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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in die Andrologie

Andrologie heil3t tbersetzt Mannerheilkunde. AlsHgmbiet der Medizin beschatftigt sie sich
mit der Physiologie und Pathophysiolgie der mannlideenilitat, einschliel3lich der erektilen
Dysfunktion und Seneszenz (Altern) des Mannes. Birdrologische Untersuchung umfasst
Sexualanamnese, Beurteilung der androgenen Physiendklinische und funktionelle
Untersuchungen der Genitalorgane, Bestimmung dseis®arte von Testosteron, LH und
FSH, Spermauntersuchungen (Ejakulatvolumen, Spatidete, -motilitat, -morphologie
etc.) sowie bei Bedarf dynamische Hormontests, #&gymm (Darstellung des
Chromosomenbestandes einer Zelle/eines Gewebeslaidigiduums) mit Bestimmung des
Kerngeschlechts und Hodenbiopsie mit histologiscbatersuchung. Fertilitdtsstérungen
sind, abgesehen von psychischen Problemen, héaufig einer dysfunktionalen
Spermatogenese, einer gestorten Ausreifung dermapezoen, reduzierter oder fehlender
Motilitdt der Spermien sowie in einer Gameteninkdoasstorung mit der weiblichen Eizelle
zu suchen. Bei den gynékologischen Faktoren siadielie (Ovarialinsuffizienz etc.), tubare
(Tubenverschluf3 nach Salpingitis, Endometriose),ettervikale (Zervizitis, anatomische
Veranderungen etc.), vaginale (Kolpitis etc.) soweetragenitale Stérungen (Fettsucht,
Diabetes mellitus etc.) zu beriicksichtigen. Als terei Ursache flr eine beeintrachtigte
Fortpflanzungsfahigkeit kommt eine dysfunktional@eintorale Regulation in Betracht,
inklusive der hormonellen (z. B. Schilddrisenfuakti Hypophyse) und immunologischen
(z.B. [Auto]-Antikdrper gegen Spermien-Antigenepisingen.

Die Andrologie war bis vor kurzem noch keine eigéndige Disziplin wie die Gynakologie,
sondern wurde interdisziplinar von Dermatologenplblgen und Endokrinologen ausgetibt.
In der Muster-Weiterbildungsordnung der Bundes&mtemer, die 2005 verabschiedet
wurde, ist die Anerkennung der ,Andrologie* aiffizielle Zusatzbezeichnung aufgefihrt.
Aufgrund der Progredienz der Infertilitdt in demzten Jahren, die sich an der groRen Zahl
unfreiwillig kinderloser Paare (bis zu 1/3 der Ehénf3ert, kommt diesem Fachgebiet eine
wachsende Bedeutung zu. In friheren Jahren heersiehtMeinung vor, Unfruchtbarkeit sei
allein ein Problem der Frauen. Heutige Erkenntnrzesgen jedoch, dass Unfruchtbarkeit nur
zu ca. 39 % der Frau, zu 20 % dem Mann und zu Z6eBten Partnern zuzuschreiben ist
(WHO, 1987; WHO, 1999).
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Diese Arbeit ist im Zentrum fur Dermatologie und dkalogie des Universitatsklinikums
Giel3en entstanden. Sie befasst sich mit der Grgedfarschung der maéannlichen

Spermatogenese und deren lokale Regulation imsTesti
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1.2 Anatomie und Physiologie des Testis

Der humane Hoden hat ein Volumen von rund 20-25 Erl.wird von einer derben
Bindegewebskapsel, derTunica albuginea umgeben. Von dieser ziehen zarte
Bindegewebssepten nach zentral und unterteiletdddsngewebe in 200-300 Lappchen, die
jeweils aus 1-3 stark aufgeknaulten Samenkanéalaemlubuli seminiferi contortibestehen
(Bergmann, 1998).

Der Hoden lasst sich grob in 2 Kompartimente gliedén dastubuléare (Abb. 1) und das

interstitielle Kompartiment.

BASAL LAMINA
MYOID CELL

Abb. 1: Schematischer Aufbau ein€gbulus seminiferus contortBussekt al, 1990).

Unterhalb der Basallamina lagert sipbritubuléar eine Schicht aus Muskelzellen an. Der Basallamina
sitzen Spermatogonien und Sertoli-Zellen auf. basolateralenTeil der Sertoli-Zelle, oberhalb der
Spermatogonien, bilden sich dlenulae occludentezau den benachbarten Sertoli-Zellen aus, dieseild
die Blut-Hoden-Schranke (). Den Sertoli-Zellen sukzessiv nadhminal aufsteigend lagern sich
Spermatozyten, runde und elongierte SpermatideDi@nSertoli-Zellen reichen von der Basallamina bis
hin zum Lumen, stehen mit allen Germinalzellen ontakt und sind verantwortlich fir deren Erndhrung.
Zwischen den Sertoli-Zellen und den meisten Keitnkgben bilden sich Desmosomen ahnliche
Verbindungen audj. Ektoplasmatische Verbindungen J gehen von den Sertoli-Zellen aus und binden
an den Kopf der Spermatiden, um diese im Epithbkved zu halten.
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Im tubuldren Kompartiment das aus den Samenkanélchen besteht und vorwiedgend
Spermatogenese dient (Abb. 1), finden sich die gextiven Zellen Basal im Keimepithel

liegen die Spermatogonien, die sich durch Mitos#erteund sich von der priméaren

Spermatozyte durch Meiose | und Il zur runden Sp#ida entwickeln, aus der dann durch
Elongation die elongierten Spermatiden hervorgdhtistein & Roosen-Runge, 1981). Der
Zyklus der Gametogenese benétigt beim Menschem &agraum von ca. 74 Tagen (d. h. ca.
62 Tage Entwicklung im Testis und anschlieBendl@2aTage Reifung im Nebenhoden), bei
einer taglichen Produktion von 200-300 Millionene8pien (Holstein, 1994; Bergmann,
1998).

Es lassen sich zwei somatische Zelltypen, BexitubularZellen und die Sertoli-Zellen

unterscheiden. Di@eritubuldrenZellen, auch Myofibroblasten genannt, bilden zusammen

mit der Basalmembran und einer KollagenfaserschaibtLamina propria welche die
Samenkanalchen umscheidet. Diese Myofibroblasterdemedurch das Hormon Oxytozin
reguliert und sind zu spontanen Kontraktionen hgtadhSie dienen mit groRRer
Wahrscheinlichkeit dem Transport der ausdifferemere Samenfaden in Richtung deste
testisund des Nebenhodens (Bergmann, 1998).

Die Sertoli-Zellen auch als “Ammenzellen” bezeichnet, sitzen deraBasmbran auf und
reichen mit dicht verzweigten Fortsétzen bis zurmen der Samenkanélchen. Sie bilden das
Stutzgerust des Keimepithels und koordinieren togyoigisch sowie funktionell den Ablauf
der Spermatogenese. Durch ihre Produktivitat undefiensfahigkeit sind sie essentiell fur
die Entwicklung der sich ihr anlagernden Keimzell2a ihren Syntheseprodukten gehoren u.
a. Zytokine, Wachstumsfaktoren, Opioide, SteroiBegstaglandine und Modulatoren der
Zellteilung (Weinbaueet al, 2000). Da eine Sertoli-Zelle nur mit einer bestiten Anzahl
von Spermien in Kontakt steht (beim Menschen led der Ratte 1:10) sind sie entscheidend
fur Spermienproduktion und Hodengré3e mitverantiabri(\Weinbaueret al, 2000). Durch
die ausgedehnten Kontaktzonen, @light junctions zu benachbarten Sertoli-Zellen wird die
so genannte Blut-Hoden-Schranke ausgebildet. Dvage als Barriere fur den Stofftransport
vom interzellularen Raum zu den iadluminalen Kompartiment gelegenen Keimzellen.
Somit werden die in der Meiose befindlichen Keinerelund die heranreifenden Spermatiden
z. B. vor mutagenen Substanzen oder autoaggressdienSpermatozoen angreifenden
Antikorpern, geschutzt. Die Sertoli-Zelle nimmt huan dieser Stelle eine entscheidende
Position ein, da durch sie ein kontrollierter tlkilarer Stofftransport von der

Basalmembran bis hin zum Lumen des Samenkanalgesvihrleistet wird (Setchell, 1999).
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Das interstitielle Kompartiment das sich zwischen den Samenkanalchen erstraekt, dier

Steroidogenese. Als wesentliche Zellgruppe sei@m Hie Leydig—Zellengenannt, deren
Hauptaufgabe in der Produktion und Sekretion vostdsteron liegt. Sie entstehen aus
mesenchymalen und Fibroblasten ahnlichen Zellee. Foliferationsrate ist eher gering und
steht ebenso wie ihre Differenzierung unter denfl&ss des luteinisierenden Hormons (LH)
(Bergmann, 1998; Weinbauet al.,2000).

Des Weiteren finden sich hier Zellen des Immunswystez. B. Makrophagen und

Lymphozyten, aber auch lockeres BindegeweBRitgefdRe Nerven und LymphgefaRe
(Bergmann, 1998).

1.2.1 Hormonelle Steuerung der Hodenfunktion

Die Vermehrung, Reifung und Differenzierung der ideellen in den Samenkanalchen wird
von Hormonen des Hypothalamus, der Hypophyse usHdelens gesteuert. Hemmung und
Forderung der Hormonsekretion unterliegen einenmelRegjs.

Im Hypothalamus wird dassonadotropin-Releasing-Hormon (GnRHjebildet. Dieses
bewirkt nach Abgabe in das hypophysare Pfortadesysdie Ausschittung des in der
Adenohypophyse produziertduteinisierenden Hormons (LH)nd dedollikelstimulierenden
Hormons (FSH).

DasLH stimuliert dieLeydig—Zellendie an ihrer Oberflache Rezeptoren fur LH begitzeir
Synthese von Testosteron und anderen AndrogenenT &xosteronspiegel im Blut, der bei
Mannern im physiologischen Konzentrationsbereickselaen 3 und 12 ng/ml liegt, wird vom
Hypothalamus-Hypophysen-System (ber einen so gé&manrFeedback-Mechanismus
kontrolliert und reguliert. Hohe Serumtestosteroeggl inhibieren dabei die LH-Sekretion,
niedrige fordern die LH-Ausschittung aus dem Hypsghnhinterlappen und damit die
Testosteronsynthese in den Leydig-Zellen.

Das FSHdagegen stimuliert di€ertoli-Zellenund férdert auf diese Weise die Samenbildung.
Gleichzeitig erhoht FSH die Anzahl der LH-Rezeptoaef den Leydig-Zellen und beginstigt
somit die Testosteronproduktion. Analog zum LH wadch die FSH-Ausschittung durch
einen hohen Testosteronspiegel vermindert, da 3testm die Produktion des GnRH
vermindert. Zusatzlich hemmt ein von den Sertolidegebildetes Hormon, das Inhibin-B,
die Freisetzung des gonadotropen Hormons (FSH) ipophysenvorderlappen. Somit
ermoglicht Inhibin-B die negative Ruckkopplung voleimepithel zum Hypothalamo-

Hypophysaren-System (Holstein & Roosen-Runge, 1B®lstein, 1994).
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1.2.2 Spermatogenese

Die Spermatogenese bezeichnet einen gerichtetezes¥oim Keimepithel, der die
Proliferation und Differenzierung der mannlichen ideellen in sich vereint. Hierbei

entstehen aus diploiden Spermatogonien haploide,Befruchtung fahige, Spermatozoen
(Abb. 2).

Proliferationsphase

Spermatogonie

(Meiosis)

B
Spermatocyt |

T o1

Spermatocyt I

Differenzierungsphase

: Spermatide -

Spermatozoon

Abb. 2: Schematische Darstellung der Sper'mato.gene.sé beim (\néch Nieschlag & Behre, 2000)
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Der Prozess der Spermatogenese, d. h. die Entwigkion der Spermatogonie bis zum reifen

Spermium, verlauft in vier zu unterscheidenden Bhas

1. Mitose: Proliferationsphase der Spermatogoniendilp Keimzellen):

Basal im Keimepithel liegen die Spermatogonien,sitth in Typ A und Typ B unterteilen

lassen. Die Spermatogonien Typ A werden entsprechkerer physiologischen und

zytologischen (Anfarbbarkeit) Eigenschaften diffeniert in Typ Ad (= dark) und Ap (=

pale). Dabei bildet der Typ Ad die eigentlichen rtazellen, die bei Verlust von

Spermatogonien Typ Ap (z.B. durch Bestrahlung) ifenéren und diese ersetzen.
Dagegen sind die blass gefarbten Spermatogoniempyieilungsaktiv, aus ihnen gehen
durch Mitose zwei Tochterzellen hervor, von denieh saur eine zur Spermatogonie Typ
B entwickelt. Diese I6st sich von der Basallamibauad tritt als primare Spermatozyte
(Spermatozyte I. Ordnung) in die Meiose ein (Bergmd 998; Weinbaueat al., 2000).

2. Meiose I: erste Teilungsphase der Spermatozytgraleide Keimzellen):

Die Spermatozyten I. Ordnung besitzen einen diploi€hromosomensatz (2 n DNA),
bestehend aus 2 x 22 Autosomen und 2 Gonosomeregeh(@chtschromosomen). Zu
Beginn der Meiose, im Praleptotanstadium, d. hzkwor Eintritt in die Prophase I,

verdoppeln sie ihren Chromosomensatz (tetraploidaniellen, 4 n DNA). Wahrend

dieser Phase durchwandern sie die Blut-Hoden-Skérand setzen nun im lumenseitigen
Keimepithel ihre Entwicklung fort. Es folgt eine &ang der homologen Chromosomen
mit Austausch des genetischen Materials und einesuoldie3enden Auseinanderweichen.

Am Ende der I. Reifeteilung gehen 2 Spermatozyte@rdnung hervor.

3. Meiose ll: zweite Teilungsphase der Spermatozyiaplpide Keimzellen):

Nach der Entwicklung zur sekundaren Spermatozyper{8atozyte Il. Ordnung), diese
besitzen einen haploiden aber noch doppelten Chsomensatz (2 n DNA), erfolgt die 2.
meiotische Teilung. Aus dieser gehen ohne vorawsymne DNA-Reduplikation die
haploiden Spermatiden mit einfachem Chromosomelrf&atzkDNA) hervor. Am Ende der
Reifeteilung liegen 4 haploide (= einfacher Chroomensatz) Spermatiden vor, die noch
durch Zellbriicken miteinander in Verbindung steftgalstein & Roosen-Runge, 1981).
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. Spermiogenese: Differenzierungsphase der Spermdtdgloide Keimzellen):

Die Entwicklungsvorgéange der runden, teilungsinekii Spermatide (haploide

Keimzelle) zum Spermatozoon laufen im oberen Baraies Keimepithels ab. Die

Differenzierung beinhaltet 4 wesentliche Verandgem die parallel in der Spermatide

ablaufen (Abb. 3):

- Golgi-PhaseBildung des Akrosomblaschens vom Golgi-Apparat.

- KappenphaseAbflachung des akrosomalen Blaschens und Ausbigiiilver zwel
Drittel der Kernoberflache.

- Akrosomphasedas Zytoplasma des Kerns wird auf 1/10 seines Vehmverdichtet,
fortschreitende Elongation, so dass der Spermd&eatareine ovale Gestalt annimmt.
Das Flagellum ist nun ausgebildet.

- Reifungsphaseder grofdte Teil des Zytoplasmas schniirt sichdab,Zytoplasmarest

wird von der elongierten Spermatide abgestoRenalsmdresidualkdrperebenso wie

degenerierte Spermatozyten und Spermatiden von S#gtoli-Zellen phagozytiert
(Weinbaueret al, 2000). Elongierte Spermatiden bzw. die Residirakr wirken auf
die sekretorische Funktion der Sertoli-Zelle eimo¢fiktion vonTubuluglissigkeit,
Inhibin, androgenbindendem Protein, Interleukidg@u & Sharpe, 1993).
Sind Kern, Akrosom und Geil3el ausgebildet, wird d8permatide aus dem
Keimzellverband freigesetzt, dieser Prozess wird 8lpermiation bezeichnet, die

Spermatidemost liberationenheil3en Spermatozoen (Holstein & Roosen-Runge,)1981
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Differenzierung eBgermatide zum Spermatozoon im humanen
Testis (Darstellung aus Holstein & Roosen-Rung8&1)9

1)

2)

3)
4)
5)

6)
7)

8)

Frihe Spermatide mit rundlichem Kern (K), Akrosoasahen (Ak), Zentriol (Z), Mitochondrien (M).
Das Akrosomblaschen wurde aus dem Golgi-Appart stdgeirt (Go). Im Verlauf der Entwicklung
rotieren Kern und Akrosomenblaschen)( so dass sich die GeiRelanlage (G) am Akrosomegen-
gesetzten Kernpol anheftet.

Das Akrosomblaschen (Ak) breitet sich an der Okehié des Kerns (K) aus. Von seinem caudalen
Rand ziehen Mikrotubuli (Mt) in das Zytoplasma. IBereich der Zentriole bildet sich der
Streifenkdrper (St). Das distale Zentriol entwitketh zum Axonema (Ax), welches von dem Anulus
(An) umscheidet ist.

In die akrosomale Blase lagern sich akrosomale t&nben ein. Am Axonema entwickelt sich ein
spindelférmiger Koérper (SK).

Der Spermatidenkern verdichtet sich und ist ovah Bnde haben sich Ringfasern (RF) gebildet, die
das Axonema umgeben. Im Zytoplasma finden siclchirgormige Strukturen (F).

Der spindelférmige Kdrper enthalt Mikrotubuli. Didaryoplasma ist grob-granular.

Der Spermatidenkern ist stark verdichtet, der sgliddmige Kérper zeigt eine Volumenreduktion.

Das Karyoplasma ist stark kondensiert. Die Mitoar@n gruppieren sich um das Axonema und
bilden die Mitochondrienscheide des Mittelstlicker Bnulus ist nach distal gewandert und markiert
den Beginn des Hauptstiickes der Geil3el.

Reife Spermatide mit dem kondensierten, haploidekliélis und dem kappenférmigen Akrosom
(Holstein, 1994).
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1.2.3 Stadien der Spermatogenese

Im Querschnitt durch eineubulus seminiferusontortus zeigt sich, dass verschieden
differenzierte Zellen immer wieder zusammen auftreDiese Zellassoziationen bezeichnet
man als _StadienDie Germinalzellen durchlaufen wéhrend ihrer Hoklung mehrere
Stadien. Die Anzahl der Spermatogenesestadienextargtark zwischen den einzelnen
Spezies, so werden beim Mann sechs Stadien (Ibél)der Ratte 14 Stadien (I-XIV) und
beim Bullen acht Stadien (I-VIIl) beschrieben (Rel&t al, 1990; Bergmann, 1998).

Die Spermatogenese verlauft zudem in ZyklEm Zyklus bezeichnet die zeitliche Abfolge
der Stadien und schwankt sehr stark zwischen desctivedenen Spezies. Die Zyklusdauer
wird beim humanen System mit 16 Tagen angegebemanbleren Spezies ist dieser Zeitraum
deutlich kirzer und dauert zwischen 8 und 12,5 ma@¥einbaueret al, 2000), fur die
Sprague-Dawley-Ratte wird die Dauer mit 12,9 Tagagegeben, fur den Bullen mit 13,5
Tagen (Russadt al, 1990).

Die Entwicklung und Differenzierung eines Spermatagms zu einem reifen Spermatozoon
bendtigt mindestens vier spermatogenetische ZyKbamaus ergibt sich eine Gesamtdauer
der Spermatogenese beim Mann von mindestens 6 T&geinbaueret al, 2000). Einige
Autoren bzw. Forschungsgruppen geben die DaueGdaretogenese mit 74 Tagen an, wobei
sie von 4,5 bzw. 4,6 spermatogenetischen Zyklergehen (Holstein, 1994; Bergmann,
1998). Die differierende Angabe von Zyklenzahl undie damit verbundene
Spermatogenesedauer basiert auf einer Berechnusgeland von unterschiedlichen
Anfangspunkten: Wird erst vom Zeitpunkt der proideenden Spermatogonie ausgehend
gerechnet, so bendtigt die Spermatogenese 4 Zykie64 Tage). Alternativ kann der
Startpunkt fir die Berechnung der Zeitpunkt seindem die Spermatogonie noch ruht, dann
ergibt sich eine Dauer von 4,5 Zyklen (= 74 Tag®)qselet al, 1990).

Neben der geordneten zeitlichen Abfolge nimmt dierBatogenese auch eine raumliche
Gliederung imTubulus seminiferus contortesn. Wahrend bei der Ratte pfabulusnur eine
Stadienform zu finden ist (Abb. 4), in den angreman Tubuli in spezifischer Reihenfolge
die anderen Stadien anzutreffen sind und somit eiaer wellenformigen Spermatogenese
gesprochen wird, findet man im humanen Testis Pubulugiuerschnitt mehrere Stadien
(Abb. 5). Die Spermatogeneseabfolge entspricht bdenschen einer helikalen Anordnung,
d. h. gegeneinander versetzte Spiralen, an deresis BEBpermatogonien undpikal die

elongierten Spermatiden sitzen (Schulze & Rehd84)L
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Abb. 4: Stadien der Spermatogenese bei der Ratte nachrdeBloClermond, 1952 (Darstellung aus
Russelget al, 1990).

Die Germinalzellen durchlaufen in ihrer Entwicklungrschiedene Stadien, die durch das Auftreten
typischer Zellverbénde charakterisiert sind. BeiRatte sind 14 Stadien beschrieben worden. Initerha
eines Querschnitts durch eing@abulus seminiferus contortdimdet sich immer eine der 14 Keimzell-
entwicklungsstadien, in angrenzenderbuli findet sich immer das entsprechend folgende Stadil h.
neben Stadium | immer das Stadium I, neben Stadilimmer Stadium IV usw., was auch als ,Welle
der Spermatogenese” bezeichnet wird. Das Durchiaafier Stadien wird als Zyklus bezeichnet und
dauert bei der Sprague-Dawley-Ratte 12,9 Tage Oifferenzierung von der Spermatogonie B bis zum
Spermatozoon dauert mindestens 4 Zyklen. Nichtesaedt der erste Zyklus mit der mitotischen Tegun
der Spermatogonien. In den unteren beiden Reilmh die Zyklusrunden 2 und 3 dargestellt mit der
Entwicklung von dem Spermatogonium bis zum Ende Meiose. Die Buchstaben klassifizieren die
Spermatogonien, intermediare Spermatogonie A (5 Bpermatogonie (= B) und die einzelnen
Meiosestadien: Praleptotan (= Pl), Leptotan (=2ygotan (= Z), Pachytan (= P) und Diplotan (= Di).
Daraus geht die sekundare Spermatozyte (= m2°mpher

In der 3. Reihe, entsprechend den 4 Zyklen, h#&t die Keimzelle zur runden Spermatide differenziert
(arabische Zzahlen kennzeichnen die Entwicklungssddr Spermatide). Es folgen die Stadien der
Spermiogenese (= 1-19), in deren letztem Schrithii® 19) sich der grofite Teil des Zytoplasmas vom
Spermatidenkopf abschnirt und als Residualkérparabgestof3en wird.
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Abb. 5: Stadien der Spermatogenese am humanen System claglzeSund Rehder, 1984 (Darstellung
aus Nieschlag & Behre, 2000).

Schematische Darstellung der menschlichen Spermaésg bestehend aus 6 Stadien (I-VI). Diese
zeigen im Tubulussystem eine helikale Anordnung mnehreren versetzt gegeneinander verlaufende
Spiralen. Basal liegen die frihen Keimzellen, Spgagonien Typ Ad (= dark) und Ap (= pale), wahrend
sich nachluminal hin die am weitesten entwickelten Keimzellen bedin. Die Spermatogonien Typ B
treten in die Meiose | ein und durchlaufen folgei&iadien: Préleptotan (= PI), Leptotan (= L), Zygot

(= 2) und Pachytdn (= P). Sekundéare Spermatozytdl)(=AnschlieRend folgen die Stadien der
Spermiogenese (= Sa, Sbl, Sb2, Sc, Sd1, Sd2), rem detztem Schritt sich der gréRte Teil des
Zytoplasmas vom Spermatidenkopf abschniirt und essdRalkorperchen (= Rb) abgesto3en wird.

1.3 Anatomie und Physiologie des Epididymis

Der Nebenhoden,Epididymis bestent aus einem 4 - 6 m langen, aufgeknaulten
Schlauchsystem, welches, von einer dinnen Binddagswvidle umgeben, sich dem Hoden
von dessen dorsaler Seite anlagert (Abb. 6). Ddésst sich derEpididymis grob
makroskopisch in drei Teile gliedern, dem Nebenh&dpf (Capu) (Abb. 6, Abschnitt 1+2),
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der dem oberen Hodenpol aufliegt, dem MittelstiCkrpug (Abb. 6, Abschnitt 3) und dem
NebenhodenschweifCaudg (Abb. 6, Abschnitt 4) auf der H6he des untererdétgols
(Holstein, 1994).

Die Spermatozoen verlassen digbuli seminiferi contortiund gelangen durch d&ete testis

in die 12-18Ductuli efferentesnit einer LaAnge von 10 - 12 cm (Holstein, 1994iede bilden
den gréften Teil des Nebenhodenkopfes und mumdelen Ductus epididymidisder mit
einer Lange von 5 - 6 i@orpusundCaudades Nebenhodens bildet. Die Nebenhodenpassage
der Spermien nimmt beim Menschen einen Zeitraum etva 12 Tagen in Anspruch. In
dieser Zeit durchlaufen die Spermien einen funkdilem Reifungsprozess. Von grol3er
Bedeutung sind dafur die in der Nebenhodenflliisgighehoher Konzentration enthaltenen
Substanzen Glycerophosphorylcholin (Reifung der Spermatozoen), Glykopolysaccharide
(  bilden vermutlich einen Uberzug auf der Spermatozellmembran) und Inositol, die
vom Nebenhodenepithel selbst produziert und seagrniverden sowie Carnitin (
biochemischer Co-Faktor, notwendig zur Ausreifuregs dir den Bewegungsstoffwechsel
notwendigen chemischen Apparates). Diese werdeiv akts dem Blut in das Lumen
transportiert. Aber auch die geringe KonzentratwonSteroiden nimmt einen wesentlichen
Einfluss auf die Reifung und den Stoffwechsel dpergien. Die reifen Spermien werden
dann in den distalen Bereichen d&auda epididymidigiespeichert. Im Regelfall werden die
Uberalterten und Uberschiissigen Samenzellen duogab® in den Urin entfernt und somit

ein kontinuierlicher Umsatz gewahrleistet (CoopeY&ung, 2000).

Auch auf EpididymisEbene bestehen &hnlich wie beifhestis protektive Mechanismen,
welche die Spermatozoen vor autoaggressiven Zdisnmmunsystems schiitzen sollen. So
limitieren die Tight junctionseinen Transport immunkompetenter Zellen in das &urdes
Nebenhodenganges, jedoch ist ihre Funktion wensgéfizient im Vergleich zurZonula
occludens der Blut-Hoden-Schranke des Testis. Als weité8ehutzmechanismus ist das
Fehlen von MHC I/ lI-Antigenen auf der Oberflader Spermatozoen zu werten, welche die
Lymphozyten (CD 4 und CD 8), die auch unter phygj@chen Bedingungen in geringer
Zahl im Nebenhodenepithel vorkommen, zur Antigeen bendtigen. Auch Bestandteile
des Komplementsystems lassen sich nachweisenirsiens Lumen des Nebenhodenganges
aber nur in sehr geringer Konzentration vorhandarsétzlich werden noch Komplement-

Inhibitoren freigesetzt (Cooper & Yeung, 2000).
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Abb. 6: Halbschematische Zeichnung von Hoden und Nebenhadinseinen verschiedenen
Abschnitten (modifiziert nach Holstein, 1985, Dalsing aus Holstein, 1994).

Die Querschnitte der jeweiligen Nebenhodenabsahhitiicksichtigen die Epithelverhaltnisse (graw un
die vonproximalnachcaudalzunehmende Dicke der Muskelwand (schwarz).

Der Caput epididymidvesteht vorwiegend aus dBuctuli efferenteg¢la-d). lhre Wand besteht aus einem
mehrreihigen Epithel mit hochprismatischen Zell®fikfovilli sowieKinozilien an der Oberflache) und
mehreren Lagen gering differenzierter, dinner, tgtatMuskelzellen. Die Lichtung hat eine
sageblattartige Kontur. Im Nebenhodenkopf tretechadie ersten Windungen d&sictus epididymidis
mit den Einmundungen d&uctuli efferente2a-b) auf. Die Lichtung deBuctus epididymidisst glatt
begrenzt. Die Wand besteht aus den der Basalmenabifaitzenden Basalzellen und einem zweireihigen
hochprismatischen Epithel (nfitterozilienan der Oberflache). Im Bereich déerpus epididymidig3a-

¢) nimmt das Lumen dé3uctuszunehmend ab, ebenso die H6he des Epithels. Diedéa Lagen glatter
Muskelzellen nimmt zu. Am Ubergang zuBauda epididymidig4a) ist das Lumen am engsten und die
Wand desDuctus zeigt langsgestellte Schleimhautfalten. Die Musk#ld wird durch von aul3en
aufgelagerte dicke, glatte Muskelzellen verstarkden weiteren Abschnitten des Nebenhodenschwanzes
(4b-c) erweitert sich das Lumen. Das Epithel itdtre flach. Es zeigt sich ein kréftig entwickeltdiantel

aus glatten Muskelzellen. Hier findet vorerst dpeiSherung der Spermatozoen statt. Die Abschnitte 5
und 6 bezeichnen deBuctus deferengpars epididymicaund libera). Die Wand besteht aus dicken,
glatten Muskelzellen, die in 3 zirkularen Schichtenlaufen.
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1.4 Kallikrein-Kinin-System

Bei Saugern existieren zwei voneinander unabhangajkkrein-Kinin-Systeme (KKS), ein
lokales Gewebs-KKS und ein Plasma-KKS, welches esdRolle in der Blutgerinnung

einnimmt. Das lokale Gewebs-KKS wird im Folgenda@her charakterisiert.

1.4.1 Komponenten des Gewebs-Kallikrein-Kinin-Systems

Das Gewebs-KKS (t-KKS) ist eine enzymatische Kask@bb. 7), deren zentraler Punkt (als
Fokus dieser Dissertation) das Gewebs-Kallikresnpaibteolytische Kininogenase bildet. Die
von ihr umgesetzten Substrate, niedermolekularenkgene, werden zu Kininen gespalten.
Sie wirken als spezifische Effektoren auf RezeptoRurch Kininasen, abbauende Enzyme,
werden die Kinine schnell wieder in inaktive Peptgkspalten (Schill & Miska, 1992). Diese
t-KKS-Enzymkaskade hat einen VerstarkungseffektFalge. Somit ist trotz einer geringen
Kininogen Ausgangsmenge eine ausreichende Signsdtuktion gewahrleistet.

Die Familie der Kallikreine besteht neben dem eathteewebs-Kallikrein noch aus
zahlreichen weiteren Proteinen. Da diese unterderareine ausgepragte Homologie
aufweisen, konnten sie mit klassisch biochemisdiethoden nicht naher analysiert werden.
Das molekulare Kloning der Gene war notwendig, unzakl und Expression der Kallikrein-
Familienmitglieder zu ermitteln (Winext al, 1989).

In der Literatur finden sich variierende Angaberetildie Anzahl der fur die Kallikrein-
Familie codierenden Gene. Wéahrend Diamandis & Ybsseie Petraki im humanen System
15 Gene, bezeichnet als hKLK1 — hKLK15, beschriefi#a von ihnen codierten Proteine
werden entsprechend als hK1 — hK15, also humanigkieahe 1 - 15 bezeichnet; Diamandis
& Yousef, 2001; Petraket al, 2003), gingen Gan und Mitarbeiter von 13 Serotéase-
Genen und weiteren 5 Pseudogenen aus. Pseudogeutdiedlass nur ein Teil der Serin-
Protease codierenden Region enthalten ist unchthenk fehlen (Gaet al, 2000).

Auch bei der Ratte lassen sich in der Literatuiseleiedene Angaben uber die Anzahl der
identifizierten Mitglieder der Kallikrein-Familieirfden. Altere Quellen von Winest al
(1989) zeigten die Existenz von 17 Genen auf rKI-KIKLK17, wahrend Clementst al
(1992) von 20 Genen sprachen. Dabei codiere rKLildlas ,wahre* Gewebs-Kallikrein
(,true tissue kallikrein®).

Trotz der ausgepragten Sequenzhomologie innerhab Khllikrein-Familie, die die
Identifikation der einzelnen Proteine sehr erschwat, unterscheiden sich die einzelnen

Mitglieder durch eine stark ausgepragte Substraifise.
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Das t-KKS und damit die Protease Gewebs-Kallikseid nahezu ubiquitar im Organismus
vorhanden und konnte in einer Vielzahl von Gewetsrhgewiesen werden.

Mittels Northern blot gelang der Nachweis des Gewebs-Kallikrein-Gens KKL in
Speicheldrisen, Niere und Pankreas von Ratte umbdhe(Clementst al, 1990; Linet al,
1993), auRerdem im Gastrointestinaltrakt, genaesagf in Magen, Duodenum und Colon
von Ratten (Fulleret al, 1989) sowie im Gehirn und dabei vor allem in émpophyse
(=Hirnanhangsdriuse) (Clements & Fuller, 1990) unppkyse (= Zirbeldrise) (Kitagawa,
1991).

Ein positiver Nachweis der enzymatischen Aktivdés Gewebs-Kallikreins gelang ebenfalls
in Herz- und Gefalimuskelzellen von Ratte und Merisidtly et al, 1981), auf neutrophilen
Granulozyten (Figuero@t al, 1988; Figueroa & Bhoola, 1989), der humanen Pi@ze
(Malofiejew, 1973), im Tumorgewebe (Jonesal, 1990; Rehboclet al, 1995) sowie in
einer Vielzahl von Drisengeweben wie Schweil3drijPemleteet al, 1991), Speicheldrisen
(Simson & Chao, 1994), Nasenschleimhautdrisen ¢G&msen, 1987, Baumgarten al.,
1989), Brustdrisengewebe und submukése Drisen degeldes humanen Organismus
(Christiansen, 1987; Baumgartenal,, 1989).

Weitere Studien konnten durch die &ufRerst sensieserse-Transcriptase-Polymerase

KettenreaktionfRT-PCR) die Expression von KLK1 im Reproduktioakt nachweisen, dazu
gehdorten Brustdriise der Maus, Ovarien, Uterus wexli§ der Ratte sowie Myometrium und
Endometrium des humanen Uterus (Clemental, 1992, 1994, Valdest al, 1993, Jahnke
et al, 1994). Auch konnte mit dieser Methode der KadlikrNachweis in
Hypophysentumoren gefuhrt werden (Clemesttal, 1996).

Mittels immunhistologischer Verfahremelang weiterhin der Nachweis von Gewebs-

Kallikrein im Brustdrisengewebe (Rehbodt al, 1995) sowie im Driisenepithel von
Prostata, Nebenhoden und in den Sertoli-ZellerhdesanernTestis(Saitohet al, 1987).

Die Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe, die figstien immunhistochemischen Gewebs-
Kallikrein-Nachweis im Rattenhoden erbracht habesigen die Protease im Bereich der
runden und elongierten Spermatiden (Monseteal, 1999, 2003). Eine Kallikrein-positive
Reaktion in den Sertoli-Zellen konnte nicht erbtasierden. Weiterhin blieb der Nachweis
der Protease in Leydig-ZellerReritubularZellen, Spermatogonien und Spermatozyten
(Monseeset al, 1999) negativ. Nicht zuletzt konnte auch t-KKSverschiedenen Sekreten
des Menschen nachgewiesen werden, dazu gehortem i@dhweil3 (Pobletet al, 1991),
Amnionflissigkeit (Malofiejew, 1973) und Synovidlfisigkeit bei Gelenkarthritis (Bhoola &
Dieppe, 1991) auch Seminalplasma (Fetlal, 1985).
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Das Gewebs-Kallikrein ist Gber die Wirkung von Kdith bzw. Bradykinin in eine Vielzahl

von Prozessen im Organismus involviert, die sowalif physiologischen als auch auf

pathologischen Mechanismen beruhen. Je nach AZid&gewebes konnten unterschiedliche

Zellantworten beobachtet werden:

Regulation des lokalen Blutflusses und des Blutksytills, 1979; Saitoh & Kumamoto,
1988; Margolius, 1995)

Permeabilitatssteigerung der GefaRwand®©dembildung (Naidoo & Bhoola, 1997)
Einfluss auf Natrium- und Glukose- Transport (Cleitse1997)

Zellproliferation, Zelldifferenzierung (Rixon & Witiield, 1973)

Kontraktion der glatten Muskulatur, z. B. Uterdsuim, Bronchien (Collieet al, 1960)
Schmerzentstehung, starkster nattrlicher Schmegarauf Peptidbasis (Sterardaal,
1988)

Entziindungsreaktionen mit seinen Kardinalsymptontealor, rubor, dolor tumor)
(Lewis, 1970)

Zellwanderung zum Ort der Entzindung (z. B. RheuArdhritis) (Bhoola & Dieppe,
1991)

Modulation der renalen Funktion (McG#t al, 1976)

29



1 Einleitung

KININOGEN

LMW -Kininogen

(= low molecular weight
Kininogen)

HMW -Kininogen

(= high molecular weight
Kininogen)

KININOGENASEN

A

- Gewebs -Kallikrein

- Plasma Kallikrein

- Acrosin

- Leukozyten-Protease

Inhibitoren:

- Alphal -Proteaseinhibitor
- Acrostatin

- Sperma -Acrosininhibitor
- Leukostatin

KININE B-Rezeptoren (B, B,)

] E:lll?gilﬁmn —> Second messenger: :> Bi9|09iSChe
- T-Kinin - Inositolphosphat -Weg Wirkung

- Methionylkallidin - Prostaglandin -Weg
- Met-Lys-Bradykinin

KININASEN

A

- Kininase Il (ACE)

- Neutrale -Metalloendo -
peptidase (NEP= CALLA)

- Kininase | (CNP)

Inhibitoren:
- Captopril (von ACE)
- Phosphoramidon -Thiophosphat (von NEP)

INAKTIVE PEPTIDE

Abb. 7: Schematische Darstellung der enzymatischen KaskadeGewebs-Kallikrein-Kinin-Systems
(modifiziert nach Schill & Miska, 1992)
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1.4.2 Kininogene

Kininogene sind die endogenen Substrate sowohtldigr Gewebs- als auch fir das Plasma-
Kallikrein. Sie bestehen aus einem Einzelstrangk@byotein. Zu unterscheiden sind hier
zum einen das Low-molecular-weight-Kininogen (LMWhKiogen), bestehend aus 409
Aminosauren und einem Molekulargewicht zwischen Wtd 68 kDa und das High-
molecular-weight-Kininogen (HMW-Kininogen) mit 628minosauren und 88 bis 120 kDa.
Die fir sie codierenden Gene, auch als K-Gene blezet, sind auf dem Chromosom 3926
lokalisiert (Margolius, 1996). Bei der Ratte lieldhszusatzlich noch das Trypsin-sensitive-
Gen (T-Gen) identifizieren, welches fur T-Kininogeadiert. Dieses Gen scheint aus einer
Genduplikation entstanden zu sein (Margolius, 199&) ist das wichtigste Akute-Phase-
Protein dieser Spezies (Muller-Esterl, 1993).

Die Kininogene sind Mosaikgene, die wahrend derlwn durch die Fusion einzelner
genetischer Komponenten entstanden sind. Aus di€gamde kann ihre Aminosauresequenz
in Domanen eingeteilt werden, denen jeweils einezifigche Bedeutung zukommt. Die
Kininsequenz, die 1-2 % des Molekulargewichts auwgmast die 4. Domane. Doméane 1
dient der Bindung von Metallionen wie Calcium, Dama&2+3 sind verantwortlich fir die
Inhibition von Cysteinproteasen, sowie die Domaneu3atzlich fur das Andocken von
Thrombozyten. Bei dem LMW-Kininogen ist die Funktigder 5. Domane unbekannt, bei
dem HMW-Kininogen ist sie verantwortlich fur die rM8iung an Oberflachen von
Subendothelien. Das HMW-Kininogen besteht zusatalioch aus einer 6. Doméne, sie dient
der Komplexierung von Gerinnungsfaktoren. Das Kgegin spaltet nun das Kininogen an
zwei Bindungsstellen innerhalb der 4. Doméane undt s® die Kinine frei (Muller-Estest

al., 1986).

Die Kininogene werden durch Proteolyse aus denifr@dgenen synthetisiert, in Leber
(Muller-Esterlet al, 1986) und Niere (Takanet al, 1997) freigesetzt, ins Plasma sezerniert
und mit dem Blutstrom in die Peripherie transpaotti@uller-Esterlet al, 1986). LMW-
Kininogen wird zusétzlich noch in Nebenniere, GehiRiickenmark, Hoden, Lunge, Herz
und Haut exprimiert. Die Regulation dieser Genesgimn unterliegt dem Einfluss von
Hormonen und Stressfaktoren (Margolius, 1996). Nak&hten Entzindungen steigt die
Menge an Kininogen in der Leber, aber auch im Pégsehr stark an, wéhrend es in anderen
Geweben (Azinuszellen und Granularzellen der Spdictise, in den Sammelrohren der

Niere) zu keiner diesbezlglichen Veranderung koif@htoet al.,1988).
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1.4.3 Gewebs-Kallikrein

Das echte Gewebs-Kallikrein ist ein thermolabilegures Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht zwischen 24 und 45 kDa (das uwtaeslliche Gewicht ist bedingt durch
variable Glykolysierungen) und einem isoelektrisch@®unkt zwischen 3,5 und 4,4
(Margolius, 1996). Es gehort zu den Serin-Proteagda Proteasen werden nach ihren
Reaktionsmechanismen klassifiziert, so ist z. B.d®n Serin-Proteasen ein Serin-Rest im
Enzym flr die katalytische Aktivitat verantwortlicber Einschluss der Aminosaure-Triade
Histidin-Asparagin-Serin ist fur die katalytischektitdt von elementarer Bedeutung
(Neurath, 1989). In der Erfullung seiner Aufgabe Rfotease ist das Gewebs-Kallikrein sehr
substratspezifisch. Das von ihr primar gespaltenbs®at ist das Low-molecular-weight-
Kininogen (LMW-Kininogen); die Proteolyse von Highelecular-weight-Kininogen (HMW-
Kininogen) obliegt dem Plasma-Kallikrein.

Das ,wahre” Gewebs-Kallikrein (true tissue kalliklekommt vor allem an der Oberflache
von exokrinen Drusenzellen vor, daher rihrt seistdnischer Name Drisen-Kallikrein
(glandular kallikrein) (MacDonalét al., 1988). Weiterhin befindet es sich an der Ober#éch
von neutrophilen Granulozyten und in biologischéissigkeiten (Naidoo & Bhoola, 1997).
Die Regulation der Kallikrein-Wirkung erfolgt haggthlich durch den potenten Inhibitor
basic pancreatic trypsin inhibitaiBPTI) (Muller-Esterl, 1993).

Das Kallikrein liegt zunachst als Praproenzym Vewift et al, 1982). Der Prapeptidanteil
erfullt die Aufgabe eines Sekretionspeptids, watirdas Propeptid zur Aktivierung dient.
Das endogene Enzym, welches die proteolytische t8ual des Kallikreins aus dem
Prékallikrein bewirkt, ist jedoch noch nicht gefemdClements, 1997).

Das Gen, das fir das humane Kallikrein codiergtleuf dem Chromosom 19q13 und wird
als hKLK1 bezeichnet (Margolius, 1996). Auf dies€ébhromosomenabschnitt sind noch
weitere Serin-Protease-Gene lokalisiert (Diamagdigousef, 2001; Diamandis, 2002; Gan
et al, 2000). Eine groRBe Ahnlichkeit der enzymatischektivitat dieser hier codierten
Proteasen und die sehr hohe Sequenzhomologie bellirgh die Konservierung der Primar-
und Tertiarstruktur lasst vermuten, dass die Seroteasen auf einen gemeinsamen Ursprung
zurtckgehen und in der Evolution durch Gen- odao@lmsomenduplikation entstanden sind
(Ganet al, 2000). Dieser konservative Erhalt von Struktnd Wrganisation der Kallikrein-
Gen-Familie wird auch belegt durch identische Exoned Intronorganisation bei Ratten-,
Maus- und humanen Genen (Wiretsal, 1989).
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1.4.4 Kinine

Kinine werden als integrale Bestandteile von hodeidaren Vorstufen, den Kininogenen
mittels limitierter Proteolyse durch Kallikrein fgesetzt (Mller-Esterét al, 1986; Bhoola
et al, 1992). Sie haben evolutiondr gesehen eine honkekvierte Aminosduresequenz, die
sich mit geringer Modifikation in allen Vertebrat&hassen wieder findet. Prototyp der
Kinine ist das Nonapeptid Bradykinin (BK). Weitanhigibt es noch aminoterminal
verlangerte Bradykininformen, das Kallidin (KD = 4ig-BK), ein Dekapeptid, sowie das t-
Kinin (lle-Serin-BK) und das Methionylkallidin (MeKD = Methionin-Lysin-BK) (Muller-
Esterl, 1993). Eine vorwiegend lokale Wirkung demiKe wird durch ihre lokale Freisetzung,
dem effizienten Abbau und einer extrem kurzen lgisichen Halbwertszeit mit 30 Sekunden
gewahrleistet (Soubriest al, 1988).

Nach heutigem Wissensstand Uben die Kinine ihrekivig hauptséchlich Gber die Bindung
an spezifische Rezeptoren aus, die daraufhin imftertler Zelle eineéSecond-messenger
Antwort auslosen. Dies8econd messeng&ssen sich hier in 2 Gruppen teilen: die erste
fuhrt zu biologisch aktiven Peptiden, z. B. Proktadinen, die zweite Gruppe bewirkt die
Aktivierung des Cd2sensitiven Systems (Schill & Miska, 1992; Blaukz03).

Eine erwahnenswerte Rolle nehmen auch die neutespl@ranulozyten ein. Diese stellen
eine Art ,wandelndes Kinin-System*" dar, da sie gmér Oberflache Bindungsstellen sowohl
fur Kininogen als auch fir Kallikrein besitzen usdmit zur Kinin-Produktion beféhigt sind
(Figueoraet al, 1992; Naidoo, 1997).

Kinine kommen physiologischerweise auch in den &ekr wie Speichel, Schweil3, Ejakulat
und Urin vor (Margolius, 1996), sie besitzen abedemm eine mitogene Potenz und wirken
somit evtl. als parakriner Proliferationsstimulug ainige Tumorzellarten (Stetler-Stevenson
et al, 1993).

Dysregulation oder Schéadigung, die zu einem KiniaAgfel oder Kinin-Rezeptordefekt
fuhren und dadurch eine Organdysfunktion oder Kinartkhervorrufen, kénnen nicht durch
andere Systeme kompensiert werden. Zu derartigeniféssationsformen werden z. B.
arterieller Hypertonus sowie Reduktion der Quantitéd Motilitdt von Spermatozoen gezahit
(Schill & Miska, 1992).
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1.4.5 Rezeptoren

Die Kinine Uben ihre Wirkung auf die Zielzelle Ulspezifische Rezeptoren aus. Es werden
zwei Rezeptortypen unterschieden, der Bradykinin-8nd der Bradykinin-BRezeptor
(Regoli & Barabe, 1980). Bei den;-Bund B-Rezeptoren handelt es sich um G-Protein-
gekoppelte-Rezeptoren. Das bedeutet, dass dielBagyrsaluktion von der Rezeptorbindung
bis zur Auslosung eines biologischen Effekts llvee &askadenartige Reihe von Mediatoren
und Botenstoffen geleitet wird. Der Bradykinin-Rpte ist an den Inositolphosphat-
Stoffwechselweg gekoppelt, kann aber auch alterrdgn Prostaglandin-Weg nutzen. Auf
diese Weise ist die Vielfaltigkeit der Kinin-Wirkgnzu erklaren, denn je nach Zielzelle
werden unterschiedliche G-Proteine aktiviert undnisdkommt es zu den verschiedenen
Signaltransduktionen (Muller-Esterl, 1993).

Eine Modulation der Kinin-Wirkung wird auf Rezeptbene erzielt, indem nach einmaliger
Kinin-Stimulation des Liganden zunachst eine PlieseDesensitisierung folgt, d. h. fir eine
gewisse Latenzzeit ist der Rezeptor fur Kinine upmdlich. Zudem werden Rezeptor
gebundene Kinine internalisiert, d. h. ins Zellirmeaufgenommen. Der Rezeptor wird
intrazellular recycelt und dann wieder auf der dedlrflache préasentiert (Langb al, 2001).

Die Expression des Kinin-Rezeptors erfolgt auf mingemlich niedrigen Niveau, so besitzt
z.B. ein Fibroblast lediglich 5x£0Kinin-Rezeptor-Molekiile, welches die Problematir d
proteinchemischen Isolierung erklart (Faul3etesl, 1991).

Bradykinin- B ;-Rezeptor

Die aus 353 Aminoséauren aufgebautenR&zeptoren (Regokt al, 1997) weisen nur eine
geringe Sequenzhomologie zu den-ARzeptoren auf (Hesst al, 1992, 1996). Die
Aktivierung des B-Rezeptors erfolgt durch ABK, dem Abbauprodukt des Bradykinin
(Figueroaet al, 1995; Miller-Esterl, 1993). Von Regdt al. (1997) werden zusatzlich eine
Aktivierung durch desArdBK, dem Abbauprodukt des Kallidin beschrieben. Bsdelt sich
bei diesem Rezeptor nicht um einen konstitutivemdsrn um einen induzierbaren Rezeptor
(Regoli & Barabe, 1980; Tokumast al, 1995). Der Rezeptor bzw. seine Funktion, konnte
bisher nur unter pathologischen Voraussetzungen Waumen oder Entzindungen
nachgewiesen werden. Eine Rezeptor-Induktion kann Bz durch Interleukin 1b,
Wachstumsfaktoren und Bakterien-Toxine wie Lipopalcharid (LPS) hervorgerufen
werden (Regolet al, 1997).
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Zu den vom B-Rezeptor vermittelten Reaktionen gehéren: Vasadkibtisn, Vasodilatation,
Venenkonstriktion, Stimulation des sensorischervBlesystems (Schmerzauslésung) und der
glatten Muskulatur sowie die Aktivierung verschiede Zellen, z. B. zur Kollagensynthese
(Regoliet al, 1997).

Bradykinin-B ,-Rezeptor

Der By,-Rezeptor, aus 364 Aminosauren bestehend (Regadl, 1997), ist ein integrales

Membranprotein mit sieben die Membran durchspaneen@egionen, den so genannten

Transmembrandomanen. Sowohl ihre Aminosauresecplerasich die entsprechenden Gene

sind fur Ratte, Maus und Mensch schon weitgeheedtifiziert (McEacherret al, 1991;

Hesset al, 1992; Eggerickeet al, 1992; Heset al, 1993; Mcintyreet al, 1993; Pesqueret

al., 1994; Wanget al, 1994; Kammereet al, 1995). Allen drei Spezies ist gemein, dass das

Gen fur den B-Rezeptor aus drei Exons und zwei Introns bestetitdie kodierende Region

innerhalb des dritten Exons lokalisiert ist.

Die Effektoren der BRezeptoren sind BK (beim Mensch) und KD (bei deit®. Binden

diese Moleklle an den Rezeptor wird innerhalb ddteZeine G-Protein gekoppel&econd

messengerReaktion ausgeldst. AlSecond messengdwnnen verschiedene Substanzen
aktiviert werden:

- Uber die Aktivierung der Phospholipase C [¥z; gekoppelt) werden Inositolphosphat,
Diacylglycerol und/oder Calcium-lonen freigesetdishizuka, 1992).

- durch Stimulation von Phospholipase A2 und D, ebeng von Spingosinkinase, kommt
es zum intrazellularen Anstieg de&econd messengeirachidonsédure (und damit
Prostaglandinen), Phosphatidsaure oder Spingd8hmsphat (Burch & Axelrod, 1987).

- durch GDP/GTP-Stimulation entstehen (&3 gekoppelt) ,small G-Proteins* (Roh,
CDc42) oder (G;und G sgekoppelt) wird der intrazellulare cAMP-Level moul, der
wiederum die Proteinkinase A aktiviert (Golelaal, 1999; Granesst al, 1997).

Entsprechend den freigesetzten Botenstoffen wetsigarschiedliche zellulare Reaktionen

ausgeldst wie Hypertonie, Odembildung etc. (Far&Burch, 1992; Blaukat, 2003).

Im Gegensatz zu dem;HRezeptor handelt es bei dem-Byp um einen konstitutiven

Rezeptor. Er gehort zu der Gruppe der rhodopsiréiert Proteine, welche auch die

Signaliibertragung bei Sehvorgédngen, Riechprozessad Hormonwirkung leisten

(McEacherret al, 1991; Niet al, 1998).

Mittels Northern blot konnte die messenger-RNAles B-Rezeptors sowohl im Testis-

Homogenat als auch im Sertoli-Zellextrakt von Rattachgewiesen werden (Monsetsl,
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1999). Zuvor gelang Mc Eachern und Mitarbeiter giticher Methodik der Nachweis u. a.
im Herzmuskel und in Gefal3en, in der Lunge, im @ghin der Niere, im Testis und im
Uterus der Ratte (Mc Eacheehal, 1991).

Entgegen der vorlaufigen Anahme konnte in neuerémdi&n kein B-Rezeptor auf
ejakulierten Spermatozoen detektiert werden, s@hder Mechanismus mit dem Bradykinin
seinen antriebssteigernden Effekt auf die Spermatanotilitat ausibt weiterhin ungeklart
(Siems et al, 2003). Monseeset al. konnten bei in situ Experimenten mit
Rattenestischnitten eine deutliche Expression desR@zeptors an Spermienvorstufen, den
pachytdénen Spermatozyten sowie den runden und ieltery Spermatiden in denubuli
seminiferi contorthachweisen (Monsees al, 2002, 2003).

1.4.6 Kininabbauende Enzyme

Malfgeblich fir die Limitierung der Kinin-Wirkungral Kininasen. Dies sind kininabbauende
Proteasen, die nahezu ubiquitar in biologischen ébew und Sekreten vorkommen. Von

besonderer Bedeutung ist die membrangebundenedsmill, auch Angiotensin-Converting-

Enzyme (ACE) genannt. Von dieser gibt es zwei Isoformen, smuhad#s ACE und
testikulares ACE. Beide Isoformen werden durch elassGen kodiert (Ehlerst al, 1989).

Ihre Transkription wird durch zwei unterschiedlidAeomoter reguliert (Hube#t al, 1991).
Das somatische ACE wird auf verschiedenen Gewelreh 4elltypen demonstriert z. B.
Epithelzellen diverser Driusen, Niergpididymis Zellen des Immunsystems (Siboety al,
1993), aber auch auf Leydig-Zellen und testikul&eadothelzellen (Franket al, 1996). Das
testikulare ACE ist auf die post-meiotischen Keitterte beschrankt und wird auf der
Oberflache von Spermatiden und Spermatozoen adWMié@mner bzw. geschlechtsreifer
Saugerspezies gefunden (Langfetdal, 1993; Sibonyet al, 1993, 1994). ACE wurde an
Leydig-Zellen von Mensch, Ratte und Rhesusaffe mpdn, so dass eine regulatorische
Wirkung von ACE bei der Modulation der parakrinesytdig-Zellfunktion diskutiert werden
muss (Schill & Miska, 1992). Weiterhin konnte esawdonseest al, (1996 a) auch an der
Sertoli-Zell-Membran von Ratten nachgewiesen werdekCE ist aulRerdem ein
Schlisselenzym im Renin-Angiotensin-System (un a@er Niere lokalisiert) und bildet somit
eine Verbindung zwischen diesem und dem KKS (Milisterl, 1993).

Weitere Kininasen sind die Neutrale Metalloendopigse (NEP und die Kininase |, auch

als Carboxypeptidase N (CPMgzeichnet, zu deren Synthetisierung und Sekretoovohl
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die PeritubularZellen als auch die Sertoli-Zellen des Hodenstigt&sind. Ebenso wie ACE
handelt es sich auch bei NEP um eine an der Memboan Sertoli-Zellen lokalisierte
zinkhaltige Metalloprotease (Monsestsal, 1996 a). Anhand von Versuchsreihen an Sertoli-
Zell-Kullturen konnte die Hauptverantwortlichkeitesl NEP 24.11 fur die schnelle
Inaktivierung des Bradykinin herausgestellt werdglonseeset al, 1996 b, Monseest al,
1998). Im Seminalplasma stellen ACE, das zu 70 $odau Prostata stammt (Schill & Miska,
1992) und NEP, welche vor allem iBpididymis und Prostata gebildet werden, die
Hauptkininasen dar (Erdést al., 1985; Schill & Miska, 1992). Die Neutrale
Metalloendopeptidase (NEP) 24.11, auch Enkephaim@mannt, ist nach mRNA-Sequenz-
Analyse identisch mit dem human common acute lyrbf@stic leukaemia antigen (CALLA,
clone 5; Letarteet al, 1988) und wird daher bevorzugt zur Lokalisiermog NEP in Mensch

und Ratte verwendet.

Das Antigen wird bei verschiedenen Non-Hodgin-Lymplen gefunden, auf einer geringen
Anzahl normaler Knochenmarkszellen und einigen radem Granulozyten, aber auch im
normalenTubulus und Glomerulaepithel der Niere, Myoepithelzellger Brust sowie der
fetalen Leber (Ritet al, 1981; Cossmanet al, 1983).

Des Weiteren sind noch die Aminopeptidassdwie das Post-proline-cleaving-enzyme

erwahnen, bei denen es sich ebenfalls um membrandebe kininabbauende Enzyme
handelt (Monseest al, 1996 b).
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1.4.7 Lokalisation und Wirkung des Kallikreins auf den ménnlichen
Reproduktionstrakt

Das Gewebs-KKS bt vermutlich einen Einfluss auf d&énnlichen Genitaltrakt mit seiner
reproduktiven Funktion aus. So ist es auf testilamtaNiveau moglicherweise an der lokalen
Regulation der Spermatogenese beteiligt und indiktalen Bereichen in die Regulation und
Erhaltung der Spermatozoenmotilitat involviert (Bch& Miska, 1992). Der
immunhistologischeNachweis von Gewebs-Kallikrein im humanen Reprodunistrakt

gelang in Sertoli-Zellen, den Drusenzellen der ftassowie in den Epithelzellen v@orpus
und Cauda des Nebenhodens, negativ stellten sich dagegenid-@gllen, Keimzellen,
Nebenhodenkopf, Samenblaschen und Vas deferenS&daénhet al, 1987). Monseest al
konnten mit spezifischen immunologischen FarbunigeinRatten das Gewebs-Kallikrein in
den runden und den elongierten Spermatiden naceweigbei sich Leydig-Zellen, Sertoli-
Zellen, PeritubularZellen, Spermatogonien und Spermatozyten negaiistellten (Monsees
et al, 1996 c, Monseest al, 1999).

Ebenso lassen sich die meisten Komponenten des(H&S3,- und B-Rezeptor blieben bei
der Analyse unberiicksichtigt) in den Sekreten damamen mannlichen Genitaltrakts
nachweisen (Schill & Miska, 1992). Die Konzentratides Gewebs-Kallikreins ist im Samen
10-mal so hoch wie im Blut. Das Kallikrein kommt der Samenflissigkeit nicht frei,
sondern in gebundener Form vor und bildet eine imodékulare Komponente (Sait@ al.,
1987). Der wesentliche Inhibitor des Kallikreins 8amen ist des1-Proteinase-Inhibitor. Er
wirkt als progressiver Inhibitor, der nicht zu einenmittelbaren Inaktivierung des Enzyms
fuhrt (Schill & Miska, 1992).

Der Einfluss des Gewebs-Kallikreins bzw. der Kirgeoe auf testikularer Ebene und damit
auch auf die Spermatogenesefahigkeit des mannliRepnoduktionstraktes, treten besonders
deutlich nach deren systemischen Applikation herVerschiedene Autoren beschreiben bei
Mensch und Ratte nach systemischer Kallikreingaibgehde Effekte auf das reproduktive
Gewebe:
Steigerung der Spermatozoenanzahl (Schill & Midle®?2) evtl. tber einen indirekten
Effekt der verbesserten Spermienfreisetzung, z.dBrtch Einwirkung auf die
kontraktilen Elemente irRete testisind in derDuctuli efferenteg¢Schill et al, 1988).
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Aktivierung der Sertoli-Zell-Funktion, dies fiuhrebRatten zu einer Beschleunigung
der Spermatogenese um 1-2 Tage (normal 20 Tag®yr €unahme der Sertoli-
Zellzahl sowie zu einer Vasodilatation im testikeld Gewebe (Saitoét al, 1988).
Friheres Auftreten der Spermatogonien bei puberttlgn Ratten (Rohen &
Stuttmann, 1977).

Steigerung des Glukosetransportes, ermoglicht darbbbhte Membranpermeabilitat
und gesteigertem testikularen Blutfluss (So#tlal, 1988).

Erhohte Thymidin-Aufnahme in das testikulare Gewelnel dessen Einbau in die
DNA (Schill et al, 1988), was auf eine gesteigerte Proliferatioestatstikularer
Zellen deutet.

Stimulierender Einfluss auf die sekretorische Alkditv von Blaschendrise und
Prostata mit konsekutiver Gewichtszunahme (Wetrka, 1964).

Forderung deEpididymisktivitat (Schillet al, 1988).

Interferenzen auf der Hypophysen-Gonaden-Achse. v&ode mittels Radio-
immunologie ein Anstieg von LH, Prolaktin und Teston bei konstanten FSH-
Werten beobachtet (Schill & Miska, 1992). Anderetgxan konnten dieses Ergebnis
nicht reproduzieren (Toroét al, 1978).

Im Tierexperiment stellt sich eine lokale KallikneAnreicherung im Ductus
epididymidisdar, nicht aber im Keimepithel (Blasiei al, 1980).

Anhand vonin vitro Studien mit testikularen Organkulturen der Radte b Tag) zeigte sich
nach Applikation von Bradykinin eine signifikanteuzahme der Praspermatogonien
(Atanassova, 2003).

In den Sekreten des mannlichen Genitaltraktes egbheben dem Gewebs-Kallikrein noch

zwei weitere Kinin freisetzende Enzyme, zum einas_Akrosin welches das Spermium im

Akrosom tragt und als Penetrationsenzym zur Garfiegem benétigen soll, zum anderen die
Leukozyten-Proteinagéchill & Miska, 1992).

Von grof3er Bedeutung sind neben diesen freisetrelBdeymen auch deren Hemmstoffe, die
Proteinase-Inhibitoren. Diese haben eine protektivenktion, sie vermeiden freie
proteolytische Aktivitat im méannlichen Genitaltrakivelche sonst schwere Entzindungen

nach sich ziehen wirde. Zu den Proteinase-Inhditagehért das Acrostatit(HUSI-II),
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welches Akrosin hemmt, das Leukostat{tHUSI-I), das die Leukozyten-Proteinase

beeinflusst sowie deal-Proteinase-Inhibitorder seine Wirkung nicht unmittelbar durch

Kallikrein-Inaktivierung ausibt, sondern ajsogressiver Kallikrein-Inhibitor (Schill &
Miska, 1992) fungiert.

Ein weiterer Regulationsmechanismus setzt auf dernBeite an. Inaktivatoren dieser
rezeptorwirksamen Peptide wie Bradykinin sind diaikase Il (ACE) und die_Neutrale-
MetalloendopeptidasgNEP) (Schill & Miska, 1992).

Anhand von Sertoli-Zellkulturen, denen Bradykinm Uberschuss zugesetzt wurde, konnte

mittels HPLC (high-performance liquid chromatographie) ein Btadinverbrauch erfasst
werden, der somit die Prasenz von NEP, ACE undniése Typ | (Metallocarboxypeptidase)
unterstreicht (Monseex al, 1999).

Die Beeinflussung von Spermatozoen durch Gewebbkikgih bzw. Kinine ist an frischem

Ejakulat_nach vorausgegangener systemischer Apiaikgetestet worden und wird wie folgt

beschrieben:
Zunahme der Spermatozoenzahl und Geschwindigkedsune der Spermien. Die
Ursache wurde in einer direkten Beeinflussung dpsriSienmetabolismus und einer
indirekten Einflussnahme durch Sertoli-Zellstimidat mit gesteigerter Spermatogenese
sowie einem verbesserten Spermienaustritt ges&utmdeder-Fincklet al, 1986).
Signifikanter Zuwachs der Spermienanzahl mit gMetilitat (Schirrenet al,, 1974).
Reduktion der Zahl an Spermatozoen mit abnormepktwogie (Schirrert al, 1974).
Signifikanter Anstieg der Zervikalmukus-Penetrasfaigkeit (Wallneet al, 1975).
Zunahme der Akrosomenreaktionen (Sagolal, 1987).
Leicht verbesserte Uberlebensfahigkeit der Spernaato (in frischem und eingefrorenem
Ejakulat) (Schill & Haberland, 1975).
Steigerung des  Spermienmetabolismus, erhohte Gukosund  Fruktose-
Aufnahme/Verbrauch, erhohter Sauerstoff-Verbrauetoduktion von Milchsaure und
Kohlendioxid sowie ein geringer Anstieg von intrbaiérem cAMP (Leidlet al, 1975;
Schill & Miska, 1992).

In vitro Studienzeigen verschiedene positive Effekte auf die Spésroen. So wird durch

Kallikreinzugabe zu Ejakulat der Spermienmetabalisrstimuliert (Leidlet al, 1975; Schill,
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1978). Ebenso konnte eine leicht verbesserte Yétadier Spermien (Leidit al, 1975) sowie
eine bessere Mukuspenetrationsfahigkeit (Steateal., 1981) nachgewiesen werden. Eine
gesteigerte Motilitat von Saugerspermatozoen naahkikeinzugabe zu frischem Ejakulat ist
in mehreren Studien herausgestellt worden (Sa®0;1diska & Schill, 1990; Muelleet al,
1991). Der gleiche positive Effekt zeigte sich auah kryokonservierten humanen
Spermatozoen und stellte somit eine Mdoglichkeit @mralitdtsverbesserung gefrorenen
Spermas in Aussicht (Schidit al, 1979). Aufgrund der Ergebnisse diegewitro Studien
wurde die Kallikreingabe zum ejakulierten Samen der Befruchtung propagiert (Schill &
Littich, 1981).

Sato & Schill (1987) stellten einen temperaturalghgen Effekt von Kallikrein und
Bradykinin auf die Spermien heraus. Deren Motilitditd Geschwindigkeit konnten mit
Kallikrein bei 22°C signifikant gesteigert werddaei 37°C war nur in Kombination mit dem

spezifischen ACE-Inhibitor Captopril eine positBeeinflussung nachzuweisen.
Untersuchungen an frisch gewonnenem, ungewaschepein®5° bzw. 37°C inkubiertem
Ejakulat haben eine kontinuierliche, temperaturaigige Kinin-Freisetzung niedriger

Konzentration Uber einen Zeitraum von mindesten3 &Gtunden gezeigt (Schét al, 1988).

Anhand vonin vitro Studien mit gewaschenen Spermatozoen, depest ejakulationem

Bradykinin (unterschiedlicher Konzentration) zugesevorden ist, konnte eine deutliche
Motilitatssteigerung beobachtet werden (Sclatl al, 1988; Siemset al, 2003). Mit
zunehmender Bradykininkonzentration nimmt dieser fel&f den Verlauf einer
Sattigungskurve an (Schiit al, 1988). Dieses Ergebnis unterstiitzt zunachsthese, dass
die Bradykininbindung Uber einen spezifischen, i@ Blasmamembran der Spermatozoen
eingelassenen Bradykinin-Rezeptor zustande komrohil(Set al, 1988). Dieser Kinin-
Rezeptor konnte aber bis heute nicht nachgewiesaden, zudem zeigen neue Arbeiten,
dass der positive Einfluss von Bradykinin auf Speionoen nicht rezeptorvermittelt ist, der
genaue Wirkmechanismus ist bislang aber weiterhbrekannt (Miska & Schill, 1994; Siems
et al, 2003).

Daruberhinaus konnten Siemas al (2003) den motilitatssteigernden Effekt von Bradin
auf die Spermatozoen durch Suppression der Brailykigdrolyse im Samen (zusétzliche
Zugabe von Lisinopril und Phosphoramidon) Uber mirléngeren Zeitraum effektiv

aufrechterhalten. Bradykinin unterliegt sonst dégmellen Spaltung durch ACE oder NEP an
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der Spermienoberflache, die die Kinin-Wirkung effelimitieren. Bradykinin-Spaltprodukte
haben keinen Effekt auf die Spermatozoen.

Schill stellte zur Diskussion, dass Kallikrein eineaktivierenden Effekt auf den
Spermatozoenmetabolismus ausibt, da bei Kallikppiteation zu frischem Ejakulat sich ein
gesteigerter Fruktoseverbrauch zeigte, der uber plysiologischen Verbrauch weit
hinausreicht (Schill, 1975).

1.4.8 Kallikrein als Medikament?

Die Fertilitat des Mannes ist einer Vielzahl voreindlussenden Faktoren unterworfen, eine
Grundvoraussetzung bildet die Homoostase von Hoemorund Enzymen. Ein
Ungleichgewicht in diesem empfindlichen System ddangel einer bzw. mehrerer Faktoren
korreliert haufig mit Fertilitatsstorungen. Aus sken Grund konnen viele Enzyme im
Ejakulat als Marker fir die Spermatogenesefahigkeil die Motilitdt der Spermien
herangezogen werden. Zudem geben sie wertvolle éigew fir Diagnostik und
Therapiemdglichkeiten infertiler Manner (Saitethal, 1987).

In Bezug auf Gewebs-Kallikrein, das ebenfalls zo dee Fertilitat beeinflussenden Enzymen
gehdren dirfte, zeigt sich folgender Aspekt: in S3amenfliissigkeit infertiler Manner steigt
mit abnehmender Spermatozoenzahl die Kallikreinkatration an. Die ermittelten Werte
liegen signifikant Gber der durchschnittlichen Kentration im Seminalplasma der gesunden
Kontrollgruppe (Saitohet al, 1987) Saitoh et al meinten in ihrer Studie, das Kallikrein
wirde verbraucht. Da Kallikrein als Enzym in seib&logischen Funktionsfahigkeit jedoch
keinem Verbrauch unterliegt, ist Saitohs Spekutather unwahrscheinlich. Konstatieren
l&sst sich, dass die Anzahl der Spermien in eineriproken Verhaltnis zur Konzentration
des Kallikreins steht. Daraus lasst sich folgemssdSpermatozoen die Fahigkeit besitzen,
entsprechend ihrer Konzentration eine Rickkopplanf den Kallikreingehalt auszuiben.
Denkbar ware auch ein unabhangiger Faktor, der Blbodie Anzahl der Spermatozoen, als
auch die Menge des produzierten Kallikreins beessfl. Weniger Spermatozoen kénnten
somit einem Regelkreis unterliegen, der vermitteddlikrein die Reifung und die bessere
Mobilitat weiterer Spermatozoen zu férdern versyegt. die in den Arbeiten von Schroeder-
Finckhet al, 1986; Schirrert al, 1974; Saitolet al, 1987; Schill & Haberland, 1975; Leidl
et al, 1975; Schilket al, 1988; beschriebenen Funktionen).
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Kallikrein stellt einen der Ansatze zur Behandlunginnlicher Fertilitdtsstorungen dar.
Klinische Studien zeigen, dass die systemische ikfalh-Therapie bei Patienten mit
verminderter Fertilitdt zu einem Anstieg der Spaomaenmotilitat und -zahl sowie zu einer
Steigerung der morphologisch normalen Spermatozidleren kann. Weiterhin wurde eine
erhohte Konzeptionsrate beschrieben (Hofmann, 18@bill, 1979; Izzcet al, 1984; Micic,
1985; Berziret al, 1987; Schill & Miska, 1992). Als Indikation figiese Therapie kommen
in Betracht: Oligozoospermie (eine verminderte Anzaon Spermatozoen im Ejakulat);
Asthenozoospermie (eine verminderte Beweglichkeit 8permien); auch bei subfertilen
Mannern mit Varikozele ist eine Verbesserung deerpenparameter beobachtet worden
(Schroeder-Fincklet al, 1986). Als Kontraindikationen werden chronis@rehitis, genitale
Infektionen und klinisch stumme Infektionen gezahlda eine systemische
Kallikreinapplikation den Entziindungsprozess trigge/irde und bei diesen Patienten zur
Azoospermie fihren kann (Schidit al, 1988). Der therapeutische Erfolg ist aber nicht
vorhersagbar und wird daher in der Literatur kovgrs diskutiert. Neuere Doppel-Blind und
Placebo kontrolliertein vivo-Studien konnten im Gegensatz zu é&lteren Arbeitarerei
signifikanten therapeutischen Effekt im humanent&ysnicht nachweisen (Glezermanal,
1993, Kecket al, 1994). Als bedeutendes Problem wird das hoheskirgewicht von oral
verabreichtem Kallikrein (42 kDa) gesehen, da dt-Bloden-Schranke kaum tberwunden
werden kann. Somit kann die Spermatogenese nummainbeeinflusst werden (Miska &
Schill, 1991).

Eine Einflussnahme des oral verabreichten Kalligeauf die Spermatozoen im Nebenhoden
ist denkbar, da auf Ebene des Nebenhodens zwémdiierter bzw. selektiver Stofftransport
durch die bestehendemight junctionsbesteht, jedoch ist dieser Mechanismus weniger
effektiv verglichen mit der Blut-Hoden-Schranke desstis. Blasiniet al. (1980) konnten an
Ratten nach 10-tagiger systemischer Kallikreind@apilon mittels indirektem Fluoreszenztest
eine Anreicherung der Kininogenase im Epithel dasctus epididymidisnicht aber im
Keimepithel nachweisen. Dies lasst eine besonderkuvy des Kallikreins auf den
posttubularen Bereich, und damit einen zentralen Aspekt in deeratozoenreifung
vermuten, da Motilitatsdefekte haufig auf Stérun@r dSpermatozoenausreifung im
Nebenhoden zurlckzufuhren sind. In Anbetracht didsgésachen muss weiterhin bedacht
werden, dass die verabreichte Kallikrein-Dosis 800 1U pro Tag zu niedrig gewesen sein
konnte (Miska & Schill, 1991). Schlie3lich wurden$tudien tber die Kallikreinwirkung auf
das kardiale System Tagesdosen um die 4500 U stgjeum eine Wirkung, in diesem Fall

eine Blutdrucksenkung, sicher nachweisen zu kéiiHeffmann, 1990).
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Weitere in vivo Studien beschaftigen sich mit dem Abbau von Keditk bzw. mit dem
verzogerten Abbau durch Gabe von Hemmstoffen. $gtezeine Studie an Patienten mit
Oligo- oder Asthenozoospermie, dass durch Inhibider Kininase Il mittels eines ACE-
Hemmers, z. B. Captopril, eine Zunahme der Spermaig@nhervorgerufen werden konnte
(dies beruht auf einer direkten Stimulation tiéoularen Funktion), wahrend kein Einfluss
auf die Motilitat genommen worden ist (Schill & Mes 1992; Schilet al, 1994). Allerdings
ist die Verwendung von ACE-Hemmern als Therapeutikuon Fertilitatsstérungen sehr
begrenzt.

Aufgrund der z. T. sehr kontréren Resultate istldagkation von Kallikrein als Medikament
zur Therapie von ménnlichen Fertilitatsstorungerstuitten und wird nur noch von wenigen
favorisiert. Das Medikament Padutin f0Gon Bayropharm (Leverkusen, Germany) mit der
Hauptwirkstoffkomponente porcine pancreatic kadlikr (PPK) steht deshalb heute auf der

Negativliste und wird von den Krankenkassen nicehnbezahlt.
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1.5 Ziele dieser Dissertation

Dem Kallikrein-Kinin-System wird eine bedeutendellRan Bezug auf die Spermatogenese
und denposttestikularerspermienreifungsprozess zugeschrieben. Ein Madg Fehlen an
testikularem Gewebs-Kallikrein wird mit einer negah Beeinflussung der Fertilitat
assoziiert.

Die Existenz von Gewebs-Kallikrein in den Reproduksorganen verschiedener
Saugetierspezies, darunter Mensch, Ratte, Mausewhedchrieben (siehe Kapitel 1.4.2).
Auch liegen die Ergebnisse einiger Forschungsgmuppgt in vitro als auchin vivo
Versuchen vor (siehe Kapitel 1.4.3), jedoch sinshér nur kleine Teilaspekte Uber dieses
komplexe System bekannt.

Die vorliegende Arbeit beinhaltet Grundlagenforsopumit dem zentralen Ziel, mittels
Immunhistologie die Lokalisation von Gewebs-Kakikr und weiterer Komponenten des
tKKS im mannlichen Reproduktionstrakt, insbesondareHoden und Nebenhoden, zu
detektieren. Hierbei sollte der Bezug einzelner IKonenten dieses komplexen
Enzymsystems zu histoanatomischen Strukturen hetljeserden. Diese Untersuchungen
sollten vergleichend an verschiedenen Saugerspeallzgen werden: Mensch, Ratte und
Bulle. Dabei wurde bezuglich der Ratte versuche ellangten Ergebnisse in Bezug zum
Alter und damit zum geschlechtlichen Entwicklungsst zu setzen.

Weiterhin wurde die Kreuzreaktivitéat zwischen banm Gewebe und Antikdrpern gegen

Rattenantigene bzw. humane Antigene getestet.

Dieses Basiswissen bezlglich Lokalisation des Esygiems und topographischer
Zuordnung im Reproduktionstrakt ist Voraussetzuogy die Wirkung des KKS besser
verstehen zu kdnnen und weitere Kenntnisse tUbermaiigliche Beeinflussung, vor allem im

Hinblick auf neue Therapieansatze mannlicher liitéttzu erlangen.
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1.6 Angewandte Methode: Immunhistochemie

Um die Expression von Gewebs-Kallikrein und andePeoteinbestandteilen des t-KKS in
Bezug auf die histoanatomischen Strukturen unteridksichtigung der organotopogra-
phischen Verhaltnisse im mannlichen Reproduktiakstvon Mensch, Ratte und Bulle
darzustellen, wurden die immunhistochemischen Migho gewahlt. Dabei sind drei
verschiedene Methoden zum Einsatz gekommen: dieckid Methode, die PAP-Methode,
sowie die En-vision™-Methode (Bourne, 1997; Nalk®97; Noll & Schaub-Kuhnen, 2000).
Diese Verfahren basieren auf dem Grundprinzip ohendinologie. Praktisch bedeutet das ein
bestimmtes Antigen zu lokalisieren, indem speZifesc gegen das Epitop gerichtete

Antikorper, benutzt werden.

Indirekte Methode

Bei dieser Technik bindet ein unkonjugierter Priamdikorper an das Antigen. Anschlie3end
wird ein zweiter Peroxidase-konjugierter Antikorpeder gegen das Fc-Fragment des
Primarantikorpers (jetzt als Antigen zu betrachwgar)chtet ist, aufgetragen. Danach folgt die
Substrat-Chromogenreaktion. Stammt der Primaraméaus dem Kaninchen oder der
Maus, so muss der 2. Antikorper gegen Kaninchew- hMaus gerichtet sein.

Bei dieser Zweischritt-Methode kommt es zu einegn8iverstarkung, da mehrere

Zweitantikorper mit den verschiedenen Epitopen Besérantikdrpers reagieren konnen.
Nachteilig ist bei dieser Methode, dass unspetiésReaktionen auftreten kdnnen, wenn der
sekundéare Antikdrper mit endogenen Immunglobulimender Probe kreuzreagiert. Die

indirekte Methode zeigt eine héhere Sensitivitégeggiber der direkten Methode, letztere

kam in dieser Arbeit nicht zur Anwendung.

PAP-Methode
Bei dieser Methode kommen Priméarantikorper, Sekrardékorper und der Peroxidase-anti-
Peroxidase-(PAP)-Komplex, bestehend aus dem Enzgroxilase und einem Antikorper
gegen Peroxidase, zum Einsatz. Der Priméarantikorgteispezifisch gegen das Antigen
gerichtet. Der Sekundar- oder Brickenantikrpemkaowohl an den Primarantikdrper als
auch an den PAP-Komplex binden, da beide in dezgellierart hergestellt wurden. Der
Bruickenantikdrper wird im Uberschuss zugefiigt, deldiindet nur eine Halfte seines Fab-

Fragments an den Primarantikorper, die andere é#lieibt frei fir die Bindung an den
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Antikorper des PAP-Komplexes. Das Enzym Peroxidaged durch eine Substrat-

Chromogenreaktion sichtbar gemacht.

Bei der Dreischritt-Methode wird durch die Verwenduwon drei verschiedenen Antikorpern
eine starkere Signalamplifikation erreicht; didsoissonders hilfreich, wenn Antigene, die nur
wenige Epitope besitzen, dargestellt werden soNgeiterer Vorteil ist, dass eine hohere
Verdinnung des Priméarantikdrpers maoglich ist, esnilazu einer Reduzierung des
Hintergrundes und somit zu besseren Ergebnissenmkorachteilig ist der hdhere

Zeitaufwand.

En-vision™

Bei diesem Verfahren kommt zunachst der spezifisBhenarantikbrper zum Einsatz.
Anschlielend wird ein Konjugat aus Sekundaranti&dbrfAnti-Maus-lg oder Anti-
Kaninchen-Ig), der entsprechend gegen das Fc-Fragdes Primarantikorpers gerichtet ist
und eine hohe Anzahl von Enzymmolekilen (Peroxidadsr alkalische Phosphatase), mit
denen eine Verstarkung der anschlieBenden Farieaktreicht wird, zugegeben. Diese
Molekule sind in grof3er Anzahl an ein gemeinsamestian-Tragermolekil gekoppelt. Nach
Herstellerangaben wird dieser Methode eine erhON®chweissensitivitat zu den
herkdbmmlichen Verfahren zugesprochen. Dartber kindrd die Anzahl der Arbeitsschritte

reduziert und die LOsung liegt gebrauchsfertig vor.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit nicht explizit erwmghin der héchsten erhaltlichen Qualitat

eingesetzt (pro analysi oder biochemisch rein).

Rinderserumalbumin 10 %ig (= BSA-c) [Aurion ImmuGmld Reagents & Accessories,

The Netherlands]

Chloroform [Riedel-de Haen, Seelze]

3,3’ Diaminobenzidin (DAB) Tetrahydrochlorid Tabket 10 mg [Sigma, Missouri, USA]
DAB ergibt ein braunes Farbprodukt, ist in orgahen Losungsmitteln unléslich und

kann die aufsteigende Alkoholreihe und Xylol dueetien und mit Eukitt eingedeckelt

werden (Gegenfarbung: Hamatoxylin) (Noll & Schaubkiken, 2000)

Dinatriummonohydrogenphosphat @i# 0O, 141,96 = 1 mol/l) [Merck, Darmstadt]

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) [Merck]

Eisessig [Merck]

Ethanol [Riedel-de Haen]

Haematoxylin-Harris, Solution modified 7,5 g/lI (Chto. HHS-16) [Serva Electrophoresis

GmbH, Frankfurt]

Kaliumdihydrogenphosphat (KIRO, 141,96 = 1 mol/) [Merck]

Magnesiumchlorid 1 N(MgG)[Merck]

Methanol [Riedel-de Haen]

Mikrokitt [Hausapotheke des Justus Liebig Klinikur@el3en]

Natronlauge (NaOH) [Merck]

Natriumchlorid (NaCl 58,44 g = 1 mol/l) [Riedel-tfaen]

Non-fat-Dried Milk from Bovine (Product No. M740fpako GmbH, Hamburg]

HistoComp ®, Paraffin-ahnliches Einbettmittel [Vag8ielRen]

Phosphat buffered saline (Lot 94824-061) [Oxoid ITBasingstoke, Hampshire,

England]

Proteinase K [Sigma]

Salzsaure (HCI) 1molar, 1N [Merck]

Tris-HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochbbrii21,1 g = 1 mol/l) [MerckK]
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- Triton X-100 pure (Cat. No. 37240) [Serva Electromsis GmbH)]
- Wasserstoffperoxid ($D.) [Merck]
- Xylol [Merck]

- Zitronensauremonohydrat [Merck]

Das mit A. dest. bezeichnete Wasser entsprichhsoi¢c welches mit der Reinwasseranlage
Milli-RO 10 Plus-Vorreinigungsanlage verbunden ndiner Milli Q UF-Plus-Anlage
[Millipore S.A., Molsheim, France] aufbereitet wesrdist.

2.1.2 Eingesetzte Primar- und Sekundarantikérper, Antigere, Normalseren

Primarantikérper
- Anti-Human-LMW-Kininogen von Kaninchen (Produkt N@6-0061) [RD Laboratorien
fur biologische Forschung GmbH, Diessen]

Polyklonaler Antikdrper gegen Human-LMW:-Kininogevinimale Kreuzreaktionen
mit anderen humanen Proteinen, 20 % KreuzreaktiomeRIMW-Kininogen.

- Anti-Human-LMW-Kininogen von Kaninchen (Cat.No. 558007) [BIOTREND

Chemikalien GmbH, Kdln]
Polyklonales Antiserum gegen Human-LMW-Kininogen.

- Anti-Kallikrein, Human Urine (Kaninchen) (Cat.No2@304) [Calbiochem, Darmstadt]
Polyklonales Antiserum, das monospezifisch fur iKedin des humanen Urins ist. Es
erkennt aktives und passives humanes urinary Keilhk Keine Kreuzreaktionen mit
Ratten- oder Meerschweinchenurin-Kallikrein odet lbaivinen Trypsin.

- Anti-Kallikrein, Rat Urine (Kaninchen) (Cat.No. 4208) [Calbiochem]

Polyklonales Antiserum, das monospezifisch fur iKedin des Rattenurins ist. Es
erkennt aktives und passives Rattenurin-Kallikreikeine Kreuzreaktionen mit
humanem- oder Kaninchenurin-Kallikrein.

- CALLA Clone J5 = NEP 24.11 [Coulter Immunology, Fta, USA]

Monoklonaler Antikdrper gegen humanes Common atytghoblastic leukaemia

antigen.
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Sekundarantikdrper:

- Anti-Kaninchen-Immunglobuline vom Schwein (Code Madl96) [Dako GmbH]

- Anti-Maus-Immunglobuline von Kaninchen (Code No2Z9) [Dako GmbH]

- En-Vision™, Peroxidase-Anti-Maus von Ziegen (Code K 4000) [Dako GmbH]

- Meerrettich-Peroxidase konjugierte-Anti-Kaninchemiunglobuline vom Schwein
(Code No. P0217) [Dako GmbH]

- Meerrettich-Peroxidase konjugierte-Anti-Maus-Immiatglline vom Kaninchen (Code
No. P0260) [BIOTREND Chemikalien GmbH]

- PAP-Kaninchen, polyklonal (Code No. Z0113) [Dako I

- PAP-Maus, polyklonal (Code No. B650) [Dako GmbH]

Antigene
- Kallikrein, Human Urine (Cat. No. 420313) [Calbi@rh]

- Human LMW-Kininogen (Produkt No. 03-0021) [RD Lahtorien fir biologische
Forschung GmbH]

- Ratten Gewebs-Kallikrein (Produkt No. 03-0033) [RIaboratorien fir biologische
Forschung GmbH]

Normalseren:
- Kaninchen-Normalserum (Code No. X 0902) [Dako GmbH]
- Maus-Normalserum (Code No. X 0910) [Dako GmbH]

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

- AGFA-Film [AGFA, KéIn]

- Deckglaser [Menzel-Glaser, Braunschweig]

- Dot Blot Test [Aurion Immuno Gold Reagents & Acomsss]

- Einmalspritzen [Terumo Europe N.V., Leuven, Belgjum

- Falconréhrchen: Blue M& 15 ml und 50 ml [Becton Dickinson Labware; France,
England, USA]

- Micro Tubes 1,5 ml [Roth, Karlsruhe]

- Millex-GS 0.22 pm Filter Unit [Millipore S.A.]

- Objekttrager [Menzel-Glaser]

- PAP-Pen [BIOTREND, Chemikalien GmbH, Kéln; Brod Higige Service, Hanau]
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Pipettenspitzen [Sarstedt, Niumbrecht]

Stahlgewebebehalter = Tissue teck base mold [NhiesElkhard, IN, USA]
sterile Einmalkantlen 20G x 1% (0,9 mm x 40) [TeouBurope N.V.]
sterile Gewebekultur-Petrischalen [Becton Dickinkabware]

steriles Skalpell [Feather Safety Razor Co., Japan]

Tragerelement aus Plastik = Tissue teck [Miles Inc]

2.1.4 Gerate

Analysenwaage

Typ: L420S-D2; Bereich: maximal 424 Gramm minimd Gramm [Sartorius AG,

Gottingen]

Typ: R 180D-D1; Bereich: maximal 35 Gramm, minir@@5 Gramm [Sartorius AG]
Lichtmikroskop, Typ: Axioskop [Zeiss, Gottingen] ilombination mit
Kammerasystem: Typ: KYF 75 U [JVC, Yokohama] undde
Bearbeitungsprogramm: Diskus 4.50 Fire Wire [Testinés Bliro Hilgers, Konigswinter]
Lichtmikroskop, Typ: Orthoplan [Leitz, Wetzlar] kombination mit
Kammerasystem fir die automatische Mikrophotogmphyp: Orthoma E [Leitz]
Mikroprozessor-pH-Meter, Typ: pH 537 [Wissenschelftitechnische Werkstatten,
Giel3en]

Pipetten: 0,5-10 pul; 12-200 ul; 200-1000 ul; 32@8@I [Eppendorf, Deutschland]
Mikrotom Nr. 1212 mit einem Feather-Schneidemefssitz]

Milli-RO 10 Plus-Vorreinigungsanlage (Reinwasseag@) verbunden mit einer Milli Q
UF-Plus-Anlage [Millipore S.A.]

51



2 Material und Methoden

2.1.5 Medien und Pufferlésungen

Tris — HCI-Puffer 0,05 M, pH 7,41

Tris-HCI 50 mM 6,19

Aqua dest. ~ 1000 ml

HCI (1 N) zur pH-Werteinstellung ~ 37 ml
Tris buffered saline (TBS) Puffer, pH 7,41

Tris-HCI 50 mM 6,10 g

NaCl 150 mM 8,89 ¢

HCI (1 N) zur pH-Werteinstellung ~ 37 ml

Aqua dest. ~ 1000 ml

Triton X-100 3%ig 3 mi
BSA-c-Blockierungsmedium (5 %ig)

BSA-c 5 %ig in 50 mg

TBS 1ml
BSA-c-AK-Medium (1 %ig)

BSA-c 1 %ig in 10 mg

TBS 1ml
Citratpuffer 0,01 M pH 6,0

Zitronensauremonohydrat 21g

Aqua dest. 1000 ml

NaOH (1 N) zur pH-Werteinstellung ~13 ml

DAB-Farbeldsung

DAB-Tablette B®%6 | 1 Tablette a 10 mg
Tris-HCI-Puffer (0,05 M, pH 7,41) 99,035 Pb 15 ml
H,0, (30 %ige LOsung) 0,015/% 12 pl

muss kurz vor Gebrauch frisch hergestellt werden
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Methanol-Wasserstoffperoxid-Bad
Methanol 97 % 180 ml
H20; (3 %iQ) 20 ml

Methacarn Fixierldsung

Methanol 60 % viv 300 ml
Chloroform 30 % v/v 150 ml
Eisessig 10 % viv 50 ml

MgCl-Lésung (1M)
MgCl, 81,449
Aqua dest. 400 ml

Milchpulver-Blockierungsmedium (5 %ig)

Non-fat-Dried Milk from Bovine 50 ug 75 Ug
TBS-Puffer 1mi 1,5 ml

Milchpulver-AK-Medium (1 %ig)

Non-fat-Dried Milk from Bovine 10 ug 50 ug
TBS-Puffer Iml 5ml

Phosphat-buffered-saline-(PBSM)-Puffer

PBS 1 Tablette
Aqua dest 200 mi
MgCl,-Lésung 1 M 1 ml

Proteinase K - Stamml6sung

Proteinase K 10 mg
EDTAOS5M 100m
PBSM-Puffer 900m

20 m Aliquots abfullen (200rg Proteinase K)
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- Proteinase K — Gebrauchs-Ldsung

Proteinase K — Stammlosung 200ngy

PBSM 10 ml

2.1.6 Humanes Gewebe und Versuchstiere

Fur die Histologie voestisund Epididymiswurden entsprechende Organe von 32, 38, 53,
90 und 158 Tage alten Sprague-Dawley-Ratten (Farlait&Vinkelmann, Borchen)
verwendet (von den 90 Tage alten Ratten wurden va@r den anderen Altersstufen jeweils
ein Tier verwendet). Die Ratten wurden jeweils ubethar vor der Praparation geliefert. Die
Versuche wurden beim Regierungsprasidium/Regiepmggienten Giel3en unter dem
Geschéftszeichen Il 25.3-19¢20-15(1)-Gi 20/13 gef8Abs. 1 Tierschutzgesetz angezeigt.
Die Bullertesteskamen vom Schlachthof in GielRen (3 verschiedeaee].i

Das humane Gewebe stammte aus dem Rechtsmediemiestitut der Universitatsklinik
Dusseldorf (Prof. Dr. Bartz) (Hoden und Nieren @rMannern im reproduktiven Alter),
sowie von der Universidad de la Frontera, TemucGhile (Prof. Dr. R. Sanchez und Dr. P.
Pena) (Hoden eines jungen Mannes im reproduktiviéer)A Die Hodenbiopsien stammten
aus Archivbestanden des Instituts fur Dermatologiel Andrologie der Justus-Liebig-
Universitat in Giel3en (Prof. Dr. Dr. med. habil. B/.Schill) (Hodenbiopsien von 6 Mannern,
ohne nahere Angaben in Bezug auf Alter oder Fajlisowie aus dem Zentrum flr
Dermatologie der Universitatsklinik Dusseldorf (DBchuppe) (Hodenbiopsie von einem
Mann) sowie Autopsiematerial aus dem Institut fath®logie der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en (eine Niere). Dabei wird zwischen Methadadertem Material aus der
Rechtsmedizin in Dusseldorf, aus Chile und der R¢ofogie in Giel3en sowie einem mit
Bouin-fixierten Biopsat der Dusseldorfer Dermatadogozw. einem Formalin-fixierten

Nierenpréparat aus der Pathologie Giel3en untesemie
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2.2 Dot Blot Test

Wahrend die Immunhistologie am humanen Gewebe hshéeenig verwertbare Ergebnisse
erbrachte, zeigten die Versuchsreihen mit den leoviestesinen erfolgreichen Einsatz der
humanen Antikérper. Eine Uberlegung war, ob diekRei#it des Antikorpers bzw. eher die
Unfahigkeit des Antikdrpers, das Antigen, gegen dasgerichtet ist, zu detektieren als
entscheidender Faktor fir negative Resultate deigém-Antikdrperreaktion anzusehen ist.
Um auszuschlieBen, dass der Antikdrper nicht in ldege ist das Antigen zu erkennen,
erfolgte die AntikOrpertestung.

Zur Anwendung kam der so genanbtet Blot TestDie Ergebnisse dieses Tests sind von der
Reaktivitat und Qualitat des Antikorpers und denad>der Wiedererkennung des Antigens
abhangig. So konnen negative Ergebnisse aus needoder fehlender Reaktivitdt des

Antikorpers oder aus Mangel, Veranderung oder Masgkig des Antigens resultieren.

Fur den Dot Blot Test verwendete Pufferldsungen:
10 mM Phosphat —Puffer, pH 7,4:
Ansatz a: 1 mol/l N&HHPO, mit A. dest ansetzen
Ansatz b: 1 mol/l KHPO, mit A. dest. ansetzen
Ansatz b solange zu Ansatz a zugeben, bis ein pH-Wa 7,4 erreicht ist
die Losungsmenge quantifizieren und NaCl zugebisrgine 150 mM Salzlésung

erreicht wird

Dot-Blot-Puffer, pH 7,4:
PBS-Puffer mit
50 pg/ml Rinderserumalbumin (Fraktion 5)

Protein-Block-Puffer, pH 7,4:
PBS-Puffer mit
5 % Rinderserumalbumin (Fraktion 5)

BSA-c-Puffer fir AK-Ansatz, pH 7,4:

PBS-Puffer mit

0,1 % Rinderserumalbumin (BSA-c)

gegebenenfalls mit 0,1 M HCI Losung auf den entdpeaden pH-Wert titrieren
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BSA-c-Puffer als Wasch-Puffer, pH 7,4:

PBS-Puffer mit

0,01 % Rinderserumalbumin (BSA-c)

gegebenenfalls mit 0,1 M HCI Losung auf den entdpeaden pH-Wert titrieren

2.2.1 Antikorper-Wiedererkennungstest

In diesem Test wird Uberprift, ob der als AntigemdierendePrimarantikbrper von dem

Sekundarantikérper erkannt wird. Die Vorgehensweisispricht der Methode 2 B der Pro-

duktbeschreibung des Dot Blot Tests ,Antikdrper-idieerkennungstest — Reaktivitat

zwischen Immunglobulin oder primér Antikérper undnhunogoldreagenz® (Van de Plas,
1997)

© 0 N o 0 b~ W

Ansatz der Verdiunnungsreihen des Primarantikorgarsgehend von einer Konz.
1mg/ml) 1000 333 100 33 10 3,3 1 0,33 0,1 0,033
(Antikdrpermenge pro Blot in ‘'ng")

1 pl jedes Ansatzes wird dann auf den Nitro-Ceflal&treifen (NC) aufgetropft,
beginnend mit der héchsten Verdiinnung

Warten bis der Tropfen getrocknet ist

Kurzes Waschen in PBS

Abblocken mit Protein-Block-Puffer fir 30 min

Waschen in BSA-c-Puffer fur 5 min

Inkubieren mit dem Sekundar-AK, verdinnt in BSAfer (AK-Ansatz) fur 120 min
Waschen in BSA-c-Waschpuffer 3x10 min

Waschen in PBS-Puffer 3x5 min

10.Waschen in Tris-HCI-Puffer 3x5 min
11. Inkubieren mit DAB 3 min

12.Kurz in A. dest. waschen

13.NC-Streifen an der Luft trocknen lassen
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1. Versuch:
Antigen: CALLA Clone J5 (NEP 24.11)
Primarantikorper: Kaninchen-anti-Maus HRP

Der Antikdrper CALLA Clone J5 wird als Antigen vatem Antikorper Kaninchen-
anti-Maus HRP erkannt.

2. Versuch:
Antigen: Kaninchen-anti-Maus
Primarantikorper: PAP-Maus

Der Antikdrper Kaninchen-anti-Maus wird als Antigeon dem Antikorper PAP-Maus

erkannt.

3. Versuch:
Antigen: Anti-LMW-Kininogen
Primarantikorper: Ziege-anti-Kaninchen-HRP

Der Antikorper Anti-LMW-Kininogen wird als Antigewon dem Antikérper Ziege-
anti-Kaninchen-HRP erkannt.
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2.2.2 Nativer-Antigen-Wiedererkennungstest

In diesem Test wird geprift, ob der Primérantikdrgdas entsprechende Antigen wieder
erkennt und in welcher Konzentration dieses ungefaniegen muss. Die Vorgehensweise
entspricht der Methode 3 A der Produktbeschreibuieg Dot Blot Tests ,Antigen-
Wiedererkennungstest — Reaktivitat zwischen (fbeier) Antigen und priméren Antikoérper*
(Van de Plas, 1997).

a) Ansatz der Verdinnungsreihen des Antigens (ausgelmmeiner Konz. 1 mg/ml)
1000 333 100 33 10 33 1 0,33 0,1 0,033 (Antikbrpermenge
pro Blot in 'ng")

b) 1 ul jedes Ansatzes wird dann auf den Nitro-Ceflal&treifen (NC) aufgetropft,
beginnend mit der hochsten Verdiinnung

c) Warten bis der Tropfen getrocknet ist

d) Kurzes Waschen in PBS

e) Abblocken mit Protein-Block-Puffer fir 30 min

f) Waschen in BSA-c-Puffer fir 5 min

g) Inkubieren mit dem Priméar-AKverdinnt in BSA-c-Puffer (AK-Ansatz) fur 120 min

Weitere Schritte entsprechen der oben (unter 2.RBekchriebenen Anleitung, weiter mit

Schritt 6.

4. Versuch:
Antigen: LMW-Kininogen
Primarantikorper: Anti-LMW-Kininogen
Sekundarantikorper: Ziege-Anti-Kaninchen

Das Protein LMW-Kininogen wird als Antigen von deAmtikdrper Anti-LMW-

Kininogen erkannt.
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2.3 Methoden

2.3.1 Fixation und Einbettung des Gewebes

Nach der Entnahme voilestis und Epididymis (Ratte) bzw. Autopsiematerial (Mensch)

wurde das frisch gewonnene Material in ca. 1,55xx10,5 cm grof3e Stiicke geschnitten und
in ein mit Methacarn gefllltes Falconréhrchen Gierf. Fir ca. 24 Stunden wurde das
Gewebe bei Raumtemperatur in dem Medium unter ggénmd Rollen des Gefalies fixiert.

Anschlie3end wurden die Organteile in kleinere Etigeschnitten, mit einer Injektionsnadel
multipel eingestochen, um eine vollstandige Fixatmu gewdahrleisten und weitere 24
Stunden im frisch angesetzten Methacarn fixiert.

Vor der Einbettung wurden die fixierten Gewebes#idiei Zimmertemperatur in einer

Ethanol-Xylol-Reihe nach dem folgenden Schema esgesd:

Tabelle 1: Aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydratisierung

Medium Zeiteinheit
Ethanol 96 % I 30 min
Ethanol 96 % I 30 min
Ethanol 99,6 % | 30 min
Ethanol 99,6 % I 30 min
Ethanol-Xylol (1:1) 60 min
Xylol 1 30 min
Xylol 11 30 min

Von diesem Punkt an vollzogen sich die restlichehri@e in einem auf 60°C vorgeheizten
Warmeschrank; anstelle der Falconréhrchen aus Kiafstvurden nun Petrischalen aus Glas

verwendet:

Tabelle 2: Fixation

Medium Zeiteinheit
Xylol-Paraffin Wachs (1:1) 60 min
Paraffin Wachs | 60 min

Paraffin Wachs Il 60 min

Zu diesem Zeitpunkt wurden spezielle Metallférmclaei einer Heizplatte erwarmt, in diese
das Gewebestiick aus dem Paraffin-Wachs Il Gbertiittitmit flissigem Paraffin-Wachs aus

dem Warmeschrank in der Form ausgegossen. AnsehlieBurde eine Kunststoff-Halterung
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aufgelegt und mit leichtem Druck angedriickt. NadmdErkalten und Ausharten des

Gewebe-Paraffin-Blocks konnte dieser aus der Metatl herausgelost werden.

2.3.2 Schneiden am Mikrotom

Mit Hilfe eines Mikrotoms wurden 4 — 6 um dicke &dte von dem Gewebe-Paraffin-Block
hergestellt. Diese wurden mit Hilfe eines Pinselsin auf 50°C erwarmtes Wasserbad mit A.
dest. zum Glatten Uberfihrt. AnschlieRend wurde Stgmitt mit Hilfe eines Objekttragers
(Superfrost) aufgefischt, in eine Glaskivette distmd zum Trocknen flr einen Tag im
Warmeschrank bei 37°C aufbewahrt.

2.3.3 Immunhistochemische Farbung am Beispiel der PAP-Méinode

Die auf Objekttrager angehefteten Paraffinschmiieden zunachst durch zwei Xylol-Bader
(e 5 Minuten) entparaffiniert. AnschlieRend wurdgeie schonend hydratisiert, indem die
Objekttrager durch eine absteigende Alkoholrein@ilge wurden, welche ein jeweils 5
minutiges Bad in Alkohol mit den Konzentrationen01%, 96 %, 70 %, 50% beinhalteten.
Nach kurzem Spulen in deionisiertem Wasser wurdersdhnitte fir dreimal 10 Minuten in

Tris-Puffer gestellt. Zur Inhibierung der endogenearoxidaseaktivitat in den Geweben
erfolgte eine 20-mindtige Inkubation in einer 3%ig®#Vasserstoffperoxid-Lésung. Nach
erneuten Waschschritten in Tris-Puffer fur dreimi@ Minuten wurden die Schnitte 30
Minuten mit einem 1%igen Milchpulver-Blockierungsdngm in einer feuchten Kammer
prainkubiert. Dadurch sollten unspezifische Antpénbindungen an Proteine verhindert
werden. Die bisher aufgeflihrten Schritte wurdensehigefRlich bei Raumtemperatur
durchgeflnhrt.

AnschlieRend wurden die Primarantikérper bzw. fiér degativ-Kontrolle das entsprechende
Normalserum, in der jeweils zuvor festgelegten Kaonmtion (siehe folgende

Pipettierschema; Tab. 3 - 18) auf die Gewebssehmipettiert. Die folgende Inkubation
vollzog sich bei 4°C Uber Nacht in einer feuchteaniner.

Am darauf folgenden Tag wurden die Antikdrper bXermalseren zunachst mit TBS-Puffer
abgespult. Nach dreimaligem Waschen der SchnitteTB$-Puffer fur jeweils 10 Minuten

wurde der Zweitantikbrper aufgetragen. Nach eineak®onszeit von 30 Minuten bei

Raumtemperatur wurde die Antikérperlosung mit TB8f€ entfernt und die Objekttrager

erneut fur 30 Minuten drei Waschschritten unternoglls nachstes wurde nun der PAP-
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Antikorper auf die Gewebsschnitte pipettiert undmainer Inkubationszeit von 35 Minuten
bei Raumtemperatur auf die herkdbmmliche Weise mritfeNach zwei 10-minltigen
Waschschritten in TBS-Puffer erfolgte noch ein emt Waschgang in Tris-HCI-Puffer far
10 Minuten. Hieran anschlie3end erfolgte die Fagommt DAB-L6sung, die vor Gebrauch
durch einen Millipore-Filter von ungelésten Ubetess gereinigt wurde. DAB (3,3
Diaminobenzidin) ist ein Chromogen und wird von ddémzym Peroxidase in ein
wasserunlésliches, bréaunlich sichtbares Farbproduokgewandelt. Nach einer 3 minttigen
Reaktionszeit wird die Farbelésung mit A. dest.espgilt.

Eine Gegenfarbung konnte zu diesem Zeitpunkt ezfolgernfarbung mit Hamatoxylin). Fir
ca. 1 Minute wurden die zuvor behandelten Gewelmgitehin ein Hamatoxylin-Bad gestellt,
dann zum Blauen fur 10 Minuten in Leitungswasset anschlie3end noch einmal kurz in A.
dest. abgespdlt.

Es schloss sich die Dehydratisierung in der augetelen Alkoholreihe an. Mit einer
Verweildauer von jeweils 5 Minuten durchliefen diewebsschnitte Alkoholbader in der
Konzentration 50 %, 70 %, 96 %, 100 %, 100 %. AbsBend folgten noch zwei Xylol-
Bader fur 5 und 10 Minuten. Noch feucht wurden giéérbten Schnitte mit Mikro-Kitt und
Deckglaschen eingedeckelt.

Dieses war die Ausgangsversion der ImmunhistoclemaisDetektion, an der sich
zahlreiche Variationen anschlossen, um ein besiotigd Farbeergebnis fur die jeweilige
Spezies bzw. den jeweiligen Primarantikdrper, zieén.

Vor dem Einsatz einiger Antikdrper sind speziellerbehandlungen der Schnitte notwendig,
damit der Antikorper das spezifische Antigen/Epiiap Gewebe finden kann. Durch die
vorausgegangene Fixierung, meistens mit Formalfitstehen Aldehydvernetzungen, die die
Bindung des Antikérpers verhindern. Zudem kann kudie Fixierung die dreidimensionale
Struktur verandert werden, die somit die Antigertikirper-Reaktion unterbindet. Um die so

maskierten Antigene zu enttarnen, gibt es versemedemaskierungsverfahren.

Hitzeinduzierte Demaskierung in der Mikrowelle

Die entparaffinierten Schnitte (Prozedere s. o.)Jden in eine Plastikkiivette gestellt, die mit
Citratpuffer, pH 6,0, geflllt ist. Diese wurden dain der Mikrowelle fir 3 x 5 Minuten bei
600-800 Watt gekocht, zwischendurch wurde die Margeerkochtem Puffer wieder ersetzt.
Die Schnitte blieben anschlieRend fur ca. 30 Minute der Klvette stehen um, langsam
abzukuhlen. Die Schnitte wurden dreimal mit Wasétgpu(Tris-Puffer) gewaschen. Der

nachste Schritt war die Blockierung der endogenearo¥dase im Methanol-
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Wasserstoffperoxid-Bad fur 20 Minuten. Die sichaaanschliel3enden Schritte entsprachen

denen im Grundmodell.

Enzymatische Demaskierung mit Proteinase K

Die enzymatische Vorbehandlung erfolgte im Anschla die Entparaffinierung. Die
Schnitte wurden mit 0,1 % Proteinase K fur 15 — M@huten bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit frischem Rigfer (am effektivsten mit eiskaltem
Puffer) gespult, um die proteolytische Wirkung &syms zu beenden. Es folgte der Schritt
der endogenen Peroxidase-Blockierung und anschieReurde mit entsprechender

immunhistochemischer Technik fortgefahren.

2.3.4 Versuchsansatze

Im Folgenden sollten die verschiedenen Versuchsnelieziglich der verschiedenen Spezies
und Gewebe, der differierenden AK, der unterscichdh histochemischen
Nachweismethoden sowie den AK- und Blockierungseredmnit den veranderten AK-
Konzentrationen, aufgezeigt werden. Tabelle 3 giben Uberblick tiber die variierenden
Faktoren in den immunhistochemischen Versuchen.ebisprechend verdnderten Parameter
in den einzelnen Untersuchungen sind den untereéiitigen Protokollen (Tabelle 4 — 19) zu
entnehmen. Die meisten Versuche erfolgten ohneidg@ezGewebsvorbehandlung. Bei
vorangegangener enzymatischer oder hitzeinduzi®&naskierung wird dieses gesondert
kenntlich gemacht.

Fur jeden Versuch wurde das gleiche Basismediurdi&@iAntikérperverdiinnung und fur das
Blockierungsmedium verwendet. Das Basismedium werdsprechend verdinnt, so dass als
Antikorpermedium eine 1%ige Konzentration vorlagduals Blockierungsmedium eine
5%ige Konzentration. Das in den einzelnen Versucherwandte Basismedium ist den

folgenden Tabellen zu entnehmen.
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Tabelle 3: Ubersichtstabelle tiber die variierenden Faktoreseimimmunhistochemischen Untersuchungen

Spezies Ratte Human Bulle
Gewebe - Hoden - Hoden (adult) - Hoden (adult)
(32, 38, 53, 90,/ - Niere (adult)
158 d)
- Nebenhoden
(32, 38, 53, 90,
158 d)
- Niere
(32, 38,90 d)
Fixierung - Methacarn - Methacarn - Methacarn
- Bouin
- Formalin
Vorbehandlung |- keine - keine - keine
- Proteinase K - Proteinase K
- Mikrowelle
Antikorper - Anti-Gewebs- |- Anti-Gewebs-Kallikrein |- Anti-Gewebs-
u. Konzentration | Kallikrein(1:200) | (1:20 — 1:200) Kallikrein
- CALLA (Ratte/human)
(1:10 — 1:100) (1:100 — 1:200)
- LMW-Kininogen - CALLA
(1:25 - 1:200 (1:50)
- LMW-Kininogen
(1:50 — 1:200)
Methode - PAP - PAP - PAP
- HRP - HRP
- EnVision
Ak-/ Milchpulver - Milchpulver - Milchpulver
Blockierungs- - BSA-c - BSA-c
Medium

2.3.4.1 Testis, Epididymis und Niere der Ratte

Nachweis von Gewebs-Kallikrein

1. Antikorper: Anti-Gewebs-Kallikrein Ratte

2. Antikdrper: Schwein-anti-Kaninchen

3. Antikdrper: PAP-Kaninchen

Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum
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Tabelle 4: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologisch&lachweis von Gewebs-Kallikrein an
Testis Epididymisund Niere der Ratte unter optimierten Bedingurgé@rder PAP-Technik

1. Antikorper 2. Antikdrper 3. Antikdrper Blockierungs-/ AK-Medium
1:200 1:100 1:100 Milchpulver

2.3.4.2 Testis und Niere des humanen Systems

Nachweis von Gewebs-Kallikrein:

1. Antikérper : Anti-Kallikrein human
2. Antikorper : Schwein-anti-Kaninchen
3. Antikorper : PAP-Kaninchen

Negativ-Kontrolle : Kaninchen-Normalserum

Tabelle 5: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischlachweis von Gewebs-Kallikrein am
humanenTestisund Niere mittels PAP-Technik bei Variation derrigentrationen des Primérantikorpers, der
Zweit- und Drittantikdrper

1.Antikorper 2. Antikorper 3. Antikorper Blockier-/AK-Medium
1: 200 1:100 1:100 Milchpulver
1:50 1:100 1:100 Milchpulver
1:20 1:50 1:50 Milchpulver

Nachweis von Gewebs-Kallikrein:

1. Antikorper: Anti-Kallikrein human
2. Antikorper: Schwein-anti-Kaninchen-HRP

Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum

Tabelle 6: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischlachweis von Gewebs-Kallikrein am
humanen Testis Uber die indirekte Methode bei Variation der Komzationen des Priméar- und des
Zweitantikdrpers

1. Antikorper 2.Antikorper Blockier-/AK-Medium
1:25 1:50 Milchpulver
1:25 1:100 Milchpulver
1:50 1:50 Milchpulver
1:50 1:100 Milchpulver
1:100 1:50 Milchpulver
1:100 1:100 Milchpulver
1:200 1:50 Milchpulver
1:200 1:100 Milchpulver
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Nachweis der Neutralen Metalloendopeptidase:
1. Antikorper: CALLA, Clon J5
2. Antikdrper: Kaninchen-anti-Maus
3. Antikdrper: PAP-Maus

Negativ-Kontrolle: Maus-Normalserum

Tabelle 7: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischdachweis von NEP 24.11 am humanen
Testis mittels PAP-Methode bei Variation der Konzentraéin des Primarantikdrpers, der Zweit- und
Drittantikdrper sowie des Blockierungs-/AK-Mediums

1. Antikorper 2. Antikorper 3. Antikorper Blockierungs-/AK-Medium
1:10 1:25 1:250 BSA-c
1:25 1:50 1:250 BSA-c
1:50 1:25 1:250 BSA-c
1:50 1:50 1:250 BSA-c
1:50 1:50 1:250 Milchpulver
1:50 1:50 1:400 BSA-c
1:50 1:100 1:250 BSA-c
1:50 1:100 1:400 BSA-c
1:100 1:25 1:250 Milchpulver
1:100 1:50 1:250 Milchpulver

Nachweis der Neutralen Metalloendopeptidase:

1. Antikérper: CALLA, Clon J5
2. Antikdrper: Kaninchen-anti-Maus- HRP
Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum

Tabelle 8: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischdachweis von NEP 24.11 am humanen
Testisuber die indirekte Methode bei Variation der Kamtzationen des Primér- und des Zweitantikbrpers

1. Antikorper 2. Antikorper Blockierungs-/ AK-Medium
1:10 1:100 BSA-c
1:25 1:50 BSA-c
1:25 1:100 BSA-c
1:25 1:200 BSA-c
1:50 1:50 BSA-c
1:50 1:100 BSA-c
1:50 1:200 BSA-c
1:100 1:200 BSA-c
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Nachweis der Neutralen Metalloendopeptidase:

1. Antikérper: CALLA, Clon J5

2. Antikorper: En-Vision™

Negativ-Kontrolle: Maus-Normalserum

Tabelle 9: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischdachweis von NEP 24.11 am humanen
Testistuber die En-vision™ Methode bei Variation des Riamtikérpers und des Blockierungs-/AK-Mediums

1. Antikorper 2.Antikorper Blockierungs-/ AK-Medium
1:25 pur BSA-c
1:25 pur Milchpulver
1:50 pur BSA-c
1:50 pur Milchpulver

Nachweis von LMW-Kininogen:

1. Antikorper: Anti-LMW-Kininogen

2. Antikdrper: Schwein-anti-Kaninchen
3. PAP-Kaninchen

Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum

Tabelle 10: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischdlachweis von LMW-Kininogen am
humanenTestismittels PAP-Technik bei Variation der Konzentrago des Priméarantikorpers, der Zweit- und
Drittantikdrper sowie des Blockierungs-/AK-Mediums

1. Antikorper 2. Antikdrper 3. Antikdrper | Blockierungs-/ AK-Medium
1:25 1:50 1:100 BSA-c
1:25 1:50 1:100 Milchpulver
1:50 1:50 1:100 BSA-c
1:50 1:50 1:100 Milchpulver
1:50 1:100 1:100 BSA-c
1:50 1:100 1:100 Milchpulver
1:50 1:100 1:200 BSA-c
1:100 1:50 1:50 BSA-c
1:100 1:50 1:100 BSA-c
1:100 1:100 1:100 BSA-c
1:100 1:100 1:100 Milchpulver
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Nachweis von LMW-Kininogen:

1. Antikorper: Anti-LMW-Kininogen human

2. Antikorper: Ziege-anti-Kaninchen-HRP

Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum

Tabelle 11: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischdlachweis von LMW-Kininogen am
humanen Testis mittels indirekter Technik bei Variation der Komteationen des Primar-

Zweitantikorpers sowie des Blockierungs-/AK-Mediums

1. Antikorper 2. Antikorper Blockierungs-/ AK-Medium
1:25 1:50 BSA-c
1:50 1:50 BSA-c
1:50 1:100 BSA-c
1:50 1:200 BSA-c
1:100 1:50 BSA-c
1:100 1:50 Milchpulver
1:100 1:100 BSA-c
1:100 1:100 Milchpulver
1:100 1:150 BSA-c
1:200 1:50 BSA-c

Nachweis von LMW-Kininogen:

1. Antikorper: Anti-LMW-Kininogen human

2. Antikorper: Schwein-anti-Kaninchen-HRP

Negativ-Kontrolle: LMW-Kininogen human

Tabelle 12: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologischdlachweis von LMW-Kininogen am
humanen Testis mittels indirekter Technik bei Variation der Komteationen des Primar-

Zweitantikorpers

1. Antikorper

2. Antikdrper

Blockierungs-/ AK-Medium

1:100

1:50

Milchpulver

1:100

1:100

Milchpulver

67

und des

und des




2 Material und Methoden

2.3.4.3 Testis vom Bullen

Nachweis von Gewebs-Kallikrein:

1. Antikorper: Anti-Kallikrein human
2. Antikdrper: Schwein-anti-Kaninchen
3. Antikdrper: PAP-Kaninchen
Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum
Tabelle 13: Protokoll der AK-Verdiinnung zum immunhistologisch&lachweis von Kreuzreaktionen des

humanen Gewebs-Kallikreins afestisdes Bullens mittels PAP-Technik bei Variation #@mnzentration des
Primarantikérpers

1. Antikorper

2. Antikorper

3. Antikdrper

Blockierungs-/ AK-

1:100

1:100

1:100

Milchpulver

1:200

1:100

1:100

Milchpulver

Nachweis von Gewebs-Kallikrein:

1. Antikorper : Anti-Kallikrein Ratte

2. Antikdrper : Schwein-anti-Kaninchen

3. Antikdrper: PAP-Kaninchen

Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum

Tabelle 14: Protokoll der AK-Verdiinnung zum immunhistologisch&lachweis von Kreuzreaktionen des
Gewebs-Kallikreins der Ratte amestisdes Bullens mittels PAP-Technik bei Variation #@mzentration des

Priméarantikrpers

1. Antikorper

2. Antikorper

3. Antikorper

Blockierungs-/ AK-

1:100

1:100

1:100

Milchpulver

1:200

1:100

1:100

Milchpulver

Nachweis der Neutralen Metalloendopeptidase:

1. Antikorper: CALLA, J5
2. Antikdrper: Kaninchen-anti-Maus HRP

Negativ-Kontrolle: Maus-Normalserum

Tabelle 15: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologisch&lachweis von Kreuzreaktionen des
humanen J5-CALLA-Antikdrpers am Bullen Uber dieifete Methode

1. Antikorper 2. Antikorper
1:50 1:100

Blockierungs-/ AK-Medium
BSA-c

68



2 Material und Methoden

Nachweis von LMW-Kininogen:

1. Antikorper: Anti-LMW-Kininogen human
2. Antikorper: Ziege-anti-Kaninchen HRP
Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum
Tabelle 16: Protokoll der AK-Verdinnung zum immunhistologisch&achweis von Kreuzreaktionen des

humanen LMW-Kininogen-AKs amTestis des Bullens uber die indirekte Methode bei Vaoiatider
Konzentration des Primarantikdrpers

1. Antikorper 2. Antikorper Blockierungs-/ AK-Medium
1:50 1:100 BSA-c
1:100 1:100 BSA-c

Nachweis von LMW-Kininogen:

1. Antikérper: Anti-LMW-Kininogen human
2. Antikdrper: Schwein-anti-Kaninchen
3. Antikdrper: PAP-Kaninchen
Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum
Tabelle 17: Protokoll der AK-Verdiinnung zum immunhistologisch&lachweis von Kreuzreaktionen des

humanen LMW-Kininogen-AKs armestisdes Bullens mittels PAP-Technik bei Variation H@nzentration des
Primarantikérpers

1. Antikorper 2.Antikorper 3.Antikorper Blockierungs-/AK-
1:100 1:100 1:100 Milchpulver
1:200 1:100 1:100 Milchpulver

2.3.4.4 Hitzedemaskierung:

Nachweis von Anti-Kallikrein human:

1. Antikorper: Anti-Kallikrein human
2. Antikorper: Schwein-anti-Kaninchen
3. Antikoérper: PAP-Kaninchen

Negativ-Kontrolle: Kaninchen-Normalserum
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Tabelle 18: Protokoll der AK-Verdiinnung zum immunhistologischidachweis von Kallikrein an humanem

Testis und Niere mittels PAP-Technik bei Variation der rigentration des Primarantikbrpers nach
Mikrowellenvorbehandlung

Spezies | Gewebeart| 1. Antikorper | 2. Antikorper | 3. Antikdrper | Blockierungs-/

Human Hoden 1:100 1:100 1:100 BSA-c
1:200 1:100 1:100 BSA-c

Human Niere 1:20 1:100 1:100 BSA-c
1:50 1:100 1:100 BSA-c
1:100 1:100 1:100 BSA-c
1:200 1:100 1:100 BSA-c
1:500 1:100 1:100 BSA-c
1:1000 1:100 1:100 BSA-c
1:2500 1:100 1:100 BSA-c
1:5000 1:100 1:100 BSA-c

Positiv Niere 1:50 1:100 1:250 BSA-c

Kontrolle Anti-smooth- | Kaninchen- | PAP-Maus

Ratte muscle-actin | anti-Maus

2.3.4.5 Proteinase K-Demaskierung

Nachweis von Kallikrein human:

1. Antikorper: Anti-Kallikrein human
2. Antikdrper: Schwein-anti-Kaninchen
3. Antikorper: PAP-Kaninchen
Negativ-Kontrolle: Kaninchen Normalserum
Tabelle 19: Protokoll der AK-Verdiinnung zum immunhistologischdachweis von Kallikrein an humanem

Testisund humaner Niere sowie am Testis des Bullen®miBAP-Technik bei Variation der Konzentration des
Priméarantikérpers nach Vorbehandlung mit Proteinéase

Spezies | Gewebeart| 1. Antikorper | 2. Antikdrper | 3. Antikdrper | Blockierungs-/
Human Hoden 1:100 1:100 1:100 BSA-c
1:100 1:100 1:100 Milchpulver
1:200 1:100 1:100 BSA-c
Niere 1:50 1:100 1:100 BSA-c
1:100 1:100 1:100 BSA-c
Bulle Hoden 1:100 1:100 1:100 BSA-c
1:200 1:100 1:100 BSA-c
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Dot Blot Tests

Anfanglich tberwogen unzureichende oder unbefrialiig Ergebnisse der immunhistoche-
mischen Versuche am humanen System. Mit den Dat Bésts wurde gezeigt, dass der
entsprechende Antikdrper sein Antigen erkennt. $okeinnte das Nichterkennen des
Antigens durch den Antikorper als eine Fehlerquiltenegative Ergebnisse ausgeschlossen
werden. Humanes Kallikrein und humane Neutrale Metadopeptidase sind im Handel
nicht erhéaltlich. Die Testreihen zum Beleg der B&hit des Primarantikdrpers sein Antigen
zu erkennen, konnten entfallen, da sich nachfolggumath Versuche an bovinem Gewebe
Uberzeugende Belege fir die Reaktivitat des KalilAntikorpers fanden. Die Dot Blot

Tests zeigten folgende Ergebnisse:

3.1.1 Antikdrper-Wiedererkennungstest

1. Versuch:

Austestung des Antikérpers CALLA Clone J5, von $inkach rechts in abnehmender
Konzentration. Die drei starksten Verdinnungendrildich nicht mehr auf dem NC-Streifen
ab, werden also nicht mehr von dem Sekundaranekdtetektiert.

Der Antikorper CALLA wird von den in den folgenddiestreinen verwendeten (Sekundar-)
Antikorper Kaninchen-anti-Maus HRP als Antigen @@uatlg erkannt. Erst bei niedriger

Antigen-Konzentration (weniger als 1,0 ng) zeigt Aatikbrper eine zu geringe Sensitivitat.

Abb. 8: Dot Blot Test Variante 2 B: Antikdrper CALLA Clons (NEP 24.11)

2. Versuch:
Austestung des Antikdrpers Kaninchen-anti-Maus, Vioks nach rechts in abnehmender
Konzentration. Die beiden starksten Verdinnungddehi sich nicht mehr auf dem NC-

Streifen ab, werden also nicht mehr von dem (Tiejt@ntikorper PAP-Maus detektiert.
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Der Antikorper Kaninchen-anti-Maus wird zuverlassign dem verwendeten (Tertiar-)
Antikorper PAP-Maus als Antigen erkannt. Fir Antigeonzentrationen unter 0,33 ng ist die

Antigen-Antikorper-Reaktion des Antikorpers in d@mstverfahren nicht mehr nachweisbar.

Abb. 9: Dot Blot Test Variante 2 B: Antikdrper KaninchentiaMaus

3. Versuch:

Austestung des Antikdrpers Anti-LMW-Kininogen, vdinks nach rechts in abnehmender
Konzentration. Auch in der schwachsten Konzentra(i@,033 ng) bindet der (Sekundér-)
Antikoérper sicher an das Antigen. Der AntikorpertiAlMW-Kininogen wird zuverlassig
von dem verwendeten (Sekundar-) Antikorper Ziegeteaninchen HRP als Antigen

erkannt. Der AntikOrper zeigt eine hohe Sensittvita

Abb. 10: Dot Blot Test Variante 2 B: Antikérper Anti-LWM-Kinogen

3.1.2 Nativer-Antigen-Wiedererkennungstest

4. Versuch:

Austestung des Antikdrpers Anti-LMW-Kininogen, vdinks nach rechts in abnehmender
Konzentration. Die beiden starksten Verdinnungédebisich nur noch sehr schwach auf
dem NC-Streifen ab, das LMW-Kininogen wird in diesehwachen Konzentration also nicht
mehr von dem Antikdrper Anti-LMW-Kininogen detektie

Der Antikorper Anti-LMW-Kininogen erkennt zuverlagsdas Protein LMW-Kininogen als
Antigen. Erst bei einer sehr geringen KonzentragonLMW-Kininogen (0,1 - 0,033 ng)

zeigt der Antikorper eine unzureichenden Sensitivit
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Abb. 11: Dot Blot Test Variante 3 A: Antikdrper Anti-LMW-Kinogen

3.2 Immunhistologische Ergebnisse

Im Nachfolgenden werden, bezugnehmend auf die dnstomischen Strukturen, die
Ergebnisse der immunhistologischen Versuchsreibnemakalisation von Gewebs-Kallikrein
und weiterer Komponenten des Kallikrein-Kinin-Sysgeim mannlichen Reproduktionstrakt
aufgezeigt. Diese Versuche wurden vergleichend unterschiedlichen immunhistochemi-

schen Methoden und z. T. parallel an verschied&adeigerspezies durchgefuhrt.

3.2.1 Ratte

3.2.1.1 Testis der adulten Ratte - Nachweis von Gewebs-K#dtein

An Methacarn-fixiertenTestischnitten adulter Sprague-Dawley-Ratten (53, 9@ T&age)
wurde Gewebs-Kallikrein mittels der PAP-Methode hgawiesen. Innerhalb deFubuli
seminiferi contortizeigte sich die spezifische Farbung an rundénufd elongierten ()
Spermatiden im Bereich des Akrosoms bzw. der sitfwiekelnden Akrosomenkappe in
Form eines zunachst punktférmigen Farbsignals, lteren Entwicklungsstadien der
Keimzellen als schmaler membranstéandiger, durch DAg®In imponierender Saum (Abb. 12
A-D).

Spermatogonien und Spermatozyten sowie die Speroeto( ;) im Tubulusumen zeigten
keine Kallikrein-Expression, so dass von eineristapezifischen Expression auszugehen ist
(Abb. 12 A). Die glatten Muskelzellen der Blutgeféhdung (1) im Hoden zeigten eine
zytoplasmatische Gewebs-Kallikrein-Expression umehtgén in den Versuchen als interne
Positiv-Kontrolle (Abb. 12 A+B).

In der Negativ-Kontrolle konnte unter Verwendung destphasenabsorbierten Kaninchen-
Normalserums statt des 1. Antikdrpers keine spehi® Farbung detektiert werden (Abb. 12
E).

In den Abbildungen sind die Resultate dmastisder 90 Tage alten Ratten dokumentiert.
Identische Ergebnisse zeigten sich an der eberddilfen Ratte mit 53 Tagen sowie an der
158 Tage alten Ratte, wenn auch bei letztgenanntdform einer weniger intensiven

Farbreaktion. Inwiefern diese Beobachtung Zufafisihe ist oder Rickschlisse auf erste

73



3 Ergebnisse

Veranderungen, im Sinne einer Alterungserscheirauh@sst, ist anhand eines Versuchstieres
der entsprechenden Alterstufe nicht zu klaren.
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Abb. 12A: Kallikrein-Nachweis: Rattaestis(90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. In der Ubersichtsaufnabimedezenter Hintergrund. Kallikrein-Expression
an den runden () und den elongierten Spermatiden)(im Bereich der Akrosomenkappe sowie

zytoplasmatisch in den zirkular verlaufenden Mus&kén der GefalRwande {). Kein Kallikrein-
Nachweis an den Spermatozoen)(im Tubulusumen.
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Abb. 12B: Kallikrein-Nachweis: Rattetestis(90 Tage), PAP-Methode.

Malstab entspricht 50 pm. Deutliche Kallikrein-Eegsion an der akrosomalen Kappe der sich
elongierenden Spermatide ) sowie dezenter in den muskularen Zellen der Gediald ( ;).
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3 Ergebnisse

Abb. 12C: Kallikrein- Nachwels Rattemstls(go Tage) PAP- Methode
MaRstab entspricht 50 um. Nachweis der Kallikrexpiession an der sich ausdifferenzierenden
akrosomalen Kappe der runden Spermatide Dezenter Hintergrund.

Abb. 12D: Kallikrein-Nachweis: Rattemstls(go Tage) PAP Methode.
MafRstab entspricht 50 pm. In der DetailaufnahmehMats der Kallikrein-Expression an der sich
ausdifferenzierenden akrosomalen Kappe der rundem&tide (). Leichter Hintergrund.
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3 Ergebnisse

Abb. 12E: Negativ-Kontrolle: Rattenhoden (90 Tage), PAP-Melo
MaRstab entspricht 100 um. Ubersichtaufnahme: Kbiachweis einer spezifischen Farbung.

Interstitielles Stromamit GefaR (,) und Leydig-Zellen (4). Elongierte Spermatiden (), basal im
Keimepithel die Sertoli-Zelle (3).
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3.2.1.2 Niere der adulten Ratte - Nachweis von Gewebs-Kalliein

Als externe positive Kontrolle diente Methacarnidite Rattenniere, da hier ein eindeutiger
Nachweis von Gewebs-Kallikrein bereits beschriebemde (Figueroaet al, 1984). Eine
spezifische Anfarbung zeigte sich im Niedmuluspparat. In defubulugpithelzellen der
Mittelstlicke ( in Abb. 13 A-C) konnte Kallikrein membrangebundenluminal gerichteten
Zellanteil nachgewiesen werden sowie zytoplasmatisc den Mesangienzellen 4) der
Glomerula (Abb. 13 A+C). Eine deutliche Kallikreltkpression zeigt sich in den
GefalBmuskelzellen, dabei ausgepragter in den nsiakedn GefalRwandungen ) grof3erer
GefalRe (Abb. 13 A+D), weniger intensiv in den ké&inGefallen (Abb. 13 B+C). Weder in
den Hauptstiicken ( in Abb. 13 A+C), noch in den Sammelrohren des Migteulus
systems zeigt sich eine positive Farbung. Das Emdlater Gefalie stellt sich negativ dar
(Abb. 13 D).

Die mit Kaninchen-Normalserum behandelte NegativiiKalle zeigt keine spezifische
Farbung (Abb. 13 E).

Abb. 13A: Kallikrein-Nachweis: Rattenniere (90 Tage), PAP-Mste.
MaRstab entspricht 200 pum. Ubersichtaufnahme. Glolme ( ,), muskuldre GefalRwand (),
Mittelstlick des Nierambulusystem ().
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3 Ergebnisse

Abb. 13B: Kallikrein-Nachweis: Rattenniere (90 Tage alte BatPAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. In d&aobulugellen der Mittelstlicke () membrangebunden, natiminal

hin eine deutliche Kallikrein-Expression. Muskularénteil der Gefallwandung mit geringerer
Farbreaktion ( ).

Abb. 13C: Kallikrein-Nachweis: Rattenniere (90 Tage), PAP-Mste.
MaRstab entspricht 50 um. Kallikrein-Expressiohnteise in den Mesangienzellen des Glomerulun),(
zytoplasmatisch in den Muskelzellen der GefaBwand) (und in den Mittelstiickzellen { des
Nierertubulusystems. Die Zellen der Hauptstiicke X ohne Kallikrein-Nachweis.

78
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Abb. 13D: Kallikrein-Nachweis: Rattenniere (90 Tage alte RatPAP-Methode.

MalRstab entspricht 50 pm. Detailaufnahme mit deheli Kallikrein-Expression zytoplasmatisch in den
zirkular verlaufenden GefaBmuskelzellen ), die Elastica interna der GefalRwand,)( ohne
Farbreaktion. Der Nierénbuluspparat ohne Kallikrein-Nachweis, hier im Bild zehen Hauptstick
() und GefaR ein Anteil des Mittelstiicks)(

Abb. 13E: Negativ-Kontrolle: Rattenniere (90 Tage), PAP-Metho
Malstab entspricht 100 um
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3.2.1.3 Testis der juvenilen Ratte - Nachweis von Gewebs-Kirein

Weitere Versuche erfolgten arestischnitten pubertierender Ratten im Alter von 32émag
Der erste Zyklus der Spermatogenese befindet sider Entwicklungsstufe 9-10 (siehe auch
Abb. 4). Folglich sind noch keine Spermatozoenrubulusumen nachweisbar. Das Gewebs-
Kallikrein lasst sich an den runden Spermatideh (Abb. 14 B) sowie an den sich beginnend
elongierenden Spermatiden) ((Entwicklungsstufe 10) (Abb. 14 A) im Bereich dsich
ausdifferenzierenden Akrosomenkappe nachweiserBdmeich der Gefalimuskelzellen;)
zeigt sich lediglich eine dezente zytoplasmatideiwdung (Abb. 14 A).

In der Negativ-Kontrolle (Abb. 14 C) kein Anhaltrfééine spezifische oder unspezifische

Farbereaktion.

Abb. 14A: Kallikrein-Nachweis: Rattaestis(32 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Kallikrein-Expression der akrosomalen Kappe der sich elongierenden
Spermatide () sowie dezente zytoplasmatische Farbung im BegclGefaBmuskelzellen ).
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Abb. 14B: Kallikrein-Nachweis: Rattetestis(32 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Deutlicher Kallikrein-Ra®is an der sich ausbildenden akrosomalen Kappe
der runden Spermatiden ().

Abb. 14C: Negativ-Kontrolle: Rattetestis(32 Tage), PAP-Methode.
MalRstab entspricht 100 um.
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3.2.1.4 Epididymis der adulten Ratte - Nachweis von GewebKallikrein

3.2.1.4.1 Caput epididymis

An Methacarn-fixierterEpididymischnitten von adulten Sprague-Dawley-Ratten (53r80
158 Tage) zeigte sich nach organtopographistimterteilung inCaput Corpusund Cauda

ein unterschiedliches Verteilungsmuster des Geweligkreins.

Im Caput epididymidisder vornehmlich aus deluctuli efferenteshesteht, konnte keine

Kallikrein-Expression detektiert werden (Abb. 15 Byt Vereinzelt zeigte sich in den
Nukleoli der Epithelzellen (;) eine braune Farbung, die aber als unspezifisobaktidn
anzusehen war, da Positiv-Probe und Negativ-Kdetri@bb. 15 C) nur ein unwesentlich
voneinander divergierendes Farbeverhalten zeidterden Gefallwénden {) zeigte sich

teilweise ein dezentes Farbsignal (Abb. 15 A).

Abb. 15A: Kallikrein-Nachweis:Caput epididymig90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Keine spezifische FagbardenDuctuli efferenteslesCaput epididymis
Im muskularen Anteil der GefaBwand,] eine leichte Kallikrein-Expression.
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Abb. 15B: Kallikrein-Nachweis:Caputepididymis(90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Kein Kallikrein-NachwigisdenDuctuli efferentesDie dezente braunliche

Farbung der Zellkerne der Epithelzelleny) ist eher als unspezifische Farbereaktion zu werte
Kinozilien ( 3).

Abb. 15C: Negativ-Kontrolle:Caputepididymis(90 Tage), PAP-Methode.
Keine spezifische Farbung, zu den Positiv-Probemahezu identisches Ergebnis. GefaBwandury (
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3.2.1.4.2 Corpus epididymis

Im Corpus epididymidigeigten die hochprismatischen Epithelzellen Dastus epididymidis

eine spezifische zytoplasmatische Kallikrein-Expres, teilweise im basalen Zellbereich (
in Abb. 16 B), somit basal dddukleolusund teilweise imapikalen Epithelzellanteil (2 in
Abb. 16 B+C). Die spezifische Expression war imimeginzelnen Zellen bzw. Zellverb&nden
des entsprechenden Ganganschnittes zu detektiéwgsh in den umgebendeBuctuli
prasentierte sich nur in einzelnen Epithelzelleneepositive Reaktion. Im Bereich der
Sterozilien waren vesikulare Strukturen  in Abb. 16 B+C) mit partieller Kallikrein-
Expression nachzuweisen. DMyozytender Wandung deBuctus epididymidig 4) zeigten
dagegen eine homogene, zytoplasmatische Farbung aufSpermatozoen im Lumen des
Nebenhodenganges ¢ wiesen keine Kallikrein-Expression auf (Abb. 1. @Quch das
Stroma( s) stellte sich negativ dar (Abb. 16 C).

Die mit Kaninchen-Normalserum prainkubierten Neg#tontrollen der entsprechenden
Schnitte des Rattepididymidisund des partiell miterfasstdbuctus deferengAbb. 17 F)
zeigten keine spezifische Farbung in den beschrabéokalisationen. Bei ihnen zeigte sich

nur eine sehr geringe allgemeine Hintergrundreaktio

Abb. 16A: Kallikrein-NachweisCorpusepididymisder Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
Malstab entspricht 100 pm. Kallikrein-Expression apikalen bzw. luminalen Zellanteil und als
vesikulare Abschniirungen iBterozilietesatz der Epithelzellen.
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Abb. 16B: Kallikrein-NachweisCorpusepididymisder Ratte (90 Tage), PAP-Methode.

MaRstab entspricht 50 um. Kallikrein-Expression sbiim basalen Anteil der Epithelzelle, d. h. basal
des Zellkerns (y) als auch imapikalen bzw. luminalen Zellanteil ( ,) und in Form vesikularer
Abschnirungen (3) im Sterozilietesatz der Epithelzellen.

Abb. 16C: Kallikrein-NachweisCorpusepididymisder Ratte (90 Tage), PAP-Methode.

MaRstab entspricht 50 um. Kallikrein-Expression sbkapikal in der Epithelzelle (,), als auch in den
vesikularen Abschniirungen 4) im Bereich dersteroziliefbesetzten Epithelzellen. Dezenter Kallikrein-
Nachweis in den Muskelzellen {) der Wandung de®uctus epididymis Das Stroma( s) und der
Spermatozoen im Lumen §) ohne Kallikrein-Expression.
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3.2.1.4.3 Cauda epididymis

Im Bereich der Cauda epididymidiskonnte reproduzierbar regional eine markante,
intrazellulare Anfarbung im Epithel deBuctus epididymdislargestellt werden (Abb. 17 A-
D). Die Kallikrein-Expression stellte sich ausgegiréin basalen Teil der Epithelzellen, basal
desNukleolus( in Abb. 17 A-D) dar, fokal aber auch in deminalenAnteilen ( in Abb.

17 B+C). Es zeigte sich hierbei ein inhomogenegedengsmuster innerhalb ddsibulus
mit einer fokalen, multizentrischen Anfarbung. Véighon imCorpus epididymigzeigten die
muskularen Wandanteile { in Abb. 17 A+D+E) des Nebenhodenganges eine hongge
zytoplasmatische Farbreaktion. Die im Lumen befaiin Spermatozoen { in Abb. 17
B+D) zeigten keine spezifische Farbung, ebenso tieoim Interstitium keine oder lediglich
eine leichte unspezifische ,Hintergrundreaktionfgistellt werden.

In deninterstitiellen Gefal3en zeigte sich in den zirkular verlaufendiatten Muskelzellen

( 4 in Abb. 17 B+E) eine homogene Kallikrein positiFérbung, die Lymphgefal3e wiesen
keine spezifische Farbung auk(Abb. 17 B).

Die Negativ-Kontrolle wurde mit Kaninchen-Normalger prainkubiert, hier zeigte sich

weder eine spezifische Farbreaktion noch ein unspezer Hintergrund (Abb. 17 F).

Abb. 17A: Kallikrein-NachweisDuctus epididymisler Ratte (90 Tage), PAP-Methode
Mafstab entspricht 500 um. Deutliche Kallikrein-Eegsion im Epithel deBuctus epididymi¢ ) und
in den zirkular verlaufenden Muskelfasern des Nabdenganges (1).
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Abb. 17B: Kallikrein-NachweisCauda epididymisler Ratte (90 Tage), PAP-Methode.

Malstab entspricht 200 pm. IBuctusepididymisKallikrein-Expression basal () und teilweiseapikal
in den Epithelzellen (). Die GefaBwandung mit dezenter Braunfarbung),(das Lymphgefald () und
die Spermatozoen g) im Nebenhodengang ohne Kallikrein-Nachweis.

Abb. 17C: Kallikrein-NachweisCaudaepididymis(90 Tage), PAP-Methode.
MalRstab entspricht 50 um. Deutliche Kallikrein-Eegsion membranstandig sowohl im basalen Anteil
der Epithelzelle () als auch iMuminalenTeil der epithelialen Zellen ().
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Abb. 17D: Kallikrein-NachweisCauda epididymig¢90 Tage), PAP-Methode.
Malstab entspricht 100 pm. Deutliche Kallikrein-Eegsion im Epithel dedDuctus epididymis
membrangebunden basal des Zellkerns) (sowie zytoplasmatisch in den zirkular verlaufende

Muskelfasern (;) des Nebenhodenganges. Das Epithel flagh it einem Besatz auSterozilien im
Lumen reichlich Spermatozoend), kein Kallikrein-positives Ergebnis.

Abb. 17E: Kallikrein-Nachweis:interstitielle GefaBe im Nebenhoden der Ratte (90 Tage) PAP-
Methode.

Malstab entspricht 50 um. Kallikrein-Expressioropjasmatisch in deklyozytender Gefallwande ()
und ebenso in dgperitubularenMyozyten( ).
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Abb. 17F: Negativ-Kontrolle:CorpusundCaudaepididymisder Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 um. Keine spezifische odepezifische Farbung in den Ganganschnitten des
Nebenhodens. Im linken Bildteil Anteile d€sauda,im rechten BildanteiDuctusQuerschnitte aus dem
Bereich de<orpusepididymis

3.2.1.4.4 Ductus deferens

In den Nebenhodenschnitten, in denen zuséatzlicilbdetus deferensiterfasst worden war

(Abb. 18 A-D), zeigte sich in diesem Bereich eingoplasmatische Kallikrein-Expression
mit homogenem Verteilungsmuster in den konzentrigeflaufenden Muskelschichten des
Samenleiters ( in Abb. 18 A-D). Im Epithel deBuctus deferengeigte sich multifokal im
basalen Epithelzellanteil Kallikrein { in Abb. 18 C). Die Spermatozoen im Lumen zeigten
keine spezifische Farbung (in Abb. 18 A und 3 in Abb. 18 D).

In der Negativ-Kontrolle keine Farbung, keine Hrgreindreaktion (Abb. 18 E).

Als externe Positiv-Kontrolle diente wie zuvor bleseben (siehe oben) Methacarn-fixierte
Rattenniere bzw. Rattenhoden (Abb. 13 bzw. Abb. 12)
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Abb. 18A: Kallikrein-NachweisEpididymis- Ductusdeferensler Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 um. Deutliche Kallikrein-Eegsion zytoplasmatisch in défyozyten( ) der
muskelstarken Wandung d&ctus deferens Epithel ( ) des Samenleiters. Angrenzend Anteile des
Ductus epididymisnit Spermatozoen () im Lumen.

Abb. 18B: Kallikrein-NachweisEpididymis- Ductusdeferengder Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Deutliche zytoplasmiagig€allikrein-Expression in delyozyten( ) der

muskelstarken Wandung dé3uctus deferens Epithel () des Samenleiters. Im Lumen ausgereifte
Spermatozoen ohne spezifische Farbung.
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Abb. 18C: Kallikrein-NachweisEpididymis- Ductusdeferensder Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 50 pm. Deutliche zytoplasmagig€hllikrein-Expression in deMyozytemvandung
() desDuctusdeferensIn den basalen Epithelzellen4) des Samenleiters zeigt sich ein Kallikrein-
Nachweis. Im Lumen befinden sich ausgereifte Speyrogn ohne spezifische Farbung.

Abb. 18D: Kallikrein-NachweisEpididymis- Ductusdeferensler Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 punMyozyten( ) der muskularen Wandung d&uctus deferensund im

Sterozilietesatz des Epithels $§) Kallikrein-Nachweis. Im Lumen ausgereifte Speroaaien ( 3), auch
diese ohne spezifische Farbung.
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Abb. 18E: Negativ-Kontrolle Epididymis- Ductusdeferengler Ratte (90 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 um. Epithel Y und muskuldre Wandung ) desDuctus deferens

3.2.1.5 Epididymis der pubertaren Ratte - Nachweis von Gewas-Kallikrein

3.2.1.5.1 Caput epididymis

Es folgten weitere Versuche an Nebenhodenschnittem pubertierenden Ratten der
Altersstufe 32 Tage. In ddbuctuli efferenteslesCaput epididymikonnten bei der 32 Tage
(Abb. 19 A) alten Ratte kein Kallikrein-Nachweidgacht werden. Das war identisch zu den
Ergebnissen an adulten Rattennebenhoden (Abb.Debgich sowohl bei der Positiv-Probe,
(Abb. 19 A) als auch bei der Negativ-Kontrolle (Ad® B), im Bereich deperiductularen
Zellen () eine leichte, gleichférmige Braunfarbung zeidg@nn diese nicht als unspezifische

Farbung gewertet werden.
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Abb. 19A: Kallikrein-Nachweis:Ductuli efferentesler Ratte (32 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 pum. Kein Nachweis einer iki&lin-Expression in derDuctuli efferentes.
Unspezifische Braunfarbung deeriductularenMyozyten( ).

Abb. 19B: Negativ-Kontrolle:Caput epididymisler Ratte (32Tage), PAP-Methode.
Malstab entspricht 200 pum. Kein Nachweis einer iki&lin-Expression in derDuctuli efferentes.
PeriductulareMyozyten( ).
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3.2.1.5.2 Corpus epididymis

Im Bereich de®uctus epididymiges Nebenhodenkdrpers konnte bei der pubertarde iRat

Alter von 32 Tagen (Abb. 20 A+B) kein positiver Klalein-Nachweis gefuhrt werden.
Positiv und Negativ-Kontrolle stellten sich nahementisch dar. Auch hier dezente
unspezifische Braunfarbung deeriductularen Myozytek ), die sich auch in der Negativ-

Kontrolle mit Kaninchen-Normalserum darstellt.

Abb. 20A: Kallikrein-Nachweis:Corpus epididymisler Ratte (32 Tage), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 200 um. Kein Nachweis einerifipezen FarbungPeriductulareMyozyteschicht
()
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Abb. 20B: Kallikrein-NachweisCorpus epididymisler Ratte (32 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Kein Nachweis einer iki@lin-Expression imDuctus epididymisDie
periductulareMyozytenschicht () mit dezenter, unspezifischer Braunfarbung.

Abb. 20C: Negativ-Kontrolle:Corpus epididymisler Ratte (32 Tage), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 100 um. Kein Nachweis eineriipelzen FarbungPeriductulareMyozyten( ).
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3.2.1.5.3 Cauda epididymis

Ebenso wie in den vorgeschalteten Abschnitten dgsehhodens, konnte auch auf Ebene des
Cauda epididymisbei der 32 Tage alten Ratte keine Kallikrein-Esgren (Abb. 21) im
Epithel des Nebenhodenganges nachgewiesen werden.

Abb. 21A: Kallikrein-Nachweis:Cauda epididymigler Ratte (32 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Im Bereich des EpittletDuctusepididymiskein Kallikrein-Nachweis.

Abb. 21B: Negativ-Kontrolle:Cauda epididymisler Ratte (32 Tage), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 200 um. Keine spezifische odspezifische Hintergrundreaktion.
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3.2.1.6 Epididymis der spatpubertaren Ratte - Nachweis vorGewebs-Kallikrein

3.2.1.6.1 Caput epididymis

Am Nebenhoden der 38 Tage alten Ratte konnte aeh&liesCaput epididymiskeine
Kallikrein-Expression nachgewiesen werden (Abb.A)2 Zwischen Positiv- und Negativ-
kontrolle (Abb. 22 B) zeigte sich kein signifikantgnterschied. Auch hier zeigte sich im
Bereich derperiductularen Zellen () eine dezente braunliche Farbung, die sich in der
Positiv-Probe und in der Negativ-Kontrolle idenktisgerhielt, und somit als unspezifisch
gewertet wurde.

Abb. 22A: Kallikrein-Nachweis:Caput epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
Malstab entspricht 100 pum. Kein Nachweis einer iki&lin-Expression in derDuctuli efferentes.
PeriductulareMyozyten( ).
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3 Ergebnisse

Abb. 22B: Negativ-Kontrolle:Caput epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 50 um. Kein Nachweis einer Kialn-Expression in defaput epididymigler 38
Tage alten Rattd?eriductulareMyozyten( )
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3.2.1.6.2 Corpus epididymis

Im Nebenhodenkérper der 38 Tage alten Ratte zaigte eine deutliche, reproduzierbare
Farbung, sowohl basal (in Abb. 23 A+C) als auchpikal ( in Abb. 23 A+D), im Epithel
des Ductus epididymis In den Vesikeln (, in Abb. 23 A+B+D), apikal an den
Epithelzellkuppen, war eine Braufarbung zu dete&tie die einer Kallikrein-Expression
entspricht. Die zytoplasmatische Farbung mleniductularenMuskelzellen (1 in Abb. 23 A-
C) ist als unspezifische Reaktion zu werten, dasgie auch in der Negativ-Kontrolle (Abb.

23 E) zeigte.

Abb. 23A: Kallikrein-Nachweis:Corpus epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.

MalRstab entspricht 100 um. Im Bereich des Nebenti@dpers eine spezifische Farbumgkal ( ) und
basal () im Epithel desDuctus epididymissowie in den vesikularen Formationapikal an den
Epithelzellkuppen (2). PeriductulareMyozyten( 1).
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Abb. 23B: Kallikrein-Nachweis:Corpus epididymisder Ratte (38 Tage), PAP-Methode.

MafRstab entspricht 200 um. Deutliche Féarbung dsiku&iren Strukturen (2) im Ductusepididymisdes
NebenhodenkdrperBeriductulareMuskelzellschicht (7).

Abb. 23C: Kallikrein-Nachweis:Corpus epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
Malstab entspricht 50 um. lmuctus epididymiseine Kallikrein-Expression basal im Epithel ).
Zusatzlich weniger intensive, unspezifische Bratmfag im Bereich deperiductularenMuskelzellen

(-
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Abb. 23D: Kallikrein-NachweisCorpusepididymisder Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
MalRstab entspricht 50 prApikal in den Epithelzellen deBuctusepididymis( ) und in den vesikularen
Abschnirungetuminal an den Epithelzellen ¢) ein deutlicher Kallikrein-Nachweis.

Abb. 23E: Negativ-Kontrolle:Corpus epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 pm. Kein Nachweis einer ifpelzen Farbung oder unspezifischen
Hintergrundreaktion.
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3.2.1.6.3 Cauda epididymis

Im Nebenhodenschwanz gelang ein reproduzierbardliki€@n-Nachweis im Epithel des
Ductus epididymis Fokal zeigte sich eine spezifische Farbung mih d&K gegen Ratten-
Kallikrein in den vesikularen Struktureny(in Abb. 24 A-C) amuminalgerichteten Epithel.
Im Bereich dermeriductularenMuskelzellen (1 in Abb. 24 A-C) zeigte sich eine dezente
homogene Braunfarbung, diese wird als unspezifighertet, da sie im Positiv als auch in

der Negativ-Kontrolle (Abb. 24 D+E) nahezu identisorkommt.

Abb. 24A: Kallikrein-Nachweis:Cauda epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Kallikrein-Expressionden vesikularen Strukturen £) lumenseitig dem
Epithel anlagernd. DiperiductularenMyozyten( 1) braun tingiert.
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Abb. 24B: Kallikrein-Nachweis:Cauda epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
Malstab entspricht 200 um. Kallikrein-Expressiorden vesikuldren Strukturen,) lumenseitig dem
Epithel anlagernd. DiperiductularenMyozyten( ;).

Abb. 24C : Kallikrein-NachweisDuctus epididymisler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 pum. Kallikrein-Expressionden vesikularer Formationen im Bereich der
steroziliebesetzten Epithelzellen §) sowie in derMyozyternder Wandung (1) desDuctus epididymis
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Abb. 24D: Negativ-Kontrolle:Cauda epididymigler Ratte (38 Tage), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 200 pm. Kein Nachweis einer ifipeazen FarbungPeriductulareMyozyten( 1)
zeigen eine unspezifische Farbreaktion.

Abb. 24E: Negativ-Kontrolle:Cauda epididymisler Ratte (38 TageRAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Keine spezifischen [eakttionenPeriductulareMyozyten( 7).
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3.2.2 Mensch

3.2.2.1 Humaner Testis - Nachweis von Gewebs-Kallikrein

An histologischen Schnitten von humanen testikul&ewebeproben wurde der polyklonale,
gegen humanes Urin-Kallikrein gerichtete AntikOrmengesetzt. Dieses Kallikrein ist mit
dem ,wahren” Gewebs-Kallikrein identisch. Bei desrwendeten Hodenmaterial handelte es
sich um Methacarn-fixierte Biopsien aus dem Institw Dermatologie und Andrologie der
Justus-Liebig-Universitat in Giel3en, Hodenresektaia der Universidad de la Frontera,
Temuco aus Chile (die beiden Hoden von einem Maomje um Autopsiematerial aus dem
Rechtsmedizinischen Institut der Universitatsklibiisseldorf. Weiterhin lag Bouin-fixiertes
Biopsiematerial aus dem Zentrum fur Dermatologieldt@versitatsklinik Disseldorf vor.

Das Gewebs-Kallikrein wurde mit der PAP- und derRHRethode vergleichend detektiert,
ohne dass Unterschiede in den Resultaten verifizerden konnten.

In einigen Versuchen kam abweichend von der Staintdethode die Vorbehandlung mit
Proteinase K oder die Hitzedemaskierung in Komimnatmit der PAP-Methode zur
Anwendung, um maskierte AG besser freizulegen,egideutigeres Ergebnis zu erreichen
und falsch negative Resultate effektiv vorzubeugen.

3.2.2.1.1 Humaner Testis (Bouin-fixiert) - Nachweis von Gewed-Kallikrein

Am Bouin-fixierten Hodengeweb@Abb. 25 A-D) zeigten sowohl Keimepithel als auch

Interstitium eine wenig intensive, diffuse HintergrundfarbuAgisgepragter zeigte sich eine
Braunfarbung im Keimepithel defubuli seminiferi contortiim Bereich desluminalen
Keimepithels / der Anhaftungsebene der Spermathetien Sertoli-Zellen ( in Abb. 25 B).
Im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Abb. 25 E) sgnt dieses Resultat fur eine Kallikrein-
Expression. Im Bereich der sich entwickelnden A&rmenkappe der runden Spermatides (
in Abb. 25 D) zeigte sich ein dezent starkeres €gignal. Bei dem vorliegenden Ergebnis
handelt es sich wahrscheinlich um eine schwacher dennoch spezifische Kallikrein-
Expression, am vorliegenden Material nicht eindgbegweisend. Di®eritubularZellen ( 3

in Abb. 25 C) sowie die reifen Spermatiden kurz der Spermiation (1 in Abb. 25 B)
zeigten keine spezifische Farbreaktion. Die FarkdergLeydig-Zellen (2 in Abb. 25 B) und
der Spermatogonien {in Abb. 25 C) war nicht reproduzierbar und ist goss unspezifisch

Zu werten.
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Abb. 25A: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Bouin-fixieldAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. In der Ubersicht eiffest Hintergrundfarbung sowohl im Keimepithel als
auch iminterstitiellenStroma

Abb. 25B: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Bouin-fixielDAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Deutliche Farbung im BlrdesluminalenKeimepithels ( ). Die reifen
Spermatiden kurz vor der Spermiation); Leydig-Zellen ( ,) im Interstitiummit dezenter Farbung.
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Abb. 25C: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Bouin-fixierDAP-Methode.

MafRstab entspricht 50 pm. Ausschnitt aus eifl@iimulus seminiferus contortuBeritubularZellen ( 3),
Spermatogonien (4). Teilweise aus dem Keimzellverband geldste Zelteih einer evtl. artifiziell
starkeren Anféarbung ().

Abb. 25D: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Bouin-fixieldAP-Methode.
Im Bereich der sich entwickelnden Akrosomenkappe deden Spermatide §) mit spezifisch
anmutendem Farbesignal. Deutlicher Hintergrund.
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Abb. 25E: Negativ-Kontrolle: humaner Hoden (Bouin-fixiert)AP-Methode.
MalRstab entspricht 100 um.

3.2.2.1.2 Humaner Testis (Methacarn-fixiert) - Nachweis von @webs-Kallikrein

In dem_Methacarn-fixierten, nicht vorbehandelf@stigiewebezeigte sich, unhabhangig von

der PAP- oder HRP-Methode, im Bereich vbabuli seminiferi contortund interstitiellem
Stroma eine dezente homogene Hintergrundfarbung, ohmevéis auf eine spezifische
Farbreaktion (Abb. 26 A+B). In einzelnen Schnitgaéaten des Methacarn-fixiertdrestis
zeigten die Muskelschichten der Gefal3giq Abb. 26 C) eine Kallikrein-Expression.

Die als Negativ-Kontrolle verwendeten Schnitte HamanenTestiswurden anstatt mit dem
Primarantikorper, mit Kaninchen-Normalserum beh#nd8ie zeigten in den ersten
Versuchen noch ausgepragte HintergrundreaktioneachNweiterer Optimierung der
Methodik wiesen sie nur noch eine dezente Hinterdpeaktion auf, jedoch ohne Anhalt auf
Spezifitat (Abb. 26 D).
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Abb. 26A: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Methacarn-fiRieP AP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Wederlimerstitiumnoch in denTubuli seminiferi contortein spezifischer
Kallikrein-Nachweis.

Abb. 26B: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Methacarn-figiePAP-Methode.
MalRstab entspricht 50 um. Kein Nachweis einer Kialh-Expression inTubulus seminiferus contortus
allenfalls eine dezente unspezifische Hintergruaktien.
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Abb. 26C: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Methacarn-fiRiePAP-Methode
MaRstab entspricht 100 pm. Deutlich Kallikrein-givgis Féarbesignal im Bereich der
Muskelfaserschichten in der GefaRwand)( Unspezifische Hintergrundfarbung.

Abb. 26D: Negativ-Kontrolle: humaner Hoden (Methacarn-fiXieRAP-Methode.
MalRstab entspricht 200 pm. Allenfalls dezente Harendreaktion.
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Auch die_Vorbehandlung der Methacarn-fixierten Hogtdhnittemittels Hitzedemaskierung
(Abb. 27 A+B) oder Proteinase K (Abb. 28 A+B) zgié weder neue Resultate, noch wies sie

groRere Aussagekraft auf. Die starkere Gewebsdistinuwirkte sich jedoch behindernd aus.

Sowohl in denTubuli seminiferi contortials auch iminterstitium zeigte sich eine dezente
unspezifische Farbereaktion. Damit erwies sich,sdase Mikrowellen-Vorbehandlung
ebenso wie die enzymatische Behandlung mit Prateikg im Rahmen dieser Arbeit, nicht

zu einer Optimierung der Qualitat des histologiscBegebnisses beigetragen hat.

Abb. 27A: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Methacarn-fiRie Mikrowellen-Vorbehandlung,
PAP-Methode.

MaRstab entspricht 100 um. In d€abuli seminiferi contortund imInterstitiumdezente, unspezifische
Hintergrundreaktion, kein Nachweis einer Kallikrétmpression. Gewebsdissoziation.
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Abb. 27B: Negativ-Kontrolle: humaner Hoden (Methacarn-fixieNlikrowellen-Vorbehandlung, PAP-
Methode.

Malstab entspricht 100 um. In dérubuli seminiferi contortiund im Interstitium eine dezente,
unspezifische Hintergrundreaktion. Gewebsdissaniati

Abb. 28A: Kallikrein-Nachweis: humaner Hoden (Methacarn-fikieVorbehandlung mit Proteinase K,
PAP-Methode.

MaRstab entspricht 100 pm. In d&nbuli seminiferi contortiund im Interstitium ist eine spezifische
Farbung nicht eindeutig nachweisbar. Gewebsdissorzia
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Abb. 28B: Negativ-Kontrolle: humaner Hoden (Methacarn-fiXieNorbehandlung mit Proteinase K,
PAP-Methode.
MafRstab entspricht 100 um. Keine unspezifischehrBaktionen. Gewebsdissoziation.
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Als externe Positiv-Kontrolle diente Material einraumanen Niere (Formalin-fixiert) (Abb.
29). Hier konnte der Kallikrein-Nachweis zytoplagiseh in den Mesangienzellen der
Glomerula ( in Abb. 29 A) sowie in der muskuldren Wandung Biatgefal3en (; in Abb.

29 A+B) gefuhrt werden. Eine dezente spezifischdidg im Nieretubulusystem war im
Bereich der Mittelsticke ¢ in Abb. 29 A) nachzuweisen, wahrend sich die Zeltsr
Hauptsticke ( in Abb. 25 A) negativ darstellen.

Als Negativ-Kontrolle diente humane Niere, die attstles Primarantikdrpers mit Kaninchen-
Normalserum inkubiert wurde. Hier konnte weder espezifische noch eine unspezifische
Farbreaktion erbracht werden (Abb. 29 C).

Abb. 29A: Kallikrein Nachweis: humane Niere (Methacarn-fixjiePAP-Methode.

MaRstab entspricht 100 um. Teilweise deutlich Kedlin-positives Signal der Mesangienzellen des
Glomerulums ( ) und der Wandung eines kleinen Gefal3eg, (schwache Kallikrein-Expression in den
Mittelstlickzellen ( ,) des Nieretubulusystems, negative Darstellung der Zellen der Haiughke ( ).
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Abb. 29B: Kallikrein-Nachweis: humane Niere (Methacarn-fixjeP AP-Methode.
MalRstab entspricht 100 um. Deutliche Kallikrein-Eegsion einzelner Muskelfasern der Gefallwandung

( ).

Abb. 29C: Negativ-Kontrolle: humane Niere (Methacarn-fixieAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Kein Nachweis einer ifipezen Farbung oder einer unspezifischen
Hintergrundreaktion inTubulusystem der Niere mit Hauptstiick (, Mittelstiick ( ,) und Glomerulum

()
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3.2.2.2 Humaner Testis - Nachweis von LMW - Kininogen

An humanenTestischnitten wurde mit einenpolyklonalen im Kaninchen produzierten

Antikérper gegen humanes LMW-Kininogen gearbeileser zeigte ein unterschiedliches
Reaktionsverhalten in Bezug auf das Fixiermediura @ewebes bei Unabhéangigkeit von
PAP- oder HRP-Methode.

3.2.2.2.1 Humaner Testis (Bouin-fixiert) - Nachweis von LMWKininogen

Bouin-fixierter Hoden zeigte eine intensive Expression von LMW-Kininogam

interstitiellen StromdAbb. 30 A). Zusatzlich zeigte sich in d&wbuli seminiferi contortan
runden und elongierten Spermatiden im Bereich ddr entwickelnden Akrosomenkappe
eine membranstandige Farbung (n Abb. 30 B), die als spezifisch zu werten istilWeise
zeigten auch die zellularen Bestandteile im GefaBlu eine starke Farbreaktion (n Abb.
30 A). Spermatogonien und Spermatozyten, ausgerggermatiden @ in Abb. 30 B) sowie
die Spermatozoen iMmubulusumen, zeigten keine Expression von LMW-Kininogea,dass
von einer stadienspezifischen Expression auszugsheBbenso stellten sich Leydig-Zellen,
Sertoli-Zellen undPeritubularZellen negativ dar. Kein Kallikrein-Nachweis im @e&h der
muskuléaren Gefallwandung,(n Abb. 30 A).

In der Negativ-Kontrolle konnte keine positive Radiktion erzeugt werden (Abb. 30 C).

Abb. 30A: LMW-Kininogen-Nachweis: humandrestis(Bouin-fixiert), PAP-Methode.

Malstab entspricht 100 um. Starke LMW-Kininogen-esgion iminterstitiellen Gewebe (), auch
deutlich positive Farbreaktion der zellularen Bedtaile innerhalb des GefaBlumens ), keine
Detektion von LMW-Kininogen im Bereich der GefalRwan »).
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Abb. 30B: LMW-Kininogen-Nachweis: humandrestis(Bouin-fixiert), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 50 pm. In der Detailaufnahmehtei LMW-Kininogen-Expression im Bereich der

sich ausbildenden Akrosomenkappe runder SpermaftidgnKeine Detektion von LMW-Kininogen in
reiften Spermatiden (;).

Abb. 30C: Negativ-Kontrolle: humanefestis(Bouin-fixiert), PAP-Methode.
MafRstab entspricht 100 um. In der Detailaufnahmeekspezifische Farbreaktiolmterstitielles Stroma
mit Leydig-Zellen ( 3), Gefal ( ,), runde Spermatiden () im Keimepithel.
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3.2.2.2.2 Humaner Testis (Methacarn-fixiert) - Nachweis von IMW -Kininogen

Das _Methacarn-fixierte Hodengewebeigte ebenfalls in der immunhistologischen Fagoun

eine Betonung der Akrosomenkappe der runden Spiglenat in Abb. 31 B). Das
interstitielle Stromgewebe war deutlich gefarbt, gleichzeitig zeigeh gedoch ein diffuser
Hintergrund, der sich in defubuli seminiferi contortund iminterstitiellen Stromgewebe
sehr ahnlich verhielt (Abb. 31 A+B). Trotz Beeimindigung durch starke Zerfaserung mit
ausgepragten Kontinuitatsunterbrechungen des Gewddoante eine Auswertung der
Ergebnisse vorgenommen werden.

Auch diePeritubularZellen ( ; in Abb. 31 B) wiesen z. T. eine starkere Anfarbawnd, Die
Deutung als eine spezifische Farbung erschieni¢tagila auch im Vergleich mit den bouin-
fixierten Testisletztgenannte in diesem Bereich keine LMW-Kininodexpression zeigten.
Somit musste es als Farbeartefakt bei InkohareszGiwvebes gewertet werden (Abb. 31
A+B).

Als Negativ-Kontrolle wurde Hodengewebe desselbemdividuums, anstelle des
Priméarantikdrpers, mit Kaninchen-Normalserum oddét dem Uberstand des mit einem
Uberschuss aus humanen LMW-Kininogen prainkubieresten Antikorpers inkubiert.
Unabhé&ngig von der Wahl des Inkubationsmediumsteeaigh ein gleichférmiges negatives
Ergebnis (Abb. 31 C).

Abb. 31A: LMW-Kininogen-Nachweis: humandrestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode.

MaRstab entspricht 200 um. In der Ubersicht zeigt sowohl iminterstitiellen Gewebe als auch im
Keimepithel eine intensive Farbung, die eher demr@ikter eines unspezifischen Hintergrundes hat.
Gewebszerfaserung.
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Abb. 31B: LMW-Kininogen-Nachweis: humanerestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode

MaRstab entspricht 50 um. In der Detailaufnahmeifipeh anmutende Farbreaktion, vergleichbar mit
der bouin-fixierten Hodenbiopsie im Bereich derhsentwickelnden akrosomalen Kappe der runden
Spermatiden (); starkere Anfarbung auch deeritubularzZellen ( 4).

Abb. 31C: Negativ-Kontrolle: humanerestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Leichte unspezifischatefgrundfarbung. Keimepithel §), GefaRe (5)
und Stromamit Leydig-Zellen ( 4), evtl. auch Anteile zerfaserten Keimepithels.
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3.2.2.3 Humaner Testis - Nachweis der Neutralen Metalloendmeptidase (NEP)

Mit Hilfe eines Antikdrpers gegen die humane Neletietalloendopeptidase 24.11 (auch als
CALLA, common acute lymphoblastic leukaemia antigbekannt), stellte sich eine

spezifische Farbung im humanéestiswie folgt dar.

3.2.2.3.1 Humaner Testis (Methacarn-fixiert) - Nachweis der NEP

So zeigten sich an den Methacarn-fixierten Hodemtpsachnitter{Abb. 32) unbeeinflusst

von der Anwendung der immunhistologischen VerfahR&P, HRP oder En Visihim
Bereich der Gefal3e sowie imterstitium einzelne stark gefarbte Zellen (n Abb. 32 A+B),
die wahrscheinlich dem reticulohistiozytdren Systeamgehéren und am ehesten
Makrophagen sind. Eine unspezifische Hintergrurmfig kam nicht zur Darstellung. Die
Ergebnisse waren im Sinne einer Expression derrileant Metalloendopeptidase zu werten.
In der Negativ-Kontrolle konnte an entsprechendakalisation keine braune DAB-Farbung
detektiert werden. Das Keimepithel;(in Abb. 32 A), dasnterstitielles Stromd 3 in Abb.

32 A) und die GeféalRe ¢ in Abb. 32 A) zeigen keinen Nachweis der NEP.

Abb. 32A: NEP 24.11-Nachweis: humangestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode.
Malstab entspricht 100 priubulus seminiferus contortfs ;), Gefal} ( ,), interstitielles Stromd 3),
zellulare Expression von NEP 24.11)(
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Abb. 32B: NEP 24.11-Nachweis: humangestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. In der Detailaufnahmegtzsich iminterstitiellen Gewebe des Hodens ein

positiver Nachweis der Peptidase in Zellen, wahestdith des reticulohistiozytdren Systems, am afrest
Makrophagen ().

Abb. 32C: Negativ-Kontrolle: humanefestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode.
MaRstab entspricht 200 um. Kein Nachweis einerifipelzen Farbung.
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3.2.2.3.2 Humaner Testis (Bouin-fixiert) - Nachweis von NEP 2.11

Aus Mangel an Bouin-fixiertem Hodengewebe konnesdiVersuchsreihe mit dem Nachweis
der Neutralen Metallopeptidase 24.11 mit Hilfe dedikorpers CALLA nicht parallel an
Bouin- und Methacarn-fixiertehestischnitten erfolgen.

3.2.3 Bulle

3.2.3.1 Bullentestis - Nachweis von Gewebs-Kallikrein

Bovines Methacarn-fixiertes testikulares Gewebedeumit einem polyklonalen Antikdrper

gegen_Kallikreinaus_humanentrin inkubiert. Es zeigte sich eine deutliche Kaeaktion

des bovinen Gewebes mit dem humanen Antikérper @G)b

Die Kallikrein-Expression war innerhalb dd8mubuli seminiferi contortiim Bereich des
Akrosoms bzw. der sich ausbildenden Akrosomenkagperunden ( in Abb. 33 B) und
elongierten (, in Abb. 33 C) Spermatiden lokalisiert. Spermatogan{ s in Abb. 33 D),
Spermatozyten sowie in das Lumen abgegebene Smameat (3 in Abb. 33 D) zeigten
keine immunhistologische Farbereaktion, so dask higr eine stadienspezifische Expression
von Kallikrein gegeben war. Leydig-Zellen, Sertéélen, PeritubularZellen ( 4in Abb. 33
D) sowie dasnterstitiumerbrachten ebenfalls keinen Kallikrein-Nachweis.

Die Muskelzellen deimterstitiellen GefalRe (in Abb 33 A und; in Abb. 33 C) zeigten eine
deutliche zytoplasmatische Kallikrein-PositivitAufaund dienten als interne Positiv-
Kontrolle.

Als Negativ-Kontrolle fungierte der mit Kaninchermsialserum (statt Kallikrein-
Antikorper) vorbehandelte Bullenhoden. Es zeigtash sveder eine spezifische Farbung,

noch Farbeartefakte in Form eines unspezifischetekjrundes (Abb. 33 E).

Versuchsweise wurde bovines Hodengewebe auch méneiKallikrein-Antikdrper aus

Rattenurininkubiert. Ein kreuzreaktiver Kallikrein-Nachweisnnte in der Immunhistologie

nicht erbracht werden. Auf eine Darstellung derdbrgsse konnte daher verzichtet werden.
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Abb. 33A: Kallikrein-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 um. In der Ubersichtsaufreabeutliche Kreuzreaktion im bovindrestis mit
dem humanen Antikérper gegen Kallikrein.

Abb. 33B: Kallikrein-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Deutliche Kallikrein-Eegsion im Bereich der sich entwickelnden
Akrosomenkappe der runden Spermatide. (
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3 Ergebnisse

Abb. 33C: Kallikrein-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 um. Spermatiden elongies) it schwach Kallikrein-positivem Signal im
Bereich der Akrosomenkappe; positiver Nachweiskidbkreins der Muskelwandung der GefaRg)(

Abb. 33D: Kallikrein-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
MaRstab entspricht 50 pum. Keine Detektion einer liki@in-Expression im Bereich der reifen

Spermatiden (3) kurz vor der SpermiatiorPeritubularZellen ( 4) und Spermatogonie €) ebenfalls
negativ dargestellt.
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3 Ergebnisse

Abb. 33E: Negativ-Kontrolle: Bulletestis(Methacarn-fixiert), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 100 um. Keine spezifische Farhuder Detailaufnahme.
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3.2.3.2 Bullentestis - Nachweis von LMWKininogen

An Methacarn-fixiertem, bovinem Hoden wurde mit deemtsprechenden humanen
Antikodrper das Protein LMW-Kininogen detektiert.eDiErgebnisse blieben unbeeinflusst von
der Wahl der immunhistologischen Verfahren PAP-rddBP-Methode. Es zeigte sich in
beiden Fallen eine deutliche Kreuzreaktion des igedas humane LMW-Kininogen
gerichteten Antikorpers mit dem entsprechendenrnssviAntigen.

Das LMW-Kininogen war im Keimepithel an den rundén in Abb. 34 B+C) und
elongierten (> in Abb. 34 B) Spermatiden lokalisiert, topograghism Bereich der sich
entwickelnden Akrosomenkappe bei Negativitdt vorer8m@mtogonien und Spermatozyten
sowie Leydig-Zellen, Sertoli-Zelle®eritubularZellen und Spermatozoen ifubulusumen.

Im interstitiellen Stromgewebe war eine deutliche immunhistologische Faybrorhanden

( 1in Abb. 34 A+B) zudem zeigten vielfach dieritubularZellen ( Abb. 34 A+B) ein
deutliches Farbsignal.

Die Muskelzellen der Gefal3e inmterstitiellen Gewebe zeigten einen ebenso deutlichen
LMW-Kininogen-Nachweis (3 in Abb. 34 C).

Abb. 34A: LMW:-Kininogen-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 pum. In der Ubersicht zeigh sine deutliche Farbung im Bereich des
interstitiellen Stroma¢ ;) und demperitubularenMyozyten( ). Tubulus seminiferus contortgs ).
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3 Ergebnisse

Abb. 34B: LMW-Kininogen-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
Malstab entspricht 100 um. Im Bild Anschnitte vohuduli seminiferi contortiKallikrein-Nachweis an
elongierten Spermatiden §) im Akrosomenkappenbereich, punktférmig in derhsientwickelnden
Akrosomenkappe runder Spermatiden) (sowie iminterstitiellen Stroma ;). Peritubulare Myozyten

() stellen sich positiv dar.

Abb. 34C: LWM-Kininogen-Nachweis: Bulletestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — PAP-Methode.
MalRstab entspricht 200 um. Kallikrein-Expressiom@&n muskuléren Schichten der GefalBwanduny (
sowie imTubulus seminiferus contortira Bereich der Akrosomanlage runder Spermatiden (
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3 Ergebnisse

Abb. 34D: Negativ-Kontrolle: Bulletestis(Methacarn-fixiert), PAP-Methode.
MaRstab entspricht 200 um. Detailaufnahme: Keirezisigche Farbunglubulus seminiferus contortus
() undinterstitielles Stromd ,), elongierte Spermatozoen..

3.2.3.3 Bullentestis - Nachweis der Neutralen Metalloendogidase (NEP 24.11)

Der Einsatz des humanen Antikdrpers gegen die BleutMetalloendopeptidase 24.11
(CALLA Clon J 5) an Methacarn-fixierten bovinermestischnitten blieb ohne

immunhistologischen Nachweis. Positiv- und Neg#tontrollen erbrachten ein nahezu
identisches Bild (Abb. 35 A+B) mit fehlender spesther Farbung. Mdglicherweise bestehen
zwischen dem humanen und dem bovinen Enzym (NEEPLR4roRRere Unterschiede, so dass

hier keine Kreuzreaktion zu beobachten war.
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3 Ergebnisse

Abb. 35A: NEP 24.11-Nachweis: Bulléestis(Methacarn-fixiert), humaner AK — HRP-Methode.
MafRstab entspricht 100 pm. Mubulus seminiferus contortleine spezifische Farbung.

Abb. 35B: Negativ-Kontrolle: Bulletestis(Methacarn-fixiert), HRP-Methode.
Malstab entspricht 200 um. Keine spezifische Faglmmtestikularen Gewebe des Bullens.
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4 Diskussion

4.1 Das Gewebs-Kallikrein-Kinin-System im mannlichen Reroduktionstrakt
Die in der Literatur aufgefihrten Belege zeigenaredem Plasma-Kallikrein-Kinin-System

die Existenz einer gewebsspezifischen Variante@ieke kommt nahezu ubiquitar im Korper
vor, ist in einer Vielzahl von Organen nachgewiesemden und wird auch im méannlichen
Reproduktionstrakt beschrieben. Unter Verwendungoleedener Untersuchungsmethoden
gelang mehreren Forschungsgruppen der Nachweis Gamebs-Kallikrein bzw. diesem
System zugehdrigen Komponenten im Hoden, Nebenhdetastata, dem weiblichen Geni-
taltrakt und in Organen, unabhéngig vom Reprodukti@kt. Es I&sst sich auch in Sekreten
wie Urin, Speichel oder Ejakulat nachweisen.

Im Nachfolgenden sollen die im Rahmen dieser Arlgeitvonnenen Ergebnisse mit den

Erkenntnissen in der Literatur verglichen und disktiwerden.

4.2 Fehlerquellen / Optimierungsversuche

Wie schon teilweise in den einzelnen Kapiteln dsigét, bestand ein Grol3teil der Arbeit in
der Versuchsoptimierung.

Varianten zur Hintergrundoptimierung

Das anfangliche Hauptproblem lag in einer sehr gusggten Hintergrundreaktion, fur die es
unterschiedliche Griinde und damit verbundene Manamdglichkeiten gegeben hat.

Die PAP-Methode hat im Gegensatz zu der direkten Methode den Wodigss aufgrund der
hoheren Empfindlichkeit eine starkere Verdinnung Bemarantikdrpers moglich ist und es
somit zu einer Reduktion des Hintergrundes komnatl(& Schaub-Kuhnen, 2000). Von der
anfanglich haufig angewandten HRP-Methode wurdetszun PAP-Methode gewechselt.

Das Blockieren mit Normalseren (die keine spe#iiest Antikorper gegen die zu
detektierenden Antigene enthalten) oder Rindersallwmin (BSA) dient der Absattigung
elektrostatischer Ladungen der Proteine im zu sotdrenden Gewebe. Vor allem die
spezifische Bindung des nachfolgenden Priméaramgé@r wird geférdert und somit die
unspezifische Hintergrundfarbung reduziert. Das mdserum sollte aber nur in einer
Konzentration von 1 % bis 5 % angewandt werden,edasonst seinerseits durch die

beinhalteten Immunglobuline zu unerwiinschten Hgrterdfaroungen kommen kann.
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Eine weitere Mdglichkeit unspezifische Reaktionerbiockieren war die Verwendung eines
potenteren Blockiermediumsstatt des Rinderserumalbumin. So wurde nach ahtiegn
Einsatz vorBSA-c entfettetedMagermilchpulver, in den Konzentrationen 2 %und 4 %, dem

Verdinnungsmedium zugesetzt (Noll & Schaub-Kuh2éeg)).

Wesentlich ist die vollstandidahibition der endogenen Peroxidasem Gewebe z. B. durch
Inkubation des Praparates mit 3 %igem Wasserstoifjist um Mitreaktionen bei der
Farbentwicklung und somit falsch positive Reaktioreu verhindern (Noll & Schaub-
Kuhnen, 2000). Aus diesem Grund wurde von der latemnen Optimierung abgewichen und
auf die klassische, in der Literatur beschriebenethdde der endogenen Peroxidase-
Blockierung, dem Gemisch aus Wasserstoffperoxid uvlidthanol, zurickgegriffen.
Hierdurch konnten akzeptable Ergebnisse mit eimertlithen Hintergrundreduktion erzielt

werden.

Die Verwendung des jeweiligen Antikorpers bedarf der Diskussion Kklarender
Anmerkungen. Fir die Versuche wurden humamayklonale Kallikrein-Antikérper
eingesetzt, da spezifischaonoklonale Antikdrper nicht vorhanden waren. Polyklonalen
Antikorpern sind allerdings auch verschiedene \Mlat@ne. Einerseits werden mehrere (von
verschiedenen B-Zellen im Tier gebildet) Antigent®&einanten erkannt. Sie sind so
weniger stéranfallig, reagieren weniger stark adf\Wert-Schwankungen und sind billiger.
Andererseits beinhalten sie auch Nachteile. So lkenaufgrund der Antikdrper-Variabilitat
zu unerwunschten Reaktionen mit &hnlichen Antigeok®uren kommen. Zudem kann durch
unerwinschte Serumproteine ein Hintergrund entstehdessen Abpufferung mit
Normalseren (BSA), aber auch mit Milchpulver, hgufiicht méglich ist. Die Moglichkeit
einen monoklonalen Antikérper zu nutzen bestand loein hier durchgefihrten

Untersuchungen leider nicht.

Weitere Variationsmoglichkeiten zur Reduktion unénachter Hintergrundfarbungen
bezogen sich auf die zeitlicheusdehnung der Waschzeiten Diese wurden ausreichend
lange gewahlt, um einen unndgtig stoérenden Hinterdjzu vermeiden. Spezifische Bindungen
waren zudem durch zu langes Waschen nicht |6skateNhaft ist auch die hier verwendete
Kombination von Tris in Kochsalzlosung [1:10]. FRsiffer bekommt durch den Zusatz von
Kochsalz eine hohere Salzkonzentration, dadurckefasich unspezifische Bindungen und

unerwinschte Hintergrundfarbungen effektiv redweie(Noll & Schaub-Kuhnen, 2000).

131



4 Diskussion

Dies trug zur Optimierung der in der vorliegendemédsuchung dargestellten Forschungen
bei.

Falsch negative und nur schwach positive Ergebnisse

Falsch negative Ergebnisse am humahestisstellten eine Herausforderung fur die korrekte
Lokalisierung des Kallikreins bzw. des Kallikreinsih-Systems im mannlichen Reproduk-
tionstrakt dar. In den vorausgegangenen Kapitelmdem bereits zugehoérige Ursachen
dargestellt.

Viele der im Zentrum fur Dermatologie und Androlegiorliegenden Praparate wiesen eine
gestorte oder fehlende Spermatogenese mit teilvaeisgepragten Gewebsveranderungen auf.
Sie waren fur Grundlagenforschung mit dem Schwedpder Identifikation der Kallikrein-
Lokalisation im mannlichen Reproduktionstrakt enegpend ungeeignet. Digerfligbarkeit
geeigneten humanen Materialgestaltete sich somit schwierig.

Eine solche basis- bzw. grundlagenorientierte Fnsg war notwendig, um Kenntnisse Uber
physiologische Verhaltnisse zu erlangen. Erst imit&ven war es mdglich, davon
pathologische Veranderungen abgrenzen und deutekdmzoen. Gerade dem Kallikrein-
Kinin-System wird eine Beteiligung an Spermatogenasnd Fertilititt des Mannes
zugeschrieben. Zwischen einem abnormen Auftretérene Mangel oder einem Fehlen
testikularen Kallikreins (bzw. eines funktioneltakten Kallikrein-Kinin-Systems) und einer
gestérten Fertilitdt, konnte eine Assoziation deste Somit waren diese Praparate erst in
weiterfihrenden Versuchsreihen, in denen eine Detelpathologischer Veranderungen auf
enzymatischer Ebene Ziel der Untersuchung war,veiheinzusetzen. Aus diesem Grund
wurde ein Teil der Proben aus einem Pathologiscimeheinem Rechtsmedizinischen Institut
bezogen. Es handelte sich um gesunde Manner iradektiven Alter. Dieses Probenmaterial
barg allerdings auch eine Problematik. Bei den Konemten des KKS handelt es sich um
Proteinbestandteile, dipost mortemdurch die kurze Latenzzeit von wenigen Stunden
aufgrund autolytischer Veranderungen maglicherweige sehr begrenzt oder nicht mehr
nachweisbar sind. Kinine unterliegen zudem einefmiefiten Abbau mit einer biologischen
Halbwertszeit von 30 Sekunden (Soubeel, 1988). Ein Kallikrein-Nachweis Stunden bis
Tage post mortem war daher unwahrscheinlich. Solches Gewebe war (e
immunbhistologische Forschung nur noch von eingésdtter Beurteilbarkeit und deshalb von
zweifelhaftem Wert.

Eine weitere Problematik lag in der Wahl d&ewebsfixierung Testikulares Gewebe ist ein

ausgesprochen empfindliches Material. Wahrend féirngeisten Gewebeproben Methacarn
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(eine aus Methanol, Eisessig und Chloroform besihé 6sung) das Fixans der Wahl ist, so
wird in der Literatur zur Fixierung von Hodengewgber allem in Hinblick auf nachfolgende
immunhistochemische Versuche, die Verwendung vaav&i Bouin- (ein Gemisch aus
gesattigter wassriger Pikrinsdure, Formalin unde&sg)) oder Carnoy empfohlen. Die
Versuchsergbnisse bestatigen die Vorteile der BBuirerung am humanen testikularen

Gewebe.

Die histologischen Schnitte wurden von der zur Adgguppe gehdrenden Medizinisch
Technischen Assistentin angefertigt. Bei den Unightangen wurde vorwiegend Methacarn-
fixiertes Testigewebe verwendet. Es wurde auch auf vorhandenémistzuriickgegriffen
und Schwierigkeiten der Arbeitsgruppe bei der Veweng anderer Fixiermedien in
vorausgegangenen Versuchsreihen bertcksichtigt. Zumeil lagen erhebliche
Gewebszerstérungen bzw. Artefakte vor. Gute Ergsiarzeigten sich an Methacarn-fixierten

Rattenestesund Bullenhoden.

Ein Aspekt der zu negativen Ergebnissen flihren Kiaxgh in der Gewebsfixierung. So kann
durch zu langes oder zu starkes Fixieren die Rrstreiktur zu stark vernetzt und damit die
Epitope verdeckt werden. Typisch sind dafur z. Be dAldehydvernetzungen bei
Formalinfixierung. Fur den Einsatz einiger Antikérpst deshalb eine antigendemaskierende
Vorbehandlung notwendig. Diese kann auf verschiedéteise erfolgen. Die enzymatische
Demaskierung, die in dieser Arbeit mit Proteinasahke Anwendung fand, erfolgte im
Anschluss an die Entparaffinierung und Dehydratisig. Eine dabei aufgetretene
Fehlerquelle war, dass die Zellstruktur durch dietgolytische Aktivitat, infolge einer zu
langen Proteaseinkubationszeit, zerstort bzw. sshrk geschéadigt wurde. Auch der
Verbesserungsvorschlag, mehrmaliges kurzes Abspiilefrischem, eiskaltem Tris-Puffer,
um die proteolytische Wirkung des Enzyms aufzuhgbech Noll & Schaub-Kuhnen, 2000),
zeigte sich in diesem Fall nur wenig effektiv. Stwaenzymatische, als auch Hitze-
Demaskierung kamen zum Einsatz, zeigten aber in \aehegenden Versuchen keine

weiterfihrenden Erkenntnisse.

Ein zu beriicksichtigender Punkt war weiter, dassi@s bei den verwendeten Organanteilen
um fixiertes Material und nicht um natives Gewebgrypschnitte) handelte. Viele

Oberflachenantigene werden jedoch durch Paraffietiong oder die Behandlung mit

133



4 Diskussion

guervernetzenden Fixativa zerstért und kdnnen nuGefrierschnitten lokalisiert werden
(Bourne, 1997; Naish, 1997). Die Moglichkeit dely&schnitt-Technik bestand nicht.

Der Primarantikérper sollte so hoch wie mdglich diemt werden, um zu hohe
Proteinkonzentrationen zu vermeiden. Der Brickemik&rper bindet mit beiden Fab-
Stucken an das Fc-Stick des Primarantikorpers. Zeihoher Konzentration des 1.
Antikodrpers hat der Briickenantikdrper keine Bindsstgllen fir weitere Komplexe frei und
bedingt somit ein falsch negatives Ergebnis (NollS&haub-Kuhnen, 2000). Aus diesem
Grund wurde der Primarantikdrper in Konzentratiopesschen 1: 10 und 1: 200 ausgetestet.

Weitere Optimierungsversuche

In den Versuchsreihen zur Detektion der NEP 24.&éih (n der Maus produzierter

Antikorper) an humanen und bovin&estiswurde fur die Negativ-Kontrolle das untersuchte
Gewebe mit Maus-Normalserum behandelt. Bei denngtithhen Versuchen zeigten sich
unbefriedigende Ergebnisse, da es durch unspdmfidatikorper im Maus-Normalserum zu

ausgepragten Farbereaktionen in der Negativ-Kdatggkommen war. Diese unterschieden
sich deutlich von den spezifischen und reprodualh Farbeergebnissen mit den
Antikdrpern gegen NEP, waren aber aus zuvor beswmhmem Grund ungeeignet fur die
weiteren Versuchsreihen. Statt des Maus-Normalseramrde wahlweise auf Maus-anti-
Kaninchen-Antikdrper bzw. auf das pure Antikorpeedium ausgewichen. Damit zeigten

sich entsprechend negative Kontrollen.
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4.3 Diskussion im thematischen Kontext

4.3.1 Ergebnisse an histologischen Schnitten des Reprodidnstraktes von Ratten

Die Prasenz der Serin-Protease Kallikrein wurde uministologisch zunachst an Ratestes
mit einem polyklonalen Antikérper gegen Gewebs-ikedin detektiert. Bei dem
verwendeten Antikdrper handelte es sich um einemaspezifischen, gegen aktives und
inaktives Kallikrein gerichteten Antikdrper aus Raiurin, der in Kaninchen gewonnen

worden ist. Dieser zeigt keine Kreuzreaktionen zonanem Kallikrein.

In den Versuchen zeigte sich eine spezifische Féyliles Keimepithels an den runden und
elongierten Spermatiden im Bereich der sich ausdiffzierenden Akrosomenkappe. An den
runden Spermatiden konnte Gewebs-Kallikrein in repanktférmigen Struktur artuminal
gerichteten Pol nachgewiesen werden, dieses eakspiar anatomischen Struktur der
Akrosomanlage. Bei weiter in der Entwicklung fodgRrittenen Spermatiden zeigte sich
nach der Rotation der Keimzellen, die sich am lgmsaPol ausdifferenzierende
Akrosomenkappe, zunachst noch punktférmig, spéatersehmaler, den Spermatidenkopf
Uberziehender Saum. Spermatogonien und Spermatoxdevie die Spermatozoen im
Tubulusumen zeigten keine Kallikrein-Expression, ebengellten sich Leydig-Zellen,
Sertoli-Zellen undPeritubuléarZellen negativ dar.

Neben den Versuchen an adulten Ratten (158, 905@n@lage) wurde zum Vergleich der
Kallikrein-Nachweis auch bei pubertierenden Ratjefiihrt. Bei den 32 Tage alten Ratten
befindet sich der erste Zyklus der Spermatogenesken Entwicklungsstufe 9 - 10 (Abb. 5).
Das Gewebs-Kallikrein lie3 sich deutlich an dendem Spermatiden sowie in der sich
ausdifferenzierenden Akrosomenkappe an den begihnelongierenden Spermatiden
(Entwicklungsstufe 10) nachweisen.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Kallikreingltaveise am adulten Rattestis
verhielten sich analog zu den zuvor in der eigeAdpeitsgruppe erhaltenen vorlaufigen
Resultaten (Monseex al, 1996 c; 1999; 2003).

Erganzend zu den eigenen Ergebnissen wird an di&elle auf die Resultate
vorangegangener Versuchsreihen der eigenen Arbgiisg verwiesen. Dabei wurde der
Fokus auf die Prasenz bzw. das Neuauftreten deedd® Kallikrein unter dem Aspekt der

sexuellen Maturation gerichtet. So wurde der Kadik-Nachweis an Hodengewebe
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verschiedener Altersstufen gefuhrt, neben den axRatten (53, 90, 158 Tage) wurden die
Versuche am testikularen Gewebe von 38, 32, 2&ntB4 Tage alten Ratten durchgefihrt.
An Testischnitten der spatpubertaren Ratten mit einem Adber 38 Tagen entsprachen die
am weitesten in der Entwicklung fortgeschrittenezirizellen der Stufe 17 (Abb. 5: Stadien
der Spermatogenese bei der Ratte): Der erste ZyldusSpermatogenese ist fast am Ende,
aber noch kein Nachweis von Spermatozoen im Lurbem.Kallikrein-Expression konnte
hier an runden und elongierten Spermatiden naclegewiwerden, membranassoziiert in der
sich entwickelnden Akrosomenkappe. Die Resultateewaihnlich den Ergebnissen am
adulten Rattenhoden mit der Ausnahme, dass sichdi@ser Alterstufe noch keine
Spermatozoen im Lumen d&ubuli seminiferinachweisen liel3en. Bei den 32 Tage alten
Ratten zeigten sich identische Ergebnisse, wie en digenen Ergebnissen (siehe oben)
beschrieben. Bei den 28 Tage alten, frihpubert&atten zeigten sich vereinzelt runde
Spermatiden (Entwicklungsstufe 4-8). Ein ersterliKiain-Nachweis war an dieser Stelle
maoglich. In prapubertaren Entwicklungsstufen jueged8 und 4 Tage alter Ratten konnte,
kein Kallikrein-Nachweis im Keimepithel gefiihrt vden (Blocheset al.,2000).

Die Ergebnisse belegen das Vorliegen einer stapeaiftsschen Kallikrein-Expression, die

sowohl an adulten als auch an pubertierenden Ruettiem nachvollzogen wurde. Kallikrein
scheint nach Untersuchungen von Rohen & Stuttmaf@id7), Saitolet al. (1988), Schillet

al. (1988) sowie Schill & Miska (1992) (siehe S. 3B/3 an spezifischen

Entwicklungsprozessen in der Spermatogenese lggtailisein, vor allem bei den runden und
elongierten Spermatiden. Damit ist auch die vonilSé& Miska (1992) beschriebene

wesentliche Einflussnahme des Gewebs-Kallikreing die parakrine Regulation der

Spermatogenese in Einklang zu bringen.

Die Abhangigkeit bzw. der enge Zusammenhang zuvuedken Maturation wird auch in
Verbindung mit den Ergebnissen der eigenen Arbeitgze deutlich. Es bleibt allerdings
spekulativ, ob das Kallikrein auch eine Funktios kiberationsenzym bei der Ablésung von
reifen Spermatiden aus dem Keimzellverband, d.m den Sertoli-Zellen, hat. In diesem
Sinne lasst sich die deutliche Kallikrein-Expressam der Akrosomenkappe der Spermatiden
préa liberationemnur als ein diese Annahme klar stitzendes Argumefissen, wahrend bei
den frei im Lumen befindlichen Spermatozoen keinlik@in-Nachweis mehr erbracht

werden konnte. Zudem konnte an den Bouin-fixiertemmanan Testischnitten eine
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Kallikrein-Expression im Bereich der Anhaftungsebetier Spermatiden an den Sertoli-
Zellen detektiert werden (Abb. 25 A-D).

Als externe Positiv-Kontrolle diente Methacarn-fike Rattenniere. Kallikrein wurde
membranassoziietiiminal an denTubuluepithelien der Mittelstiicke und zytoplasmatisch in

den Mesangienzellen der Glomerula nachgewiesen.

In der Literatur wurde in der Rattenniere eine KtEdpression in defuminalenZellen der
distalen (convolutet) Tubuli detektiert. Mittelselktronenmikroskop konnte immunoreaktives
Gewebs-Kallikrein an derapikalen bzw. luminalen und basolateralen Membran der
kortikalendistalenTubulugellen nachgewiesen werden. Eine Einflussnahmedékreins
kann durch Sekretion nadaminal in den Urin und naclbasolateralmit Wirkung auf das

renal-vaskulare System erfolgen (Figueebal, 1984).

Ein weiterer Untersuchungsschwerpunkt lag auf dekalén Kallikrein-Nachweis in den
histoanatomischen Strukturen im Nebenhoden deeRjativeils unter Berlcksichtigung der
organotopographischen Verhéltnisse. An adulten,993und 158 Tage alten Ratten zeigte
sich der immunhistochemische Nachweis von Kallikren Nebenhoden spezifisch und
reproduzierbar in bestimmten Regionen Bestus epididymisin denDuctuli efferentesdie
denCaput epididymididilden, war eine Kallikrein-Expression nicht nachsbar.

Im Ductus epididymidisron Corpus und Cauda epididymidionnte dagegen zweifelsfrei
und reproduzierbar Gewebs-Kallikrein nachgewiesezrden. In den Epithelzellen des
Nebenhodenganges prasentierte sich vor allem iraldraZellbereich, basal désukleolus
eine spezifische zytoplasmatische Farbung, diesealer auch inapikalenEpithelzellanteil
nachweisbar. Die Expression der Protease war imfaner intermittierenden, nicht zirkulér
verlaufenden, multizentrischen Braunfarbung nureinzelnen Zellen des entsprechenden
Ganganschnittes zu detektieren. Diese stellte isictlen angrenzenden bzw. umgebenden
Ductuli ebenfalls nur fokal und kleinherdig d&rie Zellkuppen wiesen bevorzugt im Bereich
des Corpus epididymis vesikulare, zytoplasmatisch deutlich Kallikreinsfitve
Zellabschnirungen auf. Diese waren als Zeichen figtktionellen Tatigkeit des
Nebenhodenepithels im Sinne von Synthese und S$&kretu werten. Die im Lumen
befindlichen Spermatozoen zeigten keine spezifis@rbung.

In der Literatur beschrieb Saitat al. (1987) am humanen Nebenhoden die Prasenz von

Kallikrein im Bereich vonCorpus und Cauda epididymidisEin Kallikrein-Nachweis im
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Nebenhodenkopf gelang danach nicht. Somit kristalen sich analoge Ergebnisse der
Kallikrein-Expression im Nebenhoden von Ratte (inahRien dieser Arbeit erzielte
Ergebnisse) und Mensch (Saitoh, 1987) heraus. édikeiide Kallikrein-Expression iGaput
epididymisder Ratte, die zuvor in der Literatur von Saitd®g7) beim Mann beschrieben
wurde, scheint darauf zurtckzufuhren, dass die ikfalh-Sekretion in den distalen
Nebenhodensegmenten stattfindet. Uber 90% derkuéiten Fliissigkeit werden in den
Ductuli efferentesdesCaput epididymigesorbiert. Dieses konnte sowohl beim Bullen und
Eber (Carbo, 1965), als auch bei der Ratte (Turt@84) herausgestellt werden. In friiheren
Untersuchungen liel3 sich eine unspezifische rasergtktivitat im Caput epididymisund
eine selektive Resorption im initialen Segment gomi distalerCauda epididymideweisen
(Nicander & Ploen, 1979). Durch die resorptive Aitéit wird die Zusammensetzung der
Komponenten imDuctugumen beeinflusst. Die Konzentration an Spermatozemd

wichtigen sezernierten Komponenten steigt an (Td@84; Setchell & Hinton, 1981).

Die Maturation der Spermatozoen wéhrend der Nelsdsnmassage ist abhangig von der
sequentiellen Interaktion mit Nebenhodensekreter, id den verschiedenen Regionen
akkumulieren, z.B. Carnitin in€aput vor allem Glycerophosphorylcholin imo€us und
Glucosidase in de€Caudades Nebenhodens (Coopetr al., 1988). Der im Rahmen dieser
Arbeit erbrachte Kallikrein-Nachweis im Epithel v@orpusund Cauda epididymisteht im
Einklang mit den Forschungsergebnissen von Blagial (1980). Dieser hat bei Ratten nach
systemischer Kallikreingabe eine Anreicherung deotdadse im Epithel deductus
epididymis beschrieben, nicht aber im Hodengewebe selbst.itSsoheint das Kallikrein
seine besondere Wirkung auf deosttubularerBereich und damit eine zentrale Rolle in der
Spermatozoenreifung zu Ubernehmen. Kallikrein kannvivo wie auch in vitro die
Spermienmotilitat férdern (Schirreat al,, 1974; Schroeder-Finclét al, 1986; Sato & Schill,
1987; Sato, 1980; Miska & Schill, 1990; Muellet al, 1991). Im Umkehrschluss gehen
Motilitatsstorungen der Spermatozoen haufig auflRgisstorungen im Nebenhoden zuriick.

In klinischen Studien zur Wirksamkeit der systernest Kallikrein-Therapie wurden kontrare
Ergebnisse erzielt. So konnten mehrere Forschungpgn einen Anstieg der
Spermatozoenmotilitét und -zahl, sowie eine Steiggr der morphologisch normalen
Spermatozoen nachweisen (Hofmann, 1975; Schill91%7zo et al, 1984; Micic, 1985;
Berzinet al, 1987; Schill & Miska, 1992), wahrend Glezerneral (1993) und Keclet al

(1994) in neuerein vivo-Studien keinen signifikanten therapeutischen Effekthumanen
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System aufzeigen konnten. Kritisch wurde das hohelekulargewicht von oral
verabreichtem Kallikrein (42 kDa) gesehen, da digetwindung der Blut-Hoden-Schranke
kaum moglich und die Beeinflussung der Spermatoggedementsprechend gering sei (Miska
& Schill, 1991). Auf der Ebene des Nebenhodeniistselektiver Stofftransport durch die
Tight junctionsund somit eine Beeinflussung der Spermatozoemdiff@erung denkbar. Wie
zuvor beschrieben, ist eine Einflussnahme des GeWaelbikreins auf die Spermatozoen in
Caput und Cauda epididymisam wahrscheinlichsten, so dass die systemischikieah-
Therapie bei entsprechender Indikation (Ausreifgtijsingen der Spermatozoen) sinnvoll
erscheint. Eine Variation der Dosierung kdnnte inem signifikanteren Ergebnis fihren. So
wurden in Studien Uber die Kallikreinwirkung aufsd&ardiale System Tagesdosen von
4500 IU eingesetzt, um eine Wirkung zu erzielen ffidann, 1990). Im Vergleich dazu

waren die Dosen in Studien am reproduktiven Systeén600 IU sehr gering.

Das sehr inkonstante und unregelmalige Vorkommen Khdlikrein-Expression im
Nebenhodengang lasst sich am ehesten im Sinne divergierenden Aktivitatsniveaus der
Epithelzellen in den einzelnemubulusabschnitten erklaren. Zudem muss eine apokrine
Sekretion des Kallikreins mit Bildung der Proteaséasalen Zellanteilen, Verlagerung in
apikale Zellabschnitte und schlie3lich Abgabe kallikreiliger, zytoplasmatischer
Abschnirungen in dasubulusumen diskutiert werden. Durch die apokrine Sehkretvon
Kallikrein konnte sowohl indirekt als auch direkbe Einflussnahme auf die Ausreifung der
Spermatozoen inTubulusumen erzielt werden. In diesen Kontext fligen sich ehesten
auch die eigenen Ergebnisse &uctus deferensn Form vesikuléarer Kallikrein-positiver
Abschnirungen an dempikalen Endothelzellen ein. Ein solcher Proteintranspolit m
anschlieBender Sekretion durch zytoplasmatischebxtisung im Bereich von Nebenhoden

undDuctus deferensst ein durchaus gelaufiger Prozess (Holstein4).99

Es gibt zahlreiche zytologische Hinweise auf die offétechselaktivitat des

Nebenhodenepithels, vor allem im proximalen Antieis Ductus epididymisdie bevorzugt

auf die Ausreifung der Spermatozoen ausgerichtad §Holstein, 1994). Zudem zeigen
Forschungsergebnisse, dass die testikularen Sperosst nur in geringem Malde
befruchtungsfahig bzw. infertii sind (Cooper & ObgeCrist, 1975). Wahrend der
Nebenhodenpassage durchlaufen die Spermatozoem &edungsprozess, sowohl auf
morphologischer, biochemischer als auch auf phggisther Ebene. Hierzu gehéren z. B. die

Aquirierung der Motilitat und das Ausreifen des Bgungsmusters. Durch
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Membranveranderungen der Spermatozoen werden deu¥setzungen fiur die Fertilisation
durch die Interaktion des Spermiums mit der Eizeliled einer zeitlich angepassten
Akrosomenreaktion gewahrleistet sowie eine Hypévddit, die zu einer vorzeitigen
Kapazitation fuhren wirde, verhindert (Weinbaaeal, 2000). So wurde auf der Ebene des
Epididymis das Uberziehen der Spermatozoenzellmembran mitcopblysaccariden
(Holstein, 1994) und die Einlagerung von Phosphadip in die Plasmamembran (Cooper &
Yeung, 2000) beschrieben. Letztendlich ist jedods beute die Auswirkung der
Nebenhodenpassage auf die Spermienreifung niclétamotlig geklart. Unbestritten bleibt
jedoch die Speicherfunktion dEpididymis(Holstein, 1994).

In den periductularen Myozyteron Corpusund Cauda epididymigier erwachsenen Ratte
sowie in der muskuldren Wandung des miterfas€deictus deferenszeigte sich eine
reproduzierbare, intensive Braunfarbung, die sicider Negativ-Kontrolle nicht darstellen
lie3. Somit liel3 sich auch in diesem Bereich eiaz#fscher Kallikrein-Nachweis fuhren.
Aber auch in den zirkular verlaufenden MuskelziidenGefaRwande konnte die Prasenz der
Protease Kallikrein deutlich nachgewiesen werdenes® Resultate entsprechen den
Beobachtungen verschiedener Forschungsgruppenn disreNachweis der enzymatischen
Aktivitat des t-KKS u. a. in den GefalBmuskelzeNem Ratte und Mensch gelang. Satal.
(1990) konnte mittels Slot-blot-Analyse Kallikreiim Arterien und Venen der Ratte sowie die
MRNA der Protease in der glatten Gefal3muskulatahweisen. Wolfet al. (1999) konnten

in einer umfassenden Studie Kallikrein mittels Inmhistologie in den Gefal3endothelien,
sowie in den glatten Muskelzellen von Blutgefal3earstéllen. Mittels spezifischer
Farbreagenzien im Immunostaining konnten sie eoteutlichen Nachweis der Protease in
den Endothelien erbringen, und durichsitu-Hybridisierung die mRNA dieser Protease in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen von normaf@eféaRen detektieren. Weiterhin
gelang der Kallikrein-Nachweis mittels ImmunoasgayHomogenat groRerer Arterien und
Venen sowie mit RT-PCR und der Southern blot-Me¢thmdhumanen Gefal3en (Walf al,
1999). Abweichend von diesen Ergebnissen konndeimeigenen Versuchen kein Kallikrein-
Nachweis in den Gefaliendothelien erbracht werdesrbei ist zu berlcksichtigen, dass die
Endothelzellen sehr empfindlich sind und in denliggenden Schnitten nur noch fraglich

intakt bzw. unversehrt waren.

Entsprechende Untersuchungen zum immunhistocheenigdachweis von Kallikrein in den

adulten Tieren (53, 90, 158 Tage) wurden paralielHoden und Nebenhoden pubertierender

140



4 Diskussion

Ratten im Alter von 32 und 38 Tagen unternommere. BXigebnisse dieser Untersuchungen
wurden im Vergleich der pubertierenden mit den ®&ulRatten ausgewertet. Bei den
spatpubertaren Ratten im Alter von 38 Tagen mitthemd ausgereiften Spermatiden kurz
vor der Spermiation, welche die maximale Reife 8permatogenese der Stufe 17 zeigten,
stellte sich ein deutlicher Nachweis von Kallikreiim. Analog zu den Resultaten am adulten
Nebenhoden waren auch die ErgebnisseEardidymisder spatpubertaren Ratte. Im Bereich
des Caput epididymiskonnte keine Kallikrein-Expression detektiert wamd Im Ductus
epididymidisvon CorpusundCauda epididymigonnte die Protease als fokal vorkommend in
den Epithelzellen des Nebenhodenganges nachgewiessnden. Identisch zu den
Erkenntnissen im Nebenhoden adulter Ratten pré&sentsich eine deutliche Kallikrein-

Expression in den Vesikelapikal an den Epithelzellkuppen.

Am Nebenhoden der 32 Tage alten Ratte konnte wiedaenDuctuli efferenteslesCaput
epididymisnoch imDuctus epididymison Nebenhodenkérper und —schwanz ein Kallikrein-
Nachweis erbracht werden. Das Hodengewebe derrentggmden Altersstufe zeigte dagegen
eine deutliche und spezifische Kallikrein-positiReaktion im Bereich der runden und
beginnend elongierenden Spermatiden und dientet sdsnPositiv-Kontrolle. Abgesehen von
der zunehmenden Schwierigkeit der makroskopischeifferBnzierung konnte am
Nebenhodengewebe der 32 Tage alten Ratte noch diedeutiger Kallikrein-Nachweis
erbracht werden. Ein Fehlen der Protease in dieskersstufe ist insofern gut
nachvollziehbar, da bei den 32 Tage alten Rattennoch fehlenden Spermatozoen im
Tubulusumen und einer maximalen Keimzellreifung auf detviicklungsstufe 9 — 10, das

Epithel im Nebenhoden noch weitgehend im Ruhezdstin

Problematisch bei den Versuchsreihen an pubertderenRatten war die dezente
Braunfarbung im Bereich dgveriductularenMyozytendes Nebenhodens. Diese Farbung
verhielt sich in der Positiv- wie Negativ-Kontrollgleich und konnte somit nicht als
spezifische Farbung gewertet werden, wahrendodreuctularenMuskelzellen bei adulten

Ratten einen eindeutig positiven Kallikrein-Nachsveeigten.

Am Hodengewebe ist ein fokaler Kallikrein-Nachweisch an 28 Tage alten Ratten im
Bereich der ersten runden Spermatiden gelungen gbesat al, 2003).
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Versuche am Nebenhodengewebe préapubertarer Ratfelgten in der vorliegenden
Promotionsarbeit nicht, da bereits ab dem Alter 8@8nTagen kein Kallikrein-Nachweis im

Nebenhoden mehr zu erbringen ist.

Die gewonnenen Erkenntnisse sind aufgrund der naisharen Altersabhangigkeit der
Kallikrein-Expression in den maéannlichen Reproduksiorganen vor allem wahrend der
Pubertat hinsichtlich des Beitrags des Kallikresn$ die Anzahl und Funktionsfahigkeit der
Spermien fir die Reproduktion von Interesse. Clamest al. (1990) beschrieben in
Abhangigkeit von dem untersuchten Organ mit der &aneéerten
Sexualhormonkonzentrationen in der Pubertat einefliSsnahme des Alters auf die
Expression der mRNA des Gewebs-Kallikreins. So kemiiese Arbeitsgruppe das Auftreten
des ,wahren* Gewebs-Kallikreins geschlechtsunabigangn der Niere und der
Submandibulardriseneonataler Ratten detektieren. Im Hypophysenvorderlappen der
weiblichen Ratte konnte der Kallikrein-Nachweistemsich Eintritt der Pubertat erbracht
werden. Er reflektiert die Ostrogenabhangigkeitkialtikrein-Expression in diesem Gewebe.
Clementset al. (1992) wiesen mittels RT-PCR undsitu Hybridisierung die Expression von
Gewebs-Kallikrein (rKLK1) bzw. der Protease verwenene (rKLK 3, rKLK 8, rKLK 9,
rKLK 12) in den Keimzellen der Ratte nach. Der rKL#lachweis imTestisgelang erst an
pubertaren Ratten und zeigte eine gesteigerte Esijpre des Kallikrein-Gens bei
zunehmender sexueller Reifung (ca. 80-100 Tageni€htset al, 1992). Die Expression des
eigentlichen KLK1-Gens ist nicht androgenabhangighrend die dem testikularen KLK1
ahnlichen Gene eine Androgenabh&ngigkeit zeigtéengénts, 1989; Clementt al, 1992).
Diese Resultate am Rattestis weisen Parallelen zu den eigenen Ergebnissen am
Rattennebenhoden auf. Auch hier konnte mit zunekisresexueller Reife ein intensiverer
histologischer Kallikrein-Nachweis imductus epididymigefiihrt werden.

MacDonald et al. (1996) wiesen mittels spezifischer Gen-Sonden ded RT-PCR bzw.
Southern Blot das ,wahre Gewebs-Kallikrein codiete Gen inTestisund Prostata der
Ratte nach und entsprachen damit teilweise denherwé Ergebnissen von Clemeetsal,
1992.

Bascand=t al. (1996) konnten an Rattennieren einen stetigenvAfitsanstieg des Gewebs-
Kallikreins von der Geburt bis etwa zur 12. Lebeoske aufzeigen. Bei alteren Tieren waren
die gemessenen renalen Kallikrein-Mengen abnehm&anit scheint Kallikrein einen
wesentlichen Einfluss auf dipostnataleEntwicklung der Niere auszulben. Ein analoges

Resultat konnte in eigenen Versuchen am Hoden 88rThge alten Ratte erzielt werden,
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auch hier zeigte sich die Kallikrein-Expression Mergleich zur 90 Tage alten Ratte
racklaufig. In wieweit dies ein Zufallsbefund istler die Erkenntnisse von Bascaredsal
weiter untermauert, lasst sich bei Verwendung wanemnem Versuchstier nicht abschlieRend

klaren.

Die bisher besprochenen Ergebnisse dieser Untaragdassen die berechtigte Einschatzung
zu, dass weitere wissenschaftliche Versuche mgcmedenen Antikorpern aus der KKS-
Kaskade wie z. B. dem LMW-Kininogen sehr aussigitér sind und einen strukturell
abgerundeteren Einblick sowohl an humanem, als @oeimem Gewebe ertffnen wirden.
Die Verflugbarkeit solcher Ratten-Antikdrper konrdassichtsreiche Impulse fir weitere
Forschung geben. Die eigene Herstellung entspreeneAntikorper triige ebenfalls zur

Lésung der aufgeworfenen Problematik bei.

4.3.2 Ergebnisse an histologischen Schnitten der human&pezies

Parallel zu den Forschungsaktivitditen am Rattenhedlgten vergleichende Versuche am
humanenTestis Die Versuche wurden bis auf ein Bouin-fixierteeddngewebspraparat an
Methacarn-fixierterTestesrorgenommen.

Am humanen Gewebe kam ein polyklonaler, gegemanes Gewebs-Kallikreingerichteter

Primarantikorper, der in Kaninchen gewonnen wumen Einsatz. Sowohl die HRP- als
auch die PAP-Methode wurden angewandt. Die Blookigrerfolgte wahlweise mit Milch-
pulver oder BSA-c. Verwandt wurden die unter ,Ma&kr& Methoden’ beschriebene
Versuchsschema, der bereits beschriebene Antikdgpgen Gewebs-Kallikrein und das

vorliegende humane testikulare Gewebe. Ein zwéigaés Kallikrein-Nachweis gelang nicht.

An den _Methacarn-fixierten Hodenschnittereigte sich insgesamt ein homogener

Hintergrund. Zwischen der Positiv-Probe und NegKiwtrolle bestand eine weitgehende
Ubereinstimmung mit nur minimalen Abweichungen, dieht als spezifische Farbung im

Sinne eines Nachweises des Gewebs-Kallikreins getwgerden konnten.

Am Bouin-fixierten Hodengewebkonnte reproduzierbar eine als Kallikrein-Expresskzu

wertende Farbreaktion imuminalen Keimepithel detektiert werden. Ein spezifischer

Nachweis gelang jedoch nicht zweifelsfrei. In diubuli seminiferi contortzeigte sich im
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Bereich der Anhaftungsebene der Spermatiden an $erioli-Zellen eine positive
Farbreaktion. Fokal wies die sich entwickelnde Alcnmenkappe der runden Spermatiden ein
dezent starkeres Farbesignal auf. Das Ubrige Keihesowie dadnterstitiumzeigten z. T.
eine weniger intensive, diffuse Hintergrundfarbudgdoch wurde auch bei einem Teil der
Negativ-Kontrollen an beschriebener Lokalisationegiwenngleich auch weniger intensive,
Farbereaktion deutlich. Fraglich ist vor allem 8igezifitdt der an dieser Stelle beobachteten
Farbreaktion beim Kallikrein-Nachweis, die sich &wouin-fixierten Hoden im Bereich der
Kontaktstelle zwischen Sertoli-Zelle und Spermatdmgte.

Bei dem vorliegenden Ergebnis handelt es sich whbkislich um eine schwache, aber
dennoch spezifische Kallikrein-Expression, am ‘egéinden Material aber nicht eindeutig

beweisend.

Von grol3em Interesse sind diesbezuglich auch diersichungen von Saitat al (1987),
der die Lokalisation von Gewebs-Kallikrein im hurean mannlichen Genitaltrakt
immunbhistologisch untersucht hat. Er beschrieb Maohweis von Kallikrein in den Sertoli-
Zellen desTestissowie in den Epithelzellen vaborpusund Cauda epididymidisynd in den
Driusenzellen der Prostata mit einem monoklonaldhkigin-Antikbrper aus humanem Urin
und der Peroxidase-Antiperoxidase-Methode. Einéefete Nachweisreaktion wurde in den
Keimzellen, den Leydig-Zellen, der@Gaput epididymidis der Samenblase und devfas
deferendeschrieben. Mit dem Nachweis von Kallikrein in dgertoli-Zellen stiitzte er seine
These von der direkten Einflussnahme endogenenikkafls auf den Prozess der
Spermatogenese. Diese wurde zudem von seinen Jestessen mit systemischer
Kallikreingabe an Ratten untermauert, die zu edw@rtlichen Zunahme der Sertoli-Zellzahl
sowie zu einer Aktivierung der Sertoli-Zell-Funkiiomit einer Beschleunigung der
Spermatogenese um ein bis zwei Tage im Vergleicluzbiehandelten Ratte flhrte (Saitth
al., 1987). Weiterhin stellte Saitoh eine aktive Kakinsekretion vonEpididymis und
Prostata zur Diskussion (Saitehal, 1987).

Kontrar zu den Ergebnissen von Saitdhal. (1987) stellten sich die eigenen Ergebnisse am
humanen Hodengewebe und am Raéstis sowie die der eigenen Arbeitsgruppe (Monsees
et al, 1999; 2003) dar, die bislang den immunhistocheh@s Gewebs-Kallikrein-Nachweis
am Rattenhoden erbracht hat. So zeigte sich died¥e im Keimepithel an den runden und
elongierten Spermatiden, eine Kallikrein-positiveaRtion in den Sertoli-Zellen aber konnte

nicht erbracht werden.
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In der Literatur beschrieb Saita@ht al. (1987) die Kallikrein-Expression am humanBestis

im Bereich der Sertoli-Zellen, wahrend sich die répatiden negativ darstellten. Ahnlich,
aber von fraglicher Spezifitat, waren die eigenasiate am Bouin-fixierten Hoden. Hier
zeigte sich eine Farbereaktion an der Anhaftungselder Spermatiden an der Sertoli-Zelle.
Identisch zu den Ergebnissen von Saitoh stelltesh alie eigenen Resultate eine fehlende
Kallikrein-Expression im Bereich von Spermatogoni&permatozoen und Leydig-Zellen

fest.

In der Gesamtschau blieb das in dieser Arbeit ehteaErgebnis des Kallikrein-Nachweises
im humanenTestisdoch eher fraglich, zumal in den eigenen Versuchen parallel an den
Spezies Ratte und Bulle verliefen, Gewebs-Kallikreweifelsfrei nachgewiesen werden
konnte. Dort zeigte sich ein positives Ergebnis @miem spezifischen und reproduzierbaren
Farbsignal, das einer stadienspezifischen Kallikeeipression innerhalb des Keimepithels
entsprach, die Sertoli-Zellen aber nicht betraf.

Weiterhin war aufféllig, dass der Kallikrein-Antiigier am humanemestiskeine Kallikrein-
Expression im Bereich délyozytender GefalRwand detektierte, die sowohl in den @gen
Versuchen an bovinen Hoden mit demselben humanéktper und bei der Ratte mit dem
rattenspezifischen Antikdrper nachzuweisen warenichA in der Literatur wurde der
Kallikrein-Nachweis in Gefal3muskelzellen und teilsge im GefalRendothel von humanen
Arterien und Venen nachgewiesen (Saedl, 1990; Wolfet al, 1990). In diesem Rahmen
ware die Verwendung eines weiteren, gegen humanewel-Kallikrein gerichteten
Antikorpers, von groRerer Bedeutung gewesen, jedweah ein entsprechender Antikoérper

nicht erhaltlich.

In der humanen Methacarn-fixierten Niere, die atssitt/-Kontrolle diente, konnte der

Kallikrein-Nachweis im Bereich der Mittelsticke dedierertubulusystem, der

Mesangienzellen der Glomerula sowie der muskul&efal3wandung erbracht werden. Dies
entsprach den eigenen Ergebnissen, die bereits eanRdttenniere gewonnen wurden.
Allerdings zeigte sich am humanen Gewebe nur eete schwache Farbreaktion. Auch
dieses Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit derwendung eines anderen humanen
Kallikrein-Antikorpers. In der Literatur wurde d&lachweis von Kallikrein in der humanen
Niere mit immunoreaktiven Gewebs-Kallikrein aufggtedieser war beschrankt auf einzelne

Zellen der Verbindungsbuli (Figueroaet al, 1988). Eine Expression der m-RNA des
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Gewebs-Kallikreins wurde im Bereich der distalenbdly der Sammelrohre, der Henle-
Schleife und in geringerer Auspragung in den Juatagrularzellen beschrieben (Chetnal,
1995).

Im Fokus dieser Arbeit standen am humanen Systdmemdem Nachweis des ,wahren®
Gewebs-Kallikreins auch die Detektion weiterer Rigisschritte der KKS-Enzymkaskade
mittels immunhistologischer Untersuchungen, um fiamelle Ablaufe in begrenztem Mal3e
zu visualisieren bzw. besser verstandlich in Beawigihre topographischen Ablaufe machen
zu kénnen. So wurde in weiteren Versuchen das LMMiAggen als Substrat fur das
Kallikrein und die Neutrale Metalloendopeptidaset (@@m AK CALLA, der beim Menschen
identisch mit NEP 24.11 ist) als Kininase detektier

Zum Nachweis vorLow-Molecular-Weight-Kininogen im mannlichen Reproduktionstrakt
wurde mit dem Anti-Serum gegen humanes LMW-Kinimogé&aninchen als Wirt)

gearbeitet. Dieses zeigte nur minimale Reaktionénamderen humanen Serumproteinen,
jedoch in 20 % der Falle Kreuzreaktionen mit HMWhkiogen. Es wurde die HRP- und
PAP-Methode angewandt. Dabei ergaben sich keinerglerenden Resultate in den

Versuchen.

An dem Bouin-fixierten humanen Hodeprasentierte sich reproduzierbar eine intensive

homogene Farbung desterstitiellen Gewebes, sowie in defubuli eine weniger starke,
dennoch spezifische Farbung der runden und eldegi€Spermatiden im Bereich der sich
ausbildenden Akrosomenkappe.

Am Methacarn-fixierten Hoderkonnte an identischer Lokalisation im Vergleich den

Bouin-fixierten Proben eine &hnliche Farbreakti@teitiert werden. Zusatzlich stellten sich
hier auch diePeritubularZellen gefarbt dar, was bei starker Gewebszenaseeher als
Farbeartefakt zu werten ist. Bei der erwahntemk stasgepragten Inkoharenz des Methacarn-
fixierten Gewebes kann den Ergebnissen am Bouiarfen Hoden eine wesentlich starkere
Aussagekraft beigemessen werden. Ebenso wie beiV@gauchen bzgl. des Gewebs-
Kallikreins an Ratte und Bulle zeigte auch das LNMinogen beim Menschen eine
stadienspezifische Expression. Zusatzlich steligh sdas Interstitium intensiv. LMW-
Kininogen-positiv dar.

In der Literatur wird das Vorkommen von LMW-Kinineg im Plasma, in der Niere, in den

Parenchymzellen der Leber und in den Azinus- undn@arzellen der submandibularen
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Speicheldriisen beschrieben (Miller-Estetrlal, 1986; Chacet al., 1988; Takancet al,
1997). LMW-Kininogen wird zusatzlich noch in Nebé&me, Gehirn, Rickenmark, Hoden,

Lunge, Herz und Haut exprimiert (Margolius, 1996).

Die Neutrale Metalloendopeptidase (NEP) 24.11auch Enkephalinase genannt, ist nach
MRNA-Sequenz-Analyse identisch mit dem human comamute lymphoblastic leukaemia
antigen CALLA , Clone J5) (Letartet al, 1988) und wird daher bevorzugt zur Lokalisierung
von NEP in Mensch und Ratte verwendet. Mit dem rktor@len, aus Mausserum gewonnen
Antikorper gegen human common acut lymphoblastikdemia antigen (CALLA, Clon J5),
sollte mittels HRP, PAP- und En-Vision™-Methode diekalisation des Enzyms im
humanen méannlichen Genitaltrakt detektiert werden.

Eine spezifische und reproduzierbare Farbung zsigtemit dem NEP 24.11-Antikdrper im
Testisan einzelnen Zellen in defubuli seminiferi contortiin der Wandung von Gefal3en
sowie iminterstitiellen BindegewebeWahrscheinlich handelte es sich hier um Zellen des
retikulohistiozytdren Systems, am ehesten Makrophadss lie3en sich jedoch keine
eindeutigen testikuléren Strukturen als positiveieeren.In der Literatur wurde das Antigen,
an dem der Antikorper CALLA bindet, an einigen natem Granulozyten und einer geringen
Anzahl normaler Knochenmarkszellen, an MyoepitiHeErneder Brust, Tumorzellen und
Geweben aul3erhalb des Reproduktionstraktes gefuiilenet al, 1981, Cossmanat al,
1983). Monsee®t al wiesen biochemisch das Vorkommen von NEP-Aktigitdan der
Oberflachenmembran von Sertoli-Zellen (1996 a) ndsthill & Miska beschrieben die
Prasenz von NEP im Seminalplasma und verwiesemiauProduktion im Nebenhoden und
in der Prostata (1992).

4.3.3 Ergebnisse an histologischen Schnitten des bovin@estis

Anhand von bovinenMethacarn-fixiertenT estischnittenwurden die Kreuzreaktivitat mit

dem AntikérpergegenRatten-Kallikrein getestet. Dabei wurde der Kallikrein-Antikorper,

wie oben beschrieben, als Primarantikérper eingegeine spezifische Farbung war in dieser
Versuchsreihe nicht zu detektieren, lediglich ainspezifische Hintergrundreaktion, so dass
hier von einer fehlenden Kreuzreaktion zwischen imewm Gewebe und Ratten-AK
auszugehen ist.

Im Weiteren wurde die Kreuzreaktivitat desimanen Kallikrein-Antikérpers mit dem

bovinen Gewebe getestet. Histologische Schnitte Methacarn-fixiertem Bullenhoden
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wurden mit dem humanen gegen Kallikrein gerichted¢hinkubiert. Die hierbei erzielten
Ergebnisse zeigten einen reproduzierbaren, stgukerischen Kallikrein-Nachweis,
lokalisiert an den runden und elongierten Sperreatian Bereich der sich entwickelnden
Akrosomenkappe, bei Negativitdt von Leydig-Zelledertoli-Zellen, PeritubularZellen,
Spermatogonien, Spermatozyten sowie SpermatozoshliberationemDeutlich lie3en sich
die Entwicklungsvorgange der Spermatidendifferenmig erkennen. Zunéchst war das
Gewebs-Kallikrein in der Akrosomenanlage nachweisth@se stellt sich als ein rundes, vom
Golgi-Apparat gebildetes Blaschen dar, das sich 8permatidenkern anlagerte. Im weiteren
Entwicklungsverlauf kommt es zur Rotation von Kenmd Akrosomblaschen. Das erklart,
warum der Kallikrein-Nachweis zunachst &mminal gerichteten Pol und spéater im Bereich
des basalen Pols deutlich wurde. Im Weiteren v&entdsich das Akrosom und breitet sich
Uber zwei Drittel der Kernoberflache in Form eirkappe aus. Der Kallikrein-Nachweis

stellte sich dann in der DAB-Farbung als schmdleyuner, membranassoziierter Saum dar.

Die am bovinen Hodengewebe erzielten Resultate rwadentisch mit den eigenen, im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen dteriRaden. So zeigte sich bei beiden
Spezies eine stadienspezifische Kallikrein-Expmssin identischer Lokalisation und
entsprach den vorbeschriebenen Resultaten der esigémbeitsgruppe am Rattenhoden
(Monseest al, 1999, 2003).

Weiterhin wurde die Kreuzreaktivitdt désimanen Antikérpers gegen LMW-Kininogen
am Bullenhoden getestet. Das LMW-Kininogen war irardich der sich entwickelnden
Akrosomenkappe von runden und elongierten Spereratidkalisiert, bei Negativitat der
Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatozoere st&vi Leydig-Zellen und Sertoli-
Zellen. Auch hier war eine stadienabhéngige Exjprasgegeben. Zusatzlich zeigte sich eine
deutliche immunhistologische Farbung dasterstitiellen Stromgewebes sowie der
PeritubularZellen. Weiterhin konnte in den Muskelzellen dexf&wande imnterstitiellen
Gewebe ein deutlicher zytoplasmatischer LMW-KiniengNachweis erbracht werden,
ahnlich dem Nachweis von Gewebs-Kallikrein. Die bavinenTestiserzielten Ergebnisse
mit dem humanen AK gegen LMW-Kininogen entspracden im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Resultaten am humanen (Bouin-fixieteaen mit demselben AK.

Am bovinen Testis wurde auch die_Kreuzreaktivitddes humanen Antikérpers gegen

CALLA (NEP 24.11) ausgetestet. Hierbei konnte keine Protein-Expoessier neutralen
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Metallo-Endopeptidase (NEP) detektiert werden. Disache hierflr kann vielschichtig sein,
z. B. aufgrund der fehlenden Kreuzreaktion des menaAntikbrpers mit dem bovinen
Antigen oder der fehlenden Antigene im Hodengewelheiztgenanntes ist aber
auszuschliel3en, da Erdésal. (1985) groRe Mengen NEP 24.11Tiestisund Epididymisdes
Menschen nachweisen konnte. Zudem wurden im RattEmiHomogenat Isoformen der
Metalloproteinase, NEP 24.15 (Orlowsdtial, 1989) und NEP 24.16 (Rodd & Hersh, 1995)
gefunden. Zu bertcksichtigen ist, dass auch am heamiloden unbefriedigende Ergebnisse
erzielt wurden und die Kallikrein-exprimierenden Ilge wahrscheinlich dem

retikulohistiozytaren System angehdren.

Mit diesen Versuchsreihen, ausgenommen letztgeaarkinnte neben dem Nachweis
einzelner Komponenten des KKS im Reproduktionsgewaés Bullens, auch deren enge
Verwandtschaft zum humanen System dokumentiert everdie Kreuzreaktivitat des

humanen Antikérpers mit dem bovinen Gewebe ist dig stammesgeschichtliche
Entwicklung zuriickzufuihren. Die Proteinverwandtdttrvischen humanem und bovinem
System wird anhand der Eiweil3ausfallung im Blutseasmittelt und liegt bei 30%. Zugleich

bestatigten sie die anfangs beschriebenen Forssbigebnisse der extrem hohen
Konservativitat der Kallikrein-Protein-Struktur (Gat al, 2000), die diese Kreuzreaktivitat
des humanen Antikoérpers mit dem bovinen Antigendgliohen bzw. begunstigen. Durch die
eigenen Ergebnisse lasst sich die stammesgesatiichéngere verwandtschaftliche

Beziehung zwischen Mensch und Bulle als zwischetteRend Bulle nachvollziehen

Trotz unbefriedigender Ergebnisse am humanen Gewustbdie spezifische Farbung des
bovinen Hodens mit dem humanen Antikérper gegetikfain ein Indiz, dass der Antikorper
sein Antigen erkennt. Ein Grund fir den wenig sidien Kallikrein-Nachweis im
menschlichen Reproduktionstrakt kbnnte an eine eunge Konzentration des Gewebs-
Kallikreins im humanenTestis liegen, die mit der immunhistologischen Methoder nu
unzureichend nachweisbar ist und einer sensitivétaohweismethode bedarf. So gelang
Clementset al. (1992) mittels RT-PCR, einer weitaus sensitiveMachweismethode im
Vergleich zur Immunhistologie, der Nachweis von @bg+Kallikrein mRNA imTestisder
adulten Ratte.

Naheliegend ist auch die Verwendung eines potemtékatikdrpers, der eine hohere
Sensitivitat auf dem Gebiet der Immunhistologiewait, aber flr die hier aufgezeigten

Versuchsreihen nicht zur Verfiigung stand.
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Zudem wurden die Antikérper gegen LMW-Kininogen uN&P durch Dot Blot Tests auf
ihre Reagibilitat mit dem Briicken-AK untersucht ugdtestet, ob das Antiserum gegen
LMW-Kininogen seine Antigene erkennt. Ein fehlend&ntikbrper-Nachweis aufgrund
Inkompatibilitdt oder Areaktivitat der Antikdrperunde ausgeschlossen. Die Austestungen
der Kompatibilitat von Priméarantikorper und Antigeraren bei Kallikrein und NEP nicht
maoglich, da humane Proteine dem kommerziellen Maidtit zur Verfligung standen.

4.4 Ausblick

Das Kallikrein-Kinin-System scheint nach Forschumgen Rohen & Stuttmann, 1977,
Saitoh,et al., 1988, Schillet al. 1988, Schill & Miska, 1992 (siehe S. 36/37) arsarlichen
Entwicklungsprozessen in der Spermatogenese logtailisein. Ihm wird daher eine wichtige
Einflussnahme auf die ménnliche Fertilitdt zugesdian.

In richtungsweisenden histologischen Arbeiten wuvde allem improximalenAnteil des
Ductus epididymiseine bevorzugt auf die Ausreifung der Spermatozaesgerichtete
Stoffwechselaktivitat des Nebenhodenepithels naglggen (Holstein, 1994). Zudem zeigen
Forschungsergebnisse, dass testikulare Spermatomtestii bzw. nur in geringem Mal3e
befruchtungsfahig sind (Cooper & Orgebin-Crist, 397

Kallikrein konnte im Ductus epididymisvon Corpus und Cauda des Nebenhodens
nachgewiesen werden und scheint seine besondereuMjirauf den Spermatozoen im
posttubularerBereich zu entfalten.

Verschiedene Arbeitsgruppen belegten einen positignfluss von Kallikrein bzw.
Bradykinin auf die Spermatozoen im Sinne einer ¥egerung der Fertilitdt wie z.B. die
Steigerung der Spermienmotilitét vivo als auchin vitro (Schroeder-Fincklet al, 1986;
Schirrenet al, 1974; Steineet al.,1981; Wallneret al, 1975; Saitolet al, 1987; Schill &
Haberland, 1975; Leiddt al, 1975).

In Klinischen Studien zur Wirksamkeit einer systethen Kallikrein-Therapie wurden
kontréare Ergebnisse erzielt. Wahrend mehrere Forggdgruppen eine fertitltatssteigernde
Wirkung nachwiesen (Hofmann, 1975; Schill, 197%olet al, 1984; Micicet al, 1985;

Berzin et al, 1987; Schill & Miska, 1992), konnten in neueran vivo-Studien kein
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signifikanter therapeutischer Effekt im humanent&ysaufgezeigt werden (Glezermetral.,
1993; Kecket al, 1994).

Eine exaktere Festlegung von Ausschlusskriterieth kmglikationen (Ausreifungsstérungen
der Spermatozoen) fir eine systemische Kallikrdier@ipie sowie eine Variation mit einer
hoheren Dosis, konnte zu einem signifikanteren [Emgge fuhren. In Studien Uber die
Kallikreinwirkung auf das kardiale System wurderg@sdosen von 4500 U eingesetzt, um
eine Wirkung zu erzielen (Hoffmann, 1990). Im Veigh dazu waren die Dosen in Studien
am reproduktiven System mit 600 IU sehr gering. Basultat kdnnte eine Diskussion Uber

einen therapeutischen Einsatz von Kallikrein widdanenswert erscheinen lassen.

Am humanen Reproduktionssystem wéren neben ernédlgesuchen mit einem anderen,
gegen humanes Kallikrein gerichteten, Antikbrpecraersuche an testikularem Gewebe
von Patienten aus der andrologischen Sprechstumaievod, um bei einschlagigen

Krankheitsbildern ein von der Norm abweichendegaiflemgsmuster des Kallikreins, bis hin

zum Fehlen der Protease, nachzuweisen.

Die am Nebenhoden gewonnen Ergebnisse dieser Adssién detaillierte Studien mit den
am humanen und bovinen Hoden verwendeten Antikir@en Nebenhodengewebe der
gleichen Spezies notwendig und sinnvoll erscheiAem Reproduktionstrakt der Ratte waren
weitere Untersuchungen, unter Verwendung der begmmen Antikorper aus den
verschiedenen Ebenen der Kallikrein-Kinin-Kaskaden Interesse, um die bisherigen

Ergebnisse zu vervollstandigen.
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5 Zusammenfassung

Neben dem systemischen Plasma-Kallikrein-Kinin-&ystkommt nahezu ubiquitar eine
gewebsspezifische Variante vor, die physiologisehd pathologische Prozesse im Korper
von Saugetieren beeinflusst. Aus inaktiven Vorlgufeteinen (Kininogenen) setzt Gewebs-
Kallikrein das Peptidhormon Bradykinin frei, welshéiber spezifische membranstandige
Rezeptoren seine physiologische Funktion ausubt.

Primares Ziel dieser Dissertation war die genaupodoaphische und zellspezifische
Lokalisierung der Protease Gewebs-Kallikrein im ni@hen Reproduktionstrakt
verschiedener Saugerspezies mit Hilfe immunhistocseher Techniken.

Im Rattenestiswurde_Gewebs-Kallikreistadienspezifisch an der akrosomalen Kappe runder

und elongierter Spermatiden nachgewiesen, niclucjedn Spermien im Lumen von Hoden
oder Nebenhoden. Mdglicherweise Ubt diese Protegse- neben seiner klassischen Rolle
im KKS - auch eine Funktion beim Ablésen der Spermivon den Sertoli-Zellen
(Spermiation) aus. Gewebs-Kallikrein im Hoden dadldh zeigte im Wesentlichen die
gleiche Lokalisation. Leider gelang beim humaniesstis trotz vielfaltiger Variation der
Methode kein eindeutiger Nachweis von Gewebs-Krairk

Im Nebenhoden der Ratte wurde Gewebs-KallikreiBeneich de<orpusundCaudasowie

im Ductus deferensdetektiert. Das sehr inhomogene Verteilungsmustatspricht
wahrscheinlich dem unterschiedlichen Aktivitatsaiveder Epithelzellen im Sinne einer
Sekretion dieser Protease. Moglicherweise wird Gaweallikrein hier zunachst basal des
Nukleusproduziert, danach in den apikalen Bereich dethepielle verlagert und dann als
vesikulare Abschnirung sezerniert. Apikale Abscbhngen an Epithelzellen von
Nebenhodengang urductus deferengeigten ebenfalls eine positive Farbung fur Gewebs
Kallikrein. Kallikrein zeigte sich weiterhin zytaggdmatisch in den Muskelzellen der
Wandung de®uctus epididymi®zw.Ductus deferenand der Gefal3e. Ifapididymiskdnnte
daher Gewebs-Kallikrein bzw. das KKS bei der Regfder Spermatozoen eine Rolle spielen.
Anhand von Gewebeschnitten, die aus Ratten uniedicher Altersstufen angefertigt
wurden, zeigte sich eine ausgepragte Abhangiglest Auftretens von Gewebs-Kallikrein
vom sexuellen Entwicklungsstand des TieresThstistrat diese Protease erst mit Beginn der
Pubertat und dem damit verbundenen erstmaligenhlaufen des Spermatogeneszyklus mit
der Bildung von zunachst runden und zeitlich spa@kmgierten Spermatiden auf. Im

Nebenhoden erfolgte die Produktion und Sekretion @@webs-Kallikrein in Epithelzellen
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erstmals mit dem Auftreten von Spermien ifubulusystem kurz nach der ersten

Spermiation.

LMW-Kininogen, als Substrat des Gewebs-Kallikreins, wurde an gsien entwickelnden

Akrosomenkappe runder und elongierter SpermatiadenMensch und Bulle nachgewiesen,
nicht jedoch an ins Lumen liberierten Spermatoz@earch im interstitiellen Stromazeigte

sich eine spezifische Farbung.

Der Antikérper gegen die Neutrale Metalloendopexste{ CALLA) erbrachte am humanen

und bovinen Reproduktionsgewebe keinen positivechiWais. In humanem Gewebe zeigten

dagegen einzelne Zellen des retikulohistiozytargsie®ns eine positive Farbreaktion.

Die hier gezeigte selektive, stadienspezifisches{ig und entwicklungsabhangigd €stis,
Epididymig Expression der Protease Gewebs-Kallikrein in ibesten Zelltypen sowie
Regionen Epididymig deutet auf eine Beteiligung des Gewebs-KKS amzéftoder

Differenzierung und Reifung von Spermatozoen.
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Local production of kinins occurs in many tissugsthe action of tissue kallikrein on the
precursor low-molecular weight kininogen. The vasophysiological and pathological
functions of kinins are mediated by specific membrhound receptors. Several lines of
evidence point to a possible involvement of thesuis kallikrein-kinin system in male

reproduction.
In this thesis, the exact topographic and cellidaalization of the protease tissue kallikrein
(tK) in male reproductive organs of different sgsciwas investigated using immune

histochemistry.

Within the seminiferous tubules of mature rat andl bestes tissue kallikreinwas solely

detected in round and elongated spermatids, whevas associated with the acrosomal cap.
In contrast, liberated spermatozoa within the lurdeh not show positive staining for tK.
Tissue kallikrein was expressed in all tubules, thetstaining pattern was dependend on the
developmental stage of the spermatogenic cyclethéninterstitium tK was present in
endothelial and muscle cells of blood vesselsnbtiin Leydig cells.

In the rat, tK showed a development-dependent sgpme. Within thetestes it was first
detected with the onset of spermatogenesis onSstiggermatids at day 28 after birth: in the

epididymisit first occurred shortly after spermiation at &8/

Tissue kallikrein showed an inhomogeneous distidouin the epithelial cells of the rat
epididymislocated in the different areas of therpus and cauda epididymisas well the
ductus deferensThe observed variations in the expression levay mirror the functional
state of the epithelium. Tissue kallikrein seem®e¢oproduced in the basal compartment of
the epithelial cells and than relocated to the appart. Thereafter, apocrine secretion of tK
within cytoplasmatic constrictions towards the lunveas detected. Tissue kallikrein was also
localized in muscle cells of the vascular wallsttod ductus epididymisindductus deferens

and blood vessels.

LMW kininogen the inactive precursor tK, was detected in th@samal cap of round and

elongated spermatids in human and bovestes but not in liberated spermatozoa within the

lumen. Peritubular and muscle cells as well agrsravere positive for kininogen.
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The antibody against the neutral metalloendopeptid@ALLA) did not succeed at the

human and bovine reproductive tissue. In the hurtiassue were only cells of the

reticulohistiocytic system positiv for CALLA.

The stage- and developmental expression of tisalligrkin in developing germ cells and the
epithelial cells of thepididymissuggests a potential role of the tissue kallikiemn system

in the local regulation of spermatogenesis andrspeaturation.
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8 Abkirzungen

ACE

A. dest.
AG

AK

AS
BSA
BK
B1-Rezeptor
ca*
CALLA
CAMP
Cat. No
CD

CD4

CD8
CPN
DAB
desArg
DNA

FSH
GDP
GnRH
G-Protein
GTP
HMW-Kininogen
HPLC
HRP
HUSI-I
HUSI-II
HVL

IHC

Angiotensin-Converting-Enzyme
Aqua destillatum = destilliertes Wasser
Antigen
Antikorper
Antiserum
bovines Serumalbumin
Bradykinin
Bradykinin-B,-Rezeptor
Kalziumionen
human common acute lymphoblastic leukemitigem
zyklisches Adenosinmonophosphat
Catalog Number = Katalognummer
cluster of differentation = internationales t®ys fur die Bezeichnung
von Differenzierungsantigenen
T-Helferzellen
T-Suppressorzellen
Carboxypeptidase N
3,3’Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
desArginin
Deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsaure
Follikel stimulierendes Hormon
Guanosindiphosphat
Gonadotropin-Releasing-Hormon
Guanin-Nucleotid-bindendes Protein
Guanosintriphosphat
High-Molecular-Weight-Kininogen
High-performance liquid chromatography
Horseradish peroxidase = Meerrettichperoxidase
Leukostatin
Acrostatin
Hypophysenvorderlappen

Immunhistochemie
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8 Abkirzungen

LH
LMW-Kininogen
LPS

MHC

MRNA
NCP
NEP
PAP
PBS
PBSM
PCR
Rho
RNA
RT-PCR
TBS
t-KKS
Tris
WHO

International Units

Kilobasenpaare

Kallidin

Kilodalton

Kallikrein-Kinin-System

Gewebs-Kallikrein-Gen 1 /....

Luteinisierendes Hormon
Low-Molecular-Weight-Kininogen

Lipopolysaccharid

Major histocompatibility complex =
Haupthistokompatibilitdtskomplex, dessen Gene dtdihe
codieren, welche die Immunitat des Menschen ausamach
messenger RNA

Nitro-Cellulose-Streifen

Neutrale Metalloendopeptidase
Peroxidase-anti-Peroxidase

Phosphat buffered saline = Phosphat gepafgaizlosung
Phosphat gepufferte, salzige Magnesiumichémung
Polymerase chain reaction = Polymeraseketi&tion
Rhodopsin

Ribonucleic acid = Ribonukleinsaure

Reverse transcription polymerase chaictica

Tris buffered saline =Tris gepufferte Salnlig

tissue (=Gewebs)-Kallikrein-Kinin-System
Tris(hydroxymethyl)aminoethan

World Health Organisation = Weltgesundhetgsmisation
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