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1 Einleitung 

1.1 Morphologie des Hodens 

1.1.1 Aufbau des Hodens 
Die Hauptaufgaben der Hoden bestehen in der Produktion von Sperma-

tozoen sowie der Synthese und Sekretion von Testosteron. Diese beiden 

Prozesse spielen sich in voneinander getrennten Kompartimenten ab. 

Während die Spermatogenese in den Samenkanälchen (Tubuli seminiferi) 

abläuft, findet die Steroidsynthese im Interstitium, dem Zwischenraum der 

Samenkanälchen, statt (1,2). 

Im Interstitium befinden sich Blut- und Lymphgefäße, Nervenfasern, 

Mastzellen, Makrophagen und Monozyten sowie die Leydigzellen. Diese 

produzieren Testosteron und differenzieren sich aus Zellen des Intersti-

tiums unter Einfluss des luteinisierenden Hormons (LH). 

Das tubuläre Kompartiment ist von einer Wand umgeben, welche aus 

einer Basalmembran und den peritubulären Zellen besteht (3). Diese 

Zellen, welche artspezifisch eine Schicht von 1 - 7 konzentrischen Lagen 

um den Tubulus bilden, weisen kontraktile Eigenschaften auf, wobei ihre 

koordinierten Kontraktionen zu einer präpulsiven Welle entlang des 

Samenkanälchens führen, so dass im Tubuluslumen ein Transport der 

Spermien und der tubulären Flüssigkeit zum Rete testis erfolgen kann (4). 

Außerdem sind peritubuläre Zellen in der Lage Bestandteile der extra-

zellulären Matrix (ECM) zu synthetisieren und sezernieren, worauf im 

Abschnitt 1.1.3 noch genauer eingegangen wird. 
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Der peritubulären Wand sitzen in den Tubuli die Sertolizellen auf, deren 

tight junctions die Blut-Hoden-Schranke bilden. Zwischen den bis zum 

Lumen der Tubuli reichenden Sertolizellen liegen die Keimzellen in 

verschiedenen Stufen ihrer Reifung. Die Sertolizellen besitzen für die 

heranreifenden Samenzellen eine Stütz- und Nährfunktion und werden 

durch das Follikel stimulierende Hormon (FSH) reguliert. 

Die verschiedenen Vorstufen der Keimzellen sind im Keimepithel 

angeordnet. Am äußersten Rand liegen die Spermatogonien, welche sich 

in Spermatozyten, runde und elongierte Spermatiden und letztendlich zu 

Spermatozoen differenzieren. Bei der Spermatogenese, welche in drei 

Schritten abläuft, entwickeln sich die Spermatozoen aus den Spermato-

gonien. Zunächst proliferieren die Spermatogonien und es entstehen 

primäre Spermatozyten. Diese treten in die Meiose ein, wobei ihr Chromo-

somensatz halbiert wird. Diese Zellgruppen werden durch die tight 

junctions der Sertolizellen räumlich von einander getrennt. Im letzten 

Schritt differenzieren die Keimzellen zu Spermatozoen. Dieser letzte 

Schritt der Spermatogenese wird auch als Spermiogenese bezeichnet 

(Bild 1). 
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Bild 1: Übersicht des Keimepithels der Samenkanälchen. 
Das Keimepithel wird durch die Sertolizellen gebildet und beherbergt die 
heranreifenden Keimzellen. Auf Grund der einschichtigen peritubulären Wand ist dies 
vermutlich eine Skizze des Keimepithels von Nagern. Verändert nach (5). 

Der Aufbau des Hodens sowie der Ablauf der Spermatogenese weisen 

beim Nager im Vergleich zum Menschen räumliche und zeitliche Unter-

schiede auf. Auf Grund der in der bisherigen Forschung detaillierten 

Untersuchung des Hodens von Nagern (Maus, Ratte) werden im 

Folgenden, wenn nicht explizit erwähnt, die Situation im testikulären Milieu 

dieser Labortiere beschrieben. Der Hodenaufbau dieser Tiere ist sehr 

ähnlich, jedoch bleibt zu beachten, dass sich Maus und Ratte in der 

Anzahl der Stadien der Spermatogenese unterscheiden. Während sich die 

Spermatogenese der Maus in 14 Stadien unterteilen lässt, gibt es bei der 

Ratte zwei weniger. 

1.1.2 Regulation der spermatogonialen Stammzellen (SSZ) 
Die Spermatogenese beginnt in der basalen Region des Keimepithels mit 

den mitotischen Zellteilungen der Spermatogonien, welche entsprechend 
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ihres Differenzierungsstadiums klassifiziert werden. Im humanen System 

werden spermatogoniale Stammzellen (SSZ) in Adark-Spermatogonien, 

welche keine oder nur sehr geringe Proliferationsaktivität zeigen (6) und 

die teilungsaktiven Apale-Spermatogonien klassifiziert. Aus Apale-Spermato-

gonien entstehen durch Proliferation und Differenzierung eine große 

Anzahl von B-Spermatogonien (7), aus welchen sich nach mitotischer 

Teilung die primären Spermatozyten entwickeln. 

Die Selbsterneuerung und Differenzierung von spermatogonialen 

Stammzellen wird über verschiedene Faktoren reguliert. Das spezifische 

Mikromilieu, welches zur Kontrolle der SSZ nötig ist, wird als Stammzell-

nische bezeichnet (8-10). Der von Maus-Sertolizellen sezernierte Glial cell 

line derived Neurotrophic Factor (GDNF) ist bisher der einzig bekannte 

parakrine Faktor, welcher in vivo und in vitro für die Aufrechterhaltung und 

Selbsterneuerung von SSZ verantwortlich ist (11-14), während die Wachs-

tumsfaktoren Fibroblast Growth Factor (FGF)-2 und Epidermal Growth 

Factor (EGF) zwar in vitro die Proliferation von SSZ fördern (12), die in 

vivo Situation jedoch noch nicht aufgeklärt ist. Bei Mäusen ist die 

Expression von GDNF durch Sertolizellen und folglich die Proliferation von 

SSZ abhängig von FSH (15). In vitro konnte gezeigt werden, dass die 

GDNF-Produktion durch Sertolizellen von FGF-2, Tumor necrosis factor 

(TNF)-α und Interleukin (IL)-1β reguliert werden kann (16). 

GDNF wiederum aktiviert die Expression der Transkriptionsfaktor-Gene 

B-cell CLL/lymphoma 6 member B (Bcl6b), Ets variant 5 (Etv5) und LIM 

homeobox (Lhx)-1, welche Einfluss auf die Selbsterneuerung von SSZ 

haben (17). Des Weiteren sind die GDNF-unabhängigen Transkriptions-

faktoren Promyelocytic leukemia zinc-finger (Plzf) und TATA box binding 

protein-associated factor (Taf)-4b an der Selbsterneuerung von SSZ 

beteiligt (7,17). 
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Es wird vermutet, dass neben Sertolizellen auch Leydigzellen und 

peritubuläre Zellen durch Produktion des Cytokine colony-stimulating 

factor (CSF)-1 Einfluss auf die Selbsterneuerung von SSZ haben (17). Es 

ist jedoch zu beachten, dass die meisten Studien an Labornagern oder in 

vitro durchgeführt wurden und es fraglich bleibt, in wie weit sich diese 

Befunde auf das humane System übertragen lassen. 

Da sich diese Arbeit mit der Regulation und parakrinen Wirkung von 

humanen testikulären peritubulären Zellen befasst, werden diese im 

folgenden Abschnitt genauer beschrieben. 

1.1.3 Peritubuläres Kompartiment des Hodens 
Die Tubuli seminiferi des Hodens sind von peritubulären Zellen umgeben. 

Sie haben eine polygonale Form mit ausgestrecktem Zytoplasma und 

bilden in Kultur flache Monolayer (18). Die Anzahl der Peritubulärzell-

schichten ist artspezifisch variabel. Dieser Zelltyp ist bislang hauptsächlich 

an Labornagern (Maus, Ratte, Hamster) untersucht worden, bei welchen 

nur eine Zellschicht zu finden ist, während beim Menschen 5 - 7 Schichten 

vorhanden sind (4,19-27). Humane peritubuläre Zellen exprimieren die 

typischen Glattmuskel- und Fibroblasten Zellmarker wie CD90/Thy-1, 

CD34, Smooth Muscle Actin (SMA), Myosin-Heavy-Chain (MYH)-11 und 

Calponin, wobei die myoiden Zellen, welche direkt am Keimepithel liegen, 

sich als Desmin und Vimentin positiv auszeichnen, während die nicht-

myoiden Zellen, welche die myoiden Zellen umgeben, nur Vimentin 

exprimieren (19,28-32). Daraus lässt sich schließen, dass die äußeren 

Schichten vorwiegend von Fibroblasten gebildet werden (30). 

Es wird angenommen, dass die peritubulären Zellen einen kontraktilen 

Ring um die Samenkanälchen bilden (33) und den Transport der reifen, 

aber noch immotilen Spermien und der testikulären Flüssigkeit durch 

peristaltische Kontraktionen und die dadurch entstehenden präpulsiven 

Wellen fördern (4,22,28,34). In einem knock-out Maus-Modell wurde in 
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einer aktuellen Studie die Bedeutung der Regulation der Kontrak-

tionsfähigkeit von peritubulären Zellen für die männliche Fertilität 

nachgewiesen. Bei beeinträchtigter Kontraktilität dieser Zellen weisen die 

Tiere eine progrediente Sub- oder Infertilität mit verringerter Spermienzahl 

auf (4,22). Die Kontraktionen werden durch verschiedene Substanzen wie 

den Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF) und Endothelin-1 in 

endokriner, parakriner und autokriner Weise beeinflusst (28,35-39). 

Neben ihrer kontraktilen Funktion besitzen peritubuläre Zellen auch 

sekretorische Eigenschaften. An peritubulären Zellen der Ratte konnte die 

Synthese von extrazellulären Matrixkomponenten wie Laminin, Kollagen 

Typ I und IV, Fibronektinen, Proteoglykanen (28,40,41) sowie Wachstums- 

und Differenzierungsfaktoren wie Leukemia-Inhibitory-Factor (LIF), TGF-β, 

Aktivin-A, Insulin-like-Growth-Factor-(IGF)-1 und Erythropoetin gezeigt 

werden (28,42-47). Einige dieser Faktoren nehmen Einfluss auf andere 

benachbarte Zellen wie zum Beispiel die Sertolizellen (45), wodurch die 

Peritubulärzellen nicht nur für die Integrität der tubulären Struktur, sondern 

auch bei anderen Hodenfunktionen wie der Regulation der 

Spermatogenese eine wichtige Rolle spielen. Hierzu ist der sekretorische 

Faktor PmodS (Peritubular Factor modifying Sertoli cells) hervorzuheben, 

welcher in der Ratte eine starke Expression von Transferrin durch 

Sertolizellen induziert und somit an deren  Differenzierung beteiligt zu sein 

scheint (42). Da sich bei PmodS keine eindeutige Signalkaskade 

identifizieren ließ, ist anzunehmen, dass es sich hierbei nicht um einen 

einzelnen Faktor, sondern um einen Cocktail mehrerer Signalmoleküle 

handelt (48-50). Es ist hierbei anzumerken, dass diese Untersuchungen 

vornehmlich an der Ratte durchgeführt wurden und weitere Experimente 

nötig sind, um herauszufinden, in wie weit sich diese Ergebnisse auf das 

humane testikuläre System übertragen lassen. 
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Einblicke in das sekretorische Profil humaner peritubulärer Zellen 

lieferte eine kürzlich veröffentlichte Studie, welche die Produktion des 

Nervenwachstumsfaktors (NGF), des Monocyte Chemoattractant Protein-1 

(MCP-1) und des inflammatorischen Moleküls IL-6 beschrieb. Diese para-

krinen Faktoren könnten durch das typische Mastzellprodukt TNF-α regu-

liert werden und über die vermehrte Produktion von MCP-1, Migration und 

Chemotaxis von Immunzellen sowie die Kollagensynthese verstärken (51). 

Beide Vorgänge stehen im Zusammenhang mit fibrotischen testikulären 

Prozessen, welche im Abschnitt 1.1.4 genauer erklärt werden. Im Falle 

des pleiotropen Wachstumsfaktor NGF könnte TNF-α proliferatorische 

Prozesse, sowohl von peritubulären Zellen als auch von Neuronen för-

dern, was zur Innervierung und Einwanderung von Immunzellen in das 

peritubuläre Kompartiment von infertilen Patienten beitragen könnte. 

Dabei ist zu beachten, dass in Hoden von Männern mit gestörter 

Spermatogenese eine erhöhte Anzahl von Nervenfasern und Immunzellen 

innerhalb des peritubulären Kompartiments zu verzeichnen ist (20). 

1.1.4 Veränderungen des peritubulären Kompartiments von Patienten 
mit eingeschränkter Spermatogenese 
Bei Männern mit Störung der Spermatogenese wurde eine fibrotische 

Verdickung der peritubulären Region beschrieben (30,52-55). Bei einer 

Fibrose handelt es sich um eine krankhafte Ablagerung von Komponenten 

der extrazellulären Matrix. Bei Patienten mit pathologisch veränderter 

peritubulärer Region war die Lokalisation von Proteinen der Basalmem-

bran wie Kollagen IV, Fibronektin oder Laminin nicht verändert, jedoch 

konnte eine verringerte Expression von Desmin sowie anderer Kontrak-

tionsmarker durch die peritubulären Zellen festgestellt werden. Darauf hin 

wurde vermutet, dass sich diese Zellen zu hochaktiven Fibroblasten 

entwickeln, welche Komponenten der extrazellulären Matrix sezernieren, 

die sich zwischen die einzelnen peritubulären Schichten ablagern (30,56). 
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Ähnliche Befunde konnten auch bei Patienten mit Varikozele festgestellt 

werden, bei denen in Folge eines venösen Rückstaus die Tubuli stark 

sklerotisiert sind und einen verringerten Durchmesser aufweisen. Bei 

diesem Krankheitsbild ist die Lamina propria und die Basalmembran durch 

Kollagenablagerungen verdickt. Jedoch ist neben einer Abnahme der 

Desmin-Expression ein Anstieg von Vimentin-positiven peritubulären 

Zellen bei fortschreitender Sklerotisierung beschrieben (57,58). Patienten 

mit altersbedingter Atrophie oder idiopathischer Infertilität weisen ähnliche 

phänotypische Veränderungen der peritubulären Zellen auf (52,53,59). 

Auch die Morphologie der peritubulären Zellen scheint bei Patienten mit 

Fertilitätsstörungen verändert zu sein. Neben einem Polaritäts- und Konfi-

gurationsverlust der Zellen konnte eine Vakuolisierung und 

Fragmentierung des Zellkerns beobachtet werden. Außerdem bildeten 

sich übermäßig viele Phagolysosomen und Lipidtröpfchen innerhalb der 

Zellen (54). 

Neben der peritubulären Fibrose konnte bei männlicher Infertilität häufig 

eine erhöhte Anzahl von Immunzellen (v. a.  Mastzellen und Makro-

phagen) innerhalb der peritubulären Region festgestellt werden (60). Die 

Aufgaben von Immunzellen im männlichen Reproduktionstrakt sind 

unbekannt. Mastzellen können über ihre sekretorischen Produkte die 

Fibroblasten aktivieren sowie die Kollagensynthese über Wachstums-

faktoren fördern, weshalb diese Zellen an fibrotischen Veränderungen und 

bei der Modellierung von Geweben beteiligt zu sein scheinen (61-63). 

Fibroblasten können wiederum die phänotypische Variabilität, die 

Adhärenz und die funktionelle Aktivität der Mastzellen regulieren. Auf 

Grund dieser Fakten könnten die Mastzellen bei der Entstehung einer 

Organfibrose und Geweberemodellierung eine bedeutende Rolle spielen. 

Diese Hypothese scheint durch die erhöhte Anzahl von Mastzellen unter 

anderem bei idiopathischen Fertilitätsstörungen, die mit Fibrose der 
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Tubulusmembranen einhergehen, untermauert zu sein. In Proben von 

Patienten mit Mixed Atrophy (64), welche innerhalb der selben Hoden-

biopsie sowohl funktionelle Tubuli als auch fibrotisch veränderte bis hin zu 

Tubuli mit Sertoli-cell only Syndrom (keine Spermatogonien innerhalb der 

Samenkanälchen) aufweisen, wurde in pathologisch veränderten tubu-

lären Regionen eine signifikante Erhöhung der Immunzellen wie Mast-

zellen oder Makrophagen, eine Veränderung der Morphologie und der 

topographischen Lage und außerdem eine erhöhte Anzahl von neuronalen 

Zellen und Nervenfasern festgestellt (Bild 2; (53,65)). 

Ferner zeigten elektronenmikroskopische Aufnahmen, dass viele dieser 

Mastzellen aktiviert und degranuliert erscheinen (53), so dass zu erwarten 

ist, dass ihre Produkte freigesetzt werden und lokal im Hoden wirken 

können. Die Zunahme der Anzahl Tryptase-positiver Mastzellen korreliert 

mit der gemessenen Dicke der Tubulusmembran und einer Verschiebung 

der Mastzellen aus dem Interstitium in den peritubulären Raum (53,66,67). 

 

Bild 2: Akkumulation von Mastzellen in Hodenbiopsien infertiler Patienten. 
(A) Wenige Tryptase aktivierte Mastzellen im Interstitium eines fertilen Patienten (Pfeil). 
(B) Bei infertilen Patienten befinden sich Mastzellakkumulationen sowohl im Interstitium 
(Pfeile), als auch in der peritubulären Region (*) (53). 

Besonders hervorzuheben ist, dass peritubuläre Zellen funktionelle 

Rezeptoren für die Mastzellprodukte Tryptase (PAR-2) und TNF-α 

(TNFR1/2) besitzen, was darauf hinweist, dass Mastzellen als Regulatoren 
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eine wichtige Rolle spielen können (20,32). Es ist bekannt, dass Tryptase 

die Zellteilungsaktivitäten von Fibroblasten fördert (68), was mit den 

pathologischen Veränderungen der Patienten mit Mixed Atrophy in 

Korrelation stehen könnte. Daneben steht auch TNF-α im Verdacht, die 

Ablagerung von extrazellulärem Matrixmaterial zu fördern und so  

Interaktionen zwischen peritubulären Zellen und dem Interstitium zu 

behindern (30,56). Auf Grund dessen werden im Folgenden die beiden 

Signalmoleküle Tryptase und TNF-α im Zusammenhang mit 

Veränderungen im Hoden genauer beschrieben. 

1.2 Interaktion der testikulären peritubulären Zellen mit 
Mastzellen 
Mastzellen entwickeln sich aus CD 34+ multipotenten hämatopoetischen 

Vorläuferzellen (69,70), welche den Stammzellen des Knochenmarks 

entstammen und ubiquitär im menschlichen Körper in großer Zahl 

vorkommen. Nach der Zirkulation von Mastzellvorläufern in der Blutbahn 

migrieren sie in das Bindegewebe und differenzieren sich unter Einfluss 

des hämatopoetischen Stammzellfaktors (SCF) zu funktionellen reifen 

Mastzellen (71,72). Die heranreifenden Mastzellen exprimieren neben 

dem SCF-Rezeptor (c-kit) die membranständigen Rezeptoren für IgE  

(FcεRI) und bilden charakteristische Sekretionsgranula aus (73). Sie 

finden sich überwiegend an den großen Körperbarrieren und in 

muskulären Organen wie Gefäßen, Herz, Uterus sowie in Nebenhoden 

und Hoden (66). Mastzellen spielen im humanen Immunsystem eine 

bedeutende Rolle, nicht nur als primäre Effektorzellen der IgE-vermittelten 

Immunreaktion, sondern auch bei der Initiierung und Modulation der 

Immunantwort, antimikrobieller Abwehrreaktionen und inflammatorischen 

Reaktionen (74,75). Außerdem wird ein Beitrag von Mastzellen zur 

Pathogenese verschiedener entzündlicher Erkrankungen wie Psoriasis 
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oder Asthma sowie an Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis 

oder Multipler Sklerose vermutet (76), bei denen es zu einer Zunahme der 

Anzahl und einer vermehrten Aktivierung der Mastzellen kommt (77). 

Die Mastzellen speichern in ihren zahlreichen Granula präformierte 

Mediatoren wie die Serinprotease Tryptase, TNF-α, Heparin, Histamin, 

Chymase und Carboxypeptidase B (78,79). Die Degranulierung und die 

damit verbundene Freisetzung dieser Mediatoren können sowohl durch 

IgE-abhängige und -unabhängige Immunmechanismen als auch durch 

andere Faktoren erfolgen (80-82). Neben diesen gespeicherten werden 

verschiedene andere inflammatorisch wirksame Faktoren erst nach IgE-

vermittelter Aktivierung der Mastzelle gebildet. Hierzu gehören zum 

Beispiel Prostaglandine, Zytokine, TNF-α oder Interleukin (IL)-4, -5 und -6. 

1.2.1 Tryptase 
Tryptasen sind die Hauptsekretionsprodukte von humanen Mastzellen 

(83). Sie umfassen eine Gruppe von sequenzhomologen Trypsin-

ähnlichen Serinproteasen, deren entsprechende Gene auf dem kurzen 

Arm von Chromosom 16 lokalisiert sind (84). Die Mitglieder der Familie 

lassen sich in drei Gruppen einteilen, die α-Tryptasen (α1 und α2), die 

β-Tryptasen (β1a, β1b, β2 und β3) sowie die γ-Tryptasen (γ1, γ2 und ΤΜΤ), 

welche alle durch einen hydrophoben C-terminalen Bereich charakterisiert 

sind (85,86). In Mastzellen werden überwiegend β-Tryptasen exprimiert, in 

Basophilen dagegen fast nur α-Tryptasen (86,87). Während die α-Form 

konstitutiv von der Mastzelle als inaktives Molekül sezerniert wird, ist die 

aktive β-Form in den Granula der Mastzellen gespeichert (88,89). Die 

γ-Tryptase wird ebenfalls durch Abspaltung des Propeptids aktiviert, bleibt 

aber sowohl während der Speicherung an der Granulamembran als auch 

nach Freisetzung an der extrazellulären Oberfläche der Zellmembran 

membranständig gebunden (90). 
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1.2.1.1 Struktur und Rezeptor 
Tryptase wird zunächst als Proenzym gebildet. Auf dem Weg vom trans-

Golgi Apparat zu den Sekretionsgranula wird das lange Pro-Peptid von 

der eigentlichen Proteinasesequenz abgespalten (88,91). Die Tryptase 

besteht aus vier 34 - 37 kDa großen Untereinheiten, welche durch Heparin 

stabilisiert werden. Die vier Monomere sind so angeordnet, dass die 

Mastzelltryptase gegenüber Inaktivierung durch Inhibitoren wie Serin-

proteasen weitgehend resistent bleibt und im Falle von β-Tryptasen als 

aktives Tetramer in den Sekretionsgranula gelagert wird (Bild 3; (91-93)). 

 

Bild 3: Struktur des Tryptase-Tetramers. 
Die vier Monomere A, B, C und D sind in blau, rot, grün und gelb dargestellt. (93) 

Tryptase aktiviert den G-Protein-gekoppelten Protease-aktivierten Rezep-

tor (PAR-2), welcher sieben transmembrane Domänen besitzt (94). Die 

Expression des Tryptase-Rezeptors PAR-2 wurde in verschiedenen 

Geweben wie Herz, Lunge, Leber, Niere, Haut, Gehirn und Prostata 

nachgewiesen (95-97). Im Hoden wurde eine Expression von PAR-2 in 

Zellen des testikulären Keimepithels (98), auf Spermatozoen (99), im 

Interstitium (100) und peritubulären Zellen (32) festgestellt. Durch immun-
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histochemische Studien an Ratten wurde der Rezeptor außerdem auf 

peritubulären Zellen und testikulären Makrophagen lokalisiert (101). Seine 

Aktivierung führt über die Aktivierung der Phospholipase C zur Hydrolyse 

des Phosphatidylinositol-bisphosphats und zur Freisetzung von Ca2+ aus 

den intrazellulären Speichern des sarkoplasmatischen Retikulums (102). 

Ein Peptid mit der Sequenz SLIGKV kann als Agonist spezifisch an PAR-2 

binden und die Ca2+- oder cAMP-Freisetzung aktivieren (Bild 4; 

(103,104)). 
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Bild 4: Aktivierung des PAR-2 durch Tryptase und SLIGKV. 
Tryptase spaltet das N-terminale Peptid von PAR-2, wonach das neue N-terminale 
Ende an den Rezeptor bindet und einen G-Protein gekoppelten Signalweg einleitet und 
über Aktivierung der PKC die Ca2+-Freisetzung auslöst. Das synthetische Peptid 
SLIGKV bindet direkt an den Rezeptor und bewirkt ebenfalls eine Aktivierung des 
PAR-2. Modifiziert nach (105). 

1.2.1.2 Physiologische Rolle von Tryptase im Körper und Hoden 
Tryptase wurde mit vielen Prozessen im menschlichen Körper in Zusam-

menhang gebracht, von denen einige mit Inflammation in Verbindung 

stehen. Dabei ist Tryptase im Fokus von Studien, welche in Korrelation mit 
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verschiedenen Krankheiten stehen. Bei Experimenten mit Tieren oder 

Geweben konnten durch Tryptase verschiedene biologische Prozesse 

ausgelöst werden, welche durch Tryptaseinhibitoren moduliert werden 

konnten. Zahlreiche Studien lassen vermuten, dass Tryptase an der 

Pathogenese akuter und chronischer Entzündungen, insbesondere 

Asthma, beteiligt ist (106,107). Durch Spaltung aktiviert Tryptase neben 

PAR-2 auch Prostromelsin oder die Prourokinase (94,108,109) und 

inaktiviert Fibronektin oder HMMK (High molecular-Mass Kinogen). 

Weitere Untersuchungen zeigten, dass Tryptase durch Spaltung der 

α-Kette des Fibrinogens gerinnungshemmend wirken kann (110-112) und 

somit zusammen mit der antikoagulatorischen Wirkung von Heparin eine 

Funktion bei der Aufrechterhaltung der Kommunikation zwischen entzün-

detem Gewebe und dem Blutkreislauf haben könnte (113). Andere 

Studien schrieben Tryptase die Fähigkeit zur Degradation von 

Neuropeptiden zu (114,115). Zudem wurde eine Beteiligung von Tryptase 

bei der Wundheilung nachgewiesen (116). Tryptase kann auch direkt 

zelluläre Effekte auslösen und zum Beispiel die Proliferation von 

Fibroblasten (61,62,68) anregen. Außerdem spielt Tryptase bei der 

Kontrolle der allergischen Inflammation eine bedeutende Rolle, da es nach 

der Aktivierung von Mastzellen IgE spalten kann (117). In manchen Fällen 

wurde Mastzelltryptase auch die Prozessierung von Pro-Formen einiger 

Proteasen wie (MMP-1, MMP-3) und damit deren Aktivierung zugeschrie-

ben (108,118,119). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Tryptase an 

der Entstehung von fibrotischen Erkrankungen beteiligt sein könnte, die 

sowohl durch eine Vermehrung der Mastzellen in den erkrankten 

Geweben als auch durch eine erhöhte Proliferation von Fibroblasten bzw.  

Keratinozyten gekennzeichnet sind. 
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Ein Überblick von biologischen Prozessen, in welchen Tryptase 

involviert ist, liefert Tabelle 1: 

Tabelle 1: Biologische Prozesse im Zusammenhang mit Tryptase. 
Verändert nach (120). 

Biologischer Prozess erhöhte 
Tryptase-
Spiegel 

Tryptase-
induzierter 
Prozess 

Tryptase 
Inhibitor 
reduziert 
Prozess 

Referenzen 

Atemwegs-Inflammation + + + (107,121-127) 
Neutrophilen-Rekrutierung  +  (128-130) 
Eosinophilen-Rekrutierung  +  (130) 
Erhöhte vaskuläre 
Permeabilität 

 +  (131) 

Fibrose +   (132) 
Ulcerative Colitis   + (133) 
Angiogenese  +  (116,134) 
Arthritis +   (135,136) 
Multiple Sklerose +   (137,138) 
Plötzlicher Kindstod +   (139) 
Duchenne Muskeldystrophie +   (134) 
Psoriasis +   (140,141) 
Gelenkinflammation  + + (142) 
Darminflammation   + (143) 
Atopische Dermatitis +   (132) 
Tumor-Zellproliferation  +  (144) 
Pruritus  +  (145) 
Männliche Infertilität +   (53) 

 

Bei Patienten mit gestörter Spermatogenese wird vermutet, dass die 

erhöhte Anzahl aktiver Mastzellen mit einer vermehrten Produktion von 

Tryptase assoziiert ist, welche die Chemotaxis und Aktivierung von 

Fibroblasten steigern kann, was wiederum die Fibrose fördert. Die erhöhte 

Anzahl von Mastzellen scheint mit der gesteigerten Synthese von 
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Kollagenfasern und der daraus resultierenden fibrotischen Verdickung der 

Tubuluswand in Zusammenhang zu stehen (53,59,60,146). 

Außerdem wird eine neuroimmunologische Rolle von Tryptase schon 

seit längerem diskutiert, nicht zuletzt basierend auf der räumlichen Nähe 

von Mastzellen zu Nervenfasern zum Beispiel in humanem Hautgewebe 

oder in Darmgewebe von Ratten (140,147). 

1.2.2 Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 

TNF-α ist ein pleiotropes proinflammatorisches Zytokin, das 1975 

erstmalig von Carswell im Serum von mit Lipopolysacchariden (LPS) 

behandelten Mäusen nachgewiesen wurde und den Namen aufgrund 

nekrotisierender Effekte bei malignen Tumoren erhielt (148). Zehn Jahre 

später gelang es, TNF zu klonieren und in Escherichia coli zu exprimieren 

(149). 

Neben Immunzellen wie Mastzellen, Makrophagen, Monozyten, T- und 

B-Lymphozyten können auch Strukturzellen wie Fibroblasten und 

Keratinozyten TNF-α produzieren (150). 

1.2.2.1 Struktur und Rezeptoren 

TNF-α bildet nach seiner Expression spontan homotrimere Strukturen aus. 

Der humane TNF-α Vorläufer ist 233 Aminosäuren lang und wird post-

translational modifiziert (151). Die Signalsequenz des Propeptids ist 76 

Aminosäuren lang und dient der Verankerung des Moleküls in der 

Zytoplasmamembran. Das modifizierte, reife, humane TNF-Molekül 

besteht aus 157 Aminosäuren, ist an Position 7 glykosyliert und besitzt ein 

Molekulargewicht von 17 kDa (152). Durch proteolytische Prozessierung 

der membranständigen pro-TNF-Extrazellulärsequenz vorwiegend durch 

die Metalloproteinase TACE/ADAM (TNF-α Converting Enzyme/A 

Disintegrin And Metalloproteinase)-17 kann eine lösliche Form von TNF 

entstehen (153,154). Die aktive, lösliche TNF-Form ist ein Homotrimer mit 
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52 kDa, welches aus drei identischen 17 kDa Untereinheiten besteht 

(155). 

Es konnten zwei humane, membranständige Rezeptoren nachgewiesen 

und kloniert werden: TNFR1 mit 426 bp und TNFR2 mit 439 bp (156,157). 

Beide TNF-Rezeptoren werden als Homo-Multimere auf der Zellmembran 

exprimiert. Diese Membranproteinrezeptoren besitzen eine charakteris-

tische Cystein-reiche Domäne im extrazellulären Bereich. Neben einer 

hydrophoben Transmembrandomäne sind unterschiedliche intrazelluläre 

Domänen vorhanden. Da keine signifikanten Homologien zwischen den 

intrazellulären Domänen von TNFR1 und TNFR2 bestehen, wird von zwei 

unterschiedlichen Signalwegen ausgegangen (158). Dabei führt die 

Interaktion mit TNF-Liganden zur Bildung von Clusterstrukturen, die 

spezifische Signalkaskaden in Gang bringen (159). Lösliches TNF bindet 

mit höherer Affinität an TNFR1, während hingegen für TNFR2 eine höhere 

Affinität für membranständiges TNF gezeigt werden konnte (160). Der 

TNFR1 weist intrazellulär eine Todesdomäne („Death Domain“) auf (161), 

welche nach Rezeptoraktivierung das spezifische bivalente Adapterprotein 

TRADD rekrutiert und sowohl Apoptose als auch den klassischen, anti-

apoptotischen und pro-inflammatorischen NFκB-Weg aktiviert. Der TNFR2 

hingegen besitzt am C-terminalen Ende der Intrazellulärdomäne eine 

Bindungsstelle für TRAF-Moleküle. Die Bindung des Liganden führt zur 

Aktivierung des klassischen und auch des alternativen NFκB-Signalwegs 

(Details siehe (162)).  

1.2.2.2 Rolle von TNF-α im Hoden 

Im testikulären Mikromilieu wird TNF-α von pachytänen Spermatozyten, 

runden Spermatiden (163), Mastzellen und interstitiellen Makrophagen 

exprimiert (164). Mögliche Effektorzellen für TNF-α stellen die Leydig- und 

Sertolizellen dar (163), bei denen die Expression von TNFR1 nachge-

wiesen wurde (165). 
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In Leydigzellen bewirkt TNF-α eine Hemmung der Testosteronsynthese, 

die vermutlich auf einer verminderten Expression steroidogener Enzyme 

beruht (166). 

In Sertolizellen kann TNF-α indirekt die Spermatogenese fördern, indem 

es die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB stimuliert (167,168). 

Des Weiteren kann das Zytokin Signalwege über die Aktivierung von JNK 

und p38 MAPK beeinflussen (169). Die Stimulation des MAPK Signalwegs 

führt zur Produktion von IL-6 und durch den JNK-Signalweg wird eine 

erhöhte Expression des Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) und 

des Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) auf der Oberfläche 

gefördert (169). Durch die Stimulation des Insulin-like Growth Factor 

Binding Protein-3 (IGFBP-3) kann TNF-α der Wirkung von IGF-1 auf die 

Bindung von FSH an Sertolizellen entgegenwirken (170). 

Durch einen Konzentrationsanstieg von TNF-α durch Entzündung 

und/oder Infektion kann die Integrität der Blut-Hodenschranke vermindert 

werden, vermutlich durch Verminderung der Expression von Occludin, 

einem wichtigen Bestandteil der tight junctions zwischen den Sertolizellen 

(171-173). 

TNF-α stimuliert in Keimzellen die Expression des Enzyms Aromatase, 

welches zur Östrogensynthese nötig ist (174). Pentikainen et al. konnten 

demonstrieren, dass TNF-α in vitro die Apoptose von Keimzellen im 

menschlichen Hodengewebe inhibiert, indem es die Expression des Fas-

Liganden drosselt (175). 

In humanen peritubulären Zellen stimuliert TNF-α neben der Induktion 

von ICAM-1 sowie verstärkter Expression des Enzyms COX-2 und des 

Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) auch die Sekretion des Zytokins 

MCP-1 (20,176).  Das Vorkommen des Wachstumsfaktors NGF im Hoden 

von Ratten und Mäusen ist schon seit längerer Zeit beschrieben (177). 

Jedoch wurde in einer erst kürzlich veröffentlichten Arbeit sowohl eine 
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Produktion des Neurotrophins von humanen peritubulären Zellen als auch 

dessen Regulation durch das Mastzellprodukt TNF-α nachgewiesen 

(20,176). Auf Grund dieser Tatsache und da die Wirkung von 

neurotrophen Faktoren in verschiedensten Gewebekompartimenten 

wieder aktuell behandelt wird, sollte in dieser Arbeit die Interaktion von 

Mastzellen mit peritubulären Zellen im Hinblick auf neurotrophe Faktoren 

näher untersucht werden. 

1.3 Rolle von Neurotrophinen im Hoden 
Basierend auf den strukturellen und funktionellen Ähnlichkeiten bilden 

Nervenwachstumsfaktor (NGF), Brain-Derived Neurotrophic Factor 

(BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4 (NT-4) die Familie der 

Neurotrophine (178). Diese Signalmoleküle regulieren neuronale 

Differenzierung, Überleben und Plastizität einer Zelle (179). Jedoch gibt es 

außerdem hinreichende Beweise für Aktivitäten dieser Faktoren in 

verschiedenen nicht-neuronalen Geweben (178,180), worauf im 

Folgenden noch genauer eingegangen werden soll. 

Reife Neurotrophine binden an zwei Klassen von Rezeptoren: den 

gemeinsamen p75NTR (181,182) und einen Tropomyosin-related Kinase 

(Trk) Rezeptor (183). NGF und NT-3 binden beide an den TrkA Rezeptor, 

in Anwesenheit von p75NTR kann jedoch nur NGF an den TrkA Rezeptor 

binden (184). In ähnlicher Weise verhalten sich BDNF, NT-4 und NT-3, 

welche an den TrkB Rezeptor binden können, jedoch wird in Anwesenheit 

des p75NTR nur ein BDNF Signal gewährleistet (185). An den TrkC 

Rezeptor bindet nur NT-3 (186). TrkA aktiviert vornehmlich die 

Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-K), während TrkB sowohl den PI3-K als 

auch den Mitogen-aktivierten Protein (MAP) Kinase Signalweg aktiviert 

(187). 
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Neurotrophine werden als Vorformen (pro-Neurotrophine) synthetisiert, 

welche proteolytisch zu reifen, biologisch aktiven Liganden gespalten 

werden können (188). Die pro-Regionen der Neurotrophine scheinen für 

die korrekte Faltung und Direktion zu ihrem Zielort verantwortlich zu sein 

(189,190). Auch wenn pro-Neurotrophine immer als inaktive Vorformen 

angesehen wurden, konnte mittlerweile gezeigt werden, dass pro-

Neurotrophine in heterologen Zellen durch Furin oder Prokonvertasen 

intrazellulär an hoch konservierten dibasischen Aminosäurestellen 

gespalten werden können (191,192). Pro-Formen von NGF und BDNF 

können sezerniert (192) und extrazellulär durch die Serinprotease Plasmin 

und selektive Matrix-Metalloproteasen (MMPs) gespalten werden. Dabei 

kann proBDNF durch die Proteasen Plasmin, MMP-3 und MMP-7 

gespalten werden. Dagegen wirken auf proNGF Plasmin, welches zu einer 

13 kDa Form führt, und MMP-7, welches proNGF zu einer 17 kDa Form 

spaltet (193). NGF kann letztendlich durch MMP-9 degradiert werden 

(194). 

1.3.1 Nervenwachstumsfaktor (NGF) 
Im Jahre 1951 demonstrierte Rita Levi-Montalcini die Anwesenheit eines 

löslichen Wachstumsfaktors, der in das Sarkomgewebe eines 

Hühnerembryos sezerniert wurde und über Diffusion die sensorischen und 

sympathischen Nervenzellen zu schnellem Wachstum anregte. Dieser 

wurde 1952 als Nervenwachstumsfaktor beschrieben (195,196). Im Jahre 

1986 wurden Levi-Montalcini und ihrem Kollegen Stanley Cohen für diese 

Entdeckung und die Erforschung von NGF der Nobelpreis für Medizin 

verliehen. Die Isolation von NGF gelang den Beiden zunächst aus 

Kulturen sympathischer Ganglien, doch dienten später Schlangengifte und 

submaxillare Speicheldrüsen männlicher Mäuse als Ausgangsmaterial zur 

Isolation von NGF, da diese eine hohe Konzentrationen dieses Faktors 

enthielten (197-200). Die zunehmende Verfügbarkeit von NGF aus 
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exokrinen Drüsen wie Giftdrüsen von Schlangen (199,201-203), Prostata 

von Meerschweinchen (204,205), Samen und Samenblasen von Bullen 

(206,207) und submaxillaren Speicheldrüsen der südafrikanische Ratte 

(Mastomia natalensis) (208,209) ermöglichte die weitere Charakterisierung 

von NGF. 

1.3.1.1 Struktur und Rezeptoren 

Der NGF Komplex setzt sich aus drei Untereinheiten (α, β, und γ) 

zusammen (210), von denen lediglich die β-Untereinheit biologisch 

wirksam ist. Reifer β-NGF ist ein nicht kovalent gebundenes Dimer, 

welches aus zwei identischen Polypeptidketten mit je 118 Aminosäuren 

besteht (211). Sowohl die Monomere als auch die Dimere sind biologisch 

aktiv (212,213). Die Primärsequenz von murinem NGF unterscheidet sich 

in nur 12 der 118 Aminosäurereste im Vergleich zu humanem NGF (214). 

In der Aminosäuresequenz jedes Monomers befinden sich sechs 

Cysteinreste, welche durch drei Disulfidbrücken miteinander verknüpft 

sind (215). Werden diese reduziert, ist das Molekül nicht mehr biologisch 

aktiv (211,216). 

Die γ-Untereinheit des NGF-Komplexes ist an der C- und N-terminalen 

Prozessierung von proNGF (188). Das C-Ende dieses Vorläufers besteht 

aus den Aminosäure-Sequenzen Arg-Arg-Gly. Die γ-Einheit spaltet 

proNGF zwischen den beiden Arginin-Resten und bleibt am C-Ende von 

β-NGF gebunden (217,218). 

Die α-Untereinheit besitzt keine proteolytische Aktivität (219). Es wird 

angenommen, dass sie β-NGF vor der Proteolyse schützt und seine biolo-

gische Aktivität reguliert. 

Durch alternatives Spleißen des Prä-Pro-Protein entsteht das reife 

β-NGF ((214,217); Bild 5): 
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Bild 5: Primärstruktur von humanem Prä-Pro-NGF.  
Der graue Pfeil kennzeichnet die Prozessierungsstelle der Signalpeptidase, die 
Spaltstelle der Furin-Protease ist als schwarzer Pfeil dargestellt. Die prä-Sequenz ist 
grün und die pro-Sequenz ist blau markiert. Die letzten beiden Aminosäuren (119 und 
120) werden in vitro leicht durch Trypsin abgespalten. 

Die 18 Aminosäuren umfassende Prä-Sequenz wird bei der Translokation 

ins endoplasmatische Retikulum abgespalten und es entstehen die 

proNGF-Formen mit 32 kDa und 25 kDa (188,214,220,221). Dort findet 

unter oxidativen Bedingungen die Ausbildung der Disulfidbrücken und 

N-Glycosylierung der pro-Sequenz statt, welche wahrscheinlich für die 

korrekte Faltung des Proteins und für dessen Austritt aus dem ER wichtig 

ist (222). ProNGF wird intrazellulär durch Furin oder bestimmte 

Prohormonkonvertasen (PACE4 und C5/6-B) im trans-Golgi Netzwerk 

prozessiert (222-224). Posttranslational erfolgt die Abspaltung der beiden 

C-terminalen Aminosäuren sowie des N-terminalen Pro-Peptids, wodurch 

das reife, biologisch aktive β-NGF entsteht (220). 
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Es wurde lange Zeit angenommen, dass proNGF nur eine Vorstufe des 

biologisch aktiven NGF ist, jedoch konnte auch unprozessierter proNGF 

als Sekretionsprodukt in einer Vielzahl von Geweben wie Haarfollikeln, 

Prostata oder Spermien nachgewiesen werden (220,225,226). Es wurde 

vermutet, dass in vielen neuronalen, aber auch in nicht-neuronalen 

Geweben das Verhältnis der Sekretion von β-NGF und proNGF in 

Abhängigkeit des Entwicklungsstadiums erfolgt (227,228). Bei Alzheimer-

Patienten wurde beispielsweise eine Akkumulation von proNGF im Gehirn 

nachgewiesen (229). Daher wäre möglich, dass proNGF nicht nur ein 

Vorläufer des reifen Neurotrophins darstellt, sondern auch selbst 

biologisch wirksam ist (229). 

NGF bindet und aktiviert zwei Klassen von Transmembranrezeptoren: 

den hochaffinen Tyrosinkinase-Rezeptor TrkA-Rezeptor (KD ∼ 10-11 M), 

und den niedrigaffinen Neurotrophin-Rezeptor p75 (p75NTR; KD ∼ 10-9 M), 

ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Familie, an welchen alle 

Neurotrophine binden können (179,230,231). Beide Rezeptorklassen 

induzieren unabhängig voneinander unterschiedliche Signalkaskaden 

(232). Durch Bindung des Liganden an den TrkA Rezeptor wird dessen 

Dimerisierung induziert, was zur trans-Autophosphorylierung von drei 

Tyrosinresten der intrazellulären Aktivierungsschleife führt. Dadurch wird 

die Kinase-Domäne aktiviert, wodurch zwei weitere Tyrosinreste außer-

halb dieser Schleife auto-phosphoryliert werden. Danach binden intrazellu-

läre Adaptorproteine an die phosphorylierten Tyrosinresten der intrazellu-

lären Domäne und es werden so verschiedene intrazelluläre Signalkas-

kaden in Gang gesetzt (233,234): neben der Aktivierung von PI3-K und 

Akt (Proteinkinase B), wird das G-Proteins Ras aktiviert, welches das 

Signal auf die MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase) überträgt und 

außerdem wird der PLCγ-PKC-Weg in Gang gesetzt (186). 
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In einigen Untersuchungsreihen wurde beobachtet, dass p75NTR als Co-

Rezeptor für die Funktion der Trk-Rezeptoren fungiert, um die Bindung 

von NGF zu optimieren (235-238). Jedoch konnte in mit TrkA transfizierten 

Zellen auch eine Tyrosin-Kinase-Aktivität von TrkA ohne die Anwesenheit 

von p75NTR beobachtet werden (239,240). Der p75-Rezeptor besteht aus 

einer transmembranären, extrazellulären und einer intrazellulären 

Domäne. Der Rezeptor kann neben der Interaktion mit dem Trk-Rezeptor 

auch eigenständig Signale weiterleiten. Seine intrazelluläre Domäne, die 

als „Death Domain“ bezeichnet wird, wirkt als apoptotischer Faktor (241-

243). Darüber erfolgt die Aktivierung von NRIF (neurotrophin receptor 

interacting factor), von JNK, NFκB, p53 und Ceramid (179,180,244-250). 

Neben der Induktion von Apoptose vermittelt p75NTR weitere biologische 

Aktivitäten, welche über andere Signalkaskaden reguliert werden. Die 

Bindung von NGF an TrkA und p75NTR induziert eine Konformations-

änderung des TrkA Rezeptors, was zu einer Verstärkung der TrkA-

Signalkaskade (251-254) und einer Inhibierung der apoptotischen 

Signalkaskade über p75NTR (255) führt. Wahrscheinlich besitzt TrkA nur in 

Verbindung mit p75NTR seine hochaffinen Bindungseigenschaften (237), 

weshalb die ursprüngliche Einteilung der Rezeptoren in hoch- und 

niedrigaffine Rezeptoren in Frage gestellt und in aktueller Literatur wenig 

verwendet wird.  

Erst in den letzten Jahren wurde Sortilin (256) als weiterer Rezeptor 

identifiziert, welcher zusammen mit p75NTR an der Signaltransduktion von 

NGF bzw. proNGF beteiligt ist (Bild 6): 
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Bild 6: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe für NGF und proNGF. 
Modifiziert nach (257). 

Dabei wurde für proNGF eine höhere Affinität zu Sortilin nachgewiesen als 

für NGF. Es wird vermutet, dass Sortilin zusammen mit p75NTR einen 

Komplex bildet, welcher für die Induktion von Apoptose-Signalwegen 

durch proNGF verantwortlich ist (257). Dabei scheint das Verhältnis 

zwischen NGF und proNGF und die An- oder Abwesenheit der Rezep-

toren (TrkA, p75NTR und Sortilin) entscheidend für Zellüberleben oder 

Zelltod zu sein (258). 

1.3.1.2 Neuronale und nicht-neuronale Rolle von NGF im Körper 
NGF wird neben neuronalen Geweben wie sympathischen Neuronen oder 

dorsalen Ganglien (259,260) auch in verschiedenen anderen Geweben 

wie Ovar (261), Knochenmark (262), Haarfollikelzellen (226), Leber (263), 

Harnblase (264), Retina (265), Prostata (266) und Spermatiden (225) 

exprimiert. Des Weiteren wird das Neurotrophin von Zellen des 

Immunsystems produziert und sezerniert, welche auch Rezeptoren für 

NGF exprimieren (267,268). Das NGF/TrkA System fördert sowohl die 
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Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (269) als auch die 

Proliferation und Degranulierung von Mastzellen (270,271) und steigert die 

Proliferation der T-Zellen sowie die Antikörpersynthese durch Plasma-

zellen (272-274). Auch bei der Angiogenese wird NGF eine wichtige Rolle 

zugeschrieben (275-277). Außerdem fördert NGF die Proliferation von 

Keratinozyten (278) und schützt diese Zellen vor Apoptose (279). 

Mit immunhistochemischen Studien konnte gezeigt werden, dass vor 

allem Keimzellen (280) und Leydigzellen (281) primäre NGF-Produzenten 

sind. Durch in vitro Untersuchungen an isolierten Zellpopulationen wurde 

die wichtige Rolle von NGF im Hoden bei der parakrinen Kommunikation 

wie zum Beispiel der Regulation der IL-6 Sekretion von Sertolizellen 

deutlich (282). Nach der Entdeckung, dass NGF trophisch für synaptische 

Fasern ist (283), wurde dem Neurotrophin auch im Hoden hierfür eine 

Rolle zugeschrieben (284). Außerdem ist NGF an der Morphogenese der 

Tubuli seminiferi während der frühen Entwicklung (285) beteiligt. Perrard 

et al. beschrieben eine Involvierung von NGF in die Spermatogenese 

durch Modulation der meiotischen Teilungen von Spermatozyten bei 

Ratten. Dabei arretiert NGF intratestikulär die sekundäre Spermatozyten in 

der Metaphase II, wodurch es zur verringerten Bildung runder 

Spermatiden kommt (280,286) 

1.3.2 Glial cell line derived neurotrophic Factor (GDNF) 
Der Glial cell line derived Neurotrophic Factor (GDNF) ist ein Mitglied der 

TGF-β Superfamilie, welcher ursprünglich aus einer von der Ratte 

stammenden glialen Zelllinie (B49) isoliert und als Überlebensfaktor 

sowohl für dopaminerge Neurone des Mittelhirns (287) als auch für spinale 

Motoneurone (288) identifiziert wurde. Wie bereits erwähnt, gelangte  

GDNF in den letzten Jahren in den Vordergrund der Wissenschaft, da es 

ein wichtiger Faktor der Stammzellnische ist. 
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1.3.2.1 Struktur und Rezeptoren 
Die Vorstufe von GDNF umfasst 211 Aminosäuren und wird anschließend 

in ein 134 Aminosäuren langes Protein prozessiert und durch die 

Ausbildung zweier Disulfidbindungen dimerisiert (287). Reifes GDNF-

Protein hat als Homodimer ein Molekulargewicht von 32 kDa bis 45 kDa. 

GDNF bindet an dem stark affinen, über einen Glykosyl Phophatidyl-

inositol Anker (GPI) mit der Zelloberfläche verbunden GDNF-family-

receptor-α1 (GFR-α1) und die Rezeptor-Tyrosin-Kinase „rearranged in 

transformation“ (c-Ret) (289-292). 

Über die Bindung des Liganden wird c-Ret phosphoryliert und aktiviert 

verschiedene intrazelluläre Signalwege wie den Ras / MAPK-Signalweg 

(293) oder auch PI3-K abhängige Signalwege (294). Daneben existiert 

auch eine Signalweiterleitung über den GFR-α1, welche unabhängig von 

c-Ret ist (295,296). Dabei bewirken die Kinasen der Src-Familie eine 

Phosphorylierung der PLC-γ und über die Produktion von IP3 eine 

Freisetzung von Ca2+ (295,297). 

Neben der hochaffinen Bindung an seinen spezifischen Rezeptor 

GFR-α1 ist GDNF in der Lage mit geringerer Affinität an den Rezeptor 

GFR-α2 zu binden (298,299). 

1.3.2.2 Physiologische Rolle von GDNF und GDNF-Rezeptoren im 
Hoden 
GDNF ist in vielen verschiedenen Geweben gefunden worden (290), wie 

zum Beispiel in Nieren, Haut, Lunge, Knochen, Herz, Leber, Blut, Milz 

(300), peripheren Nervenzellen, Skelettmuskeln (301) und im Ovar (302). 

Im Hoden wurde GDNF bei Mäusen und Ratten (12,303,304), Rindern 

(305) und bei Primaten (306,307) beschrieben. Bisher konnte noch keine 

Arbeitsgruppe das Vorkommen von GDNF im humanen Hoden feststellen. 

Jedoch lässt die Tatsache, dass murine (13), Primaten (307) und auch 
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humane (308) spermatogoniale Stammzellen (SSZ) GFR-α1 exprimieren, 

vermuten, dass GDNF auch im menschlichen Hoden exprimiert wird. 

Die Expression von GFR-α1 ist ein Marker zur Identifizierung von 

spermatogonialen Stammzellen von Affen (307) und anderen Spezies. In 

vorherigen Arbeiten wurde GDNF in vivo und in vitro als der 

wahrscheinlich wichtigste Wachstumsfaktor für die Regulation der 

Selbsterneuerung und Proliferation von SSZ beschrieben, welcher von 

den benachbarten Sertolizellen sezerniert wird (11,17,309,310). Die 

Sekretion von GDNF durch Sertolizellen konnte bei post-natalen Mäusen 

durch FSH stimuliert werden (15). Des Weiteren wurde eine erhöhte 

GDNF Produktion durch Sertolizellen nach Stimulation mit TNF-α 

beschrieben (16). Eine Balance zwischen der Selbsterneuerung und 

Differenzierung von SSZ im adulten Hoden ist essentiell, um die 

Spermatogenese und damit auch die Fertilität aufrecht zu erhalten. Diese 

zwei Prozesse werden durch intrazelluläre Genexpression der SSZ und 

extrazelluläre Signale, welche von löslichen Faktoren oder 

Adhäsionsmoleküle des umgebenden Milieus (Stammzellnische) hervor-

gerufen werden, reguliert. 

Wu et al. stellten eine Hypothese des durch GDNF hervorgerufenen 

Signalweges im humanen Hoden auf (Bild 7). Dabei bindet GDNF, 

welches von Sertolizellen sezerniert wird, an den Rezeptorkomplex von 

GFR-α1 und c-Ret (290,292). So aktiviert es, möglicherweise über 

Proteinkinasesignalwege wie SFK und PI3-K/Akt, die Expression von 

spezifischen Genen wie Etv5 und Bcl6b, welche in der Regulation der 

Zellerneuerung involviert sind (308,311): 
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Bild 7: Modell der Selbsterneuerung von humanen SSZ durch GDNF.  
GDNF bindet an Ret und GFR-α1 und aktiviert möglicherweise Signalkaskaden, 
welche über SFK oder Akt/PI3-K die Expression von Genen wie Etv5 und Bcl6b
aktivieren, welche in die Selbsterneuerung von SSZ involviert sind. SSZ sind an der 
Basalmembran (grün) lokalisiert, welche zwischen Sertolizellen und peritubulären 
Zellen liegt. Modifiziert nach (308). 

SSZ sind an der Basalmembran der Tubuli seminiferi lokalisiert. Die 

räumliche Nähe der SSZ zu den peritubulären Zellen lässt vermuten, dass 

auch diese möglicherweise zur Stammzellnische beitragen könnten 

(13,17). 
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1.4 Ziele der Arbeit 
Neurotrophine haben neben ihrer gut untersuchten Rolle im Nervensystem 

auch multiple Funktionen in nicht-neuronalen Geweben. In dieser Arbeit 

sollten humane testikuläre peritubuläre Zellen auf die Expression und 

Sekretion von neurotrophen Faktoren und deren mögliche Regulation 

untersucht werden. 

Mit der Etablierung eines Modells zur Kultivierung von humanen 

peritubulären Zellen aus Hodenbiopsien von gesunden Männern als auch 

von Patienten mit gestörter Spermatogenese bestand die Möglichkeit 

diese Zellen erstmals näher zu charakterisieren. Da bei Männern mit 

idiopathischer Infertilität eine Fibrotisierung der peritubulären Wand und 

gleichzeitig eine Infiltration und Akkumulation von Immunzellen 

beschrieben ist, war es Gegenstand der vorliegenden Arbeit, die Wechsel-

wirkung von Mastzellen oder Makrophagen und peritubulären Zellen zu 

untersuchen. 

In vorhergehenden Studien konnte eine Expression und Sekretion von 

NGF durch testikuläre peritubuläre Zellen fertiler Patienten sowie dessen 

Regulation durch TNF-α, welches vor allem von Immunzellen (Mastzellen 

und Makrophagen) lokal produziert wird, gezeigt werden. Darauf beruhend 

stand eine Untersuchung der Regulation der NGF-Produktion von 

peritubulären Zellen fertiler und infertiler Patienten durch Tryptase, dem 

Hauptsekretionsprodukt von Mastzellen, im Vordergrund der aktuellen 

Arbeit. 

Da GDNF im testikulären Milieu durch seine Involvierung in die Stamm-

zellnische Gegenstand aktueller Forschung ist und auf Grund der räum-

lichen Nähe zu spermatogonialen Stammzellen wurde der Fokus im 

zweiten Teil dieser Arbeit auf das Sekretionsprofil dieses weiteren 

neurotrophen Faktors gelegt. Im Speziellen standen dabei die 
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Untersuchung eines Beitrages von peritubulären Zellen zur 

Stammzellnische und eine eventuelle Regulation durch die Mastzell-

produkte Tryptase und TNF-α im Vordergrund. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Tabelle 2: Liste der verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller Ort 

Absaugpumpe Sue 30 Chromaphor Duisburg, Deutschland 
Agarosegelelektrophoresekammer Biorad München, Deutschland 
Anwaage XS 205 Mettler Toledo Giessen, Deutschland 
BioPhotometer Eppendorf Hamburg, Deutschland 
Brutschränke BBD 6220 Heraeus Osterode, Deutschland 
Bunsenbrenner Fireboy plus Integra Biosciences Wallisellen, Schweiz 
CASY Cell counter Innovatis Reutlingen, Deutschland 
Chemi Smart 5000 Peqlab Erlangen, Deutschland 
Count-Down Timer Roth Karlsruhe, Deutschland 
Duomax Schüttler 1030 Heidolph 

Instruments 
Schwabach, 
Deutschland 

Einkanalpipetten Gilson Middieton, WI, USA 
ELISA Washer Dynex 

Technologies 
Guernsey, GB 

ELISA-Reader Dynex 
Technologies 

Guernsey, GB 

Engine Opticon system MJ Research, Inc Waltham, MA, USA 
Feinwaage Sartorius Göttingen, Deutschland 
Fluoreszenzlampe HBO 100 W Zeiss München, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss München, Deutschland 
Fluostar Optima BMG Labtech Offenburg, Deutschland 
Gefriertruhe -80 °C Sanyo Bad Nenndorf, 

Deutschland 
Handystep Brand Wertheim, Deutschland 
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IKA-Magnetrührer RCT IKA-Werk Staufen, Deutschland 
IKA-Schüttler MTS4 IKA-Werk Staufen, Deutschland 
Kamera ProgRes CT3 (Axiovert 135) Jenoptik Jena, Deutschland 
Kamera vom Fluoreszenzmikroskop Visitron Systems Puchheim, Deutschland 
Konfokales Mikroskop mit Laser und 
Scanner 

Leica Heidelberg, Deutschland 

Kühl- und Gefrierschränke Liebherr Kirchdorf, Deutschland 
Kühlzentrifuge Biofuge Fresco Heraeus Osterode, Deutschland 
Mehrkanalpipette Rainin Giessen, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 135 Zeiss München, Deutschland 
Mikrotom Leica SM2000R Leica Wetzlar, Deutschland 
Mikrowelle M690 Miele Gütersloh, Deutschland 
Mikrowellentopf  Nordic Ware Mineapolis, USA 
Mr Frosty Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Neubauer Zählkammer Improved Neolab Heidelberg, Deutschland 
PALM MicroBeam-System Zeiss München, Deutschland 
pH Meter 320 Mettler Toledo Giessen, Deutschland 
Power Pac 300 Biorad München, Deutschland 
Pumpe Chromaphor Duisburg, Deutschland 
SDS-PAGE Protean3 Biorad München, Deutschland 
Sterilbank Holten LaminAir Allerød, Dänemark 
Stripettor Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Thermocycler PTC 200 Biorad München, Deutschland 
Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg, Deutschland 
Tischzentrifuge Neolab Heidelberg, Deutschland 
Trockenschrank Heraeus Osterode, Deutschland 
Ultraschallprozessor 50H Dr. Hielscher GmbH Teltow, Deutschland 
UV-Tisch MWG-Biotech Ebersberg, Deutschland 
Vortex-Genie 2 Neolab Heidelberg, Deutschland 
Wasserbad Memmert Schwabach, 

Deutschland 
Wasserbad WB-24 MEDAX Nagel Kiel, Deutschland 
Zentrifuge Labofuge 400 Heraeus Osterode, Deutschland 
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Tabelle 3: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller Ort 

24-Well Multischale Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
96-Well Multischale Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
AdhesiveCap 500 Zeiss München, Deutschland 
Amicon Ultra Säulen Milipore Billerica, MA, USA 
Auslaufpipetten Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
CryoPure Gefäß Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
DEPC-Treated Water Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
Eppendorfgefäß Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Falcon-Röhrchen Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Kulturflaschen Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Latexhandschuhe puderfrei Kimberly-Clark Dallas, TX, USA 
Maxisorp 96Well Platte Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Messkammer Delta TPG Dish Bioptechs Inc. Heidelberg, Deutschland 
Nitrocellulosemembran Whatman Dassel, Deutschland 
PAP-Pen Kisker Steinfurt, Deutschland 
Parafilm American National 

Can 
Chicago, IL, USA 

Pasteurpipetten NeoLab Heiidelberg, Deutschland 
Petrischalen Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Pipettenspitzen Rainin Giessen, Deutschland 
Reservoirs VWR Darmstadt, Deutschland 
Röhrchen Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Serologische Pipette Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Skalpelle Klinikum Rechts 

der Isar 
München, Deutschland 

Sterilfilter Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Urinbecher Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
Zellfilter Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA 
Zellschaber 24cm Becton Dickinson Franklin Lakes, NJ, USA 

 

 



Material und Methoden Seite 36 

Tabelle 4: Liste der verwendeten Kits 

Kit Hersteller Ort 

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen Hilden, Deutschland 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen Hilden, Deutschland 
NGF Emax® Immuno-Assay Promega Mannheim, Deutschland 
GDNF Emax® Immuno-Assay Promega Mannheim, Deutschland 
CellTiter-Glo Luminescent Cell 
Viability Assay 

Promega Mannheim, Deutschland 

SuperSignal West Femto Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Vectastain ABC Kit Vector Laboratories Burlingame, CA, USA 
Prolong Antifade Kit Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
Diaminobenzidin - Tablet Set Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Mycoplasmentest Minerva Berlin, Deutschland 

 
Tabelle 5: Liste der verwendeten Reagenzien 

Reagenz Hersteller Ort 

β-Mercaptoethanol Sigma Deissenhofen, Deutschland 

β-NGF, Human Recombinant R&D Systems Mineapolis, MN, USA 
5 x Green GoTaq-Reaction-Buffer Promega Mannheim, Deutschland 
5 x First Strand Buffer Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
Acrylamid 2K - Lösung (30%) Applichem Darmstadt, Deutschland 
Agarose Metaphor Biozym Oldendorf, Deutschland 
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad München, Deutschland 
Aprotonin Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Borsäure Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Bromphenolblau Na-Salz Serva Heidelberg, Deutschland 
BSA PAA Cölbe, Deutschland 
CasyClean Innovatis Reutlingen, Deutschland 
CasyTon Innovatis Reutlingen, Deutschland 
Chorionic gonadotrophin, human Sigma Deissenhofen, Deutschland 
DAB - Tablet Set Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Dc Protein Assay Reagent A Biorad München, Deutschland 
Dc Protein Assay Reagent B Biorad München, Deutschland 
Dc Protein Assay Reagent S Biorad München, Deutschland 
Dimethyl Sulphoxid Sigma Deissenhofen, Deutschland 
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DMEM high Glucose, w Phenolrot w 
L-Glutamine 

PAA Cölbe, Deutschland 

DMEM high Glucose, w/o Phenolrot 
w L-Glutamine 

PAA Cölbe, Deutschland 

dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) Peqlab Erlangen, Deutschland 
DTT 0,1M Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
EDTA x 2H2O Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Entellan Merck Darmstadt, Deutschland 
Ethanol 100% p.a. Roth Karlsruhe, Deutschland 
Ethidiumbromid Sigma Deissenhofen, Deutschland 
FCS PAA Cölbe, Deutschland 
Fluo-4 AM Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
Formaldehyd Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Forskolin Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Full Range Mol Weigth Marker 
Rainbow 

Thermo Scientific Waltham, MA, USA 

Glycerin Merck Darmstadt, Deutschland 
Glycin Applichem Darmstadt, Deutschland 
GoTaq DNA-Polymerase Promega Mannheim, Deutschland 
H2O2, 30% Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Iberiotoxin Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Isopropanol Klinikums Rechts 

der Isar 
München, Deutschland 

K2HPO4 Merck Darmstadt, Deutschland 
KH2PO4 Merck Darmstadt, Deutschland 
Leupeptin Sigma Deissenhofen, Deutschland 
MassRuler Low Range DNA Ladder Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Methanol Roth Karlsruhe, Deutschland 
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin 
(TEMED 100%) 

Biorad München, Deutschland 

Na-III-citrat Roth Karlsruhe, Deutschland 
Na2HPO4 Merck Darmstadt, Deutschland 
NaCl Merck Darmstadt, Deutschland 
NaH2PO4 x H2O Merck Darmstadt, Deutschland 
Natriumorthovanadat Sigma Deissenhofen, Deutschland 
NH4Cl Merck Darmstadt, Deutschland 
Normalserum goat Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Paraformaldehyd (PFA) Merck Darmstadt, Deutschland 
PBS (Pulver) Biochrom Berlin, Deutschland 
peqGOLD dNTP-Set Peqlab Erlangen, Deutschland 
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Percoll Sigma Deissenhofen, Deutschland 
pH Kalibrierlösung pH 10 Roth Karlsruhe, Deutschland 
pH Kalibrierlösung pH 4 Roth Karlsruhe, Deutschland 
pH Kalibrierlösung pH 7 Roth Karlsruhe, Deutschland 
Pipes Sigma Deissenhofen, Deutschland 
PMSF Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
Ponceau S Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Pro-Nerve Growth Factor, Human 
Recombinant 

Biozol Eching, Deutschland 

RNAsin Plus RNase Inhibitor Promega Mannheim, Deutschland 
RPMI PAA Cölbe, Deutschland 
Saccharose Merck Darmstadt, Deutschland 
Salzsäure Roth Karlsruhe, Deutschland 
Skin β-Tryptase, Human 
Recombinant 

Promega Mannheim, Deutschland 

SLIGKV NeoMPS Strasbourg, Frankreich 
Sodiumdodecylsulfate (SDS) Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Super Script II 10000UN Invitrogen Karlsruhe, Deutschland 
TNF-α Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Tris Base Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Triton X100 Biorad München, Deutschland 
Trypsin-EDTA PAA Cölbe, Deutschland 
Tween 20 Sigma Deissenhofen, Deutschland 
Xylol mind.99% Roth Karlsruhe, Deutschland 
Zitronensäure Roth Karlsruhe, Deutschland 

 
Tabelle 6: Rezepturen zur Herstellung der verwendeten Puffer und Lösungen 

Puffer Einzelkomponenten 

NPE-Puffer für Proteinlysate 4,4 g NaCl (150 mM) 
1,5 g Pipes (10 mM) 
0,15 g EDTA (1 mM) 
Auffüllen auf 500 ml mit H2O bidest, 
pH 7.2 
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PBS Puffer für Proteinlysate (10mM) 319,5 mg Na2HPO4 (4,5 mM) 
171,2 mg KH2PO4 (1,5 mM) 
93,3 mg KCl (2,5 mM) 
4,4 g NaCl (150 mM) 
Auffüllen auf 500 ml mit H2O bidest, 
pH 7.5 

1 x Probenpuffer für Proteinlysate 1,89 g Tris (62,5 mM) 
5 g SDS (2 %) 
25 g Saccharose (10 %) 
Auffüllen auf 250 ml mit H2O bidest, 
pH 6,8 

Proteinaseninhibitorcocktail für Proteinlysate 10 µl PMSF (10 mg/ml) 
10 µl Aprotonin 
10 µl Leupeptin (10 mM) 
0,5 µl Natriumorthovanadat (1 M) 
1 ml 1 x Probenpuffer 

APS für SDS-PAGE (10%) 1 g APS 
lösen in 10 ml H2O bidest 

10 x Laemmlipuffer (10x) für SDS-PAGE 30,28 g Tris (250 mM) 
144,12 g Glycin (1,92 M) 
10 g SDS (1 %) 
auffüllen auf 1 l mit H2O bidest 

Bromphenolblau 0,75 g Tris (62,5 mM) 
10 g SDS (2 %) 
10 g Saccharose (10 %) 
auffüllen auf 100 ml mit H2O bidest, 
pH 6,8 

Sammelgelpuffer für SDS-PAGE 15,2 g Tris (0,5 M) 
auffüllen auf 250 ml mit H2O bidest, 
pH 6,8 

SDS für SDS-PAGE (10%) 1 g SDS 
in 10 ml H2O bidest lösen 

Trenngelpuffer für SDS-PAGE 45,4 g Tris (1,5 M) 
auffüllen auf 250 ml mit H2O dest, 
pH 8,8 

10 x Transferpuffer für Westernblot 144,1 g Glycin (1,92 M) 
121,1 g Tris Base (250 mM) 
100 ml Methanol (10 %) 
1 ml SDS (0,01 %) 
auffüllen auf 1 l mit H2O bidest 
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10 x Ponceau S 1 g Ponceau S 
lösen in 500 ml 3%ige 
Trichloressigsäure 

20 x TBS-Tween 116,8 g NaCl (2 M) 
12,1 g Tris Base 
10 ml Tween 20 (1 %) 
auffüllen auf 1 l mit H2O bidest, 
pH 7,5 

Carbonate Coating Buffer für ELISA 0,025 M Natrium Bicarbonat 
0,025 M Natrium Carbonat 
pH 9,7 (NGF), pH 8,2 (GDNF) 

TBST Waschpuffer für ELISA 20 mM Tris-Hcl (pH 7,6) 
150 mM NaCl 
0,05 % Tween 20 

TBE-Puffer (5x) für Agarose-Gelelektrophorese 54 g Tris 
27,5 g Borsäure 
20 ml EDTA (0,5 M) 
auffüllen auf 1 l mit H2O bidest, 
pH 8 

Ethidiumbromid für Agarose-Gelelektrophorese 10 mg/ml in H2O bidest lösen 
Für Gebrauch 1 : 10 verdünnen 

Stammlösung A für Immunhistochemie (0,1 M) 21,01 g Zitronensäure  
in 1 l H2O dest lösen 

Stammlösung B für Immunhistochemie (0,1 M) 29,41 g Na-III-citrat 
in 1 l H2O bidest lösen 

KPBS für Immunzytochemie (0,12 M) 1,47 g KH2PO4

8,59 g K2HPO4

27 g NaCl 
auffüllen auf 0,5 l mit H2O bidest, 
pH 7,4 

LKPBS für Immunzytochemie 48,85 ml KPBS 
1 ml Serum 
0,15 ml Triton X100 
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Tabelle 7: Rezepturen zur Herstellung der verwendeten Medien 

Medium Einzelkomponenten 

Erstmedium für Kultivierung von HTPC/-Fs 210 ml DMEM high Glucose 
1,19 g HEPES (20 mM) 
0,125 g NaHCO3 (0,5 g/l) 
37,5 ml FBS (15 %) 
2,5 ml pen/strep (1 %) 

DMEM high Glucose Kulturmedium für HTPC/-Fs 500 ml DMEM high Glucose 
10 % FCS 

Einfriermedium für HTPC/-Fs 500 ml DMEM high Glucose 
10 % DMSO 

M199 Medium für Leydigzellen 11 g M199 
10 ml HEPES 1 M 
10 ml ATB/ATM 
2,2 g NaHCO3

auffüllen auf 1 l mit H2O bidest, 
pH 7,2 - 7,4, steril filtrieren 

M199+ Kulturmedium für Leydigzellen 1 l M199 
0,1 % BSA 

F10 10X Medium für Percollgradient 4,905 g F10 
auffüllen auf 20 ml mit H2O bidest 
pH 7,2, steril filtrieren 

RPMI Kulturmedium für PC12 Zellen 500 ml RPMI Medium 
10 % Pferdeserum 
10 % FCS 
1 nM Natriumpyruvat 

Tabelle 8: Liste der verwendeten Primer 

Gen Sequenz (5’-3’) Genbank-Nr./ 
Amplikongröße 

Ta 

BDNF   NM_001709.4 56 °C 
ATC GGA ACC ACG ATG TGA CT 170 bp  forward 

reverse ACC TTG TCC TCG GAT GTT TG   
Cyclophilin  NM_021130 56 °C 

CTC CTT TGA GCT GTT TGC AG 325 bp  forward 
reverse CAC CAC ATG CTT GCC ATC C   
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NT-3  NM_001102654 56 °C 
TAC GCG GAG CAT AAG AGT CAC 333 bp  forward 

reverse GGC ACA CAC ACA GGA CGT GTC   
PAR-2  NM_005242 52 °C  

CAT CCT GCT AGC AGC CTC 376 bp  forward 
reverse ACC TCT GCA CAC TGA GGC   
NT-4  NM_006179  

GCC ACC TGT GTC CTC CAC 142 bp 58 °C forward 
reverse GAG GAA AAG GAG GAG GAT GG   
CNTF  NM_000614  

CAG GTG CAT TTT ACC CCA ACC 128 bp 59 °C forward 
reverse TTG CGG GGG ATC TTG TAT TCC   
GDNF  NM_000514  

TGG CAG TGC TTC CTA GAA GAG 161 bp 60 °C 
AAG ACA CAA CCC CGG TTT TTG   

forward 
reverse 
sn forward GTC TGC CTG GTG CTG CTC 138 bp 60 °C 
GFR-α1  NM_005264 56 °C 

TGG AGG ATT CCC CAT ATG AA 160 bp  forward 
reverse TTC TTG CAA ATG TCG TCG AG   
TNFR1  NM_001065 59 °C 

ACC GGC ATT ATT GGA GTG AAA A 198 bp  forward 
reverse GGG GTA GGC ACA ACT TCG TG   
TNFR2  NM_001066 60 °C 

CGC TCT TCC AGT TGG ACT GAT 105 bp  forward 
reverse CAC AAG GCC TTC TTT TTC A CCC T   
Lif  NM_ 002309 59 °C 

GTA CCG CAT AGT CGT GTA CCT 112 bp  forward 
reverse CAC AGC ACG TTG CTA AGG AG   
NGFb  NM_002506 59 °C 

AGG GAG CAG CTT TCT ATC CTG 185 bp  forward 
reverse GGC AGT GTC AAG GGA ATG C   
RPL19  NM_000981 58 °C 

AGG CAC ATG GGC ATA GGT AA 199 bp  forward 
reverse CCA TGA GAA TCC GCT TGT TT   
Ta = Annealingtemperatur 
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Tabelle 9: Liste der verwendeten Primärantikörper 

Antikörper Verdünnung Spezies, Klonalität Hersteller 

GFR-α1 1 : 200 (IHC) Kaninchen, polyklonal Abcam, Cambridge, UK 
PAR-2 1 : 100 (IZC) Maus, monoklonal Invitrogen, Karlsruhe 
proNGF 1 : 50 (IZC), 

1 : 400 (WB) 
Kaninchen, polyklonal Alomone, Jerusalem, Israel 

NGFb 1 : 100 (IZC), 
1 : 500 (WB) 

Kaninchen, polyklonal Chemicon, Temecula, CA 

 
Tabelle 10: Liste der verwendeten Sekundärantikörper 

Antikörper Verdünnung Spezies/Markierung Hersteller 

α-Kaninchen 1 : 500 Ziege, Biotin Dianova, Hamburg 
α-Maus 1 : 500 Ziege, Biotin Dianova, Hamburg 

α-Kaninchen 1 : 5000 Ziege, POX Dianova, Hamburg 
α-Kaninchen 1 : 200 Ziege, FITC Dianova, Hamburg 

α-Maus 1 : 200 Ziege, FITC Dianova, Hamburg 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Isolation von HTPCs aus humanen Hodenbiopsien 
Patienten mit Spermatogenesestörungen oder mit einer Vasektomie, 

welche sich einer Religationsoperation unterzogen, wurden mittels 

diagnostischer Hodenbiopsien auf histomorphologische Veränderungen 

untersucht. Die Refertilisierungsoperation diente der vollständigen 

Rekonstruktion der zuvor in einer Vasektomie unterbundenen Samenleiter 

(Ductus deferentes). Die diagnostische Hodenbiopsie soll vor der 

Rekonstruktionsoperation ausschließen, dass sich manifeste Fertilitäts-

störungen entwickelt haben, die durch Autoantikörperbildung und Fibrosti-

sierung entstehen können (312,313). 
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Vor Beginn der durchgeführten Experimente gab die Ethikkommission 

der Technischen Universität München sowohl für die Kultivierung als auch 

für das weitere experimentelle Arbeiten an diesen humanen peritubulären 

Zellen ihr Einverständnis. Die gewonnenen Hodenbiopsien wurden teils 

fixiert und für Gewebeuntersuchungen weiterverarbeitet oder direkt nach 

der Entnahme in Erstkulturmedium (Tabelle 7) überführt. Die Biopsie-

stücke wurden unter sterilen Bedingungen mit Pinzetten in 6 - 8 kleinere 

Explantate zerkleinert und anschließend mit kalzifiziertem humanem 

Plasma (835 µl humanes Plasma + 167 µl 0,5 M CaCl2) auf den Boden 

von Kulturschalen festgeklebt. Nach ca. 12 h wurden die Stückchen mit 

Erstkulturmedium überschichtet und bei 37 °C im Brutschrank (5 % CO2, 

95 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert. 

In der folgenden Kulturperiode wurde jeweils alle 3 - 4 Tage ein 

Mediumwechsel durchgeführt. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle konnte 

das Auswachsen der Zellen am Rande der Biopsien beobachtet werden 

und nach etwa drei Wochen Kultivierungsdauer erfolgte das Entfernen der 

Biopsiestückchen und eine Umstellung auf Kulturmedium (Tabelle 7, 

DMEM Medium + 10 % FCS). Die so gewonnenen Zellen wurden nach 

einem kommerziellen Mycoplasmentest entweder weiter passagiert und 

für folgende Versuche verwendet, oder für spätere Experimente in 

flüssigem Stickstoff kryokonserviert (2.2.1.4). 

2.2.1.2 Kultivierung von HTPC/-Fs 
Die Kultivierung der aus den Hodenbiopsien isolierten adhärenten Zellen 

erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % 

CO2-Begasung in entsprechenden Kulturgefäßen, überschichtet mit 

DMEM High Glucose Medium mit L-Glutamin Zusatz. Um die 

Wachstumsbedingungen für diese Zellen optimal zu gestalten wurde dem 

Standardmedium zusätzlich 10 % FCS (fetales Kälberserum) zugesetzt. 

Ein Medienwechsel erfolgte alle zwei bis vier Tage. Alle Arbeiten mit den 
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Zellen fanden unter keimarmen Bedingungen statt. Nach Erreichen der 

Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hierfür wurde zunächst das 

Kulturmedium (+ 10 % FCS) abgesaugt und die Zellen wurden dann zwei 

Mal mit DMEM-Medium gewaschen. Anschließend erfolgte das Ablösen 

der Zellen vom Boden des Kulturgefäßes mit 1,5 ml (je 60 mm Schale) 

bzw. 5 ml (je 75 cm2 Flasche) Trypsin/EDTA-Lösung. Nach 4 min wurde 

die Trypsinreaktion mit der jeweils doppelten Menge Kulturmedium 

(+ 10 % FCS) gestoppt und bei 1000 rpm für 3 min abzentrifugiert. 

Anschließend wurde das Pellet in frischem Medium resuspendiert und je 

nach Bedarf weiter kultiviert, in entsprechende Kulturschalen oder 

Mikrotiterplatten für Versuche ausgesät, oder für spätere Versuche 

eingefroren (2.2.1.4) 

2.2.1.3 Test auf Mycoplasmenkontamination 
Dieser Test läuft auf Basis der Polymerase-Kettenreaktion ab und dient 

der Überprüfung der Zellkulturen auf Infektionen durch Mycoplasmen. 

Diese intrazellulären Parasiten können Einfluss auf die Genexpression 

und das Verhalten der Zellen nehmen. Die verwendeten Zellen wurden mit 

spezifischen Primern für einen Abschnitt der 16S rRNA-Region des 

Mycoplasmengenoms standardmäßig auf Kontaminationen mit Myco-

plasmen untersucht. Nachdem die Zellen eine 90 - 100 %ige Konfluenz 

erreicht hatten, wurden 100 µl des Überstandes abgenommen und mit 

einem kommerziellen Test nach Herstellerangaben durchgeführt. Das 

amplifizierte PCR-Produkt hat eine Größe von ca. 270 bp und konnte 

mittels Gelelektrophorese (2.2.2.7) sichtbar gemacht werden. 

2.2.1.4 Das Einfrieren und Auftauen der HTPC/-Fs 
Die Langzeitlagerung von Zellen erfolgte durch Kryokonservierung und 

Lagerung in der Gasphase von flüssigem Stickstoff. Für die 

Kryokonservierung wurden die Zellen wie zuvor beschrieben trypsiniert 

und gezählt, das Medium wurde durch Zentrifugation (1000 rpm, 3 min) 
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abgetrennt und entfernt. Die Zellen wurden in Einfriermedium in einer 

Endkonzentration von 2 x 106 bis 2 x 107 Zellen/ml aufgenommen. Jeweils 

1 ml dieser Zellsuspension wurde in Einfrierröhrchen mit Schraubdeckel 

abgefüllt und invertiert. Die Röhrchen wurden im vorgekühlten Mr Frosty 

über Nacht bei -80 °C eingefroren und anschließend zur Lagerung in den 

flüssigen Stickstoff überführt. 

Nach Entnahme der Zellen aus dem Stickstoff wurde das Zellaliquot 

möglichst schnell bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die Zellen wurden in 

5 ml Kulturmedium aufgenommen und bei 1000 rpm für 3 min 

abzentrifugiert, um das DMSO-haltige Einfriermedium zu entfernen. 

Anschließend wurde das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert und auf 

vorbereitete Schalen oder Flaschen ausgesät. 

2.2.1.5 Stimulation der HTPC/-Fs 
Die Stimulation der Zellen erfolgte in 60 mm Schalen. Hierfür wurden die 

Zellen ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Einen Tag vor Beginn der 

Stimulation wurde das Kulturmedium (+ 10 % FCS) gegen ein Phenolrot-

freies Medium ohne FCS ausgetauscht. Durch das serumfreie Medium 

befinden sich alle Zellen im gleichen Zellzyklusstadium und es ist so kein 

Störfaktor für die Assays vorhanden. Am darauf folgenden Tag erfolgte 

dann die Stimulation mit den jeweiligen Substanzen für einen festgelegten 

Zeitraum. Unstimulierte Zellen erhielten als Kontrolle das jeweilige 

Lösungsmittel der eingesetzten Substanz in entsprechender Konzen-

tration. 

2.2.1.6 Isolation von Hamster-Leydigzellen 
Die Leydigzellen wurden nach einem etablierten Verfahren von syrischen 

Hamstern (Mesocricetus auratus) isoliert (100). Zunächst wurden die 

Hoden von Fettgewebe und Nebenhoden getrennt und die Kapsel 

entfernt. Jeweils acht der so präparierten Hoden wurden dann zum Lösen 

des Hodengewebes mit 0,2 mg/ml Kollagenase in 3 ml Medium M199+ für 
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10 min bei 34 °C inkubiert. Um die Kollagenasereaktion zu stoppen 

wurden 30 ml M199+ zugegeben und 1 - 2 min gewartet, bis sich die 

Tubuli vom Interstitium abgesetzt haben. Anschließend wurde die 

Gewebesuspension durch einen Zellfilter in ein neues Gefäß überführt, um 

die Tubuli endgültig von den interstitiellen Zellen abzutrennen. Die so 

erhaltene Suspension interstitieller Zellen wurde nun für 10 min bei 

1000 rpm zentrifugiert und das Pellet wurde zum Erythrozytenverdau in 

3 ml NH4Cl (in Tris-HCl 1,7 mM, pH 7,2) für 7 min bei 34 °C inkubiert und 

bei 1000 rpm für 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurden dann in 2 ml 

M199+ resuspendiert, mit 100 µl DNase (1,25 mg/ml M199+) versetzt, und 

auf einen vorbereiteten Percollgradienten (unten: 3 ml 90 % Percoll in F10 

10X, oben: 3 ml 40 % Percoll) mit dem gesamten Volumen überschichtet 

und der Ansatz für 30 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Nach dieser 

Behandlung befanden sich die Leydigzellen in der 1,06 - 1,12 g/ml 

Dichtefraktion. Der Überstand wurde nun verworfen und dann die 

Leydigzellschicht aus der Interphase abgetragen und in ein neues Gefäß 

überführt. Die Zellen wurden nun in 15 ml M199+ aufgenommen und für 

10 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Abschließend wurde der Überstand 

verworfen, die Zellen wurden von mehreren Ansätzen gepoolt und in 1 ml 

M199+ resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer 

Zählkammer ermittelt (2.2.1.7). 

2.2.1.7 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zählkammer 
Zur Bestimmung der Zellzahl von isolierten Leydigzellen sowie zur 

Unterscheidung lebender und toter Zellen wurde ein Aliquot der 

Suspension entnommen und 1 : 25 mit M199+ verdünnt. 

Bei der hier verwendeten Neubauer-Zählkammer handelt es sich um einen 

speziellen Objektträger, auf dessen Oberfläche neun jeweils 1 mm2 große 

Quadrate eingraviert sind. Die vier Eckquadrate sind wiederum in je 

16 Kleinquadrate unterteilt. Die Kammertiefe zwischen Objektträger und 
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Deckglas hat einen Abstand von 0,1 mm. Das Volumen jedes der vier 

Eckquadrate beträgt also 1
104

 ml. Von der verdünnten Zellsuspension wird 

nun ein Tropfen an den Rand des Deckglases gegeben, Kapillarkräfte 

saugen die Flüssigkeit in die Kammer. Ausgezählt werden alle vier großen 

Eckquadrate, und aus den Zählungen wird der Durchschnitt gebildet. 

Die Zellzahl wurde nach folgender Formel berechnet: 
Zellzahl = Mittelwert · Kammerfaktor· 104 · Verdünnungsfaktor · Ausgangsvolumen 

2.2.1.8 Kultur und Stimulation von adulten Hamster-Leydigzellen 
Die isolierten Leydigzellen wurden in 24-Well Platten in M199+ (pH 7,2) 

bei 37 °C und 5 % CO2-Atmosphäre kultiviert. Nach der Isolierung wurden 

die Zellen nach einer Absetzungsphase von 30 min für 3 h mit Iberiotoxin 

(100 mM), hCG (100 mIU/ml) oder einer Kombination beider Stimulanzien 

in M199+ stimuliert. Anschließend wurde der Überstand zur 

Testosteronmessung entnommen, um Zellen zu entfernen für 5 min bei 

1500 rpm abzentrifugiert, in ein neues Gefäß überführt und bis zur 

Messung bei -80 °C eingefroren. Die Zellen wurden wie unter 2.2.2.2 

beschrieben zur RNA Extraktion weiterverarbeitet und in cDNA (2.2.2.4) 

umgeschrieben. 

2.2.1.9 Kultivierung und Stimulation von PC12 Zellen 
PC12 Zellen werden genau wie HTPC/-Fs im Stickstoff gelagert. Nach 

schnellem Auftauen der Zellen im Wasserbad bei 37 °C werden sie in 5 ml 

RPMI aufgenommen und bei 1000 rpm für 3 min abzentrifugiert. Danach 

wird das Zellpellet in RPMI (+ 10 % Pferdeserum, 1 % FCS, 1 mM 

Natriumpyruvat) resuspendiert und auf vorbereitete Schalen oder 

Flaschen dünn ausgesät. 

Zur Stimulation der Zellen wurden 50 % RPMI-Kulturmedium mit 50 % 

DMEM-Kulturmedium gemischt und auf die Zellen gegeben. Dabei wurde 
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für die zu behandelten Zellen DMEM-Medium verwendet, mit welchem 

HTPC/-Fs für 3 Tage überschichtet waren. 

2.2.1.10 CASY - automatische Zellzählung und Vitalitätsbestimmung 
Um Veränderungen auf Zellebene und Proliferationsänderungen zu 

erfassen, wurde ein automatisches Zellzahlgerät verwendet. Das CASY-

System ist ein automatisiertes Verfahren, das auf Basis von elektrischen 

Widerstandsänderungen durch die Lipidmembran sowohl Integrität der 

Zellmembran, Zellvolumenmessungen als auch Zellzahlbestimmungen in 

einem Messschritt bestimmen kann. In einer feinen Kapillare verdrängen 

intakte Zellen eine ihrem Volumen entsprechende Menge Elektrolytlösung. 

Zusätzlich entsteht bei jedem Zelldurchtritt durch die Kapillaröffnung ein 

elektrischer Impuls. Die resultierende Widerstandsänderung ist ein Maß 

für die Zellgröße. 

In Vorversuchen wurde ein Profil typischer HTPC-Parameter 

(Zelldurchmesser, Kerngröße und Zelldebrisgröße) bestimmt, anhand 

dessen eine Aussage über die Anzahl toter Zellen, Debris, vitale 

Zellpopulationen, Volumen und Durchmesser getroffen werden. 

Für die Messung wurden die Zellen nach erfolgter Stimulation trypsiniert 

und das dabei gewonnene Zellpellet wurde daraufhin in 1 ml DMEM 

Medium resuspendiert. Ein Volumen von 100 µl dieser Suspension wurde 

in 10 ml Casyton (Messlösung) verdünnt. Die Messungen wurden von 

dem Gerät selbsttätig wiederholt, automatisch für den entsprechenden 

Verdünnungsfaktor korrigiert und die gemittelten Werte in Form eines 

Messdiagramms wiedergegeben. Unterschiede zwischen unbehandelten 

(Kontrolle) und behandelten Proben wurden mit der Software Graphpad 

Prism (Version 4.0a) graphisch dargestellt und auf statistische Signifikanz 

überprüft. 
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2.2.1.11 ATP-Assay 
Der CellTiter-Glo®-Test quantifiziert die Menge ATP, die bedingt durch 

metabolische Aktivität in vitalen Zellen zu dem Zeitpunkt des Tests im Well 

vorhanden ist. Nach Lyse der Zellen und Freisetzung des ATP wird dieses 

in einer Luziferase-katalysierten-Reaktion mit Luziferin zu Oxyluziferin 

umgesetzt, was die Bildung eines Lumineszenzsignals bewirkt, welches 

mit einem Luminometer erfasst und quantifiziert werden kann: 

Luziferin + ATP + O2  Oxiluziferin + AMP + PPi + CO2 + Licht 

Der Assay wurde als funktioneller Test eingesetzt, um die Wirkung von 

Tryptase und SLIGKV auf HTPC/-Fs zu ermitteln. 

Hierfür wurde jeweils eine feste Zellzahl in 200 µl Medium pro 24-Well-

Platte ausgesät. Parallel wurden Hintergrundkontrollen angesetzt, die nur 

Medium ohne Zellen enthielten. Daraufhin wurden die Zellen über Nacht 

im Brutschrank inkubiert und am nächsten Tag mit den entsprechenden 

Reagenzien stimuliert. Nach 24 h Inkubation mit den Stimulanzien wurden 

die Zellen durch Zugabe von 100 µl Testreagenz und 100 µl Medium pro 

Well lysiert und die Luziferase-Reaktion gestartet. Nach Zugabe des 

Testreagenz wurde die 24-Well Platte für zwei Minuten auf einen Schüttler 

gestellt und anschließend zur Stabilisierung des Chemolumineszenz-

Signals 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Inhalte der 

24-Well Platten wurden anschließend in eine 96-Well Platte überführt und 

die Lumineszenz am Fluostar gemessen. Jede einzelne Probe wurde 

viermal angesetzt und gemessen. Aus den sich ergebenden Vierfach-

Werten wurde ein Mittelwert gebildet, nachdem von allen Einzelwerten die 

Hintergrundlumineszenz abgezogen wurde. Die Auswertung erfolgte im 

Vergleich zu Kontrollwerten, welche aus Zellen bestimmt wurden, die nur 

mit Kulturmedium inkubiert wurden.  
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2.2.1.12 Ca2+-Imaging 
Qualitative Änderungen intrazellulärer Ca2+-Niveaus nach Verabreichung 

von Stimulanzien wurden in HTPC/-Fs mit Hilfe des Ca2+-bindenden 

Farbstoffs Fluo-4 AM gemessen. Die Zellen wurden am Tag vor der 

Messung auf runden, unbeschichteten Deckgläschen von 12 mm 

Durchmesser ausgesät und bis zur Adhäsion in DMEM High Glucose 

Medium (+ 10 % FCS) kultiviert. Zur Beladung der Zellen wurde das 

Glasplättchen in ein 30 mm Kulturschälchen überführt und mit 

Kulturmedium (+ 10 % FCS), das 5 µM Fluo-4 AM (0,1 % DMSO) enthielt, 

überschichtet. Nach Inkubation der Zellen mit dem Pentaacetoxy-

Methylester (Fluo-4 AM) gelangt die Verbindung in die Zellen und wird dort 

hydrolysiert. Die Hydrolyse verhindert einerseits das Wideraustreten des 

Farbstoffes und ist andererseits notwendig, damit er durch Bindung von 

Ca2+ zur Fluoreszenz befähigt wird. Fluo-4 zeigt nach Bindung an Ca2+ ein 

charakteristisches Absorptions- und Emissionsspektrum mit einem 

Absorptionsmaximum bei 494 nm und einem Emissionsmaximum bei 

516 nm. Die Intensität der Emission ist abhängig von der Menge an 

gebundenem Ca2+ und eignet sich daher als Indikator für intrazelluläre 

Kalziumkonzentrationen. Nach einer 30-minütigen Inkubationsphase bei 

37 °C im Begasungs-Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit) 

wurden die Zellen mit serumfreiem Medium gewaschen und anschließend 

in eine Messkammer, welche bereits 1 ml Medium enthielt, umgesetzt. Die 

Kammer wurde anschließend auf dem Trägertisch des konfokalen 

Mikroskops befestigt. Nach dem Start der Messung wurde gewartet bis die 

Zellen ein gleichmäßiges Signal zeigten, bevor das entsprechende in 

Medium gelöste Stimulanz mit Hilfe eines Mikropumpensystems angespült 

wurde. Alle Lösungen, mit denen die Kulturen überspült wurden, waren 

auf 37 °C vortemperiert. Unter Nutzung des Durchlichtes wurde bei 

20-facher Vergrößerung ein Areal (Gesichtsfeld von 10 - 100 Zellen) 
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ausgewählt und von diesem wurde mit einem luftgekühlten Argon-Laser-

System bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm über einen Zeitraum 

von ca. 15 min alle 2 s von einem Scanner-System bei 500 - 540 nm ein 

Fluoreszenzbild aufgenommen. Die Anregungsintensität, der Durch-

messer der Lochblende, die Sensitivität des Detektors und sonstige 

Einstellungen des Konfokalmikroskops wurden für alle Experimente 

konstant gehalten. Veränderungen der Fluoreszenzsignale wurden mit der 

Leica Confocal Software v2.6.1 ausgewertet. Um die Änderung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration in den Zellen zu ermitteln, erfolgte 

hierzu eine Analyse der Pixelintensitäten in ausgewählten Arealen 

einzelner Zellen (Regions of interest, ROIs). Die so gewonnenen Daten-

sätze wurden anschließend in das Programm Graphpad Prism exportiert 

und visualisiert. 

2.2.1.13 Immunzytochemie 
Die Immunzytochemie dient dem qualitativen Nachweis von intrazellulär 

gebildeten Proteinen, welche sowohl zytoplasmatisch als auch nukleär 

vorliegen können. Zu diesem Zweck werden die zuvor auf Deckgläschen 

oder Objektträgern fixierten Zellen mit den entsprechenden Antikörpern 

überschichtet und die Antikörper-Protein-Bindungen anschließend durch 

fluoreszierende oder biotinylierte Sekundärantikörper sichtbar gemacht. 

Die HTPC/-Fs wurden hierfür zunächst abtrypsiniert und auf runde 

Deckgläschen ausgesät. Nach Adhäsion der Zellen wurden diese mit 

DMEM Kulturmedium überschichtet und über Nacht inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Zellen 2 x mit PBS gespült und mit 4 % 

Formaldehyd (pH 6,8) für 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Danach 

wurden die Zellen 3 x für jeweils 5 min mit PBS (pH 7,4) und anschließend 

3 x für je 10 min mit KPBS gewaschen. Die 10-minütige Inkubation mit 

LKPBS diente der Permeabilisierung der Zellmembran durch das 

nichtionische Detergenz Triton-X100 und der Absättigung unspezifischer 



Material und Methoden Seite 53 

Bindungsstellen durch Zusatz von 2% Ziegenserum. Die Inkubation mit 

dem Primärantikörper (verdünnt in LKPBS) erfolgte über Nacht bei 4 °C. 

Am darauf folgenden Tag wurden die Deckgläschen 3 x für 10 min mit 

KPBS gespült und für 10 min mit LKPBS überschichtet. Danach erfolgte 

für eine Stunde die Inkubation mit dem FITC-gekoppelten sekundären 

Antikörper (1 : 200 verdünnt in LKPBS) im Dunkeln bei Raumtemperatur. 

Nach 3 x Waschen mit KPBS und 1 x mit H2O bidest jeweils für 10 min 

wurden die Deckgläschen mit dem ProLong antifade Kit auf Objektträgern 

aufgebracht und unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und 

fotografisch dokumentiert. 

Um ein unspezifisches Signal des Zweitantikörpers unter dem 

Mikroskop auszuschließen, wurden als Negativkontrollen Zellen 

mitgeführt, welche anstatt mit Primärantikörpern mit LKPBS inkubiert 

waren.  

2.2.1.14 Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode zur spezifischen 

Markierung von Proteinen mittels Antikörper (AK), welche mit einem 

Detektionssystem kombiniert werden, so dass lichtmikroskopisch erkenn-

bar wird, ob bzw. wo in diversen Zellarten und Geweben ein fragliches 

Protein vorhanden ist. Der Nachweis beruht auf der spezifischen Affinität 

des Primärantikörpers zu verschiedenen Antigendeterminanten auf dem 

Gewebeschnitt. Als Grundlage der ABC-Färbemethode dient die Fähigkeit 

des Eiweißglykoproteins Avidin, vier Moleküle des Vitamins Biotin zu 

binden, wodurch der so genannte Avidin-Biotin-Komplex entsteht. Meist 

lagern sich jedoch weniger als vier Moleküle Biotin an, so dass am 

Komplex in der Regel noch Biotin-Bindungsstellen unbesetzt bleiben. Der 

Sekundärantikörper, welcher spezifisch an den Primärantikörper bindet, ist 

an seinem Fc-Teil mit Biotin konjugiert. An dieses bindet schließlich der 

Avidin-Biotin-Komplex mit seinen freien Biotin-Bindungsstellen. Schließlich 
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wird ein Chromogen hinzugefügt, welches sich an das Enzym anlagert 

und präzipitiert. Dadurch kommt es zu einer Farbreaktion an der Stelle des 

Antigens, dessen Intensität von der Menge des vorhandenen Antigens 

abhängig ist und unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden kann. 

Paraffinschnitte von Hoden-Gewebe wurden zunächst in Xylol und einer 

absteigenden Alkohol-Reihe (4 x Xylol, 2 x Isopropanol 100 %, 

Isopropanol 96 % / 80 % / 70 %; jeweils 3 min) entparaffiniert und 

rehydriert. Anschließend wurden die Schnitte 2 x für 10 min in PBS 

gewaschen. Da eine Fixierung von Gewebeproben in Formalin und die 

anschließende Einbettung in Paraffin zu Aldehydvernetzungen, 

Denaturierungsvorgängen und Bildung von Hydroxymethylenbrücken 

zwischen den basischen Aminosäuren der Epitope führen kann, wurde 

eine Demaskierung der Antigene durch 20 minütiges Kochen in 

Citratpuffer in einer Mikrowelle durchgeführt. Dafür wurden die Schnitte in 

einem Gemisch aus 9 ml Stammlösung A, 41 ml Stammlösung B und 

450 ml H2O bidest in einem mikrowellengeeigneten Plastikgefäß mit 

Deckel für 15 Minuten bei 800 W und für 10 Minuten bei 400 W in der 

Mikrowelle erhitzt. Nachdem die Präparate für 20 Minuten in der 

Flüssigkeit abgekühlt hatten, wurden sie 3 x für je 5 min in PBS 

gewaschen. Die Objekte wurden anschließend mit einem Fettstift 

umrandet und die Lösungen tropfenweise auf den Schnitt aufgetragen, 

wobei so viele Tropfen verwendet wurden, dass der gesamte Schnitt 

bedeckt war. Die Inkubationen erfolgten bei RT in einer Feucht-Kammer, 

um ein Austrocknen zu vermeiden. Sämtliche Waschschritte erfolgten in 

Glasküvetten. 

Die irreversible Hemmung der endogenen Peroxidase zur Verhinderung 

einer übermäßigen Hintergrundfärbung erfolgte über die 30 minütige 

Inkubation der Schnitte unter Schütteln in einer PBS Lösung, welche 3 % 

H2O2 und 9 %iges Methanol enthielt. Anschließend wurde für 3 x 5 min mit 
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PBS-Puffer gewaschen. Unspezifische Protein-Bindungsstellen wurden 

mit 5 % Ziegen-Normalserum bei Raumtemperatur in PBS für 30 min 

blockiert. Nach Abkippen der Blockier-Lösung wurde über Nacht bei 4 °C 

mit dem verdünnten Primärantikörper (in PBS mit 5 % Normalserumerum) 

inkubiert, welcher spezifisch an verschiedene Antigendeterminanten auf 

dem Gewebeschnitt bindet. Um die Spezifität der Antigen-Antikörper-

Reaktion zu überprüfen wurde bei einem der Schnitte der Antikörper 

weggelassen. Nach 3-maligem Waschen für jeweils 5 min in PBS wurden 

die Schnitte für 2 h mit 1 : 500 verdünntem biotinyliertem Sekundäranti-

körper inkubiert, welcher spezifisch an den Primärantikörper bindet. 

Anschließend wurde 3 x für jeweils 5 min in PBS gewaschen. Nun erfolgte 

für 30 min eine Inkubation mit dem ABC-Reagenz. Nach 2 x Waschen für 

jeweils 5 min in PBS und 1 x für 10 min mit Tris-Puffer/HCl (50 mM, 

pH 7,6) wurden die Schnitte mit dem chromogenen Substrat 

Diaminobenzidin (DAB) für höchstens 10 min gefärbt. Dabei wurde die 

durch die Peroxidase bewirkte braune Färbung unter dem Mikroskop 

beobachtet und bei gewünschter Intensität wurde die Reaktion durch 

Abwaschen des Objektträgers mit H2O bidest abgestoppt. 

Die Dehydrierung wurde mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe in 

70 %-, 80 %-, 96 %- und 2 x in 100 %igem Isopropanol für jeweils 3 min 

und 3 x in Xylol für jeweils 5 min durchgeführt. Eingedeckt wurden die 

Schnitte mit Entellan. 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Lasermikrodissektion 
Das PALM MicroBeam-System ist ein Mikroskop, das mit Hilfe eines 

gepulsten UV-Lasers der Wellenlänge 337 nm präzise und mechanisch 

kontaktfreie Separation einzelner Zellen und definierter Gewebe-

kompartimente aus histologischen Gewebeschnitten ermöglicht. Dieses 

Verfahren zeichnet sich durch ein hohes Maß an Kontaminationsfreiheit 
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der generierten Proben aus. Das Dissektieren der Gewebekompartimente 

erfolgt durch Fokussierung des Laserstrahls auf den Gewebeschnitt. Die 

gewünschte Schnittlinie des Lasers im Gewebeschnitt wird mit Hilfe einer 

geeigneten Software in dem vom Mikroskop erzeugten Bild eingezeichnet. 

Der Probentisch des Mikroskops bleibt dabei statisch, nur der Laser wird 

durch eine entsprechende Optik im Mikroskop bewegt. Die dissektierten 

Gewebeteile werden anschließend mit einem Laserimpuls in ein den mit 

adhäsivem Material benetztem Deckel eines Eppendorfgefäß katapultiert, 

welcher sich unmittelbar über dem Objektträger befindet. 

Sind genügend Gewebekompartimente gesammelt, können diese bis 

zur Extraktion der RNA bei -80 °C aufbewahrt werden. 

2.2.2.2 Isolierung von Total-RNA 
Zur Extraktion von Total-RNA aus HTPCs wurde das RNeasy Plus Mini Kit 

der Firma Qiagen eingesetzt. Je nach Schalengröße wurden die Zellen in 

350 µl oder 600 µl RLT-Puffer (+ 1 % β-Mercaptoethanol) aufgenommen 

und mehrmals durch eine Spritze mit feiner Nadel gezogen, um eine 

bessere Auflösung der Zellmembran zu gewährleisten. Zur Herstellung 

optimaler Bindungsbedingungen wurden dem Lysat 70 % Ethanol im 

Volumenverhältnis 1 : 1 beigemischt, auf eine RNeasy-Spinsäule überführt 

und bei 10.000 rpm für 15 s zentrifugiert. Dabei bindet die enthaltene RNA 

selektiv an eine sich in der Säule befindende Silicagel-Membran, an die 

RNA-Moleküle von über 200 Basenpaaren Länge nichtkovalent und pH-

abhängig binden. Nachdem der Durchlauf verworfen wurde, folgen drei 

Waschschritte um die RNA aufzureinigen, wobei als erstes mit 700 µl 

RW1-Waschpuffer 15 s bei 10.000 rpm, dann zwei Mal mit jeweils 500 µl 

RPE-Waschpuffer für 15 s und beim letzten für 2 min gewaschen wird. Der 

Durchfluss wird nach jedem Waschschritt verworfen und die Säule danach 

auf ein neues 2 ml Eppendorf-Gefäß gesetzt. Die Säule wurde danach für 

1 min bei 13.000 rpm trocken zentrifugiert, auf ein neues 1,5 ml 
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Reaktionstube gesetzt und die RNA mit 40 µl RNase-freiem Wasser durch 

Zentrifugation für 1 min bei 10.000 rpm eluiert. Die Konzentration der 

gewonnenen RNA-Lösung wird danach photometrisch bestimmt und bis 

zur weiteren Verarbeitung im -80 °C Tiefkühlschrank gelagert. 

2.2.2.3 Photometrische Vermessung der RNA-Konzentration 
Das Absorptionsmaximum von Ribonukleinsäuren liegt bei 260 nm. Zur 

Konzentrationsbestimmung der RNA wurden im Biophotometer Spectro-

photometer 2 µl von jeder Probe vermessen. Dabei wurde der BLANK-

Wert mit RNase-freiem Wasser eingestellt. Außerdem wird darauf 

geachtet, dass das Verhältnis der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm 

eine Ratio von 1,9 - 2,1 hat, was auf die Reinheit der RNA hinweist. Liegt 

der ermittelte Wert darunter, ist die Probe durch Proteine verunreinigt, liegt 

der Wert darüber, liegen Phenol-Verunreinigungen vor. 

Die Bestimmung des RNA-Gehalts war nötig, um in der anschließenden 

reversen Transkription jeweils die gleiche Ausgangsmenge an RNA zu 

verwenden, was vor allem für die semiquantitative Auswertung der PCR-

Ergebnisse von Bedeutung war. 

2.2.2.4 cDNA-Synthese mittels reverser Transkription 
Mit Hilfe der Reversen-Transkriptase-PCR lassen sich hochspezifisch 

RNA-Transkripte nachweisen, um die Genexpression in Kulturzellen über 

die Synthese von cDNA zu messen. Durch das Enzym Reverse 

Transkriptase wird RNA in doppelsträngige cDNA umgeschrieben. Dafür 

werden Random-Primer mit verschiedenen Nucleotidabfolgen eingesetzt, 

welche zufällig an die gesamte RNA binden. Nach dem Annealing der 

Primer bindet die Reverse Transkriptase und synthetisiert zunächst ein 

DNA/RNA-Hybridmolekül. Durch die zusätzliche RNaseH-Aktivität der 

Reversen Transkriptase wird der RNA-Anteil dieses Hybrids degradiert 

und die nun einzelsträngige DNA zum Doppelstrang komplettiert. 
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Für die cDNA-Synthese wurden alle Pipettierschritte auf Eis 

durchgeführt. Als erstes wurden 400 ng mRNA mit 1,6 µl Random 15-mer 

Primern versetzt und mit DEPC-H2O auf ein Gesamtvolumen von 23 µl 

gebracht. Nach Annealing der Primer an die mRNA-Stränge für 10 min bei 

70 °C und Inkubation der Probe für 5 min bei 25 °C wurde folgender 

Ansatz für die cDNA-Synthese hinzu pipettiert: 
8 µl 5 x first strand buffer 
4 µl 0,1 M DTT 
2 µl 10 mM dNTPs 
1 µl RNAsin Plus RNase Inhibitor 40 units/µl 

Der Reaktionsansatz wurde für 10 min bei 25 °C inkubiert und 

anschließend auf 42 °C erhitzt. Mit der Zugabe von 2 µl des Enzyms 

SuperScript II RNase wurde die reverse Transkription für 50 min bei 42 °C 

durchgeführt. Zur Inaktivierung der reversen Transkriptase wurden die 

Proben für 15 min auf 70 °C erhitzt und danach für 10 min auf 4 °C 

abgekühlt. 

Die cDNA konnte anschließend für bis zur weiteren Verwendung bei 

-20 °C gelagert werden. 

2.2.2.5  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Mit der Entdeckung und Isolierung der thermostabilen DNA-Polymerase 

Taq aus dem Bakterium Thermus aquaticus (314) wurde die 

Voraussetzung geschaffen, um bestimmte cDNA-Sequenzen mit hoher 

Spezifität und Ausbeute bei einer stringenten Temperatur von 72 °C mit 

der PCR zu amplifizieren. In der Polymerasen-Kettenreaktion wird die 

Eigenschaft der DNA-Polymerase genutzt, matrizenabhängig neue DNA-

Stränge zu synthetisieren durch Katalysieren einer schrittweisen Addition 

von frei vorliegenden Desoxyribonukleotid-Einheiten (dNTPs) an eine 

DNA-Kette. 

Die Polymerase-Kettenreaktion ermöglicht die selektive Amplifikation 

doppelsträngiger DNA-Fragmente, wobei nach einem Denaturierungs-
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schritt zwei synthetische einzelsträngige Oligonukleotide aus 20 - 30 bp an 

komplementäre Sequenzen der Matrize binden. Ausgehend von den freien 

3’-Enden der Oligonukleotide hängt dann eine thermostabile Polymerase 

in 5’-3’-Richtung freie Desoxyribonukleotide an den neuen Doppelstrang. 

Durch das zyklische Wiederholen von Denaturierung, Hybridisieren neuer 

Oligonukleotide und Polymerisation erfolgt eine exponentielle Amplifikation 

des Ausgangsmaterials. 

Die durch RNA-Extraktion (2.2.2.2) und RT-PCR (2.2.2.4) gewonnene 

cDNA wurde mit Hilfe spezifischer Primer in der PCR untersucht. Diese 

entstammen entweder der Harward Primerdatenbank 

(www.pga.mgh.harward.edu/primerbank) oder wurden mit Hilfe der 

Opensource Software Primer3 (www.frodo.wi.mit.edu) hergestellt. Einen 

Überblick über die verwendeten Primer, welche von der Firma Metabion 

(Martinsried, München) gereinigt und lyophilisiert zur Verfügung gestellt 

wurden, zeigt die Tabelle 8. Dabei wurden die Sequenzen so gewählt, 

dass alle Primer intronspannend sind, um genomische Verunreinigungen 

ausschließen zu können. 

Als Positivkontrollen dienten cDNA aus Hoden und Gehirn, welche bei 

der Firma ClonTech käuflich erworben wurden, als Negativkontrolle wurde 

DEPC-H2O bzw. ein RNA-Pool von HTPCs und HTPC-Fs anstatt cDNA 

verwendet. Die PCR Reaktion wurde mit einem Kit der Firma Promega 

durchgeführt und der Mastermix nach folgendem Ansatz pipettiert: 

http://www.pga.mgh.harward.edu/primerbank
http://www.frodo.wi.mit.edu
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Tabelle 11: PCR-Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 µl 

Reagenz Volumen 

5 x GoTaq-Buffer 5 µl 
dNTPs [2 mM] 5 µl 
Primer forward [µM] 1 µl 
Primer reverse [µM] 1 µl 
DEPC-H2O 31,75 µl 
cDNA 1 µl 
GoTaq-Polymerase  0,25 µl 

 

Sämtliche Amplifikationsschritte erfolgten in einem PTC-200 Peltier 

Thermal Cycler und wurden mit dem in Tabelle 12 zusammengestellten 

Programm ausgeführt: 

Tabelle 12: Temperaturprofil der PCR im Thermal Cycler 

Schritt Zyklen Temperatur Dauer 

Denaturierung 1 95 °C 2 min 
Amplifikation 25 - 35 95 °C 

52 - 61 °C 
72 °C 

1 min 
30 s 

1 min 
Finale Extension 1 72 °C 5 min 

 

Die Proben wurden danach auf 4 °C heruntergekühlt und konnten nun 

für Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.7) verwendet werden. Überschüs-

sige PCR-Produkte wurden bei -20 °C gelagert und konnten später zur 

Sequenzierung (2.2.2.8) benutzt werden. 

2.2.2.6 Semiquantitative PCR 
Die densitometrische Auswertung der Intensität der PCR-Banden erfolgte 

mit Hilfe des Programms ImageJ (Image J 1.36b, Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA). Dabei wurde mit den selben Proben 
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eine PCR mit Primern für das Housekeeping-Gen Cyclophilin 

durchgeführt, dessen Protein für ein Mitglied der Familie der Peptidyl-

prolyl trans-Isomerasen codiert. Diese Cyclosporin-Bindeproteine hemmen 

die T-Zell-vermittelte Immunantworten, katalysieren die Isomerisierung der 

cis-trans-Konformation und beschleunigen die Proteinfaltung (315,316). 

Die Intensitäten der jeweiligen PCR-Produkte wurden mit dem Programm 

ImageJ bestimmt, auf die des entsprechenden Cyclophilin-Produkts 

bezogen und anschließend mit dem sich auf diese Weise ergebenden 

Kontrollwert verglichen.  

2.2.2.7 DNA-Agarose-Gelelektrophorese 
Um DNA-Fragmente nach ihrer Größe aufzutrennen und so analytische 

Aussagen treffen zu können wurde das Verfahren der Gelelektrophorese 

angewandt. DNA- und RNA-Moleküle bewegen sich im elektrischen Feld 

von der Kathode zur Anode, da ihre Phosphatgruppen im Rückgrat der 

Nukleinsäuren ionisiert sind und sie somit als Polykationen vorliegen. 

In dieser Arbeit wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 2 % 

verwendet. Für die Herstellung der Gele wurde die Metaphor-Agarose in 

1 x TBE-Puffer eingewogen und nach 15 minütiger Quellzeit in der 

Mikrowelle bei 600 Watt aufgekocht, bis die Agarose vollständig gelöst 

war. Nach der Abkühlung des Gels auf 60 °C wurden 0,01 % 

Ethidiumbromid (1 mg/ml) zugefügt, welches in doppelsträngige DNA 

interkaliert und die DNA unter UV-Licht (λ = 302 nm) durch Fluoreszenz 

(λ = 590 nm) sichtbar macht. Nach vollständiger Auspolymerisierung des 

Gels wurden jeweils 10 µl der DNA-Proben in die Taschen pipettiert. Zur 

Bestimmung der Fragmentgrößen wurden jeweils 6 µl Größenmarker 

aufgetragen.  

Die Elektrophorese erfolgte in TBE-Puffer, bei einer Spannung von 90 V 

und einer Laufzeit von 35 min. Die durch UV-Licht induzierte Fluoreszenz 
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der mit Ethidiumbromid angereicherten DNA-Banden wurde anschließend 

mit einem Kamerasystem detektiert und digitalisiert. 

2.2.2.8 Sequenzierung 
Bei jedem positiven PCR-Ergebnis wurde außerdem die Identität des 

Amplifikationsproduktes durch direkte Sequenzierung des restlichen PCR-

Produktes oder durch Elution der DNA-Fragmente aus dem Gel und 

anschließender Aufreinigung von der Firma GATC mit Hilfe eines oder 

beider Primer sequenziert. 

DNA-Fragmente, die durch Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, 

können wieder mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt 

werden. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Bindung von DNA an 

eine Silicanmembran in Gegenwart einer hohen Salzkonzentration. Alle 

Verunreinigungen werden durch Waschen der Membran entfernt und die 

DNA mit Lösungen niedriger Salzkonzentration eluiert. Die verwendeten 

Puffer und Materialien wurden dem von Qiagen erworbenen Kit 

entnommen. 

Die DNA wurde nach der PCR (2.2.2.5) auf ein Agarosegel aufgetragen, 

elektrophoretisch getrennt (2.2.2.7) und die Banden mit einem Skalpell 

herausgeschnitten. Das Gelstück wurde gewogen, in ein Eppendorfgefäß 

überführt, mit drei Volumina Puffer QG (1 g Gel ≈ 1 ml) bei 50 °C im 

Heizblock gelöst und dabei einige Male gemischt. Nachdem sich das Gel 

vollständig gelöst hatte, wurde zum Ansatz ein Gelvolumen Isopropanol 

gegeben und vorsichtig gemischt. Die DNA-haltige Lösung wurde auf eine 

Qiagen-Säule mit Silicagel pipettiert und diese 1 min bei RT und 

13.000 rpm zentrifugiert. Um die an das Silicagel gebundene DNA zu 

waschen, wurde die Säule zunächst mit 0,5 ml Puffer QG und 

anschließend mit 0,75 ml Puffer PE mittels Zentrifugation (je 1 min, RT-, 

13.000 rpm) gespült. Es folgte eine weitere Zentrifugation (1 min, RT, 

13.000 rpm), um den restlichen Puffer zu entfernen, bevor die DNA mit 
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50 µl Puffer EB durch Zentrifugation eluiert und in einem sterilen 

Eppendorfgefäß aufgefangen wurde. 

Die Ergebnisse aller Sequenzierungen wurden mittels der BLAST-

Software (basic local alignment search tool, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/seq/BlastGen) mit der in der 

Nukleotid-Datenbank GenBank gespeicherten Sequenzen verglichen. 

2.2.2.9 Quantitative real-time PCR 
Die quantitative Realtime PCR dient der hochspezifischen Quantifizierung 

von PCR-Produkten. Nach jedem Zyklus wird die Menge an gebildetem 

PCR-Produkt gemessen. 

Im Gegensatz zur konventionellen PCR mit Gelelektrophorese erfolgt 

hier die Detektion während der Amplifikation und nicht erst nach 

Abschluss der gesamten PCR. Das Kontaminationsrisiko ist geringer, da 

Amplifikation und Detektion in einem geschlossenen System stattfinden. 

Für die Detektion wurde der fluoreszierende Farbstoff SYBR Green 

verwendet, welcher sich unspezifisch in die kleine Furche 

doppelsträngiger DNA während der Amplifikation einlagert. Der 

gebundene Farbstoff fluoresziert nach Anregung etwa 1000 Mal stärker 

als der nicht gebundene Farbstoff. Die Fluoreszenz wird am Ende jedes 

Elongationsschrittes, nach Anlagerung des Farbstoffes an die doppel-

strängige DNA, gemessen. Da jedes PCR-Produkt aufgrund der Länge 

und des GC-Gehaltes bei einer charakteristischen Temperatur denaturiert, 

kann anhand einer Schmelzkurve zwischen verschiedenen PCR-

Produkten differenziert werden. Dazu wird am Ende des PCR-Laufs die 

Temperatur langsam schrittweise bis auf ca. 95 °C erhöht, so dass die 

DNA-Stränge wieder denaturieren und als Einzelstränge vorliegen. Diese 

Denaturierung hat den Abfall des Fluoreszenzsignals beim Schmelzpunkt 

zur Folge. Durch die Messung dieses Schmelzpunktes kann auf das 

vervielfältigte Produkt geschlossen werden. Die Wellenlänge zur 
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Anregung von SYBR Green liegt bei 480 nm (Blaulicht), das Emissions-

maximum bei 537 nm.  

Zur Auswertung sollte eine Positivkontrolle, mit Referenzmaterial, und 

Negativkontrollen mitgeführt werden. Die Negativkontrolle enthält nur die 

für den Vorgang der Amplifikation benötigten Reagenzien. 

 

 

Tabelle 13: Mastermix für die Realtime PCR von NGF 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

Forward Primer [10 pmol] 1 µl [0,5 pM] 
Reverse Primer [10 pmol] 1 µl [0,5 pM] 
SYBR Green Mix 10 µl [1x] 

 

In eine Probenplatte wurden 12 µl Mastermix (s. Tabelle 13) zusammen 

mit 8 µl cDNA (1 : 50 mit DEPC-H2O verdünnt) pipettiert. Die Proben 

wurden bei 2.000 rpm für 15 s zentrifugiert, um die Reaktionsansätze in 

den unteren Teil der Probenplatte zu bringen und Luftblasen zu 

eliminieren. Nach Einsetzen der Platte wurde in das Engine Opticon 

system, wurde das Amplifikationsprogramm gestartet (s. Tabelle 14). 

Tabelle 14: Temperaturprofil der qRT-PCR im Engine Opticon system 

Schritt Zyklen Temperatur Dauer 

Denaturierung 1 95 °C 10 min 
Amplifikation 40 94 °C 

62 °C 
72 °C 
78 °C 

10 s 
30 s 
30 s 

1 s 
Finale Extension 1 72 °C 10 min 
Kühlen 1 10 °C for ever 
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Zur Normalisierung der quantitativen Analyse der Genexpression diente 

das humane 60S ribosomale Protein L19. Dieses codiert für ein House-

keeping-Gen, dessen Expression unabhängig von äußeren Einflüssen 

konstant bleibt.  

Hierzu wurden ebenfalls 12 µl Mastermix (s. Tabelle 15) zusammen mit 

8 µl cDNA (1 : 50 verdünnt) in ein Well gegeben. 

Die PCR des Housekeeping-Gens lief unter folgenden Bedingungen ab: 

Tabelle 15: Temperaturprofil für L19 

Schritt Zyklen Temperatur Dauer 

Denaturierung 1 95 °C 10 min 
Amplifikation 40 94 °C 

58 °C 
72 °C 
78 °C 

10 s 
30 s 
30 s 

1 s 
Finale Extension 1 72 °C 10 min 
Kühlen 1 10 °C for ever 

 

Der PCR-Verlauf lässt sich in drei Phasen einteilen: in eine frühe Phase, 

eine exponentielle Wachstumsphase (Log-Phase) und eine Plateau-

Phase. In der frühen Phase übertreffen Hintergrundsignale diejenigen des 

PCR-Produkts. Nach einer bestimmten Zyklenzahl heben sich die 

Fluoreszenzsignale des PCR-Produkts signifikant von den Hintergrund-

signalen ab. Diese Überschreitung der Schwelle wird von der Software als 

Crossing Point (Cp) erkannt. Somit lassen sich über die Crossing Points 

vergleichende quantitative Aussagen über die Ausgangsmenge an cDNA 

gemacht werden. 

Die Auswertung der Real-Time PCR erfolgte automatisch über die 

Fluoreszenzdaten. Diese Analyse erfolgte über den so genannten Ct-Wert 
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("threshold cycle"). Dieser drückt die Zyklenzahl aus, bei der zum ersten 

Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz über das Hintergrundrauschen 

ermittelt wird. Das Programm gibt automatisch die Menge der 

amplifizierten cDNA an. Die Proben wurden jeweils in Dreifachbe-

stimmungen vermessen woraus der Mittelwert berechnet wurde und mit 

den Mittelwerten des Housekeeping-Gens ins Verhältnis gesetzt wurde. 

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit dem 

Programm Graphpad Prism 4.0a. 

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.3.1 Proteinisolation 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit der eindimensionalen SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (317). 

Hierbei bindet SDS Proteine zu einem vielfach negativ geladenen SDS-

Protein-Komplex. Zusätzlich denaturiert SDS die Proteine und verhindert 

die Ausbildung von Tertiär- und Quartärstrukturen. Somit ist eine 

Auftrennung der Proteine im Netzwerk des Acrylamidgels von Kathode zu 

Anode möglich, die nur vom Molekulargewicht der Proteine abhängig ist. 

Hochmolekulare Proteine werden hierbei in einem niedrigprozentigen 

Acrylamidgel aufgetrennt, niedrigmolekulare in einem höher prozentigen 

Gel. Ein niedrigprozentiges Sammelgel, in dem die Proteine räumlich 

gesammelt werden, überschichtet das Trenngel, in dem dann die Proteine 

nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. 

HTPCs in Petrischalen (Ø 60 mm) wurden nach abgelaufener Stimulation 

bei -20 °C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet. Zur Gewinnung des 

Proteins wurden die Zellen mit 1,5 ml NPE-Puffer unter Verwendung eines 

Zellschabers von den Petrischalen gekühlt abgelöst, in ein Eppendorf-

gefäß überführt und anschließend bei 4 °C und 10000 rpm für 3 min 

abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1,5 ml PBS (1 x) resuspendiert und 
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erneut abzentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet in Inhibitorcocktail 

aufgenommen und die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen. 

Um die Proteinkonzentration der Proben zu bestimmen, wurde der DC 

Protein Assay verwendet, der auf der Bradford-Methode basiert. Die 

Absorption einer Standardreihe von Lösungen mit definierter Proteinkon-

zentration und der Proben wurden bei 650 - 750 nm in einem Elisa-Reader 

gemessen. Anschließend wurden die Proben mit 10 % β-Mercaptoethanol 

und 10 % Bromphenolblau versetzt und für 5 min auf 95 °C erwärmt, um 

Disulfidbrücken der Proteine zu spalten. 

2.2.3.2 Proteinisolation aus Zellkulturüberständen 
Die Überstände von HTPC/-Fs wurden nach 24 stündiger Inkubation mit 

farblosem Medium abgenommen und für weitere 24 h mit 1000 ng/ml 

Tryptase versetzt oder direkt weiterverarbeitet. Zur Aufkonzentrierung des 

in den Überständen vorhandenen Proteingemisches wurden 4 ml des 

Überstandes auf Amicon Ultra Säulen gegeben und bei 3500 x g für 

45 min zentrifugiert. 

Anschließend wurden die Proben mit 10 % β-Mercaptoethanol und 10 % 

Bromphenolblau versetzt und für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um 

Disulfidbrücken der Proteine zu spalten. 

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) 
Trenn- und Sammelgel wurden nacheinander gegossen und setzen sich 

wie folgt zusammen: 
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Tabelle 16: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 

 
Trenngel 

10 % 
Trenngel 

15 % 
Sammelgel 

4 % 

Acrylamid 30 % [µl] 2700 4000 540 
Sammelgelpuffer [µl] - - 1250 
Trenngelpuffer [µl] 2500 2500 - 
H2O bidest [µl] 4500 3200 3000 
Ammoniumpersulfat [µl] 75 75 38 
Natriumdodecylsulfat [µl]  100 100 50 
N,N,N’,N’,Tetramethylenethylendiamin [µl] 12,5 12,5 6,5 

 

15 µg Protein wurden auf das Gel aufgetragen bzw. bis zum Auftrag bei 

-20 °C gelagert. Überstieg auf Grund einer geringen Proteinkonzentration 

das Probenvolumen die maximale Füllmenge der Geltasche von 20 µl, so 

wurde die Probe durch Erhitzen auf 95 °C in einem offenen Eppendorf-

gefäß eingeengt. 

Die Gelelektrophorese erfolgte in 1 x Laemmlipuffer bei 120 V für etwa 

1 h. Ein gleichzeitig auf das Gel aufgetragener Molekulargewichtsmarker 

diente zur Identifizierung der gesuchten Proteinbande. 

2.2.3.4 Transferblotting und Antikörperinkubation 
Im Western Blot Verfahren wurden nun die im SDS-Gel aufgetrennten 

Proteine immunologisch nachgewiesen. Dazu werden die in der SDS-

PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine auf eine 

Membran transferiert. Auf dieser Membran können dann durch Zugabe 

spezifischer Primärantikörper und Enzym-gekoppelter Sekundärantikörper 

einzelne Proteine aus dem Proteingemisch sichtbar gemacht werden 

(318,319). 

Vor dem Aufbau des Blots wurden Membran und Gel für 15 min in 

Transfer-Puffer bei Raumtemperatur äquilibriert. Der gesamte Blot wurde 
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luftblasenfrei in die Blotkammer gestellt, die Kammer mit Transfer-Puffer 

gefüllt und anschließend wurden die Proteine im elektrischen Feld bei 

100 V für 1 h auf eine Nitrocellulosemembran in Transfer-Puffer trans-

feriert. Der Erfolg des Transfers wurde durch eine reversible Färbung des 

Gels mit Ponceau S Lösung kontrolliert. Anschließend wurde die Membran 

für 30 min Stunde bei Raumtemperatur in Milchpulver (5 % in TBS-Tween) 

inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. Die 

Inkubation der Membran mit dem jeweiligen spezifischen Primärantikörper 

in Milchpulver (0,5 % in TBS-Tween) erfolgte über Nacht bei 4 °C. 

Um die Spezifität der Antigen-Antikörper-Reaktion zu überprüfen, wurde 

der Erstantikörper durch das Peptid, das zur Immunisierung verwendet 

worden war, präadsorbiert. Hierzu wurde der Antikörper für 2 h bei 

Raumtemperatur mit der gleichen Menge an Peptid inkubiert und 

anschließend bei 13000 rpm für 5 Minuten mit der abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde wie der entsprechende Antikörper verdünnt.  

Am nächsten Tag wurde der Blot für 1 h bei Raumtemperatur auf den 

Schüttler gestellt und die Membran 3 x für je 5 min in TBS-Tween 

gewaschen. Anschließend wurde die Membran für 1 h bei Raumtem-

peratur mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper (1 : 5000 in 

Milchpulver (0,5 % in TBS-Tween) unter Schütteln inkubiert. Die Membran 

wurde erneut gewaschen (3 x 5 min in TBS-Tween). 

2.2.3.5 ECL-Detektion  
Die Visualisierung des Signals erfolgte mit dem „SuperSignal West 

Femto“-Kit nach Angaben des Herstellers und mit Hilfe des Chemilumines-

zenzsystems Chemi-Smart 5000 und des Programms ChemiCapt. 

2.2.3.6 Enzyme linked immunoadsorbent assay (ELISA) 
Ein ELISA ist ein serologischer Test, bei dem Antikörper-gebundene 

Antigene nach Farbumsatz einer zunächst farblosen Lösung durch ein 



Material und Methoden Seite 70 

gekoppeltes Enzym nachgewiesen werden. Eine 96 Loch Mikrotiterplatte 

wird dazu mit dem jeweiligen „capture“-Antikörper beschichtet und 

anschließend werden die noch bindungsaktiven Areale durch eine 

proteinhaltige Pufferlösung für unspezifische Bindungen blockiert. Nach 

Inkubation mit der antigenhaltigen Probelösung bzw. den jeweiligen 

Standards und anschlieβendem, sorgfältigem Waschen der Platte wird 

das an den „capture“-Antikörper gebundene Antigen mit einem zweiten 

Antikörper, dem „detection“-Antikörper, nachgewiesen. Bei unmarkierten 

„detection“-Antikörpern verwendet man einen dritten Antikörper, der den 

„detection“-Antikörper erkennt und eine Enzymmarkierung trägt. Die 

Menge an gebundenem, enzym-markiertem Antikörper ist der Menge an 

gebundenem Antigen proportional und wird über den Umsatz eines 

geeigneten chromogenen Substrates photometrisch bestimmt. Durch die 

Erstellung einer Standardkurve mithilfe eines in definierten Konzentra-

tionen eingesetzten Standards ist es möglich, die Konzentration der 

vermessenen Proben in ng/ml zu bestimmen. 

2.2.3.6.1 NGF-ELISA 

Zur spezifischen Detektion des Gehaltes an freiem NGF wurde von 

Zellkulturüberständen ein Emax NGF ELISA durchgeführt. Hierfür wurden 

Zellen mit Tryptase (10, 100, 1000 ng/ml) bzw. SLIGKV (10, 100 µM) für 

jeweils 24 h in 60 mm Kulturschalen serumfrei stimuliert und die 

Überstände bei -20 °C bis zur Durchführung des Assays gelagert. NGF-

Werte wurden später mit den Kontrollproben ohne das jeweilige Stimulanz 

verglichen. Aus den Zellen wurde wie unter 2.2.3.1 beschrieben das 

Protein präpariert und dessen Konzentration bestimmt. Diese Werte 

wurden später in der Auswertung als Referenzgröße verwendet.  

Zuerst wurden die Vertiefungen einer 96-Well Maxisorp Platte mit dem 

in Coating-Buffer gelösten Anti-NGF polyklonalen Antikörper (pAb) 
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beschichtet, welcher gelöstes NGF bindet. Dazu wurden je 100 µl in die 

96-Well-Platte pipettiert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am Tag darauf 

wurde die Platte mit 400 µl Waschpuffer pro Well gewaschen. 

Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 200 µl des Block & Sample 1x 

Puffers für 1 h bei Raumtemperatur abgesättigt. Anschließend erfolgte ein 

Waschschritt mit 400 µl TBST-Waschpuffer. Nachfolgend wurden die 

Standardreihe (250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 

7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml) und 100 µl der unverdünnten Proben mit 

unbekanntem NGF-Gehalt aufgetragen. Danach wurde für 6 h unter 

Schütteln (500 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert. Durch nachfolgende 

Dekantierung und fünfmaliges Waschen mit TBST-Waschlösung wurde 

nicht-gebundenes NGF aus dem Assay vollständig entfernt. Es erfolgte 

die Applikation des sekundären spezifischen monoklonalen Antikörpers 

(mAb) durch Pipettieren von 100 µl NGF-mAb (gelöst in Block & Sample 

1x Puffer) pro Vertiefung und Inkubation über Nacht bei 4 °C. Nach fünf 

weiteren Waschschritten mit TBST-Waschpuffer wurde die Menge an 

spezifisch gebundenem mAb innerhalb 2,5 h unter Schütteln bei 

Raumtemperatur durch ein spezies-spezifisches Antikörperkonjugat aus 

horse radish peroxidase (HRP) als tertiäres Reaktant des Sandwich-

Komplex gebunden. Das ungebundene Antikörperkonjugat wurde durch 

Waschen in TBST-Waschpuffer entfernt. Im Anschluss an eine 

10 minütige Inkubation mit einem chromogenen Substrat 3,3’,5,5’-

Tetramethylbenzidin (TMB) wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 N HCl 

gestoppt. Durch den niedrigen pH-Wert kommt es zum Farbumschlag von 

blau (630 nm) nach gelb (450 nm). Die Menge an spezifisch gebundenen 

NGF konnte indirekt durch die HRP-Konjugat-katalysierte Farbentwicklung 

von TMB im Fluostar innerhalb 30 min vermessen werden. Die Menge an 

NGF in den Proben ist proportional der entstandenen Farbintensität in der 

gekoppelten Oxidation-Reduktionsreaktion und wurde über eine im Test 
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mitgeführte Standardkurve mit bekannten Mengen von NGF quantifiziert. 

Die Standardkurve und die NGF-Konzentrationen, welche auf die 

jeweiligen Proteinkonzentrationen relativiert wurden, wurden rechnerisch 

mit dem Computerprogramm Graphpad Prism ermittelt. Insgesamt wurden 

jeweils fünf Patienten mit HTPCs und HTPC-Fs vermessen, wobei von 

jeder Probe Doppelbestimmungen gemacht wurden, woraus der Mittelwert 

berechnet wurde. Statistische Unterschiede zwischen behandelten und 

Kontrollzellen wurden mit dem Repeated Measures ANOVA Test 

untersucht. Mit diesem ELISA kann eine NGF-Konzentration zwischen 3,9 

- 250 pg/ml ermittelt werden, wobei es maximal zu 3 % Kreuzreaktion mit 

anderen Neurotrophinen kommt.  

2.2.3.6.2 GDNF-ELISA 

In dieser Arbeit wurde auch der neurotrophe Faktor GDNF in Zellkultur-

überständen von HTPCs und HTPC-Fs, welche zuvor für 24 h mit 

Tryptase (100 ng/ml) bzw. TNF-α (5 ng/ml) stimuliert wurden, in einem 

Sandwich-ELISA untersucht. Die bei -20 °C eingefrorenen Überstände 

wurden kurz vor der Messung aufgetaut und als unverdünnte Proben 

verwendet. 

Zur Vorbereitung wurden 96-Well Mikrotiter Platten über Nacht bei 4 °C 

mit einem Antikörper spezifisch gegen humanes GDNF (mAb), gelöst in 

Carbonatpuffer, gecoatet. Am nächsten Tag wurden die nicht-spezifische 

Bindungsstellen mit 200 µl Block & Sample 1x Buffer für 1 h blockiert. 

Danach wurde die Standardkurve direkt in der ELISA-Platte angesetzt 

(500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 

7,8 pg/ml) und je 100 µl der Proben zügig aufgetragen. Nach einer 

Inkubation bei Raumtemperatur unter Schütteln (500 rpm) für 6 h und 

anschließendem fünfmaligem Waschen wurden die Platten mit einem 

sekundären biotinyliertem anti-human-GDNF Detektionsantikörper (pAb) 

über Nacht inkubiert und erneut fünf Mal mit TBST-Puffer gewaschen. 
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Anschließend wurde für 2 h bei Raumtemperatur und 500 rpm mit dem 

sekundären Anti-IgY-HRP Antikörper inkubiert. Nach erneuten fünf 

Waschschritten wurde für 15 min das Peroxidase Substrat TMB aufgetra-

gen und dann die Reaktion mit 1 N HCl abgestoppt. Die Optische Dichte 

jedes Wells wurde bei 450 nm mit dem Fluostar bestimmt und die GDNF-

Proteinkonzentration mit der Software Prism in Anlehnung an die 

Standardkurve kalkuliert und statistisch mit dem Mann-Whitney Test 

ausgewertet. Sezerniertes GDNF kann in einem Messbereich von 15,6 - 

1000 pg/ml bestimmt werden. Laut Herstellerangaben weisen die 

Antikörper höchstens 3 % Kreuzreaktionen mit anderen Neurotrophinen 

auf. 

2.2.4 Radioimmunassay (RIA) 
Die Testosteron Spiegel wurden in den Inkubationsmedien, der primären 

adulten Hamster-Leydigzellen, mit Hilfe eines Radioimmunoassays mit 

einem spezifischen Antikörper, der gegen Testosteron-7α-butyrat-BSA 

gerichtet ist, bestimmt (320-323). Dieser Antikörper zeigt 35 % Kreuz-

reaktivität mit Dihydrotestosteron (DHT). Die Minimalkonzentration an 

Testosteron, die vom Assay noch detektiert werden kann beträgt 0,215 

pmol/ml. 

Für die Messung der Testosteronspiegel Gehaltes wurden die bei -80 °C 

gelagerten Überstände von zuvor stimulierten Leydigzellen benutzt. 

Hierfür wurden jeweils 100 µl der acht verschiedenen Standards 

(125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml, 4000 pg/ml, 

8000 pg/ml Testosteron) und verschiedene Volumina der Proben mit RIA-

Puffer zu einem Endvolumen von 300 µl aufgefüllt. Dann wurden 100 µl 

Testosteron-7α-butyrat-BSA Antikörper mit 100 µl 3H-markiertem Testos-

teron (3H-Testosteron 7000 cpm/100 µl) versetzt und anschließend zu 

jeder Probe gegeben. Nun wurden diese Ansätze über Nacht bei 4 °C 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde zur Trennung der Antigen-Antikörper-
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Komplexe vom freien Antigen den Serumproben je 200 µl einer Mischung 

aus 0,5 g Aktivkohle, 0,05 g Dextran und 100 ml RIA Puffer zugegeben 

und diese Ansätze für 10 min bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden 

diese Proben, wiederum bei 4 °C, für 10 min bei 35000 rpm zentrifugiert, 

dann die Überstände entnommen und in einem neuen Röhrchen mit 

200 µl Dioxan vermischt. Nun wurde 2,5 ml des Szintilationscocktails 

OptiPhase HiSafe 2 hinzugefügt und die Aktivität des freien Antigens mit 

einem Geigerzähler bestimmt. Aus den Messwerten der Standards konnte 

dann die Menge an Testosteron in den Proben kalkuliert werden. 

2.2.5 Statistik 
Alle vorliegenden Daten wurden mindestens als n = 3 produziert. Die 

Mittelwerte der Ergebnisse wurden graphisch mit dem Programm 

Graphpad Prism 4.0a dargestellt. Mit Hilfe des ONE-WAY-ANOVA-Tests 

und anschließendem Posttest (Bonferroni) wurden die Ergebnisse des 

ATP-Assays (2.2.1.11), der semiquantitativen PCR (2.2.2.6), der quantit-

ativen real time PCR (2.2.2.9) auf statistische Signifikanz überprüft. Bei 

dem NGF-ELISA (2.2.3.6.1) wurde ein Repeated Measures ANOVA und 

bei dem GDNF-ELISA (2.2.3.6.2) wurde ein Mann-Whitney Test durch-

geführt. 



Ergebnisse Seite 75 

3 Ergebnisse 

3.1 Expression von neurotrophen Faktoren durch HTPCs 
und HTPC-Fs 
Um festzustellen, welche neurotrophen Faktoren von HTPCs und HTPC-

Fs exprimiert werden, wurde RNA aus mindestens drei verschiedenen 

Patientenchargen gewonnen und mittels RT-PCR in cDNA umge-

schrieben. Die PCR erfolgte unter Verwendung spezifischer Primer 

(Tabelle 8), wobei zur Kontrolle jeweils kommerziell erhältliche cDNA aus 

Gehirn mitgeführt wurde, in welchem das Vorkommen der getesteten 

neurotrophen Faktoren beschrieben ist. Die Proben wurden nach der 

Gelelektrophorese (Bild 8) aufgereinigt und unter Verwendung der 

entsprechenden Primer sequenziert. Mit dem Programm BLAST konnte 

die Identität der PCR-Produkte gezeigt werden. Die Expression von NGF, 

BDNF, NT-3, Lif, CNTF und GDNF, jedoch nicht von NT-4, wurde so auf 

mRNA Ebene nachgewiesen. 
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Bild 8: mRNA Expression neurotropher Faktoren in HTPCs und HTPC-Fs. 
Die Validierung wurde mit kommerziell erwerblicher cDNA aus dem Gehirn 
durchgeführt. Als Kontrolle (-) wurde Wasser statt cDNA verwendet. 

In weiteren Untersuchungen wurden die Expression und eine mögliche 

Regulation ausgewählter Faktoren auf Proteinebene untersucht. Für NT-3, 

BDNF, NGF und GDNF erlaubten geeignete Verfahren quantitative 

Protein-Messungen durchzuführen. Dabei lag die Menge von NT-3 

unterhalb der Detektionsgrenze des kommerziellen ELISA (Daten nicht 

gezeigt). BDNF konnte in geringen Mengen mit bis zu 5,12 pg (pro mg 

Protein) gemessen werden (Daten nicht gezeigt). NGF und GDNF waren 

mit Hilfe von ELISA Messungen eindeutig im Medium nachweisbar. 

Zusätzlich konnte erstmals der NGF-Vorläufer (proNGF) durch Western 

Blot Analysen in HTPC/-Fs detektiert werden. 

Da für BDNF im Hoden bislang keine Funktion bekannt ist, wurde der 

Fokus auf den neurotrophen Faktor GDNF gelegt (3.6 - 0), welcher auf 

Grund seiner bedeutenden Verbindung zu SSZ im Vordergrund aktueller 

Studien steht. Des Weiteren wurden NGF genauer untersucht (3.3 - 3.5), 

dessen Sekretion durch HTPCs kürzlich nachgewiesen wurde. Da dieses 
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Neurotrophin in HTPCs durch TNF-α stimuliert werden kann (20), war 

auch eine Interaktion mit dem Hauptmastzellprodukt Tryptase nicht 

auszuschließen. 

3.2 HTPCs und HTPC-Fs sind mögliche Zielzellen für 
Mastzelltryptase 

3.2.1 Molekularbiologische Charakterisierung 
Zur Untersuchung der molekularen Expression des Tryptase Rezeptors 

PAR-2 in HTPC-Fs wurden RT-PCR Experimente durchgeführt. Für 

HTPCs konnte dies bereits gezeigt werden (32). Die mRNA wurde hierfür 

aus je drei verschiedenen Patientenchargen gewonnen und mittels RT-

PCR in cDNA umgeschrieben. Danach erfolgte eine PCR mit spezifischen 

Primern für PAR-2 (Tabelle 8). Um die Primer und die PCR-Bedingungen 

zu überprüfen, wurde zusätzlich kommerziell erhältliche cDNA aus dem 

Gesamthoden mitgeführt, in dem das Vorkommen von PAR-2 beschrieben 

ist. Im Anschluss an die Gelelektrophorese (Bild 9) wurden die Proben 

aufgereinigt und mit Hilfe der entsprechenden Primer sequenziert und 

mittels des Programms BLAST konnte durch die Sequenzen die Identität 

des PCR-Produkts als PAR-2 bestätigt werden. 
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Bild 9: Nachweis der mRNA Expression von PAR-2.  
Die Validierung erfolgte mit kommerziell erwerblicher cDNA aus dem humanen Hoden. 
(-) Einsatz von Wasser an Stelle von cDNA. 

3.2.2 Nachweis des Tryptase Rezeptors (PAR-2) mittels Immun-
fluoreszenz 
In immunzytochemischen Versuchen wurde das Vorkommen des PAR-2-

Rezeptors in kultivierten HTPC/-Fs (je n = 2) auch auf Proteinebene 

bestätigt (Bild 10). Im Vergleich zu den Zellen, welche ohne Erstantikörper 

(Kontrolle) behandelt wurden, konnten nahezu alle Zellen mit Hilfe eines 

spezifischen Antikörpers (Tabelle 9) gegen PAR-2 angefärbt werden. Die 

Ergebnisse aus den vorhergehenden PCR-Experimenten konnten auch 

auf Proteinebene gezeigt werden. 

Bild 10: Nachweis des PAR-2 Rezeptors in immunzytochemischen Versuchen bei 
HTPCs und HTPC-Fs.  
Die Übersicht von HTPCs (A) und HTPC-Fs (B) zeigt eine deutliche Färbung des 
Tryptase Rezeptors im Gegensatz zu der Kontrolle (C), welche ohne Erstantikörper 
behandelt wurde. Skalierungsbalken entsprechen 15 µm. 

3.2.3 Funktionalität des PAR-2 Rezeptors bei HTPCs und HTPC-Fs 
Zur Untersuchung der Funktionalität des PAR-2-Rezeptors wurden 

Messungen von intrazellulärem Ca2+ durchgeführt. Hierfür wurden 
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kultivierte HTPC/-Fs mit dem Farbstoff Fluo-4 AM beladen und mit den 

Zellen wurde eine Messreihe unter einem konfokalen Mikroskop gestartet, 

wobei ein Bild pro 2 Sekunden aufgenommen wurde. Tryptase (100 ng/ml) 

und SLIGKV (100 µM) wurden mit einem Applikationssystem an die 

Zellgruppen gespült und es konnten reversible Ca2+-Signale bei 50 - 80 % 

der Zellen festgestellt werden (Bild 11). Dabei war die Reihenfolge, in 

welcher beide Antagonisten amplifiziert wurden, austauschbar. Um die 

Vitalität der Zellen und die Funktionalität des Farbstoffes am Ende der 

Messung sicher zu stellen, wurde Histamin angespült (hier nicht gezeigt), 

dessen funktionelle Rezeptoren schon in vorherigen Versuchen 

beschrieben wurden (32). Darauf reagierten alle Zellen mit einer 

transienten Erhöhung des intrazellulären Ca2+-Spiegels. Die Intensität des 

Ca2+-Signals wurde mit dem Programm Leica Confocal Software 

analysiert. Bei den Versuchen wurden mindestens drei Patientenchargen 

pro Zellgruppe (HTPC und HTPC-F) vermessen und graphisch dargestellt. 
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Bild 11: Tryptase und SLIGKV führen zu deutlich erhöhten Ca2+-Spiegeln bei HTPCs 
und HTPC-Fs.  
HTPCs (A) und HTPC-Fs (B) wurden hier mit Medium umspült und nach Applikation 
von Tryptase (100 ng/ml) oder SLIGKV (100 µM) reagierten die Zellen mit 
intrazellulären Ca2+-Signalen. Pfeilköpfe nach unten zeigen jeweils den Zeitpunkt der 
Applikation von Medium. Die Graphen zeigen jeweils eine repräsentative Zelle aus 
einer Versuchsreihe. 

3.3 Modulation des proNGF/NGF Mikromilieus durch 
Mastzelltryptase 

3.3.1 HTPCs und HTPC-Fs produzieren NGF 
Um die sezernierten Mengen von NGF zu quantifizieren, wurde von je fünf 

verschiedenen Patienten (HTPCs und HTPC-Fs) die NGF-Produktion 

mittels eines kommerziellen ELISA ermittelt. In Zellkulturüberständen 

konnte nach 24 h die NGF-Konzentrationen nach Herstellerangaben in 

Doppelbestimmungen vermessen werden (Bild 12). Die statistische 

Analyse der basalen NGF-Produktion von HTPCs und HTPC-Fs ergab 

keinen signifikanten Unterschied (P > 0,05, Mittelwert + SEM), weshalb 

die verschiedenen Zellgruppen in Folgeexperimenten nicht getrennt 

aufgeführt wurden. 
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Bild 12: Akkumulation von NGF im Medium als Maß der Sekretion durch HTPCs und 
HTPC-Fs. 

3.3.2 Sezerniertes NGF von HTPCs und HTPC-Fs ist funktionell 
Als Testsystem wurde die PC12-Zelllinie verwendet, welche auf 

extrazelluläres NGF mit der Ausbildung von Neuriten reagiert. Die PC12-

Zellen wurden hierfür mit Medium überschichtet, welches zuvor für 72 h in 

Kulturschalen mit HTPCs (n = 2) oder HTPC-Fs (n = 2) war (Bild 13). 

Einige PC12-Zellen (ca. 10 %) reagierten daraufhin mit dem Auswachsen 

von Neuriten, welches nach ca. 72 h lichtmikroskopisch deutlich erkennbar 

war. Kontrollzellen wurden mit frischem Medium behandelt und 

veränderten sich nicht über den Beobachtungszeitraum. 
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Bild 13: Nachweis der Funktionalität von sezerniertem NGF.  
(A) Unbehandelte PC12-Zellen wiesen keine Veränderungen auf. (B) PC12-Zellen 
reagierten auf Medium, welches sezerniertes NGF von HTPCs oder HTPC-Fs enthielt, 
mit einem Auswachsen von Ausläufern (Pfeile). Skalierungsbalken entsprechen 10 µm.

3.3.3 Einfluss von Tryptase und SLIGKV auf die NGF-Sekretion von 
HTPCs und HTPC-Fs  
Um die regulatorischen Einflüsse von Tryptase und des PAR-2-Agonisten 

SLIGKV auf die NGF-Sekretion zu quantifizieren, wurden HTPCs (n = 5) 

und HTPC-Fs (n = 5) mit verschiedenen Konzentrationen von Tryptase 

(10 ng/ml, 100 ng/ml und 1000 ng/ml) und SLIGKV (10 µM und 100 µM) 

für 24 h behandelt. Hierbei wurden Konzentrationen verwendet, welche 

sich bei Ca2+-Messungen mit HTPCs als funktionell erwiesen (32). Danach 

wurden die Mengen an sezerniertem NGF mit einem kommerziellen NGF-

ELISA bestimmt. Die basale Produktion von NGF ließ sich eindeutig 

dosisabhängig durch die Zugabe von 100 ng/ml (P < 0,05) und 1000 ng/ml 

Tryptase (P < 0,01) um bis zu 100 % steigern (Bild 14). Interessanterweise 

erhöhte das Peptid SLIGKV, welches den PAR-2-Rezeptor direkt 

aktivieren kann, nicht die Sekretion von NGF (P > 0,05). HTPCs und 

HTPC-Fs wurden nicht in getrennten Graphen dargestellt, da sich die 

Sekretionsmuster nicht unterschieden. 
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Bild 14: Tryptase erhöht dosisabhängig die Menge von sezerniertem NGF.  
HTPC/-Fs sezernieren NGF, wobei die NGF Menge durch Tryptase, nicht aber durch 
den Agonist SLIGKV nach 24 h Inkubationszeit gesteigert werden konnte (n = 10). Die 
Ergebnisse wiesen statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrolle auf. *P < 0,05, 
**P < 0,01, Mittelwert + SEM. 

3.3.4 Einfluss von Tryptase und SLIGKV auf die  Vitalität  
Um zu ermitteln, ob Tryptase das Überleben von Zellen fördert oder 

SLIGKV apoptotisch wirkt, wurde ein ATP-Assay durchgeführt. Hierfür 

wurden HTPC/-Fs (n = 7) in gleicher Zahl ausgesät und mit Tryptase 

(1000 ng/ml) oder SLIGKV (100 µM) für 24 h stimuliert. Danach wurde ein 

ATP-Assay nach Herstellerangaben durchgeführt, um eine mögliche 

Toxizität der Stimulanzien zu überprüfen. Es konnte jedoch im Vergleich 

zu den unbehandelten Kontrollzellen kein signifikanter Einfluss von 

Tryptase oder SLIGKV auf die ATP-Produktion festgestellt werden (Bild 

15). 
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Bild 15: Tryptase und SLIGKV haben keinen Einfluss auf die Vitalität von HTPC/-Fs. 
Nach einer Stimulationsdauer von 24 h mit Tryptase (1000 ng/ml) oder SLIGKV 
(100 µM) wurde die Vitalität von HTPC/-Fs im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollzellen mittels ATP-Assay bestimmt (n = 7). Es konnte kein Einfluss der beiden 
Stimulantien auf die Zellen im Hinblick auf die Lebensfähigkeit der Zellen festgestellt 
werden. Die Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM. 

3.3.5 Einfluss von Tryptase und SLIGKV auf die Expression von NGF 
HTPC/-Fs wurden mit Tryptase (100 ng/ml) und SLIGKV (100 µM) für 24 h 

behandelt und die cDNA in semiquantitativen (n = 5) und quantitativen 

(n = 4) RT-PCR-Experimenten untersucht. Dabei wurde bei der 

semiquantitativen PCR mit dem „Housekeeping-Gen“ Cyclophilin und bei 

der quantitativen real time PCR mit dem „Housekeeping-Gen“ L19 

abgeglichen. In diesen Experimenten konnte die Expression der NGF 

mRNA weder durch Tryptase noch durch SLIGKV beeinflusst werden 

(Bild 16). 
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Bild 16: Die mRNA Expression von NGF wird nicht durch Tryptase oder SLIGKV 
reguliert. 
Die Expression der NGF mRNA, welche durch semiquantitative PCR (A) und 
quantitative real time PCR (B) bestimmt wurde, konnte weder durch die 24 stündige 
Stimulation mit Tryptase (100 ng/ml) noch durch SLIGKV (100 µM) reguliert werden. 
Bei der semiquantitativen PCR wurden fünf, bei der quantitativen real time PCR vier 
Patientenchargen untersucht. Die Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM. 

3.4 Detektion von NGF und proNGF in Zellen und ihrem 
Überstand 

3.4.1 Nachweis von NGF und proNGF mittels Immunfluoreszenz 
Um die Expression von NGF und dessen Vorläufer proNGF auf 

Proteinebene in HTPC/-Fs zu überprüfen, wurden die Proteine innerhalb 

der Zellen mit spezifischen fluoreszierenden Antikörpern sichtbar gemacht 

(Bild 17). Hierfür wurden Zellen von jeweils zwei Patientenchargen 

untersucht. Ein Vergleich im Durchlichtbild ergab, dass mindestens 90 % 

der Zellen eine positive Färbung zeigten. HTPC/-Fs, die ohne 

Erstantikörper behandelt wurden, zeigten keine Färbung. 
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Bild 17: Nachweis von NGF und proNGF in immunzytochemischen Versuchen.  
Die Zellen zeigen eine positive Fluoreszenz-Färbung von proNGF (A) und NGF (B) im 
Gegensatz zu der Kontrolle (C), welche ohne Erstantikörper behandelt wurde. 
Skalierungsbalken entsprechen 15 µm. 

3.4.2 Nachweis von NGF und proNGF in Zelllysaten und -überständen 
mittels Western Blot 
Mit Hilfe von Western Blot-Experimenten wurde die Expression von NGF 

und proNGF in HTPCs und HTPC-Fs auf Proteinebene bestätigt. Das 

Protein wurde dafür sowohl aus den Zellkulturüberständen (n = 6) als auch 

aus humanen peritubulären Zellen (n = 12) gewonnen und mittels 

spezifischer Antikörper gegen proNGF und NGF auf einem Western Blot 

nachgewiesen (Bild 18). Eine Bande, die von beiden Antikörpern detektiert 

wurde und etwa auf der Höhe von 35 kDa lag, wurde durch Präadsorption 

des proNGF-Antikörpers mit dessen spezifischem Peptid, welches zur 

Immunisierung verwendet wurde, als proNGF identifiziert. Mit dem Antikör-

per gegen NGF konnte noch eine weitere Bande bei ca. 17 kDa detektiert 

werden. Zwei weitere Banden unterhalb von 35 kDa konnten durch beide 

Antikörper sichtbar gemacht werden. Dabei handelt es sich vermutlich um 

Nebenprodukte, welche durch Hydrolyse oder Proteolyse entstanden sind 

und durch den Antikörper detektiert werden können. 
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Bild 18: Nachweis von NGF und proNGF in Zellüberständen (Ü) und Zelllysaten (L).  
Die Zellen (n = 12) und Überstände (n = 6) zeigen bei beiden Antikörpern eine Bande 
bei ca. 35 kDa (proNGF), während der Antikörper gegen NGF zusätzlich eine Bande 
bei ca. 17 kDa sichtbar macht. 

3.5 Tryptase schneidet proNGF 

3.5.1 Nachweis der Spaltung von natürlichem proNGF durch Tryptase 
Die Menge von NGF im Überstand konnte nur durch das Enzym Tryptase, 

nicht aber durch den Agonist SLIGKV gesteigert werden. Daher lag der 

Verdacht auf eine mögliche enzymatische Spaltung des NGF-

Vorläuferproteins und eine damit verbundene erhöhte Konzentration von 

NGF nahe. Dies sollte mittels Western Blot Analysen von Überständen 

aus insgesamt drei verschiedenen Patientenchargen, welche für 24 h mit 

Tryptase (1000 ng/ml) behandelt wurden, überprüft werden (Bild 19). Mit 

einem spezifischen Antikörper gegen proNGF wurde bei ca. 35 kDa eine 

deutlich schwächere Bande (13 - 52 %) bei allen mit Tryptase behandelten 

Proben detektiert. 
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Bild 19: Die immunreaktive proNGF-Bande wird durch Tryptase geschwächt.  
In Western Blot Experimenten an Zellkulturüberständen (n = 3) nach einer 24 
stündigen Behandlung mit Tryptase. 

3.5.2 Nachweis der Spaltung von synthetischem proNGF durch 
Tryptase 
Um die Hypothese der enzymatischen Spaltung weiterhin zu überprüfen, 

wurden 500 ng/ml synthetisches proNGF mit Tryptase (1000 ng/ml, n = 9), 

mit Hitze inaktivierter Tryptase (1000 ng/ml, 15 min, 95 °C, n = 8) und mit 

SLIGKV (100 µM; n = 9) für 24 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 

die Banden in Western Blot Experimenten mit einem spezifischen 

Antikörper gegen proNGF sichtbar gemacht (Bild 20). Bei Proben, welche 

mit aktiver Tryptase behandelt wurden, konnte eine deutliche Abnahme 

der Bandendicke bei ca. 25 kDa detektiert werden. Die unterschiedliche 

Bandengröße zu dem natürlichen proNGF der HTPC/-Fs kommt 

vermutlich durch Glycosylierung des Proteins zu stande. Während die 

Bande bei Proben mit SLIGKV nicht schwächer als die Kontrollzellen war, 

zeigte ein Vergleich der Proben mit hitze-deaktivierter Tryptase eine 

schwächere proNGF-Bande. Die Spezifität des proNGF Antikörpers wurde 

durch Präadsorption mit dem Peptid, das für die Immunisierung verwendet 

worden war, bewiesen (n = 2). 
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Bild 20: Die immunreaktive Bande von proNGF wurde durch aktive Tryptase 
vermindert.  
In Western Blot Experimenten an Proben mit synthetischem proNGF, welche für 24 h 
mit Tryptase (1000 ng/ml, n = 5), hitze-deaktivierter Tryptase (1000 ng/ml, n = 4) und 
SLIGKV (100 µM, n = 5) versetzt wurden, konnte eine Abnahme der proNGF-Bande 
nach Behandlung mit Tryptase beobachtet werden. Die Spezifität des Antikörpers 
wurde mittels Präadsorption mit dem spezifischen Peptid, welches zur Immunisierung 
verwendet wurde (n = 2), gezeigt. 

3.5.3 Charakterisierung der Schnittstellen von humanem proNGF 
Die Aminosäuresequenz von humanem proNGF (NP_002497) wurde auf 

mögliche, in der Literatur beschriebene Tryptase-Schnittstellen untersucht 

(120,324). Während Tryptase ihre Produkte C-terminal von Lysin (K) oder 

Arginin (R) an Position 1 schneidet, werden von dem Enzym außerdem 

Sequenzen mit einem Lysin- oder Arginin-Rest an Position 3 oder Prolin 

(P) an Position 4 bevorzugt. Diese potentiellen Schnittstellen wurden in 

Bild 21 dargestellt, wobei die pro-Sequenz blau und die Sequenz des 

reifen NGF in schwarzen Buchstaben dargestellt wurden. Die bekannte 

Spaltungsstelle von Furin wurde mit einem schwarzen Rahmen markiert. 

Sequenzen, welche möglicherweise von Tryptase erkannt und anschlie-

ßend gespalten werden können, sind orange unterstrichen. 
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Bild 21: Darstellung der Aminosäuresequenz von proNGF.  
Die pro-Sequenz ist blau markiert, die Sequenz des reifen NGF ist schwarz dargestellt. 
Die Stelle, welche bekannterweise von Furin zur Spaltung von proNGF zu reifem NGF 
erkannt wird, ist schwarz eingerahmt. Potentielle Sequenzabschnitte, welche durch 
Tryptase erkannt und gespalten werden können, sind orange unterstrichen. 

3.6 HTPC/-Fs tragen möglicherweise zur Stammzellnische 
bei 

3.6.1 Detektion und Lokalisation von GFR-α1 im humanen Hoden 

GFR-α1 ist bei Nagern ein oft benutzter Marker für spermatogoniale 

Stammzellen. Wie zu erwarten war, konnte die Expression dieses 

Rezeptorgens durch RT-PCR, anschließender Sequenzierung und 

Identifikation mit Hilfe des Programms BLAST in kommerzieller cDNA aus 

humanem Hodengewebe illustriert werden (Bild 22). 
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Bild 22: Expression von GFR-α1 im humanen Hoden.  
Mittels RT-PCR konnte die Expression von GFR-α1 (160 bp) im humanen Hoden 
bestätigt werden. (-) Zur Kontrolle wurde  ein Ansatz ohne cDNA mitgeführt. 

Zur Evaluierung der Expression von GFR-α1 im humanen Hoden wurden 

immunhistologische Studien mit einem spezifische Antikörper gegen 

GFR-α1 durchgeführt. Als Untersuchungsmaterial dienten Biopsienproben 

von Patienten mit Mixed Atrophy (n = 10). GFR-α1 positive Zellen 

befanden sich an der Basalmembran, welche an die peritubuläre Region 

angrenzt (Bild 23). Biopsien, die ohne Erstantikörper (Kontrolle) und 

solche, die mit Normalserum (Spezies des Erstantikörpers, Kaninchen) 

behandelt wurden, zeigten keine Färbung. 
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Bild 23: Lokalisation von GFR-α1 im humanen Hoden.  
(A) Immunhistochemische Färbungen zeigten GFR-α1 positive Zellen (Pfeil) in der 
Nachbarschaft von peritubulären Zellen (*). Keine andere Zellgruppe im Hoden konnte 
mit diesem Antikörper gefärbt werden. (B) In Kontrollen wurde der Erstantikörper 
weggelassen oder nur Normalserum verwendet (nicht gezeigt). Skalierungsbalken 
entsprechen 10 µm. 

3.6.2 Identifizierung von GDNF in Kompartimenten des humanen 
Hodens 
Um festzustellen, in welchen Regionen des humanen Hodens GDNF 

exprimiert wird, wurden mittels LMD einzelne Zellkompartimente 

gewonnen und mittels RT-PCR auf die Expression von GDNF mRNA 

überprüft (Bild 24). Nach der Sequenzierung und anschließender 

Verifizierung mit dem Programm BLAST konnte die Identität des PCR-

Produkts bestätigt werden. Wie erwartet, exprimieren Zellen des tubulären 

Kompartiments (TK), welches Sertolizellen enthält, den Faktor. Jedoch 

wurde auch eine deutliche Expression der GDNF mRNA im peritubulären 

testikulären Kompartiments (PTK) beobachtet, nicht aber in der interstitiel-

len Region (IK). Als Positivkontrolle diente cDNA, welche aus abge-

kratzten Gesamthodenschnitten (H) gewonnen wurde. 
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Bild 24: Identifikation von GDNF mRNA in einzelnen Regionen des humanen Hodens. 
(A) Übersicht eines typischen Hoden-Ausschnitts, welche für die LMD verwendet 
wurden. Sertolizellen können auf Grund ihrer Nucleoli (Pfeile) eindeutig identifiziert 
werden. TK: Tubuläres Kompartiment, PTK: Peritubuläres Kompartiment (*), 
IK: Interstitielles Kompartiment. Skalierungsbalken entsprechen 25 µm. (B) Zellgruppen 
des interstitiellen Kompartiments (IK), des peritubulären Kompartiments (PTK) und des 
tubulären Kompartiments wurden mittels LMD ausgeschnitten. Skalierungsbalken 
entsprechen 100 µm. (C) Das Ethidiumbromidgel zeigt das Resultat der RT-PCR. 
GDNF konnte nicht im IK detektiert werden, jedoch im PTK, im TK und im 
Gesamthoden (H). (-) Einsatz von Wasser und RNA statt cDNA. 
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3.7 Einfluss von Mastzellprodukten auf die Sekretion von 
GDNF durch HTPC/-Fs 

3.7.1 Expression von GDNF durch kultivierte HTPCs und HTPC-Fs 
RT-PCR Experimente bestätigten die Expression von GDNF mRNA durch 

HTPCs (n = 6) und HTPC-Fs (n = 8), welche ebenfalls in kommerzieller 

cDNA aus dem Hoden gefunden wurde (Bild 25). Nach Sequenzierung 

des PCR Produkts konnte das Ergebnis mit Hilfe des Programms BLAST 

verifiziert werden. 

 

Bild 25: Expression von GDNF durch HTPCs und HTPC-Fs.  
Mittels RT-PCR konnte die Expression von GDNF (161 bp) in HTPCs und HTPC-Fs 
gezeigt werden. Die Validierung erfolgte mit kommerziell erwerblicher cDNA aus dem 
humanen Hoden. (-) Einsatz von Wasser statt cDNA. 

3.7.2 Sekretion von GDNF durch HTPCs und HTPC-Fs 
Um zu testen, ob HTPCs und HTPC-Fs auch in der Lage sind, GDNF 

freizusetzen und in den Überstand abzugeben, wurden Zellkultur-

überstände, welche für 24 h oder 72 h auf den Zellen waren, gesammelt 

und mit einem kommerziellen GDNF-ELISA wurden die Konzentrationen 

des abgegebenen Proteins bestimmt (Bild 26). Basal produziertes GDNF 

akkumulierte zeitabhängig im Zellkulturmedium (Tabelle 7), was auf eine 

konstitutive Expression und Sekretion des Proteins hindeutet. Nach 72 h 

konnten Konzentrationen von bis zu 300 - 400 pg GDNF/mg Protein 

gemessen werden, wobei sich die GDNF-Sekretionsprofile von HTPCs 

nicht von den HTPC-Fs unterschieden. 
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Bild 26: ELISA Messungen der GDNF-Sekretion durch HTPCs und HTPC-Fs.  
Die Menge an ausgeschüttetem GDNF im Zellkulturüberstand von HTPCs und HTPC-
Fs nahm mit der Zeit zu (24 h - 72 h). Nach 72 h konnte ein signifikanter (∼ 10-facher) 
Anstieg der sezernierten GDNF Mengen auf einem Niveau von P < 0,05 gemessen 
werden (markiert durch Kleinbuchstaben). Die Anzahl der Patienten ist innerhalb oder 
über den Säulen verzeichnet. Die Balken entsprechen dem Mittelwert + SEM. 

3.7.3 Expression der Rezeptoren für TNF-α durch HTPCs und 
HTPC-Fs 

Zur Untersuchung der mRNA Expression der Rezeptoren für TNF-α 

wurden RT-PCR Experimente durchgeführt. Die mRNA wurde hierfür aus 

je drei verschiedenen Patientenchargen gewonnen und mittels RT-PCR in 

cDNA umgeschrieben. Danach erfolgte eine PCR mit spezifischen Primern 

für TNFR1 und TNFR2 (Tabelle 8). Um die Primer und die PCR-

Bedingungen zu überprüfen, wurde zusätzlich kommerziell erhältliche 

cDNA aus dem Gesamthoden mitgeführt, in dem das Vorkommen beider 

Rezeptoren beschrieben ist. Im Anschluss an die Gelelektrophorese (Bild 

27) wurden die Proben aufgereinigt und mit Hilfe der entsprechenden 

Primer sequenziert und mittels des Programms BLAST konnte durch die 

Sequenzen die Identität der PCR-Produkte als TNFR1 bzw. TNFR2 

bestätigt werden. 
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Bild 27: Nachweis der mRNA Expression von TNFR1 und TNFR2.  
Mittels RT-PCR konnte die Expression von TNFR1 und TNFR2 in HTPCs und 
HTPC-Fs gezeigt werden. Die Validierung erfolgte mit kommerziell erwerblicher cDNA 
aus dem humanen Hoden. In (-) wurde im PCR-Ansatz keine cDNA eingesetzt. 

3.7.4 Die Mastzellprodukte Tryptase und TNF-α beeinflussen nicht die 
GDNF-Sekretion von HTPCs und HTPC-Fs 
Um mögliche regulatorische Effekte der Mastzellprodukte Tryptase und 

TNF-α auf die GDNF-Sekretion durch HTPCs und HTPC-Fs zu 

überprüfen, wurden weitere ELISA Experimente durchgeführt. Hierzu 

wurden Überstände von 24 h (Daten nicht gezeigt) und 72 h behandelten 

HTPCs und HTPC-Fs entsprechend den Herstellerangaben gemessen 

(Bild 28). Die basale Produktion von GDNF ließ sich jedoch weder durch 

Tryptase (100 ng/ml) noch durch TNF-α (5 ng/ml) signifikant modulieren 

(P > 0,05). 
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Bild 28: Die GDNF-Sekretion wird weder durch Tryptase noch durch TNF-α reguliert.  
(A) Tryptase reguliert nicht die GDNF Sekretion, wobei eine Konzentration verwendet 
wurde, in der das Enzym den PAR-2 Rezeptor von HTPC/-Fs aktiviert. (B) TNF-α
verändert nicht die GDNF-Spiegel, wobei in vorigen Untersuchungen gezeigt wurde, 
dass das Zytokin in dieser Konzentration die Rezeptoren TNFR1/2 von HTPCs aktiviert 
(20). Die Abkürzung n.s. über den Säulen steht für „nicht signifikant“. Die 
Stichprobenanzahl wird innerhalb der jeweiligen Säulen angegeben, die Balken 
entsprechen dem Mittelwert + SEM. 
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4 Diskussion 

4.1 Die peritubuläre Region und deren Bedeutung im 
Hoden 
Peritubuläre Zellen umgeben die Tubuli seminiferi und üben dort parakrine 

sowie kontraktile Funktionen aus. In den meisten Fällen weisen Patienten 

mit Störungen der Spermatogenese unter anderem eine durch fibrotische 

Umbauvorgänge veränderte peritubuläre Wand auf (30,52-55). 

Bestandteile der extrazellulären Matrix werden, während diesem in ihrem 

Ablauf nicht bekannten Vorgang, sezerniert und lagern sich zwischen den 

einzelnen Schichten der peritubulären Zellen ab (30,56). Sowohl durch 

pathologische Veränderung der peritubulären Wand als auch durch ein 

verändertes ein- oder auch wechselseitiges Sekretionsprofil mit 

Nachbarzellen wie Mastzellen oder Makrophagen, kann die 

Kontraktionsfähigkeit, welche für die Spermienmotilität wichtig ist, 

beeinträchtigt werden (4,22). 

Weiterhin konnte bei männlicher Infertilität häufig eine Infiltration von 

Immunzellen, wie Mastzellen und Makrophagen, innerhalb der 

peritubulären Region beobachtet werden (60). Hinsichtlich ihrer 

unmittelbaren Nähe zu peritubulären Zellen und ihrer Eigenschaft, 

Fibroblasten über parakrine Signalwege zu aktivieren, wird ein Zusam-

menhang zwischen Immunzellen und der fibrotischen Veränderung der 

peritubulären Wand vermutet. 

Es ist noch sehr wenig über die peritubulären Zellen des humanen 

Hoden bekannt, jedoch wurde vor kurzem durch die Möglichkeit der 
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Kultivierung von humanen peritubulären Zellen ein Modell geschaffen (32), 

mit dem es möglich ist, diese, bislang „forscherfeindlichen“, dünnen Zellen 

im humanen System näher zu charakterisieren. Peritubuläre Zellen 

exprimieren die typischen Marker von Glattmuskelzellen (z.B. SMA, 

Details siehe (21,32)) und sie sezernieren verschiedene Signalmoleküle 

wie MCP-1, IL-6 oder das Neurotrophin NGF. 

Expressionsanalysen in HTPCs und HTPC-Fs zeigten ein großes 

Repertoire an neurotrophen Faktoren. Dabei konnten in beiden Zelltypen 

NGF, NT-3, BDNF, GDNF, CNTF und Lif detektiert werden, deren Rolle im 

Hoden weitgehend unbekannt ist. Der Fokus wurde in dieser Arbeit auf 

zwei dieser Faktoren (GDNF und NGF) gelegt. GDNF sollte Gegenstand 

dieser Studie werden, da dieser neurotrophe Faktor in aktueller Forschung 

diskutiert wird. Dabei wurde ein möglicher Beitrag peritubulärer Zellen zur 

Stammzellnische nicht ausgeschlossen (13,17). Des Weiteren wurde NGF 

genauer untersucht, da diesem Neurotrophin erst kürzlich eine 

Involvierung in die Spermatogenese durch Modulation der meiotischen 

Teilungen von Spermatozyten zugeschrieben wurde (280,286) sowie auf 

Grund der Entdeckung des Sortilin Rezeptors und der biologischen 

Funktion des Vorläuferproteins proNGF (257). Basierend auf der schon 

beschriebenen basalen Produktion und Sekretion von NGF durch HTPCs, 

welche durch das Mastzellprodukt TNF-α stimuliert werden kann, wurde 

eine Interaktion des Mastzellprodukts Tryptase mit dem von peritubulären 

Zellen sezernierten NGF vermutet. Einen Überblick der in dieser Arbeit 

erlangten Erkenntnisse der Wechselwirkungen testikulärer peritubulärer 

Zellen mit Mastzellen und spermatogonialen Stammzellen soll Bild 29 

geben: 
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Bild 29: Wechselwirkung von peritubulären Zellen mit Mastzellen und SSZ. 
HTPC/-Fs exprimieren Rezeptoren für die Mastzellprodukte Tryptase (PAR-2) und 
TNF-α (TNFR1/2). Während TNF-α möglicherweise über dessen Rezeptor die NGF-
Sekretion von HTPCs reguliert, prozessiert Tryptase das von HTPC/-Fs sezernierte 
proNGF zu NGF. NGF und proNGF könnten als pleiotrophe Faktoren sowohl autokrin, 
als auch über parakrine Signalwege auf Nachbarzellen wie Leydigzellen, Spermatiden 
oder die Mastzellen wirken. Das von HTPC/-Fs sezernierte GDNF könnte den 
spezifischen Rezeptor (GFR-α1) benachbarter SSZ aktivieren. 

4.2 Wechselwirkung der Mastzelltryptase mit humanen 
testikulären peritubulären Zellen 
Tryptase ist das vorherrschende Protein der Mastzelle, welches bis zu 

25 % des gesamten Proteingehaltes dieser Zellen ausmacht (325). Es ist 

bekannt, dass das Enzym die Proliferation von Fibroblasten anregen kann 

(61,62,68). Dies lässt vermuten, dass Tryptase maßgeblich an der 

Entstehung von fibrotischen Erkrankungen beteiligt sein könnte, die 

sowohl durch eine Vermehrung der Mastzellen in den erkrankten 
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Geweben als auch durch eine erhöhte Proliferation von Fibroblasten 

gekennzeichnet sind (77). Auf Grund dessen und basierend auf der 

Tatsache, dass bei der idiopathischen Infertilität eine positive Korrelation 

zwischen dem Grad der Fibrosierung des interstitiellen Bindegewebes 

sowie der Anzahl der Mastzellen besteht (53,326), wurde der Fokus auf 

Tryptase gelegt. Fibrotische Umbauvorgänge im Hoden sind häufig mit 

gestörter Spermatogenese assoziiert, unabhängig von der Ursache der 

Infertilität. Daher wurde der Einfluss der Serinprotease auf die zur Fibrose 

neigende testikuläre peritubuläre Wand untersucht. 

Anhand des Modellsystems konnte gezeigt werden, dass nicht nur die 

kultivierten HTPCs (32), sondern auch die von fibrotisch veränderten 

Tubuli stammenden HTPC-Fs den Rezeptor für Tryptase exprimieren. 

Dabei wiesen die immuncytochemischen Färbungen verstärkte Signale im 

Bereich des Zellkerns auf. Da in der Literatur nichts über eine nukleäre 

Lokalisation des PAR-2 Rezeptors beschrieben wurde, wird von einer 

unspezifischen Färbung auf Grund von Ladungen oder einer verwandten 

Sequenz eines im Zellkern verstärkt exprimierten Proteins ausgegangen. 

In weiteren Experimenten konnte durch Ca2+-Messungen dessen 

Funktionalität bei beiden Zelltypen nachgewiesen werden. Da neben 

Tryptase auch das Rezeptor-spezifische Signalpeptid SLIGKV eine 

reversible Ca2+-Induktion auslöste, kann von einer Aktivierung des 

Rezeptors und der damit zusammenhängenden intrazellulären Ca2+-

Induktion ausgegangen werden. Für PAR-2 ist bekannt, dass der 

Rezeptor in inflammatorische Prozesse involviert ist (327-329). 

Beispielsweise wurde im Hoden von Ratten eine auf die Ca2+-

Ausschüttung folgende Aktivierung der PKC und Phosphorylierung der 

MAPK beschrieben, was zur Freisetzung der inflammatorischen Moleküle 

MCP-1 und TGF-β2 und Rekrutierung von Monozyten führt (101). 
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4.3 Neuroimmunologische Rolle von Mastzelltryptase im 
Hoden 
Kürzlich konnte an humanen peritubulären Zellen nachgewiesen werden, 

dass TNF-α eine Stimulation von NGF hervorruft, welches von HTPCs 

sezerniert wird (20). Dabei konnte sowohl eine zeit- als auch 

dosisabhängige Regulation beobachtet werden. Da schon seit längerem 

eine neuroimmunologische Rolle des Mastzellprodukts Tryptase diskutiert 

wird, nicht zuletzt basierend auf der räumlichen Nähe von Mastzellen zu 

Nervenfasern (140,147), untersuchten wir mögliche Regulations-

mechanismen des Enzyms im Bezug auf das Neurotrophin NGF. 

In den vorliegenden Experimenten konnte die lokale Regulation des 

durch HTPC/-Fs produzierten NGF durch das Enzym Tryptase gezeigt 

werden. Jedoch scheint dieses Mastzellprodukt auf eine andere Weise als 

TNF-α den Spiegel von NGF erhöhen zu können. Gegen eine PAR-2-

abhängige Regulation spricht, dass SLIGKV, welches als Agonist der 

Tryptase den Rezeptor aktiviert, nicht die Menge von NGF im Überstand 

erhöht. Deshalb vermuten wir einen Einfluss der Tryptase auf 

enzymatischer Ebene. Auch die Tatsache, dass NGF nicht auf mRNA 

Ebene durch Tryptase oder SLIGKV reguliert wird, spricht für diese 

Hypothese. Dabei konnte durch einen Vitalitätstest ausgeschlossen 

werden, dass Tryptase oder SLIGKV in den verwendeten Konzentrationen 

apoptotisch oder überlebensfördernd auf die peritubulären Zellen wirkt. 

Die basale Sekretion von NGF durch HTPCs wurde bereits beschrieben 

(20). Untersuchungen an HTPC-Fs zeigten, dass diese von Patienten mit 

Fertilitätsstörungen und fibrotisch verdickter peritubulärer Wand 

stammenden Zellen, auf gleichem Niveau NGF produzieren und 

sezernieren. Jedoch spiegelt dieses Modell nur die in vitro Situation 

wieder. Auf Grund der fibrotisch verdickten peritubulären Wand bei 

Männern mit Fertilitätsstörungen und der damit verbundenen erhöhten 
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Anzahl peritubulärer Zellen, könnte in vivo eine höhere NGF-

Konzentration vorhanden sein, als bei gesunden Männern. Durch 

Versuche mit PC12 Zellen konnte die biologische Funktionalität des 

Neurotrophins nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um eine 

Zelllinie aus Nebennieren-Tumoren der Ratte, welche nach Zugabe von 

NGF beginnen sich zu teilen und verstärkt Ausläufer zu bilden (330). Die 

Induktion von Neuritenwachstum durch Medienüberstände von HTPC/-Fs 

zeigt, dass sezerniertes NGF Signalkaskaden aktivieren und so auf 

benachbarte Zielzellen wirken kann.  

Neben der Expression von NGF konnte in HTPC/-Fs auch proNGF 

sowohl in den Zellen als auch in Zellkulturüberständen nachgewiesen 

werden. Die Funktion der Neurotrophin-Vorläufer und ihrer 

Zwischenprodukte ist bisher noch nicht gut verstanden. Zunächst wurde 

angenommen, dass proNGF lediglich eine Vorstufe in der Entstehung von 

NGF ist und keinerlei biologische Aktivität besitzt. Aber im Laufe vieler 

Untersuchungsreihen stellte sich heraus, dass proNGF und seine 

Zwischenprodukte durchaus biologisch wirksam sein können. Dies zeigte 

sich auch in pathologischen Prozessen wie Morbus Alzheimer. Bei dieser 

Krankheit degenerieren cholinerge Neurone, die NGF internalisieren und 

axoplasmatisch transportieren. Folglich müsste reifes NGF akkumulieren. 

Jedoch wurden erhöhte Konzentrationen von proNGF gefunden, während 

NGF nicht nachweisbar war (229). In Bioassays mit PC12 Zellen und 

sympathischen Neuronen steigerte auch rekombinantes spaltungsresis-

tentes proNGF das Neuritenwachstum und konnte ihr Überleben bewirken 

(331). Dabei war die biologische Aktivität im Vergleich zu NGF um ca. das 

Fünffache niedriger. Andere Arbeitsgruppen fanden die neurotrophe 

Aktivität von proNGF ähnlich ausgeprägt wie beim reifen NGF (189,225). 

Chen et al. gewannen aus runden Spermatiden der Ratte proNGF in der 

Molekülgröße von 31 kDa und 22 kDa (225). Der größere Vorläufer 
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förderte das Neuritenwachstum bei PC12 Zellen und zusätzlich auch das 

Überleben von Sertolizellen. Der kleinere Precursor war biologisch 

weniger wirksam. Lee et al. wiesen bei ihrem rekombinierten proNGF eine 

vermehrte Apoptose bei primären sympathischen zervikalen Ganglion-

Neuronen und glatten Muskelzellen nach (193). Dieses proNGF hatte eine 

deutlich höhere Affinität zum p75-Rezeptor als NGF, konnte aber keine 

Bindung mit TrkA eingehen. Welche Unterschiede in der biologischen 

Aktivität zwischen NGF und proNGF bestehen und wie sich die Balance 

beider bezüglich Apoptose und Überleben von Zellen verhält, ist noch 

offen und bedarf weiterer Untersuchungen. 

4.4 Enzymatische Aktivität von Tryptase auf proNGF und 
deren mögliche Auswirkung 
In weiterführenden Versuchen wurde der enzymatische Einfluss von 

Tryptase auf proNGF untersucht. In manchen Prozessen initiiert Tryptase 

durch Spaltung ihrer Substrate sowohl deren Degradation und damit die 

Zerstörung ihrer biologischen Aktivität als auch deren Aktivierungs-

prozess, zum Beispiel durch Abspaltung eines pro-Peptides (120).  

Durch Western Blot Studien konnte nachgewiesen werden, dass 

funktionelle Tryptase, nicht aber das Peptid SLIGKV, die proNGF-Mengen 

reduzieren kann. Hierbei diente sowohl proNGF, welches von Zellen 

sezerniert wurde, als auch kommerzielles synthetisches proNGF. Daher 

suchten wir in der Aminosäuresequenz nach potenziellen Abschnitten, 

welche von Tryptase erkannt und gespalten werden können. 

Um die Substratspezifität der Tryptase zu evaluieren, wurden von 

Huang et al. rekombinante Tryptasemoleküle generiert. Die Analyse einer 

Tryptase-spezifischen Phagen-Peptidbibliothek ergab eine Präferenz der 

folgenden Schnittstelle: H2N - P - R/K - X - K/R - COOH, wobei X eine 

beliebige Aminosäure darstellt (120,332). Da Tryptase ihre Substrate 

ausschließlich C-terminal der basischen Aminosäuren Lysin oder Arginin 
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schneidet, für die restlichen Positionen jedoch nur Präferenzen zeigt, sind 

Sequenzabschnitte, welche einen Lysin- oder Argininrest an Position 1, 

einen Lysin- oder Argininrest an Position 3 haben oder einen Prolinrest an 

Position 4 aufweisen in Bild 21 orange unterstrichen und werden als 

potentielle Schnittstellen für Tryptase definiert. Auf diese Weise konnten 

mehrere mögliche Tryptase-Schnittstellen ausfindig gemacht werden. 

Dabei ist zu beachten, dass eine der Sequenzen um nur eine Aminosäure 

versetzt zu der Erkennungssequenz von Furin liegt, von welchem bekannt 

ist, dass es proNGF in reifes NGF spaltet. Jedoch sind auch andere 

Schnittstellen möglich, welche sowohl in der pro-Sequenz, als auch in der 

Aminosäuresequenz NGF liegen, weshalb davon auszugehen ist, dass 

durch die Spaltung von Tryptase neben reifem NGF weitere prozessierte 

Nebenprodukte entstehen können. Die neben den im Western Blot 

detektierten 35 kDa großen Banden, können jedoch nicht als Spalt-

produkte identifiziert werden, da diese sowohl bei unbehandelten Proben 

als auch bei Proben, welche mit Tryptase behandelt wurden auftauchen. 

Bei den 28 kDa und 30 kDa großen Banden handelt es sich vermutlich um 

Produkte, welche durch Hydrolyse oder Proteolyse der proNGF Moleküle 

entstanden sind. Weder mit dem NGF-Antikörper, noch mit dem proNGF-

Antikörper konnten zusätzliche Banden bei Tryptase behandelten Proben 

detektiert werden. Auch eine Silberfärbung des Gels zeigte kein 

verändertes Bandenmuster. Auf Grund dessen sollen in weiteren 

Experimenten massenspektometrische Versuche mit proNGF, welches für 

24 h mit Tryptase inkubiert wurde, durchgeführt werden, um die 

Schnittstellen des Enzyms so genauer charakterisieren zu können. 

Eine vermehrte Anzahl von Mastzellen bei Patienten mit Spermatogene-

sestörungen kann einen erhöhten Spiegel von Tryptase zur Folge haben, 

welche wiederum das proNGF/NGF Milieu verändern kann. Dies kann sich 

auch auf die Signalwege auswirken, da proNGF eine höhere Affinität zu 
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Sortilin hat als das reife NGF Protein. In der Literatur ist das Vorkommen 

des Sortilin Rezeptors im Hoden bislang nicht beschrieben worden, jedoch 

konnte in eigenen immunhistochemischen Untersuchungen an humanen 

Hodenbiopsien und Westernblot Analysen an Zellysaten von HTPCs und 

HTPC-Fs der Sortilinrezeptor und dessen Corezeptor p75NTR auf humanen 

testikulären Zellen und interstitiellen Zellen, bei welchen es sich vermutlich 

um Leydigzellen handelt, detektiert und lokalisiert werden (Daten nicht 

gezeigt). Durch Präadsorption mit dem für die Immunisierung verwendeten 

Peptid konnte dessen Anwesenheit im testikulären Millieu und im 

Speziellen auf humanen testikulären peritubulären Zellen belegt werden. 

Durch Stimulation von HTPC/-Fs mit NGF (5 ng/ml, 50 ng/ml) oder 

proNGF (5 ng/ml, 50 ng/ml) konnten weder Auswirkungen auf deren 

Vitalität (ATP-Assay, Caspase-Assay), noch auf die Zellmorphologie 

(CASY-Messungen) festgestellt werden. Um die funktionelle Rolle dieses 

Rezeptorkomplexes im testikulären Millieu und auf den peritubulären 

Zellen herauszufinden, bedarf es daher noch weiterer Untersuchungen. 

Darüber hinaus sollte außerdem geklärt werden, in wie fern ein 

verändertes Verhältnis von proNGF/NGF mit der fibrotisch verdickten 

tubulären Wand in Zusammenhang stehen könnte. Anzunehmen ist, dass 

durch die Akkumulation von Mastzellen eine erhöhte Konzentration von 

Tryptase bedeutet, was eine verringerte proNGF-Konzentration zur Folge 

hat. Ob sich dadurch jedoch in vivo die NGF-Konzentration erhöht bleibt 

offen und bedarf weiterer Forschung. 

4.5 Rolle von NGF im Zusammenhang mit pathologischen 
Prozessen und dessen Funktion im Hoden 
Die Effekte von NGF gehen über die ursprüngliche Funktion als 

neuronaler Wachstumsfaktor hinaus. Die biologischen Funktionen sind 

komplex und reichen von Morphogenese, Chemotaxis bis hin zu 

Expressionsänderungen (285,333), weshalb das Neurotrophin als pleio-
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tropher Faktor angesehen wird. Neben der Funktion als Bindeglied 

zwischen Zellen des Nerven- und des Immunsystems, verdeutlichte sich in 

den letzten Jahren der modulierende Einfluss im Rahmen immuno-

logischer Erkrankungen. 

NGF ist in peripheren Geweben während inflammatorischer Prozesse 

erhöht (267,334-337). Dabei ist das Neurotrophin in verschiedene 

Aktionen allergischer Inflammation, wie Infiltration von Eosinophilen und 

Lymphozyten, Rekrutierung und Zytokinausschüttung von Mastzellen, 

Differenzierung von Plasmazellen oder Produktion und Sekretion von IgE 

involviert (338-340). Die Tatsache, dass Mastzellen neben TrkA auch NGF 

produzieren und sezernieren, spricht für eine autokrine Neurotrophin-

Wirkung auf diese Zellen. Im testikulären Millieu könnten neben 

Mastzellen auch peritubuläre Zellen die Quellen für NGF sein. Sowohl im 

Tiermodell als auch in vitro konnte nachgewiesen werden, dass NGF über 

die TrkA-Rezeptoren der Mastzellen (341,342) deren Degranulierung 

(271,343) bewirkt. Die Regulation der NGF-Konzentration durch die von 

Mastzellen sezernierte Typtase könnte auch Auswirkungen auf die 

Mastzellen und deren weitere Ausschüttung von Mediatoren haben. 

Spaltet Tryptase den NGF-Vorläufer zu reifem NGF, bedeutet mehr 

Tryptase also eine durch positive Rückkopplung bewirkte erhöhte NGF-

Konzentration. NGF wiederum würde die weitere Freisetzung von 

Mastzellmediatoren auslösen. Wirkt Tryptase jedoch degradierend auf 

NGF, indem es an den potentiellen Schnittstellen innerhalb des reifen 

NGF Moleküls spaltet, würde es zu einer negativen Rückkopplung von 

Tryptase auf die NGF-Konzentration und damit zur verringerten 

Degranulierung kommen. Dies ist jedoch rein spekulativ und bedarf 

genaueren Untersuchungen. Mastzellen kommen in vielen Geweben vor, 

doch sind dies sehr heterogene Zellen. Humane Mastzellen, welche aus 

dem Nabelschnurblut isoliert wurden, sezernieren NGF im einstelligen 
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Pikogrammbereich pro 3 x 105 Zellen (344), vergleichbar mit der Menge, 

welche von peritubulären Zellen produziert wird. Ob und in welchen 

Mengen testikuläre Mastzellen NGF sezernieren ist bisher noch nicht 

untersucht worden. In vielen Studien wurde die Synthese und Freisetzung 

von NGF mit einer Zunahme von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-

1β und TNF-α assoziiert (345-348). Es ist nicht auszuschließen, das NGF 

auch im Hoden die Chemotaxis inflammatorischer Zellen beeinflusst. 

Neben der inflammatorischen Rolle wird NGF auch eine reparative 

Funktion zugeschrieben. Durch ihren lokalen Anstieg spielen 

Wachstumsfaktoren eine bedeutende Rolle bei der Steuerung von 

Wundheilungsprozessen (349,350). NGF wird von vielen Strukturzellen, 

einschließlich Fibroblasten (351), Keratinozyten (352) und Endothelzellen 

(353) produziert. Dabei können erhöhte NGF-Spiegel während 

chronischer Inflammation zur Wundheilung oder Geweberemodellierung 

Einfluss auf die Kontraktion oder Konnektivität haben (333). Der Beitrag 

von NGF könnte hierbei direkt bei der Steuerung struktureller Zellen, der 

Infiltrierung von Immunzellen oder indirekt durch die Stimulation anderer 

pro-fibrogener Faktoren liegen (340,351,354). Mäuse, welche NGF 

überexprimieren, wiesen eine Verdickung im subepithelialen Bereich der 

Atemwege auf (355). Auch im testikulären Milieu, vor allem im Bereich der 

peritubulären Wand, wäre eine solch fibrotische Wirkung von NGF 

durchaus denkbar. 

Bislang wurde die peritubuläre Region im Bezug auf Expressions-

änderungen von Neurotrophinen und deren Rezeptoren vornehmlich bei 

Labornagern (Maus, Ratte, Hamster), vor allem in immunhistochemischen 

Studien, untersucht (281). Bei neugeborenen Ratten wurde festgestellt, 

dass sich die Expressionsmuster von p75NTR und TrkA je nach 

Entwicklungsstadium unterscheiden. Dabei konnte TrkA auf Leydigzellen 

und Sertolizellen lokalisiert werden. Dagegen war p75 NTR sowohl bei 
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neugeborenen als auch adulten Ratten im Bereich der peritubulären Wand 

und bei Spermatogonien zu finden (356). Für den humanen Hoden liegen 

nur eingeschränkte Studien vor, welche sich auf immunhistochemische 

Studien beschränken. Der p75-Rezeptor wurde im peritubulären und im 

interstitiellen Kompartiment lokalisiert, wobei weder Sertolizellen noch 

Keimzellen eine positive Immunfärbung aufwiesen (281,357,358). Ob und 

in wie weit auch im humanen System eine Expressionsänderung der 

Neurotrophinrezeptoren stattfindet, bedarf noch einer weiteren Klärung. 

4.6 Möglicher Beitrag von humanen peritubulären Zellen 
zur Stammzellnische 
Im zweiten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass peritubuläre 

Zellen im humanen Hoden GDNF exprimieren. Da sich in der 

Nachbarschaft der peritubulären Wand GFR-α1 positive Zellen befinden 

vermuten wir einen möglichen Beitrag der humanen testikulären peritubu-

lären Zellen zur spermatogonialen Stammzellnische (Bild 30). Da es sich 

bei GDNF um ein relativ kleines Molekül von 32 – 45 kDa handelt, kann es 

die Basallamina, welche die SSZ von den peritubulären Zellen abgrenzt, 

passieren. GDNF aktiviert Signalkaskaden, nach Bindung an den 

Rezeptorkomplex von GFR-α1 und c-Ret. 
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Bild 30: Beitrag von Sertolizellen und peritubulärer Zellen zur Stammzellnische. 
Neben Sertolizellen tragen möglicherweise auch peritubuläre testikuläre Zellen im 
humanen System zur Stammzellnische bei. Modifiziert nach (308). 

In einer weiteren testikulären Zellpopulation, den Sertolizellen, wurde bei 

Mäusen (11,13,359) eine Expression von GDNF nachgewiesen, wonach 

von einer tatsächlichen Anwesenheit des neurotrophen Faktors im 

testikulären Milieu ausgegangen werden kann. Sertolizellen wurden als 

die Hauptproduzenten von GDNF im Hoden beschrieben. Da durch LMD 

und anschließender RT-PCR im tubulären Kompartiment von humanem 

Hoden die Expression von GDNF mRNA festgestellt werden konnte, 

schließen wir daraus, dass auch humane Sertolizellen diesen neuro-

trophen Faktor exprimieren. Jedoch konnte dies mit dieser Methode nicht 

genauer analysiert werden, da die Zellen nur einen kleinen Bestandteil 

des Tubulus bilden und davon ausgegangen werden muss, dass 

Keimzellen dieses Kompartiments mit extrahiert werden. 
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4.7 Lokalisierung von GDNF im Hoden 
Da keine geeigneten spezifischen Antikörper gegen GDNF für humane 

Paraffinschnitte kommerziell erwerblich waren, war es uns nicht möglich, 

diesen Faktor immunhistochemisch im humanen Hoden zu lokalisieren. In 

einer älteren Arbeit mit Ratten (359) wurde GDNF in Sertolizellen 

beschrieben, doch waren bei den immunhistochemischen Versuchen auch 

eindeutige Färbungen von peritubulären Zellen neugeborener Ratten zu 

erkennen (siehe Bild 4 in (359)), was von den Autoren nicht jedoch nicht 

diskutiert wurde. In der vorliegenden Arbeit legten wir den Fokus auf die 

peritubulären Hodenzellen, welche im Gegensatz zu den interstitiellen 

Zellen GDNF mRNA exprimierten, was durch die LMD/RT-PCR Versuche 

deutlich wurde. 

Es ist noch sehr wenig über die peritubulären Zellen des humanen 

Hoden bekannt, jedoch ist es uns seit kurzem möglich durch die 

Kultivierung diese Zellen genauer zu charakterisieren. Peritubuläre Zellen 

exprimieren die typischen Marker von Glattmuskelzellen (z.B. SMA, 

Details siehe (21,32)) und sie sezernieren verschiedene Signalmoleküle 

wie MCP-1, IL-6 oder das Neurotrophin NGF. Peritubuläre Zellen 

produzieren schon basal große Mengen von NGF, wobei diese durch die 

Mastzellprodukte TNF-α (20) oder Tryptase noch erhöht werden können. 

Durch ELISA Experimente konnte herausgefunden werden, dass sowohl 

HTPCs als auch HTPC-Fs den neurotrophen Faktor GDNF konstitutiv 

produzieren und sezernieren. Aus den LMD/RT-PCR und den ELISA 

Experimenten mit den kultivierten Zellen können wir schließen, dass 

humane peritubuläre Zellen GDNF in vivo und in vitro exprimieren und 

sezernieren. 

HTPCs und HTPC-Fs produzieren GDNF konstitutiv in ähnlichem Maβe. 

Während HTPCs von Patienten mit funktioneller Spermatogenese 

stammen, wurden HTPC-Fs aus Hoden von Männern mit gestörter 
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Spermatogenese und fibrotisch veränderter peritubulärer Wand isoliert. In 

den LMD/RT-PCR-Experimenten wurden peritubuläre Kompartimente von 

funktionellen und fibrotisch veränderten Tubuli isoliert, wobei auch hier 

keine Unterschiede in der Expression der GDNF mRNA festgestellt 

werden konnte. Es ist also offensichtlich, dass sich peritubuläre Zellen von 

Gesunden und Kranken im Bezug auf die GDNF-Produktion nicht 

unterscheiden, jedoch bedarf es weiterer Forschung um einen 

Zusammenhang von GDNF und der fibrotischen Veränderung der Tubuli 

auszuschließen. 

Eine mögliche Kontamination der kultivierten peritubulären Zellen durch 

Sertolizellen oder Leydigzellen kann auf Grund der Abwesenheit von FSH-

Rezeptoren oder LH-Rezeptoren ausgeschlossen werden. HTPCs 

exprimieren aber Rezeptoren für Tryptase (PAR-2; (32)) und TNF-α 

(TNFR1/2; (20)), wobei im Zuge dieser Arbeit gleiches auch für HTPC-Fs 

nachgewiesen werden konnte. So können peritubuläre Zellen durch von 

benachbarten Immunzellen sezernierten parakrinen Faktoren beeinflusst 

werden. Dies ist ein interessanter Aspekt hinsichtlich der Tatsache, dass 

die Anzahl von Mastzellen und Makrophagen, welche Tryptase und TNF-α 

ausschütten, bei Patienten mit eingeschränkter Spermatogenese erhöht 

ist (53,67,360). Aus diesem Grund untersuchten wir mögliche Einflüsse 

dieser Faktoren auf HTPC/-Fs. Es ist bekannt, dass TNF-α und Tryptase 

die NGF-Mengen von HTPCs erhöhen können (20), jedoch haben diese 

beiden Mastzellprodukte keinen Einfluss auf die Sekretion von GDNF. So 

weisen HTPCs und HTPC-Fs auch Unterschiede hinsichtlich der GDNF 

Stimulation von Maus-Sertolizellen auf, bei welchen kürzlich ein 

stimulatorischer Effekt von TNF-α bezüglich der GDNF Produktion wurde 

(16). Weitere Studien sind nötig, doch die vorliegenden Daten deuten 

darauf hin, dass die Immunzellprodukte TNF-α und Tryptase keinen 
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regulatorischen Einfluss auf das von peritubulären Zellen sezernierte 

GDNF haben. 

4.8 Lokalisation der Zielzellen für GDNF 
In dieser Arbeit konnte die Lokalisation der Zielzellen für GDNF im 

humanen System bestätigt werden. GFR-α1 ist mittlerweile ein oft 

verwendeter Marker für SSZ bei Nagern und Teil der Signalkaskade, 

welche von GDNF in allen Spezies, einschließlich Mensch und Primaten, 

ausgelöst wird (307,308,361). GFR-α1 wurde immunhistochemisch in 

humanen Zellen nahe der Basalmembran detektiert, welche vermutlich 

spermatogoniale Stammzellen sind. Sie sind am Rand der Tubuli sowohl 

in der Nachbarschaft von Sertolizellen, von welchen schon bekannt ist, 

dass sie GDNF exprimieren und sezernieren, als auch in der Nähe der 

peritubulären Wand zu finden. Jedoch wurde in dieser Arbeit mit keinem 

weiteren Stammzellmarker die Identität der Stammzellen bewiesen. Die 

Position der SSZ lässt vermuten, dass Sertolizellen und nach unseren 

Erkenntnissen auch peritubuläre Zellen am GFR-α1/GDNF-System 

beteiligt sind. Dennoch bedarf es weiterer Analysen, um die Expression 

des gesamten, funktionellen Rezeptorkomplexes, einschließlich c-Ret und 

der damit verbundenen, durch GDNF ausgelösten Signalkaskade, 

aufzuklären. Die konstitutive GDNF Sekretion der peritubulären Zellen 

konnte zumindest in vitro nicht durch die Immunzell-Faktoren TNF-α und 

Tryptase reguliert werden. Humane testikuläre peritubuläre Zellen 

scheinen zusammen mit Sertolizellen an der Bereitstellung von GDNF für 

die Stammzellnische beteiligt zu sein. 

Es ist zu beachten, dass die meisten deskriptiven Befunde dieser Arbeit 

zwar an humanem Material, jedoch in vitro an nur begrenzt zur Verfügung 

stehendem Patientenmaterial durchgeführt wurden. Inwieweit sich die zum 

größten Teil in vitro durchgeführten Versuche auf das komplexere in vivo 
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System übertragen lassen bleibt offen und bedarf weiterer experimenteller 

Untersuchungen. Jedoch wurde immer darauf geachtet, die Eckdaten der 

Untersuchungen mit der Situation in vivo anhand von Paraffinmaterial zu 

verifizieren. 
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5 Zusammenfassung 

Im humanen Hoden bilden glattmuskelzell-ähnliche peritubuläre Zellen in 

mehreren Schichten die Wand der Samenkanälchen. Bei infertilen 

Männern mit Spermatogenesestörungen sind fibrotisch verdickte 

Tubuluswände durch Umbauvorgänge der peritubulären Region und eine 

Akkumulation von Immunzellen (Mastzellen und Makrophagen) 

typischerweise zu beobachten. Mastzellen wird auf Grund ihrer 

Eigenschaft, die Fibroblasten und Glattmuskelzellen durch ihre sekretori-

schen Produkte zu aktivieren sowie die Kollagensynthese über Wachs-

tumsfaktoren zu fördern eine Schlüsselrolle bei fibrotischen 

Veränderungen und bei der Modellierung von Geweben zugeschrieben 

(61-63). Mit Hilfe eines erst kürzlich etablierten Modells konnten sowohl 

humane testikuläre peritubuläre Zellen gesunder Männer mit funktioneller 

(HTPC) als auch solche von Männern mit gestörter Spermatogenese und 

peritubulärer Fibrose (HTPC-F) isoliert und kultiviert werden. Da Studien 

der testikulären peritubulären Zellen bis vor kurzem nur an Tiermodellen 

(Maus, Ratte) durchgeführt wurden, gab das Modellsystem der peri-

tubulären Zellen die Möglichkeit die Sekretionsprofile im humanen System 

genauer zu charakterisieren. Dabei wurde im speziellen der Einfluss von 

Mastzellprodukten auf die Sekretion von neurotrophen Faktoren unter-

sucht. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass HTPCs und 

HTPC-Fs neben den Neurotrophinen NGF, BDNF und NT-3 die 

neurotrophen Faktoren GDNF, Lif und CNTF exprimieren. Auf Grund des 
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schon beschriebenen Vorkommens von NGF und GDNF im testikulären 

Millieu wurde der Fokus der folgenden Untersuchungen auf diese beiden 

Faktoren gelegt. Eine basale Expression und Sekretion von funktionell 

aktivem NGF durch HTPCs wurde vor kurzem beschrieben (20) und 

konnte nun auch für HTPC-Fs gezeigt werden. Durch das Hauptmastzell-

produkt, der Protease Tryptase, deren funktioneller Rezeptor (PAR-2) von 

beiden Zelltypen exprimiert wird, nicht aber durch den Agonist SLIGKV, 

ließ sich die Sekretion von NGF durch HTPCs und HTPC-Fs im gleichen 

Umfang signifikant steigern. Da Tryptase und SLIGKV weder die Vitalität 

der Zellen noch NGF auf mRNA Ebene veränderten, wurden Rezeptor-

unabhängige Regulationsmechanismen von NGF durch das Enzym 

Tryptase in Betracht gezogen. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass 

HTPC/-Fs neben NGF auch dessen biologisch aktives Vorläuferprotein 

proNGF in substantiellen Mengen bilden und freisetzen. In Anwesenheit 

von Tryptase konnten die Mengen sowohl von natürlichem, als auch von 

synthetischem proNGF signifikant reduziert werden. Nach Untersuchung 

der Aminosäuresequenz kamen mehrere Sequenzabschnitte als 

potentielle Schnittstellen für Tryptase in Frage, was bedeutet, dass dieses 

Enzym das proNGF/NGF Milieu durch Spaltung und eventuell auch 

Degradierung von proNGF verändern kann. 

Des Weiteren sollte die Sekretion des neurotrophen Faktors GDNF 

durch HTPC/-Fs untersucht werden. Bislang wurden im Hoden 

Sertolizellen als die Hauptproduzenten des Liganden GDNF beschrieben, 

jedoch zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass peritubuläre Zellen, 

welche ebenfalls in räumlicher Nähe zu den spermatogonialen 

Stammzellen liegen, GDNF konstitutiv sezernieren. Die Sekretion dieses 

Faktors konnte in vitro nicht durch die Mastzellprodukte Tryptase oder 

TNF-α beeinflusst werden. Weiterhin konnte in dieser Arbeit erstmals 

nachgewiesen werden, dass im humanen System eine Zellpopulation 
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nahe der Basalmembran den für spermatogoniale Stammzellen typischen 

Rezeptor GFR-α1 exprimieren. Aus diesen Erkenntnissen ist somit zu 

schließen, dass neben den Sertolizellen auch die benachbarten 

peritubulären Zellen mit der Sekretion von GDNF einen Beitrag zur 

Stammzellnische im Hoden leisten. 

Zusammenfassend konnten an Hand der vorliegenden Ergebnisse mit 

humanen testikulären peritubulären Zellen wesentliche Aussagen über 

HTPC/-Fs getroffen werden: Die Zellen exprimieren ein breites Spektrum 

von neurotrophen Faktoren, wobei in vitro keine Unterschiede zwischen 

beiden Zelltypen festgestellt werden konnten. Tryptase, das Hauptsekre-

tionsprodukt von Mastzellen, kann proNGF spalten und somit das 

Verhältnis von proNGF/NGF verändern. Dies könnte auch in vielen 

anderen Geweben eine wesentliche Rolle spielen, wo Mastzellen und 

proNGF-sezenierende Zellen colokalisiert sind. Darüber hinaus konnte die 

Sekretion des neurotrophen Faktors GDNF durch HTPCs und HTPC-Fs 

und somit deren möglicher Beitrag zur spermatogonialen Stammzellnische 

beschrieben werden. 
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6 Weitere Projekte während der Doktorarbeit 

Neben den Untersuchungen der neurotrophen Faktoren im humanen 

Hoden habe ich an weiteren Projekten mitgearbeitet: 

6.1 Der Ca2+ aktivierte Kaliumkanal (BKCa) von Leydigzellen 
ist in die Testosteronproduktion involviert 
Leydigzellen sind Androgen-produzierende Zellen des Hodens. In dieser 

Studie sollten die Zellen auf die Expression von Ca2+- und Spannungs-

aktivierte Kaliumkanäle (BKCa) und dessen Regulationsmechanismen 

untersucht werden. Der Strom dieses Kanals kann selektiv und mit hoher 

Affinität durch den spezifischen Blocker Iberiotoxin (IbTx) inhibiert werden 

(362). 

Durch immunhistochemische und immunzytochemische Studien konnte 

die Anwesenheit des BKCa in Leydigzellen bei Hamstern und beim 

Menschen nachgewiesen werden. Die Involvierung dieses Kanals in die 

Testosteronproduktion wurde an Leydigzellen von Hamstern erforscht. 

Humanes Choriongonadotropin (hCG, 100 mIU/ml, 3 h) erhöhte signifikant 

die basale Testosteron Sekretion. In Anwesenheit von IbTx (100 nM, 3 h) 

konnte die Testosteron Produktion noch weiter gesteigert werden, was 

jedoch nicht mit den signifikant veränderten mRNA-Mengen von StAR 

oder dem Enzym 17β-HSD in Zusammenhang zu stehen scheint. 

Allerdings konnte durch hCG vermutlich über erhöhte intrazelluläre Ca2+-

Spiegel eine Hyperpolarisation der Leydigzellen hervorgerufen werden, 

welche in Anwesenheit von IbTx (100 nM, 60 min) nicht detektierbar 
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waren, was einen Zusammenhang zwischen der Steroidproduktion und 

dem veränderten Membranpotential vermuten lässt. 

6.2 Testikuläre peritubuläre Zellen und Steroide 
Da HTPCs und HTPC-Fs weder den LH-Rezeptor noch den FSH-

Rezeptor exprimieren, konnte ausgeschossen werden, dass diese 

Kulturen mit Sertolizellen oder Leydigzellen kontaminiert sind.  

Durch qRT-PCR und Western Blot Studien konnte gezeigt werden, dass 

die Expression der Enzyme StAR und P450Scc, welche typisch für Steroid-

bildende Zellen sind, auf mRNA Ebene sowie auf Proteinebene durch 

Forskolin (50 µM, 4 h) stimuliert werden können. Dabei aktiviert Forskolin 

die Adenylatzyklase und katalysiert so die Umwandlung von 

Adenosintriphosphat (ATP) zu dem Signalprotein zyklisches 

Adenosinmonophosphat (cAMP). Hierbei bedarf es noch weiterer 

Untersuchungen, bei welchen es ein vergleichbares physiologisches 

Stimulanz zu Forskolin herauszufinden gilt. 

ELISA Messungen wiesen auf eine Produktion von Progesteron durch 

HTPC/-Fs hin. Auf Grund der durch RT-PCR nachweisbaren Expression 

des Progesteron-Rezeptors ist eine auto- und/oder parakrine Wirkung von 

Progesteron und damit eine Involvierung von peritubulären Zellen in die 

Steroidogenese nicht auszuschließen. 
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