklonal  1:500 Ziege Mensch Santa Cruz

inhibiting substance

Anti-Stem cell factor polyklonal  1:50 - Kaninchen Mensch Santa Cruz
1:1500

Anti-Transition polyklonal  1:100 Kaninchen Mensch® Steger (GielRen)

Protein 1

Anti-Protamin 1 polyklonal  1:50 Ziege Maus Santatr

Anti-OSP/Claudin-11  polyklonal  1:100 Kaninchen Maus Zymed

Der TP1-AK ist gegen die menschliche TP1-Sequen2%33: KSRKRGDDANgerichtet.
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Tab. 3: Sekundarantikérper

Sekundarer Antikorper Verdinnung Firma
Anti-rabbit envision labelled polymer DAKO
Anti-mouse envision labelled polymer gebrauchgertiésung DAKO
Anti-goat universal immuno-peroxidase polymer (bliste) Medac

Standard Arbeitsgang

Die Gewebeschnitte durchliefen die Entparaffinigruimd Rehydrierung wie in 2.2.4.1
beschrieben und wurden 3x5 min in 1xPBS gewascHém die endogene
Peroxidaseaktivitat des Gewebes auszuschalten.ewuig Schnitte 20 min in 1xPBS
mit 3% HO, (Merck) inkubiert und dann 3x5 min in 1xPBS gewest Die
Demaskierung der Antigene erfolgte durch Anwendumg Hitze. Die Schnitte wurden
standardmafiig bei 94°C in einem Kocher (Dampfgsi@tigourmet, Braun) in Target
Retrieval Solution (pH 6,1, DAKO) fur 30 min erhitoder alternativ in einer
Mikrowelle in 10mM Natrium-Citratpuffer (pH 6) 3x&in bei 600 Watt gekocht und
anschlieend 20 min bei RT abgekthlt. Nach erneM&schen fir 3x5 min in 1xPBS
wurden die Schnitte 20 min in 1xPBS mit 2% Magechplulver (Fluka) inkubiert, um
unspezifische Bindung der Antikdrper zu verringern.

Nach Abklopfen der Magermilch erfolgte die Inkulbati mit den jeweiligen
Primarantikorpern (Tab. 2) in einer feuchten Kammier60 min bei RT. Anschliel3end
wurde 3x5 min in PBS gewaschen, um ungebundenedkRaimtikbrper zu entfernen.
Nun wurden die Schnitte 30 min mit dem peroxidakegpelten Sekundarantikorper
(Tab. 3) inkubiert, der ebenfalls durch WascheRRES fir 3x5 min entfernt wurde. Die
Substratlosung (1:50 Verdinnung von DAB-SubstraDA&B-Diluent) wurde auf die
Schnitte gegeben und 2 bis 10 min im Dunkeln belas®Nach mikroskopischer
Kontrolle wurde die Reaktion durch Spulen mit Astdeendet, die Schnitte nochmals
3x5 min in PBS gewaschen und anschlieRend mit Hiuma(l:2 verdinnt) 1 bis 3 min
gegengefarbt und 3 min in Leitungswasser gespiiin Schluss wurden sie wie in
2.2.4.1. beschrieben dehydriert und mit EntellaM@rck) eingedeckelt.

Arbeitsgang fur Protamin 1
Um eine immunhistochemische Farbung von Protamireides sehr eng mit dem
Chromatin assoziierten Proteins, durchfihren zunkén war eine ausgiebigere

Demaskierung als bei der Standardmethode notwendig.
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* Proteinase K-Puffer, pH 8,0 100mM Tris, 50mM EDTA

« SDS/DTT/EDTA-LOsung 0,5ml 10% SDS, 385,5mg DTT @nd 0,5M
EDTA-Lsg. und 50ml 0,1M Tris (pH 8,4 - 8,6)

* DNase | (Promega) 40u/mi 2ml 0,05M Tris, 20ul 1M GAg
80u DNase | (Promega)

* Blockierungslésung 8g Magermilchpulver (Fluka)ltOml 0,5M Tris,
200p! Triton X-100 (pH 7,2 - 7,4)

Zuerst wurde eine Hitzedemaskierung in der Mikrdevelie im Standard Arbeitsgang
durchgefuhrt und die Schnitte nach dem Abkuhlen @ in 1XPBS gewaschen. Nun
erfolgte eine Inkubation in 5M Harnstoff-Lésung (@5-9,0) fur 10 min bei RT und
nach kurzem Abwaschen in 1xPBS eine enzymatischiearigbung mit 1pg/ml
Proteinase K fir 30 min bei 37°C. Die Verdunnungdeuauf Eis mit Proteinase K-
Puffer hergestellt und die Reaktion durch Abwasch@h 1xPBS beendet. Danach
wurde das Gewebe fur 10 sec mit 4°C kalter, 20%igsigsaure behandelt und dann
sofort mit 1XPBS abgewaschen. Die Schnitte wurderewd 10 min bei RT mit 5M
Harnstoff-Loésung Uberschichtet, und nach dem Alspinit 1xPBS, 25 min bei 37°C
in 0,5M EDTA-Puffer (pH 8,5) inkubiert. Dieser wureééntfernt und die Schnitte fur 3
bis 4 min mit 37°C warmer SDS/DTT/EDTA-L6sung bekte®ie Schnitte wurden in
1xPBS gewaschen, bevor ein Verdau mit 40 u/ml DNiadér 10 min bei RT
durchgefihrt wurde. Nach dem folgenden Wascherbfamin in 1xPBS wurden die
Schnitte zur Abséttigung unspezifischer Bindung@nhbs 60 min bei 37°C in der
Blockierungslésung belassen. Nun erfolgte die laitiom mit dem Primé&rantikorper

und alle weiteren Schritte nach dem Standardprditoko
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2.2.5 Molekularbiologische Methoden

2.25.1 RNA-Isolierung und Konzentrationsbestimmung

RNA-Isolierung

1 x TE-Puffer pH 7,5 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
Die Isolierung der Total-RNA aus Hodengewebe etéolgit TRIzof™ (Invitrogen).
Um den Abbau von RNA wahrend der Isolierung zu \&d®n, wurde die Praparation
auf Eis und alle Zentrifugationsschritte bei 4°Catgefiihrt.

Jeweils 50-100mg Hodengewebe wurde mit 1ml Trizohbgenisiert (Ultra Turrax®),
das Homogenat mehrmals durch eine Kanile (@ 0,7gezpgen, um genomische
DNA zu zerstéren, und dann mit 0,5ml Chloroformsetet. Nach 15 sec kraftigem
Schitteln und 5- bis 10-mindtiger Inkubation bei Bifolgte die Zentrifugation bei

12.000 rpm fir 15 min. Hierdurch ergab sich mar dirennung in drei Phasen:

e obere, wéassrige Phase enthalt die Total-RNA
* mittlere, weildliche Phase enthalt Proteine urtteFe
* untere, rotliche Phase enthalt die genomische DNA

Die obere farblose Phase wurde abgenommen, erne,ml Chloroform versetzt
und 2 min kréaftig geschuttelt. Nach einer ernedentrifugation bei 12.000 rpm fur 15
min wurde wiederum die obere Phase abgenommen,Chidroform versetzt und
nochmals zentrifugiert. Dieser Schritt wurde audtm ein drittes Mal wiederholt.
Anschlie3end wurde der oberen Phase 0,5ml Isopobpargegeben, 10 min bei RT
inkubiert und bei 12.000 rpm fur 30 min zentrifugieDieser Schritt bewirkt das
Ausfallen der RNA als Pellet, welches nun nach Aimne des Uberstandes mit 1ml
70% Ethanol gewaschen und bei 8.000 rpm flir 5 ramr#ugiert wurde. Das Ethanol
wurde abgenommen und das luftgetrocknete Pell&0p TE-Puffer (1:10 verdinnt,
enthalt 1:50 verdinntes RNasin 40u/ul, Promegajedmmen. Zum besseren Ldsen
des Pellets wurde die Probe vor der Messung der -Rbizentration einmal

eingefroren und wieder aufgetaut.

Die Isolierung der Total-RNA aus Zellen in Kulturfa@gte mit TRIzol LSM
(Invitrogen). Die folgenden Arbeitsschritte singtfadentisch mit der Aufarbeitung des
Gewebes in TRIz&Y. Zuerst wurden die Zellen mit Zellkultur-PBS gewfasn und
anschlieRend in 0,3 bis 0,4ml Trizol LS pro 18dmwachsene Flache durch Auf- und
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Abziehen mit der Pipette lysiert. Durch Zugabe \200ul Chloroform pro 750ul
TRIzol LS, 10-minutiger Inkubation bei RT und Zefugation bei 11.000 rpm fir 15
min ergab sich die schon oben beschriebene Phaseaotrg. Die RNA-Prazipitation
erfolgte mit 500ul Isopropanol pro 750ul TRIzol u&d 10-minutiger Zentrifugation
bei 11.000 rpm. Das RNA-Pellet wurde mit 1ml 70%hdttol pro 750ul TRIzol
gewaschen, 5 min bei 8.000 rpm zentrifugiert undAnschluss in 50ul TE-Puffer
(1:10 verdiinnt, enthalt 1:50 verdiinntes RNasin4lQ&®romega) gelost.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Messung der Nukleinsdaurekonzentration und Rzinkder Probe wurde
photometrisch (Gene Ray UV Photometer, Biometraghiyefihrt. Hierzu wurde die
Absorption von 2ul RNA-LOsung in 68l A. dest. ine&r Quarzkivette bei 260nm und
280nm bestimmt. Bei 260nm wird die Konzentration Makleinsauren und bei 280nm
die der Proteine gemessen. Das Verhéltnis der pbsaen bei 260nm/280nm dient als
Indikator fur die Reinheit der Nukleinsaureprobeme saubere Préparation hat ein

Absorptionsverhaltnis von 1,8 bis 2,0.

2.2.5.2 Reverse Transkription
Aus der RNA wird mit dem Omniscript Reverse Traisase Kit (Qiagen) cDNA
synthetisiert. Bei jeder reversen Transkription steislas RNasin frisch im Verhaltnis

1:4 mit 1x RT-Puffer auf 10u/pl verdinnt werden.nBeh wurde der Master-Mix

angesetzt.

Master-Mix (1-facher Ansatz):
10x RT-Puffer 2ul
dNTPs (5mM) 2ul
Oligo dT-Primer (10uM) 2ul
RNase Inhibitor (10u/pl) 1pl
Reverse Transkriptase (4u/ul) 1pl

Zwei ug RNA wurden mit nukleasefreiem Wasser aufll2ufgefillt und dazu 8ul
Master-Mix gegeben. Die reverse Transkription et®l durch eine einstiindige
Inkubation bei 37°C im Thermocycler. Die entstelfeee®NA konnte nun in der PCR

eingesetzt werden.
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2.2.5.3 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chainti@a PCR) ist ein Verfahren, um
Nukleotidsequenzen in vitro exponentiell zu ampidren und dadurch eine grol3e
Menge an identischen DNA-Sequenzen zu erhalten.cDNA ist dabei die Vorlage
(Template), an der sich ein Oligonukleotid Primarpanlagern kann. Ein Primer
besteht aus Oligonukleotiden, welche so konstruverden, dass sie komplementar zu
DNA-Sequenzen des zu untersuchenden Gens sind imdzue amplifizierendes
Fragment flankieren. Der Ablauf einer PCR gliedeh prinzipiell in drei Schritte:

1. Schmelzen/Denaturieren des DNA-Templates:

Bei ausreichend hoher Temperatur brechen die Watefbindungen zwischen den
Basenpaaren auf und es entstehen DNA-EinzelstrakmgeSchmelzpunkt liegen 50%
der DNA als Doppelstrang und 50% als Einzelstramg v

2. Annealing: Das Absenken der Temperatur auf die Annealing-Teatpe (AT)
ermoglicht die Anlagerung der Primer (Tab. 4) as @amplate.

3. Elongation: Bei Anheben der Temperatur auf 72°C synthetigareé thermostabile
Tag-Polymerase entlang der Vorlage eine komplemeitépie.

Diese drei Schritte werden 20 bis 30 mal wiederlsaltdass sich die Anzahl der Kopien
ab dem zweiten Zyklus bei jedem Zyklus verdoppelt.

Die PCR wurde mit dem Tag DNA Polymerase Kit (Qmgdurchgefuhrt. Zuerst

wurde ein PCR Master-Mix aus den folgenden Komptarehergestellt:

1-facher Ansatz: 10x Qiagen PCR Pufer S5ul
dNTP-Mix (10mM) 1ul
5’ Primer (100pM) 1pl
3’ Primer (100pM) 1pl
MgCl, (25mM) variabel
Taq DNA Polymerase (5u/ul) 0,25ul
Aqua bidest auf 48ul auffillen

In 1,5ml Reaktionsgfalle wurden 2ul der synthetsrecDNA vorgelegt, 48ul PCR
Master-Mix dazupipettiert und gut gemischt. Die Atfiation wurde in einem Peltier
Thermal Cycler (PTC 200, Biozym) mit dem folgendefCR-Programm

vorgenommen.
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Schritt 1 94°C 4 min

Schritt 2 94°C 45 sec

Schritt 3 AT 45 sec

Schritt 4 72°C 1 min 30 sec

Schritt 5 gehe zu Schritt 2 so oft wie Anzahl dgklen
Schritt 6 94°C 45 sec

Schritt 7 AT 45 sec

Schritt 8 72°C 5 min

Schritt 9 KiUhlung der Proben bei 8°C

Tab. 4: Primer zur Charakterisierung der Differenzierung

Sequenz des verwendeten Primerpaars Fragmaifitund Acc. No Position
lange MgCl,

GAPDH (27 zZyklen) — Housekeeping Gen 234 bp 59°C NM_017008

5-TCA TCA GCA ATG CCT CCT GC-3 1,5mM

5-GCT CAG GGA TGA CCT TGC C-3 12801299

1495-1513

Rc-kit-R (30 Zyklen) — Marker fur Keimzellerd39 bp 59°C NM_022264

5-CCC GTG AAG TGG ATG GCA C-3 1,5mM 2541-2559

5-AGG CGT CCT CAT GCA CGA G-3' 2961-2979

Transition protein 1 (RTP1) (25 Zyklen) — 162 bp 57°C NM_017056

Marker fir runde Spermatiden 1,5mM

5'-CGA CCA GCC GCA AAC TAA AG-3 22-41

5-ACA AGT GGG ATC GGT AAT TGC-3 163-183

Transition Protein 2 (RTP2) (25 Zyklen) — 339 bp 58°C NM_017037

Marker fir runde Spermatiden 1,5mM

5-ATG GAC ACC AAG ATG CAG AG-3 55-74

5-GTATCT TCG TCC TGA GCT AC-3' 374-393

Protamin 1 (RPROT1) (25 Zyklen) — 141bp  55°C NM_001002850

Marker fir elongierte Spermatiden 2,5mM

5-ATG GCC AGATAC CGATGC TG-3 1-20

5-CCT AAA GGT GTA TGA GCG GC-Z 122-141
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Optimierung der PCR-Bedingungen

Die errechneten Annealing Temperaturen weichenggelich von der optimalen
Temperatur ab. AuRerdem kann die Magnesiumkonzeniralie Prozessivitat der
Polymerase erhohen. Deshalb wurden die Annealimgp€eatur und die Mg@
Konzentration an einer Positivkontrolle (hier adulHoden) optimiert, bevor die PCR
mit den zu untersuchenden Proben durchgefuhrt wustendardmalig wurden die
Temperaturen AT + 2°C und die Mg&Konzentrationen 1,5mM, 2,0mM und 2,5mM
getestet.

Der 10x Qiagen PCR Puffer enthalt 15mM Mg@araus ergibt sich bei Einsatz von
5ul in 50ul eine endgultige Mg&Konzentration von 1,5mM. Zur Optimierung der
PCR-Bedingungen wurde die Mgt onzentration wie folgt verandert:

Endgultige MgCJ-Konz. in der Reaktion (mM) ‘ 15 2025 3,0 3,5 4,0 4,5

Einsatz an 25mM MgGlpro Reaktion (ul) ‘ 0 1 2 3 4 5 6

2254 Agarose-Gelelektrophorese
1x TBE-Puffer, pH 8,0 5,4g Tris-HCI

2,89 Borsaure

2ml 0,5M EDTA-L6sung

auf 1I mit A.dest. auffillen
Die in der PCR generierten DNA-Fragmente wurden iminAgarosegel nach ihrer
GrolRe aufgetrennt. Wegen der negativen Ladungesr iBhosphatreste wandert die
DNA in alkalischer Losung zur Anode. Ethidiumbromolekile interkalieren mit der
Doppelstrang-DNA und emittieren bei Anregung mit dUMht eine orange-rote
Fluoreszenz der Wellenlange 590 nm.
GielRen des Gels
Drei Gramm Agarose (Gibco) wurden in 150ml 1x TB&E#fer durch Kochen in der
Mikrowelle gelést, in eine Gelkammer gegossen undt mOOul 0,1%igem
Ethidiumbromid (Gibco) vermischt. Nach dem Erkaltes Gels wurde die Gelkammer
in die Elektrophoresekammer eingesetzt und dieséxiiBE- Puffer gefullt.
Probenvorbereitung
10ul PCR-Produkt mit 2ul Auftragepuffer (Load Dydu&Orange 6x, Promega)
wurden auf das Gel aufgetragen. Zur GroRenbestigrdanPCR-Fragmente diente ein
DNA-Marker aus 5ul bidest, 5ul DNA Base-Pair Ladded0Obp, Promega) und 2ul
Auftragepuffer.
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Gellauf
Das Gel lief fur 5 min bei 60 Volt und dann bis mewinschten Auftrennung der
Proben bei 90 Volt. AnschlieRend wurde es auf eifeamsilluminator bei 312nm mit

einer Digitalkamera (Powershot G2, Canon) photdyeap

2.2.6 Messung der Caspase-3 Aktivitat

Die Apoptoserate der testikularen Zellen nach Satmn mit TGFS1 und 2 wurde
anhand der Aktivitat der Caspase-3 mit dem Caspd¥ePP32 Colorimetric Assay Kit
(MBL) gemessen. Der Assay beruht auf der photoswtan Detektion des
Chromophors p-Nitroanilid (pNA), welches nach Spadf aus dem Substrat DEVD-
pNA durch die aktive Caspase-3 entsteht. Im Vecplanit einer nicht induzierten
Kontrolle erhalt man ein Mal3 fur die Apoptoser@as Caspase-3 Assay Kit enthalt:

. Zell Lyse Puffer

. 2x Reaktions Puffer

«  DEVD-pNA (4mM)

« DTT (M)

. Dilution Puffer

Arbeitsgang

Nach der Isolierung primarer testikularer Zellegl(\2.2.1.3) wurden je 5 x $@ellen
pro well einer 6-well Platte ausgesat und nach [24h48h die Apoptose mit 15ng/ml
TGF{1 oder B2 fur 12 h oder 24 h induziert. Fir jede Zeitspamueden Kontrollen
mit PBS mit 1% BSA (LOsungsmittel fur TR und f2) angesetzt. Als
Positivkontrolle dienten HelLa Zellen, die fur 3 htmuM Staurosporine (Sigma)
behandelt wurden und mit einer Zelldichte von 1R Zellen pro well einer 12-well
Platte 12 Stunden vorher ausgeséat wurden.

Im Anschluss wurden die Zellen in 100ul kaltem Zgjse Puffer aufgenommen, 10
min auf Eis inkubiert und anschlieiend 1 min belOQ0 x g in der Mikrozentrifuge
abzentrifugiert. Der Uberstand, welcher die cytiseblen Proteine enthalt, wurde
abgenommen und darin die Proteinkonzentration roesti (vgl. 2.2.7) und die
Proteinkonzentration auf 200ug Protein in 50ul Zgke Puffer eingestellt. In einem
anderen Gefal3 wurden 10ul 1M DTT und 1ml 2x ReaktiBuffer gemischt und 50ul
des Gemischs zu jeder Proteinprobe gegeben.
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Zur Auswertung wurden die Proben auf eine 96-wkitte pipettiert und 5ul des 4mM
Substrats DEVD-pNA zugegeben. Nach 1 bis 2 h Inkababei 37°C wurde die
Absorption bei 405nm im Photometer (Benchmark ReaBerad) gemessen. Die
durch Zelllysate und Puffer entstehende Hintergrbdorption wurde durch einen

entsprechenden Leerwert von den Proben subtrahiert.

2.2.7 Messung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde flr den Caspase-8apsnit dem Advanced Protein
Assay Reagenz (ADVO01, Cytoskeleton) bestimmt. Damude ein 5x Konzentrat des
Reagenz mit A. dest. auf 1x Konzentration verdudmtei ul des Zell Lyse Puffers
alleine bzw. der zu messenden Proteinprobe inlZsié Puffer wurde zu 998ul der 1x
Reagenz pipettiert und die Absorption bei 595nm eggan. Die Absorption des Zell
Lyse Puffers mit dem Reagenz wurde als Referenzeexth das Geréat automatisch
von den Proteinproben subtrahiert.

Die Standardkurve zur Bestimmung der Proteinkomaéioh in den Lysaten aus
Hodenzellen wurde mit BSA ermittelt.

2.2.8 Messung der Konzentration des Makrophagen stimuliegnden
Proteins
Makrophagen stimulierendes Protein (MSP) wird vorper&atogonien und
Spermatocyten exprimiert und sezerniert (Ohshia.etl996), so dass die Messung der
MSP-Konzentration in Kulturen testikularer Zellels 8ald fur die Anzahl der darin
enthaltenen Spermatogonien und Spermatocyten vdeweverden kann. Die Messung
des MSP in Kulturen testikularer Zellen nach Statioh mit 15ng/ml TGH1 und $2
versus Kontrolle wurde mit dem MSP-ELISA Duoset R&ystems) durchgefiuhrt.
Die Uberstande wurden direkt aus der Zellkultureztlogyen und max. eine halbe Stunde
bei 4°C gelagert. Der ELISA funktioniert nach denminBip eines Sandwich-
Immunoassays mit Peroxidase-katalysierter FarbiakDie Vorbereitungen fir den
MSP-ELISA sind in Tabelle 5 beschrieben.
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Tab. 5: Komponenten des MSP-ELISAs

Inhalt des Kits Rekonstitution mit Konzentration geaung
Capture Antikorper  2ml 1xPBS 90ug/ml -30°C
Detection Antikdrper 2ml Reagent Diluent ~ 90pg/mi 0°G3
Standard 0,5ml Reagent Diluen280ng/ml -70°C
Verdinnung auf 100ng/ml
Strepavidin-HRP gebrauchsfertig 4°C

Weitere bendtigte Reagenzien:

. PBS pH 7,2 - 7,4, steril filtrieren (Millipore Z2um)
. Wasch-Puffer 0,05% Tween 20in PBS,pH 7,2-7,4
. Block-Puffer 1% BSA, 5% Sucrose in PBS

steril filtrieren (0,22um), immer frisch ansetzen
* Reagent Diluent 1% BSA in PBS, steril filtrier@h22um)
e Substrat Losung Color Reagenz A und B (R&D SystérY999)
e Stop LOsung 1M BBO,

Vorbereitung der Platte

Die Beschichtung der Mikrotiter-Platte erfolgte mi®Oul 1:90 in PBS verdinntem
Capture-Antikdrper. Die Platte wurde damit Uber INankubiert und anschlie3end drei
mal mit Waschpuffer gewaschen. Zur Blockierung ea#scher Bindungen wurde die
beschichtete Platte anschlieRend mit 300ul BlodkePulr mindestens 1 h bei RT
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen war die Pla#eeit fir die Zugabe der Proben
bzw. Standards.

Erstellen der Standardreihe

Der MSP-Standard wurde mit 450ul Reagent Diluentsetgt, um die hochste

Konzentration (10ng/ml) der Standardreihe zu eemaltAus dieser wurde die
Verdinnungsreihe mit den folgenden Konzentratioreatellt: 10ng/ml, 5ng/ml,

2,5ng/ml, 1,25ng/ml, 0,625ng/ml, 0,3125ng/ml. Dertwert bestand nur aus Reagent
Diluent.

Weiteres Vorgehen

100u! Standard oder Probe wurden jeweils im Duplikgedes well pipettiert und 2 h

inkubiert. AnschlielRend wurde die Platte drei mat Waschpuffer gewaschen, mit
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100pI Detektions-Antikorper (1:90 in Reagent Dilugardunnt) pro well versehen und
wiederum 2 h inkubiert. Nach Entfernung des nicebundenen Antikdrpers durch
dreimaliges Waschen wurde 100ul Streptavidin-HRE20@ mit Reagent Diluent
verdinnt) in jedes well pipettiert und 20 min im rikeln gelassen. Nach erneutem
Waschen inkubierten die Proben 20 min im Dunkelb 100ul Substrat Losung, die
nicht mehr als 15 min vor Gebrauch aus Color Reagenind B zu gleichen Teilen
gemischt wurde. Der entstehende Farbumschlag whade 20 min durch Zugabe von
50ul Stop Losung unterbrochen und die Platte zueiclginalligen Mischen der
Reagenzien vorsichtig geschuttelt. Innerhalb vonn80 erfolgte die photometrische
Messung (Benchmark Reader, Biorad) der Farbinénbiei einer Wellenlange von
450nm mit einer Korrekturwellenlange von 540nm. &abvurde die Software

Microplate Managét verwendet.

2.2.9 Auswertungen

2.29.1 Zellzahlung an immunhistochemischen Prapaten

Nach der immunhistochemischen Féarbung mit antvektiCaspase-3 wurden die
gefarbten Keimzellen quantifiziert. Die Zellzahluegfolgte durch zwei verschiedene
Personen unabhéngig voneinander und im Unwisseibegr welches Préparat sie
gerade zahlten. Es wurden Keimzellen in 10 zuf@iiggestellten Tubuli gezahlt, wobei
darauf geachtet wurde, nur rund oder rund-oval sciggttene Tubuli zu verwenden.
Der Durchmesser des gezahlten Tubulus wurde ansdbiidn des PCs gemessen und
so mit A=z x P die gezahlte Flache berechnet. Am Ende der Zahiwmgle der
Mittelwert aus den 10 Zahlungen durch die insgesgamfihlte Flache geteilt. So erhielt

man einen Index fur die apoptotischen Zellen paxkéneinheit.

2.2.9.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde nur mit Datee, mhindestens dreimal im Duplikat
vorlagen, durchgefiihrt. Hierfir wurde das Statjstiigramm InStat Graphp&d

(www.graphpad.com) und Microsoft Excel verwendeei Bormalverteilten Werten

wurde der zweiseitige ungepaarte t-Test verwendet.
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3  Ergebnisse

3.1 MARKERPROTEINE TESTIKULARER ZELLEN

Jede Zellart im Hoden hat eine spezifische Funkto verfligt daher Uber eine
charakteristische Proteinausstattung. Anhand dissspezifischen Proteine kann man
eine Zellart auch aufBerhalb ihrer natirlichen Umigegb z.B. in Zellkultur,
identifizieren und diese Proteine somit als Markerdie jeweilige Zellart verwenden.
Wir testeten Marker fur Peritubular-, Sertoli- wetschiedene Stadien von Keimzellen
an immaturen (20d alt) und / oder adulten (60dRéttenhoden.

3.1.1 Peritubularzellen

Alpha smooth muscle actin (ASMA)

Alpha smooth muscle actin ist eine Isoform des Atidie in den Myoidzellen des
Hodens, den Peritubularzellen, exprimiert wird (Bled al., 1986).

Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, sind im 20 Tad&ra Rattenhoden von den
testikularen Zellen nur die Peritubulérzellen padiir ASMA.

Abb. 11: A: Nachweis von Alpha smooth muscle actin im immatlRattenhoden.
Farbung der Peritubularzellen (PC) und MuskelzedlenGefal3e (MCB: Negativ-
kontrolle; Vergré3erung 400x
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3.1.2 Sertoli-Zellen

Anti-Muller-Hormon (AMH)

Anti-Miller-Hormon induziert die Regression der NaiHGange wahrend der
mannlichen Embryonalentwicklung. Es wird in dent8eZellen vom Zeitpunkt der
Differenzierung der Tubuli seminiferi bis zur Madtion in der Pubertat exprimiert
(Rouiller-Fabre et al., 1998).

Die Tubuli 20 Tage alter immaturer Rattenhoden eeigine zur Mitte hin radiare
Anfarbung, die die Keimzellen ausspart. Dies ist ¢&ypisches Muster flr eine
Anfarbung der Sertoli-Zellen, wobei hier nur dasdasma und nicht die Zellkerne
der Sertoli-Zellen gefarbt sind (Abb. 12).

Im adulten Hoden ist immunhistochemisch keine Esgitn von AMH nachweisbar
(Abb.13).

Abb. 12: A: Nachweis von Anti-Muller-Hormon im immaturen Ratt@den. Farbung
der Sertoli-Zellen (SCB: Negativkontrolle; VergréRerung 400x

Abb. 13: A: Kein Nachweis von Anti-Mller-Hormon in ausdiffexaerten Sertoli-
Zellen des adulten RattenhodeBs Negativkontrolle; Vergrofierung 400x
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Claudin-11

Claudin-11 ist ein von Sertoli-Zellen exprimiertf€eansmembranprotein, welches die
tight-junctions zwischen den Sertoli-Zellen auséildind somit am Aufbau der Blut-
Hoden-Schranke beteiligt ist (Gow et al., 1999).

Die Abbildung 14 zeigt sowohl eine membranstandigeauch nukleare Anfarbung von
Sertoli-Zellen mit anti-Claudin-11, die deutlichrd8ereich der Blut-Hoden Schranke

markiert. Auch vereinzelte Leydigzellen sind Claudil-positiv.

Abb. 14: A: Nachweis von-Claudin-11 im immaturen Rattenhod&mbung der
Sertoli-Zellen (SC) im Bereich der Blut-Hoden-SatkaB: Negativkontrolle;
VergroR3erung 400x
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3.1.3 Keimzellen

C-kit

C-kit ist ein membranstandiger Rezeptor mit Tyrksiase-Aktivitdt (Rossi et al.,
2000), der sowohl im immaturen als auch im adulkdrden in den Keimzellen
exprimiert wird (Sorrentino et al., 1991).

Im 20 Tage alten Rattenhoden wird c-kit in Spermatden und frihen primaren
Spermatocyten, jedoch nicht in pachytanen Spermiggiocexprimiert und ist vor allem
membransténdig lokalisiert. Des weiteren sind Lgygkllen c-kit positiv (Abb. 15).

Im adulten Hoden farben sich die Spermatogonien egtligzellen mit anti-c-kit
spezifisch an. Sowohl spatere Spermatogenesestaditn auch Sertoli- und
Peritubularzellen sind c-kit-negativ (Abb. 16).

Abb. 15: A: Nachweis von c-kit im immaturen Rattenhoden. Fagoder Spermato-
gonien (Spg), frihen primaren Spermatocyten (Spd)leydig-Zellen (LC). Keine
Farbung der pachytdnen Spermatocyten (pBp&)egativkontrolle; Vergrél3erung
400x

v
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Abb.16: A: Nachweis von c-kit im adulten Rattenhoden. FarbdergSpermatogonien
(Spg) und Leydig-Zellen (LCB: Negativkontrolle; Vergrol3erung 400x
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Transition Protein 1 (TP1)

Das Transition Protein 1 ist ein eng mit dem Chriomassoziiertes Protein, das
wahrend der Spermiogenese in Keimzellen exprimiértd und bei der Chromatin-

kondensation der sich entwickelnden Spermien bgtést (Steger, 1999).

Der immature Hoden wurde nicht mit anti-TP1 gefaudd hier keine Spermatiden
vorliegen. Im adulten Hoden sind elongierte Speigeat positiv fir TP1, jedoch farbt

der Antikdrper auch die Zellkerne von Spermatogorae. Aul3erdem ist eine starke

Hintergrundfarbung vorhanden (Abb. 17).
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Abb.17: A: Nachweis von TP1 im adulten Rattenhoden. Farbengldngierten
Spermatiden (eSpd), unspezifische Farbung der $ppegonierB: Negativkontrolle;
VergroR3erung 400x

Protamin 1 (Prm1)

Protamin 1 wird wahrend der Spermiogenese in Kdiezeexprimiert. Wie das

Transition Protein 1 spielt Protamin 1 eine Roke teer Chromatinkondensation, wird
jedoch spater im Laufe der Spermiogenese exprirgBeeger, 1999).

Der immature Hoden wurde nicht mit anti-Prm1 gefada hier keine Spermatiden
vorliegen. Im adulten Hoden sind elongierte Speideat ab dem Stadium 1l - IV bis
zum Stadium VII/VIII positiv fur Prm1, d.h. Prmltis elongierten Spermatiden von
Schritt 16-17 bis zu Schritt 19 (Spermatozoen)iaden (Abb. 18).
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Abb. 18: A, B, C, D, E: Nachweis von Protamin 1 im adulten RattenhoderbuFd
der elongierten Spermatiden (eSpd) ab Stadium BitVStadium VII-VIII.F: Negativ-

kontrolle; Vergré3erung 400x
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3.1.3 Tabellarische Zusammenfassung

Die getesteten Marker testikuléarer Zellen waren Ziloarwiegenden Teil zellspezifisch

und kénnen so zur Identifikation der jeweiligenlZelin einem Gemisch verschiedener

Zellarten herangezogen werden. Tabelle 6 enthate eZusammenfassung der

Ergebnisse aus Kapitel 3.1.

Tab. 6: Expression zellspezifischer Marker im immatured adulten Rattenhoden. Im
immaturen Hoden waren Keimzellen nur bis zum Stadier priméaren Spermatocyten

vertreten.
Somatische Zellen Keimzellen
Marker SC PC LC | Spg Spcl Spc2 rSpd eSpd Spz

I ASMA - + . - -

m AMH + - - - -

A Claudin-11 + - +7? - -

5 ckit - - L

A AMH - - - - - - - - -
8 c-kit - - + + - - - - -
L TP1 - - - +? - - + + -
! Prml - - - - - - - + +

SC: Sertoli-Zellen; PC:

Peritubulérzellen;LC: Leydigzellen; Spg: SpermatogonienSpc 1 / 2:

Spermatocyten 1. / 2. OrdnungSpd: runde SpermatidengSpd: elongierte SpermatidenSpz:
Spermatozoent: Farbung positiv=: Farbung negativ?: Farbung fraglich
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3.2 ETABLIERUNG DES ZELLKULTURSYSTEMS PRIMARER
TESTIKULARER ZELLEN

Neben der Organkultur ist die Kultur primérer testirer Zellen entweder im
Tubulusverband oder als vollstandig vereinzeltdefieoglich. Im Folgenden ist die

Etablierung und Histologie dieser Systeme dargestel

3.2.1 Isolierung der Tubulusfragmente und Einzelzétn

Zur Herstellung der Tubulusfragmente und Einzed&zelwurde das Hodengewebe
zunéachst mit Hilfe der Medimachine und verschieddfembinationen an Medicons
und Filcons mechanisch zerkleinert (vgl. 2.2.1.3).

Die Verwendung von Medicons der GréRe 35um in Koration mit Filcons der GrolRe
100um lieferte Uberwiegend vereinzelte Zellen und sehr wenige Tubulusfragmente
(Abb. 19 A). Die Ausbeute belief sich hierbei aaf &,5 bis 2,5 x T0Zellen / Gramm
Hodengewebe.

Die Verwendung von Medicons der Gré3e 50um in Koration mit Filcons der Grol3e
500um ergab Tubulusfragmente (Abb. 19 B).

Abb.19: Primare testikulare Zellen direkt nach der Isolgy@aus dem immaturen
RattenhodenA: Vollkommen vereinzelte Zellefd: Tubulusfragment; Vergréf3erung
100x
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Anreicherung verschiedener Zellarten

Die vereinzelten testikularen Zellen (Abb. 19 Astaamden aus einem Zellgemisch aller
im Hoden vorkommender Zellen. Fir unsere Versuabltes jedoch Sertoli- und
Keimzellen angereichert werden.

A) Sertoli-Zellen

Bei der Isolierung von Sertoli-Zellen nach der Metd von Buzzard et al. (2002) (vgl.
2.2.1.5) machten wir fur die weitere Versuchsplanpwichtige Beobachtungen:

1. Die Préaparation lieferte keine reine Sertolilddtur, sondern wies regelméafiig
Kontaminationen mit Peritubularzellen auf.

2. Die Sertoli-Zellen wuchsen auf dem Zellkultustila nicht, wie von Buzzard et al.
(2002) beschrieben, als Monolayer aus, sondereteitdZellaggregate in Suspension.

3. Stattdessen wuchsen die Sertoli-Zellen direktan Peritubularzellen an (Abb. 20).

Abb. 20 A, B: Sertoli-Zellen (SC), erkennbar an den Lichtreflexgrazellularer
Lipidtrépfchen, wachsen auf Peritubularzellen (R€)VergroRerung 320x

B) Keimzellen

Die Anreicherung von Keimzellen aus der Hodenzsfiemsion wurde durch die
Selektion c-kit-positiver Zellen mit immunmagnetist Separation (vgl. 2.2.1.6)
versucht. Die Isolierung von Keimzellen aus dem Gemtestikularer Zellen gelang
problemlos, jedoch erfolgte keine Abldsung der Kagiten von den Beads und somit
kein Anwachsen auf der Zellkulturplatte, was wahesalich auf fehlende Proliferation

der Keimzellen zurlckzufiihren ist. Daher war didssthode zur Keimzellisolierung

nicht brauchbar.
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Fazit der Zellisolierung:

Mit Hilfe der Medimaschine lassen sich Tubuli seifein und vereinzelte Zellen

einfach und zuverlassig reproduzierbar isolieredpgh scheiterte die Anreicherung der
Sertoli- und Keimzellen mit den publizierten Metleod Aufgrund der oben

beschriebenen Beobachtung, dass Sertoli-Zellen em Kultursystem nur auf

Peritubularzellen anwachsen konnen, verwarfen veis diel einer reinen Sertoli-

Keimzell-Kultur und setzten unsere Versuche mitgéghischen fort, entweder in Form

von Tubulusfragmenten oder in Form vereinzeltetedel

3.2.2 Histologie priméarer testikularer Zellen in vitro; B ildung von
Clustern und Cords
Nachdem Tubulusfragmente und vereinzelte Zellen det Medimachine isoliert
worden waren, wurden sie in hormonsupplementiertdedium kultiviert. Nach
einigen Tagen begann sich die Aggregation derkidétien Zellen in charakteristischer
Weise zu veréndern. Zu Beginn der Kultur wuchsenZdillen der Tubulusfragmente an
den offenen Enden auf die Kulturplatte aus (Abb.A31Spater bildeten sich sowohl
klumpenformige Zellaggregate, im Folgenden als €lubezeichnet (Abb. 21 B), als
auch Netzwerke, im Folgenden als Cords bezeiclidt.(21 C, D).
Der Vorgang der Cluster- und Cordbildung vollzoghsbei Aussaat auf normalen
Zellkulturwells aus Plastik innerhalb von 2-3 Wooh@bb. 21 B, C) und bei Aussaat
auf extrazellularer Matrix (ECM) innerhalb von 2ZFdgen (Abb. 21 D).

Cluster bildeten sich vornehmlich bei Kultur vemsiter testikularer Zellen, wahrend
sich Cords nur dann bildeten, wenn die Kultur Tulséminiferi enthielt. Dieses
Phanomen war jedoch nicht ganz einheitlich zu steuga Kulturen aus vereinzelten
Zellen gelegentlich wenige Tubulusfragmente entiiel und Kulturen mit

Tubulusfragmenten selbstverstandlich auch immegineelte Zellen enthielten.
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Abb. 21: Morphologie primarer testikularer Zellen in Kultusoliert aus immaturem
Rattenhoden; Vergrol3erung 100x

A: Tubulusfragment, aus dem Zellen auswachsen; 2 ifidgeltur; B: Zellaggregate in
Form von Cluster auf Zellkulturplastik, 2 WochenKualtur; C: Zellaggregate in Form
von Cords auf Zellkulturplastik, 2 Wochen in Kultd: Zellaggregate in Form von
Cords auf ECM, 2-4 Tage in Kultur

3.2.3 HE und immunhistochemische Farbungder Cords und
Tubulusfragmente

Die Veranderung der Aggregation der testikularelheiém Laufe der Kulturperiode ist

ein starker Hinweis dafir, dass sich diese Zellethaul3erhalb des Hodens, z.B. hier

in unserem Kultursystem, weiterentwickeln. Deshallvden die in Kultur entstandenen

Cluster und Cords histologisch untersucht, um temafinden wie diese aufgebaut sind

und ob ein Differenzierungsprozess stattgefundén ha

Dabei konnten Cluster und Cords nicht getrennt w@meler untersucht werden, ohne

deren Aggregate zu zerstoren, so dass sie hierigsane besprochen werden. Zum

Vergleich wurden Tubuli seminiferi ebenfalls fir \Rochen kultiviert. So war es

maoglich, den Aufbau der Cluster und Cords mit dene urspriinglichen Tubulus zu
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vergleichen, und zu ermitteln, ob die testikula@sllen in vitro die urspriingliche

Tubulusstruktur nachahmen.

Abb. 22: Vergleich der Querschnitte von Cords / Cluster ¢Ay Tubulusfragmenten
(B). HE-Farbung, VergroRerung 400x; Insets zeigenvendetes Ausgangsmaterial
(vgl. Abb. 21)

A: Querschnitt Cords und Cluster auf Zellkulturplastach 2 Wochen in Kultur:
Tubulus seminiferus nach 2 Wochen in Kultug, D: Cluster und Cords in
Extrazellularmatrix nach 2-4 Tagen in Kultur

1. In der HE-Farbung wird deutlich, dass die aufrnmmem Zellkulturplastik
entstandenen Cluster und Cords eine Ansammlunigukser Zellen ohne erkennbare
Ordnung darstellen (Abb. 22 A). Die Tubuli seminiféiingegen zeigten nach 2
Wochen in Kultur noch einen intakten Aufbau, jededr eine Chromatinkondensation
und Anhéufung der Keimzellen im Lumen des Tubulu®eobachten (Abb. 22 B).

2. Die in Extrazellularmatrix entstandenen Cordgtea eine deutliche Ahnlichkeit mit
dem Aufbau eines normalen Tubulus. Multiple Zelbérde testikularer Zellen bildeten
in der Matrix Hohlrdume aus und ahmten deutlich uligpriingliche Tubulusstruktur
nach (Abb. 22 C, D).
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3. Eine Differenzierung der Keimzellen mit Entstegwon Spermatiden war in den
Tubulusfragmenten rein histologisch nicht zu bebbat, jedoch ist dies in der diffusen
Zellmischung der Cluster und Cords nur schwer autbéen.

Durch den Verlust der urspringlichen Tubulusaréitehaben die testikularen Zellen
ihre typische Form und Anordnung im Hoden verloi@aher ist es in der HE-Farbung
nicht maoglich, die verschiedenen Zellarten des edeu unterscheiden und zu
beurteilen, ob eine Differenzierung der immaturerinkzellen zu Spermatiden

stattgefunden hat.

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermdglicht die Identifikatidar verschiedenen Zellarten in den
Cords und Tubulusfragmenten anhand der in Kapitelv8rgestellten zellspezifischen
Marker. Peritubularzellen wurden mit anti-ASMA, &drZellen mit anti-AMH,
Keimzellen mit anti-c-kit und die Blut-Hoden-Schkanmit anti-Claudin-11 sichtbar
gemacht (Abb. 23).

Cords: Sie zeigen, wie in der HE-Farbung, auch in der imhistochemie eine
vollkommen unregelmafige Anordnung aller Zellartéan allen Zellarten blieben die
Sertoli-Zellen besonders gut erhalten (Abb. 23 Eswhhrend nach 2-wochiger Kultur
Peritubular- und Keimzellen weniger zahlreich vertten waren (Abb. 23 A-D).
Tubulusfragmente: Nach 2-wéchiger Kultur waren die Tubulusfragmeniba die in
ihnen enthaltenen Zellen unterschiedlich gut eemalDie Peritubularzellschicht war
nach 2 Wochen in Kultur vollkommen intakt (Abb. 2) und ist mit dem
Ausgangszustand im immaturen Hoden vergleichbdr Alap. 11 A).

Hingegen waren c-kit positive Keimzellen nach 2 Wat nur noch vereinzelt in den
Tubuli vorhanden (Abb. 23 D), was die schlechte rl#ieensfahigkeit der Keimzellen
in Kultur bestéatigt.

Wie bei der AMH-Farbung deutlich wird, UberlebenriBe-Zellen die 2-woéchige
Kulturzeit sehr gut, so dass auch die Blut-Hodehr&uke in vitro erhalten blieb. Die in
der anti-Claudin-11-Farbung um den Tubulus herumhaodene Farbung (Abb. 23 H)
lasst sich am ehesten dadurch erklaren, dass sitbliZellen in vitro um den Tubulus
herum angelagert haben (vgl. Abb. 23 B, J) undigangefarbt werden.
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Cords und Cluster

Tubulusfragmente
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Cords und Cluster Tubulusfragmente

O m2Z

— 20 44 0O

Abb. 23: Immunhistochemische Darstellung der testikulareltazen in Cords/Cluster
und Tubulusfragmenten nach 2-wodchiger Kultivierungnfarbung der: A, B:
Peritubularzellen mit anti-ASMAC, D: Keimzellen mit anti-c-kitg, F: Sertoli-Zellen
mit anti-AMH; G, H: Blut-Hoden-Schranke mit anti-Claudin-111;): Negativkontrolle;
Cords und Cluster waren vollkommen unregelméafligeardnete Aggregate aller
testikularer Zellarten. Tubulusfragmente blieben hwgad einer 2-wodchigen
Kulturperiode gut erhalten, wobei Peritubular- uettoli-Zellen besser Uberlebten als
Keimzellen. VergrofZerung 400x
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3.3 DIFFERENZIERUNG PRIMARER TESTIKULARER ZELLEN
IN VITRO

Die Fahigkeit mannlicher Keimzellen, sich in vitmu differenzieren, wurde in
verschiedenen Systemen gezeigt (Ubersicht in S2A@1). In dieser Arbeit wurde die
Keimzelldifferenzierung in der Organkultur, in Tdbsfragmenten und mit

vollkommen vereinzelten Zellen unter jeweils gldildibenden Bedingungen getestet.

3.3.1 Untersuchung der Differenzierung in der Orgakultur

Ganze Hoden wurden nach Entfernung der Tunica albagfir 1 bis 3 Wochen in

hormonsupplementiertem Medium kultiviert. Nach jetéoche wurde ein Hoden aus
der Kultur genommen und die Histologie mit einer-A&bung untersucht. Ein direkt
nach Entnahme fixierter Hoden (Abb. 25) zeigt damsgangszustand und dient dem
Vergleich mit den 1 — 3 Wochen Kkultivierten Hoddber Versuchsablauf ist in

Abbildung 24 dargestellt.

Kultur dekapsulierter .

Hoden fiir 1, 2 oder 3 | — | Fixierung und — HE-Farbung
Wochen Einbettung in Paraffin

Hoden direkt nach / Beurteilung der Histologie
Entnahme (0 h und der Differenzierung

Abb. 24: Versuchsaufbau der Analyse der Keimzelldifferenang in Organkultur

Abb. 25: Immaturer Hoden /
Ausgangszustand der Versuche
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Abb. 26: Tubulusstruktur immaturer Hoden nach ein-, zwetlero dreiwdchiger
Organkultur. Der Erhalt der Tubuli nahm mit zunehoher Kulturdauer und zentraler
Lokalisation drastisch ab. HE-Farbung, VergroRerl@@x; Wo: Woche

A-C: 1 Woche in KulturD-F: 2 Wochen in KulturG-I: 3 Wochen in KulturA, D, G:
auliere TubuliB, E, H: Tubuli in zweiter und dritter Reih€&, F, I: zentrale Tubuli

Dieser Versuch zeigte deutlich, dass die Keimzeflewohl in Abhangigkeit von der
Kultivierungsdauer als auch von der LokalisationHimden unterschiedlich gut erhalten
blieben. Insgesamt verschlechterte sich der Zusdian@ellen in den Tubuli von aulen

nach innen und mit Zunahme der Kultivierungsdadéib( 26).

Histologie

Die aullen gelegenen Tubuli blieben wahrend der @higén Kulturperiode
vollkommen intakt, wobei die Anordnung der Keimeellim Laufe der drei Wochen
unregelmalliger wurde und die Anzahl der darin digthan Keimzellen abnahm (Abb.
26 A, D, G).
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Die darauffolgenden Reihen an Tubuli zeigten nawfeizWochen eine massive
Chromatinkondensation mit zunehmend unregelmal#genrdnung der Zellen. Des
weiteren war ein Verblassen der Peritubularzeltdthzu beobachten (Abb. 26 E).
Nach drei Wochen war die Anzahl der Keimzellen woksreduziert, dass Licken in
den Tubuli auftraten. Die Tubulusbegrenzung wumdscharf, was auf eine Nekrose der
Peritubularzellen hindeutet (Abb. 26 H).

Die innen gelegenen Tubuli wiesen bereits nach reiféoche neben einer
Chromatinkondensation, eine Verminderung der Zbllzand Auflockerung der
Gewebestruktur bei noch intakter TubulusbegrenauidAbb. 26 C). Schon nach zwei
Wochen war keine durchgangige Peritubularzells¢hicbhr vorhanden (Abb. 26 F).
Nach drei Wochen waren die zentralen Anteile ddivkerten Hoden fast vollkommen
nekrotisch, erkennbar an der grofl3tenteils fehlendemfarbung. Nur vereinzelte
Keimzellen tberlebten die 3-wéchige Kultur im Orgadell (Abb. 26 1).

Differenzierung

Zum Zeitpunkt der Entnahme der Hoden waren die aitesten entwickelten Zellen
des Keimepithels pachytdne Spermatocyten (vgl. Al@#h). Merkmale der
Differenzierung zu runden oder elongierten  Spemeati sind die
Chromatinkondensation und die Elongation. In died&rmsuch konnte eine deutliche
Chromatinkondensation der Keimzellen beobachtet deer was jedoch
wahrscheinlicher im Rahmen der Einstellung desf®taufhsels und der Nekrose zu
sehen ist. Eine Elongation der Keimzellen konnéhtnnachgewiesen werden.

Um die Zone der Nekrose zu verkleinern, wurden ibe und geviertelte Hoden
kultiviert. Das Ergebnis blieb jedoch das gleichie Wwei ganzen Hoden. Die inneren

Anteile wurden stets nekrotisch und nur die aul3&rdsuli blieben intakt.

Um die Ergebnisse noch weiter zu optimieren unalgektivieren, wurde eine weitere
Organkultur mit selbst hergestelltem Medium mit tdeteron und rhFSH flir zwei
Wochen angelegt und anschlieRend das UberlebedemBifferenzierungsgrad durch
die Genexpression bestimmter Marker gemessen. Daleie c-kit als Marker fur das
Uberleben der Spermatogonien und Spermatocyten, URB1TP2 als Marker fiir die
Entstehung runder Spermatiden und Prml fur elomgi®permatiden verwendet. Die
GAPDH als ,housekeeping gene® diente dem Vergleitdr Genexpression. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Ctrl | do | d14| Hod ad

GAPDH
234 bp

c-kit
439 bp

TP1
162 bp

TP2
339 bp

Abb. 30: Analyse der Genexpression immaturer Rattenhoderh raevdchiger
Organkultur. Das Medium enthielt I8 Testosteron und 200 IE/I rhFSH. Untersucht
wurde die Expression von c-kit als Marker fiir ddsetleben von Spermatogonien und
Spermatocyten, TP1 und TP2 als Marker fur runderrSaiden. Ctrl: Negativ-
kontrolle;do: Kulturbeginn / Tag 0gd14: Kulturende / Tag 144od ad: adulter Hoden /
Positivkontrolle

Uberleben und Differenzierung in der Organkultur

In der Organkultur ist die Expression von c-kit ma2-wdchiger Kultur nur noch

schwach vorhanden, was zeigt, dass im ganzen OCzgaanvd nur wenige Keimzellen

die 2-wdchige Kultivierung tberleben. Die negativel- und TP2-Expression spiegelt
das Fehlen haploider Keimzellen nach 2 Wochen wie@mit bestatigen die

Ergebnisse der PCR die obigen histologischen Ergebnder Organkultur. Die

histologisch beobachtete, mit der Kultivierungsdaeanehmende Gewebsnekrose,

findet Ausdruck im Fehlen der Uberlebens- und Défeierungsmarker in der PCR.

Fazit aus den Versuchen in der Organkultur:

Aus den Ergebnissen dieses Versuches entstandedidir das Zellkulturmodell. Da in
der Organkultur immer nur die Zellen in den aulB&tegenen Tubuli Uberlebten,
wurden in dem neuen System Tubulusfragmente oder gareinzelte Zellen kultiviert.
Damit sollte eine bessere Versorgung der Keimzallech das Kulturmedium erreicht,
eine Nekrose der testikularen Zellen verhindert sowhit bessere Voraussetzungen flr

die Differenzierung der Keimzellen geschaffen werde
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3.3.2 Untersuchung der Differenzierung in der Zellkltur

Zur Untersuchung der Differenzierung wurden tedéikal Zellen in selbst hergestelltem
hormonsupplementiertem Medium kultiviert und danas dUberleben und der
Differenzierungsgrad Uber die Genexpression veesidmer Marker, wie bei der
Organkultur beschrieben (Kap. 3.4.1), bestimmt.

3.3.2.1 In vitro-Differenzierung mit FSH und Test®teron

Die Differenzierung wurde sowohl mit Tubulusfragrteen im Einkammersystem als
auch mit vereinzelten Zellen im Zweikammersystegl.(8taub et al., 2000) untersucht.
Die Kulturdauer betrug 2 oder 4 Wochen, das Medamthielt 10'M Testosteron, 100
IE/I oder 200 IE/I rhFSH und 0% oder 1% FKS. Im Alnisiss wurde die Genexpression
von c-kit als Marker fiir das Uberleben von Spermatden und Spermatocyten, von
TP1 und TP2 als Marker fur runde Spermatiden umdRinl als Marker fir elongierte
Spermatiden analysiert. Der genaue Versuchsatdauf Abbildung 27, die Ergebnisse
in den Abbildungen 28 und 29 dargestellt.

Tubulusfragmente Vereinzelte Zellen
Medium: Testosteron 1M
FSH 100 IE/k~ 200 IE/I
FKS 0% <« 1%
2W l 4 W 2W l 4 W

Untersuchung der Genexpression von c-kit, TP1, PR21

Abb. 27: Versuchsaufbau der Untersuchung der in vitro-Daffeierung immaturer
testikularer Keimzellen mit FSH und Testosteron;\Wbchen
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2 Wochen 4 \Wochen

0 1 FKS [%] 0 1
100 | 200| 100] 200 FSH[IE/] 100 | 200| 100| 200

dzs

¥ ¥ X X 1 B GAPDH

Abb. 28 Analyse der Genexpression von Tubulusfragmenterls 20d alten
Rattenhoden nach 2- und 4-wéchiger Kultur. Das Medenthielt 10M Testosteron
und verschiedene Konzentrationen an FKS und rhFBHtersucht wurde die
Expression von c-kit als Marker fir das Uberlebeon vSpermatogonien und
Spermatocyten, TP1 und TP2 als Marker fur rundar8ageéden und Prml als Marker
fur elongierte SpermatiderCtrl: Negativkontrolle;do: Kulturbeginn / Tag 0d14:
Kulturende / Tag 14;d28: Kulturende / Tag 28;Hod ad: adulter Hoden /
Positivkontrolle;FKS: Foétales KalberserunkSH: Follikel stimulierendes Hormon

Nach 2-wdchiger Kultivierung von Tubulusfragmentan hormonsupplementiertem

Medium war die Expression von c-kit deutlich erbaltwenn auch im Vergleich zum

Ausgangszustand vermindert. Dies zeigt, dass den$giogonien und Spermatocyten
in Tubulusfragmenten gut Uberleben kdnnen. Sowoél TP1- als auch die TP2-

Expression waren nach 2 Wochen im Vergleich zumgAngszustand gesteigert, was
bedeutet, dass in diesem Zeitraum in vitro einde@hzierung zu runden Spermatiden
stattgefunden hat. Die Prm1-Expression blieb jednd) was eine fehlende Elongation
anzeigt.

Die nach 4-wéchiger Kulturdauer fehlende c-kit Eegwion zeigt ein Absterben der
Spermatogonien und Spermatocyten und die fehleRie Tnd TP2-Expression ein

Absterben der innerhalb von 2 Wochen entstandeaploiden Keimzellen.
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2 Wochen 4 Wochen
0 1 FKS [%] 0 1
100 | 200 | 100| 200 FSH [IE/] 100 | 200| 100 204
ctrl | do d14 Hod ctrl | do d28 Hod ad

GAPDH
234 bp

c-kit
439 bp

TP1
162 bp

Abb. 29 Analyse der Genexpression in vereinzelten Zedles 20d alten Rattenhoden
nach 2- und 4-wéchiger Kultur. Das Medium enthi@f’M Testosteron und
verschiedene Konzentrationen an FKS und rhFSH. reuitat wurde die Expression
von c-kit als Marker fur das Uberleben von Spermaigen und Spermatocyten, TP1
als Marker fur runde Spermatide@trl: Negativkontrolle;do: Kulturbeginn / Tag O;
d14: Kulturende / Tag 14d28: Kulturende / Tag 28Hod ad: adulter Hoden /
Positivkontrolle;FKS: Foétales KalberserunkSH: Follikel stimulierendes Hormon

Nach 2-wochiger Kultur vereinzelter testikularedl@e war die c-kit-Expression kaum
noch vorhanden und nach 4 Wochen fehlte sie gaies. Z2igt ein friilhes Absterben der
Keimzellen innerhalb der ersten 2 Wochen. Des wagitéindet keine Differenzierung
zu haploiden Zellen statt, wie an der fehlenden-ERf@ression erkennbar ist. Aufgrund
der fehlenden Expression von TP1 wurde auf die idatdung der Marker fur weiter

fortgeschrittenere Differenzierung, TP2 und Prnerzichtet.

Medium

Es waren keine Unterschiede in der Expression deerntatogonien- und
Spermatocytenmarkers c-kit wie auch der Differemrigsmarker TP1, TP2 und Prml
zwischen den verschiedenen Zusammensetzungen aksrmviezu beobachten.
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l

Vereinzelte Zellen

K

Medium: Testosteron 10/
FSH 100 IE/k— 200 IE/
FKS 0% 1%
2W l 4 \W 2W l 4 W

ERGEBNISSE

Genexpression vonrkit, TP1, TP2 Prml
Unabhangig von getesteten FSH- und FKS-Variationen

Abb. 31: Die in vitro-Differenzierung immaturer Keimzellemit FSH und T war
erfolgreich in Tubulusfragmenten, jedoch nicht @reinzelten Zellen. Nach 2-wéchiger
Kultur wurde mRNA von c-kit, TP1, TP2, aber niclarvPrm1 exprimiert. W: Wochen

3.3.2.2

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss vor E8eine auf die Differenzierung

In vitro-Differenzierung mit FSH alleine

von Keimzellen untersucht. Da in dem vorherigensdeh nur in Tubulusfragmenten
bei 2-wdchiger Kulturdauer eine Differenzierung lzeobachten war (vgl. Abb. 31),
arbeiteten wir ausschlief3lich in diesem Systemewxeida 1% FKS im Vergleich zu 0%
FKS keinen Einfluss auf das Uberleben oder diedbéffizierung gezeigt hatte, wurde es

in diesem Versuchsansatz weggelassen.

200 | 400 FSH [IE/]

Ctrl do d14

Hod ad

GAPDH
234 bp

c-kit
439 bp

TP1
162 bp

TP2
339 bp

Abb. 32: Analyse der Genexpression in Tubulusfragmenter2@dsalten Rattenhoden
nach 2-wdchiger Kultur. Das Kulturmedium enthialir thFSH. Untersucht wurde die
Expression von c-kit als Marker fir das Uberleben Bpermatogonien und Spermato-
cyten, von TP1 und TP2 als Marker fir runde SpedaatCtrl: Negativkontrolledo:
Kulturbeginn/Tag 0d14: Kulturende/Tag 14Hod ad: adulter Hoden/ Positivkontrolle;
FSH: Follikel stimulierendes Hormon
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Die Keimzellen zeigten mit FSH alleine ein gutesetisben innerhalb der 2-wdéchigen
Kulturperiode, wie an der deutlich vorhandenentelkpression zu erkennen war. Die
TP1-Expression war nach 2-wdchiger Kultur im Veigiie zum Ausgangszustand
erhoht, was zeigte, dass auch mit FSH alleine diféerenzierung zu runden
Spermatiden madglich ist. Eine TP2-Expression komedech nicht festgestellt werden.
In diesem Versuch konnten sich also Spermatocyteerhalb von 2 Wochen mit 200
IE/l FSH in Abwesenheit von Testosteron zu rundper®atiden differenzieren. Dass
nur TP1, jedoch nicht TP2 exprimiert wurde, kanm ldinweis daflr sein, dass fur den
nachsten Differenzierungsschritt Testosteron bghitird.

Sowohl beim Uberleben als auch bei der Differenzigrwar kein Unterschied in der
Genexpression von c-kit, TP1 und TP2 zwischen ElOund 400 IE/I| FSH messbar.

3.3.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse zur in vaiDifferenzierung

Im Kultursystem mit Tubulusfragmenten waren nacW@chen positive PCR-Marker

fur Uberleben und Differenzierung der Keimzellemhanden. Dieses Kultursystem war
das einzige, in dem die Keimzellen ein hinreichentltberleben zeigten und sich
innerhalb von 2 Wochen zu runden Spermatiden eifizerten. Enthielt das Medium
als einziges Hormon FSH, wurde das Transition Rrole exprimiert. Enthielt das

Medium FSH und Testosteron wurde auch das TransRrotein 2 exprimiert, was auf
ein fortgeschritteneres Entwicklungsstadium der daam Spermatiden hinweist.

Protamin 1, ein Marker fir elongierte Spermatidearde jedoch in beiden Ansatzen
nicht exprimiert (Abb. 33).

Sowohl das Kultursystem mit vollkommen vereinzelfatien als auch die Organkultur
haben sich fur die Differenzierung von Keimzellecht bewéhrt, denn nach 2 Wochen
waren sowohl die Marker fur das Uberleben von Spéwgonien und Spermatocyten
als auch die Marker, die die Differenzierung demkzellen anzeigen, negativ.

Nach 4 Wochen waren in allen drei Kultursystemedaveler Uberlebensmarker c-kit
noch die Differenzierungsmarker TP1, TP2, Prml1tpofhbb. 33).
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_ c-kit TP1 TP2 Prm1
Uberleben Runde Spd Elongierte Spd
Ganzes Organ N
(FSH+T) | B9
FSH | psssses 2> | |- ->
Tubulus-
fragmente
FSH+T | messmssmesnees > >
Vereinzelte Zellen 3
(FSH+T) -

Abb. 33: Uberblick tber die Ergebnisse der in-vitro-Diffezearung immaturer
testikularer Zellen in der Organkultur, durchgetihn Tubulusfragmenten und
vereinzelten Zellen in hormonsupplementiertem Med{@0’M T und 200 IE/I rhFSH
oder 200 IE/I rhFSH alleine), Kulturdauer 2 Woch&gH: Follikel stimulierendes
Hormon; T: Testosteron

Das Uberleben und das Fortschreiten der Differenage werden durch die griinen

Pfeile dargestellt. In Organkultur war das Ubertelder Keimzellen maRig, es konnte
keine Differenzierung beobachtet werden. In Tubfuhggnenten war das Uberleben der
Keimzellen sehr gut und es konnte Differenzieruaghdachtet werden, die mit FSH und
T zusammen weiter voran schritt als mit FSH alleifls vereinzelte Zellen war das

Uberleben der Keimzellen schlecht, es wurde keiflei@nzierung beobachtet.
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3.4 APOPTOSE PRIMARER TESTIKULARER ZELLEN IN VITRO

3.4.1 Untersuchung TGFB2-induzierter Keimzellapoptose in der
Organkultur
Zur Untersuchung TGB2-induzierter Keimzellapoptose wurden Organkulturait
verschiedenen Konzentrationen an TEFund einem Peptidantagonisten (PA) gegen
TGF{2 durchgefuhrt. Ein zur Kontrolle fir 24h ohne Zasdinkubierter immaturer
Hoden, sowie ein direkt nach Entnahme fixierter éfgdder die in vivo Situation
wiedergibt, dienten als Vergleich. Im Anschluss deireine HE-Farbung zur
Beurteilung der Histologie und eine immunhistocheshe Farbung mit anti-aktiver-
Caspase-3 zur Quantifizierung der Keimzellapopthgehgefuhrt. Der Versuchsaufbau
ist in Abbildung 34 dargestellt.

24h Organkultur in
- Analyse der

- 15ng/ml TGFB2 Fixierung |~ HE-Farbung | = | istologie
- 15ng/ml TGFB2 des Hodens

und 20uM PA || und
- 1uM PA _Elnbettu_ng Immunhistochemig Farbung und
- 10uM PA inParaffin | | o ti-aktiver |, | Quantifizierung
- 20uM PA Caspase-3 apoptotischer
- Kontrolle 24t / Keimzeller
Hoden direkt nach
Entnahme
(Kontrolle Oh

Abb. 34: Versuchsablauf der Untersuchung T@&Finduzierter Keimzellapoptose in
Organkultur.
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Histologie

1) Der Vergleich des direkt nach Entnahme fixiefttadens (Abb. 35 A), mit dem fur
24h kultivierten Kontrollhoden (Abb. 35 C) zeigtas$ wéahrend der 24-stiindigen
Kultur sowohl Zellen aus dem Intertubul&rraum alshainnerhalb der Tubuli seminiferi
verloren geht. Dies wird durch eine zunehmende giineal3igkeit der Zellen innerhalb
des Tubulus deutlich. Die Entstehung von Lickersivauf eine Abnahme der Zellzahl
im Vergleich zum Ausgangszustand hin. Des weitégserine Chromatinkondensation,
v.a. der Spermatocyten, und das Vorkommen dysmor@edlen im Lumen zu
beobachten.

2) Die Behandlung mit 15ng/ml TGER2 fuhrte zu einer weiteren Reduktion der
Zellzahl im Tubulus und einer Auflockerung des Geeg(Abb. 35 E), die jedoch nicht
immer gleichmaf3ig zu beobachten war.

3) Die Behandlung mit dem Peptidantagonisten al@der in Kombination mit TGF-
B2 fuhrte zu keiner histologisch fassbaren Verédnugen, weshalb hiervon keine
Photos dargestellt sind.

Apoptose

1) Die Lokalisation der apoptotischen Zellen inosiunterschied sich deutlich von der
in den kultivierten Hoden. In vivo war die Caspa&seer allem in luminal gelegenen
Spermatocyten aktiviert (Abb. 35 B), wahrend nacth 2rgankultur vor allem
Spermatogonien und basal gelegene Spermatocytg@totisoh wurden (Abb. 35 D).

2) Die Behandlung mit 15ng/ml TGER2 fuhrte, im Vergleich zum Kontrollhoden 24h,
zu einer Zunahme der Caspase-3 positiven ZellenaMem der Spermatogonien und

Spermatocyten (Abb. 35 F). Dies war jedoch statibtnicht signifikant.
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HE-Farbung aktive Caspase 3

Abb. 35: Tubulusstruktur (HE Féarbung: A, C, E) und Keimapbptose (anti-aktive
Caspase-3 Farbung: B, D, F) in immaturen Rattenthodeh 24-stiindiger Organkultur;
A, B: Kontrolle Oh / in vivo SituationC, D: Kontrolle 24h;E; F: 24h Behandlung mit
15ng/ml TGFB2; Vergrolierung 400x; Mit Pfeilen sind Caspase-§itp@ apoptotische
Spermatogonien (aSpg) und Spermatocyten (aSpc)ngek&iehnet. Die Anzahl der
apoptotischen Zellen steigt bei 24h-stiindiger Statnen mit TGFB2 in Organkultur
versus Kontrolle ohne Stimulation an. Im Verglemh in vivo sind vor allem basal
gelegene Spermatocyten und Spermatogonien vonpistése betroffen.
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Abb. 36: Anzahl der Caspase-3 positiven apoptotischen Z@llébhangigkeit
von den verschiedenen Behandlungen. Angabe deslWhittes + Standardfehler
des Mittelwertes, Anzahl der Versuchsdurchfiihrungén PA: Peptidantagonist

Zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen sindeksignifikanten Unterschiede
vorhanden. Jedoch sind Trends zu erkennen: Beir8iinag mit 15ng/ml TGHB2 stieg

die Anzahl der apoptotischen Zellen leicht an undrde durch Zugabe des
Peptidantagonisten wiederum verringert. Bei Appilikades Peptidantagonisten alleine

war eine dosisabhéngige Zunahme der apoptotisceéenzzu beobachten.

3.4.2 Untersuchung der TGF$1- und TGF-$2- induzierten
Keimzellapoptose in der Zellkultur
Zur Untersuchung der TGFL- und $2-induzierten Apoptose im Zellkultursystem
wurden Tubulusfragmente und vereinzelte Zellen Z8h mit TGFB1 und TGFB2
inkubiert. Im Anschluss wurde die Apoptoserate Uluke Caspase-3 Aktivitat
gemessen. Hiermit wurde jedoch die Apoptose afledam Zellgemisch vorhandenen
Zellen, wie Sertoli-Zellen, Peritubularzellen undeydigzellen, gemessen. Da uns
ausschlieBlich die TGB-induzierte Apoptose der Keimzellen interessidotstimmten
wir parallel die Konzentration an MSP, welches abksl3lich von Keimzellen
produziert wird und so ein Mal3 fur die Keimzellanizaarstellt. Der Versuchsaufbau ist
in Abbildung 37 dargestellt.
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Isolierung testikulérer Zellen und Anwachsen flr-248h

v
Stimulation mit 15ng/ml TGPBL oder TGH2
v v
Messung der Caspase-3-Aktivitat Messung des Makrophagen

stimulierenden Proteins (MSP)

Malf3 fur die Apoptoserate (3.5.2.1 Mal3 fur die Keimzellzahl (3.5.2.2

Abb.37: Versuchsaufbau der Analyse T@Hnduzierter Keimzellapoptose in der
Zellkultur

3421 Caspase-3 Aktivitat

Die Caspase-3 ist ein zentrales Enzym in der apispben Signalkaskade (vgl. 1.4.2).
Die Aktivitdt wurde mit einem kolorimetrischen Agsg@emessen und spiegelt die
Anzahl der apoptotischen Zellen in den verschiedexresatzen wider.

0,2
O 016 -
o
-
© 0,12 -
s
2
<
g 0,08 | m Kontrolle
@®©
o
g - m 15ng/ml TGFB1
L 15ng/ml TGFB2
0
12h 24h

Abb. 38: Caspase-3-Aktivitat in primaren testikularen Zelleach Stimulation mit

15ng/ml TGFB1 oder TGHB2. Angabe des Mittelwertes + Standardabweichung;
Anzahl der Versuchsdurchfiihrungen = 2.

Nach 12-stindiger Stimulation mit 15ng/ml T@E-war die Caspase-3-Aktivitat im
Vergleich zur Kontrolle auf das 1,3-fache erhorei Btimulation mit 15ng/ml TGB2
war keine Veranderung der Caspase-3 Aktivitat zabbehten. Nach 24-stlindiger
Inkubation war die Caspase-3-Aktivitat bei T@EF-auf das 1,26-fache erhdht und bei
TGF{2 war wieder keine Veranderung zu beobachten. Bagg, dass nur TGB1 und
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nicht TGF$2 die Apoptose in testikularen Zellen induzierti 8esem Versuch war die

Anzahl der Durchfiihrungen zu gering, um eine gtatbe Auswertung durchzuftihren.

Stimulation mit Staurosporin / Positivkontrolle
Als Positivkontrolle des kolorimetrischen Caspas&s3ays wurden mit Staurosporin
behandelte HeLa-Zellen eingesetzt.

0,2 4

0,16 A

0,12 4

E Kontrolle
0,08 B 1uM Staurosporin
(gelost in DMSO)

L] DMSO Kontrolle

Caspase-3-Aktivitat [OD]

0,04 1

Abb. 39: Caspase-3-Aktivitat in HeLa-Zellen nach BehandlamgluM Staurosporin.
Angabe des Mittelwerts + Standardfehler des Mittstes, Anzahl der
Versuchsdurchfihrungen = 4.

Die Behandlung mit Staurosporin (gelost in DMSQ)idrte die Caspase-3 Aktivitat auf
das 2,3-fache der Kontrolle, wobei die Behandlungg BMSO alleine schon die
Caspase-3 Aktivitdt auf das 1,3-fache der Kontrodihoht. Somit macht das
Staurosporin alleine nur eine 1,75-fache Erhohwergdhspase-3 Aktivitat aus.

Fur die Fragestellung spielte dies jedoch keineleRaa diese Behandlung nur als
Positivkontrolle diente und lediglich anzeigen sgltass der Test funktioniert, d.h. eine

Erh6hung der Caspase-3-Aktivitdt messbar seinesolias hierbei der Fall war.
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3.4.2.2 Makrophagen stimulierendes Protein

Das Makrophagen stimulierende Protein (MSP) geldrt Familie der ,hepatocyte
growth factors® und ist an der Induktion von Cheaxi$¢, Phagocytose und
Konformationsanderungen von Makrophagen beteilgt.wird aul3er in Hepatocyten
auch in Spermatogonien und Spermatocyten der Redtiuziert (Oshiro et al., 1996).
Die Konzentration des MSPs wurde mit einem ELISAngssen und spiegelt die
Anzahl der Keimzellen in den verschiedenen Ansatweder. Der Einfluss des
Hormonmediums nach Staub (2000) wurde hier ebenjafiestet.

0,4 4

0,3

'|' B Kontrolle

B Staub Medium
1 15ng/ml TGFB1
%4 ] 15ng/ml TGFB

0,2 4

MSP Konzentratrion [ng/ml]

0

Abb. 40: MSP-Konzentration im Medium primarer testikulazedlen nach Stimulation
mit TGF$1, TGF$2 und Medium nach Staub. Die Behandlung mit TRAFTGF{2
und Medium nach Staub reduzierte die Keimzellzahl Yergleich zur Kontrolle
signifikant. Darstellung des Mittelwertes + Stardtahler des Mittelwertes. Anzahl der
Versuchsdurchfihrungen n = 8. Mit dem zweiseitigagepaarten t-Test ergaben sich
folgende Signifikanzen: Ctrl vs Staub p = 0,016%] @ TGF$1 p = 0,0041, Ctrl vs
TGF$2 p = 0,0227. *: p<0,05 / signifikant; **: p<0,0hobchsignifikant

Sowohl die 24-stindige Stimulation mit 15ng/ml T@EEF-und TGFB2 als auch die
Kultur in Staub-Medium fuhrten zu einer signifikant Reduktion der MSP-
Konzentration. Sie wurde durch TGF-1 auf das 0&3, durch TGB2 auf das 0,61-
fache und durch das Staub-Medium auf das 0,67-fdeh&ontrolle reduziert.

Da MSP von Spermatogonien und Spermatocyten predumd sezerniert wird, deutet
die Reduktion der MSP-Konzentration auf eine sigaiite Reduktion dieser Zellarten
durch Stimulation mit TGPBL, TGF$2 in vitro hin. Die ebenso starke Reduktion durch

das Staub-Medium kann ein Hinweis daflr sein, @asgur Kultur primarer testikulérer
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Zellen weniger geeignet ist als das StandardmedMEM/F12, welches in der

Kontrolle verwendet wurde.

Zusammenfassung der Ergebnisse des Caspase-3 Asaayd des MSP-ELISASs:
TGFE$1: Durch Stimulation mit 15ng/ml TGB1 wurde in Kulturen immaturer
Hodenzellen die Konzentration von MSP im Mediumuadrt und die Aktivitat der
Caspase-3 erhoht. Dies weist auf eine Abnahme dperng&togonien und
Spermatocyten durch Apoptose hin.

TGFE$2: Durch Stimulation mit 15ng/ml TGB2 wurde in Kulturen immaturer

Hodenzellen die Konzentration von MSP im Mediumudrt, ohne dass die Caspase-

3 Aktivitat erhéht war. Dies konnte auf eine nicbaspase-vermittelte Apoptose der

Spermatogonien und Spermatocyten hinweisen.
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4 Diskussion

Die Spermatogenese verlauft in drei Phasen, dig(Buder Proliferation der Stamm-

zellen, (2) der Meiose und (3) der Spermiogenestehen. Sobald die Keimzellen in

die Meiose eintreten, kbnnen sie sich nur nochedfizieren oder in die Apoptose
gehen. Daher wurden in dieser Arbeit Kultursystatabliert und getestet, die sowohl
die Untersuchung der Differenzierung als auch despiose ermoglichen.

Im ersten Abschnitt der Diskussion werden die umifeitcheren Ergebnisse aus der in
vitro-Differenzierung der Keimzellen und im zweitd@il die Ergebnisse zur TGk

induzierten Keimzellapoptose diskutiert.

4.1 INVITRO DIFFERENZIERUNG IMMATURER TESTIKULARER
KEIMZELLEN

Die Differenzierung von Keimzellen wird Uber ein rkplexes Zusammenspiel
endokriner und parakriner Faktoren sowie Zellkotgakreguliert, wobei die genauen
Regulationsmechanismen erst ansatzweise verstanudnZahlreiche in vitro-Systeme
zur Kultivierung von Keimzellen haben zur Aufklagindieser Mechanismen
beigetragen. Jedoch sind deren Ergebnisse aufgdendunterschiedlichen Kultur-
systeme, Praparation der Zellen, Kulturdauer urehdumensetzung des Mediums nicht
immer direkt miteinander vergleichbar (UbersichSifikitis, 2005).

Daher war es unser Ziel, erstmals die 3 grundlegiendh vitro-Modelle zur
Kultivierung mannlicher Keimzellen, die Organkultdie Kultur von Tubuli seminiferi
und die Kultur vollkommen dissoziierter Zellen, engleich bleibenden Bedingungen
beziiglich Uberleben und Differenzierung der Keirlereku untersuchen.

Dabei wurden die besten Ergebnisse mit Tubuli séeminerzielt, in welchen die
Differenzierung von Spermatocyten | zu runden Spigen, also die Meiose I, in
vitro stattfand. Dies war unter dem Einfluss vorHR$d Testosteron, aber auch unter
dem alleinigen Einfluss von FSH innerhalb der 24wden Kulturperiode zu
beobachten.

Zahlreiche Bemuhungen, die gesamte Spermatogemesérd ablaufen zu lassen,
scheiterten; einzelne Schritte der Spermatogeniegeden wurden bereits oft in vitro
nachvollzogen (z.B. Dietrich et al., 1983; Topp&rParvinen, 1985; Le Magueresse-
Battistoni et al., 1991; Weiss et al., 1997; Hualet1998; Vigier et al., 2004), wobei
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die Ausreifung zu Spermatozoen, die Spermiogengseh nie in vitro gelungen ist
(Sofikitis et al., 2005). Der grof3te zusammenhadgdbifferenzierungsschritt in vitro,
namlich der Ablauf der gesamten Meiose von lepenaSpermatocyten zu runden
Spermatiden, ist erstmals von Staub et al. (2066¢lrieben worden.

In der folgenden Diskussion werden die in der Arbezielten Ergebnisse hauptsachlich
mit den Resultaten von Staub et al. (2000) verghclila sie als Ausgangspunkt fur die
hier vorliegende Doktorarbeit dienten. Im Folgendsinein tabellarischer Uberblick
Uber die Gemeinsamkeiten und Unterschiede der ¥Yestedingungen unserer
Versuche und der von Staub et al. (2000) dargegiedb. 7). Die Gemeinsamkeiten
sind in schwarzer, die Unterschiede in roter Stlgéschrieben und die Dinge, die

einen Vorteil fur die Keimzelldifferenzierung intko darstellen kénnten, unterstrichen.

Tab.7: Gegenuberstellung der Versuchsbedingungen undbkigge unserer Versuche
(Laible) im Vergleich zu Staub et al. (2000)

Staub Laible
Versuchstiere| Wistar Ratten 20-22d Wistar Ratten 20d
Kultur- 32°C, 5% CQ 32°C, 5% CQ
bedingungen | PMEM/F12 Medium, serumfrei | DMEM/F12 Medium, serumfrei
+10°M Pyruvat + 10°M Pyruvat
+ 10’M Testosteron + 10’M Testosteron
+ ovine FSH 1ng/ml +rh FSH 100 / 200 IE/I

+ Insulin, Transferrin, Vit. C,

Vit. E, Retinol, Retinolsaure

Kultursystem | Tubulusfragmente im Tubulusfragmente im
Zweikammersystem Einkammersystem
Praparation | Enzymatische Dissoziation Mechanische Dissoziation
. Differenzierung von leptotanen | Differenzierung von pachytanen
Ergebnisse
Spermatocyten zu runden Spermatocyten zu runden
Spermatiden in 3 Wochen Spermatiden in 2 Wochen

Schwarz: gleiche VersuchsbedingungeRot: unterschiedliche Versuchsbedingungen;
Unterstrichen: Bedingungen, die eventuell vorteilhaft fiir die fBrenzierung der
Keimzellen sind.
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4.1.1 Optimierung der Versuchsbedingungen

4.1.1.1 Versuchstiere und Kulturbedingungen

Bezuglich der Versuchstiere und der Kulturbedingamgtimmte der von uns gewahlte
Ansatz mit dem von Staub et al. (2000) tUberein. Vémvendeten 20 Tage alte Wistar
Ratten und wahlten etablierte StandardbedingungeKualtivierung testikularer Zellen.
Da im Hoden, im Gegensatz zu anderen Organen, diel€orpertemperatur von 37°C,
sondern 32°C - 35°C herrscht, sollten testikularglend bei dieser erniedrigten
Temperatur kultiviert werden. Des weiteren ist dd@mdengewebe sehr anfallig fur
oxidativen Stress, so dass eine ideale Atmosphé&®% CQ in Luft besteht (Trowell,
1959; Steinberger et al., 1964).

4.1.1.2 Medium und Zusatze

In den letzten Jahren wurden mit dem KulturmediuMBM/F12 ohne Zusatz von
Serum gute Ergebnisse in der Kultur testikularelleBeerzielt (Uberblick in Staub,
2001). Daher wurde DMEM/F12 auch in diesen Versocherwendet. In der Frage,
welche Zusatze bei der Kultur testikularer Zelletwendig sind, herrscht Uneinigkeit.
Staub et al. (2000) setzten ihrem Medium diverdasgunzen zu (siehe Tabelle 7). Bei
Verwendung dieses ,Staub-Mediums® (angefertigt @y Firma PAN) in unseren
Versuchen wurde jedoch ein schlechteres Uberlelmntestikularen Zellen als in
DMEM/F12 beobachtet. Objektiv war eine Reduktion ideimzellanzahl messbar (vgl.
3.5.2.2). Dieser Widerspruch zu den von Staub.g8D0) erzielten Ergebnissen mag
eventuell in der schlechten Haltbarkeit der im igemedium enthaltenen Substanzen
begrindet liegen. Fur alle folgenden Versuche wuake Medium selbst gemischt und
nur die essentiellen Substanzen jeweils frischugefiigt. Dies gilt fir Pyruvat, da eine
kurze Periode in der meiotischen Prophase besdmigdi, in der Keimzellen keine
Glucose verwerten kdénnen und sie einen alternatizeargielieferanten bendtigen
(Jutte et al., 1981; 1982). Des weiteren wurden Hisemone Testosteron und FSH
hinzugefiigt. Die Konzentration an Testosteron lgptebenso wie bei Staub et al.
(2000), 10M (=28,8 ng/ml). Laut zirkin et al. (1989) muss die
Testosteronkonzentration im Hoden etwa 70 ng/miragen, um die volle
spermatogenetische Potenz zu beobachten. Unterliatb 20 ng/ml ist die
Spermatogenese stark eingeschrankt. Damit liegt Tdistosteronkonzentration bei

unseren Versuchen mit 28,8 ng/ml zwar in einem ptiedden, jedoch nicht im idealen
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Konzentrationsbereich. Die FSH-Konzentration bett0g - 200 IE und im Gegensatz
zu Staub et al. (2000) wurde humanes rekombinaRfdd und nicht Schaf-FSH

verwendet.

Die Verwendung von Serum in der Kultur testikulaiéellen mit dem Ziel der

Differenzierung ist weitgehend verlassen wordenegf@icht bei Staub, 2001). Serum
wirkt positiv auf die Proliferation und somit aufsl Uberleben (Marret & Durand,
2000), v.a. der somatischen Zellen (Creemers et28D2), hat jedoch nicht exakt
aufgeklarte Einflisse auf die Differenzierung degirdzellen. Da Serum keine fest
definierte Zusammensetzung hat, kann die Zugaberbevsehbare Einflisse auf die
Versuche haben, so dass die Experimente eventigbll reproduzierbar sind. In den
Versuchen zur Differenzierung immaturer Keimzellewurde 1% FKS gegen

vollkommen serumfreies Kulturmedium getestet undigser Konzentration weder ein
positiver noch ein negativer Einfluss des Serum$ d@as Uberleben und die
Differenzierung der Keimzellen festgestellt (vgblA 28, 29).

Als weiterer Zusatz wurde Extrazellularmatrix (ECM)der Kultur testikularer Zellen
getestet und dabei beobacht, dass es in vitrormr dreidimensionalen Anordnung der
Zellen mit Nachahmung der Tubulusstruktur kommte wie schon von Hadley et al.
(1985) beschrieben worden war. Dies weist starlaufahin, dass mittels ECM die
natirliche Umgebung nachgeahmt und Zell-Kontaktiuaert werden bzw. erhalten
bleiben, was optimale Vorraussetzungen fur dieitroADifferenzierung schafft. Die
Uberlegenheit gegeniiber Kultursystemen ohne ECMidlieh Uberleben und
Differenzierung zeigten sowohl Lee et al. (2006 auch Marret & Durand (2000).
Leider ist es uns nicht gelungen, Uberlebens- uiffé@nzierungsanalysen analog zu
den anderen Kulturen durchfiihren, da sich am Erdeédltivierungsdauer Zellen und
ECM nicht sauber voneinander trennen lieBen unditseme PCR-Analyse nicht

maoglich war.

4.1.2 Kultur von Tubulusfragmenten

Analog zu Staub et al. (2000) wurden zur Kultiviegutestikularer Zellen auch
Tubulusfragmente kultiviert. Hierbei bleibt die utt@lbare Umgebung der Keimzellen
und somit alle Zell-Zell-Kontakte erhalten. Des wwen ermoglicht sie eine

ausreichende Ernahrung der Keimzellen durch DiffusEbenso ist das Uberleben der
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Zellen in Tubulusfragmenten besser als bei veréimzeZellen (Marret & Durand,
2000), was eine notwendige Voraussetzung fur die@nzierung darstellt.

Nach wenigen Tagen wuchsen die in den Tubulusfraggneenthaltenen Zellen an den
offenen Enden auf die Kulturplatte aus und nehmabeddie Keimzellen mit, wie
schon 1976 von Eddy & Kahri beobachtet wurde.

4.1.2.1 Gewinnung der Tubulusfragmente

Staub et al. (2000) erhielten ihre Tubulusfragmehiech enzymatische Dissoziation.
Dies ist ein kritischer Punkt fiir den Erfolg desamten Experiments, da dieser Schritt
sehr von der Erfahrung des Durchfihrenden und dewitkungszeit der Enzyme
abhangig ist. Staub et al. (2000) haben die Bedbaghgemacht, dass der Erfolg der
Kultur sowohl stark von der GroRRe der Tubulusfragteeals auch vom Grad der
enzymatischen Verdauung abhangt. Beides sind Gya@lkerschwer zu standardisieren
sind.

Die von uns verwendete Préparationstechnik der [lsbagmente beruhte auf
mechanischer Dissoziation mit einer speziellen Agipa (Medimachine, BD). Dabei
wird das Gewebe zunachst schonend zerkleinert mmdAnschluss Zellen oder
Zellaggregate bestimmter Grol3e mit standardisie@abehdr gewonnen (vgl. 2.2.1.3).
Dieses System ist unabhangig von der Erfahrung Rieshfihrenden und liefert,
unabhangig von der Person, immer die gleichen Gro&e Tubulusfragmenten.
Weiterhin ist es moglich, durch Variation des Zuirshdie Grol3e der Gewebestiicke zu
verandern. Somit steht fiir diese Versuche einedatdisierte Methode zur Verfiigung,
um unter gleich bleibenden Bedingungen Tubulusfemgm zu gewinnen und
zuverlassig reproduzierbare Ergebnisse zu erzi€lariiber hinaus ist das mechanische
Verfahren schonender fur Oberflachenrezeptoren, He2 der enzymatischen

Dissoziation verloren gehen kdnnen.

4.1.2.2 Uberleben der Keimzellen in Tubulusfragmersn

Das Uberleben der Spermatogonien und Spermatodgtesren Tubulusfragmenten
wurde anhand der c-kit-Expression gemessen. Nawodr @-wdchigen Kulturperiode
wurde noch eine deutliche c-kit Expression in debulusfragmenten beobachtet, was
ein gutes Uberleben der Keimzellen anzeigt. Naetbdhiger Kultivierungsdauer war
die c-kit-Expression jedoch kaum noch vorhanders eia Absterben eines Grof3teils

der Keimzellen anzeigte. Bei Staub et al. (200@)ugedie Anzahl der Keimzellen nach
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4 Wochen noch 20% der Ausgangspopulation. Diesett Wigrde durch Zahlung der

Uberlebenden Keimzellen unter dem Mikroskop erihjtte&hrend die in unseren

Versuchen ermittelte c-kit-Expression nur die teldigh stoffwechselaktiven

Keimzellen erfasst und somit im Vergleich zu Staibal. (2000) geringere Werte
ermittelt. Da unsere Methode nur eine semiquaiiéainalyse ermdglicht sind diese
Resultate schlecht mit denen von Staub et al. (P08@leichbar.

Das sehr gute 2-wochige und kaum noch vorhandeméctige Uberleben der

Keimzellen war sowohl bei Versuchen mit FSH allemlse auch bei gemeinsamer
Verwendung von FSH und Testosteron zu beobachtagierVet al. (2004) fanden

heraus, dass Testosteron und FSH die Uberlebemsirétieit der Keimzellen nicht

beeinflusst, sondern nur die Differenzierung stiemtl Dies steht jedoch im Gegensatz
zu der Sichtweise, dass sowohl Testosteron als d&f8H anti-apoptotisch auf

Keimzellen wirken (Print & Loveland, 2000).

Unterschiede im Kultursystems von Staub et al. Q20@ie sich positiv auf das

Uberleben der Keimzellen auswirken konnen, sinditalishe zugegebene Faktoren,
sowie die Verwendung von Zweikammersystemen (vgb.T7). Diese erméglichen den
Sertoli-Zellen, das Medium zu konditionieren undeso Milieu zu schaffen, dass dem
im Hoden &hnlich ist.

4.1.2.3 Differenzierung der Keimzellen in Tubulusfagmenten

Die bei unseren Versuchen verwendeten 20 Tage aMestar Ratten wiesen als
fortgeschrittenste  Keimzellen der Spermatogeneseistmdrihe pachytane

Spermatocyten auf. Nach zweiwdchiger Kultivierung #0’M Testosteron und 100

IE/I rhFSH wurden sowohl das Transition Proteinld auch das Transition Protein 2
exprimiert. Dies zeigt die Entstehung haploiderrKeellen in vitro an (Hecht, 1990;

Alfonso & Kistler, 1993). Die Ausgangszellen bea@ et al. (2000) waren leptoténe
Spermatocyten, welche BrdU-markiert waren. Die &#ghzierung wurde anhand der
Markierung verfolgt. Die Entwicklung erster rund8permatiden war erst nach 3
Wochen zu beobachten, die Zunahme der TP1- undEKP&ssion verlief jedoch

kontinuierlich. Die TP1-Expression war dabei nadhThgen etwa verdoppelt und die
TP2-Expression verfunffacht. Da die Genexpressiorunseren Versuchen lediglich
semiquantitativ gemessen wurde, konnen keine @nekfergleiche gezogen werden.
Anhand der Bandenbreite ist jedoch mindestens ¥ardopplung der Genexpression
von TP1 und TP2 erkennbar.
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Expression von TP1 / TP2 unter gemeinsamem Einflus®n Testosteron und FSH
Unter Einfluss von FSH und Testosteron war eintdiaser Anstieg der TP1- und TP2-
Expression zwischen Kulturbeginn und dem Kulturendeh 14 Tagen zu beobachten.
Daraus kann man folgern, dass die zu Kulturbeginm veeitesten fortgeschrittenen
Keimzellen, die pachytdnen Spermatocyten, sichrivale von 2 Wochen zu runden
Spermatiden differenziert haben und nun TP1 und Téprimieren. Weitere
Arbeitsgruppen haben bestatigt, dass dieser Diffgeeungsschritt innerhalb von 2
Wochen in vitro ablaufen kann (Weiss et al., 198@jer et al., 2004).

Nach einer Kulturdauer von 4 Wochen war, bei kawrhandener c-kit-Expression,
weder eine Expression von TP1 noch von TP2 vorhand®es deutet auf ein
Absterben, sowohl der Ausgangszellen (Spermatogamnel Spermatocyten) als auch
der nach 2 Wochen gebildeten runden Spermatidendienaut Weiss et al. (1997) in
Kultur eine sehr begrenzte Lebensdauer haben.

In hpg-Mausen, die mit Testosteron und FSH substituwurden, lief die
Spermatogenese in vivo quantitativ und qualitatollstandig ab (Haywood et al.,
2003). In vitro gelingt dies mit Testosteron undH-@doch nicht. Dies zeigt deutlich,
dass noch weitere Faktoren, die bisher unbekam@ &nd in vitro fehlen, eine
essentielle Rolle fur die Spermatogenese spietgioch nicht nur unbekannte Faktoren,
auch die schon erwahnte stark begrenzte Uberlefisigkeit der Keimzellen in vitro,

limitiert deren Differenzierungsprozess.

Trotzdem ist es uns in diesem Kultursystem gelungsie Differenzierung von

Spermatocyten zu runden Spermatiden, d.h. die legittenden Schritte der Meiose |l
in vitro nachzuvollziehen. Dies wurde, im Vergleizh Staub et al. (2000) mit einem
einfacheren und auf wesentlichere Dinge reduzierseverlassig reproduzierbarem

Kultursystem erreicht.

Expression von TP1 / TP2 unter alleinigem Einflusgon FSH

In einem zweiten Versuch wurde der alleinige Eisdlwvon FSH auf die Differenzierung

getestet. Dabei war nach der gleichen Beobachteriggan 2 Wochen lediglich eine

TP1-, aber keine TP2-Expression vorhanden. Ein dfvkigsansatz fur diesen
Unterschied ergibt sich aus dem unterschiedlichesieBwert, den Testosteron und
FSH in der Spermatogenese haben. Ohne FSH ist al@ztat der Spermatogenese
vermindert, es besteht jedoch keine InfertilitAith.dFSH ist fiur das qualitativ
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vollstandige Ablaufen der Spermatogenese nichtnéislle sondern bestimmt deren
Quantitat (Krishnamurthy et al.,, 2000; Haywood &t @003). Ohne Testosteron
hingegen kann die Spermatogenese qualitativ niglétéindig ablaufen. Es ist sowohl
fur die Vollendung der Meiose, als auch fur dieaddirfolgende Spermiogenese mit
Entstehung von Spermatozoen essentiell (O'Donnaell..€1994; Singh et al., 1995; De
Gendt et al., 2004).

Da Testosteron bei der Vollendung der Meiose eiesentliche Rolle spielt, bietet dies
eine Erklarung dafir, dass die Differenzierung rRiEH alleine weniger weit

voranschreitet (nur TP1-Expression) als mit Testast zusammen (TP1- und TP2-
Expression).

4.1.2.4 Zeitachse der Differenzierung in vitro

Der zeitliche Ablauf der pubertaren Spermatogenissein Russell et al. (1987)
dargestellt. Danach enthalten die Tubuli seminif2di Tage alter Sprague-Dawley
Ratten als fortgeschrittenste Keimzellen pachyt@permatocyten im letzten Stadium.
Dies entspricht in etwa unseren Wistar Ratten,imieAlter von 20 Tagen frihe bis
mittlere pachytdne Spermatocyten als fortgeschstee Keimzellen aufweisen. Laut
Russell et al. (1987) beginnt die Elongation ab dpostnatalen Tag 28, erste
Spermatozoen finden sich am Tag 38. Daraus ergitht $ir die in vitro-
Differenzierung, dass aus den frihen pachytanem&pecyten in 20 Tage alten Hoden
nach einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen am 3dstnatalen Tag elongierte
Spermatiden entstanden sein sollten, vorausgesdietmt Entwicklung verlauft in vitro
ebenso schnell wie in vivo. In unserem Kultursysteorden nach 14 Tagen jedoch
lediglich die Marker fir runde Spermatiden, TP1 0mR, aber nicht das fir elongierte
Spermatiden charakteristische Prm1 exprimiert. $getien wir davon aus, dass runde
Spermatiden gebildet wurden, aber keine Elongattatigefunden hat. Dies deckt sich
mit der Beobachtung von Perrard et al. (2003),idigarem System eine Verzégerung
der Differenzierung immaturer Keimzellen in vitrorvmindestens 6 Tagen zum Ablauf
in vivo beobachteten.

Nach Clermont et al. (1959) benétigt die Differamang friher pachytaner
Spermatocyten zu runden Spermatiden Stadium | retaede 12 Tage (vgl. Abb. 2).
Dieser zeitliche Ablauf der Spermatogenese-Stagiejedoch nur bei adulten Ratten
mit etablierter Spermatogenese gultig und stimnehtnnotwendigerweise mit dem

zeitlichen Ablauf der ersten spermatogenetischefié/ife der Pubertat tberein, welche
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wir in vitro untersuchten. Jedoch wére nach Clemmsaral. (1959) die Differenzierung
von pachytdnen Spermatocyten zu runden Spermatidee weiteres innerhalb von 2
Wochen maoglich.

Die Untersuchung der Expression stadienspezifisdflarker wahrend der ersten
spermatogenetischen Welle durch Marret et al. (L9%8&fert bessere Hinweise Uber
den zeitlichen Ablauf der Keimzelldifferenzierung der Pubertat und ist direkt mit
unseren Ergebnissen vergleichbar: Laut Marret .e{1898) beginnt die TP1-mRNA-

Expression in runden Spermatiden um den postnatagr82, die Expression von TP2-
MRNA folgt ab dem postnatalen Tag 34. Diese in \Bembachtung deckt sich mit
unseren in vitro-Ergebnissen, in denen nach zwéwgéc Kulturdauer, d.h. am

postnatalen Tag 34, sowohl eine TP1- als auch TReSsion vorhanden war. Dies
zeigt, dass die Keimzelldifferenzierung von pachgté Spermatocyten zu runden
Spermatiden unter den hier etablierten Kulturbeainggn in vitro im Vergleich zu in

Vvivo nicht stark verzogert verlauft.

4.1.3 Organkultur

Die friiheste Form, Keimzellen zu kultivieren, igt ©rgankultur; hierbei werden ganze
Hoden oder Stiicke davon kultiviert (Staub, 2001).

4.1.3.1 Uberleben der Keimzellen in der Organkultur

Die Organkulturen immaturer Hoden wurden in unsé&fersuchsreihen in DMEM mit
Zusatz von Testosteron und FSH fir eine maximalegeDaon 3 Wochen durchgefuhrt.
Dabei wurde beobachtet, dass die aulR3eren, obdrtligelegenen Tubuli wahrend der
gesamten Kulturzeit intakt blieben, wahrend dieenem Anteile des Hodens stets
nekrotisch wurden. Dazwischen bildete sich einergdnegszone, in der eine massive
Chromatinkondensation zu beobachten war. DiesebBigge zeigen deutlich, dass die
inneren Gewebeanteile bei Kultur ganzer Hoden nadéiquat mit Sauerstoff und
Né&hrstoffen versorgt werden kénnen.

Solche Nekroseareale wurden auch schon von Stembet al. (1964) beobachtet. Sie
lieBen sich durch Erhéhung des-@nteils in der Atmosphare verringern, was jedoch
wiederum durch erhthten oxidativen Stress die Sa&rgonien und Spermatocyten
schadigte, so dass dies keine brauchbare Altemati\(Steinberger et al., 1964).
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Um die Gewebsnekrosen zu vermindern, kultiviertdn statt ganzer Hoden kleine
Wirfel von Hodengewebe. Die Beobachtung blieb jaddeselbe: Schon nach einer
Woche wurden die inneren Anteile nekrotisch undbleben immer nur die Zellen der
Tubuli erhalten, die der aulersten Reihe angehtrédso direkt dem Medium

zuganglich waren. Auch in diesen gut versorgtenuliutahm die Anzahl der Zellen im

Laufe der 3 wochigen Kultur stark ab. Die grof3tenAlbme war dabei innerhalb der
ersten Woche zu verzeichnen und in den folgendechéfoblieb die Anzahl der Zellen
weitgehend stabil. Diese Beobachtung hatten auchrefl& Durand (2000) bei der

Kultur von Tubulusfragmenten gemacht.

Dieses Ergebnis wurde durch die Untersuchung det-Expression bestatigt, welche
schon nach 2 Wochen kaum mehr vorhanden war unit sas reduzierte Uberleben
der Keimzellen im Organkultursystem widerspiegdlies steht im Widerspruch zu der
von Steinberger & Steinberger (1967) publiziertebel, in der Spermatogonien bis zu
6 Monaten und Spermatocyten bis zu 4 Wochen in i@agtur Gberlebten. Diese

Ergebnisse waren jedoch mit 10% serumhaltigem Medaszielt worden, was die

Proliferation und das Uberleben unterstitzt (MadetDurand, 2000). In unserem

System war, anhand rein histologischer Kriterieachn 3-wochiger Kulturdauer ein

besseres Uberleben der Sertoli-Zellen im Vergleighden Keimzellen zu beobachten.
Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen Steinberger & Steinberger

(1967), die das langste Uberleben fir Sertoli-Zellend Typ A-Spermatogonien

beschrieben haben.

4.1.3.2 Differenzierung der Keimzellen in der Orgakultur

Im Vergleich zur Kultur von Tubulusfragmenten istia der Organ- und Gewebekultur
bisher nicht mdglich, die Meiose in vitro nachzuzighen. Es wurden nur
Differenzierungsschritte bis zu pachytanen Speroya¢m beobachtet (Champy, 1920;
Steinberger et al., 1964; Steinberger & Steinbet§éi7; Aizawa & Nishimune, 1979).
In unserem Organsystem bildeten zum Zeitpunkt ddtukbeginns einzelne pachytane
Spermatocyten die Front der sich entwickelnden r8pgenese. Wahrend der
gesamten Kulturzeit konnte kein Fortschreiten dernkelldifferenzierung in Form
einer Chromatinkondensation und Elongation gefunderden. Die nach ein und zwei
Wochen in der Ubergangszone beobachtete Chromatieksation wurde nicht als
Differenzierung, sondern im Sinne der Einstellungr dStoffwechselaktivitat

interpretiert, da in der dritten Woche diese Zobenrdalls nekrotisch wurde. AulRer
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dieser rein morphologischen Beurteilung fuhrten wwirttels PCR eine Analyse
spezifischer Genexpressionsmarker durch. Nach 2wgéc Kultur der Hoden in

Medium mit FSH und Testosteron wurden weder TPIhnpR2 als Marker fur runde

Spermatiden exprimiert. Dies erlaubt verschiedemerpretationen. Erstens: Trotz
hinreichend guten Uberlebens hat in vitro keinefddénzierung zu haploiden Zellen
stattgefunden, bereits von Steinberger & Steinbve(867) beschrieben. Zweitens:
Durch das Absterben der Ausgangszellen, v.a. dernsgocyten, konnte keine
Differenzierung stattfinden. Drittens: Es hat Diffiezierung in vitro stattgefunden, die
haploiden Zellen konnten jedoch nicht Uberlebemrin®Berger & Steinberger (1967)
haben beschrieben, dass runde Spermatiden in sgtron innerhalb der ersten Tage
degenerierten. In unserem Fall ist aufgrund dedeskbten Gesamtiberlebens der
Keimzellen wahrscheinlich, dass eine Differenzigrenst gar nicht stattfinden konnte,
da sowohl die Ausgangszellen als auch die evenemtbtehenden Zellen schnell
abstarben.

4.1.4 Kultur dissoziierter Zellen

In der Kultur von Tubulusfragmenten wurde regelrgéaBeobachtet, dass durch das
Auswachsen der Zellen an deren offenen Enden dlaullisstruktur innerhalb von
wenigen Tagen aufgehoben war. Die erfolgreicheegffizierung der Keimzellen in
diesem System lasst vermuten, dass nicht die exa@utmilusarchitektur fir das
Uberleben und die Differenzierung der Keimzellensessiell ist, sondern das
Vorhandensein der Zellkontakte, v.a. zu den Sengelien. Unter der Vorstellung, die
Versorgung der Keimzellen mit Sauerstoff und Naifeh durch vollkommene
Dissoziation des Hodengewebes weiter verbesserikonmen, kultivierten wir ein
Gemisch von Einzelzellen. Voraussetzung ist, dessalkommen dissoziierten Zellen
in vitro wieder reassoziieren kénnen (Orth & Boehtf90). Zuséatzlich nutzten wir
Zweikammersysteme, in denen die Sertoli-Zellen & umgebende Medium
konditionieren und so ein dem Hoden &ahnlichereseMikchaffen konnen. In einem
solchen Kokultursystem von Sertoli-Zellen und Kegtlen war es Le Maguiresse-
Battistoni (1991) und Weiss et al. (1997) gelungke,Differenzierung von pachytéanen
Spermatocyten zu runden Spermatiden zu beobachten.

Im Gegensatz dazu beobachteten wir bei vereinzgk$ien schon innerhalb der ersten

2 Wochen ein stark reduziertes Uberleben der Kdierzedas Ausdruck in der stark
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reduzierten Expression von c-kit fand. Ebenso wurdeach 2 Wochen keine
Differenzierungsmarker exprimiert, was zeigt, dass diesem System keine
Differenzierung stattfand. FUr dieses negative Bnggegibt es, wie bei der Organkultur,
verschiedene Erklarungsansatze. Erstens: Aufgrendchlechten Uberlebensfahigkeit
der Ausgangskeimzellen kann eine Differenzierunghinistattfinden. Zweitens: Die
Zellen konnen sich in diesem System nicht differemren und sterben daraufhin durch
Apoptose ab.

Da durch die maximale Zerkleinerung des Gewebes 8auerstoff- und

N&ahrstoffversorgung nicht der limitierende Faktogins kann, kann man davon
ausgehen, dass die zerstorten Zellkontakte fir rddsizierte Uberleben und die

fehlende Differenzierung verantwortlich sind.

Fazit aus den Versuchen zur in vitro-Differenzierurg von Keimzellen

In dieser Arbeit wurden die drei grundlegenden Miedder Keimzellkultivierung, die
Organkultur, die Kultur von Tubulusfragmenten unié &ultur vereinzelter Zellen,
beziiglich Uberleben und Differenzierung untersucht.

Von den drei Kultursystemen waren die Tubuli sefennidas einzige System, das das
Uberleben und die Differenzierung von Keimzelleméglichte.

Sowohl die Organkultur als auch die Kultur vereltereZellen zeigten ein reduziertes
Uberleben der Keimzellen, so dass keine Differennig beobachtet werden konnte.
Die limitierenden Faktoren sind bei der Organkular allem die Versorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen und in der Kultur dissoier Zellen das Fehlen der
Zellkontakte. Aus dem systematischen Vergleich atie® Kultursysteme haben wir
gelernt, dass Tubulusfragmente das ideale Systerstetlan, um Keimzellen zu
kultivieren, da sie beide Voraussetzungen erfullere Abbildung 41 verdeutlicht
zusammenfassend die verschiedenen Kultursysteméentimitierenden Faktoren fr
das Uberleben und die Differenzierung von Keimzelle
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Versorgung mit
O,- und Nahrstoffen

Vollstandig dissoziierte Zellen

Tubulusfragmente

Organkultur

Strukturerhalt

Abb. 41: Kultursysteme testikularer Zellen und ihre Limitiagen bezlglich des
Strukturerhaltes und der Versorgung mit Sauerstofind N&hrstoffen.
Tubulusfragmente stellen das ideale System darKemnzellen zu kultivieren, da sie
sowohl den Erhalt der unmittelbaren Umgebung saligeausreichende Versorgung der
Zellen gewabhrleisten.

4.2 APOPTOSE IMMATURER TESTIKULARER ZELLEN UNTER
EINFLUSS VON TGFB

Die Apoptose ist ein physiologischer Bestandteil Sipermatogenese und dient sowohl
der Elimination fehlerhafter Zellen als auch demidmstase im Keimepithel (Print &
Loveland, 2000). Eine besondere Rolle spielt siehredd der Etablierung der
Spermatogenese in der Pubertéat, wo eine massivezéapoptose stattfindet. Wird
die Apoptose wahrend der Pubertat unterbundent filies zu bleibender Infertilitat
(Rodriguez et al., 1997).

Die TGF{fs werden bis zur Pubertat im Rattenhoden starkiraignt, sinken danach
jedoch ab (Mullaney & Skinner, 1993). Des weiteistrbekannt, dass sie eine Rolle bei
der parakrinen Regulation der Keimzellapoptoseatalén Rattenhoden spielen (Olaso
et al., 1998a).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Induktion déimzellapoptose durch TG[Ft
und TGFB2 im pubertaren Rattenhoden untersucht. In der @xgtur wurde nach 24-
stundiger Stimulation mit TGB2 die aktive-Caspase-3 immunhistochemisch
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nachgewiesen und durch Z&hlung der gefarbten Kdéiemzeguantifiziert. In der
Zellkultur wurde nach 12- und 24-stindiger Stimigkatmit TGF$1 und TGFB2 die
aktive-Caspase-3 mittels kolorimetrischem Assay ulad in Spermatogonien und
Spermatocyten exprimierte Makrophagen stimuliereietein (MSP) mit einem
ELISA bestimmt.

Dabei zeigte sich in der Organkultur keine sigmifite Anderung in der Anzahl der
Caspase-3-positiven apoptotischen Zellen nach $&itroo mit TGF$2. Daraufhin
wurde das Kultursystem zur Zellkultur hin gewechsel sie eine objektive und
quantitative Messung der apoptotischen Signale glioid. Aufgrund der zu geringen
Anzahl an Wiederholungen war die Induktion der Kasttapoptose durch TGE2
nicht statistisch auswertbar und somit nicht sidbeurteilbar. Der signifikante Abfall
der MSP-Konzentration nach Stimulation mit TGE-und TGFB2 spiegelt die
Reduktion der Spermatogonien und Spermatocytenrwidd ist ein starker Hinweis
daflr, dass TGB-bei der Regulation der Keimzellanzahl wichtig einsscheint.

4.2.1 Stellung der Caspasen

Caspasen sind Cysteinproteasen, die wahrend deptégm kaskadenformig aktiviert

werden. Am Ende der Kaskade stehen Effektorcasp@Saspase-3, -6, -7), die als
»2ausfihrende Organe“ zum Uberleben notwendige Eet#Proteine spalten und so den
Zelltod herbeifuhren (Hengartner, 2000; Slater 8eEs, 2003). In unseren Versuchen
wurde der Nachweis der Aktivierung der Caspases3ralikator fur die Apoptose von

Keimzellen verwendet. Dabei wurde die Tatsache g@&nulass die Caspase-3 als
Effektorcaspase am Ende der Caspasenkaskade stghdnudiesem Punkt mehrere
apoptotische Signalwege zusammenlaufen. So wirégasmohl Uber den extrinsischen
als auch uber den intrinsischen Weg aktiviert (dib. 4) und spielt eine zentrale Rolle
im apoptotischen Prozess (Faleiro et al., 1997ptz8iem muss darauf hingewiesen
werden, dass Apoptose auch ohne die Aktivierung @aspasen ablaufen kann und
dass trotz der Aktivierung von Caspasen nicht ienaGeweben zu allen Zeitpunkten
die Apoptose folgen muss (Alam et al., 1999; Keynetdal., 1999). Erstaunlicherweise
weisen viele Tiere mit Caspase-Knock-outs keingusi der Spermatogenese oder
Fertilitdt auf (Bergeron et al., 1998; Kuida et 4998; Wang et al., 1998; Woo et al.,
1998). Dies mag eventuell daran liegen, dass datel®yder Caspase im Hoden
redundant ist oder daran, dass keine essentiefipaSa inaktiviert wurde.
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4.2.2 Makrophagen stimulierendes Protein (MSP)

Das Makrophagen stimulierende Protein gehdrt zunili&a der ,hepatocyte growth
factors® und ist an der Induktion von Chemotaxifagocytose und Konformations-
anderungen von Makrophagen beteiligt. Es wird inttdRdnoden von Spermatogonien
und Spermatocyten exprimiert und sezerniert (Osétiil., 1996).

In Kulturen testikularer Zellen war nach 24-stumdigstimulation mit TGH1 und
TGF$2 eine signifikante Reduktion der MSP-Konzentrataurf jeweils ca. 60% zu
messen. Da MSP von Spermatogonien und Spermatoeyfammiert und sezerniert
wird, deutet die Reduktion der MSP-Konzentratiori aune signifikante Reduktion
dieser Zellarten durch Stimulation mit TGE-und TGFB2 in vitro hin.

Das MSP-Protein wurde jedoch im Zellkulturiberstadds heif3t im Kulturmedium
ohne Zellen, gemessen. Daher ist auch eine f-@fuzierte Hemmung der MSP-
Sekrektion als Mechanismus fir die Abnahme der M8Rzentration denkbar. Diese
Annahme kann dadurch gestitzt werden, dass diealBigge der TGBs und MSP

interagieren (Wang et al., 2004; Cheng et al., 2005

4.2.3 Bedeutung der Apoptose im immaturen Hoden

Wahrend der ersten spermatogenetischen Welle inPdbertat findet eine massive
Keimzellapoptose statt (Rodriguez et al., 1997)iciae vor allem die Spermatocyten
und Spermatogonien betrifft (Huckins et al., 190&; Rooij & Lok, 1987; Yan et al.,
2000). Auch im adulten Hoden kann man davon ausgeatsss 25 -75% der erwarteten
Keimzellausbeute wahrend der Spermatogenese dysoptdse verloren gehen (Print
& Loveland, 2000).

Vor Kulturbeginn konnten wir eine Aktivierung deragpase-3 in pachytéanen
Spermatocyten in 20 Tage alten Rattenhoden deteRtidies betraf vor allem die
Zellen an der Front der sich entwickelnden Spergetese. Interessant war, dass sie
nicht die typischen morphologischen Veranderunggoptotischer Zellen, wie
Kernpyknose und Abschnirung zytoplasmatischer \ébsikogenanntes ,blebbing”
(Wyllie et al., 1980), aufwiesen. Statt dessen tegigsie eher die morphologischen
Charakteristika nekrotischer Zellen, wie ein aufigbenes, balloniertes Aussehen mit
scholliger Kernfragmentierung. Dieses Erscheinuidgsist als charakteristisch fur
Spermatocyten beschrieben worden, obwohl sie gleit auf molekularer Ebene

Merkmale apoptotischer Zellen, wie z.B. die Hoclutesgung apoptotischer Gene, der
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Nachweis typischer DNA-Fragmentierung mittels DNA#er und im TUNEL-Assay

aufweisen (Brinkworth et al., 1995; Blanco-Rodrigue Martinez-Garcia, 1996; Sinha
Hikim et al., 1997). Die Ursache fir das untypisé&hmnscheinungsbild ist nicht endgultig
geklart. Jedoch ist dies ein Beispiel daftr, wardi® urspringlich morphologische
Definition der Apoptose verlassen und von einerakolaren abgeldst wurde.

Nach 24-stiindiger Kultivierung der immaturen Hodearen in unseren Versuchen
sowohl Spermatocyten als auch Spermatogonien voApiEptose betroffen. Bezlglich
der von der Apoptose betroffenen Zellarten war &eWerdnderungen unter dem

Einfluss von TGH32 festzustellen.

4.2.4 Signalweg der TGH3 vermittelten Apoptose

TGFf vermittelt seine Wirkung tber die hochaffinen Remeen BRI und TBRII und
intrazellular Gber die Smad-Proteine (vgl. 1.5)e @enauen Mechanismen uber die
TGF{$ zur Apoptose fiuhrt, sind nicht bekannt. Jedochdweine Aktivierung der
Caspasenkaskade diskutiert, welche entweder ditdddr die Phosphorylierung
cytoplasmatischer Kinasen oder (ber den mitochalriweg stattfindet (Ubersicht in
Schuster & Krieglstein, 2002). Jang et al. (20Gdyten, dass ein Komplex aus Smad2,
Smad3 und Smad4 den Promotor einer Kinase, demaoge&n ,death associated
protein kinase” aktiviert, die wiederum die apojstche Kaskade aktiviert.

4.2.5 Vergleich der Kultursysteme zur Untersuchung der TG--B-
induzierten Keimzellapoptose

4.25.1 Organkultur

In der Organkultur bleibt die urspringliche Strukties Hodens erhalten. Aufgrund der
fehlenden Blutversorgung muss die Versorgung deseBes per Diffusion aus dem
Kulturmedium erfolgen. Um dies zu erméglichen, wiat der Kultivierung die Tunica
albuginea als Diffussionsbarriere entfernt. Dabeirden, selbst bei vorsichtigem
Vorgehen, die aufRen gelegenen Tubuli seminiferierminmechanischen Stress
ausgesetzt, wodurch eventuell zusatzliche Apoptaseziert wird.

Des weiteren wird der Vorteil des Strukturerhattsder Organkultur in Bezug auf die
Versorgung des Gewebes mit Medium und dem zu tsterTGFB leider zum
Nachteil. Wie an den Langzeitkulturen zu beobacliggrwerden die zentral im Hoden
gelegenen Tubuli nicht ausreichend mit Medium unauesstoff versorgt. Das
impliziert, dass auch, beziehungsweise erst rectgrhalb von 24 Stunden das Medium
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und TGFg das Hodeninnere nicht erreichen kann. Die gutorgtsn, aul3en gelegenen

Anteile, an denen der Einfluss von TEFgemessen werden kann, unterliegen jedoch

auch der mechanischen Manipulation, die bei defeEming der Tunica entsteht, so

dass die Ergebnisse hier verzerrt sein konnen.

4.2.5.2 Zellkultur

Der Vorteil der Zellkultur gegeniiber der Organkultegt vor allem darin, dass das
Medium und das zu testende T@Fdie hier vorliegenden Einzelzellen und
Tubulusfragmente miuhelos erreicht und seine Wirkengfalten kann. Durch die
mechanische Methode der Dissoziation werden di¢eZedbenfalls einem gewissen
Stress ausgesetzt und haben durch die Vereinzskhigchtere Voraussetzungen, um
in Kultur zu Gberleben. Dies kann der Grund fir eblativ hohes Ausgangsniveau der
Apoptose in der Kontrollprobe und ein eventuell gering ausfallender Anstieg der
Apoptose bei Stimulation mit TGF-sein. Von entscheidendem Vorteil fur die
Verwertung der Ergebnisse ist hier jedoch die Tdisa dass die Zellen nach der
Isolierung und vor der Verteilung auf die verscleieen Anséatze durchmischt werden,
so dass das apoptotische Ausgangsniveau in allsat2en ungefahr gleich ist.
Aufgrund des grof3en Aufwandes, den die Anfertigaley Zellkultur darstellt, und
Zeitmangel, wurden keine ausreichenden Wiederhelurgr Experimente zur TGk
induzierten Keimzellapoptose in der Zellkultur chgefiihrt, um dartber eine klare
Aussage treffen zu kénnen.

Die Messungen der signifikanten MSP-Reduktion nadBF{f$1 und TGFB2-
Stimulation zeigen jedoch deutlich, dass eine Abmahder Keimzellanzahl unter
Einfluss von TGH1 und TGFB2 stattgefunden hat.
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5  Zusammenfassung

Die Regulation der Spermatogenese beruht auf eikemplexen Zusammenspiel
vielfaltiger Faktoren auf endokriner, parakrinedwellularer Ebene, wobei die genauen
Mechanismen erst ansatzweise verstanden sind. ef@idr in vitro-Systeme zur
Kultivierung von Keimzellen haben zur Aufklarungeder Mechanismen beigetragen.
Deren Ergebnisse sind jedoch aufgrund der untexdbtinen Kultursysteme,
Praparation der Zellen, Kulturdauer und Zusammenset des Mediums nicht immer
direkt miteinander vergleichbar.

Daher wurden in dieser Arbeit die drei grundlegendgysteme zur Kultivierung
primarer testikularer Zellen, namlich die Organluylt die Kultur von Tubulus-
fragmenten und die Kultur dissoziierter Zellen mas unter gleich bleibenden
Bedingungen untersucht, um sie miteinander vergéggiczu konnen. Dabei wurden die
Schwerpunkte auf die Untersuchung der Differenzigrund Apoptose von immaturen

Keimzellen in vitro gelegt.

Die Gewinnung testikularer Zellen der Ratte erfelgtittels mechanischer Dissoziation
des Hodengewebes mit einer Maschine. Dies erwids ais unverzichtbarer Vorteil
gegenuber den herkdmmlichen Verfahren zur Zellgewng, da sie eine vom
Experimentator unabhangige Isolierung von Zellaggren gewinschter GrofRe, wie
z.B. Tubulusfragmente oder Einzelzellen, ermdgéchtHiermit wurde ein
standardisiertes und gut reproduzierbares in 8tystem zur Kultivierung testikularer
Zellen etabliert.

Wir beobachteten, dass dissoziierte testikulardedeh vitro die Potenz aufweisen,
wieder Aggregate auszubilden, die sich entwedeChlster oder als Cords formierten.
Dieser Prozess wurde durch die Zugabe von Extrddethatrix stark beschleunigt.
Dabei Uberlebten Peritubuldr- und Sertoli-Zellemeeizweiwochige Kulturdauer
problemlos, wahrend die Anzahl der Keimzellen ndielser Zeit stark reduziert war.

Von den getesteten Systemen zur Kultivierung takirer Zellen boten nur die
Tubulusfragmente die notigen Voraussetzungen figrigben und Differenzierung der
Keimzellen. In diesem System gelang es innerhallm wawei Wochen, die
Differenzierung von pachytédnen Spermatocyten zdeorSpermatiden zu beobachten.

Das bedeutet, dass in diesem System die Meiose Vitio ablaufen kann. Hierbei
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waren die zugesetzten Hormone, Testosteron und KSHForm des humanen
rekombinanten FSHs, wichtige Faktoren fur die @reikche Differenzierung, die
anhand der mRNA-Expression spezifischer Markerdpeneteilt wurde. Die Expression
von c-kit diente als Marker fir das Uberleben deergatogonien und Spermatocyten,
Transition Protein-1 (TP1) und Transition ProteinfPP2) als Marker fur runde
Spermatiden und Protamin-1 als Marker fur elongi&permatiden. Unter der gemein-
samen Wirkung von Testosteron und FSH war ein sgafifferenzierungsschritt zu
beobachten, wie die mMRNA-Expression von TP1 und B&&ies, als mit FSH alleine,
wo nur TP1 exprimiert wurde. Eine Expression vomt&mnin-1 wurde in keinem
unserer Versuche beobachtet, weshalb davon aussugsh dass in vitro keine
Elongation der Spermatiden stattfand. In der Orghok und der Kultur vereinzelter
testikularer Zellen war das Uberleben der immatuteimzellen stark reduziert und

somit auch keine in vitro-Differenzierung der Keieien moglich.

Neben der Differenzierung spielt auch die Apoptesee essentielle Rolle in der

Spermatogenese. Es gibt Hinweise, dass BGétn ubiquitdres und multifunktionelles

Cytokin, von Bedeutung fur die Keimzellapoptoseder pubertaren Spermatogenese

ist. Die Untersuchung der TGFinduzierten Keimzellapoptose in vitro wurde in der
Organkultur und der Kultur vereinzelter testikutdZellen durchgefuhrt.

Im Organmodell war es nicht mdglich, T@R-als eindeutigen Induktor der Keimzell-
apoptose zu identifizieren, was eventuell auf Uaaglichkeiten der Methoden zurtick-
zufiihren ist. Im Zellkulturmodell zeigten sich jetioHinweise dafir, dass TGHR- die

Anzahl immaturer Keimzellen bei gleichzeitiger Akéirung der Apoptose reduzierte.

Neben der Untersuchung von Apoptose und Differenngg war ein essentieller Teill
dieser Arbeit die Etablierung des in vitro-Systemsr Kultivierung mannlicher
Keimzellen Uber einen langeren Zeitraum. Im diegartursystem war die Meiose der
Keimzellen zu beobachten, was die Erforschung deguRtionsmechanismen der
Spermatogenese in vitro ermdglicht. Somit sindnige vorgelegten Ergebnisse Teil der
langfristigen Zielsetzung, die gesamte Spermataggerne vitro zu vollziehen. Dies
wirde die Therapieoptionen mannlicher Infertili@fgrund von Arresten in der
Spermatogenese oder z.B. nach Behandlung mit ZAyiketdeutlich voranbringen.
Somit tragt diese Arbeit einen wichtigen Teil auénd Weg zur Realisierung

verbesserter Therapieoptionen bei mannlicher lfitéttoei.
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