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Einleitung

2. Einleitung

2.1. Hoden

Die Hoden (Testes) stellen den Anteil der mannlichen Fortpflanzungsorgane
dar, welcher die Keimzellen und die mannlichen Geschlechtshormone
(Androgene) produziert (Weinbauer et al., 1996). Bei S&ugetieren liegen die
Hoden immer paarweise vor und werden von einer Bindegewebskapsel, der

Tunica albuginea, umgeben (Setchell et al., 1994).

2.1.1. Mikroskopischer Aufbau des Hodens

Der Hoden besteht aus den Samenkandlchen (Tubuli seminiferi) und dem sie
umgebenden interstitiellen Gewebe, welches neben den Blut- und
LymphgefaRen auch die Nerven des Hodenparenchyms enthalt. In dem aus
lockerem Bindegewebe aufgebauten Interstitium befinden sich auch die
Testosteron-produzierenden Leydig-Zellen und die Leukozyten, vor allem
Makrophagen, Lymphozyten und Monozyten (Hedger MP, 1997; Setchell et al.,
1994; Weinbauer et al.,1996). Es wird vermutet, dass die Makrophagen im
Hoden Zytokine sezernieren, welche die Entwicklung der Leydig-Zellen
beeinflussen und deren Steroidproduktion regulieren. Die immunologische
Relevanz der interstitiellen Makrophagen im Hoden ist dagegen noch
weitgehend unklar (Weinbauer et al., 1996).

Die Tubuli seminiferi enthalten das Keimepithel und bilden stark gewundene
Schlingen, deren beiden Enden in das Rete testis tbergehen (Setchell et al.,
1994). Von dort gelangen die Spermatozoen in den Nebenhoden (Epididymis),
Uber den sie dann den Samenleiter (Ductus deferens) erreichen.

Das Keimepithel besteht aus Keimzellen und Sertoli-Zellen. Die Sertoli-Zellen
liegen der Basalmembran auf und reichen bis an das Tubuluslumen. Sie bilden
das Stutzgerust des Keimepithels und sorgen fir die Erhaltung eines speziellen
Milieus, das fir den Ablauf der Meiose und die Spermienentwicklung notwendig

ist. Aullerdem sezernieren sie Flussigkeit, durch die das Tubuluslumen
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Einleitung

aufrechterhalten wird (Weinbauer et al., 1996). Die Keimzellen sind haploide
Zellen. Da sie vom Immunsystem als Fremd-Antigene erkannt werden wirden,
ist das Vorhandensein einer Barriere notwendig, die die Keimzellen vor den
Zugriffen des Immunsystems schitzt. Diese Barriere, auch Blut-Hoden-
Schranke genannt, wird durch die benachbarten Sertoli-Zellen gebildet, indem

diese ,tight-junctions® untereinander ausbilden (Weinbauer et al., 1996).

Abb.2.1.1.: Schema eines Tubulusanschnittes mit Interstitium. Im interstitiellen
Bindegewebe befinden sich Leydig-Zellen (LZ), Makrophagen (M) und
BlutgefalRe (BG). Die Peritubulérzellen (PTC) umgeben die Tubuli. In den
Tubuli befindet sich das Keimepithel mit Sertoli-Zellen (SZ),
Spermatogonien (SG), primdren Spermatozyten, runden Spermatotiden
(rS) und elongierten Spermatiden (eS). Die Sertoli-Zellen bilden die Blut-
Hoden-Schranke (BHS) (nach Schlatt et al., 1997).

2.1.2. Struktur und Funktion der Peritubularzellen

Die Wand der Samenkanélchen besteht aus einer Basalmembran mit einer
Kollagenfaserschicht und den Peritubularzellen (PTC) (Weinbauer et al., 1996).
Wahrend die Peritubularzellschicht bei Nagern einschichtig ist, kommen beim
Menschen und Affen 5-7 Schichten vor, wobei die inneren 3-4 Schichten aus
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Myofibroblasten und die aufReren 2-3 Schichten aus Fibroblasten bestehen
(Setchell et al., 1994; Galdieri et al., 1998).

Die myoiden Zellen sind in der Lage, sich spontan zu kontrahieren und dadurch
peristaltische Bewegungen der Tubuli seminiferi zu bewirken, durch welche die
Samenfaden in die Richtung der Ausfihrungsgénge befordert werden
(Weinbauer et al., 1996). Eine Funktion der PTC als Stoffwechselbarriere
konnte bei der Laborratte nachgewiesen werden, scheint beim Menschen aber
aufgrund von Untersuchungen an Primaten eher unwahrscheinlich (Weinbauer
et al., 1996).

PTC sind mesenchymaler Herkunft und bilden eine polygonale Form mit
ausgestrecktem Zytoplasma, in dessen Zentrum sich der Kern hervorwdlbt
(Anthony et al., 1989). In Kultur bilden sie flache Monolayer.

PTC enthalten a-Aktin, welches Aktinfasern bildet, die bei lichtmikroskopischer
Betrachtung erkennbar sind. Sie sezernieren unter anderem extrazellulare
Matrixkomponenten und Wachstumsfaktoren (Tung et al., 1984; Skinner et
al.,1985 a/b; Skinner et al., 1989 a/b; Maekawa et al., 1996).

Bei den Ratten nimmt die Proliferation der PTC drei Wochen nach der Geburt
rapide ab (Palombi et al., 1992). Aus diesem Grunde werden die PTC zur

Kultivierung aus immaturen Ratten vor dem 21. Lebenstag isoliert.

R & : i

Abb.2.1.2.:

b Phasenkontrastmikroskopische

\ Darstellung von Peritubularzellen
'-\ in Kultur. Die PTC haben eine

polygonale Gestalt. In ihrem

Zytoplasma sind die

charakteristischen  Aktin-Fasern

A zu erkennen.
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2.1.3. Endokrine und parakrine Regulation im Hoden

Die Spermatogenese ist ein komplexer Vorgang, welcher durch endokrine und
parakrine Mechanismen reguliert wird (de Kretser DM, 1998). Wéahrend
endokrine Faktoren Uber die Blutbahn zu ihrem Zielgewebe gelangen,
diffundieren parakrine Faktoren durch das Gewebe zu ihren Zielzellen.

Die endokrine Steuerung des Hodens erfolgt Uber den Hypothalamus und die
Hypophyse. In den Neuronen des Hypothalamus wird das
gonadotropinfreisetzende Hormon (GnRH) gebildet und pulsatil in das
hypophysére Pfortadersystem sezerniert (Weinbauer et al.,, 1999). GnRH
bewirkt eine ebenfalls pulsatile Freisetzung des luteinisierenden Hormons (LH)
und des follikelstimulierenden Hormons (FSH) aus der Adenohypophyse (Conn
et al., 1991).

Uber den Blutweg erreichen LH und FSH den Hoden. Hier induziert LH die
Testosteronsynthese in den Leydig-Zellen und stimuliert dessen Freisetzung,
wahrend FSH Uber die Sertoli-Zellen die Spermatogenese trophisch beeinfluf3t.
Sowohl LH und Testosteron als auch FSH sind notwendig fur die Entwicklung
und den Erhalt einer normalen Spermatogenese (Weinbauer et al., 1999). Da
Keimzellen weder Testosteron- noch FSH-Rezeptoren besitzen, missen sie
Uber parakrine Faktoren mit den Sertoli- und Peritubularzellen kommunizieren
(Franca et al., 1998). Als parakrine testikulare Regulatoren werden eine
Vielzahl von Substanzen diskutiert, die an der lokalen Regulation der
Spermatogenese beteiligt sind.

Einer der am besten untersuchten Faktoren, der sowohl parakrin als auch
endokrin wirksam ist, ist das Testosteron. Endokrin wirkt es sowohl auf den
Hypothalamus, indem es die GnRH-Pulsfrequenz und -amplitude senkt, als
auch auf die Hypophyse, in der es die LH- und in hohen Dosen auch die FSH-
Freisetzung hemmt. Testikular wirkt es autokrin auf die Leydig-Zellen, in denen
es die weitere Testosteron-Freisetzung hemmt, und parakrin auf Sertoli- und
Peritubularzellen. Die Sertoli-Zellen synthetisieren das Androgen-bindende
Protein (ABP) und regulieren hierdurch den Transport von Testosteron und
seinem ebenfalls wirksamen Metaboliten, dem Dihydrotestosteron (DHT), in die

Tubulusflussigkeit. In den Tubuli beeinflul3t Testosteron die Proteinsynthese
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und -freisetzung (Sharpe et al., 1992 ; Keck et al.,1997 ; Weinbauer et al.,
1999).

Zu den die Spermatogenese regulierenden Wachstumsfaktoren gehoren unter
anderen auch Inhibin und Aktivin, beides Mitglieder der Transforming Growth
Factor (TGF)-B-Familie, die sowohl von den Leydig-Zellen, als auch von den
Sertoli- und Peritubularzellen gebildet werden. Aktivin fordert die FSH-
Ausschittung (Weinbauer et al.,, 1999). FSH stimuliert wiederum die Inhibin-
Produktion, was Uber einen negativen Ruckkopplungsmechanismus zu einer
verminderten FSH-Produktion in der Hypophyse fiuhrt (Spiteri-Grech et al.,
1993). Die Inhibin-Sekretion wird unter anderem durch das Zytokin
Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) gehemmt (Meinhardt et al.,
1996/2000) (siehe auch: 2.2.3.).

st Hypothalamus

GnRH

nuifa Hypophﬁe

RERERERELFRERRRRNENERENERERED

-

LH

_|
]

-

Abb.2.1.3.: Schematische Darstellung der wichtigsten endokrinen und parakrinen
Hormone im Hoden. GnRH: Gonadotropin-Releasing-Hormon; LH:
Luteinisierendes Hormon; FSH: Follikel-stimulierendes Hormon; T:
Testosteron; ABP: Androgen-bindendes-Protein; Inh: Inhibin; Akt: Aktivin;
MIF: Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor; LZ: Leydig-Zelle; PTC:
Peritubularzelle; SZ: Sertoli-Zelle; SG: Spermatogonie; pSC: primare
Spermatozyte; rS: runde Spermatide; eS: elongierte Spermatide. GnRH
bewirkt die LH- und FSH-Ausschittung aus der Hypophyse. Zu ndheren
Frlauteriina s. Text 2.1 3.
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2.2. Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF )

2.2.1. Entdeckung

Schon in den frihen 60er Jahren wurde beschrieben, dal3 Zellen aus dem
Peritonealexsudat von sensitivierten Meerschweinchen nach Zugabe eines
spezifischen Antigens in ihrer Migration inhibiert werden (George et al., 1962).
Wie spater festgestellt wurde, wird dieser Effekt durch ein Protein
hervorgerufen, welches von aktivierten T-Lymphozyten abgegeben wird und die
Migration von Makrophagen, die 75% des Peritonealexsudates bilden, hemmt
(David, 1966; Bloom et al., 1966).

Obwohl der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) somit eines der
ersten beschriebenen Zytokine ist, wurde die cDNA erst 1989 kloniert (Weiser
et al., 1989).

2.2.2. Struktur

MIF ist ein aus 115 AS bestehendes Protein mit einem Molekulargewicht von
12,5 kDa (Weiser et al.,, 1989; Bernhagen et al.,, 1994). Es bildet ein aus
identischen Untereinheiten bestehendes Trimer, wobei jede Untereinheit aus
einem [3-Faltblatt besteht, welches von zwei antiparallelen a-Helices umgeben
wird. Die drei p-Faltblatter bilden in ihrer Mitte einen Kanal, der fir
Losungsmittel durchgangig ist und an seiner engsten Stelle einen Durchmesser
von 3-4 A hat. Die Region um den Kanal besitzt ein positives Potential, was
vermuten lafidt, dal} er mit negativ geladenen Molekilen interagiert (Sun et al.,
1996 a/b).

Bislang ist noch nicht geklart, ob das Trimer eine biologische Funktion hat, oder
ob die MIF-Wirkung durch das Dimer oder Monomer ausgeubt wird (Lue et al.,
2002).

-12 -
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Die Priméarsequenzhomologie von MIF-Molekilen verschiedener Spezies liegt
bei Uber 80%, wobei die zwischen Maus und Ratte (99%) und zwischen Maus
und Mensch (90%) am hodchsten sind. Sequenzhomologien zwischen MIF und
anderen bekannten Proteinen konnten bislang allerdings nicht gefunden werden
(Bernhagen et al., 1994/1997). Die MIF-Struktur &hnelt jedoch denen der
bakteriellen Enzyme 4-Oxalocrotonat-Tautomerase, 5-Carboxymethyl-2-
Hydroxymuconat-lsomerase und Chorismat-Mutase (Chook et al., 1994,
Subramanya et al., 1996).

MIF besitzt keine Signalsequenz fur den Transport in das endoplasmatische
Retikulum (ER). Es wird daher vermutet, dass es ebenso wie Interleukin-1 und
der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) auf nicht-klassischem Weg von den
Zellen freigesetzt wird (Rubartelli et al, 1990; Mignatti et al, 1992; Eickhoff et al.,
2001, Flieger et al., 2003).

Abb.2.2.1: Schematische Darstellung
der trimeren Raumstruktur von MIF
(Tan et al., 2001)

2.2.3. Funktion, Wirkung und Lokalisation des Makro phagen-Migrations-
Inhibitions-Faktors

MIF unterscheidet sich von anderen Zytokinen nicht nur wie in 2.2.2.
beschrieben durch das Fehlen der N-terminalen Signhalsequenz von anderen
Zytokinen, sondern auch durch sein Expressionsmuster. Wahrend Zytokine
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normalerweise erst nach Induktion exprimiert werden, wird dieser Faktor
konstitutiv produziert und kommt ubiquitér in fast allen Organen des Korpers vor
(Lue et al., 2002).

MIF ist an der Entstehung einer Vielzahl von Krankheiten beteiligt. Im
Entziindungsgeschehen besitzt es eine pro-inflammatorische Rolle, indem es
den inhibitorischen Effekt von Glukokortikoiden auf die Zytokinproduktion und
den Hydrocortison-induzierten Anstieg des Transkriptionsfaktors IkBa
antagonisiert (Calandra et al., 1995; Daun et al, 2000). Auch
Autoimmunerkrankungen wie z.B. die rheumatoide Arthritis, Glomerulonephritis
und Diabetes mellitus Typ | gehen mit erhéhten MIF-Konzentrationen einher
(Lan et al., 1996; Onodera et al., 1999; Bojunga et al., 2003)

MIF besitzt einen proliferativen Effekt auf T-Lymphozyten, Zellen der
Augenlinse, Kolon-Karzinom-Zelllinien und der murinen Fibroblastenzelllinie
NIH/3T3 (Bacher et al., 1996; Wen et al.,1996; Takahashi et al., 1998; Mitchell
et al.,, 1999) und spielt eine Rolle bei der Tumorentstehung, indem es die
Angiogenese in Tumoren fordert und das Tumor-Suppressor-Gen p53
inaktiviert (Chesney et al., 1998; Hudson et al., 1999). Eine erhohte MIF-
Expression wurde in Metastasen des Prostata-Adenokarzinoms, Kolon-
Karzinomzellen und bei Leukamie gefunden (Meyer-Siegler et al.,, 1996;
Nishihira et al., 1996; Takahashi et al., 1998; zur Ubersicht: Nishihira, 2000).
Die molekularen Mechanismen, Utber welche MIF auf zellularer Ebene wirkt,
werden bislang noch kontrovers diskutiert. Eine Funktion des Faktors besteht in
der enzymatischen Aktivitat als Gluthathion-S-Transferase (Blocki et al., 1993),
Tautomerase (Rosengren et al., 1996) und Oxidoreduktase (Kleemann et al.,
1998).

Trotz langer Suche nach einem membranstandigen Rezeptor fir MIF, konnte
erst vor kurzem ein Zelloberflachen-Interaktionspartner beschrieben werden.
CD74, ein Typ Il Transmembranprotein, welches zu 2-5% auf der Zelloberflache
exprimiert wird, wirkt als Ligand fur MIF. Mittels Blockade der Bindung von MIF
an CD74 durch einen Antikbrper wurde eine MIF-induzierte Aktivierung der
MAP-Kinase (mitogen-activated protein kinase) verhindert (Leng et al., 2003).
Eine Aktivierung der MAP-Kinase durch MIF wurde bereits zuvor von Mitchell et
al. (1999) beschrieben. In der murinen Fibroblastenzelllinie NIH/3T3 bewirkt

MIF eine Phosphorylierung der ERK1/2-Kinase (extracellular signal-regulated
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kinase), einem Protein des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges. Die
Phosphorylierung der ERK-Kinase folgt auf eine Aktivierung der Proteinkinase
A (PKA) durch MIF und fuhrt zur Stimulation der zytoplasmatischen
Phospholipase A2 (cPLA;) und Freisetzung von Arachidonsaure (Mitchell et al.,
1999). Eine Wirkung von MIF Uber MAP-Kinase-abhangige
Signaltransduktionswege wurde auch fur Fibroblastendhnliche-Synoviozyten
(Santos et al., 2004) und Neuroblastomzellen (Ren et al., 2004) beschrieben.
Fur die Makrophagen-Zellinie Raw 264.7 und Hela-Zellen wurde eine
Rezeptor-unabhangige Aufnahme von MIF mit konsekutiver Bindung an Jabl
(Jun-activation domain-binding protein 1) im Zytosol beschrieben (Kleemann et
al., 2000). Die AP-1-Aktivierung durch Jabl wurde durch MIF dosisabhangig
inhibiert. MIF zeigte in dieser Studie auch eine hemmende Wirkung auf den
Jabl-abhangigen Abbau des Zellzyklus-Inhibitors p27<"*, was im Gegensatz zu
den proliferativen Effekten von MIF auf NIH/3T3-Zellen steht (Mitchell et al.,
1999).

2.2.3. Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Fakto  rim Hoden

Im Hoden wird MIF von den Leydig-Zellen exprimiert. Nach experimenteller
Depletion der Leydig-Zellen durch das Leydig-Zell-spezifische Toxin Ethan-
Dimethan-Sulfonat (EDS) wird MIF von den Sertoli-Zellen gebildet. Auch in
Peritubularzellen und perivaskularen Zellen konnte MIF nach EDS-Behandlung
lokalisiert werden. Die kompensatorische Expression laf3t vermuten, daf3 MIF im
Hoden eine wichtige Rolle spielt. In residenten Makrophagen des Hodens
konnte im Gegensatz zu den zirkulierenden Makrophagen kein MIF
nachgewiesen werden (Meinhardt et al., 1996; Meinhardt et al., 1999).

Das von den Leydig-Zellen sezernierte MIF bewirkt in Peritubularzellen einen
Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration (Wennemuth et al., 2000).
Dieser Effekt tritt dosisabhéngig auf. Untersuchungen mit Thapsigargin, einem
Inhibitor der Ca®**-abhangigen ATPase des endoplasmatischen Retikulums

(ER), zeigten, dal3 das Calcium zuné&chst aus dem ER rekrutiert wird und dann
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zu einem kapazitativen Calcium-Einstrom aus dem Extrazellularraum fahrt
(Wennemuth et al., 2000).

Der Anstieg der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration in PTC konnte durch
Pertussistoxin, einen Inhibitor des G;-Proteins, verhindert werden (Schwarz,
2003). Dies war ein erster Hinweis auf eine mogliche Bindung von MIF an einen

G-Protein-gekoppelten Rezeptor.

2.3. Signalkaskaden

Die einzelnen Zellen eines Organismus konnen Uber eine Vielzahl von
Molekilen miteinander kommunizieren. Zu diesen Molekilen zahlen neben
Proteinen, Peptiden, Aminosauren, Nucleotiden und Steroiden auch
Fettsaurederivate und geloste Gase. Diese Botenstoffe binden an Rezeptoren,
die sich entweder auf der Zellmembran oder im Zytoplasma befinden. Durch die
Rezeptorproteine werden daraufhin neue, intrazellulare Signale erzeugt, die
solange kaskadenartig weitergeleitet werden, bis eine Antwort der Zelle auf das
Signal erfolgt. Diese Ubertragungsketten werden Signalkaskaden genannt.
Membranstandige Rezeptoren werden in vier Hauptklassen unterteilt: G-
Protein-, Tyrosinkinase- und lonenkanal-gekoppelte Rezeptoren sowie
Rezeptoren mit intrinsischer Aktivitat (Lodish et al., 1999).

2.3.1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bestehen aus einer die Membran
siebenfach durchspannenden Polypeptidkette, bei der das N-terminale Ende
exoplasmatisch und das C-terminale Ende intraplasmatisch liegt. Zu ihren
Liganden gehoéren unter anderem biogene Amine, Peptide und Glykoproteine
(Krauss, 1997; Lodish et al., 1999).

Eine Stimulation des Rezeptors fuhrt zur Aktivierung des gekoppelten G-
Proteins, welches aus den Untereinheiten a, B und y besteht. Nach der

Sequenzahnlichkeit ihrer Ga-Untereinheit und ihren Effektorproteinen lassen
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sich die G-Proteine in 4 Familien einteilen: Gas, Gaio, GOgi1 und Gaizs
(Neves et al., 2002).

Die Aktivierung eines G-Proteins erfolgt, indem die a-Untereinheit, welche im
Ruhezustand Guanosindiphosphat (GDP) gebunden hat, das GDP entla’t und
Guanosintriphosphat (GTP) bindet. Hierauf zerfallt das G-Protein in einen a-
GTP- und einen B-y-Komplex. Die B-y-Untereinheit des G-Proteins scheint eine
Verbindung zu Rezeptortyrosinkinase-gekoppelten Kaskaden darzustellen
(Inglese et al., 1995).

Die Proteine der Gas-Familie aktivieren die Adenylylcyclase, wahrend
Mitglieder der Gaj-Familie die Adenylylcyclase hemmen. Andere Mitglieder der
Gi-Familie haben ebenso wie die Proteine der Gag-Familie die Phospholipase C
als Effektormolekil. Proteine der Gai-Familie sollen dber noch nicht
identifizierte Mechanismen die Phospholipase D, c¢-Src und die PKC
stimulieren. Auch wenn die physiologischen Endpunkte noch nicht geklart sind,
scheinen verschiedene Mitglieder des MAP-Kinase-Weges durch Gai,-Proteine
aktiviert zu werden (Neves et al., 2002).

Die Adenylycyclase synthetisiert cyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP)
aus Adenosintriphosphat (ATP). Cyclisches AMP aktiviert dann die cAMP-
abhangige Proteinkinase (Proteinkinase A, PKA), welche die Phosphorylierung
von Serinen und Threoninen an bestimmten, je nach Zelltyp unterschiedlichen,
intrazellularen Proteinen katalysiert. Unter anderem kann die PKA Uber das
Raf-Protein das Ras-Protein inhibieren und damit die ,,mitogen-activated Protein
Kinase" (MAP-Kinase) negativ regulieren. Als MAP-Kinasen werden eine
Familie von Serin- oder Threonin-Kinasen bezeichnet, deren komplexes
Netzwerk von Signalkaskaden eine Vielzahl von zellularen Antworten hervorruft.
Drei Klassen von MAP-Kinasen werden unterschieden: Extrazellulare Signal-
regulierte Kinasen (ERK), c-Jun N-terminale Proteinkinasen (JNK) und p38. Die
unterschiedlichen MAP-Kinasen werden jeweils durch spezifische MAP-Kinase-
Kinasen (MKK) aktivert. Die MKK-1 und -2 aktivieren die ERK1/2; die MKK-3, -4
und -6 aktivieren p38 und die MKK-4 und -7 aktivieren JNK. Die MKK werden
wiederum durch MKK-Kinasen reguliert. Die MAP-Kinasen kdénnen die Aktivitat
verschiedener Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren oder Enzyme regulieren
und dariber eine Reihe verschiedener biologischer Prozesse wie z.B.
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Zellproliferation, -differenzierung, -kontraktion oder Sekretion beeinflussen
(Bogatcheva et al., 2003; zur Ubersicht: Krauss, 1997; Alberts et al., 1999).

(s)
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Abb.2.3.1.: S: Signal; AC: Adenylylcyclase; PKA: cAMP-abhangige Proteinkinase;
ZP: Zielprotein (z.B. MAP-Kinase) (nach Krauss, 1997). Zur ndheren
Erlauterung s. 2.3.1.

Eine Aktivierung der Phospholipase C (PLC) dagegen fuhrt zu einer Spaltung
des membranstandigen Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat in das ebenfalls
membrangebundene Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3).
Das hydrophile 1P; bewirkt eine Offnung von Calcium-Kanalen des
endoplasmatische Retikulums und somit eine Erh6hung des zytoplasmatischen
Calciums.

DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), nachdem diese durch elektrostatische
Interaktionen an Phosphatidylserin in der Plasmamembran gebunden wurde.
Die Bindung der PKC an die Plasmamembran wird durch Calcium in einem
dosisabhangigen Effekt verstarkt. Ohne DAG kann die PKC nur aktiviert
werden, wenn die intrazellulare Ca**-Konzentration um das 100-fache ansteigt.
Ebenso wie die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA) phosphoryliert auch die
PKC eine Reihe intrazellularer Proteine. Unter anderem kann sie auch das Raf-
Protein und damit das nachfolgende Ras-Protein und die MAP-Kinase
aktivieren (zur Ubersicht siehe Liu et al., 1996; Krauss, 1997).
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Abb.2.3.2.: S: Signal; PLC: Phospholipase C; PIP,: Phosphatidyl-Inosit-4,5-
Biphosphat; DAG: Diacylglycerol; 1Pz Inosit-1,4,5-Trisphosphat;
PKC: Proteinkinase C; ZP: Zielprotein; ER: Endoplasmatisches
Retikulum (nach Krauss, 1997). Zur ndheren Erlauterung s. 2.3.1.

2.3.2. Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase

Bei Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase-Aktivitdt sind Rezeptor und
Tyrosinkinase nicht Teil desselben Proteins. Die Tyrosinkinase liegt entweder
permanent an den Rezeptor gebunden vor, oder sie assoziiert erst nach
Ligandenbindung mit dem Rezeptor. Nach Aktivierung der Tyrosinkinase
phosphoryliert diese ihre Zielproteine, zu denen unter anderem die

Phospholipase Cy und Proteine des Ras-Weges gehdren (Krauss, 1997).

W

J

G
f i I
.m <
Abb.2.3.3.: Tyosinkinase-assoziierter Rezeptor. S: Signal; PTK: Protein-Tyrosin-

Kinase; SP: Substrat-Protein; P: Phosphat (nach Lodish et al.,1999). Zur
ndheren Erlauterung s. 2.3.2.
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2.3.3. lonenkanal-gekoppelte Rezeptoren

Rezeptoren mit intrinsischer lonenkanalfunktion sind vor allem an der schnellen
Signaliibertragung im Nervensystem beteiligt. Bindet das Signalmolekil an den
Rezeptor, so andert sich dessen Konformation, wodurch sich ein fur spezifische
lonen durchgangiger Kanal 6ffnet oder schliet. Es gibt Na*-, K*-, Ca®*- und CI-
spezifische lonenkanale. Entlang ihrem elektrochemischen Gradienten flie3en
die lonen durch die Offnung des Kanals entweder in die Zelle hinein, oder aus
ihr heraus, wodurch ein elektrisches Signal entsteht, welches sich an der
Membran weiterleitet. Es kdnnen auch Sekundarreaktionen wie beispielsweise
die Offnung spannungsabhangiger Ca®*-Kanéle entstehen.

lonenkandle konnen auch von der intrazellularen Seite durch ,Second-
Messenger“-Molekile wie cAMP, cGMP oder IP3 geotffnet werden. Aktivierte G-
Proteine kdnnen ebenfalls lonenkanale 6ffnen. Der genaue Mechanismus ist
hierbei noch unbekannt (Krauss, 1997; Alberts et al., 1999).

lonen
l lj lonen
il |
i i G-  —=
B Protein Iﬂ
GDP b

Abb.2.3.4.: lonenkanal-gekoppelte Rezeptoren. S: Signal; EP: Effektorproteine; SM:
Second Messenger (nach Krauss, 1997). Zur naheren Erlauterung s.
2.3.3.

-20 -



Einleitung

2.3.4. Rezeptoren mit intrinsischer Aktivitat

Es existieren verschiedene Rezeptoren mit intrinsischer enzymatischer Aktivitat,
die durch Ligandenbindung aktiviert werden. So sind Rezeptoren bekannt, die
die Konversion von GTP zu cGMP Kkatalysieren oder auch als
Proteinphosphatasen wirken. Viele Wachstumsfaktoren wirken tiber Rezeptoren
mit Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat oder Gber Rezeptortyrosinkinasen.

Bindet ein Ligand an die extrazellulare Domane der Rezeptortyrosinkinase,
dimerisiert diese, wodurch anschlieBend die intrazellulare Tyrosinkinase-
Doméne aktiviert wird und somit sowohl Effektorproteine als auch sich selbst
phosphorylieren kann. Die Autophosphorylierung dient der Aufhebung der
Autoinhibition und der Schaffung von Bindungsstellen fiir nachgeschaltete
Effektormolekile. Zu den Effektormolekilen der Rezeptortyrosinkinasen
gehdren unter anderem Molekile des Phospholipase C-Weges wie die
Phospholipase Cy und die p85-Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase, und
Proteine der Ras-Signalubertragung (Krauss, 1997; Lodish et al., 1999).

®

Abb.2.3.5.: Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitét. S: Signal;
SP: Substrat-Protein; P: Phosphat (hach Lodish et al.,1999).
Zur naheren Erlauterung s. 2.3.4.
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2.4. Zielsetzung der Arbeit

Die konstitutive Expression von MIF im Hoden lal3t eine wichtige Rolle dieses
proinflammatorischen Zytokins im Reproduktionsgeschehen vermuten. Dabei
sind jedoch die genaue Funktion sowie der molekulare Wirkmechanismus
dieses Proteins noch nicht naher bekannt.

Zentrales Anliegen dieser Arbeit war es, anhand von Peritubularzellkulturen
maogliche Signaltransduktionswege von MIF in vitro naher zu charakterisieren
und damit Hinweise auf die Rolle von MIF im Hoden zu bekommen. Hierzu
sollte zun&chst mit Hilfe eines cDNA-Arrays ein Uberblick geschaffen werden,
welche Gene in den PTC nach Stimulation mit MIF differentiell exprimiert
werden. Basierend auf diesen Ergebnissen und des bereits fur PTC
beschriebenen erhdhten Calcium-Influx nach MIF-Stimulation sollte die
Aktivierung der Proteinkinase C, einem wichtigen Signalmolekil von
kalziumvermittelten Signaltransduktionswegen, naher untersucht werden.

Da bereits in friheren Untersuchungen an anderen Zelltypen eine Aktivierung
des MAP-Kinase-Weges durch MIF beschrieben worden war, sollte eine
mogliche Aktivierung dieses Signaltransduktionsweges in PTC einerseits durch
die Messung der Konzentration des second-messengers cAMP, andererseits
durch den Nachweis einer Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und ELK-
1 als Zielproteine der MAP-Kinase, Uberpruft werden.

In abschlielRenden Untersuchungen sollte die Frage nach einem proliferativen
Effekt von MIF auf die PTC geklart werden.
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3.1. Material

3.1.1 Zellkultur

Wistar-Ratten: Charles River, Sulzfeld

RPMI 1640 PAA, Colbe

Dulbecco’s PBS ohne Ca** und Mg?* PAA, Célbe

Trypsin/EDTA PAA, Coélbe

Fetales Kalberserum PAA, Colbe

Penicillin/Streptomycin PAA, Colbe

Ultrasaline A Bio-Whittaker, Verviers, Belgien

Optimem Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA

Lipofectamin Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA

Lipofectamin Plus Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA

Lipotaxi Stratagene, La Jolla, CA, USA

GenePorter Peglab Biotechnologies GmbH,
Erlangen

GenePorter 2 Peglab Biotechnologies GmbH,
Erlangen

Vectashield Vector Laboratories Inc.,

Burlingame, CA, USA

Samtliche Zellkulturmaterialien auf3er den Enzymen waren steril.
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3.1.2. Reagenzien, Chemikalien

Die verwendeten Reagenzien waren von hdchstmdglichem Reinheitsgrad und

wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham-Buchler, Braunschweig

Fluka, Buchs, Schweiz

Gibco BRL - Bethesda Research Laboratories, Eggenstein
E. Merck, Darmstadt

Pharmacia, Freiburg

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Steriles Wasser wurde mit Hilfe einer MilliQ-Reinstwasseranlage der Fa.
Millipore (Eschborn) mit einer vorgeschalteten lonenaustauscherbombe (Ministil
P21) der Fa. Christ (Osterode/Harz) hergestellt.

Die verwendeten thermostabilen Losungen wurden durch Autoklavieren bei
120C, 1 atl, Dauer je nach Volumen mind. 15 min, sterilisiert. Die Entkeimung
der thermolabilen Losungen erfolgte durch Sterilfiltration (Sterilfilter mit einer

Porengrél3e von 0,2 um).

Fotomaterial wurde von den Firmen Fuji Film (Dusseldorf), Kodak
(Braunschweig) und Polaroid (Besier, Mainz) bezogen.
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3.1.3 Vektoren und Kits

Proteinkinase CB-EGFP-Vektor Clontech, Heidelberg
Luciferase-Vektoren Stratagene, La Jolla, USA
Direct Cyclic AMP Enzyme Immunoassay Kit Biotrend, Koln

TA Cloning Kit Invitrogen

3.1.4 Gerate

Invertmikroskop Axiovert 135, Zeiss, Jena,
Fluoreszenzmikroskop DMR und DMRD, Leica, Wetzlar

Olympus Fluoview, Olympus
Optical Co. GmbH, Hamburg

Photometer Ultraspec K, Pharmacia, Freiburg

Luminometer Lumistar, BMG Lab Technologies,
Offenburg

Phosphorimager Fujifilm FLA 3000

Elisa-Reader MR 5000, Acterna GmbH & Co.

KG, Eningen u. A.
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4. Methoden

4.1. Zellbiologische Methoden

4.1.1. Isolierung von testikularen Peritubularzelle  n

Die Préaparation der testikularen Peritubularzellen wurde nach Hoeben et al.
(1995) durchgefunhrt.
Folgende Medien wurden verwendet:

PBS-A: 500 ml Dulbecco’s ohne Ca?*, ohne Mg?*
6 ml Penicillin/ Streptomycin
750 mg D- Glucose

Kulturmedium: 450 ml RPMI 1640
50 ml FKS
6 ml Penicillin/ Streptomycin
13 ml Hepes-Puffer

Folgende Enzyme wurden abgewogen, unmittelbar vor Gebrauch in PBS-A
geldst und durch einen Sterilfilter (0,2 ug) filtriert. Im Folgenden beziehen sich
die Mengenangaben und die Zeiten immer auf 20 Tiere (19 Tage alt).

1. DNase | 1 mg/ml (stock)
2. Trypsin-DNAse Trypsin(BM Nr. 109819) 2,5 mg/ml
Dnase | (stock) (BM Nr. 104159) 0,01 mg/mi

3. Trypsin-Inhibitor (BM Nr. 109894) 10 mg/ml

4. Trypsin-Inhibitor (BM Nr. 109894) 2,5 mg/ml

5. Kollagenase 1 mg/ml
Hyaluronidase 1 mg/ml
DNase (stock) 0,01 mg/ml

Die Wistar-Ratten wurden durch CO,-Asphyxation getdtet und zum Ausbluten
seitlich am Kopf aufgeschnitten. Die Abdominalhaut wurde mit 70% EtOH
gespult und eroffnet. Die Hoden wurden enthnommen, in PBS-A Uberfuhrt, kurz
in Jodalkohol (1%) inkubiert und in frisches PBS-A transferiert, welches nach 1-
2 min gewechselt wurde. Danach wurden die Hoden ero6ffnet, die Tubuli
seminiferi aus der Tunica albuginea herausgedriickt und in frisches PBS-A

Uberfuhrt.
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Enzymatische Schritte:

In eine sterile Flasche wurden 20 ml der steril-filtrierten Trypsin/DNase-L6sung
vorgelegt, die Hoden uUberfuhrt und im Schittel-Wasserbad bei 32€C und 140
rom 50-60 min inkubiert. Mit diesem Schritt wurden die Tubuli aus ihrem
Gewebeverband gelost und lagen danach fragmentiert vor. 10 ml Trypsin-
Inhibitor (10 mg/ml) wurde zugegeben, gemischt und alles in ein 50 ml
Roéhrchen Uberfihrt. Nachdem sich die Tubuli abgesetzt hatten, wurde der
Uberstand entfernt. 20 ml Trypsin-Inhibitor (2,5 mg/ml) wurde zugegeben und
gemischt. Nach Abschwimmen der Tubuli wurde der Uberstand wieder entfernt.
Diese Waschungen wurden 8x mit je 25 ml PBS-A wiederholt.

Danach wurden die Tubuli in 20 ml Kollagenase/Hyaluronidase/DNase-L6sung
(steril filtriert) bei 32€C und ca. 140 rpm im Wass erbad 15-20 min verdaut, um
die Peritubulérzellen von der Tubuliwand zu I6sen. Nach dem Verdau finden
sich die Peritubularzellen im Uberstand, wahrend die Tubuli eine irregulare
Oberflache aufweisen.

Die Peritubularzellen wurden nach 5-10 min bei 500 xg 10 min pelletiert, in 10
ml Kulturmedium resuspendiert und in 11 Zellkulturflaschen (75-cm?) ausgesit.
Die so erhaltene Peritubularzellkultur enthielt noch Sertolizellen, die durch
mehrmaliges Antrypsinieren entfernt wurden. Die Reinheit der Kultur wurde vor
den Versuchen mittels Phasenkontrast-Mikroskopie Uberprft und lag stets bei
Uber 95%.

4.1.2. Kultivierung von Peritubulérzellen

Die Zellen wurden bei 32C und 5% CO ; kultiviert. Alle 3-4 Tage erfolgte ein
Wechsel des Kulturmediums. Wenn die Zellen konfluent gewachsen waren,

wurden sie mit Trypsin/EDTA gel6st und passagiert.
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4.1.3. Abtrypsinieren von Peritubularzellen

Die Zellen wurden zunachst 2-3 mal mit je 10 ml PBS gewaschen. Nach
vollstdandigem Abziehen der Saline-Losung wurde 1 ml Trypsin/EDTA (0,05%
(w/o) Trypsin; 0,02% (w/o) EDTA in Ca*/Mg?*-freiem PBS zugegeben und 2-3
min bei 37C und 5% CO, inkubiert. Wenn die Peritubulérzellen nur
antrypsiniert werden sollten, dauerte diese Inkubation ca.l min. Das Trypsin
wurde durch Zugabe von 7 ml Kulturmedium inaktiviert. Anschlie3end wurde die
Zellsuspension in ein Rohrchen Uberfuhrt und bei 500 xg 10 min (RT)
zentrifugiert.

Zum erneuten Aussaen der Peritubuléarzellen wurde das Pellet in 1 ml
Kulturmedium resuspendiert und in zwei neue Kulturflaschen mit je ca. 20 ml

Medium verteilt.

4.1.4. Einfrieren von Peritubularzellen

Einfriermedium RPMI-B + 20% DMSO

Zum Einfrieren wurde das nach dem Trypsinieren erhaltene Pellet in 900 pl
Medium resuspendiert und fir 2-4 h im Kuhlschrank gelagert. Dann wurden 900
pl Einfriermedium (auf 4C vorgekihlt) dazugegeben und die Suspension in
Kryoréhrchen Uberflhrt.

Die Kryoréhrchen wurden zunéchst 1-2 Tage bei —80C aufbewahrt und danach

in flussigem Stickstoff bei —196C gelagert.

4.1.5. Auftauen von Peritubularzellen

Die Peritubularzellen wurden aus dem flissigen Stickstoff sofort in ein 37T
warmes Wasserbad tberfuhrt. Nachdem sie aufgetaut waren (3-5 min), wurden
sie in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und fir 10 min bei 500 xg pelletiert, in
1 ml Kulturmedium aufgenommen und in einer Kulturflasche (75 cm?) mit 20 ml

Kulturmedium ausgesat.
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4.1.6. Zahlen von Zellen

10 pl der Zellsuspension wurden zu 90 pl Trypanblau gegeben, gemischt und

mit Hilfe einer Burker-Zahlkammer ausgezahlt.

4.1.7. Transfektion der Peritubularzellen

Um die fur PTC schonendste und effizienteste Transfektionsmethode zu
etablieren, wurden zwei Strategien erprobt. Zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurde ein Plasmid transfiziert, welches die DNA fur das
Green-Fluorescent-Protein (GFP) enthielt. Bei erfolgreicher Transfektion wurde
das GFP in den Zellen exprimiert und konnte anschliel3end
fluoreszenzmikroskopisch nach Anregung mit einer Wellenlange von 450 nm

detektiert werden.

Elektroporation : Bei dieser Methode wird die Zellsuspension mit der Plasmid-

DNA vermischt und einem elektrischen Hochspannungsschock ausgesetzt,
wodurch Poren in der Zellmembran entstehen, durch die die zirkulare DNA
zunachst in das Zytoplasma und dann in den Zellkern gelangt (Neurath et al.,
1997). Peritubularzellen wurden zunéchst abtrypsiniert und in kaltem PBS auf
eine Konzentration von 1,1x10° Zellen/ml verdiinnt. Pro Ansatz wurden 0,5 ml
Zellsuspension mit 5 pg Plasmid in eine Elektroporationskivette gegeben und 5
min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen dem elektrischen Impuls
ausgesetzt.

Folgende Einstellungen wurden getestet:

A 1,1kV B: 0,2 kv
25 uF 975 uF
0,78 msek Zeitkonstante 32,3 msek Zeitkonstante

Danach wurden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert und anschliel3end ausgesat.

Lipofektion: ~ Transfektionsmedien, die neutrale und kationische Lipide
enthalten, bilden mit anionischen Makromolekile wie der DNA einen

vesikularen Komplex, der ein Einschleusen in Zellen erlaubt (Neurath et al.,
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1997). Das Vesikel fusioniert mit der aus negativ geladenen Phospholipiden
bestehenden Zellmembran und entlasst das Plasmid in das Zytoplasma der
Zelle.

Es wurden folgende Transfektionsmedien ausgetestet: Lipofektamin,
Lipofektamin Plus, Lipotaxi, Gene Porter und Gene Porter 2. Die
Transfektionsmedien wurden jeweils unter verschiedenen Bedingungen
getestet. Variiert wurden sowohl die Menge der DNA und des
Transfektionsmediums, als auch die Inkubationszeiten.

Folgendes Protokoll erwies sich als am effektivsten und wurde deshalb
beibehalten:

Je cm? Flache der Kulturschale wurden ca. 40.000 Zellen ausgesat. Nach 2
Tagen erfolgte die Transfektion. Pro cm? Kulturfliche wurden zunachst 0,2 pg
DNA mit 10 pul Opti-Mem inkubiert. Wenn eine Doppeltransfektion
(Positivkontrolle fur den Luciferase-Assay) erfolgen sollte, wurden noch 20 ng
des zweiten Plasmids hinzugefiigt. In einem weiteren Ansatz wurden 1,25 pl
Lipofektamin zu 10 ul Opti-Mem gegeben.

Nun wurden beide Ansatze miteinander vermischt und fir 40 min inkubiert, so
dass sich die DNA enthaltenden Vesikel bilden konnten. Danach wurden zu
dem Transfektionsansatz 80 pl RPMI 1640 + 1% FKS gegeben. Die Zellen
wurden mit RPMI 1640 + 1% FKS gewaschen. Das Transfektionsmedium
wurde zu den Zellen gegeben. Nach 6 h wurde die Transfektion mit
Kulturmedium gestoppt. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die
Stimulationsversuche durchgefuhrt. Vor jeder Stimulation wurden die Zellen

mindestens eine Stunde in serumfreiem Medium gehalten.

4.1.8. Untersuchungen zur Lokalisation der Proteink inase C-f nach

Stimulation mit MIF

Die Peritubularzellen wurden mit folgendem Proteinkinase C-B-EGFP-Plasmid
wie in 4.1.7. beschrieben transfiziert:
Drei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen mit MIF in den

Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml stimuliert.
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Phorbolester konnen Diacylglycerol als Aktivator der Proteinkinase C ersetzen
(Oberdisse et al.,, 1999), weshalb Phorbol-12-Myristat-13-Acetat in einer
Konzentration von 3 pg/ml als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Alle Ansatze
wurden in RPMI 1640 verdinnt. Als Negativkontrolle diente RPMI 1640 ohne

jegliche Zusatze. Nach der Stimulation wurden die Zellen fixiert.

4.1.9. Fixierung der Peritubularzellen

Die Peritubularzellen wurden mit Paraformaldehyd (4% in PBS) 5 min fixiert,
dann 2x mit PBS und einmal mit A. dest. gewaschen und mit Vectashield

eingedeckt.

4.1.10. Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay erfolgte mit den Vektoren und nach dem Protokoll der
Firma Stratagene. Eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und ELK-1
wurde untersucht, indem die Peritubularzellen mit Vektoren transfiziert wurden,
die die Leuchtkafer-Luciferase als Reportergen enthielten. Fur die
Untersuchung von AP1 enthielt der Vektor das Enhancer-Element AP1, fir die
Untersuchung von ELK-1 enthielt der Vektor das Enhancer-Element SRE. Als
Positivkontrolle wurde ein weiterer Vektor (pFc) transfiziert, der eine Expression
der Luciferase hervorrief.

Die Peritubularzellen wurden in 6-well-Zellkulturplatten ausgeséat und 48 h
spater nach dem in 4.1.7. beschriebenen Protokoll transfiziert. Nach 3 Tagen
wurden die Peritubularzellen mit MIF in Konzentrationen von 50 ng/ml und 100
ng/ml (verdiunnt in RPMI 1640) stimuliert, als Negativkontrolle diente RPMI
1640 alleine. Nach 6 h wurde die Luciferase extrahiert und anschliel3end
quantifiziert (s. 4.2.1. und 4.2.2.).

-31-



Methoden

4.2. Biochemische Methoden

4.2.1. Extraktion der Luciferase

Die Zellen wurden 2x mit Ca®*/Mg**-freiem PBS gewaschen. Dann wurden je

well 400 ul Lysis-Puffer zugegeben und 15 min inkubiert.

Lysis-Puffer (5x) 40 mM Tricine (pH 7.8)
50 mM NacCl
2mM EDTA
5mM DTT
1% Triton® X-100

Danach wurden die Lysate bei 4C und 12.000 rpm 3 min zentrifugiert. Die

Uberstande wurden fiir die Luciferase-Messung eingesetzt.

4.2.2. Luciferase-Messung

Fur die Quantifizierung der exprimierten Luciferase wurden zu 20 pl des
Uberstandes 100 pl Luciferase-Substrat-Puffer zugegeben. Die Messung
erfolgte mit einem Luminometer (BMG Lab Technologies).

Luciferase-Substrat-Puffer: 40 mM Tricine (pH7,8)
0,5 mM ATP
10 mM MgSO,
0,5mM EDTA
10 mM DTT
0,5 mM Coenzym A
0,5mM Luciferin

4.2.3. Amidoblack- Proliferationsassay

Der Amidoblack- Proliferationsassay wurde nach Schulz et al. (1994)

durchgefuhrt.
Fixierldsung 10% Formalin mit 9% Essigsaure und 0,1 M Na-Acetat
Farbeltsung 10% Eisessig mit 8,2 g/l Na-Acetat
+ 1 g Amidoschwarz (NBB)
Waschldsung 7 Tropfen 10 M HCL auf 500 ml A. dest.
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Elutionslésung 50 mM NaOH

Alle Assays wurden in 96- well Mikrotiterplatten durchgefihrt. Das Medium
wurde von den Zellen entfernt. Es erfolgte eine Zugabe von 100 pl Fixierlésung
pro well und eine 15-mindtige Inkubation bei RT. Die Fixierlosung wurde
entfernt und durch 100 pl Farbelésung pro well ersetzt. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation wurde die Farbelésung entfernt. Die wells wurden zweimal
mit Waschlosung gespullt und bei Raumtemperatur fur mindestens 24 h
getrocknet. Der proteingebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 200 pl
Elutionslosung geldst. Dabei wurden die Platten 30 min geschuttelt. Die
Quantifizierung der Absorption erfolgte mit dem ELISA- Reader bei 620 nm
MelRwellenlange und 490 nm Referenzwellenlange. Die statistische
Uberpriifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mit dem Programm
SigmaStat (One-Way Anova).

4.2.4. Messung des zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)

Die cAMP-Messungen wurden mit Hilfe eines ELISA-Kit der Firma Biotrend
durchgefuhrt. Ein cAMP-Antikorper, mit dem die ELISA-Platte beschichtet
wurde, bindet hierbei kompetitiv entweder das in der Probe enthaltene cAMP
oder an alkalische Phosphatase gebundenes cAMP. Die alkalische
Phosphatase erzeugt in einer enzymatischen Reaktion nach Zugabe des
Substrates einen gelben Farbton. Die Intensitat des Gelbtons ist umgekehrt
proportional zu der in der Probe enthaltenen cAMP-Konzentration.

Die Peritubularzellen wurden fir die cAMP-Messungen in 6-well-Platten
kultiviert, bis sie zu 90-95% konfluent gewachsen waren. Der FKS-Gehalt im
Medium wurde langsam herabgesetzt. Die Zellen wurden vor der Stimulation
mit MIF mindestens eine Stunde in FKS-freiem Medium inkubiert. Die
Stimulation mit MIF erfolgte in RPMI 1640, als Negativkontrolle wurde RPMI
1640 ohne MIF verwendet. Als Positivkontrolle wurden die Peritubulérzellen in
100 pM Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyclase, in RPMI 1640
stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Peritubularzellen durch eine 30
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mindtige Inkubation mit 0.1 M HCI lysiert. Die Zelllysate wurden dann bei 700 x
g 10 min zentrifugiert und die Uberstande weiterverwendet.

Zu je 200 pl Lysat bzw. Standard wurden 10 pl Acetylierungsreagenz
zugegeben. Die Standards hatten somit cCAMP-Konzentrationen von 20, 5, 1.25,
0.312 und 0.078 pmol/ml. 50 ul Neutralisierungsreagenz wurden vorgelegt und
anschlie3end je 100 pl der Standards bzw. Proben zugegeben. Die Standards
wurden in Doppelbestimmungen gemessen. Je well wurden 50 pl der Lésung
zugegeben, die das an alkalische Phosphatase gekoppelte cAMP enthielt, und
2 h unter Schitteln bei ca. 150 rpm inkubiert. Danach wurden die wells 3x mit
200 pl Waschpuffer gewaschen und getrocknet. Die enzymatische Reaktion
erfolgte nun durch Zugabe von 200 pl einer p-Nitrophenylphosphat-Losung.
Nach einer Stunde wurde die Reaktion mit 50 ul Trisodiumphosphat gestoppt.
Die Farbintensitat wurde in einem ELISA-Reader (Acterna GmbH & Co. KG) bei

405 nm MeRwellenlange und 590 nm Referenzwellenlange bestimmt.

4.2.5. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde nach der Bradford-Methode durchgefihrt. Der
Test beruht auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums einer sauren
Losung des Farbstoffes "Coomassie Brilliant Blau G 250" nach Proteinbindung
von 465 nm auf 595 nm (Bradford, 1976). Als Proteinstandard wurde in 0,1 N
NaOH gelostes Ovalbumin verwendet.

20 ul Probe wurden in einem Eppendorf-Gefald vorgelegt, mit 1 ml Farbreagenz
versetzt und gut durchmischt. Als Leerwert diente ein Ansatz mit 20 pl Puffer.
Das Gemisch wurde 30 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde die Extinktion
bei 595 nm jeweils in Doppelbestimmung photometrisch gegen den Leerwert
bestimmt. Mit Hilfe der Eichkurve konnte aus der Extinktion die
Proteinkonzentration ermittelt werden. Die Messung erfolgte mit einem

Photometer Modell Ultrospec K (Pharmacia, Freiburg).

Farbreagenz Serva Blau G 100 mg
Ethanol 50 ml
H;PO, 85% 100 ml

ad 1000 ml A. dest.
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4.3. Molekularbiologische Methoden

4.3.1. Herstellung kompetenter Zellen

Um Plasmid-DNA fir den Luciferase-Assay und den Proteinkinase C-Versuch
zu amplifizieren, muf3te sie in Bakterienzellen eingebracht werden, in denen sie
in vivo repliziert werden konnte. Zu diesem Zweck mussten Bakterien in die
Lage versetzt werden, spontan und effizient Plasmide aufzunehmen: die Zellen
mussten kompetent gemacht werden.

Die in dem TA Cloning Kit von Invitrogen enthaltenen Bakterien ("One shot™

kompetente Zellen") lagen bereits als kompetente Zellen vor.

4.3.2. Bakterientransformation

Zur Transformation wurden jeweils 50 ul eingefrorene kompetente Zellen auf
Eis innerhalb von 10 min aufgetaut. Jeweils 10-100 ng Plasmid-DNA wurden
der Bakteriensuspension zugegeben und mit dieser gut vermischt. Nach 20 min
Inkubation auf Eis folgte eine 1,5-minutige Inkubation bei 42<C. Anschliel3end
wurden jeweils 500 ul LB-Medium zugesetzt, die Zellen 90 min bei 37T unter
leichtem Schitteln inkubiert und 1 min bei ca. 12.000 x g zentrifugiert. Die
Bakterien wurden in 50 pl frischem LB-Medium resuspendiert und 50 ul der
unverdinnten Suspension auf Antibiotika-haltigen Agar-Platten ausgestrichen.
Bakterien, die durch erfolgreiche Transformation mit dem Plasmid eine
entsprechende Antibiotikaresistenz erworben hatten, konnten auf diese Weise
selektiert werden. Entsprechend des verwendeten Plasmids wurde Ampicillin

(Luciferase-Plasmid) oder Kanamycin (EGFP-PKCB-Plasmid) zur Selektion

eingesetzt.
LB-Medium: Caseinhydrolysat 10g
(Luria-Bertani Medium; Hefeextrakt 549
pH 7,0) NacCl 109

in 1000 ml A. dest. gel6st

Der pH-Wert wurde mit NaOH eingestellt.
Das Medium wurde durch Autoklavieren
sterilisiert.
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LB-Agar-Platten: Zu 1000 ml LB-Medium wurden 15 g Agar
gegeben; die Mischung wurde
autoklaviert, auf ca. 50C (Wasserbad)
abgekihlt und mit Antibiotika versetzt. In
einer Sterilbank wurden die Agar-Platten
gegossen (30-35 ml pro 90-mm-Platte).

Ampicillin-Stamml&sung: 25 mg/ml Ampicillin in A. bidest. geltst
Kanamycin-Stammlfésung: 25 mg/ml Kanamycin in A. bidest gelost

Zur  Identifizierung der transformierten  Bakterien  wurden  Mini-
Plasmidpraparationen  (sieche 4.3.3.) von Bakterien-Ubernachtkulturen
durchgefuhrt, die mit den antibiotikaresistenten Bakterienkolonien angeimpft
wurden. Die so erhaltenen Plasmide wurden auf das Vorkommen des zu
erwartenden DNA-Fragments beim Einsatz bestimmter
Restriktionsendonukleasen (siehe 4.3.6.) untersucht.

4.3.3. Plasmidpraparation

Die Praparation von Plasmiden kann entsprechend den Anforderungen in
unterschiedlichen Mal3staben erfolgen. Fiur geringe Mengen an Plasmid-DNA
(bis zu 20 pg) sind Minipraparationen aus einer 1-3 ml umfassenden Bakterien-
Kultur ausreichend. Fur grol3ere Mengen Plasmid-DNA mussen Kulturen mit

einem Volumen von bis zu 500 ml aufgearbeitet werden (Maxipraparationen).

4.3.4. Minipraparation

Die Minipraparation wurde nach einem von der Fa. Qiagen modifizierten
Protokoll der alkalischen SDS-Methode durchgefihrt.

1-3 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden bei ca. 12.000 x g in einem
Eppendorfgefald zentrifugiert und die Zellen anschlieend in 300 pl Puffer 1
resuspendiert. 300 pl Puffer 2 wurden zugesetzt und vorsichtig durchmischt.

Nach 5 min Inkubation bei RT wurden 300 pl Puffer 3 zugesetzt und ebenfalls
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vorsichtig untergemischt. Das durch die eintretende pH-Verschiebung
ausgefallene Gemisch aus Protein und chromosomaler DNA wurde durch
Zentrifugation (ca. 12.000 x g, 4T, 15 min) abgetr ennt. Der Uberstand wurde
mit 1 Volumen Phenyl-Chloroform-Isoamylalkohol (im Verhéaltnis 25:24:1)
extrahiert. Reste von Phenol wurden durch zweimaliges Extrahieren mit jeweils
einem Volumen reinem Chloroform entfernt. Aus der wassrigen Phase wurde
durch Zugabe von 2 Volumen Ethanol die DNA ausgefallt. Die Fallung erfolgte 2
h bei -20C. Durch Zentrifugation (12.000 x g, 4C, 30 min) wurde die DNA
sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und anschlieend fur ca. 15 min
getrocknet. Die DNA wurde in 50 pl sterilem A. bidest. oder TE-Puffer

aufgenommen.

Puffer 1 Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A (aus Stammldsung) 100 pg/ml

Puffer 2 NaOH 200 mM
SDS 1,0%

Puffer 3 K-Ac, pH 5,5 3M

RNase-Stammldsung 100 mg lyophilisierte RNase A wurden in 10 ml
Lésung A (DNase-frei) geldst, 15 min auf 100C
erhitzt, langsam auf RT abgekihl, portioniert und
bei -20C gelagert.

Lésung A Tris-HCI, pH 7,5 10 mM
NacCl 15 mM
TE-Puffer Tris-HCI, pH 7,5-7,8 10 mM
EDTA 1,0 mM
4.3.5. Spektrophotometrische Bestimmung der Nuklein saure-
Konzentration

Eine Quantifizierung von DNA und RNA in Losungen war durch photometrische
Messungen bei 260 nm und 280 nm moglich. Die Messung bei 260 nm erlaubte
eine Kalkulation der Nukleinsdurekonzentration in der Probe. Einer OD von 1
entspricht etwa 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml einzelstréangiger
DNA und RNA und ungefahr 20 pg/ml einzelstrangiger Oligonucleotide. Da
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Nukleinséuren ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm haben, Proteine hingegen
bei 280 nm, Uberlagern sich die Absorptionsspektren der beiden
Substanzklassen. Aus dem Verhéltnis der Extinktionswerte bei 260 und 280 nm
(OD260/OD2gp) kann auf den Reinheitsgrad einer Nukleinsdure-Praparation
(bzw. einer Proteinpraparation ) geschlossen werden. Saubere Praparationen
von DNA und RNA weisen ein ODy60/OD2go-Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 auf.

Fir die Messung wurden je 1 ml Wasser und 1 pl DNA- bzw. Total-RNA-L6sung
in einer Quarzkivette gemischt und bei 260 nm und 280 nm gemessen.

4.3.6. Restriktionsanalyse

Restriktionsendonukleasen werden von vielen Prokaryonten gebildet und
nehmen zusammen mit Methylasen eine Schutzfunktion gegen fremde
Nukleinsduren wahr. Die Restriktionsenzyme erkennen meist palindromische
Sequenzen aus 4 bis 8 Basenpaaren und spalten in jedem Strang die
Phosphodiesterbindungen auf der 3"- oder 5°-Seite der Symmetrieachse. Man
kann dies in der experimentellen Molekularbiologie ausnutzen, um DNA zu
fragmentisieren, die dann elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert werden
kann. Die aus Minipraparationen gewonnene Plasmid-DNA wurde mit dem
Restriktionsenzym EcoRI (Pharmacia, Freiburg; fur Luciferase-Plasmid) oder
Kpn | (fir EGFP-PKCB-Plasmid) geschnitten. Fur den Restriktionsverdau
wurden ungefahr 2,5 pg Plasmid-DNA mit 10 units des entsprechenden
Restriktionsenzyms 2 h bei 37C nach den Angaben de s Restriktionsprotokolls
System OPA (one phor all) von Pharmacia inkubiert. Mittels Gelelektrophorese

wurde die Grol3e des einklonierten Fragments bestimmt.

4.3.7. DNA-Gelelektrophorese (Agarose-Gel)

Die gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen
beruht auf der Ausrichtung linearer Doppelstrang-DNA zu einer gestreckten

Form im elektrischen Feld. Wegen der negativen Ladungen an ihren
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Phosphatresten wandert die DNA in leicht alkalischer Lésung immer zur Anode.
Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zum
dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare. Die Mobilitdt der
aufzutrennenden DNA-Fragmente hangt von der Agarosekonzentration, der
Stromstarke, der lonenstarke des Puffers und der Dichte der superhelikalen
Windungen ab. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid bei der Gelherstellung
konnen die planaren Ethidiumbromid-Moleklle zwischen die Basenpaare des
DNA-Doppelstranges interkalieren. Kurzwelliges UV-Licht (260 nm) wird von
der DNA absorbiert und durch Ethidiumbromid mit orange-rotem

Fluoreszenzlicht (590 nm) wieder abgegeben.

Agarose lyophylisiert (ultra pure; Gibco BRL)

10 x TBE Tris-HCI, pH 8,0 108 g

(Tris-Borat/EDTA) Borsaure 53¢
EDTAOS5M 20 ml

ad 1000 ml A. dest.

Elektrodenpuffer 1x TBE

DNA-Probenpuffer Xylencyanol FF 0,25% (w/v)
(6 x) Glycerin 30,0% (wiv)
ad 100 ml A. dest.

0,7% Agarose wurden in 1x TBE durch Kochen geldst. Nach Abkihlen auf 50C
wurden pro 100 ml Gellésung 10 pl 0,3% Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe)
zugegeben. Anschliel3end wurde die Gelldsung in den Geltrog gegossen. Dann
wurde der Probenkamm zur Aussparung der Probentaschen eingesetzt. Nach
Erstarren des Gels folgte das Einsetzen in die Elektrophoresekammer
(Pharmacia, Freiburg oder Stratagene, Heidelberg), die vorsichtige Entnahme
des Probenkamms und die Uberschichtung des Gels mit 1x TBE-Puffer. Die
DNA-Proben wurden 1:5 mit DNA-Probenpuffer versetzt, kurz zentrifugiert und
in die Probentaschen einpipettiert. Die Gelelektrophorese lief bei etwa 90 Volt
Spannung fur eine Dauer von 90 bis 120 min. Das von unten mit UV-Licht
(Transilluminator, MAGV GmbH, Rabenau-Londorf) bestrahlte Gel wurde mit
einer Sofortbildkamera (Polaroid MP-4 Land Camera) photographiert (Film
Polaroid 667 ohne Negativ).
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4.3.8. RNA-Gewinnung

Die RNA wurde Uber Saulen (RNeasy Mini Kit, Qiagen) nach dem Protokoll der
Firma gereinigt.

Nach der Stimulation der Peritubuléarzellen mit MIF wurde das Medium
abgenommen, 600 ul RLT-Puffer zugefligt und die Zellen mit einem Zellschaber
von der Kulturflasche abgel6st.

Um die Zellen aufzubrechen, wurden sie 5x mit einer Spritze durch eine Kanile
(20-G) aufgezogen. Die Zellsuspension wurde nun in ein Eppendorf-Cup
Uberfuhrt, 600 pl Ethanol dazugegeben und gut gemischt.

Je 700 pl einer Probe wurden auf eine RNeasy-Mini-Spin-Séaule in einem 2 ml
Roéhrchen aufgetragen. Das Rohrchen wurde dann 15 sec bei 10000 rpm
zentrifugiert. In diesem Schritt wurde die RNA an die Membran in der Saule
gebunden. Um die Sé&ule von den restlichen Zellbestandteilen zu reinigen,
wurden 700 pl RW1-Puffer auf die Saule aufgetragen und 15 sec bei 10000 rpm
zentrifugiert. Dann wurde die RNeasy-Séaule in ein neues 2 ml Roéhrchen
Uberfuhrt, 500 pl RPE-Puffer dazugegeben und bei 10000 rpm 15 sec
zentrifugiert. Es wurden wiederum 500 pl RPE-Puffer zugefugt und 2 min bei
13000 rpm zentrifugiert.

Die Saule wurde in ein 1,5 ml Réhrchen Uberfihrt, 50 ul Millipore-Wasser auf
die RNeasy-Membran gegeben und 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Durch
diesen Schritt wurde die RNA wieder von der Membran eluiert.

4.3.9. RNA-Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der Qualitat der Total-RNA-Aufarbeitung erfolgte die
Gelelektrophorese der RNA in einem Agarosegel nach dem gleichen Prinzip
wie die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA (siehe 4.3.7.). Allerdings
wurde ein anderes Puffersystem verwendet als bei DNA-Agarosegelen. Bei der
Auftrennung von Gesamt-RNA dienten die auftretenden 28 S rRNA (= 3,950
kb), 18 S rRNA (= 1,990 kb) und 5,8 S rRNA (= 0,123 kb) als GroRen-Marker.
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Gelkammer (Gelkammer mit Breite von 1 cm/Bahn), Trog und Kamm wurden
far 30 min in 3% (v/v) H,0, eingelegt (Durchfiihrung unter dem Abzug) und
anschlieBend mehrere Male mit autoklaviertem Wasser gespiilt. Agarose [1-
1,5% (w/v)] wurde durch Kochen in autoklaviertem Wasser gelost und nach
Abkuhlen auf ca. 60C mit 3,06 ml 37% Formaldehyd und 6 ml 5 x MOPS (pH
7,0) versetzt. Zur Probenvorbereitung wurden 5 pg RNA mit Wasser auf 5 pl
Gesamtvolumen aufgefillt und 25 pl Probenpuffer zugeben. Anschliel3end
wurden die Proben 15 min bei 65C erhitzt, dann auf Eis gekuhlt, mit 1,5 ul
EtBr-Stamml6sung (1mg/ml) versetzt, kurz zentrifugiert und in die Geltaschen
geladen. Der Gellauf erfolgte mit konstant 80 Volt, Laufpuffer war 1 x MOPS.
Nach etwa 2 h wurde der Gellauf beendet und unter UV-Licht photographisch

dokumentiert.

10 x MOPS,pH 7,0 3-Morpholino-propansulfonsaure 0,2M
Na-Acetat 50 mM
EDTA, pH 8,0 10 mM
Der pH-Wert wurde mit 2 M NaOH eingestellt

RNA-Probenpuffer 10 x MOPS 0,15 ml
Formaldehyd (37%) 0,24 ml
Formamid (deionisiert) 0,75 ml
autoklaviertes Wasser 100 ul
Glycerol 100 pl
Bromphenolblau (10% w/v) 0,08 ml

4.3.10. Atlas Array

Der Atlas-Array wurde wie im Protokoll der Firma Clontech (Heidelberg)

beschrieben durchgefihrt:

4.3.10.1. Sonden-Synthese

Bei der folgenden Reaktion entstand aus der in 4.3.8. gewonnenen RNA *?p-

markierte cDNA.
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Mastermix 5 pl [0-*2P]dATP
3 pl 10x dNTP-Mix
6 pl 5x Super-Script 1% Strand Buffer
1,5 pl DTT (100 mM)

Es wurden je Ansatz 5 pg RNA mit 1,5 pl Primer Mix (Clontech,Heidelberg)
gemischt. Die Ansatze wurden kurz anzentrifugiert, zunachst 2 min bei 70C
und dann 2 min bei 48T inkubiert. Wahrend der letz ten Inkubation wurden 6 pl
Super Script (Gibco) zum Mastermix gegeben. Nachdem die Ansatze wieder
auf RT abgekuhlt waren, wurden je 16,5 pl Master Mix zugegeben und 25 min
bei 48T inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzufigen von 3 ul 10 X

Terminations-Mix (Clontech, Heidelberg) beendet.

4.3.10.2. Saulen-Chromatographie

Um die Ansatze von kleineren cDNA-Fragmenten zu reinigen, wurden sie mit
Puffer NT2 auf 200 ml Gesamtvolumen gebracht und in NucleoSpin-Saulen
gegeben. Die Saulen wurden bei 14.000 rpm fur 1 min zentrifugiert, in frische
Reaktionsgefalie Uberflihrt und 400 pl Puffer NT3 (vorher wurden dem Puffer
15 ml 95 % Ethanol hinzugefugt) zugegeben. Dann wurde wieder bei 14000
rom 1 min zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde 2 x wiederholt. Die Saulen
wurden wieder in frische ReaktionsgefalRe Uberfihrt und 100 pl NE-Puffer
dazugegeben. Nach 2 min Inkubation wurde bei 14.000 rpm fir 1 min
zentrifugiert, um die gereinigte Probe zu eluieren.

Die Markierungseffizienz  der Ansadtze bzw. Einbaurate der radioaktiven
Nucleotide wurde gepruft, indem 2 pl der gereinigten Probe in 5 ml
Szintillationsflissigkeit gegeben wurden und die counts pro Minute (cpm)

gemessen wurden.

4.3.12. Hybridisierung

Die Atlas Array-Membran wurde zunachst mit 5 ml der Hybridisierungslésung
bei 68<C fur 30 min prahybridisiert.
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Die markierte cDNA wurde anschlieRend fir 2 min bei 95C denaturiert, dann 2
min auf Eis inkubiert und der Hybridisierungslésung zugefuigt. Es folgte eine
Inkubation Uber Nacht bei 68TC. Samtliche Inkubationen fanden im

Hybridisierungsofen unter sténdiger Rotation statt.

Waschlésung 1 2 x SSC
1% SDS auf 68T erhitzt

Waschlésung 2 0,1 x SSC
0,5% SDS auf 68T erhitzt

Am nachsten Tag wurde die Hybridisierungs-Losung durch 200 ml
Waschlésung 1 ersetzt. Die Membran wurde bei 68C 30 min geschittelt.
Dieser Vorgang wurde drei mal mit Waschlésung 1 und einmal mit
Waschlésung 2 wiederholt. Die Membran wurde 5 min bei RT mit 200 ml 2x
SSC geschiuttelt. Danach wurde sie in Plastikfolie verpackt und tber Nacht bei
68 T inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit einem Scintillation Counter.
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5. Ergebnisse

5.1. Zellkulturexperimente

5.1.1. Kultivierung von Peritubularzellen

Die Peritubularzellen (PTC) wurden Uber einen enzymatischen Verdau aus
den Rattenhoden isoliert und erreichten ca. 7 Tage nach der Isolierung die
gewilnschte Reinheit (> 95%). Bis zu der 2.-3. Passage zeigten die Zellen
ein gutes Wachstum, welches danach stark abnahm. Aus diesem Grund
wurden fur die Versuche ausschlie3lich die Passagen 2 und 3 verwendet.

5.1.2. Transfektion der Peritubularzellen

Die Transfektion der PTC wurde mit Lipofektamin nach dem unter 4.1.7.
beschriebenen Protokoll durchgefuhrt, da mit diesem die hoéchste
Uberlebensrate und beste Transfektionseffizienz erzielt wurde. GroRer Wert
wurde darauf gelegt, dal3 die PTC nach der Behandlung morphologisch
unverandert aussahen. Um dies zu erreichen, wurde die Transfektion mit 1%
FKS-haltigem Medium durchgefuhrt und auf  eine hohere
Transfektionseffizienz, die ohne FKS-Zusatz erreicht worden ware,
verzichtet. Die Effizienz der Transfektion lag bei ca. 20%.

Zwei Tage nach erfolgter Transfektion wurden die Versuche fortgesetzt, da
zu diesem Zeitpunkt die Fluoreszenz des GFP am starksten war.

Durch Elektroporation konnte keine effiziente Transfektion der PTC erreicht

werden. Die meisten PTC starben bei der Behandlung.
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5.1.3. Untersuchung zur Lokalisation der Proteinkin  ase C-f3 (PKCP) in

Peritubularzellen

Nach Transfektion der PTC mit dem PKCB-EGFP-Vektor wurde in den Zellen
die PKCPB gekoppelt an das Green-fluorescent Protein (GFP) exprimiert.
Durch das Reporterprotein wurde somit die PKCP fluoreszenzmikroskopisch
sichtbar gemacht.

Nach Stimulation mit rekombinantem MIF in den Konzentrationen 50 ng/ml
und 100 ng/ml konnte bei der Gberwiegenden Zahl der PTC eine Lokalisation
der PKCP an der Zellmembran festgestellt werden (Abb.5.1., Abb.5.2.). Diese
Membranstandigkeit war schon nach 1 min sichtbar und persistierte fur
mindestens 30 min. Die Positivkontrolle mit PMA zeigte den gleichen Effekt
wie eine Stimulation mit MIF. Bei der Negativkontrolle konnte keine
Translokation der PKCPB zur Zellmembran beobachtet werden. Die
Stimulationen wurden mit MIF in RPMI 1640 mit 10% FKS, 1% FKS oder
ohne FKS durchgefiuihrt, wobei Unterschiede im FKS-Gehalt keine
differierenden Ergebnisse zeigten.

Nach Fixierung der Zellen mit 4% Paraformaldehyd (w/v) und dem Eindecken
des Praparates in DAPI® erfolgte die Betrachtung der Zellen mittels eines
Fluoreszenzmikroskopes (Leica, Wetzlar) und eines Laser-Scanning-
Mikroskopes (Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg). Die Laser-Scanning-
Mikroskopie machte eine Betrachtung der Zelle in genau definierten Ebenen
mdoglich, so daR Uberlagerungseffekte der Fluoreszenz, welche durch die
Dreidimensionalitat der Zelle zustande kamen, ausgeschlossen werden

konnten.
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Abb.5.1.:
Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der mit dem PKC[(-
EGFP-Plasmid transfizierten und
anschlieend mit PFA fixierten
Zellen.

A: Unstimulierte PTC.

B:

Positivkontrolle:

Nach Stimulation mit PMA (3
pg/ml; 5 min) ist eine
verstarkte Fluoreszenz der
Zellmembran zu beobachten.

: PTC nach Stimulation mit

rek. MIF (100 ng/ml; 30 min).
Auch hier ist die PKCf
vorwiegend an der
Zellmembran lokalisiert.
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Abb.5.2.:

Aufnahmen der PTC mit dem

Laser-Scanning-Mikroskop.

A: Unstimulierte PTC. Die PKC[
ist homogen im Zytoplasma
verteilt.

B: Positivkontrolle:

Nach Stimulation mit PMA (3
png/ml; 5 min) ist die PKCB an
der Zellmembran lokalisiert.

C: PTC nach Stimulation mit rek.
MIF (100 ng/ml; 5 min). Hier
ist die PKCp ebenfalls an der
Zellmembran lokalisiert, das
Zytoplasma ist Uberwiegend
negativ.
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5.2. EinfluR von MIF auf die intrazellulare cAMP-

Konzentration der Peritubularzellen

Um eine Erh6hung des intrazellularen Gehaltes an zyklischem Adenosin-
Monophosphat (CAMP) nach Stimulation der PTC mit rek. MIF zu Uberprifen,
wurde ein kompetitiver ELISA durchgefuhrt. Durch Acetylierung der Proben
konnten cAMP-Standard-Konzentrationen von 0,078 pmol/ml bis 20 pmol/ml
gemessen werden.

Als Positivkontrolle diente eine Stimulation mit 100 mM Forskolin. Die
Positivkontrolle zeigte einen Anstieg der cAMP-Konzentration Uber 20
pmol/ml und lag somit auRerhalb des Maximalbereichs der Standardkurve.
Die Uibrigen Messungen lagen alle im Bereich der Standardmel3werte.

Nach 15-minuatiger, 1-stindiger und 3-stiindiger Stimulation mit MIF in den
Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml konnte kein Anstieg des
intrazellularen cAMP in PTC festgestellt werden (Abb.5.3.).

[EnN
(o)

[~ S S
o N DM O
| |

cAMP-Konzentration (pmol/ml)

15 min 1h 3h
Stimulationsdauer

MO0 ng/ml rek. MIF B50 ng/ml rek. MIF 0100 ng/ml rek. MIF

Abb.5.3.: Messung der cAMP-Konzentration mittels ELISA. Die PTC wurden mit MIF
in den Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml (in RPMI 1640) oder mit
RPMI 1640 ohne Zuséatze stimuliert. Nach 15 min, 1 h und 3 h wurden die
cAMP-Konzentrationen gemessen.
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Stimulations- MIF-Konzentration Positiv-
dauer kontrolle

0 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 100 mM

Forskolin

15 min 2,3 3,2 4,2

2 3,6 4,5

2,9 3,2 1,6 >> 20

2,5 2 2,9

3,4 2,4 3,2

7,5 3 3
1h 16 3,9 2,7

4.4 3,8 3,4 >> 20

3.8 3,8 4,2
3h 4,75 3,9 6,5

4,75 8 4,5

5 3,2 6,5 >> 20

7 3 7,5

4,1 5,4 4,3

3,3 3.4 4,5

Tab. 5.1.. cAMP-Konzentrationen (pmol/ml), die nach Anleitung der Firma Biotrend
durch Bestimmung der optischen Dichte berechnet wurden.
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5.3. Proliferative Wirkung von MIF auf Peritubularz  ellen

Die Proliferation der PTC wurde mit Hilfe des Amidoblack-
Proliferationsassays bestimmt. Die PTC wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von rek. MIF Uber mehrere Tage stimuliert. Obwohl bekannt
ist, dass fetales Kalberserum (FKS) allein auf Zellen eine mitogene Wirkung
hat, war in dem Stimulationsmedium FKS enthalten, da die PTC ohne Serum
eine Stimulationsdauer von mehreren Tagen nicht Uberlebt hatten. Um eine
Abhangigkeit vom FKS-Gehalt zu Uberprufen, wurde der Versuch mit 2%
FKS-, 4% FKS- und 10% FKS-haltigem Medium durchgefihrt. Bei
Stimulation mit 2% FKS-haltigem und 4% FKS-haltigem Medium wurde als
Positivkontrolle  eine  Stimulation mit 10% FKS-haltigem Medium
durchgefiihrt, um die Proliferationsfahigkeit der Zellen zu kontrollieren.

Die Proliferationsrate der PTC zeigte eine Abhangigkeit vom FKS-Gehalt des
Mediums (Abb.5.4.).

Es konnte hingegen keine Wirkung von MIF auf die Proliferation der PTC
festgestellt werden. Eingesetzt wurden MIF-Konzentrationen von 50 ng/ml,
100 ng/ml und 500 ng/ml. Abb. 5.4. zeigt die Abhéngigkeit der Proliferation
vom FKS-Gehalt. Abb. 5.5. zeigt eine beispielhafte Messung, die nach 3
Tagen Stimulationsdauer erfolgte. Die statistische Auswertung erfolgte mit

dem Programm SPSS.

0,25

o

= o

a1 N
|

o
=
|

Optische Dichte

2% FKS 4% FKS 10% FKS

Abb.5.4.: Erhéhung des FKS-Gehaltes im Medium fuhrt zu einem signifikanten Anstieg
der Proliferation (p<0,01). Die Messung erfolgte mit dem Amidoblack-Assay
(n=8).
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0,25
@ 0,2 -
<
o
A 0,15
Q
<
2 01
o
© 0,05
0
\Ong/ml 50 ng/mi 100 ng/ml 500 ng/ml 0 ng/ml
—
2% FKS 10% FKS

Abb.5.5.: Messung der Proliferation der PTC mittels eines Amidoblack-Assays
nach 3-tagiger Stimulation mit MIF in RPMI 1640 mit 2% FKS. Stimuliert
wurde mit MIF in den Konzentrationen 0, 50 und 100 ng/ml. Als
Positivkontrolle diente eine Stimulation mit RPMI 1640 mit 10% FKS. Nur
bei der Positivkontrolle war ein signifikanter Anstieg der Proliferation zu
beobachten (p<0,01/ n=8).

5.4. Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und ELK-1

Eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und ELK-1 in den PTC wurde
mit Hilfe des Luciferase-Assays uberpruft.

Die PTC wurden mit Reportergenvektoren transfiziert, die die entsprechenden
Promotorsequenzen enthielten. Fir AP1 war dies der Vektor AP1, fir ELK-1 der
Vektor SRE. Als Positivkontrolle diente eine Doppeltransfektion mit dem zu
untersuchenden Plasmid und dem Paositivkontroll-Plasmid FC.

Nach 6-stiindiger Stimulation der PTC mit MIF in den Konzentrationen 50 ng/ml
und 100 ng/ml konnte bei keinem der Vektoren eine vermehrte Luciferase-
Aktivitat und somit keine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und ELK-1
nachgewiesen werden.

Bei dem Vektor SRE gab es bei einer von 5 Versuchsreihen einen signifikanten

Anstieg nach Stimulation mit 50 ng/ml, der allerdings nicht reproduziert werden
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konnte. Bei dem Plasmid AP1 konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.
Fur die Diagramme wurden exemplarisch Ergebnisse von je einer einzelnen

Messung dargestellt.

Untersuchung des Transkriptionsfaktors AP1

700

600

o
o

N W b O
o O
o O

o
o

Rel. Lichteinheiten

100

Positivkontrolle 0 ng/ml rek. MIF 50 ng/ml rek. MIF 100 ng/ml rek.
MIF

Abb.5.6.: Messung der Lumineszenz 2 Tage nach Transfektion der PTC mit dem
Vektor AP1. Als Positivkontrolle wurde eine Doppeltransfektion zusétzlich
mit dem Positivkontrollplasmid durchgefuhrt. Als Negativkontrolle diente ein
Ansatz ohne MIF. Mit rek. MIF wurde in den Konzentrationen 50 ng/ml und
100 ng/ml stimuliert. Die Stimulationsdauer betrug 6h. Bei der
Negativkontrolle und bei den Stimulationen mit MIF konnte keine
Lumineszenz gemessen werden. Das Diagramm zeigt exemplarisch die
Ergebnisse einer einzelnen Messreihe.
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1600

Untersuchung des Transkriptionsfaktors ELK-1

1400

1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 +

Rel. Lichteinheiten

Positivkontrolle 0 ng/ml rek. MIF 50 ng/ml rek. MIF 100 ng/ml rek. MIF

Abb.5.7.

Messung der Lumineszenz 2 Tage nach Transfektion der PTC mit dem
Vektor SRE. Bei der Positivkontrolle wurde eine Doppeltransfektion mit
einem Positivkontrollplasmid durchgefuhrt. Als Negativkontrolle diente ein
Ansatz ohne MIF-Zugabe. Stimulationen wurden mit rek. MIF in den
Konzentrationen 50 ng/ml und 100 ng/ml durchgefihrt. Die
Stimulationsdauer betrug 6h. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse einer
einzelnen Messreihe.
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5.7. DNA-Anreicherung

Die verwendeten Plasmide wurden zunachst durch Transformation kompetenter
Bakterien und anschliel3ender Plasmidpraparation angereichert. Der Erfolg der
Plasmidpraparation wurde mittels analytischem Restriktionsverdau und
anschlieBender Gelelektrophorese uberpriuft. Die Banden in der erwarteten

Hohe zeigten, dass die Vektoren erfolgreich amplifiziert werden konnten.

1 2 3 4 M
5674 bp - I I i i I ~ 6700 bp

Abb.5.8.: Auftrennung und Ethidiumbromid-Farbung der durch Restriktionsverdau
linearisierten Vektor-DNA. Spur 1: Vektor AP1, Spur 2: Vektor SRE, Spur
3. Positivkontrollvektor (FC), Spur 4. PKCSEGFP-Vektor. Als
GroRenmarker wurde ein 1kb-Marker eingesetzt.

5.8. cDNA-Array

Die differentielle Expression verschiedener Gene nach MIF-Stimulation wurde
mit einem cDNA-Array Uberpruft.

Nach 1-stundiger Inkubation der PTC mit rek. MIF (50 ng/ml) konnte eine
differentielle Expression von insgesamt 26 Genen beobachtet werden (siehe
Tab.5.4., Abb.5.9.a+b). Gene des MAP-Kinase-Weges (MAP-Kinase-Kinase 5
und MAP-Kinase 1) wurden verstarkt exprimiert, wahrend die Gene der cAMP-
abhangigen Proteinkinase und der Adenylylcyclase Typ |1l vermindert
transkribiert wurden. Bei sechs Rezeptortypen konnte ein verandertes

Expressionsmuster festgestellt werden. Der [,-adrenerge-Rezeptor wurde

-54 -



Ergebnisse

hochreguliert, wahrend der Thrombin-Rezeptor, der G-Proteingekoppelte
Rezeptor 27 und der Serotonin-Rezeptor 2B eine geringere Expression im
Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Das antiapoptotisch-wirkende Heat-shock-
protein hsp 90 wurde vermehrt exprimiert.

Den starksten Anstieg (6,5-fach) zeigte das Gastroinhibitorische Peptid. Die
Enzyme Steroid-Sulfatase und Cathepsin L wurden ebenso wie das
Kortikosteroid-induzierte ~ Protein,  Synaptogamin ~ XI, das Na'/H'-
Austauscherprotein 1 und der Dihydropyridin-sensitiver L-Typ Calcium-Kanal
verstarkt  exprimiert. Auch die Expressionsintensititen des PKC-
Inhibitorproteins, der Transducin ,-Untereinheit und des Hitze-Schock-Proteins
Hsp90 stiegen an. Vermindert exprimiert wurden dagegen das Heparin-binding
growth associated protein, die Metalloendopeptidase meprin 3-Untereinheit, die

mitochondriale Adenylatkinase und die Proteasom-Untereinheit-Ring12.

[ ] Adenylylcyclase Typ I
[ ] Metalloendopeptidase
[ ] cAMP-abhangige Proteinkinase
=1 Heparin-binding growth assoc. protein
[ ] Serotonin-Rezeptor 2B
31 G-Proteingekoppelter Rezeptor 27
[ ] Thrombin-Rezeptor (CF2R)
[ ] Mitochondriale Adenylatkinase 2
/1 Proteasome-Untereinheit-Ring 12
PKC-Inhibitorprotein-1 & I
Cathepsin L E—/——"=77
Gastro-inhibitorisches Polypeptid | ]
Transducin beta-2 Untereinheit
Mitogen-aktivierte Proteinkinase 1 T
Mitogen-aktivierte Kinase-Kinase 5 | ]
Adrenerger Rezeptor, beta 2 /1
Steroidsulfatase I ]
Synaptotagmin X| /]
Na‘/H*-Austauscherprotein 1 [ ]
Kortikosteroid-induziertes Protein 00—
Dihydropyridin-sensitiver L-Typ Ca**-Kanal
Hsp 90 ————™3

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6

Tab. 5.4.. Differentielle Genexpression in PTC nach 1-stindiger Stimulation mit rek.
MIF (50 ng/ml).
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Nr Transkripte hochrequliert durch MIF Gen Bank Gesteigerte
Accession-Nr. Expression um
den Faktor

1 Hsp90 —beta S45392 2.4

2 Dihydropyridin-sensitiver L-Typ M88751 2.6
Calcium-Kanal beta 3 Untereinheit

3 Kaortikosteroid-induziertes Protein L41254 2.4
Na*/H*- Austauscher 1 P26431 2.9
Synaptotagmin  XI; membrane AF000423 2.3
protein trafficking

6 Steroidsulfatase U37138 3.5

7 Adrenerger Rezeptor, beta 2 J03024 2.0

8 MAP-Kinase-Kinase 5 U37462 2.9

9 MAP-Kinase 1 (ERK1) M61177 2.3

10 Transducin beta2-Untereinheit U34959 2.3

11 Gastro-inhibitorisches Polypeptid; L08831 6.5
Vorlaufer (GIP)

12 Cathepsin L Y00697 2.2

13 PKC-Inhibitorprotein 1 M84416 2.7

Nr Transkripte herabreguliert durch MIF Gen Bank Verminderte

Accession-Nr. Expression um
den Faktor

14 Adenylylcyclase Typ II M80550 4.2

15 Metalloendopeptidase; Meprin beta M88601 3.9
Untereinheit

16 cAMP-abhangige Proteinkinase; X57986 3.7
katalytische Untereinheit

17 Heparin-binding growth associated M55601 2.2
Protein

18 Serotonin-Rezeptor 2B X66842 3.9

19 G-Proteingekoppelter Rezeptor 27 D12820 2.1

20 Thrombin-Rezeptor (CF2R) M81642 4.2

21 Mitochondriale Adenylatkinase 2 D13061 5.5

22 Proteasome Untereinheit-Ring 12 D10757 2.1
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Abb.5.9.b: Genexpressionsmuster der PTC nach 1-stiindiger Stimulation mit MIF (50
ng/ml).
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6. Diskussion

In den letzten Jahren wurden flr das Zytokin MIF neben seiner ursprtinglichen
Rolle als proinflammatorischem Faktor eine Reihe weiterer Funktionen
beschrieben. Dazu z&hlen unter anderem eine Beteiligung an der
Tumorentstehung und regulative Eigenschaften in endokrinen Organen. Trotz
dieser Fortschritte ist der molekulare Wirkmechanismus von MIF noch
weitgehend unverstanden. Obwohl die MIF-Aktivitat bereits in den 60er Jahren
entdeckt worden war, konnte erst vor kurzem ein membranstandiges
Bindungsprotein fur MIF identifiziert werden. Auch die molekularen
Signaltransduktionswege, die durch MIF aktiviert werden, zeigen in den
beschriebenen Untersuchungen eine Vielzahl von kontraren Ergebnissen.

Im Hoden zeigt MIF wichtige regulatorische Eigenschaften. Nach Depletion der
MIF-produzierenden Leydig-Zellen wird es kompensatorisch von den Sertoli-
Zellen gebildet und konnte auch in den Peritubularzellen nachgewiesen werden
(Meinhardt et. al, 1999).

Untersuchungen zur Wirkung von MIF auf die intrazellulare Calcium-
Konzentration zeigten in Sertoli-Zellen keine Veranderungen, wahrend die PTC
mit einer deutlichen, dosisabhangigen Erhdhung des intrazellularen Calciums
reagierten (Wennemuth et al., 2000).

Basierend auf diesen Ergebnissen sollte in der vorliegenden Arbeit der
molekulare Wirkmechanismus von MIF an PTC-Kulturen ndher charakterisiert

werden.

6.1. Signaltransduktion des Makrophagen-Migrations-

Inhibitions-Faktors

6.1.1. Untersuchungen zur molekularen Wirkungsweise von MIF auf Zellen

Da MIF ein hydrophiles Zytokin ist und somit nicht zu erwarten ist, dass es frei
durch die Zellmembran diffundiert, basiert die vorliegende Arbeit auf der
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Hypothese, dass MIF mittels eines membranstidndigen Rezeptors an PTC
bindet und dadurch die von Wennemuth et al. (2000) beschriebene Erhdhung
der intrazellularen Calcium-Konzentration in diesen Zellen bewirkt.

Jungste Untersuchungen an humanen Monozyten, murinen Makrophagen und
der humanen Raji B-Zell-Linie zeigten eine Bindung von MIF an CD74, der
Zelloberflachenform der MHC-Klasse-llI-assoziierten unveranderlichen Kette
(Leng et al., 2003). CD74 spielt eine Rolle beim Transport von MHC Klasse II-
Proteinen vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Komplex und bei der
B-Zell-Reifung (Cresswell, 1994; Matza et al., 2001). Zu beachten ist, dass nur
2-5% des zellularen CD74 auf der Zelloberflache exprimiert werden (Wraight et
al, 1990). Wichtig ist aufl’erdem, dass fur CD74 Kkeine intrazellulare
Signaltransduktionsdoméane bekannt ist. Moglicherweise wird MIF somit durch
die Bindung an CD74 seinem eigentlichen, noch unbekannten Rezeptor
prasentiert.

Untersuchungen an humanen Transitionalzellkarzinom-Zellen (HT1376)
bestatigten eine Assoziation von MIF mit CD74 (Meyer-Siegler et al., 2004). In
dieser Studie wurde jedoch auch eine Assoziation mit CD44 gezeigt, welche
sich als wesentlich starker als die mit CD74 erwies. CD44 stellt ein
Adhasionsmolekul dar, welches fur die Aktivierung von CD74 benétigt wird.
Diese Ergebnisse lieBen die Vermutung aufkommen, dass der MIF-CD44-
Komplex mit CD-74 interagiert und durch Aktivierung der ERK1/2 die
Zytokinproduktion und Zellproliferation induziert (Meyer-Siegler et al., 2004).

Ein weiterer Wirkungsmechanismus wurde in einer Rezeptor-unabhangigen
endozytotischen Aufnahme von MIF in Raw 264.7-Makrophagen und Hela-
Zellen beschrieben (Kleemann et al., 2000). Allerdings ist hierbei unklar, wie
MIF aus den endozytotischen Vesikeln in das Zytosol gelangt.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Aktiverung der Proteinkinase C durch
MIF gezeigt werden. Zusammen mit der bereits beschriebenen Erhéhung des
intrazellularen Calciums in MIF-stimulierten PTC, weist dieses Ergebnis auf
eine Bindung von MIF an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor auf PTC hin.
Die Hypothese wird gestutzt durch Untersuchungen von Schwarz (2003),
welche eine Hemmung des MIF-induzierten Calcium-Anstiegs durch den G;-
Protein-Inhibitor Pertussis-Toxin zeigten. Diese Versuche wurden jedoch mit

hohen Dosen des Inhibitors (5 pg/ml) durchgefihrt, so dass eine unspezifische
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Hemmung anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren nicht auszuschlief3en ist.
Der klassische, durch Calcium-mobilisierende Hormone aktivierte G-Protein-
gekoppelte Signaltransduktionsweg, der auch die Phospholipase C-3 und somit
den Inositoltriphosphat-Weg aktiviert, ist der G-Weg (Neves et al., 2002). Die
vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dall MIF auf PTC an einen Gg-
Protein-gekoppelten Rezeptor bindet und dadurch die intrazellulare

Calciumerhdhung induziert.

6.1.2. Untersuchungen zur Aktivierung des MAP-Kinas  e-

Signaltranduktionsweges durch MIF

Eine Aktivierung des MAP-Kinase (mitogen activated protein kinase)-
Signaltransduktionsweges durch MIF ist bereits von verschiedenen
Arbeitsgruppen berichtet worden.

Mitchell et al. (1999) gaben Dbei Untersuchungen der murinen
Fibroblastenzelllinie NIH/3T3 erste Hinweise fur eine Aktivierung des MAP-
Kinase-Weges. Dabei stand die Wirkung von MIF im Zusammenhang mit der
cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) und induzierte eine Aktivierung der
Phospholipase A2 mit nachfolgender Arachidonsaure-Freisetzung aus der
Zelle. Durch Inhibition der PKA mittels H-89 konnte keine ERK-Aktivierung mehr
hervorgerufen werden, wogegen eine Inhibition der PKC keinen Einflul3 zeigte.
Auch konnte in den MiIF-stimulierten NIH/3T3-Zellen keine Erh6hung der
intrazellularen Calciumkonzentration festgestellt werden (Mitchell et al., 1999).
In humanen Fibroblasten, welche aus der Synovia des Kniegelenkes von
Patienten mit rheumatoider Arthritis gewonnen wurden, stimulierte MIF die
Bildung von Matrixmetalloproteinase-1 (MMP-1) und -3 (MMP-3). Die
Tyrosinkinase-Inhibitoren Genistein und Herbimycin A sowie der Proteinkinase
C-Inhibitor Staurosporin waren in der Lage, die MIF-induzierte MMP-1- und
MMP-3-Expression zu supprimieren, wogegen hier eine Inhibition der PKA
durch den Inhibitor H-8 keine Wirkung zeigte. Die erhdhte MMP-1 und -3
Expression waren abhéngig von der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors AP1,
was sich in einer Verminderung der Expression durch Curcumin, einem AP1-

Inhibitor darstellte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MIF in diesen
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Fibroblasten  eine  Src-Tyrosinkinase-, @ PKC- und  APl-abhangige
Signaltransduktion ausldst (Onodera et al., 2000). Dabei ist jedoch zu beachten,
dass MIF in dieser Studie in unphysiologisch hoher Konzentration (1pg/ml)
eingesetzt wurde. In der Synovialflissigkeit bei rheumatoider Arthritis werden
MIF-Konzentrationen um 85 ng/ml erreicht (Onodera et al., 1999) und selbst
unter septischen Bedingungen steigt die MIF-Konzentration auf maximal 150
ng/ml (Calandra et al., 2000).

Spatere Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe zeigten eine erhohte
Expression von MMP-13 in Osteoblasten der Ratte nach Stimulation durch MIF.
Auch in dieser Studie wurde die gesteigerte Expression der MMP-13 durch
Genistein, Herbimycin A und Curcumin unterdrickt. Der MAP-Kinase-selektive
Inhibitor PD98059 verhinderte die vermehrte MMP-13-, c-jun- und c-fos-
Expression. C-Jun und c-Fos kénnen durch die Bildung eines Heterodimers den
Transkriptionsfaktor AP1 aktivieren. Die Daten dieser Arbeit weisen auf eine
Beeinflussung der MMP-13-Expression durch einen Src-, ERK1/2- und AP1-
abhangigen Signaltransduktionsweg hin (Onodera et al., 2002). Jedoch waren
diese Effekte wiederum nur mit extrem hohen MIF-Konzentrationen (10ug/ml)
induzierbar, was an der Relevanz dieses Mechanismus in vivo zweifeln lasst.
Eine spatere Studie an dermalen Fibroblasten zeigte &hnliche Effekte schon bei
einer MIF-Konzentration von nur 100 ng/ml. In dieser Studie wurde die MMP-1
MRNA-Hochregulation durch MIF durch Herbimycin A, Genistein, einen PKC-
Inhibitor GF109203X, einen PKA-Inhibitor (H89), einen MEK-Inhibitor
(PD98089) und einen JNK-Inhibitor (SP600125) verhindert. AuRerdem fluhrte
MIF zur Phosphorylierung von Raf, der PKC und der MAP-Kinase (Watanabe et
al., 2004).

Kardiomyozyten reagierten in einer Studie von Fukuzawa et al. (2002) auf
oxidativen Strel3 mit einer Proteinkinase C-abhangigen Sekretion von MIF,
welche daraufhin Uber die MEK1/2 (MAP/ERK-Kinase) eine Aktivierung der
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), einem klassischen Molekul der
MAPK-Familie, bewirkte.

Fur die angiogenetischen Eigenschaften von MIF scheint die Aktivierung zweier
voneinander unabhéngiger Signaltransduktionswege, namlich des PI3K-Akt-
Weges und der MAP-Kinase-Kaskade, wichtig zu sein. Eine Studie an HMVEC

(humanen dermalen mikrovaskularen Endothelzellen) zeigte, dass die P13-Akt-
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Aktivierung antiapoptotisch wirkt, wahrend die MAPK-Kaskade auf diesen
Parameter keinen Einflu@ nimmt. Die ERKZL/2-Aktivierung induzierte die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors ELK-1 und war bedeutend fur die
Proliferation der Endothelzellen. Die Src-Tyrosinkinase und c-Jun spielten bei
diesen Zellen allerdings keine Rolle als Signalmolekul fir MIF (Amin et al.,
2003).

Eine Aktivierung des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges in
Peritubularzellen konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.
Im cDNA-Array konnte nach MIF-Stimulation von PTC zwar eine vermehrte
Expression von Molekilen des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges, namlich
der ERK1 und MKKS5, gezeigt werden, aufgrund der gesteigerten Expression
allein kann allerdings nicht auf eine tatsachliche Aktivierung geschlossen
werden. Weitere Ergebnisse (s.u.) der vorliegenden Arbeit lassen eine MAP-
Kinase-Aktivierung in PTC unwahrscheinlich erscheinen, doch kénnte eine
Untersuchung der MAP-Kinase-Phosphorylierung mittels Westernblot in
zukunftigen Studien sinnvoll sein.

In NIH/3T3-Zellen und dermalen Fibroblasten war die cAMP-abhangige PKA bei
der MAP-Kinase-Aktivierung involviert (Mitchell et al., 1999; Watanabe et al.,
2004). Doch auch eine PKA-Aktivierung in PTC erscheint nach den
Untersuchungen zu dieser Arbeit unwahrscheinlich. So wurde im cDNA-Array
nicht nur eine verminderte Expression der Adenylatcyclase, welche die cAMP-
Synthese aus Adenosintriphosphat (ATP) induziert, nachgewiesen, sondern es
konnte zudem gezeigt werden, dass die cAMP-abhéangige PKA selbst
vermindert exprimiert wird. Im Einklang dazu konnten im cAMP-ELISA nach
Stimulation mit MIF keine erhéhten cAMP-Konzentrationen nachgewiesen
werden. Auch der bereits beschriebene Calcium-Anstieg und die Aktivierung
der Proteinkinase C stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen an NIH/3T3-
Zellen. Die Studie an synovialen Fibroblasten unterstitzt die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit insofern, dass die molekulare Wirkung von MIF nicht in
allen Zellen tGber die PKA vermittelt wird (Onodera et al., 2000).
Reportergenassays mit Luciferase als Reportergen wurden durchgefihrt, um
eine Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und Elk-1 zu untersuchen. AP1
und Elk-1 sind mdgliche Zielproteine der MAP-Kinase-Signaltransduktion. Eine

Aktivierung von AP1 oder Elk-1 durch MIF wurde in einer Vielzahl von Studien
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beschrieben (Onodera et al., 2000; Onodera et al., 2002; Amin et al., 2003).
Kleemann et al. (2000) zeigten hingegen, dal3 MIF in der Makrophagen-Zelllinie
Raw 264.7 und in HelLa-Zellen an das zytoplasmatische Protein Jabl bindet,
welches den Transkriptionsfaktors AP1 (activating protein-1) aktiviert. In dieser
Arbeit wurde durch die Bindung an MIF die Aktivierung von AP1 durch Jabl
inhibiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte in PTC keine Aktivierung von AP1 und Elk-1
festgestellt werden. Eine Inaktivierung der Transkriptionsfaktoren AP1 und Elk-1

wurde nicht untersucht und ist Inhalt zukinftiger Experimente.

6.1.3. Untersuchungen zur Aktivierung der Proteinki nase Cf3 durch MIF

Die Proteinkinase C wurde bereits in synovialen und dermalen Fibroblasten als
Signaltransduktionsmolekdl fur MIF beschrieben (Onodera et al, 1999;
Watanabe et. al., 2004). Ihre Aktivierung wurde in diesen Arbeiten jedoch nur
indirekt nachgewiesen, indem gezeigt wurde, dass die Expression der MMP
durch MIF nach Inhibition der PKC supprimiert wurde.

Die PKC ist eine Serin- und Threoninkinase und existiert in verschiedenen
Subtypen. Zu den konventionellen Subtypen, die Calcium und DAG binden,
gehoren die Isoformen a, 3 und y. Die PKCly tritt nur im Gehirn auf, wahrend die
PKC a und B in vielen verschiedenen Organen vorkommen (Azzi et al., 1992).
In der vorliegenden Arbeit konnte an Peritubulérzellen, die mit einem Plasmid
transfiziert worden waren, welches die PKCP gekoppelt an das Green-
fluorescent-protein (GFP) enthielt, eine Aktivierung der Proteinkinase C[ in vivo
gezeigt werden. Mittels Fluoreszenz- und Laserscanning-Mikroskopie konnte in
Peritubularzellen nach Stimulation mit MIF eine Translokation der zuvor
zytoplasmatisch vorliegenden PKC[B an die Zellmembran nachgewiesen
werden. Diese Translokation an die Membran gilt als Beweis fir die Aktivierung
der PKC (Liu et al., 1996).

Im cDNA-Array konnte nach Inkubation der PTC mit MIF eine gesteigerte
Expression des Proteinkinase C-Inhibitors KCIP-1 um den Faktor 2,7

nachgewiesen werden. Dieser bildet ein Substrat der Proteinkinase C (Toker et
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al., 1992) und konnte ein weiterer Hinweis flir eine vorausgegangene PKC-
Aktivierung sein.

Die PKC wird im Inositoltriphosphat-Weg dber die Aktivierung der
Phospholipase C mit konsekutiver Spaltung von Phosphatidyl-Inosit-4,5-
Bisphosphat in Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) durch
DAG aktiviert. Das hydrophile 1Pz bewirkt eine Offnung von Calcium-Kanalen
des endoplasmatische Retikulums und somit eine ErhOhung der
zytoplasmatischen Calciumkonzentration. Die Aktivierung der PKC steht somit
im Einklang mit der von Wennemuth et al. (2000) beschriebenen Erh6hung des
intrazellularen Calciums und lasst eine Involvierung des Inositoltriphosphat-

Weges fur die MIF-Signaltransduktion in PTC vermuten.

6.1.4. Untersuchungen zur Steigerung der Zellprolif ~ eration durch MIF

Die durch MIF hervorgerufenen biologischen Effekte sind ebenso mannigfaltig
wie seine molekularen Wirkmechanismen. In NIH/3T3-Fibroblasten und
Endothelzellen (HMVECS) steigert MIF die Zellproliferation (Mitchell et al. 1999;
Amin et al., 2003). Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie an NIH/3T3- und
Jurkat T-Zellen, dass MIF Uber eine Bindung an Jabl den Abbau des
Zellzyklus-Inhibitors p27X"* inhibiert und somit anti-proliferativ wirkt (Kleemann
et al., 2000).

In eigenen Untersuchungen konnten mittels Amidoblack-Assay keine Hinweise
auf eine vermehrte Proliferation der PTC durch MIF festgestellt werden. Auch
konnte keine Aktivierung der wachstumsférdernden MAP-Kinase festgestellt
werden. Diese Daten lassen vermuten, dass MIF keinen Effekt auf das
Zellwachstum ausibt. Hier ware jedoch eine wiederholte Untersuchung mit
vorheriger Stimulation von AP1 durch Jabl lohnenswert, um eine mdgliche anti-
proliferative Wirkung von MIF, wie sie von Kleemann et al. (2000) beschrieben

worden ist, auszuschliefRen.
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6.2. Hypothese zur molekularen und biologischen Wi rkung

von MIF in Peritubularzellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine Aktivierung der
Proteinkinase C in testikularen Peritubulérzellen nach Stimulation mit MIF. Die
von Wennemuth und Schwarz beschriebene intrazellulare Calciumerhéhung
durch MIF und deren Abhangigkeit von einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor
stehen im Einklang mit dieser Beobachtung und deuten auf eine Aktivierung
des Inositol-Triphosphat-Weges durch MIF hin.

Die Kontraktion der myoiden Peritubularzellen wird Uber endokrine, parakrine
und autokrine Mechanismen reguliert (Gnessi et al., 1997). Endothelin-1 ist als
ein Faktor beschrieben worden, welcher einen voribergehenden Calcium-
Anstieg in PTC induziert und dort Uber die PKC eine Kontraktion der PTC
hervorruft (Santiemma et al, 1996). Mdglicherweise bewirkt auch der Calcium-
Anstieg und die Aktivierung der PKC durch MIF eine Kontraktion in den PTC.
Auch ein regulatorischer Einflul3 von MIF auf die Sekretion ist denkbar.
Peritubularzellen sezernieren neben extrazellularen Matrixkomponenten auch
Wachstumsfaktoren und Zytokine (Skinner and Moses, 1989; Tung and Fritz,
1994). Dazu gehdrt unter anderen der Transforming Growth Factor- (TGFp),
der von den PTC sowohl exprimiert als auch sezerniert wird (Mullaney et al.,
1993). Die Sekretion von TGFB2 aus PTC wird durch Dexamethason gesteigert
(Konrad et al., 2000). Eine Verminderung der Sekretion durch Aktivierung der
PKC ist in Osteoblasten-&hnlichen Zellen beschrieben worden, in denen eine
Aktivierung der PKC in einer verminderten IGF-I-Sekretion resultierte (Kozawa
et al., 1992). Moglicherweise supprimiert in PTC die durch MIF aktivierte PKC
die Sekretion des anti-inflammatorischen Zytokins TGFf(, so dal3 MIF auch im
Hoden als Gegenregulator der Glukokortikoide wirkt.

Um eine Rolle von MIF in der Entwicklung des Hodens zu untersuchen, wurde
in dieser Arbeit ein mdglicher Einflul3 des Zytokins MIF auf die Proliferation von
PTC getestet, wobei jedoch kein Effekt erkennbar war.

Mittels cDNA-Array konnte eine vermehrte Expression der Steroid-Sulfatase in
den PTC nach MIF-Stimulation gezeigt werden. Dies konnte auf eine
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regulatorische Eigenschaft von MIF auf den Hormonhaushalt des Hodens
hinweisen.

AuRerdem war auch eine gesteigerte Expression des Na'/H*-Austauschers zu
beobachten. Dieser stellt ein plasmamembranstandiges Phosphoglykoprotein
dar, welches den intrazellularen pH reguliert und auch als Substrat der PKC
beschrieben worden ist (Azzi et al., 1992). In einer Studie von Harvey et al.
(2000) wurden eine Aktivierung der PKC und eine Erhdhung des intrazellularen
Calciumgehaltes durch Aldosteron-Stimulation beschrieben, die zu einem
Na'/H"-Austausch und einer pH-Wert-Erhéhung fiihrten. Da MIF ein pro-
inflammatorischer Faktor ist und Entziindungsreaktionen mit Anderungen des
pH-Wertes im Gewebe einhergehen, ware es denkbar, dass MIF in PTC den
intrazellularen pH beeinflul3t. Diese aus den Ergebnissen des cDNA-Arrays
aufgestellten Hypothesen miussten jedoch durch weitere Untersuchungen

Uberpruft werden.
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MIF

MIF-Rezeptor

Abb.6.1.: Hypothetisches Schema der molekularen Wirkungsweise von MIF auf PTC.
MIF  aktiviert (ber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor die
Phospholipase C (PLC), wodurch Phosphatidyl-Inosit-4,5-Biphosphat
(PIPy) in Inosit-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) gespalten
wird. IP3 bindet an IP3;-Rezeptoren am endoplasmatischen Retikulum (ER)
woraufhin dieses Calcium (Ca?") in das Zytoplasma entlaRt. Die
Proteinkinase Cg (PKCp) wandert hierauf an die Zellmembran und wird
durch Diacylglycerol (DAG) aktiviert. Die aktivierte PKCS konnte Effekte wie
z.B. Kontraktion oder verénderte Sekretionsaktivitat der Zelle bewirken.
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6.3. Diskussion der Methodik

6.3.1. Zellkultur primarer Peritubularzellen

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden an Peritubularzellkulturen
durchgefuhrt. Die Isolierung und Kultivierung von Zellen bietet eine hervorragende
Moglichkeit, um die Reaktion von Zellen auf bestimmte Reize in vitro zu untersuchen.
Es ist hierbei moglich, die Zellen zu immortalisieren und damit Zelllinien zu erzeugen,
die theoretisch unbegrenzt kultivierbar sind. Problematisch ist hierbei, dass die Zellen
sich in ihren Eigenschaften verandern kénnen. Aus diesem Grunde wurden fir die
vorliegenden Untersuchungen primare Zellen verwendet. Das bedeutet, dass die
Peritubularzellen, nachdem sie aus dem Rattenhoden isoliert wurden, nur eine
begrenzte Anzahl an Zellteilungen durchliefen. Vergleiche zwischen primaren und
subkultivierten PTC haben gezeigt, dass Subkultivierung von Peritubularzellen keine
grundlegenden Verdnderungen in der zellularen Funktion bewirken (Anthony and
Skinner, 1989). Nach der Isolierung der PTC durch enzymatischen Verdau waren in
der Kultur noch vereinzelt Sertoli-Zellen und Keimzellen vorhanden. Bei der
Subkultivierung starben diese allerdings ab, da sie andere Kulturbedingungen als
PTC bendétigen. Ab der zweiten Passage besal3en die PTC die gewlnschte Reinheit
von >95%. Fur die Experimente wurden PTC der Passagen 2 und 3 verwendet, um
zu gewahrleisten, dass die Zellen noch die typischen Eigenschaften der PTC

aufwiesen, aber auch die gewlnschte Reinheit besal3en.

6.3.2. Transfektion der Peritubularzellen

Das Einschleusen von Fremd-DNA in Zellen ist mittels verschiedener Methoden wie
viraler Transfektion, Mikroinjektion, Lipofektion, Transfektion mit Calciumphosphat
oder DEAE-Dextran und schlie3lich mittels Elektroporation moglich. Da durch
Lipofektion 5-100-fach hoéhere Transfektionseffizienzen erreicht werden kdénnen, als
mit der Calciumphosphat oder DEAE-Dextran vermittelten Methode, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Transfektion der PTC durch Lipofektion und Elektroporation

durchgefuhrt (Teifel et al, 1997). Elektroporation ist ein bequemes Verfahren der
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Transfektion, da zum einen keine Lipofektionsmedien gebraucht werden und sie zum
anderen wesentlich weniger zeitintensiv ist. Allerdings ist es fur die Elektroporation
gunstiger, wenn die DNA in linearisierter Form vorliegt, wéhrend die Lipofektion auch
mit zirkularer Plasmid-DNA durchfihrbar ist (Neurath et al., 1997).

Fur Peritubularzellen konnten in der vorliegenden Arbeit keine zufriedenstellenden
Transfektionsergebnisse mittels Elektroporation erzielt werden. Auch die in der
Literatur bereits beschriebene Transfektionsmethode fur Peritubularzellen zeigte eine
wesentlich geringere Effizienz als die Lipofektion (Ku et al., 1994).

Da grolRer Wert darauf gelegt wurde, daf3 die Peritubulérzellen nach der Transfektion
eine hohe Integritat aufwiesen und morphologisch unveréndert aussahen, wurde in
der vorliegenden Arbeit die Transfektion der Peritubularzellen mit Lipofektamin
durchgefuhrt. Die Transfektionseffizienz kann gesteigert werden, wenn mit
serumfreiem Medium gearbeitet wird. Da jedoch der Unversehrtheit der Zellen
gegenuber einer hdheren Transfektionseffizienz der Vorrang gegeben wurde, wurde

das schonendere Verfahren mit 1%-serumhaltigem Medium gewahlt.

6.3.3. Amidoblack-Assay

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Proliferationsstudien zeigten keine
vermehrte Wachstumsrate der PTC durch MIF. Die Proliferationsrate wurde mit dem
Amidoblack-Assay bestimmt. Der Nachteil dieser Methode ist, dafl durch den
proteinbindenden Farbstoff nicht direkt die Zellzahl gemesssen wird, sondern der
Proteingehalt der Zellen. Ein vermehrter Proteingehalt der einzelnen Zellen kénnte
also falschlicherweise auf eine gesteigerte Zellproliferation schlieRen lassen. Ebenso
wére es moglich, dal’ eine Zellproliferation stattgefunden hat und nicht erkannt wird,
weil die Zellen weniger Protein enthielten. Die Proliferationsstudien dieser Arbeit
wurden allerdings Uber mehrere Tage durchgefiihrt, so dal’ die Zellen in der Lage
gewesen sein muften, ihren Proteingehalt wieder auf das normale Niveau zu
bringen. Aulerdem zeigte die Stimulation mit fetalem Kalberserum als
Positivkontrolle im Amidoblack-Assay eine deutliche Steigerung der optischen
Dichte, was eine Zunahme der Proteinmenge nachweist und eine

Proliferationssteigerung der PTC vermuten laft.
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6.4. Ausblick

Die vorliegende Arbeit lat aufgrund der MIF-induzierten Aktivierung der PKC[ auf
eine Aktivierung des Inositoltriphosphat-Weges durch MIF schliessen. Diese
Ergebnisse sollen durch Untersuchungen mit Inhibitoren gesichert werden. Dies kann
mittels Inhibition des IP3-Rezeptors, z.B. durch 2-Aminoethoxydiphenyl-Borat (2-
APB), oder der PLC, z.B. durch U-73112, geschehen und sollte einen intrazellularen
Calciumanstieg sowie eine Aktivierung der Proteinkinase C verhindern.

Mdogliche Zielproteine der PKC sollen mit Hilfe der Westernblot-Analyse
charakterisiert werden. Da die PKC eine Serin/Threonin-spezifische Kinase ist, sollen
mittels Anti-Phospho-Serin- und Anti-Phospho-Threonin-Antikérpern phosphorylierte
Zielproteine detektiert und anhand ihres Molekulargewichtes und durch spezifische
Antikorper charakterisiert werden.

Auch soll Gberprift werden, ob eine vorherige Aktivierung des Transkriptionsfaktors
AP1 und der Zellproliferation, z.B. durch Jabl, durch MIF-Stimulation inhibitiert
werden kann.

Mdglicherweise kann MIF auch Einflul3 auf Sekretionsvorgange nehmen. Die TGFf-
Sekretion wird in PTC durch die anti-inflammatorisch wirksamen Glukokortikoide
gesteigert (Konrad et al., 2000). Da MIF entzindungsférdernd wirkt und als
Gegenspieler der Glukokortikoide bekannt ist, soll eine Inhibition dieser TGFf-
Sekretion durch MIF untersucht werden.

Zuletzt ist auch eine kontraktile Wirkung von MIF auf die PTC mdglich. Diese
Kontraktion kann Uberprift werden, indem die PTC in einem Kollagengel kultiviert
werden und dann nach Stimulation mit MIF eine GroéRendnderung des Kollagengels
gemessen wird.

Sind erst einmal die molekularen Reaktionen der PTC auf MIF-Stimulation erkannt,
so kdnnte mit einem selektiven PKC-Inhibitor, wie z.B. 7-Hydroxy-Staurosporin, die

Relevanz der PKC-Aktivierung fur diese Vorgange Uberpruft werden.
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7. Zusammenfassung

7.1. Zusammenfassung

Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor wurde erstmals 1966 als ein pro-
inflammatorisches Zytokin beschrieben, welches von aktivierten T-Zellen sezerniert
wird. In den letzten zehn Jahren wurden zahlreiche neue biologische Eigenschaften
von MIF entdeckt, wie z.B. eine Rolle in der Tumorgenese und regulatorische
Wirkungen in endokrinen Geweben. Trotz dieser fortschreitenden Erkenntnisse sind
die molekularen Wirkmechanismen dieses Zytokins jedoch bis heute nur sehr wenig
verstanden.

Im Hoden wird MIF von den Leydig-Zellen exprimiert und I6st in Peritubularzellen
(PTC) eine Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration aus. Ziel dieser Arbeit
war es, die Signaltransduktionsmechanismen, welche MIF in PTC aktiviert, naher zu
charakterisieren.

Mittels cDNA-Array konnte nach MIF-Stimulation der PTC eine differentielle
Genexpression von mindestens 26 Genen festgestellt werden. So zeigten Gene des
MAP-Kinase-Weges eine erhohte Expression, wahrend Elemente des Proteinkinase
A-Signalweges herunterreguliert wurden. Die Signaltransduktion von MIF Uber den
PKA-Signalweg konnte ausgeschlossen werden, da neben der inhibitorischen
Wirkung auf Schlisselenzyme des PKA-Weges auch kein Einflu3 von MIF auf die
cAMP-Konzentration dokumentiert werden konnte. Zur Uberprifung einer MAP-
Kinase-Aktivierung wurden mit Reportergen-Assays die Transkriptionsfaktoren AP1
und Elk-1, beide mégliche Zielproteine der MAP-Kinase, untersucht. Hier konnte eine
Aktivierung durch MIF ausgeschlossen werden. Auch Proliferationsstudien ergaben,
dass MIF die Wachstumsrate der PTC nicht steigert und somit eine MAP-Kinase-
Aktivierung trotz Erh6hung der Genexpression dieser Faktoren unwahrscheinlich ist.
Vermutlich werden andere Reaktionen der PTC Uber die MAP-Kinase reguliert.

Eine Aktivierung der Proteinkinase Cp (PKCp) durch MIF konnte in transfizierten PTC
gezeigt werden. Nach MIF-Stimulation wurde die fir die Aktivierung essentielle
Translokation der PKC[ mittels eines PKCB-Green-Fluorescent-Protein-Konstruktes

aus dem Zytoplasma an die Plasmamembran beobachtet.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dal3 MIF in den
Peritubularzellen die Phospholipase C aktiviert, welche dann tber IP; und DAG eine
Aktivierung der PKC bewirkt. Die Untersuchung der Phospholipase C-Aktivierung und
die Charakterisierung von Zielproteinen der PKC bleiben Ziel zukinftiger Studien.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse kénnen dazu
beitragen, die molekularen Wirkmechanismen von MIF im Hoden besser zu
definieren, um Erkenntnisse Uber mdgliche Therapieansatze bei testikularen

Erkrankungen, in denen MIF eine Rolle spielt, zu gewinnen.

7.2. Summary

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) was first described in 1966 as a pro-
inflammatory cytokine secreted by activated T-lymphocytes. Lately, new biological
roles have been described for MIF, as for example a role in tumor growth and
endocrine systems. Despite these progresses, still little is known about the molecular
mechanism of MIF action on target cells.

In the testis, MIF is expressed in Leydig cells and increases the intracellular calcium
concentration in peritubular cells (PTC). The aim of this study was to further
characterize the signal transduction pathway that MIF is eliciting in PTC.

Using cDNA-arrays, differential gene expression of at least 26 genes was found after
MIF stimulation in PTC. Expression was up-regulated in genes of the MAP-kinase
pathway, whereas down-regulation was noticed in those of the proteinkinase A (PKA)
pathway. Measurement of the intracellular cAMP concentration did not show any
increase after MIF stimulation, therefore activation of the PKA-pathway could be
excluded. Studies on the transcription factors AP1 and ELK-1, both potential targets
of the MAP-Kinase pathway, did not show any activation of these factors. Also, MIF
did not show an effect on cell proliferation in PTC, which makes a MAP-kinase
activation unlikely. Possibly, other PTC reactions are regulated by the MAP-kinases.
Transfection studies showed activation of the protein kinase CB (PKCp). MIF
stimulation led to the translocation of a PKC[3-green-fluorescent-protein from the
cytoplasm to the cell membrane. This translocation is an essential step in PKC

activation.
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Zusammenfassung

In conclusion, MIF seems to activate phospholipase C in PTC which leads to
activation of the PKC through IP; and DAG. In the future, studies on phospholipase
C activation and possible target proteins of the PKC[3 should be done.

The results of this study should help to define the molecular effects of MIF in the

testis and to find therapies for testicular diseases in which MIF is involved.
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