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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Der Hoden
1.11 Lage und Morphologie des humanen Hodens

Die paarig angelegten Hoden (Testes) befinden sich auf3erhalb der Bauchhdhle
im Hodensack (Skrotum). Sie werden von der Tunica albuginea, einer weif3en
Bindegewebskapsel, umgeben. Diese verdickt sich  dorsal zum
Hodenmediastinum und entsendet ca. 250 bindegewebige Septen in das Innere
des Hodens, wodurch dieser in zahlreiche Lappchen (Lobuli testis) untergliedert
wird. Jedes Hoden-Lappchen enthédlt 1-4 gewundene Kanalchen (Tubuli
seminiferi contorti), die mit dem Keimepithel ausgekleidet sind. Das
mehrschichtige Keimepithel besteht aus Keimzellen unterschiedlicher
Differenzierungsgrade und aus Sertoli-Zellen. Das tubuldre Kompartiment wird
durch die Peritubulérzellen morphologisch vom interstitiellen Kompartiment
abgegrenzt. Das Interstitium, welches die Tubuli umgibt, besteht aus lockerem
Bindegewebe, in das Leydig-Zellen, Nerven, Blutgefalle und Leukozyten
eingebettet sind. Am Mediastinum testis minden die Samenkandalchen tber die
kurzen Tubuli seminiferi recti in ein Netzwerk aus feinen Kanélchen, das Rete
testis. Dieses steht dber 10-12 Ductuli efferentes testis mit dem
Nebenhodengang (Ductus epididymidis) in Verbindung, welcher in den
Samenleiter (Ductus deferens) Ubergeht (Seitz und Meinhardt, 2002).

1.1.2 Funktionelle Organisation des Hodens

Die Hoden erfullen zwei wesentliche Aufgaben: die Produktion der
Spermatozoen und die Synthese und Sekretion von Hormonen (Androgene,
Ostrogene, Inhibin, Activin, Gewebshormone) (Weinbauer et al., 1996; Seitz
und Meinhardt, 2002). Wéhrend die Bildung der Samenzellen in den Tubuli
seminiferi ablauft, findet die Produktion der Geschlechtshormone im Interstitium
statt. Diese beiden morphologisch voneinander getrennten Kompartimente
stehen funktionell in enger Beziehung zueinander (Weinbauer et al., 1996).
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1121 Das interstitielle Kompartiment

Das Interstitium umgibt das tubuldre Kompartiment und nimmt bei Labortieren
2-6%, bei Menschen 12-15% des Hodenvolumens ein (Weinbauer et al., 1996).
Es ist der Ort der Testosteronproduktion, die in den Leydig-Zellen stattfindet.
Neben Leydig-Zellen, die mit 10-20% nur in geringem Ausmalf vertreten sind,
besteht das Interstitium aus lockerem Bindegewebe, Nervenfasern, Blut-,
LymphgefaRen und Leukozyten (Weinbauer et al., 1996). Die Leukozyten
bestehen hauptsachlich aus residenten Makrophagen, aber auch Lymphozyten
und subkapsular gelegenen Monozyten (Hedger, 1997). Die testikuléaren
Makrophagen sind meist in enger Nachbarschaft zu Leydig-Zellen zu finden.
Ihre Aktivitat wird durch die Entwicklung der Leydig-Zellen aus Vorlauferzellen
und durch die Steroidproduktion beeinflul3t. Sie unterscheiden sich von
Makrophagen anderer Gewebe in einer verminderten Fahigkeit zur Sekretion
von IL-1 und TNF-a (Hedger, 1997; Hales, 2002; Hedger, 2002).

1.1.2.2 Das tubulare Kompartiment

Das tubulare Kompartiment wird beim Menschen von ca. 600 Samenkanalchen
gebildet, die jeweils eine Lange von 30-80 cm besitzen. Sie sind mit dem
Keimepithel ausgekleidet und werden von Peritubularzellen umgeben, einer
Myofibroblasten-Zelle. Diese bilden zusammen mit der Basalmembran und
einer Kollagenfaserschicht die Lamina propria des Tubulus und stellen somit
eine morphologische Grenze zum Interstitium dar (Weinbauer et al., 1996). Der
Lamina propria sitzen die Sertoli-Zellen auf, deren tight junctions die Blut-
Hoden-Schranke bilden. Zwischen den bis zum Lumen der Tubuli reichenden
Sertoli-Zellen liegen unterschiedliche Generationen von Keimzellen. Die Sertoli-
Zellen besitzen fiur die Keimzellen eine Stitz- und N&hrfunktion. Die
verschiedenen Keimzellstufen sind im Keimepithel in konzentrischen Schichten
angeordnet, wobei man von aufen nach innen die Spermatogonien,
Spermatozyten, runde und elongierte Spermatiden sowie die Spermatozoen
unterscheidet. Die Spermatogenese, d.h. die Entwicklung der Spermatozoen
aus den Spermatogonien, lauft in drei Schritten ab. Zunachst findet eine
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Proliferation der Spermatogonien statt. Die dabei entstehenden priméaren
Spermatozyten treten dann in die Meiose ein, wobei ihr Chromosomensatz
halbiert wird. Die meiotischen und post-meiotischen Zellen werden durch die
tight junctions der Sertolizellen rdumlich von einander getrennt. Im letzten
Schritt kommt es in einem komplizierten Umgestaltungsprozess zur
vollstandigen Differenzierung der Spermatozoen. Diese Entwicklung wird auch

als Spermiogenese bezeichnet (Seitz und Meinhardt, 2002).

Abb. A: Schema zweier
Tubulusanschnitte mit dem dazwischen
liegendem Interstitium. BG: Blutgefal;
LZ: Leydig-Zelle; M: Makrophage; PC:
Peritubularzelle; SC: Sertoli-Zelle; Sg:
Spermatogonie; pSz: priméare
Spermatozyte; rS: runde Spermatide; eS:
elongierte Spermatide.

1.1.3 Struktur und Funktion der Peritubularzellen

Die Peritubuléarzellen umgeben die Tubuli seminiferi des Hodens. Die Anzahl
der Peritubularzellschichten variiert artspezifisch. Wéahrend bei Labornagern
(Ratte, Hamster, Maus) nur eine Zellschicht vorhanden ist (Maekawa et al.,
1996), wurden beim Menschen 5-7 Schichten gefunden (Setchell et al., 1994).
Die Peritubularzellen sind mesenchymaler Herkunft und besitzen eine
polygonale Form mit ausgestrecktem Zytoplasma (Anthony und Skinner, 1989).
In Kultur bilden sie flache Monolayer. Es gibt zwei verschiedene Typen von
humanen Peritubulérzellen: die myoiden Zellen, die direkt dem Keimepithel
angelagert sind, und die nicht-myoiden Zellen, welche die myoiden Zellen
umgeben (Galdieri und Ricci, 1998). Die myoiden Peritubulérzellen exprimieren
die typischen glatten Muskelzellmarker a-Isoaktin, F-Aktin und Myosin (Virtanen
et al.,, 1986; Rossi et al.,, 2002), sowie Desmin/ Vimentin. Im Rattenhoden
verlauft die Anordnung der Aktinfilamente sowohl longitudinal als auch zirkular
um die Tubuli seminiferi (Maekawa et al., 1996). Die Peritubularzellen bilden so
einen kontraktilen Ring um die Samenkanalchen (Chiarenza et al., 2000) und

férdern den Transport der noch immotilen Spermien und der testikularen

3
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Flissigkeit durch peristaltische Kontraktionen (Rossi et al., 2002). Die
Kontraktionen werden durch verschiedene Substanzen, wie Vasopressin,
Transforming-Growth-Factor-i3 (TGF-R), Platelet-Derived-Growth-Factor
(PDGF), Oxitocin, Endothelin-1, Prostaglandinen und Angiotensin 1l in
endokriner, parakriner und autokriner Weise beeinflusst (Tung und Fritz, 1991;
Santiemma et al., 1996; Harris und Nicholson, 1998; Tripiciano et al., 1999;
Barone et al., 2002; Rossi et al., 2002).

Neben ihrer kontraktilen Eigenschaft exprimieren und sezernieren
Peritubularzellen extrazellulare-Matrixkomponenten, wie Fibronektine, Laminin,
Kollagen Typ | und IV, Proteoglycane (Tung und Fritz, 1994; Ricci et al., 1999;
Rossi et al., 2002), sowie Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, wie
Aktivin-A, TGF-3, Insulin-like-Growth-Factor-I (IGF-I) und den PmodS
(,Peritubular cell factor that modulates Sertoli cell function) (Skinner et al., 1989;
Skinner und Moses, 1989; de Winter et al., 1994; Gnessi et al., 1997; Rossi et
al., 2002). Einige dieser Faktoren nehmen Einfluss auf die Sertoli-Zellen
(Gnessi et al., 1997), wodurch die Peritubulérzellen nicht nur fir die Integritat
der tubularen Struktur, sondern auch bei der Regulation der Spermatogenese

und anderen Hodenfunktionen eine wichtige Rolle spielen.

1.14 Struktur und Funktion der Sertoli-Zellen

Die nach ihrem Erstbeschreiber Enrico Sertoli benannten somatischen,
polymorphen Zellen sitzen mit breiter Basis der Basalmembran der Tubuli
seminiferi auf und reichen bis zum Lumen der Tubuli. Die Sertoli-Zellen
besitzen einen ovalen bis birnenformigen Zellkern. Ihr Zytoplasma bildet ein
kompliziertes Netzwerk aus lappen- und fingerformigen Fortsatzen (Schnorr,
1996). Mit dem Auftreten der ersten meiotischen Keimzelle stellen die Sertoli-
Zellen ihre Zellteilung ein, so dass die adulte Sertoli-Zelle teilungsinaktiv ist. Die
Anzahl der Sertoli-Zellen bestimmt sowohl die Hodengrdf3e als auch das
Ausmal’ der Spermienproduktion, was darauf beruht, dass eine Sertoli-Zelle nur
eine bestimmte Anzahl von Keimzellen ernéhren kann. Die Sertoli-Zellen stehen
mit den Keimzellen Uber spezielle ektoplasmatische Strukturen in Verbindung.
Hierzu zahlen die auf Aktin basierenden Adherens-Zell-zu-Zell-Verbindungen
(Adherens junctions) sowie ektoplasmatische Spezialisierungen, Tubulotubular-
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Komplexe, Desmosomen und Gap junctions (McGinley et al., 1979; Russell,
1979; Grove et al., 1990; Weinbauer et al., 1996).

Diese zur Ausrichtung, Orientierung und Stitzung der Keimzellen dienenden
Zell-Zell-Verbindungen unterliegen standigen Auf- und Abbauvorgéngen (Lui et
al., 2003) und kénnen fir einen direkten Austausch von Substanzen zwischen
den Zellen sorgen (Ziparo et al., 1980).

Im basolateralen Bereich bilden benachbarte Sertoli-Zellen leistenférmige
Membranspezialisierungen (occluding tight junctions) aus und verschlie3en so
den Interzellularraum (Weinbauer et al., 1996). Dadurch behindert die als Blut-
Hoden-Schranke bezeichnete Barriere die freie Diffusion von Flussigkeiten Uber
den parazellularen Weg (Mitic und Anderson, 1998) und fihrt zu einer
Kompartimentierung der Tubuli in einen basalen und adluminalen Bereich. Im
basalen Kompartiment findet die Proliferation der Spermatogonien statt,
wahrend im adluminalen Bereich die Meiose der zygotdnen Spermatozyten
abgeschlossen wird und die Spermiogenese ablauft. Um den praleptotdnen und
leptotdnen Spermatozyten den Durchtritt in das adluminale Kompartiment zu
gewahren, unterliegen die tight junctions der Sertoli-Zellen standigen Losungs-
und Verschlussvorgangen (Cheng und Mruk, 2002; Hedger und Meinhardt,
2003; Lui et al., 2003). Hierfir werden u.a. von Sertoli-Zellen sezernierte
Proteasen und Proteaseinhibitoren, wie der Plasminogenaktivator und der
Plasminogenaktivator-Inhibitor bendétigt (Ailenberg und Fritz, 1989; Fritz et al.,
1993). Sertoli-Zellen sezernieren aul3erdem Transport- und bioaktive Proteine
(Androgen-bindendes-Protein,  Transferrin, Ceruloplasmin), extrazellulare
Matrixproteine (Kollagen Typ 1V, Laminin), Wachstumsfaktoren, Zytokine
[Aktivin, Inhibin, Insulin Like Growth Factor (IGF), Interleukin-1 (IL-1),
Transforming Growth Factor (TGF-a, TGF-R), basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF), Seminiferous Growth Factor (SGF), Miller inhibiting substance]
(Sylvester und Griswold, 1984; Skinner, 1991) und Energiemetaboliten (Laktat
und Pyruvat) (Jutte et al., 1983). Diese Faktoren, zusammen mit der
Barrierefunktion der Blut-Hoden-Schranke, flihren zur Erzeugung eines
spezialisierten Milieus, welches wichtig fur das Uberleben der Keimzellen, den
Ablauf der Meiose und die Spermienentwicklung ist (Weinbauer et al., 1996; Lui
et al., 2003).
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1.15 Die endokrine und parakrine Steuerung der Hodenfunktion

Die endokrine Steuerung der Spermatogenese und Steroidsynthese wird
systemisch Uber das Hypothalamus-Hypophysen-System reguliert. Im
Hypothalamus wird das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) pulsatil in ein
Pfortadersystem freigesetzt, tber welches es die Adenohypophyse (HVL)
erreicht. Dort bewirkt es die Sekretion der Gonadotropine Luteinisierendes
Hormon (LH) und Follikel-stimulierendes-Hormon (FSH), die tber die Blutbahn
ihr Effektororgan, den Hoden, erreichen (Conn und Crowley, 1991). Die
Gonadotropine stellen die Schlisselhormone in der Regulation der
Spermatogenese und Steroidogenese dar. LH fuhrt in den Leydig-Zellen zu der
Synthese und Sekretion von Testosteron, welches dann Uber die Sertoli-Zellen
die Spermatogenese beeinflusst. FSH nimmt durch die direkte Wirkung auf die
Sertoli-Zellen Einfluss auf die Spermatogenese und fordert die Sekretion von
Inhibin, Follistatin  und Androgen-bindendem-Protein (ABP) (Seitz und
Meinhardt, 2002).

Die hormonelle Steuerung wird durch folgende Ruckkopplungsmechanismen
reguliert: Testosteron Ubt einen negativen Rickkopplungseffekt auf GnRH, LH
und FSH aus, wéhrend Inhibin hemmend auf die FSH-Produktion wirkt. Aktivin
hingegen stimuliert die Sekretion von FSH. Seine Wirkung kann durch die
Bindung an Follistatin neutralisiert werden (de Kretser und Phillips, 1998).
Obwonhl die hormonelle Steuerung essentiell fir die Spermatogenese ist, wird
die Feinsteuerung der Hodenfunktion von lokal produzierten, parakrin
wirkenden Zellfaktoren Ubernommen, die die Kommunikation der Zellen
untereinander bewerkstelligen. Testosteron wirkt nicht nur systemisch, sondern
auch lokal. Autokrin beeinflusst es seine eigene Synthese sowie parakrin die
Proliferation und Differenzierung von Peritubuléar- und Sertoli-Zellen (Arslan et
al., 1993; Schlatt et al., 1993). Das von den Sertoli-Zellen gebildete ABP bindet
Testosteron, welches nach Passage durch die Sertoli-Zellen ins Tubuluslumen
gelangt. Dieser Komplex wird mit der Lumenflissigkeit in den Nebenhodengang
transportiert, wo er nach Aufnahme durch androgenabhangige Epithelzellen
seine Wirkung entfaltet (Seitz und Meinhardt, 2003). Neben den Androgenen
sind auch Wachstumsfaktoren und Zytokine an der parakrinen Regulation der
Hodenfunktionen beteiligt. Wachstumsfaktoren, fur die parakrine Wirkungen im
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Hoden nachgewiesen wurden, sind der Transforming-Growth-Factor (TGF)-a
und -B, der Insulin-like-Growth-Factor-1 (IGF-I) und der Epidermal-Growth-
Factor (EGF) (Weinbauer et al., 1996; Schlatt et al., 1997).

Fur das Zytokin ,Stem-Cell-Factor® (SCF) und seinen Rezeptor c-Kit wird ein
Einfluss bei der Spermatogonien-Proliferation angenommen. Anderen
Zytokinen, wie dem Tumor-Necrosis-Factor (TNF), Nerve-Growth-Factor (NGF)
und Leucemia-Inhibiting-Factor (LIF) wird eine Rolle bei der Sertoli-Keimzell-
Interaktion zugesprochen (Schlatt et al., 1997). Fur den Makrophagen-
Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) gibt es Belege fur eine Funktion bei der
Leydig-Zell-Tubulus-Interaktion, da MIF die Inhibin-Sekretion in Sertoli-Zellen
hemmen kann (Meinhardt et al., 2000).

Hypothal amus '

Abb. B: Hormonelle
Regulation des Hodens.
GnRH: Gonadotropin-
Releasing-Hormon; FSH:
Follikel-stimulierendes
Hormon; LH:
Luteinisierendes Hormon.
Stimulierende Wirkungen
sind durch griine Pfeile,
inhibiernde Effekte durch
rote Pfeile
gekennzeichnet. Zur

1 naheren Erlauterung siehe
@Senoli-Zelle )Peritubulérzelle ﬁLeydig-Zeue O Keimzelle Kapitel 1.1.5. g

‘ O-——'

1.2 Immunologie des Hodens

Der Hoden als immunprivilegiertes Organ

Der Hoden stellt ein immunprivilegiertes Organ dar. Hier werden
Xenotransplantate nur sehr langsam oder gar nicht abgestossen (Head et al.,
1983). Dieses Immunprivileg findet man neben dem Hoden noch in Auge,

Gehirn und Plazenta (Janeway et al., 2002).
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Die physiologische Bedeutung dieser besonderen Immunsituation des Hodens
liegt in dem Eintreten der Urkeimzellen in eine lange Ruhephase begriindet.
Diese findet nach der Einwanderung der Urkeimzellen in die Keimstrange der
Gonadenanlage statt. Die Ruhephase endet in der Pubertat, wahrend der es
zur Differenzierung meiotischer und post-meiotischer Keimzellen und damit zur
Entstehung  keimzellspezifischer Neo-Antigene kommt. Obwohl die
keimzellspezifischen Antigene nicht wie ubiquitdr vorkommende Selbstantigene
an der bereits perinatal erfolgenden klonalen Deletion autoreaktiver T-
Lymphozyten im Thymus beteiligt sind und somit als ,nicht-kérpereigen®
eingestuft werden missen, besteht ihnen gegenitber eine immunologische
Toleranz.

Das Ausbleiben der keimzellspezifischen Immunantwort im adulten Hoden ist
nach neuesten Erkenntnissen nicht alleine durch die mechanische Abschirmung
der Keimzellen durch die Blut-Hoden-Schranke zu erklaren. Zusatzlich wird ein
lokaler zellularer Mechanismus postuliert, der die Immunantwort reguliert bzw.
blockiert (Hedger, 2002).

Teil des Regelmechanismus sind die im Hoden vorkommenden, residenten
Makrophagen, Mastzellen und Lymphozyten, deren Immunantwort auf
inflammatorische Reize insgesamt unterdrickt ist. Residente, testikulare
Makrophagen weisen z.B. eine reduzierte Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine auf. Daher werden diesen Zellen anti-inflammatorische und
regulatorische Eigenschaften zugeschrieben, wahrend bei einem testikularen
Entzindungsgeschehen erst kirzlich eingewanderte Immunzellen fir die pro-
inflammatorische Immunantwort verantwortlich sind. Diese haben ihren
.nflammatorischen Phanotyp* zunéchst erhalten (Hedger, 2002; Hedger und
Meinhardt, 2003).

1.2.1 Rolle von Zytokinen im Immunprivileg des Hodens

Eine weitere immunologische Besonderheit des Hodens liegt darin, dass
Zytokine, die im Entziindungsgeschehen eine zentrale Rolle einnehmen, im
Hoden auch unter nicht-entziindlichen Bedingungen produziert werden und dort
Uber parakrine und autokrine Mechanismen an der Regulation testikularer
Funktionen beteiligt sind (Hales et al., 1999). Die Rolle dieser Zytokine im
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Hoden koénnte der Schlissel fir das Phanomen des Immunprivilegs im
gesunden Hoden bzw. der entziindungsbedingten Stérung der Hodenfunktion
im pathologischen Fall sein.

Im Allgemeinen handelt es sich bei Zytokinen um monomere bis multimere
Proteine mit einem Molekulargewicht unter 35 kDa, deren primare Aufgabe die
Kontrolle der Immunantwort bei Entzindungsprozessen sowie die Regulation
von Hamatopoese und Immunzellentwicklung ist. Eine Vielzahl der Zytokine
zirkulieren im Blut (Hedger und Meinhardt, 2003). Die Synthese regulatorischer
Zytokine ist jedoch nicht auf Immunzellen beschrankt. Im Hoden treten die
Leydig-, Sertoli- und Peritubularzellen als Hauptproduzenten von Zytokinen, wie
z.B. IL-1, IL-6, Aktivin und TGF-3 auf.

1.2.2 Der Transforming-Growth-Faktor-3 im Hoden

Die Transforming-Growth-Faktor-3 (TGF-R)-Familie besteht aus einer Vielzahl
von Zytokinen, zu denen auch die Unterfamilie der Aktivine und ,Bone-
Morphogenetic-Proteins® (BMP) zahlt. Es konnten drei TGF-3 Isoformen (TGF-
31, -R2, und -R3) identifiziert werden, bei denen es sich um 25-kDa schwere
Homodimere handelt. Allgemein besteht ihre Funktion in: 1) der Inhibition der
Proliferation verschiedener Epithelzellen; 2) immunsuppressiven Effekten und
3) der Stimulation der Produktion der extrazellularen Matrix (Roberts, 1998).

TGF-32 ist die vorherrschende Isoform im Hoden und wird wie die anderen
Isoformen von Peritubular- und Sertoli-Zellen exprimiert und sezerniert
(Mullaney und Skinner, 1993). Die mRNA fir die drei TGF-R-Rezeptortypen
wurde in isolierten Leydig-, Sertoli-, Peritubular- und Keimzellen lokalisiert (Le
Magueresse-Battistoni et al., 1995). Alle TGF-B-lsoformen sind an der
Regulation der Leydig-Zell- und TGF-R2 an der Tubuli-seminiferi-Entwicklung
beteiligt (Khan et al., 1992; Konrad et al., 2000). Im adulten Hoden untersttzt
TGF-3 als anti-inflammatorisches Zytokin die testikulare Immunsuppression
(Pollanen et al., 1993). Neuere Untersuchungen zeigten, dass TGF-1 zudem
an der immun-protektiven Aktivitat der Sertoli-Zellen in Co-Transplantations-

Studien beteiligt ist (Suarez-Pinzon et al., 2000).
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1.2.3 Der Tumornekrose-Faktor-a im Hoden

Bei dem Tumornekrose-Faktor-o. (TNF-a) handelt es sich um ein glykosyliertes
17-kDa Polypeptid mit einer trimeren Struktur. Der Faktor wird hauptséchlich
von aktivierten Makrophagen und Monozyten sezerniert. Es entfaltet seine
zytotoxischen Eigenschaften Uber Bindung an einen Rezeptor, wodurch die
Apoptose der Zielzelle eingeleitet wird.

Im Hoden wird TNF-a von pachytanen Spermatozyten, runden Spermatiden
und interstitiellen Makrophagen exprimiert. In vitro wird TNF-o von runden
Spermatiden (De et al., 1993), in vivo von aktivierten, testikularen Makrophagen
sezerniert (Moore und Hutson, 1994). In vitro konnte im Zellkultur-Uberstand
kultivierter Sertoli-, Leydig- und Peritubularzellen kein TNF-a nachgewiesen
werden (Hutson, 1993). Mdgliche Effektorzellen fur TNF-a stellen die Leydig-
und Sertoli-Zellen dar (De et al., 1993). In Leydig-Zellen bewirkt TNF-o eine
Hemmung der Testosteronsynthese, die vermutlich auf einer verminderten

Expression steroidogener Enzyme beruht (Xiong und Hales, 1993).

1.3 Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF)

Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor wurde 1966 als eines der
ersten Zytokine Uberhaupt entdeckt. Dabei wurde der Faktor als ein von
aktivierten T-Lymphozyten sezerniertes Molekil beschrieben, welches in der
Lage ist, die ungerichtete Migration von Makrophagen zu hemmen (Bloom und
Bennett, 1966; David, 1966). 1989 wurde die humane MIF-cDNA kloniert
(Weiser et al., 1989). Es folgte die Produktion von rekombinantem MIF und anti-
MIF-Antikorpern. 1999 ergab die Entwicklung einer MIF-Knockout-Maus neue
Moglichkeiten zur Untersuchung der MIF-Funktion in vivo (Bozza et al., 1999).

131 Struktur und enzymatische Aktivitat von MIF

Die dreidimensionale Struktur von humanem MIF wurde von Sun et al. (1996)
durch Rontgenkristallographie untersucht. Die Raumstruktur ist die eines
Homotrimers, bei welchem jedes Monomer aus zwei antiparallelen a-Helices

besteht, die gegen eine 3-Faltblattstruktur aus vier [3-Strangen angeordnet sind.
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Zusatzlich sind pro Monomer zwei [3-Strdnge fir die Interaktion mit den
benachbarten Monomeren vorhanden. Ein MIF-Monomer besitzt eine
molekulare Masse von 12,5 kDa und besteht aus 115 Aminosauren, wobei eine
90%ige Sequenzhomologie zwischen humanem und murinem MIF besteht. Die
Sequenzen von Ratte und Maus unterscheiden sich hingegen nur in einer
einzigen Aminosaure (Bernhagen et al., 1994; Bernhagen et al., 1998). In dem
trimeren Proteinkomplex bilden die [3-Faltblatter der drei Untereinheiten eine
zylindrische Struktur, deren Zentrum ein Kanal mit positiv geladenem Potential
darstellt und dessen Durchmesser von 4-15 A variiert. Es ist somit denkbar,
dass negativ geladene, I6sliche Molekile dort binden kénnten.

Die Struktur von MIF ist unter den bisher bekannten Zytokinen einzigartig, so
dass MIF sich keiner Zytokinfamilie zuordnen lasst. Strukturhomologien konnten
allerdings zwischen MIF und drei mikrobiellen Enzymen gefunden werden.
Hierzu zéhlen die Oxalocrotonat-Tautomerase, die 5-Carboxymethyl-2-
Hydroxymuconat-lsomerase und die Chorismat-Mutase (Chook et al., 1994,
Subramanya et al., 1996). Neben den Homologien zu Enzymen konnte fir MIF
auch Enzymaktivitdit nachgewiesen werden. So wurden eine Gluthathion-S-
Transferase-Aktivitdt (Blocki et al.,, 1993), eine Tautomerase-Aktivitat
(Rosengren et al., 1996) und eine Oxidoreduktase-Aktivitdt (Kleemann et al.,
1998Db) fur MIF dokumentiert.

Abb. C: Schematische Darstellung der
trimeren Raumstruktur von MIF basierend
auf  rontgenkristallo-grafischen  Unter-
suchungen (Tan et al., 2001)
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1.3.2 Funktion und Lokalisation von MIF

1.3.2.1 MIF als Hormon

Bernhagen et al. (1993) entdeckten MIF als ein von corticotrophen Zellen der
Hypophyse freigesetztes Hormon. Die Sekretion wird durch den Corticotropin-
Releasing-Faktor (CRF) aktiviert (Nishino et al., 1995; Waeber et al., 1998).
Weitere Studien zeigten, dass MIF vom Hypothalamus (Bacher et al., 1998) und
dem Nebennierenrinden-Cortex exprimiert wird (Bacher et al., 1997). Das dort
intrazellular  praformiert vorliegende MIF wird nach LPS-Stimulation
ausgeschuttet, die intrazellulare MIF-Konzentration sinkt und eine MIF-
Resynthese ist die Folge. Dieses Phanomen wurde auch in zahlreichen
anderen Organen wie der Lunge, der Leber, der Niere, der Milz und der Haut
beobachtet (Bacher et al., 1997).

1.3.2.2 Pro-inflammatorische Eigenschaften von MIF

Neben systemischen Aufgaben kommen MIF wichtige Funktionen als Zytokin
bei der erworbenen Immunitat zu. Nach Behandlung mit mitogenen oder
antigenen Stimuli exprimieren und sezernieren T-Zellen vermehrt MIF, welches
in einem autokrinen Wirkmechanismus diese Zellen wiederum aktiviert, indem
es ihre Proliferation und IL-2 Produktion steigert (Bacher et al., 1996).

Eine bedeutende Rolle von MIF bei der angeborenen Immunitat konnte durch in
vivo-Untersuchungen beim endotoxischen Schock (Bernhagen et al., 1993;
Bacher et al., 1997), der gram-negativen bakteriellen Sepsis (Calandra et al.,
2000) und beim gram-positiven septischen Schock (Calandra et al., 1998)
gezeigt werden. Bei Neutralisation von MIF wiesen die Erkrankungen eine
wesentlich mildere Verlaufsform auf. Es zeigte sich, dass nicht nur das von der
Hypophyse freigesetzte MIF, sondern auch das lokal von Monozyten und
Makrophagen produzierte MIF von Bedeutung ist. Die MIF-Sekretion der
Makrophagen wird hierbei sowohl durch pro-inflammatorische Stimuli wie LPS,

TNF-a und Interferon-y gesteigert. Aul3erdem fuhrt MIF bei Makrophagen zu
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einer erhdhten TNF-a-Sekretion und einer verlangerten Lebensdauer (Calandra
et al., 1994; Mitchell et al., 2002).

Im Gegensatz zur Pathogenese der Sepsis, bei der MIF an der Entgleisung der
immunologischen Antwort beteiligt ist, konnte bei bestimmten Parasitosen
(Leishmaniose und Zystizerkose) durch externe MIF-Applikation eine Milderung
der Symptome herbeigefihrt werden (Juttner et al., 1998; Rodriguez-Sosa et
al., 2003).

Eine weitere entzindungsfordernde Eigenschaft von MIF besteht in seiner
einzigartigen Fahigkeit, der immunsuppressiven Wirkung von Glucocorticoiden
entgegenzuwirken. Dabei ist die Hemmung der TNF-a-, IL-1R-, IL-6- und IL-8-
Sekretion von Makrophagen entscheidend. Verstarkt wird dieser Effekt durch
die Glucocorticoid-bedingte Steigerung der MIF-Sekretion in Makrophagen.
Somit sorgt MIF fir eine Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Effekten des Immunsystems, in dem es der immunsuppressiven Wirkung der
Glucocorticoide entgegenwirkt (Calandra et al., 1995).

Bei chronisch-inflammatorischen sowie autoimmunen Erkrankungen ist MIF
ebenfalls am Krankheitsgeschehen beteiligt. Am besten untersucht ist dies fur
die Rheumathoide Arthritis (RA). So konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
anti-MIF-Antikérpern die Entziindungsreaktion bei der experimentell induzierten
RA unterdrickt (Mikulowska et al., 1997; Leech et al., 1998; Santos et al.,
2001). In einigen Fallen der RA fiihrte der mangelnde Effekt der tblichen anti-
inflammatorischen Glucocorticoidtherapie zu der Vermutung, dass MIF als
Gegenspieler der Glucocorticoidwirkung die Therapie beeinflussen kdnnte.
Santos et al. (2001) belegten diese Hypothese, indem sie zeigten, dass die
Applikation von MIF die durch Glucocorticoidbehandlung bedingte Inhibition der
Antigen-induzierten Arthritis aufheben konnte. In der RA wird des weiteren eine
Rolle von MIF bei der Bindegewebszerstérung durch Matrixmetalloproteinasen
diskutiert, deren Expression in Synoviafibroblasten durch MIF gesteigert werden
konnte (Onodera et al., 2000).

Eine Milderung des Krankheitsverlaufs durch Gabe von neutralisierenden MIF-
Antikorpern konnte fur das akute-Respiratorische-Distress-Syndrom, Asthma,
die autoimmune Glomerulonephritis und die Arteriosklerose beobachtet werden
(Donnelly et al., 1997; Lan et al., 1997; Rossi et al., 1998; Lin et al., 2000). Es
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muss aber angemerkt werden, dass die Wirkung von MIF besonders bei der

Glomerulonephritis umstritten ist.

1.3.2.3 Rolle von MIF in der Zellproliferation, Angiogenese und

Tumorgenese

Wistow et al. (1993) zeigten erstmalig eine Rolle von MIF bei der Entwicklung
der Augenlinse. In nachfolgenden Experimenten konnte ein positiver Einfluss
von MIF auf die Proliferation von T-Lymphozyten (Bacher et al.,, 1996),
NIH/3T3-Fibroblasten (Mitchell et al., 1999) und Fibroblasten-&hnlichen
Synoviozyten (Lacey et al., 2003) dargestellt werden. Da bei der
Tumorentwicklung die Entgleisung der Zellproliferationskontrolle essentiell ist,
wurde nach Entdeckung der pro-proliferativen Wirkung von MIF ein Einfluss
dieses Faktors auch auf die Tumorgenese postuliert. Eine erhohte MIF-
Expression in prostatischen Adenokarzinom-Metastasen (Meyer-Siegler und
Hudson, 1996), murinen Colon-Karzinom-Zellen (Takahashi et al., 1998),
Melanomzellen (Shimizu et al., 1999) und Zellen des Hypophysenadenoms
(Pyle et al., 2003) gaben erste Hinweise auf eine mogliche Rolle von MIF bei
der Tumorentstehung. Die Gabe von neutralisierenden MIF-Antikdrpern
hemmte das Tumorwachstum und die Angiogenese bei 38C13B-Zell-
Lymphomen und Adenokarzinomen (Chesney et al., 1999; Ogawa et al., 2000).
AulRerdem konnte fur MIF eine negative Rolle in der Regulation des p53 gezeigt
werden (Hudson et al., 1999).

1.3.3 Der molekulare Wirkungsmechanismus von MIF

Zytokine vermitteln in der Regel ihre Informationen durch die Bindung an ihre
Rezeptoren auf den  Effektorzellen und setzen damit eine
Signaltransduktionskaskade und die Expression von Effektormolekilen in Gang
(zur Ubersicht: Calandra und Roger, 2003).

Fur MIF konnte lange Zeit kein Rezeptor identifiziert werden. Erst in jingsten
Studien konnte die Bindung von MIF an die extrazellulare Domane von CD74,

der Zelloberflachenform der MHC-Klasse-ll-assoziierten unverdnderlichen
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Kette, auf humanen Monozyten, murinen Makrophagen und der humanen Raiji
B-Zell-Linie beschrieben  werden (Leng et al, 2003). Die
Zelloberflachenbindung von MIF an die Immunzellen 16st die Phosphorylierung
der extrazellular-Signal-regulierten Kinase (ERK-1/2) aus, deren Aktivierung
durch MIF bereits in friheren Studien an NIH/3T3-Zellen nachgewiesen werden
konnte. In NIH/3T3-Zellen erwies sich die Aktivierung von ERK-1/2 als
Proteinkinase A-abhangig und fuhrte zu einem Anstieg des intrazellularen
Phospholipase A2-Gehaltes (Mitchell et al., 1999). Eine Phosphorylierung der
ERK-1/2 nach MIF-Stimulation konnte fur Kardiomyozyten (Fukuzawa et al.,
2002), Fibroblasten-ahnliche Synoviozyten (Lacey et al., 2003) und humane-
mikrovaskulare-Endothel-Zellen (HMVECs) (Amin et al.,, 2003) in den
Zusammenhang mit einer gesteigerten Proliferation dieser Zellen gebracht
werden. In HMVECs wurde mit der Aktivierung der ERK-1/2 auch eine erhéhte
Phosphorylierung der MAPKK MEK-1/2 und des Transkriptionsfaktors Elk-1
initiiert. Elk-1 ist ein in der Signalkaskade distal gelegenes Signalmolekil im
ERK-1/2-MAPK-Weg. Diese Ergebnisse stellen starke Belege fur den Einfluss
von MIF auf die Zelldifferenzierung und auf Wachstumsvorgénge Uber eine
Aktivierung des ERK-1/2-MAPK- Weges dar.

Weiterhin kann MIF den Tumorsuppressor p53 inaktivieren und damit den
Wachstumsarrest und die Apoptose aufheben (Hudson et al., 1999; Fingerle-
Rowson et al., 2003). Entsprechend zeigten MIF-defiziente Makrophagen eine
deutlich geringere Lebensdauer, hohere Apoptoseraten und eine reduzierte
Fahigkeit zur Immunantwort. Erklart wurde dies durch eine erhdhte zellulare
Akkumulation von p53, eine gesteigerte p53-abhéngige Apoptose, einen
herabgesetzten = Arachidonsaure-Metabolismus und  eine  reduzierte
Cyclooxigenase 2 (Cox 2)-Expression (Mitchell et al., 2002).

Roger et al. (2001) brachten die reduzierte Abwehrfunktion MIF-defizienter
Makrophagen in Zusammenhang mit einer Herunterregulation des Toll-like-
Rezeptor-4 (TLR-4). TLR-4 stellt das Signalmolekul des LPS-Rezeptors CD 14
dar, dessen Aktivierung zu einer vermehrten Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine fiihrt. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis stehen die ebenfalls
reduzierte Aktivitdt des Transkriptionsfaktors PU.1 und die verringerten NF-xB-

Konzentrationen als Folge der Wirkung von MIF.
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Kleemann et al. (2000) stellten an 293T-Zellen eine Aufnahme von
extrazellularem, rekombinanten MIF durch eine Nicht-Rezeptor-vermittelte
Endozytose dar. Sie zeigten die Interaktion von MIF mit dem
zytoplasmatischen-Protein Jab-1 (Jun-activation domain-binding protein 1),
welches auch als CSN5 (COP9 Signalosom Untereinheit 5) bezeichnet wird.
Jab-1 aktiviert die Jun N-terminale Kinase (JNK), welche Jun phosphoryliert.
Somit besitzt Jab-1 eine Funktion als Co-Aktivator des Transkriptionsfaktors
Aktivator-Protein-1 (AP-1), der an Zellwachstumsvorgéangen, Transformation
und Zelltod beteiligt ist. Durch die Bindung von MIF an Jab-1 wird die durch
TNF-o erhohte Transkriptionsrate von AP-1 gehemmt. Zudem konnte
festgestellt werden, dass die Jab-1-abhéngige Degradation des Zell-Zyklus-
Inhibitors p27""* durch die Bindung von MIF an Jab-1 abnimmt. In Folge steigt
die Konzentration von p27¥"* in der Zelle an und filhrt einen Wachstumsarrest
herbei (Kleemann et al., 2000). Dieser beobachtete, durch MIF herbeigefihrte
Wachstumsarrest steht im Widerspruch zur pro-proliferativen MIF-Wirkung aus

vorangegangenen Arbeiten (Mitchell et al., 1999).

1.34 MIF im Hoden

1996 entdeckten Meinhardt et al., dass MIF im humanen Hoden und im Hoden
der Ratte von Leydig-Zellen exprimiert wird. Die MIF-Expression in Leydig-
Zellen blieb auch in hypophysektomierten Ratten unverdndert. Ein Einfluss von
MIF auf die basale und LH-induzierte Testosteron-Produktion in Leydig-Zellen
konnte nicht gezeigt werden. Es war jedoch in vitro eine dosisabhéngige
Reduktion der Inhibin-Sekretion der Sertoli-Zellen durch MIF zu beobachten.
Einen weiteren Hinweis auf eine wichtige regulatorische Rolle von MIF in der
normalen Hodenfunktion ergaben folgende Experimente: sieben Tage nach
Depletion der Leydig-Zellen mit dem spezifischen Toxin Ethan-Dimethan-
Sulfonat (EDS) konnte in den zuvor MIF-negativen Sertoli-Zellen MIF-mRNA
und —Protein-Expression nachgewiesen werden (Meinhardt et al., 1999). Dieser
Prozess erwies sich nach Repopulation der Leydig-Zellen als reversibel.
Zusammen mit der Hemmung der Inhibin-Sekretion durch MIF sprechen diese
Ergebnisse fir eine Rolle des Zytokins MIF bei der Leydig-Zell-Tubulus-
Interaktion (Nishihira, 1998).
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1.3.5 Signaltransduktion von MIF in testikularen Zellen

Wennemuth et al. (2000) zeigten, dass die Inkubation von isolierten
Peritubularzellen mit rec MIF einen Anstieg des intrazellularen Kalziums
bewirkt. Dabei handelt es sich um einen kapazitativen Kalzium-Einstrom, bei
welchem es zunachst zur Entleerung der intrazellularen Kalziumspeicher
kommt. Die dadurch verursachte Spannungsanderung fihrt zur Offnung der
membranstandigen Kalziumkanale und ermoglicht so den Einstrom von Kalzium
aus dem Extrazellularraum. Jingste Ergebnisse zeigten, dass MIF in
Peritubularzellen eine Aktivierung der Proteinkinase C bewirkt. Eine Beteiligung
des Phospholipase A-Weges bei der MIF-Signaltransduktion war hingegen
nicht zu beobachten (Wiegand et al, 2001).

Leydig-Zelle

Putativer
MIF-Rezeptor

Peritubularzelle

Abb. D: Schematische Darstellung der MIF-Signaltransduktion in Peritubulérzellen. ER:
Endoplasmatisches Retikulum; Ca’": Kalzium-lonen;
PKC: Proteinkinase C.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

MIF wurde urspriinglich als ein von aktivierten T-Lymphozyten sezerniertes
Zytokin entdeckt (Bloom und Bennett, 1966; David, 1966; Meinhardt et al.,
1996). Neben zahlreichen anderen Geweben wurde MIF auch im Hoden
lokalisiert, wo der Faktor von Leydig-Zellen produziert wird (Meinhardt et al.,
1996). Die Hemmung der Inhibin-Sekretion von Sertoli-Zellen durch MIF
(Meinhardt et al., 1996) sowie die kompensatorische MIF-Expression der
Sertoli-Zellen nach Leydig-Zell-Depletion (Meinhardt et al., 1999), weisen auf
eine wichtige Rolle von MIF bei der Leydig-Zell-Tubulus-Interaktion hin. Eigene
Befunde der Arbeitsgruppe konnten nach MIF-Stimulation einen kapazitativen
Kalziumeinstrom in Peritubulérzellen nachweisen (Wennemuth et al., 2000).
Neuere Erkenntnisse zeigten eine Aktivierung der Proteinkinase C durch MIF
(Wiegand et al.,, 2001). Insgesamt ist Uber den molekularen Wirkungs-
mechanismus von MIF aber nur sehr wenig bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die ldentifikation weiterer Signalmolekile, die
bei der MIF-Signaltransduktion in testikularen Zielzellen (Peritubular-, Sertoli-
Zellen) von Bedeutung sind. Zahlreiche  Signalmolekile werden durch
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung an Tyrosin-, Threonin- oder
Serinresten aktiviert oder deaktiviert. Daher wurden von der Untersuchung der
Tyrosin-, Serin- und Threoninphosphorylierungsmuster  MIF-stimulierter
Peritubular- und Sertoli-Zellen Hinweise auf weitere Signalmolekile der MIF-
Signaltransduktion vermutet.

Ein zweiter Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Untersuchung einer moglichen
Wirkung von MIF auf die Balance pro- und anti-inflammatorischer Zytokine.
Zytokinen kommt eine duale Funktion bei der Aufrechterhaltung der normalen
Hodenfunktion und dem Erhalt des immunprivilegierten Status zu (Hedger und
Meinhardt, 2003). In diesem Zusammenhang sollte die Wirkung von MIF auf die

Sekretion von TGF-32 und TNF-a in Peritubulérzellen analysiert werden.
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2 Material

2.1 Reagenzien und Versuchsmaterial

Die verwendeten Chemikalien waren von hochstmdglichem Reinheitsgrad und
wurden, falls nicht anders vermerkt, von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Biosciences (Braunschweig), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco BRL-
Bethesda Research Laboratories (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Pharmacia
(Freiburg), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Taufkirchen).

Die Enzyme wurden von Amersham Biosciences (Freiburg), Promega
(Heidelberg), Pan Systems (Nurnberg), New England Biolabs (Frankfurt),
Takara (Japan) und Roche (Mannheim),

die verwendeten Antikdrper von Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg), Biomol
(Hamburg), Sigma (Taufkirchen), Cell Signaling (Massachusetts), Perbio
Science (Bonn) und Serotec (Dusseldorf) bezogen.

Das Plastikverbrauchsmaterial lieferte Greiner (NUrnberg), Eppendorf
(Hamburg), Applied Biosystems (California, USA), Biozym (Oldendorf), Falcon-
Becton Dickinson Labware (Heidelberg) und Sarstedt (NUmbrecht).

Folgende Kits wurden benutzt:

Direct Cyclic AMP Enzyme Immunoassay Kit (Biotrend, Koéln),

TGFR,; Emax® ImmunoAssay System (Promega, Heidelberg).

Das rekombinante MIF stellte freundlicherweise das Picower Institute for
Medical Research (Manhasset, New York) zur Verfligung.

Die Herstellung des sterilen Wassers erfolgte sowohl mit Hilfe einer Optipure-
Reinstwasseranlage der Fa. MembraPure (Bodenheim) mit einer
vorgeschalteten lonenaustauscherkartusche (Ministii P21) der Fa. Christ
(Osterode/Harz), einer UV-Lampe und Ultrafiltration, als auch mit Hilfe einer
MilliQ-Reinstwasseranlage der Fa. Millipore (Eschborn) mit einer
vorgeschalteten lonenaustauscherkartusche (Ministii P21) der Fa. Christ
(Osterode/Harz).

Die verwendeten thermostabilen Losungen wurden durch Autoklavieren bei

120°C, 1 ati und einer das Volumen der Loésung berlcksichtigenden
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Zeitspanne autoklaviert. Die Entkeimung der thermolabilen Lésungen erfolgte
durch Sterilfiltration unter Verwendung von Sterilfiltern der Fa. Millipore
(Eschborn) mit einer PorengréRe von 0,2 um fur die Verwendung in der
Zellkultur und 0,4 um fur die Verwendung in anderen Bereichen.

Das Photomaterial zur Dokumentation stammte von Amersham Biosciences
(Freiburg), Fuji (Dusseldorf) und Mitsubishi Electric Europe (Hatfield, UK).

2.2 Verwendete Zellkultur-Medien

Medium fir Peritubularzellen:
RPMI 1640 mit 10% FKS:

RPMI 1640 500 ml
Foetales Kalberserum (FKS) 55 ml
Penicillin/ Streptomycin (10 000U/ 6 ml
10mg/ml)
Ultrasaline A 13,5 mi

Medium fir Sertoli Zellen:
RPMI 1640 ohne FKS:

RPMI 1640 500 ml
Penicillin/ Streptomycin (10 000U/ 6 ml
10mg/ml)
Ultrasaline A 13,5 ml

Bis auf die Ultrasaline A (BioWhittaker, Verviers, Belgien) wurden die Medien
und Zusétze von PAA Laboratories GmbH (Colbe) bezogen.

2.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 18-19 Tage alte, immature, mannliche Wistar-Ratten

von Charles River (Sulzfeld).
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2.4 Verwendete Lésungen

Gelelektrophorese

Probenpuffer:
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1 mi
10% SDS-Ldsung 1,6 ml
Glycerin 0,8 ml
DTT 0,64 g
0,05 % ige Bromphenolblau-L6sung 0,2 ml
A. dest. 4 ml
Trenngelpuffer:
Tris-HCI (pH 8,8) 15M

10%-iges Trenngel:

Fur 2 Gele (10ml)

A. dest. 4,1 ml

30% Acrylamid-Bis-Lsg. (w/v) 3,3ml

Trenngelpuffer 2,5 ml

10% SDS 100 pl

10% APS 100 pl

Temed 10 pl
Sammelgelpuffer:

Tris-HCI (pH 6,8) 05M

4%-iges Sammelgel:

Fur 2 Gele (3ml)

A. dest. 1,8 ml
30% Acrylamid-Bis-Lsg. (w/v) 0,39 ml
Sammelgelpuffer 0,9 ml
10% SDS 30 ul
10% APS 15 ul
TEMED 3ul
10x Elektrophoresepuffer:
Glycin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1% (w/v)
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20x MOPS-SDS Laufpuffer fiur NuPAGE-Fertiggele:

MOPS 1M
Tris 1M
SDS 69,3 mM

EDTA 20,5 mM

1x Puffer = pH 7,7

Coomassie-Farbeldésunag:

Commassie Brilliant Blau R

0,1% (w/v)

Methanol

40% (vIv)

Essigsaure

10% (v/v)

Coomassie-Entfarbelésung:

Methanol

40% (v/v)

Essigsaure

10% (v/v)

Proteintransfer

Semidry blot:

Kathoden-Puffer:

Amino-n-Capronsaure

40 mM

Tris-HCI (pH 9,4)

25 mM

Methanol

20% (viv)

Anoden-Puffer:

Tris-HCI (pH 10,4)

30 mM

Methanol

20% (v/v)

Konzentrierter Anoden-Puffer:

Tris-HCI (pH 10,4)

300 mM

Methanol

20% (V/v)

NuPAGE Nassblot:

20x NuPAGE Transfer Puffer:

Bicine 500 mM

Bis-Tris 500 mM

EDTA 20,5 mM
Chlorobutanol 1 mM
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1x NuPAGE Transfer Puffer:

20x NuUPAGE Transfer Puffer 5% (v/v)
Methanol 20% (viv)
A. dest. ad 1000 m|
Ponceau S:
Ponceau S 0,2% (w/v)

Trichloressigsaure 3% (V/Iv)
5x TTBS-Waschpuffer:
Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
NaCl 100 mM
Tween®20 0,1% (v/v)

Nitrozellulose-Membran-Stripping

Stripping-Puffer:

Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM
SDS 2% (w/v)
2-Mercaptoethanol 100 mM

Reinigung der RNA-Praparation von genomischer DNA:

10x DNase-Puffer:

Tris-HCI (pH 8,3) 0,1M
KCI 05M
MgCl, 15 mM
DNA-Gelelektrophorese:
50x TAE:
Tris - Base 242 g
Eisessig (mind. 98% Saure) 57,1 mi
Millipore Wasser ad 900ml|
0,5 M EDTA Losung (pH 8,0) 100ml
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10x DNA-Probenpuffer:

Glycerol

30% (V/v)

Bromphenolblau

0,25% (w/v)

Xylencyanol FF

0,25% (w/v)

TGFR,-ELISA

Karbonat-Beschichtungspuffer:

Natrium-Bikarbonat 25 mM
Natrium-Karbonat 25 mM
pH: 9,6
TBST-Waschpuffer:
Tris-HCI (pH 7,6) 20 mM
NaCl 150 mM
Tween®20 0,05 % (v/v)
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3 Methoden
3.1 Zellkultur-Methoden
3.1.1 Praparation und Kultivierung von Peritubularzellen

Die Peritubularzellen wurden nach dem Protokoll von Hoeben et al. (1995) aus
den Hoden von 19 Tage alten Wistar-Ratten (Charles River, Sulzfeld)
enzymatisch isoliert. Zwanzig Ratten wurden mit einer Uberdosis CO, getotet
und nach Durchtrennen der Arteria carotis teilweise entblutet.

Das Abdomen der Tiere wurde mit 70%igem Ethanol desinfiziert, die Hoden
durch die geoffnete Bauchdecke sterii entnommen wund in 50 mi
Zentrifugenrdhrchen, in die Dulbecco’s PBS (DPBS) vorgelegt wurde, Uberfihrt.
Alle weitern Arbeiten wurden in der sterilen Werkbank durchgefuihrt. Die Hoden
wurden kurz in einer Petrischale mit Jodalkohol (1% Jod in 70%igem Ethanol)
inkubiert und sofort in eine weitere Petrischale mit DPBS gegeben. Nach einer
zweiten Waschung in einer Petrischale mit DPBS wurden die Hoden
dekapsuliert und nochmals in DPBS Uberflhrt.

50 mg Trypsin wurden in 20 ml DPBS gelost und zusammen mit 0,2 ml
DNase I-Losung (1 mg/ml) durch einen 0,4 um Filter steril filtriert. Die mit einer
Pinzette zerkleinerten Hoden wurden 30-50 min in der Trypsin/DNase I-Lésung
in einer 100 ml Glasflasche bei 32°C und 140 rpm im Schittel-Wasserbad
inkubiert. Die Dauer der Inkubation richtete sich nach dem Verdauungszustand
der Tubuli und wurde beendet, wenn diese nach der mikroskopischen Kontrolle
(Axiovert 135, Zeiss, Oberkochen; CKX41, Olympus, Hamburg) verkirzt und
gestreckt vorlagen.

Der enzymatische Verdau wurde durch die Zugabe von Trypsin-Inhibitor
(Endkonzentration 10 mg/ml DPBS) gestoppt. Das verdaute Gewebematerial
wurde fiir 10-20 min der Schwerkraft tiberlassen. Danach wurde der Uberstand
abgenommen und weitere 50 mg Trypsin-Inhibitor in 20 ml DPBS zu dem
Sediment gegeben. AnschlieRend folgten 6-8 Waschschritte mit jeweils 25 ml
DPBS, wobei nach Zugabe des DPBS jeweils 10 min bis zum Sedimentieren

der Tubuli gewartet wurde, um anschlieBend den Uberstand zu verwerfen.

25



Methoden

Die nachste enzymatische Inkubation mit 20 mg Hyaluronidase und 20 mg
Collagenase, gelost in steril filtrierten 10 ml DPBS mit 0,2 ml DNase |-Ldsung,
erfolgte fur 10-20 min im Wasser-Schittelbad bei 32°C und 140 rpm. Die
Inkubation wurde nach mikroskopischer Kontrolle beendet, wenn die Tubuli als
Zeichen fur die Abloésung der Peritubularzellen eine irregulare Oberflache
aufwiesen.

Die Tubuli wurden fir 10 min der Schwerkraft tberlassen. Anschliel3end wurde
der tubulusfreie Uberstand mit den Peritubularzellen abgenommen und mit
Medium fur Peritubularzellen (RPMI 1640 mit 10% FKS) versetzt.

Die Tubuli wurden fiur die Gewinnung der Sertoli-Zellen weiterverwendet (s.u.).
Die Peritubularzellen wurden fur 10 min der Schwerkraft Gberlassen und dann
fur 10 min bei 500 rpm zentrifugiert. Die Peritubularzellen wurden in 10 ml
Medium resuspendiert und in 10 Kulturflaschen (75 cm?) ausgesét.

Durch zweimaliges Trypsinieren der Zellen an Tag 3 und Tag 5 nach der
Praparation wurden die kontaminierenden Zellen (z.B. Sertoli-Zellen,
Makrophagen) eliminiert, so dass die Reinheit der Peritubularzellkultur
mindestens 95 % betrug. Dies wurde vor den Inkubationsversuchen mittels
Phasenkontrast-Mikroskopie an Hand der typischen Morphologie der
Peritubularzellen verifiziert.

Die Zellen wurden bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert (Hera Cell,
Heraeus Instruments GmbH, Hanau; CB Serie, Binder GmbH, Tuttlingen). Ein
Wechsel des Mediums erfolgte alle 3-4 Tage. Sobald die Zellen 100%
Konfluenz erreicht hatten, wurden sie passagiert.

Dazu wurden die Zellen zunachst zweimal mit je 10 ml DPBS gewaschen,
bevor 1 ml Trypsin/EDTA (0,5 g Trypsin; 0,2 g EDTA/I DPBS) pro Kulturflasche
zu den Zellen gegeben und 2-3 min bei 37°C inkubiert wurde. Sobald sich die
Zellen vom Boden geldst hatten (mikroskopische Kontrolle), wurde das Trypsin
durch die Zugabe von Medium inaktiviert. Die Zellen wurden fur 10 min bei 500
rpm zentrifugiert und in Medium resuspendiert. Die Zellen einer Kulturflasche
wurden anschliel3end auf zwei Gefalie verteilt.

Fur die Versuche wurden die Peritubularzellen zur Ausdifferenzierung
mindestens 24 h bei 32°C und einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert.
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3.1.2 Praparation und Kultivierung von Sertoli-Zellen

Im Anschluss an die Praparation der Peritubularzellen wurden die dabei
anfallenden Tubuli zur Gewinnung von Sertoli-Zellen nach dem modifizierten
Protokoll von Hoeben et al. (1995) verwendet.

Die Tubuli wurden mit 20 mg Hyaluronidase in 20 ml DPBS bei 32°C und 140
rpm im Schittel-Wasserbad fur 50-60 min inkubiert.

Danach wurde Sertoli-Zell-Medium (RPMI 1640 ohne FKS) zugegeben und die
Tubuli fir 10 min der Schwerkraft (iberlassen. Der Tubulus-freie Uberstand
wurde verworfen und das Sediment in 12 ml Medium resuspendiert. Durch
mehrmaliges Aspirieren der Tubuli durch eine 18 Gauge Kantle (1,2 x 40 mm)
wurden die Sertoli-Zellen herausgelost und anschlieend auf 6
Zellkulturflaschen (75 cm?) aufgeteilt.

Die so gewonnene unreine Sertoli-Zell-Kultur wurde durch einen hypotonen
Schock an Tag 2 nach der Praparation von kontaminierenden Zellen (z.B.
Peritubularzellen) befreit.

Daflr wurde nach dem Entfernen des Mediums der Boden der Zellkulturflasche
mit einer steril filtrierten 20 mM Tris-Losung fir 2-2% min bedeckt. Nach der
Inkubation wurde die Tris-Losung abgenommen und die Zellen zweimal mit
Medium gewaschen.

Die Sertoli-Zellen teilen sich in Kultur nicht mehr und lassen sich daher nicht
passagieren. Kultiviert wurden die Sertoli-Zellen bei einer Temperatur von 32°C
und einem CO,-Gehalt von 5% (Hera Cell, Heraeus Instruments GmbH, Hanau;
CB Serie, Binder GmbH, Tuttlingen). Das Medium wurde alle 2-3 Tage

erneuert.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Mit Hilfe der Burker-Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt. Bei sehr hohen
Zellzahlen wurde die Zellsuspension 1/10 mit Trypanblau (Gibco BRL, Berlin)
verdunnt und dann auf die Zahlkammer gegeben.

Es wurden unter dem Mikroskop 25 Kleinstquadrate unter zu Hilfenahme der L-
Regel ausgezahlt und die Zellzahl mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl/ml = Anzahl der gezahlten Zellen x Verdunnungsfaktor x Kammerfaktor

Der Kammerfaktor betragt 10°.
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3.14 Stimulation der Zellen mit Makrophagen-Migrations-
Inhibitions-Faktor

Bei den Peritubularzellen wurde vor Beginn der Stimulation der FKS-Gehalt des
Mediums von 10% auf 1% reduziert, da im Serum enthaltene Substanzen den
Versuch héatten beeinflussen kdnnen. AufRerdem diente der reduzierte FKS-
Gehalt der Erreichung einer verminderten Grundaktivitat der Zellen, so dass
mdogliche Effekte besser dargestellt werden konnten. Zur Verringerung des
FKS-Gehaltes wurden die Zellen fur jeweils 1 h mit Medium in absteigender
FKS-Konzentration (5%, 2,5%, und 1%) bei 32°C inkubiert.

Die Stimulation der Zellen erfolgte durch Zugabe des rec MIF zum Medium in
den KulturgefalRen. Stimuliert wurde Uber unterschiedliche Zeitraume und mit
unterschiedlichen MIF-Konzentrationen bei einer Temperatur von 32°C und
einem CO,-Gehalt von 5%. Als Kontrolle wurden die Zellen nur mit Medium
inkubiert.

Die Aufbereitung der stimulierten Zellen erfolgte versuchsspezifisch.

3.2 Morphologische Nachweisverfahren
3.2.1 Immunzytochemie an kultivierten Peritubular- und Sertoli-
Zellen

Die auf Glasplattchen in 24-Well-Platten ausgesaten Peritubular- und Sertoli-
Zellen wurden mit DPBS gewaschen und dann mit -20°C kaltem Methanol far
10 min bei 4°C fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit DPBS konnten die mit
DPBS bedeckten Zellen bei 4°C bis zur Durchfihrung der Immunzytochemie

gelagert werden.

Tab.1 Verwendete Primar- und Sekundar-Antikorper (AK):

Primar-AK Firma Sekundar-AK Firma

Smooth muscle a-actin | DAKO, Cy3-conjugated |Dianova,

(Mouse monoclonal IgG) | Danemark goat-anti-mouse | Hamburg
19G
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Der Primar-Antikérper wurde in verschiedenen Verdinnungen (1:25, 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:500) uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde nach dreimaligem Waschen mit DPBS der Sekundar-Antikdrper 1:1000
in Roti-Block (Firma Roth) verdinnt fir 1 h bei 37°C auf den Zellen belassen.
Bei dem Detektions-Antikérper handelte es sich um einen mit dem Fluorochrom
Cy3 (Indocarbocyanin) gekoppeltes Immunoglobulin.

Danach wurde erneut dreimal mit DPBS gewaschen, die Glasplattchen aus den
Vertiefungen entfernt und mit einem Tropfen flussigem Eindeckmittel
(Vectashild, Vector Laboratories, Burlingame, USA) auf einen Objekttrager
gelegt. Der im Eindeckmittel enthaltene Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4,6-
Diamidin-2”-phenylindol-dihydrochlorid CjisH;15Ns) bildet DNA-DAPI-Komplexe,
wodurch sich die Zellkerne fluoreszenzmikroskopisch nachweisen lassen.

Die lichtgeschitzt gelagerten Objekttrager wurden anschlieend unter einem
Fluoreszenzmikroskop (Leica, Bensheim) betrachtet und photographisch

dokumentiert.

3.2.2 Ol-Rot-O-Farbung von kultivierten Sertoli-Zellen (SCs)

Die in 6-Well-Platten auf Glasplattchen ausgesaten Sertoli-Zellen wurden mit
PBS gewaschen und fur 30 min mit 10%igem Formalin fixiert. Nach Entfernung
der Formalinldsung, fogte ein Waschschritt mit A. dest.. Anschliel3end wurden
die Zellen 5 min mit 60%igem Isopropanol inkubiert. Es folgte die Farbung mit
der Ol-Rot-O-Arbeitslésung fir 5 min bei Raumtemperatur, die durch einen
Waschschritt mit Leitungswasser gestoppt wurde. Danach wurden die Zellkerne
durch eine einmindtige Inkubation mit Hamatoxylin gegengefarbt und die Zellen
erneut mit Leitungswasser gewaschen. Die Glasplattchen wurden mit einem
Tropfen Eindeckmittel (Crystal Mount™, Sigma) auf einem Objekitrager fixiert
und lichtmikroskopisch (Leica, Bensheim) betrachtet.
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3.3 Biochemische Methoden
3.3.1 Western-Blot-Analyse
3.3.1.1 Gewinnung der Proben fir die Western-Blot-Analyse

Die Uber unterschiedliche Zeitraume stimulierten Zellen wurden dreimal mit
kaltem DPBS gewaschen, bevor der Probenpuffer direkt auf die Zellen gegeben
wurde. Die Menge des Puffers richtete sich nach der Wachstumsflache der
Zellen. Nach einer kurzen Inkubationszeit wurden die lysierten Zellen mit dem
Zellschaber abgeldst und mit einer 1 ml Spritze durch eine Kanule (27G = 0,4 x
20 mm) in ein Reaktionsgefald Gberfuhrt, wobei die Zellbestandteile zerkleinert
wurden. AnschlieRend wurden die Proteine fir 10 min bei 95°C denaturiert und

bei -20°C gelagert.

3.3.1.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Herstellung der Gele und die Elektrophorese wurden nach dem Prinzip der

von Laemmli (Laemmli, 1970) beschriebenen Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektroporese (SDS-PAGE) in einer Slab-Gel-Kammer
(Keutz, Reiskirchen) durchgefiihrt. SDS-Gele (Acrylamidkonzentration 12%)
von 1 mm Dicke wurden mit Hilfe einer 30%igen AA-/2%Bis-Stammlésung
(Rotiphorese Gel 30, Roth, Karlsruhe) hergestellt (Schagger und von Jagow,
1987). Das Sammelgel besal’3 eine Acrylamidkonzentration von 4%. 5 ml der
SDS-Gel-Losung wurden mit 50 pl 10%iger Ammoniumpersulfatlosung und 5 pl
Tetramethylendiamin (TEMED) als Polymerisationsstarter versetzt und in die
Gelkammer gegossen. Um einen geraden Abschluss des Gels zu erhalten,
wurden die Gele mit A. dest. Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren
erfolgte die Herstellung des Sammelgels. Dafur wurde 1 ml Sammelgel-Losung
mit 5 pl 10%iger APS-L6sung und 1 pl TEMED versetzt und damit das Trenngel
Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurden die Probentaschen mit der
Probe beladen. Die Kammer wurde innen und aul3en mit 1x Elektrophorese-
Puffer befullt. Die durch Bindung des anionischen Detergens SDS samtlich
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negativ geladenen Proteine wurden mit Laufrichtung zur Anode fir 1 h bei 200
V aufgetrennt.

Als Molekulargewichtsmarker wurde der ,Prestained SDS-PAGE Standard
(Broad Range)“ der Firma BIO-RAD (Herkules) verwendet:

Myosin 206,6 kDa
a-Galactosidase 115,7 kDa
Bovines Serum Albumin 98 kDa
Ovalbumin 54,6 kDa
Corboanhydrase 37,4 kDa
Sojabohnen Trypsininhibitor 29,6 kDa
Lysozym 20 kDa
Aprotinin 6,8 kDa

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele entweder zur Analyse des
Proteinmusters gefarbt oder die Proteine zur Durchfiihrung eines Immunoblots

auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.

3.3.1.3 NuPAGE® BIS-TRIS Gelelektrophorese mit Fertiggelen
Hierbei wurden Bis-Tris-HCI-gepufferte Polyacrylamid-Gele (pH 6,4) mit einem

Acrylamidgradienten von 4-12 % der Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit Hilfe eines MOPS-SDS-Laufpuffers
bei 200 V flr 56 min.

3.3.14 Coomassie-Blau-Farbung
Im Anschluss an die Gelelektrophorese folgte eine Farbung des Gels in

Coomassie-Farbelosung bei 50°C fur 30 min. Nach kurzem Spilen mit
Leitungswasser wurde die Entfarbung des Gels unter mehrmaligem Wechseln
der Entfarbel6ésung fortgesetzt, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren
(ca. 60-120 min). Das Ergebnis wurde mit dem Gel-Jet-Imager der Firma Intas

(Gottingen) dokumentiert.
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3.3.1.5 Western-Blot-Analyse
Bei der Western-Blot-Analyse werden die negativ geladenen Proteine nach

einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese im elektrischen Feld aus dem Gel
auf eine Tragermatrix mit hoher Proteinaffinitat Ubertragen. Als Tréagerfolie
diente die Nitrozellulosemembran Hybond ECL (Amersham Biosiences,

Braunschweig) mit einer PorengréRe von 0,2 pm.

Semi-Dry-Blot
Die Semi-dry Technik (Kyhse-Andersen, 1984) wurde mittels einer Horizontal-
Blot-Kammer (PEQLAB, Erlangen) durchgefiihrt. Sie stellt eine Methode dar,
bei der die Filterpapiere in Puffer getrankt werden und die Ubertragung der
Proteine zwischen zwei horizontalen Graphitplatten stattfindet.
Der Blot wurde folgendermalRen zusammen gefiigt:
Kathode (-)

e 4 Lagen Filterpapier, getrankt in Kathodenpuffer

e Gel, getrankt in Kathodenpuffer

e Nitrozellulose-Membran, getrankt in Anodenpuffer

e 4 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenpuffer

e 4 Lagen Filterpapier, getrankt in konzentriertem Anodenpuffer
Anode (+)
Die luftblasenfrei aufeinander gelegten Blot-Komponenten wurden bei 100 mA
pro Gel fur 1 h geblottet.

Nassblot-Verfahren
Das Nassblot-Verfahren, oder auch Tankblot genannt, wurde mit dem XCell

SureLock™

Blot Modul (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Bei dieser Methode
werden Gel und Membran zwischen Filterpapier und Schwammttichern in eine
mit Puffer gefullte vertikale Blotkammer integriert.

Die in NuPAGE Transferpuffer getrédnkten Blotkomponenten wurden

folgendermal3en in der Kammer zusammengefugt:
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Anode (+)
¢ Blotting Pad
e Blotting Pad
e 3 Lagen Filterpapier
¢ Nitrozellulose-Membran
e Gel
e 3 Lagen Filterpapier
e Blotting Pad
¢ Blotting Pad
Kathode (-)
Danach wurde die innere Blotkammer mit NuPage Transferpuffer und die
aulBere Kammer zur Kihlung mit A. dest. geflillt. Die Proteine wurden bei 30 V

fur 1 h auf die Membran Ubertragen.

3.3.1.6 Ponceau-S-Farbung
Nach dem Blotten wurde die Membran zur Kontrolle einer gleichmé&Rigen

Beladung der Taschen mit Protein und zur Kontrolle der Proteinibertragung fur
2 min in Ponceau S-Farbelosung gefarbt. Nach Spulen mit A. dest. wurde das

Proteinmuster sichtbar.

3.3.1.7 Immunoblot-Analyse
Die auf die Membran Ubertragenen Proteine lassen sich mit spezifischen

Antikérpern nachweisen.

Die Membran wurde zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mit dem
Blocking Reagenz (s. Tab. 2) 1 h bei RT unter stdandigem Schiitteln inkubiert,
dann mit dem Priméar-Antikorper (Tabelle 2) in einer feuchten Kammer fir 1 h
bei RT belassen und im Anschluss fir 1 h unter viermaligem Wechseln des

TTBS-Puffers gewaschen.

33



Methoden

Tab. 2: Verwendete Primar-Antikorper (AK):

Primar-AK

Firma

Verdinnung

Blocking
Reagenz

Anti-Phosphotyrosin, clone 4G10

Upstate Biotechnology,

1: 1000 in 5%

5% Gelatine geldst

(mouse monoclonal IgGap,) Lake Placid (USA) BSAin TTBS in TTBS
Anti-Phosphothreonin, clone 1E11 | Upstate Biotechnology, |1 : 500 in 5% | 5% Gelatine gel6st
(mouse monoclonal 1gG) Lake Placid (USA) BSAin TTBS in TTBS

Anti-Phosphoserin, clone 16B4

(mouse monoclonal IgM)

Upstate Biotechnology,
Lake Placid (USA)

1: 500 in 1x Roti-
Block

1x Roti-Block
(Roth, Karlsruhe)

Anti-Phospho-p44/42 MAP Kinase | Cell Signaling 1:2000 in 5% | 5% Milchpulver
(Thr202/Tyr204); clone E10 (mouse | (Massachusetts) Milchpulver in | geléstin TTBS
monoclonal IgG) TTBS

Anti-p44/42 MAP Kinase, (rabbit| Cell Signaling 1:1000 in 5% |5% Milchpulver
polyclonal 1gG) (Massachusetts) BSA in TTBS geléstin TTBS

Es folgte die Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur mit einem Peroxidase-

gekoppelten Sekundar-Antikorper,

Antikorpers gerichtet ist.
Tab. 3: Fur die genannten

Antikodrper verwendet:

der gegen

den Fc-Teil

des Primar-

Priméar-Antikdrper wurden folgende Sekundar-

Primar-AK

Sekundar-AK

Firma

Verdinnung

Anti-Phosphotyrosine, clone 4G10

(mouse monoclonal IgGp,)

sheep-anti-mouse IgG

(Peroxidase

Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

1: 3000 in 5% BSA
geléstin TTBS

gekoppelt)
Anti-Phosphothreonine, clone 1E11 | sheep-anti-mouse IgG | Sigma-Aldrich, 1:3000in 5% BSA
(mouse monoclonal 1gG) (Peroxidase Deisenhofen gel6stin TTBS
gekoppelt)
Anti-Phosphoserine, clone 16B4 goat-anti-mouse IgM | Rockland, 1: 3000 in 1x Roti-
(mouse monoclonal IgM) (Peroxidase Gilbertsville Block
gekoppelt)
Anti-Phospho-p44/42 MAP Kinase | goat-anti-mouse 1gG | Perbio Science, | 1:3000 in 5%
(Thr202/Tyr204); clone E10 (mouse | (Peroxidase Bonn Milchpulver gelést in
monoclonal IgG) gekoppelt) TTBS
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Anti-p44/42 MAP Kinase, (rabbit|goat-anti-rabbit 1gG | Perbio Science, | 1:3000 in

5%

polyclonal IgG) (Peroxidase Bonn Milchpulver gelést in

gekoppelt) TTBS

AnschlieRend wurde die Membran fir 1 h unter viermaligem Wechseln des
TTBS-Puffers gewaschen.

Die Detektion des Immunkomplexes erfolgte mit Hilfe des ,enhanced
chemiluminescence system®* (ECL, Amersham-Biosciences, Braunschweig).
Dabei reagiert das in der Peroxidase-Reaktion frei gewordene Sauerstoffradikal
(0,¥) mit Luminol, welches in einen angeregten Zustand Ubergeht.
Anschlie3end wird unter Energieverlust Licht (428 nm) abgestrahlt, wobei ein
Phenolderivat als Verstarker (Enhancer) der Lichtemission dient.

Durch die Abstrahlung des Lichtes entstehen bei der Exposition eines
Rontgenfilms Verschattungen. Die Detektion der Lichtemission erfolgte in
Dunkelheit auf einem Hyperfilm ECL von Amersham-Biosciences (Freiburg) fur
1-60 min.

Nach Detektion der p44/42-MAP-Kinase, wurde der Antikérper-Komplex
abgel6st (stripping), um im Anschluss eine Immunoblot-Analyse derselben
Membran mit dem anti-p44/42-MAPK-Kinase-Antikdrper (rabbit polyconal 1gG)

durchzufiihren.

3.3.1.8 Nitrozellulose-Membran-Stripping
Um eine bereits mit Western-Blot untersuchte Nitrozellulose-Membran (siehe

3.3.1.7) ein weiteres Mal mit einem Antikorper zu analysieren, wurde die
Membran 30 min bei 55°C unter Bewegung in Stripping-Puffer inkubiert. Dabei
l6sen sich die Antigen-Antikdrper-Bindungen durch die reduzierende und
denaturierende Einwirkung von DTT und SDS. Durch zwei Waschschritte von je
10 min bei RT in TTBS wurden die geldsten Substanzen entfernt. Alle weiteren
Schritte entsprachen dem Vorgehen bei der Western-Blot-Analyse (siehe
3.3.1.7).
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3.3.2 Enzyme-linked-immunosorbent-Assay
3.3.2.1 Messung des zyklischen AMP in MIF-stimulierten Sertoli-
Zellen

Die Messungen wurden mit Hilfe des Direct Cyclic AMP Enzyme Immunoassay
Kit der Firma Assay Designs (Ann Arbor, USA) durchgefuhrt. Es handelt sich
hierbei um einen kompetitiven ELISA. Die ELISA-Platte liegt bereits mit einem
polyklonalen Antikérper gegen cAMP beschichtet vor. An diesen Antikdrper
binden kompetitiv entweder das in der Probe enthaltene cAMP, oder ein an eine
alkalische Phosphatase gekoppeltes cAMP. Der von der alkalischen
Phosphatase erzeugte Gelbton nach Zugabe des Substrats ist daher umgekehrt
proportional zu dem Gehalt an cAMP in der Probe.

Die fur 15 min, 30 min und 60 min mit Medium alleine, 50 ng/ml oder 100 ng/ml
rec MIF oder 10 mmol Forskolin in 6-Well-Platten kultivierten Sertoli-Zellen
wurden mit 600 pl 0,1 M HCI fur 20 min lysiert. AnschlieBend wurden die
Lysate fur 10 min bei +4°C und 700 rpm zentrifugiert. Zu je 200 ul des
abgenommen  Uberstands bzw. der Standards wurden 10 pl
Acetylierungsreagenz  hinzugegeben. Die Standards besallen CcAMP-
Konzentrationen von 20, 5, 1.25, 0.312 und 0.078 pmol/ml.

Je 100 pl der Standards oder der Proben wurden zusammen mit 50 pl
Neutralisierungsreagenz und 50 pl Konjugat (= Losung, die das an alkalische
Phosphatase gekoppelte cAMP enthielt) in die Wells der ELISA-Platte pipettiert
und fur 2 h bei RT und 500 rpm auf einem Schittler inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen der Wells mit 200 ul Waschpuffer folgte die Zugabe von
200 pl Substrat (p-Nitrophenylphosphat-Losung). Die Reaktion wurde nach 1 h
bei RT und 500 rpm mit 50 ul 1 M Trisnatriumphosphat gestoppt und die
Farbintensitat in einem ELISA-Reader (Acterna GmbH & Co. KG) bei 405 nm

Messwellenlange und 590 nm Referenzwellenlange gemessen.

3.3.2.2 Bestimmung des TGF-32-Proteingehaltes in
Kulturiberstanden MIF-stimulierter Peritubuléarzellen

Zur Bestimmung des biologisch aktiven TGF-R2 wurde das TGF-[32

Emax®ImmunoAssay System der Firma Promega (Madison, USA) verwendet.

Hierbei handelt es sich um einen ,Sandwich“-ELISA. Eine 96-Well-Platte wurde

mit einem TGF-32-Antikérper beschichtet, der das freie TGF-[32 bindet. Ein
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zweiter TGF-R2-Antikdrper bindet wiederum an das bereits gebundene TGF-32.
Nach einem Waschschritt wird ein Antikorper-Konjugat mit Meerettich-
Peroxidase zugefugt, welches an den AK-TGF-32-AK-Komplex bindet und das
Substrat Tetramethylbenzidine (TMB) umsetzt. Somit ist die Farbintensitét
proportional zu dem gebundenen TGF-R32.

Peritubularzellen wurden fur 2 h, 24 h, 48 h und 72 h mit jeweils 10 ng/ml, 50
ng/ml und 100 ng/ml rec MIF im Medium oder Medium alleine bei 32°C in 6-
Well-Platten inkubiert. Die Kulturtiiberstdnde wurden fir 10 min bei 500 rpm
zentrifugiert. Zu 1 ml  Kulturiberstand wurde zur Sdaureaktivierung des
biologisch inaktiven TGF-32 1 M HCI hinzugegeben, bis der pH 2-3 betrug.
Nach 15 minutiger Inkubation bei RT wurde mittels 1 M NaOH der pH wieder
auf 7-8 eingestellt und die Proben bei -80°C bis zur Durchfuhrung des ELISAs
aufbewahrt. Die in den 6-Well-Platten verbliebenen Zellen wurden mit 600 pl
Trypsin/EDTA fir 2 min bei 37°C abgelost, die Reaktion mit 4 ml
Peritubuléarzellmedium gestoppt und die Zellen fur 10 min bei 500 rpm
zentrifugiert. Die Uberstande wurden bis auf 0,5 ml entfernt, die Zellen in dem
verbliebenen Medium resuspendiert und ausgezahlt.

Eine ELISA-Platte Nunc-Immuno Modul C8 Maxisorb (Nunc GmbH & CO. KG,
Wiesbaden) wurde zunachst mit einem TGF-[32-Beschichtungsantikorper in
Karbonatbeschichtungspuffer fur 16-20 h bei 4°C beschichtet.

Nach einer 15 min Anwarmphase der Platte bei Raumtemperatur wurde der
Inhalt entfernt und die unspezifischen Bindungsstellen durch eine Inkubation mit
270 pl des Blockierungspuffers pro Vertiefung fur 35 min bei 37°C blockiert.
100 pl Probe und Standard wurden nach Entfernung des Blockierungspuffers
fur 1,5 h bei RT auf einem Schiittler (100 - 500 rpm) inkubiert. Die Standards
besalRen Konzentrationen von 1000, 500, 250, 125, 62, 31, 15.6 und 0 pg/ml.
Dem viermaligen Waschen der Platte mit Waschpuffer folgte die Inkubation mit
100 pl des in Probenpuffer verdinnten anti-TGF-R32-Antikorper fur 2 h bei RT
und 100-500 rpm. Nach erneutem viermaligem Waschen wurde mit 100 pl
Meerettich-Peroxidase-Konjugat pro Well fir 2 h bei Raumtemperatur und 100-
500 rpm inkubiert. 100 ul der TMB L6sung wurden fir 15 min bei RT inkubiert
und die Farbreaktion dann durch die Zugabe von 100 pl 1 M Salzséure
gestoppt. Die Absorption wurde anschlieBend in einem ELISA Reader (Acterna,

GmbH & CO.KG) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
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3.3.2.3 Bestimmung des TNF-a-Proteingehaltes in Kulturiberstanden
MIF-stimulierter Peritubularzellen

Zur Bestimmung des TNF-a-Gehaltes im Zellkulturiiberstand MIF-stimulierter
Peritubularzellen wurde der ,rat TNF-o. Enzyme Immunometric Assay Kit“ der
Firma Assay Designs (Ann Arbor, USA) verwendet.

Hierbei handelt es sich um einen ,Sandwich“-ELISA, bei welchem die 96-Well-
Platte bereits mit einem polyklonalen Anti-TNF-a-Antikdrper beschichtet
vorliegt, der das freie TNF-o bindet. Ein zweiter Meerrettich-Peroxidase
gekoppelter anti-TNF-a-Antikorper bindet wiederum an das immobilisierte
TNF-a. Die Peroxidase setzt das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) um, so
dass die Farbintensitat proportional zu dem gebundenen TNF-a ist.
Peritubularzellen wurden fur 2 h, 24 h, 48 h und 72 h mit jeweils 50 ng/ml rec
MIF im Medium oder Medium alleine bei 32°C in 6-Well-Platten inkubiert. Die
Kulturiberstande wurden fur 10 min bei 500 rpm zentrifugiert und die
Uberstande bis zur Durchfiihrung des ELISAs bei —80°C aufbewahrt. Die in den
6-Well-Platten verbliebenen Zellen wurden mit 600 pl Trypsin/EDTA fir 2 min
bei 37°C abgeldst. Die Reaktion wurde mit 4 ml Peritubularzellmedium gestoppt
und die Zellen fiir 10 min bei 500 rpm zentrifugiert. Die Uberstande wurden bis
auf 0,5 ml entfernt, die Zellen in dem verbleibenden Medium resuspendiert und
ausgezahlt.

In die Vertiefungen der vorbeschichteten ELISA-Platte wurden 100 pl Probe
oder Standard gegeben und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Standards besal3en
TNF-a-Konzentrationen von 25.000, 12.500, 6.250, 3.125, 1.562,5, 781,25,
390,63 und 0 pg/ml.

Dem siebenmaligen Waschen der Platte mit Waschpuffer folgte die Inkubation
mit 100 pl des Peroxidase-gekoppelten anti-TNF-a-Antikorpers fur 30 min bei
4°C. Nach erneutem neunmaligem Waschen wurden 100 pl der TMB-L6sung
zugegeben und fur 30 min bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die
Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl 1 M Schwefelsdure gestoppt
und die Absorption anschlie3end in einem ELISA Reader (Acterna, GmbH & Co
KG) bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
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3.3 Molekularbiologische Methoden
3.31 Nukleinsdureanalytik
3.3.11 Arbeiten mit RNA

Beim Arbeiten mit RNA ist es auf Grund des ubiquitdren Auftretens von RNasen
notwendig, Vorkehrungen zu treffen, die ein RNase-freies Arbeiten
gewahrleisten. Samtliche Arbeiten wurden daher mit sterilen, autoklavierten
Einmalgeraten bzw. hitzesterilisierten Glaswaren durchgefuhrt. Alternativ
wurden die Gerate vor Gebrauch fir mindestens 30 min mit 3% H,O,
behandelt. Wahrend des Arbeitens wurden Handschuhe getragen.

3.3.1.2 RNA-Isolierung aus Kulturzellen
Die Isolierung der Total-RNA erfolgte nach der TRIzol™-Methode (GibcoBRL,

Grand Island NY).

In eine 75 cm?-Zellkulturflasche wurde 1 ml TRIzol™ gegeben und die Zellen
nach kurzer Inkubation mit einem Zellschaber abgeltst. Die Zellsuspension
wurde in Eppendorf-GefaRe Uberfuhrt, wo die Zellen zur Homogenisierung
mehrmals durch die Kanule (0,55 x 25 mm) einer Spritze gepresst und
anschliel3end fir 10 min bei RT inkubiert wurden.

Das Zell-Lysat wurde nach Zugabe von 1 ml Chloroform fir 5 min bei 12.000
rom und 4°C zentrifugiert, wonach drei Phasen zu unterscheiden waren: Eine
untere rotliche Phase mit der genomischen DNA, eine mittlere weil3liche Phase
mit den Proteinen und eine obere wassrige Phase mit der Total-RNA.

Die obere wassrige Phase wurde abgenommen, mit der gleichen Menge
Chloroform versetzt und erneut 15 min bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Nach einer erneuten Wiederholung dieses Reinigungsschrittes wurde die obere
wassrige Phase mit 0,5 ml Isopropanol versetzt und 30 min bei RT gefallt. Nach
der Sedimentierung fir 30 min bei 12.000 rpm und 4°C wurde die RNA mit 100
ul eiskaltem, 70%igem Ethanol gewaschen. Das Ethanol wurde nach 15 min
Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4°C vorsichtig abgenommen. Das RNA-Pellet
wurde luftgetrocknet und dann in 50 pl Wasser mit 0,5 pl RNase Inhibitor
(RNasin Ribonuclease Inhibitor, 40U/ul, Promega, Heidelberg) gel6st. Die RNA-
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Konzentration wurde spektrophotometrisch bestimmt und die Proben bei -80°C

gelagert.

3.3.1.3 Spektrophotometrische Quantifizierung von Nukleinséuren
Das Spektralphotometer misst die Lichtabsorption von Proben bei einem

bestimmten Langenwellenbereich. Die geldste RNA absorbiert UV-Licht bei
einem Absorptionsmaximum von A = 260 nm. Die RNA-Konzentration kann
nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (A = ¢ x | X ¢ ; ¢ = Konzentration der
Substanz, A = gemessene Absorption, | = Kivettenbreite, ¢ =
Extinktionskoeffizient) berechnet werden. Nach der RNA-Aufreinigung wurde
die RNA-Konzentration photometrisch (Ultrospec 2100 pro, Amersham,
Braunschweig) bestimmt. Dabei gab der Quotient von OD260/OD2go einen
Hinweis auf den Reinheitsgrad der Préparation, wobei eine gute Pré&paration
Werte von 1,8-2,0 aufweisen sollte. Werte kleiner als 1,8 zeigen Protein- bzw.

Phenol-Verunreinigungen an.

3.3.14 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Reinigung der RNA-Préaparation von genomischer DNA
Nach der RNA-Isolierung erfolgte ein Verdau vorhandener DNA mit DNase |

(Roche Diagnostics, Mannheim), wodurch Verunreinigungen mit DNA eliminiert
wurden.
Folgender Ansatz wurde fiir 40 min bei 37°C inkubiert:
X Ul RNA (4 ug)
2 ul DNase | 10x Puffer
2 ul RNase frei DNase | (10 U/ul, Roche Diagnostics, Mannheim)
ad 20 pl mit Millipore-Wasser
Die Reaktion wurde durch eine 10minitige Inkubation bei 72°C gestoppt.
Anschlie3end wurden die Proben bei -20°C gelagert.
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Reverse-Transkription (cDNA-Synthese)
Die gereinigte Total-RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Ein Oligo(dT) Primer

kann hierbei mit Hilfe der reversen Transkriptase des Moloney-Leukamie-Virus
der Maus (M-MLV) einen zu der RNA komplementaren DNA-Strang (cDNA)
herstellen, welcher dann als Matrize in der PCR dient. Somit kann durch die
RT-PCR die Expression eines Genes auf Transkriptionsebene nachgewiesen
werden.
Der folgende Ansatz wurde fir 10 min bei 70°C auf dem Heizblock denaturiert
und dann auf Eis gestellt:

2,5 ug RNA

2 ul Oligo dT (12-18) Primer ( Promega, Heidelberg)
ad 20 ul mit Millipore-Wasser

Danach wurde der zwischenzeitlich pipettierte Ansatz:

8 ul  5x RT-Puffer (Promega)

2 il dNTP Mix (ACGT, je 10 mM, Pomega)

0,5yl RNAsIn® (40 U/ul, Promega)

6 ul  Millipore-Wasser
zu den Proben auf einen 42°C warmen Heizblock gegeben und fir 2 min
inkubiert, bevor 1 ul reverse Transkriptase (200 U/ul, Promega, M-MLV RNase
H Minus) hinzugefligt wurde.
Es folgte eine Inkubation fir 50 min bei 42°C, wahrend dessen die cDNA-
Synthese stattfand. Anschlie3end wurde die reverse Transkriptase fur 10 min
bei 70°C denaturiert. Die cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.

Verwendete Oligonukleotid-Primer
Die Sequenzen der Oligonukleotid-Primer wurden mit Hilfe des Programms

Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi)
ermittelt. AnschlielBend wurden sie auf ihre Sequenzspezifitat Gberprift und
Uber MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen.

Die lyophilisierten Primer wurden durch Zugabe von Millipore-Wasser auf eine
Konzentration von 500 pmol/pl gebracht und bei —20°C gelagert. Vor Gebrauch
wurden sie mit Millipore-Wasser 1:5 verdinnt, so dass sie in einer

Endkonzentration von 100 pmol/pl eingesetzt wurden.
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Tab 4: Verwendete Oligonukleotid-Primer:

Gen Primer-Sequenz FragmentgrofRe | Annealing-Temp.

GAPDH (Glycerin- |5-CAT TGT TGC 320 bp 55°C
aldehyd-phosphat- |CAT CAA CGA CC-3
Dehydrogenase), |5 -TCA CAC CCA

Ratte TCA CAA ACA TG-3

Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR)
Zur Uberpriifung der Reinheit der RNA-Praparation und der Prasenz von cDNA

wurde eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) durchgefiuihrt, bei der das in
allen eukaryotischen Zellen etwa gleich stark synthetisierte Glycerinaldehyd-
Phosphat-Dehydrogenase-,housekeeping® Gen (GAPDH) nachgewiesen
wurde.

Die PCR dient zur Vervielfaltigung (= Amplifizierung) eines bestimmten, von
zwei bekannten DNA-Sequenzen begrenzten, DNA-Abschnitts. Dazu lagern
sich  Oligonukleotidprimer, an eine definierte Sequenz der DNA-Matrize
komplementar an. Diese Oligonukleotidprimer werden von einer DNA-
Polymerase in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPS)
verlangert. Die Amplifizierung einer bestimmten DNA-Sequenz verlauft in einer
zyklischen Abfolge von Denaturierung der DNA-Matrize in Einzelstrange,
Anlagerung der Primer (= Annealing) an die Vorlage und die folgende

Verlangerung des DNA-Fragments (= Elongation).

Folgender Reaktionsansatz wurde hergestellt:

cDNA-Vorlage (Probe) 1l
10x PCR Puffer (20 mM MgSO,) 2,5 ul
PCR-Nucleotid Mix (dNTP-Mix) 0,5 pl
3"-GAPDH-Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul
5"-GAPDH-Primer (100 pmol/ul) 0,5 ul
Pfu-DNA-Polymerase (3U/ul) 0,25 pl
Millipore Wasser ad 25 pl
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Dieser Ansatz wurde im PCR-Thermocycler (Cyclone Gradient, Peqlab

Biotechnologie GmbH, Erlangen) in 27 Zyklen folgendem Temperaturprofil

unterzogen:

Initiale Denaturierung 2 min 98°C
Denaturierung 30 sec 94°C
Annealing 30 sec 55°C
Elongation 45 sec 72°C
Terminale Elongation 10 min 72°C

Die PCR-Produkte wurden bei -20°C gelagert oder direkt auf einem Agarose-

Gel zur Analyse aufgetrennt.

Agarose-Gelelektrophorese fir DNA
Zur Herstellung eines Agarose-Gels wurden abhangig von der gewinschten

Konzentration die entsprechende Menge Agarose (Gibco BRL, Berlin) in 1x
TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst und anschlie3end in einen
Gelschlitten mit eingesetztem Kamm gegossen. Die Dichte des Gels nach dem
Erharten wird von der Menge der eingewogenen Agarose bestimmt. Die in
neutralem Milieu negativ geladene DNA wandert bei Anlegung eines
elektrischen Feldes zur Anode. Die Probe wurde mit Gel-Ladepuffer versetzt
und dann in die Taschen des Gels aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurde
das Gel 15-30 min in einer 1:10.000 Verdinnung der ,Sybr®Green | Nucleic
Acid Gel Stain LOosung“ (Molecular Probes, Inc., Leiden, Niederlande) unter
Lichtausschluss und standigem Schutteln gefarbt. Sybr-Green bindet an die
kleine Furche von doppelstrangiger DNA. Dieser Komplex wird nach Anregung
mit ultraviolettem Licht sichtbar. Die Dokumentation der im Gel aufgetrennten
DNA wurde mit Hilfe des Gel-Jet-Imager der Firma Intas (Gottingen)

durchgefuhrt.
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Tab. 5: Optimale Agarosekonzentrationen zur Auftrennung von Proben mit

unterschiedlichen Fragmentlangen

Agarosekonzentration (w/v) Optimale Trennung bei folgender
Fragmentlange

0,5 % 1 bis 30 kb

0,7 % 0,8 bis 12 kb

1,0% 0,5 bis 7 kb

1,2 % 0,4 bis 6 kb

15% 0,2 bis 3 kb

2,0 % 0,1 bis 2 kb

3.3.15 Real-time-RT-PCR

Die Real-time-PCR dient der quantitativen Expressions-Analyse von Genen.
Dabei wird die unterschiedliche Emission von freiem und an DNA gebundenem
Sybr-Green ausgenutzt. Bei der Elongation lagert sich kontinuierlich SYBR
Green in die kleine Furche der doppelstrangigen DNA ein, wodurch die
Gesamt-Fluoreszenz-Intensitat ansteigt. Die Fluoreszenz-Messung am Ende
jedes Zyklus der PCR dokumentiert den Mengenzuwachs an amplifizierter
DNA. Je mehr cDNA in der Probe vorliegt, desto weniger Zyklen sind ndétig, bis
sich das Fluoreszenzsignal statistisch signifikant gegeniber dem Hintergrund
abhebt und ein bestimmter Amplifikations-Schwellenwert C; erreicht wird
(Gibson et al.,, 1996; Freeman et al.,, 1999). Da die DNA wahrend der
exponentiellen Phase der PCR quantifiziert wird, in der keine limitierenden
Reaktionskomponenten vorliegen, kann im Gegensatz zu anderen Verfahren
eine wesentlich hohere Prazision erzielt werden.

Zu dem Ansatz einer gewoOhnlichen PCR werden die Farbstoffe Sybr-Green
und Fluoreszin zugesetzt. Fluorescein dient dem Gerat (iCycler, BIO-RAD,
Minchen) zum internen Fluoreszenzabgleich vor Beginn der PCR. Das
beschriebene Verfahren ist eine von mehreren Methoden der Real-Time-RT-
PCR.
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Folgender Ansatz wurde hergestellt:

2x Reaktionspuffer 12,5 pl
Forward Primer (100 pmol/pl) 0,6 pl
Revers Primer (100 pmol/pl) 0,6 ul
Fluorescein 1l
Millipore-Wasser ad 24 ul
cDNA-Vorlage 1p

Tab. 6: In der Real-time-PCR wurden folgende Oligonukleotid-Primer
verwendet:

Gen Primer-Sequenz Fragmentgrof3e | Annealing-Temp.

GAPDH (Glycerin- |5-CAT TGT TGC 320 bp 55°C

aldehyd-phosphat- |CAT CAA CGA CC-3

Dehydrogenase), |5 -TCA CAC CCA

Ratte TCA CAAACA TG-3

TGF-p2 5-CCG GAG GTG 201 bp 61°C

(Transforming ATT TCC ATC TA-3

growth factor p2), |5 -GCG GAC GAT

Ratte TCT GAA GTA GG-3’

Um Ungenauigkeiten beim Pipettieren auszugleichen, wurde eine Vierfach-
Bestimmung jeder Probe durchgefiihrt. Am Ende der Amplifikation wurde durch
den iCycler eine Schmelzkurve der PCR-Produkte erstellt, womit Gberpruft
werden konnte, ob ausschlie3lich das gewiinschte Produkt amplifiziert worden

war.
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4. Ergebnisse
4.1 Zellkultur
411 Isolierung von Peritubulérzellen

Die aus Hoden von 18 Tage alten Ratten gewonnenen Peritubularzellen wiesen
eine hohe Teilungsrate auf, so dass bereits nach 5-6 Tagen in der zweiten
Passage ein hoher Reinheitsgrad beobachtet wurde (Abb. 1A und 1B).

i ; {’_\f .. :I;. =5 Ty 7 -

Abb. 1A: Peritubulé&rzellen, Passage 2 Abb. 1B: Peritubulérzelle, Passage 2

im Phasenkontrastmikroskop, x 10. im Phasenkontrastmikroskop, x 40. Die
platte, gestreckte Form der Peritubularzelle
ist gut zu erkennen.

Zur Uberpriifung der Reinheit der Primarkultur wurde der Peritubularzellmarker
o-Glattmuskel-Aktin eingesetzt. In Abb. 2 sind die rot fluoreszierenden ao-
Glattmuskel-Aktin-Fasern der Peritubulérzellen zu erkennen. Die mit DAPI
gefarbten Zellkerne erscheinen blau. Um die Zellkerne den gefarbten Zellen
zuordnen zu koénnen, wurden die individuell aufgenommenen Mikrofotografien
der a-Glattmuskel-Aktin- und der DAPI-Farbung mittels Bildbearbeitung
ubereinander projiziert. Der Vergleich der Aktin-Farbung mit der DAPI-
Gegenfarbung zeigt, dass die Passage 2 einen nahezu 100%igen
Reinheitsgrad aufweist.
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Abb. 2:
Immunfluoreszenzfarbung von a-Glatt-
muskel-Aktin in isolierten Hoden-Peritubu-
larzellen (Passage 2). DAPI-markierte Zell-
kerne erscheinen blau und F-Aktin-Fasern
rot. x 40.

4.1.2 Isolierung von Sertoli-Zellen

Die bei der Praparation von 18 Tage alten mannlichen Wistar Ratten
gewonnenen Sertoli-Zellen zeigten in Kultur keine Fahigkeit zur Teilung mehr.
Um einen moglichst hohen Reinheitsgrad zu erreichen, wurden die Sertoli-
Zellen an Tag 2 nach der Praparation mit einer hypotonen L6sung behandelt,
was zum Absterben kontaminierender Zellarten fuhrte, da diese im Gegensatz
zu den Sertoli-Zellen empfindlich auf Volumenschwankungen reagierten. Abb.
3.1 zeigt die kultivierten Sertoli-Zellen im Phasenkontrastmikroskop an Tag 5

nach der Praparation.

Abb. 3.1: Sertoli-Zellen im Phasenkontrast- Abb. 3.2: Sertoli-Zellen im Phasenkontrast-

mikroskop an Tag 5 nach der Préparation, x 10. mikroskop an Tag 5 nach der Préparation, x 40.
Man erkennt die kopfsteinpflasterartige
Morphologie der Sertoli-Zellen
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Zur Uberprifung des Reinheitsgrades der Sertoli-Zell-Kultur wurden die Zellen
an Tag 5 nach der Aussaat mittels Immunfluoreszenzfarbung unter
Verwendung eines Antikorpers gegen a-Glattmuskel-Aktin getestet. Damit sollte
eine mogliche Kontamination der Sertoli-Zell-Kultur mit Peritubulérzellen
erkannt werden. Insgesamt wurde ein hoher Reinheitsgrad (ca. 92%) der
Sertoli-Zell-Kultur mit einer geringen Zahl kontaminierender Peritubularzellen
beobachtet (Abb. 4).

Abb. 4: Immunfluoreszenzfarbung einer Priméarkultur isolierter Sertoli-Zellen mit a-
Glattmuskel-Aktin. Individuelle Aufnahmen der o-Glattmuskel-Aktin- und der DAPI-Férbung
wurden durch Bildverarbeitung tbereinander projiziert. DAPI-markierte Zellkerne erscheinen
blau und a-Glattmuskel-Aktin-Fasern der PCs rot. x 40.

Zusétzlich zu der Immunfluoreszenz wurde die Reinheit der Zellkultur mit Hilfe
einer Ol Rot-O-Farbung getestet. Dadurch wurden die in Sertoli-Zellen
lokalisierten Lipidtropfchen leuchtend rot angefarbt (Abb. 5A). Als
Negativkontrolle wurden Peritubularzellen, die keine Lipidtropfchen enthalten,
mit Ol-Rot-O behandelt (Abb. 5B). Der geschatzte Reinheitsgrad der Sertoli-
Zell-Kultur betrug ca. 92%.
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Abb. 5. Ol-Rot-O und Hamalaun gefarbte Sertoli-Zellen (A) und Peritubularzellen (B).
Lipidtropfchen erscheinen leuchtend rot, Zellkerne sind mit Hamatoxylin dunkel violett
gegengefarbt, Zellplasma blassviolett. Sertoli-Zellen fallen durch ihren hohen Gehalt an
unterschiedlich groRen Lipidtropfchen auf. x 40. Der geschéatzte Reinheitsgrad der Sertoli-Zell-
Kultur betragt 98%

4.2 Untersuchungen zur Signaltransduktion

4.2.1 Rolle von cAMP am MIF-induzierten-Signaltransduktionsweg
in Sertoli-Zellen

Die Sertoli-Zellen wurden fir jeweils 15 min, 30 min und 60 min mit rec MIF in
verschiedenen Konzentrationen (50 ng/ml, 100 ng/ml in Medium) inkubiert und
mit einem kommerziellen ELISA auf ihren intrazellularen cAMP-Gehalt getestet.
Sertoli-Zellen, die mit 10 uM des irreversiblen Adenylatzyklase-Aktivators
Forskolin stimuliert wurden, dienten als Positivkontrolle. Das Ergebnis wurde in
funf voneinander unabhangigen Versuchen bestatigt (Abb. 6). Bei keinem der
untersuchten Zeitpunkte lie3 sich ein MIF-abhangiger Anstieg von cAMP
nachweisen, wohingegen die mit Forskolin behandelten Sertoli-Zellen mit einem
deutlichen Anstieg des cAMP-Gehaltes (im Maximum 14 pmol/ml nach 15 min)

reagierten.
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Abb. 6: cAMP-Konzentration in MIF-stimulierten Sertoli-Zellen (SCs):

Die cAMP-Konzentration wurde mittels ELISA in Lysaten MIF-stimulierter SCs gemessen.
Dabei war keine Verdnderung der cAMP-Konzentration nach Stimulation zu erkennen.
Forskolin-stimulierte SCs dienten als Positivkontrolle.

4.2.2 Phosphorylierung von Signalmolekilen

Im Ablauf von Signalkaskaden spielen  Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen von Signalproteinen, die durch diesen Vorgang aktiviert
bzw. deaktiviert werden, eine entscheidende Rolle. Die Phosphorylierungen
bzw. Dephosphorylierungen finden an Tyrosin-, Threonin- und Serinresten statt.
Beispielsweise stellt die im Laufe der MIF-Signaltransduktion in
Peritubularzellen aktivierte Proteinkinase C eine Serin-/Threoninkinase dar,
welche ihre Substrate durch Phosphorylierung an Serin- und Threoninresten
aktiviert bzw. deaktivert.

Zur Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von Proteinen nach MIF-
Stimulation wurden die Tyrosin-, Threonin- und Serinphosphorylierungsmuster
von Sertoli- und Peritubularzellen mit Hilfe der Western-Blot-Analyse
untersucht. Dabei wurden spezifische anti-Phospho-Tyrosin-, anti-Phospho-
Threonin- und anti-Phospho-Serin-Antikorper verwendet.
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42.2.1 Probengewinnung
Die Sertoli- bzw. Peritubularzellen wurden fir 5 min und 15 min durch Zugabe

von rec MIF zu dem bereits auf den Zellen befindlichen Medium
(Endkonzentration von MIF: 50ng/ml) stimuliert. Anschlielend wurden die
Zellen durch Zugabe des Probenpuffers lysiert. Als Kontrolle dienten Zellen,
welche fur die gleiche Zeitdauer nur mit Medium ohne MIF inkubiert wurden.
Um nach der Western-Blot-Analyse eine Quantifizierung der phosphorylierten
Proteine durchfihren zu kbnnen, mussten gleiche Proteinmengen auf das SDS-
Gel aufgetragen werden. Dieses wurde sowohl durch Vergleich der Banden
nach Coomassie-Farbung des Gels (Abb. 7) als auch durch die Ponceau S-
Farbung der Blotmembran verifiziert.

206,6 kDa -

115,7 kDa -
98 kDa -

54,6 kDa -

374 kDa -

29,6 kDa -

20 kDa -

Abb. 7: Coomassie-Farbung elektrophoretisch aufgetrennter Sertoli-Zell-Lysate

4.2.2.2 Tyrosinphosphorylierungsmuster MIF-stimulierter
Peritubular- bzw. Sertoli-Zellen

Die Tyrosinphosphorylierungsmuster der Peritubular- (Abb. 8B) und der Sertoli-
Zellen (Abb. 9B) weisen keinen Unterschied zwischen den stimulierten und
unstimulierten Zellen auf. Die in Spur 8 dargestellte Zweitantikérperkontrolle

lasst keine unspezifischen Bindungen erkennen.
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115,7 kDa - 115,7 kDa -
98 kDa - 98 kDa -
54,6 kDa - 54,6 kDa -
37,4 kDa- 37,4 kDa -
29,6 kDa - 29,6 kDa -
1 2 3 4 5 6 T 8 1 2 3 4 5 6 T 8
Abb. 8A: Abb. 8B:
Ponceau S-Farbung der transferierten Tyrosinphosphorylierungsmuster
Proteine MIF-stimulierter PCs dargestellt mit
einem anti-Phospho-Tyrosin-
Antikorper

1= unstimulierte PCs zum Zeitpunkt 0; 2= fiir 5 min mit Medium inkubierte PCs; 3 = flr 5 min mit
rec MIF stimulierte PCs; 4 = fir 15 min mit Medium inkubierte PCs; 5 = fir 15 min mit rec MIF
inkubierte PCs; 6 = fiir 30 min mit Medium inkubierte PCs; 7 = fiir 30 min mit rec MIF inkubierte
PCs; 8 = Negativkontrolle. Konzentration des rec MIF jeweils 50 ng/ml.

115.7 kDa - 115.7 kDa -
98 kDa - 98 kDa -
M.skna-i_ 54,6 kDa -
37,4 kDa - IR el y 37,4 kDa -
29,6 kDa - 29,6 kDa -
20 kDa - 20 kDa -
- -
1 2 3 4 5 & 1 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Abb. 9A: Abb. 9B:

Ponceau S-Farbung der transferierten
Proteine

Tyrosinphosphorylierungsmuster
MIF-stimulierter SCs dargestellt mit

einem anti-Phospho-Tyrosin-
Antikorper

1= unstimulierte SCs zum Zeitpunkt 0; 2= fir 5 min mit Medium inkubierte SCs; 3 = fir 5 min mit
rec MIF stimulierte SCs; 4 = fiir 15 min mit Medium inkubierte SCs; 5 = flir 15 min mit rec MIF
inkubierte SCs; 6 = fiir 30 min mit Medium inkubierte SCs; 7 = fiir 30 min mit rec MIF inkubierte
SCs; 8 = Negativkontrolle. Konzentration des rec MIF jeweils 50 ng/ml.

Als Nebenbefund wurde die Phosphorylierung eines ca. 44 kDa und eines ca.
42 kDa Proteins festgestellt. Diese trat 5 min nach einem Mediumwechsel mit
vorangegangenem Waschschritt sowohl in Peritubular- als auch in Sertoli-
Zellen auf (Abb. 10A und 10B, Spur 6). Diese Phosphorylierungsdnderung war

vor allem bei den Sertoli-Zellen sehr stark ausgepragt (Abb. 10B).
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115,7 kDa -
115,7 kDa - 98 kDa -
98 kDa -
54,6 kDa - ] -
54,6 kDa - L‘: -
=44 kDa b o - B -]
-42kDa 37,4 kDa - =
37,4 kDa -
29,6 kDa- -
29,6 kDa - ="
20 kna-ig —
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Abb. 10A: Abb. 10B:
Tyrosinphophorylierungsmuster Tyrosinphosphorylierungsmuster
MIF-stimulierter PCs dargestellt mit MIF-stimulierter SCs dargestellt mit
einem anti-Phospho-Tyrosin-Antikdrper einem anti-Phospho-Tyrosin-
Antikorper

1-3 = Ponceau S-Farbung der transferierten Proteine
1/ 4= unstimulierte PCs/SCs zum Zeitpunkt 0; 2/ 5= unstimulierte PCs/SCs zum Zeitpunkt 5
min; 3/ 6 = PCs/SCs 5 min nach Mediumwechsel

4.2.2.3 Threoninphosphorylierungsmuster MIF-stimulierter
Peritubular- bzw. Sertoli-Zellen

Die Threoninphosphorylierungsmuster der Peritubular- (Abb. 11B) und der
Sertoli-Zellen (Abb. 12B) weisen keinen Unterschied zwischen den stimulierten
und unstimulierten Zellen auf. Die in Spur 8 dargestellte Kontrolle zeigt keine

unspezifische Bindung des Sekundar-Antikorpers.

206,6 kDa - 206,6 kDa -
115,7 kDa - 115,7 kDa -
98 kDa - | LR T —————
| — -
= e =51 -
546kDa- . N 54,6 kDa - ‘-—--qaiad
T — —-—--—--—-!ﬂ
37,4 kDa - 37,4 kDa - A
29,6 kDa - 29,6 kDa - B S A A
20 kDa - 20 kDa - i JR—-
1 z & 4 5 6 I i 8 1 z 3 4 5 6 g 8
Abb. 11A: Abb. 11B:
Ponceau S-Farbung der transferierten Threoninphosphorylierungsmuster
Proteine MIF-stimulierter PCs dargestellt mit
einem anti-Phospho-Threonin-
Antikorper

1= unstimulierte PCs zum Zeitpunkt 0; 2= fiir 5 min mit Medium inkubierte PCs; 3 = flir 5 min mit
rec MIF stimulierte PCs; 4 = fir 15 min mit Medium inkubierte PCs; 5 = fir 15 min mit rec MIF
inkubierte PCs; 6 = fiir 30 min mit Medium inkubierte PCs; 7 = flir 30 min mit rec MIF inkubierte
PCs; 8 = Negativkontrolle. Konzentration des rec MIF jeweils 50 ng/ml.
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115,7 kDa - 115,7 kDa -
98 kDa - 98 kDa -
b 4 - ' L | '
s, B8 Aae o0 ERSR el el
546 kDa - (NN NN IR B TEE e N 54,6 kDa -
Wy e e St e p—
374kDa- 37,4 kDa -
s =8 R .
296 kDa - = Sy . 29,6 kDa -
20 kDa - 20 kDa -

Abb. 12A: Abb. 12B:

Ponceau S-Farbung der transferierten Threoninphosphorylierungsmuster

Proteine MIF-stimulierter SCs dargestellt mit
einem anti-Phospho-Threonin-
Antikorper

1= unstimulierte SCs zum Zeitpunkt 0; 2= fir 5 min mit Medium inkubierte SCs; 3 = fir 5 min mit
rec MIF stimulierte SCs; 4 = fur 15 min mit Medium inkubierte SCs; 5 = fur 15 min mit rec MIF
inkubierte SCs; 6 = fur 30 min mit Medium inkubierte SCs; 7 = fir 30 min mit rec MIF
inkubierte SCs; 8 = Negativkontrolle. Konzentration des rec MIF jeweils 50 ng/ml.

4224 Serinphosphorylierungsmuster MIF-stimulierter
Peritubular- bzw. Sertoli-Zellen

Die Serinphosphorylierungsmuster der Peritubular- (Abb. 13B) und der Sertoli-
Zellen (Abb. 14B) weisen keinen Unterschied zwischen den stimulierten und
unstimulierten Zellen auf.

206,6 kDa - 206,6 kDa -
115,7 kDa - 1157kDa- |
98 kDa - 98 kDa -
64,6 kDa - X 64,6 kDa -

h_. T —— N SE—— — f
37,4 kDa - 37,4 kDa -
29,6 kDa - 29,6 kDa -
20 kDa - 20 kDa -

Abb. 13A: Abb. 13B:

Ponceau S-Farbung der transferierten Serinphosphorylierungsmuster

Proteine MIF-stimulierter PCs dargestellt mit
einem anti-Phospho-Serin-
Antikorper

1= unstimulierte PCs zum Zeitpunkt 0; 2= fiir 5 min mit Medium inkubierte PCs; 3 = fir 5 min mit
rec MIF stimulierte PCs; 4 = fiir 15 min mit Medium inkubierte PCs; 5 = flir 15 min mit rec MIF
inkubierte PCs; 6 = fiir 30 min mit Medium inkubierte PCs; 7 = fiir 30 min mit rec MIF inkubierte
PCs; 8 = Negativkontrolle. Konzentration des rec MIF jeweils 50 ng/ml.

54



Ergebnisse

206,6 kDa - 206,6 kDa-
115,7 kDa - 115,7 kDa -
98 kDa - - 98 kDa -
54,6 kDa - [N . i - _: -_A.Q 54,6 kDa -
T— — T S — -
- - "
37,4 kDa - 37,4 kDa -
29,6 kDa - - A " _ 29,6 kDa -
e - -
20kDa- _2 N B A 20 kDa -
. -
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Abb. 14A: Abb. 14B:
Ponceau S-Farbung der transferierten Serinphosphorylierungsmuster
Proteine MIF-stimulierter SCs dargestellt mit

einem anti-Phospho-Serin-Antikdrper

1= unstimulierte SCs zum Zeitpunkt 0; 2= fiir 5 min mit Medium inkubierte SCs; 3 = flr 5 min mit
rec MIF stimulierte SCs; 4 = fur 15 min mit Medium inkubierte SCs; 5 = fur 15 min mit rec MIF
inkubierte SCs; 6 = fiir 30 min mit Medium inkubierte SCs; 7 = fur 30 min mit rec MIF inkubierte
SCs; 8 = Negativkontrolle. Konzentration des rec MIF jeweils 50 ng/ml.

4.2.3 Aktivierung der p44/p42-MAPK (ERK-1/2)

Die Extrazellular-Signal-regulierte Kinase (ERK-1/2, p44/42-MAPK) stellt die
mitogen-aktivierte Kinase (MAPK) des Erk-1/2-MAPK-Weges dar. Sie wird von
der MAPKK durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert. 1996 wurde von Mitchell et
al. in NIH/3T3-Fibroblasten eine Phosphorylierung der p44/42-MAPK nach MIF-
Stimulation beschrieben.

Basierend auf diesem Ergebnis wurde in der vorliegenden Arbeit eine mogliche
Phosphorylierung der p44/42-MAPK in MIF-stimulierten Peritubular- bzw.
Sertoli-Zellen untersucht. Hierfir wurden Peritubulérzellen fur 2 min (Spur 3), 5
min (Spur 5), 15 min (Spur 8) und 5 h (Spur 10) mit 50 ng/ml rec MIF stimuliert.
Mit Hilfe der Western-Blot-Analyse wurde mit einem monoklonalen anti-
Phospho-p44/42-MAPK-Antikdrpers eine Quantifizierung der phosphorylierten
ERK-1/2 durchgefuhrt (Abb. 15A). Nach dem Strippen der Membran folgte ein
Immunnachweis der gesamten vom Phosphorylierungszustand unabh&ngigen
p44/42-MAPK unter Verwendung eines weiteren Antikérpers (Abb. 15B). Es
konnte jedoch kein induzierender Effekt von MIF auf die Phosphorylierung der
p44/42-MAPK beobachtet werden.
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Abb. 15: Western-Blot-Analyse MIF-

A stimulierter PCs:

A: Nachweis der Phospho-44/p42-MAPK
o —~ B: Nachweis der Gesamt-p44/42-MAPK
12100 oy ey p e S Gt e e P 1 = unbehandelte PCs zum Zeitpunkt 0; 2

= flir 2 min mit Medium inkubierte PCs; 3 =
fir 2 min mit rec MIF inkubierte PCs; 4 =
fir 5 in mit Medium inkubierte PCs; 5 = fir
5 min mit rec MIF stimulierte PCs; 6 = fiur 5
min mit 10% FKS inkubierte PCs; 7 = fir

1 2 3 4 § 6 7T 8 9 10N 12

B 15 min mit Medium inkubierte PCs; 8 = fiir
- 15 min mit rec MIF inkubierte PCs; 9 = flr
44 kDa - o [ 5 h in Medium inkubierte PCs; 10 = fir 5 h

42KDA - —— ——— — —

mit rec MIF inkubierte PCs; 11 = fir 5 h
1.2 3 4 5 67 8 9 11 12 mit 10% FKS inkubierte PCs; 12 =
Negativkontrolle. Konzentration des rec
MIF jeweils 50 ng/ml.

In Abb. 16 wurde mit Hilfe der Western-Blot-Analyse die phosphorylierte Form
der p44/42-MAPK bzw. Gesamt-p44/42-MAPK der fur 2 min (Spur 2), 5 min
(Spur 4) und 15 min (Spur 6) mit 50 ng/ml rec MIF stimulierten Sertoli-Zellen
dargestellt. Anhand der Bandenintensitat der Gesamt-p44/42-MAPK in Abb.
16B konnte gezeigt werden, dass, abgesehen von Spur 2, gleiche
Proteinmengen auf das SDS-Gel aufgetragen wurden. Nach MIF-Stimulation
konnte kein Unterschied in der p44/42-MAPK-Phosphorylierung in Sertoli-Zellen
festgestellt werden (Abb. 16A). Die leichte Zunahme der Bandenintensitat in
Spur 2 war auf eine gréRere Menge von aufgetragenem Protein zurlickzufiihren
(Abb. 16B).

A
44KkDa - e — Abb. 16: Western-Blot-Analyse MIF-
42 kDa - stimulierter SCs:
1 2 3 4 5 6 7 A: Nachweis der Phospho-p44/42-MAPK
B: Nachweis der Gesamt-p44/42-MAPK
1 = fir 2 min mit Medium inkubierte SCs;
B. 2 = flr 2 min mit rec MIF inkubierte SCs; 3
- = fUr 5 in mit Medium inkubierte SCs; 4 =
KD - —————— i fir 5 min mit rec MIF stimulierte SCs; 5 =
% K - ——— —— fir 15 min mit Medium inkubierte SCs; 6 =
fir 15 min mit rec MIF inkubierte SCs; 7 =
1 @ 3 & 3 6 7 Negativkontrolle. Konzentration des rec
MIF jeweils 50 ng/ml.
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Eine vermehrte Phosphorylierung der p44/p42-MAPK war nur festzustellen,
wenn ein Mediumwechsel vorausgegangen war. Diese Phosphorylierungs-
anderung nach Mediumwechsel war vor allem bei den Sertoli-Zellen sehr stark
ausgepragt (Abb. 16A und 16B) und korrespondiert mit dem in 4.2.2.2

festgestellten Nebenbefund.

Al
44 kDa - E—
42 KDa - e — ﬁﬁgg:
Abb. 17A: Western-Blot-Analyse
1 2 3 4 MIF-stimulierter PCs;
Abb. 17B: Western-Blot-Analyse
MIF-stimulierter SCs:
o] 1-2 = Nachweis der Phospho-
B p44/42-MAPK
3-4 = Nachweis der Gesamt-
44 kDa - D 44 KDa - — p44/42-MAPK
42 kDa - S 42KDa - m—— 1/3 = unstimulierte PCs/SCs zum
Zeitpunkt 0;
1 2 3 4 2/4 = PCs/SCs 5 min nach
Mediumwechsel
4.3 Untersuchungen zur biologischen Wirkung von MIF
auf Peritubularzellen
4.3.1 Sekretion von TGF-32

Peritubularzellen sezernieren neben zahlreichen anderen Substanzen auch den
Wachstumsfaktor TGF-32 (Konrad et al., 2000). Um zu untersuchen, ob das
pro-inflammatorische Zytokin MIF einen regulatorischen Einfluss auf die
Sekretion des anti-inflammatorischen Zytokins TGF-32 bei Peritubulérzellen
nimmt, wurde die TGF-R2-Konzentration in den Zellkultur-Uberstanden MIF-
stimulierter Peritubulérzellen bestimmt. Die Peritubularzellen wurden fur 24 h,
48 h und 72 h mit jeweils 10 ng/ml, 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml rec MIF inkubiert.
Die Anderung der TGF-R2-Konzentration nach MIF-Stimulation wurde in Abb.
18 prozentual dargestellt. Ein signifikanter, kontinuierlicher Anstieg der TGF-32-

Sekretion der unstimulierten Peritubularzellen tUber die Zeit wurde gefunden.
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Eine Stimulation mit MIF in einer Konzentration von 50 ng/ml bewirkte nach
24 h eine signifikante Reduktion der TGF-R2-Konzentration im Kultur-
Uberstand. Bei allen eingesetzten MIF-Konzentrationen zeigte sich nach 48 h
derselbe inhibierende Effekt. Nach 72 h allerdings war die Reduktion der TGF-
R2-Konzentration im Uberstand nur noch bei der hochsten MIF-Konzentration
(100 ng/ml) zu beobachten.

Zum Nachweis der Signifikanz wurde ein beidseitiger T-Test durchgefihrt
(p < 0,05).

m 0 ng MIF pro ml

010 ng MIF pro mi

050 ng MIF pro ml

m 100 ng MIF pro ml

o0 LTI

relative TGF-R2 Sekretion [% ]

24 h 48 h 72h

Abb. 18: TGF-32-Sekretion von Peritubulérzellen nach MIF-Stimulation:

Die TGF-R2-Konzentration im Medium wurde mit Hilfe eines kommerziellen ELISAs nach
Stimulation mit rec MIF (0 ng/ml, 50 ng/ml und 100 ng/ml in Medium) bestimmt. Es konnte eine
signifikante Hemmung der Sekretion von TGF-R2 nach MIF-Stimulation festgestellt werden. Die
Sternchen zeigen die signifikanten Unterschiede (p<0,05) an. Der Versuch wurde in drei von
einander unabhangigen Experimenten wiederholt und die hdchste gemessene TGF-32
Konzentration pro Versuch auf 100% gesetzt.

4.3.2 Expression von TGF-32

Zur Kontrolle, ob der in Kapitel 4.3.1 beobachtete hemmende Effekt von MIF
auf die TGF-32-Sekretion der Peritubularzellen Uber die Regulation der mRNA-
Expression stattfindet, wurde die TGF-R2-Expression mittels Real-Time-PCR

quantifiziert.
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4.3.2.1 Kontrolle der RNA-Isolierung
Die RNA wurde wie in 3.3.1.2 beschrieben isoliert und durch Ermittlung des

Quotienten aus =0OD2gonm/OD2gonm auf Verunreinigungen Uberprift. Die Werte
lagen bei allen durchgefuhrten Extraktionen zwischen 1,7 und 2,0. Somit war

keine der Proben durch Proteine oder Phenol verunreinigt.

4.3.2.2 Kontrolle der Reinheit der isolierten RNA
Um eine mdogliche DNA-Verunreinigung der isolierten RNA zu eliminieren,

wurde die isolierte RNA einem DNase-I-Verdau unterzogen. Zur Kontrolle der
Effizienz dieses Vorgangs wurde eine PCR mit GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase)-Primern  durchgefihrt. Da RNA von Tag-
Polymerasen nicht als Matrize erkannt werden kann, sollten hier keine PCR-
Produkte entstehen. Bei den RNA-Proben zeigte sich keine fiur GAPDH
charakteristische Bande bei 320 bp. Somit lag keine Verunreinigung mit
genomischer DNA vor (Abb. 19). Als Positivkontrolle diente Hoden cDNA. Eine

Amplifikation dieser cDNA resultierte in einem Fragment der Gro3e von 320 bp.

Abb. 19: GAPDH-PCR
nach DNase-I-Verdau
der RNA.
1 = Hoden cDNA; 2 =
Kontrolle ohne cDNA/
RNA; 3 = 100 bp-
Marker; 4-7 = DNase-l
verdaute RNA-Proben; 8
— = leer; 9-14 = DNase-I-
d — verdaute RNA-Proben;
S=0std i | 15 - 100 bp-Marker; 16-
12 3456 789 1011121314 15 161718 19 [MEECEEPICE S ICCENC
RNA-Proben. Die nie-
dermolekularen Banden

stellen Primerdimere
dar.

iy o
w0

320 bp -4
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4.3.2.3 Kontrolle der cDNA-Synthese
Die aus den Peritubulérzellen isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Zur

Kontrolle der cDNA-Synthese wurde erneut eine GAPDH-PCR durchgefuhrt.
Bei allen Proben war die erwartete Bande von 320 bp zu erkennen (Abb. 20).
Somit war die cDNA-Synthese bei allen Proben erfolgreich. Als Positivkontrolle
diente Hoden-cDNA.

‘ » Abb. 20: GAPDH-PCR nach

L L TTT T TR EL 1L L cDNA-Synthese.

: 0 Beananhd Auftrennung der Amplifikations-
4080000000000 produkte in einem 1%igen Agarose-

Gel.

1/26 = 100 bp-Marker, 2 = Hoden

cDNA; 3-24 = cDNA der PCs; 25 =

Negativkontrolle ohne cDNA und

ohne RNA.

34 5 6 7 B 9 1011 121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

4.3.2.4 Durchfuhrung und Auswertung der Real-Time-PCR
Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR wurde das TGF-[32-

Expressionsmuster in Peritubularzellen nach MIF-Stimulation untersucht.

Bei der Durchfiihrung der Real-Time-PCR wurden zum Ausschluss eventueller
Pipettierfehler fir jede Probe entweder eine Verdiinnungsreihe mitgefuhrt oder
eine Vierfachbestimmung durchgefiuhrt. Die Kurven dokumentieren den Anstieg
der Fluoreszenzemission des kontinuierlich an die neu amplifizierten DNA-
Fragmente bindenden Sybr-Greens. Dabei ist der charakteristische Verlauf
einer PCR-Reaktion zu erkennen: Zunachst liegt ein linearer Anstieg vor, in
dem die PCR-Reaktion unter optimalen Bedingungen ablauft, dass heil3t pro
Zyklus kommt es zur Verdopplung der Matrizenstrange. Durch Limitation der
PCR-Komponenten geht die Kurve spéater in eine Plateauphase Uber. Wie die
Kurvenverlaufe bei verschiedenen Verdiinnungen zeigen, lassen sich in dieser
Phase die urspringlichen Ausgangsmengen einer eingesetzten Matrizen-DNA
nicht mehr bestimmen. Deshalb ist es unabdingbar, jegliche Quantifizierung

innerhalb des linearen Bereiches vorzunehmen.
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Die Anzahl der Zyklen, die notwendig waren, bis das Fluoreszenzsignal einen
bestimmten Schwellenwert erreicht hatte, wird als Ci-Wert bezeichnet. Die Ci-
Werte der einzelnen Proben kdnnen miteinander verglichen werden. Dabei ist
eine Aussage uber die in den Proben vorhandene Ausgangsmenge an
Matrizen-DNA mdglich.

In Abb. 21 ist eine nahezu gleichbleibende Differenz zwischen den Ci-Werten
einer unterschiedlich verdiinnten cDNA-Probe zu erkennen, was auf eine hohe

Pipettiergenauigkeit hinweist.
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Abb. 22 zeigt die Kurven der Abb. 21 in logarithmischer Darstellung. Diese
Darstellungsform ermdglicht eine optimale Bestimmung der Ci-Werte, da der
Schwellenwert so niedrig wie moglich gesetzt werden kann, ohne dass dabei
die Fluoreszenzsignale zu Beginn der Reaktion diesen Schwellenwert
Uberschreiten. Fur einen Vergleich verschiedener Proben ist es wichtig, dass
der Schwellenwert bei allen Reaktionen auf denselben Wert festgesetzt wird.
Ansonsten waren keinerlei Aussagen Uber die Expressionsveranderungen von

TGF-32 nach Stimulation mit rec MIF mdglich.
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Abb. 22: Verlauf einer
PCR-Reaktion in log-
arithmischer Darstellung
Die Graphen zeigen den
typischen Verlauf einer
PCR-Reaktion. Die orange
horizontale Linie stellt den
Schwellenwert dar.

Tragt man die dem Ci-Wert entsprechende Zyklenanzahl der verdinnten

Proben gegen den Logarithmus der Ausgangsmenge graphisch auf und

generiert anschlieRend eine Ausgleichsgerade, so lasst sich anhand des

Korrelationskoeffizienten erneut die Genauigkeit des Pipettierens bestimmen.

Dieser sollte mdglichst nahe an 1 liegen. Weiterhin errechnet das Geréat die

PCR-Effizienz der jeweiligen Reaktion, die mdglichst nahe an 100% liegen

sollte. Dabei werden nicht nur die Verdinnungsreihen mit einbezogen, sondern

es wird ebenfalls die eventuelle Anlagerung von Sybr-Green an andere

Produkte als das Ziel-Amplifikat bertcksichtigt. Die in Abb. 23 gezeigte

Ausgleichsgerade der in Abb. 21 und 22 abgebildeten Graphen, ergab eine

PCR-Effizienz von 103,5 und einen Korrelationskoeffizient von 0,998.
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Standardgerade fiir die PCR-Reaktion der Matrizen-
Verdiinnungsreihe

WUnknowns
Standads

Abb. 23: Standardgerade
einer Verdinnungsreihe.
Der Korrelationskoeffizient,
ein Malf3 far die
Pipettiergenauigkeit, liegt
bei 0,998 und die PCR-
Effizienz, die neben der
Pipettiergenauigkeit die
FORSrdsdCuve Do ADD e ey on g omtigent: 0, 998 g\;%rr]_té?gin%\nlf;%eruggd\gg
doppelstrangige Produkte
bertcksichtigt, bei 98,6.

f
|
I
FEERR
Thrashold Cycle

o
2
=

Log Starting Quaniity,

Zur Kontrolle, ob nur das Ziel-Gen oder falschlicherweise auch weitere DNA-
Fragmente amplifiziert wurden, wurde zu Ende eines jeden PCR-Laufes eine
Schmelzkurve durch die kontinuierliche Erhéhung der Temperatur von 50°C auf
100°C generiert. Parallel wird die Fluoreszenzemission dokumentiert, die sich
mit steigender Temperatur beim Aufschmelzen der Amplifikate verringert. Tragt
man —dF/dT (delta Fluoreszenz/ delta Temperatur) gegen die Temperatur auf,
sollte ein einziger Maximalwert zu erkennen sein. Liegen noch andere Maxima
vor, weist dies auf die Amplifikation weiterer Produkte hin. Die Schmelzkurven
der PCR-Produkte, fir die dasselbe Primerpaar eingesetzt wurde, sollten sich
Uberlagern.

Abb. 24 zeigt die Schmelzkurven der TGF-R32-Real-Time-PCR. Jede Kurve
enthdlt nur ein Maximum, wobei sich die Maxima der einzelnen Kurven
Uberlagern. Somit ist in allen Proben ausschlie3lich das gleiche PCR-Fragment

amplifiziert worden.
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Um zu verhindern, dass unterschiedliche Ausgangsmengen an Gesamt-RNA zu
Fehlinterpretationen bei der Analyse der einzelnen Proben fuhren, wurden die
Daten der TGF-32-PCR mit dem konstitutiv gleichmaf3ig exprimierten (house-
keeping) Gen GAPDH, in Relation gesetzt. Dazu wurde fir jede Probe und jede
Verdinnung eine eigene parallele GAPDH-PCR im gleichen iCycler-Lauf
mitgefuhrt.

Um die Daten anschlielend miteinander vergleichen zu kdnnen, musste
zunéchst die Differenz von Ci-TGF-32 und C-GAPDH (AC;) gebildet werden.
Als nachstes musste die Differenz der ACi-Werte von unbehandelten Zellen und
stimulierten sowie unstimulierten Zellen (X) gebildet werden. In einem letzten
Schritt wurde aus X mit Hilfe der Funktion 2™ die relative Expression berechnet,
wodurch die Anderung der TGF-R2-Expression nach MIF-Stimulation dargestellt
werden konnte (Abb. 25).

64



Ergebnisse

Abgleich der Proben gegen GAPDH:

C-Gen — C-GAPDH = AC,

Berechnung der Differenz aus den C-Werten der Proben

(S, sample) und denen der Kontrolle (c, control:

unbehandelte Zellen):

S AC;- C AC,= X

Berechnung der relativen Expression:

Relative Expression = 2-%

Abb.

von

4.3.2.5

25: Berechnung

der relativen Expression

TGF-R2 in mit MIF-

stimulierten PCs.

Expression von TGF-32 in Peritubuléarzellen nach MIF-
Stimulation

Die in Abb. 26 dargestellte TGF-32-Expression von PCs, die uber einen
Zeitraum von 3 h, 6 h, 9 h, 24 h, 48 h und 72 h mit MIF in einer Konzentration

von 50 ng/ml in Medium stimuliert worden waren, zeigten auf Grund der hohen

Standardabweichung keine signifikanten Anderungen des Expressionsmusters.

Eine Reduktion in der TGF-[32-Expression ist andeutungsweise nach 6 h und

9 h zu erkennen.

2,5

1 ]

relative TGF-R2 Expression

0 T

Oh 3h 6h Sh 24h 48h 72h

65

00 ng MIF/ml
B 50 ng MIF/ml

Abb. 26: Relative
TGF-R2-Expression
in PCs nach MIF-
Stimulation: Die
Quantifizierung  der
TGF-R2-Expression
erfolgte mit Hilfe der
Real-Time-PCR. Zu
keinem Stimulations-
zeitpunkt liel3 sich
eine signifikante
Anderung der TGF-
32-Expression nach-
weisen.
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433 Sekretion von TNF-a

TNF-a ist ein zytotoxisches, pro-inflammatorisches Zytokin, welches im Hoden
von aktivierten Makrophagen sezerniert wird. In Mediumiberstanden von
Sertoli-, Peritubular- und Leydig-Zellen wurde TNF-a bisher nicht nachgewiesen
(Hutson et al., 1993). Allerdings zeigten Untersuchungen an testikularen
Makrophagen eine Zunahme der TNF-a-Sekretion nach MIF-Stimulation
(Hutson et al., 1993). Um zu testen, ob MIF einen &hnlichen Effekt auf die
Peritubularzellen ausiben kann, wurde der TNF-a-Gehalt in Zellkultur-
Uberstanden MIF-stimulierter Peritubularzellen mittels eines kommerziellen
ELISAs untersucht.

In  sechs von einander unabhangigen Versuchsansatzen wurden
Peritubularzellen Gber verschiedene ZeitrAume mit rec MIF stimuliert. In einer
Doppelbestimmung wurden die TNF-a-Konzentrationen im Zellkultur-Uberstand
gemessen, wobei ein mit rec TNF-a versetzter Puffer als Positivkontrolle fur die
Messung diente. Die Nachweisgrenze des ELISAs lag bei 420 pg TNF-a/ml. Die
Stimulation der Peritubularzellen mit rec MIF zeigte keine Induktion der TNF-a-
Sekretion in Peritubularzellen ( Abb. 27).

30000
= 25000
f =N
« 20000 Abb. 27: TNF-a-Sekretion von
= 15000 PCs nach MIF-Stimulation:
= Die TNF-a-Konzentration im
E 10000 Zellkultur-Uberstand  wurde  mit
= 5000 Hilfe eines kommerziellen ELISAs
0 : : : : : gemessen. PCs wurden hierzu
s < s o s o b mit rec MIF (50ng/ml in Medium)
=1 g = g «w« ; © bzw. ohne MIF fiir 24 h, 48 h und
S o = > = = 72 h stimuliert. Als Positiv-
- = = = = = kontrolle diente ein mit rec TNF-a.
£ versetzter Puffer.
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5. Diskussion

Urspringlich wurde MIF als ein von aktivierten T-Lymphozyten sezerniertes
Zytokin beschrieben (Bloom und Bennett, 1966; David, 1966). Spéatere
Untersuchungen zeigten fur MIF auch eine Rolle als Hypophysenhormon und
Enzym (Bernhagen et al., 1993; Blocki et al., 1993; Rosengren et al., 1996;
Kleemann et al., 1998a). MIF besitzt zahlreiche pro-inflammatorische (Calandra
et al.,, 1994; Calandra et al., 1995; Bacher et al., 1996) und wachstums-
regulatorische Eigenschaften (Bacher et al., 1996; Mitchell et al., 1999; Lacey et
al.,, 2003). Unter anderem wird dem Faktor eine Beteiligung bei der
Tumorentstehung (Chesney et al., 1999) sowie regulative Eigenschaften in
endokrinen Organen (Meinhardt et al., 2000) zugeschrieben. Trotz dieser
zahlreichen Erkenntnisse ist der molekulare Wirkungsmechanismus von MIF

noch nahezu unbekannt.

5.1 Untersuchungen zur Signaltransduktion

5.1.1 Untersuchungen zu einer Beteiligung des Proteinkinase A-
Weges an der MIF-Signaltransduktion in Sertoli-Zellen

Meinhardt et al. (1996) lieferten erste Evidenzen fiir eine parakrine Regulation
der Sertoli-Zell-Funktion durch MIF. In initialen Untersuchungen konnte eine
dosisabhéngige Reduktion der Inhibin-Sekretion von Sertoli-Zellen durch
rekombinantes MIF demonstriert werden. Die kompensatorische MIF-
Produktion von Sertoli-Zellen nach Depletion der Leydig-Zellen, dem
ursprunglichen Syntheseort, wies auf eine weitere mdgliche Funktion von MIF in
der Zell-Zell-Interaktion im Hoden hin (Meinhardt et al., 1999).

Durch welchen molekularen Mechanismus MIF den hemmenden Effekt auf die
Inhibin-Sekretion ausubt, bzw. wodurch die MIF-Expression in den Sertoli-
Zellen unterdrickt wird, ist bislang nicht bekannt. Eine Beteiligung von Kalzium
als Botenstoff konnte durch Messungen des intrazellularen Kalziumgehaltes in
MIF-stimulierten Sertoli-Zellen ausgeschlossen werden (Wennemuth et al.,
2000). In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdgliche Beteiligung des ,second
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messenger” zyklisches Adenosin-3",5-Monophosphat (CAMP) und damit eine
Beteiligung des Proteinkinase A (PKA)-Weges an der MIF-Signaltransduktion in
Sertoli-Zellen untersucht. Mitchell et al. (1999) konnten zeigen, dass MIF in
NIH/3T3-Fibroblasten Uber eine Erhoéhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration die Phosphorylierung der ERK bewirkt. Zudem konnte ein
Zusammenhang dieser Signalkaskade mit der pro-proliferativen Wirkung von
MIF auf die NIH/3T3-Fibroblasten in Verbindung gebracht werden (Mitchell et
al. 1999). Einen weiteren Beleg fur die Beteiligung von cAMP an dem MIF-
Signaltransduktionsweg konnten Watanabe et al. (2004) erbringen. Sie konnten
eine Inhibition der MIF-induzierten Matrix-Metalloproteinase-1-Expression in
humanen, dermalen Fibroblasten durch einen PKA-Inhibitor (H89) darstellen.

Die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Untersuchung an Sertoli-Zellen,
zeigte keinen intrazellularen Anstieg des cAMP-Spiegels nach MIF-Stimulation.
Somit kann eine Beteiligung des Proteinkinase A-Weges an der MIF-
Signaltransduktion, wie es fur NIH/3T3-Fibroblasten und humane, dermale
Fibroblasten bewiesen wurde (Mitchell et al., 1999; Watanabe et al., 2004), fur

Sertoli-Zellen ausgeschlossen werden.

5.1.2 Untersuchungen zum Tyrosin-, Threonin- und Serin-
Phosphorylierungsmuster MIF-stimulierter Peritubular- und
Sertoli-Zellen

Bei Signalkaskaden spielen Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-
vorgange bei der Aktivierung bzw. Deaktivierung von Signalmolekilen eine
grof3e Rolle. So fuhrt z.B. eine Ligandenbindung an Membran-Rezeptoren (z.B.
G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren) zur Aktivierung von Proteinkinasen und
damit zu Verédnderungen in der Proteinphosphorylierung. Die Proteinkinasen
konnen als Bestandteil des Rezeptors, als Zellmembran-gebundene oder als im
Zytosol lokalisierte Proteine vorkommen. In tierischen Zellen treten zwei
Klassen von Proteinkinasen auf, ndmlich die Tyrosinkinase und die Serin-/
Threoninkinasen.  Proteinphosphatasen stellen die Gegenspieler der
Proteinkinasen dar und entfernen die zuvor angehéngten Phosphatreste von
spezifischen Substratproteinen (Lodish et al., 1999). Auch in der
Signaltransduktion  von  Zytokinen spielen  Tyrosin- sowie  Serin-/
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Threoninkinasen eine wichtige Rolle (zur Ubersicht: McCubrey et al., 2000).
Somit ist die Untersuchung der Phosphorylierungsmuster von MIF-stimulierten
Zellen mit Hilfe der Western-Blot-Analyse prinzipiell eine erfolgversprechende
Moglichkeit, Signalmolekile des MIF-Signaltransduktionsweges zu entdecken.
Fur die Darstellung der Phosphorylierungsmuster wurden in der vorliegenden
Studie anti-Phospho-Tyrosin-, -Threonin- und -Serin-Antikorper verwendet. Die
mit rec MIF stimulierten Peritubular- bzw. Sertoli-Zellen, lieRen jedoch keinen
Effekt von MIF auf eine Ver&nderung der Tyrosin-, Threonin- bzw. Serin-
Phosphorylierung erkennen.

Wiegand et al. (2001) zeigten in Peritubularzellen eine Marginalisierung der
Proteinkinase C vom Zytosol an die Plasmamembran nach MIF-Stimulation.
Dies ist eindeutig als Aktivierung der Proteinkinase C zu deuten (zur Ubersicht:
Liu, 1996). Somit ist trotz der nicht nachweisbaren Anderungen der
Phosphorylierungsmuster in Peritubularzellen dennoch davon auszugehen,
dass es zu nicht erkannten Phosphorylierungen von Proteinkinase C-
Substraten im Laufe der MIF-Signaltransduktion kommt. Dies kann daran
liegen, dass die verwendeten Antikorper laut Herstellerangaben nur einen Teil
der gesamten zellularen Phosphoproteine detektieren.

Die Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von Signalmolekilen im Laufe
der MIF-Signaltransduktion in Peritubular- bzw. in Sertoli-Zellen kann daher
trotz der negativ ausgefallenen Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden und

sollte unter Verwendung einer anderen Methode Uberprift werden.

5.1.3 Untersuchungen zu einer Aktivierung der ERK-1/2-MAPK
in MIF-stimulierten Peritubular- und Sertoli-Zellen

Die extrazellular-Signal-regulierte Kinase (ERK-1/2) stellt eine Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) dar. Der MAPK-Weg wird durch die Aktivierung
eines G-Proteins initiiert. Dadurch wird eine Proteinkinase-Kaskade ausgeldst,
an der in folgender Reihenfolge eine MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKK), eine
MAPK-Kinase (MAPKK) und eine MAPK beteiligt sind. Diese Kinasen aktivieren
sich durch Phosphorylierung. Der ERK-Weg beinhaltet Ras als G-Protein, Raf
als MAPKKK, MEK (MAPK/ERK-Kinase) als MAPKK sowie ERK als MAPK und
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steuert zellulare Prozesse, wie Proliferation und Zell-Differenzierung. Proteine
des Zytoskeletts, Kinasen, Phosphatasen, viele Enzyme und Ets-
Transkriptionsfaktoren (Elk-1, Sap-1, Net) stellen potentielle Substrate der ERK
dar (Kolch, 2000; Peyssonnaux und Eychene, 2001; Johnson und Lapadat,
2002; Chang et al., 2003). Neben der klassischen Aktivierung von G-Proteinen
durch Mitogene (z.B. Wachstumsfaktoren) wurde auch die Aktivierung des
ERK-Weges durch die Proteinkinase C (PKC) beschrieben (Marais et al., 1998).
Untersuchungen zeigten, dass sowohl die klassische (durch Kalzium
aktivierbare) PKC-Isoform-a, als auch die nicht-klassische (nicht durch Kalzium
aktivierbare) PKC-Isoform-¢ eine Aktivierung des ERK-Weges bewirken kdnnen
(Kolch et al., 1993; Cai et al., 1997; Cheng et al., 2001), welche auf einer
direkten Phosphorylierung der MAPKKK Raf-1 beruht. Diese Daten fuhrten zur
Hypothese, dass in MIF-stimulierten Peritubularzellen die durch Kalzium
aktivierte klassische PKCa Uber eine direkte Phosphorylierung von Raf-1 den
Erk-Weg aktiviert. Bestatigt wurde diese Annahme durch die in der Literatur
beschriebenen zahlreichen Nachweise einer Beteiligung der ERK-1/2 an der
MIF-Signaltransduktion in verschiedenen Zellarten (Mitchell et al., 1999;
Fukuzawa et al., 2002; Amin et al., 2003; Lacey et al., 2003). Ebenso bestand
die Mdglichkeit, dass die MIF-Signaltransduktion in Sertoli-Zellen auf dem ERK-
Weg beruht, welcher zur Differenzierung der Sertoli-Zellen fuhrt, wodurch sie
ihre Teilungsfahigkeit verlieren. So wurde in NIH/3T3-Fibroblasten eine
Phosphorylierung der ERK-1/2 2 h nach Stimulation mit rec MIF beobachtet, die
fur 24 h anhielt (Mitchell et al.,, 1999). AuRerdem konnte in diesem
Zusammenhang eine proliferationssteigernde Wirkung von MIF auf die
NIH/3T3-Fibroblasten festgestellt werden. Diese wurde tber einen Anstieg von
cAMP, gefolgt von einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und des ERK-
1/2-MAPK-Weges mit Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Elk-1
vermittelt. Sowohl in Peritubularzellen als auch in Sertoli-Zellen ist jedoch davon
auszugehen, dass die Aktivierung des ERK-Weges nicht PKA-vermittelt ablauft,
da ein Anstieg von cAMP in Peritubularzellen bereits ausgeschlossen wurde
(Wiegand et al., 2001) und die vorliegende Studie auch keinen Anstieg von
CAMP in MIF-stimulierten Sertoli-Zellen zeigen konnte. Dies steht im
Widerspruch zu der von Mitchell et al. (1999) beschriebenen Aktivierung des

ERK-Weges durch die PKA und lasst somit eine alternative Aktivierung des
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ERK-Weges vermuten. Lacey et al. (2003) zeigten an MIF-stimulierten
Fibroblasten-ahnlichen Synoviozyten nach 4 h eine Phosphorylierung der ERK-
1/2, verbunden mit einer proliferationssteigernden Wirkung von MIF. In
Kardiomyozyten wurde bereits nach 7 min eine gesteigerte Phosphorylierung
der ERK-1/2 beobachtet (Fukuzawa et al., 2002). Bei dieser Studie wurden
jedoch die adaquaten Kontrollexperimente nicht durchgefihrt. Aul3erdem lag
die eingesetzte MIF-Konzentration mit 1 pg/ml um ein Vielfaches tber dem
physiologischen Bereich, so dass die Aussagekraft dieser Studie in Frage
gestellt werden muss. Eine weitere Aktivierung des ERK-Weges wurde in MIF-
stimulierten humanen dermalen mikrovaskuléaren Endothelzellen (HMVECS)
beobachtet. Amin et al. (2003) zeigten in diesen Zellen die Phosphorylierung
von MEK-1/2, ERK-1/2 und EIk-1, deren Aktivierung Voraussetzung fur die
Induktion der Angiogenese ist. Es blieb jedoch die Frage offen, ob die
Aktivierung des ERK-Weges uber das G-Protein Ras oder Uber andere
Mediatoren erfolgte.

In der vorliegenden Arbeit war in den mit MIF inkubierten Peritubular- bzw.
Sertoli-Zellen keine Phosphorylierung der ERK-1/2 zu beobachten. Der in der
Positivkontrolle aufgetretene Anstieg der ERK-1/2-Phosphorylierung zeigte,
dass die durch 24 h Mediumentzug synchronisierten Zellen in der Lage waren,
auf das Stimulans zu reagieren.

Somit konnte weder in Peritubularzellen noch in Sertoli-Zellen eine Aktivierung
der ERK-1/2 wahrend der MIF-Signaltransduktion nachgewiesen werden. Damit
ist ausgeschlossen, dass die in Peritubularzellen aktivierte Proteinkinase C
(Wiegand et al., 2001) zu einer Induktion des ERK-Weges fihrt. Die Ergebnisse
dieser Studie bestatigen friheren Befunde von Wiegand et al. (2001). Hier
konnte in MIF-stimulierten Peritubularzellen weder eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors  Elk-1, noch eine Steigerung der Proliferation
nachgewiesen werden, welche als Merkmale einer Aktivierung des ERK-Weges
hatten gedeutet werden konnen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zusammen mit der Studie von Wiegand et al. (2001) lassen somit die
Schlussfolgerung zu, dass die Signaltransduktion in Peritubularzellen und
Sertoli-Zellen einen anderen Weg als den von Mitchell et al. (1999), Fukuzawa
et al. (2002), Lacey et al. (2002) und Amin et al. (2003) beschriebenen ERK-

Weg nimmt. MIF wirkt somit zellspezifisch auf die Signaltransduktion.
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Abb. 5.1:

Schematische Darstel-
lung der Untersuchung-
en zur MIF-Signaltrans-
duktion in Sertoli-Zellen
In Sertoli-Zellen erfolgt die
Ubermittlung der Reduk-
: tion der Inhibin-Sekretion
~ Sertoli-Zelle 3 weder Uber den PKA-Weg

ihi (cAMP) noch (ber den
Inhibin "Ir ERK-Weg.
514 Untersuchungen zu einer Rezeptor-vermittelten Wirkung von

MIF in Peritubularzellen

Obwohl seit der Entdeckung von MIF vor Uber 35 Jahren eine Vielzahl von
Informationen Uber die Rolle des Faktors in der Zellphysiologie und Immunitat
gesammelt wurden, ist bis vor kurzem noch kein Kandidatenprotein fir einen
MIF-Rezeptor identifiziert worden. Es bestehen grundsatzlich zwei
unterschiedliche Hypothesen lber die Wirkungsweise von MIF. Einerseits wird
ein klassischer Membran-Rezeptor fur MIF postuliert, andererseits eine
Aufnahme von MIF in die Zelle durch eine Nicht-Rezeptor-vermittelte
Endozytose (Kleemann et al., 2000; Leng et al., 2003). Fur die erste Hypothese
spricht eine Vielzahl von Untersuchungen (Calandra et al., 1994; Hudson et al.,
1999; Mitchell et al., 1999; Wennemuth et al., 2000). Dennoch gelang es erst
kirzlich, ein integrales Membranprotein zu charakterisieren, das als
Bindungspartner von MIF fungieren kann (Leng et al., 2003). Es handelt sich
um die invariable Kette des MHC lI-Komplexes (CD74 oder li). Eine Bindung
von MIF an die extrazellulare Domane von CD74 loste direkt oder indirekt eine
Phosphorylierung der ERK-1/2 und die Proliferation in Raji B-Zellen und
CCL210 humanen Lungenfibroblasten aus. CD74 besitzt die Aufgabe den MHC
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[I-Kkomplex vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat zu
transportieren. Zudem verhindert CD74, dass Peptide schon im ER an die
Peptidbindungs-Furche des MHC II-Komplexes binden. Eine weitere Funktion
besteht in der Umleitung des MHC II-Molekiils vom merokrinen Sekretionsweg
ins endosomale/lysosomale System. Diese drei Aufgaben werden auch als
klassische Wirkungsweisen bezeichnet (zur Ubersicht: Matza et al., 2001). Nur
einige wenige Untersuchungen konnten eine Lokalisation von CD74 in der
Zellmembran zeigen. Die Halbwertszeit betrug dort allerdings nur 3-4 min
(Wraight et al., 1990; Henne et al., 1995). Das Fehlen einer fur die Interaktion
mit Signalmolekilen notwendigen intrazellularen Sequenzdoméne von CD74
lasst aber die Frage offen, wie CD74 nach der Bindung von MIF das Signal an
intrazellulare Signalmolekule transduzieren soll. Die Entdeckung von CD74 als
maoglicher Rezeptor von MIF ist jedoch ein weiterer Hinweis auf eine nicht-
klassische Wirkung fur CD74, wie sie auch in der Literatur schon beschrieben
wurde (Aktivierung eines TAF(I1)105-NF-kB-abhangigen Transkriptions-
programms, welches die B-Zell-Maturierung induziert) (Naujokas et al., 1993;
Matza et al., 2001).

Die Annahme, dass die MIF-Wirkung nicht rezeptorvermittelt, sondern uber
einen alternativen Weg ablauft, stitzt sich auf die enzymatische Aktivitdt des
Molekils (Rosengren et al., 1996; Kleemann et al., 1998a) und das konstitutive
Expressionsprofil. Noch bevor CD74 als ein moglicher Rezeptor fur MIF
gefunden wurde, konnten Kleemann et al. (2000) eine intrazellulare Bindung
von MIF an Jab-1 zeigen. Sowohl fiir endogenes als auch exogen zugegebenes
MIF konnte im Zytosol von Raw 264.7-Makrophagen und HelLa-Zellen eine Co-
Lokalisation mit Jab-1 nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen
belegten, dass MIF durch Bindung an Jab-1, die TNF-a-induzierte AP-1-
Stimulation von 293T-Zellen reduzieren kann (Kleemann et al., 2000). MIF
reprasentiert somit einen Gegenregulator zum AP-1-Signalweg. Da aktives AP-
1 die Expression pro-inflammatorischer Zytokine induziert, stehen diese Daten
der in der Literatur vielfaltig beschriebenen pro-inflammatorischen Wirkung von
MIF (Calandra et al., 1994) entgegen. Ebenso stehen die Erhéhung der
intrazellularen Konzentration des Zell-Zyklus-Inhibitors p27"** durch MIF und
die damit verbundene Inhibition der Zellproliferation im Widerspruch zu den

publizierten proliferationssteigernden Effekten (Mitchell et al., 1999). Bei der
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Aufnahme von MIF in die Zelle durch Nicht-Rezeptor-vermittelte Endozytose ist
der Transfer von MIF aus den endozytotischen Vesikeln in das Zytosol vollig
ungeklart. Kritisch anzumerken ist des Weiteren, die in dieser Studie
eingesetzten extrem hohen MIF-Konzentrationen von bis zu 12,5 pg/ml. Die
physiologische MIF-Konzentration im Serum liegt bei ca. 4 ng/ml und steigert
sich unter den Bedingungen eines septischen Schocks nur auf ca. 150 ng/ml
(Calandra et al., 2000).

Frihere Ergebnisse zur MIF-Signaltransduktion in Peritubularzellen, die einen
kapazitativen Kalziumeinstrom und eine Aktivierung der Proteinkinase C
beschreiben (Wennemuth et al., 2000; Wiegand et al., 2001), lassen hingegen
die Vermutung zu, dass MIF seine Wirkung in Peritubularzellen Uber einen
Rezeptor vermittelt. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen zum Phosphorylierungsmuster in Peritubulérzellen geben
jedoch keinen Hinweis auf die Art der Signalubertragung von MIF in diesem
Zelltyp. Eine Untersuchung der Peritubulérzellen auf das Vorhandensein von
CD74 in der Zellmembran in zukinftigen Studien ware hilfreich, um eine
Beteiligung von CD74 an der MIF-Signaltransduktion abzuklaren.

In Sertoli-Zellen konnten die durchgefuhrten Untersuchungen keinen Hinweis
geben, ob die MIF-Signaltransduktion rezeptorvermittelt ist oder durch einen
alternativen Weg aktiviert wird. Da aber auch in dieser Zellart weder eine
Aktivierung der ERK-1/2 noch eine Beteiligung des Proteinkinase A-Weges bei
der MIF-Signaltransduktion nachgewiesen werden konnte, ist eine Endozytose
von MIF in die Zelle mit anschlieender Bindung an ein intrazellulares
Bindungsprotein wie Jab-1 durchaus mdglich.

5.15 Aktivierung der ERK-1/2 durch Mediumwechsel Dbei
Peritubular- und Sertoli-Zellen

Es ist bekannt, dass eine Vielzahl von Stimuli, wie Hormone,
Wachstumsfaktoren, Differenzierungsfaktoren, Zytokine und Karzinogene, den
ERK-Weg aktivieren und entsprechend Wachstum, Differenzierung oder
Mitogenese bewirken (zur Ubersicht: Kolch, 2000; Peyssonnaux et al., 2001;
Johnson et al., 2002; Chang et al., 2003). AuR3erdem fuhrt die Aktivierung des
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ERK-Weges zu einer Inhibition der durch Hypoxie (Buckley et al., 1999),
Wachstumshormonentzug (Erhardt et al., 1999; Apati et al., 2003; Lambeng et
al., 2003), Wasserstoffperoxyd (Wang et al., 1998) und Chemotherapeutika
(Anderson und Tolkovsky, 1999) induzierten Apoptose. In Sertoli-Zellen ist
bekannt, dass FSH in neonatalen Sertoli-Zellen die Proliferation tber den ERK-
Weg induziert und die Differenzierung kontrolliert. Diese FSH-Effekte sind in
Sertoli-Zellen 19 Tage alter Ratten nicht mehr zu beobachten, da die Sertoli-
Zellen bereits in die terminale Differenzierung eingetreten sind (Crepieux et al.,
2001). Eine Aktivierung des ERK-Weges konnte in Peritubuléarzellen nach
Angiotensin-lI-Stimulation und Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels
beobachtet werden. Nachfolgend wurde sowohl eine Kontraktion wie auch
Proliferation der Zellen beobachtet (Rossi et al., 2002).

In der  vorliegenden Studie zeigte die Untersuchung der
Phosphorylierungsmuster bei blo3er Zugabe von rec MIF zu dem bereits Uber
Nacht auf den Zellen befindlichem Medium keine sichtbaren Veranderungen bei
der Tyrosin-, Threonin- sowie Serin-Phosphorylierung. Es konnte jedoch
festgestellt werden, dass ein Austausch des Mediums mit voran gegangenem
Waschschritt mit PBS Zu einer Anderung des Tyrosin-
Phosphorylierungsmusters flhrte. Dabei wurden die Zellen tGber Nacht in FKS-
freiem RPMI 1640 kultiviert, danach wurde das Medium entfernt, mit Dulbecco’s
PBS gewaschen und wiederum FKS-freies RPMI 1640 zu den Zellen gegeben.
Hierbei war 5 min nach Austausch des Mediums eine deutliche
Phosphorylierung eines ca. 44 kDa und eines ca. 42 kDa Proteins zu
beobachten. Dieser Effekt trat am markantesten bei den Sertoli-Zellen auf, war
jedoch in den Peritubularzellen ebenfalls zu beobachten. Da die
Molekulargewichte mit denen von ERK-1 (p44-MAPK) und ERK-2 (p42-MAPK)
korrespondierten, wurde anschlie3end Uberpruft, ob durch den Austausch des
Mediums oder das Waschen der Zellen mit PBS eine Aktivierung des ERK-
Weges durch Phosphorylierung der ERK-1/2 erfolgte. Es zeigte sich in
Peritubular- und in Sertoli-Zellen 5 min nach dem Mediumwechsel mit
vorangegangenem PBS-Waschschritt eine deutliche Zunahme der Phospho-
p44- und p42-MAPK. Eine mdgliche Erklarung fur das beobachtete Phanomen
stellten Mechanismen dar, die der Apoptose durch Entzug von
Wachstumfaktoren entgegenwirken (Erhardt et al., 1999; Apati et al., 20083;
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Lambeng et al., 2003). Die eingeleitete Apoptose kann durch die Aktivierung
des ERK-Weges gehemmt werden (Erhardt et al., 1999; Apati et al., 2003;
Lambeng et al., 2003). Ein physiologischer Mechanismus zur Aktivierung des
ERK-Weges wurde aber bislang noch nicht beschrieben. Apati et al. (2003)
konnten durch eine experimentelle Erh6éhung des intrazellularen
Kalziumspiegels mit lonomycin eine biphasische ERK-1/2-Phosphorylierung
bewirken, welcher die induzierte Apoptose hemmte. Erhardt et al. (1999)
erzielten den gleichen Effekt durch eine Uberexpression von B-Raf in Ratten-
Fibroblasten, die einem Wachstumsfaktorentzug ausgesetzt waren. Zudem
reagierten glomerulare Podozyten, beta-Zellen des Pankreas und glatte
Muskelzellen der Coronararterien mit einer Aktivierung der ERK-1/2 nach
Erh6hung der Glukosekonzentration (Hoshi et al., 2002; Sakuma et al., 2002;
Briaud et al., 2003). Sakuma et al. (2002) zeigten in diesem Zusammenhang
auch eine Inhibition der Apoptose in glatten Muskelzellen aus humanen
Coronar-Arterien. So kann vermutlich die Aktivierung der ERK-1/2 Kinase in
Peritubular- und Sertoli-Zellen auf den Anstieg der Glukosekonzentration von
0 mM auf 11,1 mM nach dem Mediumwechsel zurtickgefuihrt werden. Die durch
den Entzug der Wachstumshormone ausgeldste Apoptose der Zellen kdnnte

dabei verhindert werden.

5.2 Die Rolle von MIF im Immunprivileg des Hodens

5.2.1 Aufbau des Immunprivilegs des Hodens

Die Blut-Hoden-Schranke ist nur ein unzureichender Mechanismus, die post-
meiotischen Keimzellen vor den Attacken der Immunzellen zuschitzen. So
wurde das Vorkommen von testikularen Autoantigenen auch aul3erhalb dieser
Barriere gezeigt (Yule et al., 1988). Zudem befindet sich die Blut-Hoden-
Schranke in einem standigen Auf- und Abbau, wodurch die Barrierefunktion
zeitlich und raumlich Licken aufweist, die den Kontakt von Immunzellen mit
post-meiotischen Keimzellen prinzipiell ermdglichen (Cheng und Mruk, 2002;
Hedger und Meinhardt, 2003; Liu et al., 2003). Wahrend der saisonalen
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Regression wird sogar ein kompletter Zusammenbruch der Blut-Hoden-
Schranke beschrieben (z.B. Nerz) (Pelletier, 1986).

Vermutlich ist das Immunsystem des Hodens unter physiologischen
Bedingungen nicht in der Lage, Fremd-Antigene zu erkennen und eine
Immunantwort auszulésen. Diese Annahme wird durch Untersuchungen
unterstitzt, die eine Abstol3ung von Xenotransplantaten im Hoden nach aktiver
Immunisierung oder Sensitivierung zeigten (Head et al., 1983). Von Hedger
(2002) wird ein lokaler organspezifischer Mechanismus postuliert, der die
Immunantwort im Hoden Uber l8sliche niedermolekulare Faktoren negativ
reguliert und somit fir die ausbleibende Immunantwort des Hodens
mitverantwortlich ist.

Hauptanteil der Immunzellen des Hodens stellen Makrophagen dar, die sich in
die groRBere Gruppe der residenten und in die in geringerer Anzahl
vorkommender Makrophagen vom inflammatorischen“ Typ untergliedern,
(Hedger, 2002). Es kommen jedoch auch Mastzellen, Dentritische Zellen, T-
Zellen und ,natural killer (NK)“ Zellen vor (Nistal et al., 1984; Niemi et al., 1986;
Itoh et al.,, 1995; Tompkins et al., 1998). Als Besonderheit fiel auf, dass
residente testikulare Makrophagen im Vergleich zu Makrophagen aus anderen
Geweben eine geringere Stimulierbarkeit und eine reduzierte Fahigkeit zur
Freisetzung von Zytokinen aufwiesen, so dass ihnen unter physiologischen
Bedingungen eine anti-inflammatorische Aktivitdt zugeschrieben wurde (Kern et
al., 1995). Als weiterer Mechanismus zur Aufrechterhaltung des Immunprivilegs
wird die funktionelle Inaktivierung (Anergie) in den Hoden einwandernder
Lymphozyten diskutiert (Filippini et al., 2001; Janeway et al., 2002). Dies wurde
bedeuten, dass die von den testikularen T-Zellen erkannten Autoantigene auf
Grund fehlender ko-stimulatorischer Signale keine Aktivierung erfahren.

Aller Voraussicht nach wird das Immunprivileg ebenfalls durch ein Uberwiegen
der Funktion anti-inflammatorischer Zytokine vermittelt. Neben ihrer priméaren
Funktion in der Kontrolle der Immunantwort, spielen sie im Hoden aber auch
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, Steroidogenese und Spermatogenese.
Neben den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-1a, IL-6, TNF-a und MIF wurde
diese duale Rolle im Hoden auch fir anti-inflammatorische Zytokine, wie die
Aktivine, IFN-y und TGF- beschrieben (Lee et al., 1989; Mather et al., 1990;
Boockfor und Schwarz, 1991; Khan und Nieschlag, 1991; Parvinen et al., 1991,
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Khan et al., 1992; De et al., 1993; de Winter et al., 1993; Hakovirta et al., 1993;
Pdllanen et al., 1993; Xiong und Hales, 1993; Boockfor et al., 1994; de Winter
et al., 1994; Paul und Seder, 1994; Hakovirta et al., 1995; Okuda et al., 1995;
Hoeben et al., 1996; Stephan et al., 1997; Dejucq et al., 1998; Nehar et al.,
1998; Konrad et al., 2000; Suarez-Pinzon et al., 2000; Pentikainen et al., 2001;
Svechnikov et al., 2001).

Da die genannten Zytokine sowohl im Immunsystem als auch bei der
parakrinen Interaktion testikularer Zellen eine Rolle spielen, kann eine
Hochregulation der Zytokine durch Aktivierung des Immunsystems bei

Entzindung zu einer Stérung der normalen Hodenfunktion fuhren.

5.2.2 Untersuchungen zu einem Einfluss von MIF auf die TGF-32-
Sekretion in Peritubularzellen

Im Hoden sind nicht nur aktivierte Immunzellen in der Lage Zytokine zu
sezernieren, sondern auch somatische Zellen, die diese konstitutiv freisetzen.
So sezernieren auch Peritubularzellen, neben extrazellularen-Matrixproteinen,
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren sowie Zytokine (Skinner und Moses,
1989; Tung und Fritz, 1994). Eines dieser Zytokine ist TGF-3. Die
Peritubularzellen exprimieren und sezernieren im Laufe der Pubertat alle drei
Isoformen der TGF-R-Familie (Mullaney und Skinner, 1993). TGF- besitzt stark
immunsuppressive Eigenschaften (Pollanen et al., 1993). In ihrer Studie zeigten
Pdllanen et al. (1993), dass die durch abdominal appliziertes Hodenhomogenat
hervorgerufene  Proliferation  von  peripheren  Lymphozyten  durch
neutralisierende TGF-3-Antikérper gesteigert wird. Weller et al. (1994) belegten,
dass auch TGF-R32 allein immunsuppressive Wirkung besitzt, indem es die T-
Zell-Proliferation hemmit.

Um einen moglichen Einfluss von MIF auf die Balance von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit
der Effekt von MIF auf die TGF-32-Sekretion in Peritubularzellen untersucht.
Dabei konnte festgestellt werden, dass rec MIF in Peritubularzellen eine
Reduktion der TGF-32-Sekretion hervorruft. Als Gegenspieler dieser
reduzierenden MIF-Wirkung kodnnen Glucocorticoide und TGF-32 selbst

angesehen werden, die in der Lage sind, die basale TGF-R2-Sekretion zu
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steigern (Konrad et al., 2000). Dies bestatigt die bereits beschriebene Funktion
von MIF als Gegenregulator der Glucocorticoide (Calandra et al., 1994).

Neben dem Einfluss von MIF auf die TGF-32-Sekretion wurde auch ein Effekt
auf die TGF-R2-mRNA-Expression in Peritubularzellen untersucht. Dabei war
jedoch keine signifikante Veranderung des Expressionsmusters nach MIF-
Stimulation zu beobachten. Die alleinige Einflussnahme eines Faktors auf die
Proteinsekretion ohne Anderung der mRNA-Expression wurde auch fur den
.basic fibroblast growth factor* (bFGF) beschrieben, der die Sekretion von TGF-
31 in HPTC (,human renal proximal tubular cells*) aus praformierten Speichern
induziert, ohne die de novo-Synthese zu beeinflussen (Phillips et al., 1997). Fur
TGF-32 konnte in PC12-Zellen (,pheochromocytoma cell line*) die Speicherung
in  sekretorischen  Granula durch  Kolokalisation mit  spezifischen
Markermolekulen fir sekretorische Granula (Chromogranin B) bzw. das trans-
Golgi-Netzwerk (TGN38) bewiesen werden. Des Weiteren konnte eine
kalziumabhangige TGF-[32-Sekretion aus praformierten Speichern gezeigt
werden, so dass sowohl eine konstitutive TGF-R32-Sekretion als auch eine
regulierte TGF-[32-Sekretion in den PC12-Zellen zu finden ist (Specht et al.,
2003). Somit ist eine Inhibition der TGF-R2-Sekretion in Peritubulérzellen durch
MIF ohne Beeinflussung der TGF-32-Expression durchaus méglich und kann
als ein Effekt auf die regulierte Sekretion aus existierenden Speichern gesehen
werden. Fir TNF-a in Adipozyten wurde interessanterweise sogar ein
stimulierender Effekt auf die Leptin-Sekretion mit einer gleichzeitigen Hemmung
der Leptin-Synthese beobachtet (Zhang et al., 2000).

5.2.3 Beteiligung der Proteinkinase C an der Vermittlung des
Effektes von MIF auf die TGF-32-Sekretion

In Anbetracht der in der vorliegenden Arbeit dargestellten inhibitorischen
Wirkung von rec MIF auf die TGF-[32-Sekretion in Peritubulérzellen wurde die
Frage gestellt, ob der beobachtete Effekt von MIF auf die von Wiegand et al.
(2001) beschriebene Aktivierung der Proteinkinase C zurlckzufiuhren ist. In der
Literatur ist die gesteigerte Sekretion aus Speichergranula durch einen Anstieg
des intrazellularen Kalziumspiegels nach Aktivierung der Proteinkinase C gut
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etabliert. In Zona-fasciculata-Zellen der Nebenniere wird dieser Mechanismus
bei der Sphingosine-1-Phosphat-stimulierten Cortisol-Sekretion (Rabano et al.,
2003) und in der Glandula lacrimalis nach Stimulation der Proteinsekretion
beschrieben (Tepavcevic et al., 2003). Aber auch der gegenteilige Effekt ist
bekannt. Fur Parietalzellen wurde eine Reduktion der cholinerg-stimulierten H*-
Sekretion Uber eine Aktivierung der Proteinkinase Ca gezeigt (Fahrmann et al.,
2002; Fahrmann et al., 2003). Ebenso konnte eine Proteinkinase C-abhangige
Inhibition der Carbachol-stimulierten  S&uresekretion durch IL-1  fir
Parietalzellen gefunden (Beales und Calam, 2001).

Diese Daten stitzen die Vermutung, dass die in Peritubularzellen beobachtete,
MIF-bedingte Reduktion der TGF-32-Sekretion einer Steuerung durch die

Proteinkinase C unterliegt. In weiterfUhrenden Studien ist geplant, diese

Hypothese unter Verwendung von Proteinkinase C-Inhibitoren zu prufen.

Plasmamembran

intra- <
zellular

Plasmamembran

Abb. 5.2:

Schematische Darstellung des molekularen Wirkungsmechanismus von MIF in
Peritubularzellen. MIF bewirkt in Peritubulérzellen einen kapazitativen Kalziumeinstrom, der
von einer Aktivierung der Proteinkinase C gefolgt wird, die alternativ zum ERK-Weg zu einer
Hemmung der TGF-32-Sekretion fiihrt. ER = Endoplasmatisches Retikulum.
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5.2.4 Untersuchungen zum Effekt von MIF auf die TNF- a-Sekretion
von Peritubularzellen

TNF-a gehort zu den potentesten pro-inflammatorischen Zytokinen. Der Faktor
wird hauptsachlich von aktivierten Makrophagen sezerniert und 16st pleiotrope
biologische Antworten in Zielzellen aus. Dies beinhaltet die namensgebende
hamorrhagische Nekrose bei Tumoren, Zytotoxizitat, eine wichtige Rolle beim
endotoxischen Schock sowie bei inflammatorischen, immunregulatorischen,
proliferativen und antiviralen Immunreaktionen (zur Ubersicht: Fiers, 1991).

Im Hoden wurde die mRNA fur TNF-a bislang nur in pachytanen
Spermatozyten, runden Spermatiden und testikularen Makrophagen lokalisiert.
Die Sekretion von TNF-a-Protein konnte nur nach Aktivierung der testikularen
Makrophagen beobachtet werden (De et al., 1993; Hutson, 1993).

Obwohl speziell die TNF-a-mRNA-Expression in Peritubularzellen nicht
nachgewiesen wurde (Hutson, 1993), spielen sie dennoch eine Rolle durch die
Produktion anderer Zytokine bei inflammatorischen Reaktionen. So wurde nach
Stimulation mit pro-inflammatorischen Agentien eine gesteigerte Expression
und Sekretion von MCP-1 (,monocyte chemoattractant protein-1) in
Peritubularzellen gezeigt (Aubry et al., 2000). Deshalb wurde gepruft, ob die
TNF-a-Sekretion in Peritubuléarzellen durch MIF induziert werden kann. Diese
Hypthese konnte nicht bestatigt werden. MIF ist nicht in der Lage die Sekretion

des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-a in Peritubulérzellen zu induzieren.

5.25 Einfluss von MIF auf die Zytokinbalance des Hodens

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten deuten auf eine biologische Relevanz
von MIF bei der Aufrechterhaltung der Zytokinbalance des Hodens hin. Durch
die Regulation der Freisetzung des anti-inflammatorischen Mediators TGF-32
kann das pro-inflammatorische Zytokin MIF das Zytokingleichgewicht des
Hodens vom immunsuppressiven Status (,Immunprivileg®) hin zu einer
inflammatorischen Immunantwort verschieben. Neben der in der vorliegenden

Arbeit gezeigten Inhibition der TGF-32-Sekretion in Peritubularzellen kann hier
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auch eine Hochregulation der TNF-a Sekretion in Makrophagen (Hutson, 1993)

beitragen.

5.3 Ausblick

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit erhobenen Daten schlieen eine
Beteiligung des Proteinkinase A- und MAPK-ERK-Wegs an der MIF-
Signaltransduktion aus. Daher sollten weiterfihrende Untersuchungen unter
Verwendung eines Inhibitors klaren, ob der in Peritubularzellen beobachtete
Effekt von MIF auf die TGF-[32-Sekretion durch die PKC vermittelt wird.

Der Ausschluss einer Vielzahl von Signaltransduktionswegen, lasst die
Vermittlung der molekularen Wirkung von MIF uber die intrinsische
Enzymaktivitat moglich erscheinen. Basierend auf der Tatsache, dass das N-
terminale Prolin ebenso essentiell fir die Tautomerase-Aktiviat (Swope et al.,
1998) wie das Cys-X-X-Cys-Motiv fur die Oxidoreduktase-Aktivitat ist
(Kleemann et al.,, 1998), sollte mit Hilfe von MIF-Mutanten diese Form der
Wirkungsweise von MIF gepruft werden.

Ein weiterer MIF-Einfluss auf die Zytokinbalance im Hoden sollte durch die
Untersuchung moglicher Anderungen der Expression und Sekretion des pro-
inflammatorischen Chemokins MCP-1 und des anti-inflammatorischen Zytokins
Aktivin nach MIF-Stimulation in Peritubularzellen erfolgen (de Winter et al.,
1994; Aubry et al., 2000).
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6. Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung

Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) wurde erstmals 1966 als ein
von T-Lymphozyten sezerniertes Zytokin beschrieben, mit der Fahigkeit die
ungerichtete Migration von Makrophagen zu hemmen. Folgestudien zeigten das
Vorkommen von MIF in vielen Organsystemen. Im Hoden wird MIF von den Leydig-
Zellen exprimiert und sezerniert. Es hemmt u.a. die Inhibin-Sekretion der Sertoli-
Zellen in vitro und wurde als parakriner Faktor bei der Leydig-Zell-Tubulus-Interaktion
gefunden.

Im Hoden entscheidet die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Zytokinen, ob der immunprivilegierte Status aufrecht erhalten oder eine entziindliche
Reaktion ausgeldst wird. Peritubulérzellen sezernieren das immunsupprimierende
Molekul TGF-32 und andere regulatorische Zytokine, die sowohl im Immunsystem
des Hodens als auch bei der lokalen Interaktion testikul&rer Nicht-lImmunzellen eine
wesentliche Rolle spielen. Die vorliegende Arbeit zeigte, dass MIF die Sekretion von
TGF-32 in Peritubularzellen signifikant hemmt, wohingegen eine Beeinflussung der
Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-a. nicht beobachtet wurde.
Frihere Studien zur MIF-Signaltransduktion in Peritubulérzellen zeigten einen
kapazitativen Kalziumeinstrom, der von einer Aktivierung der Proteinkinase C gefolgt
wurde. Da bislang nur wenig Uber den molekularen Wirkmechanismus von MIF
bekannt ist, sollten in der vorliegenden Arbeit mégliche MIF-Signaltransduktionswege
in testikularen Zielzellen untersucht werden. Die Untersuchung der MIF-
Signaltransduktion in Sertoli-Zellen zeigte keine Beteiligung des ,second messenger*
CAMP. Ebenso konnte keine Verédnderung der Phosphorylierungsmuster in
Peritubularzellen und Sertoli-Zellen inklusive einer Aktivierung der ERK-1/2 durch
MIF beobachtet werden. Man kann folglich davon ausgehen, dass die MIF-
Signaliibertragung weder Uber den ERK-Weg ablauft noch Uber den Proteinkinase A-
Weg vermittelt wird.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass MIF Uber eine Inhibition der Sekretion des
anti-inflammatorischen Mediators TGF-32 eine Verlagerung der Zytokinbalance vom

Immunsupprimierten Zustand hin zu einer Entziindungsreaktion vermitteln kann.
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6.2 Summary

Macrophage migration inhibitory factor was discovered in 1966 as a cytokine
secreted by activated T-lymphocytes, which was able to inhibit the random
migration of macrophages. Further investigations showed a wide tissue
distribution for this cytokine. In the testis, MIF is expressed and secreted by the
Leydig cells. The factor suppresses the inhibin secretion of the Sertoli cells in
vitro and was found to be involved in the parakrine modulation of Leydig cell-
seminiferous tubule interaction.

In the testis, the balance between pro- and anti-inflammatory cytokines
determines whether the immunprivileged status is maintained or an
inflammatory reaction is initiated. Peritubular cells secrete the
immunosuppressive molecule TGF-R2 and other regulatory cytokines. Many
cytokines play a dual role both in testicular immune regulation and in normal
testicular function. Our work shows that MIF significantly suppresses the TGF-
32 secretion in peritubular cells, whereas the pro-inflammatory cytokine TNF-a
was unaffected.

Former studies on the MIF-signal transduction in peritubular cells showed a
capacitative calcium influx, followed by an activation of the protein kinase C. As
relatively little is known about the molecular mechanism of MIF, this study was
aimed to investigate the mechanism of MIF-signal transduction in testicular
target cells (peritubular and Sertoli cells). Sertoli cells showed no involvement of
the second messenger cAMP in the MIF-signal transduction pathway.
Furthermore, no changes in the phosphorylation pattern of MIF-stimulated
peritubular and Sertoli cells including ERK-1/2 activation could be recorded.
Therefore, MIF-signal transduction in peritubular and Sertoli cells is not
mediated via the ERK or PKA pathway.

In summary, it can be concluded that the pro-inflammatory cytokine MIF can
shift the cytokine balance from the immunsuppressive state towards an

inflammatory reaction through the inhibition of TGF-32 secretion.
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arbeiten lieen.

Ein besonderer Dank ergeht an die Deutschen Forschungsgemeinschaft fur die
finanzielle Unterstiitzung meines Dissertationsvorhabens, die es mir ermdglichte, die
vorliegende Studie in weitgehender finanzieller Unabhangigkeit durchzufiihren und
natirlich dem Graduiertenkolleg ,Zell-Zell-Interaktion im Reproduktionsgeschehen®.
Besonders zu nennen sind hier die Koordinatorin des Graduiertenkollegs Frau PD.
Dr. E. Hinsch und der Sprecher des Graduiertenkollegs Prof. Dr. K.D. Hinsch in
ihrem standigen Bemihen die wissenschaftliche Arbeit mit wertvollen Tipps und
Ratschlagen voranzutreiben. Zudem mochte ich es nicht versdumen, die Graduierten
zu nennen, in deren Gemeinschaft ich mich mit meinen Problemen nie allein auf
weiter Flur gefahlt habe.

Zudem gilt allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Meinhardt, Prof. Dr.
Seitz und Prof. Dr. Aumiller Dank fir die gute Zusammenarbeit und ihre Bereitschaft
bei der Losung von Problemen behilflich zu sein.

Vielen Dank an Miriam Rhodewald, die meine allerersten Schritte im Labor meistern
half und mich (zusammen mit Andrea Cordes) in die Kaultivierung von
Peritubularzellen einwies. Ein Dankeschdn auch den guten Seelen des Labors Anne

Henkeler, Claudia Keppler und an Tamara Henke, die die beste Quiche backt. Ganz
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besonderer Dank gilt Eva Schneider, die mir in den letzten Monaten eine grof3e Hilfe
im Labor war und mit mir die Zellen und Ratten verwohnte und natirlich Suada
Frohlich, der Lustigen, ohne die der Laboralltag wesentlich trister gewesen waére,
Dank den beiden auch fur die schonen Pausen auf der Wiese und dem all-
freitaglichen Frihsticksschlemmen.

Auch allen Mitstreitern um die Doktorwirde, mit denen ich manch lustige Stunde, oft
auch zu vorangeschrittener Zeit, verbracht habe, mdchte ich danken: Radu losub,
dem ,Hahn im Laborkorb®, Ana-Maria Dobre, der unermudlichen Arbeiterin, Katrin
Blumbach, mit der ich so manche Tafel Schokolade verdriickt habe, Kersten Berndt,
mit der ich einige Kekse entsorgte, Anja Lewen und Simone Granz, den
Orchitisexperten und Monika Fiak, der Meisterin der 2D-Gele. Dr. J6rg Klug sei Dank
fur die seinem Namen alle Ehre machenden Tipps im Umgang mit Word, Excel aber
auch bei der Planung von Experimenten.

Ganz besonderer Dank gilt Dr. Regina Eickhoff, welche sich der &uf3erst schwierigen
Aufgabe angenommen hat, die erste Korrektur meiner Doktorarbeit zu tGbernehmen
und diese zeitraubende Arbeit trotz eigener Arbeit in ihrer Freizeit gewissenhaft
ausfuhrte!

Ich mbchte auch allen fleiBigen Helfern danken, die mir bei der Ausmerzung der
Rechtschreib- und Grammatikfehler geholfen haben: Susanne Huchzermeyer, die mir
nicht nur wahrend der Erstellung der Doktorarbeit, sondern auch wahrend des
Studiums als Freundin zur Seite stand, meinem Freund und baldigen Ehegatten Jorg
Schouler, der trotz aller Héhen und Tiefen noch nicht die Flucht ergriffen hat.

Der gréf3te Dank gilt meinen Eltern, Manfred und Elisabeth Mdiller, die mich immer in
der Durchfihrung meiner beruflichen Winsche bestarkt haben und ohne deren
finanzielle und moralische Unterstitzung ich meine beruflichen Winsche nicht hatte

realisieren kdnnen.
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8.2 Ehrenwortliche Erklarung

Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstandig und ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die woértlich oder sinngemal aus veroffentlichten oder nicht
veroffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen
Auskunften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgefuhrten und in der Dissertation erwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-
Liebig-Universitat Giessen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis”

niedergelegt sind, eingehalten.

Giessen, den 29. 01. 2004

Ruth Muller
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